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1. Zusammenfassung

Bei Dystonien handelt es sich um neurologische Bewmwgsstérungen, die zu den
extrapyramidalen Hyperkinesien gerechnet werdentuédlk werden unter den isolierten
Dystonien 22 monogenetische Formen (DYT1-DYT25) tersthieden, wobei bei 13
Dystonieformen das fir die Krankheit verantwortéclsen identifiziert worden ist. Die
DYT6-Dystonie prasentiert sich klinisch haufig alse frih beginnende, fokale Dystonie mit
zervikalem und brachialem Befallsmuster, die ing@neralisiertes Stadium tbergehen kann.
Bei vielen Betroffenen ist au3erdem das Sprachvgemdm Sinne einer spasmodischen
Dysphonie beeintrachtigt. Die DYT6-Dystonie wird rdu Mutationen imTHAP1Gen
verursacht, welches auf dem kurzen Arm des Chromss®lokalisiert ist und fur daBHAP-
domain-containing apoptosis-associated proteiffTHAP1) kodiert. Unsere und eine andere
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass THAP1 an dienBrarregion de§ OR1AGens bindet
und dort als Repressor dé&orsinAExpression fungiert. Mutationen IMOR1AGen sind

bekannt als Ausldser der DYT1-Dystonie.

Um das Mutationsspektrum d&slAP1-Gens zu erweitern und ggf. phanotypische Merkmale
aufzuzeigen, di@HAP1Mutationstrager kennzeichnen, wurde bei einemeRankollektiv
von 567 Probanden mit isolierter Dystonie da$AP1Gen sequenziert. Hierbei konnten
zehn bisher unbeschriebene Varianten bei neunithdin identifiziert werden. Bei sechs von
Ihnen handelt es sich um Missensemutationen, @&ieDiNA-bindende THAP-Doméne des
THAP1-Proteins betreffen. Ferner wurde eine Defeiim dritten Exon entdeckt, die eine
Leserasterverschiebung zur Folge hat und in uniivaiter Nahe zu der Region liegt, die fur
das Kernlokalisationssignal von THAP1 kodiert. Dnaitere Mutationen betreffen die nicht-
kodierenden Regionen des Gens und sind in der Néhkmtron/Exon-Ubergange gelegen. In
anschlielendem-silico und in-vitro Versuchen konnte fur sechs der gefunden Mutationen
ein pathogener Effekt nachgewiesen werldbas klinische Bild der von pathogenen
Mutationen Betroffenen zeigte einen fir die DYT6sipnie relativ typischen Befund mit
frihem Krankheitsbeginn, Erstmanifestation an Hadker Arm, sowie Progression der

Symptome und Beteiligung der Sprache.

Um die Regulation vomMOR1Adurch THAP1 auch um Zellmodell nhachzuweisen, warde
Fibroblasten vorTHAP1-Mutationstragern auf ihren Gehalt aRlAPL und TOR1IAMRNA
untersucht und mit gesunden Kontrollprobanden iargh. BezlglichTOR1Akonnte kein
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen naclegewiwerden. Auch auf Protein-Ebene
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zeigten die Fibroblasten von Mutationstragern keinerhohten TorsinA-Gehalt im
Westernblot. Interessanterweise konnte in der Grugpr Mutationstrager eine erhohte
Expression vorTHAP1 in der Real-TimePCR nachgewiesen werdeiwir fiihren dieses
Ergebnis auf eine autoregulatorische Funktion voRlAFP1 zurick, welches als
Transkriptionsfaktor auch seine eigene Expressieguliert. Mdglicherweise hat dieser
Befund einen gewissen kompensatorischen EffektgddgrAuftreten oder die Progredienz von

Symptomen bis zu einem gewissen Zeitpunkt verhméann.

Um zu untersuchen, ob die variable Penetranz unspréigung der DYT1-Dystonie von
Varianten iInTHAPL1Gen beeinflusst wird, wurde ein Kollektiv von 4@tenten mit der fir
die DYT1-Dystonie charakteristischen GAG-Deletion TOR1AGen auf Mutationen im
THAPLGen untersucht. Hierbei wurden keine Sequenzvamargefunden, welche die
uneinheitliche Klinik der Mutationstrager erklaretnnten®

Insgesamt konnte somit das bekannte MutationsapaktiesTHAP1-Gens erweitert und fur
verschiedene Sequenzvarianten eine unterschiedhatiegenitat nachgewiesen werden. Der
Einfluss des THAP1-Proteins auf die TranskriptioonvTOR1A konnte in humanen
Hautfibroblasten nicht gezeigt werden, wohl abereehdhere Expression vOrHAPL in
Mutationstragern. Die Hypothese, dass Penetranz Knaskheitsauspragung der DYT1-
Dystonie durciTHAPZSequenzvarianten beeinflusst werden, konnte hiestatigt werden.



2. Einleitung

2.1. Charakteristika und Klassifikation der Dystonien

Dystonien umfassen eine Gruppe von neurologischeweBungsstorungen, welche durch
unwillktirliche drehende und schraubende Bewegungsswie Haltungsanomalien
charakterisiert sind und zu den extrapyramidalempédkinesien gerechnet werdeh Sie
stellen mit einer Pravalenz von 40/10000 die diifigste Bewegungsstérung dar und
prasentieren sich mit einer Vielzahl unterschiddiic klinischer Syndrome> © Klinisch
werden Dystonien nach dem Erkrankungsalter (frirerodpat beginnend) und der
Symptomverteilung (z.B. generalisiert oder fokdgsksifiziert. Des Weiteren werden sie nach
ihrer Athiologie in isolierte, kombinierte und kotege Dystonien unterteilt. Bei der isolierten
Form ist die Dystonie das einzige Symptom und disache entweder genetisch oder
unbekannt. Bei einer kombinierten Dystonie tretemsdtzlich Myoklonien oder
Parkinsonismus auf, wohingegen bei den komplexestddyen, die Dystonie Teil eines

komplexen Syndroms iét®

Dystonien, die in der Kindheit beginnen sind saterft monogenetischen Ursprungs und
neigen zur Generalisierung, wahrend Dystonien desé&hsenenalters haufiger sind, meist

fokal begrenzt bleiben und eher sporadisch vorkonime

Aktuell werden 22 Typen von isolierten und kombitee Dystonien unterschieden und mit
dem DYT-Symbol klassifiziert. Diese Einteilung reicht deitzvon DYT1-DYT25 (Tab. 1),
wobei die DYT9- und DYT14-Dystonie aus der Auflistuwieder entfernt wurden, da es sich
hierbei um die gleiche Erkrankung wie bei den DYT1#d DYT14-Dystonien handelt.
Gleiches gilt fir die DYT10- und DYT19-Dystonie. ©DYT22-Dystonie wurde noch nicht
publiziert. Das Gen, in dem Mutationen fur das Aet#n der Dystonie bei betroffenen

Patienten verantwortlich sind, konnte bisher fulFb8men identifiziert werden (Tab. 1)



Tabelle 1: DYT-Klassifikation der monogenetischen Bstonieformen mit Phanotyp, Genort und Gen

Dystonie-Typ

DYT1 Friihbeginnend, generalisierend 9q TorsinA (TOR1A)
DYT2 Friihbeginnend, generalisierend Unbekannt Unbekannt
DYT3 X-chromosomales Dystonie- Xq TAF1 RNA polymerase Il, TATA box
Parkinson-Syndrom binding protein (TBP)-associated
factor (TAF1)
DYT4 Flisterdysphonie 19p Tubulin, Beta 4A (TUBB4)
DYT5 Dopa-responsive Dystonie; 14q GTP cyclohydrolase 1(GCH1)
Segawa-Syndrom
DYT6 Gemischter Phanotyp 8p THAP domain containing, apoptosis
associated protein 1(THAP1)
DYT?7 Spatbeginnend, fokal 18p Unbekannt
DYTS8 Paroxysmale nonkinesigene 2q Paroxysmal nonkinesigenic
Dyskinesie 1 dyskinesia (PNKD)
DYT10 Paroxysmale kinesigenie 16pq Proline-rich transmembrane
Dyskinesie 1 protein 2 (PRRT2)
DYT11 Myoklonus-Dystonie 79 Sarcoglycan, epsilon (SGCE)
DYT12 Schnell beginnender Dystonie- 19q ATPase, Na+/K+ transporting, alpha
Parkinson-Syndrom 3 polypeptide (ATP1A3)
DYT13 Statbeginnend, 1p Unbekannt
multifocal/segmental
DYT15 Myoklonus-Dystonie 18p Unbekannt
DYT16 Friihbeginnend, generalisierend, 2p Protein kinase, interferon-inducible
mit Parkinsonismus double stranded RNA dependent
activato (PRKRA)
DYT17 Spatbeginnend 20pq Unbekannt
DYT18 Paroxysmale 1p Solute carrier family 2 (facilitated
exertationsinduzierte Dyskinesia glucose transporter), member 1
(SLC2A1)
DYT20 Paroxysmale kinesigene 2q Unbekannt
Dyskinesie 2
DYT21 Spatbeginnend, generalisierend, 2q Unbekannt
multifocal
DYT23 Spatbeginnende craniocervikale 11p Anoctamin 3 (ANO3)
Dystonie
DYT24 Spatbeginnende cervikale 9q CDKN1A interacting zinc finger
Dystonie protein 1(ClZ1)
DYT25 Autosomnal dominante fokale 18p Guanine nucleotide binding

Dystonie

protein, alpha activating activity
polypeptide, olfactory type (GNAL)

In neusten Untersuchungen, die sich der MethodeNde$ Generation SequencirfhlGS)

bedienten, konnten ferner vier Gene identifizieeraen die wahrscheinlich eine Dystonie in
betroffenen Mutationstragern hervorrufen. Mutatioima Cipl-interacting zinc finger protein
1 (Cl1Z1) verursachen eine spatbeginnende zervikalstdnig®, wahrend Mutationen im
anoctamin 3-GerfANO3J fiur eine spatbeginnende kraniozervikale Dystor@eantwortlich

sind.* Ferner wurden auf diese Weise Mutationemgiranine nucleotide-binding protein (G-
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protein), alpha activating activity polypeptide fatory typeGen (GNAL) als Ausloser fur
eine spatbeginnende kraniale oder zervikale Dysi@owie Mutationen im beta tubulin 4-
Gen [TUBBY) bei Patienten mit Fliisterdysphonie entdetkt?

Der Grof3teil der monogenetischen Dystonien folgerl autosomal-dominantem Erbgang
und zeigt teilweise eine deutlich reduzierte Pematr Ausnahmen hierbei sind die Dystonien

DYT2, 16 und 17, welche rezessiv vererbt werden.

In der vorliegenden Arbeit wird im Wesentlichen alig# beiden isolierten, monogenetischen

Dystonien DYT1 und DYT6 eingegangen.

2.1.1. Klinik und Genetik der DYT1-Dystonie

Bei der DYT1-Dystonie handelt es sich um eine fhi#flyinnende Torsionsdystonie, welche
meist an den unteren Extremitdten beginnt und in%&%ler Falle in ein generalisiertes
Stadium tbergeht? Die Krankheitsauspragung der DYT1-Dystonie istlsiariabel, sogar

innerhalb von betroffenen Familien. Sie reicht Veichter fokaler Dystonie bis hin zur stark
ausgepragten, generalisierten Form der Erkrankumje DYT1-Dystonie zeigt insgesamt

eine deutlich reduzierte Penetranz, welche in dterdtur mit 30-40% angegeben it

Die DYT1-Dystonie wird durch eine Mutation, genaegner 3- Basenpaar (GAG) Deletion,
im TOR1AGen hervorgerufel® Das Gen befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 9 (9934), und kodiert fur ein molekidait€haperon aus der AAA+-
Superfamilie, TorsinA. Die fur die DYT1-Dystoniepigche GAG-Deletion bewirkt eine
Deletion einer Glutaminsaure am C-Terminus desefrst Die genaue Pathogenese der
DYT1-Dystonie ist noch nicht bekannt, wobei abereeBeteiligung des endoplasmatischen
Retikulums, der Kernhiille und des Zytoskeletts wfigkt wird. *°

Innerhalb desTOR1AGens konnte ein Polymorphismus identifiziert werdeler einen

Ansatz zur Erklarung der variablen Krankheitsaugpng und der insgesamt geringen
Penetranz bietet. Dieser Polymorphismus befindet #é Exon 4 desTOR1AGens und

kodiert entweder fir Asparaginsaure (D) in 88% pérscher Kontrollen, oder fur Histidin
(H) bei 12% an Position 216 des TorsinA-Protein216H)?° Der D216H-Polymorphismus
wird bedeutend haufiger bei asymptomatischen Mutatragern, als bei Mutationstragern
mit manifester Dystonie gefunden. Diese Beobachtlie§¢ sich sowohl bei einem

amerikanischen, als auch bei einem europaischeienatkollektiv machen®® %' Dies
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bedeutet, dass Mutationstrager der GAG-Deletionvemingertes Risiko fur das Auftreten
einer Dystonie haben, wenn sie Trager des H-Atlels besagten Polymorphismus sind und
dass die Penetranz der DYT1-Dystonie durch ihnriflesist wird.

2.1.2. Klinik und Genetik der DYT6-Dystonie

In ihrer Erstbeschreibung wurde die DYT6-Dystonigdpotypisch als eine isolierte frih
beginnende Torsionsdystonie dargestellt, welchk sieist in der Kindheit als laryngeale
Dystonie manifestiert und im Verlauf in einen getisierten Zustand ubergett.

Mittlerweile ist das klinische Spektrum der DYT6-fgnie deutlich erweitert worden. Am
haufigsten manifestiert sich die DYT6-Dystonie dfsih beginnende, zunachst fokale
Dystonie mit zervikalem und brachialem Befallsmtfét€® und kann gegebenenfalls in ein
generalisiertes Stadium Ubergehen, wobei héaufigdchst angrenzende Koérperregionen
betroffen sind’ Im Friithstadium ist ferner haufig der Larynx im i&neiner spasmodischen

Dysphonie betroffen.

Die DYT6-Dystonie wird durch Mutationen inHAPLGen ausgeldst und wurde zuerst bei
amischen Familien in den Vereinigten Staaten von edka entdeckf. Bei der
erstbeschriebenen Mutation handelt es sich umiegetion/Deletion in Exon 2, welche eine
Leserasterverschiebung zur Folge hat. Wie unter dehauer ausgefthrt, ist das
Mutationsspektrum de$HAPL1Gens mittlerweile durch unsere und die Arbeitenddner

deutlich erweitert worden, sodass heute eine Vitlzan Mutationen bekannt sind.

Wie die meisten isolierten Dystonien folgt die D¥D§stonie einem autosomal-dominanten
Erbgang, wobei die Penetranz der Erkrankung mit66a% angegeben wird® Auch die
Auspragung der Dystonie bei betroffenen PatienténTiHAP 1-Mutationen ist sehr variabel,

ohne dass eine Korrelation zwischen Genotyp urésh&typ festgestellt werden konnte.

2.2.DasTHAP1-Gen

DasTHAPZLGen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 8, Baudd .21, lokalisiert und
umfasst 3 Exons. Es kodiert fur dABdAP- domain-containing apoptosis-associated profei
(THAP1). Zu Beginn meiner Arbeit waren bereits genMutationen inTHAP1Gen entdeckt
worden. Durch unsere und andere Arbeitsgruppen evdas bekannte Mutationsspektrum

stetig erweitert, sodass bis zum jetzigen Zeitpwikta 80 Mutationen de$HAPLGens
6



beschrieben worden sifd?*2® 343 Bej etwa einem Drittel der gefundenen Mutationen
handelt es sich um Missensemutationen, welche destafisch einer Aminosaure in der
DNA-bindenden THAP-Domane des Proteins zur Folgbeha Ein weiteres Drittel der

bekannten Mutationen verandert diejenige Region MeRAP1Gens, welche fir das

Kernlokalisationssignal Nucleus Localisation Signal NLS) kodiert und somit fur den

Kernimport des Proteins verantwortlich ist. Der Gl der bisher beschriebenen Mutationen
ist also dafur verantwortlich, dass das THAP1-Rmnotseiner natirlichen Funktion als

Transkriptionsfaktor im Zellkern nicht nachkommeank. Bis auf zwei Ausnahm&n3®

liegen alle gefundenen Mutationen in heterozygbtem vor.

Die Mutationsfrequenz in Patientenkollektiven msblierter oder kombinierter Dystonie
werden in der Literatur mit 0,5 % bis 1,898 ** “°angegeben, was die DYT6-Dystonie zu
einer eher seltenen Ursache einer isolierten Dystamacht. In Familien, in denen eine
frihbeginnende Dystonie bei Familienmitgliederntdestellt und eine DYT1-Dystonie
ausgeschlossen wurde, konnten jeddetAPX-Mutationen in 25% der Falle nachgewiesen

werden??

Fur dasTHAP1Gen sind zwei Polymorphismen in den nicht-kodideenRegionen bekannt,
die moglicherweise mit der DYT6-Dystonie assozii@ind?®* % Die Punktmutation

IVS1+9C>A zwischen Exon 1 und 2 ist insgesamt s&dlten, wird aber haufiger bei
Patienten mit spéatbeginnender fokaler Dystonie mgdn. > *° Bei dem anderen

maoglicherweise mit der DYT6-Dystonie assoziiertewlyforphismus handelt es sich um
eine Substitution -237,236GA>TT in der 5° untratislden Region (5’'UTR). Verschiedene
Studien zeigen ein haufigeres Auftreten dieses rRofghismus bei Patienten als bei

Kontrollen?3: 34 45. 46

2.3. Aufbau und Funktion des THAP1-Protein

Das 213 Aminosauren grof3e THAP1 gehort zu einerillea@NA-bindender Faktoren, die

im Menschen 12 Proteine umfasst; das DAP4/p52riRKei sowie die Proteine THAP1 bis
THAPL11. Bei der fur die THAP-Proteine charaktesstien THAP-Domé&ne handelt es sich
um ein ca. 90 Aminosauren grol3es Proteinmotiv, escals atypische Zinkfingerdomane
sequenzspezifisch DNA bind&t.Diejenigen DNA-Abschnitte, die von der THAP-Domane
gebunden werden umfassen 11 Basenpaare und entliiteSequenz TxxxGGCA oder

TxxGGGx(A/T)®. Sie werden al¥HAP-BindingsiteTHABS) bezeichnet’ Abgesehen von
7



der charakteristischen THAP-Domane verflugt das THRPotein Uber eine zentral gelegene
prolinreiche Region, sowie das NLS am C-Terminuglches fur den Kernimport des
Proteins von Bedeutung i&t.

Das THAP1-Protein liegt im Zellkern kolokalisieritdem proapoptotischen Faktor Par-4 in
den sogenannteromyelocytic leukemia nuclear bodiBMLNBs) vor und zeigt bei
Uberexpression im Zellmodell eine hdhere Apoptdseia transifizierten Zelle”? Ferner
wurde nachgewiesen, dass THAP1 als Transkriptittmfaan eine bestimmte Region im
Promotor desRRM1Gens bindet, welches fir die Ribonucleotid-Redséti®l1-Untereinheit
kodiert und unentbehrlich fiir die DNA-Synthese veitur der S-Phase des Zellzyklus’ist.

Unsere Arbeitsgruppe konnte ferner eine Interakiiom THAP1 mit der Promotorregion des

TOR1AGens nachweisen, worauf im Folgenden genaueegargen werden soll.

2.4.Interaktion von THAP1 mit dem TOR1A-Promotor

Die Arbeitsgruppen unter Leitung von Prof. Kaiséms{itut fir Humangenetik) und Dr.
Lohmann (Institut fir Neurogenetik) der Universitt Libeck konnten mit verschiedenen
Methoden eine Interaktion des THAP1-Proteins mmdeOR1APromotor nachweisen und

zeigen, dass das Protein als Repressof @&&LAGen fungiert

Zunachst wurde eine 221-Basenpaar grol3e RegioftRicbtung des Exon 1n silico und
mittels Luciferase-Assaysils Promotorregion voiTOR1A identifiziert. Ebendiese Region
enthalt eine typische THABS, sowie einen DNA-Absthnder Homologien zu einer
invertierten THABS zeigt (TxxGGxA). Die Funktion noTHAP1 an der Promotorregion
wurde anschlieRend mit einelnuciferase-Reportergen--Asshgstatigt. Bei Uberexpression
eines THAP1-Flag oder THAP-c-myc Plasmiden in Hedar SH-SY5Y-Zellen zeigte sich
eine verminderte Luciferase-Aktivitat. Die Verrimgag der Luciferase-Aktivitat und somit
im Ruckschluss die Transkription deBOR1AGens war von der Konzentration an
eingesetztem THAP1 abhé&ngig. Diese Versuche demenest die Funktion von THAP1 als
Repressor deFOR1AGen. Die Interaktion zwischen THAP1 und dar®@R1APromotor
wurde ferner durctChromatin-Immun-PréazipitatiodChlP) bestatigt. Hierbei wurden durch
THAP1 gebundene DNA-Fragmente prazipitiert und hls@end einer PCR unterzogen. In
den ChIP-Produkten konnte diEOR1APromotorregion amplifiziert werden, wahrend die

PCR-Amplifikation eines Kontroll-Promotors nicht giich war.



Zeitgleich zu unserer Vero6ffentlichung konnte diebditsgruppe um Frau Prof. Laurie
Ozelius von der Mount Sinai School of Medicine WN€éork, USA vergleichbare Ergebnisse
publizieren. Ihre Arbeitsgruppe konnte eine Intéak von THAP1 mit demTOR1A
Promotor durctelectromobility shift assay&MSA) und ChIP nachweisén.

2.5. Fragestellung

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit sollten molekwdaegische Fragen zu den neurologischen
Bewegungsstorungen der DYT1- und DYT6-Dystonie sowiusammenhénge in ihrer
Pathogenese beantwortet werden. Den durchgefiHetersuchungen lagen folgende

Fragestellungen zu Grunde:

* Neue Sequenzvarianten im THAP1-Gen

Wie haufig und welcher Art sind Mutationen ifHAPLXGen? Wie ist die
Pathogenitat gefundener Varianten einzuschatzert € phanotypische
Merkmale, dieTHAPXMutationstrager kennzeichnen? Liegt eine Assaxati
der bekannten Polymorphismen mit DYT6 in unseretreR&nkollektiv, bzw.

in einzelnen Subgruppen vor?

* Einfluss von THAP1/DYT6-Mutationen auf die Penetrand Auspragung der
DYT1-Dystonie

Liegen bei Patienten mit einer GAG-Deletion IlOR1AGen Varianten im
THAPXGen vor, die zur variablen Penetranz und Ausprggder DYT1-
Dystonie beitragen?

* Die Rolle von THAP1 als Transkriptionsfaktor desRII&A-Gens

Kann diein vitro entdeckte Regulation deBOR1AGens durch THAP1 in
Zellen von humanen Mutationstragern bestatigt werdeh. zeigen Patienten,
welche einefTHAPL:Mutation tragen eine hohere Expression von Tor3inA



3. Probanden, Material und Methodik

3.1. Patienten und Kontrollen

Um das genetische und phanotypische Spektrum dér6EDYstonie beurteilen zu kénnen,
wurde das bei der DYT6-Dystonie mutieffélAP1-Gen bei 567 Patienten mit isolierter
Dystonie sequenziert. VierhunderteinundsechzigRigrenten wiesen eine fokale Dystonie,
wie z. B. eine spasmodische Dysphonie oder einénefhikrampf auf, wahrend 68 Patienten
an segmentaler und 38 Patienten an generalisibgtstonie erkrankt waren. Die Patienten
wurden aus der Hochschulambulanz fiir Neurologideversitat zu Lubeck, dem Klinikum
Kassel, den Universitatskrankenhausern Hamburg+itge€ Berlin (Charité), Rostock und
Kiel, dem Institut fir Musikphysiologie und Musik&tedizin der Hochschule fur Musik,
Theater und Medien Hannover, sowie dem Univergitatd&kenhaus Belgrad und dem
Toronto Western Hospital rekrutiert. Bei allen Baten wurde eine isolierte Dystonie von
mindestens einem Spezialisten fir Bewegungsstorumdjagnostiziert. Dartber hinaus
erhielten die Patienten ein bildgebendes VerfakleshSchéadels, um sekundéare Ausloser der
Dystonie auszuschlieBen. Vierhundertfinfunddreil¥gtienten sind deutschen, 119
serbischen und 12 kanadischen Ursprungs.

Einzelheiten zum klinischen Status der Studienp&gresind Tabelle 2 zu entnehmen.

Um die Frequenz der beiden Sequenzvarianten -28GAR3TT und IVS1+9C>A, welche
mutmallich mit der DYT6-Dystonie assoziiert sinbsehatzen zu kénnen, wurde dartber

hinaus da§HAP1-Gen bei 365 gesunden, deutschen Kontrollprobasdguenziert.

Die DNA-Proben wurden aus Leukozyten aus eingesan@DTA-Blutproben isolierFerner
wurde bei allen Patienten die GAG-Deletion iIlOR1A- Gens und somit eine DYT1-

Dystonie als Ausloser der Bewegungsstorung austpssen.
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Tabelle 2: Klinische Informationen zur Studienpopuhtion der Veréffentlichung ,Identification and
functional analysis of novel THAP1 mutations.*®

Dystonieform Patienten Geschlecht; Durc_hschnitt- Durgh- Familienanamnese (n)
(n) méannlich (%) Erkrgl(r:]rllisngs- f;fehrr;lttssls positiv. negativ unbekannt
altert SD

Generalisiert 38 61.9 19.1+£17.8 40.9+15.1 5 26 7

Segmental 68 48.4 43.5+£19.0 59.1+12.8 6 40 22

Fokal 461
Zervikale Dystonie 155 39.9 428 +13.1 549 +13.7 22 62 71
Blepharospasmus 63 30.2 56.9 +10.7 68.6 +10.3 2 29 32
Schreibkrampf 53 54.7 41.4+10.9 55.4+10.8 1 22 30
Musikerdystonie 168 73.2 34.8 £10.5 43.8+12.0 13 135 20
Spasmodische Dysphonie 18 33.3 50.9+11.3 65.4+11.2 0 3 15
Andere 4 50.0 58.2 +10.9 61.5+12.2 1 3 0

Zur Untersuchung einer mdglichen Beeinflussung Rlemetranz und Krankheitsauspragung
der DYT1-Dystonie durch SequenzvariantenTiAPL1Gen, wurde da3HAP1Gen bei 40
Tragern der GAG-Deletion inTOR1AGen aus insgesamt 22 Familien sequenziert. Diese
Daten bilden die Grundlage der Veroffentlichumgp,evidence for THAP1/DYT6 variants as
disease modifiers in DYT1 dystonia®.

Die Patienten und deren Verwandte wurden an dehstdailambulanz fir Neurologie der
Universitat zu Lubeck, sowie aus dem deutschenvdgtz fir erbliche Bewegungsstérungen
(GeNeMOVE) akquiriert. Sechsundzwanzig von dieseiesen eine manifeste DYT1-

Dystonie auf, wobei das Phanotypenspektrum von enilidkaler Dystonie bis hin zur

generalisierten Dystonie reichte. Vierzehn Mutadiotigern waren nicht von einer Dystonie
betroffen.

Das Durchschnittsalter der nicht betroffenen Motatirager lag mit 50,4 Jahren bei einer
Spanne von 15-88 Jahren deutlich Gber dem derrertienit manifester Dystonie. In dieser

Gruppe lag das Durchschnittsalter bei 23,7 Jaheeriber Spanne von 2-52 Jahren.

Die DNA-Proben wurden von Mitarbeitern der betédéig Institute und Kliniken aus
peripheren Blutleukozyten gewonnen und die GAG-Dateim TOR1AGen durch PCR und
anschlieBende Polyacrylelektrophorese bestatigt.
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Um die Expression de§HAPL und TOR1AGens bei Patienten und Kontrollen zu
vergleichen, wurde mRNA aus Hautfibroblasten voob@nden untersucht. Wir verwendeten
hierzu Fibroblasten aus Hautbiopsaten von gesumdartirollprobanden, sowie von vier
Patienten mit DYT6-Dystonie. Drei der Patientengém eine Deletion von Adenin an
Position 474 (c.474delA) in heterozygoter Form. dRie Mutation hat eine

Leserasterverschiebung ab Position 159 und ein 3iAABinosauren verklrztes Protein zur
Folge (p.L159fs180X). Der vierte Patient tragt gveei Basenpaar Deletion von Thymin und
Cytosin an den Positionen 388 und 389 (c.388 3@l welche eine

Leserasterverschiebung ab Position 131 und eindorugh des Proteins ab Position 133
bedingt. Zur Analyse der Proteinkonzentration vd#AP1 und TorsinA wurden ebendiese
Zellen, sowie die gesunder Kontrollprobanden vedetnEinzelheiten zu den verwendeten

Zellen sind der entsprechenden Publikation zu émes?
3.2.PCR und Sequenzierungsreaktion

Aus den DNA-Proben der Probanden wurden zunaclestddi Exons deFHAP1-Gens
mittels PCR amplifiziert und anschlieBend eine ®eqgierung durchgefuhrt. Die Primer
wurden jeweils so gewahlt, dass auch die IntronfEdbergéange erfasst und somit untersucht
werden konnten. Einzelheiten zu den verwendetemd?n sind der Vero6ffentlichung zu
entnehmer® Zur Auswertung der Basenfolge wurden die Sequemzigsprodukte einer
Kapillar-Gelelektrophorese unterzogen und anschdi3mit Hilfe der SoftwaréMutation
Surveyoranalysiert. Als Referenzsequenz wurde die Wildtgoenz deFHAPLGens aus
der NCBI Datenbank (NCBI Reference Sequence: NCO@8A0) verwendet.

3.3. Zellkultur

Die verwendeten Hautfibroblasten wurden bei 37 A@ einer 5 %igen C&Konzentration in
Dulbecco’s Modified Eagle Mediu(@PMEM), welches mit 10 % fetalem Rinderseruiet4l
bovine serum - FB3ind 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung versetzirde, kultiviert.

3.4. RNA-Extraktion und Real-Time PCR

Die Gesamt-RNA aus den Fibroblasten wurde mit dévi\ Rasy protect kit (Qiagen) nach
Protokoll des Herstellers extrahiert. Anschlielendde die RNA mit denBuper Script
First-Strand Synthesis Systefimvitrogen) durch eine Reverse-Transkriptase Reakin
cDNA umgeschrieben. Die gewonnene cDNA wurde daiauginerReal-TimePCR (Light
Cycler 2.0 / Roche Diagnostics) unterzogen, um @ehalt anTHAPZ und TOR1IAMRNA
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zu bestimmten. Als Referenzgene dientéiWHAZ (14-3-3-zeta), HPRT (Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferasélktin und PBGD (Porphobilinogen-Deaminase). Die
MRNA wurde jeweils zweimal aus den Zellkulturen gewen und alle Messungen in der
RT-PCR doppelt durchgefuhrt, um Messungenauigkeizen verringern. Einzelheiten
beziiglich der verwendeten RT-PCR-Primer sind debféentlichung zu entnehmeéfi.

3.5. Transiente Transfektion mit SiRNA

Fibroblasten einer gesunden Kontrollperson wurddrewei verschiedenen siRNAs (Qiagen
[THAP1_5; THAP1_ 6]) gegenTHAP1 mittels Elektroporation (Lonza) transfiziert. Als
Kontrolle wurden Fibroblasten der gleichen Zelkimit SIRNA gegen das artifiziell@reen-
Fluorescent-ProteinlGFP) (MWG Biotech) transfiziert. Die endgultigeotzentration der
siRNA lag bei 50 nM und die Zellen wurden tber 48n8en inkubiert.

3.6. Westernblotting

Zur Proteinisolierung wurden die Fibroblasten irPRiPuffer lysiert und Zellreste durch
Zentrifugation bei 13.000 rpm entfernt. Das Prdisat wurde durch eine SDS-PAGE
(Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophe)esaufgetrennt und im eigentlichen
Westernblotverfahren auf eine Nitrocellulosememlifremersham) tbertragen. Die Membran
wurde mit 4 %iger Milchlésung in PBS-Puffer inkuttieum unspezifische Bindung der
Primarantikdrper zu verhindern. Als Primarantikrpeurden anti-THAP1 (Proteintech) in
einer Konzentration von 1:1000, anti-TorsinA (Mdig) in einer Konzentration von 1:500
und anti-Aktin (Sigma) als Ladekontrolle in eineor¢entration von 1:FOverwendet. Nach

einer Inkubationszeit von mindestens 12 Stunderderudie Membranen gereinigt und mit
einem anti-Maus Sekundarantikérper (SantaCruz), mér einer Meerrettichperoxidase
konjugiert ist, in einer Konzentration von 1:8000r f3 Stunden bei Raumtemperatur,
inkubiert. Anschlie3end wurden die Membranen mieeiChemiluminiszenzlésung (Pierce)
behandelt, die eine Detektion der Protein-Antikéfgemplexe auf einem RoOntgenfilm

maoglich macht.
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4. Ergebnisse

4.1.1dentifizierung neuer Sequenzvarianten imTHAP1-Gen

Publikation:Uflacker N, Lohmann K, Erogullari A, Lohnau T,
Winkler S, Dendorfer A, Schneider SA, OsmanovicS&etel
M, Ferbert A, Zittel S, Kilhn AA, Schmidt A, Altenriiér
E, Minchau A, Kamm C,

Wittstock M, Kupsch A, Moro E,

Volkmann J, Kostic V, Kaiser

THAP1-Mutationen

in DYT1 Patienten

Neue Sequenzvarianten

FJ, Klein C, Briggemann N. im THAP1 Gen

Identification and functional
analysis of novel THAP1 mutations.
Eur J Hum Genet. 2012 Feb;20(2):171-5. doi:
10.1038/ejhg.2011.159. Epub 2011 Aug 17

Transkriptionsfaktor

von TOR1A

Insgesamt konnten in unserer UntersuchungTd¢8P1Gens an 567 Patienten zehn neue

Varianten bei neun Individuen identifiziert werden.

Bei sechs dieser Sequenzvarianten handelt es sicthaierozygote Missensemutationen
welche einen Austausch von Aminosauren in der DN#lénden THAP-Domane des
THAP1-Proteins zu Folge haben. Eine Deletion initeni Exon desTHAP1Gens liegt in
unmittelbarer Nachbarschaft zu der Region, died@s Nucleus localisation signalNLS)
kodiert. Drei entdeckte Mutationen betreffen diehtikodierenden Regionen déslAPL

Gens.

In Exon 1 wurden insgesamt vier Punktmutationehdterozygoter Form gefunden, die den
Austausch einer Aminosaure um THAP1-Protein zug&diaben: c.38G>A - p.Argl3His,
C.46A>G - p.Lys16Glu, c.68A>C - p.His23Pro, c.70A>@.Lys24Glu. In Exon 2 wurden
zwei Mutationen identifiziert, die ebenso in hewmmgoter Form vorlagen: c.77C>T -
p.Pro27Leu, c.238 A>G - p.lle80Val. Alle sechs Missemutationen betreffen die fur THAP-
Domane des THAP1-Proteins, welche von Aminosawdé Ibkalisiert ist.
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Im kodierenden Bereich des Exon 3 détAP1Gens wurde eine bisher unbekannte Deletion
von Adenin an Position 570 (c570delA) gefunder,alne Verschiebung des Leserasters und
somit ein verandertes Translationsprodukt bewDkt. Leserasterverschiebung hat zur Folge,
dass ab Position p.190 die Aminosaurensequenz i3 verandert ist und ab Position
p.199 die Translation auf Grund eines Stopcodomzlgé abbricht. Die Deletion befindet
sich ein Basenpaar in 3'-Richtung von der Regioalctve das NLS (AS 146-162) kodiert.
Folglich ist dieser Bereich ddHAP1-Proteins nicht direkt von der Leserasterveiedaung

beeinflusst, befindet sich aber in direkter Nacbblaft zu ihr.

In den nicht-kodierenden Regionen dé$AP1Gens konnten drei Sequenzvarianten entdeckt
werden: In der 5-UTR Y Untranslated Regioneines Patienten wurde 32 Basen vor dem
Startcodon in Exon 1 eine Substitution von CytasinThymin identifizert. (c.-32C>T). Zwei
weitere Sequenzvariation betreffen die 3'UTR einaderen Patienten direkt am Ubergang
zur kodierenden Region. Eine heterozygote Substititon Adenin zu Guanin befindet sich
ein Basenpaar hinter dem Stopcodon (c.*1A>G), ewedere Substitution von Adenin zu
Thymin liegt 10 Basenpaare (bp) nach dem Stopcedt@mfalls in heterozygoter Form vor
(c*10A>T).

Einzelheiten zum Ph&notyp und biographischen Inébionen der betroffenen Patienten sind

Tabelle 3 zu entnehmen.

Tabelle 3: klinische Angaben, Mutation, THAP1-Aktivitdt und Scores der Softwares PolyPhen 2 und
SHIFT der Mutationstrager

Code Alter Geschlecht Familien- Krankheits- Betroffene  Dystonie bei  Beeinflussung Mutation PolyPhen- SIFT THAP1
anamnese beginn (a) Region Untersuchung  der Sprache 2 Score Score Aktivitat
L3641 59 W Pos. 49 Hals fokal - c.570delA n.a. n.a. n.a.
p.Lys190fs199X
L3841 32 W Neg. 8 Hals generalisiert Ja (mild) c.70A>G Benign Affects 60%
p.Lys24Glu (0.100) function
(0.03)
L3969 30 M Neg. 6 Arm generalisiert Ja c.38G>A Probably Affects 80%

p.Arg13His damaging function
(0,989) (0.02)
L4071 46 W Neg. 11 Hals generalisiert Ja C.46A>G Probably Affects 60%

p.Lys16Glu damaging function
(0,914) (0.03)

L4155 33 M Pos. 9 Arm segmental Nein C.68A>C Possibly Affects 20%
His23Pro damaging function
(0.612) (0.00)
L4318 56 M Pos. 10 Arm segmental Ja c.77C>T Probably Affects 40%

p.Pro26Leu damaging function
(0.994) (0.00)

L4325 35 M Neg. 33 Musiker- fokal Nein c.-32C>T n.a. n.a. n.a.
dystonie (5'UTR)
L4455 33 M Neg. 19 Arm generalisiert  Ja (Aphonie) C.*1A>G + n.a. n.a. n.a.
C.*10A>T
(3'UTR)
L4457 54 M Neg. 41 Hals fokal Nein C.238A>G Benign Tolerated 100%
p.lle80Val (0.010) (0.79)
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Fur die beiden mutmalllich mit der DYT6-Dystonie casigrten Polymorphismen -
237,236GA>TT und IVS1+9C>A ergaben sich bei unsePatienten- und Kontrollkollektiv
folgende Ergebnisse: Der -237,236GA>TT-Polymorphismwurde in vergleichbarer
Haufigkeit bei Patienten und Kontrollen gefundenliggt bei einer Frequenz von 4,5 % in
deutschen und 5,0 % in serbischen Betroffenen y2dbin der Kontrollgruppe. Innerhalb
des Patientenkollektivs tritt der Polymorphismusimgglgig haufiger bei Individuen mit
zervikal betonter Dystonie (7,7 %) oder Musikerdyst (6,5 %) auf. Diese Ergebnisse
decken sich mit denen von Djarmati efHEinzelheiten zur Verteilung des -237,236GA>TT-

|'23

Polymorphismus in unserer Untersuchung und derManmati et al.”> sind Tabelle 4 zu

entnehmen.

Tabelle 4: Einzelheiten zur Verteilung des -237,23BA>TT- Polymorphismus in der Studienpopulation

Djarmati Deutsche Serbische Alle Kontrollen
et al. Probanden Probanden Patienten
Gesamt 19/320 17/378 6/120 (5.0%) 42/818 (5.1%) 19/365 (5.2%)
(5.9%) (4.5%)

Generalisierte 0/35 1/32 0/6 3/73 (4.1%)

Segmentale 3/60 2/55 0/12 5/127 (3.9%)

Fokale 16/225 14/291 6/102 36/618 (5.8%)
-zervikale Dystonie 8/68 6/111 3/43 17/222 (7.7%)
-Musikerdystonie 8/94 6/122 0 14/216 (6.5%)
-Scheibkrampf 0/34 0/18 2/16 2/68 (2.9%)
-Blepharospasmus 0/29 2/32 0/30 2/91 (2.2%)
-Spasmodische 0 0/5 1/13 1/18 (5.6%)

Dysphonie

Der Polymorphismus IVS1+9C>A wurde bei einem vor7 Batienten und einem von 365

Kontrollen festgestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung de$HAP1-Gens mit den gefundenen Mutationen. Untranslatiee Regionen sind
hellgrau dargestellt, kodierende Regionen farbig: Bt - THAP-Doméane, Griin — Prolinreiche Region, Blau- NLS.
Entdeckte Punktmutationen sind schwarz dargestelltbekannte Polymorphismen griin. Die in den verwenden
Hautfibroblasten untersuchten Mutationen sind blaudargestellt

Nach Identifikation der Sequenzvarianten ifHAPL1Gen wurde mit verschiedenen
Techniken die Pathogenitat dieser Mutationen Ulbdrpr

Zunéchst wurde der Effekt der Missensemutationekadierenden Bereich dd$1AP1-Gens
mit den Software-Programmen SIFT und PolyPhen2idediese Programme ermdglichen
Vorhersagen bezlglich der Pathogenitat von Seqaeiamien anhand der physikalischen
Eigenschaften der ausgetauschten Aminosauren ingléfeln zu der Wildtypvariante des
THAP1-Proteins

PolyPhen2 stufte die Mutationen ¢.38G>A, c.46A>Gd un77C>T als wahrscheinlich
pathogen grobably damaging und die Mutation c.68A>C als moglicherweise pagtmo
(possibly damagingein. Die Mutationen ¢.70A>G und ¢.238A>G wurdemn\der Software
als benigne Varianten klassifiziert. Bei der Analydurch die SIFT Software wurde allen
Mutationen aufl3er ¢.238A>G ein Effekt auf die Fumktdes THAP1-Proteins zugeschrieben.

Die einzelnen Scores sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Durch die Tatsache, dass als Funktion des THAPfelPodie Regulation der Expression des
TOR1AGens identifiziert wurde>? bot sich hierin eine weitere Moglichkeit die estthten
Mutationen auf ihre Pathogenitat zu Uberprifen. Bibeitsgruppe der Humangenetik der

Universitat zu Lidbeck nutze hierfir die von ihnemmbdierte Methode des Luciferase-
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Reportergen-Assays, um die Aktivitat der verschiemeTHAPL:Mutationen amTOR1A
Promotor mit der des Wildty#HAP1zu vergleicher.

Hierbei wurde der Mutation ¢.68A>C (His23Pro) d¢irkste Effekt auf die Transkription
von TOR1A nachgewiesen (Reduktion um 80%), wahrend fiur dietaibn c.238A>G

(le80Val) keine Beeinflussung der Transkriptiosttgestellt werden konnte.

Die Analyse der Aktivitat der sechs Missensemutedio als Transkriptionsfaktor lieferten
folgende Ergebnisse: Am drastischen (80 %) warAk#vitat bei der Mutation ¢.68A>C
(His23Pro) verringert. Eine Reduktion auf ca. 5&éftgte sich fur die Mutationen ¢.70A>G
(Lys24Glu), ¢c.46A>G (Lys16Glu) und c.77C>T (Pro2@leFur die Mutation c.38G>A
(Argl3His) zeigte sich ein Reduktion um ca. 20 %i Ber Mutation ¢c.238A>G (lle80Val)

konnte keine Beeinflussung dBHAP-Aktivitat als Transkriptionsfaktor festgestellt rden.

Die Pathogenitat der Mutation ¢.570delA (Lys1908&APflhrten wir auf einem veréanderten
Import in den Zellkern zuriick. Obwohl das NLS nidirekt von der Deletion und der daraus
resultierenden Leserasterverschiebung betrofferstsliten wir die Hypothese auf, dass der
Transport des verédnderten THAP1-Proteins fur didgenitat der Mutation verantwortlich
sei. Zur Uberprifung der Hypothese wurde die sublizeé Verteilung eines Wildtyp THAP-
GFP (Green Flourescent ProteifFusionsproteins mit der der p.Lys190fs199X Vaean
verglichen. Diese Experimente wurden nicht von durchgefiihrt und sollen deshalb nicht
im Detail beschrieben werden. Fiir Einzelheiteraséidie Veroffentlichung verwieséh.

Die Untersuchungen der Mutation c.570delA (Lys1208X) zeigten einen verringerten
Import des veranderten THAP1-Proteins in den Zeflkg&Vahrend das Wildtyp-THAP1-GFP
Fusionsprotein ausschliel3lich im Zellkern gefundeurde, konnte das verkirzte THAP1

Protein auch im Zytoplasma festgestellt werderel{SiFigure 2 der Veroffentlichuify

Die Pathogenitat der entdeckten Sequenzvariantedem nicht-kodierenden Abschnitten
(c.-3C>T und c.*1A>G + ¢.*10A>T) konnte nicht Ubeiift werden. Um zu beurteilen, ob z.
B. die mRNA-Stabilitat auf Grund der verandertenq@mz in den 5- und 3-UTRs
herabgesetzt ist oder Splicing-Prozesse beeinflusglen, konnte nicht evaluiert werden, da
kein Patientenmaterial zur Gewinnung von RNA zurfifgung stand. Es konnte auch nicht
festgestellt werden, ob die beiden heterozygotebstutionen in der 3-UTR auf dem
gleichen oder jede auf einem anderen Allel voriredgdierzu ware Material von den Eltern
oder engen Verwandten zur Sequenzierung noétig gawewas zum Zeitpunkt der

Untersuchungen nicht verfigbar war. Mégliche Kloargsexperimente zur Trennung der
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Allele wurden nicht durchgefuhrt, da sie keinen ohlnfiationsgewinn beziglich der

Fragestellung geliefert hatten.

4.2.Einfluss von THAP1/DYT6-Mutationen auf Penetranz und Auspragung der
DYT1-Dystonie

Publikation: Kamm CUflacker N, Asmus F, Schrader C,
Wolters A, Wittstock M, Pahnke J, Gasser T,
Volkmann J, Minchau A, Hagenah
J, Benecke R, Klein C,
Lohmann K. No evidence
for THAP1/DYT6 variants
as disease modifiers in
DYT1 dystonia. Mov
Disord. 2011 Sep;26(11):2136-7. doi:
10.1002/mds.23777. Epub 2011 Jun 2

THAP1-Mutationen

in DYT1 Patienten

Neue Sequenzvarig

im THAP1 Gen

THAP1 als

Transkriptionsfaktor

von TOR1A

Bei der Sequenzierung déslAP1-Gens der 40 Probanden (26 Patienten, 14 Kontjotten
der fur die DYT1-Dystonie typischen GAG-Deletion TOR1AGen konnten keind HAP1-
Mutationen festgestellt werden.

Die Haufigkeit bekannter Polymorphismen ist in Tdb.aufgelistet, wobei sich keine

signifikanten Unterschiede zeigten.

Tabelle 5: Verteilung von Polymorphismen im untersghten Patientenkollektiv mit GAG-Deletion im
TOR1A-Gen

Polymorphismus  Patienten - TOR1A-Mutationstrager Kontrollen — Trager einer klinisch

mit manifester DYT1-Dystonie (n)  inapparenten TOR1A-Mutation (n)

236,235GA>TT 2 1
IVS1+126C/T 5 3
IVS3-87 A>G 2 2
IVS1+9C>A 0 3
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4.3.Die Rolle von THAP1 als Transkriptionsfaktor auf die Expression deJ OR1A-

Gen

THAP1-Mutationen

Publikation:Kaiser FJ, Osmanoric A, Rakovic A, Erogullari
A, Uflacker N, Braunholz D, Lohnau T, Orolicki S,
Albrecht M, Gillessen-Kaesbach G,
Klein C, Lohmann K. The
dystonia gene DYT1 is

in DYT1 Patienten

Neue Sequenzvarig

repressed by the transcription
factor THAP1 (DYT6). Ann
Neurol. 2010 Oct;68(4):554-9.
doi: 10.1002/ana.22157

im THAP1 Gen

THAP1 als

Transkriptionsfaktor

Um die in derin-vitro-Analyse entdeckte Funktion des THAPI\ von TOR1A
Proteins als Repressor deBOR1AGens im Zellmodell zu
bestatigen, die Expression beider Gene in Fibrtdtason THAPX:Mutationstragern und
Kontrollprobanden ohne Mutation untersucht. Zuntaeisrde mittelsReal-TimePCR der
Gehalt anTHAPL bzw. TOR1AMRNA, die aus den jeweiligen Zellen gewonnen wurde

bestimmt.

Fur die Expression voimOR1Akonnte kein signifikanter Unterschied zwischen datien
von THAPX:Mutationstragern und gesunden Kontrollen festdiesterden. Lediglich, wenn
die Expression voTOR1Agegen das Referenzg&WHAZgemessen wurde, zeigte sich in

den Patientenzellen eine hohere relative KonzeoirabnTOR1A

Bezuglich der Expression varHAP1 zeigten sich Unterschiede zwischen der Patiented-
der Kontrollgruppe. In Abhangig vom Referenzgendatge Erh6hung derHAPL-Expression
in Patientenzellen von 25-55 % vor. (Abb.2)
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Abbildung 2: Relative TorsinA-Expression (A) undTHAP1 (B) bei Patienten undTHAP1-
Mutationstragern; gemessen gegen drei ReferenzgenéWHAZ (Dunkel Grau), HPRT (Grau),
PBGD (Hell Grau)

Um eine deutlich hohere Erniedrigung dé€BlAP1Gehalts und damit mutmallich eine
Auswirkung auf dieTOR1AExpression zu bewirken, wurden Fibroblasten eigesunden
Probanden transient mit verschieden€HAPLsSIRNA transfiziert. Der Erfolg der
Transfektion wurde anhand eines erniedrigten GelalTHAPEmMRNA in derReal-Time
PCR nachgewiesen. Hierbei konnte eine Verringederd HAP:mRNA um 30-50 % nach
48 stundiger Inkubation erreicht werden. Als Kohé&ravurden Zellen mit sSiRNA gegen das
artifizielle GFP-Protein transfiziert, was den Gékan THAPZmRNA nicht verdnderte.

Die Expression voiTOR1Ablieb von der Reduktion amHAPL1 unbeeinflusst. Lediglich
gegen das Referenzg¥hWVVHAZgemessen, war der GehaltBEDR1AMRNA erhoht.
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Abbildung 3: Relative THAP1- (A) und TOR1A-Expression (B) nach Transfektion gemessen in derR
PCR. Als Referenzgene dienteWWHAZ (dunkel Grau), HPRT (Grau) und PBGD (Hell Grau)
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Ob Unterschiede in der Expression von THAP1 bzwrsifd zwischen Patienten und

Kontrollen vorliegen sollte auch auf Proteinebersehgewiesen werden. Hierzu wurden

Proteinextrakte aus den jeweiligen Zelllinien gemem, mit denen ein Westernblot

durchgefuhrt wurde.

Hierbei konnte kein Unterschied im Gehalt an Toksader THAP1 zwischen den einzelnen

Gruppen nachgewiesen werden (siehe Abb.4)

c.474del ¢.388_9del wT
' | ' \ Aktin
Aktin —— — — N C— —
— — C— —
TorsinA b G THAP1

N A\
g & § ¢ & 3
» » W) il Q) Q)
~ ~ ~ ~ ~

c.474de c.388_9del wT
e

[ A

g & & & 2 J

3 353 5 & 5 3
~ N ~ N

Abbildung 4: Westernblots der Proteinlysate. Links: Aktin und TorsinA. Rechts: Aktin und THAP1. Es
konnte kein Unterschied in der Konzentration von TasinA oder THAP1 zwischen den beiden Gruppen
(Mutationstrager gg. WT) festgestellt werden. Aktindiente als Ladekontrolle
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5. Diskussion

5.1. Pathogenitat der Sequenzvarianten inTHAP1-Gen

THAP1-Mutationen

In der von mir untersuchten Kohorte von 567 Dystpatienten

konnten insgesamt 10 neue Sequenzvarianten icaetifiverden.

in DYT1 Patienten
Dies entspricht einer Haufigkeit von 1,8 %.

Bei sechs von ihnen handelt es sich um

Missensemutationen (1,1 %), einer

Neue Sequenzvarianten

Mutation, die eine

im THAP1 Gen
Leserasterverschiebung zur Folge hat

(0,2 %), sowie bei dreien um
Alterationen in den nicht-kodierenden Abschnitt@rb (%).

THAP1 als

Transkriptionsfaktor

Alle gefunden Missensemutationen betreffen die Dibiddende
THAP-Doméane des Proteins, wobei sich der Effekt adie
Funktionalitdét des Proteins unterscheidet. Funf déwtationen (c.70A>G, c¢.38G>A,

von TOR1A

C.46A>G, c.68A>C, c.77C>T) scheinen einen pathogeB&ekt aufzuweisen. Bei den
Mutationen ¢.77C>T, ¢c.68A>C und c.46A>G korrelieth@ Vorhersagen der Softwares SIFT
und PolyPhen-2 eng mit dan-vitro-Ergebnissen der Luciferase-Reprotergen-Assays. Der
Mutation ¢.38G>A wurde zwar ein Effekt in der-silico-Analyse zugeschrieben, dieser
bestétigte sich aber in den Luciferase-ReporteAgsays nicht besonders ausgepragt. Bei der
Mutation ¢.70A>G zeigte sich eine deutliche Redwktder THAPL-Aktivitat in vitro, die

PolyPhen-2 Software klassifizierte die Sequenzuégigedoch als benigne.

Das klinische Bild der Mutationstrager zeigt eidéndie DYT6-Dystonie typischen Befund:
Das Erkrankungsalter der funf Trager einer Mutatioih pathogenem Effekt lag zwischen
dem 6. und dem 11. Lebensjahr und die Dystonie festierte sich zuerst an Arm (n=3) oder
Hals (n=2). Ferner zeigte sich bei allen Betroffeeee Progression zu einer generalisierten
(n=3) oder segmentalen Dystonie (n=2), was bei na¢hr80 % der bisher beschriebenen
Patienten der Fall war. Auch die Tatsache, dasg lven 5 Tragern der Missensemutationen
das Sprachvermégen beeinflusst war, deckt sichdent Angaben in der Literatur, wo eine
Beteiligung der Sprache bei iiber 60 % der Betreffiemngegeben wird? 2% 31 32.39.44. %/gpy
allen neu identifizierten Patienten mit Missensttonen wiesen nur zwei (L4155/c.68A>C
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und L4318/c.77C>T) eine positive Familienanamneasde Bei ebendiesen Mutationen zeigte
sich in den Luciferase-Reportergen-Assays die starReduktion derHAPZAktivitat (auf

20 und 40%). Moglicherweise zeichnen sich diese atfoten auf Grund ihrer starken
Beeintrachtigung der THAP1-Funktion durch eine héhHeenetranz aus, was dazu fuhrt, dass

mutationstragende Familienmitglieder ebenfalls Syme zeigen.

Auch bei der Missensemutation ¢.238A>G korreliedém Ergebnisse ddn silico- undin
vitro-Analyse stark: Beide Softwares stuften die Mutatads benigne ein und die THAP1
Aktivitdat am TOR1APromotor unterschied sich nicht von der der Wpd8equenz. Auch der
Effekt auf das THAP1-Protein legt die Vermutung eahdass es sich bei dieser
Sequenzvariante um eine benigne Variante handatchddie Substitution von Isoleucin zu
Valin werden zwei Aminosauren der Gruppe der unmgolaAminosduren gegeneinander
ausgetauscht, die sich strukturell sehr &ahnlichd.siferner wurde Lysin 70 als letzte
Aminoséaure identifiziert, die an der DNA-Bindungrdin die THAP-Domane beteiligt i3t.
Isoleucin bzw. Valin 80 ist somit wahrscheinlicleimi mehr fir diese Funktion des Proteins
verantwortlich. Auch der klinische Befund des b#&oen Patienten unterscheidet sich von
denen der anderen Mutationstrager. Mit 41 Lebenspahegt das Erkrankungsalter deutlich
Uber jenem, welches man bei einer DYT6-Dystoniéstlperweise erwarten wirde. Darlber
hinaus blieb die Symptomatik des Betroffenen imn8ieiner fokalen Dystonie auf den Hals
beschrankt und die Stimme ist nicht beeintréchtigitzten Endes kann aber nicht mit
absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden, dasSutbstitution von Isoleucin zu Valin an
Position 80 eine andere Funktion d@&slAP1-Proteins beeinflusst und somit fir die

Symptomatik des Patienten verantwortlich ist.

Im Gegensatz dazu konnte durch den Nachweis eipstrien Imports des verklrzten
THAP1-Proteins (p.Lys190fs199X) in den Zellkern dRathogenitat dieser Mutation

nachgewiesen werden. Zwar betrifft die Leserastecheebung nicht die NLS-Doméane

direkt, da sich diese von Aminosdure 146 bis 16&reck{®, doch unsere Ergebnisse
suggerieren, dass die Funktion dieser Region déneoweschrankt ist. Wahrscheinlich ist
der Effekt der Mutation auf eine gestorte Protdinfeg in Richtung C-Terminus des NLS zu
erklaren, die die korrekte Bildung des NLS und gatessen Bindung an Proteine, die fir den
Import in den Zellkern verantwortlich sind, stolie klinischen Daten des betroffenen
Patienten spiegeln auch nicht das typische Bila&ereDYT6-Dystonie wieder. Zum einen

manifestierte sich die Krankheit erst im 49. Lel@msund hat sich in 10 Jahren nicht weiter

auf andere Korperregionen ausgebreitet. FernatastSprachvermogen des Patienten nicht
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beeinflusst. Diese Befundkonstellation ist mogletese darauf zurlckzufihren, dass trotz
des gestorten Importes des verkirzten Proteins mmoeh relativ viel funktionelles THAP1

im Zellkern zur Verfigung steht und als Transkopsfaktor fungieren kann. Dies kdnnte den
relativ spaten Krankheitsbeginn und die vergleiakisey milde Symptomatik des Patienten

erklaren.

Uber den Effekt der Sequenzvarianten in den niddidrenden Regionen lasst sich auf
Grund des Mangels an Untersuchungsmaterial nicltssagen. Deswegen ware eine
Korrelation zu den klinischen Befunden dieser beiBatienten rein spekulativer Natur.

Die Ergebnisse bezlglich des Polymorphismus -28G23TT suggerieren eine mogliche
Assoziation mit einzelnen Subtypen der Dystonie. Ahdufigsten wurde diese
Sequenzvariation bei Patienten mit zervikaler undsikerdystonie gefunden, wobei die
Anzahl der Probanden zu klein ist, um verlassliBlnesagen bezuglich einer Assoziation zu
treffen. Die Daten einer anderen ArbeitsgruppegneBtudienpopulation hauptséchlich aus
Patienten mit fokalen Dystonien, wie z.B. der Zemlen oder brachialen Dystonie bestand,
fanden besagten Polymorphismus interessanterwéisebii Patienten als bei Kontrollénh.
Diese Befallsmuster sind die haufigsten bei Patiemtit DY T6-Dystoni€>?° Die Ergebnisse
der Arbeitsgruppe von Houlden et al. zeigen ke@ieflssoziation der Dystonie mit dem
Polymorphismu$? Ein méglicher Grund kénnte hierbei in der Auswaét Probanden liegen.
Lediglich 20 % litten unter einer fokalen Dystonied 75 % wiesen einen Krankheitsbeginn
von unter 30 Jahren auf. Letztes kénnte die Stpdigulation dahingehend beeintrachtigt
haben, dass mehr Patienten mit monogenetischer erystonie vertreten waren statt mit
polygenetischen Risikofaktoren, sodass keine Assioni feststellbar war.

Da die Sequenzvariante IVS1+9C>A nur einmal beiejsveinem Patienten und einer
Kontrolle gefunden wurden, kann keine Aussage idee mogliche Assoziation mit der

DYT6-Dystonie getroffen werden.

Insgesamt konnten also in unserer Patientenkolzetta neue Sequenzvarianten identifiziert
werden, wobei fir sechs von ihnen ein funktioneltéfiekt bestatigt werden konnte. Unsere
Untersuchungen demonstrieren weiterhin, dass atlenldentifikation von Mutationen im
THAPZ-Gen nicht ausreichend ist, um eine Aussage Ubeaxige Pathogenitat zu treffen. An
die Analyse der Sequenz dd#HAPLXGen sollte sich im lIdealfall eine angemessene

funktionelle Untersuchung anschlief3en.
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5.2. Einfluss von THAP1/DYT6-Mutationen auf Penetranz und Auspragung der
DYT1-Dystonie

Die Hypothese, dass die Auspragung der Dystoni®eeionen mit THAP1-Mutationen

GAG-Deletion iImTOR1AGen von etwaigen Mutationen oder
SNPs imTHAP1-Gen abhangig ist, konnte

durch unsere Experimente nicht bestatig

in DYT1 Patienten

werden. Neue Sequenzvaria

Somit konnte durch unsere Versuchgm THAP1Gen

keine Erklarung fur die variable

Penetranz und Krankheitsauspragung der DYT1- THAP1 als

Dystonie erbracht werden. Es mussen folglich anderetische oder Transkriptionsfaktor

Umweltfaktoren vorliegen, die die Penetranz der r&mkung

von TOR1A
beeinflussen. Der bisher einzige bekannte genetiddiodifier, der

D216H- Polymorphismus imflOR1AGen selbst, kbnnte bei einem Teil unserer Pategitee
maogliche Erklarung fir das Vorliegen-, bzw. dashtivorliegen von Dystonie-Symptomen
sein. Mutationstrager des H-Allels haben ein gemieg Risiko bei bestehender GAG-
Deletion eine DYT1-Dystonie zu entwickeln. Unseti®aenkollektiv wurde nicht auf das
Vorhandensein des D216H-Polymorphismus uberpraftass in diesem Fall keine Aussagen

hierzu gemacht werden kénnen.

Bezuglich der potentiell mit der DYT-6 Dystonie aserten Polymorphismen liel3 sich
ebenfalls kein eindeutiger Trend feststellen. Um so¥sationen der bekannten
Polymorphismen mit statistischer Relevanz nachweme konnen, sind bedeutend grof3ere
Kohorten von DYT1-Dystonie Patienten erforderlich.
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5.3. Die Rolle von THAPL1 als Transkriptionsfaktor auf die Expression vorr OR1A

Die Funktion des THAP1-Proteins als Repressor dangdkription des

TOR1AGens wurde durch die Arbeitsgruppe der Humangeireti THAPI-Mutationen

vitro durch ChIP- und Luciferase-Reportergen-Assaysikigst in DYT1 Patienten
Erstaunlicherweise konnte der Effekt von
verkirztem THAP1 auf die Expression
von TOR1AIm Zellmodell nicht

nachgewiesen werden. Die erwartete

Neue Sequenzvaria

im THAP1 Gen

hohere Expression vOrOR1AINn
Patientenzellen konnte in der RT-PCR THAP1 als
nicht festgestellt werden. Auch der Knock-Down Vid#AP 1 mittels Transkriptionsfaktor

transienter Transfektion von siRNA in Fibroblastem
von TOR1A
Kontrollprobanden zeigte keine Auswirkung auf @i@R1A

Expression.

Auch auf Proteinebene war kein Unterschied zwiscAg@hAPl-Mutationstragern und

entsprechenden Kontrollen festzustellen.

Interessanterweise wurde aber einer erhdohte Koratemt von THAPLImMRNA in
Patientenzellen mit verkirztem THAP1-Protein festgit werden. Diese Ergebnisse legen
die Vermutung nahe, dass das mutierte Allel innallatersuchten Patienten stabil ist und die

MRNA keinem Abbaumechanismus unterworfen wird.

Die hohere Expression vomHAP1 in Mutationstragern ist am ehesten durch eine
Autoregulation desTHAPXGens durch das THAP1-Protein selbst zu erklaremne We
Ergebnisse von Erogullari et al zeigaro¢h nicht verdffentlicht bindetTHAP1an mehrere
THABS innerhalb deFHAPXPromoter und unterdriickt dort seine eigene ExmpesBiese
physiologische Feedbackschleife bewirkt folglicmeei Uberexpression vomHAPL in
Mutationstragern und kdnnte somit einen kompensatoen Effekt haben. Dies kénnte ein
Grund dafur sein, dass keine Veranderung in derrdsgion vonTORI1A in unseren

Versuchen nachweisbar war.

Mdoglicherweise ist die autoregulatorische Funktiodes THAP1-Proteins daflr
verantwortlich, dass Uber langeren Zeitraum defliSs des mutierten Allels kompensiert

werden kann. Das Auftreten der Dystonie, bzw. ddPeogredienz in ein generalisiertes
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Stadium konnte auftreten, sobald dieser komperseba Effekt nicht mehr ausreichend ist

und die Regulation anderer Zielgene von THAP1,zviB. TOR1A zu stark gestort ist.

Ein anderer Grund dafir, dass in unseren Expergnekein Effekt auf die Expression von
TOR1Anachgewiesen werden konnte, kdnnte an den verwemdellen liegen. Die Dystonie
ist eine neurologische Bewegungsstorung. In unséeesuchen wurden auf Grund der relativ
komplikationslosen Gewinnung von Patientenmatéfialitfibroblasten verwendet. Denkbar
ist, dass die Interaktion von THAP1 um®R1Ain neuronalem Gewebe deutlich ausgepragter
ist. Es ist ebenso denkbar, dass die RegulationTV@R1Adurch THAP1 zu bestimmten
Abschnitten in der Gehirnentwicklung eine groRReralldR spielt, als zu einem spaterem
Zeitpunkt. In Versuchen an Mausen konnte z. B. iggxeerden, dass diEOR1AEXxpression

in der perinatalen Phase am héchster'iBeer jiingste unserer untersuchten Patienten war 36
Jahre alt als die Hautbiopsie durchgefuhrt wurddass etwaige Effekte von THAP1 auf die
TOR1AExpression, die friher eine Rolle in der Pathogender DYT6-Dystonie gespielt

haben kdnnten, nicht mehr nachzuweisen sind.

5.4. Schlussfolgerungen

Im untersuchten Patientenkollektiv von 567 Patienteit primarer Dystonie konnten
insgesamt zehn bisher unbeschriebene Mutationendomi Individuen entdecket werden. Es
handelt sich hierbei in sechs Fallen um Missensatiomien, die allesamt die THAP-Doméne
des THAP1-Proteins betreffen. Ferner wurde eine el identifiziert, die eine
Leserasterverschiebung in unmittelbarer Nahe zufdedas NLS kodierenden Bereich zur
Folge hat. Drei weitere Punktmutationen betreffen dicht kodierenden Bereich in der 5° —
bzw. 3'-UTR.

Nach anschlielenden funktionellen Untersuchungen Rathogenitdt der gefundenen
Varianten mittelsn-silico-Analyse und Luciferase-Reportergen-Assays konh&rsechs der

gefunden Mutationen ein pathogener Effekt nachgssmewerden. Dies entspricht einer
Frequenz von 1,1 %. Unsere Untersuchungen zeigait $erner, dass die DYT6-Dystonie
ein eher seltener Ausloser einer primaren Dystastieund dass sich Mutationsanalysen
idealerweise eine funktionelle Diagnostik anschdielsollte, um benigne von pathogenen

Sequenzvarianten unterscheiden zu kdénnen.
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Bezuglich des mutmaflich mit der DYT6-Dystonie assoten Polymorphismus -

237,236GA>TT zeigte sich ein haufigeres Auftreten dinzelnen Subgruppen unserer
Studienpopulation, namlich bei Patienten mit Begailg der orofazialen, zervikalen oder
Handmuskeln. Die Gesamtzahl der Betroffenen isrdithgs zu klein um eine statistisch

relevante Assoziation feststellen zu kénnen.

Die aufgestellte Hypothese, dass die PenetranzZDd@rl-Dystonie mdglicherweise von
Sequenzvarianten dd@$AP1Gens beeinflusst werden kdnnte, konnte in denhgyaftihrten
Experimenten nicht bestatigt werden. Obwohl di@anskription desTOR1AGens vom
THAP1-Protein  beeinflusst wird, liegen wahrscheinli andere Faktoren bzw.

Umwelteinflisse der variablen Penetranz der DYT5tDiie zu Grunde.

Der erwartete Effekt von verkirztem THAPL auf digpEession vonTOR1Akonnte in den
von mir verwendeten Hautfibroblasten nicht bestatigrden. Es zeigte sich weder auf
MRNA- noch auf Proteinebene ein Unterschied T@®R1AGehalts zwischen Patienten und
Kontrollprobanden. Diese Ergebnisse sind am ehesteh den unten beschriebenen
autoregulatorischen Effekt von THAP1 zurtickzufihrEarner kénnte auch der Effekt von
THAP1 auf dieTOR1AEXxpression gewebe- oder entwicklungsstadiums-gpelzj und somit
in Fibroblasten nicht nachweisbar sein.

Interessanterweise wurde ein hoherer Gehalt an THB& Patienten mit verkirzenden
Mutationen nachweisen. Dies ist wahrscheinlich ewe autoregulatorische Funktion des
THAP1-Proteins zurtickzufihren, welches als Repreascseinen eigenen Promotor bindet
und dort seine eigene Transkription beeinflusst.ghdétierweise kann der Effekt des
mutierten THAPLAllels so Uber einen gewissen Zeitraum kompensregtden, bis ein

bestimmter Grenzwert Uberschritten ist.
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