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Einleitung 1

1. Einleitung

Ataxie (griech.: dra&ia, wortlich Unordnung) ist definiert als Storung des Gleichgewichts
und der Koordination der Motorik. Sie kann in einer Dysfunktion des Cerebellums, des
Vestibularsystems, der Propriozeption sowie einer Kombination aus diesen begriindet
sein. Das Kleinhirn spielt eine wichtige Rolle im Prozess der Bewegungskoordination. Es
besitzt zahlreiche Afferenzen und Efferenzen zu anderen Teilen des zentralen und
peripheren Nervensystems, agiert als Zentrum der Integration sensorischer und
motorischer Informationen und dient der Feinabstimmung von Motorik jeglicher Art.

(Steiner & Diem, 2015)!
1.1 Ataxien

Cerebelldre Ataxien sind eine heterogene Gruppe neurologischer Erkrankungen
unterschiedlicher Atiologie und Pathogenese (s. Abbildung 1.1). Ihnen allen ist eine
Ataxie (Rumpf-, Extremititen- und/oder Gangataxie) als Leitsymptom gemeinsam
(Manto & Marmolino, 2009). Sie werden nach ihrer Atiologie in sporadische und
hereditire Ataxien eingeteilt. Die frithe Identifikation von behandelbaren Ausldsern und,
sobald diese ausgeschlossen sind, die effiziente und systematische Suche nach
genetischen Ursachen spielen eine grofle Rolle im Management der Ataxien (Shakkottai

& Fogel, 2013).

Sporadisch Hereditér
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. lowtsch Degenerativ dominant Autosomal- X-
HIIUROIORISE ILOCA Spinocerebellire rezessiv chromosomal
Vaskul.ar Multisystem- Ataxien (SCA) 2.B. Friedreich- z.B.FXTAS
Traumatisch atrophie (MSA) Episodische Ataxie Mitochondrial
(Para-) Ataxien (EA)
Neoplastisch
Vitaminmangel
& AN /L VAN J J

Abbildung 1.1 Einteilung der cerebelldren Ataxien, modifiziert nach (Manto & Marmolino, 2009;
Biirk, 2015)

ILOCA: idiopathische degenerative Ataxien, FXTAS: Fragiles-X-Tremor-Ataxie-Syndrom

!'In den folgenden zwei Kapiteln (1. Einleitung und 2. Material und Methoden) beziehen sich die am Ende
eines Absatzes nach dem Punkt stehenden Literaturangaben jeweils auf den gesamten vorherigen Absatz.
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1.1.1 Sporadische Ataxien

Die Gruppe der sporadischen Ataxien umfasst die erworbenen und degenerativen
Ataxien. Erworbene Ataxien konnen vielfdltige Ursachen haben (s. Abbildung 1.1). Die
alkoholinduzierte cerebellire Degeneration ist der haufigste Vertreter der toxisch
ausgelosten Ataxien und betrifft etwa ein Drittel aller Alkoholabhéingigen. Unter
Vitamin-B;-Substitution und Alkoholkarenz sind die Symptome teilweise reversibel.
Hypovitaminosen (v.a. Vitamin Bi, B12 und E) kénnen neben anderen Symptomen auch
Ataxien hervorrufen, welche sich unter Substitutionstherapie meist langsam
zuriickbilden. Losungsmittel, Schwermetalle und einige Medikamente wie Lithiumsalze,

Zytostatika und Antiepileptika sind weitere bekannte Ausloser. (Biirk, 2015)

Hamorrhagische und ischdmische Insulte, Traumata, cerebelldre Tumore und Metastasen
konnen die Kleinhirnfunktion beeintrachtigen. Neuroradiologische Diagnostik ist in
diesen Fillen wegweisend. Cerebellitiden, Abszesse und andere infektiose bzw.
parainfektidse Ursachen bediirfen ausfiihrlicher Liquordiagnostik. Die Paraneoplastische
cerebelldre Degeneration zdhlt zu den subakuten Ataxien immunologischer Genese. Sie
tritt meist im Rahmen eines kleinzelligen Bronchial-, Mamma-, und Ovarialkarzinoms
oder Lymphoms auf und kann dem Nachweis des Primédrtumors vorausgehen. Kranielle

Bildgebung zeigt eine fortschreitende Kleinhirnatrophie. (Manto & Marmolino, 2009)

Die idiopathischen degenerativen Ataxien (ILOCA, idiopathic late onset cerebellar
ataxia), unter denen die cerebelldre Verlaufsform der Multisystematrophie die Haufigste
darstellt, sind Ausschlussdiagnosen, welche erst nach Testung auf erworbene und
genetische Ursachen gestellt werden sollten. Vermutlich liegt ein noch unbekannter

genetischer Defekt in vielen Féllen zugrunde. (Biirk, 2015; Shakkottai & Fogel, 2013)
1.1.2 Autosomal-dominante cerebellire Ataxien (ADCA)

Autosomal-dominante cerebelldre Ataxien (ADCA) bezeichnen eine heterogene Gruppe
neurodegenerativer Erkrankungen, deren aktuelle Klassifikation auf dem zugrunde
liegenden genetischen Defekt und typischem Krankheitsverlauf basiert. Zu dieser Gruppe
zahlen die spinocerebelliren Ataxien (SCA), die an spéiterer Stelle (s. Kapitel 1.2)

gesondert besprochen werden, und die episodischen Ataxien (EA).

Episodische Ataxien sind gekennzeichnet durch wiederholte, anfallartige Koordinations-

storungen mit eindeutigem Beginn und Ende der Symptomatik. Die Dauer der Attacken
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reicht je nach Subtyp von Minuten iiber Stunden bis zu Tagen. Neben Rumpf-,
Extremititen- und Gangataxie konne weitere Symptome wie Dysarthrie (motorische
Sprachstorung), Tremor und Nystagmus auftreten. Ausloser sind meist physischer oder
emotionaler Stress sowie korperliche Aktivitdt. Einige Patienten entwickeln v.a. im

Spétstadium zusétzlich eine progressive Ataxie. (Choi & Choi, 2016)

Die Subtypen EA1 und EA2 wurden als einzige in mehreren Familien unterschiedlicher
Ethnizitit beschrieben. Auslosend sind Mutationen in Ionenkandlen. Bei EA1 ist der
spannungsabhéngige Kaliumkanal Subtyp 1 durch Mutationen im KCNA /-Gen veréndert.
EA2 betrifft das CACNAIA-Gen und einen spannungsabhingigen Calciumkanal.
Mutationen in letzterem sind zugleich verantwortlich fiir SCA6. (Choi & Choi, 2016)

1.1.3 Autosomal-rezessive cerebellire Ataxien (ARCA)

Autosomal-rezessive cerebellidre Ataxien (ARCA) betreffen das zentrale und periphere
Nervensystem sowie in einigen Féllen andere Systeme und Organe. Gemeinsames
Merkmal vieler ARCA ist der frithe Krankheitsbeginn (< 20. Lebensjahr). Sie lassen sich
in vier Hauptgruppen unterteilen: degenerative, kongenitale, metabolische Ataxien und

solche mit DNA-Reparaturdefekten. (Manto & Marmolino, 2009)

Bis heute (Stand Oktober 2020) sind ca. 60 primdr rezessive Ataxien bekannt
(Erkrankungen mit vorherrschender cerebelldrer Symptomatik) (Beaudin, et al., 2019).
Die Priavalenz aller ARCA liegt bei ca. 3,3/100.000, mit Friedreich-Ataxie als hdufigsten
Vertreter, gefolgt von Ataxia teleangiectatica und den Ataxien mit okulomotorischer

Apraxie (Ruano, et al., 2014).

Friedreich-Ataxie (FRDA) kennzeichnet eine progressive Ataxie, Dysarthrie und Verlust
der Muskelsehnenreflexe, Propriozeption und Oberflichensensibilitit. Extra-
neurologische Symptome sind Kardiomyopathie, Diabetes mellitus und eine
Kyphoskoliose. FRDA wird durch einen intronischen GAA-Triplett-Repeat des FXN-
Gens auf Chromosom 9 verursacht. Ca. 2-4 % der Patienten? sind compound heterozygot
mit einer Punktmutation oder Deletion auf dem zweiten Allel. Die expandierten GAA-
Repeats bilden Triplehelices aus, welche inhibierend auf die Transkription des FXN-Gens

wirken. Es kommt zu reduzierten Leveln von Frataxin, einem kerncodierten

2 Allein aus Griinden der besseren Lesbarkeit wurde im Text die ménnliche Form gewihlt. Die Inhalte
beziehen sich gleichermaBen auf beide Geschlechter. Ausnahmen sind gesondert gekennzeichnet.
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mitochondrialen Protein, beteiligt am Eisenstoffwechsel und der Atmungskette.
(Campuzano, et al., 1996; Koeppen & Mazurkiewicz, 2013)

Ataxia teleangiectatica (Louis-Bar-Syndrom) ist die hdufigste ARCA bei Kindern unter
fiinf Jahren. Das klinische Bild ist geprigt von progressiver Ataxie, okulomotorischen
Storungen und okulokutanen Teleangiektasien (kleine GefiaBBerweiterungen im Gesicht
und an den Konjunktiven). Das Louis-Bar-Syndrom ist assoziiert mit Immundefizienz,
Intoleranz gegeniiber ionisierender Strahlung und erhohtem Risiko fiir maligne
Erkrankungen, v.a. Leukdmien und Lymphome. Ursdchlich sind Mutationen im A7M-
Gen, welches fiir die Serin/Threonin-Proteinkinase ATM codiert, ein Enzym, das an der
Reparatur von Doppelstrangbriichen der DNA beteiligt ist. (Gatti & Perlman, 2016;
Manto & Marmolino, 2009)

Gemeinsame Merkmale der Ataxien mit okulomotorischer Apraxie (AOA) sind eine in
der Kindheit auftretende progressive cerebelldre Ataxie, gefolgt von der namensgebenden
okulomotorischen Apraxie. Dabei handelt es sich um eine Storung der zielgerichteten
Blickmotorik. Betroffene konnen Objekte nicht adidquat fixieren, sondern bewegen den
Kopf zuerst ruckartig in die verlangte Richtung; anschlieBend folgen die Augen der
Kopfbewegung und das Objekt kann betrachtet werden. Oft geht dieser Zustand in eine
externe Ophthalmoplegie (dulere Augenmuskelldhmung) tiber. AOA1 und AOA2 sind
die haufigsten Vertreter und wurden in mehreren Familien berichtet. In beiden Féllen sind
Gene betroffen, welche fiir Proteine codieren, die am DNA- bzw. RNA-Metabolismus

beteiligt sind. (Coutinho & Barbot, 2015; Moreira & Koenig, 2018)

Homozygote pathogene Missense-Varianten im STUBI-Gen, welches fiir CHIP (eine
Ubiquitin-Ligase) codiert, wurden als ursédchlich fiir SCAR16 identifiziert (Shi, et al.,
2013; Synofzik, et al., 2014). Bei SCAR16 handelt es sich um eine ARCA mit variablem
Auftreten von Pyramidenbahnzeichen und kognitiver Beeintrachtigung. Im gleichen Gen
wurde bei einer spanischen Familie mit Ataxie und kognitiv-affektiven Symptomen eine
dominante Frameshift-Variante nachgewiesen und als SCA48 definiert (s. Tabelle 1.1,
S. 8) (Genis, et al., 2018). Varianten autosomal-dominanter (SCA48) und -rezessiver

(SCARI16) Natur des STUBI-Gens konnen folglich zu cerebelldrer Ataxie fithren.

Fiir ARCA existiert bisher keine spezifische Therapie. Ausnahmen bilden das Refsum-
Syndrom, die zu den Leukodystrophien zdhlende Cerebrotendindse Xanthomatose, die
Coenzym-Qio-Mangel-Ataxie und die Ataxie mit Vitamin-E-Mangel (Bird, 2019).

Diesen metabolischen Ataxien kann vorgebeugt, sie behandelt oder ihre Progression
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aufgehalten werden. Ataxie mit Vitamin-E-Mangel dhnelt klinisch der Friedreich-Ataxie,
jedoch tritt ein isolierter Vitamin-E-Mangel auf. Ausldser sind Veranderungen im 77PA-
Gen und o-Tocopherol-Transportprotein, das am intrazelluliren Vitamin-E-Transport

beteiligt ist. Therapie der Wahl ist die orale Gabe von Vitamin E. (Schuelke, 2016)
1.1.4 X-Chromosomale und mitochondriale Ataxien

Die Gruppe der X-chromosomal und mitochondrial vererbten Ataxien ist klein. Das
Fragile-X-Tremor-Ataxie-Syndrom (FXTAS) ist darunter der haufigste Vertreter.
Urséchlich sind CGG-Triplett-Repeats im 5’-untranslatierten Bereich des FMRI-Gens,
die vermutlich zu einer RNA-basierten Zytotoxizitidt auf Neurone fiihren. Bei einer
Anzahl von 50-200 Wiederholungen entwickeln iiber 33 % der ménnlichen und 10 % der
weiblichen Mutationstrager Symptome im Erwachsenenalter. Betroffene bilden neben
progressiver Gangataxie und Intentionstremor auch periphere Neuropathie, autonome

Dysfunktion und kognitive Beeintrichtigungen aus. (Zanni & Bertini, 2011)

Bei Mitochondriopathien handelt es sich um Erkrankungen mit gestortem
mitochondrialem Metabolismus, wobei hauptsidchlich die oxidative Phosphorylierung
(Atmungskette) beeintrachtigt ist. Sowohl das ringférmige mitochondriale Genom als
auch das Kerngenom spielen eine Rolle in der Krankheitsentstehung. Mutationen in
beiden Systemen konnen zu Syndromen mit unterschiedlichem klinischem Bild und
Organbeteiligung fiihren. Hiufig tritt eine neurologische und myopathische Symptomatik
auf. Mitochondriale Erkrankungen, denen eine progressive Ataxie gemeinsam ist, sind
das MERRF- (myoclonic epilepsy with ragged red fibers), NARP- (neuropathy, ataxia
and retinitis pigmentosa) und das Kearns-Sayre-Syndrom. (Chinnery, 2014; Bird, 2019)

Das im Kindesalter auftretende NARP-Syndrom sowie das fulminant verlaufende im
Kleinkindalter auftretende Leigh-Syndrom werden durch Varianten im mitochondrialen
MT-ATP6-Gen, welches flir die Untereinheit 6 der ATP-Synthase codiert, ausgeldst
(Thorburn, et al., 2017). Es wurden zusitzlich Fille eines im Erwachsenenalter
beginnenden spinocerebellir-ataktischen Syndrom assoziiert mit Missense-Varianten in
MT-ATP6 beschrieben (Pfeffer, et al., 2012). Mitochondriale Varianten stellen eine

Differentialdiagnose auch bei adulter cerebelldrer Ataxie dar.
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1.2 Spinocerebellire Ataxien

Spinocerebelldre Ataxien (SCA) sind eine breite und heterogene Gruppe autosomal-
dominant vererbter neurodegenerativer Erkrankungen, denen allen eine progressive
Ataxie und Kleinhirndegeneration gemeinsam ist. Neben dem Cerebellum sind oft
weitere Teile des zentralen Nervensystems (ZNS), wie das Spinalmark und der
Hirnstamm involviert (daher die Bezeichnung ,,spinocerebelldr®) (Paulson, 2009). Sie

machen den groBten Anteil der autosomal-dominanten cerebellédren Ataxien (ADCA) aus.
1.2.1 Epidemiologie und Klassifikation der SCA

Die Privalenz aller ADCA in wird auf 0-5,6/100.000 (im Durchschnitt 2,7/10°) geschétzt
(Ruano, et al., 2014). SCA3 tritt weltweit am hiufigsten auf (s. Abbildung 1.2). Uber die
Hilfte aller SCA verteilen sich auf die durch Triplett-Repeats verursachten SCA1-3,
SCA6und SCA7. Es existieren grof3e regionale Unterschiede, die sich auf Griindereffekte
zurlickfithren lassen. SCA3 erreicht mit 89 % die hochste relative Héufigkeit in der
brasilianischen Bevdlkerung (Ruano, et al., 2014). In Deutschland macht sie etwa 40 %
der Ataxie-Familien aus (Schdls, et al., 1997). Auf Kuba stellt SCA2 mit 87% den groBten
Anteil der SCA-Patienten dar (Velazquez Pérez, et al., 2009).

= SCAl
6% = SCA2

’. 15%
= gseltene SCAs
SCAS

« SCA7 = SCAG6
3% 5% 15%

= ynbekannt
34%

SCA3
21%

Abbildung 1.2 Globale Haufigkeit der SCA-Subtypen, nach (Bird, 2019)

Darstellung der prozentualen Haufigkeit der verschiedenen SCA-Subtypen in der Gesamtbevdlkerung. In
die Gruppe der seltenen SCA zdhlen u.a. SCA10, SCA12, SCA14, SCA17 und DRPLA.

Bevor eine einheitliche Klassifikation der hereditiren Ataxien existierte, wurden die
Erkrankungen oft nach dem Erstbeschreiber benannt (z.B. Friedreich-Ataxie). Eine erste
Einordnung der SCA erfolgte Anfang des 20. Jh. nach dem Muster der Hirndegeneration.
Man unterschied zwischen olivopontocerebelldrer, spinopontiner oder rein kortikaler

cerebelldrer Atrophie. Diese neuropathologische Einteilung erwies sich als nicht
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zielfithrend, da die betroffenen Hirnregionen zwischen den Erkrankten innerhalb eines
Subtyps und selbst innerhalb einer Familie variierten und eine pathologische

Untersuchung nur post mortem moglich war. (Paulson, 2009)

Die im Jahr 1982 durch Harding eingefiihrte Klassifikation basierte auf der Symptomatik.
Es wurde in vier klinische Typen nach dem Leitsymptom eingeteilt (Harding, 1982):

= ADCA Typl: Ataxie mit Ophthalmoplegie, Optikusatrophie, Demenz,
extrapyramidalen Stérungen und Muskelatrophie

= ADCA Typ 2: Ataxie mit Retinopathie, es konnen Ophthalmoplegie, Demenz
oder extrapyramidale Stérungen auftreten

= ADCA Typ 3: rein cerebelldre Ataxie mit Beginn > 60. Lebensjahr

= ADCA Typ 4: Ataxie mit Myoklonien und Taubheit

Durch den Fortschritt der molekulargenetischen Methodik und der Identifikation vieler
bisher unbekannter hereditirer Ataxien wurde auch diese Klassifikation abgeldst durch
die heutige, auf dem Genotyp basierende Einteilung (Riib, et al., 2013). SCA werden
chronologisch nach der Erstbeschreibung des Locus nummeriert und erstrecken sich
aktuell bis SCA48 (OMIM, 2020). Einige neu beschriebene Subtypen und die ebenfalls
dominant vererbte Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA) wurden noch nicht

in die fortlaufende Benennung aufgenommen (s. Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1 Ubersicht der spinocerebelliren Ataxien

Name Genlocus | Gen Protein Mutation
SCAI 6p22.3 ATXNI Ataxin-1 (CAG)n
SCA2 12q24 ATXN2 Ataxin-2 (CAG)n
SCA3 14q32. ATXN3 Ataxin-3 (MJDI) (CAG)n
SCA4 16g22.1 unbekannt
SCAS 11q13 SPTBN2 | B-III-Spektrin glM’ in-frame
SCA6 19p13 CACNAIA | o-1A UE des Calciumkanals P/Q (CAG)n
SCA7 3pl4 ATXN7 Ataxin-7 (CAG)n
ATXNS/ Ataxin-8
A 13g21 ’
SCAS 39 ATXNSOS | -Gegenstrang (CUG/CAG)n
SCA10 22ql13 ATXNI10 Ataxin-10 .(ATTCT)H
intronisch

SCAI1 15ql15 TTBK?2 Tau Tubulin Kinase 2 D,I,FS

. (CAG)n
SCAI12 5q32 PPP2R2B | UE B der Protein-Phosphatase 2 5 UTR

Spannungsabh. Kaliumkanal

SCAL3 19q13 KENG3 | g bfamilie C3 (Kv3.3) MM
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Name Genlocus | Gen Protein Mutation
SCA14 19q13 PRKCG Serin/Threonin Proteinkinase Cy MM, D, SM.
SCA15/16 3p26 ITPRI Inositol 1,4,5-Triphophatrezeptor 1 | D
SCA17 6q27 TBP TATA-Box-Bindungs-Protein (CAG)n
Interferon-bezogener
SCAIS 7931-932 TFRDI Entwicklungsregulator 1 MM
Spannungsabh. Kaliumkanal
SCA19/22 1pl3 KCND3 Subfamilie D3 (Kv4.3) MM, D
SCA20 11q12 12 duplizierte Gene (260 kb) Duplikation
SCA21 1p36.33 TMEM240 | Transmembranprotein 240 MM,
Nonsense
SCA23 20p13 PDYN Prodynorphin MM
SCA25 2p21-p13 SCA25 unbekannt unbekannt
SCA26 19p13.3 EEF? Eukaryotlscher Elongationsfaktor-2 MM
der Translation
SCA27 13933 FGF14 Fibroblasten Wachstumsfaktor 14 MM, D
Katalytische UE der mitoch. AAA-
SCA28 18pl1 AFG3L2 Protease (ATPase) MM
SCA29 3p26 ITPRI Inositol 1,4,5-Triphosphatrezeptor 1 | MM
SCA30 4q34.3-g35.1 unbekannt
Brain-Expressed, assoziiert mit (TGGAA)Nn
SCA3L 1621 BEAN NEDD4 (Ubiquitin-Ligase) intronisch
SCA32 7q32-q33 unbekannt
SCA34 6q14.1 ELOVL4 Fettsiure-Elongase 4 MM
SCA35 20p13 TGM6 Transglutaminase 6 MM
SCA36 20p13 NOP56 | Kernprotein 56 (Ribonukleoprotein) | (GGCCTN
intronisch
SCA37 1p32 DABI DAB Adapter Protein 1 (ATTTC)n
intronisch
SCA38 6pl2.1 ELOVLS Fettsdure-Elongase 5 MM
14q32.11- Coiled-Coil-Domain-Containing
SCA40 q32.12 CCDCSsC Protein 88C MM
Transienter Rezeptorpotential-
SCA4 4927 TRPC3 Kationenkanal Subtyp C3 MM
SCA42 17q2133 | cacnaig | %16 UE des spannungsabh. MM
Calciumkanals
SCA43 3q25 MME Membran-Metalloendopeptidase MM
SCA44 6q24.3 GRM1 Metabotroper Glutamatrezeptor 1 MM
SCAA45 5q33.1 FAT2 FAT-atypisches Cadherin 2 MM
SCA46 19q13.2 PLD3 Phospholipase D3 MM
SCA47 1p35 PUMI Pumilio RNA-Bindungsprotein 1 MM
SCA48 16p133 | STUBI STIPI homology and U-box D, FS, MM
containing Protein 1
DRPLA 12p13 ATNI Atrophin-1 (CAG)n

SCA34 hervorgehoben. D: Deletion, FS: Frameshift, I: Insertion, kb: Kilobasen, MM: Missense-Mutation,
SM: Splice-Mutation, UE: Untereinheit, UTR: untranslatierte Region, modifiziert nach (Matilla-Duefias, et
al., 2014; Kim & Cho, 2015; Sun, et al., 2016; Bird, 2019; OMIM, 2020)



Einleitung 9

1.2.2 Klinik der SCA

Die Erkrankungsgruppe der SCA kennzeichnet ein heterogener Phinotyp. Das klinische
Bild wvariiert oft stark innerhalb und zwischen den einzelnen Subtypen. Der
Erkrankungsbeginn ist meist in der dritten bis vierten Lebensdekade, kann sich jedoch

von der Kindheit bis ins hohe Alter ereignen (Durr, 2010).

Einige SCA lassen sich als rein cerebelldr beschreiben (z.B. SCA5—6 und SCA31 (Sun,
et al., 2016)); dabei sind alle Symptome auf eine Storung der cerebelldren Regulation von
Motorik und Gleichgewicht zuriickzuftihren. Der Koordinationsverlust von
Muskelbewegungen duflert sich in Rumpf-, Extremitdten- und Gangataxie. Oft ist eine
schleichend einsetzende Gangunsicherheit das erste Symptom. Weitere cerebelldre
Manifestationen sind Dysarthrie, Muskelhypotonie und eingeschriankte Grob- und/oder
Feinmotorik. Die schnelle Ausfiihrung antagonistischer Bewegungen fillt zunehmend
schwer (Dysdiadochokinese). Auerdem kann es in Folge der Kleinhirndegeneration zu
Dysmetrie (iiberschieende/verminderte Zielbewegungen), Intentionstremor und
Rebound-Phinomenen kommen. Okulomotorische Storungen, wie Nystagmus, Sakkaden
und Diplopie treten hdufig auf. Die rein cerebellire Verlaufsform fiihrt bei den
Betroffenen oft im Verlauf zu einer Rollstuhlpflicht, ist jedoch mit einer normalen

Lebenserwartung vereinbar. (Biirk, 2015; Paulson, 2009; Steiner & Diem, 2015)

Bei vielen SCA (v.a. Polyglutamin-SCA, s.u.) kommt es zur Ausprigung zusétzlicher
neurologischer Symptome wie Parkinsonismus (SCA2-3, SCAS8, SCA17), Chorea
(SCA17), Epilepsie (SCA10, SCA17), periphere Neuropathie, pyramidale- und
extrapyramidale Symptome sowie Retinopathie (SCA7). Demenz und milde bis moderate

kognitive Beeintrachtigungen treten gelegentlich auf. (Paulson, 2009; Sun, et al., 2016)
1.2.3 Genetik und Pathophysiologie der SCA

Die Anzahl der Gene, deren Verdnderung zur Auspragung einer SCA fiihren, belduft sich
bis heute auf ca. 38 (Stand Oktober 2020, s. Tabelle 1.1) und wichst bestindig. Der
Erkrankungsgruppe liegen verschiedene Mutationsmechanismen und zahlreiche,
teilweise noch ungekliarte Pathomechanismen zugrunde. Die haufigsten SCA werden
durch codierende Triplett-Repeats ausgelost. Es handelt sich um Wiederholungen des

Codons CAG, welches fiir die Aminosidure Glutamin codiert. Aktuell sind sieben
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Polyglutamin-SCA bekannt: SCA1-3, SCA6-7, SCA17 und DRPLA (Sandford &
Burmeister, 2014).

Meist zeigen Polyglutamin-SCA eine diffuse neurologische Dysfunktion, die tiber das
Bild einer rein cerebelldren Ataxie hinausgeht, mit zunehmender Dauer an Komplexitit
gewinnt und die Lebenserwartung einschrinkt. Abhéngig vom betroffenen Gen wird die
Erkrankung tiber einer bestimmten Schwelle der Wiederholungen manifest, fiir SCA17
ist dies bspw. ab 41 bzw. 42 Glutamin-Codonen im TATA-Box-Bindungs-Protein-Gen
(TBP) mit einer reduzierten Penetranz und ab 49 Codonen mit vollstindiger Penetranz
der Fall (Nolte, et al., 2010; Toyoshima, et al., 2019). Die Repeatldnge korreliert invers
mit dem Ersterkrankungsalter, d.h. je mehr CAG-Wiederholungen, desto frither der
Krankheitsbeginn. Haufig geht mit steigender Repeatlédnge ein anderer Phéanotyp oder ein
schwererer Verlauf einher. Bei SCA7-Patienten nimmt bspw. die Privalenz des
Visusverlustes, der Ophthalmoplegie und des Babinski-Reflexes mit der Repeatlinge zu

(David, et al., 1998; Durr, 2010).

Der dynamische Charakter von Polyglutaminerkrankungen zeigt sich im Phdanomen der
Antizipation. Triplett-Repeats vererben sich instabil, d.h. mit steigender Anzahl auf die
nachfolgende Generation (Repeat-Expansion). Antizipation ist ausgepragt bei DRPLA
und SCA7, bei SCA6 wurde sie nicht beschrieben (Durr, 2010). Eine durchschnittliche
Antizipation von 12 CAG-Wiederholungen pro Generation findet sich bei SCA7; dies
entspricht einem fritheren Erkrankungsalter von 20 Jahren (Lebre & Brice, 2003).

Codierende CAG-Repeats resultieren in unphysiologisch langen und fehlgefalteten
Proteinen, die im Nukleus (SCA1, SCA3, SCA7 und SCA17) oder im Zytoplasma (SCA2
und SCA6) von Neuronen akkumulieren und durch einen toxischen Gain-of-function-
Mechanismus (Funktionsgewinn) schadigend auf die Zellfunktion wirken (Seidel, et al.,
2012; Sun, et al., 2016). In den Einschliissen finden sich zusitzlich weitere Proteine,
Ubiquitin, Chaperone und Transkriptionsfaktoren, was filir eine beeintrichtigte
Proteasom-Funktion (Proteinabbau), Proteinfaltung und Transkriptionsregulation spricht
(Matilla-Duenas, et al., 2014). Fiihrt die stattgehabte Mutation zum Funktionsverlust des
Proteins, spricht man von einem Loss-of-function-Mechanismus (Funktionsverlust).
Weitere bei Polyglutamin-SCA beschriebene Pathomechanismen sind die Dysregulation
der Calcium-Homoostase (u.a. SCA2 und SCA6), ein defekter Glutamat-Transport der
Zelle und mitochondriale Dysfunktion (u.a. SCA7) (Durr, 2010).
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Repeats in nicht-codierenden oder intronischen Bereichen eines Gens konnen ebenfalls
Ataxien auslosen und sind verantwortlich fiir SCA8 (CUG/CAG), SCA10 (ATTCT),
SCA12 (CAG), SCA31 (TGGAA), SCA36 (GGCCTG) und SCA37 (ATTTC) (Sandford
& Burmeister, 2014). Die Tri-, Penta- oder Hexanukleotid-Wiederholungen beeinflussen
die Expression und Zellfunktion negativ durch verschiedene Pathomechanismen, wie z.B.
RNA-gain-of-function (Akkumulation der messenger-RNA (mRNA) mit anderen
Proteinen; bei SCA10 (White, et al., 2010)) oder Repeat-assoziierte nicht-ATG-
vermittelten Translation (Translation in allen drei Leserastern ohne das Vorhandensein

eines reguldren ATG-Translationsstarts; bei SCAS8 (Zu, et al., 2011)).

Etliche kiirzlich beschriebene ADCA sind durch Punktmutationen verursacht. Einige
finden sich weltweit, anderen nur in einzelnen Familien (private Mutationen).
Korrelationen zwischen Genotyp und Phianotyp sind daher schwer herzustellen. Klinisch

sind rein cerebelldre Verlaufe haufiger. (Durr, 2010)

Dominante Mutationen kdnnen pathologisch sein durch Deletion des Gens, Zerstorung
von funktionellen Proteinresten (z.B. Bindungs- und Transmembrandoménen),
Haploinsuffizienz oder dem dominant-negativen Effekt (Sandford & Burmeister, 2014).
Von Haploinsuffizienz spricht man, wenn die Aktivitit des Wildtyp-Allels zur
Kompensation des mutierten Allels nicht ausreicht; unterdriickt oder stort stattdessen das
mutierte Genprodukt die Funktion des Wildtyp-Allels, wird dies als dominant-negativer
Effekt bezeichnet (Buselmaier & Tariverdian, 2007). SCA-Gene sind an vielen zelluldren
Funktionen und Signalwegen beteiligt. Sind das zelluldre Membranpotential und die
Signaltransduktion durch Mutationen in Ionenkanélen und Transportern gestort, resultiert
dies in Channelopathien. Ein Beispiel ist SCA13, die durch Missense-Mutationen im
KCNC3-Gen, welches fiir einen spannungsabhingigen Kaliumkanal codiert, ausgeldst
wird (Waters, et al., 2006; Nolte & Miiller, 2006). Neben Channelopathien (u.a. SCA13,
SCA19/22, SCA29, SCA41, SCA42) betreffen einige konventionelle Mutationen die
mitochondriale Funktion (SCA28, Ataxie des Erwachsenenalters (MT7-ATP6-Gen)), die
Tau-Phosphorylierung (SCA11), das Zytoskelett (SCAS), den Fettstoffwechsel (SCA34,
SCA38) und weitere, noch nicht ginzlich aufgekliarte Mechanismen (Durr, 2010; Matilla-
Dueiias, et al., 2014; Sun, et al., 2016).
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1.2.4 Diagnostik und Therapie der SCA

Erstes Symptom vieler SCA-Patienten ist meist eine Gangunsicherheit. Die weiteren
Symptome konnen durch sorgfiltige klinisch-neurologische Untersuchungen ermittelt
werden. Eine Differenzierung zwischen den verschiedenen Subtypen allein durch das
klinische Bild ist aufgrund der phénotypischen Heterogenitit jedoch nicht moglich.
Lediglich einige spezielle Untersuchungsbefunde konnen wegweisend sein. So findet
man bspw. bei allen von SCA7 betroffenen Patienten eine pathognomische Retinopathie,

die zur Erblindung fiihrt. (Paulson, 2009)

Verschiedene klinische Tests und Ratingskalen helfen bei der Diagnosestellung und
erfassen die Schwere der Symptomatik und Beeintrdachtigung. Ein bewihrter und valider
Ataxie-Score ist der SARA-Score (Scale for the assessment and rating of ataxia). Er misst
die Auspragung der Ataxie mit Punkten von 0 (keine Ataxie) bis 40 (schwerste Ataxie)
und besteht aus acht Items: Gehen, Stehen, Sitzen, Sprache, Finger-Finger-Versuch,
Finger-Nase-Versuch, Diadochokinese-Test (schnelle Pro- und Supination der Hénde)

und Knie-Hacke-Versuch. (Schmitz-Hiibsch, et al., 2006; Weyer, et al., 2007)

Neben den oben genannten Tests gibt es noch weitere Untersuchungen zur Priifung der
Kleinhirnfunktion. Der Romberg-Versuch vergleicht die Standsicherheit bei offenen und
geschlossenen Augen. Beim Unterberger-Tretversuch tritt der Patient eine Minute mit
geschlossenen Augen auf der Stelle. Bei einseitiger cerebelldrer oder vestibuldrer
Schéadigung tritt ein Drehen zu einer Seite auf. Ein fehlendes Rebound-Phidnomen
(ungebremste iiberschieBende Bewegung eines Armes, der zuvor gegen Widerstand
gebeugt wurde) deutet ebenfalls auf eine Kleinhirnschidigung hin. Weitere
Untersuchungen auf Blickstabilisierung, Nystagmus und Sakkaden sind sinnvoll und

ergdnzen die Koordinationspriifungen. (Steiner & Diem, 2015)

Besteht der Verdacht auf eine SCA, sollte eine neuroradiologische Diagnostik mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) erfolgen. Sie ist essenziell zur Bestitigung einer
Kleinhirnatrophie und Ausschluss erworbener struktureller oder vaskuldrer Ursachen
(z.B. Infarkte, Tumore) (Fogel, et al., 2009; Shakkottai & Fogel, 2013). Meist finden sich
weitere degenerative Verdnderungen des Hirnstamms, des Spinalmarks, der
Basalganglien und anderen Teilen des ZNS (Sun, et al., 2016). Viele SCA-Subtypen
teilen gleiche Muster der Neurodegeneration, weswegen die Differenzialdiagnose eine

Genotypisierung der Betroffenen erfordert (Seidel, et al., 2012).
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Fortschreitende Ataxie, symmetrische Untersuchungsbefunde und wiederholtes
Auftreten in einer Familie legen eine hereditdre Erkrankung nahe. Die Erhebung einer
Familienanamnese iiber drei Generationen ist indiziert. Treten in jeder Generation bei
mehreren Familienangehorigen dhnliche Symptome auf, ist eine autosomal-dominante

Vererbung wahrscheinlich. (Paulson, 2009)

Die genetische Untersuchung und die eingeschlossenen moglichen Gefahren sind in
Deutschland durch das Gendiagnostikgesetz geregelt. Es sichert das Recht auf
informationelle Selbstbestimmung, welches sowohl das Recht auf Wissen wie auch auf
Nichtwissen beinhaltet. Die Untersuchung darf nur nach umfassender Aufklérung,
Bedenkzeit und Einwilligung der betroffenen Person erfolgen. Vor allem der genetischen
Beratung vor und nach der Testung durch einen Arzt mit Facharzt-, Schwerpunkt- oder

Zusatzqualifizierung fiir Humangenetik kommt eine wichtige Rolle zu. (GenDG, 2009)

Es wird zuerst auf die haufigsten SCA-Loci getestet (meist Polyglutamin-SCA). Bei
einem negativen Ergebnis werden in einer zweiten Runde seltenere SCA-Subtypen
iiberpriift. In den letzten Jahren hat mit der Weiterentwicklung der Sequenzierungs-
methoden die Multigentestung gegeniiber der Einzelgentestung immer mehr an
Bedeutung gewonnen. In Diagnostik-Panels ist es moglich, viele Ataxie-verursachende
Gene parallel zu untersuchen. Ein positives Testergebnis sichert die Diagnose, wéhrend
ein negatives Ergebnis eine SCA nicht ausschliet (Paulson, 2009). Bei bis zu 40 % aller
Ataxie-Fille mit genetisch vermuteter Ursache bleibt der genaue Defekt unentdeckt

(Sailer & Houlden, 2012).

Kausale therapeutische Ansédtze bei neurodegenerativen Erkrankungen sind meist
limitiert oder nicht verfiigbar. Auch fir SCA existiert derzeit keine zugelassene
pharmakologische oder chirurgische Therapie (Zesiewicz, et al., 2018). Obwohl einige
neue Ansdtze in Studien gepriift werden (s. Kapitel 4.5), konzentriert sich die aktuelle
Therapie auf supportive und rehabilitative MaBBnahmen. Viele Patienten profitieren von
Physiotherapie (Miyai, et al., 2012), Logopéddie oder Hilfsmitteln, wie Gehhilfen,
Rollstiihlen und Sprachcomputern. Einige Manifestationen wie epileptische Anfille oder

Spastiken konnen mit entsprechenden Pharmaka behandelt werden (Bird, 2019).
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1.3 Spinocerebelliire Ataxie 34

Spinocerebellidre Ataxie 34 (SCA34) gehort zu den durch Punktmutationen verursachten
SCA und wurde erstmals im Jahr 1972 bei einer frankokanadischen Familie beschrieben
(Giroux & Barbeau, 1972). Ursédchlich sind Mutationen im ELOVL4-Gen (elongation of
very long-chain fatty acids-like 4), welches fiir die Fettsdure-Elongase 4 codiert

(Cadieux-Dion, et al., 2014). Bei SCA34 handelt sich um eine seltene Erkrankung.
1.3.1 Identifikation und klinisches Bild der SCA34

Im Jahr 1972 wurde {iber ein bisher unbekanntes neurokutanes Syndrom in einer fiinf
Generationen umfassenden frankokanadischen Familie von Giroux und Barbeau
berichtet. Betroffene Mitglieder der Familie zeigten eine Kombination aus
Erythrokeratodermia variabilis (EKV) und Ataxie. Die Erkrankung folgte einem
autosomal-dominanten Vererbungsmuster und war charakterisiert durch frith nach der
Geburt auftretende papulosquamds-erythematdse Plaques mit variabler Auspragung. Die
Erytheme und Hyperkeratosen traten vorwiegend an den dorsalen Handen und Fiilen
sowie an Knieen und Ohren auf, neigten zur Aggravation wiahrend den Wintermonaten
und verschwanden meist im jungen Erwachsenenalter. Ab einem Alter von 4045 Jahren
kam es zur Ausbildung von progressiver Gangataxie, verringerten Muskelsehnen-
reflexen, gelegentlich Spastizitdit sowie Nystagmus und Dysarthrie. Im Verlauf

benotigten die Betroffenen oft einen Rollstuhl. (Giroux & Barbeau, 1972)

Turcotte Gauthier untersuchte in einer Folgestudie eben jene frankokanadische Familie
mittels genomweiter Kopplungsanalyse und konnte als Krankheitslocus die
chromosomale Region 6p12.3—q16.2 ermitteln. Drei weitere europdische Familien mit
rein cerebelldrer Ataxie ungeklérter Ursache zeigten ebenfalls eine Kopplung zu dieser,

als SCA34 bezeichneten, Kandidatenregion auf Chromosom 6 (Turcotte Gauthier, 2010).

Im Jahr 2014 konnten Cadieux-Dion et al. durch Kombination von Kopplungsanalyse und
Exom-Sequenzierung eine heterozygote Missense-Mutation (¢.504G>C, p.Leul68Phe)
im Fettsdure-Elongase-4-Gen (ELOVL4) auf Chromosom 6 (6ql4.1) als zugrunde
liegende genetische Ursache der Ataxie der frankokanadischen Familie identifizieren.
Von 19 ermittelten Mutationstragern waren vier asymptomatisch. Erginzend zum Befund
von Giroux und Barbeau wurde das mittlere Alter des Symptombeginns der Ataxie auf

51 Jahre ermittelt. Erst mit Erreichen eines Alters von 60-70 Jahren bendtigten die
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Betroffenen eine Gehhilfe. MRT-Scans von sieben Familienangehorigen mit milder bis
moderater Ataxie belegten eine cerebellidre und pontine Atrophie, die den Vermis stirker
betraf als die cerebelliren Hemisphéren. Die Level der langkettigen Fettsduren im Blut

zweier untersuchter Patienten waren im Referenzbereich. (Cadieux-Dion, et al., 2014)

Eben jene Variante ¢.504G>C konnte im Jahr 2020 bei einer weiteren frankokanadischen
Familie mit dhnlichen neurologischen Befunden (s.0.) nachgewiesen werden. Typische
Lisionen einer EKV wurden nicht berichtet. Einige Betroffene hatten mildere
Hautbeteiligung in Form eines diskoiden Ekzems oder Gingivitis, welche Zahnersatz
notwendig machte. Immunhistochemie von dermalen Fibroblasten eines Betroffenen
zeigte eine Fehllokalisierung und Aggregation des ELOVLA4-Proteins gegeniiber
gesunden Kontrollen. Zusitzlich wurden signifikante kognitive Defizite in der exekutiven
Funktion und mogliche psychiatrische Beteiligung festgestellt, was auf eine

umfassendere Beteiligung anderer Hirndoménen hinweist. (Beaudin, et al., 2020)

Ozaki et al. berichteten im Jahr 2015 bei zwei nicht verwandten japanischen Familien von
einer weiteren heterozygoten Missense-Mutation (¢.736T>G, p.Trp246Gly) in ELOVLA4.
Die neun Betroffenen zeigten cerebellire Ataxie, jedoch keine EKV. Bei einigen fanden
sich zusitzlich okulomotorische Stérungen (Nystagmus, supranukledre Blickparese),
Pyramidenbahnzeichen und vegetative Symptome (Blasenfunktionsstorungen und
Obstipation). Ferner kam es bei allen untersuchten Patienten zu cerebelldrer und pontiner
Atrophie in MRT-Untersuchungen des Gehirns und radiologischen Auffilligkeiten wie
dem  Hot-cross-bun-sign  (kreuzformige  Hyperintensitit) oder  Mittellinien-
Hyperintensitét des Pons. Es handelt sich um neuroradiologische Zeichen, die auch im
Zusammenhang mit anderen degenerativen Erkrankungen (z.B. Multisystematrophie)
und einigen anderen SCA (v.a. SCA2) auftreten (Lee, et al., 2009). Das durchschnittliche
Erkrankungsalter lag bei 34 Jahren (13-56 Jahre). Erst im Alter von ca. 60 Jahren
bendtigten die Betroffenen eine Gehhilfe. Bei keinem der Patienten waren gegenwértige

oder zuriickliegende Hautauffalligkeiten bekannt. (Ozaki, et al., 2015)

Ein weiterer Fall von SCA34 wurde im selben Jahr von Bourassa et al. berichtet. Ein
betroffener Mann siidamerikanischer Herkunft erkrankte wihrend der Adoleszenz an
einer Erythrokeratodermie. Im jungen Erwachsenenalter entwickelte er eine progressive
Gangataxie sowie weitere neurologische Symptome — analog zu den von Giroux und

Barbeau (1972) beschriebenen. Der Beginn der Symptomatik war mit Mitte 20 friiher als
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in den bisher beschriebenen Familien. Als ursidchlich wurde eine weitere Missense-

Mutation im ELOVL4-Gen ermittelt (¢.539A>C, p.GIn180Pro). (Bourassa, et al., 2015)

Im Jahr 2018 beschrieben Bourque und Mitarbeiter einen Fall von EKV und Ataxie bei
einer 60-jahrigen Anglokanadierin. Eine neue heterozygote Missense-Mutation
¢.698C>T, p.Thr233Met konnte bei ihr im ELOVL4-Gen nachgewiesen werden. Die
Hautverdnderungen der Patientin manifestierten in der Kindheit mit vier Jahren, bestehen
seither fort und sind hauptsédchlich durch weitldufige erythematdse keratotische Plaques
an Héinden und Beinen gekennzeichnet. Sie entwickelte eine reine Gangataxie mit
moderat positivem Romberg-Test, welche bereits in der Jugend begann. Okulomotorische
Symptome wie Sakkaden, Oszillopsien und Doppelbilder traten ab dem 50. Lebensjahr
auf. In Untersuchungen bestand eine Hyporeflexie der unteren Extremitit und moderate
Kleinhirnatrophie in der MRT. Eltern und Geschwister der Indexpatientin waren
neurologisch und dermatologisch asymptomatisch. Unter Therapie mit 15 mg Baclofen
(Muskelrelaxans) konnte bei ihr eine signifikante Reduktion der Doppelbilder und

Oszillopsien erreicht werden. (Bourque, et al., 2018)

Zur Evaluation der Privalenz von SCA34 untersuchten Ozaki und Mitarbeiter aus einer
Gruppe von 506 bisher undiagnostizierten Ataxie-Patienten 153 Index-Patienten auf
Mutationen in ELOVL4. Das Screening ergab den Nachweis der von Bourque et al.
identifizierten Mutation ¢.698C>T bei einem Patienten mit Multisystem-
Neurodegeneration incl. Ataxie und EKV. Sein Vater zeigte ebenfalls Ataxie, jedoch
ohne Hautbeteiligung. Bei beiden wurden eine ausgepridgte pontine und cerebelldre
Atrophie sowie das Hot-cross-bun-sign nachgewiesen. Die Privalenz von SCA34 unter

diesen bisher nicht diagnostizierten Ataxie-Patienten betragt 0,2 %. (Ozaki, et al., 2019)

Das Spektrum der klinischen Prédsentation von SCA34 wurde im Jahr 2019 durch die
Arbeit von Xiao et al erneut erweitert. In einer sieben Generationen umfassenden
amerikanischen Familie konnte eine bisher unbekannte Missense-Mutation (¢512.T>C,
plle171Thr) in ELOVL4 nachgewiesen werden. Hier jedoch kam es bei einigen
Betroffenen neben cerebelldrer Ataxie, Dysarthrie, okulomotorischen Stérungen und
Pyramidenbahnzeichen zusitzlich bei der Funduskopie zum Nachweis von peripheren
knochenbélkchendhnlichen Pigmentverdnderungen, die mit einer Retinitis pigmentosa
vereinbar sind. MRT-Untersuchungen zeigten cerebellire und pontine Atrophie;

Hautverdnderungen lagen bei dieser Familie nicht vor. (Xiao, et al., 2019)
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1.3.2 Merkmale des ELOVL4-Gens und der Fettsiure-Elongase 4

ELOVLA liegt auf dem langen Arm von Chromosom 6 in der Region 6q14.1. Es codiert
fiir die Fettsdure-Elongase 4, ein aus 314 Aminosduren bestehendes Protein des
Fettsdurestoffwechsels (Zhang, et al., 2001). Das ELOVL4-Transkript besteht aus sechs
Exons. Die fiinf beschriebenen SCA34 auslosenden Mutationen (Cadieux-Dion, et al.,
2014; Ozaki, et al., 2015; Bourassa, et al., 2015; Bourque, et al., 2018; Xiao, et al., 2019)
befinden sich in Exon 4 bzw. Exon 6 (s. Abbildung 1.3 und Tabelle 1.2, S. 20).

1 2 3 4 5 6

ol |

Abbildung 1.3 ELOVL4-Transkript und SCA34 assoziierte Sequenzénderungen

¢.504G>C

¢.698C>T /
¢.512T>C ¢.539A>C c.736T>G

Die Exons sind grau dargestellt, rot kennzeichnet den in dieser Arbeit sequenzierten Bereich des
Transkripts. Bekannte SCA34 auslosende Mutationen sind mit Pfeilen markiert.

ELOVL4 ist Teil der ELOVL-Genfamilie, deren Mitglieder fiir Enzyme des
Fettstoffwechsels codieren (Jakobsson, et al., 2006). ELOVL steht fiir elongation of very
long-chain fatty acids (Verlingerung langkettiger Fettsduren). Fettsduren werden nach
der C-Atom-Kettenldnge und der Anzahl der Doppelbindungen klassifiziert. Fettsduren
ab einer Linge von > 22 C-Atomen heillen very long-chain fatty acids (VLCFA), jene
mit > 26 C-Atomen ultra long-chain fatty acids (ULCFA) (Sassa & Kihara, 2014).

Eine erhebliche Anzahl der Fettsduren, die zuvor de novo im Zytosol durch die Fettsdure-
Synthase hergestellt oder durch die Nahrung aufgenommen wurden, erfahren eine weitere
Verldngerung zu VLCFA. Die Elongation findet hauptsidchlich an membrangebundenen
Enzymen des endoplasmatischen Retikulums (ER) statt. In einem vierschrittigen
Reaktionszyklus wird die durch einen Thioester an Coenzym A gebundene Fettsdure
(Acyl-CoA) je Zyklus um zwei Kohlenstoffatome verldngert. Die erste
geschwindigkeitsbestimmende Teilreaktion besteht aus der Kondensation von Malonyl-
CoA und Acyl-CoA zu 3-Ketoacyl-CoA und wird von den Fettsdure-Elongasen der
ELOVL-Familie katalysiert. (Jakobsson, et al., 2006)

Es sind sieben Elongasen in Sdugetieren bekannt (ELOVL1-7), welche unterschiedliche
Substratspezifitit gegeniiber Kettenldinge und Anzahl der Doppelbindungen besitzen
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(Guillou, et al., 2010; Ohno, et al., 2010). ELOVL4 kann gesittigte bis mehrfach
ungesittigte Fettsduren elongieren und ist auf die Synthese von ULCFA (C>26)
spezialisiert (Agaba, et al., 2008). Wihrend einige ELOVL-Gene ubiquitir exprimiert
werden (ELOVLI, 5-6), zeigen andere spezifischere Gewebsexpression (ELOVL2—4, 7)
(Guillou, et al., 2010). Mehrere Studien konnten die hohe evolutionédre Konservierung der
Sequenz und das Vorkommen von ELOVL4-mRNA in den Fotorezeptorzellen der Retina
des Menschen, der Maus und weiterer Wirbeltiere zeigen (Zhang, et al., 2001; Mandal, et
al., 2004; Lagali, et al., 2003). Hohe Level der ELOVL4-mRNA finden sich aulerdem in
Gehirn, Thymus, Testis, Ovar und Prostata des Menschen (Ohno, et al., 2010; Zhang, et
al., 2001) sowie in der Haut der Maus (Mandal, et al., 2004). Innerhalb des Cerebellums
der Maus findet sich ELOVL4 zu jedem Entwicklungszeitpunkt in hohen
Konzentrationen in Neuronen jeder Zellschicht (Sherry, et al., 2017).

N 1 ELOVL4 QI80P
ER- W246G
Lumen { ! l ! /
41 101 126 17611 183 238 247
171T T233M
Lipid- /JL168F 9
doppel- T
pp ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™
schicht 1 2 3 4 5 6 7
62 78 143 159 203 220 267
Zyto- ( j ( j ( j ( 314 C
plasma

Abbildung 1.4 ELOVLA4-Proteinschema, modifiziert nach (Ozaki, et al., 2015)

SCA34 auslosende Mutationen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das gelbe Rechteck markiert das ER-
Retentionssignal, der griine Rahmen die Dioxy-Eisen-Bindungsstelle. TM: Transmembrandoméne
ELOVLA teilt die fiir alle Mitglieder der ELOVL-Familie charakteristischen Merkmale:
mehrere  Transmembrandomédnen (TM), eine Histidin-reiche Di-Oxy-Eisen-
Bindungsstelle (HXXHH), die essentiell fiir die Bildung von 3-Ketoacyl-CoA ist (Denic
& Weissman, 2007), und ein C-terminales Di-Lysin-Motiv (KXKXX), welches als ER-
Retentionssignal dient (Jackson, et al., 1990) (s. Abbildung 1.4). Demnach ist die
subzellulire Lokalisation von ELOVL4 im ER (Ambasudhan, et al., 2004).
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1.3.3 Weitere mit ELOVL4 assoziierte Krankheitsbilder

Neben den oben erwihnten SCA34 ausldsenden Varianten gibt es weitere Phénotypen,
die mit Sequenzdnderungen in ELOVL4 assoziiert sind. Dominante Mutationen in
ELOVL4 sind bekannte Ausloser von Morbus Stargardt Typ 3 (STGD3), einer friih
einsetzenden progressiven Makuladegeneration. STGD3 fiihrt zum Verlust der zentralen
Sicht, Atrophie des Pigmentepithels der Retina und letztlich zur irreversiblen Erblindung
(Vasireddy, et al., 2010). Die drei beschriebenen STGD3 auslésenden Varianten befinden
sich in Exon 6 und fiihren durch die Generation eines Stopcodons zum Verlust von 45
bzw. 51 Aminosduren am C-terminalen Ende des Proteins (s. Tabelle 1.2, S. 20) (Zhang,
et al., 2001; Edwards, et al., 2001; Bernstein, et al., 2001; Maugeri, et al., 2004). Durch
den Wegfall des ER-Retentionssignals verliert ELOVL4 seine physiologische
Lokalisation im ER (Ambasudhan, et al., 2004) und akkumuliert mit Wildtyp-ELOVL4
zu perinukledren Aggresomen (Grayson & Molday, 2005; Vasireddy, et al., 2005). Der
dominant-negative Effekt dieser Mutationen konnte an mehreren transgenen
Mausmodellen bestitigt werden. Genaddition bzw. -substitution einer heterozygoten
STGD3-Mutation in das Mausgenom machten es moglich, den charakteristischen
Phénotyp zu rekapitulieren und den Mangel von mehrfach ungesittigten ULCFA
(C > 30) in Phosphatidylcholinen von Photorezeptoren der Retina festzustellen (Karan, et
al., 2005; Vasireddy, et al., 2006; McMahon, et al., 2007; Harkewicz, et al., 2012).
ELOVLA4 ist daher entscheidend fiir die Synthese von ULCFA und die Netzhautfunktion.

Aldahmesh et al. berichteten im Jahr 2011 von homozygoten ELOVL4-Varianten bei zwei
saudi-arabischen Kindern mit angeborener Ichthyose. Die Betroffenen bildeten nach der
Geburt trockene, schuppige Haut, therapierefraktire Epilepsie, schwere mentale
Retardierung und spastische Tetraplegie aus. Beide starben innerhalb der ersten
Lebensjahre. Bei den rezessiven Varianten handelt es sich um eine Nonsense-Mutation
in Exon5 und eine Deletion in Exon 6, die beide in einem verfriihten Stopcodon
resultieren (s. Tabelle 1.2, S. 20). Insgesamt wurde ein Loss-of-function-Mechanismus

des ELOVL4-Proteins vermutet. (Aldahmesh, et al., 2011)

Ein weiterer Fall von angeborener Ichthyose bei drei Geschwistern einer pakistanischen
Familie wurde im Jahr 2014 von Mir et al. beschrieben. Urséichlich ist eine homozygote
Nonsense-Mutation in Exon 1 von ELOVL4, die im Verlust aller stromabwérts gelegener

TM des Proteins resultiert (s. Tabelle 1.2, S. 20). Wéhrend alle Betroffenen Symptome
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der Ichthyose ausbildeten, kam es nur bei einem der drei Geschwister zur Auspragung
des neurologischen Phinotyps mit mentaler Retardierung, spastischer Tetraplegie und
Epilepsie. Mir et al. vermuteten als moglichen Faktor, welcher zur phinotypischen
Variabilitit beitrdgt, die Verwendung von mindestens einem alternativen ATG-

Translationsstart stromabwérts der Mutationsstelle. (Mir, et al., 2014)
1.3.4 Zusammenfassung der bekannten Varianten in ELOVL4

Die verschiedenen pathogenen Varianten in ELOVL4 resultieren in erheblich
unterschiedlichen Phdnotypen. Zusammengenommen ergibt sich fir ELOVL4 eine
essenzielle Rolle fiir die Gehirnentwicklung und -physiologie sowie die normale Funktion
der Retina und Epidermis. Nachfolgend findet sich eine tabellarische Zusammenfassung

der pathogenen Varianten in ELOVL4 sowie deren Erstbeschreiber.

Tabelle 1.2 Beschriebene pathogene Varianten in ELOVL4

Ort Bezeichnung AS-Austausch Art Phénotyp Quelle
Ichthyose,
Exon 1 c.78C>G p.Tyr26* Nonsense mentale Retard., Mir, et al., 2014
spast. Tetraplegie
SCA34 (mit Cadieux-Dion, et
Exon 4 .504G>C .Leul68Ph MM ’
xon ¢ p-Leul68Phe EKV) al., 2014
Exon 4 c.512T>C p.Ile171Thr MM SCA34 (mit RP) | Xiao, etal., 2019
SCA34 (mit Bourassa, et al.
Exon 4 .539A>C .GIn180P MM ’ ’
xon c p-GIn180Pro EKV) 2015
Exon 5 c.646C>T p.-Arg216* Nonsense Ichthyose,
mentale Retard., | Aldahmesh, et al.,
Exon6 | c.690delT | p.lle230Metfs*22 | D, FS spastische 2011
Tetraplegie
SCA34 (mit Bourque, et al.,
Exon 6 .698C>T .Thr233M MM
xon c p 33Met EKV) 2018
Exon 6 c.736T>G p-Trp246Gly MM SCA34 Ozaki, et al., 2015
Zhang, et al. 2001
Exon 6 | ¢.790 794del | p.Asn264Leufs*9 D, FS Edwards, et al.,
Morbus Stargardt 2001
Typ 3 .
¢c.789_793 p.Asn264Thrfs*1 yp Bernstein, et al.
Exon 6 - D, FS ’ ’
PP delinsAAC 0 (STGD3) 2001
Exon 6 ¢.810C>G p.Tyr270* Nonsense Maugze(;(l), 4et al,

SCA34 assoziierte Varianten grau hervorgehoben. AS: Aminosiure, D: Deletion, EKV: Erythrokerato-

dermia variabilis, FS: Frameshift, MM: Missense-Mutation, RP: Retinitis pigmentosa
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1.4 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Proben von 61 Ataxie-Patienten mit positiver
Familienanamnese und typischer Klinik auf beschriebene und gegebenenfalls neue

Varianten im ELOVL4-Gen molekulargenetisch untersucht.

Ziel der Arbeit ist es, Aussagen iiber die Haufigkeit von SCA34 in diesem vorselektierten
Patientenkollektiv zu treffen und Riickschliisse {iber die Relevanz einer genetischen

Testung auf SCA34 bei Ataxien ungekléarter Ursache zu ziehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Enzyme und Chemikalien

Tabelle 2.1 Enzyme und Chemikalien

Enzyme und Substanzen

Hersteller

ABI-Sequenzier-Mix

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems, Foster City, USA

Agarose Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Betain (5M) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Borsdure Merck, Darmstadt

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

Cut-Puffer H Roche, Basel, CH

Ddel New England BioLabs, Ipswich, USA
EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe

Exo-SAP Affymetrix, Santa Clara, USA

HiDi Formamid

Applied Biosystems, Foster City, USA

Nukleotide dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
je 100 mM

Promega, Madison, USA

PCR-Puffer 10x

Taq PCR Core Kit, Qiagen, Hilden

pUC19 Plasmid-DNA

Gewonnen aus Bakterienstimmen

Sephadex G-50 Superfine

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Sequenzier-Puffer 5x

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems, Foster City, USA

Sucrose

Merck, Darmstadt

Tag-Polymerase

Taq PCR Core Kit, Qiagen, Hilden

TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCI)

Carl Roth, Karlsruhe

Trismabase

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Xylencyanol

Merck, Darmstadt
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2.1.2 Kits

Tabelle 2.2 Kits

Kit

Hersteller

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

Ex0-SAP-IT PCR Product Cleanup

Affymetrix, Santa Clara, USA

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden

Straight PCR OLS Kit

OLS OMNI Life Science, Bremen

Taq PCR Core Kit

Qiagen, Hilden

2.1.3 Puffer und Losungen

10x TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer)

540 g Trismabase (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
275 g Borsdure

200 ml EDTA-Losung 0.5 M (pH 8,0)

ad Aqua dest. auf 51

pH auf 8,2-8,4 einstellen

1x TBE-Puffer

Ein Teil 10x Puffer verdiinnt auf neun Teile Aqua dest.
10 mM TRIS-HC1

TRIS-Hydrochlorid auf 10 mM mit Aqua dest. verdiinnen, pH ca. 7,4
Nukleotidmix

Je 5 ul dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100 mM)

380 ul 10 mM TRIS-HCI

(1,25 mM je Base)



Material und Methoden 24
pUC/Ddel-Groflenstandard
10 ul  pUC19 Plasmid-DNA (1460 pg/ml)
10 ul  Cut-Puffer H (fiir Enzyme)
4-5 ul Enzym Ddel (10 U/pl)
ad Aqua dest. auf 100 ul, im Heizblock fiir drei Stunden bei 37 °C inkubieren
Banden bei 890 bp, 540 bp, 426 bp, 409 bp, 240 bp, 166 bp
Agarosegel-Ladepuffer
40 g Sucrose 40 %
10 ml 10x TBE-Puffer
0,25 g Bromphenolblau
0,25 g Xylencyanol
ad 1x TBE-Puffer auf 100 ml
2.1.4 Primer
Synthetisiert von Microsynth, Balgach, CH
Tabelle 2.3 Primer zur Amplifizierung des ELOVL4-Gens
. P PCR- | Exon- | Schmelz | _ Al‘l,‘l'l
xon rumer Produkt Grofle -temp. caling
temp.
1F 5’-CACGTGACGCCGGCTGA-3’ 401 bp 59,8 °C
547 bp 61 °C
IR 5’ -CTGATCCGCAGCATCCGAAAG-3’ (100 bp) | 63,2°C
2F 5’ -ACTCAAAGGACAGTGATCCGT-3’ 59,5 °C
429bp | 188bp 61 °C
2R 5’-GAGTAGCTAACAGTTATGTCTGGGT-3’ 64.1 °C
3F 5’ -TGCACAGTAACTTCTAGCAATCG-3’ 60,9 °C
389 bp 81 bp 55°C
3R 5’-GACAGAGCAAGAAACTGTC-3 55,0 °C
4F 5’-GGAGAGATGCTTAGGTTTTTC-3’ 57,5°C
455bp | 172bp 55°C
4R 5’-ATGATTAACCATGAAAGCAAG-3’ 53,4°C
SF 5>-TTTCATTTCTAATCTGTACTCAAGA-3’ 57,6 °C
408bp | 128bp 55°C
5R 5’>-TAGAGTCAAGTGGGCATAAC-3’ 56,4 °C
6F 5’-GTTGTGAATGAGGAGCTAGC-3’ 2.072bp | 58,4°C
729 bp 58°C
6R 5’-CTTTAACAACTGGATGTGAAC-3’ (276 bp) 58,4 °C

Angabe des codierenden Anteils der Exons in Klammern. F: forward, vorwérts; R: reverse, riickwirts
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.4 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

24-Well PCR-Platte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Cap Stripes

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

1,5/2 ml Eppendorf-Gefafie

Eppendorf, Hamburg

Foto-Thermopapier

Diagramm Halbach, Schwerte

Mikrotiterplatten Multiscreen HV

Merck Millipore, Carrigtwohill, IRL

Multi-Screen Positionierrahmen fiir die

Zentrifugation

Merck Millipore, Carrigtwohill, IRL

Multiwell-8er-Streifen (0,5 ul)

Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

2.1.6 Gerite

Tabelle 2.5 Gerite

Gerit

Hersteller

Analysewaage EMB 1000-2

Kern, Balingen

Digitaler monochromatischer Drucker

P93DW

Mitsubishi Electric Europe, Barcelona, ESP

Eisbereiter

Manitowoc Company, Manitowoc, USA

Elektrophorese-Kammer Horizon 58

Life Technologies, Carlsbad, USA

Heizblock Techne Dri-Block DB3

Techne, Stone, UK

Mikrowelle MS 196 VUT

LG Electronics, Eschborn

Multifuge 3L-R

Heraeus, Hanau

Pipetten

1000 pl, 200 pl, 100 pl Pipetman classic
10-100 ul Labmate pro

10 ul Research

Gilson, Villiers le Bel, F
HTL Lab Solutions, Warschau, PL
Eppendorf, Hamburg

Sequencer 3130xI Genetic Analyser

Applied Biosystems, Foster City, USA

Spannungsquelle

Biometra, Gottingen

Thermocycler Cycler T Professional basic

Biometra, Gottingen

Thermomixer C

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Mini Centrifuge

Labnet, Woodbridge, USA
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Gerit

Hersteller

UV-Transilluminator Intas Gel Imager

Intas, Gottingen

Vortex

Heidolph, Schwabach

2.1.7 Software und Datenbanken

Tabelle 2.6 Software und Datenbanken

Software und Datenbanken

Hersteller

SeqScape Version 2.5

Applied Biosystems, Foster City, USA

Finch TV Version 1.4

Geospiza

Ensembl Genome Browser

http://www.ensembl.org

European Molecular Biology Laboratory's
European Bioinformatics Institute (EMBI-

EBI), Hinxton, UK

Single Nucleotide Polymorphism Database
(dbSNP)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP

National Center for Biotechnology

Information (NCBI), Bethesda, USA

MutationTaster

http://www.mutationtaster.org

NeuroCure Cluster of Excellence, Charité

Universitidtsmedizin, Berlin

PolyPhen-2
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2

Sunyaev Lab, Harvard University, Boston,

USA

PROVEAN

http://provean.jcvi.org

J. Craig Venter Institute, La Jolla, Rockville,
USA
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2.2 Methoden
2.2.1 Auswahl der Patienten

Zur Untersuchung des ELOVL4-Gens standen 61 anonymisierte DNA-Proben zur
Verfiigung. Bei den Studienteilnehmern handelt es sich um iiberwiegend deutsche
Patienten, deren DNA nach einer genetischen Beratung und Einverstdndniserkldrung
gemil Gendiagnostikgesetz im Institut fiir Humangenetik Gie3en in den Jahren 1994 bis
2018 asserviert wurden (GenDG, 2009). Die Geschlechterverteilung lag bei 1 (weiblich)
zu 1,4 (ménnlich). Die ausgewdhlten Patienten weisen eine fiir die spinocerebelldre
Ataxie typische Klinik mit Bewegungsstorungen auf. Familienanamnestisch lédsst sich
eine autosomal-dominant vererbte Ataxie vermuten. Die Proben wurden zuvor auf andere
Ataxie-Loci getestet. SCA1-3, SCA6-8, SCA10-14, SCA17, SCA19, SCA23, SCA27,
SCA28 und SCA38 konnten als Krankheitsursache ausgeschlossen werden.

2.2.2 DNA-Extraktion aus Blut

Fiir die Nukleinsdureanalytik ist eine einwandfreie Isolierung und Reinigung von DNA
unverzichtbar. Es stehen unterschiedliche Methoden und Protokolle, angepasst auf den
Ausgangsorganismus, die Art der zu reinigenden Nukleinsduren und deren nachfolgende
Anwendungen, zur Verfliigung. In dieser Arbeit wurde die DNA mittels des QIlAamp
DNA Blood Mini Kit des Herstellers Qiagen aus EDTA-Blut extrahiert. Nach Angaben
des Herstellers erhilt man aus 200 pl Vollblut durchschnittlich eine Ausbeute von ca. 4-

12 ng DNA bei einem Elutionsvolumen von 50-200 pl.

Im ersten Schritt wurden zum Aufschluss der Zellmembranen der Erythrozyten und
Abbau der Zellproteine 20 pl Qiagen-Protease, 200 pl Lysepuffer und 200 pl des EDTA-
Blutes in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefdfl gegeben. Der Ansatz wurde fiir etwa 15 Sekunden
auf dem Vortex gemischt und anschlieBend 10 Minuten bei 52 °C in einem Wasserbad
inkubiert. Die im Kit enthaltenen QIAamp-Siulenfilter besitzen eine Silicagel Membran,
an welcher die Nukleinsduren im néchsten Schritt binden. Dazu wurden 200 pl Ethanol
(96 %) zum Ansatz gegeben und erneut 15 Sekunden gemischt. Die Siulenfilter wurden
auf 2 ml Auffangrohrchen gestellt, der gesamte Ansatz aufgetragen und eine Minute bei
8.000 rpm zentrifugiert. Das Auffangrohrchen mit dem Eluat konnte verworfen werden.

Die DNA befand sich gebunden an die Membran im Séulenfilter.
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Es folgten zwei Waschschritte zur Entfernung von tibriggebliebenen Zellbestandteilen,
wie z.B. Proteinen und bivalenten Kationen, welche inhibierend auf die spétere
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wirken konnen. Je Schritt wurden ein neues
Auffangrohrchen (unter dem Saulenfilter) und 500 pul Waschpuffer 1 bzw. 2 eingesetzt.
Die Zentrifugationen wurden bei 8.000 rpm fiir eine Minute und bei 13.000 rpm fiir drei
Minuten durgefiihrt. Nach dem zweiten Waschschritt wurde noch vorhandene Fliissigkeit
am Rand des Saulenfilters mit der Pipette entfernt und der Filter auf ein neues 1,5 pl

Eppendorf-Gefal3 gestellt.

Im finalen Elutionsschritt wurden 200 pl Elutionspuffer auf den Saulenfilter gegeben,
zundchst bei Raumtemperatur fiir fiinf Minuten inkubiert und anschlieBend bei
13.000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Die DNA, die zuvor an den Filter gebunden
hatte, befand sich nun im Eluat und der Sdulenfilter konnte verworfen werden. Alle DNA-

Proben wurden nach diesem Verfahren extrahiert und anschlieBend bei 4 °C gelagert.
2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist seit ihrer
Entwicklung im Jahr 1983 durch den amerikanischen Biochemiker Kary B. Mullis die
Standardmethode zur Amplifizierung von Nukleinsduren in der Molekularbiologie. In
kurzer Zeit kann jeder beliebige DNA-Abschnitt, dessen flankierende Sequenz bekannt
ist, in vitro vervielfaltigt werden. Vorteil ist, dass das interessierende Teilstiick in Form
von gesamtgenomischer DNA vorliegen kann und nur eine geringe Menge DNA-
Ausgangsmaterial exponentiell zu DNA-Fragmenten gleicher Lange vervielfiltigt wird.

(Mullis, 1990; Lottspeich & Engels, 2012, p. 827)

Zunichst wird das zu vervielfiltigende, aus Zellen, Bakterien oder Viruspartikeln
extrahierte und gereinigte DNA-Material bendtigt. Die vier Desoxyribonukleosid-
triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) liegen zumeist in einem Mix im dquimolaren
Verhiltnis vor. Als Startermolekiil der PCR dienen Oligonukleotide von etwa
20 Basenpaaren (bp) Linge, sog. Primer. Es wird ein Vorwirts- und Riickwérts-Primer
fiir den sense- und antisense-Strang bendtigt. Die Primer werden so gewihlt, dass sich
das interessierende Teilstlick der DNA zwischen ihnen befindet. Dabei ist darauf zu
achten, dass die Primer wenig repetitive Sequenzen, Sekundirstrukturen und Bereiche
gleicher Basen enthalten und die Differenz der Primer-Schmelztemperaturen max. 5 °C

betrigt (GIT Labor-Fachzeitschrift, 2017).
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Bei dem am hiufigsten verwendeten Enzym Tag-Polymerase handelt es sich um die
DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus, die in der Lage ist,
doppelstrangige DNA bei 72 °C zu verldngern und zudem bei hohen Temperaturen von
95 °C eine gute Thermostabilitit besitzt. Der eingesetzte Puffer richtet sich nach der
verwendeten Polymerase und sollte Magnesiumchlorid enthalten (DNA-Polymerasen
bendtigen fiir ihre Enzymaktivitit zweiwertige Ionen). (Lottspeich & Engels, 2012, pp.
831-832)

Die PCR ist eine thermozyklische Reaktion mit wiederkehrenden Zyklen einer
bestimmten Temperatur und Zeitdauer. Das in dieser Arbeit verwendete dreistufige

Protokoll ist beispielhaft fiir Exon 3 in Abbildung 2.1 dargestellt.

Dreistufige PCR
. Dreistufige
Denat
100 enaturierung PCR
90
80 Elongation| —  eceeee Initiale
= 70 Denaturierung
g 60 Zyklus 1-35
£ 50 .
2 40 Annealing
% ------ Finale
20 3 min 35 Zyklen 3 min ongation
10
0
Zeit

Abbildung 2.1 Dreistufige PCR, modifiziert nach (Lottspeich & Engels, 2012, p. 830)
Pro Zyklus wird der DNA-Gehalt verdoppelt, es kommt bei n Zyklen zu einer

exponentiellen Amplifikation der DNA um den Faktor 2™. Nach 30-35 Zyklen erhilt man
geniigend Produkt, um weiterarbeiten zu konnen. (Lottspeich & Engels, 2012, p. 831)

Im Folgenden sind die Schritte der PCR genauer erldutert (s. Abbildung 2.2, S. 30).

Denaturierung: Bei 92-98 °C wird die DNA in ihre Einzelstrange aufgespalten. Im
ersten Zyklus sollte dieser Schritt ca. 3-10 Minuten dauern. In jedem weiteren Zyklus

reichen 10-60 Sekunden, um die DNA vollstindig zu denaturieren.

Annealing: Die Primer lagern sich im zweiten Schritt an die Sequenz der DNA
komplementir an. Dabei wird die Temperatur in dem fiir die Primer spezifischen Bereich

gehalten. Diese  Annealingtemperatur wird durch die beiden  Primer-
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Schmelztemperaturen bestimmt und sollte 5-20 °C iiber ihnen liegen (GIT Labor-
Fachzeitschrift, 2017).

Elongation: Bei 72 °C besitzt die Tag-Polymerase ihr Temperaturoptimum und
verldngert die DNA durch Nukleotid-Einbau beginnend am freien 3’-OH-Ende der
Primer. Pro Minute konnen so ca. 1000 Basenpaare (1 kb) eingebaut werden. Nach dem
letzten Zyklus schlieft sich eine letzte, langere Elongation von einigen Minuten an.

(Lottspeich & Engels, 2012, pp. 827-833)

Trennung der zu kopierenden Stringe und Anlagerung der Primer ~ Verldngerung der Primer / Elongation der Stréinge

1 |

I 1 I 1

l\

Interessierender DNA-Abschnitt

1. Zyklus AN - >
Primer

_ v

2. Zyklus —< - 5

3. Zyklus —< —

:l_—

'

Beliebige Wiederholung

Abbildung 2.2 Schema der PCR, nach Michael Goodman, in (Mullis, 1990, p. 65)

Durchfiihrung:

Es wurde ein PCR-Reaktionsansatz bestehend aus Taq-Polymerase, 10x PCR-Puffer
(beides im Taq PCR Core Kit des Herstellers Qiagen enthalten), Nukleotidmix, Betain,
F-und R-Primer (je 50 uM) und Aqua dest. hergestellt (s. Tabelle 2.7). Zu 1 pl der
Patienten-DNA wurden je 40 ul des PCR-Mixes in 0,5 ul Multiwell-8er-Streifen
gegeben.
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Tabelle 2.7 PCR-Reaktionsansétze fiir fiinf Proben (Gesamtvolumen 200 pl)

Exon1 | Exon2 | Exon3 | Exon4 | Exon5 | Exon 6
10x PCR-Puffer 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Nukleotidmix 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
5M Betain 20 pl — 20 pl — — —
Primer F 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Primer R 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Taq-Polymerase 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Aqua dest. 12pl | 132pl | 112l [ 132l | 132l | 132 ul

10x PCR-Puffer enthdlt 15 mM Magnesiumchlorid, im finalen Mix sind es 1,5 mM. Die einzelnen
Nukleotide liegen in der Konzentration 1,25 mM im Nukleotidmix vor. Betain senkt den Schmelzpunkt,
verbessert das Primer-Annealing und erhoht die Ausbeute.

Die Reaktionsbedingungen wurden, abgestimmt auf jedes Exon, im Thermocycler

eingestellt (s. Tabelle 2.8). Nach 35 Zyklen war ausreichend PCR-Produkt vorhanden. Es

wurden anschlieBend analytische Agarosegele zur Kontrolle des DNA-Gehalts

angefertigt.

Tabelle 2.8 PCR-Bedingungen der ELOVL4-Exons
Exon | Initiale Denatu- Annealing | Elongation | Letzte

Denaturierung rierung Elongation

1 95 °C — 3 min 94°C-30s|61°C—-30s|72°C—-40s | 72 °C—3 min
2 95 °C — 3 min 94°C-30s|61°C—-30s|72°C—-40s | 72 °C—3 min
3 95 °C — 3 min 94°C—-30s|55°C—-30s|72°C—-40s | 72 °C—3 min
4 95 °C — 3 min 94°C-30s|55°C—-30s|72°C—-35s | 72°C—3 min
5 95 °C — 3 min 94°C—-30s|55°C—-30s|72°C—-40s | 72 °C—3 min
6 95 °C — 3 min 94°C—-30s|58°C—-30s|72°C—-40s | 72 °C—3 min
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2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der GroBenauftrennung von Nukleinsduren. In
diesem Fall wurde sie zur Erfolgskontrolle der PCR, einer Abschitzung des DNA-Gehalts

und der Reinheit der Probe sowie der Detektion eventueller Storbanden eingesetzt.

Agarose ist ein aus den Monomeren D-Galactose und 3,6-Anhydro-L-Galactose
bestehendes Polysaccharid und wird zur elektrophoretischen Trennung von
Nukleinsduren verwendet. Dazu muss Agarose mit einem ionischen Puffer aufgekocht
und in einen Gelschlitten gegossen werden. Wihrend der Abkiihlung vernetzen sich die
Zuckerpolymere und bilden, je nach Konzentration der Agarose im Gel, unterschiedlich
grof3e Poren aus (150 nm bei einem 1%igen Gel). Die aufzutrennenden DNA-Fragmente
werden in Geltaschen eingebracht und anschlieend eine Spannung angelegt, sodass die
negativ geladenen Nukleinsduren das Gel in Richtung Anode durchwandern.
Nukleinsduren sind {iber einen weiten pH-Bereich immer negativ geladen und besitzen
eine gleichbleibende Ladungsdichte (Verhéltnis von MolekiilgroBe und Ladung ist
konstant). Die Laufstrecke ist somit von der Molekiilgroe der Nukleinsiduren abhéngig.
GroB3e Fragmente werden beim Durchtritt durch die Gelporen gebremst, wiahrend kleine
Fragmente das Gel schneller passieren kdnnen. Es besteht eine lineare Abhéngigkeit des
Logarithmus der Fragmentliange (in bp) und der Laufstrecke des Fragmentes (in cm) im
Gel. Abhédngig vom Agarosegehalt und der Porengrof3e des Gels werden unterschiedliche
GroBenbereiche optimal aufgetrennt. Je kleiner die aufzutrennenden DNA-Fragmente,
desto hoher konzentriert sollte das Agarosegel sein. Die verwendeten 1,5%igen Gele
besitzen den optimalen Auftrennungsbereich bei 200-300 bp Lange der DNA-Fragmente.
(Lottspeich & Engels, 2012, pp. 276; 749-753 )

Die der DNA-Probe zugesetzten Farbstoffe im Ladepuffer zeigen an, wie weit die Banden
gewandert sind. Um die Nukleinsduren auf dem Gel sichtbar zu machen, wird
Ethidiumbromid verwendet Es interkaliert in die Doppelhelix der DNA und emittiert in
diesem gebundenen Zustand unter Anregung mit ultraviolettem Licht sichtbares rotes

Licht (Fluoreszenz).
Durchfiihrung:

Zur Erfolgskontrolle der PCR wurden 1,5%ige Agarosegele verwendet. Dazu wurden
1,5g Agarose mit 100 ml 1x TBE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben unter

gelegentlichem Schwenken in der Mikrowelle aufgekocht. Sobald sich die Agarose
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vollstindig aufgelost hatte und die Losung klar wurde, konnten drei Tropfen
Ethidiumbromid hinzugefiigt werden. Es wurden kleine Gelschlitten (35 ml) und Gel-
Kdmme mit zehn kleinen Taschen verwendet. Nach einem kurzen Abkiihlen konnte das
Gel in die vorbereiteten Gelschlitten gegossen werden und war nach ca. 30 Minuten
gebrauchsfertig. AnschlieBend wurden die Kédmme entfernt und das Gel in eine
horizontale Elektrophorese-Kammer gelegt. Als Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer, der
das Gel vollstindig iiberdecken sollte.

Von den PCR-Produkten wurden pro Probe 3 pl eingesetzt und mit je 1 ul Agarosegel-
Ladepuffer, der zur Blaufirbung und Beschwerung der Probe diente, versetzt. Die
Ansitze wurden mit Aqua dest. auf 10 pl aufgefiillt und in die Taschen des Gels gegeben.
Zur GroBenbestimmung der PCR-Produkte wurde in eine der Taschen 5 pul des
pUC/Ddel-GroBenstandard eingebracht (zur Herstellung der GroBenstandards siehe
Kapitel 2.1.3). Bei einer angelegten Spannung von 60-80 V waren die PCR-Fragmente

nach etwa 30-45 Minuten ausreichend aufgetrennt.

Im UV-Transilluminator wurden die Banden im Gel sichtbar gemacht und fiir die
Labordokumentation fotografiert (s. Abbildung 2.3). Bei guter Qualitit konnten die PCR-
Produkte direkt aufgereinigt (s. u.) oder fiir den spiteren Gebrauch bei - 20 °C

tiefgefroren werden.

I I [11 A% M

— 890 bp

— 540 bp
_ 426 bp
~ 409 bp

— 240 bp

Abbildung 2.3 Beispielbild eines Agarosegels

Dargestellt sind vier ELOVL4-PCR-Produkte des Exon 1. Die Grofe der PCR-Produkte betrdgt 547 bp. Als
GroBenstandard (M) diente pUC/Ddel.
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2.2.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

War die PCR erfolgreich und die erhaltene DNA-Menge ausreichend, konnten die PCR-
Produkte zur Weiterverarbeitung entweder liber einen Saulen-Filter (OLS-Kit) oder den
Exo-SAP-IT-Verdau aufgereinigt werden. Beide Verfahren reinigen das PCR-Produkt

von tiberschiissigen Primern, Nukleotiden und gesamtgenomischer DNA.

2.2.5.1 Reinigungskit

Eine einfache Methode ist die Reinigung der Ansétze {iber das Straight-PCR-OLS Kit der
Firma OMNI Life Science. Es wird jeweils der gesamte PCR-Ansatz, gemill den
Angaben des Herstellers, aufgereinigt. AnschlieBend bietet sich die Mdglichkeit, erneut
ein analytisches Agarosegel zur Kontrolle des DNA-Gehalts anzufertigen.

Der im Kit enthaltene Spin-Filter wurde auf ein Auffang-Réhrchen (Receiver-Tube)
gesteckt. 500 ul des Bindepuffers (im Kit enthalten) sowie das gesamte PCR-Produkt
wurden auf den Filter gegeben und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette
gemischt. Es wurde eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die DNA war somit an den

Filter gebunden. Das Filtrat und das Receiver-Tube konnten verworfen werden.

Der Spin-Filter wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal} (Elution-Tube) iiberfiihrt. Abhéngig
von der Menge des PCR-Produktes wurde Elutionspuffer auf die Filtermitte gegeben
(meist 30 ul) und bei Raumtemperatur flir fiinf Minuten inkubiert. Eine zweite
Zentrifugation bei 7.000 rpm schloss sich an. Der Spin-Filter wurde verworfen. Das
gereinigte PCR-Produkt befand sich nun im Elution-Tube und konnte bei - 20 °C zur

spateren Weiterverarbeitung gelagert werden.

2.2.5.2 Exo-SAP-IT Verdau

Das Exo-SAP-IT PCR Product Cleanup des Herstellers Affymetrix reinigt PCR-Produkte
enzymatisch in einem Schritt. Es enthélt Exonuklease I (Exo) zum Abbau iiberschiissiger
Primer und Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) zur Dephosphorylierung von
Nukleotiden (Affymetrix, 2016). Vorteil dieses Verfahren ist, dass viele PCR-Produkte

gleichzeitig bearbeitet werden konnen (meist 16 Proben).

Es wird nur die fiir die spétere Sequenzierung bendtigte Menge der PCR-Produkte
verwendet. Abhéngig von dem zuvor bestimmten DNA-Gehalt wurden 2-5 pl je PCR-
Produkt eingesetzt. Pro Ansatz bendtigte man 0,8 ul des Exo-SAP-IT Enzyms. Der
Ansatz wurde mit Aqua dest. auf 5 pl aufgefiillt und in Multiwell-Streifen gegeben. Es
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folgten zwei Inkubationen von je 15 Minuten bei 37 und 80 °C. In der ersten Inkubation
wurden Primer abgebaut und Nukleotide phosphoryliert. Die zweite Inkubation (bei
80 °C) diente der Inaktivierung der Enzyme. Die gereinigten PCR-Produkte konnten

direkt zur Sequenzierung weiterverwendet werden.
2.2.6 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung dient der Identifizierung der Nukleotid-Abfolge in einem DNA-
Strang und beruht auf dem von Fred Sanger im Jahr 1977 vorgestellten Sanger-Verfahren.
Prinzip dieses sog. Didesoxyverfahren ist die enzymatische Synthese von basenspezifisch
terminierten DNA-Fragmenten, die anschlieBend nach ihrer Grofle elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Durch das entstehende Bandenmuster kann die Sequenz der DNA

rekonstruiert werden. (Lottspeich & Engels, 2012, p. 864)

Entscheidend fiir die Entwicklung der Sanger-Sequenzierung ist die Entdeckung, dass
synthetisch  hergestellte 2’,3’-Didesoxyribonukleosidtriphosphate  (ddNTPs) die
Elongation der DNA durch DNA-Polymerasen inhibieren. Wird ein solches ddNTP von
der Polymerase in den wachsenden DNA-Strang eingebaut, kann dort keine weitere
Verldngerung stattfinden, da dem Didesoxynukleotid die 3’-Hydroxylgruppe der Ribose
fehlt. Der Strang ist terminiert.

Der urspriingliche Ablauf der Sequenzierung sieht zuerst eine Denaturierung der DNA
von drei Minuten bei 100 °C in ihre Einzelstringe vor. Es folgt eine 30-miniitige
Inkubation bei 67 °C, derweil die Primer komplementir an die DNA binden.
AnschlieBend wird die Reaktion auf vier Ansdtze aufgeteilt, welche die DNA-
Polymerase, die vier natiirlichen Desoxynukleotide und jeweils eines der
Didesoxynukleotide (ddNTPs) enthalten. Die DNA-Polymerase baut statistisch, neben
den natiirlichen dNTPs, auch ddNTPs in den wachsenden DNA-Strang ein. Ein
eingebautes ddNTP terminiert die Elongation und es entstehen Fragmente
unterschiedlicher Linge mit dem ddNTP des jeweiligen Ansatzes am Ende. Die
radioaktiv markierten Reaktionsprodukte (urspriinglich P-32 markiertes dATP) koénnen
in einem denaturierenden Polyacrylamidgel ihrer Grofe nach aufgetrennt und mittels
Autoradiographie dargestellt werden. Aus der Folge der Banden der vier Ansitze lésst

sich die Nukleotid-Abfolge ablesen. (Sanger, et al., 1977)

In dieser Arbeit wurde die Cycle-Sequenzierung angewendet. Es handelt sich um eine

zyklisch durchlaufene Sequenzierungs-Reaktion, die — analog zur PCR — mit
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thermostabiler DNA-Polymerase im Thermocycler durchgefiihrt wird. In einem Ansatz
bestehend aus Template-DNA, einem Oligonukleotidprimer, DNA-Polymerase, Puffer
und einem dNTP-/ddNTP-Gemisch wird die DNA amplifiziert und sequenziert. Im
Gegensatz zur PCR, bei der zwei unterschiedliche Primer zum Einsatz kommen, handelt
es sich bei der Cycle-Sequenzierung um eine lineare Amplifikation der DNA. Jedes der
vier Didesoxynukleotide ist mit einem anderen Fluoreszenz-Farbstoff markiert. Dies hat
zum Vorteil, dass die Reaktion nicht auf vier Ansétze aufgeteilt werden muss und auf

Radioaktivitit verzichtet werden kann. (Lottspeich & Engels, 2012, pp. 859-875)
Durchfiihrung:

Es wurde das BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit des Herstellers Applied
Biosystems verwendet. Ein Sequenzier-Ansatz wurde nach Angaben des Herstellers in

0,5 ul Multiwell-8er-Streifen gegeben (s. Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9 Sequenzier-Ansatz (pro Probe)

Reagenz Menge [pl]
PCR-Produkt 5
Sequenzier-Puffer 5x 1
Forward-/ Reverse-Primer 10 uM 1,5
ABI-Sequenzier-Mix (u.a. Polymerase) 2,5
Aqua dest. 5

Tabelle 2.10 Sequenzier-Bedingungen der ELOVL4-Exons
Exon Initiale Denat. | Denaturierung | Annealing Elongation
1 94 °C — 2 min 94°C-10s 61°C-30s 50 °C — 3 min
2 94 °C — 2 min 94°C-10s 61°C-30s 50 °C — 3 min
3 94 °C — 2 min 94°C-10s 55°C-30s 50 °C — 3 min
4 94 °C — 2 min 94°C-10s 55°C-30s 50 °C — 3 min
5 94 °C — 2 min 94°C-10s 55°C-30s 50 °C — 3 min
6 94 °C — 2 min 94°C-10s 58°C—-30s 50 °C — 3 min
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In 25 repetitiven Zyklen von Primer-Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation
wurde die DNA sequenziert (s. Tabelle 2.10). Die Auswertung der Sequenzierung
erfolgte im Sequencer per Kapillarelektrophorese und Fluoreszenzanalyse. Die Abfolge

der Farbsignale entspricht der Nukleotidsequenz der DNA.

2.2.6.1 Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte

Vor der Kapillarelektrophorese wurden die Sequenzierungsprodukte durch Gelfiltration
mittels Sephadex-Sdulen von Primern und Nukleotiden gereinigt. Dazu wurden pro
Sequenzierungsprodukt 350 pl gequollenes Sephadex G-50 Superfine in die Wells einer
Mikrotiterplatte gegeben und zwei Minuten bei 2100 rpm zentrifugiert. Das Eluat in der
unteren Platte wurde verworfen und eine neue Elutionsplatte verwendet. Anschlieend
wurde das gesamte Sequenzierungsprodukt auf die Sephadex-Saule gegeben und erneut
zwei Minuten bei 2100 rpm zentrifugiert. Die gereinigten Sequenzierungsprodukte
befanden sich im Eluat der Elutionsplatte und konnten in einen Multiwell-Streifen

uberfuhrt werden.

Pro Sequenzierung wurde 10 pl deionisiertes Formamid hinzugegeben. Es stabilisiert die
Sequenzierungsprodukte und verhindert das Ausbilden von Sekundirstrukturen, die die

Kapillarelektrophorese storen kdnnen.
2.2.7 Sequenzanalyse und Datenbanken

Die Sequenzierungsprodukte wurden im Sequencer 3130xl Genetic Analyzer des
Herstellers Applied Biosystems per Kapillarelektrophorese aufgetrennt und einer
Fluoreszenzanalyse zugefiihrt. Im Detektor wurden die Farbsignale der mit
Fluoreszenzfarbstoff beladenen Didesoxynukleotide erkannt und daraus mittels der
Gerédtesoftware ein Elektropherogramm, von welchem die Nukleotid-Abfolge abgelesen

werden konnte, erstellt.

Nach einer kurzen Durchsicht mit der frei verfiigbaren Software Finch TV des Herstellers
Geospiza wurden die Sequenzen zufriedenstellender Qualitit mit dem Programm
SeqScape (Version 2.5) des Herstellers Applied Biosystems bearbeitet (s. Abbildung 2.4).
Die Software analysiert die Basenabfolge der DNA und ist in der Lage, Sequenzvarianten

zu identifizieren.
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Abbildung 2.4 Elektropherogramm einer Beispielsequenz in Finch TV aus Exon 6

Die Sequenzen wurden mit der Referenzsequenz der Datenbank Ensembl Genome
Browser (http://www.ensembl.org, Release 104, Mai 2021) des European Molecular
Biology Laboratory's European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) verglichen.
Dadurch konnten bereits bekannte und neue Varianten identifiziert werden. Das Ensembl-
Projekt wurde 1999 ins Leben gerufen, um Sequenz-Informationen des menschlichen
Genoms frei verfiigbar zu machen und enthélt eine stetig wachsende Anzahl an Daten

von Genomen unterschiedlicher Organismen. (Howe, et al., 2021)

Gefundene Varianten konnten mit der Single Nucleotide Polymorphism Database
(dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) des National Center for
Biotechnology Information (NCBI) genauer analysiert werden. Die dbSNP-Database ist
eine Offentliche Datenbank kurzer Sequenzvarianten wie SNPs, kleine Multibasen-
Deletionen oder -Insertionen und Mikrosatelliten-Repeats. Es werden Sequenz-Daten von
einzelnen Forschern sowie grofer Sequenzier-Projekte (wie das 1000 Genomes Project,
Stand 2.504 Genome) akzeptiert. Zu jeder Variante finden sich Informationen zu Kontext,
Hiufigkeit, klinischer Signifikanz und den Ubermittlern. (Sherry, et al., 2001; The 1000

Genomes Project Consortium, et al., 2015)

In silico Vorhersagen zur Bewertung des Effektes gefundener Sequenzvarianten auf das
ELOVL4-Protein wurden mit MutationTaster (Schwarz, et al., 2014)
(http://www.mutationtaster.org), PolyPhen-2 (Adzhubei, et al, 2013)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) und PROVEAN (Choi, et al, 2012)
(http://provean.jcvi.org) durchgefiihrt. Diese bioinformatischen Werkzeuge geben
Prognosen iiber mogliche schidliche Auswirkungen der Sequenzénderung. Sie eignen
sich besonders zur Interpretation grof3er Datenmengen von genetischen Varianten, welche
bei modernen Sequenzierungs-Projekten (z.B. Exom- und Genom-Sequenzierung)

entstehen.

MutationTaster bspw. arbeitet mit Sequenzvarianten auf DNA-Ebene. Verschiedene

Tests und Eigenschaften der Sequenzinderungen werden in die auf einer Bayes-Statistik
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beruhenden Berechnungen einbezogen. Neben Informationen zu SpleiB3stellen,
Proteineigenschaften und Grad der Konservierung der Sequenz, werden auch
Haufigkeiten der analysierten Varianten in grolen Datenbanken (wie das 1000 Genomes

Project) angegeben.

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) gibt Prognosen iiber den moglichen
Einfluss einer Aminosdure-Substitution auf die Stabilitdt und Funktion menschlicher
Proteine unter Verwendung von strukturellen und phylogenetischen Betrachtungen der
Sequenzéinderung. So flieBen in die Berechnungen der Vorhersage-Scores neben
Alignment-Analysen auch Informationen zur 3D-Proteinstruktur, Bindungsstellen und
funktionellen Bereichen des Proteins (z.B. von der UniProtKB/Swiss-Prot Datenbank
(The UniProt Consortium, 2017)) ein. Einige strukturelle Analysen von PolyPhen-2
basieren auf externen Scores. Zur Evaluation von mdglichen funktionellen Effekten einer
Substitution auf TM verwendet PolyPhen-2 z.B. den PHAT trans-membrane specific
matrix score (Ng, et al., 2000).

Der PROVEAN-Score (Protein Variation Effect Analyzer) misst die Anderung der
Proteinsequenz auf Basis von Referenzsequenzen und unter Einbezug von
Sequenzhomologen der NCBI-Proteindatenbank. Dabei beschriankt sich die Prognose
nicht nur auf einzelne Aminosdure-Substitutionen, sondern kann auch auf in-frame

Insertionen, Deletionen und multiple Aminoséure-Substitutionen angewandt werden.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 61 anonymisierte Patientenproben auf das
Vorhandensein von Sequenzveridnderungen im ELOVL4-Gen untersucht. Es handelt sich
iiberwiegend um deutsche Patienten, deren DNA nach einer genetischen Beratung und
Einverstindniserkldrung gemiBl Gendiagnostikgesetz (GenDG) im Institut fiir
Humangenetik Gieflen asserviert wurden. Die Patienten zeigten allesamt das klinische
Bild einer spinocerebelldren Ataxie und wurden zuvor negativ auf Loci fiir SCA1-3,
SCA6-8, SCA10-14, SCA17,SCA19, SCA23, SCA27, SCA28 und SCA38 getestet. Die
sechs codierenden Exons des ELOVL4-Gens sowie die angrenzenden intronischen
Bereiche wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert und anschlieend
sequenziert. Die Auswertung erfolgte liber die Software SeqScape (Version 2.6) des
Herstellers Applied Biosystems. Referenzsequenzen wurden der Gendatenbank Ensembl
Genome Browser entnommen (Release 104, Mai 2021). Alle nachfolgenden Daten zur
MAF (minor allele frequency, Allelfrequenz des selteneren Allels) in Europa oder global
sind dem 1000 Genomes Project (Phase 3) iiber Ensembl oder dbSNP entnommen.

Der Begriff Mutation ist definiert als Verdnderung der Nukleotidsequenz, wéhrend
Polymorphismus fiir Verdnderungen mit einer Hiufigkeit von >1 % steht. Beide
Begriffe werden an anderen Stellen jedoch auch fiir pathogene bzw. benigne
Sequenzénderungen verwendet. Um Verwechslungen zu vermeiden, werden im
Folgenden die neutralen Begriffe Variante oder SNV (Einzelnukleotid-Variante, single
nucleotide variant) fiir Veranderungen der DNA-Sequenz verwendet. Dies entspricht den
aktuellen Empfehlungen des American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Richards, et al., 2015). Die Nomenklatur der Sequenzvarianten beinhaltet
auerdem die Einteilung von Varianten in fiinf Klassen: Normvariante ohne klinische
Relevanz (1), wahrscheinliche Normvariante (2), Variante unklarer klinischer Relevanz
(3), wahrscheinlich pathogene Variante (4) und pathogene Varianten (5) (Plon, et al.,
2008). Die Beifiligung wahrscheinlich findet Gebrauch bei einer Sicherheit von mehr als

90 % (Richards, et al., 2015).

ELOVL4 befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 6 (6q14.1). Der Genort lautet
6:79,914,814-79,947,553. Dabei gibt die erste Zahl die Nummer des Chromosoms, hier
Chromosom 6, an. Die folgenden Zahlen beziehen sich auf die absolute Basenposition

des Gens im Chromosom, beginnend an der ersten Base des kurzen Armes. Das ELOVL4-
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Gen liegt auf dem Riickwirtsstrang und wird vom Telomer zum Zentromer transkribiert.
Das entstehende ELOVL4-Trankskript besteht aus sechs Exons und umfasst 3013 bp. Der
proteincodierende Bereich beinhaltet 945 bp und codiert fiir die Fettsdure-Elongase 4, ein

314 Aminoséduren langes Protein des Fettsdurestoffwechsels (s. Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: ELOVL4-Gen, -Transkript und -Protein

HGNC-Name ELOVL4
Ensembl-Gen-ID ENSG00000118402
Genort 6:79,914,814-79,947,553
Locus 6ql4.1
Ensembl-Transkript-I1D ENST00000369816.5
Linge des Transkripts 3013 bp

Anzahl Exons 6

Linge der codierenden Sequenz 945 bp
Ensembl-Protein-1D ENSP00000358831.4
Anzahl Aminosiuren 314

In den untersuchten 61 Patientenproben wurden elf verschiedene Sequenzvarianten
nachgewiesen. Sie werden im Folgenden, beginnend bei Exon 1, dargestellt. Eine

tabellarische Ubersicht findet sich in Kapitel 3.7.
3.1 Auswertung Exon 1, ELOVL4

Das erste Exon (ENSE00001450997) des ELOVL4-Gens ist 374 bp lang. Die letzten
100 bp codieren fiir die Aminosduren 1-34. Exon 1 trennt ein 20.798 bp langes Intron
von Exon 2. Das analysierte PCR-Produkt besitzt eine Lange von 547 bp und umspannt
einen kleinen Teil der 5’-UTR (untranslated region, untranslatierte Region), den nicht-

codierenden und codierenden Teil des Exon 1 sowie einen kleinen Bereich des Intron 1.

Es wurden zwei bereits bekannte Sequenzvarianten im nicht-codierenden Abschnitt des
Exon1 im vorliegenden Patientenkollektiv gefunden. Sie befinden sich in der
Promotorregion von ELOVL4, haben keinen Aminosdureaustausch zur Folge und

betreffen keine Spleil3stelle.
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Bei den Patientenproben 980 und 1113 wurde die Variante ¢.-236C>T (rs240307) in der
heterozygoten Form nachgewiesen (s. Abbildung 3.1). Der Basenaustausch von Cytosin
zu Thymin liegt an Position 39 im Trankskript und ist 236 bp vom codierenden Bereich
des Exon 1 entfernt. Fiir das Patientenkollektiv lieS sich eine MAF von T =0,016
bestimmen. Global liegt sie bei T =0,145. In der europdischen Population tritt die
Variante seltener auf (T=0,028) — dennoch héufiger als im vorliegenden

Patientenkollektiv.

LageimGenr #I# pExont q

TGGCGGCTGGGCCTYCTCCACCTCCTCGTCTTECTCCCGGGAACCTTGACGACGCCTTCCGCTT

Index
Referenzsequenz

980 TGGEGGCTGGGCCTYbTCCACCTCCTCGTCTTTCTCCCGGGAACCTTGACGACGCCTTCCGCTT
GGCGGCTGGGCCTYCTCCACCTCCTC

w0

977 TGGCGGCTGGGCCTCCTCCACCTCCTCGTCTTTCTCCCGGGAACCTTGACGACGCCTTCCGCTT
GGCGGCTGGGCCTCCTCCACCTCCTC

byl

TGGCGGCTGGGCCTCCTCCACCTCCTCGTCTTTCTCCCGGGAACCTTGACGACGCCTTCCGCTT
TGGCGGCTGGGCCTCCTCCACCTCCTCGTCTTTCTCCCGGGAACCTTGACGACGCCTTCCGCTT

Abbildung 3.1 Sequenzausschnitt Exon 1, ELOVL4 (¢.-236C>T)

Dargestellt ist die SNV ¢.-236C>T in der heterozygoten Form (Probe 980) und der Wildtyp (Probe 977).

Bei der zweiten nachgewiesenen Variante handelt es sich um die SNV ¢.-90G>C an
Position 185 des Transkripts (rs62407622). Die Variante liegt im nicht-codierenden Teil
90 bp vom Startcodon der Translation entfernt. Bei 13 Patientenproben fand sie sich in
der heterozygoten Form (Genotyp G/C) und bei sechs Patienten in der homozygoten Form
(Genotyp C/C, s. Abbildung 3.2). Die ermittelte MAF der Patientengruppe betragt
C =0,205. Damit wurden hohere Werte als in der Gesamtbevdlkerung (C = 0,087) und
der europidischen Bevdlkerung (C = 0,184) ermittelt. Ein Patient (Nr. 1113) war Tréiger
beider Varianten in der heterozygoten Form (s. Kapitel 4.2.2).

In Ensembl werden beide 5’-UTR-Varianten als benigne bzw. wahrscheinlich benigne
mit Assoziation zu Morbus Stargardt Typ 3 (STGD3) aufgefiihrt. Das bedeutet, unter
diesem Phénotyp wurden sie bereits von einem oder mehreren Sequenzdaten-
Ubermittlern beschrieben. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Variante und der

Erkrankung ist nicht bekannt.
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Lage im Gen W “ﬁ* BEXent q

GGGTTCCCGGCCGCCSCTCGCCCCGTCGGCCGCCACCGCCTCCGGGGTCAGCCCTCTCTCTGGGTCTCCG

Index 201 211 221 231 241 251 261

Referenzsequens GGGTTCCCGGCCGCCGCTCGCCCCETCGEGCCGCCACCGCCTCCGGGGTCAGCCCTCTCTCTGGGTCTCCE

1145 GGGTTCCCGGCCGCCS,:TCGCCCCGTCGGCCGCCACCGCCTCCGGGGTEAGCCCTCTCTCTGGGTCTCCG
GTTCCCGGCCGCCSCTCGCCCCGTCG

GGGTCCCGGCCGCCCTCGCCCEGTCGGCCGCCACCGCCTCCGGGGTCAGCCCTCTCTCTGGGTCTCCG
GTTCCCGGCCGCCCCTCGCCCCGTCG

B
1179 GGGTTCCCGGCCGCCGCTCGCCCCGTCGGCCGCCACCGCCTCCGGGGTCAGCCCTCTCTCTGGGTCTCCG
GTTCCCGGCCGCCGCTCGCCCCGTCG

_ '('f'\ (\

Abbildung 3.2 Sequenzausschnitt Exon 1, ELOVL4 (¢.-90G>C)

394

Zu sehen ist die SNV ¢.-90G>C in Probe 1145 (heterozygot), 394 (homozygot) und der Wildtyp (Probe
1179).

3.2 Auswertung Exon 2, ELOVL4

Exon 2 (ENSE00000918614) besitzt eine Lénge von 188 bp und codiert fiir die
Aminoséuren 34-96 im ELOVL4-Protein. Es wird durch ein 20.798 bp langes Intron von
Exon 1 und durch ein 1.161 bp langes Intron von Exon 3 getrennt. Mit den verwendeten
Primern konnte ein PCR-Produkt von 429 bp Linge amplifiziert und sequenziert werden.
Es wurden bei der Sequenzanalyse weder in Exon 2 noch in angrenzenden intronischen

Bereichen Sequenzvarianten gefunden.
3.3 Auswertung Exon 3, ELOVL4

Exon 3 (ENSE00000918613) ist 81 bp groB und codiert fiir die Aminosduren 97—-122.
Die angrenzenden intronischen Bereiche sind 1.161 bp zu Exon 2 und 3.155 bp zu Exon 4

grof3. Das sequenzierte PCR-Produkt des Exon 3 hat eine Lénge von 389 bp.

Im angrenzenden intronischen Bereich von Exon 3 konnte eine bekannte Sequenzvariante
an Position ¢.289-99T>C in Intron 2 nachgewiesen werden (rs343627). Sie liegt 99 bp
vor Exon 3 und hat eine Transition von Thymin zu Cytosin zur Folge. Bei 16 Patienten
fand sich die SNV in der heterozygoten Form (Genotyp T/C) und bei drei Patienten in
der homozygoten Form (C/C, s. Abbildung 3.3). Die MAF im Patientenkollektiv belduft
sich auf C = 0,180. In der europdischen Bevolkerung wird sie mit C = 0,117 angegeben

(global C = 0,323).
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Lage im Gen Hﬁ BEXORS! I e

TATTGYGTTTaAaaTAATTTGAAAGGCTACATTTTGtawrwAAdCGTGTTTTTAATGCTG

Index 71 81 91 101 111 121
Refee i T AT TG TG TTTAAAATAATTTGAAAGGCTACATTTTGTATATAATTOTGTTTTTAATOCTS
1139 TGYGTTTahAATAATTTGAAAGGCTACATTTTGTATATAATTGTGTTTTTAATGCTG
TGYGTTT TAAT
A
|lI '“\ [l(\ I-\\ I{.II Il
Il ||”| U‘\ ‘l |
) J ! Lo ..,J‘llllu ;’
1134 TGCGTTTAAAATAATTTGAAAGGCTACATTTTGTATATAATTGTGTTTTTAATGCTG
TGCGTTT TAAT
A f . '
('||||,.\ i |
\ AT ||l J| '|= ’|
| J
i \ VL
1131 TATTGTGTTTAAAATAATTTGAAAGGCTACATTTTGTATATAATTGTGTTTTTAATGCTG
TATTGTGTTT TAAT

Abbildung 3.3 Sequenzausschnitt Intron 2, ELOVL4 (¢.289-99T>C)

Dargestellt ist die Variante ¢.289-99T>C in der heterozygoten Form (Probe 1139), in der homozygoten
Form (Probe 1134) und der Wildtyp (Probe 1131).

3.4 Auswertung Exon 4, ELOVL4

Exon 4 (ENSE00000918612) umfasst einen 172 bp groflen Bereich im ELOVL4-Gen. Es
codiert fiir die Aminoséduren 123—-180. Von den angrenzenden Exons wird es durch
3.155 bp und 2.077 bp lange Introns getrennt. Das untersuchte PCR-Produkt hat eine
Liange von 455 bp. Es wurden zwei bekannte Sequenzvarianten in Intron 3 bzw. 4

nachgewiesen.

Bei der in Intron 3 liegenden Variante handelt es sich um die Deletions-Insertions-
Variante ¢.370-118 370-117delCCinsGA (rs35163932). Angaben zur MAF dieser
Variante fehlen in der dbSNP-Datenbank. Anstatt als Deletions-Insertions-Variante von
je zwei Nukleotiden ldsst sie sich synonym als zwei Substitutionen je eines Nukleotids
beschreiben: ¢.370-118C>G und ¢.370-117C>A (rs7770586/-5). Die MAF fiir beide
SNVs liegt bei G bzw. A = 0,229 in der Gesamtbevdlkerung und bei G bzw. A =0,116
in Europa. Im Patientenkollektiv konnte der betreffende Bereich nur bei etwa einem
Drittel der Patientenproben beurteilt werden. Jeweils nur dann, wenn der R-Primer zur
Sequenzierung verwendet wurde. Die Variante liegt 117 bp weit in Intron 3 und wurde
durch den F-Primer teilweise nicht abgedeckt. Auf weiter Sequenzierungen mit dem R-

Primer wurde verzichtet, da sie bekannt und nicht pathogen ist.
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Lage im Gen W* BExend

TAGCCATTAATGATTSMATGCCTTGTACATTTTG TG CaaTATACAAATGTTTATTTTGGACTTAC

Index 1 4l 51 61 71 8l 91

Releronsseuens TAGCCATTAATGATTCCATGCCTTGTACATTTTGTGCAATATACAAATGTTTATTTTGGACTTAC

431 TAGCCATTAATGATTGA'ATGCCTTGTACATTTTGTGCAATATACAAATGTTTATTTTGGACTTAC
GCCATTAATGATTGAATGCCTTGTAC

339 TAGCCATTAATGATTSMATGCCTTGTACATTTTGTGCAATATACAAATGTTTATTTTGGACTTAC
GCCATTAATGATTSMATGCCTTGTAC

394 TAGCCATTAATGATTCCATGCCTTGTACA‘TTTTGTGCAATATACAAATGTTTATTTTGGACTTAC
GCCATTAATGATTCCATGCCTTGTAC

Abbildung 3.4 Sequenzausschnitt Intron 3, ELOVL4 (¢.370-118 370-117delCCinsGA)

Zu sehen ist die Insertions-Deletions-Variante ¢.370-118_370-117delCCinsGA in der homozygoten
(Probe 431) und heterozygoten Form (Probe 339) sowie der Wildtyp (Probe 394).

Sie fand sich bei sechs Patientenproben, wobei zwei davon homozygote Triger des Allels
waren (s. Abbildung 3.4). Jeder dieser Patienten war zugleich auch Triger zweier

Varianten in Exon 6 (s. Kapitel 3.6.2).

Die bekannte SNV ¢.541+60G>A liegt 60 bp distal des Exon 4 in Intron 4 (rs45466000).
Die MAF belduft sich auf A=0,016 global bzw. A =0,040 in der europiischen

Lage im Gen P E

ATTTTCAGGAATataCTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAARCAATGAGAACCTAGG,

Bevolkerung. Angaben zur klinischen Relevanz sind nicht bekannt.

..................................................... A..iieieeeccaanan
Index 11 21 31 41 51 61 71
Referenzsequenz
AT T TIUAGOU AR TATALUTIT O LU TIOCULU DI TTIAATIOCUATATATCIOCITIUAGI OO A ARAAGCLUARTOCAGREATLLUTATDD,
1131 ATTTTCAGGAATATACTGCTTGC GTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAARbAATGAGAACCTAGG.
TGTTCAGTGGAAARCAATGAGAACCT

1134 ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAAGCAATGAGAACCTAGG.,
TGTTCAGTGGAAAGCAATGAGAACCT

A |

AW
ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAAGCAATGAGAACCTAGG,
ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAAGCAATGAGAACCTAGG,
ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAAGCAATGAGAACCTAGG,

1143 ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAARCAATGAGAACCTAGG.,
1142 ATTTTCAGGAATATACTGCTTGCGTTTAATTGCATATATGTGTTCAGTGGAAARCAATGAGAACCTAGG.,

Abbildung 3.5 Sequenzausschnitt Intron 4, ELOVL4 (¢.541+60G>A)

Abgebildet ist die SNV ¢.541+60G>A (Probe 1131, 1143, 1142) und der Wildtyp (Probe 1134)
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Im vorliegenden Kollektiv trat die Variante bei fiinf Patienten auf je einem Allel auf (s.
Abbildung 3.5). Bei sieben Proben konnte der Bereich in Intron 4 nicht beurteilt werden.
Unter Beriicksichtigung der ausgefallenen Proben ergibt sich eine MAF von A = 0,046.

3.5 Auswertung Exon 5, ELOVL4

Exon 5 (ENSE00000918611) ist 128 bp groB und codiert flir die Aminosduren 180-222
in ELOVLA4. Die angrenzenden Introns sind 2.077 bp zu Exon 4 und 2.536 bp zu Exon 6
grof3. In dem 408 bp umfassenden PCR-Produkt konnten weder im Exon 5 selbst noch in

den beiden angrenzenden Introns Sequenzvarianten nachgewiesen werden.
3.6 Auswertung Exon 6, ELOVL4

Das letzte Exon (ENSE00001450988) des ELOVL4-Gens ist 2.070 bp groB. Die ersten
276 bp codieren fiir die Aminosduren 223-314. Anschlieend folgt die 3’-UTR. Es wurde
nur ein Teil des Exon 6 amplifiziert und sequenziert. Das 729 bp grofle PCR-Produkt
umfasste einen Teil des Intron 5, den codierenden Teil des Exon 6 und ca. 200 bp der 3°-

UTR. Es wurden vier exonische und zwei intronische Varianten gefunden.
3.6.1 Unbekannte Variante in Exon 6

Bei Patientenprobe 975 wurde eine bisher unbekannte Missense-Variante in Exon 6

gefunden (s. Abbildung 3.6).

Lage im Gen [ _+:# Exond_honcoding

TGGATGCACTGGGCTSTAATTGCCTATGCAATCAGCTTCATATTTCTCTTTCTTAA

Index
Nukl-Referenzsequenz TGGATGCACTGGGCTCTAATTGCCTATGCAATCAGCTTCATATTTCTCTTTCTTAA
AS-Referenzsequenz w )i H 1) A L I A ¥ A I 5 F I F L F L
975 TGGATGCACTGGGCTSITAATTGCCTATGCAATCAGCTTCATATTTCTCTTTCTTAA
ATGCACTGGGCTSTAATTGCCTAT

R-Primer

F-Primer ATGCACTGGGCTSTAATTGCCTAT

Abbildung 3.6 Sequenzausschnitt Exon 6, ELOVL4 (¢.751C>G)

Zwei unabhéngige PCR-Produkte aus DNA der Patientenprobe 975 wurden mit dem R- und F-Primer
sequenziert und zeigten libereinstimmende Ergebnisse. In der Sequenz des R-Primers ist der Peak des
Wildtyp Allels (C) nur etwa halb so hoch. Bei der F-Primer-Sequenz sind beide Peaks (C/G) gleich hoch.
Nukl: Nukleinsiure, AS: Aminosdure
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Es handelt sich um einen Nukleotidaustausch an Position 751 der codierenden Sequenz:
¢.751C>G. Die Transversion von Cytosin zu Guanin bedingt einen Aminosdureaustausch
im ELOVL4-Protein. An Position 251 findet sich statt Leucin die aberrante Aminoséure
Valin (p.Leu251Val). Fiir das Patientenkollektiv errechnet sich die MAF auf G = 0,008.

Eine in silico Analyse der Variante findet sich in Kapitel 3.8.
3.6.2 Bekannte Varianten in Exon 6

Die bereits bekannte SNV ¢.800T>C (rs148594713) konnte bei der Patientenprobe 8§92
nachgewiesen werden (s. Abbildung 3.7). Es handelt sich um eine Missense-Variante,
welche an Position 267 des ELOVL4-Proteins zu einem Aminosdureaustausch von
Isoleucin zu Threonin fithrt (p.I1e267Thr). GemadB Ensembl wird die SNV als
wahrscheinlich benigne bewertet. Sie findet sich in der europédischen Bevdlkerung mit

einer MAF von C = 0,008. Fiir die Patientengruppe ergibt sich der gleiche Wert.

Lage im Gen — _-ﬁ:* Exons_honcoding

TTCTTAACTTCTACAYTCGGACATACAAASAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACA

Index
Nukl-Referenzsequenz TTCTTAACTTCTACATTCGGACATACAAAGAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAARAACS
AS-Referenzsequenz F L N F ¥ I R T ¥ K E P K K P K A G K T

892 [ TTCTTAACTTCTACA h‘EGGAEATACAAAGAGCCTAAGAIAAECAAAAGCTGGAAAAACA
TTAACTTCTACA TCGG L CATAC A

i “ﬂmmMA

894 TTCTTAACTTCTACATTCGGACATACAAAGAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACA
ACTTCTACA TTCGG CATAC!:

oo

Abbildung 3.7 Sequenzausschnitt Exon 6, ELOVL4 (¢.800T>C)

Darstellung der Variante ¢.800T>C (Probe 892) und der Wildtyp (Probe 894). Nukl: Nukleinsiure, AS:
Aminosdure

Bei den Patientenproben 4, 1006, 1010 und 1131 wurde die bereits bekannte
Sequenzvariante ¢.814G>C in der heterozygoten Form nachgewiesen (rs148919174,
s. Abbildung 3.8). Es kommt zu einem Austausch der Aminosiure Glutaminsdure an
Position 272 im Protein gegen Glutamin (p.Glu272GIn). Global ist die MAF auf
C = 0,001 bestimmt worden. In Europa liegt sie bei C = 0,004. Fiir das Patientenkollektiv
wurden mit C=0,033 hohere Werte ermittelt. Ensembl listet die Variante als

wahrscheinlich benigne.
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Lage im Gen ** M

TCGGACATACAAASAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACAGCCATGAATGGTATTTCAGCAAA

Index 141 151 161 171 181 191

Nukl-Referenzsequenz
AS-Referenzsequenz |I R T ¥ K E P K K P K A G K T A n N G I ] A

1006 TCGGACATACAAAS'AGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACAGCCATGAATGGTATTTCAGCAAA
CGGACATACAAASAGCCTAAGAALA

1008 [TCGGACATACAAAGAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACAGCCATGAATGGTATTTCAGCAAA
CGGACATACAAAGAGCCTAAGALA

1010 TCGGACATACAAASAGCCTAAGAAACCAAAAGCTGGAAAAACAGCCATGAATGGTATTTCAGCAAA

Abbildung 3.8 Sequenzausschnitt Exon 6, ELOVL4 (¢.814G>C)

Variante ¢.814G>C ist zu sehen in Probe 1006 und 1010 (Genotyp G/C). Als Vergleich ist eine Wildtyp-
Sequenz (1008) abgebildet. Nukl: Nukleinsdure, AS: Aminoséure

Bei der vierten exonischen Variante handelt es sich um die Missense-Variante ¢.895A>G
(rs3812153). An Position 895 der codierenden Sequenz kommt es zum Austausch von
Alanin zu Guanin, der zum Einbau der Aminosdure Valin an Position 299 im ELOVL4-
Protein flihrt (p.Met299Val). Auf Ensembl ist sie als benigne Variante zu finden. Die
globale MAF betrigt G = 0,242, in Europa liegt sie bei G = 0,115. Die Variante fand sich
bei 19 der 61 untersuchten Patientenproben, wobei drei davon homozygote Triger des
Allels waren (s. Abbildung 3.9). Das macht in Summe eine ermittelte MAF von
G =0,180. Alle Trager dieser Sequenzverdnderung waren zugleich Trager der SNV im
nicht-codierenden Abschnitt von Exon 6 (¢.*142G>C, s.u.). Es ist von einer gekoppelten

Vererbung der beiden Sequenzvarianten und einem gemeinsamen Haplotyp auszugehen.

Lage im Gen #_ M

ATCAGAAAAACAACTCRTGATAGAAAATGGAAAAAAQGCAGAAAAATGGAAAAGCAAAAGGAGATTA

Index 211 221 231 241 251 261 271
Nukl-Referenzsequenz

AS-Referenzsequenz K 5 E K Q L )i I E N G K K Q K N G K & K G D
723 ATCAGJ\AAAAEAACTCRII‘GATAGAAAATGGAAAAAAGCAGAAAAATGGAAAAGCAA)\AGGAGATTA

749

[\, il

ATCAGAAAAACAACTCATGATAGAAAATGGAAAAAAGCAGAAAAATGGAAAAGCAAAAGGAGATTA
Q2] ATCAGAAAAACAACTCRTGATAGAAAATGGAAAAAAGCAGAAAAATGGAAAAGCAAAAGGAGATTA

Abbildung 3.9 Sequenzausschnitt Exon 6, ELOVL4 (¢.895A>G)

Variante ¢.895A>G in Probe 723 und 821 sowie der Wildtyp in 749. Nukl: Nukleinsdure, AS: Aminosédure
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Im nicht-codierenden Bereich des Exon 6 wurde bei Patient 642 die Variante ¢.*32G>C
nachgewiesen (rs371941167, s. Abbildung 3.10). Die Transversion von Guanin zu
Cytosin befindet sich 32 bp hinter dem Stopcodon der Translation. Die Variante ist bereits
bekannt, jedoch selten. Die globale MAF ist kleiner 0,001. Bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv wurde sie mit C = 0,008 ermittelt. Daten zur klinischen Signifikanz
sind auf Ensembl nicht vorhanden. MutationTaster bewertet die Variante als pathologisch
mit moglichen Auswirkungen auf SpleiB3stellen. Von einer klassischen SpleiSimutation ist

aufgrund der Lokalisation der Variante jedoch nicht auszugehen (s. Kapitel 4.2.2).

Lage im Gen _# %ﬂnﬁ

TGTTGTTGACAGTSAGGAAAAACTCCCATATCATATAAAATTTCAGGGAAAACAGAAGCA

Index
Referenzsequenz |[FGTTGTTGACAGTGAGGA

642

669

ol gy

Abbildung 3.10 Sequenzausschnitt Exon 6 / 3°-UTR, ELOVL4 (¢.*32G>C)

Zu sehen ist die Variante ¢.*32G>C bei Patient 642 und der Wildtyp (669) zum Vergleich.

Die letzte gefundene Variante in ELOVL4 befindet sich in der 3’-UTR an Position 1361
des Transkripts. Es handelt sich um die bekannte benigne Variante c¢.*142G>C
(rs1512118). Die Transversion von Guanin zu Cytosin liegt 142 bp distal des Stopcodons.
Analog zur Missense-Variante ¢.895A>G in Exon 6, wurde die Variante bei den gleichen
19 Patienten nachgewiesen, unter denen drei homozygote Triger waren (s. Abbildung
3.11). Die beiden Varianten werden vermutlich gekoppelt vererbt. Ihre errechneten MAFs
entsprechen sich und liegen bei C = 0,180. Fiir die europdische und globale Bevolkerung

finden sich dhnliche Werte: C=0,116 und C = 0,242.
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Lage im Gen

Index
Referenzsequenz

1139

1134

1131

b |

GCTAACTCTTAGACTSAGTAAAGTG TTAATACCATACCCAGATGTTTTATTTATGAAGEETEEATTTC

GTAAETCTTAGACTShGTAAAGTGTTAATACCATACCCAGATGTTTTATTTATGAAGTTTTTATTTT
AACTCTTAGACTSAGTAAAGTGTT

GTAACTCTTAGACTCAGTAAAGTGTTAATACCATACCCAGATGTTTTATTTATGAAGTTTTTATTTT

AACTCTTAGACTCAGTAAAGTGTT

GTAACTCTTAGACTGAGTAAAGTGTTAATACCATACCCAGATGTTTTATTTATGAAGTTTCECATTTT
AACTCTTAGACTGAGTAAAGTGTT

Abbildung 3.11 Sequenzausschnitt Exon 6 / 3’-UTR, ELOVL4 (¢.*142G>C)

Darstellung der Variante ¢.*142G>C in der heterozygoten (Probe 1139) und homozygoten Auspragung
(Probe 1134) sowie der Wildtyp (Probe 1131)
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3.7 Ubersicht nachgewiesener Varianten in ELOVL4
Tabelle 3.2 Nachgewiesene Varianten im £ELOVL4-Gen
e MAF MAF
Lokalisation | Bezeichnung rs-Nummer Global Patienten-
Austausch T
(Europa) ollektiv
. T=0,145
>-UTR/ c.-236C>T - 1rs240307 T=0,016
Exon 1 (T =0,028)
. C=10,087
5-UTR/ ¢.-90G>C - 1s62407622 C=0,205
Exon 1 (C=0,184)
C=0,323
Intron 2 €.289-99T>C - 1s343627 C=0,180
(C=0,117)
370- ; G/A =0,229 ich
won3 | &2/0- 118370 = 135163932 mient
117delCCinsGA (G/A =0,116) | beurteilbar
A =0,016
Intron 4 c.541+60G>A - rs45466000 A =0,046
(A =0,040)
Exon 6 c.751C>G p-Leu251Val - - G =0,008
C =0,006
Exon 6 ¢.800T>C p.11e267Thr | rs148594713 C=10,008
(C=0,008)
C=0,001
Exon 6 c.814G>C p-Glu272GIn | rs148919174 C=0,033
(C=0,004)
G =0,242
Exon 6 c.895A>G p-Met299Val | rs3812153 G=0,180
(G=0,115)
3-UIR/ c.*¥32G>C - rs371941167 C<0,001 C=10,008
Exon 6
>_UTR C=0,242
3-UIR/ c.*142G>C - rs1512118 C=0,180
Exon 6 (C=0,116)

Darstellung aller im Patientenkollektiv nachgewiesenen Sequenzvarianten. Die unbekannte Variante in
Exon 6 ist grau gekennzeichnet. AS: Aminosdure, rs: reference SNP, UTR: untranslatierte Region




Ergebnisse 52

3.8 Lokalisation und in silico Analyse der unbekannten Variante in Exon 6

Drei verschiedene in silico Analysewerkzeuge wurden verwendet, um mogliche
Auswirkungen der unbekannten Missense-Variante ¢.751C>G (p.Leu251Val) in Exon 6
auf das ELOVL4-Protein zu untersuchen (s. Kapitel 2.2.7).

MutationTaster bewertet die Variante als krankheitsverursachend bzw.
wahrscheinlich schidlich (Schwarz, et al., 2014). Sie wurde in keiner Gendatenbank
oder Sequenzierungsprojekt, wie dem 1000 Genomes Project oder der ExAC-Datenbank
(Exome Aggregation Consortium), gefunden. Der Grad der Konservierung (langsamere
Evolution einer Sequenz als unter neutraler Gendrift zu erwarten) des Nukleotids und der
Aminoséure flieBen in die Berechnungen der Vorhersage ein. Zur Untersuchung der
Konservierung fiihrt MutationTaster ein Sequenz-Alignment (engl. Abgleichung) von der
angefragten Proteinsequenz mit orthologen Proteinen zehn anderer Spezies (Schimpanse,
Rhesusaffe, Katze, Maus, Huhn, Kugelfisch, Zebrafisch, Fruchtfliege, Fadenwurm,
Krallenfrosch) durch (s. Abbildung 3.12).

Name Spezies Ubereinstimmung Protein-ID Sequenz-Alignment 3

Referenzsequenz

CPFPKWMHWALIAYAISFIFLF

Variante all conserved CPFPKWMHWA IAYAISFIFLF
Schimpanse P.troglodytes all identical ENSPTRG00000018370 CPFPKWMHWALIAYAISFIFLF
Rhesusaffe M.mulatta all identical ENSMMUG00000020208 CPFPKWMHWALIAYAISFIFLF
Katze F.catus all identical ENSFCAG00000006421 CPFPKWMHWALIAYAISFIFLF
Maus M.musculus all identical ENSMUSG00000032262 CPFPKWMHWALIAYAISFIFLF
Huhn G.gallus all conserved ENSGALG00000015876 CPFPKWMHWG IFYAITFIFLF
Kugelfisch T.rubripes all identical ENSTRUG00000004612 CDFPHWMHYSLICYAITFIVLF
Zebrafisch D.rerio all identical ENSDARG00000006773 CPFPKWMHWCLIGYALTFIILF
Fruchtfliege D.melanogaster not conserved FBgn0036128 CEYGKWLTPIGAAYMVPFLFMF
Fadenwurm C.elegans no homologue

Krallenfrosch X.tropicalis no homologue

Abbildung 3.12 Alignment-Analyse der Variante p.Leu251Val in MutationTaster

Sequenz-Alignment der Variante p.Leu251Val mit humaner Referenzsequenz und Orthologen der
aufgefiihrten Spezies. Position 251 im humanen ELOVL4 wurde mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die
Ubereinstimmung der Sequenz ist entweder bezeichnet als ,,all identical“ (gleiche AS im Menschen und
Ortholog), ,,all conserved (alle konserviert, dhnliche AS), ,not conserved (nicht konserviert, keine
Ubereinstimmung der Sequenzen) oder ,,no homologue® (kein homologes Gen bekannt). AS: Aminoséure
Mit Ausnahme der Fruchtfliege, des Fadenwurms und des Krallenfrosches konnten
Ubereinstimmungen der Aminosduresequenzen fiir die restlichen Spezies ermittelt
werden. Die Aminosdure Leucin an Position 251 des humanen ELOVL4-Proteins ist hoch

konserviert und findet sich bei allen Spezies mit Ausnahme des Huhns. In MutationTaster
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sind zwei Scores (phyloP / phastCons) zur Beurteilung der Konservierung eingebettet,
welche beide das betreffende Nukleotid an Position 751 und den flankierenden Bereich
als konserviert beurteilen. Splei3stellen sind nicht betroffen, da sich die Variante 82 bp
distal der Spleilstelle zwischen Intron 5 und Exon 6 befindet. MutationTaster gibt
auBlerdem an, dass die Aminosdure-Substitution innerhalb einer TM lokalisiert ist (s.

Abbildung 3.13), deren Funktion moglicherweise beeintrachtigt sein kann.

N 1 ELOVL4 QI80P
ER- W246G

Lumen { ! { ! /

41 101 126 176 183 238 247

71T T233M | L251V
Lipid- ‘/JL168F / /
«_

doppel- fppv| | om| M| |T™| [T™M| |T™M| |1M
schicht | 1 2 3 4 5 6 7

62 78 143 159 203 220 267

Zyto- ( j ( 7 ( j ( 314 C

plasma

Abbildung 3.13 Variante p.Leu251Val im ELOVL4-Proteinschema

Modifiziert nach (Ozaki, et al., 2015). SCA34 verursachende pathogene Varianten sind mit schwarzen
Pfeilen, die Variante p.Leu251Val mit einem pinken Pfeil gekennzeichnet. TM: Transmembrandoméne
PolyPhen-2 ordnet die Substitution p.Leu251Val in beiden Vorhersage-Scores (HumDiv
und HumVar) als benigne ein (Adzhubei, et al., 2013). Zur Beurteilung von monogenen
Erkrankungen sollte dem HumVar-Score Vorrang gegeben werden. Er erstreckt sich von
0,0 (benigne) bis 1,0 (pathogen) und wurde fiir die Variante in Exon 6 bei 0,158 ermittelt
(Sensitivitit: 0,89; Spezifitat: 0,72). In die Berechnungen flieBen Alignment-Analysen,
externe Scores und Informationen zur 3D-Proteinstruktur, Bindungsstellen und

funktionellen Bereichen des Proteins ein.

PROVEAN beurteilt den Effekt der Variante als neutral und ermittelt einen
Vorhersagescore von — 1,22 bei einer Sensitivitit von 80 % und einer Spezifitit von 79 %
(Choi, et al., 2012). Der Cutoff liegt bei — 2,5. Alle kleineren Werte sind als schidliche

Frequenzverdnderungen einzuordnen. Wahlt man eine hohere Sensitivitit von 91 %



Ergebnisse 54

(mehr schédliche Varianten werden als solche erkannt unter Einbeziehung jener
Varianten mit geringerer Sicherheit der Pathogenitét) liegt der Cutoff bei — 1,3. Die

Variante p.Leu251Val liegt somit iiber der Schwelle und wird als neutral gewertet.

Der Grad der Konservierung der gesamten ELOVL4-Proteinsequenz und die evolutiondre
Verwandtschaft des Proteins mit anderen Spezies wurden mit Sequenz-Orthologen aus
der Datenbank des Ensembl Genome Browsers untersucht. Leucin an Position 251 ist in
den meisten Primaten, Nagetieren und anderen hoheren Séugetieren konserviert. Zu den
in Primaten (26 untersuchte Spezies) vorkommenden ELOVL4-Proteinen besitzt das
humane ELOVL4 eine Ahnlichkeit von 96,4 %. Zu Nagetieren sind es 93,5 % und zu
anderen hoheren Saugetieren (Laurasiatheria) 92,2 %. In einigen Hiithnerarten findet sich
—analog zur Variante — die Aminosédure Valin anstelle von Leucin. Die gesamte Sequenz-
Ubereinstimmung von ELOVL4 im Huhn mit dem humanen ELOVLA4 liegt bei ca. 76 %.
(Howe, et al., 2021)

Gemal den Guidelines des ACMG zur Interpretation von Sequenzvarianten ldsst sich die
Variante p.Leu251Val als Variante unklarer klinischer Relevanz (Klasse 3) einordnen.
Die Klassifikation beruht auf der Kombination von Kriterien unterschiedlicher Stirke
(sehr stark, stark, moderat und unterstiitzend), welche fiir oder gegen die Pathogenitit
sprechen (Richards, et al., 2015). Es sind zwei der sechs moderaten (PM) und ein

unterstiitzendes (PP) Pathogenitétskriterium erfiillt.

PM1: Die Variante ist in einer funktionellen Proteindoméne (TM) lokalisiert, in der

bisher keine andere benigne Variante beschrieben wurde.

PM2: Sie findet sich nicht in groen Sequenzierungsprojekten wie dem 1000 Genomes

Project oder der ExAC-Datenbank.

PP2: Innerhalb des Gens sind Missense-Varianten ein bekannter Krankheits-

mechanismus (s. Kapitel 1.3.1), wahrend benigne Missense-Varianten selten sind.
Nicht erfiillt, da uneinheitliche Vorhersagen:

PP3: Mehrere rechnerische Beweise (Konservierung, Evolution, SpleiBwirkung, usw.)

deuten auf eine schidliche Auswirkung auf das Genprodukt hin.

Eine ausfiihrliche Diskussion der neu identifizierten Variante ¢.751C>G (p.Leu251Val)
in Exon 6 erfolgt in Kapitel 4.2.3.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 61 vorselektierte Ataxie-Patienten auf das Vorliegen
von Varianten und Mutationen im ELOVL4-Gen molekulargenetisch untersucht. Die
Studienteilnehmer wurden zuvor bereits negativ fiir 17 haufige SCA-Loci getestet und
weisen eine flir spinocerebelldre Ataxien typische Klinik mit Bewegungsstorungen auf.

Familienanamnestisch lésst sich ein dominanter Erbgang vermuten.
4.1 Hiufigkeit der SCA34

Gemal der Europdischen Kommission gelten Erkrankungen, die weniger als fiinf von
10.000 Menschen betreffen, als seltene Erkrankungen bzw. Orphan Diseases
(Commission of the European Communities, 2008). Spinocerebelldre Ataxien zihlen

eindeutig in diese Gruppe.

Ruano und Kollegen konnten in einer Meta-Analyse von 22 Studien aus 16 Léndern die
Priavalenz aller dominant vererbten cerebelliren Ataxien auf 0-5,6/100.000
(durchschnittlich 2,7/10°) bestimmen (Ruano, et al., 2014). Abhingig von Region und
Land variieren die Daten teilweise stark. So wurde die Priavalenz fiir die Gruppe der SCA
in Norwegen auf 4,2/10° (Erichsen, et al., 2009), in den Niederlanden auf 3,0/10° (van de
Warrenburg, et al., 2002), in Portugal auf 5,6/10° (Coutinho, et al., 2013), in Brasilien auf
1,9/10° (Jardim, et al., 2001) und in Japan auf 5,0/10° erhoben (Tsuji, et al., 2008; Ruano,
et al., 2014). Einige Autoren vermuten, dass die tatsdchliche Prdvalenz in einigen
geografischen Gebieten noch weit hoher liegen konnte (Klockgether & Paulson, 2011;
Matilla-Dueiias, 2012). Die Héufigkeit der einzelnen SCA-Subtypen unterliegt ebenfalls
regionalen Schwankungen, welche vermutlich auf Griindereffekte zuriickzufiihren sind.
Insgesamt ist die Datenlage jedoch liickenhaft und die einzelnen Studien weisen grof3e
Unterschiede in den Patientenzahlen auf. Aktuelle epidemiologische Daten fiir
Deutschland sind nicht vorhanden. In einer Studie aus dem Jahre 1997 stellte SCA3 mit
42% den grofiten Anteil unter deutschen SCA-Familien dar (Schoéls, et al., 1997).

SCA34 zihlt zu den durch Punktmutationen verursachten SCA und wurde bisher in acht
Familien weltweit beschreiben. Es handelt sich um zwei groBe frankokanadische
Familien (Cadieux-Dion, et al., 2014; Beaudin, et al., 2020), drei nicht verwandte
japanische Familien (Ozaki, et al., 2015; Ozaki, et al., 2019), eine grofle amerikanische
Familie (Xiao, et al., 2019), einen siidamerikanischen Patienten (Bourassa, et al., 2015)

und eine anglokanadische Patientin (Bourque, et al., 2018).



Diskussion 56

Ozaki und Mitarbeiter untersuchten im Jahr 2019 erstmals eine 506 Ataxie-Patienten
umfassende Kohorte auf Mutationen in ELOVL4. Die Priavalenz von SCA34 in diesem
Kollektiv betrug 0,2 % (Ozaki, et al., 2019). Eine sorgfiltige Testung von bisher nicht
diagnostizierten Ataxie-Patienten und der wachsende Einsatz der Panel-Diagnostik
konnte in der Zukunft dazu beitragen, Informationen iiber Haufigkeit der SCA34 unter

allen Subtypen und der Gesamtbevdlkerung zu gewinnen.

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Kollektiv umfasst nur eine geringe Anzahl an
Patienten (61). Riickschliisse auf die Pravalenz von SCA34 sind daher nicht zu treffen.
Jedoch konnte die geringe Patientenzahl durch eine geeignete Vorselektion der
Studienteilnehmer ausgeglichen werden. Nur Ataxie-Patienten mit typischen cerebelldren
Bewegungsstorungen in der Vorgeschichte, einer Familienanamnese typisch fiir einen
dominanten Erbgang und einer negativen Testung auf die hdufigsten SCA-Typen wurden
in diese Arbeit eingeschlossen. Daher besteht trotz insgesamt niedriger Priavalenz von
SCA34 die Aussicht, pathogene Varianten im ELOVL4-Gen in diesem vorselektierten

Patientenkollektiv nachzuweisen.

Die Variante (c.751C>G/p.Leu251Val) in Exon 6 stellt eine potenziell pathogene
Sequenzénderung in ELOVL4 dar (s. Kapitel 4.2.3). Unter Vorbehalt kann die Privalenz
fiir diese moglicherweise mit SCA34 assoziierte Variante mit 1,6 % in dem hier

untersuchten Kollektiv angegeben werden.
4.2 Genetik der SCA34
4.2.1 Pathogene Varianten in ELOVL4

SCA34 assoziierte Varianten im ELOVL4-Gen konnten erstmalig im Jahr 2014
identifiziert werden (Cadieux-Dion, et al., 2014). Es handelt sich bisher ausnahmslos um
heterozygote Missense-Varianten in codierenden Bereichen des Gens, die einen
Aminoséureaustausch im ELOVL4-Protein bedingen. Die Fettsdure-Elongase 4 besteht
aus sieben TM und ist in der Membran des ER lokalisiert (Ambasudhan, et al., 2004). Die
drei in Exon 4 liegenden pathogenen Varianten fithren zu einem Aminoséureaustausch an
Position 168, 171 und 180 (p.Leul68Phe, pllel71Thr, p.GIn180Pro) und betreffen die
vierte TM bzw. den intraendoplasmatischen Loop zur nichsten TM (s. Abbildung 1.4,
S.18) (Cadieux-Dion, et al., 2014; Xiao, et al., 2019; Bourassa, et al., 2015). Bei den

beiden in Exon 6 liegenden pathogenen Variante verhdlt es sich &hnlich; eine liegt
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innerhalb der sechsten TM (p.Thr233Met) (Bourque, et al., 2018) und eine im
intraendoplasmatischen Loop am Ubergang zur nachfolgenden siebten TM
(p.Trp246Gly) (Ozaki, et al., 2015). Auffallig ist, dass es lediglich bei den ersten vier
Varianten neben spinocerebelldrer Ataxie zusétzlich zur Ausprigung von EKV oder
Retinitis pigmentosa — jedoch mit unvollstindiger Penetranz und variabler Expressivitit
— kommt. Die topografisch letzte Variante ist bislang die Einzige, bei der die Betroffenen

ausschlieBlich neurologische Symptome zeigten.

Erste Schritte in Richtung einer biochemischen Validierung der ELOVL4 Dysfunktion
bei SCA34 konnten durch Beaudin und Mitarbeiter bei einer der frankokanadischen
Familien erfolgen. Immunfluoreszenz-Untersuchungen von dermalen Fibroblasten aus
einer Hautbiopsie konnte bei einem Trager der Variante p.Leul 68Phe eine Aggregation
und Fehllokalisation des verdnderten ELOVL4-Proteins {iber die perinukledre Region
hinaus nachweisen (Beaudin, et al., 2020). Ob und in welchen Umfang sich diese
Ergebnisse auch fiir die anderen pathogenen Varianten und Betroffenen nachweisen

lassen ist noch unklar.

Mit Sequenzinderungen in ELOVL4 sind weitere Krankheitsbilder vergesellschaftet. Drei
verschiedene heterozygote Varianten in Exon 6 wurden als ursdchlich fiir Morbus
Stargardt Typ 3 (STGD3), einer dominanten Form der Makuladegeneration, beschrieben
(Zhang, et al., 2001; Edwards, et al., 2001; Bernstein, et al., 2001; Maugeri, et al., 2004).
Es handelt sich um eine Nonsense-Mutation und zwei Deletionen, die tiber ein Frameshift
des Leserasters zu einem vorzeitigen Stopcodon und schlieBlich zum verfriihten Abbruch
der Translation fiihren. Alle drei Varianten sind nahe des C-Terminus lokalisiert
(innerhalb der siebten TM oder dahinter) und fithren zum Verlust des C-terminalen ER-
Retentionssignals. Damit verliert das aberrante Protein seine physiologische Lokalisation
im ER (Ambasudhan, et al., 2004) und akkumuliert mit Wildtyp-ELOVL4 zu
perinukledren Aggresomen (Vasireddy, et al., 2005). STGD3 liegt ein dominant negativer
Effekt des mutierten ELOVL4 auf den Wildtyp zugrunde (Grayson & Molday, 2005).

Des Weiteren sind drei homozygote Sequenzvarianten im ELOVL4-Gen beschrieben, die
ebenfalls durch Generierung eines Stopcodons zum Verlust aller stromabwirts gelegener
Proteinanteile fiihren (Aldahmesh, et al., 2011; Mir, et al., 2014). Hier ist die Lokalisation
jedoch verschieden. Eine von ihnen befindet sich in der ersten TM und fiihrt zum Verlust
aller weiterer sechs TM, wihrend sich die beiden anderen in bzw. vor der sechsten TM

befinden. Sowohl die Lokalisation der Varianten als auch der homozygote
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Vererbungsmechanismus mit Schidigung beider Allele scheinen eine Rolle fiir die
Entwicklung des schweren Krankheitsbildes zu spielen. Phénotypisch zeigen die
Betroffenen ein variables Bild von kongenitaler Ichthyose, mentaler Retardierung,

Epilepsie und spastischer Tetraplegie.

Wie schon bei SCAR16 und SCA48, die beide auf Varianten im STUBI-Gen
zuriickgehen (Shi, et al., 2013; Genis, et al., 2018), spielen auch innerhalb des ELOVL4-
Gens heterozygote (dominante) und homozygote (rezessive) Varianten eine Rolle fiir die
Krankheitsentstehung. Die verschiedenen beschriebenen pathogenen Varianten in
ELOVLA4 resultieren in erstaunlich unterschiedlichen Phanotypen. Dabei sind Einfliisse
von der Art der Sequenzidnderung (Missense, Nonsense), des Vererbungsmechanismus
(heterozygot/homozygot bzw. dominant/rezessiv) und der Lokalisation innerhalb
ELOVL4 auf den resultierenden Phénotyp erkennbar. Inwieweit die Phidnotypen

iiberlappen ist nicht bekannt.
4.2.2 Nachgewiesene Varianten in ELOVL4

Im vorliegenden Patientenkollektiv konnten zehn bereits bekannte und eine bisher
unbekannte Sequenzvariante im ELOVL4-Gen nachgewiesen werden. Angaben zur MAF
(minor allele frequency) in dieser Kohorte sind aufgrund der geringen Patientenzahl nicht
reprisentativ. Dennoch wurden mehrfach dhnliche Haufigkeiten fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Patienten und die europdische Bevdlkerung ermittelt (s. Tabelle 3.2, S.51).
Die Angaben zur MAF sind dem 1000 Genomes Project oder der ExAC-Datenbank {iber
Ensembl oder dbSNP entnommen (The 1000 Genomes Project Consortium, et al., 2015;
Howe, et al., 2021; Sherry, et al., 2001).

In der 5’-UTR konnten zwei SNV (c.-90G>C und c¢.-236C>T) nachgewiesen werden, bei
denen es sich gemil Ensembl und dbSNP um wahrscheinlich benigne, relativ haufige
Varianten handelt. Sie befinden sich in der Promotorregion des ELOVL4-Gens. Ein
einzelner der 61 getesteten Patienten (Nr. 1113) ist heterozygot fiir beide Varianten.

Kiirzlich konnten Donato et al. die gleiche Konstellation bei einem kaukasischen
Patienten mit Makuladegeneration im Sinne eines Morbus Stargardt und fehlendem
Nachweis eines auslosenden Gendefekts feststellen. /n silico Analysen offenbarten eine
mogliche Beeintrachtigung der Bindung und Funktion von Transkriptionsfaktoren (TF)
in der Promotorregion durch Aktivierung bzw. Unterdriickung von mehrerer TF-

Bindungsstellen. Funktionelle Analysen mittels Dual-Luciferase-Reportergen-Assays
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ergaben bei der Kombination beider 5’-UTR-Varianten eine starke Reduktion der
Genexpression von ELOVL4 um ca. 97 % (Donato, et al., 2018). Inwieweit beide
Varianten und die ELOVL4-Downregulation fiir den ophthalmologischen Phénotyp des

Patienten verantwortlich sind, ist Gegenstand weiterer Forschung.

Bei Probe 1113 handelt es sich um eine 1950 geborene Patientin, die unter einer ab dem
60. Lebensjahr beginnenden progressiven Gangataxie leidet. Dysarthrie liegt zum
Zeitpunkt der klinischen Vorstellung im Jahr 2010 nicht vor. Die Familienanamnese zeigt
sich leer, jedoch ist ihr Vater friih verstorben. Uber Sehstérungen liegen keine Befunde
vor, daher ist eine gleichzeitig vorliegende Makuladegeneration nicht auszuschlieen. Ob
die durch beide Promotor-Varianten verursachte gestorte Genexpression auch zu dem

neurologischen Krankheitsbild mit Ataxie fiihren kdnnte ist unklar.

Im vorliegenden Patientenkollektiv konnten drei intronische Varianten in Intron 2, 3 und
4 nachgewiesen werden. Die Varianten haben keinen Aminoséureaustausch zur Folge
und betreffen keine Spleilstelle. Da sie bei > 1 % der europdischen Bevolkerung
vorkommen, konnen sie als gutartige Polymorphismen eingeordnet werden. Es konnten
dhnliche Haufigkeiten wie in der europdischen Bevolkerung filir das jeweils seltenere

Allel ermittelt werden.

Bei der Variante c¢.370-118 370-117delCCinsGA in Intron 3 fiel auf, dass alle
Merkmalstrager gleichzeitig auch Trager zweier Varianten in Exon 6 bzw. der 3’-UTR
waren (c.895A>G/p.Met299Val und c.*142G>C). Es ist von einer gekoppelten
Vererbung der drei Merkmale und einem gemeinsamen Haplotyp auszugehen, welcher
mit einer MAF von 12 % in der européischen Bevolkerung und 18 % im hier untersuchten

Patientenkollektiv vorkommt.

In der 3°-UTR konnten zwei Varianten nachgewiesen werden. Bei einer handelt es sich
um eben jene gekoppelt vererbte, haufige Einzelnukleotid-Variante ¢.*142G>C. Die
andere Variante (c¢.*32G>C) fand sich nur bei einem Patienten (Nr.642). Sie ist
vorbeschrieben, aber sehr selten. In der ExXAC-Datenbank ist sie bei zweil Probanden
gefunden worden (2 von 121.406). Sie wird von MutationTaster als pathogen bewertet
und hat mogliche Auswirkungen auf das SpleiBen von ELOVL4. Die Variante fiihrt
gemil MutationTaster zur Generierung bzw. Aktivititserhohung kryptischer Splicing-
Akzeptor- und -Donordominen in direkter Umgebung (wenige bp) der Variante. Diese

Effekte beeinflussen die in MutationTaster integrierten Scores marginal. Eine klassische
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Spleifmutation (Verinderung der Sequenz der Intron-Exon-Ubergiinge) ist aufgrund der
Lokalisation der Variante (308 bp entfernt der ndchsten Spleifistelle zwischen Intron 5
und Exon 6) unwahrscheinlich. In der Literatur sind pathogene tiefe intronische Varianten
von mehr als 100 bp Abstand zur ndchsten konservierten Spleifistelle bei vielen
Erkrankungen beschrieben (Vaz-Drago, et al., 2017). Ein Beispiel stellt die Variante
c.5999-277G>A dar, die bei Patienten mit einer milden Form der Hadmophilie A
beschrieben wurde (Chang, et al., 2019). Solche intronische Varianten konnen iiber
Generierung kryptischer Splicing-Akzeptor- und -Donordoménen zum Einschluss von
Pseudo-Exons fiihren oder die Bindung von Spleil3-Regulatoren beeinflussen. Im Fall des
oben genannten Beispiels fithrt ¢.5999-277G>A zu alternativem Spleilen und dem
Einschluss eines Pseudo-Exons in die Proteinsequenz von Faktor 8 (Chang, et al., 2019).
Weitere bioinformatische Analysen der Variante ¢.*32G>C und die Sequenzierung von
cDNA des Patienten 642 konnten Aufschluss iliber ein mogliches hier vorliegendes

beeintrachtigtes Spleilen von ELOVL4 geben.

Mehrere Sequenzvarianten in ELOVL4 sind durch groBe Sequenzierungsprojekte
identifiziert worden. Die héufigsten drei konnten in dieser Arbeit mit liberwiegend
dhnlichen MAF, im Vergleich mit der europdischen Bevolkerung, nachgewiesen werden.
Es handelt sich um Varianten in Exon 6, bei denen es zum Austausch einer Aminosaure
in ELOVL4 kommt (p.Met299Val, p.11e267Thr, p.Glu272Gln). Die Varianten wurden
allesamt von bioinformatischen Vorhersagewerkzeugen als benigne klassifiziert. Alle
Varianten befinden sich entweder hinter der siebten TM und somit nahe des im
Zytoplasma der Zelle liegenden C-Terminus oder direkt am Ubergang von der siebten
TM dorthin. Demnach scheinen alle bisher bekannten Missense-Varianten jenseits der

letzten TM des ELOVL4-Proteins toleriert zu werden.
4.2.3 Neu identifizierte Variante unklarer klinischer Signifikanz in Exon 6

Bei einer Patientenprobe (Nr. 975) konnte eine bisher unbekannte Sequenzvariante in
Exon 6 auf einem Allel nachgewiesen werden. Es handelt sich um einen
Nukleotidaustausch von Cytosin zu Guanin an Position 751 der codierenden Sequenz
(c.751C>Q@). Die Transversion bedingt einen Aminosdureaustausch von Leucin zu Valin
(p.Leu251Val). GemiB dem von Ozaki et al. erarbeiteten Proteinmodell befindet sich die
Substitution innerhalb der siebten TM von ELOVL4 (s. Abbildung 3.13, S. 53) (Ozaki,
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et al.,, 2015). Die Variante ist weder im 1000 Genomes Project, noch in der ExAC-

Datenbank beschrieben.

Drei in silico Analysewerkzeuge konnten zur Berechnung der moglichen pathogenen
Effekte der Variante auf das ELOVL4-Protein verwendet werden. Die Ergebnisse sind
uneindeutig. MutationTaster bewertet die Variante als krankheitsverursachend bzw.
wahrscheinlich schiadlich. Wohingegen PolyPhen-2 und PROVEAN sie als benigne und
neutral bewerten. In einer Studie aus dem Jahr 2015 erzielten Duarri et al. bei der Analyse
moglicher pathogener Effekte bekannter und neuer Varianten im bei SCA13 veranderten
KCNC3-Gen é#hnlich widerspriichliche Ergebnisse. In silico Analysen bewerteten
bekannte krankheitsverursachende Varianten als benigne; andere neu identifizierte und
als benigne klassifizierte Varianten stellten sich in funktionellen Analysen als
beeintrachtigend auf die Proteinfunktion heraus (Duarri, et al., 2015). Bioinformatische
Vorhersagen bieten Anhaltspunkte in der Bewertung der Variante, kdnnen allein aber

keine endgiiltige Aussage iiber die mdgliche Pathogenitit von p.Leu251Val machen.

Ein Vergleich von orthologen Proteinen mittels des Ensembl Genome Browsers ergibt
eine generelle hohe Ubereinstimmung der humanen ELOVL4-Aminosiuresequenz mit
ELOVLA4 in Primaten (96,4 %), Nagetieren (93,5 %) und anderen hoheren Séugetieren
(Laurasiatheria, 92,2 %) (Howe, et al., 2021). Es zeigt sich, dass die Sequenz der
Fettsdure-Elongase 4 evolutiondr hochkonserviert ist. Sie entwickelt sich langsamer, als
unter neutraler Gendrift zu erwarten ist. Die hohe Konservierung wurde zuvor bereits von

mehreren Autoren beschrieben (Lagali, et al., 2003; Mandal, et al., 2004).

Alignment-Analysen des Bereiches um die Aminoséure Leucin an Position 251 und die
in MutationTaster eingebetteten Scores (phyloP / phastCons) bestétigen, dass es sich bei
Leucin um eine konservierte Aminosdure handelt. Sequenzinderungen in konservierten
Bereichen eines Proteins werden in der Regel schlecht toleriert. Leucin findet sich bei
allen untersuchten Spezies mit Ausnahme des Huhns (Gallus gallus), welches — analog
zur Variante — Valin an Position 251 des orthologen ELOVL4-Proteins besitzt (s.
Abbildung 3.12, S. 52). Jedoch zeigt die gesamte ELOVL4-Aminosdure-Sequenz des
Huhns eine geringere Ubereinstimmung mit dem menschlichen ELOVL4 (76 %) und ist

weniger stark konserviert.

Leucin und Valin besitzen &hnliche physikalisch-chemische Eigenschaften. Beide

Aminoséduren sind mittelgrol und hydrophob. Sie unterscheiden sich durch die Position
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einer Methylgruppe im Aminosdurerest. Vermutlich kann ihre Substitution besser
toleriert werden als der fehlerhafte Einbau einer polaren, sauren oder basischen
Aminosdure in eine hydrophobe TM. Mit p.Leul68Phe ist bereits eine pathogene
Variante in ELOVL4 beschrieben, bei der es innerhalb einer TM zum Austausch einer
unpolaren Aminosdure durch eine weitere kommt (s. Kapitel 4.2.1). Jedoch konnten hier
sterische Effekte durch die mit Phenylalanin neu eingefiihrte aromatische Phenylgruppe

auf die TM innerhalb ELOVL4 eine Rolle spielen.

Gemail den Guidelines der ACMG zur Interpretation von Sequenzvarianten, sind zwei
moderate und ein unterstiitzendes Pathogenititskriterium erfiillt (s. Kapitel 3.8).
Demzufolge ist die Variante als Variante unklarer klinischer Relevanz (Klasse 3)
einzuordnen (Richards, et al., 2015). Gerade ihre Abwesenheit in Sequenzierungs-
Datenbanken und die Lage in einer funktionellen Proteindomine sprechen fiir eine
mogliche Pathogenitit der Variante. Eine umfassendere Beurteilung konnte noch mit
Angaben zum Geno- sowie Phédnotyp der Eltern erreicht werden, um eine de novo
Entstehung der Variante zu belegen. Die Nachpriifung dieses Kriteriums ist jedoch nicht

mehr moglich, da beide Elternteile bereits verstorben sind (s.u.).

Bei der Probe 975 handelt es sich um eine 1949 geborene Patientin, die seit dem
50. Lebensjahr an einem progredienten spinocerebelldren Syndrom leidet. Aulerdem ist
bei ihr ein Torticollis (Schiefhals) nach links beschrieben. Zum Zeitpunkt ihrer klinischen
Vorstellung im Alter von 62 Jahren (ca. zehn Jahre nach Auftreten der neurologischen
Symptomatik) bestand bei ihr zunédchst der Verdacht auf eine Friedreich-Ataxie oder
SCA, welcher sich in der molekulargenetischen Diagnostik des FXN-Gens sowie der Loci
fiir die oben genannten SCA nicht bestitigte. Als Abgrenzung zu einem paraneo-
plastischen Syndrom wurden onkoneurale Antikorper und einige Tumormarker (CEA,

CA 19-9,CA 125,CA 15-3,NSE, CYFRA 21-1) bestimmt, deren Befund negativ ausfiel.

Als Vorerkrankungen sind bei ihr eine Arthrose, Glaukome beidseits (bds.), arterielle
Hypertonie sowie ein Nikotinabusus bekannt. Die Familienanamnese stellt sich als nicht
wegweisend beziiglich neurologischer Erkrankungen dar. Die Patientin hat zwei noch
lebenden Schwestern und selbst zwei Kinder. Ihre Mutter starb mit 70 Jahren, der Vater

mit 55 Jahren an einem Apoplex.

Die durchschnittliche Erstmanifestation der neurologischen Symptomatik bei SCA34

variiert je nach Quelle und weist auch innerhalb einer Familie Schwankungen auf. So
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liegt das mittlere Ersterkrankungsalter der franko-kanadischen Familie bei 51 Jahren mit
einer Spanne von 32 bis 72 Jahren (Cadieux-Dion, et al., 2014), wihrend es bei den zwei
japanischen Familien bei 34 Jahren lag (13—56 Jahre) (Ozaki, et al., 2015). Es ist demnach
nicht auszuschlieBen, dass der Vater der Patientin ebenfalls Tréger der Variante war und
sich die Erkrankung erst ab einem Alter von 55 Jahren manifestiert hitte. Das

Ersterkrankungsalter von 50 Jahren der Patientin passt in das klinische Bild von SCA34.

In der klinisch-neurologischen Untersuchung vom Jahr 2014 stellt sich die Patientin mit
deutlich sakkadierter Blickfolge, horizontalen und vertikalen Blickrichtungsnystagmen
sowie leicht- bis mittelschwerer Dysarthrie vor. Es bestehen keine Dysphagie oder
sonstige Hirnnervenbeteiligung. Der Visus ist bds. unauffillig. Aufler einem milden
Torticollis nach links ist die sonstige Muskulatur unauffillig in Tonus und Trophik.
Halteversuche sind sicher von der Patientin ausfiihrbar. Sie besitzt einen maBiggradig
ataktisches Gangbild. Der Romberg-Versuch ist positiv, Finger-Nase-Versuch sowie
Knie-Hacke-Versuch bds. leicht- bis maBiggradig dysmetrisch und ataktisch. Die Priifung
der Dysdiadochokinese fillt bds. positiv aus, mit Betonung der linken Seite. Im Finger-
Finger-Versuch zeigt sich eine diskrete Hypo- und Hypermetrie. Es bestehen jedoch
weder Rumpfataxie noch Tremor. Im SARA-Score erreicht die Patientin {iber einen
Zeitraum von drei Jahren stets konstante Werte von ca. 12 (maximale Ataxie: 40). Diese
sind mit einer moderaten Beeintrdchtigung von Alltagsaktivititen und einer moderaten
Gangataxie, die den FEinsatz eines Rollators oder Gehstockes notwendig macht, zu

vereinbaren (Kim, et al., 2011).

Die Symptomatik der Patientin deckt sich mit der klinischen Prasentation von SCA34.
Okulomotorische Stérungen und Dysarthrie sind Merkmale, die bei nahezu allen
Betroffenen in unterschiedlicher Ausprigung beschrieben wurden. Ebenso ist das
Leitsymptom von SCA34, die Gang- und Extremititenataxie, bei der Patientin

vordergriindig.

Ihr Reflexstatus ist unauffillig. Diesbeziiglich bietet SCA34 ein heterogenes Bild: sowohl
Hyporeflexie (Cadieux-Dion, et al., 2014; Bourque, et al., 2018), Hyperreflexie oder
positive Babinski-Zeichen (Ozaki, et al., 2015; Xiao, et al., 2019) als auch keine
Verdnderung der Muskelsehnenreflexe wurden bei Betroffenen beschrieben (Bourassa,
et al., 2015). Bei der Patientin besteht eine Pallhypasthesie am GroBzehengrundgelenk
bds. und der Tuberositas Tibiae bds. von 2/8. Stérungen des Vibrationsempfindens an den

Hianden oder der Oberflachensensibilitit sind nicht zu ermitteln. Bislang wurde nur bei
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zwei SCA34-Erkrankten mit der ¢.504G>C Variante von einer Pallhypésthesie und
Polyneuropathie berichtet (Beaudin, et al., 2020). Einige weitere in der Literatur
inkonstant beschriebene Symptome wie vegetative Storungen (Ozaki, et al., 2015) und
kognitive bzw. psychiatrische Beteiligung (Beaudin, et al., 2020) sind bei der oben

genannten Patientin nicht bekannt.

Bei allen beschriebenen SCA34 Féllen wurde in der kraniellen Bildgebung cerebellére
und pontine Atrophie bei Betroffenen nachgewiesen. Eine MRT-Untersuchung der
Patientin aus dem Jahr 2009 hatte eine Kleinhirn-Atrophie mit Betonung des inferioren
Vermis gezeigt. Bei sieben der untersuchten Patienten der franko-kanadischen Familie
betraf die Atrophie ebenfalls den Vermis stirker als die cerebelldiren Hemisphiren
(Cadieux-Dion, et al., 2014). Auffilligkeiten des Pons, wie das von Ozaki et al.

beschriebene Hot-cross-bun-sign kamen bei der Patientin nicht zur Darstellung.

Von aktuellen oder zuriickliegenden Hautverdnderungen im Sinne einer
Erythrokeratodermie bei ihr ist nichts bekannt. Jedoch spricht deren Abwesenheit nicht
gegen SCA34. Es wurden einige Varianten beschreiben, bei denen es zu keiner (Ozaki,
etal., 2015; Xiao, et al., 2019) oder milderer Hautbeteiligung kam (Beaudin, et al., 2020).
Weiterfiihrende Untersuchungen der Patientin, wie eine dermatologische Untersuchung
incl. Hautbiopsien sowie die Bestimmung der Level der VLCFA im Serum, stellen einen

sinnvollen nédchsten Schritt in der klinischen Diagnosesicherung dar.

SCA34 prisentiert sich von Fall zu Fall und abhingig vom genauen genetischen Defekt
unterschiedlich. Insbesondere innerhalb einer Familie mit der gleichen Variante gibt es
Schwankungen beziiglich Erkrankungsbeginn, Symptomatik und Schwere. Die Klinik
der Patientin 975 teilt viele Aspekte der bereits beschriebenen Fille und passt gut in das
bisherige Bild der Erkrankung. Zusammengenommen ergibt die Variante
ENST00000369816.5:¢.751C>G eine durchaus plausible Erkldrung fiir die Symptomatik
der Patientin. Es konnte sich um eine weitere SCA34 auslosende pathogene Variante des

ELOVL4-Gens handeln.
4.2.4 ELOVL4 im Tiermodell

ELOVLA4 elongiert gesittigte und mehrfach ungesittigte ULCFA (Agaba, et al., 2008)
abhingig vom Gewebetyp (gesittigte ULCFA in Haut und Gehirn, mehrfach ungesattigte
ULCFA in der Retina) (Agaba, 2016). Im Gehirn von Méusen synthetisiert ELOVL4
hauptséchlich gesittigte ULCFA einer Lange von 28 und 30 C-Atomen, welche innerhalb
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von Sphingolipiden vorkommen und sich zu hohen Konzentrationen in Membranen
synaptischer Vesikel finden (Hopiavuori, et al., 2018). Ungesittigten und gesattigten
ULCFA werden neben Gewebsspezifitit auflerdem unterschiedliche Eigenschaften
beziiglich Membranstabilistdt bzw. -fluiditit zugeschrieben (Ben Gedalya, et al., 2009;
Hopiavuori, et al., 2019). Sequenzveridnderungen in ELOVL4 konnten demnach die
Aktivitdt der Fettsdure-Elongase in einen der beiden Wege (geséttigte/ungesattigte
ULCFA) beeinflussen und so zu der beschriebenen breiten phénotypischen Variabilitit

fithren (Agaba, 2016).

Bisher wurden etliche in vitro und in vivo Studien zur Untersuchung der Funktion von
ELOVL4 durchgefiihrt. Sowohl homozygote FElovi4-Knock-out-Mause (Nullallel,
Elovi47) als auch homozygote STGD3-Knock-in-Miuse (Elovi4%/él) welche die fiir
Morbus Stargardt typische 5-bp-Deletion (797-801 AACTT) auf beiden Allelen
besitzen, zeigen schwere Hautanomalien und sterben innerhalb weniger Stunden nach der
Geburt an einer Storung der epidermalen Wasser-Permeabilititsbarriere (Vasireddy, et
al., 2007; Li, et al., 2007). Eine Analyse der Hautlipide bestétigte den generellen Verlust
der gesittigten ULCFA (C > 28) in der Epidermis der Elovi4-defizienten Miuse. Vor
allem die in der Epidermis einzigartigen ®-O-Acylceramide fehlten vollig. Dabei handelt
es sich um o-hydroxylierte und mit Linolsdure (C18:2n-6) veresterte gesattigte ULCFA
am Ceramid-Grundgeriist, die Bestandteil der extrazelluliren lamellenartigen

Lipidmatrix des Stratum corneums sind (Sassa & Kihara, 2014).

Um die Rolle von ELOVL4 weiter zu untersuchen, wurde in einem &hnlichen
Mausmodell einerseits die 5-bp-Deletion (797-801 AACTT) in homozygoter Form
eingefiihrt, zusitzlich jedoch auch ein Wildtyp-ELOVL4-Minigen, das unter der
Kontrolle eines Hautzellen-spezifischen Promotors steht und somit in der Haut
betreffender Tiere exprimiert wird (Hopiavuori, et al., 2018). So konnten Dehydratation
und Versterben der Tiere direkt nach Geburt verhindert werden. Die Miuse tiberlebten
zundchst, zeigten jedoch ab Tag 19 ein schweres neurologisches Erkrankungsbild mit
Krampfanfillen und verstarben anschlieBend. Der Verlust der gesittigten ULCFA im
Gehirn und der begleitende gestorte Vesikeltransport in Neuronen kann fiir den

neurologischen Phianotyp verantwortlich gemacht werden (Hopiavuori, et al., 2018).

Es wurde bislang keine homozygote Vererbung von STGD3-Allelen beim Menschen
berichtet. Jedoch konnten Hopiavuori und Mitarbeiter im oben dargestellten Mausmodell

den von Aldahmesh, et al. (2011) und Mir, et al. (2014) beim Menschen beschriebenen
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Phinotyp rekapitulieren, welcher auf homozygote Nonsense-Mutationen in ELOVL4
zuriickgeht. Es handelt sich um ein schweres, schon friih in der Entwicklung auftretendes,

neuro-kutanes Krankheitsbild.

Kiirzlich wurden erste Daten eines Tiermodells einer mit SCA34-assoziierten Variante
publiziert. Agaba und Mitarbeiter fiihrten bei einer Mauslinie die Variante ¢.736T>G
(p.W246G) ein, die beim Menschen fliir SCA34 ohne EKV verantwortlich gemacht wird
(Ozaki, et al., 2015). Homozygote SCA34-Knock-in-Méause iiberlebten und waren
fruchtbar, zeigten jedoch eine EKV sowie reduzierte Spiegel von geséttigten ULCFA in
der Epidermis (Agaba, et al., 2020). Desweiteren hatten die Méuse ein funktionelles
Defizit (v.a. der Stédbchenzellen) in der Elektroretinographie. Anatomische Analysen und
die Anzahl der Fotorezeptorzellen ergaben keinen Anhalt fiir eine Neurodegeneration der
Retina. Auch waren die retinalen Level der mehrfach ungesittigten ULCFA im Vergleich
zu Wildtyp-Méusen nicht beeinflusst. Die heterozygoten SCA34-Knock-in-Méduse
zeigten phénotypisch keinen Unterschied zum Wildtyp und gleichen somit den fiir die
Variante heterozygoten humanen SCA34 Patienten, bei denen es ebenfalls zu keiner
dermalen oder retinalen Pathologie kommt (Ozaki, et al., 2015). Zusammenfassend
unterstiitzt die Studie die Annahme, dass die Variante ¢.736T>G selektiv die Synthese
der gesittigten ULCFA beeintrachtigt, was zu einer gestorten Funktion der Retina und
Haut fiihrt, wihrend die Biosynthese ungesittigter ULCFA, die fiir das Uberleben der
Photorezeptoren erforderlich sind, erhalten bleibt. (Agaba, et al., 2020)

4.3 ELOVL-Proteinfamilie

Die sieben bei Sdugern bekannten Fettsdure-Elongasen (ELOVL1-7) der ELOVL-
Proteinfamilie sind fiir die Verldngerung von geséttigten und ungeséttigten Fettsduren im
Korper verantwortlich. Sie besitzen unterschiedliche Substratspezifitit sowie

Gewebsexpression, katalysieren spezielle Schritte in der Biosynthese der VLCFA oder

arbeiten multifunktional (Ohno, et al., 2010; Guillou, et al., 2010).

Die ELOVL-Proteinfamilie spielt eine wichtige Rolle bei der Funktion des ZNS, der
epidermalen Wasserbarriere, dem Fettmetabolismus sowie der Fertilitdt. Bislang wurden
in ELOVLI, -4, -5 und -7 humanpathogene Varianten beschrieben, welche vor allem mit

neurologischen Erkrankungen assoziiert sind. (Deak, et al., 2019)

ELOVLI elongiert geséttigte und einfach ungesittigte Fettsduren mit einer Linge von

20-26 C-Atomen und wird ubiquitdr im Korper exprimiert (Ohno, et al., 2010). Eine
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autosomal-dominante de novo Variante im ELOVL1-Gen wurde kiirzlich bei zwei nicht
verwandten Patienten im Kindes- und Jugendalter mit Hyperkeratose, Ichthyose,
spastische Paraplegie, Nystagmus, Hochtonschwerhorigkeit und Optikusatrophie
identifiziert (Mueller, et al., 2019). Es finden sich Parallelen zu dem von Aldahmesh et
al. und Mir et al. beschriebenen neuro-ichthyotischen Syndrom, welches durch rezessive

Varianten im ELOVL4-Gen verursacht wird (Aldahmesh, et al., 2011; Mir, et al., 2014).

Neben diesem neuro-kutanen Syndrom und den zuvor bereits diskutierten SCA34- sowie
STGD3-assoziierten Varianten in ELOVL4, konnte kiirzlich ein Bezug der Fettsdure-
Elongase 4 zu einer Erkrankung des metabolischen Formenkreises hergestellt werden.
Tao et al. wiesen im peripheren Blut von Pateinten mit Adipositas-assoziierter
Kardiomyopathie eine Hochregulierung von ELOVL4 im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nach. Die bioinformatische Analyse zeigte hierbei, dass die ELOVL4
Expressionslevel mit denen des ebenfalls hochregulierten Interleukin-33 (IL-33) positiv
korrelieren (Tao, et al., 2020). Die Rolle von ELOVL4 in der Pathophysiologie der

Adipositas-assoziierten Kardiomyopathie gilt es weiterhin zu untersuchen.

Bei SCA38 handelt es sich um die zweite spinocerebellire Ataxie, die auf
Sequenzinderungen in einer Fettsdure-Elongase zuriickgeht. Urséchlich sind Missense-
Varianten im ELOVL5-Gen, welches fiir die Fettsdure-Elongase 5 codiert (Di Gregorio,
et al., 2014). Sie verldngert hauptsidchlich mehrfach ungesittigte Fettsduren von 18-20
C-Atomen auf eine Lange von 22 C-Atome (Ohno, et al., 2010). ELOVLS ist ubiquitir
im Korper exprimiert, findet sich im Kleinhirn jedoch hauptsédchlich in Purkinje-Zellen
(Di Gregorio, et al., 2014). Betroffene leiden unter einer rein cerebelliren Form der SCA.
Di Gregorio et al. konnten im Serum von Erkrankten signifikant verringerte
Konzentrationen von Arachidonsdure (C20:4) und Docosahexaensdure (C22:6), zwei
direkten Produkten der Fettsdure-Elongase 5, feststellen. In einer Studie aus dem
Jahr 2017 hat die orale Substitution von Docosahexaensédure bei SCA38-Patienten eine
Verbesserung der klinischen Symptomatik und des cerebelldren Hypometabolismus
bewirkt (Manes, et al., 2017). Bei SCA38 kommt es, analog zu SCA34, zu einer
intrazelluliren Fehllokalisation des aberranten ELOVLS (Di Gregorio, et al., 2014;
Beaudin, et al., 2020). Ob und in welchem Umfang SCA38 und SCA34 weitere
Ahnlichkeiten bzgl. des Pathomechanismus aufweisen ist noch nicht klar, konnte jedoch

im Hinblick auf die Entwicklung gemeinsamer Therapieoptionen hilfreich sein.
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Es wurde bisher kein direkter kausaler Zusammenhang zwischen ELOVL7 und einer
menschlichen Erkrankung festgestellt. In einer Studie aus dem Jahr 2018 konnte eine
Assoziation einer SNV in ELOVL7 mit einem friih beginnendem Parkinson-Syndrom

festgestellt werden (L4, et al., 2018).
4.4 Empfehlungen zur molekulargenetischen Testung auf SCA34

SCA34 ist in der Gruppe der SCA ein seltener Subtyp und wurde bisher nur in wenigen
Familien weltweit beschrieben. Von einer isolierten Testung des ELOVL4-Gens bei
Ataxie-Patienten ist deshalb abzuraten. Bei klinischem Verdacht auf cerebelldre Ataxie
mit zusitzlich zuriickliegenden und/oder gegenwirtigen Hautverdnderungen kann eine
direkte Einzelgentestung von ELOVL4 erwogen werden. Aulerdem ist die isolierte
Testung als Mutationsnachweis in Familien indiziert, wo bereits ein Patient mit SCA34
diagnostiziert wurde. Es macht Sinn, die Sequenzierung zunédchst mit Exon 4 und 6 zu

beginnen, da bislang alle SCA34 assoziierten Varianten dort beschrieben wurden.

Aktuell erfolgt die molekulargenetische Diagnostik bei klinischem Verdacht auf eine
autosomal-dominante Ataxie im Rahmen einer Stufendiagnostik. Zuerst wird auf die
hiufigsten SCA-Loci getestet. Es handelt sich um die Polyglutamin-SCA (SCAI1-3,
SCA6-7, SCA17 und DRPLA) (van de Warrenburg, et al., 2014). Bei einem negativen
Ergebnis werden in einem zweiten Schritt seltenere Subtypen, wie z.B. die durch
Punktmutationen verursachten SCA (s. Tabelle 1.1, S.7), untersucht. Dieses Vorgehen
hat sich aus 6konomischen Griinden bewihrt. Eine Testung auf SCA34 ist eine sinnvolle

Ergidnzung der bisherigen Stufendiagnostik und sollte im Rahmen dieser erfolgen.

Next Generation Sequencing (NGS) konnte in den letzten Jahren zur Identifikation
zahlreicher neuer SCA-Typen beitragen (Sullivan, et al., 2019). Es bietet die Mdglichkeit,
ganze Exome und Genome in immer kiirzerer Zeit und zu sinkenden Kosten zu
sequenzieren. In diagnostischen Panels kann die Analyse etlicher Zielgene gleichzeitig
erfolgen. Vor allem in der erweiterten Diagnostik der seltenen SCA-Subtypen bietet NGS
eine zeit- und kostensparende Alternative zu klassischen Sequenzierungs-Techniken.
Limitationen dieser Short-Read-Methode liegen in der Detektion von Repeat-
Verldngerungen. Daher ist die Fragmentldngenanalyse der erste Schritt und diagnostische
Goldstandart in der Erkennung der Trinukleotid-SCA. Einige neuentwickelte Long-Read-
Sequenzierungstechniken, wie die Single-Molecule-Real-Time-(SMRT)-Sequenzierung

(Roberts, et al., 2013) oder die Oxford-Nanopore-Sequenzierungstechnologie (Deamer,
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et al, 2016), konnten die Schwichen des NGS in diesem Bereich in Zukunft

kompensieren (Sullivan, et al., 2019; Mantere, et al., 2019).

Eine genetische Testung macht in vielen Féllen trotz der limitierten therapeutischen
Optionen Sinn. Die gesicherte Diagnose einer SCA gibt vielen Patienten Klarheit {iber
die Prognose und ermdglicht es, informierte Entscheidungen iiber die Lebens- und

Familienplanung zu treffen (Sandford & Burmeister, 2014).
4.5 Ausblick

Die Anzahl von Ataxie-Patienten ohne identifizierte genetische Ursache nach griindlicher
molekulargenetischer Diagnostik ist hoch. In groflen Studien konnte der Anteil
undiagnostizierter Patienten z.B. fiir Portugal von 36 % (Coutinho, et al., 2013) und Japan
von 37 % (Tsuji, et al., 2008) bestimmt werden. Vermutlich ldsst sich diese hohe Zahl
auf konventionelle Mutationen zuriickfiihren (Sailer & Houlden, 2012). Heute mag sich
die Datenlage durch neue Sequenzierungstechniken wie dem NGS und den damit neu
identifizierten SCA-Subtypen verdndert haben. Dennoch bleibt es Aufgabe zukiinftiger
Studien, die genetische Atiologie vieler Ataxien zu kldren und deren geno- und

phénotypische Einordnung in die Gruppe der SCA vorzunehmen.

Die Tatsache, dass spinocerebelldre Ataxien in jeglicher Hinsicht heterogen sind, ist eine
Herausforderung in der Entwicklung eines Krankheitsmodells und dem Verstiandnis der
Pathogenese. Beteiligte Gene spielen in unterschiedlichen Signalwegen und
Zellfunktionen eine Rolle. Die Pathomechanismen einiger Subtypen konnten bereits
aufgeklart werden, wihrend an anderen Stellen noch groBer Forschungsbedarf besteht.
Gerade die breite phinotypische Variabilitdt deutet stark auf das Vorhandensein von
modifizierenden Faktoren hin (Sullivan, et al., 2019). Selbst unter allen von SCA34
Betroffenen gibt es klinische Unterschiede in der Schwere, dem Manifestationsalter der
Ataxie sowie dem Vorhandensein von Hautldsionen und anderen Symptomen. Diese
Unterschiede konnten Ausdruck der verschieden lokalisierten pathogenen Varianten in
ELOVLA4 sein und beeinflussen, wie das Enzym bei der Elongation von Fettsduren mit

anderen Proteinen interagiert (Agaba, 2016).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SCA34 auch unter deutschen Ataxie-Patienten
eine Rolle spielen konnte. In Exon 6 konnte eine potenziell pathogene Missense-Variante

bei einer Patientin identifiziert werden, deren Auswirkungen auf die Fettsdure-Elongase 4
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in weiteren funktionellen Analysen untersucht werden sollten. Vor allem sind mogliche

Effekte auf die ELOVL4-Genexpression oder Enzymaktivitét von Interesse.

Bislang wurden noch keine Therapiestrategien zur Behandlung von SCA34 etabliert. Ein
moglicher Ansatz konnte die Substitution von VLCFA sein. Hier stellt sich das Problem,
dass gesittigte VLCFA bei Raumtemperatur fest sind und daher schwer intestinal
absorbiert werden konnen (Hopiavuori, et al., 2019). AuBBerdem gilt es, sollte es zukiinftig
eine Losung fiir das Problem der intestinalen Resorption geben, noch die Blut-Hirn-
Schranke zu tiberwinden. Was die EKV anbelangt, konnte die Entwicklung von topischen
Salben, die VLCFA in darunter liegende Zellschichten der Epidermis abgeben, hilfreich
sein (Hopiavuori, et al., 2019). Die Applikation von Bienenwachs (enthélt C30-32
ULCFA) iiber zwei Monate konnte bei einer Betroffenen jedoch zu keiner Verbesserung

der EKYV fiihren (Bourque, et al., 2018).

Fiir dominant vererbte Ataxien mit einem toxischen Gain-of-function-Mechanismus
konnten aus den Gen-Targeting-Therapien wie RNA-Interferenz oder Antisense-
Oligonukleotiden vielversprechende therapeutische Ansétze zur Stilllegung von Allelen
entstehen (Parodi, et al., 2018). Studien am SCA2- und SCA3-Mausmodell bestétigten
eine Herunterregelung der ATXN2- bzw. ATXN3-mRNA, eine Abnahme des defekten
Proteins im Cerebellum und zum Teil eine Verbesserung der motorischen Féahigkeiten

(Scoles, et al., 2017; Moore, et al., 2017).

Ein alternativer Ansatz konnte die weitere Identifikation und Adressierung gemeinsamer
Pathomechanismen der SCA-Subtypen, wie z.B. gestorte Proteinhomdostase, RNA-
Toxizitdit und abnorme synaptische Signaliibertragung, sein (Bushart, et al., 2016).
Gelingt es, in der Heterogenitit von beteiligten Genen, Stoffwechselwegen und
Zellfunktionen gemeinsame Muster, wie z.B. Purkinjezelldysfunktion (Klockgether &
Paulson, 2011) zu erkennen, konnten Therapiestrategien fiir potenziell mehrere Subtypen

entwickelt werden.
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5. Zusammenfassung

Bei spinocerebelldrer Ataxie 34 (SCA34) handelt es sich um eine seltene autosomal-
dominant vererbte neurodegenerative Erkrankung. Sie zdhlt in die Gruppe der
spinocerebelldren Ataxien und wird durch Sequenzidnderungen im ELOVL4-Gen
ausgelost. Klinisch kommt es neben der klassischen Symptomtrias von progressiver
Ataxie, Dysarthrie und Nystagmus bei einigen Betroffenen zusétzlich zur Auspragung
einer Erythrokeratodermia variabilis in der Kindheit und Jugend, die mit dem Erreichen
des frithen Erwachsenenalters verschwinden kann. Erste neurologische Symptome treten
in variablem Alter auf und fiihren spidt im Krankheitsverlauf zu einer
Gehbeeintrachtigung. ELOVL4 codiert fiir die Fettsdure-Elongase 4, ein an der
Elongation langkettiger Fettsduren beteiligtes Enzym. Bisher wurden fiinf verschiedene

Missense-Varianten in Exon 4 bzw. 6 beschrieben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 61 vorselektierte iiberwiegend deutsche
Ataxie-Patienten auf das Vorhandensein beschriebener sowie neuer Varianten im
ELOVL4-Gen molekulargenetisch untersucht. Alle sechs codierenden Exons und die
flankierenden intronischen Bereiche wurden mittels PCR amplifiziert und anschlieBend
sequenziert. Es konnten insgesamt elf verschiedene Sequenzvarianten nachgewiesen
werden. Darunter befand sich eine bisher unbekannte Transversion (c.751C>G) in
Exon 6, die bei einer Studienteilnehmerin festgestellt werden konnte. Die Variante ist
weder im 1000 Genomes Project noch in der ExAC-Datenbank beschrieben. Sie resultiert
in der Substitution der konservierten Aminosdure Leucin zu Valin an Position 251 der
Fettsdure-Elongase 4 (p.Leu251Val). Da die verdnderte Aminosdure in der letzten der
sieben Transmembrandoménen lokalisiert ist, 14sst sich eine beeintrachtigte Funktion des
Enzyms vermuten. Bei der im Jahr 1949 geborenen Patientin kam es ab dem
50. Lebensjahr zu einem progredienten spinocerebelldren Syndrom mit Gangataxie,
sakkadierter Blickfolge, Blickrichtungsnystagmus und Dysarthrie (SARA 12). Eine
kranielle MRT zeigte eine Kleinhirnunterwurm-Atrophie. Uber Hautverinderungen ist

nichts bekannt.

Aufgrund der weltweit geringen Prédvalenz von SCA34 sollte eine molekulargenetische
Testung erst nach Ausschluss der hiufigsten SCA-Loci und im Rahmen einer Panel-

Diagnostik erfolgen.
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6. Summary

Spinocerebellar ataxia 34 (SCA34) is a rare autosomal dominant inherited
neurodegenerative disorder. It belongs to the group of spinocerebellar ataxias and is
caused by pathogenic variants in the ELOVL4 gene. Typical clinical features include
progressive ataxia, dysarthria and nystagmus. Some patients develop an
erythrokeratodermia variabilis during childhood and adolescence which tends to
disappear in early adulthood. First neurological symptoms occur at variable ages and lead
to walking impairment late in the course of the disease. ELOVL4 codes for the fatty acid
elongase 4, an enzyme involved in the elongation of very long-chain fatty acids. To date,

there are five missense variants known, three in exon 4 and two in exon 6.

In this study, 61 preselected ataxia patients of mostly German origin were screened for
known and novel variants in ELOVL4. All six coding exons and the flanking intronic
regions were amplified by PCR and subsequently sequenced A total of eleven variants
have been found. Among those, a novel transversion (¢.751C>G) in exon 6 was identified
in a single patient. This variant was neither found in the 1000 Genomes Project nor in the
ExAC database. It results in a substitution of a conserved leucine by valine at position 251
of the fatty acid elongase 4 (p.Leu251Val). Since the altered amino acid is located within
the last of the seven transmembrane domains an impaired function of the enzyme can be
assumed. The patient, born in 1949, developed a progressive spinocerebellar syndrome
with gait ataxia, saccadic pursuit, directional nystagmus, and dysarthria from the age of
50 (SARA 12). A cranial MRI showed atrophy of the inferior cerebellar vermis. Nothing

is known about skin lesions.

Due to the low prevalence of SCA34 worldwide molecular genetic testing should only be
performed after exclusion of the most common SCA loci and in the context of panel

diagnostics.
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