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Einleitung

Die Diagnostik genetisch bedingter Erkrankungen hat in den letzten Jahren wesentliche
Fortschritte gemacht und erlaubt die Aufdeckung von krankheitsverursachenden
Verdnderungen im menschlichen Erbgut. Dabei hat die Kenntnis der
molekulargenetischen Krankheitsursachen vielfach zu einer verdnderten Sicht auf
Krankheitsbilder und zugrundeliegende pathogenetische Prozesse geliefert. Eine neue
Klasse krankheitsverursachender Mutationen — die sogenannten Repeat-Expansions-
Erkrankungen — spielen insbesondere in der Neurogenetik eine grosse Rolle. Die
Expansion betrifft zumeist das Trinukleotid-Repeat CAG, welches fiir Glutamin kodiert,
so dass diese Erkrankungsgruppe auch als Polyglutaminerkrankung bezeichnet wird.
Die CAG-Motive in den entsprechenden Genen weisen auch in der gesunden
Allgemeinbevdilkerung einen Langenpolymorphismus der Allele auf und werden in der
Regel stabil oder mit minimalen Anderungen der Linge respektive der Anzahl der
Repeat-Einheiten vererbt. In betroffenen Patienten wird eine massive Vermehrung der
Repeat-Elemente beobachtet, zum Teil auch mit leichten Verdnderungen in der
Basenabfolge der entsprechenden Genabschnitte. Dies geht meistens mit einer
schwereren Auspridgung des Phédnotyps und einem friihzeitigeren Erkrankungsbeginn
einher. Durch CAG-Expansionen bedingte Polyglutaminerkrankungen werden als Typ-
1-Trinukleotiderkrankung zusammengefasst. Dazu zédhlen die Chorea Huntington, die
dentatorubrale-pallidoluysiane Atrophie (DRPLA), die spinobulbire Muskelatrophie
Typ Kennedy (SBMA) und die spinozerebelldren Ataxien (SCA) 1,2,3,6, 7 und 17.
Ihnen gemeinsam ist eine progressive neuronale Degeneration, die unter anderem auch
durch den toxischen Effekt der Polyglutamin-induzierten Proteinaggregation
hervorgerufen wird. Typ-2-Trinukleotiderkrankungen umfassen eine heterogene Gruppe
unterschiedlicher Triplettrepeatexpansionen wie CGG-, GCC-, CTG-, oder GAA-
Repeats, die sich nicht im offenen Leseraster befinden und ihre Wirkung somit nicht als
Bestandteil eines verdnderten Genproduktes, sondern {iber eine verdnderte
Genregulation bzw. Stabilitit der mRNA entfalten. Hierzu zéhlen die myotone
Dystrophie Curschmann-Steinert (MD), die Friedreich’sche Ataxie (FA), die
Spinozerebelldiren Ataxien 8 & 12, Fragiles X Typ E und das Fragile X Syndrom
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Die folgendende Tabelle gibt einen schematischen Uberblick.

Tabelle 1: Ubersicht der Trinukleotiderkrankungen

Erkrankung  Gen Locus Protein Triplett ~ Normal Expandiert
SBMA AR Xg13-21 Androgenrezeptor CAG 9-36 38-62
Chorea H. HD 4p16.3 Huntingtin CAG 6-35 36-121
DRPLA DRPLA  12p13.31 Atrophin-1 CAG 6-35 49-88
SCA1 SCA1l 6p23 Ataxin-1 CAG 6-44 39-82
SCA2 SCA2 12924 .1 Ataxin-2 CAG 15-31 36-63
SCA3 MJID1 14932.1 Ataxin-3 CAG 12-40 55-84
SCA6 SCA6 19p13 a1a-Kalziumkanal CAG '4-18 21-33
SCA7 SCA7 13p12-13 Ataxin-7 CAG 4-35 37-306
SCAS8 SCA8 13921 - CTG 15-37 110-2507?
SCA12 SCA12 5q31-33 PP2A-PR5583 CAG '7-28 66-78
SCA17

FXS FMR1 Xq27.3 FMR-Protein 1 CGG 6-53 >230
FXES FMR2 Xq28 FMR-Protein 2 GCC 6-35 >200

FA X25 9913-21.1 Frataxin GAA 7-34 >100

MD DMPK 19913 MD-Proteinkinase CTG 5-37 >50

Das zu dieser Gruppe gehdrende Fragile X Syndrom ist eine der haufigsten Formen
erblicher geistiger Behinderung, welches als X-chromosomal gebundene Stérung mit
variabler Penetranz in den beiden Geschlechtern manifestiert. Die Krankheit erhielt
thren Namen aufgrund der Beobachtung, daf3 bei Betroffenen am langen Arm des X
Chromosoms sich eine fragile Stelle (FRAXA) befindet, die in speziellen
Gewebekulturen unter bestimmten Bedingungen in vitro mit Chromosomenfirbung
sichtbar gemacht werden kann. Nahezu zeitgleich mit dem Androgen-Rezeptor bei
SBMA wurde als molekulargenetische Ursache eine Triplettexpansion im FMR1 Gens
festgestellt.” Das FMR1-Gen liegt in der Region der zytogenetischen Briichigkeit
(Xqg27.3). Durch die Identfikation der CGG-Repeat-Expansion als zugrundeliegende
(héufigste) Mutation ist inzwischen eine zuverldssige molekulargenetische

Diagnosesicherung auch in phianotypisch unauffilligen Konduktorinnen moglich.
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Die Untersuchung von Familien mit einer CGG-Repeat-Expansion im FMR1-Gen
fiihrte vor einigen Jahren zu der Entdeckung von zwei weiteren Erkrankungen, die mit
Triplettverlingerungen assoziert sind. Dazu zéhlen das Syndrom der vorzeitigen
Menopause (Premature Ovarian Failure, POF) bei Frauen und eine charakteristische
neurodegenerative Storung bei Minnern, die sich erst im Alter manifestiert. Letztere,
unter dem Namen Fragiles X Tremor / Ataxie Syndrom (FXTAS) beschrieben,
iberlappt im klinischen Bild in einigen Bereichen mit der Spinozerebelldren Ataxie, fiir
die ein routineméssige Diagnostik in humangenetischen Laboratorien etabliert ist. Ziel
dieser Dissertation ist die Ermittlung der Haufigkeit von Trinukleotidexpansionen des

FMR1-Gens in einer groBen Gruppe von Patienten mit SCA.

Historie

Das Fragile X-Syndrom wurde 1943 erstmalig gemeinsam durch den englischen
Neurologen James Purdon Martin (1893 - 1984) und der englischen Humangenetikerin
Julia Bell (1879 — 1979) anhand einer Gruppe mit elf geistig zuriickgebliebenen
Minnern beschrieben.* Schon hier wurde ein X-chromosomaler Erbgang angenommen
und die Beobachtung gemacht, dass auch phinotypisch unauffillige Maénner
Anlagentriger sein konnen. Erst 1969 konnte dies durch den amerikanischen Genetiker
Herbert Lubs (Miami Pediatric Medical Center) an einer GroBfamilie mit vier
Erkrankten (davon zwei Briider) und gesunden Frauen verifiziert werden und eine
Abgrenzung von anderen geistigen Behinderungen mit geschlechtsgebundenem
Erbgang gezogen werden.’ In seinen Zellkulturen beobachtete er in der Metaphase ein
Zusammenzichen des lingeren Armes (q-Arm) in 12-33% der X-Chromosomen mit
einem kleinen azentrischem Fragment mit dem Aussehen eines Satellitenchromosoms
und nannte es Marker-X Chromosom. Die Entdeckung geriet zunichst in Vergessenheit,
bis 1977 diese briichige Stelle erneut bei vier Familien mit geschlechtsgebunden
vererbter geistiger Behinderung der 20 ménnlichen Individuen und deren weiblichen
Anlagetrigerinnen nachgewiesen wurde.’ Im gleichen Jahr fand Grant Sutherland
(Women's and Children's Hospital, University of Adelaide) durch Zufall heraus, dass

der entsprechende Nachweis nur in einem Folsdure-freien Kulturmedium
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nachvollziehbar ist: Bei seinem Umzug von Melbourne nach Adelaide, wo ein anderes
Kulturmedium eingesetzt wurde, welches bessere = Chromosomenfirbungen
ermoglichten sollte, konnten seine Ergebnisse zunédchst nicht wiederholt werden, bis er
wieder das urspriingliche Kulturmedium einsetzte.” Damit wurde deutlich, dass der
zytogenetische Nachweis &dusserst unzuverldssig funktioniert und bei leichten
Verdnderungen des Kulturmediums falsch negative Befunde produziert. Der Einsatz
von molekulargenetischen Kopplungsuntersuchungen mittels zwei flankierenden
polymorphen Markern durch Sonden fiir St14 und F9 (Faktor IX) ab 1986 erlaubte eine
verbesserte Beobachtung der Segregation innherhalb einzelner Familien und damit eine

prinatale Diagnose mit einer Reliabilitit zwischen 40-98%.°

Bei der Vererbung des Fragilen X-Syndroms war lange Zeit ungeklart, warum der
Modus nicht immer mit anderen X-chromosomal gebundenen Erbgéngen
iibereinstimmte. Insbesondere wurden auch heterozygote Ubertriigerinnen festgestellt,
die eigentlich symptomfrei bleiben sollten. Dieses Phidnomen veranlasste 1985
Stephanie Sherman und ihre Mitarbeiter zu einer genaueren Untersuchung der
Stammbéume. Dabei stellten sie fest, dass Tochter eines nicht betroffenen Ubertrigers
ein hoheres Risiko Dbesallen, erkrankte Nachkommen zu erhalten. Daraus
schlussfolgerten sie, dass die Mutation in zwei Schritten erfolgen miisste, die im ersten
Schritt noch symptomfrei bleibt und im zweiten nur bei der Ubertragung von Frauen auf
thre Nachkommen erfolgt. Diese Beobachtungen sind in der Medizin seitdem als

Sherman Paradoxon bekannt.

Das zugrundeliegende Gen FMR1 wurde 1991 von mehreren Forschern zum gleichen
Zeitpunkt entdeckt und die Erkrankung in die Gruppe der Trinukleotiderkrankungen

. 91011
eingeordnet.

Der Biochemiker Paul J. Hagerman (MIND Institute, University of California)
beschrieb 2001 erstmalig ein Parkinson-dhnliche Symptomatik (Maskengesicht,
Rigiditét und Intentionstremor, kognitive Verluste bis zur ausgeprigten Demenz) in fiinf
Minnern mit Primutationen des FMR 1-Gens im Bereich von 78 bis 98 Repeats.'* Ein
Jahr spiter wurde von einer radiologischen Arbeitsgruppe derselben Universitét liber
entsprechende Auffilligkeiten in Kernspintomografien solcher Patienten berichtet."® In

Neuronen und Gliazellen des Kortex, Hippocampus, Substantia nigra und Cerebellum
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wurde post mortem intrazelluldr eosinophile EinschluBkdrperchen gefunden, die bei

Fragilen X Patienten mit 200 Repeats oder mehr nicht mehr auftreten.'*

Passend hierzu wurde von Maureen Leehey (University of Colorado) bei zwei nicht
verwandten Ménnern mit essentiellem Tremor und Gangataxie Prédmutationen (90 bzw.
160 Repeats) des FMR1-Gens nachgewiesen.'” Beide hatten erhohte FMR1 mRNA

Spiegel und wiesen im CT eine generalisierte Hirnatrophie auf.

In einem gemeinsamen Artikel wurden 2003 die progressiv voranschreitenden und mit
einer multisystemischen neurologischen Systematik einhergehenden Krankheitsbilder
von Jaquemont et al. unter dem Begriff Fragile X Tremor/Ataxia Syndrome (FXTAS)"
zusammengefasst. Alle ihre 26 vorgestellten Patienten waren Triger einer Pramutation
und wiesen zerebelldre Ataxie und/oder einen Intentionstremor auf. Im selben Jahr
wurde in einer englischen Kohortenstudie von Patienten, die urspriinglich auf
Spinozerebelldre Ataxie getestet wurden, in 3 von 59 Fillen eine FMR1 Pramutation

festgestellt.'

Von Hagerman wurde 2004 erstmalig FXTAS auch in 5 Frauen beschrieben und in
einem Fall post mortem die auch bei den Maiénnern vorkommenden

EinschluBkérperchen nachgewiesen.'®

Epidemiologie

Das Fragile X-Syndrom tritt mit einer Haufigkeit von 1:4000 bei Ménnern und 1:6000

bei Frauen auf und zdhlt daher zur zweithdufigsten angeborenen Ursache geistiger
Behinderung nach dem Down-Syndrom.'” Altere Studien mit 1:1000 fiir Minner
basieren noch auf zytogenetischen Testergebnisse, die nach molekulargenetischer
Neuuntersuchung revidiert wurden. Zwischen allen grofen ethnischen Gruppen sind

keine wesentlichen Unterschiede auszumachen. Ebenso musste die auf zytogenetischen
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Daten basierende Penetranz von 80% bei Ménnern und 35% bei Frauen spéter
korrigiert werden.*® Fiir Ménner betrigt sie praktisch 100%. Neben der Mosaikbildung,
die sich fiir 15% der Vollmutationen verantwortlich zeigt, ist bei Frauen die Lyonisation
ein weiterer zentraler Faktor fiir die ausgepréigtere klinische Variabilitdt. Inter- und
intrafamilidr kann die Haufung des Auftretens sehr unterschiedlich sein. So sind nur
18% der Briider von Konduktoren (normal transmitting males, NTM) am fragilen X-
Syndrom erkrankt, wihrend 80% der Briider von erkrankten FRAXA-Trégern ebenfalls
betroffen waren. Tochter von NTMs erkranken hingegen nicht. Diese Beobachtungen,
die sich nicht ohne weiteres mit dem klassischen X-chromosomalen Erbgang in

Einklang bringen lassen, sind seitdem als Sherman-Paradoxon bekannt geworden.

Eine weitere klinische Auffilligkeit ist die in 16-24% der weiblichen
Pramutationstridger auftretende vorzeitige Menopause mit vorzeitigem Verlust der
Ovarialfollikel, die in der Vollmutation nicht auftritt und in der angelséchsischen

Literatur als Premature Ovarian Failure (POF) bezeichnet wird.?! Das Durchschnittsalter

der Menopause aller Pramutationstragerinnen betrug zusammen 47,8 Jahre im Vergleich
zu 53 Jahren der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse konnten in einer internationalen

multizentrischen Studie mit 395 Trigerinnen bestitigt werden. **

Fiir EXTAS existieren keinerlei Studien auf der Basis von grof3eren Zahlen, sodass die
Priavalenz von FXTAS in der Allgemeinbevolkerung noch nicht richtig beurteilt werden
kann. Neue Schitzungen gehen davon aus, dass ein Drittel der Ménner iiber 50 Jahre
mit einer Prdmutation, die durch Familienanamnese von Patienten mit Fragilem X
Syndrom entdeckt werden konnen, neurologische Symptome im Rahmen von FXTAS
entwickeln werden.” Die Wahrscheinlichkeit hierfiir nimmt mit dem Alter zu (17% fiir
50-59 Jahre, 38% fiir 60-69 Jahre, 47% 70-79 Jahre und 75% tiber 80 Jahre).24 Auf der
Basis eines 95% Konfidenzintervalls fiir die Ubertriigerhiufigkeit von 1:813 fiir Ménner
in der Allgemeinbevolkerung berechnet sich daraus eine Pravalenz von ~ 1:3000 fiir
Mainner iiber 50 Jahre und ~1:10.000 fiir alle Altersgruppen. Diese Zahl entspricht der
kombinierten Prdvalenz aller Formen von late-onset Ataxia von ~1:2000 (National
Ataxia Foundation) und ist deutlich geringer als die Privalenz fiir essentiellen Tremor
von 1%-5% in ilteren Personen.” Eine mogliche Korrelation der FXTAS-Pentetranz

mit der Anzahl der CGG-Repeats ist derzeit Ziel einer laufenden Studie.
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Andere Studien geben die Prdvalenzen bei einer Pramutation (54 Repeats oder mehr)
zwischen 1:923 und 1:113 an, mit hochsten Werten in Israel und niedrigsten Werten in
Taiwan, wobei in allen Studien die Frauen signifikant hohere Privalenzen aufwiesen. 2°
Dies ist im Einklang mit der Hypothese einer meiotischen CGG-Expansion in maternal
vererbten X-Chromosomen, bei denen die Relation weiblicher zu ménnlicher

Primutationstriger mit ~ 2,6 angegeben wird.”’

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Privalenz von Primutatationen in unterschiedlichen Studien.

Studie Land Teilnehmer Priivalenz
Ryyninen (1999)* Finnland 1477 1:246 (fiir >60 Repeats)
Toledano-Alhadef (2001)*°  Israel 14334 1:113 fertile Frauen
Pesso (2000) *° Israel 9459 1:152 schwangere Frauen
Rousseau (1995)°' Kanada 10624 1:259 unselektierte Frauen
Huang (2003) ** Taiwan 1002 Kein Treffer bei Schwangeren
Spence (1996)* USA 474 1:158 fertile Frauen
Brown (1996)34 USA 1:86 schwangere Frauen mit

344 auffilliger Familienanamnese

Dombrowski (2002)*° Kanada 10572 1:813 unselektierte Manner
Murray (1996)° England 1013 1:1013 selektierte Jungen
Crawford (1999)* USA 872 1:436 fiir Frauen
Crawford (1999) USA 1979 1:923 fiir Méanner

Generelles Problem der meisten bisherigen Studien ist die Rekrutierung der Patienten
mit Pramutation {iber Familien mit bekanntem fragilem X Syndrom oder bei Kindern
aus Sonderschulen. Es ist somit eine Uberreprisentierung von Allelen mit héheren
CGG-Repeatanzahlen anzunchmen, da deren Ubergang zu einer Vollmutation bei der

Ubertragung durch die Tochter wahrscheinlicher ist. Diese Neigung (Bias) kann zu
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einer liberhohten Angabe der FXTAS-Privalenz in der Allgemeinbevdlkerung fiihren,
insbesondere da die Penetranz der neurologischen Auffilligkeiten mit der Repeatanzahl
und dem Alter zunehmen kann. Auf der anderen Seite sind die neurologischen
Auffilligkeiten vieler iiber die Familienanamnese rekrutierten Patienten so subtil, dass
sie bei einer klinischen Untersuchung nicht in die neurologischen Auffilligkeiten von
Tremor und / oder Ataxie klassifiziert worden wiren. Das derzeit kleinste Allel, welches
mit den neuropathologischen Verdnderungen FXTAS assoziert ist, besitzt 70 CGG-
Repeats.

In einer englischen Screening-Untersuchung von 59 Minnern, die unter anderen
neurologischen Auffilligkeiten auch mit Ataxie an einem Test auf SCA teilnahmen,
wurden 3 Tréager (5%) einer Praimutation oder eines Grauzonenallels identifiziert (87, 66
und 51 CGG-Repeats). Dieses Ergebnis ist hochsignifikant fiir eine Assoziation
zwischen Ubertriigerstatus und Ataxie. Allerdings wurde bei einem der drei Patienten
(mit 66 Repeats) der Beginn der Ataxie bereits in der Kindheit angegeben. Die
neurologische Storung bei diesem Patienten ist daher mit groer Wahrscheinlichkeit
eines anderen Ursprunges und der Nachweis eines Pridmutations-Allels ein
Zufallsbefund. [MacPherson 2003] Eine zweite Studie aus Italien mit 28 ménnlichen
Patienten tiber 50 Jahre mit sporadischer Ataxie, die ebenfalls auf SCA getestet wurden,
berichtete iiber 2 Triger (7%) einer Primutation mit 84 und 86 CGG-Repeats.”® In
derselben Studie wurden 114 &ltere Minner mit essentiellem Tremor auf FMRI-
Pramutationen untersucht, allerdings ohne aufféllige Befunde. Dieses Ergebnis ist nicht
iiberraschend in Anbetracht der hohen Privalenz von essentiellem Tremor in der

Allgemeinbevolkerung.

Ein weiteres Problem stellen die initialen Fehldiagnosen dar, deren Klassifizierung bei
der Auswahl von Patienten mit Ataxie nicht beriicksichtigt wird. So wurden in einer
Studie bei vier ménnlichen Pramutationstrigern die Diagnose Parkinson gestellt (bei
einem flinften war diese gesichert), weitere Diagnosen waren unter anderem Alzheimer,
Motoneuronenerkrankungen, transiente ischdmische Attacken (TIA).” Eine andere

Studie berichtet iiber die Diagnosen ,,atypischer Parkinson* und ,,essentieller Tremor*
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bei insgesamt 4 der 7 minnlichen Ubertriiger [Berry-Kravis et al. 2003].

Atiologie und Symptome

Die Mutationen des FMR1 Gens sind in ihrer unterschiedlichen Ausprigung an drei
verschiedenen Krankheitsbildern beteiligt, die hier kurz vorgestellt werden sollen. Zu
diesen werden das Fragiles X Syndrom (FRAXA), das Premature Ovarian Failure

(POF) und das Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS) gezéhlt.

FRAXA

Klinische Leitsymptome sind die Trias aus geistiger Retardierung unterschiedlichen
Ausmasses mit Verhaltensauffalligkeiten, leichter faszialer, jedoch nicht obligater
Dysmorphie (insbesondere schmales Gesicht, Prognathie, abstehende Ohren) und
Makroorchidismus, der schon vor der Pubertit bestehen kann™. Auch eine Beteiligung
des Bindegewebes wird beschrieben und kann sich in Hyperextensibilitit der Gelenke,
samtigweiche Haut, Plattfiisse, Mitralklappenprolaps und Hypotonie #ussern.’ In
diesen Zusammenhang wird eine hypothalamischen Dysfunktion mit pulsatiler GnRH-

Sekretion und erhdhten Ostrogenspiegeln beobachtet.*

Die Ausprigung der Intelligenzminderung kann sich bei Minnern iiber das gesamte
Spektrum von durch Aufmerksamkeitsstorungen bedingte Lernbehinderungen mit
normalen Intelligenzquotienten bis zu schwerstgradiger geistiger Retardierung
erstrecken.”® Mit voranschreitendem Alter kann der IQ-Wert weiter abnehmen.**
Schwerpunkte der Beeintrachtigung sind Rechenschwiche, rdumliche Wahrnehmung
und verbale Abstraktion, visuell-motorische Koordination, sowie Sprechstérungen mit
oraler Dyspraxie.45 Andere Patienten wiederum weisen emotionale Bindungsprobleme
auf und haben zum Teil autistische Verhaltensmuster wie Streotypien. %47 10 10-20%
der Kinder mit FRAXA werden epileptische Anfélle beobachtet, davon sind iiber 80%

fokal beschrinkt.”® Weibliche Patienten mit fragilem X Syndrom haben meist eine

geringere Ausprdgung der Intelligenzstorungen, weshalb die unterschiedliche
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Inaktivierung des von der Mutation betroffenen X Chromosoms in somatischen

weiblichen Nervenzellen als Hauptursache der klinischen Variabilitit anzusehen ist.

Ein mogliches morphologisches Korrelat findet sich in Kernspin-Aufnahmen
subkortikaler Strukturen ( magnozelluldre M-Neurone) und des beteiligten Thalamus fiir
visuell-motorische Funktionen, welche eine deutliche Volumenminderung in Kindern

® In Tierversuchen mit

und jungen Erwachsenen mit Fragilem X Syndrom zeigen.*
Maiusen mit einem Fmrl knockout (das Equivalent zum humanen FMR1) wurden
dysfunktionale Synapsen mit abnormaler Lidnge und Form der Dendriten
nachgewiesen.”’ Auch bei Autopsien von Gehirnen bei drei Patienten mit fragilem X
Syndrom wurde eine erhohte Dichte an unreifen Schicht III-Pyramidenzellen des
parieto-okkizipitalen und visuellen Kortex gefunden. Diese weisen lange, diinne und

51 Immunhistochemische

stark gewundene postsynaptische Fortsdtze auf.
Untersuchungen des Corpus Geniculatum Laterale zeigten, dass die typische
sechsschichtige Stuktur in Patienten mit dem fragilen X Syndrom durch eine homogene
Schicht kleiner Neurone dhnlich denen von Mausen mit visueller Deprivation, ersetzt ist
[Kogan et al 2004]. Weitere Befunde waren eine Volumenreduktion des posterioren

Kleinhirnwurms und vergroBerte vierte Ventrikel.

Pramutationstriger

Individuen mit Primutation (CGG Repeats zwischen 55-200) zeigen in der Regel
keinen Phanotyp. Die kognitiven Féhigkeiten weiblicher Trégerinnen einer Pramutation
entsprechen denen anderer Miittern, die ebenfalls ein behindertes Kind grossziehen.”
Bei einer kleinen Gruppe von weiblichen Trigerinnen einer Pramutation wurden jedoch
tiber psychopathologische Verhaltensauffilligkeiten und leichte Lernschwéchen
berichtet, die einer milden Form ders Fragilen X Syndromes entsprechen.’* Es wird
angenommen, dass die erhohten CGG-Repeat-Zahlen die Suszeptibilitit fiir
psychologische Probleme und emotionale Labilitdt (soziale Phobien, Depressionen oder
Angstlichkeit) fiir Frauen mit Primutationen im oberen Bereich erhdhen.” Auch bei
einigen erwachsenen Mainnern mit Pradmuation wurde iiber kognitive Defizite,

depressive Episoden und Verhaltensauffilligkeiten wie Impulsivitit,
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Millbrauchsverhalten und Alkoholismus berichtet, die auch in den unteren

56 57 e e 1 )
Ursache hierfiir diirften unter anderem die

Pramutationsbereichen auftreten kdnnen.
im oberen Bereich der Prdmutationen beobachteten leicht erniedrigten FRMP-Spiegel
sein, bei denen eine positive Korrelation mit dem fallenden FMRP-Spiegel und dem
Auftreten  von  aufilligen  Bindegewebsverdnderungen  und  reduziertem

% In Einzelfillen wurde iiber

Intentelligenzquotienten festgestellt werden konnte.
prominente Ohrmuschelformen und flexiblere Fingergelenke berichtet — diskrete
phinotypische Auffilligkeiten die der Vollmutation zugerechnet werden.” Generell
weichen bei Priamutationstriger erhobene antropometrische Daten, Statur,
Hodenvolumen und kognitive Leistungen von ihren als Kontrollpersonen ausgewihlten

Geschwistern signifikant ab.®® ¢! ©2

Von den Autoren wird deswegen empfohlen, per
Definition nicht von ,,normalen* Ubertriigern sondern von ,low expressing Carrier zu

sprechen.

POF

Primtuationstrigerinnen mit Premature Ovarian Failure (POF) weisen im Vergleich zu
POF-negativen Trigerinnen einer Primutation einen erhohten FSH-Spiegel sowie
erniedrigten Ostrogenspiegel auf. Weitere Erkrankungsrisiken sind nicht bekannt.** Als
mogliche Erkldrung fiir die vorzeitige Menopause konnten eine initiale Abnahme des
Oozyten-Pools, eine gehdufte Follikelatresie, verdnderte Rekrutierungsverhalten des
dominanten Follikels, eine gestorte Follikelreifung durch verdnderte FMR1
Proteinspiegel in Betracht gezogen werden. Andere genetische Ursachen fiir eine
vorzeitige Menopause sind chromosomale Defekte, Mutationen und Bruchstellen in
POF-1 und POF-2 Regionen, sowie Polymorphismen in den FSH- und Ostrogen-
Rezeptoren. Zusammen sind sie fir 1/3 — 1/2 aller vorzeitigen Menopausen
verantwortlich. Die Pravalenz einer FMR1 Primutation innerhalb dieser Gruppe betrigt

zwischen 3 und 4,8%64

FXTAS

In etwa 30% der élteren Ménnern mit einer Prdmuation, hiufig die GroBviter von
Kindern mit Fragilem X Syndrom, wurde {iber eine langsam fortschreitende

neurodegenerative Entwicklung einhergehend mit Intentionstremor, Gangataxien mit
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Fallneigung und Gleichgewichtsstorungen berichtet.”> Diagnostische Kriterien fiir das
Fragile X-Associated Tremor/Ataxia Syndrome (FXTAS) sind neben dem
molekulargenetischen Nachweis eines FMRI1-Allels mit 55-200 CGG-Repeats das
Vorhandensein der Hauptsymptome: fortschreitender Intentionstremor und Fallneigung
beim Gehen mit Beginn zwischen 55. und 65. Lebensjahr. Minnern sind weitaus

héufiger als Frauen betroffen.

Auch Parkinsonismus, autonome Dysfunktion sowie kognitive Einschriankungen der
ausfilhrenden Gehirnfunktionen mit Gedéchtnisverlust werden als Nebenbefunde
genannt. Bei einem Teil der Patienten wurde die Verdachtsdiagnose ,,atypischer
Parkinson“ gedussert und entsprechende Therapieversuche -eingeleitet. Bei den
Parkinsonsymptomen dominieren Rigiditdt der oberen Extremitadten und eine leichte
Bradykinsie. Der Tremor (meist als Intentionstremor, seltener als Ruhetremor mit 3-5
Hz) beginnt typischerweise ab der sechsten Lebensdekade in der dominanten Hand und
wird hdufig durch Schreiben ausgelost. Mit der Zeit kommt es zu einer
Verschlechterung der Feinmotorik und einem Ubergreifen des Tremors auf die
kontralaterale Hand. Die Penetranz (48%) und Intensitit des Tremors, bestimmt anhand
Kriterien der Unified Parkinson's Disease Rating Scale, ist im Vergleich zu allen
altersentsprechenden ~ Kontrollgruppen hoher.”®  Typisch sind auch periphere
Neuropathien der unteren Extremititen, fast immer unterhalb des Knies mit
Einschriankung der sensiblen Schmerzbahnen und Verlust des Vibrationsempfindens. Zu
der Schwiche der Beine (insbesondere der Psoas- und Glutealmuskulatur) gesellt sich
ein brennender Schmerz mit Krampfgefiihlen. Kombiniert mit der Stérung der
Kleinhirnfunktionen sind die Patienten zunéchst auf einen Stock, spéter auch auf einen
Rollstuhl angewiesen. Operative Eingriffe in Allgemeinnarkose bedingen eine deutliche
Verschlechterung der klinischen Symptomatik. Die autonome Dysfunktion resultiert in

Blasen- und Darminkontinenz sowie erektiler Dysfunktion.

Von den Kleinhirnsymptomen wurden neben der Gangataxie und Haltungsproblemen
auch noch moderate Dysmetrie und Dysarthrie in iiber 80% der untersuchten Patienten

diagnostiziert. Insbesondere die Gangataxie nimmt mit dem Alter rapide zu [Jaquemont
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2004]. Generell beobachtet man eingeschrénkte kognitive Fahigkeiten mit reduzierten
IQ-Werten auf der Wechsler-Intelligenzskala fiir Erwachsene, Storungen des
Sprachflusses, leichte Enthemmungen wund vermehrte Ablenkbarkeit. Die

Geschwindigkeit und Aufnahmeféhigkeit der Informationsverarbeitung ist herabgesetzt.

Der Nachweis von eosinophilen intranukledren Einschlusskorperchen post mortem gilt
auch als definitives Kriterium fiir die Diagnosestellung. Neurohistologische
Untersuchungen zeigten Bergman'sche Gliose und Untergang von Purkinje-Zellen mit

proximaler Schwellung der Axone.

Bislang ging man davon aus, dass weibliche Triagerinnen einer Priamutation kein
FXTAS entwickeln.” In der kiirzlich erschienenen Studie von [Hagerman 2004.]
wurden erstmalig fiinf weibliche klinisch betroffene Trégerinnen einer FMR1
Pramutation, davon zwei Geschwister, vorgestellt. Im Gegensatz zu ihren ménnlichen
Gegenstiicken wurde bei ihnen bislang keine Demenz beobachtet, in einem Fall sogar
iiberdurchschnittlich hohen 1Q-Werte beschrieben. In einem der Fille konnte post
mortem intranukldre und astrozytire Einschlusskorperchen bei leichter parietaler
Hirnatrophie gefunden werden. Bei einer anderen Patientin wurden in T2-gewichteten
Kernspinaufnahmen gesteigerte Signalintensititen in den mittleren Pedunkeln des
Kleinhirns festgestellt, die mit den MR-Befunden bei ménnlichen Patienten mit FXTAS

ubereinstimmen.

Mit den oben beschriebenen Symptomen ist das FXTAS als Differentialdiagnose bei der

Untersuchung von Patienten mit spinozerebelldrer Degeneration anzusehen.

Pathogenese / Pathophysiologie

Aufbau des FMR1 Gens

Das 38kb groBe FMR1 Gen befindet sich in der Bande Xq27.3 des X-Chromosoms und

besteht aus 17 Exons. Es kodiert sicher fiir vier gewebeunabhidngige der zwolf



Seite 16

moglichen Protein-Isoformen, die durch alternatives Spleiflen der Exons 12 und 14 und
einer Auswahl von drei bzw. zwei Akzeptorstellen in Exons 15 und 17 entstehen
konnen.® Das groBte Protein ist die Isoform 7 in der wie in 80% aller Formen das Exon
12 fehlt und besteht aus 632 Aminoséduren. Die kleinste Isoform 6 iiberspringt Exon 14
und bindet an die am weitesten entfernte Akzeptorstelle in Exon 15. In der normalen
Population haben die Mehrheit der FMRI1 Allele (56%) in einem 5'-
nichttranslatierenden Bereich 29-30 CGG Repeats, welche durch zwei AGG Triplets
unterbrochen werden, die normalerweise nach jeweils 9 Repeats auftreten, deren
unterschiedliche Haplotypen Ziel intensiver Studien zur Allelstabilitit und dem

172 4 N .
6970 7172 374 Dje Spannbreite der normalen

Nachweis eines Griindereffektes waren.
Allele reicht von 12 bis 55 Repeats. In 80% der Félle sind diese Allele bei Frauen
aufgrund der Heterozygotenfrequenz unterschiedlich groB. Die Ubertragung solcher
Repeats auf die nidchste Generation bleibt in der Regel stabil. Die Promotor-Region
besteht aus einer CpG-reichen Insel ca. 250Kb zentromerwérts und ldsst die sonst
allgemein {ibliche TATA-Box vermissen. Die Initationsstelle der Transkription befindet
sich 134 bp stromaufwirts des ersten CGG-Repeats.”” Zwei Consensus-Stellen
USF1/USF2 und alpha-Pal/Nrf-1 in der Promotor Region agieren als positive cis-
agierende Regulatoren der FMR1 Genexpression und fithren bei einem Funktionsausfall
durch Mutation zu einer bis zu fiinffach reduzierten Aktivitit.”® Genprodukt ist das
Fragile X mental retardation protein (FMRP), bestehend aus zwei KH-Doménen, die
als RNA-Bindungstelle dienen’’ sowie eine RCG-Box mit einem Arg-Gly-Gly Triplet.”®
Des Weiteren konnten zwei Coils, eine G-Quartett-Bindungsstruktur, ein
Kernlokalisationssignal (NLS) sowie ein exportin-1 abhdngiges Kernexportsignal

(NES) lokalisiert werden.

Abberanter Lingenpolymorphismus als Hauptursache fiir Erkrankungen

Ursache fiir alle oben vorgestellten Krankheitsbilder ist eine Trinukleotidexpansion des
normalerweise stabil tibertragenen CGG-Polymorphismus im 5 -nichttranslatiertem
Bereich des FMRI1 Gens, welches bei FRAXA =zusitzlich mit einer abnormaler
Methylation der Promotor-Region (eine CpG-Insel 250kb zentromerwérts) und der

Repeat-Sequenz einhergeht und zu einer Supression der Transkription des FMR1 Gens
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fiihrt.”” ® ' In Einzelfillen wurde auch iiber de novo Punktmutationen® ® im FMR1
Gen berichtet, aber auch Fille mit Teil- oder Komplettdeletionen proximal und / oder

den CGG Bereich flankierende Sequenzen® ®

entsprechen phinotypisch dem fragilen
X Syndrom, weisen aber keine so ausgeprdgt schwere Symptomatik wie die
Punktmutationen auf. Die Entwicklung einer Instabilitit der CGG-Repeats ist bei
normaler oder grenzwertig erhdhter CGG-Repeatanzahl fiir paternale Ubertragung
hoher, dieses Bild kehrt sich jedoch bei einer Pramutation um; hier treten bei maternal
iibertragenen Allelen hiufiger Instabilititen auf.*’ Insbesondere der in Intron 2 von
FMRI1 lokalisierte Polymorphismus FRAXAC2 weist in Tragerinnen einer Fragilen X
Pramutation parallel zur Expansion des 10kb entfernten CGG-Abschnittes eine hohe
Mutationsrate von ~3,3% wéihrend der maternalen Meiose auf, ohne dass dies mit einer
zufillige Verteilung der Allelfrequenzen einhergehen wiirde.*® Eine Erkldrung hierfiir
konnte das fir Chora Huntington propagierte Modell mehrfacher mitotischer
Teilungsstorungen, statt einer einmaligen Storung wihrend der Meiose, sein.*’ Die
meiotischen Teilungen finden bei der Frau bekanntlichermassen schon vorgeburtlich
statt, wéahrend sie beim Mann erst im Laufe der Lebenszeit erfolgen. Fiir die
GroBendnderungen der CGG-Sequenzen werden in vitro ab einer Lange von 25 Repeats
und dem Verlust der AGG-Interdispersionen neben Haarnadelschleifenbildungen® auch
Tetraplexausbildungen  postuliert, die fiir die schrittweise zunehmenden

Replikationsstorungen verantwortlich gemacht werden kénnen.

Unterteilung der Trinukleotidrepeats

In der Analyse von Stammbdumen mit Fragilen X Syndrom konnte entgegen der
klassischen Beobachtungen bei X-chromosomalen Erbgingen auch die Ubertragung
durch Mianner nachgewiesen werden. Man nahm bis vor der Sequenzierung des FMR1
Gens im Jahre 1991 an, dass der eigentlichen Mutationsentstehung zum Fragilen X
Syndrom eine weitere genetische Mutation vorausginge, die ausser der Pradisposition
fir die nachfolgende krankheitsverursachende Mutation keine weitere Bedeutung
besiBe und klassifizierte sie als Pramutation.”’ Heute weiss man, dass es sich hierbei
um Trager mit gegeniiber der Normalbevolkerung verldngerten Allelen handelte. Nach
den Leitlinien des American College of Medical Genetics (ACMG) wird heute der

Bereich zwischen 55-200 CGG Repeats unabhiingig von der Sequenzzusammensetzung
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mit Unterbrechungen durch ACG-Tripletts als Prdmutation definiert. Grundlage hierfiir
sind die Ergebnisse einer gemeinsamen Studie von 13 Labors aus acht Landern, wo
festggestellt wurde, daB das kleinste Allel einer Pramutation, die sich in der
Folgegeneration zu einer kompletten Mutation ausbildete, aus 59 Repeats mit Fehlen
der AGG Triplets bestand.”

Auch der grenzwertige Bereich zwischen 45 und 54 CGG-Repeats ist mit einer
gewissen Instabilitdt bei der Vererbung verbunden, wobei die Ausbildung einer
Vollmutation erst iiber zwei konsekutive Generationen moglich ist. Die Allele dieses
Bereiches werden in Anlehnung an die ACMG-Leitlinien als Grauzonenallel

bezeichnet.

Fiir die Progression des zunéchst stabilen Allels zu der expandierten Vollmutation
wurde ein Modell mit den vier allelischen Stadien N->S->Z->L propagiert.”” Aufgrund
einer Mutation des Normallallels N geht dies in das Stadium der Suszeptiblitét S iiber,
welches sich in den Nachfolgegenerationen um ein bis zwei Repeats vergroflern oder
auch verkleinern kann. Dieser Zustand soll bei einer berechneten Frequenz von 0,0225
bis zu 90 Generationen erhalten bleiben konnen.”* Durch wiederholte Expansion
erreicht das Allel mit einer Rate von 1,1% pro Generation den Zustand einer
Pramuatation (Z) und ist somit der nur in der weiblichen Keimbahn enstehenden rapide
zunehmenden Vollmutation (L) mit einer Rate von 74% ausgesetzt. Die GroBe der
Primuation ist der entscheidende Faktor fiir den Ubergang zur Vollmutation bei der
Ubertragung durch die weibliche Keimbahn und erklirt das Sherman-Paradoxon,

warum die Penetranz in Verwandtschaften sehr unterschiedlich ausfallen kann.”

Die Expansion zur Vollmutation erfolgt ausschliesslich wahrend der Weitergabe des
Allels durch Trigerinnen einer Pramutation in Abhéngigkeit von der Anzahl der CGG-
Tripletts und dem Geschlecht der (GroB-)Eltern. Repeats, die von Trdgern einer
Pramutation auf ihre Tochter libertragen werden, konnen hingegen auch verkleinert oder

stabil bleiben [Nolin et al. 1996]. Von seltenen Ausnahmen abgesehen expandieren sie
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jedoch nicht zu einer Vollmutation, da eine Selektion zu Gunsten der Spermatogonien
mit einer Primutation schon wihrend der Fetalzeit stattfindet.”® Wiahrend im Hoden
eines 13-Wochen alten Feten mit somatischer Vollmutation noch keine Pramutation
nachgewiesen werden konnte, wurde dies in den Keimzellen eines 17-Wochen alten
ménnlichen Feten festgestellt. Parallel dazu untersuchte Oozyten eines 16 Wochen alten
weiblichen Feten wiesen nur voll expandierte Allele auf. Die starke Instabilitdt widhrend
der ménnlichen Gametogenese scheint den Zellen mit einer Prdmutations, die das
Genprodukt von FMR1 im Gegensatz zur Vollmutation noch exprimieren, einen
selektiven Vorteil zu verschaffen. Diese Beobachtung ist konsistent mit dem Fehlen von
vollmutierten Allelen in Spermienzellen von vier Patienten mit fragilen X Syndrom.”’
In einem Fall wurde zusitzlich eine Hodenbiopsie durchgefiihrt, in der sowohl eine
methylierte Vollmutation als auch eine unmethylierte Pramutation festgestellt wurde.
Tochter von mit fragilen X Syndrom betroffenen Ménnern erben somit statt der
Vollmutation die in den Spermienzellen nachgewiesene Primutation.”® Verschiedene
Hypothesen wie Rekombination wihrend der Oogenese [Nussbaum 1986] oder
Behinderung der Genreaktivierung wéahrend der Lyonisierung aufgrund der
Methylierung [Laird 1994] konnten somit wiederlegt werden. Das viterliche Alter
beeinflusst die Grosse und die Richtung der Verdnderungen — so wurden bei dlteren
Vitern cher Expansionen als Kontraktionen gesichtet’”. Das Geschlecht der
Nachkommen ist hingegen nicht von Bedeutung. Von den acht bisher beschriebenen
Grossenregressionen bei Pramuationen wurden alle auf Tochter iibertragen, deren
Phénotyp als unauffillig beschrieben wurde. ' Nur in einem Fall wurden auch an den
benachbarten Haplotypen Verdnderungen beobachtet — ein Replikationsfehler ist somit
die wahrscheinlichste Ursache, wie er auch bei vereinzelt auftretenden Regressionen bei
Myotoner Dystrophie angenommen wird.'”! Die Stabilitit dieser Allele bei ihrer
Ubertragung zur nichsten Generation wird sicherlich von besonderem Interesse sein,

auch im Hinblick auf die fehlenden AGG-Unterbrechungen.

In der kollaborativen Studie von 13 Laboratorien aus Europa und den USA konnte die
Wahrscheinlichkeit fiir eine stabile Ubertragung im Bereich von 46-60 Repeats mit
72.8% angegeben werden. Unter den Instabilititen befanden sich Grofenzunahmen in
22,7% und Abnahmen in 4,4%. Mit zunehmender Anzahl der Repeats bei den

Primuationen nimmt die Wahrscheinlichkeit einer instabilen Ubertragung auf die
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Folgegeneration zu (19% fiir 49-54 Repeats, 30.9% fiir 55-59, and 80% fiir 60-65
Repeats).”” Die Instabilitit folgt eher familidren Mustern, sodass fiir eine genetische
Beratung im Bereich von 50-60 Repeats eine PCR-Analyse anderer Familienmitglieder
fiir eine Riskioabschitzung hilfreich sein kann.'” Das Risko im Bereich von 55-59
Repeats eine Vollmutation zu entwickeln wird derzeit mit 1,1 - 3,7% angegeben. Diese
Werte miissen mit den in der gleichen Grofenordnung auftretenden préanatalen
Untersuchungsrisken einer Chorionzottenbiopsie oder Amnionzentese sorgfiltig
abgewogen werden. Aber auch die Ubertragung eines Allels mit Primutation vor allem

auf méannliche Nachkommen ist in der Beratung inzwischen von grof3er Bedeutung.

Morphologisches Korrelat bei Fragiles X Tremor/Ataxie Syndrom

In T2-gewichteten Kernspin-Aufnahmen konnten bilaterale Intensititserhdhungen im
periventrikulirem Wei3 und den zerebellaren Pedunkeln dargestellt werden, die mit
histologisch nachgewiesenen demyelinisierenden Befunden korrespondieren. Auch iiber
Untergang von Purkinje-Zellen mit dystrophischen Axons, Bergmann'sche
Gliosebildung und Spongiosaverinderungen der weissen Substanz mit Schwerpunkt auf
das Cerebellum wurde berichtet. Des Weiteren konnten kortikale und cerebelldre
Atrophien nachgewiesen werden.'” Diese Ergebnisse finden ihr morphologisches
Korrelat in symmetrischen Hyperintensititen in T2-gewichteten MR-Aufnahmen der

weissen Substanz in den Pedunkeln des Kleinhirns, die den Nucleus dentatus ausspart.

Abbildung 1: a, T2-gewichtete axiale Aufnahme eines normalen Cerebellums, mit den Pfeilen ist
das Marklager der Hemisphéiren markiert. b und ¢, Symmetrische T2-Hyperintensititen in den
mittleren Pedunkel der weissen Substanz des Kleinhirns. (Bildquelle: AMJ Hum Genet 72(4):869-
78 2003)
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Auch die Medulla und die Olive waren nicht betroffen. Eine moderate bis ausgeprigte
Hirnatrophie der zerebelldren Hemisphiren, des Pons, des Mesenzephalon und generelle
kortikale (in einigen Fillen auch parietale und temporale) Volumenminderung wird
beobachtet. Gegeniiber Kontrollgruppen war der dritte Ventrikel und die Zisternen
leicht vergroert Diese Beobachtungen gelten als charakteristisch, wenn auch eine
dhnliche Beobachtung in einer finnischen Familie mit autosomal rezessiver Ataxie
gemacht wurden. Diese hatten allerdings zusétzlich auf Lasionen zuriickzufiihrende
Intensititsverdnderungen im Thalamus, die bei den Trigern der Fragilen X Pramutation
nicht auftreten.'®* Differentialdiagnostisch in Betracht kommende
Olivopontocerebelldre Atrophien mit gesteigerter Signalintensitit in den Pedunkeln des
Kleinhirns werden auch bei Multipler System Atrophie (MSA) und autosomal-

dominanten famildren Erbgéingen mit spinozerebellirer Ataxie Typ 6 beobachtet.' 1%

In Neuronen und Gliazellen des Kortex, Hippocampus, Substantia nigra und
Cerebellum wurden in allen neun bisher untersuchten Patienten mit FXTAS
intrazelluldre eosinophile EinschluBBkorperchen gefunden, die bei Fragilen X Patienten
mit 200 Repeats oder mehr nicht auftreten.'®” Die erhdhte Konzentration an abnormer
FMR1 mRNA bei Triagern von Pramutationen scheint somit fiir den toxischen Effekt
verantwortlich zu sein. Interessanterwese werden bei einem Subtyp der multiplen
Systematrophie (MSA-C) iiber &dhnliche klinische Befunde, vor allem in
Oligodendrozyten berichtet.'® Bei einem daraufhin durchgefiihrten Screening wurde
bei einer signifikanten Anzahl von Patienten mit der urspriinglichen Diagnose MSA-C
fiir das FMR1 Gen Triplettzahlen im Pramutationsbereich gefunden.'” Im Gegensatz zu
den bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen vorkommenden ubiquitin-positiven
Anfarbungen, sind die bei FXTAS auftretenden zentralnervésen Einschlukérperchen
polyglutamin-negativ und dariiberhinaus immunhistozytochemisch negativ fiir
Féarbungen mit anti-tau-Antikérper und anti-alpha-Synuclein-AK [Greco et al. 2002].
Damit differenziert sich FXTAS deutlich von den Tauopathien (u.a. Morbus Pick) oder
den Synucleinopathien (u.a. Morbus Parkinson) und den morphologisch &@hnlichen
Einschlusskorperchen der polyglutamin-positiven Gruppe der CAG-
Trinukleotiderkrankungen. Diese pathognomonischen Befunde erlauben die Einteilung

von FXTAS als eigenstindige Gruppe innerhalb der Einschlusskorper bildenden
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Erkrankungen. Der Entstehungsmechanismus der intranukledren Einschliisse selbst ist
bislang noch ungeklért und wird das Ziel weiterer Studien sein. Es ist denkbar dass die

FMR1 mRNA eine Schliisselrolle fiir weitere, bislang noch nicht identifizierte Proteine

darstellt.
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Abbildung 2: A und B, typische intranuklire EinschluSkérperchen in Neuronen und Gliazellen
(H&E, 1000x), C Neuronen des Kleinhirns mit anti-Neurofilament Antikérpern markiert, D
Einschlusskorperchen mit anti-Ubiquitin Antikérper markiert. (Bildquelle: Brain 125(8):1760-1771
2002)
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Das Fragile X Mental Retardation Protein

Expression von FMRP

Die Expression des Genproduktes von FMR1, das Fragile X mental retardation protein
(FMRP), erfolgt vor allem in Neuronen, speziell in dendritischen Zellen des
Hippocampus, Nucleus basalis Meynert und Cerebellum, wihrend in Gliazellen die

niedrigsten Konzentrationen gemessen wurden.''’

Im Corpus geniculatum laterale
(CGL) des Thalamus wird es bevorzugt in den magnozelluldren Schichten exprimiert,
die fiir zeitlich modulierte Stimuli der visuellen Bahnen, wie Objektbewegungen
verantwortlich sind."'' In eptithelialen Gewebe finden sich die hdchsten
Konzentrationen in den sich aktiv teilenden Basalzellen. In Zellen mesodermalen
Ursprunges, insbesondere in der Dermis und Herzmuskellzellen, Hepatozyten,
Skelettmuskulatur und der glatten Muskulatur des Verdauungstraktes wurde es bisher
nur unter pathologischen Bedingungen nachgewiesen. Im Hoden erfolgt eine
Expression in den Spermatogonien, nicht jedoch in in den Sertoli-Zellen, was fiir FMRP

112 In

als notweniger Faktor in der Keimzellproliferation sprechen konnte.
Vorléduferzellen der Oligodendroglia und unreifen Oligodendrozyten wird es bevorzugt
exprimiert, um dann mit seiner Konzentration in ausreifenden Zellen graduell

. 113
abzusinken.

Fetales kortikales Gewebe exprimiert FMRP in fast allen Zellen,
wihrend in einem 19 Wochen alten weiblichen Fetus nur in etwa der Hélfte der Zellen
FMRP ohne spezielles Verteilungsmuster beobachtet wurde. Auch im Eptithel des
Miiller'schen Ganges wurde FMRP nur in patchworkdhnlichen Abschnitten nur in ca.
50% der Zellen als Konsequenz der zufdlligen Inaktivierung eines der beiden X-
Chromosomen beobachtet, wihrend im gesunden Feten das gesamte Epithel eine

gleichmissige Verteilung aufweist.'"*

Mainnliche Triger einer Pramutation haben trotz erhohten FMR1 mRNA-Spiegeln in
Leukozyten eine normale bis leicht erniedrigte Konzentration an FMRI1 Protein
(FMRP). Die Hohe der mRNA Spiegel und die Abnahme der FMRP-Konzentration
scheinen mit der Anzahl der CGG Repeats zu korrelieren, sodal3 nicht von einer
reduzierten Translationsaktivitdt sondern von einer reduzierten Translationseffizienz
aufgrund verminderter Assoziation an Polysomen ausgegangen werden muss.

Insbesondere die Verlagerung der translatierten Fraktion zu leichten Polysomen und
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ribosomalen 80S-Untereinheiten legen den Verdacht nahe, dass die Initation der

beeintrichtigte Schritt innerhalb der Translation ist.'"

Die bei CG-reichen Seqenzen
gehduft zu beobachtenden Strukturverdnderungen behindern den ribosomalen
Ableseprozess, da verlangsamte 40S-Untereinheiten mit ihren 60S-Gegenstiicken
binden und nur eine verminderte Anzahl von ineffizient ablaufenden
Translationsschritten gleichzeitig erlauben.' '

eine durchschnittlich 2.1fache Erhohung, fiir den Bereich 100-200 Repeats eine Sfache

Im Bereich von 50-100 Repeats wurde

Erhohung des mRNA Spiegels angegeben.''” Diese sind als eine Folge einer

kompensatorischen Steigerung der Gentranskription zu werten.''®

Auswirkungen der CGG-Expansion auf die Transkription

Ein weiterer Effekt der CGG-Expansion ist der Einflu auf die Startposition der
Transkription von FMRI1. In einer Studie mit neuronalen und nichtneuronalen
Zellkulturen konnte mit zunehmender Repeatanzahl eine Verschiebung des Startpunktes
stromaufwirts festgestellt werden.'"” In Zellkulturen mit normaler Repeatanzahl
befindet sich die hauptsdchlich aktive Startseite zwischen 128 und 132 bp
stromaufwérts des ersten CGG-Repeats. Zwei weitere Startpunkte zwischen 162-166
und 177-181 bp stromaufwirts werden mit zunehmender Anzahl der CGG-Repeats
haufiger beansprucht. Die mRNA der Pramutationstridger unterscheidet sich somit von
der Normalbevolkerung nicht nur durch die Trinukleotidexpansion sondern auch durch

eine kleine Verlangerung im 5'-nichtranslatierendem Bereich.

Der quantitative Nachweis von FRMP mittels Western-Blot in kulitvierten
Lymphoblasten-Zelllinien erbrachte durchgingig eine korrelierende Abnahme der

120 Somit kann fiir

Spiegel bis in den untersten Bereich der Primuationen.
Grauzonenallele eine beginnende Dysregulation der Proteinbiosynthese angenommen
werden. Kontrdr hierzu  erbrachte die sensitivere, immunhistochemische
Nachweismethode  mit spezifischen Antikoérpern gegen FMRP nur signifikant
erniedrigte FRMP Spiegel in Lymphozyten mit mehr als 100 CGG-Repeats.'”' Die

Proteinsequenz des FMRP selbst ist im Gegensatz zu den Polyglutaminerkrankungen
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unverdndert, da sich die CGG-Expansion in dem 5'-nichttranslatierendem Bereich
befindet. FEin Grofiteil der Autoren geht weiterhin von einem durch
Konformationsédnderung bedingten Schwellenwerteffekt zwischen Pramutationen und
intermedidren Allelen aus, da letztere im Vergleich zur Normalbevolkerung mit
immunhistochemischen Methoden keine signifikant verdnderten FRMP-Spiegel
aufwiesen. Ménner mit 100 oder mehr CGG Repeats besassen 1,9fach hohere mRNA
Spiegel, als Vergleichspersonen mit 30 CGG-Repeats. Bei Frauen waren die mRNA-
Spiegel 1,5fach erhoht.

Bedeutung von FRMP

FRMP wandert als mRNA-transportierendes Protein zwischen Nucleus und
Zytoplasma. '** Insbesondere die durch alternatives SpleiBen entstehenden Isoformen

123 124 . .
3 Ein derzeit

ohne die Sequenzen aus Exon 14 finden sich gehéduft im Nucleus.
akzeptiertes Modell geht davon aus, dass ~ 4% aller FMRP spezifisch mRNA im
Nucleus bindet und dann als Teil eines Ribonukleinkomplexes in das Zytoplasma
wandert, wo es an der Lieferung von mRNA an Ribosomen involviert ist.'*> Im Steady
state bindet sich FMRP im Zytoplasma zu ~ 85% an freie Polysomen und an das rauhe
Endoplatische Reticulum. An die postsynaptischen Enden der Dendriten gelangt FRMP
durch aktiven Transport als Bestandteil eines mRNP-Komplexes.'?® '*7 ' Dort agiert es
als negativer Regulator der Translation der elongation factor A mRNA. '# 13 1 Aych
das Drospohila Homolog von MAPI1B, futsch, wird durch das FMRP Homolog dFxr

132

negativ reguliert. ”* Ein Ausfall fiihrt zu strukturellen und funktionellen Stérungen in

dem mikrotubuli-basiertem Zytoskelett-Proteinen wihrend der Synaptogenese und

133
Spermatogenese.

FRMP bindet neben anderen mRNAs iiber Uracil-reiche Zielsequenzen'** auch selektiv
seine eigene mMRNA im Zentrum der aus etwa 50 Aminosduren bestehende KH-
Domine mittels einer G-Quartett-Struktur.'> 136 137 Gezielte Punktmuationen der in
FMRP paarweise auftretenden G-Strukturen reduziert die mRNA Bindungsfdhigkeit
drastisch."*® Fast alle der bisher identifizierten mRNA-Bindungspartner kodieren fiir

Proteine, die in neuronaler Entwicklung und synaptischer Funktion involviert sind. '*°
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140141142 weiterer Bindungspartner ist der Glucocorticoidrezeptor GR o, der im

Zusammenhang mit erhohten Kortikosteroidspiegeln in Fragilen X-Patienten von

. 143
Interesse 1st.

Die Aktivierung von an pausierenden Ribosomen gebundenem FRMP erfolgt {iber eine
Dephosphorylation durch Casein Kinase II zwischen N-Terminus und der RGG Box '**
%5 Die Assozitation von FMRP mit der 60S Untereinheit der Ribosomen erfolgt
hingegen mRNA-abhéngig iiber Ribonukleinpartikel (RNP), zu denen neben Nucleolin
auch beiden Sequenz-Homologa FXRIP und FXR2P (fragile X related protein)
zdhlen.'** 'Y *® Die Verteilungsmuster dieser Proteine weisen insbesondere zwischen
Hoden wund Gehirn deutliche Unterschiede auf, was auf unterschiedliche

Funktionsweisen wihrend der Embryonalzeit und Erwachsenenalter deutet.'* Daneben

existiert auch ein Neurotransmitter-vermittelter Steuerungsmechanismus.”™ °! '** Die
daraufhin erfolgende erhdhte postsynaptische Polyribosomenbildung in den
dendritischen Fortsdtzen wird allgemein wihrend der Synaptogenese beobachtet und
gilt als elementarer Bestandteil einer Proteinbiosynthese-gesteuerten Ausbildung der
synaptischen Plastizitit."® '>* In Kulturzellen des Hippocampus und Miusegehirnen
konnte eine negative Regulation der FMRP Expression durch BDNF (brain derived
neurotrophic factor) beobachtet werden. Gesteuert wird dies durch eine erhohte

Signalaktivitdt des Tyrosinkinaserezeptors, der durch den FMRI mRNA Spiegel

getriggert wird.'>

Uber die Verbindungsproteine NUFIP1 (nuclear FMRP interacting protein), CYFIP1
(cytoplasmatic FMRP interacting protein) und CYFIP2, beeinflusst FRMP das
zytoskeletale remodeling. °® Letztere interagieren mit Racl welche als Mitglied der
Rho-Familie von GTPasen an der Entwicklung von neuronalen Strukturen beteiligt ist.
So ist Racl in der dynamischen Reorganisation von Aktinfilamenten des Zytoskelettes
involviert, welche besonders wiahrend der Morphogenese und der Migration
dendritischen Zellen ausgeprigt sind."”’ Ein weiteres, mit FRMP interagierendes Protein
ist das intrazellulér lokalisierte 82-FIP. Wie NUFIP1, CYFIP1 und 2 bindet es direkt im

N-terminale Bereich zwischen NLS und der ersten KH-Domiine.'>®
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Das toxic-gain-of-function Modell kann eine plausible Erklarung fir das
Zustandekommen von FXTAS geben

Da die FXTAS-Symptomatik bisher ausschliesslich in Pramutationen beobachtet wurde
und bislang in keiner Studie erhohte Inzidenzen fiir Tremor und Ataxie in é&lteren
Patienten mit einer Vollmutation und dem klinischen Bild des Fragilen X-Syndroms
beschrieben wurden, kann das klassische Modell eines Funktionsausfall durch ein
defektes Protein hierfiir nicht angenommen werden. In diesem Modell interagieren im
Normalzustand spezifische Proteine mit dem 5'-nichtranslatierendem Bereich der
mRNA. Als Konsequenz der erhohten Anzahl an mRNA, der Repeatverldngerungen
und damit zahlreicheren Bindungsstellen, sowie einer moglichen verdnderten Sekundér-
oder Tertédrstruktur der mRNA erfolgt eine libermissige Bindung eines oder mehrerer
Proteine. Dies fiihrt zu einer Depletion des Proteinpools in der Zelle und damit zu einer
verminderten Funktionsweise in anderen Bereichen, die durch dasselbe Protein reguliert
werden. Dieser Sequestrationsprozess konnte die Akkumulation oder abnormale
Verarbeitung im proteasomalen Abbauweg mit der Bildung von Einschlussskdrperchen
triggern. In der Vollmutation kann es aufgrund stillgelegter Genexpression und damit
fehlender mRNA nicht zu der oben beschriebenen verdnderten Protein-mRNA-
Interaktion kommen. Davon abweichende Ausnahmen wéren bei diesem Modell
Vollmutationen, deren FMR1 Gene weiterhin erh6hte mRNA transkribieren — fiir solche

Patienten bestiinde weiterhin das Risiko an Tremor und Ataxie zu erkranken. '’
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des ,,toxic gain of function® Modell. Im Normalfall liegen
die rCGG-Bindungsproteine in ausreichender Menge vor, sodafl bei der Transkription der FMR1
mRNA ausreichend FRMP erzeigt wird (Normal allele). In Primuationstrigeren (Premutation
allele) kommt es zu einer exzessiven Bindung an die FMR-mRNA mit konsekutiv reduzierten
Proteinspiegeln sowie der Triggerung eines proteasomalen Abbauweges, in dem es zur Bildung von
ubiquitin-positiven Einschlusskorperchenbildung kommt (Quelle: Am J Hum Genet 74(5):805-16,
2004).

Zwei Beobachtungen stiitzen das propagierte Modell. Zum einen findet man sowohl bei
FXTAS intranukledre Einschlusskorperchen als auch bei myotoner Dystrophie Typ 1
und 2 nukledre Foci.'® In letzteren konnten Transkripte von DMPK (DM1) und ZNF9

161 . . . .
Zum anderen wurden in einer Studie mit

(DM2) in den Foci nachgewiesen werden.
»knock-in“-Méiusen, deren endogener CGG-Abschnitt durch ~100 CGG-Repeats ersetzt
wurde, ubiquitin positive intranukledre Einschlusskorperchen gefunden.'®® Auch bei

einem Drosophila-Modell, in dem ~ 90 CGG Repeats in einen dem FMR orhologen
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Genabschnitt (dxfr) eingesetzt wurden, konnte eine selektive Uberexpression mit
Bildung von Einschlusskorperchen und neurodegenerativen Verdnderungen im Auge

festgestellt werden.'®

Zusammenfassend spielt das bei FXTAS in einer verdnderten Konzentration
vorliegende FMRP wahrscheinlich eine Rolle im nukleozytoplasmatischen Transport
und Modulation der Translation von mRNA (einschlieBlich der eigenen mRNA) in
Neuronen, insbesondere dendritischen Zellen des Hippocampus und Purkinje-Zellen des
Kleinhirns und wirkt gleichzeitig als Inhibitor der eigenen Translation. Auf der
postsynaptischen Seite wird es als Regulator flir die Proteinbiosynthese infolge
Aktivierung durch Neurotransmitter fiir eine normale Reifung der synaptischen

Plastizitdt verantwortlich gemacht.

Diagnostik

Die klinische Untersuchung liefert bei Auftreten der oben beschiebenen Symptome
einen hinreichenden Verdacht, der durch entsprechende Diagnostik bestitigt werden
muss. Mit der Identifikation des FMR1 Gens ist es heute moglich, einen zuverldssigen
molekulargenetischen Nachweis des Fragilen X Tremor / Ataxie Syndrom
beziehungsweise des Fragilen X Syndrom anzubieten. Bei Patienten mit geistiger
Behinderung, Entwicklungsverzogerung oder Autismus unklarer Atiologie sollte
zusétzlich eine routinemissige Chromosomenanalyse erfolgen. Der zytogenetische
Nachweis der fragilen Stelle im X-Chromosom wird aufgrund seiner Unzuverldssigkeit
und den hohen Kosten nicht mehr durchgefiihrt. Stattdessen wird fiir die
Mutationsanalyse eine Kombination aus Polymerase-Kettenraktion (PCR) und
Southern-Blot  durchgefiihrt. Die PCR erlaubt mit hoher Sensivitit die
Trinukleotidrepeats des FMR1 Gens im normalen und unteren Prdmutationsbereich zu
amplifizieren, versagt jedoch bei Allelen im oberen Pramutationsbereich oder einer
Vollmutation. Koénnen in der PCR bei einer minnlichen Probe ein sichtbares Allel oder
bei Frauen zwei sichtbare Allele unterschiedlicher Linge nachgewiesen werden, kann

durchaus auf weiteres Testen verzichtet werden. Da in seltenen Ausnahmen jedoch in
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den Patienten ein zelluldres Mosaik vorliegen kann, besteht die Gefahr, dass mit einem
rein auf PCR basierenden Test potentiell falsch negative Fehldiagnosen gestellt werden.
1% Diese komplexen Verdnderungen, sowie lingere Pramutationen und Vollmutationen
kénnen hingegen zuverldssig mittels Southern-Blot nachgewiesen werden.'”  Die
Bestimmung der AllelgroBe ist bei der PCR (soweit moglich) allerdings préziser. Durch
den Einsatz spezifischer Restriktionsendonukleasen kann beim Southern Blot
gleichzeitig der Methylationsstatus bestimmt werden. Wird die DNA mit Bisulfit
vorbehandelt und entsprechend modifizierte Primer eingesetzt, ist es durchaus moglich
den Methylationsstatus auch mit einer PCR zu bestimmen, wobei dann mindestens zwei
Anstitze fiir beide mogliche Varianten notwendig werden.'®® Der hohe CG-Anteil in
den Zielsequenzen machte in élteren Protokollen den Einsatz von 7-deaza-GTP anstelle
von GTP notwendig. Da diese nicht wie sonst iiblich mit einer Ethidiumbromid-
Féarbung sichtbar gemacht werden konnen, wurden radioaktive Sonden entwickelt, die

spater durch Chemiluminiszenzen ersetzt werden konnten.

Eine pradiktive Vorhersage fiir fragiles X Syndrom basierend auf der Relation zwischen
der Liange der Trinukleotidexpansion und mentalen Phédnotyp von Trigern einer
Pramutation ergab fiir den molekulargenetischen Testnachweis eine Sensivitit von 99%
fiir Ménner, 100% fiir Frauen und eine Spezifitdt von 100% fiir Ménner und 60% fiir
Frauen. Daraus berechnet sich ein positiver pradiktiver Wert von 100% (Ménner) bzw.
82% (Frauen) und ein negativer pradiktiver Wert von 94% (Maénner) bzw. 100%
(Frauen). '’ Eine Ausnahme bildet der Grauzonenallelbereich, bei dem der Nachweis
eines Ubertriigerstatus keine abschliessende Aussage ermdglicht, insbesondere fiir die
zukiinftigen Generationen oder entfernte Verwandtschaften. Ebenfalls kann fiir einen
préinatal diagnostizierten weiblicher Fetus mit Vollmutation keine akkurate Voraussage
fiir den mentalen Status gemacht werden. Bei einer leichten Triplett-VergroBerung im
Pramutationsbereich ist hingegen in weniger als 1% mit einer mentalen

Beeintrachtigung zu rechnen, die durch Mosaikverfilschungen zustande kommen kann.

In weniger als 1% der Félle liegt statt der Trinukleotidexpansion eine teilweise oder

vollstindige Deletion oder eine Punktmutation des FMR1 Gens zugrunde. Letztere
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werden durch die Routinemethoden nicht entdeckt, wihrend Deletionen meistens durch
fehlende Amplifikation bemerkt werden. Hier und bei ungewohnlichen Phinotypen
setzt ein immunozytochemischer FMR-Proteinnachweis mittels Antikorper ein, der von
einigen darauf spezialisierten Laboratorien angeboten wird.'®® Die genaue Lokalisation
der Mutation kann nur durch anschliessende Sequenzierung bestimmt werden, dies wird
jedoch nicht routineméfBig durchgefiihrt. Bekannte Punktmutationen sind Ile367Asn
[Mannermd 1996] und eine A zu C Substitution an Position 879, die zu einem
unvollstindigen Protein fiihrt [Shinahara 2003]. Derzeit sind keine Formen von FRMP-
Mangel bekannt, die sich nicht auf das FMR1 Gen zuriickfiihren lassen.

Patient mit fra{X} in Patient mit geistiger Behinderung,
der Familienanamnese Entwicklungsverzégerung,

\ Alﬁsmus \

Molekulagenetischer
Test mittels PCR

l

Bestimmung des
Methylierungsstatus/ >
Southern Blot

Immuno-
histochemie, evtl.
Sequenmerung

‘ Chromosomenanalyse

Bei bestehendem
Vardacht:

Vollmutation Primutation Grauzone (~45-55): || Normalbefund
(<200 CGG): (55-200 CGG): Kein FragilesX {6-45):

FMR1 Spiegel FMR1 Spiegel nahezu Syndrom, Allelstabilitat | | kein Fragiles X
erniedrigt, Patient wird normal, Intellekt in der fraglich, Follow-up Syndrom, falls nicht
klinisches Bild des Regel normal, Risiko empfohlen andere Mutation
Fragilen X Synidrom fiir POF und FXTAS vorhanden

hahen

Abbildung 4 Schematische Vorgehensweise bei der Diagnostik fiir FMR1.

Ist eine Mutter nachgewiesene Trigerin einer Pramutation oder Vollmutation, kann eine
prinatale Untersuchung zur Bestimmung, ob der Fet das normale oder das mutierte
Allel geerbt hat, angeboten werden. Allerdings muss bei der Untersuchung einer

Chorionzottenbiopsie in der 10.-12. Schwangerschaftswoche der inkomplette
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Methylierungsstatus der Chorionzotten im Vergleich zum Feten zum Zeitpunkt der
Probenentnahme berticksichtigt werden. In bestimmten Situationen ist dann die
Unterscheidung zwischen grofen Primutationen oder kleinen Vollmutationen im
Southern-Blot schwierig und es kann eine nachfolgende Amnionzentese (16.-18. SSW)
erforderlich werden, um endgiiltige Klarheit {iber einen Befund zu erhalten. Auch ist ein
Mosaik zwischen Trophoblasten und somatischen Zellen theoretisch mdoglich, wurde
aber noch nicht beobachtet, so dass bei einer Pramutation die Empfehlung einer

nachfolgenden Amnionzentese umstritten ist.'®’

Genetische Beratung

Fir die humangenetische Beratung ergeben sich einige Besonderheiten. Der
Vererbungsmodus  folgt einem  X-chromosomal-dominanten  Erbgang  mit
unterschiedlicher Penetranz, von dem beide Geschlechter betroffen sein konnen. Neben
dem Vererbungsrisiko muss die Antizipation der Trinukleotiderkrankung bei
entsprechender Disposition berilicksichtigt werden. Mosaike koénnen sowohl als
gewebspezifische Unterschiede der Triplettanzahl als auch als Mosaike des
Methylierungsmusters in einzelnen Zellen auftreten. Des weiteren sollte fiir die
Familienplanung auch das Risiko einer vorzeitigen Menopause bei Trégerinnen einer
Pramutation einbezogen werden. Die Erstdiagnose wird meist durch ein betroffenes
Kind mit FXS oder seltener durch einen von FXTAS betroffenens Familienmitglied
gestellt, was Konsequenzen fiir weitere Schwangerschaften in der Familie haben
kann.'” Optimaler Beratungszeitpunkt ist somit vor Eintritt einer Schwangerschaft.
Auch ist eine moglichst frithzeitige Diagnose anzustreben, da zwischen Auftreten von
Entwicklungsverzogerungen und der ersten Diagnosestellung in der Hilfte der
beobachteten Familien mehr als ein Jahr vergeht und schon nachfolgende

Schwangerschaften begonnen wurden.'”!

Miitter von Individuen mit einer Vollmutation sind Triger einer Pradmutation oder

Vollmutation und konnen an FXTAS erkranken bzw. selbst betroffen sein. Trégerinnen
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einer Primutation konnen das entsprechende Allel entweder von ihrem Vater oder ihrer
Mutter geerbt haben, die dann ihrerseits Tridger einer (kiirzeren) Prdmutation sind;

hingegen haben Tréiger einer Pradmutation das Allel immer von ihrer Mutter erhalten.

Viter mit Vollmutation konnen an ihre Tochter keine Vollmutation vererben, da in
thren Spermien nur Prdmutationen nachweisbar sind. Miitter mit einer Vollmutation
vererben mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% das betroffene Allel an ihre
Nachkommen. Das Risko fiir Geschwister ist abhéngig von ihrem eigenem Geschlecht,
dem Geschlecht des vererbenden Elternteils, sowie der Repeatanzahl im vererbenden

Elternteil.

Mainner mit einer Pramutation tragen ein altersbedingt zunehmendes Risiko an FXTAS
zu erkranken. Sie vererben diese Prdmutation mit leichten Groenverdnderungen immer
an ihre Tochter, die ein erhohtes Risko fiir vorzeitige Menopause und FXTAS
aufweisen und nicht an ihre S6hne. Frauen mit einer Pradmutation iibertragen mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 50% ein stark verdndertes Allel in jeder Schwangerschaft an
ihre Nachkommen. Das Risiko der Expansion ist abhidngig von der vorhandenen Anzahl
an Basentripletts (siche Tabelle), wobei in seltenen Féllen GroBenregressionen
beobachtet werden, liber deren Stabilitdt bislang keine Aussage mdglich ist [Sullivan
2002].

Tabelle 3: Riskikoangaben in Abhiingigeit der maternalen Repeatanzahlen fiir Sohne und Tochter
einer Trigerin der Pramutation (Quelle: Nolin Am J Hum Genet 59(6): 1252-61 Dez. 1996).

Repeatanzahlen der Mutter Risko fiir Vollmutation bei Risko fiir Vollmutation bei
Sohnen Tichtern
56-59 7% 3,5%
60-69 10% 5%
70-79 29% 15%
80-89 36% 18%

90-99 47% 24%
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Repeatanzahlen der Mutter Risko fiir Vollmutation bei Risko fiir Vollmutation bei
Sohnen Tochtern
>100 50% 25%

Therapie

Aufgrund der genetischen Ursache ist eine Heilung nicht moglich. Symptomatisch kann
fiir Patienten mit einer Vollmutation nach eingehender kinderpsychiatrischer,
padiatrischer und neurologischer Untersuchung ein individuelles Forderprogramm
erstellt werden, welches multidisziplindr auf die Bediirfnisse des Kindes eingeht. Bei
Sprach-, und Sprechstorungen ist eine logopddische Betreuung indiziert.'’? Ergotherapie
und gezielte Krankengymnastik dienen zur Festigung der Motorik. Bei
Verhaltensaufilligkeiten kann durch psychotherapeutische Betruung und Musiktherapie
eine verbesserte Wahrnehmung erzielt werden. Eine spezielle schulische Betreuung
sollte individuell auf die Fahigkeiten des Kindes eingehen, moglichst kleine Klassen
beinhalten und abrupte Verdnderungen vermeiden. Bei stark ausgeprigter
Hyperaktivitdt, Agressionen und konstanter Unaufmerksamkeit kann auch ein
medikamentdses Vorgehen in Erwdgung gezogen werden. Neben der genetischen
Beratung durch einen Facharzt fiir Humangenetik ist eine Teilnahme in

Selbsthilfegruppen zum Informationsaustausch der Eltern anzustreben.

Fir von FXTAS Dbetroffene Patienten existieren derzeit noch keine
Therapieempfehlungen. Aus neurologischer Sicht kann man versuchen, die im
Vordergrund stehenden Symptome abzumildern. So kann wie bei den spinozerebelldren
Ataxien ein Therapieversuch mit L-Dopa und Dopamin-Agonisten durchgefiihrt
werden. Gegen den Tremor empfiehlt sich ein Versuch mit autogenem Training und
eventuell medikamentdse Therapie mit beta-adrenergen Rezeptorenblocker oder
Tranquilizer unter Beachtung der Kontraindikationen. Anticholinergika sind nicht
sinnvoll, es sei denn es liegt gleichzeitig ein Parkinson-Syndrom vor. Die Patienten
sollten auf Subtanzen verzichten, die das Kleinhirn direkt beeinflussen (Alkhohol,
Narkotika). Mit Progression der Symptomatik muss auf eine ddequate Versorgung

(Rollator, Rollstuhl, Haushaltshilfen, Betreuung) geachtet werden.
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Fragestellung

Die kiirzliche Beschreibung des Fragile-X-Tremor/Ataxia Syndroms (FXTAS) in
Familien mit Kindern, die an einem Fragilen X Syndrom leiden, wirft die Frage auf, wie
hidufig FXTAS bei Patienten mit sporadischer Ataxie ist. Insbesondere da in
angloamerikanischen Kollektiven mit Ataxie die Prdvalenz mit bis zu 5% angegeben
wird, soll hier anhand eines grofen Patientenkollektivs ermittelt werden, ob die Analyse
des CGG-Repeats im FMRI-Gen mit als ein genetischer Test bei der
Differentialdignostik von Ataxie-Patienten eingesetzt werden soll. Des weiteren ergibt
sich gleichzeitig die Moglichkeit, zu priifen, ob die dabei beobachten Allelverteilungen
denen der Literatur entsprechen und die Etablierung eines routineméfigen Screenings

fiir FMR 1-Primutationen sinnvoll ist.
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Material und Methoden

Das Patientenkollektiv

Von den DNA-Proben der letzten fiinf Jahre wurden alle Proben an den
humangenetischen Instituten in Rostock und Tiibingen im Zeitraum Januar 1999 bis
Februar 2004, fiir die eine SCA-Untersuchung mit weiterfiihrender Diagnostik
veranlasst war, mittels einer Datenbank herausgefiltert. Weitere Proben aus dem Jahre
1999 der neurologischen Universitdtsklinik Bochum wurden von Prof. Dr. Ludger
Schols beigesteuert. Die Probenliste wurde anonymisiert und nach Geschlechtern
getrennt. Soweit bereits aus der Datenbank ersichtlich, wurden alle Proben mit einem
positiven SCA oder FRDA-Befund entfernt. Am Schluss befanden sich auf der Liste
insgesamt 416 ménnliche und 520 weibliche Proben, fiir die die Patienten einer
weitergehenden molekulargenetischen Untersuchung im Rahmen von Studien ihre

Einverstindniserkldrung abgegeben hatten.

Fir jede Probe wurde das Alter zum Zeitpunkt der Probenentnahme, die
Krankheitsdauer, neurologische Symptome (Ataxie, Tremor, Parkinsonismus),
radiologische Befunde und weitere Nebenerkrankungen, so weit angegeben, tabellarisch

dokumentiert.

Chemikalien

Fiir diese Arbeit wurden folgende Chemikalien eingesetzt. In Klammern die jeweilige
Bestellnummer.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Substanz Hersteller
Agarose LE (US32802-100G) Amersham Biosciences, Freiburg
Ampliwax PCR Gems (N8080150) Applied Biosystems, Darmstadt
Ampuwa Wasser (FRE 1080104) Fresenius Kabi, Bad Homburg

Ammoniumsulfat (A4418) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim



Substanz
Betain, PCR-Qualitit (B0300)
Borsédure (100765)
Bromphenolblau (B0126)
Ethanol (100986)
Ethidiumbromid (E8751)
Ethylendiamidtetraessigsdure (E6758)
Glycerin (3783.1)
Magnesiumsulfat (M3409)
Natriumbisulfid [NaHSOs] (24,397-3)
Natriumhydroxid [NaOH] (106467)
Pyrrolidinone 99+% (24,033-8)
Salzsdure (109057)

N-Tris(hydroxymethyl)ethylglycin
[Tricin] (T1074)

Tris-(hdroxymethyl)-aminomethan
[Trizma Base] (T1503)

Tris-Sulfat pH 9.0 (16949)

Xylencyanol (110590)

Puffer und Losungen

Alle Puffer wurden, sofern nicht bereits als Fertigmischung vom Hersteller vorhanden,

Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Merck, Darmstadt

mit doppelt destilliertem, vollentsalztem Wasser angesetzt.

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung / Hersteller



Bezeichnung

Blaumarker

100 mM dNTP Set (10297-018)
Hot Star Taqg- Puffer (203203)

10 x Ladepuffer

Natriumbisulfidlosung

1 X Tris-EDTA (TE) pH 8,0

10 x Tris-Borat-EDTA (TBE) pH 8,0

Q-Solution (203203)

CEQ Separation Gel LPA-1 (608010)
CEQ Separation Buffer (608012)

CEQ Sample Loading Solution (608120)

Kits

Tabelle 6: Verwendete Kits

Bezeichnung

CyScribe GFX Purification Kit (27-9606-

01)

QIA Quick Gel Extraction Kit (28704)
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Zusammensetzung / Hersteller
0,01% (w/v) Bromphenolblau
8% (v/v) Ficoll (Typ 400)
1 x TBE
Invitrogen, Karlsruhe
Quiagen GmbH, Hilden
0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1% (w/v) Xylencyanol
50% (v/v) Glycerin

0,6 g Natriumbisulfid
90 ul 5M NaOH
915 pl dH»0

10 mMTris-HCI1
1 mM EDTA (pH 8,0)

890 mM Tris

890 mM Borséaure

20 mM EDTA (pH 8,0)
Quiagen GmbH, Hilden

Beckman-Coulter, Krefeld
Beckman-Coulter, Krefeld

Beckman-Coulter, Krefeld

Hersteller

Amersham Biosciences, Freiburg

Qiagen GmbH, Hilden



Geriite

Tabelle 7: Verwendete Geriite

Bezeichnung

CEQ8000 Zyklussequenzierer und
Software zur Auswertung von
Fragmentanalysen

Elektrophoresekammern

Consort E 835 Spannungsgeber fiir
Elektrophoresekammern

Eppendorf BioPhotometer

Eppendorf Zentrifugen 5417C & 5804
Eppendorf Thermomixer Compact 114
Eppendorf Vakuumzentrifuge 5301
Pipetten

Transilluminator

UV-Tisch

pH-Meter MP 230
Waage Precisa XT 6200C-FR
Vortexer REAX Control

Gene-Amp PCR System 9700
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Hersteller

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Biostep GmbH, Jahnsdorf

Bachhofer Laboratoriumsgerite,
Reutlingen

Mettler-Toledo GmbH, Giessen
PESA GmbH, Bissingen-Steinhofen
Heidolph Instruments, Schwabach

Applied Biosystems, Darmstadt

Thermocycler MJ Research PTC 200 Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf

DNA

Die DNA der Patienten aus den jeweiligen Archiv wurde bei -20°C gelagert, nach
Auftauen auf Eis aus der Stocklosung im Verhéltnis 1:5 aliquotiert. Die photometrisch
vermessenen DNA-Konzentrationen betrugen zwischen 50 und 200 ng/ul. Die

Aufbewahrung der Aliquots erfolgte bei +4°C in dafiir zugelassenen und laufend
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uberwachten Kihlschranken.

Referenzsequenzen

Die Referenzsequenzen fiir Fragiles X Mental Retardation 1 (OMIM: 309550) wurden
vom National Center for Biotechnology Information unter der Internetadresse

www.ncbi.nlm.nih.gov bezogen. Sie sind in der Nukleotiddatenbank unter folgenden

Nummern archiviert:

Genomische DNA: NT 011681.13 (Start: 3380250 Stop: 3419352)

mRNA: NM 002024
Produkt: NP_002015
Primer

Alle Oligonukleotide wurden auf Bestellung von der Firma Metabion GmbH,

Martinsried synthetisiert und in einer Konzentration von 100pmol/ul verschickt.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5'-> 3' Liinge GC% Tm[°C]
2381_F_FMRI-hum Cy5 CGG AGG CGC CGC TGC CAG G 19 84,21 77,61
2382_R_FMRI-hum TGC GGG CGC TCG AGG CCC AG 20 80,00 78,79
2606_Non-Met-F AAA CAC TCA ACT CCA TTT CAA ATT

TCA CTT CCA 33 34,40 63,10
2607_Non-Met-R GAG TTT GTT TTT GAG AGG TGG GTT

GTG GGT 30 46,70 66,80
2608 Met-F CCG CCT CTA AAC GAA CGA CGA GCC

GAC G 28 60,70 71,00
2609_Met-R GGT TGC GGG CGT TCG AGG TTT AGT

CGTC 28 60,70 71,00
2610_mTP_F GCC GCT ACC AAA AAA CGT ACG

ACA AAC GCG 30 55,20 69,50
2611_mTP_R TAC CGA TAC GCA TCC CAG TTT GTC

AGC (TCG)s 51 58,80 80,70
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Bezeichnung Sequenz 5'->3' Liinge GC% Tm/[°C]
2612_Tail-R TAC CGA TAC GCA TCC CAG TTT GTC
AGC 27 51,90 66,50
Langenstandards

Tabelle 9: Verwendete Lingenstandards

Bezeichnung Hersteller

100bp DNA-Leiter 1 pg / ul (15628-019) Invitrogen, Karlsruhe
Fragmente [bp] 2072, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100

600 CEQ Size Standard (608095) Beckmann-Coulter, Krefeld
Fragmente [bp] 600, 580, 560, 540, 520, 500, 400, 480,

460, 440, 420, 400, 380, 360, 340, 320, 300, 280, 260,

240, 220, 200, 190, 180, 160, 140, 120, 100, 90, 80, 70,

60

Enzyme

Tabelle 10: Verwendete Enzyme

Bezeichnung Hersteller
VentR (exo-) DNA Polymerase (M0257S) New England Biolabs, Schwalbach

Hot-Star-Taq DNA Polymerase (203203) Qiagen GmbH, Hilden

PCR

Die von dem amerikanischen Chemiker Kary Mullis 1983 etablierte Methode
ermdglicht es auf molekularbiochemischen Wege von einer DNA Sequenz aus
genomischem Material eine grofle Anzahl von Kopien zu erstellen. Das synthetisierende
Enzym, die sog. DNA-Polymerase benutzt wie bei der Replikation den Einzelstrang als
Matritze zur Synthese des komplementéren Stranges. Mittels der Wahl eines passenden
Oligonukleotides (,,Primer) wird der Startpunkt der Synthese festgelegt. Durch

zyklische Wiederholung mittels automatisierten Thermocyclern der aus Denaturierung,
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Annealing und Extension bestehenden Arbeitsschritte kann eine exponentielle

Amplifikation der Zielsequenz erreicht werden.

Gelelektrophorese

Aufgrund  ihrer negativen Ladung der Phosphatgruppen eignen  sich
Desoxyribonukleinsduren zur analytischen Auftrennung in einem elektrischen
Spannungsfeld. Die gebriuchlichste Methode ist die Agarosegelelektrophorese, bei der
die Wanderungsgeschwindigkeit zur Anode abhidngig von der Dichte der Agarosematrix
und der GroBe der Nukeinsdurenfragmente ist. Die Langenbestimmung erfolgt durch
kommerziell erhiltliche Langenmarker, welche standardisierte DNA-Fragment-
Mischungen darstellen. Zur Sichtbarmachung der aufgetrennten Fragmente wird
Ethidiumbromid als interkalierender Farbstoff zugesetzt und kann unter Anregung mit
UV-Licht auf einem abgeschirmten Transilluminator sichtbar photodokumentiert

werden.

Durch Aufkochen von 0,8g Agraose in 40ml 1x TBE-Puffer wird eine Losung
hergestellt, die nach Zugabe von 3ul 1%igem Ethidiumbromid in entsprechende 6-8cm
grole Gelkammern gegossen wird. Nach ca. 30min Abkiihlungszeit bildet sich eine
feste Agarosematrix, auf der nach Entfernen der vorher eingebrachten Plastikkdmme ca.
Smm grofle Probentaschen freiliegen. Nach der Verdichtung der DNA-Proben durch
Zugabe von 3ul 10x Blaupuffer werden die Proben in die Geltaschen pipettiert und fiir
30-45min in der mit 1x TBE-Puffer gefiillten Wanne eine Spannung von 85V angelegt.
AnschlieBend wird das Gel in den Transilluminator {iberfithrt und mit einer Olympus-
Digitalkamera fotografiert und das Bild mittels der Argus X Software zugeschnitten und

dokumentiert.

Fragmentanalyse

Durch Einsatz von mit Farbstoffen markierten Primern l4sst sich mittels automatisierter
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Fluroszenzdetektion in einem DNA-Sequenzierer die Lénge des Aplifikates innerhalb
von 90 Minuten mit genauer Unterscheidung der verschieden langen Basentripletts
darstellen. Dabei werden parallel fiir jeweils 8 Proben in einem Sequenziergerit der
Firma Beckman Coulter automatisch eine Kapillarelektrophorese in denaturierendem
Acrylamidgeldurchgefiihrt. Die elektrophoretische Substanztrennung erfolgt in sehr
feinen Kapillaren mit weniger als 0,1 cm Innendurchmesser unter Anlegung einer hohen
Spannung mit iiber 1000 Volt. Die Innenwand der Kapillare ist negativ geladen und
erlaubt zusétzlich einen elektroosmotischen Fluss des kationischen Puffers. Die
Wanderungsgeschwindigkeit des Analysates setzt sich somit fiir Kationen aus
elektrosomotischem Fluss zuziiglich elektrophoretischem Fluss zusmamen, wihrend bei
den zur Anode wanderenden Anionen der Wert sich abziiglich des elektrophoretischen
Flusses zusammensetzt. Die mit mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markierten Lingenstandards und Primer der Zielsequenz werden in einem Durchfluss
optometrisch gemessen und nach Auswertung mit einer entspechenden Software anhand

ithrer Signalintensitit und Fragmentlinge graphisch dargestellt.

Nach entsprechender Verdiinnung der PCR-Amplifikate mit 35ul einer Sample
Loading Losung ( 690ul Sample Loading Solution (Beckman-Coulter) und 8ul 600
CEQ Size Standard (Beckman-Coulter)) in speziell fiir das Beckman CEQ8000 System
erforderlichen 96-well Mikrotiterplatten vorgelegt und mit einem Tropfen Mineral6l
iberschichtet. Die Vorbereitung eines Analyselaufs beinhaltete noch das Vorlegen
frischen Elektrophoresepuffers, frischen Sequenziergels (LPA-1) und die Wahl
addquater  Elektropohoreseparameter  (Kapillartemperatur, = Denaturierungszeit,

Denaturierungstemperatur, Spannung und Dauer fiir Injektion und Separation)

Genomischer Southern Blot

Eine Identifikation groBerer FMRI1-Abschnitte erfolgt nach der vom britischen
Biochemiker Edwin Mallor Southern angegebenen Methode der direkten
Genotypdiagnostik. Sie erlaubt zusdtzlich die Bestimmung der Methylierungstatus des

FMR1-Promotors. Zunichst wird 10pug der zu untersuchenden genomische DNA an
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spezifischen Stellen durch die Restriktionsendonukleasen  HindIII und Pstl in
Fragmente aufgespalten. Bei Untersuchungen des Methylationsstatus verwendet man
auch noch die methylierungsensitiven Enzyme Eagl, BssHII oder Sacll. Der Verdau
wird durch Elektrophorese in einem 1% Agarosegel iiber 18 Stunden bei 3 Volt /cm
nach ihrer GroBe aufgetrennt. Nach Férbung mit Ethidiumbromid wird das Gel unter
UV-Licht fotografiert und fiir die weitere Bearbeitung markiert und vermessen.
Anschlieffend erfolgen eine Depurination mit HCI und eine Denaturierung mit NaOH.
Die DNA wird anschlieBend auf ein DNA-bindende Nylonmembran iibertragen und
fixiert. Diese kann mit der entsprechend markierten Hybridisierungssonde Ox0.48 durch
Autoradiographie detektiert werden. Normale FMRI1-Fragmente des inaktiven X-
Chromosoms sind etwa 5,2kb groB3, die aktive Form dagegen 2,7kb. Praimutationen sind
mindestens 180bp groBer, Vollmutationen mindestens 600bp und treten in der Regel als

somatisches Mosaik in einem Muster verschiedener Banden auf.

Die Durchfiihrung des Southern-Blottes erfolgte in speziell dafiir zugelassenen Labors
der Gregor-Mendel-Laboratorien in Ulm. Fir jeden Probe wurden im
Restriktionsverdau 10pg DNA mit 30 U Endonuclease (zwei Ansitze fiir Hind III und
Pst I) und dazu passenden Puffer (bestehend aus Tris-HCI, NaCl und MgCl2 in der fiir
das jeweilige Enzym optimalen Konzentration) versetzt und nach Anzentrifugation fiir 5

Stunden in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Tabelle 11: Verwendete Reaktionsanséitze fiir den Reaktionsverdau, der dem Southern-Blot
vorausgeht

Ansatz fiir Hind 111 Ansatz fiir Pst 1
Aqua dest 16 pul Aqua dest 16 ul
10x Puffer 4 ul 10x Puffer 4 ul
DNA (10 pg) 20 pl DNA (10 ng) 20 pl
Hind III 1,5 ul Pst1 1,5 ul

AnschlieBend wurden neben einem Langenstandard (bestehend aus 30 pl Aqua dest, 2
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ul BstE II (1pg) und 4 pl Blue Sucrose) und einer Kontrollprobe mit 45 CGG-Repeats
die Proben mit dem Hind III Verdau auf ein 1% Agarosegel (250 ml TES + 25 g
Agarose) aufgetragen und bei 120 Volt fiir eine Stunde vorgelaufen. Dann wurde der
Pst-1 Verdau auch auf das Gel aufgetragen und fiir weitere 15 min. Die Spannung bei
120 Volt belassen. Danach wurde die Spannung auf 45 V fiir einen Lauf {iber Nacht
gesenkt. Am Folgetag wurde das Gel in einem Wasserbad mit Ethidiumromid geférbt
und unter UV-Kontrolle nach Abzeichnung und anschliessender Entfernung der

Markerspur vermessen.

Die Depurnination der DNA auf dem Gel erfolgte zweimal fiir 15 Minuten in einer 0,25
mol HCI-Losung unter konstanter Durchmischung. Anschliessend wurden die DNA-
Fragmente in Einzelstringe zerlegt. Dazu wurde das Gel zweimal fiir 15 Minuten in

einen Denaturierungspuffer (100 g NaOH und 438 g NaCl auf 5 1 Aqua dest) inkubiert.

Der Aufbau des Blots bestand aus einem halben Bogen Filterpapier der um eine vorher
mit Ethanol gereinigte Glasplatte gewickelt wurde, sodall dessen iiberstehende Dochte
in die mit Blotpuffer (40 g NaOH ad 2,5 1 Aqua dest.) gefiillte Plastikwanne tauchten.
Das Filterpapier wurde zusétzlich mit dem Blotpuffer {ibergossen und mit einer
Schablone von Unebenheiten befreit. Das fiir 1 Minute in den Blotpuffer getauchte Gel
wurde nun aufgelegt und eine passend zugeschnittene Nylonmembran, die zuvor kurz in
Aqua dest. getaucht wurde, dariiber gelegt. Oben darauf kam eine diinne Schicht
Filterpapier (angefeuchtet) und zwei trockene Schichten dickes Filterpapier. Die nicht
von dem Gel bedeckte Auflage wurde nun mit Parafilm abgeklebt um zu verhindern,
dass seitlich aufsteigende Feuchtigkeit die Saugwirkung der Filterpapiere
beeintrachtigte. Zu guter Letzt wurde ein dicker Stapel Zellulosestoff auf den

Blotaufbau gelegt und mit einer weiteren Glasplatte und 1 kg Gewicht beschwert.

Nach vier Stunden wurde der Blot wieder abgebaut und die Nylonmembran zur
Entferung von Agaroseresten mit 2x SSPE, pH 7,4 (20x SSPE: 175,3g NaCl, 27,6g
NaH:PO4-H20, 7,4 g EDTA auf 1 Liter Aqua dest) fiir eine Minute gespiilt und bei
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80°C fiir zwei Stunden im Ofen getrocknet.

15 ml Prahybridisationsmix bestehend aus 67,5% Aqua dest, 25% 20x SSPE, 5% 100 x
Denhard's Losung und 2,5% 20 x SDS wurde bei 65°C im Wasserbad gelost und nach
Zugabe von 30 pl Lachs-Spermien-DNA mit der aufgerollten Membran iiber Nacht
prahybridisiert.

Fiir die Herstellung der markierten Probe wurden 6 pl Aqua dest. mit 1ul der Sonde
0x0,48 (100pg /ml)fiir 5 min. gekocht und anschlieBend auf Eis 2 pl Hexaprimer und
der dazugehorige 10x Puffer, 3ul Mix aus ATP, GTP, TTP, 5ul radioaktiv markiertes
CTP* und 2 pl Klenow-Enzym hinzugegeben und fiir 1 Stunde im Wasserbad inkubiert.
AbschlieBend erfolgte die Abstoppung mit 2 ul EDTA.

Die Aufreinigung erfolgte an einer Sdule bestehend aus einer 1 ml Einwegspritze, die
am AusfluBl mit Glaswolle abgedichtet wurde und mit 1 ml Sephadex G-50 aufgefiillt
wurde. Diese wurde iiber eine 1,5ml Plastikkiivette in ein 15 ml Probenréhrchen
eingehingt. Nach Zentrifugation mit 1000 rpm fiel der Fiillstand auf 0,8 — 0,9 ml,
sodass noch einmal mit Sephadex G-50 nachgefiillt werden musste. Anschliessend
wurde die Sdule dreimal mit TE-Puffer gespiilt und bei 1000 rpm erneut zentrifugiert,
bevor die markierte Probe aufgetragen wurde. Nun wurde die Sdule fiir 5 min bei 1000
rpm zentrifugiert und mit 500 pl TE-Puffer gepiilt und erneut fiir 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Zur Kontrolle wurde die nun aufgereinigte markierte Probe am
Szintillationszihler gemessen. Mit 1,2 x 10° cpm / ml befand sie sich im optimalen

Bereich.

Bei der eigentlichen Hybridisation wurde wie folgt vorgegangen: Die markierten Probe
und der Prahybridisationsmix vom Vortag wurden fiir 7 min getrennt gekocht und dann
zusammengeschiittet und fiir weitere 8 min gekocht, bevor die Mischnung in eine
Glassdule tUbertragen wurde. Die Nylonmembran aus dem Blot wurde auf einen

Teflonstab gewickelt und so in die Glassdule hinzugegeben, dass die Membran locker in
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der Losung schwimmen konnte. Die Hybridisation erfolgte bei 65°C iiber Nacht im

Wasserbad.

Die Nylonmembran wurde am Folgetag kurz in 2 x SSPE / 0,1% SDS bei
Raumtemperatur geschwenkt und anschlieend in vorerhitzter 1 x SSPE / 0,1% SDS 45
min im Wasserbad bei 65°C {ibertragen. Zuletzt wurde es in 0,1 x SSPE / 0,1% SDS je
nach Aktivitit (Kontrolle am Szintillationszdhler) zwischen 10 min und 2 h im
Wasserbad bei 65°C gelagert. Vor dem Einkleben in die Rontgenfilmkassette wurde die
Nylonmembran in Frischhaltefolie eingepackt. Die Entwicklung erfolgte bei -70°C fiir
50 Stunden.

Ergebnisse und Statistische Auswertung

Probenzusammenstellung

Fiir die Analyse in dieser Arbeit stand die isolierte DNA von 936 Patienten, bestehend
aus 520 weibliche Proben und 416 maénnliche Proben zur Verfiigung. Zur
Methodenetablierung wurde CEPH-DNA aus dem Referenzbestand des Centre d'Etudes
Polymorphisme Humain verwendet. Die Validierung erfolgte mit 9 Referenzproben,

eines externen Labors ( Gregor-Mendel-Laboratorien Neu-Ulm).

Optimierung der PCR-Bedingungen

Die Amplifikation der CGG-Abschnitte innerhalb FMRI1 erforderte zunichst die
Ermittlung optimaler PCR-Bedingungen fiir die Primerpaare, da der CG-Anteil mit
88,6% eine besondere Herausforderung darstellt. Die Primer selbst wurden so gewihlt,
dass sie moglichst nahe an den CGG-Tripletts sitzen, um die Fragmentgréfe aufgrund

der erwarteten Expansion der positiven Proben so klein wie mdglich zu halten.
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661 GGGCGGCGGCGGTGACGGAGGCGCCGCTGCCAGGGGGCGTGCGGCAGCGCGGCGGCGGCEG
S>SSSS>>>SSSSS>>>>>

721 GCGGCGGCGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCTGGGCCTCGA
<<<<LLLLL<<

781 GCGCCCGCAGCCCACCTCTCGGGGGCGGGCTCCCGGCGCTAGCAGGGCTGAAGAGAAGAT
<<<<<<<<<

Abb. 4: Position der Primer 2381 F_FMRI1-hum und 2382 R _FMR1-hum innerhalb FMR1. Der
grau hinterlegte Bereich markiert 18 CGG-Tripletts, die durch 2 CAG-Interdispersionen

unterbrochen werden und entspricht in diesem Fall einem Amplifikat mit 114bp.

Ausgehend von einem Standardprotokoll fiir die Qiagen HotStar® Taq Polymerase
wurde eine Gradienten-PCR entwickelt, um die optimale Annealing-Temperatur zu
ermitteln. Bei unzufriedenstellendem Ergebnis, wurden Modifikationen an den
einzelnen Zeitvorgaben des Protokolles vorgenommen und die einzelnen Reihen unter

gleichbleibenden Bedingungen mit Konzentrationsdnderungen des MgCl, verglichen.

Abb. 5: Beispiel fiir eine Gradienten PCR. Links ist der Langenstandard aus 100bp, die
Annealing-Temperaturen der jeweiligen Proben 1-9 rangiert von 60°C bis 78,5°C, ganz rechts (10)
die Negativkontrolle. Es wurden 20ng DNA mit 20pmol/pl je Primer mit 25U Polymerase, 10mM
dNTPs und 10x PCR Puffer mit dH20 auf 25ul pro Ansatz aufgefiillt. Das Protokoll bestand aus 5
min 95°C anschliessend 40 Zyklen mit 20s/95°C, 4m von 60°C bis 78,5°C, 6m 69°C gefolgt von
10min 72°C.
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Tabelle 12: Ubersicht der ermittelten Annealingtemperaturen fiir eine Gradienten-PCR mit
unterschiedlicher Reagenzienzusammensetzung

PCR#  AT°C  Gradient (4min) Denaturi Extensi Pyrrolid MgCl, DNA Optimum
erung on inone
(20s) (6min)

4 3°C/s  50,3°C-59,8°C  95°C  69°C - - 141806 -
5 3°C/s  60,5°C-76,9°C  95°C  69°C - + 141806 -
5 3°C/s  60,5°C-76,9°C  95°C  69°C - - 141806  63,2°C
7 3°C/s  50,3°C-59,8°C  95°C  69°C - + 141806  51,7°C
8 3°C/s  60,0°C-78,5°C  95°C  69°C - - 141806  63,2°C
16 3°C/s  50,3°C-59,9°C  95°C  69°C - + 141806  51,7°C

17 3°C/s  50,3°C-59,9°C  95°C  69°C + + 141806 -

20 3°C/s  60,3°C-69,8°C  95°C  69°C + - 141806 -
20 3°C/s  60,3°C-69,8°C 95°C  69°C - - 141806  64,3°C
23 3°C/s  55,3°C-64,8°C  95°C  69°C - - 03/1325 -
24 1°C/s  55,3°C-64,8°C  95°C  69°C - - 141806  59,9°C
25 3°C/s  55,3°C-64,8°C 95°C  69°C - - 03/0754 -
26 3°C/s 55,3°C-64,8°C 95°C  69°C - - 03/1279 -
27 3°C/s  55,3°C-64,8°C 95°C  69°C - - 03/1205 63,5°C

Die optimale Annealing Temperatur wurde mit 63°C bei oben gezeigtem Protokoll
ermittelt. Die Verifikation des Protokolls mit unterschiedlichen Proben (Pramutation /
Vollmutation) erbrachte allerdings dieselben Fragmentgrofen, sodal von einem

,mispriming* der HotStar Taq ausgegangen werden muss.
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Abb. 6: Bande 1: CEPH-DNA No 141806 mit 134bp entsprechend 29 Repeats, Bande 2: DNA No
03/0754a, erwartet werden zwei Fragmente ~135/~235, Bande 3: No 03/1279 ein Fragment ~173
erwartet, Bande 4: No 03/1325 Vollmutation, keine Bande erwartet, Bande 5: No 03/0754b (B-
Probe). Alle Banden entsprechen einem 130bp groflen Amplifikat.

Die Modifikation der DNA mit Sodiumbisulfid nach Clark, bei der Cytosin gegen
Uracil ausgetauscht wird, ermdglicht den Einsatz robusterer Primer.'” Ein modifiziertes
Protokoll nach Zhou (2004) wurde mit einem entsprechenden Primerpaar, welches die

ausgetauschten Thyminbasen beriicksichtigt, erprobt.

13681 cagcgggccg ggggttcggc ctcagtcagg cgctcagctc cgtttcggtt tcacttccgg
S>> 3333333333 S33333333> 333333535>5>

13741 tggagggccg cctctgagcg ggecggcggge cgacggcgag cgcgggcggce ggcggtgacg
13801 gaggcgccgce tgccaggggg cgtgcggcag cgcggeggeg gcggeggegg cggeggegge
13861 ggaggcggcg gcggceggcgg cggcggegge ggetgggect cgagcgeccg cageccacct

< <L L L L

13921 ctcgggggcg ggctcccgge gctagcaggg ctgaagagaa gatggaggag ctggtggtgg
<L L L L LL <L

13981 aagtgcgggg ctccaatggc gctttctaca aggtacttgg ctctagggca ggccccatct

Abb. 7: Position der Primer Non-Met-F-hum und Non-Met-R-hum innerhalb FMR1. Die Primer
binden an den Antisense-Strand, der in Gegenwart von Sodiumbisulfit aus dU umgewandelten
dC-Residuen besteht. Die Uracil-Basen werden in der PCR wieder in Thymidin umgewandelt.
Der grau hinterlegte Bereich markiert die CGG-Tripletts. Das Amplifikat besteht aus 168bp + 3n
fiir jedes Triplett.

Hierzu wurde jweils Ing DNA in einem Endvolumen von 5ul mit NaOH in einer
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Endkonzentration von 0,3 M fiir 15min bei 55°C denaturiert. Anschliessend wurden
75ul vorgewidrmtes Sodiumbisulfid (hergestellt aus 0,6g Sodiumbisulfid in 45ul 10 M
NaOH auf 1ml mit dH,0 aufgefiillt) hinzugegeben und 55°C fiir fiinf Stunden auf dem
Thermomixer inkubiert. Anschliessend wurde die Mischung auf der Amersham GFX™
Séule aufgreinigt und mit 50 pl Tris-EDTA eluiert. Anschliessend erfolgte eine
Desulfonierung mit 50ul 0,2 M NaOH fiir 15min bei 37°C. Nach Neutralisation mit 0,2
M Tricin wurde die Mischung erneut auf einer GFX-Siule aufgreinigt und mit 50 pl

Tris-EDTA bei pH 8,0 eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Als besonders problematisch erwies sich der Vorbehandlung mit Sodiumbisulfid
nachfolgende Aufreinigungsschritt mit Amersham GFX'™ Siulen. Trotz dem Einsatz
verschiedenster Sdulen (fiir genomische DNA, Plasmide etc...) konnten die Ergebnisse
nicht in derselben Qualitit wie in der Publikation reproduziert werden. Auch der Einsatz
von 2ng DNA zu Beginn und Verdoppelung des urspriinglich von 15 pl vorgesehene
PCR-Produkt pro Tasche im Ethidiumbromidgel erbrachte keine Verbesserung. Die
spektrometrisch gemessene DNA-Ausbeute nach der Vorbehandlung betrug zwischen
0-15% der urspriinglich eingesetzten DNA-Menge und geniigt nicht den Anspriichen
einer zuverléssig reproduzierbaren Screening-Methode, geschweige denn des geplanten

Einsatzes in der Routinediagnostik.
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Abb. 8: Bande 1+2: CEPH-DNA No 141806 mit ~250bp entsprechend 27 Repeats, Bande 3+4:
Erwartete Dimerbildung der Primer fiir methylierte DNA-Abschnitte, Bande 5+6: Erwartetes
Fehlen eines Schmiers, da eine Amplifikation nur direkt aus einer methylierten DNA méglich ist.

Links und rechts: 100bp Lingenstandards

Abb. 9: Bande 2: DNA No 04/118 mit ~230bp und ~500bp entsprechend 27 und 110 Repeats und
damit einer weiblichen Primutation, Bande 3: DNA No 04/119 mit ~S00bp entsprechend 110
Repeats (ménnliche Priimutation), Bande 4: DNA 04/120 mit ~280bp entsprechend 45 Repeats. Es
fehlt das andere Allel fiir 150 Repeats, Bande 5: DNA 04/121: Es fehlt die Bande fiir eine grofie
ménnliche Primutation mit 220 Repeats. Bande 1: Negativkontrolle. Links: 100bp

Lingenstandard.

Infolgedessen fiel die Wahl auf die Ventg® (exo-) DNA-Polymerase aus Thermococcus
litoralis, bei der im Vergleich zur Tag-Polymerase die 3' — 5' proofreading-Aktivitit
mit gentechnischen Methoden elimiert wurde und gleichzeitig mit einer Halbwertszeit

von 6,7 Stunden bei 95°C explizit fiir hohe Temperaturen geeignet ist.

Die PCR erfolgt entsprechend dem Protokoll in ,,Hot Start“-Technik. Hierbei wird die
Polymerase zusammen mit den dNTPs, dem Puffer aus 1 M Tris-Sulfat pH 9,0 und dem
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Osmoprotektant Betaine als 5pl Bottom Mix mit Wachs iiberschichtet (Schmelzen der
Ampliwax PCR Gems 3min bei 75°C und anschlieBende Kiihlung bei 4°C bis zum
weiteren Gebrauch). In 4ul TopMix sind ebenfalls 5 M Betaine, das Formamid 2-
Pyrrolidinone 99%, 1 M Ammoniumsulfat und 1 M Magnesiumsulfat und jweils 20uM
der Primer 2381 F FMRI1-hum (markiert mit dem Fluoreszenzfarbstoff CY5S von
Amersham) und 2382 R FMRI-hum enthalten. Zum Schluss werden jweils 2pul
isolierte DNA (entsprechend ~150ng) hinzugegeben. Die Vorbereitung erfolgt auf Eis,
nach kurzem Zentrifugieren bei 900 rpm werden 14 Zyklen mit 5 sec bei 98,5°C, 4min
bei 56°C und 6min bei 69°C gefolgt von 15 weiteren Zyklen, bei denen die
Denaturierungstemperatur bei jedem Zyklus um 0,1°C angehoben wird, ausgefiihrt. Das
Produkt wird bei 4°C im Kiihlschrank bis zur Kapillarlektrophorese oder dem Auftragen

auf ein Ethidiumbromidgel aufbewahrt.

Ziel der Optimierung war auch die Ermittlung der AT°C, fiir die die PCR-Ausbeute am
grofBten ist. Darunter versteht man die Temperaturanderung pro Sekunde zwischen den
einzelnen Arbeitschritten der PCR. Die Software des Gene-Amp PCR System 9700
erlaubt zwei Einstellungsmodi. Mit ,,Standard* erhdlt man eine AT°C von 3°C/s und mit

9600 AT°C von 1°C/s.

Abb. 10: Bande 1-4: CEPH-DNA No 141806 bei AT°C 3°C/s mit ~130bp entsprechend 27 Repeats,
Bande 5: Negativkontrolle, Bande 6-9: CEPH-DNA No 141806 bei AT°C 1°C/s mit ~130bp
entsprechend 27 Repeats Links : 100bp Lingenstandard

Anhand der Ergebnisse wurde beschlossen, in Zukunft mit der Einstellung ,,9600 die
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Protokolle durchzufiihren. Auch die Kontrolle mit Proben bekannter Grosse verlief

erfolgreich.

Abb. 11: Bande 1: DNA 03/1325 Vollmutation mit 350 Repeats, wie erwartet nicht amplifizierbar,
Bande 2: DNA 03/1279 ~180bp entsprechend 45 Repeats, Bande 3: DNA 03/1742 ~140bp + ~260bp
(30+ 80 Repeats), Bande 4: CEPH-DNA 141806 ~130 bp (27 Repeats). Links : 100bp

Lingenstandard

Optimierung der Kapillarlektrophorese

Fiir die optimale Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese sind einige Parameter zu
beachten. So muss die DNA entsprechend ihrer Konzentration verdiinnt werden, um
eine saubere Signalintensitit in Relation zum beigemischten Grofenstandard zu
erhalten. Zur Verwendung kamen ein fliissiges Polyacryamidgel (CEQ Separation Gel
LPA-1) und ein GroBenstandard bis 600bp von Beckmann Coulter. Die Temperatur in
der Kapillare betrug konstant 50°C, die DNA wurde 2min bei 90°C denaturiert, um
dann mit einer Spannung von 2.0 kV fiir 30 sec. injiziert zu werden. Eine
zufriedenstellende Diskrimination erhielten man, nachdem die Spannung von 4,8 kV
auf 6.0kV und die Separationsdauer von 30min auf 60min angehoben wurde. Eine
Verdiinnungsreihe fiir das PCR-Amplifikat von 1:20, 1:40, 1:100 und 1:200 wurde unter

allen moglichen Bedingungen getetestet:
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die Messergebnisse der Kapillarelektrophorese bei den jeweiligen
Verdiinnungsreihen. + steht fiir méiiliges, ++ fiir gutes und +++ fiir optimale Ergebnisse.

DNA
141806
141806
03/0754
03/0754
03/1279
03/1279
03/1205
03/1742
03/1742
141805

03/1325

Die besten Ergebnisse wurden bei

Separation
60m @ 6.0kV
60m @ 4.8kV
60m @ 6.0kV
60m @ 4.8kV
60m @ 6.0kV
60m @ 4.8kV
60m @ 6.0kV
60m @ 4.8kV
60m @ 6.0kV
60m @ 6.0kV

60m @ 6.0kV

1:20

+

++

+/+

++

1:40

++

+/-

+/+

+/+

1:100

+/-

+/+

FH/++

++

einer Verdiinnung von 1:200

1:200
+++
++

+++/++

+/+

+H/++

++

bei einer

Separationsspannung von 6.0kV fiir alle Proben erzielt. Die als Kontrolle verwendete

Vollmutation 03/1325 zeigte wie erwartet keinen eindeutigen Peak.

Um die Reproduzierbarkeit der

Analysewerte

zu berpriifen,

wurden die

MeBbedingungen fiir bekannte GroBen sieben mal unter identischen Bedingungen

wiederholt und anschliessend eine deskriptive statistische Auswertung durchgefiihrt.

Tabelle 14: Standardabweichung und Variationskoeffizient fiir die extern validierten Proben mit
unterschiedlichen Repeatanzahlen nach siebenfacher Messung unter identischen Bedingungen.

Durchschnittliche

Fragmentlange (bp)

Standardabweichung (bp)

Variationskoeffizient (%)

(CGG)y (CGG)y

111,9 133,6
0,5 0,9
0,48 0,73

(CGG)s

135,1

0,42

(CGG)s;

168,5

1,4

0,88

(CGG)gy

264.,6

1,6

0,60
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Bestimmung der Abweichung und Ermittlung eines Korrekturfaktors

Der Sequenzunterschied und der hohe CG-Anteil beeinflusst die Migration der Proben
in der Kapillarelektrophorese, sodass sich gegeniiber der standardisierten Langenmarker
von Beckman-Coulter eine gewisse Abweichung zwischen GroBenbestimmung der
Messung und tatsachlicher Grofe ergeben kann. Diese Abweichungen wurden gegen
die tatsdchlichen gemessenen Werte aufgetragen und eine entsprechend lineare
ansteigende Abweichung beobachtet. Der ermittelte Migrationsfaktor betragt 2,6bp pro
CGG-Triplett und wird zukiinftig bei allen GréBenbestimmungen zur Anpassung
verwendet. Zuletzt wurden die korrigierten Ergebnisse mit extern bestimmten

Mefergebnissen verglichen.

Tabelle 15: Vergleich der Messergebnisse mit den extern validierten Werten

DNA Geschlecht Externer Wert Ergebnis
04/118 weiblich ~120 18 (105) + 112 (350)
04/119 ménnlich ~120 105 (330)
04/120 weiblich 140-150 Kein eindeutiger Peak
04/121 minnlich 200-220 Kein eindeutiger Peak
03/754 weiblich 30/70 29 (133,92) / 65 (227.35)
03/1279 ménnlich 44 +/-2 43 (170,21)
03/1325 minnlich 350-450 Kein eindeutiger Peak
03/1742 weiblich 30/80 30 (135,07) / 80 (266.46)

04/672 weiblich 80-90 22(114,71)/ 81 (268,13)
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Abb. 12: Graphische Darstellung der Migrationsabweichung einzelner Stichproben mit bekannter

Grofie vom internen Standard des CEQ8000 (durchgezogene Linie). Die X-Achse ist die

Fragmentgrofie, auf der Y-Achse die Anzahl der CGG-Repeats. Man beobachtet eine mit

zunehmender Triplettanzahl steigende Abweichung.

Mefergebnisse der méinnlichen Proben

Insgesamt wurden 323 ménnliche Proben auf die Anzahl der CGG-Repeats analysiert.

In der Regel wurden pro PCR entweder 16 oder 32 Proben untersucht und am Folgetag

die Kapillarelektrophorese von jeweils zwei PCRs gleichzeitig durchgefiihrt. Die nun
folgenden sechs Elektropherogramme einer MeBreihe vom 10.02.2004 der PCR #51

stehen exemplarisch fiir alle durchgefiihrte Messungen mit nur einem Allel:

Abb. 13a-f: Graphische Darstellung von exemplarisch ausgewihlten Messwerten aus der
Kapillarelextrophorese fiir ein Allel.
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Probe: 030163 Verdiinnung 1:200
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In 22 Féllen (5,45%) musste sie einmalig wiederholt werden, da entweder der Peak
nicht eindeutig genug angezeigt wurde, oder Artefakte die Bildbeurteilung erschwerten.

In 16 Féllen (3,97%) gelang die Amplifikation mittels PCR auch nach mehrfachen
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Wiederholungen nicht. Diese Proben wurden markiert und einer Southern-Blot Analyse
unterzogen, die weiter unten beschrieben wird. Diese war in sechs Fillen erfolgreich. Es
ergaben sich flir 323 Proben eindeutige MeBergebnisse, die sich wie folgt verteilen

(siche Abb 14):

Verteilung der Allelgréfien von 323%roben
25% —

20%

15%

10%

5%

e b a0l HD . mu 10 0 Dofnes !

rrrrrr 1o r1r1r 1o o117 1717 171717117 1717 17T 17 17T 17T T 17T T T T T T T 1T T T1TT°11
=1516 17 18 13 20 21 22 23 24 25 26 27 28 23 30 31 32 33 34 35 36 37 38 33 40 4] 42 43 44 45 465 47 4B 43 50 51 52 53 54 55»=55

Anzahl der CGG-Repeats

Abb. 14: Histogramm der Allelverteilung von 323 miinnlichen Proben mit einem Allel. Die
Aufteilung erfolgt nach der Anzahl der CGG-Repeats.

Die kleinste gemessene Fragmentgrof3e betrug ~91,8bp (entsprechend 13 Repeats), die
groBte innerhalb des Normalbereiches ~180,3bp (entsprechend 47 Repeats). Es wurden
zweil Pridmutationen identifiziert mit ~208bp (58 CGG) und ~300bp (93 CGG). Am
hiufigsten wurden die Allele fiir 30 Repeats (91 Proben, 23,16%) und 29 Repeats (74
Proben, 18,83%) beobachtet. Zusammen machen sie 41,84 Prozent des gesamten
Probenmaterials aus. Bei der Pramutation mit einem 208bp ist der Peak noch recht

deutlich zu erkennen (siche Abb. 15 a, b).
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Abb. 15 a,b: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Kapillarelektrophorese fiir die
Primutation mit 208 bp.
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Bei der Pramutation mit 300bp hingegen, bildet sich schon das typische Stottern im
Zusammenhang mit einem schwach ausgeprégten Signal, das sich aber aufgrund seiner

Symmetrie deutlich von dem Grundrauschen abhebt (siche Abb. 16 a, b).

Abb. 16 a,b: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Kapillarelektrophorese fiir die
Primutation mit 300 bp.
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MefBergebnisse der weiblichen Proben

Insgesamt wurden 458 weibliche Proben auf die Anzahl der CGG-Repeats analysiert.
Die Vorgehensweise unterschied sich nicht von der Untersuchung der ménnlichen
Proben. Die folgenden sechs Elektropherogramme einer Mefreihe stehen exemplarisch
fiir die Ergebnisse mit zwei Allelen (siche Abb. 17 a-f).

Abb. 17 a-f: Graphische Darstellung von exemplarisch ausgewihlten Messwerten aus der

Kapillarelextrophorese fiir ein Allel.
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In 21 Fillen (4,21%) gelang die Amplifikation mittels PCR auch nach mehrfachen
Versuchen nicht, sodal3 diese Proben einem Southern-Blot unterzogen wurden, der in 10
Féllen erfolgreich verlief. In 120 Proben (24%) wurde nur eine Allelgro3e beobachtet,
sodal} insgesamt 794 Allele auf ihre Verteilung nach der Lénge analysiert werden
konnten ( siche Abb. 18 ):
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Abb. 18: Histogramm der Allelverteilung von 458 weiblicher Proben, davon 120 mit einem Allel.
Die Aufteilung der 794 Allele erfolgt nach der Anzahl der CGG-Repeats.
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Anzah| der CGG-Repeats

Die kleinste gemessene AllelgroBe betrug 8 CGG Repeats, die grofiten im
Normalbereich 46 CGG-Repeats. Auch hier sind die AllegroBen 30 (173, 21,8% ) und
29 (147, 18,5% ) am héaufigsten vertreten und machen 40,3% aller untersuchten Allele
aus. Sortiert man das jeweils kleinere Allel (bei zwei vorhandenen) in eine Gruppe und
die groBeren der beiden Allele in eine zweite Gruppe so beobachtet man dhnliche Werte

fiir Median und Standardabweichung.

Tabelle 16: Median und Standardabweichung fiir die weiblichen Proben (zwei Allele).

Kleinere Allele Grofiere Allele
Anzahl 458 337
Median 28,04 29,89
Standardabweichung 493 6,56
Min/Max 8/40 19/114

Es wurden zwei Pramutationen gefunden. Im ersteren Fall waren die Fragmentgrofen
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139,4 bzw. 201,8bp entsprechend 31/55 CGG-Repeats. Im zweiten Fall wurden 161,72
bzw. 355bp gemessen, entsprechend 40/114 CGG-Repeats. In beiden Fillen existiert
jeweils nur eine DNA-Probe, sodal hier der Vergleich zwischen A und B-Probe

entfallen musste (siche Abb 19 a, b).

Abb. 19 a,b: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Kapillarelektrophorese fiir die
Primutation mit 300 bp.
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PR SCA0464-FMR1_#121 1:200.B03_04110614J8

= 49
75000-E 13598 EMR-1
5000059? 8090 120 140 160 1801 20§ 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
3 E
& 25000-£ l
<3 = )
& 0:\\1‘!‘A~j‘1‘ li\"‘l'\'\\J"ﬂh&k“'lt%l"AI\A“J}AJYAﬂm‘I%f\\m\JJ‘
0 100 200 300 400 500 600 700
Size (nt)

Probe 03/812 (40/114 CGG Repeats ):

mri  030812-FMR1_#133 1:200.F06_04110614JA

125000
10000QEy s 120 10 160 18000 220 [2a0 200 230 O 320 MO 30 30 400 40 440 460 480 500 S0 540 560 560 0 w0 60
75000
S 50000-£
o E | [ 1| |
© 25000-E | | o | P N T R T A
a8 0-F L | l‘ J‘ Ll v:um” ! I ﬂ “‘l A /1 ﬁx I L 1‘ \L\U L‘ ,‘U | A 1“1 ‘k M‘ b bk J‘& L :
0 100 200 300 400 500 600 700
Size (nt)

Abb 20: VergroBierter Ausschnitt aus der
Abbildung 19b (Fall 03/812). Man erkennt das
symmetrische Stottersignal mit einem Maximum
bei 355bp.
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Zusammenfassend eine Ubersicht der Allelverteilung aller gemessen Proben (minnlich
und weiblich). Wie bereits bei der getrennten Darstellung ersichtlich, sind die Allele 29
und 30 am héufigsten vertreten mit einer Schulter bei 19 und 22 CGG-Tripletts (sieche
Abb 21).

Abb. 21: Histogramm der kombinierten Allelverteilung von ménnlichen und weiblichen
Proben. Die Aufteilung der 1117 Allele erfolgt nach der Anzahl der CGG-Repeats.
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Anzahl der CGG-Repeats

Klinische Daten der Studienteilnehmer

Von den Proben 323 ménnlicher und 458 weibliche Studienteilnehmer wurden nun
anhand der Krankenakten die klinischen Daten ausgewertet. Eine Aufteilung der
weiteren klinischen Befunde neben Ataxie (100%) finden sich in Abb.22a und b.
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Abb. 22a: Weitere klinische Befunde 323 untersuchten méinnlichen Proben
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Abb. 22b: Weitere klinische Befunde 458 untersuchten weiblichen Proben
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Klinische Daten der Pramutationstriger

Patient 1 (ménnlich, 58 CGG Repeats) leidet seit seinem 30. Lebensjahr unter einer
langsam progredienten rein cerebelldren Ataxie. Kernspintomographische Aufnahmen

zeigen eine milde Kleinhirnatrophie ohne T2-Hyperintensititen in den zerebelldre

Pedunkeln.

Patient 2 (minnlich 93 CGG Repeats) entwickelte im Alter von 45 Jahren einen
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Intentionstremor  gefolgt von Ataxie, die sich in den néchsten 20 Jahren weiter

verschlechterten. Im einer Kernspintomografie wurde eine Kleinhiratrophie festgestellt.

Patient 3 (weiblich, 55 CGG Repeats), 32 Jahre, keine Daten bekannt, da fiir weitere

Untersuchungen nicht mehr rekrutierbar.

Patient 4 (weiblich, 144 CGG Repeats), 53 Jahre ist seit vielen Jahren ein unklares
zerebelldres Okulomotoriussyndrom bekannt, jetzt zusitzliches Auftreten einer Ataxie

seit 1 Jahr. Eine Kernspintomografie wurde nicht durchgefiihrt.

Altersverteilung der zu untersuchenden Kollektive

Von grofler Bedeutung ist insbesondere das Alter der zu unteruschenden Kollektive, da
fiir FXTAS altersbedingt unterschiedliche Pravalenzen bekannt sind. Zum Zeitpunkt der
Messung betrug der Median fiir die Ménnlichen Proben 55 Jahre, 146 Patienten
befanden sich innerhalb des 1. und 3. Quartils. Unterhalb der 25. Perzentile ( 44 Jahre)
waren 81 Patienen; oberhalb der 75. Perzentile ( 62 Jahre ) 92 Patienten. Von der
Diagnose bis zur genetischen Testung vergingen im Schnitt 7,7 Jahre, sodall der Median
fiir den Erkrankungsbeginn bei Ménnern bei 52 Jahren (Standardabweichung ¢ =15,9)
liegt. Bei den weiblichen Proben betrug der Median zum Zeitpunkt des Testes 57 Jahre,
101 Patientinnen befanden sich innerhalb des 1. (42 Jahre) und 3. (63 Jahre) Quartils,
wiéhrend sich 59 Patientinnen oberhalb und 53 unterhalb des Quartilsabstandes

befanden.

Auf das Gesamtkontingent bezogen, machen die Pramutationen bei den Mannern 0,62%
der Fille, bei den Frauen 0,43% der Fille aus. In der Gruppe oberhalb 50 Jahre sind dies
0,55% der Félle (Méanner), bzw. 0,52% der Fille (Frauen).
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Altersverteilung
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Abb. 23: Vergleich der Altersverteilungen in den Kollektiven Ménner und Frauen.

Als Kontrolle wurden 50 Patienten mit spinozerebellirer Aataxie mit bekannter
Mutation fiir SCA1 (4 Proben, 8%), SCA2 (5 Proben, 10%), SCA3 (17 Proben, 34%),
SCA6 (22 Proben, 44% ) und SCA17 (2 Proben, 4%) ebenfalls untersucht und
hinsichtlich ihrer Verteilung der Allelgroen mit den Féllen von sporadischer Ataxie

verglichen. Es ergab sich keine signifikante Abweichung (siche Abb. 24).
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Abb. 24: Gesamtverteilung von 373 Allelgroflen (weif3: sporadische Ataxie, grau: SCA)
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Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu kldren, ob eine Primutation des FMR 1 Gens innerhalb einer
Gruppe kaukasischer Patienten mit sporadischer Ataxie fiir die klinische Symptomatik
verantwortlich gemacht werden kann, dies hitte gegebenenfalls eine Reevaluation der
molekulargenetischen Differentialdiagnostik zur Folge. Zusitzlich sollte eine ziigig
durchzufiihrende und gleichzeitig dennoch robuste Nachweismethode fiir die Anzahl
der CGG-Tripletts im FMR1 Gen im Labor des Institutes fiir Antrophologie und
Humangenetik der Universitét Tiibingen etabliert werden. Sie sollte eine routineméssige
Ausschlussdiagnostik eintreffender Proben innerhalb von zwei Tagen ermoglichen und
gleichzeitig das semiautomatische Screening einer grolen Probenanzahl auf das
Vorhandensein ~ einer  Prdmutation  ermdglichen.  Anhand eines  groflen
Patientenkollektives sollte die etablierte Methode auf ihre Aussagekraft hin gepriift
werden und durch Vergleich mit externen Ergebnissen und der Ermittlung eines
Korrekturfaktors fiir den hohen CG-Anteil einen entsprechenden Qualitdtsstandard
sicherstellen, der den Leitlinien des Berufsverbandes Medizinische Genetik fiir die
FRAXA-Diagnostik entspricht.

In dieser Arbeit wurde ein Testsystem entwickelt, das mit hoher Reproduzierbarkeit (1)
die genaue Bestimmung der Repeatanzahl der Normalallele und Pridmutationsbereiche
bis ~120 CGG-Tripletts ermdglicht, (2) ein hohes Diskriminationsvermdgen der
weiblichen Allele aufweist und (3) eine Ausschlussdiagnostik innerhalb von 24

Stunden fiir maximal 96 zu untersuchende Proben erlaubt.

Bis zum Ende dieser Studie wurden insgesamt 458 weibliche Proben und 323
ménnliche Proben mit Verdacht auf spinozerebellire Ataxie mit einer
fluoreszenzmarkierten PCR untersucht. Fiir 22 weibliche und 16 ménnliche Proben

wurde anschliessend ein Southern-Blot durchgefiihrt.

Diskussion der PCR

Fir die Bestimmung der CGG-Repeatanzahl mittels PCR existieren inzwischen

unterschiedliche Strategien, wie trotz dem aussergewOhnlich hohen CG-Anteil und des
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damit verbundenen Potential zur Ausbildung von Sekunddrstrukturen ein
zufriedenstellendes Amplifikat erzielt werden kann. Die ersten verdffentlichten
Protokolle verwenden alle 7-deaza-GTP anstelle von dGTP, um die Ausbildung von
Hoogsteen-Bindungen zu verhindern, werden aber mit dem Nachteil erkauft, sich im
Agraosegel nicht mit Ethidiumbromid anfirben zu lassen.'”* ' ' Der dadurch
notwendige Einsatz von Gelelektrophorese, nachfolgenden Blotten und Einsatz einer
radioaktiv markierten Probe erfordert das Vorhandsein eines Isotopenlabors und
aufgrund der kurzen Halbwertszeit eine regelméssige Neuanschaffung des Isotops. Der

8 oder biotinylierten'”” Sonden

Ersatz durch Silberfirbung'”’, Dioxigenin-markierten'
tauscht nicht dariiber hinweg, dal das Verfahren fiir ein Screening von einer groflen
Probenanzahl zu aufwendig ist. Auch alternative PCR-Ansdtze mit der extrem
thermostabilen exo(-)PfU-Polymerase mit hoheren Temeraturen, unter denen die
Ausbildung von Sekundirstrukturen und damit die Entstehung von Schattenbanden
durch Lesefehler der Polymerase erschwert ist, ermoglicht zwar den teilweise Einsatz
von dGTP und damit die direkte Anfirbung im Gel."® Allerdings beobachtet man hier,
wie bei vielen anderen Protokollen auch das Problem, dass in weiblichen Proben das
normal grosse (kurze) Allel bevorzugt amplifiziert wird und somit bei Nachweis von
nur einer Bande ein Southern-Blot angeschlossen werden muss. Die
Kapillarelektrophorese in Kombination mit der ebenfalls thermostabilen pwo-DNA
Polymerase oder dem Expand Long Template System (Roche) und
fluoreszenzmarkierten Primern stellt eine deutliche Verbesserung hinsichtlich der
Arbeitseffizienz dar, erfordert jedoch noch einen Aufreinigungsschritt zwischen PCR

81 182 Erste Versuche mit Taq Polymerase mit verschiedenen

und Elektrophorese.
Additiven ermdglichte zwar eine Amplifikation der Normalallele, fiihrte jedoch zu
Lesefehlern bei den Primutationen. Auch der Einsatz derselben Polymerase in einem
kiirzlich veroffentlichten Triple-PCR Protokoll, das durch Vorbehandlung mit
Sodiumbisulfid gleichzeitig die Bestimmung des Methylationsstatus erlaubt, brachte in
unserem Labor nicht das gewiinschte Ergebnis.'® Beim Aufreinigungsschritt der DNA
war der Probenverlust trotz Einsatz unterschiedlicher GFX™-Séulen zu hoch, sodass
die Signalintensitit der Banden im Agarosegel nicht den Anspriichen eines
zweifelsfreien Nachweises entsprach. Zuverldssig reproduzierbare Ergebnisse wurden

mit der ohne proofreading-Aktivitidt ausgestatteten VentR (exo-) DNA Polymerase
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(ohne proofreading-Aktivitdt) unter optimierten Bedingungen erzielt. Hierzu gehort das

Aminosdureanalogon Betain, welches als natiirlicher ~Osmoprotektant, die

Schmelztemperatur CG-reicher Sequenzen absenkt '**

185

und die Denaturierung der
Polymerase bei hohen Temperaturen verhindert. ”> Das niedermolekulare Formamid 2-
Pyrrolidinon, auch als zyklische GABA-Vorstufe bekannt, hat sich bei der Entwindung

186 Als zwitterionischer Puffer wurde Tris-Sulfat in

der DNA-Doppelhelix gut bewihrt.
Kombination mit Ammoniumsulfat und Magnesiumsulfat zur Verbesserung der
Ausbeute eingesetzt. Zusitzlich wurde eine optimale Hot-Start-Technik durch die
Trennung von Polymerase, dNTPs auf der einen Seite und Primer und Additive auf der
anderen Seite mittels der Zugabe von AmpliWax" erzielt. Die PCR erfolgt somit in
zwei Schritten: Zuerst erfolgt die Zugabe des Bottom-Mix mit dem Trennwachs,
welches nach dem Schmelzen eine Schutzschicht ausbildet, auf die der Top-Mix

gegeben werden kann.

Diskussion der Southern-Blot-Analyse

Die Southern-Blot-Analyse mit Hind III und Pst I Doppelverdau und radioaktiv
markierter Sonde 0Ox0,48 gilt trotz ihres Zeitaufwandes immer noch als ,,Gold-
Standard“ in der Labordiagnostik, da mit ihr Normalallele, Pridmutationen und
Vollmutationen differenziert werden kénnen.'®” Dieses erprobte Verfahren wurde zur
Untersuchung der Screening-Ausfille unveridndert iibernommen. Thr Nachteil ist
allerdings der hohe Bedarf an DNA, der von vornherein einen Teil der zu
untersuchenden Proben ausschliesst. Da bei einem Screening mittels PCR der Ausfall
einer Probe entweder auf ein Allel im oberen Pramutationsbereich / Vollmutation oder
einem echten Ausfall zuriickzufiihren ist, ist ihr Einsatz obligatorisch, um keine falsch
negativen Befunde zu erhalten. Von den 38 in der PCR fehlgeschlagenen Proben
(16m/22w) konnten 20 (6m/14w) untersucht werden und alle Allele dem Normalbereich
zugeordnet werden. Von den verbleibenden 18 Proben war in 10 Fillen die
Konzentration der DNA nicht ausreichend hoch genug, um sichtbare Banden zu
erhalten. In den iibrigen Fillen ist von einer nicht vollstindig aufgereinigten DNA
auszugehen, die sowohl fiir das Versagen der PCR als auch des Southern-Blots

ursichlich ist.
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Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt wurden 905 Probanden auf die Anzahl der CGG-Trinukleotide im FMRI1
Gen untersucht. In 892 Fillen erhielten wir ein giiltiges MeBergebnis, das sich in 393
mannliche und 499 weibliche Proben unterteilen ldsst. In beiden Gruppen wurde jeweils
zwei Prdmutationen diagnostiziert. Eine Vollmutation wurde nicht beobachtet.
Innerhalb des weiblichen Kollektives wurden allerdings in 121 Proben (24%) nur ein
Allel beobachtet. In diesen Fillen sind entweder beide Allele gleich groB3, oder ein Allel
iiberschreitet die maximale Fragmentgrofle der PCR. Die Privalenz der Prdmutationen

in den weiblichen Proben kann somit durchaus hoher sein.

Das hier eingesetzte System mit fluoreszenzmarkierter PCR und anschlieBender
Kapillarelektrophorese ermoglichte die Bestimmung der Allele bis zu einer Allelgrofle
von 115 Repeats bei genauem Diskriminationsvermdgen der einzelnen Tripletts
untereinander (maximale Abweichung 1,5bp bei wiederholten Messungen). Die
Verteilung der Allelgrof3e ist auBBerordentlich heterogen. In den 393 méannlichen Proben
wurden 27 unterschiedliche Repeatgroflen beobachtet, 30 Repeats war das hiufigste
Allel. Zieht man davon die 50 Proben mit positven SCA-Testergebnissen sowie 20
Proben mit klinischen Ausschlusskriterien ab, bleiben 323 Proben mit identischem
Verteilungsmuster iibrig (27 unterschiedliche Repeatgrofien, hdufistes Allel: 30 CGG).
Das Verteilungsmuster wies bei 19 und 22 Repeats ebenfalls erhohte Werte aus mit
einer charakteristischen Senke zwischen 24 und 27 Repeats. Bei den weiblichen Proben
zeigt sich das gleiche Verteilungsmuster. Nach Abzug von 41 Ausschlusskandidaten
von insgesamt 499 Proben werden bei den 458 weiblichen Proben (davon 336 mit zwei
Allelen) 31 unterschiedliche RepeatgroBBen beobachtet. Auch hier ist das Allel mit 30
CGG am héufigsten anzutreffen, sowie neben der Senke zwischen 24 und 27, erhohte
Werte zwischen 19 und 22 Repeats. Damit stimmen die Zahlen mit den Beobachtungen
von Brown (1993)'”° und Larsen (1997)"*! iiberein. Insbesondere der hohe Anteil des
Allels mit 20 Repeats wird fast ausschlieBlich in der kaukasischen Bevolkerung
beobachtet.'®
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Heterozygotie fiir die CGG-Repeats ermoglichte in 76% die Differenzierung beider
Allele bei den Frauen. Damit befinden sich der beobachtete Wert zwischen den
Angaben von 80% Brown (1996)** und Fu (1991)'* mit 63%. Hingegen weicht die
Verteilung der fiir 14 verschiedene AllelgroBBen beobachteten Werte mit nur einem Allel
von anderen Publikationen ab, wenn man fiir jede solche Probe einen homozygoten
Zustand annimmt. In dieser Arbeit verteilen sich dann 41,3% auf 30 CGG Repeats,
22,3% auf 29 Repeats und 14,8% auf 28 CGG, wihrend in der Studie von Brown
(1996)**  fiir 30 CGG Repeats einen Anteil von 75% und fiir 29 Tripletts 15%
angegeben wurde. Diese Abweichung erklirt sich dadurch, dass in der amerikanischen
Studie von Brown et al. der Gesamtanteil aller Allele mit 28 Repeats weniger als 3%
ausmacht, wihrend dieses Allel mit ~7% in der deutschen Bevolkerung stirker

verbereitet zu sein scheint.

AllelgroBen zwischen ~45 und ~59 Repeats werden als Grauzonenallele oder als
,JIntermediate Alleles bezeichnet, da sie sich in der Meiose instabil verhalten konnen.
In dieser Arbeit wurden bei den Frauen 6 solche Allele (1,3%) und bei den Ménnern 5
Allele (1,54%) beobachtet. Dies entspricht einer Untersuchung von 2500
Kontrollproben, bei denen Brown et al (1996)** 46 Grauzonenallele (1,84%)
beobachten. Hingegen geben Zhong et al. (1996)"° fiir Frauen in 4% der Fille an,
mindestens ein Chromosom mit 45 Repeats oder mehr beobachtet zu haben. Um eine
Aussage tiber die Stabilitdt solcher Allele zu machen konnen, kann bei Bedarf mittels
Sequenzierung die Interdispersion der AGG-Tripletts aufgeschliisselt werden. Dies ist
jedoch nicht Bestandteil dieser Arbeit, da routineméfige Sequenzierung wihrend eines

Screenings mit hohem Aufwand verbunden ist.

Die Pravalenz von FXTAS

Uber die Anzahl der Primutationen innerhalb eines Patientenkollektives mit
spinozerebelldrer Ataxie gibt es derzeit sehr unterschiedliche Aussagen. MacPherson et
al. (2003) untersuchten 59 Minner (keine Altersangaben) bei denen SCAI, 2, 3, 6 und 7
ausgeschlossen war und fanden drei Pramutationstriger (~5%) mit 51, 66 und 87

Repeats. Nur letzterer mit einem Erkrankungsalter von 72 Jahren, Reflexminderungen,
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distaler sensorischen Verlusten, kortikaler und zerebelldrer Atrophie entspricht den
diagnostischen Kriterien fiir FXTAS, wihrend die anderen beiden mit ihren
Erkrankungsalter von 42 und 51 Jahren und klinischen Symptomen hiervon abweichen.
Tan et al. (2004)191 analysierten in einer asiatischen Kohortenstudie mit 167 Patienten
unter anderem auch 55 Patienten (30 Ménner, 25 Frauen) mit sporadischer Ataxie
(durchschnittliches Alter 50,3 Jahre), bei denen SCAL, 2, 3, 6, 7 und 17 ausgeschlossen
waren. Entsprechend den niedrigen Pridvalenzen von FRAXA in der asiatischen
Bevolkerung, wurden in dieser Studie keine Trager mit einer Praimutation entdeckt. In
122 flamischen Patienten mit zerebelldrer Ataxie und SCAL, 2, 3, 6 und 7-Ausschluf
wurden fiinf Patienten (4,1%) mit einer Prdmuation beobachtet.192 Alle fiinf Patienten
mit 80, 82, 84, 91, 111 CGG-Repeats berichteten im Alter von 61-70 Jahren erstmalig
tiber klinische Symptome aus dem Spektrum von FXTAS. Bis auf einen Patienten
konnten in allen entsprechenden Hyperintensititen in den Kernspinaufnahmen der
Kleinhirnschenkel nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurden in 323 untersuchten
mannlichen Ataxie-Patienten, bei denen SCAIl, 2, 3, 6, 7 und 17 ausgeschlossen
worden war, zwei (0,62%) Pramutationen mit 58 und 93 Repeats nachgewiesen. In 458
weiblichen Patienten wurden ebenfalls zwei (0,43%) Pramutationen mit 55 und 144
CGG-Repeats beobachtet. Die in unserer Arbeit beobachteten Zahlen lassen die
SchluBfolgerung zu, dass die Privalenz von FXTAS-assozierten Féllen mit Ataxie in

Deutschland somit deutlich geringer als in der angloamerikanischen Bevolkerung ist.

Schluf3folgerungen

o Es wurde eine schnell und zuverldssig durchzufiihrende Screening-Methode zum
Nachweis von FMR1 Pramutationen etabliert. Nach Validierung des Verfahrens mit
externen Proben wurden damit insgesamt 406 Minner und 499 Frauen untersucht. In
37 Fillen musste ein Southern-Blot angeschlossen werden, der in 16 Féllen

erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.

o Die Allelverteilung der Probanden mit Ataxie entspricht den Angaben in der

Literatur. Am héaufigsten sind die Allele 29 und 30 wie auch in der allgemeinen
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Bevolkerung anzutreffen. In weiblichen Proben wird in 24% nur eine AllelgroRe
beobachtet, soda3 bei einer Einfiihrung dieses Screening-Testes in die klinische
Routinediagnostik fiir ungefihr ein Viertel der weiblichen Proben ein genomischer
Southern-Blot erforderlich sein wird. Zwischen SCA und Non-SCA-Probanden
besteht kein signifikanter Unterschied.

Die Privalenz der Primutationen von 2/393 (Ménner) und 2/499 (Frauen) deckt sich
mit den in der Literatur hiufig verwendeten Angaben von 1:813 fiir Méanner und
1:259 fiir Frauen. Auch die Anteil der Allele im Grauzonenbereich 1,3% (Mainner)

und 1,54% (Frauen) liegt nur unwesentlich unter denen einer grofen Studie.

Der Anteil von Patienten mit FXTAS-assozierten Prdmutationen innerhalb eines
Kollektives mit sporadischer Ataxie (0,55% in der Gruppe Ménner iiber 50 Jahre,
0,52% in der Gruppe Frauen tiber 50 Jahre) scheint in Deutschland deutlich geringer
zu sein, als die von anderen Studien prognostizierten 4-5%. Ein routineméafiges
Screening aller Ataxie-Patienten auf FMR1 erscheint vor diesem Hintergrund nicht
sinnvoll. Allerdings l4sst sich auch aus unseren Daten ableiten, dass nach Beachtung
der speziellen klinischen Charakteristika (insbesondere Tremor und Ataxie, sowie
eine typisch auffillige Bildgebung der Kleinhirnschenkel) — wie sie Hagerman
vorgeschlagen hat — ein FXTAS durchaus klinisch wahrscheinlich gemacht und

sodann molekulargenetisch gesichert werden kann.

Die von Hagerman et al. (2004) gemachte Beobachtung, dass FXTAS auch bei
Tragerinnen einer Pramutation auftritt, konnte bestétigt werden. Weitere Studien an
groBeren Kollektiven sind ndtig um die Priavalenz von FXTAS in dieser Gruppe in
Abhingigkeit vom Alter bestimmen zu konnen, da hieriiber in der Literatur noch

keine vergleichbaren Zahlen vorliegen.
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Zusammenfassung

Fragiles X Syndrom (fraX) ist eine der hdufigsten genetischen Ursachen fiir geistige
Behinderung. Ursdchlich hierfiir ist die Trinukleotidverlingerung eines CGG-
Polymorphisnus liber 200 Wiederholungen hinaus im nicht-kodierenden Bereich des
fragile X mental retardation gene 1 (FMR1), die zu einer Hypermethylierung der
Promotorregion und damit zu einer Blockade der Transkription fiihrt. Triger einer
Pramutation (55-200 CGG-Repeats) tragen nicht nur das hohe Risko wéhrend der
Meiose ihren Nachkommen eine Expansion zur Vollmutation weiter zu verwerben,
sondern konnen mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit von zwei weiteren
spezifischen Krankheitsbildern betroffen sein. Neben vorzeitiger Menopause in 16-21%
der Frauen, sind vor allem Ménner in Abhédngigkeit des Alters von einer progredient
voranschreitenden  neurologischen  Erkrankung, dem Fragilen X-assozierten
Tremor/Ataxie  Syndrom (FXTAS) betroffen. Leitsymptome sind Ataxie,
Intentionstremor die in der Regel um das 70. Lebensjahr manifest werden und ihr
morphologisches Korrelat in Hyperinitensititen der cerebelliren Pedunkeln und den
Nucleus dentatus umgebender weiller Substanz in T2-gewichteten Kernspintomographie
aufweisen. Weitere, akinzidentelle Befunde sind Parkinson-Symptomatik, periphere
Neuropathie und kognitiver Abbau. Post-mortem findet man in den Neuronen des
gesamten Cortex eosinophile intranukldre Einschliisse mit Betonung auf Hippocampus
und Cerebellum bei gehduften Purkinje-Zelluntergang. Als mogliche Ursache wird eine
»gain of toxicity” der erhohten FMR1 mRNA-Spiegel angenommen. Die in diesem
Kollektiv beobachteten Symptome {iiberlappen sich mit den klinischen Bildern von
atypischen Morbus Parkinson, spinozerebelldrer Ataxie (SCA), essentiellem Tremor

und Demenz, die in der dlteren Bevolkerung nicht selten anzutreffen sind.

Da die Symtomatik von FXTAS erstmalig 2001 beschrieben wurde, ist es derzeit von
grofem Interesse, eine Revealuation der differentialdiganostischen Uberlegungen
hinsichtlich genetischer Untersuchungen durchzufiihren. Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, ob eine Pramutation des FMRI1 Gens fiir innerhalb einer Gruppe

kaukasischer Patienten mit sporadischer Ataxie verantwortlich gemacht werden kann.
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Hierzu wurde in dem Labor eine ziigig und kostengiinstig durchzufiihrende Screening-
Methode etabliert und es konnten insgesamt 781 Patienten (323 Mainner und 458
Frauen) mit Leitsymptom Ataxie, bei denen ein positiver Mutationsnachweis fiir SCA1,
2, 3, 6, 7und 17 ausgeschlossen wurde, auf ihre Anzahl der CGG-Repeats untersucht
werden. Bei international vergleichbaren Werten fiir die Verteilung der Allelgrofen
wurden insgesamt vier Primutationen mit 55, 58, 93 und 144 CGG-Repeats detektiert.
Die klinischen Symptome der ménnlichen Proben unterschieden sich deutlich. Wahrend
in Patient 2 mit 93 CGG-Repeats anamnestisch eine langsam progrediente Ataxie mit
Intentionstremor iiber 20 Jahre und Kleinhirnatrophie beobachtet wurde, erfiillte Patient
1 nicht die diagnostischen Kriterien fiir FXTAS. Zum einen ist der Erkrankungsbeginn
im 30 Lebensjahr ungewohnlich frith, zusdtzlich konnten die charakteristischen
Hyperintensititen  in  T2-gewichteten = Kernspintomografieaufnahmen  nicht
nachgewiesen werden. Bei der Patientin 4 dominierte iiber mehrere Jahre ein
zerebelldres Okulomotoriussyndrom, bevor die Ataxie zusdtzlich auftrat. Die hier
beobachtete Privalenz der Pridmutationen von 2:393 (Ménner) und 2:458 (Frauen)
entspricht denen der allgemeinen Bevdlkerung, sodaB3 in Deutschland eine genetische
Testung innerhalb der Patientengruppe mit sproradisch auftretender Atxie nicht
erfolgsversprechender ist. Vielmehr sollte ein genetischer Test gezielt bei klinscher
Verdachtsymptomatik oder charakteristischen radiologischen Befunden im Rahmen

einer ausfiihrlichen humagenetischen Beratung angewendet werden.
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