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1. Einleitung

1.1. Definition und Klassifikation der Dystonie

Die Dystonien sind eine Gruppe seltener und klinisch heterogener Bewegungsstorungen.
Sie sind charakterisiert durch anhaltende oder zwischenzeitlich auftretende unwillkiirliche
Muskelkontraktionen, welche unnatiirliche Bewegungen, Positionen oder beides hervorrufen.
Hiervon kénnen auch wichtige Korperfunktionen wie das Sehen, Sprechen und Schlucken be-
eintrdchtigt werden. Dystonische Bewegungsstorungen folgen typischerweise Mustern und
konnen zu ,verdrehenden” Bewegungen fithren und auch Komponenten von Tremor bein-
halten (Albanese et al., 2013). Wegen dieser haufig im Alltag korperlich stark einschrankenden
Symptome besteht ein grofes Interesse, die Atiologie und Pathophysiologie der Dystonien ge-
nauer zu entschliisseln. Mit Hilfe neuer Erkenntnisse konnten ursachenspezifische Therapien
entwickelt und auf diesem Wege die Lebensqualitédt der Betroffenen verbessert werden.
Dystonien sind die dritt-haufigste Bewegungsstorung weltweit (Breakefield et al., 2008). Die
Préavalenz wird auf 30.85:100.000 geschétzt (Medina et al., 2022). Die Erstbeschreibung des Be-
griffs der Dystonie erfolgte 1911 durch Dr. Oppenheim (Oppenheim, 1911; Klein and Fahn,
2013). Er beschrieb das Krankheitsbild der Dystonie anhand von vier Patienten, bei denen die
Extremitdten und der Rumpf von Muskelspasmen betroffen waren. Die Muskelspasmen re-
sultierten in unnatiirlichen und stark einschrankenden Positionen, die sich bei Bewegung ver-
schlechterten. Je nach Aktivitét trat ein Wechsel zwischen Hypo- und Hypertonie der Muskeln
auf. Die Symptome konnten zu verdrehenden bis hin zu starren Kérperpositionen fithren. Den
unnatiirlichen Koérperhaltungen entsprechend prigte Oppenheim die Bezeichnung Dystonia
musculorum deformans fiir das dystone Krankheitsbild (Klein and Fahn, 2013). Im Jahre 1984 er-
folgte eine Definition durch ein Expertenkomitee der Dystonia Medical Research Foundation.
Dystonien wurden beschrieben als syndrome of involuntary, sustained muscle contractions affec-
ting one or more sites of the body, frequently causing twisting and repetitive movements, or abnormal
postures (Syndrom mit unwillkiirlichen und anhaltenden Muskelkontraktionen, welche eine
oder mehr Korperstellen betreffen und oftmals zu verdrehenden und wiederholten Bewegun-
gen oder unnatiirlichen Korperhaltungen fiihren) (LeDoux, 2012). In den letzten Jahrzehnten
wurden die Dystonien stetig weiter erforscht. 2013 folgte eine neue tiberarbeitete Definition
und Klassifikation der Dystonie. In dieser im internationalen Konsensus fithrender Dystonie-
Experten entstandenen Definition wird Dystonie definiert als a movement disorder characterized
by sustained or intermittent muscle contractions causing abnormal, often repetitive, movements, postu-
res, or both. Dystonic movements are typically patterned and twisting, and may be tremulous. Dystonia
is often initiated or worsened by voluntary action and associated with overflow muscle activation (Al-
banese et al., 2013).
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Dystonien kénnen jede Korperregion betreffen und sich im Verlauf tiber mehrere Regionen
ausbreiten. Auch die Stimmbénder und das Gesicht kénnen beeintrachtigt sein. Im Gesicht
sind insbesondere die Augenlider und die oromandibulidre Region betroffen. Das Manifesta-
tionsalter reicht von frither Kindheit bis hin zum spaten Erwachsenenalter. Als Ursache der
Dystonie werden verschiedenste Griinde diskutiert. Eine Rolle spielen sowohl genetische Ver-
danderungen als auch das Zusammenspiel mit Umweltfaktoren bzw. anderen Erkrankungen.
Ein Grofsteil der Dystonien tritt allerdings idiopathisch auf (Albanese et al., 2013). Dystonien
weisen somit klinisch und &tiologisch eine grofse Heterogenitat auf.

Zur Systematisierung dieser heterogenen Gruppe von Bewegungsstorungen werden deskrip-
tive, dtiologische und genetische Kriterien genutzt. Die deskriptive Einteilung erfolgt entwe-
der nach dem Erkrankungsalter oder der betroffenen Koérperregion (Albanese et al., 2013).
Es gibt verschiedene Manifestationsformen von Dystonien: isolierte (ausschliefSlich Dystonie-
Symptome), kombinierte (mit zusitzlichen Symptomen anderer Bewegungsstorungen) und so-
genannte komplexe Dystonien; letztere sind Erkrankungen, bei denen Dystonie als ein, hdufig
weniger prominentes Symptom gemeinsam mit weiteren auftritt (Lohmann and Klein, 2017).
Atiologisch unterschied man urspriinglich zwischen primdren Dystonien (Dystonie-
Symptome als einzige klinisch-neurologische Manifestation), Dystonie-Plus-Syndromen (mit
zusitzlichen Symptomen anderer Bewegungsstorungen), sekunddren Dystonie (als Folge einer
anderen Erkrankung oder eindeutigen Ursachen, beispielsweise eines Apoplex, eines Traumas
oder durch Medikamente) oder heredodegenerativen Dystonien (Dystonie sowohl als promi-
nentes als auch als Nebensymptom vorhanden) unterscheiden (Fahn, 2011). Diese Klassifika-
tion wurde jedoch durch die neue Einteilung von 2013 abgelost (Albanese et al., 2013). Nach
dieser werden Dystonien nun nach zwei Achsen eingeteilt, der klinischen Charakterisierung
(s. Abbildung 1.1) und der Atiologie (s. Abbildung 1.2).

Durch Fortschritte im Bereich der Molekulargenetik konnten in den letzten 30 Jahren tiber 200
Gene als mogliche Ursachen von Dystonien identifiziert werden (Lohmann and Klein, 2017;
Lange et al., 2022). Die genetische Einteilung richtet sich nach dem ursédchlichen Gen, dem
genetischen Lokus und dem Vererbungsmodus. Auch durch die Weiterentwicklung klinischer
und genetischer Analysen und Erforschung der Pathophysiologie der Dystonien unterliegt die
Einteilung der Dystonie einem stetigen Wandel.

1.2. Klinische Einteilung der Dystonie

Klinisch werden Dystonien nach dem Klassifikationssystem von 2013 nach dem Erkrankungs-
alter, der betroffenen Korperregion und dem zeitlichen Verlauf charakterisiert (Albanese et al.,
2013).

Das Erkrankungsalter wird in einen friihen (early-onset) und spiten Beginn (late-onset) unter-
teilt. Als frither Beginn wird das erste Auftreten von Symptomen vor dem 30sten Lebensjahr
bezeichnet. Treten Symptome erst danach auf, handelt es sich um einen spaten Beginn. Ab-
hingig von den Symptomen werden Dystonien in isolierte und kombinierte Formen eingeteilt
(Abbildung 1.1).
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Erkrankungsalter Kleinkindalter (Geburt- 2 Jahre)

Kindheit (3- 12 Jahre)
Adoleszenz (13- 20 Jahre)
Friihes Erwachsenenalter (21- 40 Jahre)

Spétes Erwachsenenalter (>40 Jahre)

Betroffene Fakal

Kérperregionen Multifokal

Segmental
Hemidystonie

Generalisiert

Zeitliches Muster Krankheitsverlauf Stagnierend
Progredient

s Persistierend
Variabilitat
Belastungsabhingig
Tageszeitabhingig

Paroxysmal

Assoziierte Isolierte Dystonie

Merkmale
Kombinierte Dystonie (mit einer anderen Bewegungsstérung/en kombiniert)

Weitere begleitende neurologische oder systemische Erkrankungen

Abbildung 1.1.: Neues Klassifikationssystem der Dystonie (2013) - Achse I: klinische Charakterisie-
rung

Ubersicht der klinischen Charakterisierung der Dystonie, modifiziert nach dem 2013 im Konsensus ent-
wickelten neuen Klassifikationssystem (Albanese et al., 2013).

Isolierte, idiopathische Dystonien (frither Primére Dystonien/ PTD= primary torsion dysto-
nia) stellen dabei die grofite Untergruppe der Dystonien dar. Sie umfasst ungefahr 75% der
Dystonie-Félle und zeigt ein breites klinisches Spektrum, von in der Kindheit beginnender ge-
neralisierter Dystonie bis hin zu einer im Erwachsenenalter auftretenden fokalen Dystonie. Als
isolierte Dystonie wird die Dystonie bezeichnet, wenn ausschliefilich dystone Symptome vor-
liegen, mit Ausnahme von Tremor, welcher ebenfalls Teil einer isolierten Dystonie sein kann
(Albanese et al., 2013). Treten neben Dystonie auch Symptomen anderer Bewegungsstorun-
gen auf, wie ein Parkinson-Syndrom oder Myoklonien, handelt es sich um eine kombinierte
Dystonie (Albanese et al., 2013). Auch fiir kombinierte Dystonie konnten in den letzten Jah-
ren vermehrt genetische Ursachen nachgewiesen werden (Balint and Bhatia, 2015; Zech et al.,
2017a).

In einigen Arbeiten wird noch eine dritte und klinisch heterogenste Form der Dystonie be-
nannt. Es handelt sich dabei um die komplexe Dystonie, bei der dystone Symptome gemein-
sam mit anderen neurologischen und nicht-neurologischen Symptomen auftreten. Diese Form
wurde erstmals 2016 beschrieben (Marras et al., 2016) und ist nicht in der 2013 publizierten
Konsensus-Klassifikation von Dystonie enthalten (Albanese et al., 2016).

Symptome einer Dystonie kénnen sich in jeder Korperregion manifestieren und auch gleich-
zeitig in mehreren Korperregionen vorkommen. Dementsprechend erfolgt eine Einteilung in
funf Kategorien: fokal, multifokal, segmental, generalisiert und Hemidystonie (s. Tabelle 1.1)
(Albanese et al., 2013; Balint et al., 2018).
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Tabelle 1.1.: Einteilung der Dystonie anhand der Korperregion

Fokal: eine einzelne Korperregion ist betroffen (z.B. Schreibkrampf, Blepharospasmus)

Multifokal: mehrere nicht aneinander angrenzende Korperregionen sind betroffen (z.B. obere und
untere Extremitédten; kranial und untere Extremitéten)

Segmental: mehrere aneinander grenzende Korperregionen sind betroffen (z.B. kranial und
zervikal; zervikal und obere Extremitat)

Generalisiert: der Rumpf und mindestens zwei weitere Kérperregion sind betroffen

Hemidystonie: eine Korperhalfte ist betroffen (meist sekundéar durch eine Lasion in den

kontralateralen Basalganglien)

Treten Symptome von Dystonie nur in kurzen Episoden mit zwischenzeitlich symptomfreien

Intervallen auf, werden diese Formen von Dystonie als paroxysmale Dystonie bezeichnet. Oft

werden die Symptome durch bestimmte Triggerfaktoren, z.B. Belastung der Korperregion, aus-
gelost (Albanese et al., 2013; Charlesworth et al., 2013).

Haufige Lokalisationen einer Dystonie werden in der folgenden Tabelle 1.2 dargestellt (Balint
et al., 2018; Albanese et al., 2013).

Tabelle 1.2.: Hiufige Manifestationsorte einer Dystonie

Cervikale Dystonie:

Craniale Dystonie:

Laryngeale Dystonie:

Blepharospasmus:

Oromandibulire
Dystonie:

Schreibkrampf:
Musikerdystonie:
Paroxysmale Dystonie:
Bewegungs-induzierte

Dystonie:

Paroxysmale kinesigene
Dystonie:

die Dystonie betrifft die Hals- und Nackenmuskulatur und fiihrt zu unnattirlichen
Haltungen des Kopfes; Subtypen: Torticollis (der Kopf dreht sich zu einer Seite),
Laterocollis (der Kopf kippt zu einer Seite), Retrocollis (Extension des Kopfes nach
hinten) und Anterocollis (Flexion des Kopfes nach vorne)

die Dystonie betrifft das Gesicht oder die Stimme; Subtypen: Laryngeale Dystonie,
Blepharospamus, oromandibuldre Dystonie, Meige-Syndrom (Blepharospasmus +
oromandibulédre Dystonie)

auch spasmodische Dysphonie genannt. Die Dystonie betrifft die Stimmbéander;
Subtypen: Adduktor-Typ (,gewiirgte”, ,raue” Stimme mit haufig wechselnden
Tonhohen), Abduktor-Typ (,fliisternde”, ,,gehauchte” Stimme)

charakterisiert durch die Augen schliefende Muskelkontraktionen

die Dystonie betrifft die Mund- und/oder Kiefermuskulatur und fithrt zu
unfreiwilligen perioralen Bewegungen, wie Mundsffnung oder Mundschluss

fokal, tatigkeitsspezifisch, die Hand oder den Unterarm betreffend; verstarkt sich
durch Schreiben

tatigkeitsspezifisch, Manifestation in der Korperregion, die zum Spielen eines
Instrumentes genutzt wird

tritt intermittierend unter bestimmten Triggerfaktoren auf, zum Beispiel
belastungsabhéngig

die Dystonie manifestiert sich nach andauernden Ubungen als selbst-limitierende
Episoden in der trainierten Extremitat

die Dystonie manifestiert sich als kurze selbst-limitierende Episoden, z.T. mit
unwillkiirlicher Kérperhaltungen, die durch plétzliche Bewegungen ausgelost
werden
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1.3. Atiologie der Dystonie

Die Kontrolle willkiirlicher Bewegungen wird durch neuronale Interaktionen im Gehirn ge-
steuert. Ausschlaggebend sind dabei die Interaktionen zwischen den Basalganglien, dem sen-
somotorischen Kortex, dem Kleinhirn und dem Thalamus. Eine Stérung dieser Interaktionen
oder Hirnareale kann zu unterschiedlichen Formen von Bewegungsstorungen fiithren (Mey-
er et al., 2017). Zu den Erkrankungen des Nervensystems zidhlen dabei vor allem neurode-
generative Erkrankungen und strukturelle Lisionen, wodurch die neuronalen Interaktionen
geschddigt und eine Dystonie hervorgerufen werden kann. Wurde als Ursache der Dystonie
eine definierte neurologische Erkrankung, wie eine perinatale Hirnschdadigung, Neoplasie, In-
toxikation, Infektion oder vaskuldr bedingte Verdnderungen identifiziert, handelt es sich um
eine erworbene Dystonie. Ausloser einer erworbenen Dystonie konnen dariiber hinaus Me-
dikamente sein, die durch ihre Wirkung das Nervensystem beeinflussen (Charlesworth et al.,
2013; Balint et al., 2018).

Die zweite Achse der Klassifikation der Dystonien befasst sich mit der Atiologie der Dystonie.
Nach dem neuen Klassifikationssystem (2013) werden hinsichtlich der Ursachen anatomisch
feststellbare Pathologien des Nervensystems und vererbte oder erworbene Formen unterschie-
den (Albanese et al., 2013). In Abbildung 1.2 ist diese aktuelle Klassifikation der Atiologie dar-
gestellt.

Erkrankungen des  Deseneration

Nervensystems Strukturelle Lasion

Kein Hinweis auf eine Pathologie
Erblich oder Erblich Autosomal dominant
erworben

Autosomal rezessiv
X-linked
Mitochondrial
Erworben Perinatale Hirnschadigung
Infektion
Medikamentds
Toxisch
Vaskular
Neoplastisch
Hirnschadigung
Psychogen
Idiopathisch Sporadisch

Familiar

Abbildung 1.2.: Neues Klassifikationssystem der Dystonie (2013) - Achse II: Atiologie
Ubersicht der Atiologie der Dystonie, modifiziert nach dem 2013 im Konsensus entwickelten neuen Klas-
sifikationssystem (Albanese et al., 2013)
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1.4. Genetik der Dystonien

Seit Mitte des 20. Jahrhunderts wurden grofle Fortschritte in der Erforschung des menschlichen
Genoms erzielt. Durch das Humangenomprojekt (1990-2003) konnte das menschliche Genom
entschliisselt und hierdurch genetische Ursachen vieler Erkrankungen besser verstanden wer-
den (Moraes and Goes, 2016). Durch die Weiterentwicklung und Beschleunigung genetischer
Analysen mittels des Next-Generation Sequencing (NGS) ergaben sich auch im Bereich der
Genetik der Dystonien viele neue Erkenntnisse. In den letzten 30 Jahren wurden auf diesem
Wege iiber 200 Gene mit der Pathogenese der Dystonien in Verbindung gebracht, wovon bei
einigen Genen bereits ein direkter Zusammenhang zwischen Genvarianten und Ursachen der
Dystonie nachgewiesen werden konnte (Lohmann and Klein, 2017; Steel et al., 2020). Mit Hilfe
des NGS konnten nicht nur neue pathogene genetische Varianten in Dystonie-assoziierten Ge-
nen identifiziert, sondern auch das Verstindnis der Atiologie und Pathogenese der Dystonien
verbessert werden. Durch das wachsende Verstdandnis folgte eine neue Klassifikation und die
Bezeichnung verschiedener Dystonieformen konnte spezifiziert werden (Domingo et al., 2016;
Marras et al., 2016).

Die Erstellung einer einheitlichen Liste ist nur schwer moglich, da immer wieder neue Erkennt-
nisse bekannt oder eine Assoziation mit Dystonie fiir einige dieser Gene in Frage gestellt wer-
den, da eine Pathogenitit nicht sicher nachgewiesen werden konnte (Jinnah and Sun, 2019;
Lange et al., 2022). Bisherige Erkenntnisse deuten insgesamt jedoch auf eine hohe Relevanz
genetischer Ursachen in der Pathogenese vieler Formen von Dystonie hin. Eine positive Fa-
milienanamnese und ein frither Beginn stehen hidufig in Verbindung mit einer monogenetisch
vererbten Form der Dystonie (Charlesworth et al., 2013). Bisher konnten von den mit Dystonie
in Verbindung gebrachten Genen tiber 30 Gene sicher als Ursache einer Dystonie nachgewie-
sen werden (Lohmann and Klein, 2013; Balint et al., 2018). Eine Liste bekannter Dystonie-Gene
mit den Genloci und dem Vererbungsmodus ist im Anhang in der Tabelle A.1 aufgefiihrt. Der
Fokus der Tabelle liegt auf den Genen, die mit isolierte und kombinierte Formen von Dysto-
nie sowie Dystonie-Parkinsonismus assoziiert sind. Die Nomenklatur (DYT1, DYT2, usw.) geht
urspriinglich auf die historische Reihenfolge der ,Entdeckung” neuer, mit Dystonie assoziier-
ter Genloci zuriick, ohne den genauen Pathomechanismus oder die klinische Auspragung zu
betrachten. Mittlerweile sind die jeweiligen Gene zum grofsten Teil identifiziert, und eine al-
leinige Nomenklatur anhand der Genloci wird von dem Human Genome Organisation (HUGO)-
Gene Nomenclature Committee nicht mehr empfohlen. Dem Prefix ,DYT “ folgt nun der Name
des entsprechenden Gens (Marras et al., 2016). Im Fall von DYT1 wird beispielsweise die Be-
zeichnung ,DYT-TOR1A” genutzt.

In Abbildung 1.3 ist eine Ubersicht bedeutsamer Entwicklungen in der Genetik der Dystonien
dargestellt. Der Fokus liegt dabei auf den fiir diese Arbeit relevanten Genen TOR1A, THAP]I,
GNAL, PRKRA und KMT2B. Da im weiteren Forschungsverlauf nach Abschluss des prakti-
schen Teils dieser Arbeit drei weitere mit einer isolierten Dystonie assoziierte Gene nachgewie-
sen werden konnten, wurden diese ebenfalls der Vollstindigkeit halber mit in Abbildung 1.3
aufgenommen. Es handelt sich dabei um die Gene VPS16, EIF2ZAK2 und AOPEP. Eine detail-
liertere Beschreibung dieser Gene sind in dem Paper Thomsen et al., 2023 zusammengefasst.
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Bericht der Dystonie als Ident|f?kat|on der PRKRA Identifikation der GNAL
,Dystonia musculorum Mut:tmnen als UrTache Mutationen als Ursache
deformans® es_autosoma —_ der autosomal

rezessiven Dystonie- dominanten Dystonie

Parkinsonismus

Beschreibung der Identifikation der KMT28
fokalen Dystonie als Mutationen als Ursache

neurologisches einer early-onset
Syndrom generalisierten Dystonie

1893 1897 1911 1997 2008 2009 2012 2013 2016 2021 2022

Erste Beschreibung

einer generalisierten
Dystonie

Neues Konsensus

Identifikation der TOR1A Identifikation der THAPI Update zu der
Mutationen als Ursache einer Mutationen als Ursache Phanomenologie und
early-onset generalisierten einer early-onset autosomal Klassifikation der

Dystonie dominanten Dystonie Dystonie

Abbildung 1.3.: Geschichtliche Einordnung bedeutsamer Entwicklungen der Genetik von Dystonien
Die Abbildung stellt einige bedeutsame Meilensteine in der Erforschung genetischer Ursachen der Dys-
tonien dar. Es handelt sich hierbei um eine Auswahl mit dem Schwerpunkt auf den in dieser Studie
untersuchten Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B. Eine umfassendere Darstellung ist bei
Balint et al. (2018) zu finden.

Die nach Abschluss der praktischen Durchfithrung dieser Studie neu identifizierten und mit der Dysto-
nie assoziierten Gene VPS16, EIF2AK2 und AOPEP wurden zur Ubersicht ebenfalls dargestellt und in
hellgrau hinterlegt (Thomsen et al., 2023).

Wiéhrend die Pathogenitét vieler Dystonie-Gene bereits fest etabliert ist, werden weiterhin neue
zusétzliche genetische Varianten bzw. Mutationen in diesen Genen nachgewiesen oder weitere
Gene mit in die Pathogenese der Dystonie einbezogen. Im Fokus dieser Arbeit stehen pathoge-
ne Varianten in den Dystonie-Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B, welche zu-
meist zu einer isolierten Dystonie fithren (Lange et al., 2021). In Tabelle 1.3 sind die klinischen
und genetischen Merkmale dieser Gene dargestellt und werden in den folgenden Abschnitten
genauer erldutert.
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1.4.1. Mutationen im Gen TOR1A als Ursache einer Dystonie

DYT-TOR1A ist eine Form von Dystonie, fiir die als erstes ein Genlocus identifiziert wurde.
Das DYT1-Gen TOR1A liegt auf Chromosom 9 (9q34) und ist mit einer autosomal-dominant
vererbten, meist frith beginnenden generalisierten Dystonie (frithere Bezeichnung: Torsions-
dystonie) assoziiert (Ozelius et al., 1997). Das mittlere Alter bei Beginn der Symptome liegt bei
13 Jahren (Lange et al., 2021).

Klinisch manifestiert sich die DYT-TOR1A-Dystonie meist mit einem Beginn in den Extremita-
ten. Innerhalb von fiinf Jahren kommt es typischerweise zu einer Ausbreitung der Symptome
unter Einbeziehung des Rumpfes oder weiterer Extremitéten, selten auch des Kopfes bis hin
zu einer Generalisierung in etwa 50% der Fille. Mutationstrager, welche bis zum Alter von
27 Jahren noch keine Symptome zeigen, werden als nonmanifesting carrier bezeichnet, da das
Ausbilden von Symptomen bei diesen Patienten meistens ausbleibt (Weisheit et al., 2018). Un-
gefahr zwei Drittel der Variantentréger bilden lebenslang keine Symptome einer Dystonie aus.
Mutationen im Gen TORIA zeigen somit eine reduzierte Penetranz von ca. 30% (Zirn et al.,
2008; Lohmann and Klein, 2017).

Therapeutisch ist neben der lokalen Applikation von Botulinumtoxin die Tiefe Hirnstimulation
(THS) eine effektive Moglichkeit der Symptomreduktion (Lohmann and Klein, 2017).

Das Gen TOR1A (torsin family 1 member A) auf Chromosom 9q34 kodiert fiir das Protein Tor-
sin A, das zur AAA+-Superfamilie gehort. Die Bezeichnung AAA+ steht fiir ATPases associated
with a variety of cellular activities und beschreibt die Eigenschaft dieser ATPasen, an verschiede-
nen Prozessen des Zellstoffwechsels beteiligt zu sein.

TorsinA ist iiberwiegend im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem perinukledren Raum
bzw. der Kernhiille lokalisiert (Lohmann and Klein, 2017). Als ATPase wirkt TorsinA in einer
Vielzahl zelluldrer Aktivititen wie der Remodellierung von Proteinen und Aminosduren und
dem Proteinabbau mit (Demircioglu et al., 2019). Es kann zusétzlich als Chaperon fungieren;
der Anteil von TorsinA innerhalb der Zelle, der im ER bzw. der Kernhiille lokalisiert ist, be-
notigt zur Aktivierung die Bindung an LAP1 (lamina-associated protein) oder LULL1 (lumi-
nal domain like LAP1). Wird diese Bindung durch Mutationen, wie beispielsweise die GAG-
Deletion ¢.907_909delGAG p.Glu303del beeintrachtigt, kommt es zu Storungen der Zellfunk-
tion (Sosa et al., 2014).

Diese GAG-Deletion ist die erste fest etablierte Mutation. Die Deletion von den drei Basen-
paaren fithrt zu dem Verlust der Aminosdure Glutaminsdure des Proteins Torsin A und ist
nach derzeitigem Stand fiir mehr als die Halfte aller Félle einer isolierten, friih beginnenden
Dystonie verantwortlich (Charlesworth et al., 2013; Ozelius et al., 1997). Durch ausfiihrliche
molekulargenetische Analysen in verschiedenen Populationen wurde diese Mutation wieder-
kehrend in diversen Studien bei Patienten mit einer friih beginnenden Dystonie nachgewiesen
(Klein et al., 1998; Hettich et al., 2014; Lohmann and Klein, 2017; Ma et al., 2018).

Neben der GAG-Deletion wurden weitere genetische Varianten im Gen TORI1A identifiziert.
Die Missense-Variante ¢.863G>A p.Arg288Gln (Zirn et al., 2008; Igbal et al., 2019) und die In-
frame Deletion c.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prol5del (Vulinovic et al., 2014) gelten ebenfalls
als wahrscheinlich pathogene Varianten, die mit einer Dystonie assoziiert sind. Zusétzlich zu
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den bestitigten genetischen Varianten bzw. Mutationen werden durch die steigende Zahl der
Genanalysen weitere seltene, z.T. nicht wiederholt auffindbare genetische Varianten bei Patien-
ten mit Dystonie nachgewiesen. Fiir eine eindeutige Beurteilung der Pathogenitét dieser Vari-
anten sind weitere Kontrollen und funktionelle Untersuchungen zur eventuell eingeschrankten

Funktion von TorsinA notwendig (Lohmann and Klein, 2017).

1.4.2. Mutationen im Gen THAP1 als Ursache einer Dystonie

Mutationen in dem Gen THAPI wurden 2009 als zweite monogenetische Ursache primérer
isolierter Dystonie identifiziert (Fuchs et al., 2009). Diese werden unabhingig vom Geschlecht
autosomal-dominant mit einer Penetranz von ungefahr 60% vererbt (Fuchs et al., 2009; Loh-
mann and Klein, 2017). Einem signifikanten Anteil der familidr auftretenden, frith beginnen-
den Dystonien liegen Mutationen im Gen THAPI zugrunde (Bressman et al., 2009; Lange et al.,
2021).

Das Gen THAP1 liegt auf Chromosom 8 (8p11.21) und kodiert fiir den Transkriptionsfaktor
THAP1 (thanatos associated protein domain containing, apoptosis-associated protein 1) (Sio-
kas et al., 2019). Dieser ist ein atypisches Zink-Finger-Protein, charakterisiert durch eine DNA-
bindende Doméine am N-Terminus, eine Prolin-reichen Sequenz, eine Coiled-Coil-Sequenz,
die Protein-Interaktion vermittelt, und eine Kernlokalisierungssequenz (nuclear localization
signal, NLS) am C-Terminus (Lohmann and Klein, 2017). THAP1 ist ein nukledrer proapopto-
tischer Faktor und interagiert u.a. mit dem Prostate-apoptosis-response Protein 4 (PAR-4), das
als Regulator an der Apoptose beteiligt ist (Charlesworth et al., 2013). Eine Verdnderung in dem
Aufbau von THAPI kann zu einem Funktionsverlust der DNA-bindenden Doméne und somit
zu einer Storung der Regulation der Expression anderer Gene fiithren. Zu den durch THAP1
regulierten Genen gehoren Schliisselgene des Zellzyklus sowie die Hemmung der Expres-
sion von TOR1A. Mittlerweile sind tiber 100 verschiedene Mutationen, inklusive Missense-,
Nonsense- und Frameshift-Mutationen bekannt (Lohmann and Klein, 2017; Fuchs et al., 2009;
Djarmati et al., 2009). Mutationen in diesem Gen wurden in genetisch verschiedenen Popu-
lationen weltweit gefunden. Die meisten genetischen Varianten liegen in heterozygoter Form
vor, wobei in Einzelféllen auch homozygote Mutationen beschrieben sind (Charlesworth et al.,
2013). Patienten mit homozygoten Mutationen haben haufig einen fritheren Symptombeginn
mit grofierer Tendenz zur Generalisierung und hdufigerer Beteiligung brachialer, facialer und
oromandibuldrer Muskeln (Bressman et al., 2009). Der Symptomverstarkung liegt zu ungefahr
70% ein Verlust der DNA-Bindung in Folge einer Mutation und struktureller Verdnderung des
Transkriptionsfaktors THAP1 und folglich einer Dysregulation der Transkription regulierter
Gene zugrunde (Fuchs et al., 2009; Lohmann et al., 2012). Eine Mutation im Gen THAPI kénnte
somit durch die bedeutsamen Funktionen des Transkriptionsfaktors THAP1 zu neurohistolo-
gischen und neurochemischen Verdanderungen fiithren und hierdurch die Entwicklung einer
Dystonie begtinstigen (Siokas et al., 2019)

DYT-THAP1-Dystonien sind charakterisiert durch einen frithen Beginn der Symptome in der
Jugend oder im jungen Erwachsenenalter (adolescent-onset) mit gemischtem Phédnotyp. Die
Symptome sind hédufig beginnend in den cranio-cervikalen Muskeln oder als fokale Dystonie
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der oberen Extremitat, z.B. in Form eines Schreibkrampfes. Eine oromandibuldre Manifestati-
on und laryngeale Dystonie sind ebenfalls hdufige Erstsymptome (Charlesworth et al., 2013).
Oftmals kommt es im Verlauf zur segmentalen Ausbreitung oder Generalisierung der Sympto-
me mit kraniozervikalem Schwerpunkt und haufigem Auftreten einer Sprachstérung im Sinne
einer spasmodischen Dysphonie (Kamm, 2009; Lohmann and Klein, 2017). Insgesamt tritt ei-
ne sich auf mehrere Korperregionen ausbreitende segmentale/multifokale oder generalisierte
Form der Dystonie hdufiger auf als eine fokale Dystonie (Lange et al., 2021). Allerdings kann
der Phéanotyp sehr unterschiedlich ausgebildet sein. Selbst innerhalb einer Familie mit Tragern
derselben Mutation kann das Spektrum von Symptomen von asymptomatisch bis hin zu ei-
ner generalisierten Dystonie reichen (Lohmann et al., 2012). Durchschnittlich erkranken die
Patienten mit ca. 16 Jahren (Fuchs et al., 2009). Die Tiefe Hirnstimulation wird als Therapieop-
tion genutzt, wobei das Ansprechen auf diese Therapie interindividuell sehr unterschiedlich ist
und zum Teil nur eine wenig bestdndige Symptomlinderung ermoglicht (Lohmann and Klein,
2017).

1.4.3. Mutationen im Gen GNAL als Ursache einer Dystonie

Mit dem auf dem Chromosom 18 (18p11.21) gelegenen Gen GNAL assoziierte Dystonien wur-
den erstmals 2012 beschrieben (Fuchs et al., 2013). Erste Hinweise auf die Bedeutung des Gens
GNAL in der Pathogenese primérer Dystonien fanden sich in klinischen Beschreibungen von
Patienten mit einer Chromosom 18p-Deletion (Klein et al., 1998; Tezzon et al., 1998; Fuchs et al.,
2013; Weisheit et al., 2018).

Das Gen GNAL kodiert fiir die stimulatorische o-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins
(Gaolf). Dies ist ein GTP-bindendes G-Protein, das nach der Funktion in der Ubermittlung
von Signalen des Geruchssinns in olfaktorischen Epithelzellen benannt wurde (Morgante and
Klein, 2013). Neben dem Vorkommen in olfaktorischen Epithelzellen wird Goolf in hohe-
rer Konzentration im Striatum und Nucleus accumbens exprimiert. Dort verbindet es D1-
Dopamin- (D1R) und A2A Adenosin-Rezeptoren (A2AR) mit nachfolgenden Effektormolekii-
len in striatalen Neuronen (Lohmann and Klein, 2017) und ist somit an der Aktivierung von
Adenylatzyklasen, wie der Adenylylzyklase Typ5 (AC5), beteiligt. Funktionelle Analysen ho-
mozygoter GNAL-Mutationen zeigten eine verminderte Bindung von Gaolf an D1-Rezeptoren
(Masuho et al., 2016). Mutationen im Gen ADCYS5, das fiir die Adenylylzyklase (AC5) kodiert,
wurden ebenfalls als Ursache von Bewegungsstorungen, z.T. in Form von Dystonien, beschrie-
ben. Dies stiitzt die Hypothese, dass das Protein Gaolf eine Rolle in der Pathogenese von gene-
tisch bedingten Dystonien spielt (Siokas et al., 2019). Des Weiteren wurden in immunhistoche-
mischen Studien eine hohe Expression des G-Proteins Goolf in zerebelldren Purkinje-Zellen
und eine Beteiligung von Goolf an der Phosphorylierung von Histonen H3 nachgewiesen.
Goolf besitzt somit eine Schliisselfunktion in der Signaliibertragung innerhalb des olfaktori-
schen Neuroepitheliums und der Basalganlien (Vemula et al., 2013).

Mutationen im Gen GNAL scheinen zu den am héufigsten dokumentierten Ursachen einer
im Erwachsenenalter beginnenden segmentalen Dystonie zu gehoren (Lohmann and Klein,
2013). DYT-GNAL wird autosomal-dominant vererbt. Somit kann es zu familidren Haufungen
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kommen. Des Weiteren wird zusétzlich von einem sporadischen Auftreten auf Grund von de
novo-Mutationen berichtet (Masuho et al., 2016). In verschiedenen Studien wurden sowohl
Missense- als auch Nonsense- Mutationen des Gens GNAL im Zusammenhang mit einer Dys-
tonie beschrieben. Mittlerweile wurden mehr als 30 verschiedene pathogene genetische Vari-
anten des Gens GNAL mit der Entwicklung einer Dystonie assoziiert (Fuchs et al., 2013; Ve-
mula et al., 2013; Kumar et al., 2014; Siokas et al., 2019). Heterozygote Mutationen des Gens
GNAL begiinstigen bzw. verursachen die Entwicklung einer im Erwachsenenalter beginnen-
den fokalen (zervikal, kranial, laryngeal) und sich teilweise auch auf weitere Korperregionen
ausbreitende Dystonie mit einem durchschnittlichen Beginn im dritten Lebensjahrzehnt (Loh-
mann and Klein, 2017). Es wird eine Penetranz von ungefihr 50% angenommen (Jinnah and
Sun, 2019). Homozygote Mutationen wie z.B. die Mutation ¢.1216 C>T, wurden ebenfalls be-
schrieben. Der assoziierte Phanotyp war eine in der Kindheit (childhood-onset) beginnende
generalisierte Dystonie (Masuho et al., 2016). Die beide Allele betreffende Mutation fiihrt zu ei-
nem starkeren Funktionsverlust des G-Proteins Gaolf und somit zu einer fritheren Ausbildung
der Symptome. In Studien waren beide asymptomatischen Elternteile und nicht betroffene Kin-
der heterozygote Trager dieser Variante. Es ist wahrscheinlich, dass trotz Beeintrdchtigung der
Bindung von Gaolf an den Dopamin-D1-Rezeptor, bei heterozygoten Tragern dieser Varian-
te ausreichend funktionsfdhiges Protein vorhanden ist, um eine addquate biologische Aktivitat
zu erreichen. Im Verlauf entwickelten die Trager der homozygoten Mutation eine generalisierte
Dystonie. Dies fiihrt zu der Annahme, dass neben der autosomal-dominanten Vererbung oder
dem sporadischen de novo Auftreten einer heterozygoten Mutation fiir Dyt-GNAL auch eine
autosomal-rezessive Vererbung bei homozygoter Mutation mdoglich ist (Masuho et al., 2016).
Obwohl das durch GNAL kodierte G-Protein Gaolf eine Rolle im Dopaminstoffwechsel spielt,
ist eine L-DOPA Therapie nur initial hilfreich. Vermutet wird, dass sich zu Beginn der The-
rapie die Expression von Gaolf voriibergehend normalisiert. Im weiteren Verlauf der The-
rapie kommt es jedoch zu einer Hochregulation und somit einem erhohten Expressionslevel
von Gaolf. Fiir eine langfristige Symptomverbesserung einer DYT-GNAL-Dystonie ist eine
L-DOPA-Therapie somit nicht geeignet (Weisheit et al., 2018).

1.4.4. Mutationen im Gen PRKRA als Ursache einer Dystonie

Das Gen PRKRA liegt auf dem Chromosom 2 (2q31.2). Die ersten biallelischen Mutationen in
PRKRA (protein activator of interferon-induced protein kinase EIF2AK2) wurden 2008 als Ur-
sache eines autosomal-rezessiv vererbten Dystonie-Parkinsonismus identifiziert. Autosomal-
rezessiv vererbte isolierte Dystonien sind viel seltener als autosomal-dominant vererbte For-
men von Dystonien (Balint et al., 2018). Es handelt sich bei DYT-PRKRA um ein isolierte Dys-
tonie (Morgante and Klein, 2013).

Das Gen PRKRA (protein activator of interferon-induced protein kinase EIF2AK2) kodiert
fiir ein Proteinkinase-Aktivator-Protein (protein kinase, interferon-inducible double-stranded
RNA-dependent activator, PKR-activator protein; PACT). Als Folge von extrazelluldrem Stress
fiihrt eine Interaktion zwischen PACT und einer interferon-induced double-stranded RNA-
activated Proteinkinase (PKR) zur Autophosphorylierung der PKR. Die enzymatisch reaktive
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PKR aktiviert daraufhin den Translations-Initiationsfaktors elF2¢. Dieser inhibiert die Protein-
synthese und fordert die Apoptose (Camargos et al., 2008). Zelluldrer Stress beeinflusst somit
durch diese Interaktionen die Signaliibertragung, Zelldifferenzierung, antivirale Reaktionen
und Apoptose der Zelle (Camargos et al., 2008; Charlesworth et al., 2013).

Kombinierte Dystonien (frithere Bezeichnung: Dystonie-Plus) sind eine heterogene Gruppe,
in der die Dystonie von weiteren neurologischen Symptomen, wie z.B. einem Parkinson-
Syndrom, begleitet werden. DYT-PRKRA wird als frith beginnende (early-onset) generalisier-
te Dystonie mit Parkinsonismus beschrieben (Morgante and Klein, 2013). Kennzeichnend fiir
DYT-PRKRA ist ein Symptombeginn im Kindesalter an verschiedenen Koérperregionen und ei-
ne Ausbreitung der Symptome bis hin zur Generalisierung (Charlesworth et al., 2013). Meist
entwickeln die Patienten u.a. auch eine laryngeale Dystonie, eine Beteiligung der oromandi-
buldren Muskulatur, eine Dysphagie oder eine cervikale Dystonie mit u.a. Retrocollis. Dartiiber
hinaus kénnen sich zusétzlich Symptome eines Parkinson-Syndroms zeigen, die nicht auf eine
Therapie mit L-Dopa ansprechen (Lohmann and Klein, 2017). Eine leichte und nur kurz an-
haltende Symptomlinderung kann mittels oraler Therapie mit Anticholinergika, Clonazepam,
Baclofen oder Zolpidem erreicht werden. Fiir eine langfristige Reduktion der Symptome ist
eine Therapie mit oralen Medikamenten jedoch nicht geeignet (Quadri et al., 2016). Ein Scree-
ning auf Mutationen in PRKRA scheint bei Patienten mit einem friihen Beginn einer generali-
sierten Dystonie und zuséitzlichem Parkinsonismus sinnvoll (Quadri et al., 2016), wenngleich
Mutationen selten zu sein scheinen, zumindest auflerhalb von Brasilien (Lange et al., 2021).
Im PRKRA-Gen wurde bisher nur die homozygote Missense-Mutation c.665C>T p.Pro222Leu
als urséchlich fiir eine frith beginnende generalisierte Dystonie beschrieben (Lohmann and
Klein, 2017; Dos Santos et al., 2018; Lange et al., 2021). Der genaue Pathomechanismus die-
ser homozygoten Mutation ist noch nicht vollstindig geklart (Camargos et al., 2008). Funk-
tionelle Studien lassen vermuten, dass die Mutation c.665C>T p.Pro222Leu die Affinitdt von
PACT zu PKR verdndert und somit unter zelluldrem Stress zu einer verlingerten Aktivitat
des Translations-Inititationsfaktors elF2« fithrt. Durch die langer andauernde Aktivitat kommt
es zu einer verstdrkten intrazelluldiren Antwort und einer Erhohung der Apoptose-Rate (Dos
Santos et al., 2018). Dieser Pathomechanismus wurde fiir die homozygote Form der Mutation
c.665C>T p.Pro222Leu beschrieben. Interessanterweise konnten auch pathogene Varianten in
einem elF2alpha-Gen (EIF2AK?2) kiirzlich mit der Entstehung einer Dystonie in Zusammen-
hang gebracht werden, was die Bedeutung dieses Signalweges unterstreicht (Kuipers et al.,
2021).

1.4.5. Mutationen im Gen KMT2B als Ursache einer Dystonie

Erst seit wenigen Jahren werden Mutationen im Gen KMT2B mit der Pathogenese der Dysto-
nie assoziiert. KMT2B liegt auf Chromosom 19 (19q13) und ist ein grofles Gen mit 37 Exons.
Dementsprechend sind viele genetische Varianten in KMT2B bekannt. Nicht alle dieser Vari-
anten spielen eine Rolle in der Pathogenese von Erkrankungen, sondern zdhlen grofitenteils
zu den nattirlich vorkommenden Polymorphismen. Um die Penetranz und deren Auswirkun-
gen auf die Pathogenese KMT2B-assoziierter Erkrankungen beurteilen zu konnen, sind weitere
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Studien notwendig (Zech et al., 2017b; Mirza-Schreiber et al., 2022).

Das Gen KMT2B wird ubiquitdr im Gehirn exprimiert mit Anreicherung im Zerebellum (Abe-
la and Kurian, 2018). KMT2B kodiert fiir die Lysin-spezifische Histon-Methyltransferase 2B.
Diese katalysiert die Methylierung der vierten Aminosdure (Lysin) des Histons H3 (H3K4).
H3K4 ist ein wichtiger epigenetischer Regulator mit einer Schliisselrolle in der Genexpression
und Aktivierung der Transkription (Gorman et al., 2018). Im Zentralen Nervensystem (ZNS)
steuert H3K4 durch die Modulation der DNA-Zugéanglichkeit die Aktivierung von Genen, die
bedeutsam sind fiir die Entwicklung und regelrechte neuronale Funktion. Eine Dysregulation
von H3K4 wurde entsprechend dieser Schliisselrolle in der ZNS Entwicklung mit verschiede-
nen Entwicklungsstorungen und neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS assoziiert (Zech
et al., 2016). Des Weiteren wurde eine reduzierte Expression von Dopamin2-Rezeptoren in der
Cerebrospinalfliissigkeit bei Tragern einer KMT2B-Mutation nachgewiesen (Balint et al., 2018).
Weitere Studien ergaben Hinweise darauf, dass einige Varianten im Gen KMT2B zu einer ge-
ringeren Transkription sowohl des Gens TOR1A als auch THAP1 fiihrten (Gorman et al., 2018).
Die reduzierten Level dieser Gene lassen vermuten, dass es sich bei KMT2B um einen vorge-
schalteten Regulator weiterer Dystonie-Gene, wie TOR1A und THAPI, handelt (Balint et al.,
2018).

Im Jahr 2016 wurden erstmals Mutationen in KMT2B als Ursache einer frith beginnenden ge-
neralisierten Dystonie (early-onset generalized dystonia) identifiziert. Der Phanotyp von Pa-
tienten mit Mutationen im Gen KMT2B wird von einer in der Kindheit beginnenden und im
Verlauf generalisierten Dystonie dominiert, meist mit Beginn an einer unteren Extremitat (Bal-
int et al., 2018; Meyer et al., 2017; Zech et al., 2016). Klinisch zeigen sich haufig zusatzliche
systemische Symptome, wie geistiger Behinderung, Mikrozephalie, psychiatrische Auffillig-
keiten, Dysmorphie oder Hautverdnderungen im Sinne einer komplexen Dystonie. KMT2B-
Mutationen scheinen dem heutigen Kenntnisstand entsprechend fiir ungefdhr 10% der Fille
einer frith beginnenden generalisierten Dystonie ursachlich zu sein (Lohmann and Klein, 2017).
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass Patienten mit einem KMT?2B-involvierenden Mi-
krodeletionssyndrom des Chromosoms 19 oder des Abschnitts 19q13 dystone Symptome auf-
wiesen (Zech et al., 2016; Abela and Kurian, 2018). Eine DYT-KMT2B-Dystonie manifestiert sich
meist erstmalig in der ersten bis zweiten Lebensdekade in den Extremitdten, von wo aus sich
die Symptome iiber weitere Bereiche des Korpers ausbreiten. Das mittlere Erkrankungsalter bei
Erstmanifestation liegt bei 7 Jahren (Abela and Kurian, 2018). Orale Medikationen und L-Dopa
haben nur einen minimalen bis gar keinen Nutzen bei Patienten mit einer KMT2B-Dystonie
(Gorman et al., 2018). Eine Symptomverbesserung war bei einigen Patienten durch eine opera-
tive Therapie in Form einer tiefen Hirnstimulation des Globus pallidus internus (GPI) festzu-
stellen (Meyer et al., 2017).

Bei den als pathogen eingestuften genetischen Varianten im Gen KMT2B handelt es sich
tiberwiegend um genverkiirzende Varianten. Zusitzlich wurden auch In-frame Deletionen,
Frameshift-, Spleifistellen-, Nonsense- und Missense-Mutationen beschrieben (MDSGene, 2020). Die
Mutationen werden autosomal-dominant vererbt mit reduzierter Penetranz, wobei die Mehr-
zahl der Mutationen im Gen KMT2B de novo auftreten (Gorman et al., 2018). 2018 lag die
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Verteilung bei ungefahr 84% de novo und 16% vererbter KMT2B-Varianten, wobei auch intra-
familidr eine klinische Variabilitat mit reduzierter Penetranz auftrat (Abela and Kurian, 2018).
Bis heute wurden bereits mehr als 50 pathogene genetische Varianten im KMT2B-Gen identifi-
ziert. Die Mehrzahl dieser Varianten trat in heterozygoter Form auf (Meyer et al., 2017).

1.5. Diagnosestellung einer Dystonie

Dystonien werden vorrangig anhand des klinischen Bildes diagnostiziert, da eine Diagnostik
anhand definierter Biomarker nicht moglich ist. Das Auftreten einer Dystonie zusammen mit
anderen Formen von Bewegungsstorungen erschwert die Diagnosestellung. Als Kriterien wer-
den die typischen klinischen Charakteristika und Bewegungsmuster der einzelnen Dystonie-
Formen genutzt (Balint et al., 2018). Der Phéanotyp einer Dystonie ist eine Mischung aus kor-
perlichen Merkmalen, inklusive eines Tremors. Eine genaue neurologische Untersuchung ist
notwendig, um dystone Bewegungen von anderen unwillkiirlichen Bewegungen abzugrenzen
(Albanese et al., 2019). Allgemeingiiltige Kriterien fiir die Diagnosestellung einer Dystonie ste-
hen noch nicht zur Verfiigung. Zur Diagnosestellung werden die Symptome meist nach fiinf
Charakteristika analysiert, welche in Tabelle 1.4 dargestellt sind. Diese Symptome treten bei
den meisten Patienten mit einer Dystonie auf. Aufgrund der vielgestaltigen und teilweise nur
leichten Auspragung der Symptome werden dystone Bewegungsstorungen in der Gruppe der
Bewegungsstorungen haufig tibersehen oder fehldiagnostiziert (Albanese et al., 2019).

Nach der klinischen Diagnose sollten weitere Untersuchungen folgen, um die Atiologie zu er-
mitteln und eine genauere Einordnung des Krankheitsbildes zu ermoglichen. Ein vermehrtes
familidres Auftreten gilt als Hinweis auf eine genetische Ursache der Dystonie und kann mithil-
fe genetischer Analysen untersucht werden. Genauere Angaben zur Atiologie kénnen aufler-
dem Hinweise auf die Prognose und mogliche Therapieoptionen vermitteln (Balint et al., 2018).
Eine Magnetresonanztomographie (MRT) des Kopfes oder Bluttests sind generell bei einer pri-
méren Dystonie zum Stellen der Diagnose nicht hilfreich, da nur sehr selten Verdnderungen
nachweisbar sind, die auf eine Dystonie hinweisen konnten. Zum Nachweis bzw. Ausschluss
einer anderen Grunderkrankung und somit einer sekundéren Dystonie sind diese Methoden
dennoch hilfreich. Eine MRT des Kopfes konnte z.B. Hinweise auf eine sekundére Dystonie
durch den Nachweis einer Hirnblutung, eines Tumors oder anderer struktureller Hirnveran-
derungen liefern. Mithilfe eines Bluttests konnen Stoffwechselerkrankungen wie beispielswei-
se ein Morbus Wilson oder eine Niemann-Pick-Krankheit Typ C nachgewiesen werden. Diese
konnen eine sekundére Dystonie bedingen und sollten daher ausgeschlossen bzw. behandelt
werden, um die dystonen Symptome zu reduzieren (Balint et al., 2018). Eine Liquordiagnostik
konnte ebenfalls hilfreichsein, da diese z.B. Hinweise auf eine dopa-responsive Dystonie geben
konnte (Weissbach et al., 2022). Auch eine medikamentts induzierte Dystonie in Form einer
akuten dystonen Reaktion oder tardiven Dystonie gilt es zu erkennen, um die Exposition mit
den entsprechenden Medikamenten zu minimieren. Ausloser einer medikamentos induzier-
ten Dystonie sind beispielsweise Neuroleptika, die zu einer Blockade der Dopaminrezeptoren
fiithren (Frei et al., 2018).
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Tabelle 1.4.: Klinische Diagnosekriterien einer Dystonie
Diese Tabelle stellt die fiinf klinischen Charakteristika zur Diagnosestellung einer Dystonie dar, modifi-
ziert nach den Diagnosekriterien von Albanese et al. (2019).

Korperliche Symtome Beschreibung

Dystone Haltung Muskelkontraktionen fithren zu anhaltenden Positionen:
(ausgenommen Blepharospasmus und laryngeale Dystonie)
- Beugung oder Drehung eines Korperteils entlang der longitudinalen Achse

- Verlangsamung, Steifheit und Schwerfélligkeit der Motorik

Dystone Bewegung Ausdruck vieler Bewegungsstorungen (Tremor, Tic, Chorea oder Myoklonus)
Tremor: Merkmal dystoner Bewegung, auch als isolierter Tremor
- Mit schnellem oder langsamem Charakter
- Repetitiv, drehend und Mustern folgend
- Drehung oder Ziehen in eine bestimmte Richtung/Position

(meist entgegen der Bewegungsrichtung)

Gestes antagonistes Willkiirliche antagoniserende Bewegungen der Patienten mit dem Ziel der
(,, Tricks") Reduktion der unnatiirlichen Haltung/Bewegung

- Nattirliche und sanfte Bewegungen oder Bertihrungen

- Kein kraftvoller Druck oder Zug in eine Richtung

- Meist baldige Symptomlinderung nach Beriihrung und erneutes

Auftreten nach Beendigung der Geste

Spiegeldystonie Unwillkiirliches Auftreten gleicher Bewegungen in der nicht oder
schwicher betroffenen Kérperpartie
- Wiahrend repetitiver Bewegungen
- unabhéngig von der Geschwindigkeit

z.B. Fingerbewegungen, beim Schreiben oder Klavierspielen

Uberlaufende Dystonie ~ Unwillkiirliche Muskelkontraktion anatomisch angrenzender Regionen

- Kénnen sowohl ipsi- als auch kontralateral auftreten

1.6. Therapieoptionen bei Dystonie

In den letzten Jahren konnten in der Erforschung der Pathophysiologie und der Atiologie der
Dystonien grofie Fortschritte verzeichnet werden. Es wurden neue Erkenntnisse zu genetischen
Ursachen und Mechanismen auf zelluldrer Ebene gewonnen. Dennoch konnte bis jetzt keine
kausale Therapie gefunden werden. Derzeit gibt es nur symptomatische Therapien mit dem
Ziel einer Symptomreduktion und Verbesserung der Lebensqualitdt (Thenganatt and Jankovic,
2014).

Als Therapiemoglichkeiten stehen orale Medikation, Injektionen mit Botulinumtoxin, chirur-
gische Therapieansdtze und Bewegungs- und Physiotherapie zur Verfiigung. Bei der Auswahl
der Therapie sollten das Lebensalter, die Verteilung der Symptome, die Atiologie der Dysto-
nie, die Lebensqualitdt und das Ziel der Behandlung berticksichtigt werden (Thenganatt and
Jankovic, 2014; Skogseid, 2014). Die Therapie erster Wahl unterscheidet sich somit bei ver-
schiedenen Formen der Dystonie, wobei Bewegungs- und Physiotherapie bei allen Formen
unterstiitzend angewendet werden konnen. Als orale Medikation stehen beispielsweise Anti-
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cholinergika, Dopamin-Rezeptor-Antagonisten, Muskelrelaxantien, Benzodiazepine, Levodo-
pa oder Baclofen zur Verfiigung (Jinnah, 2020). Da sie hédufig zu systemischen Nebenwirkun-
gen fiihren konnen, werden sie bei einer starken Auspragung der Dystonie, wie z.B. bei der
segmentalen oder generalisierten Dystonie, bevorzugt angewendet. Bei einer fokalen Dystonie
ist die Injektion von Botulinumtoxin (BoNT) in aller Regel die Therapie der ersten Wahl. Um
bei unzureichendem Ansprechen auf BoNT die Symptome weiter zu reduzieren, kann eine zu-
sétzliche orale Medikation erwogen werden. Bei einer sowohl auf Botulinumtoxin als auch auf
orale Medikation refraktaren Dystonie gibt es die Moglichkeit einer chirurgischen Therapie, um
die Lebensqualitdt zu verbessern. Die grofite Bedeutung hat hierbei die Tiefe Hirnstimulation
(DBS, Deep brain stimulation) des Globus pallidus internus (GPi). Bei Patienten mit Spastik
und Dystonie der unteren Extremitdten kann eine intrathekale Baclofentherapie zur Symptom-
linderung genutzt werden. Des Weiteren gibt es chirurgische Interventionen, wie Myektomien,
plastische Operationen oder eine periphere Denervierung, die direkt an den betroffenen Mus-
kelgruppen ansetzen, jedoch mittlerweile nur noch selten durchgefiihrt werden (Thenganatt
and Jankovic, 2014). Insgesamt erfolgt die Therapie bei fokaler Dystonie meistens mittels Botu-
linumtoxin und bei schweren Formen von Dystonien nach griindlicher Priifung der Indikation
mittels der Tiefen Hirnstimulation.

1.6.1. Botulinumtoxin

1989 wurde Botulinumtoxin durch die Food and Drug Administration (FDA) zur Therapie
bei Blepharospasmus zugelassen. Im Jahr 2000 folgte die Zulassung fiir zervikale Dystonien
und nachfolgend fiir weitere Formen von Dystonie. Nach Steigerung der Effizienz und Sicher-
heit findet die Botulinumtoxin-Therapie mittlerweile weltweit Anwendung und ist heutzutage
Therapie der ersten Wahl bei einer fokalen Dystonie (Skogseid, 2014; Balint et al., 2018).
Botulinumtoxin wird von dem Bakterium Clostridium botulinum gebildet und hemmt die Frei-
setzung des Neurotransmitters Acetylcholin und somit die Muskelkontraktion. Dieser Mecha-
nismus stellt eine effektive Therapie u.a. bei Blepharospasmus, zervikaler, oromandibulérer,
laryngealer und fokaler Dystonie der Extremitdten dar. Dartiber hinaus kann Botulinumtoxin
auch bei Bruxismus eingesetzt werden (Thenganatt and Jankovic, 2014; Morgante and Klein,
2013). Der Wirkeintritt des Botulinumtoxins beginnt meist zwischen dem ersten bis siebten Tag
nach der Injektion, und die Wirkung erreicht ihren Hohepunkt nach sechs bis acht Wochen.
Der therapeutische Nutzen einer Injektion hilt meist ungefdhr zwo6lf Wochen an. Anschliefiend
kann eine erneute Injektion erfolgen (Morgante and Klein, 2013). Der empfohlene Abstand zwi-
schen den Botulinumtoxin-Injektionen liegt bei mindestens 12 Wochen, um das Risiko eines
durch Antikorper vermittelten sekundédren Therapieversagens zu reduzieren (Skogseid, 2014).
Als mogliche Nebenwirkungen kann es zu lokalen Reaktionen an der Einstichstelle, grippe-
dhnlichen Symptomen oder einer iiberschiefsenden bzw. verldngerten Schwéachung der behan-
delten oder angrenzender Muskelgruppen kommen. Diese Nebenwirkungen treten jedoch ins-
gesamt nur sehr selten auf. Botulinumtoxin ist ein sehr wirksames Mittel, um die Symptome
insbesondere bei einer fokalen oder segmentalen Dystonie zu lindern und die Lebensqualitat
zu verbessern (Thenganatt and Jankovic, 2014).
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1.6.2. Tiefe Hirnstimulation

Die Tiefe Hirnstimultaion (THS) ist einer der wichtigsten chirurgischen Therapieansitze bei
der Behandlung von Bewegungsstorungen. 1977 wurde erstmals bei zervikaler Dystonie eine
Behandlung mittels Tiefer Hirnstimulation im Thalamus beschrieben. Heutzutage werden bei
der Behandlung von Dystonien mittels THS als wichtigste Zielgebiete der Globus pallidus in-
ternus (GPi) und in ausgewdhlten Féllen auch der Nucleus subthalamicus (STN) verwendet.
Die Therapie ausgepragter Dystonien mittels THS ist von der FDA und Européischen Arznei-
mittel Agentur (EMA) zugelassen (Balint et al., 2018; Thenganatt and Jankovic, 2014).

Bei der THS handelt es sich um eine neurochirurgische Therapie, bei der Elektroden in den
GPi, STN oder anderen Hirnarealen implantiert werden. Mittels eines subklavikuldr implan-
tierten Schrittmachers werden elektrische Impulse in das entsprechende Hirnareal appliziert
und somit die Aktivitdt neuronaler Zellen beeinflusst, was zu einer Linderung von Sympto-
men fithren kann (Benninger and Schiipbach, 2018).

Das Ausmafl des Nutzens der THS ist von der Atiologie und der klinischen Auspragung
der Dystonie abhidngig. So spielen Ausprdagung, Erkrankungsdauer, Patientenalter und Be-
gleitsymptome eine entscheidende Rolle (Jinnah, 2020). Die THS ist bei medikamentdser und
Botulinumtoxin-refraktidrer Dystonie der effektivste Therapieansatz. Patienten mit stark ein-
schrankenden Formen von Dystonie, wie z.B. generalisierte und ausgepragte segmentale oder
fokale Dystonie, profitieren ebenfalls haufig von einer THS (Balint et al., 2018). Ein grofier Nut-
zen zeigt sich auch bei einigen genetisch definierten Formen von frith beginnender Dystonie,
wie z.B. TOR1A- oder KMT2B-Dystonie (Breakefield et al., 2008; Balint et al., 2018). Insgesamt
zeigt die THS bei primédren bzw. isolierten Dystonien eine hohere Effizienz als bei sekundéren
Dystonien (Thenganatt and Jankovic, 2014).

Die THS kann zu Nebenwirkungen wie Infektionen, Sprachstorungen oder Verletzung anderer
Hirnareale fithren. Dennoch handelt es sich bei der THS bei sorgféltiger Priifung der Indika-
tion und technisch korrekter Durchfithrung um eine sichere und effiziente langfristige Thera-
piemoglichkeit, die zu einer Reduktion der krankheitsbedingten Einschrankungen und Verbes-
serung der Beweglichkeit fiihrt (Park et al., 2016; Ostrem et al., 2017).
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2. Zielsetzung der Studie

Durch den Einsatz des Next-Generation Sequencings (NGS) konnten in den letzten Jahrzehnten
verschiedene Gene als Ursache monogenetisch bedingter isolierter Dystonie bestimmt und pa-
thophysiologisch bedeutsame Mutationen identifiziert werden (McKusick, 2020). Um préazisere
und neue Therapieansitze zu ermoglichen, ist weiterhin eine genauere Analyse der assoziier-
ten Gene notwendig. Der Hauptfokus dieser Studie lag auf der Gewinnung neuer Erkenntnisse
zur Inzidenz, zum phénotypischen Spektrum und zur pathogenetischen Bedeutung von Mu-
tationen in den Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B, die als ursichlich fiir eine
isolierte Dystonie diskutiert werden.

Mittels Darstellungen des klinischen Krankheitsbildes kombiniert mit genetischer Analysen
konnten bisher unbekannte Mutationen entdeckt und der mit der Mutation assoziierte Pha-
notyp beschrieben werden. Zusatzlich konnte mittels neuer Erkenntnisse zu den zugrunde-
liegenden Einfliissen genetischer Verdnderungen in den oben genannten Dystonie-Genen ein

genaueres Verstandnis der Pathophysiologie der Dystonie ermoglicht werden.

1. Welche Haufigkeiten, welche Mutationsspektren und assoziierten Phanotypen beziiglich
einer Dystonie gibt es in den Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B?

2. Welchen Einfluss haben diese genetischen Varianten auf die Pathogenese der Dystonie?
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3. Patienten, Materialien und Methoden

Diese Studie gliederte sich in zwei Abschnitte:

1.) Die Patientenrekrutierung fand von Februar bis Juli 2018 im Rahmen des Deutschen
Dystonie-Registers DysTract (Dystonia Translational Research and Therapy Consortium) in der
Poliklinik der Klinik fiir Neurologie der Universititsmedizin Rostock im Forschungsbereich
»Neurogenetik “ unter PD Dr. Christoph Kamm statt.

2.) Die darauf folgende genetische Analyse inklusive DNA-Extraktion, PCR-Amplifikation und
Sanger-Sequenzierung erfolgte im Institut fiir Neurogenetik der Universitit zu Liibeck in der
Arbeitsgruppe , Genetik seltener Erkrankungen” unter der Leitung von Prof. Dr. rer. nat. Katja

Lohmann.

Die Ethikkommission der Universitidt Rostock bewilligte die Studie am 11.04.2017 (Reg.-Nr.: A
2017-0051).

3.1. Patienten

3.1.1. Studienprofil DysTract

DysTract ist ein deutschlandweiter Zusammenschluss verschiedener Zentren, um die Erfor-
schung und Behandlung von Dystonien zu férdern. Da genetisch bedingte Formen von Dysto-
nien eine Gruppe seltener Erkrankungen ist, stellt die Rekrutierung grofierer Zahlen von Pati-
enten mit ausfiihrlichen klinischen Daten und Bio-Materialien eine Herausforderung dar. Aus
diesem Grund ist DysTract als deutschlandweites Dystonie-Register mit integrierter Daten-
und Biobank konzipiert. Dadurch kann eine grofle Anzahl von Patienten mit isolierter und
kombinierter Dystonie gesammelt und in ein Register eingeschlossen werden.DysTract wurde
von der,interdisziplindren Biomaterial- und Datenbank Wiirzburg” unterstiitzt und vom Bun-
desministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) gefordert (Deutsches Dystonie-Register,
2020). Fiir den Einschluss eines Patienten in diese Studie waren das Ausfiillen eines Fragebo-
gens, eine Videoaufnahme nach einheitlichem Protokoll und eine Blutentnahme erforderlich.
Der Fragebogen erfasste Krankheitsverlauf und -auspragung, genetische Vorbefunde und die
Familienanamnese hinsichtlich Dystonien und weiteren Bewegungsstorungen. Anhand der Vi-
deoaufnahme nach standardisiertem Protokoll wurden zwei validierte Skalen, die Global Dys-
tonia Rating Scale und die Fahn-Marsden Dystonia Scale, ermittelt. Nach einer Blutentnahme wur-
de am Institut fiir Neurogenetik an der Universitidt zu Liibeck die DNA extrahiert und mittels
,Next-Generation Sequencing” (NGS)-basierter Panel-Diagnostik auf Mutationen in Dystonie-
assoziierten Genen untersucht. Der Fragebogen und das Protokoll der Videoaufnahme sind
dem Anhang A.7 und A.8 zu entnehmen.
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Studienteilnehmende

Zwischen Februar 2018 und Juli 2018 wurden 75 Patientinnen und Patienten mit Dystonie in
der Poliklinik der Klinik fiir Neurologie an der Universitdtsmedizin in Rostock im Rahmen
ihrer regelméfiigen arztlichen Konsultationen in das Deutsche Dystonie-Register aufgenom-
menen. Die Dystonie manifestierte sich bei den Studienteilnehmerinnen und -teilnehmern zu
84% als fokale, zu 9,3% als multifokale, zu 5,3% als segmentale und zu 1,3% als generalisierte
Dystonie.

Fragebdgen

Nach ausfiihrlicher Aufklarung der Patienten iiber Inhalt und Zielsetzung der Studie sowie
schriftlicher Einverstandniserklarung wurde mit den Patienten anhand eines standardisierten
Anamnesebogens (,,Intake Form”) ein strukturiertes Interview durchgefiihrt. Dabei wurden
systematisch klinische Daten zur Epidemiologie, familidren Pradisposition, dem Verlauf der
Dystonie und Komorbiditdten erhoben. Zusétzlich wurde von den Patienten ein Selbsteinschét-
zungsbogen tiber ihren psychischen Gesundheitszustand ausgefiillt. Der Selbsteinschdtzungs-
bogen enthielt mehrere validierte Fragebogen: Quality of Life Scale, Hospital Anxiety Depression
Scale, Beck Depression Inventory II, Liebowitz Social Anxiety Scale, Patient Health Questionnaire 9
und EQ-5D-3L Gesundheitsfragebogen.

Die Patienteninformation, Einverstindniserklarung und die Anamnese- und Selbsteinschét-
zungsbodgen sind dem Anhang A.4 - A9 zu entnehmen.

Venodse Blutentnahme

Bei allen Patienten wurde am Ende der Konsultation venos 18 ml EDTA Blut und 7,5 ml Blut-
serum abgenommen. Diese Bioproben wurden im Institut fiir Neurogenetik der Universitit zu
Liibeck weiter aufgearbeitet. Nach der DNA-Extraktion aus dem EDTA-Blut wurde mit der iso-
lierten DNA eine Mutationsanalyse zundchst mittels NGS-basierter Genpanel-Sequenzierung
und dann mittels PCR und Sanger-Sequenzierung zur Validierung durchgefiihrt. Serumpro-
ben wurden fiir spatere Protein-Untersuchung, z.B. auf Antikorper gegen Botulinumtoxin bei
-80 °C aliquotiert eingelagert.

Erfassung in der Datenbank

Um eine gemeinsame Auswertung der deutschlandweit erhobenen klinischen Daten und wei-
tere klinische Studien zu ermoglichen, wurden die lokal erhobenen Daten pseudonymisiert in
das Deutsche Dystonie-Register der DysTract-Studie eingetragen.

Biobank

Fiir das Screening auf Mutationen in Dystonie-verursachenden Genen wurden Bioproben der
Biobank des Institutes fiir Neurogenetik der Universitdt zu Liibeck genutzt. Es handelt sich
dabei um isolierte DNA sowohl von Dystonie- als auch von Parkinson-Patienten, die hier als
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Vergleichskohorte (nicht-Dystonie-Patienten) verwendet wurden. Die Proben der Parkinson-
Patienten sowie weiterer Dystonie-Patienten wurden im Rahmen verschiedener Studien von
Patienten weltweit gesammelt. In dieser Studie wurde das genetische Material von 1115 Patien-
ten mit Dystonie und 900 Patienten mit Parkinson auf Mutationen in den bekannten Dystonie-
Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B analysiert.

3.2. Materialien und Methoden

3.2.1. Gerate und Software

Fiir die genetischen Untersuchungen im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde die Labor-
ausstattung des Instituts fiir Neurogenetik der Universitit zu Liibeck genutzt. Eine Ubersicht

der genutzten Gerdte und Software ist den Tabellen 3.1 und 3.2 zu entnehmen.

Tabelle 3.1.: Geriteiibersicht

Gerit Typ Hersteller

Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf D-Hamburg
Mini-Zentrifuge/Vortex Combi Spin Biosan
Mini Plate Spinner MPS 1000 Labnet

Thermocycler Mastercyler Eppendorf D-Hamburg
Biometra TAedvanced Analytik Jena AG
PTC-200 Pltier Thermal Cycler M]J Research
FlexCycler Analytik Jena AG

Geldokumentationssystem  Dark Hood DH-50 biostep GmbH

Gelelektrophorese Electrophorese Power Supply EPS301 ~ Amersham Pharmacia Biotech

Sequencer 3130XL Genetic Analyzer Applied Biosystems
3500XL Genetic Analyzer Applied Biosystems

Multikanalpipette (8-Kanal)
Heiz-/Kiihlblockthermostat
Pipetten

Eppendorf Research Plus

Digital heating/cooling block heater
0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-20 ul

10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul

Eppendorf D-Hamburg
VWR GmbH

Eppendorf D-Hamburg
Eppendorf D-Hamburg

Tabelle 3.2.: Software der verwendeten Gerite

Gerit

Software

Dark Hood DH-50
3130XL Genetic Analyzer

3500XL Genetic Analyzer

Analyse-Programme

BioDocAnalyze

Foundation Data Collection Version 3.0
Sequencing Analysis 5.3.1

3500 Data Collection Software
Sequencing Analysis V5.4
GeneRunner

Mutation Surveyor Local V3.25
BioEdit

Chromas
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3.2.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.3.: Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
EDTA-Monovette (9,0 ml) Sarstedt
Serum-Monovette (7,5 ml) Sarstedt

Eppendorf Tubes (0,5 ml) Eppendorf
Eppendorf Tubes (1,5 ml) Eppendorf

PCR 8er-SoftStripes (0,2 ml) Sarstedt

PCR 8er CapStripes, flach Biozym Scientific GmbH
Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pul) ~ Sarstedt
Safety-Mutifly-Kaniile Sarstedt

96 Multiply-PCR-Platte natur Sarstedt

PCR-Mini Cooler Brand GmbH +Co KG
Plate Septa 96 Well Applied Biosystems
Adhésive Verschlussfolie Sarstedt

3.2.3. Next-Generation Sequencing basierte Panel-Sequenzierung

Das Next Generation Sequencing (NGS) ist eine etablierte Methode der DNA-Sequenzierung.
Mittels Gesamt-Genom-Sequenzierung konnen durch das NGS sowohl kodierende (Ex-
ons), als auch nicht-kodierende (Introns) Abschnitte des Genoms analysiert werden
(Behjati and Tarpey, 2013). Durch technischen Fortschritt und den Einsatz von Genpanels mit
einer grofien Probenanzahl und parallel durchfiihrbarer Sequenzierungen ist ein hoher Durch-
satz an genetischen Analysen moglich.

Die Firma Centogene AG aus Rostock analysierte mit der NGS-basierten Panel-Sequenzierung
die in dieser Studie ausgewerteten 2015 DNA-Proben (1115 DNA-Proben von Dystonie- und
900 DNA-Proben von Parkinson-Patienten). Die Proben wurden in vier unterschiedliche Bat-
ches, Genpanel 1-4, aufgeteilt. Eine Ubersicht der Probenanzahl pro Genpanel ist in Tabelle 3.4
dargestellt. Wahrend bei Genpanel 1 alle Proben einzeln sequenziert wurden, wurden ab Gen-
panel 2 jeweils drei Proben von Patienten gepoolt und gemeinsam untersucht, was zu einer
Reduktion der Sequenzierkosten um zwei Drittel fiihrte. Die drei Proben eines Pools wurden
dann nach Detektion einer Variante fiir das entsprechende Exon noch einmal mittels Sanger-
Sequenzierung einzeln nachsequenziert, um so die mutierte einzelne Probe zu identifizieren.
Zur Bestatigung der detektierten Varianten in Genpanel 1 wurden diese ebenfalls mittels der
Methode nach Sanger nachsequenziert. Zum Ausschluss moglicher Artefakte oder einer fehler-
haften Sequenzierung, die wahrend der NGS-basierten Panel-Sequenzierung aufgetreten sein
konnten, wurden die in einem Genpanel gehduft vorkommenden Varianten stichprobenartig
nachsequenziert. Der Trennwert (Cut-Off) fiir eine Nachsequenzierung wurde auf eine Priva-
lenz einer Variante von >1% innerhalb eines Genpanels festgelegt. Bei einer Pravalenz >1,5%
wurden die Varianten als Artefakt gewertet und es erfolgte keine Kontroll-Sequenzierung. Be-
fand sich die Pravalenz im Bereich um die 1% (0.5-1.5%), wurde ein Dreier-Pool mit dieser
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Variante als Stichprobe nachsequenziert. Wurde diese hierbei nachgewiesen, wurden die an-
deren Dreier-Pools mit dieser genetischen Variante ebenfalls nachsequenziert. Konnte die Va-
riante in der Stichprobe nicht nachgewiesen werden, wurde sie als Artefakt eingestuft und es
erfolgte keine weitere Nachsequenzierung. Alle genetischen Varianten <0,5% wurden als wahr-
scheinlich echt eingestuft und wie oben beschrieben weiter analysiert.

Die Nach-Sequenzierung der Bioproben im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurde
von Januar bis Mdrz 2019 an dem Institut fiir Neurogenetik der Universitdt zu Liibeck durch-
gefiihrt. Fiir die Nachsequenzierung wurden die Methoden der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR), der Agarose-Gelelektrophorese und der Sanger-Sequenzierung angewendet.

Tabelle 3.4.: Ubersicht der durch Centogene AG sequenzierten Genpanel
Die NSG-basierte Panel-Sequenzierung der Studienteilnehmenden erfolgte auf vier unterschiedliche Bat-
ches verteilt. Die Tabelle stellt die Anzahl der Studienteilnehmenden und den Zeitpunkt der Sequenzie-

rung dar.
Datum Parkinson-Patienten =~ Dystonie-Patienten
Genpanel 1 Mai 2016 322 159
Genpanel 2 | April 2017 212 531
Genpanel 3 | August 2017 66 149
Genpanel 4 Juni 2018 300 276
Insgesamt 900 1115

3.2.4. Filterschritte genetischer Varianten

Ein wichtiger Teil der Auswertung genetischer Analysen liegt in der Abgrenzung der natiirlich
vorkommenden Polymorphismen von potentiell krankheitsrelevanten genetischen Varianten
(Mutationen). Ein Hilfsmittel zur Beurteilung der Wahrscheinlichkeit einer Pathogenitét gene-
tischer Varianten ist der CADD-Score. CADD steht fiir Combined Annotation Dependent Depleti-
on und ist als Score ein Hilfsmittel, um die Pathogenitdt sowohl einer Einzelnukleotid-Variante
als auch einer Deletion oder Insertion spezifischer beurteilen zu konnen. Er priorisiert den pa-
thogenen Einfluss einer Einzelnukleotid-Variante und kurzer Insertionen und Deletionen im
humanen Genom (Kircher et al., 2020). Die Einteilung des Scores ist auf tiber 60 genetischen
Eigenschaften aufgebaut und nutzt ein maschinell erlerntes Modell mit einer Unterscheidung
zwischen simulierten de novo Varianten und Varianten, die bereits seit der Abspaltung der Men-
schen von den Schimpansen im humanen Genom vorhanden sind. Die in die Analyse einflie-
lenden genetischen Eigenschaften setzen sich aus diversen genetischen Merkmalen, evolutio-
ndren und epigenetischen Zusammenhédngen, Genlokalisationen und der Funktion des Gens
zusammen (Rentzsch et al., 2019). Ein Score von > 10 zeigt an, dass diese Variante innerhalb
der oberen 10% der vorhergesagten gesundheitsschddlichen genetischen Verdnderungen liegt.
Liegt der Score bei > 20, befindet sich die Variante bereits unter den 1% der am wahrschein-
lich schadhaftesten Mutationen. Bei einem Score {iber > 30 sind nur noch die 0,1% der Muta-
tionen eingeschlossen, bei welchen man von einer stark ausgepréagten Pathogenitidt ausgehen
kann (Kircher et al., 2020). Zur Berechnung des Scores wurde der CADD-Score-Rechner aus
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der Zusammenarbeit der University of Washington, des Hudson-Alpha-Institute for Biotech-
nology und dem Berlin Institute of Health angewendet (https:/ /cadd.gs.washington.edu/).

Zur weiteren Beurteilung der Pathogenitit der in dieser Studie detektierten genetischen Vari-
anten wurden zwei weitere publizierte Scoring-Systeme verwendet, der Score von MDSGene
(MDSGene, 2020) und die Empfehlungen des American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Richards et al., 2015). Diese Scores wurden genutzt, um alle detektierten Varianten
in pathogen und in nicht sicher pathogen (variant of uncertain significance, VUS) einzuteilen. Als
pathogen galten die Varianten, die in MDSGene die Kriterien fiir definetly pathogenic oder pro-
bably pathogenic und nach den Empfehlungen des ACMG fiir pathogenic oder likely pathogenic er-
fillten. Die Kriterien beinhalteten familidre Dispositionen, den CADD-Score, Nachweise iiber
funktionale Studien, Art der Mutation und die Haufigkeit der Variante (siehe Anhang: A.3).
Die Einteilung nach der Haufigkeit basierte auf den Angaben der Datenbank genome aggre-
gation database (gnomAD, https://gnomad.broadinstitute.org/). Diese Datenbank wurde von
einem internationalen Zusammenschluss entwickelt, um eine umfangreiche Vielfalt an Daten
zu sammeln, die bei der Exom- und Genom-Sequenzierung weltweit entstehen und fiir weitere

Sequenzierungs- und Forschungsprojekte zur Verfiigung zu stellen (gnomAD, 2020).

Zusatzliche Filterkriterien fiir KMT2B

Bei dem Dystonie-Gen KMT2B handelt es sich um ein sehr grofies Gen. So war zu erwarten,
dass bei der Sequenzierung viele natiirliche Poylmorphismen, also wahrscheinlich nicht krank-
heitsverursachende missense-Varianten gefunden werden. In dieser Studie wurde die Auswahl
der zu untersuchenden genetischen Varianten vor der Nachsequenzierung unter Verwendung
des CADD-Scores eingeschrankt. Zum Eingrenzen der vermutlich pathogenen genetischen Va-
rianten des Gens KMT2B wurde ein Cut-Off bei Varianten mit einem CADD-Score > 20 gelegt.
Dadurch wurden nur die genetischen Varianten, die in den oberen 1% der wahrscheinlich pa-
thogenen Mutationen liegen, in die Analyse eingeschlossen. Einige Varianten von KMT2B wur-
den bereits schon vor dieser Studie in dem Institut fiir Neurogenetik der Universitadt zu Liibeck
nachsequenziert und besaflen zum Teil einen CADD-Score von unter 20. Diese Proben wurden

trotzdem mit in die Auswertung dieser Arbeit einbezogen.

3.2.5. Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion, im weiteren nach dem Englischen polymerase chain reaction
(PCR) abgekiirzt, handelt es sich um ein enzymabhidngiges Verfahren, dass der exponentiel-
len Amplifikation bestimmter Gen-Sequenzen innerhalb einer DNA-Probe dient. Die Methode
der PCR basiert auf dem Prinzip von Kary B. Mullis aus dem Jahre 1983 (Mullis and Faloona,
1987; Wu, 1987). Als Reagenzien werden eine einzel- oder doppelstriangige DNA-Kette, zwei
spezifische Primer-Oligonukeotide (1x forward = f-primer, 1x reverse = r-primer), die an ei-
ne bekannte Sequenz der DNA binden konnen, Nukleosidtriphosphat-Molekiile (ANTP) im
Uberschuss und als Enzym die hitzestabile Tag-Polymerase genutzt. Taq steht fiir das Bakteri-
um Thermus aquaticus, aus welchem die hitzestabile Polymerase fiir die PCR gewonnen werden
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kann (Saiki et al., 1988). Eine detaillierte Ubersicht der verwendeten Reagenzien finden sich in
den jeweiligen PCR-Ansitzen der einzelnen Gene im Verlauf dieser Arbeit.

Synthetische Oligonukleotide

Fir die PCR der zu sequenzierenden Exons der Gene TORIA (NM_000113.2), GNAL
(NM_182978), PRKRA (NM_003690) und KMT2B (NM_014727) wurden synthetisch hergestell-
te Oligonukleotid-Primer als Startpunkt fiir die DNA-Replikation genutzt. Es wurde pro Exon
ein forward (F-) und ein reverse (R-) Primer fiir die Synthese des Leit- beziehungsweise Folge-
strangs verwendet. Die verwendeten Primer, von der Firma Eurofins Medigenomix GmbH in
Ebersberg hergestellt, wurden mit HPLC-reinem Wasser nach dem Protokoll der Firma Euro-
fins auf eine Konzentration von 100 pmol/ul verdiinnt und bei -20 °C gelagert. In Tabelle 3.5

sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer nach Gen sortiert aufgelistet.

Tabelle 3.5.: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer
Darstellung der nach Genen sortierten exonspezifische F- und R-Primer mit Basenfolge und Annealing-

Temperatur.
Gen Exon Forward-Primer Reverse-Primer At
5°—=>3) 5—=>3") in °C
TOR1A | Ex2 CCGTGCAGGGAGCGTGAG TCTCACGCTCTCCCTGCACGG 62
Ex3 GCCTCAGTTCCCTCATCTG GTCTTCCCTCTGCTTTCCAC 60
Ex 4 AGCCTCTGAGCTCCAGG GATGCTGACAGTGACC 60
Ex5 CGGGACTGCATTTCCSCTC CCTGGAATACAAACACCTA 62
KMT2B | Ex28.2 TGGGAGCTGCTGGTAACAC CACAGGGAAGTGGATGTAG 60
Ex 1_neu TCTCACGGTGCCAAGATG CAGCTGCCGAAAAGGATC 58
Ex1 GGCGCTGGTTGTTGTCGT TCCAGAGGCCCTTTCCCC 59
Ex 1_Katrin GCGTCCGGACTACATTTAA AGCTACCCGCACTCTTTCG 59
Ex 3neum GGCGTGGAGGACAGTCAAG CGGTGGAGGGGATGGTAG 62
Ex 3.1 GGCGATTTATGGATGAAGAC AAGAGGAGGAGGAGTAAGCAC 60
Ex 3neu v CTCCCCACAACTATTCTCC TGACCTTGACCTGATTCG 58
Ex 3neu h CCACCTGAAGATCTACGAATC GCAATGCTGGAAAGTGTC 58
Ex 3_Katrin ACAAGGAGGGAGAAGAGAAGGAAG CAGGTGGGGAGGTGGTAATG 60
Ex 03 CTTCGACATCTCCTCCAC TCTTCTCAGGGAGTGGAAC 59
Ex5 CCCACACACACTCCGATTTC CCCACACACACTCCGATTTC 59
Ex 16 CGCTGCTATGAAGACAAC CCACTCACCACAGACTTG 58
Ex 27 GAGGCATAGTGGCTCAGGAT GGGAGGGTTGGTGTTACCAG 60
Ex 37 GGACAGAGCACCTGATCTCC ACAAATGGGAAGACCACCTC 60
GNAL | Ex1* CTCTGGGCGTTAGCAAGTG CAGTCCCGGGATTCAGGAG 60
Ex 3-4 ATGTCTTGGGGGTTGATACTG GCATTTAGAGAGCTGGATTTCG 55
Ex 12 CATTCCTGCCTCTAAGTGC ACTGTGTTTTCTCCCCATCTAC 57
PRKRA | Ex1 CCTCGCTGGAGCAACGCAAG GGCACGGCTTTACCCAGAATG 57
Ex 2 (neu) TCTAAAGACCTCGCTCAC TGAGAGGTCTCAGTTTCAG 57
Ex 4 GAATGACAAGAGCAAAGAC ATTAATTCCTTGTGTTAGCC 55
Ex7 AATGTTGTCTTGTTTAAATTG TACTATCCACAAGAATGGG 55
Ex 8 GGTGTAGTATACCATGGAG GAGTGTTGATGGAATCTATG 55

Abkiirzungen: At = Annealing-Temperatur, Ex = Exon
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PCR-Ansatze

Der Prozess der PCR folgt immer den gleichen Zyklus-Schritten, die sich aus initialer DNA-
Denaturierung, Primer-Annealing und Synthese des komplementdren DNA-Stranges zusam-
mensetzen. Dadurch kann der Genabschnitt exponentiell vervielfacht werden. Die PCR-
Ansitze unterscheiden sich je nach Gen-Sequenz, abhédngig von den zu untersuchenden Ex-
ons und Eigenschaften der genutzten Primer. Bei Sequenzen mit einem hohen Gesamtanteil
von den Basen Guanin (G) und Cytosin (C), auch , GC-reiche” Sequenzen genannt, wurde zur
Verbesserung der Amplifikation das ,GC-RICH-PCR-System” der Firma Qiagen genutzt. Dies
beinhaltet mit Magnesiumchlorid (MgCl,) und Dimethylsulfoxid (DMSO) angereicherte Puf-
fer und ermoglicht damit eine verbesserte Amplifikation GC-reicher DNA-Sequenzen (Henke
et al., 1997). Zusitzlich wird das PCR-Programm und das Verhiltnis von Tragersubstanz zu
DNA angepasst.

Um bei der PCR die Anlagerung der Primer zu ermoglichen, wird der DNA-Doppelstrang
initial bei 95 °C fiir fiinf Minuten erhitzt und zu zwei DNA-Einzelstraingen denaturiert
(Zyklus-Schritt: Initiale Denaturierung). Dies ermdglicht die Anlagerung der F- und R- Primer
an die spezifische Sequenz der Einzelstrange und die anschlieffende Replikation des Genab-
schnittes. Das Primer-Annealing und somit die Anlagerung der Primer an die nach der Denatu-
rierung als Einzelstrange vorliegende DNA erfolgt meist bei 55 °C - 65 °C fiir 30 Sekunden. Die
Wahl der Annealing-Temperatur ist, wie die Zusammenstellung des PCR-Ansatzes, von den
Eigenschaften des genutzten Primers abhédngig (siehe Tabelle 3.5). Die Elongation findet bei 72
°C in 57°-3’- Richtung durch die hitzestabile Tag-Polymerase statt. Dabei werden die in den
PCR-Ansatz gegebenen Nukleosidtriphosphat-Molekiile (ANTPs) an das 3’-Ende des Primers
angeheftet und der komplementire Strang synthetisiert (Zyklus-Schritt: Elongation). Durch die
Hitzestabilitdt des Enzyms kann dieser Prozess bei 72 °C ablaufen. Dies verhindert eine vorzei-
tige Kombination der DNA-Einzelstrange zu einer Doppelhelix. Als diese wiirde das Template
nicht mehr frei vorliegen und kénnte nicht als Vorlage fiir die Synthese eines komplementa-
ren Strangs dienen. Im Verlauf einer PCR wird dieser Zyklus ca. 35 mal durchlaufen, um eine
ausreichende Menge des PCR-Produktes fiir weitere genetische Untersuchungen zu erlangen.
Die Anzahl der Zyklen hdngt dabei von den zu untersuchenden Genen/Exons, den genutzten
Primern und der gewiinschten DNA-Menge ab. Im letzten Schritt findet die finale Elongation
statt. Dabei wird der PCR-Ansatz noch einmal fiir 10 Minuten auf einer Temperatur von 72
°C gehalten (Zyklus-Schritt: Finale Elongation). Zur Aufbewahrung wird das PCR-Produkt im
Anschluss auf 8 °C herunter gekiihlt (Zyklus-Schritt: Ende).

In der Tabelle 3.6 ist das PCR-Programm ,,35x” fiir das Exon 2 des Gens TORIA mit optima-
len Anlagerungsbedingungen bei 62 °C exemplarisch dargestellt. ,35x” beschreibt die Anzahl
der durchlaufene Zyklen wahrend der PCR. Das fiir GC-reiche Sequenzen angepasste PCR-
Programm ,GC-Rich” ist exemplarisch fiir das Exon 1* des Gens GNAL in Tabelle 3.7 darge-
stellt. Die optimale Primer-Annealing-Temperatur lag dabei bei 60 °C.
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Tabelle 3.6.: PCR-Programm ,35x “ im Cycler

Beispiel fiir das PCR-Programm von TOR1A Exon 2
Schritt ,,Ende” dient lediglich zum Herunterkiihlen und zur Aufbewahrung des Produktes und ist zeitlich

nicht begrenzt.
Zyklus-Schritt Temperaturin °C ~ Zeit  Zyklen
Initiale Denaturierung 95.0 5 min 1
Denaturierung 95.0 30 sec
Primer Annealing 62.0 30 sec 35
Elongation 72.0 30 sec
Finale Elongation 72.0 10 min 1
Ende 8.0 oo
Laufzeit: 01h 28m 56s

Abkiirzungen: min = Minuten, sec = Sekunden

Tabelle 3.7.: PCR-Programm ,,GC-Rich” im Cycler
Beispiel fiir das PCR-Programm von GNAL Exon 1*
Dieses Programm enthilt ebenfalls 35 Zyklen, wobei sich die letzten 25 Zyklen bei der Elongation von
der Zeit her unterscheiden. Die optimale Annealing-Temperatur liegt bei 60 °C.

Schritt ,Ende” dient lediglich zum Herunterkiihlen und zur Aufbewahrung des Produktes und ist zeitlich

nicht begrenzt.

Zyklus-Schritt Temperaturin °C ~ Zeit  Zyklen
Initiale Denaturierung 95.0 3 min 1
Denaturierung 95.0 30 sec

Primer Annealing 60.0 30 sec 10
Elongation 72.0 30 sec
Denaturierung 95.0 30 sec

Primer Annealing 60.0 30 sec 25
Elongation 72.0 45 sec

Finale Elongation 72.0 7 min 1
Ende 8.0 oo

Laufzeit: 01h 32m 11s

Abkiirzungen: min = Minuten, sec = Sekunden

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit genutzten PCR-Ansédtze nach Gen und Exon spezifisch

aufgelistet.
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Tabelle 3.8.: PCR-Ansitze TOR1A

Diese Tabelle beinhaltet eine Ubersicht iiber die verwendeten PCR-Ansétze fiir die Exons 2-5 des Gens
TOR1A. Das PCR-Programm ,,35x“ entspricht dem in Tabelle 3.6 dargestellten Programm.

Die Annealing-Temperatur ist in °C angegeben. Alle Maflangaben sind in pl angegeben.

Reagenz \ Exon: 2 3 4 5
Programm 35x  35x 35x 35x
Annealing-Temperatur 62 60 60 62
HPLC-Wasser 10,375 7,0 10,375 10,375
dNTPs 50 4,0 5,0 5,0
Taq-Puffer 2,5 2,0 2,5 2,5
F-Primer 1,0 0,8 1,0 1,0
R-Primer 1,0 0,8 1,0 1,0
Tag-Polymerase 0,125 0,1 0,125 0,125
Enzym-Mix (GC-Rich) / / / /
DNA 50 5,0 5,0 5,0
Betaine / / / /
DMSO / 08 / /
GC-resol sol / / / /
MgCl, / / / /
Verhiiltnis Trager:DNA 20:5 155 20:5 20:5

Tabelle 3.9.: PCR-Ansitze GNAL

Diese Tabelle beinhaltet eine Ubersicht iiber die verwendeten PCR-Ansitze der Exons des Gens GNAL.
Als Programm wurde entweder das in Tabelle 3.6 dargestellte und hier als ,,35 x* abgekiirztes Programm
oder das GC-Rich-Progamm, siehe Tabelle 3.7, verwendet.

Die Annealing-Temperatur ist in °C angegeben. Alle Mafsangaben sind in pl angegeben.

Reagenz \ Exon: 1 34 12
Programm GC-Rich  35x  35x
Annealing-Temperatur 60 55 57
HPLC-Wasser 25 09 0,95
dNTPs 02 20 20
Taqg-Puffer 2,0 1,0 1,0
F-Primer 0,4 0,5 0,5
R-Primer 04 0,5 0,5
Tag-Polymerase / 0,05 0,05
Enzym-Mix (GC-Rich) 0,1 / /
DNA 30 50 50
Betaine / / /
DMSO / / /
GC-resol sol 1,0 / /
MgCl, 0,4 / /
Verhiltnis Trager:DNA 73 55 55
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Tabelle 3.10.: PCR-Ansitze PRKRA

Diese Tabelle beinhaltet eine Ubersicht {iber die verwendeten PCR-Ansitze der Exons des Gens PRKRA.
Als Programm wurde entweder das in Tabelle 3.6 dargestellte und hier als ,35 x” abgekiirztes Programm
oder das GC-Rich-Progamm, siehe Tabelle 3.7, verwendet.

Die Annealing-Temperatur ist in °C angegeben. Alle Malangaben sind in pl angegeben.

Reagenz \ Exon: 1 2 neu 4 7 8
Programm GC-Rich GC-Rich  35x  35x  35x
Annealing-Temperatur 57 57 55 55 55
HPLC-Wasser 2,5 25 44 44 44
dNTPs 0,2 02 30 30 30
Taq-Puffer 2,0 2,0 1,5 15 15
F-Primer 04 04 0,5 0,5 0,5
R-Primer 04 04 05 05 05
Tag-Polymerase / / 0,1 0,1 0,1
Enzym-Mix (GC-Rich) 0,1 0,1 / / /
DNA 3,0 30 50 50 50
Betaine / / / / /
DMSO / / / / /
GC-resol sol 1,0 1,0 / / /
MgCl, 04 / / / /
Verhiiltnis Trager:DNA 7:3 73 10:5 10:5 10:5
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3.2.6. Gelelektrophorese

Die Reinheit des PCR-Produktes wird mittels Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Mit die-
ser Methode kann tiberpriift werden, ob die Anlagerung der Primer funktionierte und die
Grofle des PCR-Produkts mit der erwarteten Grofie der vervielfaltigten DNA-Sequenz tiber-
einstimmt. Dabei werden die Nukleinsdureabschnitte nach ihrer Grofse aufgetrennt und mit
einem Standard verglichen.

Das Gel kann aus verschiedenen Substanzen gebildet werden. Bei dieser Arbeit wurde das
Gel aus Agarose und einem Elektrophoresepuffer hergestellt. Bei der Agarose handelt es sich
um ein Polysaccharid, das beim Verhérten aus der Schmelze ein fest verzweigtes Gel bildet. Je
hoher die Agarose-Konzentration ist, desto kleiner sind die Poren. Meistens werden Konzen-
trationen zwischen 0,5% und 3% gewahlt. In dieser Arbeit wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel ge-
nutzt. Bei dem Elektrophoresepuffer handelt es sich um einen in einfacher Konzentration vor-
liegenden TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer). Dieser bestand aus den Komponenten TRIS
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan), Borat (Anion der Borsdure) und EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsdure) und diente sowohl fiir die Herstellung des Agarose-Gels als auch als Puffer in
der Agarose-Gelelektrophorese. Fiir die Markierung der DNA im Agarose-Gel wurden zusitz-
lich 5 ul des DNA-Farbstoffs Midori Green Advance pro 100 ml Agarose-TBE-Puffer hinzugefiigt.
Eine genaue Zusammensetzung der Puffer und des Gels sind der Tabelle 3.12 zu entnehmen.

Tabelle 3.12.: Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers und Agarose-Gels
In dieser Tabelle ist die Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers TBE und des Agarose-Gels be-
schrieben.

Puffer Zusammensetzung

IXTBE-Puffer 10,8 g (89 222!y TRIS
55¢g(89 %"1) Borsaure
0,7 g (2 ™=oly EDTA-Na,-Salz
Agarose-Gel 300 ml 1XTBE-Puffer
(1,5%iges Gel) 4,5 g Agarosepulver Standard
15 ul Midori Green Advance DNA Farbstoff

Abkiirzungen: TBE = Tris-Borat-EDTA, TRIS = Tris-hydroxymethyl-aminomethan, EDTA = Ethylendiaminte-
traessigsdure, mmol = Millimol, L = Liter

Am oberen Rand des Agarose-Gels wurden beim Guss des Gels Taschen eingefiigt, die
spater mit dem angefdarbten PCR-Produkt beladen werden konnten. Zum Anfirben des
PCR-Produktes wurde 3 pl des Ladepuffers Bromphenolblau zu 3 pl PCR-Produkt gegeben.
Das PCR-Produkt wurde im Anschluss mit Hilfe des elektrischen Feldes in der Agarose-
Gelelektrophorese nach Grofie aufgetrennt. Dabei wurden eine Spannung von 120 V und eine
Stromstarke von 400 mA fiir 20 Minuten angelegt. Durch die negativ geladenen Phosphatgrup-
pen wandern die Nukleinsdure-Ketten durch das Agarose-Gel zur positiv geladenen Anode.
Die Geschwindigkeit hangt dabei von der Grofie und der Ladung der Ketten ab. Je kleiner die
DNA-Kette, desto schneller und dadurch weiter wandern sie durch das Gel. Das Verhaltnis
zwischen Grofie und Ladung ist dabei aufgrund einer negativen Phosphatgruppe pro Base di-
rekt proportional. Zum Beurteilen der Grofie der DNA-Ketten lduft in der ersten Tasche eines
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Gels immer ein Standard aus DNA-Fragmenten bekannter unterschiedlicher Lange mit. Der in
dieser Arbeit verwendete Standard war eine DNA-, Leiter” mit Banden in GrofSenschritten von
100 Basenpaaren (bp). Anhand dieser konnte somit auf die Grofse der PCR-Produkte geschlos-
sen und dadurch deren , Reinheit” kontrolliert werden. Zur Auswertung des Gels wurden die
DNA-Banden unter UV-Licht dargestellt und mit den Banden der DNA-Leiter verglichen. Zur
bildlichen Darstellung wurde das Computerprogramm BioDocAnalyze genutzt.

In Abbildung 3.1 ist ein Gel zur Kontrolle der PCR-Produkte von Exon 5, Exon 27 und Exon
37 des Gens KMT2B beispielhaft dargestellt. Die PCR-Produkte von Exon 5, 27 und 37 sind
deutlich sichtbar und haben jeweils die gleiche Bandenldnge. Dies spricht fiir ein ,,reines” PCR-
Produkt und einer ausreichenden Menge von Material, das in der anschlieffenden Sequenzie-
rung genauer auf genetische Varianten analysiert werden kann. Die Wasser-Kontrollproben
(,WK ”) enthalten den reinen PCR-Ansatz ohne DNA-Zusatz und dienen dazu, auf eine mog-
liche Verunreinigung des PCR-Ansatzes mit Fremd-DNA-Spuren zu kontrollieren. Hier sollten
somit keine DNA-Banden sichtbar sein.

3.2.7. ExoFast-Aufreinigung

Im Anschluss an die Agarose-Gelelektrophorese wurde das PCR-Produkt mit Hilfe von Exo-
nukleasen fiir die Sequenzierung aufbereitet. Fiir diese Aufbereitung wurde die Enzymmi-
schung ExoFast aus Exonuklease I (Exo I) und der thermosensitiven Alkalischen Phosphatase
(FastAP) genutzt. Die Exonuklease ist bei diesem Vorgang fiir den Abbau der Primer und feh-
lerhaft eingebauter Nukleotidbasen verantwortlich, und die Alkalische Phosphatase sorgt fiir
die Dephosphorylierung der verbliebenen dNTPs im PCR-Produkt. Das verwendete ExoFast-
Gemisch bestand aus 15 pl PCR-Produkt und aus 1.5 pul Exo-Fast (Verhdltnis Exo I 1:2 FastAP).
Im Thermocycler wurde folgendes Programm fiir die Aufreinigung des PCR-Produktes ge-
nutzt:

Tabelle 3.13.: ExoFast-Aufreinigungsrogramm im Cycler
Die Tabelle stellt die einzelnen Zyklusschritte zur Aufbereitung des PCR-Produktes dar. Schritt 3 dient
lediglich zum Herunterkiihlen und zur Aufbewahrung des Produktes und ist zeitlich nicht bestimmt.

Schritt Temperatur in °C Zeit Zyklen
1 37.0 15 min 1
2 85.0 15 min 1
3 8,0 o
Programmlaufzeit: 34 min 05 sec

Nach der Aufbereitung des PCR-Produktes erfolgte die Herstellung eines Sequenzansatzes fiir
die Sanger-Sequenzierung.
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Ex. 5 Ex. 27

L- 4444
L- 6265
L-6571
L-6153
L-13057
L- 13044

L-5262
L-3809

WK
WK

1200 bp
1100 b
1000 ba

500 ba
400 ba
0T ba
200 ba

100k

Abbildung 3.1.: Beispiel Gelelektrophorese der Exons 5, 27 und 37 des Gens KMT2B

Beispielhafte Darstellung eines Agarose-Gels zur Kontrolle des PCR-Produkt fiir Exon 5, 27 und 37 des
Gens KMT?2B. Die Laufrichtung der Nukleinsdure-Ketten ist nach unten.

In der linken Gel-Tasche befinden sich jeweils in der oberen und unteren Probenreihe die DNA-, Leiter”
des Standards mit Banden in Grofenschritten von 100 Basenpaaren. In der oberen Reihe befinden sich
das PCR-Produkt von drei Bioproben von Exon 5 und von fiinf Bioproben von Exon 27. In der zweiten
Reihe befinden sich drei Proben mit PCR-Produkten von Exon 37. Die Gel-Taschen mit der Bezeichnung
»WK “ enthalten jeweils lediglich den PCR-Ansatz ohne DNA als Wasser-Kontrollprobe.

Abkiirzungen: Ex. = Exon, WK = Wasser-Kontrollprobe, bp= Basenpaare
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3.2.8. Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzierung der Proben erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung. Diese basiert auf der
1977 entwickelten Didesoxymethode von FE. Sanger und ermoglicht die Bestimmung der
Nukleotid-Abfolge der DNA (Sanger et al., 1977).

Der Mechanismus beruht auf einer in vitro Replikation von kurzen DNA-Abschnitten, die
durch die verwendeten Primer vordefiniert wird. Hierbei werden zusitzlich zu den vier
nattirlich vorkommenden Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP) der Basen Adenosin (A),
Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) die zweifach desoxygenierten artifiziellen 2°,3"-
Didesoxybasen (ddNTPs) ohne 3 -OH-Ende hinzugefiigt. Die ddNTPs werden in geringerer
Konzentration zu den dNTPs, den Bausteinen der DN A-Replikation, in den Sequenzansatz ge-
geben. Beide Basentypen konnen von der DNA-Polymerase gebunden werden und konkurrie-
ren um diese. Dadurch werden die Basen nach dem Zufallsprinzip in den neu synthetisierten
DNA-Strang eingebaut. Da die DNA-Polymerase zur Elongation der Nukleotidketten ein 3 '-
OH-Ende am Nukleotid braucht, bricht nach dem Einbau eines ddNTPs die Synthese ab und
es entstehen Nukleotidketten unterschiedlicher Lange. Aus diesem Grund wird die Sanger-
Sequenzierung auch Kettenabbruch-Methode genannt.

Die ddNTPs besitzen eine markierte letzte Base, um im Rahmen der Auswertung die Basenab-
folge ablesen zu konnen. Sie werden heutzutage, wie auch in dieser Arbeit, mit Fluoreszenz-
markern (rot, griin, schwarz und blau) markiert. Auch eine radioaktive Markierung ist mog-
lich, was frither hdufiger verwendet wurde. Im Anschluss folgt die Auftrennung der Nukleo-
tidketten mittels Kapillarelektrophorese und Anregung zur Fluoreszenz mit Hilfe eines Lasers.
Ein Detektor kann anschliefsend die Sequenzen vergleichen und die Reihenfolge der Nukleoti-
de und damit die Basensequenzfolge anhand der Fluoreszenzmarker bestimmen (Smith et al.,
1986).

In dieser Arbeit wurde fiir den Sequenzansatz bei allen sequenzierten PCR-Produkten das
gleiche Protokoll verwendet. Fiir den Ansatz wurden 2 pl des ExoFast-Produktes mit 8 ul
einer Losung aus verschiedenen Reagenzien gemischt. Diese Losung setzte sich aus einem
Sequenz-Puffer, dem Terminator-Mix 3.1 des BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kits, den
Exon-spezifischen Primern und HPLC-reinem Wasser zusammen. Der Puffer bestand aus
Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride (Tris-HCI) und MgCl,. Durch den Puffer
konnte der pH-Wert optimiert und ausreichend Mg?" fiir die Reaktion zur Verfiigung gestellt
werden. Der Terminatormix 3.1 enthilt die vier verschiedenen, mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-
kierten ddNTPs und die DNA-Polymerase. Das genaue Schema zum Sequenzansatz ist in Ta-
belle 3.14 dargestellt. Als Primer wird im Sequenzansatz im Gegensatz zum PCR-Ansatz nur
entweder der F- oder der R- Primer genutzt. Fiir die Sequenzierung sind in der Regel beide
Primer frei wéhlbar. In einigen Féllen wurden zwei Sequenzansitze (jeweils F- und R- Primer)
genutzt um die komplementdren Nukleinsdurestrange einzeln darstellen und vergleichen zu
konnen.

Der Sequenzansatz wurde in einem Thermocycler zur Reaktion gebracht. Dabei wurde das
Gemisch fiir eine Minute auf 96 °C erhitzt, um die DNA initial in ihre Einzelstrange aufzuteilen.
Im Anschluss wiederholt sich 25 mal der gleiche Zyklus mit Denaturierung und Aufspaltung
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Tabelle 3.14.: Sequenzansatz und Cycler-Programm

In der linken Tabellenspalte ist die Zusammensetzung des genutzten Sequenzansatzes dargestellt. Fiir
die F- und R- Primer ist jeweils ein Ansatz notwendig. Die rechte Tabellenspalte stellt eine Ubersicht fiir
das Programm im Thermocycler dar.

Sequenzansatz: in pl Cycler-Programm:

Exo-Fast-Produkt 2,0 Zyklus-Schritt Temperatur in °C Zeit Zyklen
Sequenz-Puffer 15 Initiale Denaturierung 96,0 1 min 1
Primer (F oder R) 0,5 Denaturierung 96,0 10 sec } 25
Terminatormix 3.1 0,5 Elongation 60,0 1 min 20 sec
HPLC-Wasser 55 Ende 8,0 oo

PCR-Produkt: Losung 2:8 Laufzeit: 53 min 20 sec

der DNA und der darauf folgenden Elongation mit Anlagerung der ddNTPs. Durch den in
den Zyklen wiederholten Ablauf der Denaturierung und Anlagerung der Basen entsteht ein
Gemisch aus verschieden langen Nukleinsdureketten, das zur Auftrennung in das Sequenzier-
Gerat gegeben wird.
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4. Ergebnisse

4.1. Epidemiologische Daten der im Studienzentrum Rostock
rekrutierten Patienten der DysTract-Studie

Zwischen Februar und Juli 2018 wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit 75 Patientinnen und
Patienten mit dem Krankheitsbild einer Dystonie an der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie
der Universitdtsmedizin Rostock in die DysTract Studie eingeschlossen und in das Deutsche
Dystonie-Register aufgenommen. In Tabelle A.2 im Anhang befindet sich eine Ubersicht der
klinischen Daten dieser Patienten.

Die Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer waren 53 Frauen und 22 Ménner und stammten
aus Mecklenburg-Vorpommern (69), Schleswig-Holstein (4), Brandenburg (1) und Bayern (1).
Das Durchschnittsalter lag bei Aufnahme in das Deutsche Dystonie-Register bei 59 (+ 12) Jah-
ren und die Symptome traten durchschnittlich erstmals im Alter von 45 (4 15) Jahren auf. Es
wurden Personen mit isolierter fokaler, multifokaler, segmentaler oder generalisierter Dystonie
in das Register aufgenommen. Die fokale Dystonie machte mit 84% den grofsten und die gene-
ralisierte Dystonie mit 1,3% den kleinsten Anteil aus. Diese Verteilung entspricht prinzipiell der
bisher ermittelten Haufigkeit der einzelnen Dystonie-Formen (Deutsche Dystonie Gesellschaft
e.V.,, 2019). Von den Studienteilnehmerinnen und -teilnehmern gaben 17 eine positive Famili-
enanamnese an. Bei dieser kann davon ausgegangen werden, dass mindestens ein Angehori-
ger ersten oder zweiten Grades ebenfalls an einer diagnostizierten oder klinisch gesicherten
Dystonie erkrankt ist. Die klinische Diagnosestellung erfolgte anhand eines standardisierten
Fragebogens oder einer klinischen Untersuchung in einer Fachklinik.

Bei fiinf der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer wurde vor Studieneinschluss bereits eine
molekulargenetische Untersuchung hinsichtlich Dystonie durchgefiihrt, von der vier negativ
ausfielen. Bei einer 49-Jahrigen Patientin, die seit dem 36sten Lebensjahr an einer fokalen zervi-
kalen Dystonie erkrankt ist, wurde durch diese Untersuchung bereits die Frameshift-Mutation
c.166_167insA im Dystonie-Gen GNAL festgestellt (Ziegan et al., 2014). Im Rahmen dieser Pro-
motionsarbeit wurden bei dieser Patientin keine weitere pathogenen Varianten in den anderen
oben genannten Dystonie-Genen festgestellt.

Eine Ubersicht der klinischen Daten der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer ist in der
Tabelle 4.1 dargestellt. Die Daten sind nach Geschlecht, Alter bei Symptombeginn und Stu-
dieneinschluss, Dystonieform und Familienanamnese aufgeteilt.
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Tabelle 4.1.: Ubersicht der klinischen Daten der Studienteilnehmenden von DysTract
Diese Tabelle stellt die klinischen Daten der DysTract-Studienteilnehmenden nach Dystonie-Form aufge-
teilt dar. Alle Altersangaben sind in Jahren angegeben.

Dystonie-Form: Patientenzahl Durchschnittsalter Durchschnittsalter Familien-
bei Studieneinschluss bei Symptombeginn anamnese

(ménnlich/weiblich)  + SD (Altersbereich) + SD (Altersbereich) (pos/neg)

Fokal:

Blepharospasmus 4(0/4) 62 + 9 (55-75) 51 + 9 (45-63) 0/4

Meige-Syndrom 5(0/5) 74 + 6 (67-81) 62 + 3 (58-66) 1/4

Zervikal 50 (19/31) 59 + 13 (30-81) 45 + 14 (22-72) 13/37

Gliederdystonie 4(0/4) 55 + 5 (48-58) 43 + 5 (38-48) 0/4

(Schreibkrampf, Fuf-

dystonie)

fokal gesamt: 63 (19/44) 60 + 12 (30-81) 47 + 13 (22-72) 14/49

Multifokal

zervikal und obere 4(1/3) 57 + 7 (48-63) 31 + 29 (6-56) 1/3

Extremitat

cranial und zervikal 1(0/1) 54 14 1/0

zervikal und Rumpf 1(1/0) 58 47 0/1

Zervikal, Rumpf, un- 1(0/1) 61 27 1/0

tere Extremitét

multifokal gesamt: 7 (2/5) 57 + 6 (48-63) 30 + 23 (6-56) 3/4

Segmental: 4(1/3) 56 + 19 (40-82) 39 + 17 (26-62) 0/4

Generalisiert: 1(0/1) 38 37 0/1

Gesamt: 75 (22/53) 59 + 12 (30-82) 45 + 15 (6-72) 17/58

Abkiirzungen: SD = Standardabweichung, UE = Untere Extremitit, OE = obere Extremitit, pos = positiv,

neg = negativ

4.2. Ergebnisse der DNA-Sequenzierung

Nach der Aufnahme der klinischen Daten oben genannter Studienteilnehmenden in das Deut-
sche Dystonie-Register wurde das genetische Material dieser isoliert. Zusammen mit weiteren
genetischen Proben aus der Biobank des Institutes fiir Neurogenetik der Universitdt zu Lii-
beck wurden insgesamt 2015 Bioproben mittels DNA-Sequenzierung auf genetische Varianten
untersucht. Von diesen dienten 900 DN A-Proben von Parkinson (PD)-Patienten als Kontroll-

gruppe.

4.2.1. Ubersicht der gesamten identifizierten genetischen Varianten

Durch die Nachsequenzierung nach Sanger wurde bei 100 Studienteilnehmenden eine gene-
tische Variante mit einem moglichen Einfluss auf die Proteinsequenz in den Dystonie-Genen
TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B nachgewiesen. Da mehrere Varianten mehrmals
vorkamen, konnten insgesamt 80 verschiedene genetische Varianten identifiziert werden. Kei-
ner der Studienteilnehmenden war Trager mehrerer in dieser Studie nachgewiesenen Varian-
ten. Die gefundenen Varianten lagen alle in heterozygoter Form vor. Mittels der Bewertungskri-
terien des ACMG und der Pathogenitdtsskala von MDSGene wurden die genetischen Varianten
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in Varianten ohne sicher einstufbare Pathogenitat (variant of uncertain significance, VUS) und
in Varianten mit einem sehr wahrscheinlichen Einfluss auf die Funktionalitdt und eine damit
einhergehende Pathogenitit (pathogen) eingeteilt. Als variant of uncertain significance wurden
66 Varianten eingestuft, da eine Pathogenitdt dieser Mutationen ohne weitere funktionelle Stu-
dien nicht sicher eingeschitzt werden konnte. Die restlichen 14 genetischen Varianten wurden
als wahrscheinlich pathogene Mutationen eingestuft.

Von den insgesamt 100 Studienteilnehmenden mit genetischen Varianten waren 58 Patienten
an einer Dystonie erkrankt (Dyt-Patienten), davon 26 (44,8%) Frauen und 32 (55,2%) Ménner.
Die Dystonie-Patienten hatten bei Studieneinschluss ein Durchschnittsalter von 46,3 (£ 17)
Jahren und bei Symptombeginn ein Durchschnittsalter von 16,1(+ 9) Jahren. In der Dystonie-
Patientengruppe stellte die fokale Dystonie mit 39,7% den grofsten Anteil dar. Den geringsten
Anteil machte mit 1,7% die multifokale Dystonie aus. Des Weiteren lagen zu 15,5% eine seg-
mentale Dystonie und zu 27,6% eine generalisierte Dystonie vor. Die anderen 42 Varianten-
tragerinnen und -trdger waren Patienten mit Parkinson-Syndrom, davon 18 (42,9%) Frauen
und 24 (57,1%) Ménner. Die Parkinson-Patienten zeigten keine Symptome einer Dystonie. Sie
dienten als Kontrollgruppe, um spezifisch mit Dystonie assoziierte genetische Varianten von
den bei anderen neurologischen Bewegungsstorungen vorkommenden Varianten abzugren-
zen. Die PD-Patienten hatten zu Studienbeginn ein Durchschnittsalter von 63,5 (£ 11) Jahren
und zeigten einen Symptombeginn im Alter von durchschnittlich 38,7 (& 21) Jahren. Von den
in der Kontrollgruppe nachgewiesenen Varianten der oben genannten Dystonie-Genen wur-
den aufler vier Varianten alle als VUS eingestuft. Bei den vier Varianten handelt es sich um
wahrscheinlich pathogene Varianten.

Eine Ubersicht der klinischen Daten der 100 Studienteilnehmenden mit genetischen Varianten
ist in der Tabelle 4.2 dargestellt.
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4.2.2. Ubersicht pathogener genetischer Varianten

Von den insgesamt 80 in dieser Studie identifizierten genetischen Varianten konnten nach der
ACMGe-Einteilung 14 als pathogen eingestuft werden. Drei der pathogenen Varianten wur-
den im Dystonie-Gen TOR1A, sechs im Gen THAPI, drei im Gen GNAL und je eine Varian-
te in den Genen PRKRA und KMT2B gefunden. Bei diesen Varianten handelt es sich um drei
Frameshift-Mutationen, zwei In-frame Deletionen, sieben Missense-Mutationen und jeweils ei-
ne Nonsense- bzw. eine Spleifistellen-Mutation.

Finf dieser als pathogen eingestuften Varianten wurden bei mehreren Patienten gefunden,
sodass die 14 Varianten insgesamt bei 27 Teilnehmenden auftraten. Dabei gab es keinen Pati-
enten, der von mehr als einer dieser pathogenen Varianten betroffen war. Bei 23 der Varian-
tentrdger lag eine Dystonie vor. Das entspricht 2,1% (23/1115) der teilnehmenden Dystonie-
Patienten. In der Kontrollgruppe wurden vier als pathogen eingestufte Varianten bei Patienten
mit Parkinson-Syndrom gefunden. Das entspricht 0,4% (4/900) der Gesamtzahl der Parkinson-
Patienten. Zwei dieser Varianten wurden ausschliefilich bei Patienten mit Parkinson-Syndrom
gefunden. Die anderen beiden Varianten wurden sowohl bei Dystonie- als auch bei Parkinson-
Patienten nachgewiesen. Eine Ubersicht der pathogenen genetischen Varianten mit Diagnose
der Variantentrager und weiteren genetischen Daten sind in Tabelle 4.3 aufgelistet.

Die 27 Trager pathogener Varianten hatten zu Beginn der Studie ein Durchschnittsalter von
49 (£ 17) Jahren und bei Symptombeginn von 20 (+ 14) Jahren. Davon waren 12 Personen
weiblich und 15 méannlich. Von den 23 Patientinnen und Patienten mit Dystonie dieser Gruppe
hatte die Mehrheit mit 52,2% eine generalisierte Dystonie (12 Patienten). Des Weiteren hatten
21,8% (5 Patienten) eine fokale und 13% (3 Patienten) eine segmentale Dystonie. Bei den
verbleibenden 13% (3 Patienten) lagen keine klinischen Daten zu der Dystonieform vor. Dies
lag entweder daran, dass einige Fragen in der Anamnese nicht sicher beantwortet werden
konnten oder Patienten im Rahmen einer anderen Studie aufgenommen wurden und sich
dort der Fragenkatalog unterschied oder nicht vollstindig ausgefiillt werden konnte. Eine
Ubersicht der Dystonieformen befindet sich in Abbildung 4.1.

Segmentale Dystonie

Fokale Dystonie

Unbekannt

Generalisierte Dystonie

Abbildung 4.1.: Dystonieformen der Triger pathogener Varianten
Darstellung der Verteilung der verschiedenen Dystonieformen von den Dystonie-Patienten mit dem
Nachweis einer pathogener Variante.
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Eine genaue tabellarische Darstellung der erhobenen Daten zu den Trdgern pathogener Va-
rianten ist nach Studienteilnehmenden mit Dystonie und Parkinson-Syndrom getrennt darge-
stellt. Von der Kontrollgruppe mit Parkinson-Patienten sind die genetischen und die klinischen
Daten in Tabelle 4.4 dargestellt. Detaillierte Angaben zur Variantenfrequenz und dem Patho-
Scoring von Dystonie-Patienten finden sich in Tabelle 4.5. Die dazugehorigen klinischen Daten

sind in Tabelle 4.6 aufgelistet.

Tabelle 4.4.: Daten der pathogenen genetischen Varianten der Kontrollgruppe mit Parkinson-Syndrom
Diese Tabelle beinhaltet klinische und genetische Daten zu den pathogenen Varianten in der Kontroll-
gruppe mit Parkinson-Patienten. Alle Studienteilnehmer in dieser Tabelle kommen aus Deutschland. Die
Daten sind nach Gen und zugehoriger genetischer Variante sortiert. Im oberen Abschnitt der Tabelle sind
die Daten zur Pathogenitit und Héufigkeit der Variante dargestellt. Der untere Abschnitt enthélt Anga-
ben zur Klinik der Indexpatienten. Die Altersangaben sind in Jahren.

Patienten-ID L-10850 L-7807 L-12018 L-6008

Gene TOR1A THAP1 GNAL PRKRA
c¢DNA Variante c.863G>A c.7142T>C  ¢.313A>C c.665C>T
Protein Variante p-Arg288GIn . p-lle105Leu p-Pro222Leu
CADD-Score 23,3 33,0 24,7 21,6
GnomAD frequency (total) | 0,00009191 n.a. 0,00003207 0,00009905
GnomAD frequency EUR 0,0001316 n.a. EUR 0,000065 EUR 0,0001085
Patho-Scoring (ACMG) LP P VUS LP
Patho-Scoring (MDSGene) | PrP PrP PrP DeP

Alter (Studienbeginn) 74 56 53 71

Alter (Symptombeginn) 63 30 23 n.a.
Geschlecht (m/f) m f f f
Familienanamnese negativ negativ n.a. negativ

Abkiirzungen: EAS = East Asian, EUR = non-Finnish European, VUS = variant of unknown significance,
LP = likely pathogenic, PoP = possibly pathogenic, PrP = probably pathogenic, DeP = definitely pathogenic,
P = pathogenic, n.a. = not applicable, f = weiblich, m = ménnlich
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4.3. Ubersicht neuer genetischer Varianten

Die meisten nachgewiesenen und als pathogen eingestuften Varianten wurden bereits in frii-
heren Studien beschrieben (Klein et al., 1998; Igbal et al., 2019; Vulinovic et al., 2014; Lohmann
et al.,, 2012; Djarmati et al., 2009; Dos Santos et al., 2018).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiinf bisher noch nicht in o6ffentlichen Datenbanken
(gnomAD Browser, MDSGene, HGMD) registrierte Varianten in kodierenden Genabschnitten
nachgewiesen. Dabei handelt es sich um drei wahrscheinlich pathogene Varianten im Gen
THAP1 und zwei im Gen GNAL.

* THAPI: c.292G>T p.Glu98*, c.61T>G p.Ser21Ala, c.71+2T>C
* GNAL: c.1264dupT p.Tyrd22fs, c.1115T>G p.1le372Ser

In Tabelle 4.7 sind die neu nachgewiesenen, vermutlich pathogenen genetischen Varianten
nach Gen sortiert aufgelistet und als Ubersicht dargestellt. Ebenfalls in dieser Tabelle enthal-
ten sind das Patho-Scoring, die Mutationsform und die Diagnose der jeweiligen Patienten.
In die beiden angewendeten Scoring-Systeme fliefSen jeweils leicht unterschiedliche Kriterien
ein. Daher kommt es zum Teil zu einer unterschiedlichen Bewertung der genetischen Vari-
ante. Dies illustriert, dass es sich bei der Einstufung um eine Pradiktion und nicht um einen
sicheren Beweis handelt. Eine detaillierte Beschreibung inklusive klinischer Fallbeschreibun-
gen der neu nachgewiesenen, wahrscheinlich pathogenen genetischen Varianten findet sich im
Abschnitt 4.4 im Absatz zu dem jeweiligen Gen.

Tabelle 4.7.: Ubersicht der neu identifizierten pathogenen genetischen Varianten
Das Alter zu Beginn der Studie und der Symptome ist jeweils in Jahren angegeben.

Gen THAP1 GNAL

Patienten-ID L-11640 L-11557 L-11577 L-7807 L-12521 L-7606 L-11929

Mutation c292G>T  ¢292G>T  c.61T>G c.7142T>C | c1264dupT c.1115T>G  c.1115T>G
p-Glu9g*  p.Glu9g* p-Ser21Ala p-Tyrd22fs  p.le372Ser p.Ile372Ser

Mutationsform | Nonsense Nonsense  Missense Spleifistelle | Frameshift = Missense Missense

Diagnose DYT DYT DYT PD DYT DYT DYT

Dystonieform segmental generalisiert generalisiert fokal segmental  generalisiert

CADD-Score 37 37 30 33 35 31 31

Patho-Scoring P P LP P P VvUS VvUS

(ACMQG)

Patho-Scoring PrP PrP PoP PrP PrP PrP PrP

(MDSGene)

Herkunft ESP ESP ESP GER GER GER GER

Studienbeginn | 51 77 26 56 52 50 63

Symptombeginn | 15 10 16 30 16 39 n.a.

Geschlecht f m m f m m f

FA negativ positiv negativ negativ n.a. n.a. n.a.

Abkiirzungen: Dyt = Dystonie, PD = Parkinson ‘s Disease, VUS= variant of unknown significance, LP= likely
pathogenic, PoP= possibly pathogenic, PrP= probably pathogenic, P= pathogenic, FA= Familienanamnese,
ESP= Spanien, GER= Deutschland, f= weiblich, m= méannlich
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4.4. Genspezifische Darstellung pathogener Varianten

4.4.1. Pathogene Varianten im TOR1A-Gen

Das Gen TOR1A gehort zu der Genfamilie torsin family 1, member A (torsin A) und liegt auf dem
Chromosom 9 an dem Genort 9g34.11. Schon vor tiber 20 Jahren wurde dieses als ursédchlich
fiir eine frith beginnende Dystonie (Early-onset dystonia) identifiziert, durch den Nachweis
pathogener Mutationen (Ozelius et al., 1997).

Gen: TOR1A
Chromosom: 9
Position: 129, 812, 942 — 129, 824, 244

shromasome 9 (S » =] i i Cg o1 |

Assembly exceptions
B
5 43 2 1
L i 1 B
4 1A -

c.40_45delGCGCCG

907_909delGAG
Tt p.Ala14 Pro15del

p.Glu303del

c.863G>A
p.Arg288GIn

Abbildung 4.2.: Lokalisation des Gens TOR1A mit pathogenen Varianten

Schematische Darstellung der Lokalisation des Dystonie-Gens TOR1A auf Chromosom 9. Die Position
bezieht sich dabei auf die Referenzsequenz Human GRCh38/hg38 (Bild A). In Bild B sind die pathogenen
Varianten im Gen den einzelnen Exons zugeordnet.

www.gnomad.broadinstitute.org; https:/ /useast.ensembl.org

In dieser Studie wurden drei als pathogen eingestufte Varianten im TOR1A Gen identifi-
ziert. Diese Varianten sind in Abbildung 4.2 mit ihrer genetischen Lokalisation dargestellt.
Hierbei handelt es sich um zwei In-frame Deletionen: ¢.907_909delGAG p.Glu303del
und  c.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prol5del sowie um eine Missense-Mutation:
c.863G>A p.Arg288GIn. Der CADD-Score und die Einstufung der Pathogenitdt dieser
genetischen Varianten sind der Tabelle 4.3 zu entnehmen. Die In-frame Deletionen wurden
ausschliefSlich bei Patienten mit Dystonie und die Missense-Variante in der Kontrollgruppe
nachgewiesen.

Die Mutation ¢.907_909delGAG p.Glu303del ist eine der ersten identifizierten Mutationen mit
Einfluss auf die Pathogenese von Dystonie. Sie wurde in dieser Arbeit bei neun Patienten nach-
gewiesen und wurde zuvor bereits mehrfach in anderen Studien zu genetischen Ursachen von
Dystonie in verschiedenen Populationen weltweit publiziert (Ozelius et al., 1997; Lange et al.,
2021; MDSGene, 2020). Die zweite Inframe-Deletion, c.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prol5del,
wurde ebenfalls bereits in einer fritheren Studie nachgewiesen und beschrieben (Vulinovic
et al., 2014) Es handelte sich dabei um den selben Patienten wie in dieser Studie. Bei der dritten
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genetischen Variante, c.863G>A p.Arg288Gln, handelt es sich um eine Missense-Variante, die
bei einem Patienten mit Parkinson-Syndrom identifiziert wurde. In anderen Studien wurde
diese genetische Variante bereits bei Patienten, die an einer Dystonie erkrankt sind, nachge-
wiesen (Zirn et al., 2008; Igbal et al., 2019). Da diese Variante sowohl bei Patienten mit Dysto-
nie als auch bei einem Patienten mit Parkinson-Syndrom nachgewiesen wurden, sollte anhand
von weiteren funktionellen Studien eine Dystonie-spezifische Pathogenitét genauer untersucht
werden. In Tabelle 4.8 sind die genetischen TOR1A-Varianten und die klinischen Daten der Pa-

tienten dargestellt.
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Tabelle 4.8.: Ubersicht der pathogenen TOR1A-Varianten mit klinischen Daten
In dieser Tabelle ist eine Ubersicht {iber die klinischen Daten der Studienteilnehmenden mit pathogenen
TOR1A-Varianten dargestellt.

‘ L-4004 L-11062 L-11584 L-11627
Patient 1 2 3 4
Mutation ¢.907_909delGAG €.907_909delGAG  ¢.907_909delGAG ¢.907_909delGAG
p-Glu303del p-Glu303del p-Glu303del p-Glu303del
Diagnose Dyt Dyt Dyt Dyt
Alter (Studienbeg.) 40 25 22 24
Alter (Symptombeg.) | 7 9 10 12
Geschlecht m m m m
Dystonieform generalisiert generalisiert fokal generalisiert
Lokalisation Nacken, Schulter, Becken, n.a. US re. US re.
der Symptome Arm/ Hand re., Rumpf,
Bein li., beide Fiifde
Familienanamnese negativ negativ positiv negativ
Herkunft Deutschland Stidkorea Spanien Spanien
Weiteres Schwester:
Schreibkrampf
Vater: zervikal
‘ L-3837 L-4591 L-7404 L-11542
Patient E 6 7 8
Mutation ¢.907_909delGAG €.907_909delGAG  ¢.907_909delGAG ¢.907_909delGAG
p-Glu303del p-Glu303del p-Glu303del p-Glu303del
Diagnose Dyt Dyt Dyt Dyt
Alter (Studienbeg.) 53 35 23 53
Alter (Symptombeg.) | n.a. 16 10 11
Geschlecht m f f m
Dystonieform generalisiert fokal generalisiert generalisiert
Lokalisation n.a. Hand n.a. n.a.
der Symptome
Familienanamnese negativ positiv negativ negativ
Herkunft Deutschland Deutschland Deutschland Deutschland
| L-11514 L-10850 L-4286
Patient |9 10 11
Mutation ¢.907_909delGAG c.863G>A ¢.40_45delGCGCCG
p-Glu303del p-Arg288GIn p-Alal4_Prol5del
Diagnose Dyt PD Dyt
Alter (Studienbeg.) 57 74 80
Alter (Symptombeg.) | 25 63 30
Geschlecht m m f
Dystonieform generalisiert PD fokal
Lokalisation n.a. PD Torticollis, Kopf-
der Symptome tremor
Familienanamnese negativ negativ positiv
Herkunft Deutschland Deutschland Deutschland

Abkiirzungen: beg. = Beginn, Dyt = Dystonie, PD = Parkinson “s Disease, m = male, f = female, US = Unter-
schenkel, li = links, re = rechts, n.a. = not applicable
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4.4.2. Pathogene Varianten im THAP1-Gen

Im Gen THAP1 (DYT6) wurden sechs als pathogen eingestufte genetische Varianten identi-
tiziert. Darunter waren drei Missense-Mutationen: c.61T>G p.Ser21Ala, c.70A>G p.Lys24Glu,
c.68A>C p.His23Pro, eine Nonsense-Mutation: ¢.292G>T p.Glu98*, eine Frameshift-Mutation:
c.474delA p.Lys158Asnfs*23 und eine Spleifsstellen-Mutation c.71+2T>C. Die Abbildung 4.3
zeigt die Lokalisation dieser Mutationen in dem jeweiligen Exon.

Gen: THAP1
Chromosom: 8
Position: 42,836,674 — 42,843,325

o \

~

~

c.474delA c.71+2T>C
p.Lys158Asnfs*®
c.70A>G

€.292G>T p.Lys24Glu
p.Glu9g*™
c.68A>C
p.His23Pro
c.61T>G
p-Ser21Ala

Abbildung 4.3.: Lokalisation des Gens THAP1 mit den pathogenen Varianten

Schematische Darstellung der Lokalisation des Dystonie-Gens THAPI auf Chromosom 8. Die Position
bezieht sich dabei auf die Referenzsequenz Human GRCh38/hg38 (Bild A). In Bild B sind die pathogenen
Varianten im Gen den einzelnen Exons zugeordnet.

www.gnomad.broadinstitute.org; https:/ /useast.ensembl.org

Die Spleifsstellen-Mutation c.71+2T>C im Gen THAP1 wurde in der Kontrollgruppe mit
Parkinson-Patienten gefunden. Die Kriterien des ACMG und die Einteilung nach MDSGe-
ne klassifizieren diese Variante als pathogenic beziehungsweise probably pathogenic. In bisheri-
gen Studien wurde diese genetische Variante weder fiir Erkrankungen mit Dystonie noch mit
Parkinson-Syndrom beschrieben.

Diese Mutation, ¢.71+2T>C, wurde im Bereich der Spleifsstelle des Exons 1 nachgewiesen. Bei
der Tragerin dieser Variante, Patientin L-7404, erfolgte der Nachweis im Alter von 57 Jahren.
Diese Patientin gab an, im Alter von 30 Jahren erste Symptome des Parkinson-Syndroms ent-
wickelt zu haben. Weitere erkrankte Familienangehorige sind nicht bekannt. Das Chromato-
gramm in Abbildung 4.4 zeigt den Ausschnitt der DNA-Sequenz im Bereich der Mutation. Es
handelt sich in der Darstellung um die DNA-Sequenz in der Reverse-Richtung mit Basenaus-
tausch von Adenin zu Guanin.
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THAPI1: Exon 1

(1) Wildtyp-Sequenz

[ I A IR I- A I
(2) Reverse-Primer: c.71+2 A>G c.71+2 A>G

C GGGTCCTC.C'ITGTGG G CGGGCT

Abbildung 4.4.: Ausschnitt des Chromatogramms zur Variante ¢.71+2T>C im Gen THAP1
Ausschnitt des Chromatogramms der THAP1-Wildtypsequenz (1) und mit der Mutation ¢.71+2T>C in
der Reverse-Richtung (2) in Exon 1 des Gens THAP1

Die anderen im Gen THAP1 gefundenen Varianten wurden bei Patienten mit Dystonie nach-
gewiesen und zum Teil bereits in vorherigen Studien beschrieben. Die Frameshift-Mutation
c.474delA p.Lys158Asnfs*23 wurde bereits 2009 in einer Sreening-Studie zu genetischen Vari-
anten im Gen THAP1 bei mehreren Patienten mit generalisierter Dystonie beschrieben (Djar-
mati et al., 2009). Bei einem dieser Patienten wurde die Variante c.474delA p.Lys158Asnfs*23
im Rahmen dieser Arbeit erneut nachgewiesen und somit bestdtigt. Die beiden Missense-
Mutationen c.70A>G p.Lys24Glu und c.68A>C p.His23Pro wurden 2012 in einer weiteren
Screening-Studie zu genetischen Varianten im Gen THAPI identifiziert und auch hier handelt

es sich um die selben Patienten wie in dieser Arbeit (Lohmann et al., 2012).

Die beiden folgenden genetischen Varianten wurden bislang noch nicht beschrieben. Die
Missense-Mutation c.61T>G p.Ser21Ala in Exon 1 des Gens THAP1 wurde bei einem Patienten
mit generalisierter Dystonie nachgewiesen. Dieser Patient gab an, dass die ersten Symptome
im Alter von 16 Jahren zervikal aufgetreten seien. Die Symptome breiteten sich im Verlauf
weiter aus, sodass bei Studienbeginn im Alter von 26 Jahren eine generalisierte Form von Dys-
tonie vorlag. Die Familienanamnese zeigt sich negativ; es ist kein direkter Familienangeho-
riger mit einer diagnostizierten Dystonie bekannt. Dieser Fall entspricht mit frithem Beginn
der Dystonie und Generalisierung der Symptome im Verlauf dem bereits 6fters beschriebenen
klinischen Bild einer durch eine genetischen Variante im Gen THAP1 verursachten Dystonie
(Charlesworth et al., 2013). Obwohl das Patho-Scoring nach MDSGene nur fiir eine Einschét-
zung als possibly pathogenic spricht, wurde diese Missense-Variante aufgrund der Einstufung
als likely pathogenic nach den ACMG-Kriterien und einem CADD-Score von 30 insgesamt als
pathogen eingestuft. Ein weiterer Grund fiir diese Einstufung ist, dass an dieser Position be-

reits andere pathogene Missense-Mutationen nachgewiesen wurden und dies einen Einfluss
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auf die Pathogenese der Dystonie sehr wahrscheinlich macht (Bressman et al., 2009). Das fol-
gende Chromatogramm in Abbildung 4.5 zeigt den Ausschnitt der DNA-Sequenz im Bereich
der Mutation c.61T>G p.Ser21Ala. In dieser Darstellung handelt es sich um die Sequenz in der
Reverse-Richtung mit Basenaustausch von Adenin zu Cytosin.

THAP1: Exon 1

(1) Wildtyp-Sequenz

\ / | 3 [\ | \ i
(2) Reverse-Primer: c.61 A>C c.61 A>C

GGGTICCICACTTIGTGG € CGCGCTIGTCCTIGTCGT

Abbildung 4.5.: Ausschnitt des Chromatogramms zur Variante c.61T>G p.Ser21Alaim Gen THAP1
Ausschnitt des Chromatogramms der THAPI-Wildtypsequenz (1) und mit der Mutation
c.61T>G p.Ser21Ala in der Reverse-Richtung (2) in Exon 1 des Gens THAP1

Die ebenfalls neu identifizierte Nonsense-Mutation ¢.292G>T p.Glu98* wurde bei zwei schein-
bar nicht miteinander verwandten Patienten mit Dystonie nachgewiesen. Beide Patienten
stammten aus Spanien und sind an einer Dystonie erkrankt. Bei Patientin L-11640 traten im
Alter von 15 Jahren erste dystone Symptome oromandibuldr auf. Mit Ausbreitung der Sym-
ptome in angrenzende Korperbereiche entwickelte sich im Verlauf eine segmentale Dystonie.
Im Alter von 51 Jahren wurde bei dieser Patientin im Rahmen dieser Studie die oben genannte
Mutation im THAPI-Gen nachgewiesen werden. Ein familidres Auftreten von Dystonie wur-
de von der Patientin verneint. Bei Patient L-11557 traten die ersten Symptome im Alter von
10 Jahren in der rechten oberen Extremitdt auf und generalisierten im Verlauf. Das Alter des
Patienten zum Zeitpunkt der genetischen Analyse lag bei 77 Jahren. Bei diesem Patienten liegt
eine familidre Belastung vor. Der Bruder erkrankte ebenfalls an einer generalisierten Dystonie.
Ob noch weitere Familienmitglieder an einer Dystonie erkrankten, ist nicht bekannt.

Beide Patienten weisen einen frithen Beginn der Erkrankung mit fortschreitender Ausbreitung
auf weitere Korperregionen auf. Eine Ausbreitung dystoner Symptome bis hin zur Generali-
sierung ist typisch fiir den bekannten Phéanotyp, der mit Mutationen im Gen THAP1 assoziiert
ist. Dies stiitzt den bereits bekannten Einfluss genetischer Varianten im Gen THAPI auf die
Entwicklung einer Dystonie (Fuchs et al., 2009). Dartiber hinaus untermauert die Auswirkung
der Nonsense-Mutation ¢.292G>T p.Glu98* auf die Aminosduresequenz die wahrscheinliche
Pathogenitdt. Der Basenaustausch von G zu T an Position 292 der DNA-Sequenz fiihrt zum
Einbau eines Stop-Codons und damit zu einem friihzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese.
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Das Chromatogramm in Abbildung 4.6 zeigt den Ausschnitt der DNA-Sequenz im Bereich
der Mutation ¢.292G>T p.Glu98* in der Reverse-Richtung mit Basenaustausch von Cytosin zu
Adenin.

THAP1: Exon 3
(1) wildtyp-Sequenz

sGAGGTGGGGG GCTGTICCTGTGGCTCCAG GATCTTC

N Vo v

c.292 C>A
(2) Reverse-Primer: c.292 C>A

GGACGTGCGCGGAAGCTIGTTEMCTGTGGCTCCAGAAGITCTT

A v o

Abbildung 4.6.: Ausschnitt des Chromatogramms zur Variante ¢.292G>T p.Glu98* im Gen THAP1
Ausschnitt des Chromatogramms der THAPI-Wildtypsequenz (1) und mit der Mutation
¢.292G>T p.Glu98* in der Reverse-Richtung (2) in Exon 3 des Gens THAP1

Durch den Einbau des Stop-Codons kommt es unter anderem zum Fehlen des Kernlokalisa-
tionssignals und dadurch zu einem sicheren Funktionsverlust des resultierenden trunkierten
THAP1-Proteins als Transkriptionsfaktor. Der durch diese Nonsense-Mutation resultierende
Funktionsverlust der synthetisierten Polypeptidkette und der hohe CADD-Score von 37 ma-
chen eine Pathogenitit dieser Mutation sehr wahrscheinlich. Auch die Kategorisierung in pa-
thogenic durch die Kriterien des ACMG und die Einstufung als probably pathogenic unterstiitzen
diese Vermutung.

In Tabelle 4.9 ist eine Ubersicht der klinischen Daten der THAP1-Variantentréger dargestellt.
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Tabelle 4.9.: Ubersicht der pathogenen THAP1-Varianten mit klinischen Daten
In dieser Tabelle ist eine Ubersicht {iber die klinischen Daten der Studienteilnehmenden mit pathogenen
THAP1-Varianten dargestellt. Die neu beschriebenen Varianten sind mit rot gekennzeichnet.

L-11640 L-11557 L-11577 L-2257
D-HL-UK-0029

Patient 1 2 3 4
Mutation c.292G>T c.292G>T c.61T>G c.474delA

p-Glu9g* p-Glu9g* p-Ser21Ala  p.Lys158Asnfs*23
Diagnose Dyt Dyt Dyt Dyt
Alter (Studienbeginn) 51 77 26 78
Alter (Symptombeginn) 15 10 16 8
Geschlecht f m m m
Dystonieform segmental generalisiert generalisiert generalisiert
Lokalisation oromandibulér n.a. zervikal Hand, Larynx
der Symptome
Familienanamnese negativ positiv negativ negativ
Herkunft Spanien Spanien Spanien Deutschland
others Bruder: generalisierte

Dystonie

L-3841 L-4155 L-7807
Patient 5 6 7
Mutation c.70A>G c.68A>C c.71+2T>C

p-Lys24Glu p-His23Pro

Diagnose Dyt Dyt PD
Alter (Studienbeginn) 42 43 56
Alter (Symptombeginn) n.a. 9 30
Geschlecht f m f
Dystonieform fokal segmental PD
Lokalisation Hand Arm PD
der Symptome
Familienanamnese n.a. positiv negativ
Herkunft Deutschland Deutschland Deutschland
others

Abkiirzungen: Dyt = Dystonie, PD = Parkinson ‘s Disease, m = male, f = female, n.a. = not applicable
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4.4.3. Pathogene Varianten im GNAL-Gen

Im kodierenden Bereich des Dystonie-Gens GNAL wurden drei verschiedene genetische Vari-
anten gefunden. Es handelt sich dabei um die zwei Missense-Varianten c.1115T>G p.Ile372Ser
und ¢.313A>C p.Jlel05Leu sowie um eine Frameshift-Mutation c.1264dupT p.Tyr422fs. Der
CADD-Score, die assoziierten klinischen Phanotypen und die Einschitzung der Pathogenitat
sind der Tabelle 4.3 zu entnehmen. Die Abbildung 4.7 zeigt die Lokalisation der einzelnen Mu-
tationen in dem jeweiligen Exon.

Gen: GNAL
Chromosom: 18
Position: 11,689,264 — 11,885,685

s

o1 — L T o BTN AN o B R

Assembly exceptions

Assembly exceptions
B
i 32 4 5678 9101112
! " f Pt
" -
\ 7
313A>C c.1115T>G /
c >
p.lle105Leu p.lle372Ser /
f!
/f
c.1264dupT
p.Tyrd22fs

Abbildung 4.7.: Lokalisation des Gens GNAL mit den pathogenen Varianten

Schematische Darstellung der Lokalisation des Dystonie-Gens GNAL auf Chromosom 18. Die Position
bezieht sich dabei auf die Referenzsequenz Human GRCh38/hg38 (Bild A). In Bild B sind die pathogenen
Varianten im Gen den einzelnen Exons zugeordnet.

www.gnomad.broadinstitute.org; https:/ /useast.ensembl.org

Die Missense-Mutation c¢.313A>C p.Ile105Leu wurde bei jeweils einem Patienten mit Dystonie
und einem mit Parkinson-Syndrom nachgewiesen. Eingestuft wurde diese Mutation als variant
of uncertain significance (ACMG) und als probably pathogenic (MDSGene). In der Datenbank gno-
mAD wurde diese genetische Variante bereits einmal, ebenfalls in heterozygoter Form in der
Population European (non-Finnish) erfasst (gnomAD, 2020). Da diese Variante in dieser Arbeit
sowohl bei einem Patienten mit Dystonie als auch in der Kontrollgruppe bei einem Patienten
mit Parkinson-Syndrom gefunden wurde, ist eine genauere Einschdtzung der krankheitsspezi-
fischen Pathogenitdt durch weitere Studien notwendig.

Im kodierenden Bereich des Gens GNAL wurde in Exon 10 die Missense-Mutation
c.1115T>G p.lle372Ser gefunden, die bislang noch nicht beschrieben wurde. Die Mutation
wurde bei zwei aus Deutschland stammenden Patienten mit Dystonie nachgewiesen. Patient
L-7606 war zum Zeitpunkt der genetischen Analyse 50 Jahre alt und gab an, seit dem 39. Le-
bensjahr an Dystonie erkrankt zu sein. Bei diesem Patienten wurde anhand einer klinisch-
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neurologischen Untersuchung eine segmentale Dystonie inklusive eines Tremors diagnosti-
ziert. Die genaue Lokalisation der Symptome und die Familienanamnese sind aus den zur
Verfiigung stehenden Daten nicht zu ermitteln. Bei Patientin [-11929 wurde mit 63 Jahren
ebenfalls die oben genannte Mutation nachgewiesen. Sie erkrankte an einem generalisierten
dyston-choreatischen Syndrom. Uber den Beginn der Symptome, der Lokalisation und der Fa-
milienanamnese sind keine weiteren Angaben bekannt. Haufig treten bei einer GNAL-Dystonie
erste Symptome in der Adoleszenz oder im mittleren Lebensalter auf. Die Symptome sind zu
Beginn meist craniocervical lokalisiert und breiten sich im Verlauf der Erkrankung auf weitere
Korperregionen bis hin zur Generalisierung aus (Fuchs et al., 2013; Charlesworth et al., 2013).
Auf einen dhnlichen Krankheitsverlauf deuten auch die uns vorliegenden klinischen Anga-
ben der oben genannten Patienten hin. Obwohl die Pathogenitit dieser Variante den Kriteri-
en des ACMG folgend nicht genau eingeschétzt werden konnte, sondern als variant of uncer-
tain significance eingestuft wurde, ist in der Zusammenschau trotzdem von einer Pathogenitat
auszugehen. Griinde dafiir sind die Einteilung in probably pathogenic nach MDSGene und der
CADD-Score von 31. Das folgende Chromatogramm in Abbildung 4.8 zeigt den Ausschnitt der
DNA-Sequenz im Bereich der Mutation c.1115T>G p.Ile372Ser in Exon 10. Es handelt sich in
der Darstellung um die Sequenz in der Forward- und Reverse-Richtung.

GNAL: Exon 10
(1) Wildtyp-Sequenz
CTTGGCAGCG TC TTG GACTATTTCCCAG T

c1115 T>G
(2) Forward-Primer: ¢.1115 T>G

CTTGCCAGGG TC TGAAGACTATTTCCCAGAAT

(3) Rewverse-Primer: c.1115 A>C ¢1115 A>C

ITCTGGG TAGTCTTC

TTTTTGATTTCCCTCGCCARG

Abbildung 4.8.: Ausschnitt des Chromatogramms zur Variante c.1115T>G p.Ile372Ser im Gen GNAL
Ausschnitt des Chromatogramms der GNAL-Wildtypsequenz (1), mit der Mutation
c.1115T>G p.lle372Ser in der Forward- (2) und Reverse-Richtung (3) in Exon 10 des Gens GNAL
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Die bislang noch nicht beschriebene Frameshift-Mutation c.1264dupT p.Tyr422fs in Exon 12
wurde bei einem aus Deutschland stammenden Patienten nachgewiesen werden. Dieser Pati-
ent L-12521 entwickelte mit 16 Jahren zervikal erste Symptome einer Dystonie. Diese Sympto-
me breiteten sich bis zur genetischen Analyse im Alter von 52 Jahren nicht weiter aus, sodass
es bei einer fokalen Form der Dystonie blieb. Ob weitere Familienangehorige ebenfalls an ei-
ner Dystonie erkrankt sind, ist nicht bekannt. Diese Frameshift-Mutation entstand durch eine
Duplikation der Base Thymin an Stelle 1264 der kodierenden DNA-Sequenz und fiihrt zu ei-
nem verschobenen Leseraster des genetischen Codes. Die Verschiebung des Leserasters ist in
folgendem Chromatogramm in Abbildung 4.9 dargestellt. Es zeigt den Ausschnitt der DNA-
Sequenz im Bereich der Mutation ¢.1264dupT p.Tyr422fs in Exon 12 und den dadurch folgen-
den Versatz der Basen. Es handelt sich in der Darstellung um die Sequenz in der Forward- und
Reverse-Richtung. Der Versatz der Basen fiihrt zu einer verdnderten Abfolge der Aminosduren
in der Proteinbiosynthese und ldsst vermuten, dass es so zu einem teilweisen oder vollstandi-
gen Funktionsverlust des synthetisierten Proteins kommt. Durch diese Einschrankung in der
Proteinsynthese und dem hohen CADD-Score von 35 erhielt diese Frameshift-Mutation die
Einstufung pathogenic nach den Kriterien des ACMG und die Einstufung probably pathogenic
nach MDSGene. Diese Einstufung und der Einfluss auf die Proteinbiosynthese machen einen
Einfluss auf die Pathogenese einer Dystonie wahrscheinlich.

GNAL: Exon 12
(1) Wildtyp-Sequenz

GGTGACGGC CATTACTGCTACCCGCACTTCACCT

c.1264dupT

(2) Forward-Primer: c.1264dupT

CGGTIGICGGC C

c.1264dupA
(3) Reverse-Primer: c.1264dupA

GCTG CTGC GGGTAGCAGT

M/ AV a0

Abbildung 4.9.: Ausschnitt des Chromatogramms zur Variante c.1264dupT p.Tyr422fs im Gen GNAL
Ausschnitt des Chromatogramms der GNAL-Wildtypsequenz (1), mit der Mutation
c.1264dupT p.Tyr422fs in der Forward- (2) und Reverse-Richtung (3) in Exon 12 des Gens GNAL
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In Tabelle 4.10 sind die klinischen Daten der GNAL-Variantentrager zusammengefasst und ta-

bellarisch dargestellt.

Tabelle 4.10.: Ubersicht der pathogenen GNAL-Varianten mit klinischen Daten

In dieser Tabelle ist eine Ubersicht iiber die klinischen Daten der Studienteilnehmenden mit pathogenen
GNAL-Varianten dargestellt. Die neu beschriebenen Varianten sind mit rot gekennzeichnet.

L-7606=1-8259 L-11929 L-8257 L-12018 L-12521
Patient 1 2 3 4 5
Mutation c.1115T>G c.1115T>G c.313A>C c.313A>C c.1264dupT

p-Ile372Ser p-Ile372Ser p-lle105Leu p-lle105Leu p-Tyr422fs
Diagnose Dyt Dyt Dyt PD Dyt
Alter (Studienbeginn) 50 63 53 53 52
Alter (Symptombeginn) 39 n.a. 23 23 16
Geschlecht m f f f m
Dystonieform segmental generalisiert segmental PD fokal
Lokalisation n.a. n.a. Cervikal, Gesicht PD zervikal
der Symptome
Familienanamnese n.a. n.a. negativ n.a. n.a.
Herkunft Deutschland Deutschland Deutschland Deutschland  Deutschland
Others zusétzlich Tremor dyston-
choreatisches
Syndrom

Abkiirzungen: Dyt = Dystonie, PD = Parkinson ‘s Disease, m = male, f = female, n.a. = not available
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4.4.4. Pathogene Varianten im PRKRA-Gen

Im kodierenden Bereich des Dystonie-Gens PRKRA wurde in Exon 7 die Missense-Mutation
c.665C>T p.Pro222Leu gefunden. Genaue Daten zu dem Patho-Scoring und CADD-Score sind
der Tabelle 4.3 zu entnehmen. Die Lokalisation und genaue Position der Mutation sind in
Abbildung 4.10 dargestellt.

Gen: PRKRA
Chromosom: 2
Position: 178,431,414 — 178,451,512

A N

s R RN TN RN N W W RE T R W CE R
B
8 7 6 5 4 3 2 1
I i | i I Hi
c.665C>T
p.Pro222Leu

Abbildung 4.10.: Lokalisation des Gens PRKRA mit der pathogenen Variante

Schematische Darstellung der Lokalisation des Dystonie-Gens TOR1A auf Chromosom 2. Die Position
bezieht sich dabei auf die Referenzsequenz Human GRCh38/hg38 (Bild A). In Bild B sind die pathogenen
Varianten im Gen den einzelnen Exons zugeordnet.

www.gnomad.broadinstitute.org; https:/ /useast.ensembl.org

Durch die in dieser Arbeit angewendeten Scoring-Systeme wurde diese Variante als likely pa-
thogenic (ACMG) und definitely pathogenic (MDSGene) eingestuft und somit insgesamt als pa-
thogen bewertet. Die Missense-Mutation ¢.665C>T p.Pro222Leu wurde bei zwei Patienten mit
Dystonie und bei einem Patienten mit Parkinson-Syndrom nachgewiesen und lag bei allen
Patienten in heterozygoter Form vor. Die genetische Variante c.665C>T p.Pro222Leu wurde
bereits mehrfach sowohl in homozygoter als auch in heterozygoter Form in fritheren Studien
zu genetischen Ursachen von Dystonie beschrieben. Heterozygote sind meist gesund. Wenn
sie jedoch noch eine zweite pathogene Variante tragen, also compound-heterozygot sind, kann
dies ursachlich fiir eine Dystonie sein (Quadri et al., 2016; Dos Santos et al., 2018; MDSGene,
2020). Urspriinglich wurde sie in Verbindung mit einem Dystonie-Parkinsonismus beschrieben
(Camargos et al., 2008). Da in dieser Arbeit die Variante c.665C>T p.Pro222Leu sowohl bei Pati-
enten mit Dystonie als auch in der Kontrollgruppe bei einem Patienten mit Parkinson-Syndrom
nachgewiesen wurde, ist ein Einfluss dieser Mutation auf verschiedene Bewegungsstorungen
anzunehmen. Weitere Studien sind fiir eine genauere Differenzierung notwendig, insbesonde-
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re auch hinsichtlich der Auswirkung dieser Variante auf die molekulare Pathophysiologie in
heterozygoter versus homozygoter Form. Eine Ubersicht der klinischen Daten der Patienten ist
in Tabelle 4.11 enthalten.

Tabelle 4.11.: Ubersicht der pathogenen PRKRA-Varianten mit klinischen Daten
In dieser Tabelle ist eine Ubersicht iiber die klinischen Daten der Studienteilnehmenden mit pathogenen
PRKRA-Varianten dargestellt.

L-4372 L-6265 L-6008
Patient 1 2 3
Mutation c.665C>T c.665C>T €.665C>T
p-Pro222Leu p-Pro222Leu  p.Pro222Leu
Diagnose Dyt Dyt PD
Alter (Studienbeginn) 36 37 71
Alter (Symptombeginn) n.a. n.a. na.
Geschlecht f m f
Dystonieform fokal generalized PD
Lokalisation Musikerdystonie n.a. PD
der Symptome
Familienanamnese n.a. n.a. negativ
Herkunft Deutschland Deutschland  Deutschland

Abkiirzungen: Dyt = Dystonie, PD = Parkinson s Disease, m = male, f = female

4.4.5. Pathogene Varianten im KMT2B-Gen

Im kodierenden Bereich des Dystonie-Gens KMT2B wurde eine als pathogen eingestuf-
te genetische Variante gefunden. Dabei handelt es sich um die Frameshift-Mutation
¢.3568_3577del CTGAGTGTGC p.Leul190fs in Exon 11, die bei einem Patienten mit Dystonie
nachgewiesen wurde. Die Daten des Patho-Scorings und CADD-Scores sind der Tabelle 4.3 zu
entnehmen. Eine Darstellung der genauen Lokalisation befindet sich in der folgenden Abbil-
dung 4.11.

Die Frameshift-Mutation c.3568_3577del CTGAGTGTGC p.Leul190fs wurde 2019 erstmals als
de novo- Mutation bei einer Patientin mit einer generalisierten Dystonie nachgewiesen und be-
schrieben (Klein et al., 2019). Es handelt sich dabei um die selbe Patientin wie in dieser Arbeit.
Die Deletion der Basenabfolge CTGAGTGTGC fiihrt zu einer Veranderung der Aminosdure-
Abfolge und hat damit einen starken Einfluss auf die Proteinbiosynthese und die Funktionali-
tat des Genproduktes. Als Frameshift-Mutation und bei einem hohen CADD-Score von 35 ist
ein Einfluss auf die Pathogenese der Dystonie als wahrscheinlich anzusehen. Zusétzlich ergab
sich nach den Kriterien des ACMG die Einstufung als pathogenic und nach den Kriterien des

MDSGene als probably pathogenic, was diese Vermutung untersttitzt.
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Abbildung 4.11.: Lokalisation des Gens KMT2B mit der pathogenen Variante
Schematische Darstellung der Lokalisation des Dystonie-Gens KMT2B auf Chromosom 19. Die Position
bezieht sich dabei auf die Referenzsequenz Human GRCh38/hg38 (Bild A). In Bild B sind die pathogenen
Varianten im Gen den einzelnen Exons zugeordnet.
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Tabelle 4.12.: Ubersicht der pathogenen KMT2B-Variante mit klinischen Daten
In dieser Tabelle sind die klinischen Daten des Studienteilnehmenden mit der pathogenen KMT2B-
Variante dargestellt.

L-8941
Patient 1
Mutation ¢.3568_3577del CTGAGTGTGC
p-Leul190fs
Diagnose Dyt
Alter (Studienbeginn) 33
Alter (Symptombeginn) 7
Geschlecht f
Dystonieform generalisiert

Lokalisation der Symptome

Familienanamnese
Herkunft

negativ

Deutschland

Untere Extremitdten, Rumpf, Dysarthrie

Abkiirzungen: Dyt = Dystonie, f = female
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Insgesamt stellt die Next Generation Sequencing-basierte Genpanel-Analyse mit anschliefsender
Validierung mittels PCR und Sanger-Sequenzierung eine bewéhrte Methode dar, um in kurz-
er Zeit eine hohe Zahl an genetischen Varianten nachzuweisen. Auf diesen Weg konnen, wie
in dieser Studie, weitere neue pathogene Varianten identifiziert, aber auch bereits bekannte
Varianten bestatigt oder gegebenenfalls neu beurteilt werden.
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5. Diskussion

Diese Studie befasste sich damit Phanotypen von Patienten mit Dystonie genauer zu beschrei-
ben und mittels Sanger-Sequenzierung den dazugehorigen Genotypen zu ermitteln und beide
in Verbindung zu setzen.

Zu Beginn der Diskussion werden die epidemiologischen Daten der im Rahmen der DysTract-
Studie in Rostock eingeschlossenen Patienten im Kontext der Dystonie-Erkrankung erldutert.
Danach liegt der Fokus auf den als pathogen eingestuften genetischen Varianten. Diskutiert
werden somit die 14 verschiedenen heterozygoten Varianten, die im Rahmen dieser Arbeit in
den Dystonie-Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B nachgewiesen und als pa-
thogen eingestuft wurden. Diese setzen sich aus sieben Missense-Mutationen, drei Frameshift-
Mutationen, zwei In-frame Deletionen, einer Spleifistellen-Mutation und einer Nonsense-
Mutation zusammen. Sie wurden zu 72% bei Patienten mit Dystonie und zu 14% bei Patienten
mit Parkinson-Syndrom nachgewiesen. Die restlichen pathogenen Varianten (14%) kamen so-
wohl bei Patienten mit Dystonie als auch bei Patienten mit Parkinson-Syndrom vor.

5.1. Epidemiologische Daten

Die genaue Pravalenz der Dystonien ist bisher nicht bekannt, da es grofie Unterschiede in den
durch epidemiologische Studien ermittelten Pravalenzangaben gibt. Dies liegt zum einen an
methodischen Unterschieden, wie Studiendesign, Zeit und Ort der Datenerhebung, den jewei-
ligen Diagnosekriterien oder auch an der variierenden Pravalenz innerhalb verschiedener Re-
gionen und Bevolkerungsgruppen weltweit. Weitere Faktoren sind das jeweilige Gesundheits-
system und das Fachwissen in der Diagnostik einer Dystonie (Dressler et al., 2022). Geschétzt
wird die weltweite Pravalenz der gesamten Subtypen einer idiopathischen oder vererbten iso-
lierte Dystonie auf 30,85 pro 100 000 Einwohner (Medina et al., 2022). Es werden jedoch auch
Punktprévalenzen von bis zu 60,11 pro 100 000 Einwohner beschrieben (Dressler et al., 2022).
Gesichert ist, dass die Pravalenz mit zunehmendem Lebensalter steigt und die im Erwachse-
nenalter (adult-onset) beginnende fokale Dystonie sehr viel hdufiger als die bereits im Kin-
desalter (early-onset) auftretenden Dystonie-Formen vorkommt. Auf der Basis von klinischen
Studien wurde die geschitzte Pravalenz fiir die im Erwachsenenalter beginnende fokale Dysto-
nie mit ungefdhr 16 pro 100 000 Individuen angegeben (Balint et al., 2018), wobei die Pravalenz
der frith beginnenden Dystonie bei ungefiahr 7,6 pro 100 000 Individuen lag (Balint et al., 2018).
In der Tabelle 4.1 in dem Abschnitt , Ergebnisse “ ist die Verteilung der Dystonieformen inner-
halb der Patientenpopulation der 75 Rostocker Patienten der DysTract-Studie und das jewei-
lige Durchschnittsalter bei Studieneinschluss und Symptombeginn dargestellt. Alle Studien-
teilnehmer waren Patienten des Universitatsklinikums Rostock und dort zum Teil bereits seit
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mehreren Jahren in Behandlung. In der folgenden Abbildung 5.1 ist die Verteilung der Dysto-
nieformen innerhalb dieser Patientenpopulation graphisch dargestellt.

Dystonieformen DysTract-Studie Rostock

Multi-fokale Dystonie 795,

Zervikal

Elepharospasmus

Gliederdystonie
mm Meige-Syndrom

Fokale Dystonie

Segmentale Dystonie

Generalisierte Dystonie

%

6%
L
Abbildung 5.1.: Haufigkeitsverteilung der Dystonieformen in der Patientenpopulation der DysTract-
Studie in Rostock
In diesem Diagramm ist die Verteilung der verschiedenen Dystonieformen dargestellt. Die linke Ab-
bildung zeigt die Verteilung der Hauptformen der Dystonie innerhalb der Patientenpopulation der

DysTract-Studie in Rostock. Auf der rechten Seite sind die fokalen Dystonie noch einmal genauer in ihre
Unterformen aufgeteilt und mit dem prozentualen Anteil angegeben.

Unter den 75 Patienten waren 63 mit der Diagnose einer fokalen Dystonie, die im Erwachse-
nenalter (adult-onset) zum ersten Mal aufgetreten ist. Die Deutsche Dystonie Gesellschaft e.V
deklariert die im Erwachsenenalter beginnende fokale Dystonie als die mit Abstand am héau-
figste auftretende Form der Dystonie (Deutsche Dystonie Gesellschaft e.V., 2019). Dies konn-
te durch verschiedene epidemiologische Studien bestitigt werden (Lohmann and Klein, 2017;
Balint et al., 2018). Mit 84% der Studienteilnehmer nimmt die im Erwachsenenalter beginnen-
de fokale Dystonie auch in dieser Studie den grofiten Anteil ein und folgt damit der bisher
beschriebenen Haufigkeitsverteilung einer fokalen Dystonie. Meist wird das Erkrankungsalter
um das 50. Lebensjahr angegeben. In dieser Patientenpopulation liegt das Durchschnittsalter
aller Patienten mit einer fokalen Dystonie zu Symptombeginn bei 47 + 13 Jahren. Auch dies
stimmt mit den bisher bekannten epidemiologischen Daten tiberein. Innerhalb der fokalen Dys-
tonien ist die zervikale Dystonie die haufigste Form und beginnt meist zwischen dem 30. und
50. Lebensjahr ( Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, 2021; Lohmann and Klein, 2017). Auch
innerhalb der fokalen Dystonien bei den 75 Studienteilnehmern und -teilnehmerinnen dieser
Studie belegte die zervikale Manifestation mit 80% den grofiten Anteil und bestaitigt mit einem
Durchschnittsalter von 45 + 14 bei Symptombeginn die bislang bekannten Altersangaben.

Die Ergebnisse beziiglich des Blepharospasmus und Meige-Syndroms spiegeln ebenfalls die
bisherigen Erkenntnisse zu der Haufigkeit diesen Erkrankungsformen wider (Lohmann and
Klein, 2017). Zusammengefasst bilden beide mit 14% den zweitgrofiten Anteil fokaler Dysto-
nien. Da sich das Meige-Syndrom meist aus einem Blepharospamsus mit spéter einsetzender
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oromandibulédrer Beteiligung entwickelt, wurden sie hier in der Haufigkeit als eine Gruppe
zusammengefasst ( Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, 2021). Wie aus Tabelle 4.1 zu entneh-
men ist, manifestieren sich der Blepharospasmus und die oromandibulidre Dystonie hdufiger
bei Frauen als bei Mdnnern. Das durchschnittliche Erkrankungsalter bei den Studienteilnehme-
rinnen und - teilnehmern lag bei 51 (Blepharospasmus) bzw. 62 (Meige-Syndrom) Jahren. Dies
ist vereinbar mit den Ergebnissen fritherer Studien (Balint et al., 2018). Die fokale Dystonie der
Extremitdten tritt insgesamt wesentlich seltener auf und ist haufig aufgaben- oder aktionsspe-
zifisch. Da hédufig ein Zusammenhang mit repetitiver Belastung der betroffenen Korperregion
und dem Auftreten einer Dystonie besteht, bilden sich die Symptome meist abhingig von der
Beanspruchung erst im Erwachsenenalter aus (Jinnah et al., 2013). Dies konnte auch durch die
klinischen Angaben der Studienteilnehmer bestatigt werden.

Die generalisierte Dystonie ist die schwerste Form der Dystonie und betrifft den gesamten Kor-
per. Sie tritt meist bereits im frithen Kindesalter auf und wird haufig mit genetischen Ursachen
assoziiert (Jinnah and Sun, 2019). Innerhalb der 75 Studienteilnehmerinnen- und teilnehmer
trat die generalisierte Dystonie sehr selten (1,3%, nur bei einer Teilnehmerin) auf. Obwohl friih
beginnende, generalisierte Dystonien hdufig monogenetisch bedingt sind, war bei dieser Pati-
entin die Familienanamnese negativ, und mittels molekulargenetischer Diagnostik keine Mu-
tation in einem bekannten Dystonie-Gen nachweisbar. Das ist allerdings nicht ungewohnlich,
da bis jetzt in vielen Féllen auch bei frith beginnender Dystonie die genaue Ursache der Dysto-
nie nicht ermittelt werden kann. In einer anderen Studie wurde die Aufklarungsquote fiir die
Ursache einer generalisierten Dystonie mittels molekulargenetischer Diagnostik mit 38% ange-
geben (Zech et al., 2019). In dieser Studie wurde auch gezeigt, dass die Aufklarungsquote sehr
vom klinischen Bild abhéngt und z.B. bei komplexen Dystonien am hochsten ist (Zech et al.,
2019). Dies zeigt, dass dem Fortschritt und der Weiterentwicklung der Exom- bzw. Genomse-
quenzierung weiterhin noch eine grofie Rolle in der Aufklarung genetischer Ursachen zukom-
men konnten. Innerhalb der genetischen Analyse des Probenpools mit weltweit gewonnenen
DNA-Proben konnten die in Abschnitt 4 bereits beschriebenen genetischen Varianten in den
Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B nachgewiesen und somit eine genetische
Komponente der Dystonie analysiert werden. Die ermittelten Daten und das klinische Bild der
Dystonie-Erkrankungen der Patientenpopulation der DysTract-Studie in Rostock entsprechen
ungefdhr den bisher bekannten Haufigkeitsverteilungen der Dystonie-Formen. In Abbildung
5.2 sind die in dieser Studie und in der Literatur (Bezerra et al., 2018) ermittelten Haufigkeiten
graphisch dargestellt. In der Literatur und der Studie unterscheiden sich die Haufigkeiten der
einzelnen Formen zwar zum Teil, jedoch wird deutlich, dass es sich bei der fokalen Dystonie
mit Abstand um die grofste Gruppe der Dystonien handelt. Ebenfalls zeigt sich, dass die gene-
ralisierte Dystonie die seltenste Form darstellt. Die Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung
wie zum Beispiel bei der segmentalen Dystonie konnten an der relativ kleinen Patientenpopu-
lation der in Rostock in die DysTract-Studie eingeschlossenen Patienten liegen. Insgesamt ist
jedoch ersichtlich, dass die epidemiologischen Ergebnisse der Studie gut mit denen bereits in
fritheren Studien beschriebenen Ergebnissen vereinbar sind.
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Abbildung 5.2.: Haufigkeitsverteilung der Dystonieformen im Vergleich zwsichen der DysTract-Studie
und Literatur

Schematische Darstellung der Haufigkeitsverteilung einzelner Dystonieformen im Vergleich zwischen
den Ergebnissen der DysTract-Studie in Rostock und der Literatur (Bezerra et al., 2018).

Alle Angaben sind in Prozent angegeben.

5.2. Pathogene Varianten in Dystonie-Genen

Die Pathogenese der Bewegungsstorung Dystonie ist bis heute noch nicht vollstandig geklart.
Es sind bereits einige Gene bekannt, die als Ursache oder als genetische Pradisposition mit
Dystonie in Verbindung gebracht werden. Unterschieden wird dabei zwischen den monoge-
netischen Formen, bei denen je nach Penetranz entweder alle oder nur ein bestimmter Pro-
zentsatz von Tragern einer Mutation den Phédnotypen ausbilden, und der hdufigeren nicht-
monogenetischen Formen, wobei die Penetranz oft niedrig ist und ein bestimmter Phanotyp
bei den Trdgern eines bestimmten Genotyps nur vereinzelt ausgebildet wird (Lohmann and
Klein, 2013). Meist ist hierbei eine genaue Bestimmung der Penetranz nicht moglich, und auch
genomweite Assoziationsstudien haben bislang kaum eindeutig klare Ergebnisse erbracht.
Nichtsdestotrotz konnen einige Gene mit bestimmten Dystonie-Formen eindeutig assoziiert
werden. Bei monogenetischen Dystonien wird u.a. zwischen isolierten und kombinierten Dys-
tonien, welche Anteile weiterer Bewegungsstorungen umfassen, unterschieden. Durch die ver-
besserten Moglichkeiten und Weiterentwicklungen molekulargenetischer Analysen, wie dem
Next-Generation Sequencing, konnen immer detaillierter genetische Ursachen oder Risikofak-
toren von Krankheiten erforscht werden. Auf diesem Weg wurden in der gesamten DysTract-
Kohorte genetischen Untersuchungen von >1000 Dystonie-Patienten durchgefiihrt.

Die in dieser Studie untersuchten Dystonie-Gene TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B
sind als monogenetische Faktoren isolierter bzw. komplexer Formen von Dystonie bekannt
(Lange et al., 2021). Bis auf PRKRA mit einem in den meisten Fallen autosomal-rezessiven Erb-
gang werden Mutationen in den {ibrigen oben genannten Genen autosomal-dominant vererbt

oder treten als de novo-Mutationen auf (Lohmann and Klein, 2013; Lange et al., 2021).

5.2.1. Varianten im Gen TOR1A

Mutationen im Gen TOR1A (torsin family 1 member A) waren eine der ersten genetischen Ver-
dnderungen, die mit Dystonie in Verbindung gebracht wurden (Ozelius et al., 1997). TOR1A
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kodiert die ATPase TorsinA, die an einer Vielzahl zellulidrer Aktivitiaten, wie der Remodellie-
rung von Proteinen und Aminosduren, dem Proteinabbau und weiteren Funktionen beteiligt
(Demircioglu et al., 2019). Wegen dieser im Zellstoffwechsel wichtigen Funktion ist eine Veran-
derung oder ein Ausfall der Funktion des Proteins TorsinA als wichtiger Faktor in der Patho-
genese verschiedener Krankheiten pradestiniert.

Als erste mit Dystonie-assoziierte genetische Variante wurde eine Deletion von drei Basen-
paaren, c.907_909delGAG p.Glu303del, als Ursache frith beginnender (early-onset) genera-
lisierter Dystonie identifiziert. Die Vererbung ist autosomal-dominant mit reduzierter Pene-
tranz (Zirn et al., 2008). Die GAG-Deletion wurde bei Patienten mit friith beginnender (early-
onset) Dystonie unabhidngig von der ethnischen Herkunft gefunden (Ozelius et al., 1997). Die-
se Mutation wurde spéter auch bei weiteren Dystonie-Patienten mit frith beginnender und
im Verlauf generalisierten Dystonie beschrieben (Klein et al., 1998; Hettich et al., 2014; Loh-
mann and Klein, 2017; Ma et al., 2018). Auch in der vorliegenden Studie wurde die GAG-
Deletion an Position ¢.907_909 bei neun Patienten gefunden. Sechs der neun Patienten er-
krankten ebenfalls an einer generalisierten Dystonie mit frithem Symptombeginn, zwischen
sieben und 25 Jahren. Bislang wurden insgesamt {iber 680 Dystonie-Patienten mit der Mutati-
on ¢.907_909delGAG p.Glu303del in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben (MDSGene,
2020). Die funktionale Relevanz der GAG-Deletion wurde zusétzlich in funktionellen Studien
bewiesen (Hettich et al., 2014; Torres et al., 2004; MDSGene, 2020).

Neben der GAG-Deletion wurden im weiteren Verlauf mittels molekulargenetischer Analysen
neue genetische Varianten des Gens TOR1A im Zusammenhang mit verschiedenen Formen
von Dystonie beschrieben. Die Missense-Mutation c.863G>A p.Arg288GIn wurde 2008 erst-
mals als neue Mutation im TOR1A-Gen beschrieben (Zirn et al., 2008). Durch Transition der
Base G durch A resultiert ein Austausch von Arginin (Arg) zu Glutamin (Gln) an Position 288
der Aminosduresequenz in der Subdomédne a5 von TOR1A. Der Indexpatient war an einer
generalisierten Dystonie erkrankt, die bereits im Kindesalter begann. Auch bei der asympto-
matischen Mutter dieser Patientin wurde dieselbe genetische Variante nachgewiesen, was von
den Autoren damit erkliart wurde, dass diese Variante mit reduzierter Penetranz vererbt wird.
Mit der Frage nach der pathogenetischen Relevanz der Variante wurden in verschiedenen Stu-
dien mogliche Auswirkungen der Mutation auf die Funktion des Proteins untersucht und die
wahrscheinliche Pathogenitidt unterstiitzt (Hettich et al., 2014; Zirn et al., 2008). 2019 wurde
die Missense-Variante, c.863G>A p.Arg288Gln, bei einem weiteren Patienten mit generalisier-
ter Dystonie beschrieben. Die Symptome begannen im 16. Lebensjahr und generalisierten in-
nerhalb von zwei Jahren. Beide Elternteile wurden negativ auf diese Variante getestet (Igbal
et al., 2019). In der Patientenpopulation dieser Studie wurde hingegen diese Missense-Variante
c.863G>A p.Arg288GIn bei einem Patienten mit einem Parkinson-Syndrom nachgewiesen.
Dieser entwickelte mit 63 Jahren erste Symptome eines Parkinson-Syndroms ohne Anzeichen
einer Dystonie. Dies wirft die Frage auf, ob die genetische Variante c.863G>A p.Arg288GIn
nur in der Pathogenese der Dystonie eine Rolle spielt oder durch mogliche Auswirkungen auf
die Funktion von TOR1A mit verschiedenen Formen von Bewegungsstorungen assoziiert ist.
Bislang wurde diese Variante weltweit bei ca. 26 Individuen nachgewiesen (gnomAD, 2020).
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Des Weiteren wurde die In-frame Deletion c.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prol5del in Exon 1
des Gens TOR1A in dieser Studie bei einer 80 Jahrigen Patientin mit fokaler cervikaler Dysto-
nie nachgewiesen. Sie entwickelte mit 30 Jahren erste Symptome und gab eine positive Fami-
lienanamnese an. Diese wahrscheinlich pathogene Variante wurde bereits in fritheren Studien
beschrieben. 2014 wurde diese Deletion bei einer 76-Jdhrigen Patientin mit cervicaler Dystonie
nachgewiesen. Die ersten Symptome begannen bei dieser Patientin im Alter von 31 Jahren. In
der damaligen Studie konnte durch die Verdnderung im Gen TORIA an der Stelle c.40_45 ei-
ne erhohte Aktivitat des autophago-lysosomalen Abbaus beobachtet werden (Vulinovic et al.,
2014). Dies hat Auswirkungen auf die Proteinstabilitdt von TorsinA und macht einen Einfluss
der Variante ¢.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prol5del in der Pathogenese von Dystonien wahr-
scheinlich.

5.2.2. Varianten im Gen THAP1

Das Gen THAPI liegt auf Chromosom 8p11.21 und kodiert den Transkriptionsfaktor THAP1
(Siokas et al., 2019). Das Protein THAP1 ist ein atypisches Zink-Finger-Protein mit einer DNA-
bindende Doméne und einer Kernlokalisierungssequenz (Lohmann and Klein, 2017). Eine Ver-
danderung und ein damit einhergehender Funktionsverlust in DNA-bindenden Doméne kénnte
die Regulation der Transkription verschiedener Gene stdren. Zu den regulierten Genen geho-
ren Schliisselgene des Zellzyklus sowie die Hemmung der Expression von TORIA. Eine Muta-
tion im Gen THAP1 konnte somit zu einer Uberexpression und damit zu neurohistologischen
und neurochemischen Verdnderungen fithren (Siokas et al., 2019). Diese Dysregulation konnte
eine Erklarung fiir das erhohte Risiko sein, an einer generalisierten Dystonie zu erkranken.

In dieser Studie wurden sechs genetische Varianten im Gen THAP1 gefunden werden, drei be-
reits identifizierte (c.474delA p.Lys158Asnfs*23, c.70A>G p.Lys24Glu, c.68A>C p.His23Pro)
und drei neue genetische Varianten (c.292G>T p.Glu98*, c.61T>G p.Ser21Ala, ¢.71+2T>C). Bei
den Patienten mit bereits beschriebenen Varianten handelt es sich um die selben Patienten,
die in dieser Arbeit erneut analysiert wurden. Der erneute Nachweis und die Bestédtigung die-
ser genetischen Varianten bei Patienten aus fritheren Studien unterstreicht die Sensitivitat und
Qualitdt der Panel-Untersuchungen.

Die Frameshift-Mutation c.474delA p.Lys158Asnfs*23 in Exon 3 wurde 2009 bei einem
68-jahrigen Patienten identifiziert und in dieser Arbeit beim selben Patienten erneut nachge-
wiesen. Der Index-Patient entwickelte mit 10 Jahren einen Schreibkrampf und eine larynge-
ale Dystonie. Im Verlauf der Erkrankung bildeten sich zusitzlich dystone Symptome in der
Nacken-, Arm- und Beinmuskulatur aus (Djarmati et al., 2009). Eine Deletion der Base A tritt in
einer Sequenz mit finf aufeinander folgenden Adenosin-Nukleotiden auf und befindet sich in
einer Region, die fiir die Kernlokalisationsdoméne kodiert. Die Verschiebung des Leserasters
der DNA als Folge der Deletion fiihrt zu einer verdnderten Aminosduresequenz und einem
vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese, wodurch der Transport des THAP1-Proteins in
den Nukleus der Zelle wahrscheinlich erschwert wird. Hierdurch konnte die DNA-Bindung
von THAP1 eingeschrankt und damit auch die Transkription anderer Gene beeintrachtigt sein.
Dies macht eine Pathogenitidt dieser Mutation sehr wahrscheinlich (Fuchs et al., 2009; Loh-
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mann et al., 2012) und stiitzt die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen Mutationen im
Gen THAP1 und der Entwicklung einer generalisierten Dystonie mit Symptomen einer spas-
modischen Dysphonie (Djarmati et al., 2009).

Die beiden Missense-Mutationen c.68A>C p.His23Pro und c.70A>G p.Lys24Glu im Gen
THAP1 wurden bereits 2012 beschrieben (Lohmann et al., 2012). Es handelt sich bei den Patien-
ten ebenfalls um dieselben wie in dieser Studie. Die Auswirkungen dieser Mutationen wurde
damals mit Hilfe verschiedener Scores, welche die Pathogenitit einer genetischen Variante ein-
schdtzen und vorhersagen, und einem luciferase reporter gene-Assay beurteilt. Bei den Patienten
lagen friih beginnende, tiberwiegend cervikale und laryngeale Symptome vor, mit einer Gene-
ralisierung im Verlauf. Der Patient mit der genetischen Variante .68 A>C p.His23Pro erkrankte
im Alter von 9 Jahren und gab eine positive Familienanamnese an. Die Symptome begannen
im Arm und breiteten sich zu einer segmentalen Dystonie aus. Die Trdgerin der dritten er-
neut nachgewiesenen Variante c.70A>G p.Lys24Glu bildete ebenfalls in der Kindheit, im Alter
von 8 Jahren, erste Symptome einer Dystonie aus. Die Symptome begannen im Nacken und
generalisierten im Verlauf. Die Familienanamnese dieser Patientin war negativ. Dieser Phé-
notyp bestitigt die bisherigen klinischen Beobachtungen fiir eine DYT-THAPI. Beide geneti-
sche Varianten liegen in einem Bereich, der fiir die THAP-Domaéne (Zink Finger) kodiert und
konnten somit durch die verdanderte Aminosduresequenz die Funktion des Proteins THAP1
beeintrachtigen. Die Lokalisation der Varianten, die hohen CADD-Scores und die Befunde der
Reportergen-Assays stiitzen die Hypothese einer pathogenetischen Relevanz der beiden gene-
tischen Varianten c.68 A>C p.His23Pro und c.70A>G p.Lys24Glu im Gen THAPI.

Neben den oben beschriebenen genetischen Varianten wurden drei weitere Varianten im
Gen THAPI1 erstmals nachgewiesen: die Missense-Varianten c.61T>G p.Ser21Ala und die
Spleifistellen-Variante ¢.71+2T>C in Exon 1 sowie die Nonsense-Variante ¢.292G>T p.Glu98*

in Exon 3.

Die Variante c.61T>G p.Ser21Ala wurde bei einem 26 Jahrigen, aus Spanien stammenden Pati-
enten mit einer generalisierten Dystonie nachgewiesen. Die Symptome manifestierten sich im
Alter von 16 Jahren im zervikalen Bereich und breiteten sich im Verlauf auf weitere Korper-
regionen aus. Diese Variante wurde bislang noch nicht beschrieben. Es wurde jedoch eine
wahrscheinlich pathogene Missense-Variante c.61T>A p.Ser21Thr bereits 2009 an derselben
Position der DNA-Sequenz beschrieben (Bressman et al., 2009). Bei der neu identifizierten ge-
netischen Variante fiihrte ein Basenaustausch von T zu G zu der Synthese der Aminosdure
Alanin anstelle von Serin. Dieser Aminosdureaustausch liegt in einem Bereich, der fiir die
DNA-Bindungsdoméne des Transkriptionsfaktors THAP1 kodiert, und kann somit zu einer
Funktionseinschrankung dieses Bereiches des Proteins fithren. Wegen dieser Position der Vari-
ante und der bereits als pathogen identifizierten genetischen Variante an gleicher Stelle ist eine
pathogenetische Relevanz der neuen Variante c.61T>G p.Ser21Ala fiir die Entwicklung einer
Dystonie sehr wahrscheinlich. Fiir eine genaueres Verstindnis des pathogenetischen Mecha-

nismus sind weitere funktionelle Studien notwendig.

Die ebenfalls neu identifizierte Nonsense-Variante ¢.292G>T p.Glu98* wurde bei zwei nicht

miteinander verwandten Patienten mit Dystonie nachgewiesen. Beide aus Spanien stammen-
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den Patienten erkrankten in ihrer Jugend und entwickelten im Verlauf eine segmentale (Pa-
tientin L-11640) und generalisierte Dystonie (Patient L-11557). In fritheren Studien wurde in
unmittelbarer Ndahe der DNA-Sequenz ebenfalls eine Nonsense-Mutation (c.289C>T p.GIn97%)
im Gen THAPI bei sieben brasilianischen Patienten mit Dystonie identifiziert werden (da
Silva-Junior et al., 2014; Camargo et al., 2014). Bei beiden Varianten resultiert der Basenaus-
tausch in einem Stop-Codon und vorzeitigem Abbruch der Translation. Ein vorzeitiges Been-
den der Translation an Position 98 der Aminosduresequenz fiihrt zu einem trunkierten Protein
mit Verlust der Prolin-reichen Region, der Coiled-Coil-Doméne und der Kernlokalisationsse-
quenz. Das resultierende Protein kann somit nicht mehr als Transkriptionsfaktor in den Kern
transportiert werden und nur eingeschrankt mit anderen Proteinen interargieren (Osmanovic
etal., 2011). Die Stérung der physiologischen Lokalisation und ein Verlust oder Einschrankung
der Funktion des Transkriptionsfaktor THAP1, lassen Storungen im Zellstoffwechel vermu-
ten, wodurch die Entwicklung einer Dystonie begiinstigt oder verursacht sein konnte. Aus
diesen Griinden wurde diese genetische Variante nach den Kriterien des ACMGs als patho-
gen und nach MDSGene als wahrscheinlich pathogen eingestuft. Einen weiteren Hinweis auf
die Pathogenitét bietet die weiter oben in Abschnitt 5.2.2 beschriebene genetische Variante
c.474delA p.Lys158Asnfs*23. Dass diese bereits bekannte Frameshift-Mutation in der DNA-
Sequenz hinter der Nonsense-Mutation ¢.292G>T p.Glu98* positioniert ist und bereits als pa-
thogen beschrieben wurde (Djarmati et al., 2009), unterstiitzt somit zuséatzlich die pathogeneti-
sche Relevanz der neu beschriebenen Nonsense-Variante ¢.292G>T p.Glu98*.

Bei der dritten, neu identifizierten genetischen Variante, c.71+2T>C, handelt es sich um ei-
ne Spleifistellen-Variante. Diese wurde in der Kontrollgruppe mit Patienten mit Parkinson-
Syndrom gefunden. Die zum Zeitpunkt der Analyse 56-jdhrige Index-Patientin erkrankte mit
30 Jahren an einem Parkinson-Syndrom. Eine positive Familienanamnese wurde verneint. Die
Pathogenitét der Variante c.71+2T>C wurde als pathogen (ACMG-Kriterien) und als wahrschein-
lich pathogen (MDSGene-Patho-Scoring) eingestuft. Ob das Auftreten dieser Variante in der
Kontrollgruppe dafiir spricht, dass Varianten im Gen THAP1 einen Einfluss auf die Patho-
genese auch anderer neurologischer Erkrankungen, wie z.B. eines Parkinson-Syndroms haben
konnen, ist anhand der vorliegenden Daten nicht ausreichend zu beurteilen. Hierfiir sind wei-

tere Studien erforderlich.

5.2.3. Varianten im Gen GNAL

Das Gen GNAL (guanine nucleotide-binding protein subunit alpha L) kodiert fiir die stimulie-
rende o-Untereinheit des G-Proteins Gaolf. Dieses vermittelt u.a. Signale des Geruchssinns in
olfaktorischen Epithelzellen und ist im Striatum und Nucleus accumbens angereichert, wo es
Effektormolekiile striataler Neurone verbindet (Lohmann and Klein, 2017; Fuchs et al., 2013).
Zusédtzlich wurde in immunhistochemischen Studien eine hohe Expression des G-Proteins
Goolf in zerebelldren Purkinje-Zellen nachgewiesen (Vemula et al., 2013).

Im Jahre 2013 wurden erstmals Mutationen im Gen GNAL als eine Ursache isolierter primérer
Dystonie mit kraniozervikalem Symptombeginn identifiziert (Fuchs et al., 2013). Die Sympto-
me breiten sich bei einer DYT-GNAL grofitenteils im Verlauf auf andere Korperteile weiter aus.
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Auch die Sprache ist bei einigen Patienten betroffen (Morgante and Klein, 2013). Seit 2013 wur-
den mehr als 30 verschiedene pathogene genetische Varianten des Gens GNAL bei Dystonie-
Patienten gefunden (Lohmann and Klein, 2017). Varianten im Gen GNAL scheinen die bis-
her am héufigsten und besten beschriebene Ursache einer im Erwachsenenalter beginnenden
(adult-onset) segmentalen Dystonie zu sein (Lohmann and Klein, 2013). GNAL steht mit dem
Dopamin-Signalweg in Verbindung, da es die stimulierende a-Untereinheit Gaolf des an den
Dopamin Typ1- Rezeptor koppelnden G-Proteins bildet (Lohmann and Klein, 2013). Funktio-
nelle Studien zu Mutationen im Gen GNAL zeigten nach einer D1R-Stimulation Defizite in der
Aktivierung des verdanderten G-Proteins Gaolf (Masuho et al., 2016). Somit ist es dafiir prade-
stiniert, durch Funktionseinschrankungen die Entwicklung neurologischer Bewegungsstorun-
gen zu beeinflussen (Lohmann and Klein, 2013). Anhand von funktionellen Untersuchungen
wie zum Beispiel in Form eines Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer-Assays (engl. Bio-
luminescence resonance energy transfer assey, kurz BRET) kann die Pathogenitét einer gene-
tischen Variante genauer gemessen werden. Dabei wird wahrend der Interaktion verschiede-
ner Effektormolekiile die Energieiibertragung dieser zwischen einander gemessen. Durch die-
se Technik konnen die Wechselwirkungen oder auch gestorte Interaktionen auf molekularer
Ebene in lebenden Zellen festgestellt werden (Harikumar et al., 2017). BRET-Assays wurden
bereits in Bezug auf die Auswirkungen einer Funktionseinschrankung des G-Proteins Gaolf
angewendet, wobei sich bei genetischen Varianten, die in Bezug auf eine Dystonie analysiert
wurden, eine abgeschwichte Interaktion des durch die Mutation verdnderten Proteins ergab.
Dies bestitigt die Vermutung, dass genetische Varianten im GNAL-Gen das Auftreten einer
Dystonie hervorrufen oder férdern konnen (Fuchs et al., 2013).

In dieser Arbeit wurden die drei genetischen Varianten ¢.313A>C p.llel05Leu,
c.1115T>G p.lle372Ser und c.1264dupT p.Tyrd22fs im Gen GNAL nachgewiesen. Diese
lagen alle im heterozygoten Zustand vor. Die Missense-Mutation ¢.313A>C p.Ilel05Leu in
Exon 1 liegt im Bereich der a-Helix Doméne und wurde bereits in der Datenbank gnomAD
beschrieben (Masuho et al., 2018). In der europdischen Population European (non-Finnish)
wurde diese Variante in heterozygoter Form bei einem Individuum im Alter zwischen 50
und 55 Jahren nachgewiesen. Die Allel-Frequenz in dieser Population wird mit 0.0065%
angegeben (gnomAD, 2020). In dieser Arbeit wurde die Variante c.313A>C p.Illel05Leu bei
zwei Studienteilnehmerinnen nachgewiesen, sowohl bei einer Patientin mit Dystonie als auch
bei einer Patientin mit Parkinson-Syndrom. Die PD-Patientin war bei Studienbeginn 53 alt
und seit dem Alter von 23 Jahren an einem Parkinson-Syndrom erkrankt. Die Index-Patientin
mit Dystonie war zum Zeitpunkt der Genanalyse 54 Jahre alt. Uber das Erkrankungsalter
und die Dystonieform sind keine genaueren Angaben bekannt. Ein Auftreten von genetischen
Varianten im Gen GNAL sowohl bei Patienten mit Dystonie als auch mit Parkinson-Syndrom
ist aus pathophysiologischer Sicht denkbar, da das G-Protein Gaolf auch in den cholinergen
Interneuronen des Striatums zu finden ist. Die cholinergen Neurone des Striatums spielen eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des Parkinson-Syndroms und eine Dysregulation striataler
Neurone beeintrachtigt somit einen gemeinsamen Teil der Pathogenese verschiedener Formen
von Bewegungsstorungen wie Parkinson-Syndrom und Dystonie (Jinnah and Sun, 2019).
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Dies konnte das Vorkommen der Variante c.313A>C p.llel05Leu sowohl bei Patienten mit
Dystonie als auch mit Parkinson-Syndrom erkléren.

Neben der oben beschriebenen Mutation wurden zwei weitere bisher noch nicht be-
schriebene genetische Varianten im Gen GNAL identifiziert. Nachgewiesen wurden
die Missense-Mutation c.1115T>G p.le372Ser in Exon 10 und die Frameshift-Mutation
c.1264dupT p.Tyr422fs in Exon 12.

Die Variante ¢.1115T>G p.Ile372Ser wurde bei zwei nicht miteinander verwandten Studienteil-
nehmerinnen und -teilnehmern mit Dystonie nachgewiesen. Beide stammten aus Deutschland.
Ein Patient (L-7606) war zu Beginn der Studie 50 Jahre alt und gab den Beginn der Symptome
mit 39 Jahren an. Er erkrankte an einer segmentalen Dystonie mit Tremor. Bei der anderen Pa-
tientin (L-11929) wurde die Genanalyse mit 63 Jahren durchgefiihrt. Sie erkrankte an einem
generalisierten dyston-choreatischen Syndrom. Uber das Erkrankungsalter lagen keine Daten
vor. Bei der Missense- Mutation ¢.1115T>G p.Ile372Ser liegt ein Basenaustausch von T zu G
an Position 1115 der Basensequenz vor. Dieser Austausch fiihrt zu dem Einbau der Aminoséu-
re Serin anstelle der Aminosdure Isoleucin in der Aminosdurensequenz der G-Proteins Gaolf.
Nach der Klassifikation von MDSGene wurde diese genetische Variante als probably pathogenic
eingestuft. Sie besitzt einen CADD-Score von 31 und liegt im Bereich der funktionell wichti-
gen GTPase (Ras-like) Doméne, was eine Pathogenitdat wahrscheinlich macht (Masuho et al.,
2018). Da diese Variante ausschliefilich bei Patienten mit Dystonie und nicht in der Kontroll-
gruppe identifiziert wurde, ist zu vermuten, dass diese neu entdeckte Variante in Bezug auf
Bewegungsstorungen hauptsichlich einen Einfluss auf die Pathogenese einer Dystonie hat.

Die zweite neu entdeckte Variante c¢.1264dupT p.Tyr422fs ist eine Frameshift-Mutation und
wurde bei einem Patienten (L-12521) mit einer fokalen Dystonie nachgewiesen. Im Alter von
16 Jahren manifestierten sich die Symptome im zervikalen Bereich. Eingestuft wurde diese
genetische Variante nach den Kriterien des ACMG als pathogenic und nach der Kategorisie-
rung von MDSGene als probably pathogenic. Zusétzlich hat diese Frameshift-Mutation einen
hohen CADD-Score von 35, was eine pathogene Wirkung dieser Mutation wahrscheinlich
macht. Durch die Duplikation der Base T an Position 1264 der Basensequenz verschiebt sich
das Leseraster der Basentripplets der DNA. Als Folge werden ab dem Punkt der Mutation
bei der Translation zu Protein andere Aminosduren verwendet und es entsteht eine verdn-
derte Aminosduresquenz bis hin zu einem Abbruch der Translation durch ein friihzeitig auf-
tretendes Stoppcodon. Frameshift-Mutationen haben generell einen grofsen Einfluss auf die
Proteinbiosynthese und die Funktionalitit des synthetisierten Proteins. In fritheren Studien
wurde ein vorzeitiger Abbruch der Translation oder eine starke Verdnderung der Aminoséaure-
sequenz im Gen GNAL bereits als Pathogenitédtsfaktor beschrieben. Entfernte oder veranderte
essentielle funktionelle Regionen des G-Proteins Gaolf resultieren folglich in einem Loss-of-
Function-Phédnotyp (Fuchs et al., 2013). Die genetische Variante c.1264dupT p.Tyr422fs liegt
in der GTPase (Ras-like)-Doméane und hat dadurch Auswirkungen auf eine fiir die Funktion
des Proteins bedeutsame Genregion (Masuho et al., 2018). Des Weiteren wurde diese Variante
nur bei Patienten mit Dystonie und nicht in der Kontrollgruppe der Patienten mit Parkinson-
Syndrom gefunden. Aus den oben genannten Griinden ist es duflerst wahrscheinlich, dass die
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Frameshift-Mutation c.1264dupT p.Tyr422fs im Gen GNAL mit der Pathogenese der Dystonie
in Verbindung steht.

Um diese Hypothese und den Einfluss der neu identifizieren genetischen Varianten
c.1115T>G p.lle372Ser und c.1264dupT p.Tyr422fs auf die Pathogenese einer Dystonie zu un-
termauern, sind weitere funktionelle Studien mit diesen Varianten erforderlich. Insbesondere
bei der Missense-Variante c¢.1115T>G p.Ile372Ser, die lediglich zum Austausch einer einzelnen
Aminosdure fiihrt, sind die dadurch bedingten funktionellen Einschrankungen des G-Proteins
Goolf schwerer zu beurteilen. Hier wiirde sich eine genauere Untersuchung mittels eines
BRET-Assays anbieten, welcher durch die Analyse der molekularen Interaktionen die Funkti-
on beziehungsweise den Funktionsverlust durch die Missense-Variante c.1115T>G p.Ile372Ser

genauer darstellen und verifizieren konnte.

5.2.4. Varianten im Gen PRKRA

Biallelische pathogene Varianten im Gen PRKRA sind als Ursache einer monogenetisch be-
dingten kombinierten Dystonie bereits bekannt. DYT-PRKRA wird als friih beginnende (early-
onset) generalisierte Dystonie mit Parkinsonismus beschrieben und autosomal-rezessiv vererbt
(Morgante and Klein, 2013).

In dieser Arbeit wurde die bereits bekannte genetische Variante c.665C>T p.Pro222Leu in Exon
7 in heterozygoter Form bei drei Patienten gefunden. Zwei erkrankten an einer Dystonie und
eine Patientin an einem Parkinson-Syndrom. Eine Dystonie-Patientin (L-4372) war zum Zeit-
punkt der Untersuchung 36 Jahre alt und erkrankte an einer fokalen Dystonie (Musikerdysto-
nie). Der andere Patient (L-6265) wurde mit 37 Jahren in diese Studie aufgenommen. Er er-
krankte an einer generalisierten Dystonie. Bei beiden Patienten ist der genaue Symptombeginn
nicht eruierbar. Bei der an einem Parkinson-Syndrom erkrankten Patientin (L-6008) wurde die
genetische Analyse mit 71 Jahren durchgefiihrt. Eine positive Familienanamnese lag bei die-
ser Patientin nicht vor. Bei allen drei Patienten konnte keine weitere PRKRA-Variante mittels
Panel-Sequenzierung nachgewiesen werden. Sie waren somit in Bezug auf das Gen PRKRA
nicht compound-heterozygot. Ob die Patienten in einem nicht in dieser Studie analysierten
Gen eine weitere genetische Variante aufweisen die krankheitsrelevant sein konnte, wurde im
Rahmen dieser Studie nicht mit abgebildet.

Im Jahre 2008 wurde die Mutation c¢.665C>T p.Pro222Leu in homozygoter Form zum ersten
Mal in zwei brasilianischen Familien nachgewiesen. Die Patienten erkrankten an einer im
Kindesalter beginnenden und sich bis zur Generalisierung progredient ausbreitenden Dys-
tonie mit zusatzlichem Parkinsonismus. Es traten auch eine oromandibuldre und larynge-
ale Dystonie auf (Camargos et al., 2008). Die Relevanz der homozygot auftretende Mutation
c.665C>T p.Pro222Leu im Gen PRKRA wurde durch funktionelle Studien bestétigt (Vaughn
et al., 2015; Dos Santos et al., 2018; Balint et al., 2018). Die Studie von Vaughn et al.(2015) be-
schreibt, dass mindestens ein von der PACT-PKR-Interaktion regulierter Mechanismus durch
die Variante c.665C>T p.Pro222Leu signifikant verdandert wird und in einer deutlichen Ver-
anderung des Uberlebens von Zellen als Reaktion auf extrazelluldren Stress resultiert. Eine
durch die homozygote Mutation c.665C>T p.Pro222Leu zwar verzogerte, aber langer anhal-
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tende PACT-PKR-Interaktion fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitit der Kinase und dem nach-
geschalteten Translation-Inhibitionsfaktor el[F2a. Als Resultat ist die Inhibition der Proteinsyn-
these und eine Steigerung der Apoptose-Rate in neuronalen Zellen zu beobachten (Vaughn
et al., 2015). Dieser Effekt wurde fiir die homozygote Mutation beschrieben. Die pathogenen
Auswirkungen der heterozygoten Varianten, wie sie in dieser Studie gefunden wurden, sind
aufgrund der vermutlich geringeren Auswirkung auf die PACT-PKR-Interaktion und dadurch
wahrscheinlich nur zum Teil verdnderten Funktion dieses Komplexes fraglich. Wie unter , Er-
gebnissen” beschrieben, trat die heterozygote Form der Variante c.665C>T p.Pro222Leu so-
wohl bei Patienten mit Dystonie als auch bei Parkinson-Patienten auf. Da bei Patienten mit der
homozygoten Variante gehduft auch ein Parkinsonismus auftritt, scheint ein Einfluss des Gens
PRKRA auf die Pathogenese beider neurologischen Bewegungsstoérungen moglich.

5.2.5. Varianten im Gen KMT2B

Im Jahr 2016 wurden erstmals Mutationen im Gen KMT2B identifiziert und mit der Patho-
genese der Dystonie in Verbindung gebracht (Zech et al., 2016; Meyer et al., 2017). Seitdem
wurden weitere genetische Varianten in KMT2B beschrieben, die in Zusammenhang mit ei-
ner frith-beginnenden und im Verlauf hdufig generalisierten Dystonie stehen. In den meisten
Féllen lagen zusatzlich zu den motorischen Symptomen weitere Symptome vor, wie Entwick-
lungsverzogerung, Intelligenzminderung, Mikrozephalie und weitere neurologische Sympto-
me (Gorman et al., 2018; Zech et al., 2017b; Kawarai et al., 2018). Insgesamt wurden bis heute
bei Dystonie-Patienten mehr als 50 pathogene genetische Varianten im Gen KMT2B identi-
tiziert (MDSGene, 2020; Lange et al., 2021). Auch in dem DysTract-Patientenpool dieser Ar-
beit wurde eine pathogene Variante im Gen KMT2B identifiziert. Es handelt sich dabei um
die Frameshift-Mutation ¢.3568_3577delCTGAGTGTGC p.Leul190fs. Eine Deletion der 10 Ba-
sen CTGAGTGTGC in Exon 11 fithrt zu einer Verschiebung des Leserasters und dadurch
bei der Translation zu einer abgednderten Aminosduresequenz. Da diese mehr als die Half-
te des Proteins betrifft, kann von einer Einschrankung oder einem Verlust der Proteinfunktion
ausgegangen werden. Diese Frameshift-Mutation ¢.3568_3577del CTGAGTGTGC p.Leul190fs
wurde durch Mitarbeiter des Instituts fiir Neurogenetik in Liibeck 2019 erstmals bei einer 31-
Jahrigen Patientin mit einer generalisierten Dystonie nachgewiesen. Diese Patientin entwickel-
te im Alter von sieben Jahren eine zunehmende Gangstdrung, die durch Ausbreitung auf den
Rumpf und weitere Korperregionen bis zum fiinfzehnten Lebensjahr zu einer generalisierten
Dystonie fithrten (Klein et al., 2019). Bei der Index-Patientin in dieser Arbeit handelt es sich um
dieselbe Person wie in der oben genannten Veroffentlichung. Die Patientin ist Teil der DysTract-
Kohorte und wurde daher der Vollstandigkeit halber auch in diese Arbeit mit aufgenommen.

Unterstiitzt wird der vermutete pathogene Einfluss von dem Gen KMT2B durch das Auftreten
von dystonen Bewegungsstorungen bei Patienten mit KMT2B-involvierenden Mikrodeletions-
Syndromen (Zech et al., 2016; Lohmann and Klein, 2017; Meyer et al., 2017; Abela and Kurian,
2018). Die Identifizierung von loss-of-function-Mutationen im Gen KMT2B mittels genetischer
Analysen und die Beschreibung der Phédnotypen fiihrte zu einer genaueren Erforschung der
KMT2B-Dystonie. Durch funktionelle Analysen wurde in der Studie von Zech et al. (2016) zu-
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satzlich eine Haploinsuffizienz von KMT2B mit dem Resultat einer friih beginnenden und ge-
neralisierenden Dystonie bestétigt.

Ein weiterer Hinweis auf den Einfluss des Gens KMT2B auf die Pathogenese der Dystonie
zeichnete sich durch vorausgegangene Studien zur Funktionalitdt und eine ermittelte Inter-
aktion zwischen den Genen KMT2B, THAP1 und TOR1A ab. In Fibroblasten von Tragern ei-
ner KMT2B-Mutation wurden reduzierte Mengen von THAPI und TOR1A nachgewiesen. Dies
lasst vermuten, dass KMT2B ein vorgeschalteter Regulator von anderen, mit isolierter Dysto-
nie in Verbindung stehenden Genen ist (Meyer et al., 2017; Balint et al., 2018). Da Mutationen
in den Genen TORIA und THAP1 bereits als Ursache isolierter Dystonie bekannt sind, stiitzt
die Verbindung von KMT2B zu diesen Genen die Annahme von KMT2B als pathogenetischen
Faktor einer Dystonie.

5.3. Weiterfuhrende Literatur

Insgesamt zeigen Ergebnis und Diskussion, dass bereits beschriebene und mit Dystonie asso-
ziierte Varianten bestitigt, aber auch weitere neue genetische und sehr wahrscheinlich an der
Pathogenese einer Dystonie beteiligte Varianten nachgewiesen werden konnen. Die gesammel-
ten Daten dieser Arbeit sind in einem Paper mit geteilter Erstautorenschaft dargestellt und be-
finden sich aktuell noch in dem Prozess der Veroffentlichung. Die oben genannten genetischen
Untersuchungen und die Identifikation von genetischen mit Dystonie assoziierten Varianten
konnen allerdings nicht nur dazu dienen Ursachen der Dystonie zu erforschen, sondern auch
Patientensubgruppen zu definieren. Diese Subgruppen kénnen dann wiederum klinisch mit-
einander verglichen werden. Mit Hilfe der in der DysTract-Studie und als Teil dieser Arbeit er-
hobenen Daten konnte ein Zusammenhang zwischen Tremor und Dystonie hergestellt werden.
Es zeigte sich, dass der Tremor ein Indikator fiir eine positive Familienanamnese einer Dysto-
nie sein kann. Der Tremor ist demzufolge mit einem hoheren Risiko einer familidr auftretenden
Dystonie assoziiert (Loens et al., 2023). Des Weiteren lassen die in der DysTract-Studie erho-
benen Daten ein erblich bedingtes Dystonie-Tremor-Syndrom vermuten (Loens et al., 2023).
Zusammenfassend konnten die Ergebnisse der erhobenen Daten dieser Arbeit zusammen mit
der genetischen Analyse als Basis fiir weitere genetische und auch klinische Studien genutzt

werden.



78 5. Diskussion

5.4. Einschrankungen und Fehleranalyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden lokal anséssige Patienten in das deutsche Dystonie-Register
eingespeist und das gesamte Register genetisch untersucht. Derartige Hochdurchsatzanalysen
liefern zwar in kurzer Zeit viele Daten, sind aber nicht frei von Limitationen und teilweise
fehleranfallig. Eine grofie Schwierigkeit genetischer Analysen ist die Einschdtzung der Patho-
genitdt einer genetischen Variante. Dem genetischen Code entsprechend kénnen zum Beispiel
Punktmutationen ein Basen-Triplet verdndern und dennoch in einer unverdnderten Transla-
tion der gleichen Aminosdure resultieren. Diese synonymen Varianten gelten selten als pa-
thogen, da die Funktionalitdt des synthetisierten Proteins weiterhin gegeben ist. Frameshift-
Mutationen und Nonsense-Mutationen, die zu einer ausgedehnten Anderung der Amino-
sduresequenz oder einem Abbruch der Translation und dadurch zu einem loss-of-function-
Pathomechanismus fiihren, gelten meist als pathogen, da eine Funktionsdnderung oder ein
Funktionsverlust des Proteins durch diese gravierenden Verdnderungen als sehr wahrschein-
lich angesehen werden kann. Die Einschdtzung der Auswirkungen von Missense-Mutationen
ist am schwierigsten. Diese konnen durch den Austausch einer Base zu dem Einbau einer ande-
ren Aminosdure fithren. Diese Aminosdure kann je nach Lokalisation und funktioneller Grup-
pe sowohl zu einer Beeintrachtigung der Proteinfunktion als auch zu einer uneingeschrénkten
Funktion fiihren. Die Einschdtzung der Pathogenitét einer genetischen Variante mittels eines
Patho-Scorings gibt somit lediglich Hinweise auf die moglichen Auswirkungen dieser Varian-
te, kann eine Vermutung beziiglich der Pathogenitét aber nur stiitzen und nicht sichern.

Da genetische Analysen sich lediglich auf die Aberration des genetischen Materials beziehen,
ist eine Aussage zur Funktionalitdt des synthetisierten Proteins ohne funktionelle Studien nur
stark eingeschrankt moglich. Um die Pathogenitdt der genetischen Varianten sicher beurteilen
zu konnen, sind folglich varianten-spezifische funktionelle Studien notwendig. Diese sind zum
Beispiel fiir die Gene THAP1 und GNAL sowie auch mit der Episignature fiir KMT2B moglich,
aber auch sehr aufwiandig. Alternativ sind auch Expressionsanalysen auf mRNA- und Protei-
nebene moglich, um die Wirkung von trunkierenden und Spleifsvarianten nachzuweisen und
dadurch eine Aussage zu der verbleibenden Funktionalitdt zu ermoglichen.

Zusitzlich treten bei Sequenzierung einige Liicken auf. Zum einen sind nicht alle Genabschnit-
te vollstandig bei der Panel-Sequenzierung abgedeckt, Varianten konnen iibersehen werden
oder es ergeben sich falsch-positive Varianten. Die Zahl der falsch-positiven Varianten wurde
in dieser Studie versucht mittels Nachsequenzierung zu reduzieren. Des Weiteren konnen copy
number variants bei der Panel-Sequenzierung nicht zuverléssig detektiert werden. Diese waren
nicht Teil der Panelauswertung dieser Arbeit stellen jedoch eine mogliche Fehlerquelle da.

Ein weiterer zu diskutierender Faktor ist die Patientenkohorte. Die meisten genetischen Va-
rianten, die mit der Pathogenese der Dystonie assoziiert werden, werden durch Mutations-
screenings und dem Vergleich zwischen Patienten mit Dystonie und gesunden bzw. Kontroll-
personen mit anderen Bewegungsstorungen identifiziert. Dies kann zu einem eingeschrankten
Nachweis Dystonie-spezifischer genetischer Varianten fiithren. Unterschiedliche Krankheitsbil-
der und eine eventuell erst nach der genetischen Analyse beginnende Manifestation von Sym-
ptomen sind weitere mogliche Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der genetischen Studien.
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Zusaitzlich konnten dieselben Gene Einfluss auf die Pathogenese verschiedener neurologischer
Erkrankungen haben. Eine eingeschriankte Differenzierung zwischen den verschiedenen und
teilweise kombinierten neurogenetischen Erkrankungen und damit assoziierten genetischen

Varianten schrankt somit die Spezifitat der Studie ein.
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5.5. Ausblick auf mogliche weitere Studien

Wie schon unter , Einschrankungen und Fehleranalyse” erldutert, sind weitere Studien fiir eine
genauere und aussagekraftigere Interpretation der genetischen Analysen notwendig. Mittels
des Patho-Scorings konnen lediglich Vermutungen in Bezug auf die Pathogenitit der in dieser
Studie untersuchten genetischen Varianten aufgestellt, aber nicht eindeutig gesichert werden.
Weitere klinische Studien mit hoheren Patientenzahlen, verschiedener Patientenpopulatio-
nen oder die Darstellung von Familien mit monogenetisch bedingter Dystonie und genauer
klinisch-neurologischer Untersuchung betroffener und anamnestisch nicht betroffener Famili-
enmitglieder (inklusive Eltern, Geschwister und Kindern) wiren sinnvoll. Dadurch kénnten
eindeutigere Aussagen zum Vererbungsmodus, zur Penetranz und der phanotypischen Varia-
bilitat getroffen werden. Zusitzlich konnten anhand von weiteren funktionellen Studien und
medium to high throughput-Assays durch eine Analyse der molekularen Interaktionen die Funk-
tion beziehungsweise ein Funktionsverlust der beteiligten Proteine genauer dargestellt und
verifiziert werden. Eine Weiterentwicklung und Verbesserung der in-silico-Pridiktion konnte
auflerdem Moglichkeiten zur genaueren Einschdtzung der Pathogenitit genetischer Varianten
geben, vor allem auch bei Varianten in nicht-kodierenden Abschnitten des Genoms. Um den
Einfluss genetischer Varianten besser im klinischen Kontext interpretieren zu konnen, kénnten
genetische Analysen von Patientengruppen mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen
und ein Vergleich der genetischen Varianten neue Erkenntnisse liefern.

All diese moglichen weiteren Studien konnten dazu beitragen, die Pathogenese der Dystonien
und die Pathogenitit genetischer Varianten besser verstehen zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Genetische Varianten spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Bewegungssto-
rung Dystonie. Im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren begiinstigen oder verursachen die-
se die Ausbildung und den charakteristischen Phénotyp verschiedener Dystonie-Formen.
Dabei muss jedoch zwischen Polymorphismen als natiirlich vorkommenden Varianten und
den pathogenen genetischen Varianten unterschieden werden. In dieser Arbeit lag der Fo-
kus auf neuen Varianten in den bereits mit Dystonien assoziierten Genen TORIA auf
Chromosom 9, THAP1 (Chromosom 8), GNAL (Chromosom 18), PRKRA (Chromosom 2) und
KMT2B (Chromosom 19). Diese Gene stehen in Verbindung mit Formen von isolierter bzw.
komplexer Dystonie.

In Mitarbeit im Deutschen Netzwerk zur translationalen Erforschung und Behandlung dys-
toner Erkrankungen (DysTract) wurde der klinische Phanotyp iiberwiegend isolierter und
hauptsdchlich fokaler Dystonien genauer untersucht. Hierzu wurde zunéchst bei 75 Dystonie-
Patientinnen und -Patienten anhand standardisierter Interviews und nach fest definiertem Pro-
tokoll erstellter Videos die Symptomauspragung erfasst. Im Anschluss wurde die DNA der
Patienten aus EDTA-Blut extrahiert und anhand der pseudonymisierten Daten eine Daten-
bank erstellt, welche einen Teil der Grundlage fiir das Mutations-Screening ergab. Fiir das
Mutations-Screening in den Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B wurden zu-
sédtzlich weitere Bioproben sowohl von Dystonie- als auch von Parkinson-Patienten analysiert.
Diese Proben wurden im Rahmen verschiedener Studien von Patienten weltweit gesammelt.
Die Parkinson-Patienten dienten hier als Vergleichskohorte (nicht-Dystonie-Patienten). Durch
eine Next Generation Sequencing-basierten Genpanel-Analyse und anschliefSender Validierung
mittels PCR und Sanger-Sequenzierung erfolgte die Analyse des genetischen Materials von
1115 an einer primédren/ isolierten Dystonie und von 900 an einem Parkinson-Syndrom er-
krankten Patienten.

Insgesamt konnten auf diesem Wege 80 genetische Varianten in den Dystonie-Genen TORIA,
THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B nachgewiesen werden. Alle Varianten lagen in hetero-
zygoter Form vor. Anhand des Patho-Scorings der Movement Disorder Society (MDS) und den
Kriterien des American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) wurden 66 Varianten
als benigne oder fraglich pathogen und 14 Varianten als sicher oder wahrscheinlich pathogen
eingestuft. Neun dieser als pathogen eingestuften Varianten sind bereits aus fritheren Studien
bekannt und konnten in dieser Arbeit bestitigt werden. Es handelt sich dabei um die Va-
rianten in den Genen TORIA (c.907_909delGAG p.Glu303del, c.863G>A p.Arg288GIn,
c.40_45 delGCGCCG p.Alal4_Prolbdel), GNAL (c.313A>C p.llel05Leu), THAP1
(c474delA p.Lys158Asnfs*23,  ¢.70A>G p.Lys24Glu,  c.68A>C p.His23Pro), = PRKRA
(c.665C>T p.Pro222Leu) und KMT2B (c.3568_3577del CTGAGTGTGC p.Leul190fs).
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Die restlichen fiinf wahrscheinlich pathogenen Varianten wurden bisher in keiner 6ffentlichen
Datenbank registriert und im Rahmen dieser Arbeit erstmalig in den Genen THAPI und GNAL
identifiziert. Diese Varianten haben nach den Kriterien des Patho-Scorings mit hoher Wahr-
scheinlichkeit einen Einfluss in der Pathogenese der Dystonie. Bei den neu identifizierten Va-
rianten handelt es sich um die Varianten ¢.292G>T p.Glu98* und c.61T>G p.Ser21Ala im Gen
THAP1 und c.1115T>G p.lle372Ser sowie c.1264dupT p.Tyr422fs im Gen GNAL, welche aus-
schliefSlich bei Dystonie-Patienten nachgewiesen wurden. Aufierdem wurde die Spleifstellen-
Mutation ¢.71+2T>C im Gen THAP1 in der Kontrollgruppe erstmalig nachgewiesen.

Mit dem Gen THAP1 assoziierte Dystonien sind charakterisiert durch einen frithen Beginn der
Symptome in der Jugend oder im jungen Erwachsenenalter mit gemischtem Phédnotyp und ei-
ner Generalisierung im Verlauf. Die Symptome sind hdufig beginnend in den cranio-cervikalen
Muskeln, als fokale Dystonie der oberen Extremitidt oder als laryngeale Dystonie. Die Verer-
bung erfolgt autosomal-dominant und das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei ca. 16
Jahren. Auch die Patienten mit den im Rahmen dieser Studie neu identifizierten genetischen
Varianten ¢.292G>T p.Glu98* und c.61T>G p.Ser21Ala im THAP1-Gen erkrankten im Jugend-
alter an einer Dystonie mit zervikalem Beginn und entwickelten im Verlauf eine segmentale
bzw. generalisierte Dystonie. Diese klinischen Verldufe sind somit vereinbar mit den bisheri-
gen Beschreibungen einer DYT-THAP1. Mutationen in dem Gen GNAL werden ebenfalls mit
einer im jungen bis mittleren Erwachsenenalter, hdufig craniozervikal beginnenden Dystonie
assoziiert und folgen einem autosomal-dominanten Vererbungsmodus. Im Verlauf kommt es
meist zu einer Ausbreitung der Symptome in Form einer segmentalen Dystonie, zum Teil je-
doch auch zu einer Generalisierung. Dieser Phanotyp der DYT-GNAL spiegelt sich auch in den
Krankheitsverldufen der Trager neu identifizierten Varianten im Gen GNAL.

In der Kontrollgruppe wurde die Spleifistellen-Mutation ¢.71+2T>C im Gen THAP1 bei einer
Patientin mit Parkinson-Syndrom nachgewiesen. Sie erkrankte bereits im Alter von 30 Jahren.
Es scheint moglich, dass Varianten im Gen THAPI nicht nur einen Einfluss auf die Pathogenese
der Dystonie, sondern auch anderer Bewegungsstérungen haben kdnnten. Um diese Hypothe-
se zu stiitzen, sind allerdings weitere, u.a. funktionelle Studien erforderlich.
Zusammenfassend konnten mit dieser Studie sowohl bereits nachgewiesene pathogene ge-
netische Varianten bestitigt als auch neue wahrscheinlich pathogene Varianten identifiziert
werden. Es wurden jeweils zwei neue, die Pathogenese der Dystonie mit hoher Wahrschein-
lichkeit beeinflussende genetische Varianten in den Genen THAPI (c.292G>T p.Glu98* und
c.61T>G p.Ser21Ala) und GNAL (c.1115T>G p.Ile372Ser und c.1264dupT p.Tyr422fs) nachge-
wiesen und der bisher bekannte assoziierte Phanotyp der genspezifischen Dystonie-Formen
bestitigt. Nichtsdestotrotz kann durch die in silico-Pridiktion die Vermutung einer Pathogeni-
tat nur gesttitzt, aber nicht gesichert werden. Deswegen sind fiir ein besseres Verstindnis und
eine bessere Interpretation der Rolle genetischer Varianten im Rahmen der Dystonie und eine
Abgrenzung zu natiirlich vorkommenden Polymorphismen weitere Genanalysen und funk-
tionelle Studien erforderlich. Es besteht die Hoffnung, dass sich aus diesen Ergebnissen mittel-
und langfristig Ansétze fiir weitere Therapiemoglichkeiten ergeben.
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7. Thesen

1. Genetische Varianten in den Genen TOR1A, THAP1, GNAL, PRKRA und KMT2B haben
einen Einfluss auf die Pathogenese einer Dystonie.

2. Der Genotyp einer genetisch definierten Form von Dystonie hat Auswirkungen auf den
Phanotypen und den Verlauf der Erkrankung.

3. Mutationen in dem Gen TOR1A fiihren vermehrt zu einer friith beginnenden und im Ver-

lauf haufig generalisierten Dystonie.

4. Mutationen in dem Gen THAP1 verursachen héufig eine im Erwachsenenalter beginnen-
de Dystonie und fiihren nur selten zu einer Generalisierung.

5. Mutationen in dem Gen GNAL werden mit einer im Erwachsenenalter beginnenden seg-

mentalen Dystonie in Verbindung gebracht.

6. Mutationen in dem Gen PRKRA sind mit einem im jungen Alter beginnenden Dystonie-
Parkinsonismus assoziiert.

7. Mutationen in dem Gen KMT2B stehen in Verbindung mit einer frith beginnenden gene-

ralisierten Dystonie mit zusdtzlichen systemischen Merkmalen.

8. Durch molekulargenetische Untersuchungen konnen Héaufigkeiten genetischer Varian-
ten, Mutationsspektren und damit assoziierte Phanotypen einer Dystonie ermittelt wer-
den.

9. Erkenntnisse zu mit Genotypen assoziierten Phanotypen einer Dystonie ermoglichen
Fortschritte in der Therapie der Dystonie.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Beschreibung

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

A Adenosin

A2AR A2A Adenosin Rezeptor

AAA+ ATPases associated with a variety of cellular activities
AC5 Adenylylcyclase 5

ACMG The American College of Medical Genetics and Genomics
AD autosomal dominant

ADCY5 Adenylylcyclase 5 - Gen

Ala Alanin

AR autosomal rezessiv

Arg Arginin

Asn Asparagin

At Annealing-Temperatur

ATP Adenosintriphosphat

BoNT Botulinum Neurotoxin

bp Basenpaare

C Cytosin

CADD Combined Annotation Dependent Depletion
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

DIR D1-Dopamin-Rezeptor

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DBS Deep brain stimulation

dCTP Desoxycytosintriphosphat

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat
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dGTP Desoxyguanosintriphosphat
d.h. das heifdt
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DpP definitely pathogenic
DysTract Dystonia Translational Research and Therapy Consortium
DYT Akronym fiir die Dystonie-Gene
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EMA Europdischen Arzneimittel Agentur
ER Endoplasmatisches Retikulum
Ex Exon
Exo 1 Exonuklease I
F forward
f female
FastAP Alkalische Phosphatase
Goolf stimulierende alpha-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins
FDA Food and drug administration
fs frame shift
G Guanin
GDP Guanosindiphosphat
GIn Glutamin
Glu Glutaminsadure
GNAL-Gen Gen der Guanine nucleotide-binding protein Goolf subunit alpha L
gnomAD The Genome Aggregation Database
GPi Globus Pallidus internus
GRCh38/ hg38 Genome Reference Consortium Human Build 38 Organism: Homo sapiens
(human)
GTP Guanosintriphosphat
H20 Wasser
H3K4 Aminosdure Lysin 4 des Histons H3

H:mm:ss

Stunden: Minuten: Sekunden
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HGMD The Human Gene Mutation Database

His Histidin

HPLC High Pressure Liquid Chromatography (Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie )

HUGO Human Genome Organisation

Ile Isoleucin

KMT2B-Gen Gen der lysinspezifischen Histon-Methyltransferase 2B

LAP1 Lamina-associated polypeptide 1
L-Dopa L-Dopamin

Leu Leucin

LP likely pathogenic

LULL1 luminal domain like LAP1
Lys Lysin

m male

mA Milliampere

mg Milligramm

MG Molekulargewicht

Mg2+ Magnesium-Ion

MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

MRT Magnetresonanztomographie
n.a. not applicable

NaCl Natriumchlorid

NGS Next-Generation Sequencing
NLS nuclear localization signal
nm nanometer

p- Protein-Level

P pathogenic

PACT PKR-activator protein

PAR4 Prostate apoptosis response protein 4
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PCR Polymerase-Chain-Reaction

PD Parkinson ‘s disease

pH pH-Wert

pmol Pikomol

PKR interferon-induceddouble-stranded RNA-activated Proteinkinase

PoP possible pathogenic

PRKRA-Gen Gen der Proteinkinase, interferon-inducible double-stranded RNA-
dependent activator

Pro Prolin

PrP probably pathogenic

PTD Primary torsion dystonia

R reverse

RNA Ribonukleinsdure

sec Sekunde

Ser Serin

STN Nucleus subthalamicus

T Thymin

Taq Thermophilus aquaticus

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

THAP1-Gen Gen des Thanatos-associated domain-containing apoptosis-associated
protein 1

THS Tiefe Hirnstimulation

TOR1A-Gen Torsin 1A-Gen

TRIS Tris-hydroxymethyl-aminomethan (C4H11NO3)

Tyr Tyrosin

U Units

us Unterschenkel

uv Ultraviolett

\Y Volt

Val Valin

VUS Variant of uncertain significance

XR X-chromosomal rezessiv

ZNS Zentrales Nervensystem
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A. Anhang

A.1. Ubersicht bekannter Dystonie-Gene

Tabelle A.1.: Ausschnitt aus der Liste bekannter Dystonie-Gene

Diese Tabelle zeigt einen Ausschnitt der bisher identifizierten Dystonie-Gene mit DYT-Genloci und Ver-
erbungsmodus. Eine genauere Auflistung ist in dem Paper Genetics in dystonia (Klein, 2014) und dem
Online Katalog von humanen Genen und Erbkrankheiten (OMIM, https:/ /omim.org) enthalten.

Diese Liste umfasst die mit einer Isolierten Dystonie (Abschnitt 1), einer Kombinierten Dystonie
(Myoklonus-Dystonie) im Abschnitt 2 und dem Dystonie-Parkinsonismus (Abschnitt 3) assoziierten Ge-
ne. Die drei Gene im untersten Abschnitt werden zu dem Krankheitsbild einer Paroxysmalen Dys-
kinesie gezahlt. Eine Ubersicht und Verweise auf die jeweiligen Studien finden sich bei MDSGene
(www.mdsgene.org).

Gensymbol Dystonie Genlokus Vererbung Dystonieform
(veraltet)

TORIA DYT1 9q32-q34 AD Generalisierte Dystonie mit
frithem Beginn

HPCA DYT2 1p35.1 AR Autosomal rezessive Dysto-
nie

THAP1 DYT6 8pll.1 AD Adoleszente Dystonie vom
gemischten Typ

PRKRA DYT16 2q31.2 AR Dystonie(-Parkinson-
Syndrom) mit frithem Beginn

ANO3 DYT24 11p AD Kranio-zervikale = Dystonie
mit spdtem Beginn

GNAL DYT25 18p AD Kranio-zervikale = Dystonie
mit spdtem Beginn

KMT2B DYT28 19q13.12 AD Dystonie mit Beginn im Kin-
desalter

SGCE DYT11 7q21.3 AD Myoklonus Dystonie

KCTD17 DYT26 22q12.3 AD Myoklonus Dystonie

TAF1 DYT3 Xql3.1 XR X-linked Dystonie-Parkinson

Syndrom (Lubag-Dystonie)

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Tabelle A.1 - Fortsetzung von vorheriger Seite

Gensymbol Dystonie Genlokus Vererbung Dystonieform
(veraltet)

GCH1 DYT5a 14g22.1-22.2 AD Dopa-responsive  Dystonie,
Segawa Syndrom

TH DYT5b 11p15.5 AD Dopa-responsive  Dystonie,
Segawa Syndrom

SPR DYT5b 2pl4-p12 AD Dopa-responsive Dystonie

ATP1A3 DYT12 19q13.2 AD ,Rapid-onset Dystonia-
Parkinsonism*

GCH1 DYT14 11p15.5 AD Dopa-responsive  Dystonie,
Segawa Syndrom

SLC2A1 DYT9 1p31 AD Paroxysmale Choreoathetose
mit episodischer Ataxie und
Spastik

PRRT2 DYT10 l6pl11.2-q12.1 AD Paroxysmale kinesiogene
Choreoathetose (PKD1)

SLC2A1 DYT18 1p34.2 AD ,Paroxysmal exertion-
induced dyskinesia 2

Abkiirzungen: AD = autosomal dominant, AR = autosomal rezessiv, XR = X-chromosomal rezessiv
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A.3. Patho-Scoring

A.3.1. Patho-Scoring mittels der MDSGene-Kriterien

Pathogenicity scoring scheme implemented in MDSGene (www.mdsgene.org, 2020)

Pathogenicity scoring

Paotential pathogenicity of reported variants is classified as “possible”, “probable”, or “definite” based on the following criteria: i) co-segregation
with disease in the reported pedigrees andfor the number of reported mutation carriers, i) frequency in ~120,000 ethnically diverse individuals
from the gnomAD {Genome Aggregation Database) browser (hitp/gnomad.broadinsttute.org!), i) CADD ("Combined Annotation Dependent
Depletion") score as an in-silico measure of deleteriousness of genetic variants (Kircher er of, 2014, Rentzsch er ol, 2018), and iv) reported
malecular evidence from in-vivo andfor in-vitro studies. Each evidence domain was divided into four categories each accumulating specific
“points”, weighted by category (see Table 1). Evidence domains “co-segregation with disease” and “presence of mutation-spedfic positive
functional data" received the strongest weights in the pathogenicity grading. Finally, points were summed across categories and pathogenicity
was graded as follows: benign [<5 points), paossibly pathogenic (5-9 points), probably pathogenic (10-14 points), definitely pathogenic (>14
points). Reported genetic variants that have been dassified as benign using this scoring algorithm are not included in MD5Gene.

Table 1. Pathogenicity scoring scheme implemented in MDSGene:

In-silico

Frequency
Evidence Segregation prediction Functional studies
(gnomAD) (CADD score)

Only a single heterozygous patient =0.01 <10 Ay e IS o M

Least - _ : studies
{0 points) (0 points) {0 points) (0 poins)
21 biallelic patient for recessive or 22
single heterozygous patients s
Sugpestive for dominant genes or 1 family D.?!U‘I ?n[i?g 1(? o :_115 : p?;m;ﬁ_l;?d}'
(i.e. 22 affected mutation carriers) s PY P
{2 points)
Stron 2 families 0.0001-0.0009 15to 20 2 positive studies or null allele
= {3 points) {2 points) {3 points) (4 points)
=2 families i :
. <0.0001 =20 »2 positive studies
Highest or 21 de novo . 4 e
{6 points) {3 points) {5 points) (6 points)

Abbreviations/conventions used througheut MDSGene

AAND = age at onset

comp. het. = compound heterozyous
het = heterozygous

hom = homozyogus

N = number

n.a. = not applicable

0 = other/mixed (ethnicity)

5D = standard deviation

Maote that the full names of the official gene names can be found in the EntrezGene database. In addition, country names have been
abbreviated according to the official 3-leter codes recommended by the International Organization for Standardization (150).
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A.3.2. Patho-Scoring mittels der ACMG-Kriterien

Die folgenden zwei Tabellen zeigen die Interpretation der sequenzierten genetischen Varianten
nach den Standards der ACMG-KTriterien nach Richards et al.,2015 auf.

Die Tabelle 3 beinhaltet die Klassifikations-Kriterien, welche die Grundlage zur Einschitzung
der Pathogenitit in Tabelle 5 darstellen.

Table 3 Criteria for classifying pathogenic variants
Evidence of pathogenidty Category

Very strong PWS1 null variant inonsense, frameshift, canonical +1 or 2 splice sites, initiation codon, single or multiexon
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disaase

Caveats:
* Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.g., GFAP, MYH7)
= Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3" end of a gene
» Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the

protein intact
= Use cautionin the presence of multiple transcripts
Strong P51 Same amino acid change as a previowusly established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Example: Val—Lleu caused by either G=C or GTin the same codon
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acidfprotein level
P52 De novo (both matarnity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family histony

Note: Confirmation of paternity only is insufficient. Egg donation, surrogate motherhood, ermors in embryo
transfer, and so on, can contribute to nonMmaternity.

P53 Well-established in vitra or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product

Mote: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robust in a dinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.

P54 The prevalence of the variant in atfected individuals is significantly increased compared with the prevalence
in controls

Hote 1: Relative risk ar OR, as obtained from case—control studies, is =5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not inclede 1.0. See the article tor detailed guidance.

Note I: Ininstances of very rare variants where case—control studies may not reach statistical significance, the
prior observation of the variant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.

Muoderate Ph1 Located in a mutational hot spot andfor critical and well-established functional domain (e.g., active site of
an enzyme) without benign variation

PM2 Absent from controks (or at extremely low frequency if recessive) (Table 6} in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium

Caveat: Population data for insertionsfdaletions may be poorly called by next-genaration sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Hote: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
PM4 Protein length changes &s a result of in-frame deletionsfinsertions in a nonrepeat region or stop-loss variants

PRS hovel missense change at an amine acid residue where a different missense change determined to be
pathogenic has been seen before

Example: Arg156His is pathogenic; now you observe Arg156Cys
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acidfprotein level.
PME Assumed de nove, but without confirmation of paternity and maternity

Supporting PP1 Cosegregation with disease in multiple attected tamily members in a gene definitively known to cause the
disease

Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in which missense variants
are a commaon mechanism of disease

PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
{consarvation, evolutionary, splidng impact, etc.)

Caveat: Becausa many in silico algorithms usa the same ar very similar input for their predictions, each
algorithm should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of
awariant.

PP Patient’s phenotype or family histony is highly specific for a disease with a single genetic etiology
FFS Reputable source recantly reports variant as pathogenic, but the evidence is not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOF, logs of functssn; OR, odds ratio.




Table 5 Rules for combining criteria to classify sequence

variants

Pathogenic

Likely pathogenic

Benign

Likely benign

Uncertain
significance

(i} 1 Very strong (PVS1) AND
{a) =1 Strong (PS1-P54) OR
(b} =2 Moderate (PM1-PME) OR

() 1 Moderate (PM1-PME) and 1 supporting
(PP1—PP5) OR

(d} =2 Supporting (PP1-PPS)
{iiy =2 Strong (PS1-P54) OR
{iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PMBE) OR

(b)2 Moderate (PM1-PME) AND 22
Supporting (PF1-FF5) OR

()1 Maderate (PM1-PME) AND =4
supporting (PP1-PPS)

(i} 1 Very strong (PYS1) AND 1 moderate (PM1-
PME) OR

{iiy 1 5trong (P51-P54) AND 1-2 moderate
(PM1-PME) OR

{iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND =2 supporting
(PP1-PPS) OR

{iv) =2 Moderate (PM1-PME) OR

{v) 2 Moderate (FM1-PMB) AND 22 supporting
(PP1-PP5) OR

{vi) 1 Moderate (PM1-PME) AND =4 supporting
(PP1-PPS)

(i} 15tand-alone (BA1)OR
(i) =2 Strong (B51-B54)

{i} 1 5trong (B51-B54) and 1 supporting (BP1—
BP7) OR

{iiy =2 Supporting (BF1-BF7)
(i} Other criteria shown above are not met OR

{ii) the criteria for benign and pathogenic are
contradictory
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A.4. DysTract-Patienteninformation

Universitat
Rostock !

Traditio et Innovatio

Universitatsmedizin Rostock - PF 10 08 88 - 18055 Rostock

Deutsches Netzwerk zur translationalen
Erforschung und Behandlung dystoner
Erkrankungen - Registerstudie

Patienteninformation

Teilprojekt: Deutsches Dystonieregister: Verlauf, Haufigkeiten,
Genetik und Ressource fiir klinische Studien

Vielen Dank fiir lhr Interesse und lhre Unterstiitzung unserer
wissenschaftlichen Studie zu dystonen Erkrankungen.

Wir planen eine Reihe von Untersuchungen (Interview, klinische
Untersuchung mit  Videoaufnahme, Blutentnahme und
Fragebogen), die wir an einem Termin durchfiihren mochten. Die
geplanten Untersuchungen werden etwa 1 Stunde dauern.

Die Studie wird vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
gefordert.

Wie duBern sich dystone Erkrankungen?

Dystonien sind durch eine verstarkte, unwillkiirliche Muskelaktivitat
gekennzeichnet.
Haltungsanomalien von Korperteilen einher.

Sie gehen mit abnormen Bewegungen und
Es existiert eine
Vielzahl von unterschiedlichen Ursachen. Bei den meisten Patienten
kann jedoch keine eindeutige Ursache festgestellt werden. Erbliche
Faktoren tragen nach heutiger Auffassung wesentlich zur
Entstehung der Dystonien bei. Die Wahrscheinlichkeit, an einer
Dystonie zu erkranken, wird unter anderem durch Mutationen
(Verdanderungen) in verschiedenen Genen bestimmt.
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Was beabsichtigen wir mit der geplanten Untersuchung?

Durch die Untersuchung einer groBen Zahl von Proben von genetischem Material von
Patienten und Kontrollpersonen ist es moglich, die der Dystonie zu Grunde liegenden
genetischen Zusammenhédnge aufzukldren und Erkenntnisse (iber deren Einfluss auf
Therapie, Auspragung und Verlauf der Krankheit zu gewinnen. Weil erbliche Formen von
Dystonie ein seltenes Krankheitsbild sind, konnte dies allerdings Jahrzehnte in Anspruch
nehmen, wenn einzelne Wissenschaftler solche Proben sammeln wiirden.

Unser Ziel ist es daher, gemeinsam mit anderen Forschern des Deutschen Netzwerks zur
Erforschung und Behandlung dystoner Erkrankungen ein ,Dystonie-Register” aufzubauen.
Zusétzlich wird eine sogenannte Biobank aufgebaut, in der Blutproben verarbeitet und
gelagert werden, um fiir Forschungsprojekte verfiligbar zu sein.

Wie soll diese Biobank aussehen?

Zum Aufbau der Biobank mdchten wir in den néchsten Jahren deutschlandweit etwa 3000
Proben von Dystonie-Patienten sammeln, hiervon sind 1500 Proben bereits in den Zentren
verfiigbar. In Liibeck sollen bis 2017 150 zusétzliche Proben gesammelt werden.

Die Untersuchung von menschlichen Biomaterialien und die Analyse der daraus
gewonnenen oder zu gewinnenden Daten sind zu einem wichtigen Instrument medizinischer
Forschung geworden. So wissen wir heute, dass zum Beispiel die Erbsubstanz (Gene) bei der
Entstehung und Behandlung von Krankheiten eine wichtige Rolle spielt. Deshalb fragen wir
unsere Patienten/Probanden' und daher auch Sie, ob Sie bereit sind, uns bestimmte
Kérpermaterialien und Daten fiir die Forschung zur Verfiigung zu stellen. Die
Kérpermaterialien wie z. B. Blut, Urin oder Gewebe sollen in einer so genannten Biobank
gesammelt und mit zugeh6rigen medizinischen Daten verkniipft werden. Diese Biobank wird
betrieben von der ,interdisziplindren Biomaterial- und Datenbank Wiirzburg”.

lhre Teilnahme ist freiwillig. Soweit Sie sich nicht beteiligen moéchten oder Ihre
Zustimmung spater widerrufen mochten, erwachsen lhnen daraus keine Nachteile.

Im Folgenden informieren wir Sie Uiber die Ziele der Biobank, die Verfahrensweisen und die
MaRnahmen zum Schutz Ihrer personenbezogenen Daten, damit Sie sich auf dieser
Grundlage lhre eigene Meinung bilden und eine Entscheidung treffen kénnen.

1. Welche Ziele verfolgt die Biobank?

Die Biobank dient der Férderung der medizinischen Forschung. Dazu sollen die gesammelten
Biomaterialien und zugehdrige Daten langfristig aufbewahrt werden und der Forschung zur
Verfligung stehen, um die Vorbeugung, Erkennung und Behandlung von Erkrankungen zu
verbessern. Das Ziel dieser Forschung ist nicht, bei lhnen oder anderen einzelnen Personen

" Im Rahmen dieses Textes schlieBt die mannliche Bezeichnung stets die weibliche Bezeichnung mit ein.
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eine Diagnose zu erstellen oder krankheitsauslosende Veranlagungen nachzuweisen.
Vielmehr sollen bei der vergleichenden Untersuchung von gréReren Personengruppen
biomedizinische Zusammenhdnge ermittelt werden.

2. Um welche Art von Biomaterialien und Daten handelt es sich?

Bei dem Biomaterial handelt es sich um 50ml Blut, die Ihnen zu Forschungszwecken
entnommen werden sollen. Die erhobenen Daten umfassen Informationen zu Ihrer Person,
insbesondere medizinische Daten. Eventuell soll bei zukiinftigen Studienvisiten eine erneute
Blutentnahme oder Hautbiopsie durchgefiihrt werden. Hierfiir erfolgt eine gesonderte
Aufkldrung und Einwilligung.

3. Wie werden die Biomaterialien und Daten verwendet?

Die von lhnen zur Verfiigung gestellten Biomaterialien und Daten werden ausschlieRlich
fur die medizinische Forschung bereitgestellt. Sie sollen im Sinne eines breiten Nutzens fiir
die Allgemeinheit fiir viele verschiedene medizinische Forschungszwecke verwendet
werden. Zum aktuellen Zeitpunkt kénnen noch nicht alle zukiinftigen medizinischen
Forschungsziele beschrieben werden. Diese konnen sich sowohl auf bestimmte
Krankheitsgebiete (z. B. Krebsleiden, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Erkrankungen des
Gehirns) als auch auf heute zum Teil noch unbekannte Krankheiten und genetische Defekte
beziehen. Es kann also sein, dass lhre Proben und Daten auch fiir medizinische
Forschungsfragen verwendet werden, die wir heute noch nicht absehen kénnen. Deshalb
werden an lhren Biomaterialien auch genetische Untersuchungen durchgefiihrt, und zwar
unter Umstanden auch eine Untersuchung lhrer gesamten Erbsubstanz (Genom). Bei mit
Botulinumtoxin behandelten Patienten werden zusitzlich Antikérper bestimmt. Die
Biomaterialien und Daten sollen fiir unbestimmte Zeit aufbewahrt und fiir die
medizinische Forschung bereitgestellt werden.

Aus logistischen Griinden ist es der Biobank nicht mdglich, individuelle Eingrenzungen (z.B.
Ausschluss bestimmter Forschung, Ausschluss der Weitergabe der Materialien an Dritte)
vorzunehmen. Wenn Sie mit der beschriebenen Art und Dauer der Nutzung nicht in vollem
Umfang einverstanden sind, sollten Sie Ihre Einwilligung nicht erteilen.

4. Welche Risiken sind mit lhrer Spende verbunden?

a. Gesundheitliche Risiken

Wir méchten lhnen 50 ml Blut abnehmen (das entspricht etwa drei bis vier Essléffeln). Dies
ist fir Sie nur mit den geringen Risiken einer normalen Blutentnahme verbunden. An der
Einstichstelle kann es zu Schmerzen kommen oder es kann ein Bluterguss (blauer Fleck)
entstehen. In dulerst seltenen Féllen kann sich auch ein Blutgerinnsel (Thrombose) bilden,
eine ortlich begrenzte Entziindung an der Einstichstelle auftreten oder es kann zu
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dauerhaften Schadigungen von BlutgefiRen oder Nerven kommen. Im unwahrscheinlichen
Falle einer Schddigung haftet die Universitaitsmedizin Rostock nach den allgemeinen
Haftungsgrundsatzen.

b. Weitere Risiken

Bei jeder Erhebung, Speicherung und Ubermittlung von Daten aus lhren Biomaterialien im
Rahmen von Forschungsprojekten bestehen Vertraulichkeitsrisiken (z. B. die Méglichkeit, Sie
zu identifizieren), insbesondere im Hinblick auf die Information zu Ihrer Erbsubstanz. Diese
Risiken lassen sich nicht vollig ausschlieBen und steigen, je mehr Daten miteinander
verkniipft werden konnen, insbesondere auch dann, wenn Sie selbst (z. B. zur
Ahnenforschung) genetische Daten im Internet verdffentlichen. Unter Punkt 7 ,Wer hat
Zugang zu lhren Biomaterialien und Daten?” erlautern wir lhnen genauer, wie lhre
Privatsphdre geschiitzt wird.

5. Welcher Nutzen ergibt sich fiir Sie personlich?

Personlich konnen Sie fiir lnre Gesundheit keinen unmittelbaren Vorteil oder Nutzen aus
der Spende lhrer Proben und Daten erwarten. Deren Auswertung dient ausschlieBlich
Forschungszwecken und nicht dazu, Riickschliisse auf Ihre Gesundheit zu ziehen. Es ist
jedoch im Einzelfall moglich, dass ein Forscher zu der Einschitzung gelangt, dass ein
Auswertungsergebnis fiir lhre Gesundheit von erheblicher Bedeutung ist. Das ist
insbesondere der Fall, wenn sich daraus ein dringender Verdacht auf eine
schwerwiegende, bisher moglicherweise nicht erkannte Krankheit ergibt, die behandelt
oder deren Ausbruch verhindert werden konnte. In einem solchen Fall kann eine
Riickmeldung an Sie erfolgen (siehe unten Punkt 9).

Falls Sie keine Riickmeldung erhalten méchten, streichen Sie bitte die Méglichkeit einer
erneuten Kontaktaufnahme (siehe auch unten Punkt 9). Sie kénnen lhre Entscheidung fiir
oder gegen eine Riickmeldungsmoglichkeit jederzeit durch Mitteilung an uns &dndern.
Beachten Sie dabei, dass Sie Gesundheitsinformationen, die Sie durch eine solche
Ruckmeldung erhalten, unter Umstdanden bei anderen Stellen (z. B. vor Abschluss einer
Kranken- oder Lebensversicherung) offenbaren mussen und dadurch Nachteile erleiden
konnen. Da auch Untersuchungen lhrer Erbsubstanz vorgesehen sind, kann sich der
vorstehende Text auch auf lhre genetische Veranlagung fir bestimmte Erkrankungen
beziehen. Informationen zu Ihrer Erbsubstanz kénnen auch Bedeutung fiir lhre
Familienangehérigen und die Familienplanung haben.

Publikationen, die aus den Studiendaten entstehen, sollen Uber das Internet zuganglich
gemacht werden (www.rarediseasesnetwork.org/dystonia und

www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Die weitere drztliche Behandlung in unseren
Sprechstunden erfolgt unabhdngig von der Studienteilnahme (d. h. nicht teilnehmende
Patienten werden keinerlei Nachteile haben). Durch die Untersuchung entstehen
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teilnehmenden Patienten keine Kosten. Im Rahmen der Studie moglicherweise neu
entwickelte diagnostische Tests und Medikamente fiir Dystonien kénnen zu finanziellem
Gewinn fithren, an dem teilnehmende Patienten nicht beteiligt werden.

6. Welcher Nutzen ergibt sich fiir unsere Gesellschaft?

Medizinisch-wissenschaftliche Forschungsvorhaben zielen auf eine Verbesserung unseres
Verstandnisses der Krankheitsentstehung und der Diagnosestellung und auf dieser Basis auf
die Neuentwicklung von verbesserten Behandlungsansdtzen. Informationen iber die
Aktivitaten der Biobank finden Sie unter www.ibdw.ukw.de.

7. Wer hat Zugang zu lhren Biomaterialien und Daten und wie werden sie geschiitzt?

a. Alle unmittelbar lhre Person identifizierenden Daten (Name, Geburtsdatum, Anschrift
etc.) werden unverziiglich nach Gewinnung der Biomaterialien durch einen
Identifizierungscode ersetzt (pseudonymisiert). Erst in dieser Form werden die
Biomaterialien und Daten fir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt.

b. Die Sie unmittelbar identifizierenden Daten bleiben in der Einrichtung, in der die Proben
und Daten gewonnen wurden, und werden dort getrennt von den Biomaterialien und
medizinischen Daten gespeichert. Die Proben und Daten kénnen deshalb nicht ohne
Mitwirkung dieser Einrichtung lhrer Person zugeordnet werden. Eine solche Zuordnung
erfolgt nur, um zusatzliche Daten aus lhren Krankenunterlagen zu ergdnzen oder erneut mit
Ilhnen in Kontakt zu treten, falls Sie der Kontaktaufnahme zugestimmt haben (siehe unten
Punkt 9). Eine Weitergabe der lhre Person identifizierenden Daten an Forscher oder andere
unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen oder Arbeitgeber, erfolgt nicht.

c. Die kodierten Biomaterialien und medizinischen Daten kénnen fiir genauer bestimmte
medizinische Forschungszwecke nach zuvor festgelegten Kriterien an Universitédten,
Forschungsinstitute und forschende Unternehmen, ggf. auch im Ausland, weitergegeben
werden. Dabei werden die Daten unter Umstdnden auch mit medizinischen Daten in
anderen Datenbanken verkniipft, sofern die gesetzlichen Voraussetzungen hierfiir erfiillt
sind. Andere Wissenschaftler des Konsortiums kénnen auf Antrag Untersuchungen an den
Proben durchfiihren, jeder solche Antrag wird vom ,Steuerungskommittee” des Konsortiums
und von den zustandigen Ethikkommissionen gepriift.

Biomaterialien und Daten, die an Forscher herausgegeben wurden, dirfen nur fir den
vorbestimmten Forschungszweck verwendet und vom Empfanger nicht zu anderen Zwecken
weitergegeben werden. Nicht verbrauchtes Material wird an die Biobank zurlickgegeben
oder vernichtet.

d. Voraussetzung fiir die Verwendung der Biomaterialien und Daten fiir ein konkretes
medizinisches Forschungsprojekt ist grundsatzlich, dass das Forschungsvorhaben durch eine
Ethik-Kommission bewertet wurde.
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e. Wissenschaftliche Veréffentlichungen von Ergebnissen erfolgen ausschlieBlich
anonymisiert, also in einer Form, die keine Riickschliisse auf lhre Person zuldsst. Eine
Veroffentlichung der Gesamtheit lhrer Erbinformation (Gesamtgenom) ist ohne lhre
ausdriickliche schriftliche Einwilligung ausgeschlossen.

8. Erlangen Sie oder die Biobank einen finanziellen Vorteil aus der Nutzung lhrer
Biomaterialien und Daten?

Fiir die Uberlassung Ihrer Biomaterialien und Daten erhalten Sie kein Entgelt. Sollte aus der

Forschung ein kommerzieller Nutzen erzielt werden, werden Sie daran nicht beteiligt.

Mit der Uberlassung der Biomaterialien an die ,interdisziplindre Biomaterial- und Datenbank
Wiirzburg”, werden diese Eigentum der ,interdisziplindren Biomaterial- und Datenbank
Wiirzburg”. Ferner erméchtigen Sie die ,interdisziplindre Biomaterial- und Datenbank
Wiirzburg” lhre Daten zu nutzen. Die Biobank verwendet lhre Biomaterialien und Daten
ausschlieBlich fuir wissenschaftliche Zwecke. Die Proben und Daten werden nicht verkauft.
Die Biobank kann jedoch fiir die Bereitstellung der Biomaterialien und Daten von den
Nutzern eine Aufwandsentschadigung erheben.

9. Erfolgt eine erneute Kontaktaufnahme mit lhnen?

Zur Erhebung von weiteren Verlaufsdaten kann es sinnvoll werden, zu einem spéateren
Zeitpunkt erneut Kontakt mit lhnen aufzunehmen, um ergéanzende Informationen und/oder
Biomaterialien von lhnen zu erbitten. Zudem kann die erneute Kontaktaufnahme genutzt
werden, um z. B. Ihre Einwilligung in die Verknipfung mit medizinischen Daten aus anderen
Datenbanken einzuholen oder lhnen /lhrem behandelnden Arzt/Studienarzt/ Ihrem Hausarzt
eine Rickmeldung tber fir Sie gesundheitlich relevante Ergebnisse zu geben (siehe oben
Punkt 5). Im Falle einer erneuten Kontaktaufnahme wiirde sich das die Daten erhebende
Institut direkt mit lhnen in Verbindung setzen. Falls Sie eine erneute Kontaktaufnahme nicht
wiinschen, kreuzen Sie bitte das entsprechende Kastchen in der Einwilligungserklarung an.

10. Was beinhaltet Ihr Widerrufsrecht?
Sie konnen lhre Einwilligung zur Verwendung lhrer Biomaterialien und Daten jederzeit
ohne Angabe von Griinden und ohne nachteilige Folgen fiir Sie widerrufen.

Im Falle des Widerrufs kénnen Sie entscheiden, ob lhre Biomaterialien vernichtet werden
sollen oder in anonymisierter Form fiir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden
diirfen. Anonymisierung bedeutet, dass der Identifizierungscode gel6scht wird, tiber den
ermittelt werden kann, von welcher Person die Probe stammt (siehe oben Punkt 8a/b). Eine
solche Anonymisierung Ihrer Biomaterialien kann eine spatere Zuordnung des genetischen
Materials zu lhrer Person iiber andere Quellen allerdings niemals véllig ausschlieRen. Ebenso
kénnen Sie entscheiden, ob Ihre bereits erhobenen Daten geléscht werden sollen oder in
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anonymisierter Form weiterverwendet werden dirfen. Eine Datenlschung kann allerdings
nur erfolgen, soweit dies mit zumutbarem technischem Aufwand maglich ist. Sobald der
Bezug der Biomaterialien und der iibrigen Daten zu lhrer Person gel6scht wurde
(Anonymisierung), ist eine Vernichtung nicht mehr mdglich. Zudem kénnen Daten aus
bereits durchgefiihrten Analysen nicht mehr entfernt werden.

Wenden Sie sich fiir einen Widerruf bitte an: Jennie Hampf, Institut fir Neurogenetik, CBBM,
UNIVERSITATSKLINIKUM Schleswig-Holstein Campus Liibeck, Ratzeburger Allee 160, 23538
Liibeck.

11. Wo kann ich weitere Informationen erhalten?

Sollte Ihnen etwas unklar sein, fragen Sie bitte lhren behandelnden Arzt bzw. lhren
Studienarzt, bevor Sie Ihre Zustimmung erteilen. Sie konnen sich wegen Riickfragen auch zu
einem spateren Zeitpunkt an folgende Personen wenden:

Herr PD Dr. med. Christoph Kamm (Oberarzt der Klinik fir Neurologie und Poliklinik der
Universitatsmedizin Rostock)

Tel. 0381-494-4769, e-mail: christoph.kamm@med.uni-rostock.de

Frau Susanna Lahgeloh (Studienkoordinatorin)

Tel.: 0451- 3101 8216, e-mail: susanna.langeloh@neuro.uni-luebeck.de

Frau Jennie Hampf (Studiendrztin)

Tel.: 0451- 3101 7522, e-mail: jennie.hampf@neuro.uni-luebeck.de

Prof. Dr. med. C. Klein (Direktorin des Instituts fir Neurogenetik)

Tel.: 0451- 3101 8200, e-mail: christine.klein@neuro.uni-luebeck.de

Studienplan: Wie lduft die Untersuchung ab?

Patienten, die an der Studie teilnehmen, werden von einem Arzt oder ausgebildetem
Studienpersonal untersucht, um das AusmaR und den Schweregrad der Dystonie
festzustellen. Es wird ein standardisiertes Video erstellt, das auch Aufnahmen des Gesichtes
beinhaltet. Dadurch ist mdglich, dass einzelne Patienten auf der Videoaufnahme von
Personen, die Zugang zu den Daten haben, erkannt werden.

AnschlieBend wird eine Blutprobe entnommen, aus welcher DNA (unsere Erbsubstanz)
extrahiert und im Institut fiir Neurogenetik aufbewahrt sowie Antikérper bestimmt werden.
AuRerdem werden die klinischen Daten in einer gemeinsamen, deutschlandweiten
Datenbank gespeichert. Diese Datenbank wird gemaR aktueller Vorschriften vor unbefugtem
Zugriff geschiitzt. Alle Untersuchungen sowie die Datenspeicherung erfolgen dabei
pseudonymisiert gemaR dem Bundesdatenschutzgesetz (§§ 39 — 41 BDSG 254). Dies heift,
dass personliche Daten verschliisselt unter Vergabe eines Codes gespeichert werden.

Falls Sie weitere Fragen haben, bitte sprechen Sie uns gern an!
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A.5 DysTract-Einwilligungserkldrung

A.5. DysTract-Einwilligungserklarung

Universitétsmedizin Rostock - PF 10 08 88 - 18055 Rostock

Deutsches Netzwerk zur translationalen
Erforschung und Behandlung dystoner
Erkrankungen - Registerstudie

Einwilligungserkldrung

Patient/Proband (Name, Vorname):

Geb.-Datum:

Ich willige ein, dass meine Biomaterialien und Daten, wie in der
Informationsschrift ~ beschrieben, an die ,Interdisziplindre
Biomaterial- und Datenbank Wdirzburg” gegeben
medizinische Forschungszwecke verwendet werden. Ich willige ein,
dass die Zwecke wissenschaftlich-medizinischer Forschung, fiir die

und flr

meine Biomaterialien und Daten verwendet werden, nicht
eingegrenzt werden.
Das Eigentum an den Biomaterialien Ubertrage ich an die

yinterdisziplindre Biomaterial- und Datenbank Wiirzburg”. Ich habe
die Informationsschrift gelesen und hatte die Gelegenheit, Fragen
zu stellen. Ich weiR, dass meine Teilnahme freiwillig ist und ich
meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen
kann, ohne dass mir daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Ich willige ein, dass ich evtl. zu einem spdteren Zeitpunkt erneut
kontaktiert werde (falls nicht gewiinscht, bitte ,nein“ ankreuzen):

Universitétsmedizin Rostock — rechtsfahige Teilkorpers:
Vorstandsvorsitzender: Prof. Dr. med. Christian Schmidt MPH - A
USt-IdNr: DE 246 101 670 - Bankverbindung: Deuts

Universititsmedizin
Rostock

Klinik und Poliklinik fiir
Neurologie
Klinikdirektor: Prof. Dr. Alexander Storch

Sitz: Gehlsheimer Str. 20
18147 Rostock

Direktion.Neurologie@med.uni-
rostock.de

Telefon: +49 381 494-9511
Telefax: +49 381 494-9512

Priv.-Doz. Dr. med. C. Kamm
Oberarzt

Tel. +49 381 494-4763

Fax +49 381 494-4762
christoph.kamm@med.uni-rostock.de

Station N1 (Intensivstation und Stroke
Unit)

Telefon: +49 381 494-4771

Telefax: +49 381 494-4776

Station N2
Telefon: +49 381 494-4783/-4780
Telefax: +49 381 494-4781
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Telefax: +49 381 494-4787
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Telefon: +49 381 494-4790
Telefax: +49 381 494-4787
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Telefon: +49 381 494-4884
Telefax: +49 381 494-4852

Neurologische Notaufnahme
Telefon: +49 381 494-4754
Telefax: +49 381 494-4751

Spezialambulanzen:
Allgemeine Neurologie
Bewegungsstorungen
Dystonie

Tiefe Hirnstimulation

Multiple Sklerose und Neuroimmunologie
GefaRsprechstunde
Neuromuskulére Erkrankungen
Motoneuronerkrankungen
Neurogenetik

Epilepsie

Schmerz
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Telefax: +49 381 494-9798

Labore:

Zentrallabor fur Liquordiagnostik -9599
Elektrophysiologie-Labor -4746
EEG-Labor -9578

Neurosonologisches Labor -9658/-9625
Experimentelle Neurologie -9629/-9598

Homepage:
www.neurologie.med.uni-rostock.de




- zum Zweck der Gewinnung weiterer Informationen / Biomaterialien, O nein

- zum Zweck der Einholung meiner Einwilligung in die Verknlpfung mit
medizinischen Daten aus anderen Datenbanken, O nein

- zum Zweck der Rickmeldung fiir mich gesundheitsrelevanter Ergebnisse O nein

Diese Ruckmeldung soll erfolgen Uber die Einrichtung, in der meine Biomaterialien / Daten
gewonnen wurden oder Uber folgenden Arzt (falls gewlinscht, bitte angeben):

Name und ANSChIift dS ArZEES: c..vivuieriieeiieciieie ettt

Datenschutzerkldrung:

Ich willige ein, dass das Institut fiir Neurogenetik des UKSH Campus Liibeck wie in der
Information beschrieben

- personenbezogene Daten, insbesondere Angaben liber meine Gesundheit, von mir erhebt
und speichert,

- weitere personenbezogene Daten, insbesondere Angaben iiber meine Gesundheit aus
meinen Krankenunterlagen entnimmt,

- und die Daten gemeinsam mit meinen Biomaterialien pseudonymisiert (d.h. kodiert) an die
Linterdisziplindre Biomaterial- und Datenbank Wiirzburg” fiir medizinische Forschungs-
vorhaben zur Verfligung stellt.

Meine Biomaterialien und Daten durfen unbefristet fiir medizinische Forschungsvorhaben
verwendet werden.

Sie diirfen pseudonymisiert an Universitdten, Forschungsinstitute und forschende
Unternehmen zu Zwecken medizinischer Forschung weitergegeben werden. Dies schlief$t
unter Umstinden auch die Weitergabe fiir Forschungsprojekte im Ausland mit
méglicherweise niedrigerem Datenschutzniveau ein.

Ich bin dariiber aufgekldrt worden, dass ich meine Einwilligung gegenliber der
interdisziplindren Biomaterial- und Datenbank Wiirzburg” ohne Angabe von Griinden
jederzeit widerrufen kann. Beim Widerruf werden auf mein Verlangen die verbliebenen
Biomaterialien und die erhobenen Daten vernichtet bzw. geldscht oder anonymisiert. Daten
aus bereits durchgefiihrten Analysen kdnnen nicht mehr entfernt werden.

Eine Kopie der Patienten-/Probandeninformation und Einwilligungserklérung habe ich
erhalten. Das Original verbleibt bei der Klinik fiir Neurologie und Poliklinik der
Universitatsmedizin Rostock.
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Name des Patienten/Probanden in Druckbuchstaben

Ort, Datum (vom Patienten/Probanden einzutragen), Unterschrift des Patienten/Probanden

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des Patienten/Probanden

eingeholt.

Name der aufklarenden Person in Druckbuchstaben

Ort, Datum, Unterschrift der aufklarenden Person
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124 A. Anhang

A.6. DysTract-Pseudonymisierungsblatt

Dystonia Translational Research and

I 'n cl Therapy Consortium

Dystonia registry + study database

PSEUDONYMIZED DATASHEET

PARTICIPANT DETAILS

Subject Name: Last Name: First Name: Middle Initial: __
Date of Birth: Month: Day: Year:
Participant address: Street:
City: : State/province:
Country: Postal code:
Phone number: Email:
Register ID

Priméarproben-Labeling

LLABEL 1 (EDTA-PROBE) LABEL 2 (EDTA-PROBE) LABEL 3 (SERUM-PROBE)

Page 1 of 1 Version 1 Date: 11 January 2017



A.7 DysTract-Anamnesebogen
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A.7. DysTract-Anamnesebogen

Dystonia Translational Research and
I 'n ct Therapy Consortium

Dystoma registry + study database

INTAKE FORM

Register ID

PART I: PARTICIPANT DETAILS

Age in years:
Gender: O Female QO Male

Ethnicity (check one):
[ Caucasian

[ African - Black

[ African - North

[0 American - Latin

[0 Asian - West

[ Asian - East

[J mixed

[ other

[J unknown

Informed Consent signed on: Month: Day: Year:

PART li: BIOREPOSITORY INTAKE
Visit Date: Month: Day: Year:
What type of visit is this? O Initial Q Follow-up

Participant is interested in completing follow-up visits: Q Yes Q No

Submitting Site: Investigator Name:

Current examination data provided by (check one): O Neurologist  Q Other:

Sample sent to Biodatabase Wiirzburg: Q Yes, date: Month: Day: Year: Q No
Country of residence: City & State of residence:

Country of birth: City & State of birth:

Handedness: O Left O Right O Ambidextrous O Unknown

Body weight (in kg):

Height (in m):
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PART lil: DYSTONIA HISTORY AND OTHER MEDICAL CONDITIONS

Best Clinical Diagnosis for dystonia (Check one):
Focal dystonias:
[0 Cranial dystonia, blepharospasm only
[ Cranial dystonia, upper and lower facial involvement
O Cranial dystonia, oromandibular dystonia
O Cranial dystonia, lingual
O Laryngeal dystonia, adductor type
O Laryngeal dystonia, abductor type
[ Laryngeal dystonia, combined adductor and abductor type
[ Cervical dystonia
[ Limb dystonia: Lower extremity dystonia
[0 Limb dystonia: Upper extremity dystonia
[0 segmental dystonia
Hemi-dystonia
O Left
[0 Right
[ Multi-focal dystonia
[J Generalized dystonia

Etiology
Structural brain lesion (Check one): Q No evidence of degeneration or structural lesion
Q Static lesions Q0 Degeneration
Has genetic testing ever been completed? QO Yes Q No Q Unknown
If inherited: proven genetic origin: QO Yes Q No
If yes, what was tested and what was the result?
Acquired (Check one): O Not known Q Vascular (ischemia, haemorrhage, arteriovenous
Q Perinatal brain injury malformation)
Q Infection (eg viral encephalitis) 0 Neoplastic (brain tumor, paraneoplastic
Q Drug (eg dopamine receptor blocking encephalitis)
drugs) Q Brain injury
Q Toxic (eg cynide) Q Psychogenic (functional)
Idiopathic(Check one): QO Sporadic Q Familial
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Received any surgical treatment for dystonia? 0 Yes (mark type below)

QO No QO Unknown

If yes, then mark all surgical treatments with their required details that have been performed so far.
QO Right, Date
Q Right, Date
Q Right, Date
Q Right, Date
Q Right, Date
O Right, Date
Q Right, Date
Q Right, Date

Q DBS

Q Ablation

Q Gpi

0 Subthalamus

O Thalamus

Q Other,

Q Pallidotomy

O Subthalamotomy
Q0 Thalamotomy

Q Other

Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date
Q Left, Date

O Myectomy for blepharospasm or spasmodic dysphonia Q Left, Date

U Laryngeal nerve surgery for spasmodic dysphonia

U Selective denervation for cervical dystonia

O Other (specify details and date)

Age at onset of dystonia (Years):

Q Left, Date

Date

Q Right, Date
Q Right, Date

Date

Site of Dystonia Onset: In all body regions where there is currently evidence of dystonia or where dystonia
has been in the past, please indicate age of onset for those body regions. Try to limit initial site of onsite to
one body part. If bilateral onset, please select left and right for that body part.

Body Region

Left

Right

Age of onset

Initial site of onset?

Yes

No

Upper face

Lower face

Shoulder

Upper arm

Hand

Upper leg

Foot

Tongue

Jaw

Neck

Trunk

Pelvis

Larynx
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Other characteristics of dystonia:
1. Task-specific

O Yes (If yes is selected, please choose the particular ones from the list below)
O writer's cramp
O typist's cramp
[J musician’s cramp
[ sports related cramp
[0 speech related dystonia (spasmodic dysphonia)
O other.

O No

2. Did dystonia have abrupt onset (less than 1 week):
Q Yes d No Q Unknown

3. Was dystonia fixed at onset?
Q Yes d No

4. Is there any useful sensory trick?
Q Yes O No If yes, please describe

5. Has alcohol relieved the dystonia?
Q Yes d No O Unknown

Medical History: Does the subject have a history of any of the following? (ch

eck all that apply. If more

than one trauma or surgery to a body part, please record and in the web database enter in additional notes):

e Stroke OYes 0QONo
¢ Depression QYes QNo
¢ Anxiety-related disorders QOYes 0QNo

if yes, give year(s)

e Serious trauma or surgery tohead QYes QONo

e Serious trauma or surgery toface QYes QO No if yes, give year(s)

¢ Serious trauma or surgery toneck QYes QO No if yes, give year(s)
e Diagnosis of vocal cord paralysis QOYes 0QONo if yes, give year(s)

(
(
(
(

e Serious trauma or surgery to limb(s) QYes QO No (if yes, give year(s)

« Upper respiratory infection just prior (within 2 weeks)

to onset of dystonia QYes QNo

e Tremor OYes QONo
e Parkinson disease or parkinsonism QYes QO No
¢ Tics or Tourette Syndrome OYes QNo
¢ Other neurological condition QYes QNo If yes, specify:
e Other psychiatric condition OYes 0QONo If yes, specify:
Current psychiatric disorders:

O Yes

O No

If yes is selected, please choose from the list below (Check all that apply).
[ Depression
O Anxiety-related disorders
O Other psychiatric condition
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Medication
* Did participant receive botulinum toxin (BTX) injections at today’s visit? O Yes

O No  Q Unknown

e Did participant receive BTX previously? Q Yes, date: QO No  QUnknown
If yes, then:
e Which preparation was used last time? NeuroBloc [J Botox O Dysport O Xeomin O

*  With which total dose was participant treated last time?

If treated with botulinum toxin before:
* How often has participant so far been treated with botulinum toxin? (Check one)

e With which interval between the last two botulinum toxin treatments ( in weeks )

* Has participant been previously treated with various botulinum toxin preparations?
O Yes

¢ Is participant currently on any medication? Q Yes QO No O Unknown
If yes, list medication here (name only):

1-3times Q
3-10times O
10 - 50 times O
50 — 100 times O

O No O Unknown

1. 1.
2, 12,
3. 13.
4 14,
5. 15.
6. 16.
7. 17.
8 18.
9. 19.
10. 20.

-5- Version 1 Date: 11 January 2017




PART IV: EXAMINATION:

Source of data: Q direct exam Q video review
Is DBS: Oon QOff ONA

Please indicate which body regions are affected by dystonia and laterality, if applicable. If tremor is present for
any body region, please indicate whether the tremor is regular, irregular/jerky, or both. If both, check both
boxes on the paper form. If subject has tremor but no dystonia in a particular body region, only check the
boxes pertaining to tremor. Do not check the left or right boxes which pertain only to the subject’s dystonia.

Tremor

Dystonia
Body Region ¥ Regular Irregular/jerky

Left Right Left Right Left | Right

Upper face

Lower face

Shoulder

Upper arm

Hand

Upper leg

Foot

Tongue

Jaw

Neck

Trunk

Pelvis

Larynx

Larynx confirmed by nasopharyngoscopy? U Yes ONo Q Don’t know

If any of the tremor boxes are checked, then
» Is this patient’s dystonia dominated by tremor more than tonic or twisting movements? O Yes QNo

» Did tremor precede onset of dystonia? O Yes QNo
» Age of onset of tremor:

Does the participant have any other relevant neurological abnormalities O Yes  UNo
If yes, specify:

Q bradykinesia Q rigidity Q rest tremor O myoclonus O chorea Q ataxia
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PART V: FAMILY HISTORY

> Ethnic category of grandparents: (ancestors’ countries of origin):

Maternal Grandmother

[ Caucasian

[ African - Black
[ African - North
[ American - Latin
[0 Asian - West

[ Asian - East

[J mixed

[ other

O unknown

Country of Origin

Paternal Grandmother

O caucasian

[ African - Black
[ African - North
[0 American - Latin
[0 Asian - West

[J Asian - East

[ mixed

[ other

[ unknown

Country of Origin

Maternal Grandfather

[J Caucasian

[ African - Black
[J African - North
[J American - Latin
[ Asian - West

[ Asian - East

O mixed

[ other

[ unknown

Country of Origin

Paternal Grandfather

[ caucasian

[ African - Black
[ African - North
[0 American - Latin
[J Asian - West

[ Asian - East

O mixed

O other

[ unknown

Country of Origin
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> Dystonia present in any other family members?
O Yes (Complete two tables below.)

O No  (Skip two tables below.) 0 Unknown  (Skip two tables below.)

Family members Age of Type of dystonia Observation or
onset (please mark) diagnosed
(please mark)

Focal | Seg- Hemi | Multi- | Gener-

mental Focal | alized observed | diagnosed

Mother

Father

Brother(s)

Sister(s)

Half-brother (Maternal)

Half-brother (Paternal)

Half-sister (Maternal)

Half-sister (Paternal)

Son(s)

Daughter(s)

Family members Affected Unaffected Unknown
Mother
Father

Family members Numbers affected Numbers unaffected Numbers unknown

Brother(s)
Sister(s)
Daughter(s)
Son(s)
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» Family members already collected in this study? (Fill out to your best knowledge)
O Yes Register ID: Relationship to the individual:

0 No Q0 Unknown (for example, subject adopted)

» Has genetic testing ever been completed for a family member with dystonia?
QO Yes Q No Q0 Unknown
If yes, what was tested and what was the result?

» Does any family member have the diseases listed below? If yes, mark all affected.

Mother  Father Brother(s)  Sister(s) Sons(s) Daughter(s)

Parkinson OvYes
disease or :ONo
parkinsonism : [JUnknown

Tremor i OYes
' ONo
i OUnknown

Myoclonus i OvYes
¥ :ONo

OJunknown

» Family consanguinity: QYes QO No O Unknown

» Family pedigree (Optional): If available, can be uploaded as PDF file.
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PART VI: RATING SCALES AND

VIDEO TRACKING SHEET

RATING SCALES

Rating Scales

Score

Date of rating
month/day/year

Scale completed
after in-person
exam OR after

video review

Quality of Life Scale (SF-36)

Hospital Anxiety Depression Scal

e (HADS)

Beck Depression Il (BDI II)

Liebowitz Social Anxiety Scale (LSAS)

Patient Health Questionnaire 9 (PHQ9)

EQ-5D-3L

Global Dystonia Rating Scale (GDRS)

Fahn Marsden Rating Scale (FM)

VIDEO
Video completed? Exam protocol version Date of video
month/day/year
O Yes O Version 28
O No
Form completed by:
Print name Signature Date

-10-
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VIDEO EXAM PROTOCOL — WORKSHEET Study #: Date:

1. Write the following sentence three times with your usual writing hand: Today is a nice day.

2. Write the following sentence three times with your other hand: Today is a nice day.

3. Copy the following spiral with each hand, starting near the dot for each hand and working out.

Left hand Right hand
,// ‘ ,/”’a' o B
/ > A
:/ d , o
7 /,' >>>>>>> .

5. ©

Staff signature:

Vs 6: 8 April 2016




GLOBAL DYSTONIA RATING SCALE Patient:

(Movement Disorders, 18: 303-312, 2003) DOB:

Date examined:
Date scored:

Evaluator:

Evaluator signature:

Source of Score: Q direct exam

Q video review
BODY REGION SCORED CLINICAL NOTES (Optional) Score
(0-10)

EYES & UPPER FACE
LOWER FACE
(including platysma)
JAW & TONGUE
LARYNX
(including pharynx)
NECK
SHOULDER & PROXIMAL ARM R L
ELBOW, DISTAL ARM, HAND R L
PELVIS & UPPER LEG R L
DISTAL LEG & FOOT R L
TRUNK
TOTAL SCORE (Sum of all body parts)

Rate the patient according to body part indicated from 1-10, in relationship to all patients. A score of 0 is no dystonia
in that body area. A score of 5 is moderate dystonia. A score of 10 is the most severe dystonia encountered. If the
dystonia changes during the examination, rate the maximal dystonia. For mixed motor syndromes, rate only dystonia

and not the other components.




FAHN-MARSDEN DYSTONIA SCALE

(Neurology 35:73-77, 1985)

Patient:

DOB:

Date examined:

Date scored:

Evaluator:

Evaluator signature:

Source of score: Q direct exam

Q video review

EYES Severity factor Provoking factor
none 0 none 0
occasional exaggerated blinking only on particular actions 1
frequent blinking without spasm 2. on many actions 2
some spasms, but eyes mostly 3 on action of a distant body 3
open part or intermittently at rest
prolonged spasms with eyes 4 present at rest 4
closed at least 30% of time
MOUTH Severity factor Provoking factor
none 0 none 0
infrequent mouth, tongue, or jaw 1 only on particular actions 1
movement
frequent abnormal movements, but 2 on many actions 2
<50% time
abnormal movements >50%time 3 on action of a distant body 3
part or intermittently at rest
severe, nearly constant movement 4 present at rest 4
SPEECH/SWALLOWING Severity factor Provoking factor
normal 0 normal 0
slight indistinct speech or 1 either or both occasionally 1
occasional choking
sometimes difficult to understand ) either frequently 9
or frequent choking
very difficult to understand or 3 one frequent, other 3
inability to swallow solids occasional
almost anarthric or unable to 4 both frequent 4
swallow solids or liquids
NECK Severity factor Provoking factor
none 0 none 0
slight occasional pulling 1 only on particular actions 1
obvious but mild pulling 2 on many actions 2
moderate pulling 3 on action of a distant body 3
part or intermittently at rest
extreme pulling 4 present at rest 4
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TRUNK Severity factor Provoking factor
none 0 | none 0
slight occasional bending 1 only on particular actions 1
obvious bending, but insufficient to 2 on many actions 2
impair gait
moderate bending causing gait 3 on action of a distant body 3
impairment part or intermittently at rest
severe bending prevents walking 4 present at rest 4
UPPER LIMB Severity factor Provoking factor
none R 0 | none RO
LO LoO
slight but clinically insignificant R 1 | only on particular actions R4
(B L1
obvious, interferes with some R 2 | on many actions R 2
movements but not disabling L2 L2
moderate, with significant R 3 | on action of a distant body R 3
impairment of limb use L3 part or intermittently at rest L3
severe, with no practical limb use R 4 | present at rest R 4
L4 L4
LOWER LIMB Severity factor Provoking factor
none R 0 | none RO
1250 LO
slight but clinically insignificant R 1 | only on particular actions R 1
LA | g
obvious, interferes with some R 2 | on many actions R 2
movements but not disabling L2 L2
moderate, with significant R 3 | on action of a distant body R3
impairment of limb use L3 part or intermittently at rest L3
severe, with no practical limb use R 4 | present at rest R 4
L4 L4
SCORING Severity | Provoking | Weight | Total
Eyes 0.5
Mouth 0.5
Speech/swallow 1.0
Neck 0.5
Trunk 1.0
Right upper limb 1.0
Left upper limb 1.0
Right lower limb 1.0
Left lower limb 1.0
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A.8. DysTract-Videoprotokoll

Dystonia Translational Research

T'ﬂ c‘ and Therapy Consortium

Dystonia registry + study database

VIDEO UNTERSUCHUNGSANLEITUNG

Generelle Instruktionen (von Anfang an):

Ll

Schuhe und Striimpfe aus, lange Hose hochkrempeln, damit man die FiiBe sehen kann.
Brille + Schal + Schmuck abnehmen, Kaugummi o0.3. aus dem Mund nehmen. Lange Haare
vom Hals wegbinden mit einem Haargummi oder Clip.

Stativ benutzen. Um Schatten vorzubeugen, starke Decken- oder Hintergrundbeleuchtung
vermeiden. Mehr Licht auf dem Gesicht als im Hintergrund.

Jeder Teil sollte als seperater Clip aufgenommen und dann vor dem Speichern
zusammengefiigt werden, um unnétiges Filmmaterial zu vermeiden.

Wenn nicht anders angegeben, in Frontalansicht filmen

CAVE: keiner auBer dem Patienten darf gefilmt werden

Pat. Namen, Geburtsdatum oder andere identifizierende Angaben im Video vermeiden
Zu Beginn: ,This is subject >>REGISTER-ID<< enrolled at ... on (mm/dd/yyyy)“ abfilmen

Prob. sitzt im Stuhl ohne Kopfstiitze, FiiRe flach auf dem Boden, Hinde flach im SchoB.
Kameraeinstellung: nur Kopf und Schultern. Sichergehen, dass das g e Gesicht erfasst

wird.

In Ruhe, Augen 6ffnen fiir 10 Sek.
In Ruhe, Augen sacht schlieRen fiir 10 Sek.
In Ruhe, Augen wieder 6ffnen fir 10 Sek.
smal Augen fest zukneifen fiir 1 Sek., dann Augen 6ffnen und fir jeweils 10 Sek.
beobachten
Folgende Sétze oder Laute einmal laut vorsagen und den Prob. bitten, diese laut zu
wiederholen:
a. Dritte reitende Artilleriebrigarde.

b. Liebe Lilly Lehmann.

c . Fischer Fritz fischt frische Fische.

d. Blaukraut bleibt Blaukraut und Brautkleid bleibt Brautkleid
e. TaTaTa

f . GaGaGa

g . PaPaPa

Den Prob. bitten folgende Vokallaute zu halten (5 Sek.)
a. AHHHHHHHHHHH
b. liiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiihhhhh
Zunge so weit wie moglich rausstrecken und 5 Sek. halten lassen
2mal den Mund so weit wie moglich 6ffnen und schlieRen lassen
Fragen: ,Haben Sie Schwierigkeiten mit dem Schlucken?« Falls ja: ,Gelegentlich oder
haufig?«
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10. Fragen: ,Verschlucken Sie sich?« Falls ja: ,gelegentlich oder haufig?«

Teil iI: Prob. sitzt im Stuhl wie vorher
Kameraeinstellung: Oberkérper inkl. Kopf und obere Extremititen.

11. In Ruhe, Augen geschlossen: Prob. soll den Kopf in die komfortabelste Position ziehen
lassen (= dyst. Position) 10 Sek.
12. In Ruhe, Augen gedffnet: Prob. soll 1 Min. Kopf in Mittellinie gerade halten. Fir initiale Pos.
ggf. verbal helfen. Wenn sich die Kopfposition verandert > NICHT korrigieren.
13. Jeweils max. BewegungsausmaR:
a. Den Kopf erst nach rechts, dann nach links drehen, jeweils soweit wie méglich.
Jede Position fiir 5 Sek. halten.
b. Das Obhr zur rechten, dann zur linken Schulter neigen, jeweils soweit wie maglich.
Jede Position fiir 5 Sek. halten.
¢ . Nach oben schauen und den Hals strecken, dann nach unten schauen und den Hals
beugen, Beides so weit wie méglich. Jede Position fiir 5 Sek. halten.

Teil lll: Worksheet:Patient sitzt am Tisch. Beide Armel des Probanden hochkrempeln, einen
stabilen Schreibtisch verwenden, keine Tricks oder Kompensationen erlauben, die nicht-aktive
Hand sollte auf dem Tisch ruhen ohne das Papier fest zu halten (Papier mit Klebestreifen
befestigen, eventuell Brille aufsetzen).

Kameraeinstellung: Frontalansicht, Oberkérper und Kopf inkl. Arme und Tisch/Papier.
14,

a. ,Heute ist ein schoner Tag* 3mal mit der dominanten Hand in das dazugehérige
Erfassungsformular schreiben

b. ,Heute ist ein schéner Tag* 3mal mit der nicht- dominanten Hand in das
dazugehorige Erfassungsformular schreiben

c. Spirale erst mit rechts, dann mit links zeichnen, jeweils von dem Punkt in der Mitte
ausgehend(ohne die aktive Hand aufzustiitzen)

d. Die Spitze des Stiftes mit der rechten Hand fiir 10 Sek. iiber den Punkt (auf dem
Blatt links unten) halten, so nah wie méglich ohne dabei den Stift das Papier
bertihren zu lassen

e. Die Spitze des Stiftes mit der linken Hand fiir 10 Sek. {iber den Punkt (auf dem Blatt
links unten) halten, so nah wie méglich ohne dabei den Stift das Papier beriihren zu
lassen

f . Blatt fir Video hochhalten, jede Sektion einzelnd filmen

Teil IV:Prob. sitzt im Stuhl wie vorher
Kameraeinstellung: Oberkérper inkl. Kopf und obere Extremititen.

15. Arme /Hande ausstrecken in Supination, 5 Sek. mit geéffneten Augen

16. Arme /Hande ausstrecken in Pronation, 5 Sek. mit gedffneten Augen

17. Im Ellenbogen gebeugt die Arme/Hande ruhig vor dem Brustkorb halten, ohne dass sie sich
beriihren, 5 Sek. mit gedffneten Augen
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. Finger-Nase-Versuch: Pat. tippt mit seinem Finger auf seine Nase und danach auf den

-
=]

Finger des Untersuchers. Langsam genug um Genauigkeit erfassen zu kénnen, 5 mal pro
Hand

Teil V: Proband bleibt sitzen
Kameraeinstellung: Ganzkdrper-Einstellung inklusive Kopf und alle Extremitéten (Schuhe
und Socken ausziehen)

-

9. Finger-Tapping (Daumen und Zeigefinger) so groR und schnell wie maglich, 1omal fir jede
Hand

20. Komplettes Hand&ffnen und ~schiieBen beider Hande gleichzeitig und schnell, smal

21. FuB-Tapping (abwechselnd Ferse, Zehen, Ferse, Zehen etc.) in schneller Reihenfolge, 5mal je

Paar und Seite

Teil VI: Proband steht
Kameraeinstellung: Ganzkdrper-Einstellung inklusive Kopf und alle Extremitéten (es
diirfen keine anderen Personen durch das Bild laufen)

22. Frontalansicht 5 Sek.

23. 45° im Uhrzeigersinn drehen = Seitansicht (links) 5 Sek.
24. 45° im Uhrzeigersinn drehen = Riickansicht 5 Sek.

25. 45° im Uhzeigersinn drehen = Seitansicht (rechts) 5 Sek.

Teil VII: Proband geht
Kameraeinstellung: So, dass zehn Schritte erfasst werden, auf denen der Proband
komplett zu sehen ist, ohne dass die Kameraeinstellung verindert werden muss
26. Proband geht mindestens 10 Schritte von Kamera weg (Riickansicht) und 10 Schritte auf
Kamera zu (Frontalansicht)
27. Mindestens 10 Schritte auf Zehenspitzen von Kamera weg, dann mindestens 10 Schritte
Hackengang auf Kamera zu gehen
28. Seiltdnzergang/ Tandemgang mindestens 10 Schritte von Kamera weg, dann mindestens 10
Schritte auf Kamera zu

Teil VIII: (nur durchfiihren wenn zutreffend)
Kameraeinstellung: individuell anpassen
29. Fragen, ob irgendetwas getan werden kann, um die Schwere der Dystonie zu reduzieren
(sensorischer Trick), und demonstrieren lassen.
30. Falls der Proband eine Tatigkeits-spezifische Dystonie hat, die im oben genannten Protokoll
nicht erfasst wurde, wie beim Spielen eines Musikinstruments oder beim Kauen, bitte diese
dystonen Symptome aufnehmen wihrend der Proband solche Tétigkeiten ausfiihrt.

Teil IX: (nur durchfiihren falls der Proband einen Blepharospasmus hat)
Proband sitzt
Kameraeinstellung: nur Kopf und Schultern
31. In Ruhe, gedffnete Augen, fiir 2 Minuten (normal blinzeln lassen).

-3- Version 2 Date: 10-10-2017




142

A. Anhang

A.9. DysTract-Selbsteinschatzungsbodgen

!

Dystonia Translational Research and

T'n c ‘ Therapy Consortium

SELBSTRATINGS-SET

Dystonia registry + study database

Register ID

6. EQ-5D-3L

1. Quality of Life Scale (SF-36)

2. Hospital Anxiety Depression Scale (HADS)
3. Beck Depression Inventory Il (BDI Il)

4. Liebowitz Social Anxiety Scale (LSAS)

5. Patient Health Questionnaire 9 (PHQ9)

Version 1 Date: 11 January 2017
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SF-36
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2., erganzte und Uberarbeitete Auflage
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Name

Vorname
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Geburtsdatum Geschlecht

Testdatum
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Name, Vorname:

HADS-D

Geburtsdatum:

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Datum:

Sie werden von uns wegen kirperlicher Beschwerden untersucht und behandelt. Zur vollstindigen Beurteilung Ihrer vermu-
teten oder bereits bekannten Erkrankung bitten wir Sie im vorliegenden Fragebogen um einige persinliche Angaben. Man
weill heute, dass kdrperliche Krankheit und seelisches Befinden oft eng zusammenhiingen. Deshalb beziehen sich die Fragen

ausdriicklich auf Thre allgemeine und seclische Verfassung.

Die Beantwortung ist selbstverstindlich freiwillig. Wir bitten Sie jedoch, jede Frage zu beantworten, und zwar so, wie es [iir
Sie personlich in der letzten Woche am chesten zutraf. Machen Sie bitte nur ein Kreuz pro Frage und lassen Sie bitte keine
Frage aus! Uberlegen Sie bitte nicht lange, sondern wihlen Sie die Antwort aus, dic Ihnen auf Anhich am zutreffendsten
erscheint! Alle Thre Antworten unterliegen der drztlichen Schweigepflicht.

Ich fiithle mich angespannt oder iiberreizt.

[J meistens

0 oft

[ von Zeit zu Zeit/gelegentlich
[ iiberhaupt nicht

Ich kann mich heute noch so freuen wie friiher.

[ ganz genau so

O nicht ganz so sehr
[ nur noch ein wenig
[ kaum oder gar nicht

Mich iiberkommt eine éngstliche Vorahnung, dass
etwas Schreckliches passieren konnte.

O ja, sehr stark

[J ja. aber nicht allzu stark

[ etwas, aber es macht mir keine Sorgen

(] iiberhaupt nicht

Ich kann lachen und die lustige Seite der Dinge sehen.

0 ja, so viel wie immer

O nicht mehr ganz so viel
[ inzwischen viel weniger
[ iiberhaupt nicht

Mir gehen beunruhigende Gedanken durch den Kopf.

[ einen Gro&teil der Zeit

O verhiltnismaRig oft

[J von Zeit zu Zeit, aber nicht allzu oft
O nur gelegentlich/nie

Ich fiihle mich gliicklich.

[J iiberhaupt nicht
[0 selten

O manchmal

O meistens

Ich kann behaglich dasitzen und mich entspannen.

[J ja, natiirlich

O gewdhnlich schon
[J nicht oft

[ iiberhaupt nicht

Ich fiihle mich in meinen Aktivititen gebremst.

[0 fast immer

O sehr oft

1 manchmal

] {iberhaupt nicht

Ich habe manchmal ein dngstliches Gefiihl in der
Magengegend.

0J {iberhaupt nicht

O gelegentlich

1 ziemlich oft

1 sehr oft

Ich habe das Interesse an meiner duBeren Erscheinung
verloren.

[ ja, stimmt genau

[ ich kiimmere mich nicht so sehr darum, wie ich sollte
O moglicherweise kiimmere ich mich zu wenig darum
1 ich kiimmere mich so viel darum wie immer

Ich fiithle mich rastlos, muss immer in Bewegung sein.

[ ja. tatséchlich sehr
O ziemlich

{1 nicht sehr

[J tiberhaupt nicht

Ich blicke mit Freude in die Zukunft.

(] ja, sehr

[J eher weniger als frither
[ viel weniger als friiher
[J kaum bis gar nicht

Mich iiberkommt pldtzlich ein panikartiger Zustand,

[ ja, tatséchlich sehr oft
O ziemlich oft

[J nicht sehr oft

[J iiberhaupt nicht

Ich kann mich an einem guten Buch, einer Radio-
oder Fernsehsendung erfreuen.

O oft

O manchmal

O eher selten

O sehr selten

Bestellnummer 03 069 03

Scandinavica, 67, 361-70, copyright © Munksgaard International Publishers Ltd, Copenhagen, 1983. This edition first
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Fragebogen

Name

Alter

Geschlecht
m/w

Datum

Anleitung: Dieser Fragebogen enthdlt 21 Gruppen von Aussagen. Bitte lesen Sie jede dieser Gruppen von
Aussagen sorgfaltig durch und suchen Sie sich dann in jeder Gruppe eine Aussage heraus, die am besten
beschreibt, wie Sie sich in den letzten zwei Wochen, einschlielich heute, gefiihlt haben. Kreuzen Sie die Zahl
neben der Aussage an, die Sie sich herausgesucht haben (0, 1, 2 oder 3). Falls in einer Gruppe mehrere Aussagen
gleichermaflen auf Sie zutreffen, kreuzen Sie die Aussage mit der htheren Zahl an. Achten Sie bitte darauf, dass
Sie in jeder Gruppe nicht mehr als eine Aussage ankreuzen, das gilt auch fiir Gruppe 16 (Verdnderungen der
Schlafgewohnheiten) oder Gruppe 18 (Verdnderungen des Appetits).

© 2010 Pearson Assessment & Information GmbH, Frankfurt/M.

1.) Traurigkeit 6.) Bestrafungsgefiihle
0 Ich bin nicht traurig. 0 Ich habe nicht das Geflhl, fir etwas
1 Ich bin oft traurig. bestraft zu sein.
2 Ich bin sténdig traurig. 1 Ich habe das Geflihl, vielleicht bestraft
3 Ich bin so traurig oder ungliicklich, dass zu werden.
ich es nicht aushalte. 2 Ich erwarte, bestraft zu werden.
-------------------------------------------- 3 Ich habe das Gefihl, bestraft zu sein.
2.) Pessimismus =00 | |smmmmmmmmmmommmmmmeemmeeeeeeeoeeeooeeeo
0 Ich sehe nicht mutlos in die Zukunft. 7.) Selbstablehnung
1 Ich sehe mutloser in die Zukunft als 0 Ich halte von mir genauso viel wie
sonst. immer.
2 Ich bin mutlos und erwarte nicht, dass 1 Ich habe Vertrauen in mich verloren.
meine Situation besser wird. 2 Ich bin von mir enttduscht.
3 Ich glaube, dass meine Zukunft 3 Ich lehne mich vollig ab.
hoffnungslos ist und nur noch schlechter | | ~  ========mmmmsommsssossssssssssmssssossooos
wird. 8.) Selbstvorwiirfe
-------------------------------------------- 0 Ich kritisiere oder tadle mich nicht mehr
3.) Versagensgefiihie als sonst.
0 Ich fithle mich nicht als Versager. 1 Ich bin mir gegeniiber kritischer
1 Ich habe haufiger Versagensgefiihle. als sonst.
2 Wenn ich zuriickblicke, sehe ich eine 2 Ich kritisiere mich fiir all meine
Menge Fehlschlage. Mangel.
3 Ich habe das Gefiihl, als Mensch ein 3 Ich gebe mir die Schuld fir alles
volliger Versager zu sein. Schlimme, was passiert.
4.) Verlust von Freude 9.) Selbstmordgedanken
0 Ich kann die Dinge genauso gut 0 Ich denke nicht daran, mir etwas
genieBen wie friiher. anzutun.
1 Ich kann die Dinge nicht mehr so 1 Ich denke manchmal an Selbstmord,
genieBen wie friiher. aber ich wiirde es nicht tun.
2 Dinge, die mir friher Freude gemacht 2 Ich mochte mich am liebsten umbringen.
haben, kann ich kaum mehr genieBen. 3 Ich wiirde mich umbringen, wenn ich
3 Dinge, die mir friiher Freude gemacht die Gelegenheit dazu hatte.
haben, kann ich Gberhaupt nicht mehr | | ~  ~7777=-mmrmmmommmmmmommmmmmommomomommnnees
genieBen. 10.) Weinen
""""""""""""""""""""""" 0 Ich weine nicht ofter als friher.
5.) Schuldgefiihle 1 Ich weine jetzt mehr als friher.
0 Ich habe keine besonderen Schuldgefiihle. 2 Ich weine beim geringsten Anlass.
1 Ich habe oft Schuldgefiihle wegen Dingen, 3 Ich mochte gern weinen, aber ich
die ich getan habe oder hatte tun sollen. kann nicht.
2 Ich habe die meiste Zeit Schuldgefiihle.
3 Ich habe standig Schuldgefiihle.
|Summe Seite 1:
PEARSON @PsychCorp
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11.) Unruhe 17.) Reizbarkeit

0 Ich bin nicht unruhiger als sonst. 0 Ich bin nicht reizbarer als sonst.

1 Ich bin unruhiger als sonst. 1 Ich bin reizbarer als sonst.

2 Ich bin so unruhig, dass es 2 Ich bin viel reizbarer als sonst.
mir schwerfallt, still zu sitzen. 3 Ich fiihle mich dauernd gereizt.

3 Ich bin so unruhig, dass ich mich | | semmmmmm i
standig bewegen oder etwas tun muss. 18.) Verdanderungen des Appetits
""""""""""""""""""""""" 0 Mein Appetit hat sich nicht verandert.

12.) Interessenverlust 1a Mein Appetit ist etwas schlechter als

0 Ich habe das Interesse an anderen sonst.

Menschen oder an Tatigkeiten nicht 1b Mein Appetit ist etwas groBer als sonst.
verloren. 2a Mein Appetit ist viel schlechter als

1 Ich habe weniger Interesse an anderen sonst.

Menschen oder an Dingen als sonst. 2b Mein Appetit ist viel groBer als sonst.

2 Ich habe das Interesse an anderen 3a Ich habe Uberhaupt keinen Appetit.
Menschen oder Dingen zum groBten 3b Ich habe standig HeiBhunger.

Teil verloren. || mmmmmmmmmmmm e

3 Es fallt mir schwer, mich Gberhaupt fur 19.) Konzentrationsschwierigkeiten
irgend etwas zu interessieren. 0 Ich kann mich so gut konzentrieren wie

""""""""""""""""""" immer.
13.) Entschlussunfihigkeit 1 Ich kann mich nicht mehr so gut

0 Ich bin so entschlussfreudig wie immer. konzentrieren wie sonst.

1 Es fallt mir schwerer als sonst, 2 Es féllt mir schwer, mich ldngere Zeit auf
Entscheidungen zu treffen. irgend etwas zu konzentrieren.

2 Es féallt mir sehr viel schwerer als sonst, 3 Ich kann mich tberhaupt nicht mehr
Entscheidungen zu treffen. konzentrieren.

3 Ich habe Mlhe, Uberhaupt | | = =mmmmmmmemmmmeme e
Entscheidungen zu treffen. 20.) Ermiidung oder Erschopfung
""""""""""""""""""""""" 0 Ich fiuhle mich nicht mider oder

14.) Wertlosigkeit erschopfter als sonst.

0 Ich fihle mich nicht wertlos. 1 Ich werde schneller mide oder erschdpft

1 Ich halte mich fir weniger wertvoll und als sonst.
nitzlich als sonst. 2 Fur viele Dinge, die ich Ublicherweise

2 Verglichen mit anderen Menschen fiihle tue, bin ich zu mide oder erschopft.
ich mich viel weniger wert. 3 Ich bin so mide oder erschopft, dass ich

3 Ich fuhle mich vollig wertlos. ) fast nichts mehr tun kann.

15.) Energieverlust 21.) Verlust an sexuellem Interesse

0 Ich habe so viel Energie wie immer. 0 Mein Interesse an Sexualitét hat sich in

1 Ich habe weniger Energie als sonst. letzter Zeit nicht verandert.

2 Ich habe so wenig Energie, dass ich 1 Ich interessiere mich weniger flr
kaum noch etwas schaffe. Sexualitat als friher.

3 Ich habe keine Energie mehr, um 2 Ich interessiere mich jetzt viel weniger
Uberhaupt noch etwas zu tun. fir Sexualitat.
———————————————————————————————————————————— 3 Ich habe das Interesse an Sexualitat

16.) Veranderungen der vollig verloren.
Schlafgewohnheiten

0 Meine Schlafgewohnheiten haben sich
nicht verandert.

1a Ich schlafe etwas mehr als sonst

1b Ich schlafe etwas weniger als sonst.

2a Ich schlafe viel mehr als sonst.

2b Ich schlafe viel weniger als sonst. Sunne Soite 20

3a Ich schlafe fast den ganzen Tag.

3b Ich wache 1-2 Stunden friher auf als
gewdhnlich und kann dann nicht mehr Ubertrag Seite 1: | [Gesamt Seite 1+2:
einschlafen.




SOPHOS

Fremdbeurteilungsbogen LSAS

Name: Alter: Testdatum:
Angst Vermeidung
.i.? E’if
SE.EcE
2% 5§ 9%
33 %5 23335888
1. In der Offentlichkeit telefonieren. o tlee ] 8 o[1]2]3
2. An kleinen Gruppen teilnehmen. ol 102l o[1]2]s
3. An éffentlichen Platzen essen. o[1]2]s o[1]2]s

4. Mit anderen Personen an offentlichen Platzen nnn

trinken.

=
B

5. Mit Autoritatspersonen sprechen.

o
=
N
o

[o]
B
n
|
24

. Vor Zuhodrern oder Zuschauern etwas tun,

auftreten oder eine Rede halten.

=]
H
5

[o]1]2T3]
7. Eine Party besuchen. 1] 2] 3 o[1]2]3
8. Von anderen beim Arbeiten beobachtet werden. SRS o[1]2]8]
9. Von anderen beim Schreiben beobachtet werden. {of] Do B ] 0]1[2]3
10. Jemanden anrufen, den Sie nicht gut kennen. 041840 oj1]2]|8
11. Mit Personen reden, die Sie nicht gut kennen. 0l 28 0% 2.8
12. Fremden begegnen. ol 2] o] REREE
13. In einer offentlichen Toilette ein Urinbecken —
1 {1218
Gy [o]1]2]3] [o]1]2]:
14. Einen Raum betreten, in dem bereits andere
; 3 1 e
Rehiis s [o]*]2]3] [oT1]2]3]
15. Im Mittelpunkt der Aufmerksamkeit stehen. 050 |TRTe o) 0 -
16. Sich bei einer Besprechung duBern. R EEE [o]1]2]s
17. Eine Prifung ablegen. (o e o 0|1]2]|3
18. Eine andere oder gegenteilige Meinung gegen- ] 3 T2
(iber Personen duBern, die Sie nicht gut kennen. n-n- n--
19. Personen, die Sie nicht gut kennen, in die Augen
) s ]
iy [of+]23] [of1]2]3]
20. Einer Gruppe Bericht erstatten. R o let]ie s
21. Mit einer Person flirten. (o3 e 04128
22. Bereits gekaufte Ware in einem Geschéft 11203 T273
zuriickgeben. ﬂ--- n---
23, Eine Party geben. o fol1]2]sl
24, Einem aufdringlichen Verkaufer widerstehen. (o3 i [oT1T2

Furcht/Angst- DD
Gesamt:

‘ 3]
Vermeidung- D D
Gesamt:

LSAS-Gesamt: DDD

©® Hogrefe Verlag GmbH & Co. KG, Géttingen + Nachdruck und jegliche Art der Vervielféltigung verboten - Best.-Nr. 01 318 03




Gesundheitsfragebogen fir Patienten (Kurzform PHQ-D

Dieser Fragebogen ist ein wichtiges Hilfsmittel, um lhnen die bestmdgliche Behandlung zukommen zu lassen. lhre
Antworten kénnen lhrem Arzt helfen, Ihre Beschwerden besser zu verstehen. Bitte beantworten Sie jede Frage, so gut
Sie kénnen. Uberspringen Sie Fragen bitte nur, wenn Sie dazu aufgefordert werden.

Name: Alter: Geschlecht: weiblich: mannlich: Datum:____
Wie oft fiihlten Sie sich im Verlauf der letzten 2 Wochen Uber- An An mehr Beinahe
durch die folgenden Beschwerden beeintréchtigt? haupt einzelnen als der jeden
nicht Tagen Halfte der Tag
Tage
a Wenig Interesse oder Freude an lhren Tétigkeiten
b. Niedergeschlagenheit, Schwermut oder Hoffnungslosigkeit
c. Schwierigkeiten, ein- oder durchzuschlafen, oder vermehrter
Schlaf

d. Mudigkeit oder Gefiihl, keine Energie zu haben

e. Verminderter Appetit oder tberméRiges Bedirfnis zu essen

L Schlechte Meinung von sich selbst; Geflihl, ein Versager zu
sein oder die Familie enttduscht zu haben

g. Schwierigkeiten, sich auf etwas zu konzentrieren, z. B.
Zeitungslesen oder Fernsehen

h. Waren Ihre Bewegungen oder Ihre Sprache so verlangsamt,
dass es auch anderen auffallen wiirde? Oder waren Sie im
Gegenteil "zappelig" oder ruhelos und hatten durch einen
starkeren Bewegungsdrang als sonst?

i Gedanken, dass Sie lieber tot wéaren oder sich Leid zufiigen
méchten?

Wenn eines oder mehrere der in diesem Fragebogen beschriebenen Probleme bei Ihnen vorliegen,
geben Sie bitte an, wie sehr diese Probleme es Ihnen erschwert haben, lhre Arbeit zu tun, lhren
Haushalt zu regeln oder mit anderen Menschen zurecht zu kommen:

Uberhaupt nicht Etwas erschwert Relativ stark erschwert ~ Sehr stark erschwert
erschwert

KODIERUNG: May Dep Syn, wenn fiinf oder mehr Fragen 1a-i mit mindestens "an mehr als der Hilfte der Tage" beantwortet sind und Frage 1a
oder 1b darunter sind (1 auch mitzahlen, wenn es mit "an einzelnen Tagen" beantwortet ist). And Dep Syn, wenn zwei, drei oder vier der Fragen
1a-I mit mindestens "an mehr als der Hlfte der Tage" beantwortet sind und Frage 1a oder 1b darunter sind (1 i auch mitzéhlen, wenn es mit "an
einzelnen Tagen" beantwortet ist).
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Gesundheitsfragebogen
Deutsche Version flir Deutschland
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Bitte geben Sie an, welche Aussagen lhren heutigen Gesundheitszustand am besten
beschreiben, indem Sie ein Kreuz in ein Késtchen jeder Gruppe machen.

Beweglichkeit/Mobilitat

Ich habe keine Probleme herumzugehen (5 |
Ich habe einige Probleme herumzugehen |
Ich bin ans Bett gebunden 5
Fiir sich selbst sorgen

Ich habe keine Probleme, fiir mich selbst zu sorgen (% |
Ich habe einige Probleme, mich selbst zu waschen oder mich (% |
anzuziehen

Ich bin nicht in der Lage, mich selbst zu waschen oder ¥
anzuziehen

Alltagliche Tatigkeiten

(z. B. Arbeit, Studium, Hausarbeit, Familien- oder Freizeitaktivitéten)

Ich habe keine Probleme, meinen alltéglichen Tatigkeiten %]
nachzugehen

Ich habe einige Probleme, meinen alltdglichen Téatigkeiten ¥ |
nachzugehen

Ich bin nicht in der Lage, meinen alltdglichen Téatigkeiten L3
nachzugehen

Schmerzen/Korperliche Beschwerden

Ich habe keine Schmerzen oder Beschwerden (%]
Ich habe méaRige Schmerzen oder Beschwerden [ |
Ich habe extreme Schmerzen oder Beschwerden ¥
Angst/Niedergeschlagenheit 5 |
Ich bin nicht angstlich oder deprimiert ¥ |
Ich bin maRig angstlich oder deprimiert %]
Ich bin extrem &ngstlich oder deprimiert 7 |




Um Sie bei der Einschatzung, wie gut oder
wie schleicht Ihr Gesundheitszustand ist, zu
unterstlitzen, haben wir eine Skala
gezeichnet, ahnlich einem Thermometer.
Der best denkbare Gesundheitszustand ist
mit einer "100" gekennzeichnet, der
schlechteste mit "0".

Wir mdéchten Sie nun bitten, auf dieser
Skala zu kennzeichnen, wie gut oder
schlecht Ihrer Ansicht nach lhr persénlicher
Gesundheitszustand  heute ist.  Bitte
verbinden Sie dazu den untenstehenden
Kasten mit dem Punkt auf der Skala, der
Ihren heutigen Gesundheitszustand am
besten wiedergibt.

Best denkbarer
Gesundheitszustand

g e 2 & 8 3

]

cfrnf e aaf e eaganfntin|

{
{

= 8 a8

I I

schlechtester denkbarer
Gesundheitszustand
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