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Arbeitshypothese und Fragestellung

Sequenzvarianten im X-chromosomal lokalisierten L1CAM (L1 neural cell adhesion
molecule)-Gen sind ursachlich fur die sogenannten L1-Spektrumerkrankungen. Das L1CAM-
Gen kodiert das L1-Protein, welches sich u.a. aus einem Signalpeptid, sechs Ig
(Immunglobulin-like)-Domanen, fiunf Fn  (fibronectin  type Ill)-Domanen, einer
transmembrandren Domane und einer intrazellularen Doméane zusammensetzt. Patienten mit
einer L1CAM-bedingten  Erkrankung konnen ganz  verschiedene  klinische
Krankheitsmanifestationen zeigen, wie z.B. Hydrocephalus mit oder ohne Aqué&dukt-
Stenose, das MASA (mental retardation, aphasia, shuffling gait, adducted thumbs)-Syndrom,
spastische Paraplegie, Agenesie des Corpus callosum und geistige Minderbegabung. Dem
X-chromosomalen Erbgang entsprechend zeigen nur mannliche Patienten das Vollbild der
Erkrankung, die Ubertragerinnen sind — bis auf ganz wenige Ausnahmen — merkmalsfrei.
Infolge der friihen Sterblichkeit, meist bedingt durch die Schwere der Symptome und die auch
heute noch geringen Therapiemdglichkeiten, ist die reproduktive Fitness der Patienten
praktisch null. Dies bedeutet, dass es sich hier um eine genetisch letale Erkrankung handelt.
Somit findet man bei L1-Spektrumkrankheiten eine Neumutationsrate von 33 %, was
wiederum eine ausgepragte Vielfalt an Mutationen (,private Mutationen®) bedingt.

Bereits Fransen et al. (1996) haben einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem
daraus resultierenden Phéanotyp beschrieben. Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die
bisherige Literatur kritisch darzustellen und durch die Analyse von zum Teil noch nicht
publizierten Daten einen weiteren Beitrag zum Verstandnis des Zusammenhanges zwischen
L1CAM-Mutationen als Genotyp und der Auspragung der L1-Erkrankung als Phénotyp zu

leisten.

Wie bereits oben erwahnt, tragen die meisten Patienten unterschiedliche (,private®)
Veréanderungen des L1CAM-Gens, eine typische Folge der hohen Neumutationsrate.

Um Korrelationen zwischen Genotyp und Phanotyp analysieren zu kdnnen, braucht man
somit ein groRes Kollektiv an Patienten. Wir vergleichen die klinischen Befunde von 105 im
DNA-Labor des Instituts fir Humangenetik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,
molekulargenetisch untersuchten, miteinander nicht verwandten Patienten mit L1CAM-
Mutationen. Aufgrund der Kombination o.a. typischer Symptome entwickeln wir ein Score-

System zu einer groben quantitativen Einteilung der Phéanotypen.



Bei der Klassifikation der Mutationen wahlten wir einen Ansatz, der die funktionelle
Gemeinsamkeit der einzelnen Mutationen widerspiegelt. Als einen ersten Schritt teilen wir
die Mutationen in zwei Gruppen ein: Diejenigen, die ein klassisches oder funktionelles Null-
Allel definieren (Mutationen mit Leserasterverschiebung wie z.B. Deletion oder Duplikation,
Nonsense- und Splice-Site-Mutationen) und solche, die einen Aminoséuren-Austausch
hervorrufen (Missense-Mutationen).

Anschlielend werden wir die einzelnen Phanotypmerkmale mit den dazugehdrigen
funktionellen Mutationsgruppen in Verbindung bringen. Wir wollen auch untersuchen, ob
phanotypische Merkmale mit bestimmten Mutationstypen korrelieren, die Veranderungen in

einzelnen Domanen des L1-Proteins hervorrufen.



1. Einleitung

1.1 Der kongenitale Hydrocephalus

Der kongenitale Hydrocephalus ist in der Regel Folge einer Zirkulationsstorung des Liquors.
Er ist mit einer Inzidenz von 1:2000 bei lebend geborenen Jungen eine haufige Fehlbildung
(Chi et al. 2005), welche in der Regel mit schweren gesundheitlichen Schaden einhergeht
(zur Ubersicht siehe Schrander-Stumpel und Fryns 1998). Mit Hilfe neuester bildgebender
Untersuchungsmethoden mit mittlerweile sehr hoher Sensitivitat kdnnen heutzutage etwa
60 % der Hydrocephali pranatal diagnostiziert werden. Das Symptom des Hydrocephalus

— genetisch wie auch nicht genetisch bedingt - kommt bei einer Vielzahl von Erkrankungen
vor. Passagestorungen z.B. infolge einer Corpus callosum-Agenesie oder Aquaduktstenose
fuhren ebenso wie Stdrungen in der Resorption z.B. durch entziindliche Prozesse oder fetale
Hirnblutung zur Ausbildung eines Hydrocephalus. Was die monogenen Formen betrifft, sind

autosomal-rezessive und X-chromosomal erbliche Formen die haufigsten.

1.2 Der X-chromosomale Hydrocephalus

1949 beschrieben Bickers und Adams (1949) erstmalig den X-chromosomal erblichen
Hydrocephalus. Nachfolgende Studien zeigten, dass es sich bei bis zu 25 % der Falle von
angeborenem Hydrocephalus bei mannlichen Individuen um eine X-chromosomale
Erkrankung handelt (Burton 1979, Halliday et al. 1986, Willems et al. 1987).

Bis zum heutigen Tage wurden beim X-chromosomal erblichen Hydrocephalus
ausschlieRlich Mutationen im L1CAM-Gen festgestellt (zur Ubersicht siehe Vos und de Walle
2011). Ein zweites Gen, dessen Mutation ebenfalls einen X-chromosomal erblichen

Hydrocephalus bedingt, wurde bis jetzt nicht identifiziert.



1.3 Das L1CAM-Gen

Das L1CAM-Gen kodiert fir das neuronale Zell-Adhasionsprotein L1. Es ist auf dem langen
Arm des X-Chromosoms in der Bande Xg28 lokalisiert (Abb. 1) (Kallunki et al. 1997). Das
Gen erstreckt sich Gber 16 Kilobasen (kb) und umfasst 28 kodierende Exons sowie ein nicht
kodierendes Exon in dem 5 untranslatierten Bereich 10 kb vor dem Exon 1. Die kodierende
Sequenz wurde 1991 kloniert (Hlavin und Lemmon 1991). Der wesentliche Anteil des
neuronalen Transkripts umfasst 3825 Basenpaare (Bp). Exon 2 des LLCAM-Gens wird einzig
und alleine im neuronalen Gewebe exprimiert. Die Tatsachen, dass Patienten mit Mutationen
in Exon 2 geistig minderbegabt sind sowie einen shuntversorgungspflichtigen Hydrocephalus
haben kdnnen, lassen den Ruckschluss darauf zu, dass Mutationen im Exon 2 des L1CAM-

Gens pathologische Veranderungen in der Gehirnentwicklung bedingen (Finckh et al. 2000).
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Abbildung 1: Das menschliche X-Chromosom und die chromosomale Lokalisation des LICAM-Gens (aus
GeneCards® The Human Gene Compendium (Quelle: Internet,
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=L1CAM, 11.07.2015, 23.00h)).

Da es sich bei den L1CAM-assoziierten Krankheiten in der Regel um ein schweres Leiden
handelt und die Patienten friih sterben, kommt es formalgenetisch gesehen in 1/3 der Falle
zu einem Verlust der Mutation aus dem Genpool. Da L1-Spektrumkrankheiten jedoch
weiterhin mit einer anscheinend unveranderten Inzidenz unter den mannlichen
Neugeborenen vorkommen, muss es im Sinne des Mutations-Selektions-Gleichgewichts in
ebenso 1/3 der Falle zu einer Neumutation kommen. Yamasaki et al. (2011) bestatigen diese
Annahme anhand ihrer Daten. Bei 56 untersuchten, nicht verwandten, betroffenen Familien
wurden 51 verschiedene Mutationen in dem L1CAM-Gen gefunden. Nur die Hélfte dieser 56
Familien hatte eine positive Familienanamnese, die anderen waren sporadische Falle.
Entsprechend kann man in 33 % der Falle von einer Neumutation ausgehen. Ahnliche Zahlen
werden in der Literatur immer wieder verdéffentlicht (siehe z.B. Finckh et al. 2000). Typische


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=L1CAM

Folge einer solchen Situation ist, dass sich unterschiedlichste Typen der Mutationen ergeben
konnen. Das wiederum heil3t, jede Familie besitzt ihre ,eigene“ und sozusagen ,private®
Mutation mit entsprechend unterschiedlicher (phanotypischer) Auspragung - unter anderem

dem Hydrocephalus.

1.4 Das L1-Protein

L1 ist ein transmembranares Glycoprotein, welches zur Proteinfamilie der Immunoglobuline
gehort und aus 1275 Aminoséauren besteht mit einer ungefahren Molekilmasse von 200 kDa.
Das Signalpeptid wird von Exon 1 und 2 kodiert. Exons 3 bis 14 codieren die Immunglobulin-
ahnlichen extrazellularen Domanen, Exon 15 bis 24 die Fibronectin-lll-ahnlichen
extrazellularen Doménen, Exon 25 die transmembranare Domane und Exons 26 bis 28 den

intrazellularen C-Terminalen Anteil (Abbildung 2).

Abbildung 2: Doméane des L1-Proteins; g, Immunoglobulin like Doméane; FN, Fibronectin like Doméane (Fogel
et al. 2003 und Maretzky et al. 2005).



Hauptvorkommen des L1-Proteins ist in Axonen und den Schwann’schen Zellen des
Nervensystems. Das L1-Protein spielt eine wesentliche Rolle in der Entwicklung und
Funktion sowohl des zentralen als auch peripheren Nervensystems (Rathjen und Schachner
1984) und insbesondere in der kindlichen Gehirnentwicklung. Als transmembranares Protein
ist es wahrend der neuronalen Entwicklung fur die Vernetzung von Zellen untereinander
ebenso wie fir die SignalUbertragung innerhalb einer Zelle verantwortlich. Letztendlich sind
diese Prozesse malgeblich fur das Lernen und die Gedachtnisfunktion des
heranwachsenden Gehirns.

Neben dem typischen, genetisch bedingten Hydrocephalus besteht zudem die klassische
Ventrikelerweiterung wie sie auch bei alkoholbedingter L1-Synthesestérung nachgewiesen
wurde (Ramanathan et al. 1996). Das L1-Protein findet sich auch im Urogenitaltrakt, in
renalen Zellen, im Gastrointestinum sowie im h&matopoetischen System (Jouet et al. 1995,
Kadmon und Altevogt 1997). Gelegentlich lasst es sich zudem bei verschiedenen Tumorarten
nachweisen, u.a. Colon-Karzinom, Ovarial-Karzinom, Pankreas-Karzinom sowie dem
malignen Melanom. Insbesondere wird es hier als prognostisches Merkmal benutzt (Fogel et
al. 2003, Kaifi et al. 2007, Raveh et al. 2009).

1.5 Die L1-Spektrumkrankheiten (X-chromosomale Erkrankungen verursacht
durch Mutationen im LLCAM-Gen)

1992 beschrieben Rosenthal et al. (1992) als Erste eine Mutation im menschlichen L1ICAM-
Gen als Ursache einer schweren Erkrankung gekennzeichnet durch einen angeborenen
Hydrocephalus und mentale Minderbegabung. Kommt es zu Mutationen im L1CAM-Gen,
fuhren diese zu unterschiedlichen phanotypischen Auspragungen. Zusammengefasst
werden alle sich auspragenden Symptome unter dem Begriff des ,L1-Syndroms® (Schrander-
Stumpel und Vos 1993). Die Symptomenkomplexe erhielten auch den Begriff L1-assozierte
Erkrankung (Fransen et al. 1997). L1-Spektrumkrankheiten wurden friher als CRASH-
Syndrom benannt. Dieses Acronym flr Corpus-callosum Hypoplasie, mentale
Minderbegabung, adduzierter Daumen, Spastik und Hydrocephalus (Corpus callosum-
Hypoplasia, Retardation, Adducted Thumbs, Spastic Paraparesis, Hydrocephalus) wird

heute nicht mehr benutzt.



Die Auspragung und Kombination der Klinischen Merkmale variieren bei den L1-
Spektrumkrankheiten stark. X-chromosomaler Hydrocephalus (HSAS), das MASA-Syndrom
(Mental Retardation, Aphasia, Shuffling Gait, Adducted Thumbs), die X-chromosomal
erbliche, kombinierte spastische Paraplegie Typ 1 (SP1) sowie eine X-chromosomal erbliche
Agenesie des Corpus callosum sind allelische Erkrankungen, die durch Mutationen im

L1CAM-Gen verursacht werden kdénnen.

Wahrend ein Zusammenhang zwischen der LLCAM-mutationsbedingten Ausbildung eines
Hydrocephalus und den daraus resultierenden Folgen wie Corpus callosum-Agenesie,
mentale Minderbegabung, spastische Paraparese und Tod, ersichtlich ist, stellten Yamasaki
et al. (1997) auch einen Zusammenhang zum adduzierten Daumen fest. In ihren Studien
formulierten sie die These, dass der bei L1-Spektrumkrankheiten h&ufig vorhandene
adduzierte Daumen aus einem Verlust der Innervation der Extensor pollicis longus Sehne
resultiere und eben nicht aus einem Funktionsverlust der spinalen Motorneuronzelle. Die
Tatsache, dass in ihrer Studie nahezu alle Patienten mit Mutationen in der intrazellularen
Domaéane einen adduzierten Daumen hatten, liel3 sie vermuten, dass er seine Ursache
entweder begriindet durch einen Funktionsverlust durch Mutation der intrazellularen Domane
oder durch eine sich auswirkende Veranderung von Signalfunktionen in der intrazelluléaren

Doméne des L1-Proteins habe.

1.6 Mutationen menschlicher Gene und ihre Folgen

Ein Gen ist ein nach Funktion und Struktur definierbarer Teil der genetischen Information.
Mutationen sind im Allgemeinen permanente Veranderungen der DNA. Bei den
Mutationstypen kann man Punktmutationen, die nur einzelne Basen betreffen, und
Blockmutationen, die zwei oder mehr Basen andern, unterscheiden.

DNA enthéalt Purin und Pyrimidin als Nukleotidbasen. Zwei Purinarten kommen vor: Adenin
(A) und Guanin (G). Ebenso gibt es zwei Arten von Pyrimidinen: Thymin (T) und Cytosin (C).
Zu den o0.g. Punktmutationen gehoren z.B. die Substitutionen. Im Falle einer Substitution von
Basen aus der gleichen biochemischen Familie (Pyrimidin gegen Pyrimidin oder Purin gegen
Purin) spricht man von Transition (TS), wohingegen ein Austausch von Basen der

gegensatzlichen Familie (Pyrimidin gegen Purin oder umgekehrt) als Transversion (TV)



bezeichnet wird. Substitutionen sind mit einem Anteil von 2/3 die haufigsten Mutationen des
menschlichen Genoms (HGMD-Datenbank). Ca. 25 % der Mutationen sind dagegen
sogenannte Frame-Shift-Mutationen, bei denen es zu einer Verschiebung des Leserasters
bedingt durch z.B. eine Deletion (Verlust von DNA-Sequenzen) oder Duplikation

(hinzugefuigte Sequenzen) kommit.

Unterschiedliche Mutationstypen fuhren zu unterschiedlichen Veranderungen des daraus
resultierenden Proteins. Sequenzvarianten innerhalb des kodierenden Bereiches kdnnen
somit zu ,Sense-Mutationen® mit Einbau der gleichen Aminosaure, ,Missense-Mutationen®
mit Einbau einer ,fremden“ Aminosaure oder gar ,Nonsense-Mutationen® (Stopp-Codon) mit
Abbruch der Proteinsynthese fuhren. Dabei missen Missense-Mutationen nicht zwangslaufig
zu einem volligen Funktionsverlust des entsprechenden Proteins fuhren.

Bei fast allen Eukaryontengenen wechseln sich innerhalb der Gene kodierende Sequenzen
(Exons) und nicht kodierende Sequenzen (Introns) ab. Bevor also die Information der mRNA
umgesetzt werden kann, mussen die nicht kodierenden Intronsequenzen entfernt werden.
Dieses geschieht durch den Vorgang des ,Splicing“. Fur den Ablauf des Splicings sind
bestimmte Sequenzmotive in den Ubergangsbereichen zwischen Exon und Intron notwendig.
Von einer ,Splice-Site-Mutation“ oder kurz Splice-Mutation spricht man, wenn diese
Sequenzmotive verandert sind und somit der Splicevorgang gestort wird. Splice-Mutationen
konnen zu einer fehlerhaften mMRNA-Synthese fuhren.

1.7 Haufigkeit der LLCAM-Mutationen

Krankheitsursachliche Veranderungen im X-chromosomalen L1ICAM-Gen kommen mit einer
Haufigkeit von 1:1000 bis 1:3000 bei mannlichen Neugeborenen vor (Halliday et al. 1986).
Es wurden seit der Erstbeschreibung (Rosenthal et al. 1992) nahezu 200 verschiedene
Mutationen beschrieben (zur Ubersicht siehe Vos et al. 2011 und die LICAM Datenbank).
In einigen Studien wurde bereits die statistische Verteilung der verschiedenen L1CAM-
Mutationstypen analysiert. Dabei zeigte sich ein signifikanter Uberschuss an Missense-
Mutationen (38 % Missense, 13 % Nonsense, 23 % Deletion, 4 % Duplikation, 22 % Splice-
Site-Mutationen) (Weller und Gartner 2001).
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1.8 Genotyp-Phénotyp-Korrelation

Ein in der Familie segregierendes, charakteristisches Merkmal wird als Phanotyp bezeichnet.
Dies kdnnen ein DNA-Marker, eine Krankheit, eine Proteinvariante 0.a. sein. Im Rahmen
dieser Arbeit steht der Begriff Phanotyp fur spezielle Krankheitssymptome wie
Hydrocephalus, geistige Minderbegabung, psychomotorische Entwicklungsretardierung,
adduzierter Daumen etc.. Die diesen Symptomkomplexen zugrunde liegende genomische
Veréanderung im Sinne einer Mutation wird als Genotyp bezeichnet. Zu beachten ist hierbei,
dass unterschiedliche Mutationstypen flr unterschiedliche Symptome oder Auspragungen
verantwortlich sein kénnen.

In einigen wenigen Arbeiten wurden bereits Zusammenhange zwischen bestimmtem

L1CAM-Mutationstyp und der Schwere des Krankheitsbildes beschrieben.
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2. Material und Methoden

2.1 Datengewinnung

2.1.1 Stammdaten

Mannliche Patienten mit klinischen Symptomen wie Hydrocephalus, MASA-Syndrom,
spastischer Paraplegie, Corpus callosum-Agenesie und/ oder geistiger Minderbegabung
sowie einer Mutation im L1CAM-Gen wurden in diese retrospektive Studie aufgenommen.
Zur Ermittlung und Erhebung der hier verwandten Daten dienten die Patientenakten aus dem
Diagnostischen Labor des Instituts fir Humangenetik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf im Zeitraum von 1997 — 2013. Insgesamt wurden 194 aus Blut isolierte DNA-
Proben molekulargenetisch untersucht: 105 betroffene mannliche Patienten sowie zusatzlich
die Proben dazugehériger Mutter (86), in zwei Fallen Frauen aus Familien ohne verfligbaren
Indexpatienten und in einem Fall eine Grolimutter. Das Untersuchungsmaterial wurde dem
Institut fur Humangenetik von klinisch tatigen Kollegen zur Verfiigung gestellt sobald
entweder die Verdachtsdiagnose aufgrund des typischen klinischen Bildes oder eine positive
Familienanamnese im Sinne einer familiaren Disposition bestanden.

Alle Akten beinhalteten experimentelle Einzelheiten der im Institut durchgefihrten
molekulargenetischen Untersuchungen mit genauer Dokumentation des Mutationstyps sowie
dem Mutationsort. Alle weiteren hier verwendeten Parameter wie Patienten-ID,
Geburtsdatum oder Schwangerschaftswoche des Abortes, sowie der Mutationsnachweis in
weiteren Generationen, Alter, Geschlecht sowie die wichtigen klinischen Symptome wurden
je nach Dokumentationslage erfasst. Fehlende Informationen wurden entsprechend
gekennzeichnet, fihrten jedoch nicht zwangslaufig zum Ausschluss aus dem untersuchten
Kollektiv.

Die Aufarbeitung der Patientendaten erfolgte unter Beachtung des Hamburgischen
Krankenhausgesetzes (HMbKHG) vom 17. April 1991, Zweiter Abschnitt:

Patientendatenschutz, 812.
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2.1.2 Phanotyp

Insgesamt flossen in die phanotypische Datenerhebung - soweit aus den vorhandenen

Unterlagen ersichtlich - ein:

e Bildmorphologisch darstellbarer Hydrocephalus mit Angabe des
Feststellungszeitpunktes (pranatal mittels Sonographie, postnatal klinisch und
bildmorphologisch)

e Bildmorphologisch diagnostizierte Aquaduktstenose

e notwendige Shuntversorgung mit Angabe des Zeitpunktes

e Spastische Paraparese mit Ausmal’ des Schweregrades (Grad 1-3)

e kognitive Defizite mit Ausmal3 der Schwere (Grad 1-3)

e adduzierter Daumen

e Zeitpunkt des Todes.

2.1.3 Genotyp

Die meisten Patienten aus unserem Kollektiv von 105 maénnlichen Betroffenen trugen
unterschiedliche (,private“) Mutationen des L1CAM-Gens. Die molekulargenetische
Untersuchung wurde von Mitarbeitern des DNA-Labors des Instituts fir Humangenetik
durchgeflhrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden gegen die in den Datenbanken verfligbare
Referenzsequenz (NM_000425) abgeglichen. Die Auswertung und der Abgleich mit der
Referenzsequenz erfolgte Uber das Programm “~Sequence Pilot™ (JSI medical systems
GmbH).

Anhand Fachliteratur und entsprechender Datenbanken (NCBI, HGMD, ENSEMBL etc.)
wurde die Pathogenitét der bei den Patienten identifizierten Sequenzveranderungen gepruft.
War eine Mutation noch nicht beschrieben oder hinsichtlich ihrer Pathogenitat nicht eindeutig
zuzuordnen, bediente man sich computergestttzter Vorhersageprogramme (z.B. PolyPhen2,
Panther, Mutation Taster, BDGP, NetGene2). AbschlieBend erfolgte eine

Segregationsanalyse bei relevanten Familienmitgliedern des Betroffenen.
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2.2 Ausarbeitung eines Punktesystems zur quantitativen Charakterisierung

des Phanotyps.

In unsere Bewertung flossen die Symptome Tod, Hydrocephalus und notwendige
Shuntversorgung ein. Folgende Zuordnung wurde getroffen: Intrauteriner Tod 6 Punkte, Tod
bis zum 3. Lebensjahr 3 Punkte und Patienten alter als 3 Jahre 0 Punkte. Der bereits
intrauterin mittels Ultraschall diagnostizierte Hydrocephalus wurden mit 4 Punkten
dokumentiert und der postnatal entdeckte oder entwickelte Hydrocephalus mit O Punkten.

Die notwendige Shuntversorgung bis zum 3. Lebensjahr wurde mit 3 Punkten dokumentiert,
eine Shuntversorgung nach dem vollendeten 3. Lebensjahr mit 0 Punkten. Insgesamt wurden
maximal 13 Punkte vergeben. In unserem Kollektiv war 10 die maximale Punktzahl, die sich

aus den oben genannten Kriterien ergeben hatte.

Nachdem die Score-Punkte aller Patienten vorlagen, wurden diejenigen, mit einer Punktzahl
von 0 in die Gruppe der durchschnittlich erkrankten, diejenigen mit den Punkten 1-7 in die
Gruppe der mafig schwer erkrankten und Patienten mit einer Punktzahl von 8-10 in die
besonders schwer erkrankten eingeteilt.

Explizit nicht in das Punkte-System aufgenommen sind die erhobenen Daten zur geistigen
Minderbegabung (=mentale Retardieurng MR), spastischen Paraparese (SP),
Aquaduktstenose (As) sowie zum adduzierten Daumen (AT). Zum einen sind diese
Symptome nicht spezifisch fir das LICAM-Syndrom, zum anderen lagen sie hier in nicht

ausreichender Anzahl in der Dokumentation vor.
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3. Ergebnisse

Ziel der hier vorgelegten Arbeit ist es, einen moéglichen Zusammenhang zwischen Art der
genetischen Veranderungen (Mutationen) und klinischen Symptomen bei einer Kohorte von
105 Patienten mit L1CAM-assoziiertem X-chromosomalem Hydrocephalus festzustellen.
Samtliche Mutationen werden dabei unter dem Begriff des ,Genotyps®, das sich ergebende
klinische Bild der hier untersuchten Erkrankung als ,Phanotyp“ bezeichnet. Die Darstellung

der Ergebnisse gliedert sich in vier Teile:

3.1 Mutationstypen des L1CAM-Gens

3.2 Verteilung der Mutationen im L1CAM-Gen

3.3 Ausarbeitung eines Scoring-Systems zur Klassifizierung des Phanotyps
3.4 Genotyp/ Phanotyp Zusammenhang.

3.1 Mutationstypen des L1CAM-Gens

Zunachst Uberpruften wir die Typen der Sequenzvarianten im Allgemeinen und die Frage, ob
es unter den Patienten mit LLCAM-Syndrom bestimmte vorherrschende L1CAM-Mutationen
oder Mutationstypen im Speziellen gibt. Abbildung 3 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse.
Die Genotypen der insgesamt 105 mannlichen Patienten waren in funf verschiedene
Mutationstypen zu unterteilen. Ein Uberdurchschnittlich haufig vorkommender Mutationstyp
war nicht zu erkennen. Neun Mal fanden wir allerdings die gleiche Mutation bei zwei oder
mehr Patienten, die nicht offensichtlich miteinander verwandt waren (Tabelle 1). Bei allen
Substitutionen handelte es sich um Transitionen.
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3. Ergebnisse

Tabelle 1: Wahrscheinlich rekurrente Mutationen (Pat.=Patient, B=Base).

Intron Pat ID Mutation ‘ Position Urspr. B Neue B ‘ Codons
5 XHC 394 Splice c.523 +12 C T
XHC 656 Splice c.523 +12 C T
24 XHC 304 Dup c.3323 -17 Dup G
XHC 305 Dup c.3323 -17 Dup G
Mutation Position
6 XHC 405 Miss c.551 G A CGG-CAG
XHC 469 Miss c.551 G A CGG-CAG
12 XHC 528 Non c.1453 C T CGA-TGA
XHC 561 Non €.1453 C T CGA-TGA
13 XHC 139 Non c.1672 C T CGA-TGA
XHC 499 Non c.1672 C T CGA-TGA
XHC 614 Non c.1672 C T CGA-TGA
18 XHC 320 Non c.2228 G A TGG-TAG
XHC 343 Non c.2228 G A TGG-TAG
20 XHC 293 Non c.2701 C T CGA-TGA
XHC 417 Non c.2701 C T CGA-TGA
XHC 726 Non c.2701 C T CGA-TGA
22 XHC 363 Dup €.2880 G
XHC 401 Dup €.2880 G
26 XHC 105 Non c.3496 T CGA-TGA
XHC 540 Non €.3496 T CGA-TGA

Die Missense-Mutationen hatten mit 31 Patienten (29 %) und 30 verschiedenen Mutationen
den grofdten Anteil; gefolgt von den Splice-Site-Mutationen mit 30 Patienten (29 %) und 29
unterschiedlichen Mutationen. In der Gruppe der Nonsense-Mutationen waren 26 Patienten
(25 %) mit 19 verschiedenen Mutationen, in der Gruppe der Deletionen 11 (10 %) und 11

verschiedene Mutationen und die kleinste Gruppe war die Duplikation mit 7 Patienten (7 %)




3. Ergebnisse

mit 5 verschiedenen Mutationen. Diese Daten stimmen sehr gut mit denen aus der Literatur
Uberein (siehe 1.7). Die Daten zeigten eine annahernd 1:1:1-Verteilung des
Mutationsspektrums hinsichtlich Missense-Mutationen (30 %), Null-Allele (42 %) und Splice-
Site-Mutationen (29 %). Mutationen, die Null-Allele oder funktionelle Null-Allele bedingen
(Nonsense, Deletion, Duplikation und Splice-Site), stellten etwa 2/3 der pathologischen

Sequenzveranderungen dar (Abbildung 4).

Splice-Site
29%

Missense
30%

Duplikation
7%

Deletion
9%

Nonsense
25%

Abbildung 3: Haufigkeit einzelner Mutationstypen in unserem Kollektiv (n=105).

Missense
30%

Null-Allele
70%

Abbildung 4: Mutationstypen Null-Allel-Mutationen vs. Missense-Mutationen.




3. Ergebnisse

3.2 Verteilung der Mutationen im LLCAM-Gen

Als einen néchsten Schritt gingen wir der Frage nach, ob es exonische Bereiche des LLCAM-
Gens gibt, die besonders héaufig Mutationen aufweisen. Abbildung 5 zeigt die
zusammenfassende Darstellung bezlglich der hier erfassten 75 Mutationen in den Exons
(Punktmutationen und Rearrangements; aber ohne Splice-Site-Mutationen in Introns und
inkl. aller Patienten mit den sieben rekurrenten exonischen Mutationen). Die durchschnittliche
Anzahl der Mutationen pro Exon betragt 2,68. In sechs Exons (4, 5, 15, 19, 24 und 27) fanden
sich in der untersuchten Kohorte keine Mutationen. Besonders haufig war das Exon 18 von

den hier bertcksichtigten Mutationen betroffen.

Mutation pro Exon
14
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N
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Exon
E Mutationen e MW SD+

Abbildung 5: Exonische Verteilung aller Mutationen mit Mittelwert (MW, orange) und Standardabweichung
(SD+, grau) bei den 105 untersuchten Patienten.




3. Ergebnisse

Punktmutation pro Exon
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Abbildung 6: Verteilung exonischer Punktmutationen (PM) mit Mittelwert (MW, orange) und
Standardabweichung (SD+, grau).

Es stellte sich dann die Frage, ob im Vorkommen von Punktmutationen vs. Rearrangements
Unterschiede zu finden sind. Aus diesem Grunde uberpriften wir die Verteilung der
Punktmutationen und Rearrangements getrennt.

In Abbildung 6 sind die Gesamtzahl und Verteilung von exonischen Punktmutationen
dargestellt. 53 % aller Punktmutationen machten die Punktmutationen in vier Exons (6, 12,
13 und 18) aus. Demgegeniiber wurden in neun Exons (4, 5, 15, 16, 19, 23, 24, 25 und 27)
keine Punktmutationen in der untersuchten Kohorte gefunden.

Wenn man die Ergebnisse mit denen der Abbildung 5 vergleicht, kommt man zu dem
Schluss, dass der Anteil der Punktmutationen bezogen auf die Gesamtzahl der Mutationen

in einem Exon (22) gering und in drei Exons nicht vorhanden (16, 23, 25) ist.
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Rearrangement pro Exon
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Abbildung 7: Anzahl der Rearrangements pro Exon mit Mittelwert (MW, orange) und Standardabweichung
(SD+, grau).

Abbildung 7 zeigt die Anzahl und Verteilung der Rearrangements in den einzelnen Exons.
Wenn man die absoluten Zahlen betrachtet, sticht Exon 22 mit einem Mutationsanteil von
deutlich tber +1 Standardabweichung hervor. Bemerkenswerterweise fanden wir in diesem

Exon nur eine Punktmutation.

Bei den Abbildungen 5, 6 und 7 werden zum einen die Zahl aller Mutationen und zum anderen
die von Punktmutationen beziehungsweise Rearrangements jeweils bezogen pro Exon
wiedergegeben. Diese Darstellung bericksichtigt nicht die Grof3e der einzelnen Exons und
dadurch die relative Haufigkeit mutierter Nukleotide (mutiertes Nukleotid pro 100
Basenpaare).
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3. Ergebnisse

Exongrolie
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Abbildung 8: Darstellung der GroRen (Bp=Basenpaare) der 28 Exons des LICAM-Gens mit Mittelwert (MW,
grau) und +/- Standardabweichung (SD +/-, gelb, blau).

Hierzu verglichen wir die Grol3en der einzelnen Exons. Die kodierenden Anteile des Gens
L1CAM sind mit einer Durchschnittsgrof3e von 134 Nukleotiden (Bp) auf 28 kodierende Exons
verteilt. Es gibt zwei sehr kleine Exons (2 und 27) mit jeweils 15 Bp und 12 Bp und 5 groRRere
(4, 16, 18, 20 und 28) um etwas mehr als 200 Bp (Abb.8).
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Punktmutation pro 100 Nukleotid
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Abbildung 9: Darstellung der exonischen Punktmutationen pro 100 Nukleotide (N) mit Mittelwert (MW, orange)
und Standardabweichung (SD+, grau) im untersuchten Kollektiv.

Die Darstellung in Abbildung 9 zeigt jetzt die relative H&aufigkeit mutierter Nukleotide
(mutiertes Nukleotid pro 100 Basenpaare bei Punktmutationen) und so einen
Zusammenhang, der besser mit den biologischen Verhaltnissen korreliert. Nun wurde
deutlich, dass insbesondere Exons 2, 6, 12, 13 und 18 in Bezug auf die jeweilige Grol3e
relativ haufig (Uber +1 SD) Punktmutationen aufweisen. Angesichts der kleinen Grol3e des

Exon 2 (15 Bp) ist es fraglich, ob das durch biologische Eigenschaften oder per Zufall bedingt
ist.
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Rearrangement pro 100 Nukleotid
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Abbildung 10: Graphische Darstellung des relativen Anteils der Rearrangements pro 100 Nukleotide (N) im
untersuchten Kollektiv mit Mittelwert (MW, orange) und Standardabweichung (SD+, grau).

Wenn man die Verteilung der Rearrangements pro 100 Nucleotide betrachtet (Abb. 10), sind
die Unterschiede zwischen den einzelnen Exons gering. Es ist bemerkenswert, dass Exon 2
eine so hohe Haufigkeit von Rearrangements beinhaltete. Angesichts der kleinen Gro3e des

Exons (15 Bp) ist es auch hier fraglich, ob das durch biologische Eigenschaften oder per
Zufall bedingt ist.
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3.3 Ausarbeitung eines Scoring-Systems zur Klassifizierung des Phanotyps

Der Begriff Phanotyp erfasst in unserer Studie den allgemeinen Schweregrad der
Krankheitsauspragung. Dabei kamen die Symptome Hydrocephalus (HC), geistige
Minderbegabung (MR), spastische Paraparese (SP), Aquaduktstenose (AS),
Shuntversorgungspflichtigkeit (Sh), adduzierter Daumen (AT) sowie Tod (T) am haufigsten
vor. In der Genotyp-Phanotyp-Analyse beschrankten wir uns auf die Symptome
Hydrocephalus mit Zeitpunktangabe, Shuntversorgungspflichtigkeit und Tod, jeweils auch mit
Zeitpunktangabe.

Fir eine Vergleichbarkeit der fur die einzelnen Patienten erhobenen Symptome war eine Art
quantitativer Erfassung notwendig. Hierzu arbeiteten wir ein Score-System aus, in dem wir
den einzelnen Symptomen Punktewerte zuordneten.

Bei der Score-Bewertung wurden 100 Patienten bertcksichtigt, da bei finf Patienten keine
Angaben zu den von uns geforderten Symptomen vorhanden waren. Bei der Ausarbeitung
des Score-Systems haben wir eine semi-quantitative Bewertung der verschiedenen
Symptome durchgefihrt (Tabelle 2). Als ein Zeichen eines besonders schweren
Krankheitsverlaufes haben wir den intrauterinen Tod mit hohem Score-Wert (6 Punkte)
bewertet. Ein Versterben vor dem 3. Lebensjahr definierten wir als mafig schwer (3 Punkte).
Die Tatsache, dass ein Patient alter als 3 Jahre wurde, unabhangig davon, wann und ob er
spater verstarb, betrachteten wir als durchschnittlichen Phanotyp (0O Punkte).

Der Zeitpunkt der klinischen Feststellung eines Hydrocephalus ist sicherlich von vielen
Faktoren abhéangig (Familienanamnese, Expertise des Untersuchers, Leistungsféahigkeit des
bildgebenden Gerates). Aus diesem Grund haben wir hier lediglich den bereits intrauterin
diagnostizierten Hydrocephalus als ein Zeichen eines besonders schweren Phanotyps (4
Punkte) gewertet.

Ebenfalls ungleichméalRig haben wir den Zeitpunkt der notwendigen Shuntversorgung
gewichtet. Dabei wurde eine Versorgung vor dem 3. Lebensjahr als besonders schwere Form
und somit mit 3 Punkten gewertet, wahrend die Versorgung nach dem 3. Lebensjahr als
Zeichen einer Zwischenstufe zwischen durchschnittlich und maRig schwerer Form mit 1

Punkt gewertet wurde (Tabelle 2).
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3. Ergebnisse

Tabelle 2: Punktwerte von Symptomen (HC = Hydrocephalus, Lbj. = Lebensjahr).

Symptome Punkte

TOD

Intrauterin 6
Uberleben < 3. Lbj. 3
Versterben > 3. Lbj. 0
HC DIAGNOSE

intrauterin 4
SHUNTVERSORGUNG
Versorgung < 3. Lbj. 3
Versorgung > 3. Lbj. 1
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3. Ergebnisse

Alle Punkte eines méannlichen Betroffenen wurden addiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3
und Abbildung 11 gezeigt. In der Betrachtung zeichneten sich daraus
— zugegebener Malien willktrlich gewahlte - drei Gruppen ab (Abb. 11): Die Gruppe der
Patienten mit null Score-Punkten, die mit drei bis sieben Score-Punkten und die mit zehn
Score-Punkten. In Anbetracht des deutlichen Unterschiedes von jeweils drei Score-Punkten
zwischen den benachbarten drei Gruppen gingen wir davon aus, dass diese Verteilung
biologischen Verhaltnissen entspricht. Unter der Annahme, dass sich aus den drei nun
prasentierenden Gruppen drei Schweregrade herleiten lie3en, nahmen wir eine Einteilung
der einzelnen Gruppen in durchschnittlich schwere, mafig schwere und besonders schwere
Krankheitsauspragung vor. Wir haben auch die Punktwerte fir die einzelnen Gruppen (0; 1-
7; 10) bestimmt. Entsprechend den Literaturangaben war dabei der Anteil von Splice-Site-
Mutationen, die an und fur sich in der Regel funktionelle Null-Allele bedingen, hoch. In
unserer Kohorte waren 20 Patienten aus der Gruppe der Splice-Site-Mutationen mit mafig

schwerem und einer mit schwerstem Phanotyp.

Tabelle 3: Punkteverteilung mit Angaben der Mutationstypen.

Punkte Missense Null-Allel Nonsense Deletion Duplikation = Splice-Site
Gesamt
1 1 0 1 0 0 0 1
3 14 4 10 3 1 0 6
4 13 3 10 0 2 1 7
6 3 1 2 0 0 0 2
7 16 5 11 5 2 0 4
10 10 3 7 2 1 3 1
Summe 100 30 70 25 9 7 29
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Abbildung 11: Gesamtpunkte aller Patienten bei den Symptomen Hydrocephalus, Shuntversorgung und Tod
mit Zeitpunktsangabe.

3.4 Genotyp/ Phanotyp Zusammenhang

Wie bereits unter 1.7 erwahnt, verursachen Nonsense-Mutationen einen vorzeitigen Abbruch
der Proteinsynthese wahrend Missense-Mutationen eine Funktionseinschrénkung infolge
eines Aminosaurenaustausches bedingen. Dabei missen Missense-Mutationen nicht
zwangslaufig zu einem vollstandigen Funktionsverlust des entsprechenden Proteins fuhren.
Bei Frame-Shift-Mutationen (bedingt durch eine Deletion oder Duplikation) oder Splice-Site-
Mutation kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters und zu einem vorzeitigen Stopp-
Codon. Somit haben alle Varianten aul3er der Missense-Mutation ein Null-Allel oder
funktionelles Null-Allel zur Folge.
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3. Ergebnisse

3.4.1 Korrelation zwischen dem Schweregrad des Phanotyps und den Mutationstypen

Wir teilten die Mutationen nach Missense-Mutationen und Null-Allel-Mutationen ein. Dieser
Uberlegung lag die Annahme zugrunde, dass Null-Allele ein vollstandiges Fehlen der
Funktion des Genproduktes oder ein Fehlen des Proteins bedingen, wahrend Missense-

Mutationen unter Umstanden eine gewisse Restfunktion noch erlauben kénnen (Abb. 12).

Score-Verteilung in 3 Gruppen
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Abbildung 12: Scoreverteilung Phanotyp unterteilt in Missense und Null-Allele in 3 Gruppen.

Ein erster grober Vergleich des Zusammenhanges zwischen dem Mutationstyp und dem
Phanotyp ist in Abbildung 12 dargestellt. Die in der Literatur beschriebene 1:2-Verteilung trifft
auch auf unsere Daten zu (30 Missense-Mutationen und 70 Null-Allele). In der genauen
Betrachtung zeigte sich, dass die Haufigkeit von Missense-Mutationen verglichen mit den
Null-Allel-Mutationen in den drei Gruppen &hnlich ist: 14/29, das heil3t 48 % bei der
Patientengruppe mit 0 Punkten, 13/34, das heil3t 37 % bei den Patienten mit 1-7 Punkten und
3/7, das heildt 42 % bei den Patienten mit 10 Punkten. Demnach unterstiitzen diese Daten
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nicht die Annahme, dass der Schweregrad der Erkrankung von dem Typ der Mutation

abhangig ist.

3.4.2 Korrelation zwischen dem Schweregrad des Phanotyps und den Mutationstypen/

Veranderungen der L1-Doméne

In Anlehnung an neuere Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem
Phanotyp untersucht haben, gingen wir der Frage nach, ob das komplexe genotypische
Merkmal Mutationstyp und die Lokalisation der daraus resultierenden molekularen
Veranderung im L1-Protein die individuelle Krankheitsauspragung besser erklart als der
jeweilige Parameter alleine. In der einschlagigen Literatur wird beschrieben, dass Null-Allel-
Mutationen, insbesondere wenn sie die extrazellulare Doméne betreffen, schwerste
phanotypische Ausprdgungen verursachen. Auch wir kommen zum gleichen Ergebnis
(Tabelle 4). Wir unterteilten dabei die Exons in Gruppen, welche bestimmte Doménen des
Proteins kodieren: Wie in Kapitel 1 beschrieben, kodieren Exon 1 und 2 das Signalpeptid,
Exons 3-24 die extrazellulare Domane, Exon 25 die transmembranédre Domé&ne und Exon
26-28 die intrazellulare Domane. Wie ersichtlich machten schwere phanotypische Patienten
mit Null-Allel-Mutationen (ohne Splice-Site-Mutationen) die extrazellulare Doméane betreffend
einen etwas groReren Anteil der Kohorte aus (n=7 und 6 mit Punkten 7 und 10) als Patienten
mit Missense-Mutationen die gleiche Domé&ne und Krankheitsauspragung betreffend (n=3
und 5 mit Punkten 7 und 10) (Tabelle 4). Diese positive Interaktion bezogen auf Mutationstyp/
Null-Allel-Mutationen und Proteinveréanderung auf der einen Seite und der Phanotyp auf der
anderen Seite war nicht durchgehend. Patienten mit Null-Allel-Mutationen die
transmembranare Domane betreffend zeigten wie auch Patienten die intrazellulare Doméne

betreffend sogar nur gewohnlich schwere Phanotypen.
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Tabelle 4: Score-Punkteverteilung: Missense (M)-Mutation und Null-Allel Mutationen (N) nach
Exongruppen  (Doménen) (Miss=Missense, Ex=Exon, Nons=Nonsense, Del=Deletion,
Dup=Duplikation,  Splice=Splice-Site, o0=ohne, blau=extrazellulare Doméne (Ex 3-24),

grin=transmembranare Domane (Ex 25), orange=intrazellulare Domane (Ex 26-28)).

N :
& é\f;’ N = s
&

10 | 10 3 0 3 0 0 2 1 3 1 7 0 6 0 0

Es stellte sich dann die Frage, wie man die Beobachtung erklart, dass einige Missense-
Mutationen, wie Null-Allele, einen (besonders) schweren Phanotyp verursachen, wenn sie
eine Veranderung in der extrazellularen Doméne bedingen. Unsere Recherche hat ergeben,
dass unter diesen neun Missense-Mutationen sechs evolutionar konservierte Aminosauren
sind und funktionelle Bedeutung haben (sog. "key residues” (Bateman et al. 1996)) (Tabelle
5). Zum einen handelt es sich um den Austausch von Cysteinen, die bei der
dreidimensionalen Faltung des L1-Proteins durch die Ausbildung von Disulfid-Briicken eine
besonders wichtige Rolle spielen. Zum anderen wird in zwei Fallen ein Leucin durch ein Prolin
ersetzt. Die Aminosaure Prolin halt die Proteinstruktur in einer starren Konfiguration und stort
die Ausbildung von regelmaRigen Sekundarstrukturen des Proteins wie Alpha-Helices oder

Beta-Faltblattern und wird daher als ,Helix-Brecher® bezeichnet.
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3. Ergebnisse

Tabelle 5: Aminosauren mit Schlisselfunktionen.

Mutation* Key Position Score Punkte
XHC 532 p.Cys57Tyr + 7
XHC 469 p.Arg184Gin + 7
XHC 381 p.Leu227Pro + 10
XHC 494 p.Leu446Pro + 7
XHC 154 p.Cys497Tyr + 7
XHC 539 p.Ala541Asp + 10
XHC 302 p.Asp516Asn - 7
XHC 522 p.Glu799GIn - 10

* Die erstgenannte Aminosaure zeigt eine Schliisselfunktion und wird bedingt durch die entsprechende Mutation

durch die zweitgenannte Aminoséaure ersetzt.
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4. Diskussion

Unsere Studie untersuchte den Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem Phéanotyp
bei 105 Patienten mit verschiedenen L1CAM-Mutationen. Vergleichbare Analysen gibt es
bereits in der Literatur, wobei die Anzahl der von den Autoren untersuchten Patienten etwas
geringer war als die in dieser Studie, denn der wesentliche Teil der Patientendaten wurde
aus der Fachliteratur entnommen oder nicht durch die Autoren selbst erhoben. Daten aus
Fragebdgen oder aus Fallbeschreibungen in der Fachliteratur kdnnen lickenhaft sein. Es
bleibt immer offen, ob die Fragen adaquat beantwortet wurden. Gleichzeitig beschranken
sich die Daten auf die Antworten aus dem vorher erstellten Fragenkatalog und erlauben somit
keine weitere Analyse und Erweiterung der Fragestellung. Entsprechend kann man immer
von einer - wenn auch geringen - Fehlerhaftigkeit ausgehen, weshalb bei der Verwertung
solcher Quellen gewisse methodische Schwachen bertcksichtigt werden mussen. Die hier
vorgestellte Studie zeigt demgegeniber den groRen Vorteil, dass samtliche
molekulargenetischen Daten der Patienten aus einem Labor stammen. Durch den engen
Kontakt mit den Einsendern bestand zusatzlich die Moglichkeit fehlende klinische Angaben,
soweit notwendig, nachzufordern.

Bei der Analyse des Zusammenhanges zwischen Genotyp und Phanotyp im Falle des
L1CAM-bedingten Hydrocephalus gibt es zwei grundséatzliche Schwierigkeiten. Zum einen
sind die Phanotyp-Merkmale nicht quantitativ messbar. Der erste Schritt unserer Analyse war
deswegen die Ausarbeitung einer semi-quantitativen Erfassung der Phanotypen. In den
letzten 20 Jahren sind sechs Arbeiten mit einer vergleichbaren Fragestellung im Sinne einer
Quantifizierung des Patientenphénotyps bei LLCAM-Spektrumkrankheiten publiziert worden.
Die wesentlichen Merkmale dieser Untersuchungen haben wir in Tabelle 6 zusammengefasst

und stellen sie auch im Text kurz dar.
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4. Diskussion

Tabelle 6: Phanotypmerkmale in den verschiedenen Studien.

AUtoren  Fransen  Yamasaki  Michaelis Finckh Weller

Symptome 1997 1997 1998 2000 2001
Intrauteriner HC - - - + - - +
postnataler HC + + + + + + +
Agquéaduktstenose - - - - - + -
oo | e e e ]
Agenesie cortico- _ _ _ _ + ) )

spinaler Trakt

Shuntversorgung + - - + - - +
Spastische Paraparese - - - + + + -
Uberlebensalter + + + + - + +
Adduzierter Daumen - + + + + + -
Minderbegabung - + - + + + -
Aphasie - - - - - + -
Hirschsprung Komplex - - - - + - -

Die zweite Schwierigkeit betrifft die grol3e allelische genetische Heterogenitat auf der Ebene
der krankheitsursachlichen Genveranderungen, so dass praktisch alle Patienten ihre eigene
Lprivate” Mutation tragen. Zunachst Uberpriften wir deshalb die Verteilung der
Sequenzvarianten im Allgemeinen und die Frage, ob es unter den Patienten mit LLCAM-
Spektrumkrankheiten bestimmte vorherrschende L1CAM-Mutationstypen oder Mutationen
im Speziellen gibt. Aufgrund der bisherigen Daten aus der Literatur war dieses nicht zu
erwarten, konnte jedoch auch nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass im
untersuchten Patientengut neun rekurrente Mutationen gefunden wurden (siehe Tab. 1),
spricht auch dafir, dass im LICAM-Gen Sequenzmotive vorkommen, welche die Entstehung

von Mutationen begunstigen.
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Unsere Analyse deckte keine Mutations-Hot-Spots oder vorherrschende Mutationstypen auf.
Die Ergebnisse brachten jedoch praktische Uberlegungen beziiglich der DNA-Diagnostik mit
sich: Es empfiehlt, sich mit der Analyse von vier Exons (6, 12, 13 und 18) anzufangen, die
etwa 47 % aller Mutationen enthalten.

4.1 Klassifizierung des Phanotyps

Die von Fransen et al. (1997) vorgenommene semi-quantitative Schweregradbeurteilung des

Phanotyps bei insgesamt 147 Patienten ist mit der von uns verwendeten vergleichbar:

1. Schwerer Phéanotyp bei:
e Versterben des Patienten vor dem 2. Lebensjahr oder
e postnataler Macrocephalie (OFC (occipitofrontal head circumference) > 97
Perzentile) oder

e einer notwendigen, frihzeitigen Shuntversorgung.

Unser Vergleich berlcksichtigte zusatzlich pranatal gefundene Aufféalligkeiten: Ein friihzeitig
intrauterin diagnostizierter Hydrocephalus liel3 fir uns auf eine besonders schwere Form
schlie3en.

2. Mittelschwerer Phanotyp bei:
e Uberleben des 2. Lebensjahres ohne die Notwendigkeit einer Shuntversorgung oder

¢ nachgewiesenem Hydrocephalus.

Als ein Zeichen eines besonders schweren Krankheitsverlaufes dokumentierten wir den
intrauterinen Tod mit hohem Score-Wert (6 Punkte). Ein Versterben vor dem 3. Lebensjahr
definierten wir als mafig schweren Phénotyp (3 Punkte). Die Tatsache, dass ein Patient alter
als 3 Jahre wurde, unabhéngig davon, wann und ob er spater verstarb, betrachteten wir als

durchschnittlichen Phanotyp (0 Punkte).
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Das Symptom ,nachgewiesener Hydrocephalus® bedarf einer besonderen Diskussion. Der
Nachweis eines gering ausgepragten Hydrocephalus kann, bedingt durch die
unterschiedliche personliche Expertise des Untersuchers, als variabel und deswegen als
schwer standardisierbar bezeichnet werden.

Der Zeitpunkt der klinischen Feststellung eines Hydrocephalus ist sicherlich von vielen
Faktoren abhangig (Familienanamnese, Expertise des Untersuchers, Leistungsfahigkeit des
bildgebenden Gerates). Aus diesem Grund haben wir lediglich den bereits intrauterin
diagnostizierten Hydrocephalus als ein Zeichen eines besonders schweren Phanotyps (4
Punkte) gewertet. Ebenfalls ungleichméaRig gewichteten wir den Zeitpunkt der notwendigen
Shuntversorgung. Dabei wurde eine Versorgung vor dem 3. Lebensjahr als besonders
schwere Form und somit mit 3 Punkten gewertet, wahrend die Versorgung nach dem 3.
Lebensjahr als Zeichen einer Zwischenstufe zwischen durchschnittlich und mafig schwerer
Form mit 1 Punkt gewertet wurde.

Unter der Annahme, dass die Corpus callosum-Agenesie ein Resultat eines stark
ausgepréagten Hydrocephalus durch massive Druckbelastung ist, wurde sie von Fransen et
al. (1997) als ein sekundares und nicht unabhangiges Merkmal betrachtet und entsprechend
auf die Einbeziehung dieses Symptoms verzichtet. Als zu gering quantifizierbar definierten
Fransen et al. (1997) den adduzierten Daumen und die spastische Paraplegie.

Wohl wissend, dass die Intelligenzminderung im Gegensatz zu allen anderen Symptomen
als einziges immer mit dem Vorhandensein einer krankheitsursachlichen L1CAM-Mutation
assoziiert ist, haben Fransen et al. (1997), wie auch wir, das Symptom ,Minderbegabung®
oder ,IQ“ nicht als Scoring-Parameter mit einbezogen. Stdrungen, die sich als
Minderbegabung manifestieren, kdnnen in allen Phasen der Hirnentwicklung auftreten.
Strukturelle Hirnstérungen wie auch exogene Noxen fihren zu unterschiedlich ausgepragter
Verminderung der geistigen Leistungsfahigkeit. Somit ist der Grad der IQ-Minderung nicht
spezifisch fur den LLCAM-Genotyp.
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Nach Fransen et al. (1997) haben Yamasaki et al. (1997) eine zweite Methode der
Bestimmung des Schweregrades des Krankheitsbildes vorgestellt. Dabei wahlten sie bei

insgesamt 132 Betroffenen vier Symptome aus:

e Hydrocephalus
e Minderbegabung
e Uberlebensalter und

e adduzierter Daumen.

Als erstes wurde eine Klassifizierung des Phanotyps in 2 Gruppen (schwer und moderat)

vorgenommen.

Schwerer Phanotyp:
e Shuntversorgungspflichtiger Hydrocephalus oder
e intrauterin diagnostizierter Hydrocephalus oder
o fortschreitender Hydrocephalus oder
¢ Vorhandensein einer Aquaduktstenose oder
e geistige Minderbegabung mit IQ unter 50 % oder

e Versterben vor dem 1. Lebensjahr.

Moderater Phanotyp:
e bildmorphologischer Nachweis eines Hydrocephalus ohne Shuntnotwendigkeit oder

e geistige Minderbegabung mit IQ tGber 50 %.

Die Einteilung des Hydrocephalus wurde bei Yamasaki et al. (1997) insbesondere auf der
Grundlage erhobener Daten bildgebender Verfahren (CT und MRT) bestimmt. Wahrend der
Vergleich der Befunde bildgebender Verfahren sicherlich eine gut objektivierbare,
guantitative Aussage erlaubte, konnten wir diese Parameter in unserer Studie nicht
berticksichtigen, da entsprechend detaillierte Angaben bei der grol3en Mehrheit unserer
Patienten fehlten.

Die Intelligenzminderung teilten Yamasaki et al. (1997) mit IQ unter 50 % als Zeichen eines

schweren oder mit IQ tber 50 % als das eines moderaten Phénotypen ein. Wie bereits oben
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erwahnt, ist der 1Q durch eine grof3e Anzahl von genetischen wie auch nicht genetischen
Faktoren beeinflusst. Zudem sind die Methoden zur Bestimmung des IQ auch heute noch
sehr vielfaltig und entsprechend schwer vergleichbar.

Gleiches gilt fur Stérungen der motorischen Entwicklung. Auch hier kann eine Vielzahl von
Grinden sowohl bereits in der friihen intrauterinen Entwicklung wie auch perinatal z.B. durch
Sauerstoffmangel Auswirkungen auf die Motorik haben. Somit sind die soeben diskutierten
Symptome (HC-Auspragung, 1Q, motorische Stérung) eher nicht spezifisch fur das LLCAM-
Syndrom. Bei zudem nicht ausreichender Anzahl in unserer Dokumentation wurden sie

deshalb nicht in unsere Bewertung mit einbezogen.

Den allgemeinen Zustand der Patienten definierten Yamasaki et al. (1997) in Korrelation mit
dem Uberleben. Dabei war fiir sie ein Tod vor dem 1. Lebensjahr (in utero eingeschlossen)
mit einem schweren Phénotypen gleichgesetzt. Diese Bestimmung erschien uns als zu
rigide. Ferner muss man bericksichtigen, dass durch die heutige, wesentlich verbesserte
intensivmedizinische Betreuung im Vergleich zu der damaligen Zeit mehr der Schwer- und
Schwerstbetroffenen bis zum 3. Lebensjahr oder gar dartber hinaus tberleben.

Auch erhielt bei Yamasaki et el. (1997) der adduzierte Daumen eine Bericksichtigung. Der
adduzierte Daumen kommt bei Patienten mit L1-Spektrum-Erkrankungen immer wieder vor,
ist aber nicht LLCAM-spezifisch. Vielmehr ist dieses Symptom ein allgemeines Zeichen fur
Spastik. Es wird darauf hingewiesen, dass sich der in den ersten Tagen bis Wochen bildende
adduzierte Daumen ein isoliertes Symptom wie auch ein Teil eines Symptomkomplexes sein
kann. Er ist beschrieben bei jungen Patienten mit schwerer cerebraler Kortexstérung und
kann durch eine Vielzahl mdglicher Ursachen bedingt sein: Hydrocephalus, perinatale
Asphyxie, intrakranielle Blutungen und in Kombination mit neuromuskularen wie auch
metabolischen Erkrankungen. Verhagen et al. (2013) haben geschéatzt, dass nur 6 % bis 25
% der Patienten mit einer LLCAM-Mutation einen adduzierten Daumen aufweisen (Verhagen
et al. 2013). Obwohl Yamasaki et al. (1997) den adduzierten Daumen als ein haufiges
Symptom in ihre Studie mit eingeschlossen haben, verwiesen sie darauf, dass die endgultige
Klarung der Ursache noch nicht erfolgt ist. Somit kann der adduzierte Daumen als weiterhin
zu diskutierendes und entsprechend nicht spezifisches Symptom angesehen werden.
Deshalb schlossen wir den adduzierten Daumen als kein alleinstehendes Merkmal in unserer

Einteilung aus.
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Bei den von Michaelis et al. (1998) benutzten phanotypischen Einteilungen bei insgesamt 71
zusammengeschlossenen Patienten zogen die Autoren die folgend aufgelisteten

Phanotypmerkmale mit ein:

Hydrocephalus mit Unterteilung in:

schwer:
¢ mit Aquaduktstenose oder
e mit Notwendigkeit einer Shuntversorgung oder
e Diagnosestellung des Hydrocephalus in utero oder

e voranschreitender Hydrocephalus

moderat:
e Erweiterung der Hirnkammern ohne Macrocephalus oder

¢ nicht shuntversorgungspflichtiger Hydrocephalus.

Ferner bekamen das Vorhandensein oder das Fehlen des adduzierten Daumens sowie ein

Uberleben nach dem 1. Lebensjahr eine Beachtung.

Vos et al. (2009) stellten in ihrer Ubersichtsarbeit ebenfalls eine semi-quantitative
Bestimmung des Phénotyps bei 72 Patienten vor. Dabei griindeten sie ihre Einteilung auf
einen komplexen Phéanotyp mit Symptomen wie Versterben vor dem 1. Lebensjahr,
Hydrocephalus, adduzierter Daumen, Aquaduktstenose, Corpus callosum-Agenesie oder -
Dysgenesie, mentale Minderbegabung, Aphasie und spastische Paraplegie. Mehrere der
ausgewahlten Symptome kommen bei Patienten mit LLCAM-Spektrumerkrankung vor, wenn
auch sie daftr nicht spezifisch sind. Die Kombination der Symptome erlaubte allerdings eine
anfangliche, symptombezogene Unterscheidung zwischen Patienten mit einer L1CAM-
Spektrumerkrankungen und denen, die am ehesten eine andere genetische oder nicht
genetische Ursache des Hydrocephalus hatten. Dies wird beeindruckender Weise durch die
Tatsache gezeigt, dass unter den Patienten, die eine Kombination aus positiver
Familienanamnese und dem Vorhandensein von drei oder mehr der aufgelisteten
Symptomen hatten, 85 % in der nachfolgenden molekulargenetischen Analyse eine L1CAM-

Mutation aufwiesen. Unter den Patienten mit drei oder mehr Symptomen fand sich in 66 %

38



der Falle eine LLCAM-Mutation. Unter denjenigen, die zwei oder weniger Symptome zeigten,
wurde nur bei 16 % eine L1ICAM-Mutation gefunden.

Weller und Gartner (2001) verglichen in ihrer Ubersichtsarbeit die Mutationen des L1CAM-
Gens von 143 Patienten mit den dazu gehérigen Phanotypen. Soweit vorhanden, nahmen
sie die Symptome Hydrocephalus, spastische Paraplegie, mentale Minderbegabung,
adduzierter Daumen, Corpus callosum-Agenesie, Agenesie des corticospinalen Traktes und

Hirschprung-Komplex mit in die Bewertung.

4.2 Genotyp/ Phanotyp Zusammenhang

Yamasaki et al. (1997) wiesen bereits 1997 darauf hin, dass die biologischen Folgen der
L1CAM-Mutationen bereits in mehreren Studien untersucht worden seien. Jedoch stellten sie
auch fest, dass eine Korrelation zwischen Mutationstyp und der Schwere der phanotypischen
Auspréagung noch nicht ausreichend nachgewiesen wurde. Basierend auf dem Wissen, dass
das L1-Protein sowohl Zellsignalfunktionen als auch adh&sive Funktionen besitzt,
formulierten Yamasaki et al. (1997) die Hypothese, dass Mutationen mit Null-Allelen
komplexere phanotypische Auspragungen bedingen als nur der Austausch einzelner

Aminosauren.

Nachdem eine semi-quantitative Beurteilung des Phanotyps mit Hilfe der verschiedenen
Score-Systeme moglich war, konnten die einzelnen Autoren den Genotyp mit dem Phanotyp
vergleichen. Die wesentlichen Merkmale dieser Untersuchungen haben wir in Tabelle 7

zusammengefasst und stellen sie auch im Text kurz vor.
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4. Diskussion

Tabelle 7: Vergleich der Doméanen.

w Exons Fransen  Yamasaki Michaelis
Mutationstyp 1997 1997 1998

Intrazellular 26-28
Missense + + + +
Null-Allel + + +
Transmembranar 25
Missense +
Extrazellular 3-24

. 3-14 (Ig) Ig+
Missense 15-24 (Fn) + ++ + En+++ +
Mlss_e_:nse- oy . s
Schlisselpos.
Null-Allel +++ +++ +++ +4++

Fransen et al. stellten 1997 einen ersten Zusammenhang zwischen dem L1CAM-
Mutationstyp in Verbindung mit der dadurch veranderten Doméne des L1-Proteins auf der
einen Seite und der Schwere der Krankheitsauspragung auf der anderen Seite fest. Die
Autoren unterschieden vier ausgewahlte Konstellationen (als Klasse benannt).

Die Klasse 1 umfasst Null-Allel- oder funktionelle Null-Allel-Mutationen von Exon 3-24, die fur
die extrazellulare Domane des Proteins kodieren. Diese Mutationen hatten in der Regel die
Wirkung wie ein frihzeitiger Abbruch der Translation oder das Fehlen der Expression, z.B.
durch eine Deletion. Bezuglich des Phanotyps waren in dieser Klasse schwerste
Krankheitsauspragungen zu finden.

Die Klasse 2 beinhaltet Missense-Mutationen, die zu einem Aminosaureaustausch in der
extrazellularen Domane fuhrten. Wenn die Mutation dabei eine (wahrend der Evolution stark
konservierte) Aminosaure mit ,Schltsselfunktion® betraf, fUhrte dies eher zu einem schweren
Phanotyp als ein Austausch einer evolutionar nicht konservierten Aminoséaure zum Beispiel
auf der Oberflache des Proteins.

In Klasse 3 wurden alle Mutationen zusammengefasst, die eine Veranderung des L1-Proteins
in der intrazellularen Domane bedingten. Die funf Patienten mit solchen Mutationen zeigten

keinen schweren Phanotyp. Dieser Mutationstyp fuhrte in deren Kollektiv eher zu einer




durchschnittlichen Auspragung oder gar einer milden Form. Die Autoren erklarten diese
Beobachtung mit der Annahme, dass trotz der veranderten intrazellularen Proteinstruktur
eine Verankerung des L1-Proteins an der Zellmembran noch immer mdglich war und dass
die Strukturen in der extrazellularen wie auch in der transmembranaren Doméne
unbeschadigt sind, somit ihre Funktionen beibehalten konnen.

Klasse-4-Mutationen waren diejenigen, welche bedingt durch ein gestortes Splicing der pre-
MRNA zu einer Veranderung der extrazellularen Domane fihrten. Auch in diesen Féllen fand

sich Uberdurchschnittlich h&ufig eine schwerste Krankheitsauspragung.

Fransen et al. (1998) zeigten einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
Genotyp und Phanotyp. Ihre Beobachtung bestétigt die bereits vorgebrachte Annahme, dass
wesentliche physiologische Funktionen des L1-Proteins mit den extrazellularen
Proteinanteilen assoziiert werden mussen (Hortsch et al. 1995). Zusammenfassend
sprechen die Ergebnisse dafir, dass ein Verlust an Bindungsfahigkeit des L1-Proteins fir
Liganden wie Axonin 1, Phospacane, Integrin oder das L1-Protein selbst tiberdurchschnittlich
schwere Phanotypen bedingt. Sie fihrten diesen Zusammenhang auf eine wesentliche

Funktion der L1-Bindungsfahigkeit beim axonalen Wachstum zurick.

Fiur die verschiedenen Mutationstypen wahlten Yamasaki et al. (1997) drei Klassen in
Anlehnung an die erwartete Veranderung der Proteinstruktur.

Klasse 1 beinhaltete Mutationen, welche Verdnderungen in der intrazellularen Doméane des
L1-Proteins verursachten.

In Klasse 2 fielen Missense-Mutationen in der extrazellularen Doméane, wahrend Klasse 3
Nonsense-Mutationen oder Frame-Shifts beinhaltete, welche zu einem friihzeitigen Stopp-
Codon und somit einem Abbruch der Translation innerhalb der extrazellularen Doméne
fuhrten.

Es zeigte sich eine klare Korrelation. In absteigender Reihenfolge fanden sie dabei schwere
Krankheitsauspragung uberdurchschnittlich haufig in Klasse 3, gefolgt von Klasse 2 und
abschlieBend Klasse 1. Dabei waren die Auspragungen hinsichtlich Hydrocephalus und
mentaler Minderbegabung deutlicher als hinsichtlich Uberleben und Vorhandensein des

adduzierten Daumens.
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4. Diskussion
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Abbildung 13: Bildliche Darstellung der Folgen der verschiedenen Mutationstypen (Klassen 1-3). (Aus
Yamasaki et al. (1997)).

Weller und Gartner (2001) stellten fest, dass trunkierende Mutationen mit der Folge eines
Abbruches der Proteinsynthese in der extrazellularen Doméne des L1-Proteins schwerste
Veranderungen hervorriefen. Bei Mutationen, welche die intrazellulare Doméane des Proteins
betrafen, sahen die Autoren einen milderen Ph&notyp. Auch Weller und Gartner (2001)
fuhrten dies auf die putativen molekularen Konsequenzen der einzelnen Mutationen zurick,
indem die extrazellulare Funktion wie auch die Zelladhasionsfunktion des Proteins
uneingeschrankt bleiben. Missense-Varianten in der extrazellularen Domane konnten mit
einem schweren oder aber mit weniger schweren Phanotyp einhergehen. Dies kdnnte davon

abhangig sein, ob eine Restfunktion des Proteins erhalten blieb.

Michaelis et al. (1998) widmeten sich ebenfalls den Auswirkungen von Missense-Mutationen
in der extrazellularen Doméne. Dabei schenkten die Autoren denjenigen Mutationen ein
besonderes Augenmerk, welche zu Verdnderungen von Aminosauren mit physiologisch

wichtigen Funktionen (Schlisselpositionen; key amino acid) oder welche jeweils zum




Aminosaurenaustausch in der extrazellularen Ig-like Doméane oder der Fibronectin-like
Domaéane fuhrten. Dabei zeigten sich signifikant schwerere Krankheitsauspragungen in allen
drei erhobenen Symptomgruppen (Hydrocephalus, adduzierter Daumen und Versterben im
1. Lebensjahr) bei Mutationen, die zu Veranderungen von Amionsauren mit
Schlusselfunktionen im Protein fuhrten. Weiterhin wurde ersichtlich, dass Mutationen in der
Fibronectin-like Domane eher zu einer Auspragung eines Hydrocephalus fuhrten als
Mutationen mit Ver&nderung in der Ig-like Domane. Kein signifikanter Unterschied bestand
hingegen fur die Merkmale adduzierter Daumen und Versterben im 1. Jahr.

Auch Vos et al. (2009) haben einen Vergleich zwischen Genotyp und Phanotyp erstellt: Hier
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang in der Hinsicht, dass Patienten mit einer
trunkierenden Mutation (frihzeitiger Abbruch der Proteinsynthese) eher vor dem 3.
Lebensjahr verstarben als diejenigen mit einer Missense-Mutation. Bei den Ubrigen
Symptomen konnten die Autoren keinen signifikanten Zusammenhang feststellen. Auch
Weller und Gartner (2001) machten eine ahnliche Beobachtung: Betroffene mit trunkierenden
Mutation starben oft vor dem 3. Lebensjahr (52 %) im Gegensatz zu Betroffenen mit

Missense-Mutation (8 %).

In der Literatur wurde wiederholt beschrieben, dass ein Abbruch der Proteinsynthese in der
extrazellularen Domane die schwerste Form der Erkrankung bewirkt. Bemerkenswerter
Weise haben Finckh et al. (2000) in einer Studie mit 46 Patienten mit LLCAM-Mutationen
Beobachtungen gemacht, die diese Aussage relativieren. Trunkierende extrazellulare
Mutationen (p.W276* oder p.Q440%*) fuhrten bei einem Patienten zum friihen Versterben,
wahrend zwei andere Patienten zum Untersuchungszeitpunkt 10 bzw. 14 Jahre alt waren.
Daraus resultierte fur Finckh et al. die Schlussfolgerung, dass nicht nur L1 die Auspragung
der Erkrankung bestimmt, sondern auch andere Faktoren.

Unsere Ergebnisse stimmen mit denen der Fachliteratur sehr gut tberein. Wir konnten
zeigen, dass Null-Allel-Mutationen, insbesondere wenn sie die extrazellulare Domane
betreffen, schwerste phanotypische Auspragungen verursachen. Patienten mit Null-Allel-
Mutationen die Transmembrandoméane betreffend wie auch die intrazellulare Domane

betreffend sogar nur gewdhnlich schwere Phéanotypen.
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5. Zusammenfassung

Der kongenitale Hydrocephalus kommt bei einer Vielzahl von Erkrankungen vor. Unter den
monogenen Formen sind autosomal-rezessive und X-chromosomale Vererbungen die
haufigsten. Bei bis zu 25 % der mannlichen Individuen mit angeborenem Hydrocephalus sind
Mutationen im X-chromosomalen L1ICAM-Gen krankheitsursachlich. LICAM kodiert das L1-
Protein, welches ein Signalpeptid, sechs Immunglobulin-like-Doménen, funf Fibronectin type
[lI-Domanen, eine transmembranare Domane und eine intrazellulare Domane enthéalt. L1
spielt eine wesentliche Rolle in der Entwicklung und Funktion sowohl des zentralen als auch
peripheren Nervensystems und insbesondere in der kindlichen Gehirnentwicklung. Patienten
mit einer L1CAM-bedingten Erkrankung konnen ganz verschiedene klinische
Krankheitsmanifestationen zeigen, wie z.B. Hydrocephalus mit oder ohne Aquadukt-
Stenose, das MASA-Syndrom, spastische Paraplegie, Agenesie des Corpus callosum und
geistige Minderbegabung (L1-Spektrumkrankheiten).

Zusammenhange zwischen bestimmten L1CAM-Mutationstypen und der Schwere des
Krankheitsbildes wurden in der Literatur bereits beschrieben. Zielsetzung der vorgelegten
Arbeit war es, die bisherige Literatur kritisch darzustellen und durch die Analyse von zum Teil
noch nicht publizierten Daten einen weiteren Beitrag zum Verstandnis dieses
Zusammenhanges zu leisten.

Von den insgesamt 105 in dieser Analyse eingeschlossenen mannlichen Patienten mit
Hydrocephalus trugen 31 eine Missense-Mutation, 30 eine Splice-Site-Mutation, 26 eine
Nonsense-Mutation, 11 eine Deletion und 7 eine Duplikation.

Bei der Analyse des Zusammenhanges zwischen Genotyp und Phénotyp gibt es im Falle des
L1CAM-bedingten Hydrocephalus zwei grundsatzliche Schwierigkeiten: Zum einen sind die
Phanotyp-Merkmale nicht quantitativ messbar, weshalb wir fiir eine Vergleichbarkeit der
erhobenen phénotypischen Patientenmerkmale einen semiquantitativen Punktewert-Score
ausgearbeitet haben. In der Gesamtschau zeichneten sich dabei drei Gruppen ab, deren
Phanotyp wir als durchschnittlich schwer, méRig schwer und besonders schwer betrachteten.
Zum anderen zeichnet sich das L1ICAM-Gen durch eine grol3e allelische Heterogenitat aus,
so dass praktisch alle Patienten ihre eigene ,private“ Mutation tragen. Bei der Klassifikation
der Mutationen wahlten wir deshalb einen Ansatz, der die funktionelle Gemeinsamkeit der

einzelnen Mutationen widerspiegelt: Wir unterschieden ein klassisches oder funktionelles
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Null-Allel  (Leserasterverschiebungen, Splice-Site- und Nonsense-Mutationen) von
Missense-Mutationen (Austausch einzelner Aminosauren).

Ubereinstimmend mit der Literatur fanden wir, dass das komplexe Genotypmerkmal
Mutationstyp und die Lokalisation der daraus resultierenden molekularen Veranderung im
L1-Protein die individuelle Krankheitsauspragung besser erklart als der jeweilige Parameter
alleine. Unsere Analyse deckte zwar keine Mutations-Hot-Spots oder vorherrschende
Mutationstypen auf, ergab aber Hinweise auf rekurrente Sequenzvarianten. So fanden wir
neun Mal bei zwei oder mehr Patienten, die nicht offensichtlich miteinander verwandt waren,
jeweils die gleiche Mutation.

Durch das verbesserte Verstandnis der Genotyp-Phéanotyp-Korrelation kénnen genauere
Abschatzungen des zu erwartenden Krankheitsverlaufes und neue wissenschatftliche
Erkenntnisse bei Patienten mit L1-Spektrumkrankheiten erreicht werden. Bei Patienten mit
Verdacht auf L1-Spektrumkrankheiten tragen nicht zuletzt unsere Ergebnisse zu einer
Verbesserung der praktischen Diagnostik durch gezielte Untersuchung von Exonen mit

Uberdurchschnittlich hohem Anteil von Mutationen bei.
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Das menschliche X-Chromosom und die chromosomale Lokalisation des
L1CAM-Gens (aus GeneCards® The Human Gene Compendium (Quelle:
Internet, http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=L1CAM,
11.07.2015, 23.00h)).

Domaéne des L1-Proteins; g, Immunoglobulin like Doméane; FN, Fibronectin
like Doméne (Fogel et al. 2003 und Maretzky et al. 2005).

Haufigkeit einzelner Mutationstypen in unserem Kollektiv (n=105).

Mutationstypen Null-Allel-Mutationen vs. Missense-Mutationen.

Exonische Verteilung aller Mutationen mit Mittelwert (MW, orange) und

Standardabweichung (SD+, grau) bei den 105 untersuchten Patienten.

Verteilung exonischer Punktmutationen (PM) mit Mittelwert (MW, orange)

und Standardabweichung (SD+, grau).

Anzahl der Rearrangements pro Exon mit Mittelwert (MW, orange) und

Standardabweichung (SD+, grau).

Darstellung der GréRen (Bp=Basenpaare) der 28 Exons des L1CAM-Gens
mit Mittelwert (MW, grau) und +/- Standardabweichung (SD +/-, gelb, blau).

Darstellung der exonischen Punktmutationen pro 100 Nukleotide (N) mit
Mittelwert (MW, orange) und Standardabweichung (SD+, grau) im
untersuchten Kollektiv.

Graphische Darstellung des relativen Anteils der Rearrangements pro 100

Nukleotide (N) im untersuchten Kollektiv mit Mittelwert (MW, orange) und
Standardabweichung (SD+, grau).

46



Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5;

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Gesamtpunkte aller Patienten bei den Symptomen Hydrocephalus,

Shuntversorgung und Tod mit Zeitpunktsangabe.

Scoreverteilung Phéanotyp unterteilt in Missense und Null-Allele in 3

Gruppen.

Bildliche Darstellung der Folgen der verschiedenen Mutationstypen (Klassen
1-3). (Aus Yamasaki et al. (1997)).

Wahrscheinlich rekurrente Mutationen (Pat.=Patient, B=Base).

Punktwerte von Symptomen (HC = Hydrocephalus, Lbj. = Lebensjahr).
Punkteverteilung mit Angaben der Mutationstypen.

Score-Punkteverteilung: Missense (M)-Mutation und Null-Allel Mutationen
(N) nach Exongruppen (Domanen) (Miss=Missense, Ex=Exon,
Nons=Nonsense, Del=Deletion, Dup=Duplikation, Splice=Splice-Site,
o=ohne, blau=extrazellulare Doméane (Ex 3-24), grin=transmembranére
Domane (Ex 25), orange=intrazellulare Doméne (Ex 26-28)).

Aminosauren mit Schlisselfunktionen.

Phanotypmerkmale in den verschiedenen Studien.

Vergleich der Domanen.

a7



7. Abklrzungsverzeichnis

L1CAM
lg

Fn
MASA
kb

kDa
CRASH

HSAS
SP1

—

TS
TV
HC
MR
As
AT
Sh

DNA
RNA
MRNA
AS

L1 neural cell adhesion molecule
Immunglobulin

Fibronectin

Mental Retardation, Aphasia, Shuffling Gait, Adducted Thumbs

Kilobase

Kilodalton

Corpus callosum-Hypoplasia, Retardation (mentale Minder-

begabung), Adducted Thumbs, Spastic Paraparesis,

Hydrocephalus

Hydrocephalus due to Stenosis of the aqueduct of Sylvius

spastische Paraplegie Typ 1
Adenin

Guanin

Thymin

Cytosin

Transition

Transversion

Hydrocephalus

Mentale/ geistige Minderbegabung
Aquaduktstenose

Adducted Thumb = adduzierter Daumen
Shuntversorgungspflichtigkeit

Tod

Desoxyribonukleinsaure
Ribonukleinsaure

messenger RNA

Aminosaure
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