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1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Der Begriff der Schizophrenie wird von Laien meist als Bezeichnung fiir eine ,,ge-
spaltene Personlichkeit“ falsch verstanden. Eine , gespaltene Personlichkeit®, im
Fachterminus ,, Dissoziative Identitatsstorung®, ist im Vergleich zur Schizophrenie
zwar selten, stoBt aufgrund ihres sensationellen Charakters jedoch auf vergleichs-
weise groBes Interesse in der Offentlichkeit, wie es auch der Bekanntheitsgrad des
Literaturklassikers ,,Dr. Jekyll und Mr. Hyde* von Robert Louis Stevenson zeigen
mag. Dagegen bleibt das Krankheitsbild der Schizophrenie den meisten Menschen
unbekannt, obwohl diese oft heimtiickisch verlaufende Erkrankung immerhin etwa

ein Prozent der Bevolkerung weltweit betrifft [2].

1.1.1 Historische Betrachtung

Die ,,Schizophrenie® fand erstmalig Ende des 19. Jahrhunderts unter Emil Krae-
pelins Bezeichnung ,,Dementia praecox® eine weithin akzeptierte Beschreibung.
Kraepelin stellte damit einen frith im Leben einsetzenden Prozess mit fortschrei-
tendem geistigen Verfall in den Vordergrund der Erkrankung [3]. Anfang des
20. Jahrhunderts widersprach Eugen Bleuler der von Kraepelin postulierten vor-
rangigen Bedeutung eines chronischen Verlaufes. Das Hauptcharakteristikum der
Erkrankung sah Bleuler vielmehr in einer Aufspaltung des Bewusstseins oder

der Gesamtpersonlichkeit, einer mangelhaften Einheit des Denkens, Fiihlens und



Wollens. Bleuler préigte den Begriff der ,,Schizophrenie® [4]( ,schizo“ = , gespal-
ten“; ,phren“ = Geist*), der alle Erkrankungen, darunter auch die ,,Dementia
praecox“, mit einem umschriebenen psychopathologischen Syndrom, bestehend
aus charakteristischen Denk-, Affekt- und Ich-Stérungen, Autismus und Ambiva-
lenz unter einem Begriff vereinigte. Einen progredienten Verlauf sah Bleuler bei

einer ,,Schizophrenie“ als nicht zwingenderweise eintretend an.

Nach dem zweiten Weltkrieg entwickelte Kurt Schneider ein Schizophrenie-
konzept, in dem er zwischen Symptomen 1. und 2. Ranges (siehe Tabelle ) un-
terschied [1]. Nach Schneider liegt bei Vorhandensein von Symptomen 1. Ranges
und gleichzeitigem Ausschluss einer korperlichen Grunderkrankung eine Schizo-
phrenie vor. Auch ein gehauftes Auftreten von Symptomen 2. Ranges erlaubt die

Diagnose Schizophrenie.

Die verschiedenen Schizophreniekonzepte fanden unterschiedliche Verbreitung,
so folgte man in Nordamerika vor allem den Ideen Bleulers, wihrend in Europa
vorwiegend Kraepelins Vorstellungen geteilt wurden. Friihe internationale Studi-
en ergaben demzufolge grofle Unterschiede beziiglich Verbreitung und Kriterien
zur Stellung der Diagnose ,,Schizophrenie® [5] [6]. Als Antwort auf diese Studi-
en entwickelten die Weltgesundheitsorganisation WHO und die Amerikanische
Psychiatrische Vereinigung kriterienbasierte Diagnosesysteme fiir die Schizophre-
nie, was zu einer besseren Vergleichbarkeit der Diagnosen weltweit fithrte [7][8].
Die jeweiligen Diagnosekriterien in ihrer aktuellen Form finden sich in der 10.
Auflage der ,International Classification of Diseases“ (ICD-10) der WHO so-
wie in der 4. Auflage des ,,Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders*

(DSM-1V) der American Psychiatric Association.



Abnorme Symptome 1.Ranges Symptome 2.Ranges
Erlebnisweisen
Akustische Kommentierende Stimmen Sonstige akustische
Halluzinationen (imperative Stimmen), Halluzinationen
dialogische Stimmen,
Gedankenlautwerden
Leibhalluzinationen || Leibliche Koenésthesien im engeren Sinne
Beeinflussungsergebnisse
Halluzinationen — Olfaktorische, optische,
anderer gustatorische Halluzinationen
Sinnesgebiete
Schizophrene Gedankenentzug, Gedankenein- | —
Ich-Storungen gebung, Gedankenausbreitung,
Willensbeeinflussung
Wahn Wahnwahrnehmung Wahneinfall, einfache

Eigenbeziehung

Tabelle 1: Symptome 1. und 2. Ranges nach Kurt Schneider.[I]




1.1.2 Schizophrenie in ICD-10 und DSM-IV

In den Klassifikationssystemen des ICD-10 und des DSM-IV sind die Kriterien
zur Diagnose der Schizophrenie in wesentlichen Anteilen sehr #hnlich. Dennoch

gibt es auch wichtige Unterschiede (siehe Tabelle .

Beide Klassifikationen teilen das Konzept der Schizophrenie als einer durch
eine Vielzahl unterschiedlicher Symptome charakterisierten Erkrankung. Zu die-
sen zahlen unter anderem verschiedenartige produktiv psychotische oder auch
,positive“ Symptome, wie Wahnvorstellungen oder Halluzinationen, und soge-
nannte ,negative Symptome, wie Apathie, Sprachverarmung oder verflachte
Affekte. Dabei unterscheiden die zwei Systeme in Anlehnung an das Konzept
Kurt Schneiders die Symptome nach ihrer Relevanz. So sind fiir die Diagnosestel-
lung mindestens zwei einer Gruppe von verschiedenen positiven und negativen
Symptomen notwendig, ist ein Symptom jedoch typisch ,,schizophren, z.B. dia-
logische oder kommentiernde Stimmen, so geniigt schon ein solches Symptom.
Die Diagnose ,,Schizophrenie” kann auflerdem erst dann gestellt werden, wenn
als Grund fiir den psychotischen Zustand eines Patienten sowohl eine korperliche
Grunderkrankung (z.B. Hirntumor), psychotrope Substanzen (z.B. Amphetami-
ne), als auch andersartige psychische Stérungen (z.B. depressive oder manische
Episode) ausgeschlossen sind. Gemeinsam ist dem ICD-10 und dem DSM-IV auch
eine geforderte Mindestdauer fiir das Storungsbild, diese ist im ICD-10 mit einem
Monat angegeben. Das DSM-IV verlangt im Unterschied dazu eine Persistenz
der Symptome iiber einen Zeitraum von 6 Monaten. Zusétzlich sind soziale oder
berufliche Leistungseinbuflen fiir die Diagnose nach DSM-IV nétig. Die Diagno-
sekriterien fiir die Schizophrenie sind im DSM-IV demzufolge etwas enger als im

ICD-10.



Diagnostische
ICD-10 DSM-1IV

Kriterien

Symptome mindestens eines der folgenden Symptome ist vorhanden:
e bizarrer Wahn (z.B. Kontrollwahn)
e schizophrene Ich-Stérung (z.B. Gedankeneingebung)

e kommentierende oder dialogische Stimmen
oder

mindestens zwei der folgenden Symptome sind vorhanden:

e sonstige akkustische Halluzinationen oder

Halluzinationen anderer Sinnesmodalitaten

e formale Denkstérungen

(z.B. Gedankenabreifien, Danebenreden)
e katatone Symptome

e negative Symptome

(z.B. flacher Affekt, Sprachverarmung)

Dauer mindestens 1 Monat mindestens 6 Monate

Auschlusskriterien | die Symptome sind weder Folge einer anderen psychischen
Storung noch einer korperlichen Grunderkrankung und sind
nicht durch die Wirkung einer Substanz (z.B. Droge, Medika-

ment) hervorgerufen

sonstige Kriterien — seit Beginn der Storung

soziale oder berufliche

Leistungseinbuflen

Tabelle 2: Diagnostische Kriterien nach ICD-10 und DSM-IV.




1.1.3 Epidemiologie und Atiologie

Das Lebenszeitrisiko fiir die Schizophrenie liegt bei engen Diagnosekriterien in
einem Bereich von 0,7 bis 1,4 Prozent [9]. (Die Punktprévalenz betrégt 0,14 bis
0,46 Prozent, die Jahresinzidenz 0,016 bis 0,042 Prozent [10].) Schizophrenie tritt
selten vor dem 10. oder nach dem 50. Lebensjahr neu auf. Der Haufigkeitsgipfel
der Neuerkrankungen liegt bei Méannern zwischen 15 und 25 Jahren, bei Frauen

zwischen 25 und 35 Jahren.

Die Atiologie der Schizophrenie ist im Detail noch ungeklirt, doch kann nach
aktuellem Wissensstand von einem komplexen Entstehungsmechanismus mit ge-
netischen und verschiedenen Umweltfaktoren ausgegangen werden. In einer Viel-
zahl von Studien konnte ein erhéhtes Erkrankungsrisiko fiir Verwandte schizo-
phreniekranker Probanden gezeigt werden [I1]. So berichtet Moldin [I2] von ei-
nem Wiederholungsrisiko von 48 Prozent fiir eineiige Zwillinge, 11 Prozent fiir
Verwandte ersten Grades, 4,25 Prozent fiir Verwandte zweiten Grades, bezie-
hungsweise 2 Prozent fiir Verwandte dritten Grades. In Adoptionsstudien ergab
sich eine hohere Pravalenz der Schizophrenie in den biologischen gegeniiber den
Adoptivfamilien schizophreniekranker Adoptivkinder [I3]. Diese Ergebnisse be-
legen eine starke genetische Komponente der Schizophrenie. Dennoch ist anzu-
merken, dass Schizophreniepatienten in tiber 60 Prozent der Félle keine ebenfalls

erkrankten Verwandten ersten und zweiten Grades aufweisen [14].

Verschiedene Umweltfaktoren scheinen ebenfalls eine Rolle bei der Entste-
hung der Schizophrenie zu spielen. So haben zahlreiche Studien, sowohl fiir die
nordliche als auch fiir die siidliche Hemisphire, einen Uberschuss von 5 bis 8
Prozent der Geburten Schizophreniekranker, insbesondere solcher mit negativer
Familienanamnese, in den Winter- und Friithlingsmonaten gezeigt [15]. Aktuelle

Ergebnisse lassen einen Zusammenhang mit miitterlichen Infektionen wéhrend



der Schwangerschaft vermuten [16] [17]. Schwere miitterliche Mangelerndhrung
wahrend des ersten Trimesters, eine perinatale Hirnschadigung oder miitterliche
Préeklampsie scheinen ebenfalls mit einem erhohten Risiko zur Entwicklung von
Schizophrenie verbunden zu sein [I8]. Zur Atiopathogenese werden sowohl eine

gestorte Hirnentwicklung als auch neurodegenerative Prozesse diskutiert [19].

1.2 Strategien zur Identifizierung einer geneti-

schen Krankheitsursache

Zur Identifizierung krankheitsverursachender Gendefekte kommen vor allem die
Methoden der funktionellen Klonierung, der positionellen Klonierung mit LOD-

Score-Analyse und der Kandidatengenmethode zum Einsatz.

Bei zahlreichen hereditdren Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Alzhei-
mer oder Mukoviszidose, ist es inzwischen gelungen, zugrunde liegende Gende-
fekte zu identifizieren. Dass auch bei der Atiologie der Schizophrenie genetische
Faktoren eine gewichtige Rolle spielen, wurde bereits zu Beginn des 20. Jahr-
hunderts von E. Kraepelin vermutet und ist mittlerweile unstrittig. Doch trotz
intensiver Bemiithungen war die Suche nach dem ,,Schizophrenie-Gen“ bisher noch

nicht erfolgreich.

1.2.1 Funktionelle Klonierung

Ist bei einer hereditdren Erkrankung das krankheitsvermittelnde Protein (z.B.
Enzym, Strukturprotein etc.), also das defekte Genprodukt bekannt, so kann nach
Entschliisselung der Aminosauresequenz des Proteins eine degenerierte DNA-
Sonde hergestellt werden. In Hybridisierungsversuchen der degenerierten DNA-
Sonde mit einer cDNA-Bank, kann dann die zugehorige cDNA identifiziert wer-

den. Die chromosomale Position der entsprechenden genomischen DNA ldsst sich



mittels in-situ-Hybridisierungstechniken, beispielsweise der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), bestimmen. Durch direkte Sequenzierung der genomi-
schen DNA und Vergleich der DNA-Sequenzen gesunder bzw. erkrankter Pro-
banden kénnen dann krankheitsassozierte Mutationen enttarnt werden. Beispiels-
weise findet sich im Falle der Phenylketonurie (héufigste genetische Anomalie
des Aminosiurestoffwechsels, 1 Erkrankung auf 10 000 Neugeborene) bei den
Erkrankten eine massive Erniedrigung der Aktivitidt des Enzyms Phenylalanin-
hydroxylase in der Leber. Durch fuktionelle Klonierung gelang es, das Phenyl-
alaninhydroxylasegen zu lokalisieren und diverse Phenylketonurie verursachende
Mutationen zu identifizieren. Mittlerweile sind mehr als 240 verschiedene krank-
heitesverursachende Mutationen im Phenylalaninhydroxylasegen bekannt. Eine
Erkrankung mit Phenylketonurie tritt nur dann auf wenn in beiden Allelen des
Phenylalaninhydroxylasegens eine, nicht notwendigerweise gleichartige, Mutati-
on vorliegt. Die einzelnen Mutationen fithren zu jeweils unterschiedlich starken
Enzymaktivitdtsminderungen, die sich summieren, und somit den Schweregrad

der Erkrankung beeinflussen.

1.2.2 Positionelle Klonierung und LOD-Score-Analyse

Mit der positionellen Klonierung konnen auch krankheitsverursachende Gene
identifiziert werden, wenn die Pathogenese und somit das defekte Proteinprodukt
nicht bekannt ist. Dieses Verfahren basiert auf der Technik der Kopplungsanaly-
se. Dabei versucht man in grofen Familien mit mehreren Erkrankten (Multiplex-
Familien) mittels genetischer Kartierung eine Coseggregation von genetischen

Markern mit bekannter Genlokalisation und der Erkrankung darzustellen.

Als Marker dienen dabei beispielsweise Restriktionsfragment-Langenpolymor-
phismen oder auch so genannte ,,short tandem repeats“ (STR), polymorphe Tan-

demwiederholungen mit repetetiven Sequenzen aus meist 2 bis 5 Nucleotiden.



Mittels spezieller Computersoftware (z.B. GENEHUNTER) kann dann aus den
Ergebnissen der gentischen Kartierung die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung der
einzelnen Marker mit der Erkrankung berechnet werden. Die Kopplungswahr-
scheinlichkeit wird meist als LOD-Score (Logarithm of the Odds) ausgedriickt,
also als Logarithmus des Verhéltnisses von der Wahrscheinlichkeit einer ange-
nommenen Kopplung von Marker und Erkrankung zur Wahrscheinlichkeit einer
angenommenen Nicht-Kopplung. Ein LOD-Score von +3 bedeutet somit, dass ein
Zusammenhang von Marker und Erkrankung 1000-fach wahrscheinlicher ist, als
dass kein Zusammenhang besteht, was im Allgemeinen als signifikanter Befund
gewertet wird [20]. Ein LOD-Score im Bereich von +2 bis +3 vermittelt noch
einen suggestiven Anhalt fiir eine Kopplung. Werte von kleiner als -2 | also mehr
als 100-fach hoherer Wahrscheinlichkeit einer Nicht-Kopplung, wird als signifi-

kanter Beleg gegen eine mogliche Kopplung angesehen.

Die LOD-Score-Analyse eignet sich primér zur Untersuchung monogen ver-
erbter Krankheiten. Fiir polygene Erkrankungen, die Folge komplexer Interak-
tion mehrerer genetischer und unter Umsténden exogener Faktoren sind, ist die
klassische LOD-Score-Analyse wenig hilfreich, da fiir eine aussagekriftige LOD-
Score-Berechnung ausreichende Kenntnisse iiber den Erbgang notwendig sind
[21]. Durch Verwendung entsprechend modifizierter Berechnungsmethoden (z.B.
GENEHUNTER-PLUS-Software) ist es jedoch auch in parameterfreien Kopp-
lungsanalysen moglich, auf die genetische Lokalisation von Krankheitsgenen zu

schliessen [22].

Ist durch die positionelle Klonierung die Kopplung eines genetischen Markers
mit einer Erkrankung beschrieben, so kann nun durch Sequenzierung der in der
Zielregion, also der Umgebung des Markers, liegenden Gene gezielt nach der
krankheitsverursachenden Mutation gesucht werden. Da die Zielregionen jedoch

meistens relativ grof§ sind, bedeutet dies, dass sehr viele Gene zu iiberpriifen
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sind. In dieser Situation kann die Kandidatengenmethode zu einer deutlichen

Verkiirzung der Suche fiihren.

1.2.3 Die Kandidatengenmethode

Ist nach positioneller Klonierung die Anzahl der weiter zu untersuchenden po-
tentiellen Krankheitsgene grof3, so versucht man, mit der Kandidatengenmethode
unter Verwendung weiterer Kriterien die vielversprechendsten Kandidaten unter
diesen Genen auszusuchen. Ist zum Beispiel bei einem in der Zielregion liegenden
Gen ein Genprodukt bekannt, welches eine Rolle in der Pathogenese der Er-
krankung spielen konnte, so wird dieses Gen zum nahe liegenden Ziel genauerer
Untersuchungen. Erfolgreich war dieses Vorgehen unter anderem beim Marfan-
Syndrom[] Ist alternativ die Expression eines Gens im Zielorgan der Erkrankung
beschrieben, so ist dieses natiirlich eher das gesuchte Krankheitsgen, als ein Gen,
das im erkrankten Organ nicht exprimiert wird. Bei fehlenden Untersuchungser-
gebnissen am Menschen kann hier auch die Expression der homologen Gene im
Tierversuch einen Hinweis geben. Beispielsweise konnte auf diese Weise das Gen
BRCA1 als Kandidatengen fiir erblichen Brustkrebs festgelegt werden [25] , mit

erfolgreichem Resultat [26].

!'Das Marfan-Syndrom (Inzidenz 1:10000) ist eine autosomal dominante Erbkrankheit die
das Bindegewebe betrifft. Charakteristisch ist ein ausgesprochener Hochwuchs der Patienten
mit Langschédel und Spinnenfingrigkeit. Auflerdem findet sich eine ausgeprigte Schlaftheit der
Bénder mit Uberstreckbarkeit der Gelenke. Typische Komplikationen der Erkrankung sind Au-
genlinsenluxation und Aortendilatation bis hin zur Aortenruptur. Fiir das Marfan-Syndrom
wurde eine Kopplung mit Chromosom 15q festgestellt. Zeitgleich konnte auch das Gen fiir
Fibrillin, einem wichtigen Bindegewebsbestandteil, auf Chromosom 15q lokalisiert werden. In-
nerhalb kurzer Zeit konnte das Fibrillin-Gen durch Mutationsnachweis als Krankheitsgen des

Marfan-Syndroms identifiziert werden [23][24].
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1.3 Das Klassifikationssystem nach Leonhard

Neben den groflen Klassifikationssystemen von ICD-10 und DSM-IV existiert
mit der Einteilung der endogenen Psychosen nach Karl Leonhard (1904-1988)
eine weitere Klassifikation psychischer Erkrankungen, deren Reliabilitdt und Va-
liditat in einer Vielzahl von Studien verifiziert werden konnte [27] [28] [29]. Nach
Leonhard [30][31] kénnen die endogenen Psychosen nach Symptomen, Langzeit-

verlauf und Endzustand in 5 Hauptkategorien unterteilt werden:
1. monopolare phasische Psychosen
2. manisch-depressive Krankheit
3. zykloide Psychosen
4. unsystematische Schizophrenien
5. systematische Schizophrenien

Hierbei teilt Leonhard die Schizophrenien in die Diagnosegruppen der syste-
matischen sowie der unsystematischen Schizophrenien. Ein Hauptcharakteristi-
kum der systematischen Schizophrenien ist nach Leonhard ein schleichender,
chronisch-progredienter Krankheitsverlauf, im Gegensatz zu einem phasischen
Krankheitsverlauf mit zwischenzeitlichen Remissionen bei den unsystematischen
Schizophrenien. Dabei beschreibt Leonhard eine deutlich héhere familidre Belas-
tung bei unsystematischen Schizophrenieformen. So beobachtete er bei der pe-
riodischen Katatonie, einer unsystematischen Schizophrenieform, 22% erkrankte
Eltern und 21,2% erkrankte Geschwister, andererseits lediglich 2,7% erkrank-
te Eltern bzw. 3,5% erkrankte Geschwister bei der unsystematischen Katatonie
[30]. Leonhard ging deswegen von einem dominanten Vererbungsmodus fiir die

periodische Katatonie aus.
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Auch in ICD-10 und DSM-IV werden die Schizophrenien in Unterformen auf-
geteilt, allerdings, ohne die von Leonhard propagierte Dichotomie von systemati-
schen und unsystematischen Erkrankungen zu beriicksichtigen. Dennoch kénnen
periodische und systematische Katatonie als valide Untergruppen der DSM- bzw.
der ICD-Klassifikation betrachtet werden|[32][27]. Stober et al. konnten die Beob-
achtungen Leonhards im Bezug auf die starke familidre Belastung bei der periodi-
schen Katatonie bestéitigen[33]. Damit liefert die Unterform der periodischen Ka-
tatonie, aufgrund der im Vergleich zur Gesamtgruppe der Schizophrenien deutlich
héheren erblichen Belastung, einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir moleku-

largenetische Untersuchungen.

1.3.1 Die periodische Katatonie

Im folgenden Abschnitt soll nun kurz das Krankheitsbild der periodischen Kata-

tonie, den Ausfithrungen Leonhards folgend[30)], beschrieben werden.

Die periodische Katatonie wird geprédgt von schubweise auftretenden hyper-
kinetischen und akinetischen Zustdnden. Charakteristischerweise sind dabei die
Symptome der beiden Pole nicht streng getrennt. So 148t sich wihrend hyperki-
netischer Phasen durch die Beimengung akinetischer Ziige meist ein etwas stei-
fer und ruckartiger Bewegungsablauf beobachten. Dadurch verlieren Bewegungen
die natiirliche Harmonie, Reaktivbewegungen sind teilweise nicht mehr als solche
erkennbar und Ausdrucksbewegungen sind oft ihres sinnvollen Inhalts beraubt.
Damit bekommen die Erregungszustéinde einen parakinetischen Charakter. Um-
gekehrt finden sich in der akinetischen Phasen, trotz einer allgemeinen Starre von
Mimik und Koérperhaltung, oft sinnentleerte, meist stereotyp bis iterartiv ablau-
fende, Bewegungen einer Extremitédt. Auf diese Weise kann es auch zu Haltungs-
stereotypien kommen, indem trotz Bewegungsverarmung bestimmte Haltungen

immer wieder aktiv eingenommen werden. Oft zeigt sich in Phasen der Akinesie
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bei passiven Bewegungsversuchen ein negativistisches Verhalten. Ebenso kann es
aus der Bewegungsarmut plotzlich zu impulsiven und haufig aggresiven Hand-
lungen kommen. Die einzelnen Krankheitsschiibe klingen im Laufe von Wochen
bis Monaten wieder ab. Nach den akuten Schiiben treten regelméfiig Remissio-
nen ein, wobei akinetische Zustidnde schneller zu bleibenden Defekten fiihren.
Als Residualzustand in der Remission findet sich, in leichten Féllen, eine vorwie-
gend psychomotorische, aber teilweise auch affektive Lahmheit. Bei schwereren
Verlaufen kommt es, meist nach mehreren Krankheitsschiiben, zu einer hoch-
gradigen Abstumpfung der Patienten, die nicht selten zu einer vollkommenen
Verwahrlosung der Betroffenen fithrt. Bei allen Defektschweregraden kann eine
Reizbarkeit, teils mit aggressivem Verhalten, bestehen. Auch bei schweren Resi-
dualzustédnden lassen sich meistens Symptome beider Krankheitspole beobachten,
z.B. in Form von grimassierenden Gesichtsbewegungen bei sonst bestehender Be-

wegungsarmut.

Die periodische Katatonie tritt hédufig bereits um das 20. Lebensjahr auf.
Meist kommt die Erkrankung nach einem oder wenigen Schiiben zum Stillstand
und hinterldsst dann nur milde Deffekte. Eher selten schreitet die periodische
Katatonie zu schweren Endzusténden fort, woraus sich eine verhaltnisméfig gute

Prognose ergibt.

1.4 MLC1/KIAA0027 als Kandidatengen

1.4.1 Kenntnisstand iiber KIA A0027 bei Untersuchungs-
beginn

Das KIAA0027-Gen auf Chromosom 22q13 wurde erstmals 1994 von Nomura

et al. [34] beschrieben. Der Forschungsgruppe um Nomura war es durch Un-
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tersuchungen an cDNA-Klonen einer unreifen myeloiden Zellreihe gelungen, die
kodierenden Sequenzen von insgesamt 40 bisher unbekannten Genen (KIAA0001-
KIAA0040) vorherzusagen.

Eine in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte Northern-Blot-Analyse zeigte
eine relativ hohe Expression des Gens im Gehirn, in geringerem Mafle auch in
weilen Blutkérperchen und in der Milz, ferner auch in Ovar, Plazenta, Pro-
stata, Thymus und Lunge. Zeitgleich mit den in dieser Arbeit beschriebenen
Untersuchungen fiihrte eine Arbeitsgruppe um Leegwater Untersuchungen am
KIAA0027-Gen hinsichtlich eines Zusammenhanges von Genverdnderungen mit
der seltenen hereditdren Erkrankung der Megalenzephalen Leukoenzephalopathie
mit subkortikalen Zysten (MLC) durch. 2001 gelang es Leegwater et al., die Er-
krankung mit MLC auf Mutationen im KIAA0027-Gen zurtickzufithren[35]. Das
KIAA0027-Gen wurde darauthin vom HUGO-Nomenklatur-Komitee in MLC1
umbenannt. Im weiteren wird deshalb die offizielle Bezeichnung MLC'1 verwen-

det.

1.4.2 Die megalenzephale Leukoenzephalopathie mit sub-

kortikalen Zysten (MLC)

Das Krankheitsbild der megalenzephalen Leukoenzephalopathie mit subkorti-
kalen Zysten (MLC) wurde 1995 erstmals beschrieben. Van der Knaap et al.
beschrieben ein in der Kindheit auftretendes Syndrom aus Leukoenzephalopa-
thie und Megalenzephalie [36]. Die betroffenen Kinder entwickeln ab dem friithen
Kindheitsalter eine langsam fortschreitende Ataxie und Spastik, wiahrend die ko-
gnitiven Fihigkeiten in den ersten Erkrankungsjahren weitgehend unbeeinflusst
bleiben. Meist tritt zusédtzlich eine Epilepsie auf. Bei allen Patienten finden sich
in Kernspinaufnahmen schwere Verdanderungen der weiflen Hirnsubstanz mit Zys-

tenbildung. Insbesondere ist die supratentorielle weifle Substanz im Bereich der



15

Hemisphéren betroffen. Eine Hirnbiopsie bei einem der Probanden zeigte in der
Histologie ein spongiforme Leukoenzephalopathie ohne Beteiligung des Cortex
[37]. Charakteristisch fiir die MLC ist die grofe Diskrepanz der schwergradigen

Befunde im Kernspin zu den vergleichsweise milden klinischen Symptomen.

Aus dem Verteilungsmuster weiterer MLC-Erkrankter in den Familien der

Probanden schlossen Van der Knaap et al. auf einen autosomal rezessiven Verer-

bungsmodus der MLC.

1.4.3 Moglicher Genlocus fiir die periodische Katatonie
auf Chromosom 22q13

Wie in Kapitel beschrieben, besteht bei der Periodischen Katatonie eine
starke famildre Belastung, die mit einem dominanten Vererbungsmodus verein-

bar ware.

Die Arbeitsgruppe um Stéber beschrieb in Kopplungsuntersuchungen an 12
Multiplex-Familien mogliche Loci fiir ein Krankheitsgen auf Chromosom 15q15
und Chromosom 22q13 [38]. In einer parameterfreien Genom-weiten Kopplungs-
analyse ergab sich unter Verwendung der GENEHUNTER PLUS-Software ein
LOD-Score von 3,57 fiir eine Kopplung mit Chromosom 15q15. Fiir Chromo-
som 22q13 ergab sich mit 1,85 ein suggestiver LOD-Score fiir eine Kopplung mit
der periodischen Katatonie. Dabei wurde die Kopplungswahrscheinlichkeit fiir
Chromosom 22q13 fast ausschliellich von einer Multiplexfamilie gestiitzt, so dass
davon auszugehen ist, dass der Kopplungsbefund, zumindest fiir die erwahnte
Familie, nicht zufillig ist. Damit présentieren sich die beschriebenen Chromo-
somenabschnitte als erfolgsversprechende Zielregionen fiir die Suche nach dem

Krankheitsgen der periodischen Katatonie.
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In unserer Arbeitsgruppe konnte die Zielregion auf Chromosom 22q13 durch
weitere Genotypisierung mit spezifischen Markern fiir Chromosom 22 auf ein
Intervall von circa 4 ¢M (zwischen Marker D22S1160 und Telomer) eingegrenzt
werden. Fiir die von Stober et al. beschriebene Multiplexfamilie ergab sich mit
dem in der eingeengten Zielregion liegenden MLC1-Gen ein vielversprechendes

Kandidatengen.

1.5 Fragestellung

Trotz vieler Versuche ist es bisher nicht gelungen, ein krankheitsverursachendes
Gen fiir die Schizophrenie zu identifizieren. Ein Grund hierfiir liegt wahrscheinlich
darin, dass es sich bei der Schizophrenie wohl nicht um eine nosologische Entitét
sondern vielmehr um eine &tiologisch heterogene Gruppe von Erkrankungen han-
delt [30][39]. Mit der periodischen Katatonie ist eine diagnostisch gut abgrenzbare
Untergruppe der Schizophrenie mit besonders grofier hereditidrer Belastung und

eng umschrieben Krankheitsbild bekannt (siehe auch Kapitel [1.3.1)).

Fiir eine von periodischer Katatonie betroffene Multiplex-Familie beschrieb
Stober et al. eine Kopplung mit Chromosom 22q13 [38]. Durch weitere Genotypi-
sierung und eine Northern-Blot-Analyse zur organspezifischen MLC1-Expression
ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, MLC1 als vielversprechendes Kandidaten-

gen fiir weitere molekularegenetische Untersuchungen zu bestimmen (siehe auch

Kapitel [1.4).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die Ergebnisse einer Mutationsana-
lyse von MLC1, aus Material der von Stober et al. beschriebenen Multiplexfamilie
[38], dargestellt werden. Relevante Mutationen werden anhand eines 327 Perso-
nen umfassenden Kontrollkollektivs beziiglich der Haufigkeit ihres Auftretens in

der Normalbevélkerung quantifiziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientensammlung

Die Rekrutierung der Mitglieder mehrerer von periodischer Katatonie betroffener
Multiplex-Familien fand durch Beckmann et al. 1996 [32] und Stober et al. 2000
[38] statt. Wie von Stober et al. 2000 berichtet, basiert die suggestive Evidenz
fiir eine Kopplung nach Chromosom 22q13, vor allem auf den Kopplungsdaten

einer Multiplex-Familie (Laborinterne Bezeichnung: Familie 21).

2.1.2 DNA

Die DNA-Proben der von Stéber et al. [38] beschriebenen Familie 21, sowie dreier
Patienten, F1, F2 und F3, aus Familien die eine schwache Kopplung nach 22q13
vermitteln, wurden uns freundlicherweise in gereinigter Form von Prof. Dr. Stober
zur Verfiigung gestellt. Die DNA-Proben 8t1 bis 8t9 und 8ul bis 8ulb der Mit-
glieder von Familie 21 sind anhand der Abbildung (1] den einzelnen Familien-
mitgliedern zuordenbar. Die DNA-Probe 8ul0 stand nicht zur Mutationsanalyse
zur Verfiigung. Des weiteren wurden DNA-Proben von 327 nicht schizophrenen
und untereinander nicht verwandten Kontrollpersonen aus den Bereichen Unter-
franken und Dresden verwendet. Die DNA-Konzentrationen aller verwendeten

DNA-Proben betrug 50-100 ng/pl.
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Abbildung 1: Stammbaum Familie 21 mit Bezeichnung der zugehorigen DNA-
Proben. Die an periodischer Katatonie erkrankten Familienmitglieder sind als
schwarze Quadrate dargestellt, verstorbene Familienmitglieder als durchgestri-

chene Quadrate.

2.1.3 Oligonucleotide

Die in Tabelle [3] aufgelisteten Oligonukleotid-Primer wurden zur Amplifizierung
von MLC1-Fragmenten im Rahmen von PCR und Sequenzierungsreaktion ver-
wendet. In Tabelle 4] aufgefithrte Oligonukleotid-Primer kamen im Rahmen der
5-RACE zum Einsatz. Alle aufgelisteten Primer wurden von MWG-Biotech AG,

(Ebersberg, D) bezogen und lagen in einer Konzentration von 100pmol/ul vor.
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Tabelle 3: Oligonukleotid-Primer zur Amplifizierung von MLC1-Fragmenten

Annealing-

Bezeichnung | Sequenz Temp.
Exon 1 F 5-ACA CCT GAC AAC ATC CAT CG-3’ 58,2
Exon 1 R 5-CCC CTT CCT TTC CTA GTT GG-3’ 58,2
Exon 2 F 5-GCA GTC CGT CAC CAG AGG-3’ 59,5
Exon 2 R 5-ATC TCA CCC TGA ACC CAG AC-3’ 59,5
Exon 3 F 5-GAC AGC CAT GAG CCA CTG-3 62,5
Exon 3 R 5-GCA GAA GTT GAA GGG TCA GG -3 62,5
Exon 4 F 5-TGG GCA GGA GCT TTA CTG TC-3’ 57,9
Exon 4 R 5-TGG AAG CGC AAA TGT TAG AG-3’ 57,9
Exon 5 F 5-CCA CCT ATT TCC AGC TCA AC-3’ 60,5
Exon 5 R 5-AGT GAA TGG CCT GAA GTG TG-3’ 60,5
Exon 6 F 5-AGG AGA GAG GGG TCT CAT GG-3’ 58,3
Exon 6 R 5-CCT GGA TGG GAA AAG TGG-3’ 58,3
Exon 7 F 5-AGC CAA CTC TTC GCC AAC TC-3’ 58,3
Exon 7 R 5-AAG GCG GTC TCG CAT CTA C-3° 58,3
Exon 9 F 5-CAC CAA GGG AGG GCT AGG-3 58,3
Exon 9 R 5-TGC ATG GAG GGG TCA CTG-3 58,3
Exon 9v3 F 5-GAG AAC AGT CCC TGC TGA GCG-3’ 63,6
Exon 9v3 R 5-TGC ACT TCT TCG ACT ATT TCC TC-3’ | 63,6
Exon 10 F 5-CTG GAG CTG TCC CTG GAG-3’ 62,4
Exon 10 R 5-AAA GGC AGA GGT TTC AGC AG-3’ 62,4
Exon 11v2 F 5-CCT TGC ACT GAC CTT GAA GC-3 62,5
Exon 11v2 R || 5-GCA CCT GCT CTT TGT GAA GG-3 62,5
Exon 12-10 F || 5-CTC GGC CTG GGA AGT TG-3’ 61,0
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Fortsetzung Tabelle H

Annealing-
Bezeichnung Sequenz Temp.
Exon 12-10 R 5-TCT GAA CGC TGG CTG CTC-3’ 61,0
Exon 6 non-MUT-IN F 5-GCA CCC ACC TTC TTT TTC TTG C-3’ 61,1
Exon 6 non-MUT-IN R 5-CAG CCT TTG CAC TAA GAA TGG-3’ 61,1
Exon 6 non-MUT-OUT F | 5-GTG GTG TCT CCT GGT GAT CC-3’ 61,1
Exon 6 non-MUT-OUT R | 5-GGT CCA GCG AGG AGG ACT G-3’ 61,1
Exon 6 MUT-IN F 5-TGC ACC CAC CTT CTT TTT CTT GA-3" | 61,1
Exon 6 MUT-IN R 5-GAC CGT GGC TGA GAG TCC T-3 61,1
Exon 6 MUT-OUT F 5-GGT TTC TGA GAC CCA GGA GAG AG-3 | 61,1
Exon 6 MUT-OUT R 5-CGG TCC AGC GAG GAG GAC TT-3’ 61,1

Tabelle 4: Genspezifische Oligonukleotid-Primer fiir die 5’-RACE

Bezeichnung | Sequenz

RACE1 5-CTG CTC TGC CGT TGG GAG CAC TGG-3’
RACE2 5-GCC GTT GGG AGC ACT GGT CTC TGG-3
RACE3 5-TGG TCT CTG GGT GAG GGA CTT CCA G-3’

2.1.4 Enzyme

Taq DNA Polymerase:

Furogentec, Seraing, Belgien

Erkennungssequenz Puffer Herkunft
5...GCATC(N)5..3 NEBuffer 3  Streptococcus
StaN: 3...CGTAG(N)9:..5 (mitgeliefert) faecalis ND547

Konzentration

1000 Units/ml

Hersteller

New England Biolabs
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2.1.5 Reaktionskits

SMART RACE ¢cDNA Amplification Kit
CLONTECH Laboratories, Palo Alto, USA

QIAquick: Gel Extraction Kit & PCR Purification Kit
QIAGEN, Hilden

QIAamp DNA Blood Midi Kit
QIAGEN, Hilden

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
Applied Biosystems, Foster City, USA

2.1.6 Puffer und Lésungen

Puffer und Stammlosungen, die fiir PCR-Reaktionen oder andere molekularbio-
logische Reaktionsanséitze mit kleinen Volumina verwendet wurden, wurden mit
sterilem, bidestilliertem Wasser (LiChrosolv, Merck, D) angesetzt. Fiir alle an-
deren Losungen wurde demineralisiertes Wasser aus der Hausleitung verwendet.
Alle nicht gesondert aufgefithrten Chemikalien wurden von den Firmen Baker,

Fluka, Merck, Roth, Pharmacia und Sigma bezogen.
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2.1.6.1 Materialien fiir elektrophoretische Techniken

TAE-Puffer (pH 8,0) 40 mM  Tris-Acetat
1mM NayEDTA

6x Probenpuffer 0,25%  Bromphenolblau
0,25%  Xylencyanol
30% Glycerol
50 mM EDTA

Ethidiumbromid-Losung  0,5% EtBr in A. bidest

2.1.6.2 Materialien fiir DNA-Amplifikation mittels PCR

PCR-Puffer 500 mM KCl
100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
0,25%(V/V) Tween 20
0,25 mg/ml  BSA
7,5 mM oder
10 mM oder
15 mM MqgCl,



2.1.7 Chemikalien

Ammoniumacetat
Bromphenolblau

Bromphenolblau

BSA, purified (10 mg/ml)
ANTP-Sets(dGTP, dATP, dTTP, dCTP je 100mM)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerol

HPLC-Wasser LiChrosolv
Isopropanol

Natriumacetat

PeqGold 100 bp DNA-Leiter Plus
PeqGold 1 kb DNA-Leiter

POP6 Polymer

SeaKem LE Agarose

Sure/Cut Buffer H

Tween-20

Tris-Acetat, Tris-Borat, Tris-HC1
Xylencyanol FF
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Fluka, Neu Ulm

Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biolabs

Genecraft, Miinster
Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

PE Applied Biosystems, Foster City USA

Biozym Diagnostik, Olendorf

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.8 Gerate

Kapillarsequenzierer (ABI Prism 310)
Bakterienschiittler
BioPhotometer

Gelsystem Perfect Blue Mini S und L
Gelsystem fiir PAA-Gele
Heizriihrplatte
Hybridisierungsofen
Hybridisierungsofen
Sorvall-Zentrifuge (Typ RC5C)
Pipetten

Polaroid-GelCam

Thermocycler T'1

Thermocycler T-GRADIENT
Tischzentrifuge (Biofuge pico)
Ultraviolet Transluminator
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H
Waage PM 300

Waage Toledo

Wasserbad

Zentrifuge Mikroliter

Zentrifuge Rotanta 96RS

Zentrifuge Megafuge 1.0R

PE Applied Biosystem, Foster City, USA
A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg
Eppendorf, Hamburg

PeqLab, Erlangen

GLW, Wiirzburg

MWG Biotech, Ebersberg
Heraeus Instruments, Osterode
Kendro, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Polaroid, Offenbach
Biometra, Gdéttingen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau

UVP, Upland, CA
Uniequip, Martinsried
Mettler, Guefen

Mettler, GuefSen

FL, Burgwedel

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Heraeus Instruments, Osterode
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2.1.9 Gebrauchswaren

Erlenmeyerkolben (500 ml) A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg

310 Genetic Analyzer capillary, 47 cm PE Applied Biosystems, Foster City, USA
310 Genetic Analyzer capillary, 61 cm PE Applied Biosystems, Foster City, USA
Genetic Analyzer sample tubes, 0,5 ml PE Applied Biosystems, Foster City, USA

Genetic Analyzer septa for 0,5 ml sample tubes PFE Applied Biosystems, Foster City, USA

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Polaroid-Film (Typ 667) Polaroid, Offenbach
Reaktionsgefafie PCR Softtubes 0,2 ml Biozym, Oldendorf

Reaktionsgefifie Safe Lock 0,5 und 1,5 ml Eppendorf, Hamburg

2.1.10 Software

Primerauswahl: Primer3 von Steve Rozen and Helen J. Skaletzsky (2000)

Automatische Sequenzierung: ABI Prism 310 Data Collecting V2.0
ABI Prism DNA Sequencing Analysis V3.4

Datenbanksuche: NCBI BLAST V2.1.3

Sequenzvergleiche: MacMolly Tetra, V1.0, Soft Gene GmbH
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Praparation aus Blut

2.2.1.1 DNA-Extraktion

Um bestimmte DNA-Fragmente mittels PCR amplifizieren und weiterverarbeiten
zu konnen, mufite zunéchst genomische DNA gewonnen werden. Die Extrakti-
on menschlicher DNA kann aus jeder beliebigen Zelle erfolgen, sofern sie einen
Zellkern besitzt. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete DNA wurde aus den

Leukozyten des Blutes gewonnen.

2.2.1.2 Durchfithrung der DN A-Extraktion

Die Gewinnung genomischer DNA erfolgte mittels eines kommerziellen Extrakti-
onskits, QIAamp DNA Blood Midi-Kit (Qiagen, Hilden, D), aus EDTA-Vollblut.
Das QIAamp DNA Blood Midi-Kit basiert auf der selektiven Abtrennung von
Oligonucleotiden aus Molekiilgemischen mittels einer Kieselgel-Membran und an-

schlieender Reinigung der auf der Membran immobilisierten DNA.

Der erste Arbeitsschritt zur Préparation der DNA aus den Leukozyten be-
stand in der Lysierung des Vollbluts. Hierzu wurden 2 ml EDTA-Vollblut mit
2,4 ml Lysepuffer Buffer AL und 200 ul QIAGEN Protease vermischt und fiir 10
Minuten bei 70°C inkubiert. Die Blutzellen wurden dadurch lysiert und der Pro-
teinanteil von Blutplasma und Zellen getrennt. Die zuvor von DNA-bindenden

Proteinen, Zell- und Kernmembran umgebene DNA wurde so freigelegt.

Im zweiten Schritt erfolgte die Adsorption der DNA an eine Kieselgel-Membran.
Hierzu wurde das Lysat mit 2ml Ethanol vermischt. Zunéchst wurde die Hélfte

(3,3 ml) der entstandenen Suspension auf eine Mikrozentrifugationsséule (QIAamp
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Midi column) iiberfithrt und fiir 2 Minuten bei 3000 rpm iiber dessen Kieselgel-
Membran abzentrifugiert. Anschliessend wurden auch die verbliebenen 3,3 ml auf
die Mikrozentrifugationsséule iibertragen und abzentrifugiert. Der Ethanolgehalt,
die Salzkonzentration und der pH-Wert des Lysat-Ethanol-Gemisches bedingten
hierbei eine Adsorption der DNA an die Kieselgel-Membran, wihrend andere Be-

standteile des Lysats, die eine PCR hemmen konnten, die Membran passierten.

Es folgte das Waschen der membrangebundenen DNA. In zwei Schritten wur-
den zunéchst 2 ml Waschpuffer Buffer AW1 fiir 1 Minute bei 5000 rpm und
dann 2 ml Waschpuffer Buffer AW2 fiir 15 Minuten bei 5000 rpm iiber die
Kieselgel-Membran abzentrifugiert. Dieser Waschschritt diente dazu, eventuell
auf der Membran verbliebene Kontaminationen zu entfernen, ohne dabei die
Membranbindung der DNA zu beeinflussen. In einem abschliefenden Arbeits-
schritt wurde die gereinigte DNA aus der Mikrozentrifugationssiule eluiert. Hier-
zu wurde die Kieselgel-Membran zuerst bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten mit
300 pl Elutionspuffer Buffer AE inkubiert und anschlieBend durch 5-miniitige
Zentrifugation bei 5000 rpm die im Elutionspuffer geloste DNA gewonnen. Um
die DNA-Ausbeute zu maximieren, wurde dieser Schritt mit weiteren 300 ul Elu-
tionspuffer wiederholt. Die Ausbeute an genomischer DNA wurde anschlieffend

spektralphotometrisch quantifiziert.

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA in den verschiedenen DNA-Préapara-
tionen nach dem Prinzip der Photometrie diente ein Biophotometer der Firma
Eppendorf (Hamburg). Dabei erméglicht die bei konstanter Probenschichtdicke
lineare Beziehung der Extinktion E von UV-Licht der Wellenlénge 260 nm (Ab-
sorptionsmaximum fiir Nukleinsduren) und der in der Probe gelosten DNA-Menge

die Bestimmung der DNA-Konzentration. Es gilt:
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Konzentration (ug/ml) = 50 pg/ml x Extinktion 260 nm

Verunreinigungen der Proben kénnen dabei durch Verhéltnisbildung von Absorp-
tionswerten bei verschiedenen Wellenldngen erkannt werden. Da Proteine UV-
Licht mit 280 nm Wellenldnge absorbieren, konnte durch Quotientbildung der
Probenextinktionswerte bei 260 nm und 280 nm (E260/E280) die Reinheit der
DNA-Losung abgeschitzt werden. Die Werte fiir E260/E280 sollten dabei grofier
1,8 betragen. Andere Verunreinigungen beispielsweise durch Kohlenhydrate oder
Peptide fiithren zur Absorption von Licht mit 230 nm Wellenldnge, zur Sicherstel-
lung der Probenreinheit wurde hier ein Wert fiir den Quotienten E260/E230 von

grofler 2,0 angestrebt.

2.2.1.4 Verdiinnungen und Lagerung

Um die DNA in die PCR einsetzen zu konnen, mussten Verdiinnungen hergestellt
werden, so dass die DNA-Konzentration 50 - 100 ng/ul betrug. Die Aufbewahrung
der DNA-Proben bei -20 bis -80°C machte eine Lagerung und Verwendung der

Proben fiir mehr als 6 Monate moglich.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

2.2.2.1 Prinzip und Durchfiihrung

Die Auftrennung von DNA unterschiedlicher Fragmentgrossen erfolgte durch hori-
zontale Flachgelelektrophorese in einem konstanten homogenen elektrischen Feld.
Dazu wurden 1-2 % Agarosegele aus Seakem-Agarose LE (Marine Colloids Div.,
Rockland USA) in den Perfect Blue Gelsystem Mini S bzw. L Elektophroeseap-

peraturen der Firma Peqlab (Erlangen) verwendet.

Zur Herstellung von Agarosegelen wurden 0,5 bis 2 g Seakem LE Agarose in

50 ml 1x TAE - Puffer, fiir die Verwendung im Perfect Blue Gelsystem Mini S,
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oder in 100 ml 1x TAE - Puffer, fiir die Verwendung im Perfect Blue Gelsystem
Mini L, in einer Mikrowelle bis zum vollstdndigen Losen der Agarose erhitzt.
Nach dem Abkiihlen auf circa 40°C wurde der Agaroselosung zunéchst Ethidi-
umbromidlésung (Sigma) zugegeben. Anschlieflend wurde die Agaroselésung in
die zu den Elektophroeseapperaturen gehérenden Gel-Tréager, mit eingesetzten
Gel-Kammen, gegossen. Die durch weitere Abkiihlung verfestigten Agarosegele
wurden in die mit 1x TAE Puffer gefiillten Elektophroeseapperaturen eingesetzt
und die Gelkdmme entfernt. Um eine Austrocknung der Gele und damit eine
Verdanderung der Auftrennungseigenschaften zu vermeiden, wurde das Volumen
an 1x TAE Puffer in den Elekrophoreseapperaturen so gewéhlt, dass die kom-

plette Geloberflache mit etwa 2 mm Puffer bedeckt war.

Aufzutrennende DNA-Proben wurden mit 2-5 ul Ladepuffer vermengt und in
die Geltaschen gegeben. Anschlieflend erfolgte die Elektophorese bei einer kon-
stanten Gleichspannung von 80 V (Perfect Blue Gelsystem Mini S) bzw. 120 V
(Perfect Blue Gelsystem Mini L). Als Groenmarker zur DNA-Fragmentldngenbe-
stimmung diente peqGOLD 100 bp DNA-LeiterPlus. Wahrend der Elektrophore-
se erfolgte die Einlagerung von Ethidiumbromid in die doppelstrangige DNA. Da-
durch konnten im Anschluss die DNA-Banden im Gel als im UV-Licht (Fluo_Link,
MWG-BioTech) fluoreszierende Banden sichtbar gemacht und mit einer Kamera

(Polaroid Gelcam) fotographiert werden.

Waren bestimmte DNA-Fragmente zur Weiterverwendung in Sequenzierung

bzw. Restriktionsverdau bestimmt, so wurden die entsprechenden Banden aus

dem Gel exzidiert und wie in Kapitel [2.2.2.2] beschrieben aus dem Gel isoliert.



30

2.2.2.2 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction
Kit der Firma Qiagen (Hilden). Das vom Hersteller empfohlene Arbeitsprotokoll
(www.qgiagen.com) zur Gelextraktion wurde, wie im folgenden beschrieben, leicht

modifiziert.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte, wurde die DNA
im UV-Licht sichtbar gemacht (siche Kapitel [2.2.2.1)). Zeigte sich im Gel eine
floureszierende Bande mit einer dem gewiinschten PCR-Produkt entsprechenden
Fragmentliange (siehe Kapitel , so wurde diese DNA-Bande mit einem Skal-
pel unter Sicht aus dem Gel exzidiert. Dabei wurde darauf geachtet die Bande
mit moglichst wenig nicht-DNA-enthaltender, die Bande umgebender Agarose
auszuschneiden. Bei einer geschéitzten Agarosegeldichte von 100 mg pro 100 pul,
wurde durch Abwiegen des gewonnenen Agarosegelbléckchen dessen Volumen be-
stimmt. AnschlieSfend wurde das Agarosegelblockchen in einem Reaktionsgefiss
mit der 3-fachen Menge ihres Eigenvolumens Losepuffer Buffer QG (Qiagen) bei
50°C bis zum vollstindigen Auflésen der Gelblockchen im Losepuffer inkubiert.
Nach Zugabe von einem Gelvolumen Isopropanol zur entstandenen Losung wur-
de diese mit einem Vortex-Geréat gut durchmischt, in eine QIAquick spin column
Mikrozentrifugationsséule (Qiagen) iiberfithrt und fiir 1 Minute bei 14000 rpm
zentrifugiert. Dabei erfolgt durch Zentrifugation eine Filtration der gelosten Aga-
rose, wihrend die geloste DNA an die Kieselgel-Membran der Mikrozentrifugati-
onssiule bindet. Als Auffanggefiss fiir das Filtrat dienten die im Kit enthaltenen
2 ml-Auffanggefisse oder 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefifie. Nach Entleeren des
Auffanggefafies wurden 0,5 ml Losepuffer Buffer QG in die Mikrozentrifugati-
onssédule gefiillt und fiir 1 Minute bei 14000 rpm abzentrifugiert, um auf der
Kieselgel-Membran verbliebene Agarosereste auszuwaschen. Im Anschluss wurde

das Filtrat verworfen.
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Da bei spiateren Anwendungen, insbesondere der Sequenzierung, inadéqua-
te Salzkonzentrationen einen negativen Einfluss haben koénnen und deshalb un-
erwiinscht sind, erfolgte ein weiterer Waschschritt zur Entfernung von Puffersal-
zen aus der Mikrozentrifugationssaule. Hierfiir wurden 0,75 ml ethanolhaltiger
Waschpuffer Buffer PE auf die Kieselgel-Membran der Mikrozentrifugationsséule
gegeben. Nach 2- bis 5-miniitiger Einwirkungszeit erfolgte eine 1-miniitige Zen-
trifugation bei 14000 rpm. Nach Entleerung des Auffanggefifies wurde erneut
fiir 1 Minute bei 14000 rpm zentrifugiert, um Rest-Ethanol aus der Mikrozen-
trifugationsséule zu entfernen. Anschlieend wurden das Auffanggefiss mit dem
Filtrat verworfen und die Mikrozentrifugationsséiule in ein neues, sauberes 2 ml-

Eppendorf-Reaktionsgefass plaziert.

Abschlielend wurde die an die Kieselgel-Membran adsorbierte DNA mit Was-
ser (LiChrosolv: Wasser fiir die Chromatographie, Merck) eluiert. Dazu wurde 20
1l Wasser auf die Kieselgel-Membran der Mikrozentrifugationssaule gegeben und
nach 1 Minute Einwirkungszeit fiir 1 Minute bei 14000 rpm abzentrifugiert. Die

so gewonnene DNA-Losung wurde bis zur Weiterverwendung bei 4°C aufbewahrt.

Isolierte DNA-Fragmente wurden fiir Restriktionsanalysen und zur Sequen-

zierung verwendet.

2.2.3 PCR

2.2.3.1 Prinzip

Die Polymerase-Ketten-Reaktion stellt eine in-vitro Imitation des natiirlichen
DNA-Replikationsmechanismuses dar. Bei der PCR erfolgt die DNA-Replikation
jedoch um das vielfache héufiger als auf Zellebene und ist spezifisch auf einen

DNA-Abschnitt beschrankst.
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Der Reaktionsansatz zur PCR beinhaltet eine DNA-Matrize, thermostabile Poly-
merase, 2 spezifische Oligonukleotidprimer, die vier Desoxynukleosidtriphosphate
und einer der jeweiligen PCR angepafiten Puffermenge (siehe Kapitel [2.2.3.2.2).
Das Prinzip der DNA-Amplifikation beruht auf der zyklischen Wiederholung von

drei Reaktionsschritten:

1. Trennung der komplementéaren DNA Doppelstringe der DNA-Matrize durch
Denaturierung bei 94°C.

2. Anlagerung (Hybridisierung) von zwei Oligonukleotid-Primern an die kom-
plementire DNA-Sequenz auf den Einzelstringen der DNA-Matrize. Dies
erfolgt bei einer sogenannten Annealing-Temperatur, die je nach Art und
Lange des Primers unterschiedlich ist, aber meistens zwischen 50 - 60°C
liegt. Die Primer sind synthetisch hergestellte DNA Stiicke von ca. 20 Nu-
kleotiden Lénge, die von ihrer Basenabfolge so entworfen worden sind, dass
sie in den jeweiligen Grenzregionen eines zu amplifizierenden Genabschnitts
an den Einzelstréngen binden und damit den Startpunkt und die Richtung

der Amplifikation bestimmen.

3. Synthese der komplementéren DNA-Abschnitte. Die Synthese erfolgt vom
3°OH-Ende der Primer entlang der DNA-Einzelstriange mittels einer ther-
mostabilen DNA-Polymerase, deren Temperaturoptimum bei etwa 72°C
liegt. Die DNA-Polymerase selbst ist nur in der Lage, komplementére Nu-
kleotide an einen DNA-Einzelstrang zu addieren, und benétigt zur Initiie-
rung die oben bereits beschriebenen Primer. Nach Beendigung des 1. Zyklus
liegt somit die Kopie des DNA Doppelstranges im Bereich des gewéhlten
Genabschnittes vor. Diese Kopie und die Orginal-DNA dienen in den folgen-
den Zyklen, die entsprechend dem ersten Durchgang ablaufen, als Matrize
zur weiteren DNA-Synthese. Somit vervielféltigt sich mit jedem Zyklus die
ausgewahlte Sequenz. Es findet bei n-Zyklen eine exponentielle Amplifika-

tion auf das 2n-fache der Start DNA-Menge statt.
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Von entscheidender Bedeutung fiir die PCR in dieser Form ist die Verwendung ei-
ner thermostabilen Polymerase. Im Gegensatz zu den meisten anderen Enzymen
wird die thermostabile Polymerase auch durch vergleichsweise hohe Temperatu-

ren, wie im 1. Schritt benotigt, nicht denaturiert.

2.2.3.2 Etablierung der PCR fiir das MLC1-Gen

2.2.3.2.1 Primerdesign

Fiir die Amplifikation des MLC1-Gens wurden entsprechende Oligonukleotid-
Primer mit Hilfe des online-Programms am Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, USA (www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi)

unter Beriicksichtigung der folgenden Punkte kreiert und bestellt:

e Vermeidung von mehr als drei Guanosin- oder Cytosin-Nukleotiden am 3’

Ende des Oligonukleotid-Primers.

e Keine komplementéiren Sequenzen zwischen dem Primerpaar und innerhalb
des Primers zur Vermeidung von Primerdimerbildung oder Riickfaltung des

Primers durch intramolekulare Wasserstoffbriickenbildung.
e Die Grofle des Oligonukleotid-Primers sollte mindestens 17 bp betragen.

e Der G/C-Gehalt des Oligonukleotid-Primers sollte zwischen 40 % und 60
% liegen.

2.2.3.2.2 Optimierung der PCR

Die erfolgreiche Durchfithrung nachfolgender Applikationen wie z.B. Mutations-
detektion oder Sequenzierung erfordert ein spezifisches Amplifikat moglichst oh-
ne nicht-spezifische PCR-Produkte. Deshalb wurden nachfolgende Parameter, die
einen Einfluss auf die Spezifitit und Effektivitdat besitzen, in der PCR variiert.
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Die Denaturierung der DNA und die Temperatur zur Anlagerung der Oligo-
nukleotid-Primer (Annealing-Temperatur) werden durch die Hohe der Tonenkon-
zentration, vor allem die der KT-und Mg¢?+ - Ionen, und des pH-Wertes be-
einflusst. Zusétzlich haben diese Faktoren einen Einfluss auf die enzymatische
Aktivitat der Polymerase. Kationen schwichen durch Anlagerung an die negativ
geladenen Phosphatgruppen des Desoxyribose-Riickgrads die elektrostatischen
Abstolungskriifte zwischen den einzelnen DNA-Stréngen, so dass die Anlagerung

des Primers an die Matrize verstarkt wird.

Die Variation von Kationenkonzentration im Reaktionsansatz und der Annealing-

Temperatur im PCR-Protokoll bedingen dementsprechend unterschiedliche Rein-
heit und Ausbeute des PCR-~Produkts. Ob die Bedingungen fiir die PCR giins-
tig gewdhlt sind, 1aBt sich in der Gelelektrophorese iiberpriifen. So sprechen
moglichst kraftige und scharf begrenzte DNA-Banden, mit der vorhergesagten
Fragmentldnge, in der Gelelektrophorese fiir eine effektive und spezifische PCR.

Um die geeigneten Bedingungen herauszufinden wurde folgendermaflen vor-

gegangen:

e Fiir jedes Primerpaar wurden Ansétze mit 3 verschiedenen Puffern herge-

stellt.

e Jeweils 3 Ansétze mit unterschiedlichem Puffer durchliefen anschliefSend ein
gemeinsames PCR-Protokoll, wobei 5-8 verschiedene PCR-Protokolle pro-

grammiert wurden. Diese Protokolle unterschieden sich in der Annealing-

Temperatur T gnneating, die ausgehend von der niedrigeren Annealing-Temperatur

der 2 Einzelprimer (Herstellerangabe), in Schritten von 0,5 bis 1,0 Grad

Celsius zwischen den einzelnen Protokolle erhoht wurde.

e Nach Uberpriifung der PCR-Produkte, wie oben beschrieben, konnten an-
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schlieend geeignete Bedingungen gewahlt werden. Die ausgewéhlten Annealing-

Temperaturen sind in Tabelle 3| aufgefiihrt.

2.2.3.3 Durchfithrung der PCR

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 ul in 0,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefdaflen durchgefiihrt. Ein Standardansatz enthielt im Finzelnen:

1,0 pl  ANTP-Mix (je 2 mM fiir jedes Nukleotid)
2,5 ul - MgCly-Puffer (7,5-15 mM)
1,0 I Primer forward (10 pmol/ul)
1,0 p1  Primer reverse (10 pmol/pul)
1,0 1 Tag-Polymerase (5 U/ul)
1,0 ul  DNA-Template (50 - 100 ng)
17,5 ul - dH20O

25,0 I Gesamtvolumen

Die Reaktion wurde in einem Biometra T-Gradient Thermocycler bzw. Biome-
tra T1 Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation

von DNA-Fragmenten wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

PCR-Schritt Zeit Temperatur

Anfangs-Denaturierung 3 min | 95°C

Zyklusschritte: | Denaturierung | 30 sec | 94°C

35 Zyklen Annealing 30 sec | T anneating
Elongation 3 min | 72°C
abschlieBende Elongation 3 min | 72°C

2.2.3.4 Mutationsnachweis in Exon 6

Wie in Abschnitt beschrieben, konnte in der Sequenzierungsanalyse bei
Proband F21 im Exon 6 eine heterozygote Punktmutation c33874662a nach-
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gewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem Kollektiv von 50
Probanden aus der Normalbevolkerung die Allelfrequenz wie im Folgenden be-

schrieben mittels PCR und Gelelektrophorese bestimmt.

Zunéchst wurden wie in Abbildung [2] veranschaulicht verschiedene Primer
gewahlt. Fiir die Wildtypsequnz und die Sequenz mit Mutation wurde je ein
Upstream-Primer konstruiert der mit der letzten Nukleinsédure an der Position
des beschriebenen Single Nuclear Polymorphism (SNP) an die genomische DNA
bindet (Ezon 6 non-MUT-IN F bzw. Exon 6 MUT-IN F). Auflerdem wurde je ein
zugehoriger Downstream-Primer (Ezon 6 non-MUT-IN R bzw. Exzon 6 MUT-IN
R) und je ein weiterer Upstream-Primer (Ezon 6 non-MUT-OUT F bzw. Ezon
6 MUT-OUT F) ausgewahlt.

Zum Nachweis der ¢33874662a-Punktmutation wurde nun eine im Vergleich
zu Abschnitt leicht modifizierte PCR angesetzt. Statt einem Volumen
von 1lul des Upstream-Primers (Primer forward) wurde dem PCR-Ansatz je
0,5ul der Primer Exon 6 MUT-IN F und Exon 6 MUT-OUT F zugegeben. Das
Volumen des Downstream-Primers Eron 6 MUT-IN R wurde nicht verdndert.
Anschliefend wurde die PCR nach dem in Abschnitt erlauterten Prin-
zip durchgefiihrt. Dabei erfolgte nur im Falle des Vorliegens der ¢33874662a-
Mutation eine Amplifikation eines 219bp-DNA-Fragments (entsprechend der von
den , MUT-IN-Primer“flankierten DNA-Sequenz), da ansonsten der ,, mutationss-
pezifische“Primer Ezxon 6 MUT-IN F nicht an die Template-DNA bindet. Bei
Fehlen der Mutation wurde nur ein mit 360bp gréfleres DNA-Fragment zwischen
den Primern Ezxon 6 MUT-OUT F und Ezxon 6 MUT-IN R amplifiziert. Nach
Auftragen des PCR-Produkts in der Gelelektrophorese konnte nun aus dem Vor-
handensein einer DNA-Bande mit entsprechender Lénge auf das Vorliegen der

Mutation in der entsprechenden Probe geschlossen werden.
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GGAGGGTACAGCATCTGTCTTCACCTCCCTGTAGCCAGCGGCCGCCAACCCCTCACCCAGCTCCAGAGCCCC
TCCTGGCCGGGGTTTCTGAGACCCAGGAGAGAGGGGTCTCATGGGAATGCCCTGGAGCAGCCCAGATCGGCC
CTCCGAGGGTGACGCTGAGACCCACCTCGCTCACCCTGGGGTGATGCCTCTGCACCCCCTGCCCTGCGGGGT e
CAGAAGC NSNS e D S E T e eR A G TCCTCCTCGC TGGACCGTGCAGCGATGATCACCGTGGCCG  Exon 6
CCATGAGCAGCTCCAGCAGGAGCAGCAGGATGAGGTTGAAGTTGATCTGCCAAGGGGCACACACGCTTCAGC
ACCGGGCCCGCCTTTCTCACGCCACCGCGCTTCAGCGTCCACCGGACCACCTCACGGGCAGGCTGCGC /N
BRI C GG TCCCCACTTTTCCCATCCAGGGCCAGCTGTGAGGCACTGTGGGCTGCACACTCTCCTGE
CTCACATGGGCCTTTGGGGTCTTTTAGTTTTTAAAACCATTCTTAGTGCAAAGGCTGTACAAACACAGGCCA
GGGCTGGATTTGGCCTTGGGCTCTGGTCTACCGACCCCATTCTGAACGCTCCTTGTTCCCACAARAGCCTTC

AGACCGCCTTGGAGGCGCCCGTGGATCTTTGGGCTTGAGGAAATGTTCACACACATTGTCCTTGCATATGAA
AATTAGCAGAT[GTGGTGICTCCTGGTGATCACCTGGGGACGAGCACTGGACTGAGTCAGGCTTAGGGGGAGG
GGAGGGTACAGCATCTGTCTTCACCTCCCTGTAGCCAGCGGCCGCCAACCCCTCACCCAGCTCCAGAGCCCE
TCCTGGCCGGGGTTTCTGAGACCCAGGAGAGAGGGGTCTCATGEGAATGCCCTGGAGCAGCCCAGATCGGCE
CTCCGAGGGTGACGCTGAGACCCACCTCGCTCACCCTGGEGTGATGCCTCTGCACCCCCTGCCCTGCGEGET N AR
CAGAAGCTGCACCCAC eI ge CAGTCCTCCTCGCTGGACCGTGCAGCGATGATCACCGTGGCCG Exon 6
CCATGAGCAGCTCCAGCAGGAGCAGCAGGATGAGGTTGAAGTTGATCTGCCAAGGGGCACACACGCTTCAGC
ACCGGGCCCGCCTTTCTCACGCCACCGCGCTTCAGCGTCCACCGGACCACCTCACGGGCAGGCTGCGCAGGA
CTCTCAGCCACGGTCCCCACTTTTCCCATCCAGGGCCAGCTGTGAGGCACTGTGGGCTGCACACTCTCCTGE
CTCACATGGGCCTTTGGGGTCTTTTAGTTTTTAAA A NN ST NNNIEIGNe T ACAAACACAGGCCE [
GGGCTGGATTTGGCCTTGGGCTCTGGTCTACCGACCCCATTCTGAACGCTCCTTGTTCCCACAAAAGCCTTC

Abbildung 2: Schema der Bindungsstellen der fiir den Mutationsnach-
weis in Exon 6 verwendeten Primer: Die Bindungsstellen der verwende-
ten Primer sind an genomischer Einzelstrang-DNA der Region um Exon 6 far-
big unterlegt. Oben: Sequenz mit Mutation und entsprechende Primer. Unten:
Wildtypsequenz und entsprechende Primer. Der ,, mutationsspezifische “Primer
Exon 6 MUT-IN F bindet mit seiner letzten Nukleinsdure an das aufgrund einer

c33874662a-Mutation vorliegende Adenosin (rot unterlegt).

In einem analogen Reaktionsansatz mit den 3 Primern fiir die Wildtypsequenz

wurde auch das Vorhandensein des Wildtypallels in allen Proben {iberpriift.

2.2.4 RACE

Die 5’-RACE zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts des MLC1-Gens
wurde innerhalb der Arbeitsgruppe von Yana Syagailo durchgefiihrt. Da die im
Rahmen dieser Arbeit angenommene cDNA-Sequenz auf den Ergebnissen dieser
Untersuchung basiert und von grundlegender Bedeutung fiir die daraus gefol-

gerten Aussagen iiber die Struktur und Funktion des Genprodukts ist, sind das
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Prinzip und die Durchfithrung der 5-RACE an dieser Stelle kurz beschrieben.

2.2.4.1 Prinzip

Die Methode der 5-RACE (rapid amplification of cDNA ends) ermoglicht die
Enden einer ¢cDNA, ausgehend von einem bekannten Sequenzteil, zu amplifi-
zieren [40] [41]. Zur Amplifikation des 5-Endes der MLC1-cDNA wurde das
SMART RACE cDNA Amplification Kit der Firma Clontech eigesetzt. Diese
Abwandlung der RACE verwendet die so genannte SMART-Technik (switching
mechanism at 5" end of RNA transcript) [41]. Diese Technik basiert auf der Ei-
genschaft bestimmter Varianten der MMLV Reversen Transkriptase, die bei der
Erststrangsynthese, ausgehend von Oligo-(dT)-Primern (5-RACE c¢cDNA Syn-
thesis Primerf), einige zusétzliche Basen (vorwiegend dC) am 3-Ende des Tran-
skripts anhdngen. Ein geeignetes Oligonukleotid (SMART IT Oligonukleotid*) mit
einer Reihe von Guanosin-Basen am 3’-Ende kann sich dadurch komplementér an
den Erststrang anlagern und dient anschlieend selbst als weitere Matrize fiir die
Verlangerung des Erststrangs. Mit genspezifischen Primern (GSP) und Primern,
die dem 5’-Bereich des SMART II Oligonukleotids entsprechen (Universalprimer/
UP*), kann dann die Amplifikation des 5’-Endes der cDNA vom Erststrang aus-
gehend erfolgen. Die einzelnen Schritte werden in Abbildung [3| veranschaulicht.

2.2.4.2 Durchfiihrung

Die Reaktionen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Fiir die Erststrangsynthese wurde zunéchst folgender Ansatz erstellt:

3,0 ul  Gesamt-RNA (8745 ng/ul)
1,0 ul  5-RACE cDNA Synthesis Primer
1,0 ul  SMART II Oligonukleotid

5,0 I Gesamtvolumen

*Teil des SMART RACE ¢cDNA Amplification Kit
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Nach gutem Durchmischen wurde der Ansatz zunéchst fiir 2 Minuten auf 70°C
erhitzt und anschlieend fiir 2 weitere Minuten auf Eis gelagert. Danach wurden

die weiteren Komponenten wie folgt hinzugefiigt:

5,0 ul  Reaktionsansatz

2,0 pul 5 x First-Strand buffer

1,0 il DTT (20 mM)

1,0 Il ANTP Mix (10 mM)

1,0 upl  MMLV Reverse Transkriptase (200 U/ul)

10,0 pl  Gesamtvolumen

Dieser Reaktionsansatz wurde erneut gemischt und fiir 1,5 Stunden im Wéarme-
schrank bei 42°C inkubiert. Mit 40 ul Tricine-EDTA wurde der Ansatz anschlie-
Bend im Verhéltnis 1 : 5 verdiinnt und fiir 7 Minuten auf 72°C erhitzt. Die herge-
stellte cDNA wurde bei -20°C gelagert. Die eigentliche RACE-PCR wurde leicht
abgewandelt zu den Angaben des Herstellers entsprechend folgendem Schema er-
stellt. Als genspezifische Primer (GSP) wurden die Primer RACE1, RACE2 und
RACE3 verwendet.

2,5 ul  10x Buffer

0,5 pul  dNTP Mix

2,5 pl  Universal Primer Mix (UPM)
1,0 pl - GSP (10 pmol/pl)

0,5 ul 50 x Advantage 2 Taq

5,0 ul  Erststrang cDNA
13,0 pl  dH-0

25,0 ul  Gesamtvolumen

Die Reaktion erfolgte im Thermocycler unter den nachfolgenden Bedingungen.
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PCR-Schritt Zeit Temperatur

Anfangs-Denaturierung 3 min | 95°C

Zyklusschritte: | Denaturierung | 30 sec | 94°C
38 Zyklen Annealing 30 sec | 68°C

Elongation 3 min | 72°C

Eine nested PCR wurde unter gleichen Bedingungen, ausgehend von den Pro-
dukten der ersten RACE-PCR, mit dem im Kit enthaltenen Nested Universal Pri-
mer sowie mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
auf ein Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen, die Banden ausgeschnitten
und gereinigt. Die Fragmente wurden anschlieffend in den pGEM-T-Vektor (Pro-
mega, Mannheim) kloniert und durch Sequenzierung analysiert. Bei einem zu ho-
hen PCR-Hintergrund wurde vor der Klonierung eine zweite PCR mit dem Nested
Universal Primer und einem zweiten, im PCR-Produkt liegenden genspezifischen
Primer vom PCR-Produkt durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen entsprachen de-
nen des ersten Durchgangs, nur dass eine niedrigere Annealing-Temperatur von

60°C gewahlt wurde.

2.2.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

2.2.5.1 Prinzip und Anwendungsmaoglichkeiten

Bakterielle Restriktionsendonukleasen dienen Prokaryonten dazu, organismus-
fremde DNA-Fragmente zu erkennen und zu zerschneiden, um die Bakterien vor
Schéden durch fremdes Genmaterial (z.B. von Bakteriophagen) zu schiitzen. Re-
striktionsendonukleasen binden an spezifischen Erkennungssequenzen und durch-
trennen die so erkannte Fremd-DNA. Das Wissen um den Wirkungsmechanismus
der Restriktionsendonukleasen macht man sich bei verschiedenen molekularge-
netischen Untersuchungsmethoden zunutze. Eine Anwendungsmoglichkeit stellt

beispielsweise die Kartierung mittels Restriktionsléngenpolymorphismen dar. Fi-
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ne weitere Moglichkeit ist der Nachweis von Mutationen, wie im folgenden be-

schrieben.

2.2.5.2 Nachweis einer Punktmutation mit SfalN1

Die Sequenzierung von Exon 11 des ML C'1-Gens zeigte bei einigen an periodischer
Katatonie erkrankten Mitgliedern der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fa-
milie eine zu einem Aminosédureaustausch fithrende Punktmutation. Durch diese
Punktmutation entsteht eine bei der Wildtyp-Sequenz nicht existierende Erken-
nungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease SfaN1. Die erfolgreiche Spaltung
von PCR-amplifiziertem Exon 11 mit SfaN1 ist also nur bei Mutationstrigern

moglich und somit als Mutationsnachweis anzusehen.

Der Enzymverdau der durch Agarose-Gelelektrophorese und anschlieBende
Gelextraktion gereinigten PCR-Produkte von Exon 11 wurde mittels der Re-
striktionsendonuklease SfaN1 und des mitgelieferten Spaltungspuffer NEBuffer3
der Firma New England Biolabs (Schwalbach) durchgefiihrt.

Hierzu wurden zunéchst 18 ul der in bidestilliertem Wasser gelosten gereinig-
ten PCR-Produkte von Exon 11 mit 2 ul des Spaltungspuffer in ein Reaktions-
gefiiss gegeben und anschliefend griindlich vermischt. Nach der weiteren Zugabe
von 1 pul Restriktionsendonuklease (1 Unit/ul) und erneut griindlicher Durch-
mischung des Reaktionsansatzes, wurde das Reaktionsgemisch fiir 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Im Anschluss wurde durch Agarose-Gelelektrophorese eine even-
tuell stattgefundene Reaktion (Nachweis der Punktmutation Leu309Met) iiber-
priift. Als positive Kontrolle wurde jeweils ein Reaktionsansatz mit gereinigten

PCR-Produkten von Exon 11 der Familienprobe 18 und 19 verwendet.
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2.2.6 Ethanolprizpitation

Um DNA aus einer wiassrigen Losung auszufillen wurde das Prinzip der Eta-
hanolprézipitation verwendet. Durch Zugabe von hochkonzentriertem Ethanol
und monovalenten Kationen wird hierbei der gelosten DNA durch die Kationen
die losungsvermittelnde Hydrationshiille entzogen. Dadurch kommt es in dem
durch die Zugabe von Ethanol nun weniger hydrophilen Lésungsmittel zu einer
Ausfallung der DNA. Verunreinigungen verbleiben grofitenteils in Losung, so dass
durch Entfernung des Losungsmittels zusétzlich eine Reinigung der DNA erreicht
werden kann. Hierzu wird die DNA-LGsung nach Zugabe von Kationen und Etha-
nol zentrifugiert, wodurch die DNA am Gefilboden als Pellet prazipitiert. Im
Anschluss kann das {iberstehende Losungsmittel zum grofiten Teil vorsichtig mit
der Pipette entfernt werden. Durch nochmalige Zugabe hochprozentigen Etha-
nols konnen restlich verbliebene Verunreinigungen in Losung verbracht werden
und nach erneuter Zentrifugation und vorsichtiges Abpipettieren des Pellet-Uber-
stands entfernt werden. Das nicht mit der Pipette entfernbare Losungsmittel kann
dann beispielsweise in einer Vakuumzentrifuge durch Verdunstung entfernt wer-
den. AbschlieBend wird die als Pellet ausgefillte, gereinigte DNA mit einem ge-
eigneten Losungsmittel aufgenommen, wobei durch entsprechende Volumenwahl
die DNA-Konzentration im Vergleich zur urspriinglichen DNA-Losung deutlich

erhoht werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden je 20 ul der zur Sequenzierung bestimmten
PCR-Produkte in einem 1,5 ml Reaktionsgefafl mit 80 ul dH5O vermischt. Nach
Zugabe von 10 ul 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 250 pl Ethanol (100 %)
wurde die DNA fiir 15 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Nach Abpipettieren des
Uberstands wurde das entstandene Pellet anschlieBend mit 250 pl Ethanol (70 %)
gewaschen und erneut fiir 10 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des

Uberstandes wurde die DNA fiir 10 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und
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abschliefend in 20 pl dH>;0O aufgenommen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden

die so erzeugten DNA-Losungen bei -20°C aufbewahrt.

2.2.7 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode
[42]. Bei dieser Methode werden einem PCR-Ansatz neben den vier Desoxynu-
kleotiden (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) auch die vier zugehorigen Didesoxy-
nukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) beigefiigt, wobei letztere mit
jeweis unterschiedlichen Floureszenzfarbstoffen markiert sind. Die Didesoxynu-
kleotide werden bei der PCR an einer zufilligen Stelle in den DNA-Strang einge-
baut und fithren zu einem Kettenabbruch. Somit entstehen DNA-Fragmente un-
terschiedlicher Léange, die jeweils mit einem der vier flourszenzmarkierten Dides-
oxynukleotid enden. Anhand der Floureszenzeigenschaften der DNA-Fragmente
kann nach elektrophoretischer Léngenauftrennung der Fragmente die Position
der verschiedenen Nukleotide im urspriinglichen DNA-Molekiil durch ein geeig-
netes Detektorsystem bestimmt werden. Fiir die zyklische Sequenzierung wur-
de das BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction-Kit (PE Applied
Biosystems, Foster City, USA) verwendet. Der mitgelieferte Terminator Ready
Reaction-Mix enthélt neben den vier dNTPs auch ddNTPs (ddATP, ddCTP,
ddGTP und ddTTP mit jeweils einem Floureszenzfarbstoff markiert), sowie die
Ampli-Tag-DNA-Polymerase und Reaktionspuffer. Um nur einen DNA-Strang
zu amplifizieren, wurde fiir die PCR nur jeweils ein Primer fiir Strang bzw. Ge-
genstrang verwendet. Der Reaktionsansatz fiir die Sequenzierungs-PCR mit dem
PCR-Produkt des jeweiligen Exons mit einem der zugehorigen Primer bestand

im Einzelnen aus:
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4,0 ul  BigDye Terminator Ready Reaction Mix
3,0 gl Primer (2,5 pmol/pul)
3-6 ul  DNA (ca. 250 ng)
x pl dH,0
20,0 ul  Gesamtvolumen
Die Sequenzierungs-PCR erfolgte in einem T1- bzw. T-GRADIENT-Thermocycler

(Biometra, Gottingen) unter folgenden Reaktionsbedingungen:

PCR-Schritt Zeit Temperatur

Zyklusschritte: | Denaturierung | 10 sec | 96°C
25 Zyklen Annealing 30 sec | Tm

Elongation 4 min | 60°C

Wie in Abschnitt dargestellt wurden die Reaktionsprodukte nach der
PCR durch Fillung mit Ethanol gereinigt. Mit einem automatischen Kapillar-
sequenzierer des Modells ABI Prism 310 (PE Applied Biosystems, Foster City,
USA) wurde im Anschluss die Sequenzanalyse unter Verwendung von Kapillaren
mit 47 cm Léange (mit dem rapid sequencing protocol) und der ABI Prism 310
Data Collecting V2.0-Software durchgefiihrt. Als Gelmatrix fiir die Auftrennung
diente das Polymer POP-6 (PE Applied Biosystems), als Laufpuffer der Genetic
Analyzer Buffer (PE Applied Biosystems, Foster City, USA). Die Elektropho-
rese erfolgte bei 1500 V und 6 pA bei 50°C fiir 55 min. Fiir die Auswertung
der Sequenzen wurde das Programm ABI Prism DNA Sequencing Analysis 3.4

verwendet.

2.2.8 DNA-Sequenzanalyse mittels BLAST

Das BLAST-Programm (Basic Local Alignment Search Tool) vergleicht Nukleotid-
oder auch Proteinsequenzen mit anderen in Datenbanken hinterlegten Sequenzen

und errechnet die Signifikanz von gefundenen Ubereinstimmungen. Dies ermoglicht
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beispielsweise die Zuordnung von ermittelten DNA-Sequenzen zu DN A-Sequenzen
einer Datenbank, bei denen die chromosomale Lokalisation bekannt ist. Ausser-

dem konnen durch Sequenzvergleich DNA-Mutationen aufgedeckt werden.

Die in der Sequenzierung erhaltenen DNA-Sequenzen wurden auf den Inter-
netseiten des Sanger Centre mit dem BLASTN-Programm (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast /submitblast /chr22) mit der zum Untersuchungszeitpunkt versffentlich-
ten DNA-Sequenz von Chromosom 22 (Datenbankbezeichnung: SUPER_LINK_C22_01-
12-1999) verglichen.

Die 8-stelligen Positionsnummern der in Tabelle [5|aufgezidhlten Punktmutationen
entsprechen den Positionsnummern der Nukleotide in der SUPER_LINK_C22_01-
12-1999-Datenbank.

2.2.9 Priadiktion der Struktur des von MLC1 kodierten

Proteinprodukts

Um aus der fiir MLC1 vorhergesagten cDNA-Sequenz (siche Abschnitt Riick-
schliisse hinsichtlich der wahrscheinlichen Struktur und Funktion des Genpro-

dukts zu ziehen, wurden online verfiighbare Proteinanalyse-Programme wie:

e SMART (http://smart.embl-heidelberg.de),
e EXPASY (http://expasy.proteome.org.au/tools/#align) und
e PSORT II (http://psort.nibb.ac.jp)

benutzt.
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Abbildung 3: Reaktionsschritte der 5-RACE: Die Polymerasen werden

durch Pfeile reprasentiert. Die Primer sind als graue Késten dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts

Die von Nomura et al. hinterlegte partielle cDNA fiir MLC1 [34] (GenBank Ac-
cession Nummern D25217 fiir die cDNA und AL022327 fiir den genomischen PAC
Klon RP3-355C18) konnte innerhalb der Arbeitsgruppe von Yana Syagailo mittels
5-RACE auf eine cDNA-Gesamtlange von 3515 Basenpaaren verldangert werden.
Die so erhaltene cDNA ist unter der GenBank Accession Nummer AF319633 ein-
sehbar.

In dem von Nomura et al. berichteten offenen Leseraster fiir MLC'1 findet sich
ein Stop-Codon (TGA), so dass das ATG-Codon an Nukleotid-Position 197 der
cDNA als korrekter Transkriptionsstartpunkt betrachtet werden kann. Es resul-

tiert damit ein Protein aus 377 Aminosauren.

In Abbildung[]ist die von unserer Arbeitsgruppe veréffentlichte cDNA-Sequenz
(GenBank Accession Nummer AF319633) mit markiertem Transkriptionsstart-

und Endpunkt dargestellt.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

attgatattc
gtttcatttg
gcagagcagc
ggtgtcccca
GCCCACGCTG
CGACCTGCAG
TGTGCTGATG
GTTCCCGGCT
TGTGAGCTTC
TGTTTCCACG
GAACCCATCA
CATGGCGGCC
GGGCTCCATG
GAAATCTTAC
TGCCCTGAAC
CCTAGTGGCC
GTGTCTGGTG
CTCTGGATAT
AGCCATAAAA
GGCCGGCCTC
GCAGGGTGCA
CAGGAGCCCC
GGCCCAGTGA
gaaacgcaca
gagggcaaac
ggccaatgtt
cgtaacagca
cttgagagcc
gctggagtgg
gaccgggctt
atcttaccca
cctggacagt
tcctceccagag
accagtccac
atccaccgcc
acgtggcecgce
ctgcccacgt
caggcagtgt
ctccectggcece
ctcaaaatgc
ctctacctcc
cttctccatce

gccaggctgce

aggaagcagc
tgaatacttc
gggggagata
agtgccATGA
GAGCGGGGCC
CTGTCGAAGA
GGGAGCTGCC
GAGATGGATT
ACCGTCTCCA
TTTGCTGTGA
GCAATAAACA
ACGGTGATCA
TCTGACAGCG
TCAGTCGTCG
GTGGATGACT
TGCTTTCCAA
GAGGTCCTGA
CTGTCATTCA
CCATCCTACG
AACACGGGCA
TCCTGGGACA
CTGAAGGAGT
cccccagacg
acccctaatc
caggctgcag
ggctagtctg
ggagcatggc
ccacccctga
gctctctgga
cctcecteca
cttcectgea
gagagcaggg
cctgggegcea
gcegggtege
acactggccyg
tgcccacgtce
ccegggeact
tcttgggggt
ccagtgaccg
aggacagatc
tagcaagtac
tccgetgttt

agggacagtt

tctecttece
ttgctggaag
aagaactggt
CCCAGGAGCC
GGCAAGACCC
GACTGCCCCC
TCCTGGTGAC
ACTTGCGCTG
GGAGGAACGC
CCACTACGTG
TCAACTTCAA
TCGCTGCACG
CCAACATTCT
AGGTAATCGC
CAGTTTCAGG
GTGCCATTGC
TTGCCATAAG
GCATCATGAG
ATGTGCTGCT
CCGCCATCCA
CCCAGAACGG
TCGACAAGGA
cggaaaccgg
gccctgaget
gtggggtttt
tgcctcagtg
cgcaacttcc
actggcccca
cctgaccaga
cgcttagggt
aggtgcacct
cttggcgect
agcgacacag
ctgcecctgte
gcccacgtcce
ccgggcactg
gtcatgccca
ggggctgcat
ggggaagctyg
aggtcagagc
tttgtcttga
tggggtctta
gggtgtgaga

ctgccttcag
tccctcaccce
gacacgtggc
ATTCAGAGAG
CGCCAGCTAT
CTGCTTCAGC
CTCGGGGTTT
TGCTGCAGGC
CAATGTGATT
TTTAATTTGG
CCTCATCCTG
GTCCAGCGAG
GGACGAAGTG
AGGCATCTCT
CCCACACCTC
CAGTCATGTG
CAGCCTCACG
AATCGTGGAG
GCTGCTGCTG
GTGCGTGCGC
CCCGCAGGAG
GAAAGCCTGG
gtggcagcgce
actgcttcta
cacttcctag
agatcagtca
caggccgagqg
gctcctctte
ctgtgggtcc

ctgtccecggg
gcccecaggcet

ctgtcctggce
gctgcecgcectyg
tccctactta
tgggtgctgt
tcatgcccag
gcttggagtyg
ccaaggcttt
agcccctcecece
ccaggaattc
tcctecactga

gggtacagcc
ataacactgg

ctcaagtttyg
agagaccagt
tgtacattca
GAGCTGGCCT
GCCCCAGACG
CACAAGACGT
TCGCTGTACC
TCTTGCATCC
CCCAACTTTC
TTTGGATGCA
CTGCTCCTGC
GAGGACTGCA
CCATTTCCTG
GCCGTCCTCG
TCAGTGACGT
GCAGCAGAGT
TCTCCGCTGC
ATGTTTAAGG
CTGCTAGTGC
TTCAAGGTCA
CGCCTGGCTG
AGAGCCGTCG
ccagcctggce
acacctcettt
ggtagtttaa
gctccgagtyg
aagggccccc
ctgcctctcet
ctgcgtctcc
tactcagtca
caggctgccc
cecgggageeg
ctctcececagg
gacccagtca
catgcccagc
cttggagtgc
ccacgtggecce
gtaaaccggc
tcctgtgttt
tcacaggttc
gaaggcccca

caggcggtca
ctttgggtag

ctgagctttt
gctcccaacyg
gcacagctgt
ATGACCGGAT
CGAAGCCGAG
GGGTCTTCTC
TGGGGAACGT
CCTCGGCAAT
AGATATTGTT
AACTAGTCCT
TGGAGCTGCT
AGAAARAGAA
CTCGGGTCCT
GGGGGATCAT
TCTTTTGGAT
GTCCCAGCAA
TGTTCACAGC
ATTACCCGCC
TCCTGCTGCA
GTGCAAGGCT
GGGAGGTGGC
TGGTGCAAAT
cccaagcatg
tccecttgtgt
ttttaaaata
gctcecegtgt
ggctcggect
catggcttgg
tgcccactct

gcccagtggg
agcggctcett

caggggcccc
tgaaatccac
ttctagaggyg
ttggagtgcc
cacatggccg
gctgctgtga
tggaccacgt
gctcccatta
acccagcgcc
gggcagcggt
ctgcccacct
tgccatggcc

Abbildung 4: mRNA-Sequenz des MLC1-Gens (GenBank Accession
Nummer AF319633): Ausgehend von der von Nomura et al. [34] veroffentlich-
ten partiellen cDNA von MLC1 konnte in der 5-RACE obige mRNA-Sequenz

bestimmt werden (Fortsetzung siehe Seite 49). Der Transkriptionsstartpunkt

und das zugehorige Stop-Codon im vorhergesagten offenen Leseraster sind in

Fettdruck-Buchstaben hervorgehoben. Die resultierende ¢cDNA-Sequenz ist in

GroBbuchstaben dargestellt.
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2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

aggagtgggt
cagtaaatcc
actttccage
acatgaacgt

gaaaggcccg
gggagatgca
aggtttccea
gacaagtgga
ctgctectag
cagtcagggyg
gagaggctgce
ctccctgeag
acgacccggqg
cagaattagg
gcgcttaaaa
tgtttaatac

ttcectgegt
acagtgagtt
aggtgttttc
tttctcttea
gagatgcatc
gctggatggg
ctgcggaaca
atcattattt
aggggacaag
ccgggcaaac
tgtcactggt
ctttgaggct
gegggctgat
cacttggaac
aatcecggaaa
gcttgagcaa

ctcectegtec

ggggcgactg
cttcacaatg
ccgeegtggg
tgtggcctgg
gcggcectgea
ggagtgactc
tcaaccattg
ccaggccctce
actttggcea
accggatgca
ggcggggtet
gtcttecttgg
gtttttgctg

aatggggttt
taaacgctga

cgagggcgcec
tgaaactgga
gttttgtttce
gtgtattgac
ggccatcaag
gaccctgcea
tggctgccaa
aagggggatg
tctgcagtce
cagccccaaa
gaccccacce

gctectggga

gggcagacca
gcttgcactt

aaaagaactg
cttgc

tgggtcctce
atgctgttac
tttecttetyg
tggtccccea
atcaaagaac
gggggtttga
gataccttca
caggcaagac
tcggcagcetce
caagcgccac
tgtctgcagg
atggggtggyg
gagagctcaa
tcttatttte
tctetttecag

cagctgacgg
tttgataatt
atctgagaag
tgggctgctg
caggaggcect
ggaccctecc
tggtgttcat
accttcccag
cggaaggaca
cgtgggagag
ccacccccac
agccacaggyg
gtttcagagt
ttattttaga
tctacatttt
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Abbildung [} mRNA-Sequenz des MLC1-Gens (GenBank Accession
Nummer AF319633): Fortsetzung der mRNA-Sequenz von MLC1 von Seite
[4g

3.2 Mutationsanalyse von MLC1 bei 5 Proban-

den

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die genomische Sequenz der Exons 1
bis 11 des MLC'1-Gens sowie dessen Exon 12 bis zum vorhergesagten Stop-Codon
durch Sequenzieren bei 5 Probanden untersucht. Dabei sind 4 der Probanden mit
periodischer Katatonie erkrankt und gehoren 4 verschiedenen von Stober et al.
[38] beschriebenen Multiplex-Familien an, die laborintern mit F1, F2, F3 und
F21 bezeichnet wurden. Der in Abschnitt beschriebene positive Kopplungs-
befund basiert vor allem auf den Kopplungsdaten von Familie 21. Die fiinfte
untersuchte DNA-Probe stammt von einem gesunden Probanden, mit der labo-
rinternen Bezeichnung 174. Im weiteren wird entsprechend auf die untersuchten
DNA-Proben der Probanden unter den Abkiirzungen F1, F2, F3, F21 und 174
Bezug genommen.

Neben der genomischen Sequenz der Exons wurden auch die unmittelbar angren-
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zenden Bereiche der Introns auf Mutationen untersucht.

In Tabelle [5l findet sich ein Uberblick der beobachteten Mutationen. Die Punkt-
mutationen in Exon 6 bzw. Exon 11 sind in den Abschnitten 3.2.2 bzw. [3.2.3
genauer erlautert. Alle iibrigen Mutationen werden in Abschnitt bespro-

chen.

Tabelle [5} Ubersicht

der in der

Sequenzanalyse

nachgewiese-

nen MLC1-Mutationen; Fortsetzung und Legende siehe Seite
F1 F2 F3 F21 174
Exon 1 || a33882564g | — — — —
Exon 2 || t33882252¢ | t33882252¢ | — £33882236a —
Exon 3 || — — — — —
Exon 4 || A33877542G | A33877542G | A33877542G | A33877542G A33877542G
Exon 5 || — — — — —
Exon 6 | — — — ¢33874662a c33874585t
=gh12t(cDNA) | ¢33874627t
=g708t(mRNA)
TGC—TTC
Cys—Phe
Exon 7 || — — — t33874089c —
=a793g(mRNA)
TCA—-TCG
Ser—Ser
233874092a
=c790t(mRNA)
TAC—TAT
Tyr—Tyr
Exon 8 || ¢33871436t | ¢33871436t | c33871436t | — ¢33871436t
Exon 9 || — — — — —
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F1|F2|F3 F21 174

Exon 10 || — | — | — a33865629g —
33865838a
233865883¢
£33865913c¢

Exon 11 || — | — | — 233861416t —
=cl12la(mRNA)
CTG—ATG
Leu—Met

Exon 12 | — | — | T33858783C — t33858786¢
=A1378G(mRNA) =al375g(mRNA)

Tabelle 5: Ubersicht der in der Sequenzanalyse nachgewiesenen MLC1-
Varianten; Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Varianten des MLC'1-
Gens sind in obiger Tabelle zusammengefasst. Die Sequenzvarianten sind den
einzelnen DNA-Proben und dem jeweiligen Exon bzw. der unmittelbaren Exo-
numgebung zugeordnet. Die Mutationen sind jeweils mit der Base der Re-
ferenzsequenz, Positionsnummer und verdnderter Base, in dieser Reihenfolge,
bezeichnet. Dabei beziehen sich die Angaben mit 8-stelliger Positionsnummer
auf die DNA-Sequenz ,SUPER_LINK_C22_01-12-1999“des Sanger-Centers
(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast /chr22 mit der der Sequenz-
abgleich erfolgte (siche Abschnitt [2.2.8)). Varianten im transkribierten Bereich, al-
so in den Exons, sind auflerdem mit einer Positionsnummer beziiglich der bei Gen-
Bank unter der Zugangsnummer AF319633 hinterlegten vorhergesagten mRNA-
Sequenz angegeben. Bei Vorliegen einer heterozygoten Punktmutation wurden
die Basen mit Kleinbuchstaben bezeichnet (Bei homozygoter Punktmutation —

Grofibuchstaben). C=Cytosin, A=Adenosin, T=Thymin, G=Guanin
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3.2.1 Punktmutationen ohne Anderung des Genprodukts

Wie in Tabelle 5| aufgelistet, finden sich bei den Probanden an mehreren, teils
unterschiedlichen Stellen der Exon-nahen genomischen DNA Punktmutationen.
Nachdem die DNA der Introns bei der Transkription nicht in mRNA umgeschrie-
ben werden, fiihren diese Sequenzvarianten zu keiner Verdnderung des Genpro-
dukts. Bis auf die beschriebene Punktmutation im Intronbereich um Exon 4 sind
die Probanden beziiglich der Sequenzvarianten im Intronbereich heterozygot. Die
Punktmutation bei Exon 4 ist hingegen bei allen Probanden homozygot, so dass
diese Abweichung von der Referenzsequenz den Sanger-Zentrums bemerkenswert,

obgleich wiederum ohne FEinfluss auf das Genprodukt ist.

In Exon 12 findet sich bei den Probanden F3 und 174 jeweils eine Punktmu-
tation nach dem vorhergesagten Stop-Codon, so dass auch hier keine Anderung

des Genprodukts auftritt.

Die beiden heterozygoten Punktmutationen in Exon 7 des Probanden F21
haben ebenfalls kein verédndertes Genprodukt zur Folge, da es sich um so genann-
te ,silent mutations“ handelt. Das bedeutet, durch die Sequenzvariante wird
zwar ein fiir eine Aminoséure codierendes Triplett verdndert, aber das geander-
te Triplett codiert fiir die selbe Aminosiure. So bedingt die Punktmutation
t33874089c eine Triplettdnderung von TCA zu TCG, wobei beide Tripletts fiir
die Aminoséure Serin codieren. Durch die Punktmutation g33874092a wird aus
dem fiir Tyrosin codierenden Triplett TAC, das ebenfalls fiir Tyrosin codierende
Triplett TAT.

3.2.2 Punktmutation in Exon 6

In Exon 6 findet sich bei Proband F21 die heterozygote Punktmutation c33874662a,

also eine Anderung der mRNA an Position 708 (GenBank accession number
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AF319633). Durch die Sequenzvariante wird aus dem fiir Cystein codierenden
Triplett TGC das fiir Phenylalanin codierende Triplett TTC.

3.2.2.1 Keine Kosegregation von Punktmutation und Erkrankung

Bei der Sequenzierung eines anderen an periodischer Katatonie erkrankten Pro-
banden aus der Familie 21 fand sich die Punktmutation ¢33874662a nicht, so
dass eine Kosegregation von Erkrankung und Mutation ausgeschlossen werden

kann.

3.2.2.2 Abschitzung der Allelfrequenz

Zur Abschétzung der Allelfrequenz der Punktmutation ¢33874662a wurde an
DNA-Proben von 50 Probanden aus der Normalbevolkerung mittels der in Ab-
schnitt beschriebenen Methode eine Mutationsanalyse durchgefiihrt. Es
fanden sich 11 heterozygote und keine homozygoten Punktmutationstriger. Au-
Berdem lief sich bei allen Probanden das Wildtyp-Allel nachweisen. Bei 11 Phenyl-
alanin-Allelen von insgesamt 100 Allelen, kann somit nach dem Hardy-Weinberg-

Gesetz eine Phenylalanin-Allelfrequenz von 11% geschétzt werden.

3.2.3 Punktmutation in Exon 11

Die Sequenzanalyse von Exon 11 der DNA-Probe F21 erbrachte eine Abweichung
der DNA an Position 1121 der mRNA (GenBank accession number AF319633).
Wie in Abbildung [6] dargestellt finden sich im Sequenzierungsgel an mRNA-
Position 1121 neben einem der Referenzsequenz entsprechenden Cytosin-Peak
zusétzlich ein Adenosin-Peak. Auch die Sequenzanalyse des DNA-Gegenstrangs
weist einen solchen ,,Doppel-Peak® auf und bestétigt das Vorliegen einer Punkt-
mutation c1121a in heterozygoter Ausprigung. Diese Punktmutation bewirkt eine
Verdanderung des fiir Leucin kodierenden Tripletts CTG zu dem Triplett ATG,
welches fiir Methionin kodiert. In den DNA-Proben F1, F2, F3 und 174 findet
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Abbildung 5: Nachweis der Punktmutation in Exon 6: Die Sequenzvarian-
te fithrt zu einem kiirzeren PCR-Produkt welches sich in der Gelelektorphorese

darstellen ldsst (jeweils mit Pfeil markiert).

sich keine Sequenzvarianten in Exon 11.

3.2.3.1 Kosegregation von Punktmutation und Erkrankung in Familie

21

Durch Restriktionsenzymverdau mit dem Enzym SfaN1 wurde die Verteilung der
cl12la-Mutation wie in Abschnitt 2.2.5.2] beschrieben untersucht. Dabei lief§ sich
in der Gelektrophorese, wie in Abbildung [7] bei allen an periodischer Katatonie
erkrankten Mitgliedern von Familie 21 die c1121a-Mutation nachweisen.

Die DNA-Banden mit charakteristischer Fragmentldnge sind als Mutations-
nachweis zu werten. Im Vergleich mit dem Familienstammbaum, siehe Abb. [8]
zeigt sich, dass alle an periodischer Katatonie erkrankte Familienmitglieder auch

cl12la-Mutationstriager sind. Auch die nicht an periodischer Katatonie erkrank-
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ten Familienmitglieder 8t4, 8t6, 8t8, 8t9, 8ul, 8u3, 8u7, 8u8, 8u9, 8ul4d und 8uld
sind Mutationstrager. Dennoch kann von einer Kosegregation von Mutation und
Erkrankung in Familie 21 gesprochen werden, da bei den nicht erkrankten Muta-
tionstréiger ein subklinischer Krankheitsverlauf oder eine Erkrankung im weiteren

Lebensverlauf moglich ist.

3.2.3.2 Keine Punktmutation bei 327 Probanden aus der Normal-

bevilkerung

Mittels Restriktionsenzymverdau wurden die DNA-Proben von 327 nicht schizo-
phrenen und untereinander nicht verwandten Kontrollpersonen aus den Bereichen
Unterfranken und Dresden hinsichtlich des Vorliegens der c1121a-Mutation unter-
sucht. Dabei konnten keine Mutationstréger ausserhalb von Familie 21 gefunden
werden. Die vorliegenden Untersuchungsergebnissen deuten somit auf eine Asso-

ziation der cl12la-Mutation mit der Erkrankung an periodischer Katatonie hin.

3.3 Strukturanalyse des vorhergesagten MLC1-
Proteins

Die Strukturanalyse des vorhergesagten MLC1-Proteins erfolgte mittels der in
Abschnitt genannten Programme. Fiir das MLC1-Protein ergaben sich sechs
wahrscheinliche transmembranére Segmente (S1-S6) mit einer Porenregion zwi-
schen den Segmenten S5 und S6. Die grofite Ubereinstimmung mit bekannten
Proteinsequenzen findet sich fiir den humanen spannungsgesteuerten Kaliumka-
nal KCNA1 der zur Gruppe der Shaker-Kanéle zahlt, gefolgt von anderen Kanal-
proteinen der selben umfangreichen Genfamilie. Allerdings sind charakteristische
Eigenschaften wie der Selektivitétsfilter in der Porenregion und der Spannungs-

sensor im Transmembransegment S4 nur schlecht erhalten.
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Abbildung 6: Nachweis der cl121a-Mutation in der Sequenzanalyse: Ge-

geniiberstellung der unverénderten Referenzsequenz bei DNA-Probe F2 (oben)
und der DNA-Probe F21 (unten). An mRNA-Position 1121 findet sich in der Re-
ferenzsequenz ein Cytosin-Peak in der Sequenzanalyse (blauer Kreis). In DNA-
Probe F21 finden sich an gleicher Position ein Adenosin-Peak (griiner Kreis) und
ein kleinerer Cytosin-Peak, was einer heterozygoten DNA-Sequenz entspricht.

C=Cytosin, A=Adenosin, T=Thymin, G=Guanin
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Abbildung 7: Nachweis der cl1121a-Mutation in der Gelelektrophorese:
Die cl1121a-Mutation erzeugt eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym SfaN1.
Im Restriktionsenzymverdau gereinigter PCR-Produkte von Exon 11 mit SfaN1
findet nur bei Vorliegen der c1121-Mutation eine Reaktion statt, welche durch
das Auftreten von DNA-Fragmenten entsprechender Lénge in der Gelelektropho-
rese nachgewiesen werden kann. Im obigen Bild sind die Produkte von Restrik-
tionsenzymanalysen mit den DNA-Proben einiger Mitglieder von Familie 21 ne-
beneinander aufgetragen. Die fiir das Vorliegen der Mutation charakteristischen

DNA-Banden sind als schwarzer Kasten markiert.
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Abbildung 8: Verteilung der cl121a-Mutation in Familie 21: Die an pe-
riodischer Katatonie erkrankten Familienmitglieder sind als schwarze Quadrate
dargestellt, verstorbene Familienmitglieder als durchgestrichene Quadrate. Bei al-
len mit schwarzen und grauen Quadraten dargestellten Familienmitgliedern fand
sich die c1121a-Mutation. Fiir die mit Fragezeichen gekennzeichneten Familien-

mitglieder lagen keine DNA-Proben vor.
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4 Diskussion

Die Periodische Katatonie ist eine Unterform der Schizophrenien, die mit ei-
ner hohen erblichen Belastung einhergeht und deren Vererbungsmuster mit einer
autosomal-dominanten Transmission vereinbar wére. In einer Kopplungsanalyse
konnte unter anderem fiir Chromosom 22q13 ein suggestiver Kopplungsbefund
erhoben werden [38]. Wie in Abschnitt beschrieben, gelang es unserer Ar-
beitsgruppe nach weiterfithrenden Untersuchungen mit dem MLC'1-Gen ein viel-
versprechendes Kandidatengen fiir eine Mutationsanalyse zu ermitteln. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es nun die fiir das Genprodukt codierenden Abschnit-
te des MLC1-Gens bei drei an Periodischer Katatonie erkrankten Probanden
aus verschiedenen Multiplexfamilien auf koseggregierende Mutationen zu unter-
suchen. Hierfiir wurde zunéchst mittels 5-RACE die bekannte partielle cDNA
(Gen-Bank Accession Nummer D25217) auf eine cDNA-Gesamtliange von 3515
Basenpaaren (GenBank Accession-Nummer AF319633) verlangert. Unter Annah-
me des von Nomura et al. beschrieben offenen Leserasters [34] ergibt sich somit
ein Protein aus 377 Aminosduren. Anhand dieser Ergebnisse konnten die Exons
des MLC1-Gens in der bekannten genomischen DNA-Sequenz von Chromosom
22 (Datenbankbezeichnung: SUPER_LINK_C22_01-12-1999) annotiert und in
der Folge spezifisch mittels PCR amplifiziert und im weiteren einer Mutations-

analyse unterzogen werden.

Im Rahmen der Sequenzierungsanalyse konnten wie in Abschnitt erlautert
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verschiedene singulére nukleire Polymorphismen ohne Anderung des Genpro-
dukts nachgewiesen werden. Aulerdem fand sich in Exon 6 des an Periodischer
Katatonie erkrankten Probanden F21 eine heterozygote Punktmutation, welche
einen Aminosdureaustausch von Cystein zu Phenylalanin nach sich zieht (sie-
he Abschnitt . Eine Kosegregation dieser Punktmutation mit Periodischer
Katatonie konnte jedoch ausgeschlossen werden, da sich die Mutation in der Se-
quenzanalyse bei einem anderen Erkrankten der gleichen Familie nicht nachweisen
lieB. Die Allelfrequenz des Phenylalaninallels in einer Gruppe von 50 Probanden
aus der Normalbevoklerung betrug 11%. Diese beschriebenen SNPs konnten sich
in Zukunft als genetische Marker fiir verschiedene molekulargenetische Untersu-

chungen hilfreich erweisen.

In einer der drei untersuchten Multiplex-Familien (Familie 21) fand sich in
Exon 11 eine heterozygote Punktmutation, die zu einem Aminosdureaustausch
von Leucin zu Methionin (Leu309Met) fiihrt. Fiir die Leu309Met-Mutation konn-
te eine Kosegregation mit der Erkrankung an Periodischer Katatonie gezeigt wer-
den. Zwar waren zum Untersuchungszeitpunkt nicht alle Mutationstréger an Pe-
riodischer Katatonie erkrankt, dies konnte jedoch durch einen spéteren Erkran-
kungszeitpunkts bei den gesunden Mutationstragern bedingt sein. Auflerdem ist
auch eine unvollstdndige Penetranz der Erkrankung, die moglicherweise der Trig-
gerung durch duflere Einfliilsse bedarf, denkbar. Weder in einer Kontrollgruppe
aus 327 Probanden aus der Normalbevélkerung noch in den zwei anderen un-
tersuchten Multiplex-Familien konnte die Mutation nachgewiesen werden (siehe
. Die Annahme der Kosegregation von Mutation und Erkrankung ist also
aufgrund der Untersuchungsergebnisse als gerechtfertigt anzusehen, wenn auch

mit Beschrankung auf die beschriebene Familie.

Mittlerweile wird ein kausaler Zusammenhang einer Verdnderung in MLC1

mit der Entstehung von Periodischer Katatonie von einigen Autoren angezwei-
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felt. McQuillin und Mitarbeiter sequenzierten Exon 11 des MLC1-Gens bei 174
britischen Schizophreniepatienten, von denen 22 an Periodisch Katatoner Schi-
zophrenie erkrankt waren [43]. Es gelang zwar eine Reihe von Polymorphismen
identifizieren, die in gleicher Haufigkeit bei den erkrankten Personen und in einer
Kontrollgruppe gefunden wurden, aber die Leu309Met-Mutation konnte bei kei-
nem Patienten nachgewiesen werden. In einem anderen Kollektiv von 43 Schizo-
phreniekranken, darunter 15 Personen mit Periodisch Katatoner Schizophrenie,
fanden Devaney und Mitarbeiter in der Sequenzanalyse keine relevanten Mu-
tationen im MLC1-Gen [44]. Die Autoren beider Artikel folgerten daher, dass
Verénderungen in MLC1 wahrscheinlich keine Rolle bei der Pathogenese der Pe-

riodischen Katatonie spielen.

Der Arbeitsgruppe um Rubie und Stober gelang es in einer weiteren Familie
mit Periodischer Katatonie die Mutation Leu309Met nachzuweisen [45]. Aufler-
dem fanden sie bei Patienten mit katatoner Schizophrenie und Kontrollprobanden
eine Vielzahl von Polymorphismen und Varianten des MLC1-Gens sowie einen 33
bp Insertions/Deletions-Polymorphismus in Exon 11, die jedoch keine Assoziation
zum Auftreten der Erkrankung zeigten. Aus der Tatsache, dass ein erkranktes Fa-
milienmitglied die Leu309Met-Mutation von seinem nicht betroffenen Elternteil
geerbt hatte, schlossen sie einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Vorlie-
gen der Mutation und der Erkrankung aus. Allerdings lieflen sie dabei das aus
der Psychologie bekannte Phinomen des assortative mating aufler Acht [46]. Als
assortative mating wird dabei der Umstand bezeichnet, dass sich Personen mit
dghnlichen Verhaltensmerkmalen, z.B. aufgrund einer gleichartigen Erkrankung
und &dhnlichen Lebensumstidnden, haufig als Paar zusammenfinden. Daher sollte
das mutationstragende Elternteil, nochmals auf das Vorliegen von Krankheits-
symptomen untersucht werden, um eine eventuell vorliegende schwéchere Ausbil-

dung der Krankheitssymptomatik nicht zu iibersehen.
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Kaganovich und Mitarbeiter fanden bei der Untersuchung von 117 Schizophre-
niekranken einer israelisch-jiidischen Population keine Assoziation der Erkran-
kung mit der Leu309Met-Mutation [47]. Eine indische Forschergruppe fand in
einem Kollektiv von Schizophreniekranken und Patienten mit bipolaren Stérun-
gen insgesamt 33 MLC1-Varianten sowie 3 neue Mutationen [48], dabei zeigten
einige der haufigen Varianten in einzelnen Familien Assoziationen zum Auftreten

der Erkrankung.

Von einer Arbeitsgruppe um Selch [49] konnte an einem Kollektiv von 212
Schizophreniekranken, davon 56 mit Periodischer Katatonie, eine Assoziation von
Polymorphismen im Promotorbereich sowie zwei single nuclear polymorphisms
im Intron-Bereich von MLC1 mit der Erkrankung an periodisch katatonischer
Schizophrenie gezeigt werden. Beachtenswert ist auch, dass sich weder in der Ge-
samtgruppe der Schizophrenieerkrankten noch in einer Kontrollgruppe mit 106
Patienten mit bipolaren Storungen eine signifikante Krankheitsassoziation der
Polymorphismen zeigen lie. Das MLC1-Gen scheint also spezifisch mit der Peri-
odischen Katatonie assoziert zu sein. In welcher Form MLC1 an der Pathogenese
an Periodischer Katatonie beteiligt ist, ob als verursachendes Krankheitsgen oder
als iiber Summationseffekte mit anderen Gendefekten zur Krankheitsentstehung

beitragendes Gen, bleibt aber zu klaren.

Fiir eine andere neurologischen Erkrankung, der Megalenzephalen Leukoenze-
phalopathie mit subkortikalen Zysten (MLC), ist eine Assoziation mit Verdnde-
rungen in MLC1 mittlerweile zweifelsfrei nachgewiesen. Bei der MLC handelt
es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte neurodegenerative Erkrankung. Kli-
nisch manifestiert sich die MLC mit zunehmender Ataxie und Spastik im frithen
Kindheitsalter. Morphologisch findet sich eine Makroenzephalie, sowie eine Zys-
tenbildung und spongiforme Verdnderungen der weilen Substanz. Die Forscher-

gruppe aus Leiden um Leegwater und van der Knaap fand in 13 Familien mit
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MLC insgesamt 12 verschiedene Mutationen des MLC1-Gens [35]. Mittlerwei-
le konnten noch eine Vielzahl weiterer Mutation bei MLC-Patienten im selben
Gen beschrieben werden[50] [51] [45] [52] [53]. Allerdings konnte nicht bei allen
MLC-Patienten eine MLC1-Mutation aufgezeigt werden, so das eine genetische

Heterogenitét der Erkrankung anzunehmen ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in einer Strukturanalyse des vorhergesagten
MLC1-Gens eine entfernte Ahnlichkeit zu spannungsabhingigen Kaliumkanslen
aus der Familie der Shakerkanile, insbesondere zu KCNA1, aufgezeigt werden
(siche Abschnitt [54]. Diese Ahnlichkeit ist bemerkenswert, insbesondere in
der Zusammenschau von bisherigen Forschungsergebnisse zur Funktion von Ka-
liumkanélen und der bei der Periodischen Katatonie zu beobachtenden progres-
siven Komponente der Erkrankung mit zunehmender Behandlungsresistenz. So
konnte fiir spannungsabhéngige Kaliumkanélen aus der Familie der Shakerkanéle
signifikante Anderungen der Kanalleitungseigenschaften durch die Oxidation von
Methionin im Bereich der Porenregion gezeigt werden [55] [56]. Modellvorstellun-
gen fiir die neurodegenerativen Prozesse im Rahmen eines Langzeitverlaufs von
Schizophrenie vermuten unter anderem eine Beteiligung von N-methyl-D-aspartat
(NMDA) Rezeptorantagonisten [19]. Vorstellbar ist die Oxidation des durch die
Leu309Met-Mutation in der Porenregion eingefiigten Methionins, beispielsweise
durch tiber den NMDA-Rezeptor vermittelte excitotoxische Prozesse und oxida-
tiven Stress wihrend einer psychotischen Episode [57] [58]. Uber einen solchen
Mechanismus liele sich eine fortschreitende Funktionsbeeintrachtigung des puta-

tiven MLC1-Kanalproteins erkléaren.

In der Vergangenheit konnte bereits fiir andere neurologische Erkrankungen
ein Zusammenhang mit Verdnderungen von Kaliumkanalproteinen aufgedeckt
werden. So konnten Browne und Mitarbeiter zeigen, dass Mutationen in KC-

NAT1 ursdchlich fiir episodische Ataxie und Myokymie sind [59] [60]. Mutationen



64

in den spannungsabhingigen Kaliumkanilen KCNQ2 und KCNQ3 konnten als
ursédchlich fiir die Entstehung der benignen familidren neonatalen Konvulsionen
(BFNC), einer autosomal dominanten Form der generalisierten Epilepsien, ermit-

telt werden [61] [62].

Vor diesem Hintergrund ist somit ein kausaler Zusammenhang der Leu309Met-
Mutation im MLC1-Gen mit der Erkrankung an Periodischer Katatonie durchaus

denkbar.

In unserer Forschungsgruppe [63] konnte gezeigt werden, dass MLC1 in Glia-
zellen exprimiert wird. Die ML C7 mRNA konnte dabei durch in-situ-Hybridisierung
ausschlieflich in Gliazellen des adulten Gehirns von Mé&usen, insbesondere in

Astrozyten, Bergmann-Glia und Ependymzellen, lokalisiert werden.

Mittlerweile konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen bestétigt werden, dass
es sich bei MLC1 um ein Membranprotein handelt [64]. Teijido und Mitarbeitern
gelang es, durch in-situ-Hybridisierung und immunhistochemische Untersuchun-
gen am adulten Mausgehirn MLC1 im axonalen Anteil von Neuronen, sowie in
Gliazellen, insbesondere der Bergmann-Glia, Ependymzellen, der Pia mater und
in Astrozyten nachzuweisen [65]. Die Wissenschaftler zeigten weiterhin, dass Mu-
tationen in MLC1 zu einer Storung der Tertidrstruktur des Proteins fiihrten.
Dieser Effekt wurde in vitro durch Zugabe von Curcumin, einem Inhibitor der
Ca2+-ATPase, aufgehoben. Diese Ergebnisse kénnten einen ersten Therapiean-

satz bieten fiir Patienten, die an MLC erkrankt sind.

In weiteren Untersuchungen der Gruppe um Teijido konnte MLC1 in Astrozyt-
Astrozyt-Kontaktregionen sowie in Neuronen in der Plasmamembran und in vesi-
kuldren Strukturen lokalisiert werden. Die Forscher stellten darauthin die Hypo-

these auf, dass MLC auf eine Dysfunktion von Astrozyten und Neuronen zuriick-
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zufiihren ist [66].

Auch Boor und Mitarbeiter fanden, dass MLC1 im Wesentlichen in Gliazellen
an Grenzregionen von verschiedenen Geweben, insbesondere den Endfiilen der
Astrozyten, exprimiert wird [64]. Sie vermuteten eine Beteiligung von MLC1 an

Transportvorgingen durch die Blut-Hirn- und Blut-Liquor-Schranke.

Eine wichtige Funktion von Astrozyten ist die Regulation der extrazelluléren
Kaliumkonzentration und damit auch des pH-Werts im Gehirn. Dabei scheinen
in den astrozytdaren Endfiilen lokalisierte und mit dem Dystrophin-assoziierten
Glycoprotein Complex (DGC) wechselwirkende Kanalproteine, z.B. der Wasser-

kanal Aquaporin-4 und der Kaliumkanal Kir4.1, eine zentrale Rolle zu spielen [67].

Der Dystrophin-assoziierten Glycoprotein Complex (DGC) wird in verschie-
denen Geweben exprimiert und ist bisher am Besten fiir die Skelettmuskulatur
charakterisiert worden, wo er das Zytoskelett der Muskelfasern mit der extra-
zelluliren Matrix verbindet. Mutationen in verschiedenen DGC-Komponenten
verursachen unterschiedliche Muskeldystrophien, z.B. Morbus Duchenne. In der
Gruppe der angeborenen Muskeldystrophien ist der muskuldre Phénotyp auch
héufig mit Abnormalitéiten des Gehirns verbunden [68] [69]. Insbesondere bei ei-
ner Unterart der angeborenen Muskeldystrophie (Typ MCD1A) finden sich dabei
im Gehirn-MRT vergleichbare Verdnderungen der weiflen Substanz wie bei der

MLC [70].

Von der Arbeitsgruppe um Boor und van der Knaap konnte durch immunbhi-
stochemische Farbungen an Gehirngewebe MLC1 mit DGC-Proteinen co-lokalisiert
werden [7I]. In Gehirngewebe eines MLC-Patienten konnte die Abwesenheit von
MLC1 sowie eine verdnderte Expression einiger DGC-Proteine demonstriert wer-

den. Auflerdem zeigten die Forscher eine direkte Proteininteraktion zwischen
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MLC1 und Kir4.1. Aus diesen Beobachtungen schlussfolgerten die Autoren, dass
MLC1 mit dem Dystrophin-assoziierten Glycoprotein Complex (DGC) in den

astrozytdren Endfiilen assoziiert ist.

Moéglicherweise spielt MLC1 auch nicht nur bei der Entstehung von Erkran-
kungen des ZNS eine Rolle. In einer Arbeit von Dong-Dong wurde eine vermehrte
Expression von MLC1 in Leberkarzinomzellen nachgewiesen [72]. In vitro bewirk-
te eine Uberexpression von MLC1 hier auch ein verbessertes Zellwachstum. Ob
diese Ergebnisse in zukiinftigen Arbeiten bestétigt werden kénnen bleibt abzu-

warten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte durch den Nachweis einer Punkt-
mutation im MLC17-Gen und ihrer Assoziation mit dem Auftreten von Periodi-
schen Katatonie ein wichtiges Indiz fiir eine kausale Rolle von MLC1 in der Atio-

pathogenese der Periodischen Katatonie gefunden werden.

Trotz erster Ansétze bleibt die genaue Klarung der Funktion von MLC1 und
seiner pathophysiologischen Bedeutung fiir die Entstehung von Krankheiten wie
der Periodischen Katatonie bzw. der ML.C ein vordringliches Forschungsziel. Ein
besseres Versténdnis fiir die Pathogenese der direkt assoziierten Erkrankungen
konnte vielleicht auch einen neuen Zugang zu der bisher dtiologisch schlecht ver-
standenen Erkrankungsgruppe der Schizophrenien ertffnen. Aufferdem bleibt zu
hoffen, dass die Kenntnis der Atiopathogenese von MLC und Periodischer Kata-
tonie die Entwicklung neuer Therapieansitze dieser fiir die Patienten so schwer-

wiegenden Erkrankungen ermoglicht.
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5 Zusammenfassung

Die Periodische Katatonie ist eine diagnostisch gut abgrenzbare Untergruppe der
Schizophrenie mit besonders grofler familidrer Belastung. Durch Kopplungsunter-
suchungen konnte eine Kopplung der Erkrankung mit Chromosom 22q13 gezeigt
werden. In der Zielregion findet sich auch das MLC1-Gen (alternative Bezeich-
nungen WKL1 oder KIAA0027), fiir welches bereits eine Assoziation mit einer
anderen erblichen Hirnerkrankung, der Megalenzephalen Leukoenzephalopathie
mit subkortikalen Zysten (MLC), bekannt ist. Im Rahmen dieser Arbeit erfolg-
te nun eine Mutationsanalyse von MLC1 als Kandidatengen fiir die Periodische
Katatonie am Material einer mehrfach betroffenen Grofifamilie.

Durch Verlangerung der bekannten partiellen cDNA-Sequenz von MLC1 mittels
5’-RACE ergab sich unter Annahme des von Nomura et al. (1994) beschriebe-
nen offenen Leserasters ein 377 Aminosduren grofies Protein. Die Strukturana-
lyse des vorhergesagten MLC1-Proteins zeigt die gréBte Ubereinstimmung fiir
den humanen spannungsgesteuerten Kaliumkanal KCNA1. In der Vergangenheit
konnte bereits bei anderen neurologischen Erkrankungen ein Zusammenhang mit
verdnderten Kaliumkanalproteinen nachgewiesen werden.

In der bekannten genomischen DNA-Sequenz konnten 12 Exons annotiert wer-
den. Bei der Sequenzierungsanalyse der codierenden Genabschnitte von MLC1
fand sich bei allen erkrankten Mitgliedern der untersuchten Multiplexfamilie ein
heterozygoter Austausch von Cytosin zu Adenin an mRNA-Position 1121 (Gen-

Bank Accession-Nummer AF319633). Diese Punktmutation fithrt zu einem Ami-
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nosaureaustausch von Leucin zu Methionin im MLC1-Protein. Bei einigen nicht
erkrankten Familienmitgliedern lie8 sich die verdnderte DNA-Sequenz ebenfalls
nachweisen, was jedoch durch eine unvollstandige Krankheitspenetranz oder einen
spateren Erkrankungszeitpunkt begriindet sein konnte. In einem Kontrollkollek-
tiv von 327 Probanden aus der Normalbevolkerung sowie bei je einem erkrankten
Mitglied von drei anderen mehrfach von periodischer Katatonie betroffenen Fa-
milien konnte die Missense-Mutation nicht gefunden werden.

In dieser Arbeit wurde die Assoziation einer sinnverandernden Mutation im MLC1-
Gen mit dem Auftreten von periodischer Katatonie in einer mehrfach betroffenen
Familie gezeigt. Die Aufklarung der Funktion von MLC1 verspricht somit wichtige
Erkenntnisse zur Atiopathogenese sowohl der Megalenzephalen Leukoenzephalo-

pathie mit subkortikalen Zysten als auch der Periodischen Katatonie.
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