Aus dem
Department fur Diagnostische Labormedizin
Institut fur Medizinische Genetik

und Angewandte Genomik

Molekulargenetische Analysen zur Bestimmung
der Pathogenitat von Varianten in Kandidatengenen
fur seltene genetische Erkrankungen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Ehrhardt, Anna Sophia

2026



Dekanin: Professorin Dr. S. Y. Brucker

1. Berichterstatter: Professor Dr. O. Riel}
2.Berichterstatter:  Professor Dr. K. M. Niyazi

Tag der Disputation: 10.03.2026



Inhaltsverzeichnis

INhaltsSVerzeiChnis ... s ]|
[ Abklirzungsverzeichnis .........ccccoiiviimmmmmr . Vil
] Abbildungsverzeichnis ..........ccooiiimmmmmii ., Xl
1] Tabellenverzeichnis.........ooooiiiecc s Xl
1 Einleitung ... 1

1.1 Seltene ErkrankunNgen ..........oocuuiiiiiiiiie e 1

1.2  Seltene genetische Erkrankungen............ccccooiiiiiiiiiiiiieinieee e 2

1.3 Die diagnostische Odyssee und der Wunsch nach evidenzbasierter

=Y 4] o SRR PSTRRR 4
1.4  Rare genetic diseases und Next generation sequencing .......................... 5
1.5 Fragestellung dieser Arbeit.............oooiiiiiiiii 7
1.6 UntersuchungSKOHIEKLIV. .........coiueiiiiieie e 8
2 Material ... —————————— 15
2.1 Primare Fibroblastenzelllinien ..........ccccoooiii 15
2.2 Chemikalien, GroRenmarker, KitS ........oooouuiiiiieiieieeiee e 15
WA T O 4 =1 0411 = 11T o 15
Y A € 1 (o111 a0 T (= 17
R T 1 (= T PP 17
2.3 Puffer und LOSUNGEN .......cooiiiiiiiiiiiiie et 17
2.4 PrIMEI e e 19
2.5 ANLKOIPEN .o 19
P2 Tt B o 10 0 = 1= g1 (] (o] = 19
2.5.2  SeKundarantiKOrPer ..........eevieeiiiiiiiiiiie e 19
28  GEIAE....ooiiiiiiiiiieeeee 19
2.7 Software und Datenbanken ............ccccoooiiiiiiiiiiie e 21
D A TS Vo 1 VY= 1 (Y 21
2.7.2 Datenbanken .........oooiiiiiiiii e eaans 21



2.7.3 N SIHICO-TOOIS ... e et aens 22

2.8 Verbrauchsmateriali€N ........oo.ooeeiieeee e 22

3 1Y/ =3 1 2 T X (=Y o 24

3.1 DNA- und RNA-Sequenzierungen mittels Next Generation

Y=o (111 o] ¢ o PP 24
3.1.1  Vorbereitung einer NGS-Bibliothek (library preparation) ..................... 24
3.1.2 Vorbereitung vor dem Sequenzierlauf (template preparation)............. 26
3.1.3 Sequenzierung durch Synthese (sequencing by synthesis) ................ 27

3.2 Bioinformatische Aufarbeitung der Rohdaten der

SequenzierungsreaktionNen .............ueiiiiei i 28
3.2.1 Zuordnung zum Referenzgenom (mapping) ...........cccccouvceeeinniinnennnne 29

3.2.2 Auflistung und Annotation der Varianten (variant calling und variant

NNOTALION) ...ttt et 30
3.2.3 Kopienzahlvarianten (Copy number variations) ...............ccccccoecueeennnne. 30
3.2.4 Eltern-Kind- und Familienanalysen .............ccccccciiiiiiiieniieeen 30
3.2.5 Bioinformatische Pipeline fir die Rohdaten der RNA-Seq................... 31

3.3 Auswertung der Genom-, Exom- und Transkriptom-Sequenzierungen... 31

3.3.1  Verwendete Software...........ccceeiiiiiiiiiiiiii e 31
3.3.2 Filterung der vorhandenen Varianten ............cccccoviiiiiiiniieniiiieeen 32
3.3.3 Bewertung der gefilterten Varianten ...........cccoccoiiiiie 36
3.3.4  X-InaktivierungsanalySe..............ueeeiiiiiiiiiiiiiieeece e 38

3.4  Aufklarung unklarer Befunde aus den Transkriptom-Daten mittels PCR

AUS CDN A s 38
3.4.1  CDNA-SYNthESE ....oooiiiiiiii e 39
3.4.2 Design der PrimerseqUENZEN ...........coouuiuiiiiiieeeiiiiiiieiee e 40
3.4.3 Polymerasekettenreaktion ............ccccoiiiiiiiiiiiii 42
3.4.4 Agarosegelelektrophorese und Detektion der PCR-Produkte ............. 43

3.5 ZElKURUN ... e 44
3.5.1 Kultivierung primarer Fibroblastenzelllinien .......................... 44
3.5.2 Passagieren von adhadrenten Zelllinien............ccccooo 45
3.5.3 Herstellung und Auftauen kryokonservierter Fibroblasten................... 45
354 Emtevon Zellen . ... 46



3.6 Qualitativer und semiquantitativer Nachweis der

Kandidatengenexpression auf Proteinebene.............cccociiiiiiiiiiiciiiieeee 47
3.6.1 Proteinextraktion aus Zellpellets.............ouiiiiiiiiieeeeeeee 47
3.6.2  Bradford-TeSt.......cceiiiiiiieiieee e 48
3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese .............ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 50
3.6.4 WeStern BlOt.........ueiiiiiiii e 52
3.6.5 ImMmMuUNAetektion .............uuumiiiiiiiiiiiii e 54
3.6.6  Stripping UNd REProbiNgG .......ccoiiiiiiiiiiiiee e 56
3.6.7 Messung der Signalintensitaten der detektierten Banden................... 57
3.6.8 Statistische Auswertung der Signalintensitaten...............cccccciiees 58

4 Ergebnisse ... 59

4.1 DNA- und RNA-SeqUEeNZIErUNGEN .......cccoiuiiiiiiiiiie et 59

4.2 Identifizierung einer Mutation in DBR1 bei Individuum MS002 ............... 66
4.2.1 MSO002: PRENOLYP ..ttt 66
4.2.2 Auswertung der DNA- und RNA-Sequenzierungen.............cccceeeeuneenn. 68
4.2.3 Qualitative und semiquantitative Analyse der Proteinexpression
Mittels Western BlOt............ et 71

4.3 Identifizierung einer Mutation in SEC31B bei Individuum MS001 ........... 74
4.3.1 MSO001: PRENOLYP ...ttt 74
4.3.2 Auswertung der Exom-Sequenzierung in Kombination mit den RNA-
SEO-DAEN....cceiieeee e 74
4.3.3 Qualitative Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot......... 79

4.4 Identifizierung einer Mutation in OSCP1 bei Familie 01 .............c............ 83
441 Familie 01: PRANOTYP ... 83
4.4.2 Auswertung der Genom-Sequenzierungen in Kombination mit den
RNA-SEG-DAteN....cooiiieiiie e 84
4.4.3 Aufklarung des unklaren Befundes aus der RNA-Seq mittels PCR
= LU <3t I 91

4.5 Identifizierung einer Mutation in HUWE1 bei Individuum MS005............. 92
4.5.1 MSO005: PRENOLYP ...eeeeiiiiiieee ettt 92
4.5.2 Auswertung der Trio-Exom-Sequenzierung in Kombination mit den
RNA-SEG-DAteN....coiiiiiiiie e 92
4.5.3 X-InaktivierungsanalySe..........cccoouiiiiiiiiiiiiiiiie e 96



5 [ TES] QU LT3 oY o 101

5.1 Diskussion der Beispiele aus dem Ergebnisteil ...............cccoiiiieiinis 102
5.1.1 Identifizierung einer Mutation in DBR1 bei Individuum MS002.......... 102
5.1.2 Identifizierung einer Mutation in SEC31B bei Individuum MS001...... 107
5.1.3 Identifizierung einer Mutation in OSCP1 bei Familie 01 .................... 111
5.1.4 Identifizierung einer Mutation in HUWE1 bei Individuum MS005 ...... 113
5.2 Gibt es eine ideale Pipeline fir ungeldste Falle?..........cccccoviiiiiiiinenn. 115
5.2.1  PhaNOtyPiSIEIUNG ......cuviiiiiiieie it 115
5.2.2 Wahl des molekulargenetischen Verfahren zur Detektion
genOMISCNEr Vari@nten ...........uuiiiiiiiiiiiie e 117
B5.2.3  RNA-SEQ ... 120
5.2.4 MuUltiomiCs APPrOaCh.........eueeieiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeee ettt 121
5.2.5 Reanalyse der Daten .........cccooiiiiiiiiiiiiii 122
5.3  Schlussfolgerung und AuSbIiCK...........cc.oiiiiiiiiiii e 123
6 ZusammenfasSuNG ... ————————————— 126
7 LiteraturverzeiChnis .........ccccoemmmmmiiiiiiii e 128
Erklarungen zum Eigenanteil...........cccommmmmmiiieeneees 141
DanKsagung ........ccceeiiiiiiiiiiiisssssss s 142
ANNANG....ccee e ———————————— 143

Qualitatsparameter der DNA-Sequenzierungen ............ccceeeeiiieeeeiiiieeeseieeenn. 143

Qualitatsparameter RNA-SequeNnzZierungen ...........coooocuiieeieeeeeiiiiiiiiieeeee e 144

VI



| AbkUrzungsverzeichnis

*

1000g
A (Aminosaure)

Stopcodon
1000 Genomes Project
Alanin

A (DNA oder RNA) Adenin

aa
ABCA4
ACMG
ANEC
Array-CGH
ASD

bp

BSA

C

C. elegans
CCDC40

CD4+
CD8+

cDNA
CNV(s)
comp.-het.
COPII
CPT-Blut

DBR1
DD
DMSO
DNA
DNAH11
DNAHS
DPBS

Aminosauren
ATP binding cassette subfamily A member 4

American College of Medical Genetics and Genomics

acute necrotizing encephalopathy of childhood
array-based comparative genomic hybridization
Autismus Spektrum Stérungen

base pairs (Basenpaare)

bovine serum albumin

Cytosin

Caenorhabditis elegans

coiled-coil domain 40 molecular ruler complex
subunit

Zellen, welche das Oberflachenprotein CD4
exprimieren

Zellen, welche das Oberflachenprotein CD8
exprimieren

complementary DNA
copy number variation(s)
compound-heterozygot
coat protein complex Il

Blut, welche mit BD Vacutainer CPT™ System
abgenommen wird

RNA lariat debranching enzyme
Differentialdiagnose

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

dynein axonemal heavy chain 11
dynein axonemal heavy chain 5
dulbecco's phosphate buffered saline

Vi



E

E. coli
E(Nummer)
EDTA
EIF4EBP2

EM
ES
EU
FASTKD3

FBS

FBXO11

G

GANC
GAPDH
gDNA
gnomAD
GRCh37/hg19

HEK-Zellen

HSV1
HUWE1

I

IBV

ID
IFN-a/8
IGV
Indels
IRDIRC

LDS

VI

Glutaminsaure
Escherichia coli

Exon
Ethylendiamintetraacetat

tukaryotic translation initiation factor 4E binding
protein 2

Erstmanifestation
exome sequencing
Europaische Union

FAST kinase domain-containing protein 3,
mitochondrial

fetal bovine serum

F-Box Protein 11

Guanin

neutral alpha-glucosidase C
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
genomische DNA

Genome Aggregation Database

Homo sapiens genome assembly GRCh37 (hg19)
vom Genome Reference Consortium

Zellen der humanen embryonalen Niere (human
embryonic kidney)

Herpes-simplex-Virus-1

HECT, UBA and WWE domain containing E3
ubiquitin protein ligase 1

Isoleucin

Influenza-B

intellectual disability
Interferon a/f3

Integrative Genomics Viewer
Insertionen und Deletionen

The International Rare Diseases Research
Consortium

Leucin
Lithiumdodecylsulfat



LoF
LOH
MAF
mRNA
MRT
MUC5B
N

NGS
NMD
NOC
NOR1
NSUN4
NTNG1
o/e-Score
OMIM
OSCP1
P

P (Aminosaure)
PAICS
PCD
PCR
pLlI
pLOF
PRR12

RCT(s)
RGD(s)
RNA
RNA-seq
RNasen
RPE-Zellen
RSV

loss of function

loss of heterozygosity

minor allele frequency

messenger RNA
Magnetresonanztomographie

mucin 5B, oligomeric mucus/gel-forming
Asparagin

next generation sequencing

nonsene mediated decay

neuroocular syndrome

oxidored-nitro domain-containing protein 1
NOP2/Sun RNA methyltransferase 4
netrin-G1

observed/expected-Score

Online mendelian inheritance in Man
organic solute carrier protein 1
Perzentile

Prolin

phosphoribosylaminoimidazol carboxylase
primary ciliary dyskinesia

polymerase chain reaction

probability of being loss-of-function intolerant
predicted Loss-of-Function

proline rich 12

Glutamin

Arginin

randomized controlled trial(s)

rare genetic disease(s)

ribonucleic acid

Sequenzierung der mMRNA
Ribonukleasen

Zellen des Retinalen Pigmentepithels
Respiratorisches Synzytial-Virus



RT Reverse Transkription

RT-gPCR reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction

RTT Rett-Syndrom

S Serin

SARS-CoV2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

SDHB succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit
B

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese

SEC23 SEC23, COPII coat complex component

SEC24A SEC24 homolog A, COPII coat complex component

SEC31A SEC31 homolog A, COPII coat complex component

SEC31B SEC31 homolog B, COPII coat complex component

SNP(s) single nucleotide polymorphism(s)

SOLVE-RD Solve-rare disease Consortium

SQRDL sulfide quinone oxidoreductase

T (Aminosaure) Threonin
T (DNA oder RNA) Tyrosin

TLR3 toll like receptor 3

U Uracil

US/USA United States (of America)
UTR(s) untranslated region(s)
UV-Licht ultraviolettes Licht

V (Aminosaure) Valin

VUS variant(s) of unknown significance
W Tryptophan

WES Whole Exome Sequencing
WGS Whole Genome Sequencing
WT Wildtyp

XLID X-linked intellectual disability
Y Tyrosin

Fir die Nomenklatur zu den Angaben der Varianten siehe HGVS

Nomenclature (den Dunnen et al., 2016).



Il Abbildungsverzeichnis

Abbildung 3.1: Aufbau einer Blotting-Kasette..............ccceviiiiin.

Abbildung 4.1: Exemplarisches MRT im Axialschnitt (T2-gewichtet)
von MS002 auf Hohe der Pons/Abgang VIII. Hirnnerv................occce

Abbildung 4.2: Western Blots zur semiquantitativen Bestimmung von
DBR1 in MS002 und Kontrollen..............cooiiiiiieeeee e

Abbildung 4.3: Boxplots der normalisierten Signalintensitaten fur
192 s R EEEEER

Abbildung 4.4: Western Blots zum Nachweis von SEC31B mit
Proteinlysaten aus Fibroblasten unter Verwendung von zwei
unterschiedlichen PrimarantiKOrpern ...

Abbildung 4.5: Western Blots zum Nachweis von SEC31B mit
Proteinlysaten aus Fibroblasten (MS001 und Kontrollen 1-3) sowie
aus HEK-Zellen, CPT-Blut und RPE-Zellen ...........ccccceeiiiiiiiiiiiiies

Abbildung 4.6: Stammbaum der Familie 01 ............cccooiiiii,
Abbildung 4.7: SpleiRdefekt in OSCP1 bei Familie 01 ............cccceveennnnnnn.

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung des Spleil3defekts bei
Familie 01 im Vergleich zum Wildtyp.........oooooiiiiiii,

Abbildung 4.9: Sashimi-Plot fur HUWET bei Individuum MS005 .............

Xl



Il Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Phanotypen fur Individuen mit

Organerkrankungen u/o Metabolischen Erkrankungen ............ccccccooooo.. 10
Tabelle 1.2: Zusammenfassung der Phanotypen fur Individuen mit
Neurologischen Erkrankungen.............cccuuiiiiiiiiiiiiieeeceeee s 11
Tabelle 3.1: MegSARP pipeline: Verwendete Tools und Versionen zum
Zeitpunkt der DatenanalySe ............ouueeeiiiiiiiiee e 29
Tabelle 3.2: Filterungsschritte fur kleine Varianten (Original-Wortlaut

aus dem Programm GSVar) ...t 34
Tabelle 3.3: Filterungsschritte fur Eltern-Kind- und Familienanalysen
(Original-Wortlaut aus dem Programm GSVar) ..., 35
Tabelle 3.4: Ansatz fur die Elimination genomischer DNA ....................... 39
Tabelle 3.5: Ansatz fur die Retrotranskription...........ccccocoeeiiiiii 40
Tabelle 3.6: Uberblick tiber die wichtigsten Auswahlkriterien beim
PrMErdesSign........e e 41
Tabelle 3.7: PCR-ANSAIZ ......ooooeeee e 42
Tabelle 3.8: Programmierung des Thermocyclers G-Storm GS1 fur die
ToUChAOWN-PCR.... .. e e e e e 43
Tabelle 3.9: Pipettierschema der BSA-Standardreihe flr den Bradford-
1= SR 48
Tabelle 3.10: Pipettierschema der Probenansatze fur den Bradford-

1= SR 49
Tabelle 3.11: Ansatze fur eine 8 % oder 10 %ige Trenngellosung........... 51
Tabelle 3.12: Ansatz fur eine 6 %ige Sammelgellosung.............coeeeeeeeeen. 51
Tabelle 3.13: Beispielansatz eines Primarantikorper-Gemisches............. 55
Tabelle 3.14: Ansatz fur die Losung mit Sekundarantikorpern ................. 56
Tabelle 3.15: Detektionswellenlangen und Belichtungszeiten.................. 56

Tabelle 4.1: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den
beschriebenen Filterungsschritten in Proben der einzelnen Individuen....61

Tabelle 4.2: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den
beschriebenen Filterungsschritten fur die durchgeflhrten
MUII-ANGIYSEN e 62

Tabelle 4.3: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den
beschriebenen Filterungsschritten fur die durchgefuhrten
THO-ANAIYSEN ... 63

Tabelle 4.4: Ubersicht (iber Kandidatengene, Auswahlgriinde und
Erkenntnisse aus RNA-Seqg-Daten ..., 65

Xl



Tabelle 4.5: Potenzielle Kandidatengene fur Individuum MS002............. 68

Tabelle 4.6: Potenzielle Kandidatengene von Individuum MS001 ........... 75
Tabelle 4.7: Interessante Varianten fur Familie O1..............cccciiiiiins 85
Tabelle 4.8: Potenzielle Kandidatengene fur MS005 .................cccceee 93
Tabelle 4.9: X-Inaktivierungsanalyse bei Individuum MS005 (fur

Varianten mit coverage >50 in der RNA-Seq) ....ccceviviiiieiiiiiiiieen 98

X1l












1 Einleitung

1.1 Seltene Erkrankungen

Eine seltene Erkrankung ist eine Erkrankung, welche verglichen mit
haufigen Erkrankungen in der Gesellschaft lediglich eine kleine Gruppe von
Menschen betrifft. In der Europaischen Union (EU) gilt eine Pravalenz unter
1:2.000 als selten (Europaische Union, 1999). Diese Definition ist jedoch
keineswegs allgemeingultig, sondern unterscheidet sich weltweit je nach
zugrundeliegender rechtlicher Grundlage. So ist bspw. in den USA eine
seltene Erkrankung mit einer absoluten Anzahl von unter 200.000
Betroffenen beziffert (Anmerkung: bezogen auf den US Amerikanischen
Staat; entspricht einer Pravalenz von ~ 1 : 1.630; United States Congress,
2002, Richter et al., 2015).

Einige Krankheiten zeigen zudem eine Haufung in bestimmten
Populationen oder geographischen Regionen, sodass die Begriffsdefinition
,selten in den meisten Fallen kontextabhangig ist (Haendel et al., 2020).
Ein Paradebeispiel hierfur stellt die Sichelzellanamie dar — ~75 % der
Neugeborenen weltweit mit Sichelzellanamie kommen in Subsahara-Afrika
zur Welt und sorgen dort fur eine extreme Haufung, wahrend die
Erkrankung in Deutschland selten ist (< 25/ 100000 Geburten; Kato et al.,
2018).

Eine international gleichermalien anerkannte Definition gibt es derzeit zu
der Gruppe der seltenen Erkrankungen nicht, tatsachlich konnten Richter et
al., 2015 in ihrem Review 296 Definitionen von 1109 Organisationen aus
uber 32 Landern identifizieren. Die Cut-offs der Pravalenzen schwanken
international zwischen 5 und 76 /100.000 Einwohner (bezogen auf die
rechtsgultigen Verordnungen der Lander). Hinzu kommen tlw. noch andere
zusatzliche Kriterien, welche fur die Anerkennung als seltene Erkrankung
erfullt  sein mussen (z. B. Krankheitsschwere  wie  bspw
Lebensbedrohlichkeit).



Trotz dieser hohen Diskrepanz herrscht jedoch Einigkeit daruber, dass
Seltene Erkrankungen zwar individuell rar sind, die Gesamtheit jedoch eine
fundamentale soziookonomische Belastung fur die Weltbevolkerung
darstellt (Ferreira, 2019). Neben dem individuellen Leid fur die einzelnen
Betroffenen, belasten seltene Erkrankungen die Gesundheitssysteme
jahrlich mit enormen Kosten. Studien gehen davon aus, dass jedes Kind mit
einer angeborenen genetischen Erkrankung Kosten in Hohe von
5.000.000 US-Dollar wahrend seines Lebens verursacht (Chong et al.,
2015).

Laut Bundesgesundheitsministerium leben schatzungsweise vier Millionen
Menschen in  Deutschland mit einer Seltenen  Erkrankung
(Bundesministerium fur Gesundheit, 2023). In der EU geht man von ca.
30 Millionen Betroffenen aus. Diese Zahlen decken sich mit einer Studie
von Nguengang Wakap et al., welche anhand einer Analyse der Datenbank
Orphanet die kumulative Punktpravalenz von Seltenen Erkrankungen
untersucht hat (Nguengang Wakap et al., 2020). Die Kolleglnnen
kalkulierten eine Punktpravalenz von 3.482,3 -5.910,3 pro 100 000
(~3,5-5,9%) in der Globalbevolkerung — somit sind nach dieser
Schatzung 17,8 — 30,3 Millionen Europaer und 262,9 —446,2 Millionen
Menschen weltweit von einer Seltenen Erkrankung betroffen.

1.2 Seltene genetische Erkrankungen

Seltene genetische Erkrankungen (rare genetic diseases, RGDs) stellen
eine bedeutsame Untergruppe der seltenen Erkrankungen dar. Genetische
Defekte sind fur ca. 70 % der seltenen Erkrankungen verantwortlich und
machen somit den Grofteil der seltenen Erkrankungen aus (Nguengang
Wakap et al., 2020). Insgesamt werden jahrlich ca. 8 Mio. Kinder weltweit
geboren, welche an einer ernsten genetischen Erkrankung leiden (Chong
et al., 2015).

Schatzungen der exakten Haufigkeiten von seltenen Erkrankungen durch
die aktuelle Fachliteratur geben absolute Zahlen zwischen 5.000 — 10.000

heraus (Haendel et al., 2020). In diesen Bezifferungen sind RGDs inkludiert,



jedoch ist die absolute Anzahl bislang unklar und befindet sich durch den
stetigen Fortschritt der Wissenschaft permanent im Wandel.

FUr eine genaue Betrachtung dieser Dynamik lohnt sich ein Blick in zwei
der bedeutsamsten Datenbanken im Bereich der seltenen Erkrankungen —
Orphanet und OMIM.

Orphanet, erstmalig im Jahr 1997 durch das Institut National de la Santé et
de la Recherche Médicale und dem franzosischem Gesundheitsministerium
veroffentlicht, katalogisiert seltene Erkrankungen und klassifiziert jeden
klinisch einzigartigen Eintrag in einem multi-hierarchischen System mit
eindeutigen Kennziffern (sog. Orpha-Nummern; Rath et al.,, 2012).
Orphanet ist die bis dato umfangreichste Datenbank fur seltene
Erkrankungen und bietet sowohl ein Inventar als auch eine freizugangliche
Online-Enzyklopadie.

Die Datenbank Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) hingegen stellt
seit ihrer Erstveroffentlichung 1966 (damals als Buchversion Mendelian
Inheritance in Man von Dr.V.McKusick publiziert) das Standard-
Kompendium fur genetische Erkrankungen aller Art dar und erfasst somit
auch alle seltenen genetischen Erkrankungen (Amberger et al., 2015). Die
Datenbank behandelt die aktuelle Fachliteratur und katalogisiert Geno- und
Phanotypen jeweils in separaten Eintrdgen mit einzigartiger
|dentifikationsnummer (MIM-Nummer). Dies ermoglicht die Zuordnung
mehrerer Genotypen zu einem Phanotyp (und vice versa), um
phanotypische Vielfalt und genetische Heterogenitat aufzuschlisseln.
Jahrlich kommen ca. 250 — 300 Eintrage in den beiden Datenbanken hinzu,
welche der Gruppe der RGDs zugeordnet werden konnen (Chong et al.,
2015, Boycott et al., 2017). Die Zahlen unterscheiden sich zwischen
Orphanet und OMIM aufgrund der unterschiedlichen Struktur der
Datenhierarchie geringfugig (Boycott et al., 2017).

Obwohl diese Daten verdeutlichen, dass das Verstandnis der
Erbkrankheiten v. a. im letzten Jahrzehnt enorm zugenommen hat und
weiter stetig wachst, ist die Ursache eines Groldteils der vermuteten
genetischen Erkrankungen weiterhin unklar. Der weite Weg, welchen die



Wissenschaft noch zu gehen hat, um dem Anspruch alle seltenen
genetischen Erkrankungen aufzuklaren, gerecht zu werden, wird umso
deutlicher, wenn man sich die absoluten Zahlen der bisher noch nicht
kausal einer RGD zugeordneten Gene anschaut. Chong et al. beschreiben
in ihrem Review eine Gesamtzahl von 16.290 potenziellen
Kandidatengenen fur mendelsche Phanotypen, von denen 5.960 bereits in
Loss of function-Studien im Mausmodell als letal beschrieben worden sind,
jedoch bisher noch keine menschliche Phanotypen beobachtet worden sind
(Chong et al., 2015). 3.341 Phanotypen hingegen sind in OMIM im Jahr
2019 beschrieben, bei denen noch keine molekulargenetische Grundlage
herausgefunden werden konnte (Ferreira, 2019).

1.3 Die diagnostische Odyssee und der Wunsch nach
evidenzbasierter Medizin
Das nach wie vor insuffiziente Verstandnis der RGDs verdeutlicht sich in
der sogenannten diagnostischen Odyssee, welche die Patientinnen haufig
durchlaufen mussen. So ist es keine Seltenheit, dass Patientinnen zum Tell
mehrere Jahre (in Europa im Durchschnitt fast funf Jahre) auf die
abschlie3ende genetische Diagnose warten und bis zu acht Medizinerlnnen
konsultieren, bis ihr Fall aufgeklart werden kann (Faye et al., 2024). 75 %
der Betroffenen geben zudem an, dass eine primare Diagnosestellung
inkorrekt war (Faye et al., 2024).
Trotz der mittlerweile routinemafigen Anwendung von Whole Exome
Sequencing (WES) im klinischen Expertensetting konnen ~ 50 % der Falle
mit vermuteten genetischen Erkrankungen im Kontext einer normalen
genetischen Sprechstunde weiterhin nicht genetisch diagnostiziert werden
(Zurek et al., 2021).
Problematisch an dieser niedrigen Diagnoserate in Verbindung mit der
beschriebenen Odyssee bis eine Diagnose letztendlich feststeht, ist die
signifikant schlechtere gesundheitliche Versorgung der Betroffenen (Kole
und Faurisson, 2009). Lange Zeit wurden RGDs aufgrund ihrer individuellen
Seltenheit zudem in der Forschung vernachlassigt. Vor diesem Kontext
forderten mehrere Forschungsgesellschaften und



Patientlnnenorganisationen im letzten Jahrzehnt zunehmend, die
Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen von seltenen
Erkrankungen voranzutreiben, um Praventionsmechanismen,
diagnostische Algorithmen und Therapien zu entwickeln (Kole und
Faurisson, 2009, Boycott et al., 2017). Ubergeordnetes Ziel stellt die
bessere medizinische Versorgung der Patientinnen durch evidenzbasierte
medizinische Algorithmen, die Entwicklung von individualisierten Therapien
und damit die Reduktion des Leides der einzelnen Betroffenen und deren
Familien, sowie der soziobkonomischen Belastung dar. Die RGDs sind
durch diese Forderungen zunehmend in das wissenschaftliche Interesse
geruckt und Studien, welche die Diagnoserate verbessern, stellen den
Grundstein fur diese ambitionierten Ziele dar und sind daher dringend

gefragt.

1.4 Rare genetic diseases und Next generation sequencing

Die Technologie des Next generation sequencing (NGS) hat seit seiner
EinfGhrung die Aufklarungsrate im Vergleich zu konventioneller genetischer
Testung revolutioniert und den ,Werkzeugkasten® des klinischen
Genetikers zur Diagnosestellung weiter verfeinert. Derzeit kann mit Hilfe
von Exom- oder Genomsequenzierungen eine Aufklarungsrate von bis zu
52 % im Bereich der Falle mit vermuteter RGD erreicht werden (Zhong et
al., 2021). Bei ungeklarten Fallen kann diese Aufklarungsrate jedoch auch
deutlich geringer ausfallen (Boycott et al., 2017).

Ursachen fur diese niedrigen Diagnoseraten scheinen zum einen typische
Schwierigkeiten in der Etablierung und Auswertung von methodisch
komplexen Pipelines zu sein. Hier liegen von der Beschreibung des
Phanotyps, uber die Wahl der NGS-Methodik bis hin zur Validierung, ob ein
Kandidatengen tatsachlich krankheitsursachlich ist, viele Tucken in der
molekulargenetischen Diagnosestellung. Zum anderen sorgt die
Komplexitat des menschlichen Organismus dafur, dass die Auswirkungen
von genomischen Varianten haufig noch nicht vollstandig verstanden

werden und daher die Detektion von Varianten mit NGS-Plattformen sehr



gut gelingt, deren Interpretation jedoch auf alleiniger Basis genomischer
Daten limitiert ist (Lohmann und Klein, 2014).

Vor diesem Hintergrund steht die Forschungscommunity vor der Aufgabe
neue Ansatze zu entwickeln, um die groRe Masse an variants of unknown
significance (VUS), welche zwangslaufig aus gro3 angelegten
genomischen Sequenzierstudien hervorgehen, zu bewerten.

Die Sequenzierung der Gesamtheit der mRNA (das sog. Transkriptom)
stellt eine solche Moglichkeit dar, um Varianten direkt auf Expressions- oder
Prozessierungsunterschiede der pra-mRNA zu Uberprufen. Dies ist
besonders interessant, da bei einem Groldteil (ggf. bis zu 60 %) der
Mutationen Splei3effekte als ursachlich fur deren Pathogenitat vermutet
werden (Wang und Cooper, 2007, Shiraishi et al., 2022). AufRerdem
verbessert sich auch die Interpretation von seltenen intronischen Varianten,
welche mittlerweile in bis zu 30 % der Falle als krankheitsauslosend
vermutet werden und die grof3ten Schwierigkeiten in der Interpretation
bieten (Gonorazky et al., 2019).

In dieser Arbeit werden 16 WGS/WES-negative Falle mit Verdacht auf eine
RGD untersucht und mittels der Ebene des Transkriptoms (RNA-seq)
erganzt, um diese molekulargenetischen Methoden in Bezug auf die
Kandidatengensuche zu evaluieren. Die RNA-seq wurde auf Basis der
genomischen Varianten qualitativ ausgewertet. Fur vielversprechende
Kandidatengene wurden weitere klassische Laboruntersuchungen (v.a.
Western Blots) angeschlossen, um zusatzliche Evidenz fur die

Kandidatengene zusammenzutragen.

Die genomischen Sequenzierungen ergaben im  Durchschnitt
535 Varianten (Range 321 — 879) nach einer frequenzbasierten Filterung
(MAF<0,1% in der gnomAD-Datenbank), welche weiteren
Filterungsschritten und einer manuellen Bewertung unterzogen wurden (zu
ausfuhrlicher Methodik s. Abschnitt 3).



In zehn Fallen ergab sich nach ausfuhrlicher Auswertung des WGS oder
WES bereits ein Verdachtsmoment fur ein Kandidatengen. Bei diesen
Patientinnen konnte die RNA-Seq in drei Fallen eine praferentielle
Expression einer Missense-Variante und in einem Fall eine derangierte X-
Inaktivierung, sowie eine herabgesetzte Expression des entsprechenden
Genes aufdecken und war somit in 40 % der Falle mit bereits vorhandenem
Kandidatengen hilfreich.

In zusatzlich drei Fallen (18 % der eingeschlossenen Individuen) wurde
durch die RNA-Seq bei Nachweis von SpleiRdefekten ein neues
Kandidatengen postuliert.

Insgesamt kann der Analyse des Transkriptoms demnach ein Zusatznutzen
von ca. 44 % in der hier vorgestellten Kohorte fur die Festlegung des
Kandidatengens zugeschrieben werden.

Eine Variante konnte durch Durchfuhrung der RNA-Seq als wahrscheinlich
pathogen (Klasse 4 nach ACMG) eingeordnet werden. Anhand von vier
Kandidatengenen (entsprechend funf Individuen) werden die Vor- und
Nachteile der verwendeten Methodik und die moglichen Grunde fur diese
weiterhin hohe Detektion an VUS ausfuhrlich diskutiert. Aul3erdem sollen
Ausblicke gegeben werden, welche Schritte in der Auflosung der hier
vorgestellten Falle und allgemein von ungelosten Fallen im Bereich der
RGDs in den nachsten Jahren als entscheidend angesehen werden

mussen.

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Genaue epidemiologischen Daten zu etablieren, sowie die Grundlagen und
Therapiemoglichkeiten der seltenen Erkrankungen zu erforschen, steht in
vielen Landern, wie in den vorherigen Absatzen beschrieben, im Fokus der
wissenschaftlichen Bemuhungen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage des diagnostischen
Nutzens von neuen molekulargenetischen Methoden (insbesondere der
Analyse der Gesamtheit der mMRNA) in Kombination mit NGS-Daten (Whole

Exome Sequencing und Whole Genome Sequencing) von Individuen mit



vermuteten seltenen genetischen Erkrankungen und bisher negativer
Diagnostik (WES- oder WGS-negative Falle). Durch die erneute qualitative
Auswertung der NGS-Daten in Kombination mit der zusatzlichen Ebene der
MRNA-Sequenzierung sollten Kandidatengene fur diese bisher ungeldsten
Falle etabliert werden und anschlie3end weiterfuhrende Untersuchungen
(Western Blots und Validierungen durch ,klassische” molekulargenetische
Verfahren) im hauseigenen Forschungslabor angeschlossen werden.
Bestenfalls fuhrt diese Sequenz zu einer Validierung (Klassifizierung als
likely pathogenic oder pathogenic nach ACMG-Kriterien) oder einem
Ausschluss des vorliegenden Kandidatengens als Krankheitsentitat.

Im Anschluss sollen die Vor- und Nachteile der vorgestellten diagnostischen
Schritte herausgearbeitet und diskutiert werden. Hierdurch soll die Frage
beantwortet werden, ob und wenn ja welche Schritte einer idealen Pipeline

in diesem Bereich der genetischen Forschung angehoren sollten.

1.6 Untersuchungskollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Kollektiv von insgesamt 16 Individuen
auf das Vorliegen einer genetischen Erkrankung untersucht. In dem
Kollektiv befanden sich neben sieben Individuen ohne Hinweise auf weitere
betroffene Familienmitglieder auch insgesamt funf Familien mit bis zu drei
betroffenen Geschwistern (nur tlw. in dieser Studie eingeschlossen). Bei
einigen Familien bestand eine Konsanguinitat (s. Tabelle 1.1 und Tabelle
1.2) der Eltern der Betroffenen.

Im Vorfeld wurden alle betroffenen Individuen von einem/r Arztin am Institut
fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik Tubingen oder an
einem Partnerinstitut  klinisch untersucht. Auflerdem wurde eine
ausfiihrliche Anamnese erhoben und Befunde von behandelnden Arztinnen
gesichtet und zusammengetragen (u. a. auch Befunde von auswartigen
humangenetischen Laboren).

Bei allen rekrutierten Betroffenen stand zum Zeitpunkt dieser Arbeit eine
definitive genetische Diagnose aus — der Verdacht einer genetischen

Erkrankung sollte mit molekulargenetischen Methoden erhartet bzw. im



besten Fall sogar gelost werden. Aus diesem Grund ist das phanotypische
Spektrum der eingeschlossenen Individuen weitreichend. Ein Grol3teil des
Untersuchungskollektivs wurde mit neurologischen Erkrankungen
vorstellig, allerdings wurden auch Patientinnen mit Lungenerkrankungen,
Lebererkrankungen und endokrinologischem  Erkrankungsspektrum
untersucht. Die Betroffenen zeigten sowohl syndromale als auch nicht-
syndromale Formen der vermuteten genetischen Erkrankungen. Ein Teil
der Patientlnnen verstarb bereits im Vorfeld dieser Arbeit.

Tabelle 1.1 und Tabelle 1.2 geben einen Uberblick (iber die Phanotypen
und die zugeordneten HPO-Terms (Kohler et al., 2021) der 16

eingeschlossenen Individuen.



Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Phanotypen fiir Individuen mit Organerkrankungen u/o Metabolischen Erkrankungen

ID K SS/Geburt MaBe Organe Labor/Histologie NB HPO-Terms
MS006 & 16J - mit 14 J: Interstitielle Burstenabstrich: negativ Juv. MD HP:0002206
Fam 01 T 158 cm (11 P) Lungenerkrankung - gchweiRtest auf CF: negativ (EM: 8J) HP:0006528
66 kg (79 P) fibrosierend, DD: HP:0006552
Alveolitis (EM 13J)
MS007 & 19J o - mit 17 J: Interstitielle Burstenabstrich negativ - HP:0002206
Fam 01 184,4 cm (71 P)  Lungenerkrankung Schweiftest auf CF: negativ HP:0006528
82 kg (86 P) fibrosierend, DD: HP:0006552
Alveolitis (EM 15J)
MS010 & 4T - IUGR nach Geburt: Leberinsuffizienz ~ Anamie (8,4 g/dl) - HP:0006583
Fam 02 T Oligohydramnion 43,5 cm (<1 P) Bilaterale Nieren-  Thrombopenie (64 T/ul) HP:0012584
Sectio: 34+1 ppm 1,7 kg (<1 P) hypoplasie Laktat 3-4 mmol/l HP:0001399
KU: 29 cm (<1 P) Anurie Aminosauren 1 (v. a. Glycin) HP:0001396
Atmungskette relativ |
Leber: Eisen 1 intra- und extrahepatisch
MS011 & 15T - IUGR nach Geburt: Leberinsuffizienz ~ Anamie (7,3 g/dl) - HP:0006583
Fam 02 T Oligohydramnion 47 cm (3 P) Bilaterale Nieren-  Thrombopenie (65T/ul) HP:0012584
Sectio: 35+3 ppm 2 kg (<1 P) hypoplasie Hypoalbuminamie HP:0001399
KU: 32,5 cm Anurie Aminosauren 1 (v. a. Tyrosin HP:0001396
(1P) ARDS Phenylalanin, Methionin, Citrullin,
Hypoglykémien Glycin, Lysin)
Atmungskette: Komplex | |
Leber: Eisen 1 intra- und extrahepatisch
MS013 & 15J - Bei Geburt 61 cm Kongenitaler Hypoglykémien keine messbaren Wachstumshormone, - HP:0001943
(>99 P) Riesenwuchs kein Insulin HP:0000256
>2,40 m (>99 P) HP:0009125
Makrozephalie HP:0000098
HP:0040216

HP:0032367
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Tabelle 1.2: Zusammenfassung der Phanotypen fiir Individuen mit Neurologischen Erkrankungen

ID K MaRe Anamnese/ Epilepsie Augen Bildgebung Labor/Histo = HPO-Terms
Dysmorphien Kijinische
Untersuchung
MS001 @59J - 168 cm Leichte ID - kongenitaler - - HP:0000256
Makrozephalie (Hauptschule, keine Nystagmus HP:0001300
(63 cm) Berufsausbildung) HP:0001249
groRe Hande, Ruhetremor linksbetont HP:0006934
grof’e FURe  und Verlangsamung i.S.
(EU 43) Parkinsonismus
MS002 ? 4 M . unauffalligbei Koma n. Infektion mit Generalisiert Glaukom ANEC Mitochondrio- HP:0007146
t Geburt RSV (Respiratorisches (s. Abschnitt 4.2.1) pathie HP:0006965
krauses Haar Synzytial-Virus) HP:0000501
MS003 4 6J - progr. Schwere globale West-Syndrom Spontan- progr. Hirnatrophie, Laktat 1 HP:0002283
Mikrozephalie Entwicklungsverzdgerung (therapieresistent) nystagmus Leukenzephalopathie GOT, GPT HP:0002352
mit 3J + 9M:  spastisch-dystone Myoklonien beim Reaktion auf mit Hypo- und yGT 1 HP:0006808
100 cm (30P) Bewegungsstorung Einschlafen starke myelinisierung HP:0001332
16 kg (46P) Rumpfhypotonie Lichtreize HP:0001257
KU: 43 cm kaum Kopfkontrolle HP:0001252
(<1P) kein freies Sitzen HP:0001263
Verlust von Greiffahigkeit HP:0001250
HP:0000639
HP:0000253
MS005 ?25J - Kleinwuchs Entwicklungsverzdgerung - - - - HP:0001263
Makrozephalie Stereotypien HP:0000733
HP:0000256
HP:0001510
HP:0004322



ID K MaRe Anamnese/ Epilepsie Augen Bildgebung Labor/Histo = HPO-Terms
Dysmorphien Kjinische
Untersuchung
MS008 @ 17J - Koma nach Magen- - - Bilaterale Laktatazidose HP:0007146
Darm-Infekt Basalganglienlasion HP:0001298
restitutio ad integrum HP:0003128
MS009 ?6J - mit4J: Globale Generalisiert - - Glycin 1 HP:0001263
100 cm (21P) Entwicklungsverzdgerung (therapieresistent; HP:0001344
14,5 kg (18P) keine Sprachentwicklung Verbesserung HP:0000717
KU: 50 cm Hyperaktivitat, Autismus unter Gluthation) HP:0000752
(49P) keine Risikoeinschatzung
Gastroenteritis mit 19T
Grippe H1N1 mit 1,5M
Chronische Diarrh6
MS012 3 1J - Kombinierte globale anfallsverdachtige - Balkenagenesie Laktatazidose HP:0008872
Entwicklungsstérung Zuckungen am 1T Marklagerblutung alt ~ Liquorlaktat 1 HP:0002490
Trinkschwache mit6 W (Bryder) (Bruder)
Muskelhypotonie + V.a.
COX-Defekt (postpartal
bei Bruder)
MS014 4 12J - - - - - HP:0000648
Fam 04 HP:0001272
HP:0001251
HP:0000639
MS015 29J - - - - - HP:0000648
Fam 04 HP:0001272
HP:0001251
HP:0000639
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ID K MaRe Anamnese/ Epilepsie Augen Bildgebung Labor/Histo = HPO-Terms
Dysmorphien Kjinische

Untersuchung
MS016 34J - - - - - HP:0007146
Fam 05 HP:0001263
MS017 34J - - - - - HP:0007146
Fam 05 HP:0001263

Abkiirzungen aus den Tabellen 1.1 und 1.2:

ID = Identitdt, Fam = Familie, 1 = verstorben, K = Konsanguinitat, SS = Schwangerschaft, NB = Nebenbefunde, P = Perzentile, KU = Kopfumfang,
CF = Cystische Fibrose, Juv. MD = Juvenile Makuladegeneration, IUGR = intrauterine growth retardation (Intrauterine Wachstumsverzdgerung),
ID = Intellectual disability (Geistige Behinderung), COX = Cytochrom-c-Oxidase



Die Exom- und Genomuntersuchungen wurden im Rahmen der Diagnostik
durchgefuhrt, weitere Untersuchungen im Rahmen der ,Genom First
Approach® Studie (367/2019BO1). Nach schriftichem Einverstandnis der
Patientinnen bzw. deren gesetzlicher Vertreterinnen, wurde allen
Probandlnnen, sowie teilweise deren Eltern und weiteren betroffenen
Geschwistern Blut abgenommen. Zusatzlich wurden Hautbiopsien der
Betroffenen durch behandelnde Arztinnen entnommen.

Aus den EDTA-Blutproben wurde in den Laboren des NGS Competence
Center Tubingen (mit institutsinterner Core Facility NCCT; Leitung:
Dr. Nicolas Casadei) genomische DNA extrahiert und fur weitere Analysen
verwendet (s. Abschnitt 3.1). Aus den Hautbiopsien der Patientinnen
wurden Fibroblasten gewonnen und als Primare Fibroblastenzelllinien fur
weitere Experimente in den Laboren der Abteilung fur Zytogenetik des
Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik Tlbingen
(Leitung: Dr. Ulrike Mau-Holzmann) kultiviert und kryokonserviert
(s. Abschnitte 3.1 und 3.5.1). Aus den Fibroblasten wurde wiederum durch
die institutsinterne Core Facility (s. oben) mRNA extrahiert und sequenziert
(s. Abschnitt 3.1).

Die erhobenen Daten aller 16 ProbandInnen wurden mittels standardisierter
Pipelines des Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik
Tubingen aufbereitet und fur diese Arbeit ausgewertet (s. Abschnitte 3.2
und 3.3).

Eigene molekulargenetische Analysen wurden im institutsinternen
Forschungslabor fur ausgewahlte Probandinnen angeschlossen
(s. Abschnitt 3.4 - 3.6). Die Daten dieser Probandlnnen werden in dieser
Arbeit ausfuhrlich vorgestellt und diskutiert.
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2 Material

2.1 Primare Fibroblastenzelllinien

Bezeichnung Mutation

Patientenzelllinien

MS001 homozygote Nonsense-Mutation im Gen SEC371B
(ENST00000370345.3, ¢.[1759G>T; 1759G>T];
p.[(Glu587*); (Glu587*)])

MS002 homozygote Missense-Mutation im Gen DBR1
(ENST00000260803: c.[461G>A];[461G>A],
p.[Arg>154Lys];[Arg>154Lys])

Kontrollzelllinien

TF004_01 -

TF024_01 -

TF105_01 -

Anmerkung: Die kryokonservierten primare Fibroblastenzelllinien wurden
freundlicherweise von der institutsinternen Abteilung fiir Cytogenetik (Patientenzelllinien)
und Dr. rer. nat. Rebecca Buchert-Lo (Kontrollzelllinien) zur Verfligung gestellt.

2.2 Chemikalien, GroRenmarker, Kits

2.2.1 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

1,4-Dithothreitol fir die Biochemie

Acrylamide-Solution (30 %)
Mix 29:1 fur die Molekularbiologie

Ammonium persulfate
for molecular biology, for electrophoresis,
298 %

Ampuwa®

Bicin fiir Pufferlésungen
Borsaure (99,8 %, p. a., ACS, ISO)
Bovine Serum Albumin Fraction V

cOmplete Mini, EDTA-free
Protease inhibitor cocktail tablets

Descosept AF
Dimethylsulfoxid (DMSO) fur die Zellkultur

Essigsaure (Eisessig)
100 %,wasserfrei zur Analyse
EMSURE® ACS, I1SO, Reag. Ph Eur

Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fresenius Kabi Deutschland, Bad
Homburg

AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
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Bezeichnung

Hersteller

Ethidiumbromidldsung 1 %
(10 mg/ml, Stamml&sung)

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz

Dihydrat
299 %, p.a.; ACS

Gibco™ Trypsin-EDTA (0.25 %),
phenol red (1x)

Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100x)

Gibco™ DMEM (1x),

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(+4,5 g L/D-Glucose, L-Glutamine; ohne
Pyruvat)

Gibco™ DPBS (1x), Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline, (ohne CaClz; ohne MgClz)

Gibco™ Heat Inactivated FBS (Fetal Bovine

Serum)

Gibco™ MEM NEAA (100x), Minimum
Essential Medium Non-Essential Amino
Acids

Glycerin, ROTIPURAN® 286 %, p.a.
Glycin, PUFFERAN® 299 %, p.a.

Isopropanol 70 %

Lithiumdodecylsulfat 299 %,
fur die Biochemie

Methanol, Puriss. p.a., ACS Reagent,
Reag. ISO, Reag. Ph. Eur., 298 %

MOPS fiir die Molekularbiologie

Deoxycholsaure Natriumsalz, 297 %
(titration)

Natriumazid reinst.
Natriumchlorid (ACS, Reag. Ph. Eur.)

Natriumhydroxid-Platzchen
(Reag. USP) zur Analyse, ACS, ISO

dNTP Mix, PCR Grade (Mix containing
10 mM each of dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP)

Phenolrot (Reag. USP) zur Analyse, ACS

Ponceau S (C.I: 27195) fir die
Elektrophorese

Protein Assay Dye Reagent Concentrate
RNaseZAP™
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Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach
am Inn

Carl Roth, Karlsruhe

Honeywell/Riedel-de Haén, Seelze

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem GmbH, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Qiagen, Venlo (NL)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Sigma-Aldrich, Steinheim



Bezeichnung

Hersteller

Salzsaure
ROTIPURAN® 37 % rauchend, p.a., ACS,
ISO

SDS Pellets, 299 %, fir die Biochemie
SeaKem® LE Agarose

Skim Milk Powder for microbiology
TEMED

Triton® X 100 reinst

Trizma base, Primary Standard and Buffer
299,9 % (titration), crystalline

Tween® 20 fiir die Molekularbiologie

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Lonza, Rockland (US)
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem GmbH, Darmstadt

2.2.2 GroRenmarker

Bezeichnung

Hersteller

GeneRulerDNA Ladder Mix, ready-to-use

Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards

Invitrogen™ SeeBlue™ Pre-stained Protein
Standard

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(US)

2.2.3 Kits

Bezeichnung

Hersteller

Taq DNA Polymerase Kit

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

Qiagen, Venlo (NL)
Qiagen, Venlo (NL)

2.3 Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

10 % APS-Lésung
3,5x Bis-Tris Puffer

10 % Ammoniumpersulfat; in ddH20
1,25 M Bis-Tris in ddH20

mit 25 % Salzsaure auf pH 6.5-6.8 eingestellt

5 % Blocking-Puffer
BSA-L6sung (0,05 mg/mL)
BSA-Ldsung (1 mg/ml)
1M DTT L6ésung

0,5 M EDTA (pH 8.0)

5 % Skim milk Powder; in 1x TBS

5 % BSA-Losung (1 mg/ml) in 100 % ddH20

0,1 % bovine serum albumin fraction V; in ddH20
1 M 1,4-Dithothreitol in ddH20

0,5 M EDTA; in ddH20;

mit 5 M Natronlauge auf pH 8,0 eingestellt
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Extraktionslysepuffer

25 % HCI-Losung

Kulturmedium fir
Fibroblasten

4x LD-Puffer

Lysispuffer

Mild Stripping Buffer

1x MOPS-Puffer
20x MOPS-Puffer

2 % Natriumazid-Ldsung
5 M Natronlauge
1 % Phenolrot-Lésung

Ponceau S staining solution

10x Proteaseinhibitor

10x TBE-Puffer

1x TBE-Puffer

10x TBS

1x TBS

1x TBS-T

1x Transfer-Puffer
20x Transfer-Puffer
1 M Tris (pH 7,5)

2,5 M Tris-HCI (pH 8,5)

5% 1 M Tris (pH 7.5); 150 mM Natriumchlorid; 12 mM
Natrium-Deoxycholat; 1 % Triton X 100; in 100 % ddH20

67,5 ml Salzsaure, rauchend 37 %; 32,4 ml ddH20

10 % Fetal Bovine Serum

1 % Antibiotic-Antimycotic

1 % Non-Essential Amino Acids
ad 500 ml DMEM

2 mL 2.5 M Tris-HCI (pH 8.5); 2,5 mL Glycerol 86 %;
0,4 g Lithiumdodecylsulfat; 0,003 g EDTA;

0,125 mL 1 % Phenolrot; 0,375 mL ddH20

10 mM Tris; 150mM Natriumchlorid; 1 % Triton X 100; in
ddH20

25 mM Glycin; 34,7 mM SDS; 1 % Tween 20; in ddH20
mit 25 % Salzsaure auf pH 2.2 eingestellt

10 % 20x MOPS-Puffer; in 100 % ddH20

1 M MOPS; 1 M Tris; 69,4 mM SDS; 20,5 mM EDTA;
in ddH20

2 % Natriumazid reinst; in ddH20
5 M Natriumhydroxid-Platzchen in ddH20
1 % Phenolrot; in ddH20

5 % Essigsaure (Eisessig, 100 %); 0,1 % Ponceau S;
in 100 % ddH:20

1 Tablette cOmplete Mini Protease inhibitor cocktail in
1mL ddH20

892 mM Tris; 890 mM Borsaure;
4 % 0,5 M EDTA (pH 8,0); in ddH20

10 % 10x TBE-Puffer; in 100 % ddH20

10 % 1 M Tris pH 7.5; 30 % 5 M NaCl; in 100 % ddH20
10 % 10x TBS; in 100 % ddH20

10 % 10x TBS; 1 % Tween 20; in 100 % ddH20

5 % 20x Transfer-Puffer; 15 % Methanol; in 100% ddH20
0,5 M Bicine; 0,5 M Bis-Tris; 20 mM EDTA,; in ddH-0

1 M Tris in ddH20
mit 25% Salzsaure auf pH 7.5 eingestellt

2,5 M Tris; in ddH20
mit 25 % Salzsaure auf pH 8.5 eingestellt
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2.4 Primer

Bezeichnung Sequenz
U385_OSCP1_RT_F1 5'-GAAACT ATGTCC CTG CAC CC - 3'
U386_OSCP1_RT_R1 5'-ACT CTT CTG GCC TGG TTAGC - 3'

Hersteller aller Primer: metabion international AG, Planegg/Steinkirchen

2.5 Antikorper

2.5.1 Primarantikorper

Bezeichnung Konzentration Hersteller
DBR1 Rabbit Polyclonal antibody 1:1000 Proteintech Europe,
(16019-1-AP)* Manchester (UK)
Anti-SEC31B antibody (ab80053)* 1:2500 Abcam, Cambridge (UK)
SEC31B Antibody - middle region 1:500 Aviva Systems Biology
(ARP66671_P050)* Corporation, San Diego (USA)
GAPDH Antikorper (0411): sc-47724** 1:2500 Santa Cruz Biotechnology,
Dallas (USA)

Anmerkung: *polyklonal, produziert in Kaninchen (rabbit, rb); **monoklonal, produziert in
Maus (mouse, ms)

2.5.2 Sekundarantikorper

Bezeichnung Konzentration Hersteller

IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG  1:10000 LI-COR® Biosciences,
Secondary Antibody Lincoln (US)

IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG  1:10000 LI-COR® Biosciences,
Secondary Antibody Lincoln (US)

2.6 Gerate

Bezeichnung Hersteller

BioPhotometer® 6131 Eppendorf AG, Hamburg
Centrifuge 5417C Eppendorf AG, Hamburg
Centrifuge 5418 Eppendorf AG, Hamburg
Centrifuge 5810 (mit Rotor A-4-62 und Eppendorf AG, Hamburg
Adapter fur 15 ml/50 ml konische Réhrchen)

CO2-Inkubator CB 210 Binder, Tuttlingen

Corning® CoolCell® LX, Cell Freezing Corning Incorporated, Corning (USA)
Container, for 12 x 1 mL or 2 mL Cryogenic

Vials

G-Storm GS1 Thermocycler AlphaMetrix Biotech, Rédermark
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Bezeichnung

Hersteller

Inkubator Function line BB 16

LI-COR® Odyssey® Fc Imaging System
Mikroskop Eclipse TS100

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 mm thick
handcast gels

Olympus Camedia C-4040, (4.1 Megapixel)

PerfectBlue™ Gelsystem Mini M
Pipetten: Einkanalpipetten Research® plus

SE 300 miniVE Integrated Vertical
Electrophoresis and Blotting Unit, complete

Sonopuls UW 22000

Sterilbank HERAsafe® HS12

Sterilbank HERAsafe® HS18

Synergy™ HT Multi-detection microplate
reader

TE 22 Mighty Small Transfertank
ThermoStat Plus

Tischzentrifuge: Mini-Zentrifuge
Spectrafuge 3-1810

Transilluminator Bio View (UV light)

VF2 Laborschttler (mit Aufsatz Vortex
Genie 2)

Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG,
Hanau

LI-COR® Biosciences, Lincoln (US)

Nikon Instruments Europe BV,
Amsterdam (NL)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Olympus Europa SE & Co. KG,
Hamburg

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Eppendorf AG, Hamburg
Hoefer Inc., Holliston (USA)

Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin

Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG,
Hanau

Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG,
Hanau

Bio-Tek Instruments, Inc., Bad
Friedrichshall

Hoefer Inc., Holliston (USA)
Eppendorf AG, Hamburg
neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Biostep, Jahnsdorf
IKA-Werke, Staufen im Breisgau
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2.7 Software und Datenbanken

2.7.1 Software

Bezeichnung

Herausgeber

Argus X1 (Version 4.1.10)

Genb, All-in-One Microplate Reader Software
(Version 2.01.14)

GSVar (Version 2019_08-14-g8b6a17a)
Image Studio™ (Version 2.1.10)

Integrative Genomics Viewer (IGV)
(Version 2.4.19)

JMP® (Version 13.0.0)
Microsoft® Excel fir Mac (Version 16.28)

Webversion Primer3 (Version 4.1.0)

Biostep, Jahnsdorf

Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshall

Institutsinterne Software
LI-COR® Biosciences, Lincoln (US)

Broad Institute and the Regents of the
University of California, Oakland (US)

SAS Institute, Cary (US)
Microsoft Corporation, Redmond (US)

Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge (US)

2.7.2 Datenbanken

Bezeichnung

Referenzpublikation/Herausgeber

BioGPS

Genome Aggregation Database (gnomAD)
NCBI ClinVar (ClinVar)

NCBI Pubmed®

NCBI Single Nucleotide Polymorphism
Database (dbSNP)

Online Mendelian Inheritance in Man®
(OMIM®)

Orphanet

The Human Gene Mutation Database
(HGMD®)

The UniProt Consortium (UniProt)

UCSC Genome Browser

Wu et al., 2013
Karczewski et al., 2020
Sayers et al., 2024
Sayers et al., 2024
Sayers et al., 2024

McKusick-Nathans Institute of Genetic
Medicine, Johns Hopkins University,
Baltimore (US)

Institut national de la santé et de la
recherche médicale, Paris (FR)

Stenson et al., 2020

Rath et al., 2012
Kent et al., 2002
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2.7.3 In silico-Tools

Tool Referenzpublikation
CADD Kircher et al., 2014
FATHMM Shihab et al., 2013
Polyphen-2 Adzhubei et al., 2010
MetalLR Dong et al., 2015
SIFT Ng und Henikoff, 2001
MaxEntScan Yeo und Burge, 2004
GeneSplicer Pertea et al., 2001
PhyloP Pollard et al., 2010

2.8 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

Amersham™ Protran® Premium 0.2 ym NC  GE Healthcare Life Science, Freiburg
(Nitrocellulose Blotting Membran),
300 mm x 4 m (1 roll)

Cellstar® Cell Culture Dishes, PS, 35x10 mm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Cellstar® Cell Culture Flasks, 250 mL, 75 cm?, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
PS, red filter screw cap

Cellstar® Cell Culture Flasks, 50 mL, 25cm?,  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
PS, red filter screw cap

Cellstar® PP Roéhrchen, 15 und 50 ml (beide  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
konischer Boden mit Schraubverschluss)

epT.l.P.S.® Standard, 2-200 pl Eppendorf AG, Hamburg

Falcon® Tissue Culture Dish, 100x20 mm Corning Incorporated, Corning (US)
Style

Filterpapier fir Western Blot (0,8 mm stark) biostep GmbH, Burkhardtsdorf
Invitrogen™ Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus Gels, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham

15-well (Us)

Kryoréhrchen, 1,5 ml TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen (CH)

Microplatte, 96 well, PS, U-Boden, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Transparent

PCR Tubes (0,2 ml, Flat Cap) STARLAB GmbH, Hamburg

Reaktionsgefalie, 1,5 ml und 2 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

(bei beiden mit angehangtem Deckel)

Sealing-Folie: ThermoSeal und ClearSeal Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham

(Durchstechbar) (US)
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Bezeichnung

Hersteller

TipOne® Filterspitzen
10 ul, 200 pl, 1000 pl (alle graduiert und steril)

TipOne® Pipettenspitzen, 10 pl graduiert,
200 pl konisch, 1000 pl graduiert

STARLAB GmbH, Hamburg

STARLAB GmbH, Hamburg
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3 Methoden

3.1 DNA- und RNA-Sequenzierungen mittels Next Generation
Sequencing

Zur ldentifizierung genetischer Varianten bei Patienten mit vermuteten
Erbkrankheiten wurden das komplette Genom (Whole Genome
Sequencing, WGS) oder das komplette Exom (Whole Exome Sequencing,
WES) und =zusatzlich bei jedem Patienten das proteinkodierende
Transkriptom (RNA-Seq) mittels Technologien des Next Generation
Sequencing (NGS) aufgeschlusselt. Unter dem Begriff Next Generation
Sequencing werden Hochdurchsatzverfahren zur DNA-Sequenzierung
zusammengefasst, welche nach der Sanger-Sequenzierung (Sanger et al.,
1977) entwickelt wurden und eine parallele Sequenzierung von Millionen
bis Billionen DNA-Strangen gleichzeitig ermoglichen (Mardis, 2011).

Die Laborablaufe und die Sequenzierlaufe der Proben erfolgten im Rahmen
des institutsinternen Standard-Procedere fur diagnostische Proben durch
das NGS Competence Center Tubingen (institutsinterne Core Facility).

Die Laborablaufe sollen daher in diesem Abschnitt nur in ihren Grundziugen

skizziert werden.

3.1.1 Vorbereitung einer NGS-Bibliothek (library preparation)

Zu Beginn jeder Vorbereitung einer Sequenzierung mittels Technologien
des NGS steht die sogenannte library preparation, um eine Kompatibilitat
zwischen der extrahierten DNA oder RNA und dem verwendeten
Sequenziersystem herzustellen.

Diese Kompatibilitat wird v.a. durch das Einfuhren spezifischer
Adaptersequenzen ermdglicht. Diese Oligonukleotidsequenzen enthalten
neben komplementaren Sequenzen zu Oligonukleotiden auf der flow cell
auch sog. Indices zur Wiedererkennung bei parallelem Sequenzieren von

multiplen Individuen.
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Die Vorbereitung der library umfasst i.d.R. folgende essenzielle
Hauptschritte (Head et al., 2014):
1. Fragmentierung der DNA und GroRenselektion der zu
untersuchenden Fragmente
2. Umwandlung der Zielsequenzen in Doppelstrang-DNA (entfallt bei
DNA-Proben)
3. Anfugen von Adaptersequenzen
4. Quantifizierung der fertigen NGS-Bibliothek
Weitere Zwischenschritte hangen vom verwendeten Ausgangsmaterial, der
Quantitat dieses Ausgangsmaterials, der Fragestellung und dem

verwendeten Sequenziersystem ab.

Als Ausgangsmaterial fur das WGS und WES wurde DNA verwendet,
welche aus EDTA-Blutproben von Patientinnen bzw. deren gesunden
Eltern mittels des FlexiGene DNA Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben

extrahiert wurde.

Nach ultraschallbasierter Fragmentation (Covaris-Ultraschall) wurde die
DNA fur das WGS mit dem TruSeq DNA PCR-Free Kit der Firma lllumina
nach Herstellerangaben vorbereitet. Hierbei erfolgt ein Auffullen der
klebrigen Enden‘ der DNA-Fragmente zu ,glatten Enden’ und eine
GroRenselektion der Fragmente mittels mitgelieferter magnetischer Perlen.
Zur Fertigstellung der NGS-Bibliothek erfolgt die Anheftung spezifischer
Adaptersequenzen uber die Kreierung eines Adenin-
Einzelnukleotiduberhangs und  anschlieBende  Ligation  (Adenin
komplementar zu einem Thymin-Uberhang an der Adaptersequenz).

Die library preparation fur das WES erfolgte mittels des SureSelectXT
Human All Exon V6 Kits der Firma Agilent Technologies. Analog zur
Vorbereitung der library fur das WGS (s. oben) wird die purifizierte DNA
ebenfalls mit Ultraschall fragmentiert (Fragmentgrofe: 200 — 500 bp), die
Enden werden geglattet und die Adaptersequenzen ebenfalls Uber einen
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Einzelnukleotiduberhang gebunden und nachfolgend ligiert (vgl. vorheriger
Absatz). Nach Anreicherung der Adapter-ligierten Fragmente durch PCR
und mehreren Aufreinigungsschritten, werden Fragmente selektiert, welche
proteinkodierende Sequenzen enthalten. Fur diese Selektion werden
biotinylierte RNA-Sequenzen verwendet. Diese sog. Koder hybridisieren mit
den kodierenden Sequenzen (Gnirke et al., 2009). Durch Bindung des
Biotins an Streptavidin-markierte magnetische Perlen koénnen die
selektierten DNA-Fragmente aufgereinigt werden.

Die RNA, welche fur die Transkriptom-Sequenzierung verwendet wurde,
stammt aus Fibroblasten von betroffenen Patientinnen. Die primaren
Fibroblastenzelllinien wurden durch die institutsinterne Abteilung flr
Cytogenetik kultiviert und geerntet.

Die NGS-Bibliothek wurde mit dem NEBNext® UltraTM Il RNA Library Prep
Kit for Illlumina® der Firma New England Biolabs vorbereitet. Der
Arbeitsablauf dieses Kits sieht zunachst eine Aufreinigung der mRNA
mittels Oligo d(T)25 beads (Bindung des Poly-A-Endes der mRNA) vor.
Nach der Aufreinigung erfolgt eine Fragmentierung der mRNA und eine
cDNA-Synthese (Umschreiben der RNA in doppelstrangige komplementare
DNA). Die so erhaltene DNA kann anschlieBend analog zum WGS und
WES mit Adaptern versehen werden.

Nach einer Qualitatsanalyse erfolgte die Quantifizierung der fertigen NGS-
Bibliotheken mit dem Qubit™-System (Invitrogen) nach Herstellerangaben.

3.1.2 Vorbereitung vor dem Sequenzierlauf (template preparation)

Vor der Sequenzierreaktion mittels der Methode sequencing by synthesis
(s. Abschnitt 3.1.3) muss zunachst die sogenannte Probenvorbereitung
(template preparation; Metzker, 2010) erfolgen. Hierbei wird die
vorbereitete NGS-Bibliothek (s. Abschnitt 3.1.1) durch Bindung an eine
Glasoberflache (flow cell) immobilisiert und die Bildung von Clustern durch
klonale Amplifikation induziert (Adessi et al., 2000, Fedurco et al., 2006).
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Fir das NextSeq 6000-System (lllumina) erfolgte die Clustergenerierung
mittels Bruckenamplifikation (bridge amplification; Bentley et al., 2008).
Hierbei bindet das 3‘-Ende des gebundenen DNA-Fragments an einen
weiteren oberflachengebundenen Primer — es entsteht eine ,Bricke’. Durch
erneute Extension am 3°-Ende des zweiten oberflachengebundenen
Primers entsteht eine neue Kopie des DNA-Stranges. Durch Wiederholung
dieses Zyklus aus Bindung, Extension und Denaturierung entstehen
gleichzeitig Millionen von Clustern (alle resultierend aus einem DNA-
Fragment) auf der flow cell.

Die Bildung von Clustern war notwendig, um detektierbare

Fluoreszenzsignale im nachfolgenden Sequenzierlauf zu erreichen.

3.1.3 Sequenzierung durch Synthese (sequencing by synthesis)

Die Sequenzierlaufe erfolgten mittels der Technik des Sequenzierens durch
Synthese (sequencing by synthesis; Bentley et al., 2008) mit dem
NovaSeq 6000-System der Firma lllumina. Bei dieser Technik erfolgt eine
zyklische Wiederholung von (i) Nukloetidinkorporation, (ij) Detektion des
Fluoreszenzsignals und (iij) Abspaltung des Fluorophors (Bentley et al.,
2008).

Der Schlisselmechanismus des sequencing by synthesis liegt in der
Verwendung von fluoreszenzbasierten reversiblen Terminatoren (Metzker,
2010). Diese speziell veranderten Nukleotide werden an das geprimte 3'-
Ende als komplementare Basen zum vorliegenden Strang durch eine
modifizierte DNA-Polymerase inkorporiert. AnschlielBend erfolgt die
Anregung zur Fluoreszenz mit Lasern unterschiedlicher Wellenlangen und
die Detektion des Fluoreszenzsignals mit einer hochauflosenden Kamera.
Nach Abspaltung des Fluorophors kann die nachste Base durch die
Polymerase inkorporiert werden. Die Anzahl der durchgefuhrten Zyklen
setzt die Lange der abgelesenen Basenabfolge (read) fest.

Durch die simultane Sequenzierung von hunderten Millionen Clustern auf
der flow cell entstehen bei jedem Zyklus ebenfalls mehrere Millionen
Lichtsignale. Diese werden durch einen integrierten Algorithmus den
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korrespondierenden Basen inklusive eines Qualitatsparameters zugeordnet
(sog. base calling). Das Ausgabeformat ist eine FASTQ-Datei — eine
Textdatei, welche die Basenabfolge der reads und den Qualitatsscore (als
Phred-Score kodiert in ASCII-Kodierung) des jeweiligen base calls enthalt.
Die beschriebenen Sequenzierreaktionen wurden zunachst fur alle DNA-
Strange in einer Leserichtung und fur die jeweiligen Indices (zur Zuordnung
zum Individuum) durchgefuhrt. Zur Erzeugung eines Leserasters von
beiden Seiten (paired-end reads) wurden die DNA-Strange nach erneuter
Bruckenbildung in komplementare DNA-Strange umgeschrieben. Die
Originalstrange wurden entfernt und eine erneute Sequenzierung wurde
angeschlossen. Fur alle Anwendungen wurden 100 bp reads im paired-
end-Modus generiert.

3.2 Bioinformatische Aufarbeitung der Rohdaten der
Sequenzierungsreaktionen

Die bioinformatische Aufarbeitung der durch das NovaSeq 6000-System
ausgegebenen Rohdaten (FASTQ-Datei) erfolgte im Rahmen des
institutsinternen Standard-Procedere fur diagnostische Proben durch das
NGS Competence Center Tubingen (institutsinterne Core Facility). Ziel
dieser Datenanalyse war die Darstellung und Maéglichkeit der Filterung von
kleinen Varianten und CNVs. In diesem Abschnitt sollen lediglich die
Grundlagen erlautert werden.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Datenanalysen fur die Genom- und
Exom-Sequenzierungen wurden mit der megSAP pipeline durchgefuhrt
(Institute of Medical Genetics and Applied Genomics, 2016). Die megSAP
pipeline nutzt verschiedene Tools und unterliegt den standigen
Weiterentwicklungen der Abteilung fur diagnostische Bioinformatik.
Mehrere weitere Analysen (z.B. Qualitatskontrollen) wurden mit dem ngs-
bits-Toolset (Sturm et al., 2018) durchgefihrt. Eine Ubersicht der
verwendeten Tools und deren Versionen zum Zeitpunkt der Datenanalyse

kann der Tabelle 3.1 enthommen werden.
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Tabelle 3.1: MegSAP pipeline: Verwendete Tools und Versionen zum Zeitpunkt der
Datenanalyse

Prozess Verwendetes Tool Version
Trimmen der Adapter SeqPurge 2019 _09
Read mapping BWA-MEM 0.7.17
Indel realignment ABRA2 219
Duplicate removal samblaster 0.1.24
Variant calling freebayes 1.2.0
Variant annotation Ensembl Variant Effect Predictor 96.3
Qualitatskontrollen SeqPurge, MappingQC, VariantQC (ngs-bits) 2019 _09
CNYV calling ClinCNV 1.16.1

Die Verarbeitung der RNA-Seg-Rohdaten wurde mit anderen Tools
durchgefuhrt (s. Abschnitt 3.2.5).

3.2.1 Zuordnung zum Referenzgenom (mapping)

Als mapping bezeichnet man die Zuordnung der im FASTQ-Format
gespeicherten reads zum Referenzgenom (in dieser Arbeit: GRCh37/hg19).
Das Ausgabeformat war eine BAM-Datei. In dieser primaren Datenanalyse
wurden mehrere Schritte zusammengefasst. Nach einer Qualitatskontrolle
der FASTQ-Datei (readQC, Version 2019 _09; ngs-bits) wurden zunachst
die reads auf eine Adapterkontamination mittels des Tools SeqPurge
(Version 2019_09; Sturm et al., 2016) Uberpruft und die aufgrund zu kurzer
DNA-Fragmente mitsequenzierten Adaptersequenzen wurden entfernt.
AnschlieBend erfolgte das mapping und die Zuordnung eines
Qualitatsscores  (mapping quality) mit der Software BWA-MEM
(Version 0.7.17; Li, 2013).

Zuletzt wurden Leseduplikate entfernt (samblaster Version 0.1.24; Faust
und Hall, 2014) und die Indels anhand der Referenz neu abgeglichen
(ABRA2, Version 2.19; Mose et al., 2019). Eine abschlieRende
Qualitatskontrolle erfolgte mit MappingQC (Version 2019_09; ngs-bits).
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3.2.2 Auflistung und Annotation der Varianten (variant calling und variant
annotation)

Beim variant calling werden die zugeordneten reads anhand des
Referenzgenoms (in dieser Arbeit: GRCh37/hg19) auf Varianten (SNPs und
Indels) uUberpruft. AnschlieRend erfolgt eine Annotation der Varianten
mittels der Abfrage von gangigen Datenbanken. Das Ausgabeformat nach
diesen Schritten war eine VCF-Datei. Qualitatskontrollen wurden mit
VariantQC (Version 2019_09; ngs-bits) durchgefuhrt.

FUr das variant calling wurde das Tool freebayes (Version 1.2.0; Garrison
und Marth, 2012) verwendet. Per Konvention werden Varianten, fur die es
mehrere mogliche Anordnungen in Bezug auf das Referenzgenom gibt, an
eine festgelegte Position geschoben. Ausschlaggebend ist hier die Position
mit den niedrigsten genomischen Koordinaten ergo die Position, welche
sich am weitesten links befindet (sog. left-alignement; Tool:
VcfLeftNormalize, Version 2019_09; ngs-bits).

Nach erfolgtem variant calling wurde die Liste der Varianten mit
Informationen aus gangigen Datenbanken mittels des Ensembl Variant
Effect Predictor (VEP, Version 96.3; McLaren et al., 2016) erganzt, sodass
eine Auswertung nach bestimmten Filtern und Vorhersagewerten (s.

Abschnitt 3.3) moglich wurde.

3.2.3 Kopienzahlvarianten (Copy number variations)

Die Detektion vorhandener Copy number variations (CNVs) wurde mit der
Software CIinCNV (Version 1.16.1; Demidov und Ossowski, 2019)
durchgefuhrt. Analog zur variant annotation (s. Abschnitt 3.2.2) wurde auch

diese Auflistung mit Informationen aus Datenbanken erganzt.

3.2.4 Eltern-Kind- und Familienanalysen

Eltern-Kind- und Familienanalysen mit mehreren Betroffenen (sog. Trio-
und Multi-Analysen) wurden mittels verschiedener Skripte der megSAP-
pipeline  (Institute of Medical Genetics and Applied Genomics,  2016)

durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Analysen liegt in der Erweiterung der
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Filterungsschritte, sowie die Eingrenzung der auszuwertenden Varianten

durch den Ausschluss von Varianten gesunder Individuen.

3.2.5 Bioinformatische Pipeline fur die Rohdaten der RNA-Seq

Um die RNA-Seg-Rohdaten aufzubereiten wurden die reads ebenfalls mit
dem Tool SeqPurge (Version 2019_09) auf Adapterkontamination tberpruft
und getrimmt. AnschlieRend erfolgte eine Zuordnung mit der Software
STAR (Version 2,7,0f; Dobin et al., 2013) zum Referenzgenom
GRCh37/hg19. Die Qualitatskontrolle des erfolgten mappings wurde mit
MappingQC (Version 2019 _09; ngs-bits) durchgefuhrt. Es erfolgte die
Ausgabe einer BAM-Datei nach abgeschlossener Datenanalyse.

3.3 Auswertung der Genom-, Exom- und Transkriptom-
Sequenzierungen

Nach Durchlauf der megSAP-pipeline enthalt eine VCF-Datei

beispielsweise fur ein WES ca. 40.000 Varianten. Um diese Masse an

Varianten fur den Auswerter auf eine Anzahl zu reduzieren bei der jede

Variante hinsichtlich ihrer moglichen Pathogenitat bewertet werden kann,

bedarf es einer Filterung nach verschiedenen Kriterien.

3.3.1 Verwendete Software

Zur Auswertung der Sequenzierungen (vorliegend im VCF- und BAM-
Format) wurden die Softwares GSVar (Version 2019 _08-14-g8b6a17a;
ngs-bits) und Integrative Genomics Viewer (IGV, Version 2.4.19; Robinson
et al., 2011) verwendet.
Die institutsinterne Software GSVar ist eine graphische Bedienoberflache
zur Filterung von genetischen Varianten in Genom- und Exomdaten. Nach
Import einer VCF-Datei ist eine Filterung anhand folgender Parameter
moglich:

e Frequenz in der Allgemeinbevolkerung (1000g, gnomAD)

¢ Frequenz in der institutsinternen Datenbank

e Art der Mutation (z.B. Missense, Nonsense, etc.)

e Art der Vererbung (z.B. dominant, rezessiv, compound-heterozygot)
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e Vorhersage der Pathogenitat nach CADD, FATHMM, PolyPhen2,
MetaLR, Sift und phyloP
e Phanotyp durch vorherige Zuordnung von HPO-Ziffern
e Bekannte (bereits pathogen klassifizierte) Gene in Medizinischen
Datenbanken (OMIM, HGMD, ClinVar)
Der Integrative Genomics Viewer ist eine Software zur graphischen
Darstellung der Daten einer BAM-Datei. Die Bedienoberflache ermdoglicht
die Exploration der Genomischen Daten, indem Referenzgenom,
Abdeckung der Referenz (coverage), die einzelnen reads (mit farbigen
Einstellungsmaoglichkeiten) und die Varianten (als Abweichung von der
Referenz) dargestellt werden (Thorvaldsdéttir et al., 2012). Des Weiteren
bietet der IGV diverse Tools, wie z.B. die Generation eines Sashimi-Plots,
um das SpleilRen in den RNA-Seq-Daten zu Uberprufen (Katz et al., 2013).
Es besteht eine Verknipfung zwischen beiden Softwares, sodass eine
Variante uber GSVar im |GV aufgerufen werden kann. Dies ermoglicht die
direkte visuelle Uberpriifung der Variante.

3.3.2 Filterung der vorhandenen Varianten

Die Daten des WGS und WES wurden mit festgelegten Filterungsschritten
Uberprift.

Die eingestellten Parameter der Filterungsschritte fur die kleinen Varianten
(SNP und Indels) konnen Tabelle 3.2 entnommen werden. Nacheinander
wurden die einzelnen Filter fur rezessiven und dominanten Erbgang
durchlaufen und die angezeigten Varianten bewertet (s. Abschnitt 3.3.3). Im
Anschluss an diese frequenzbasierte Filterung wurden alle
X-chromosomalen und mitochondrialen Varianten erneut gesondert
dargestellt.

Bei Eltern-Kind-Analysen erfolgte statt der Filterungen fiur die einzelnen
Erbgange eine Uberpriifung der kleinen Varianten mit den in Tabelle 3.3
dargestellten Parametern. Die Filterungsschritte der Familienanalysen

konnen ebenfalls Tabelle 3.3 entnommen werden.
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Abschliel3end erfolgte bei jedem Individuum eine Filterung der SNPs und
Indels nach Phanotyp anhand der zugeordneten HPO-Terms (s. Kapitel
1.6).

Fur die Filterung der CNVs wurden Qualitatsscores, bereits pathogen
annotierte Gene und ebenfalls zugeordnete HPO-Terms zugrunde gelegt.
Ein besonderer Fokus wurde auch auf den Vererbungsmechanismus durch
Betrachtung der homozygoten und compound-heterozygoten CNVs (auch

in Bezug auf vorhandene kleine Varianten) gelegt.

Die Filterschritte in GSVar sind aufeinander aufbauend, das heil’t alle
Varianten, welche einem einzelnen Filter nicht entsprechen, werden nicht
mehr angezeigt. Mit dem ,REMOVE*“-Befehl verhalt es sich gegensatzlich.
Eine Ausnahme stellt der ,KEEP“-Befehl dar, welcher eine Anzeige der
Variante mit dem gegebenen Merkmal forciert. Aus diesem Grund wird nach
dem ,Annotated pathogenic KEEP: HGMD, ClinVar‘-Befehl erneut eine
frequenzbasierte Selektion durchgefuhrt, um die wahrscheinlich benignen

Varianten in bekannten Krankheitsgenen herauszunehmen.

33



Tabelle 3.2: Filterungsschritte fur kleine Varianten (Original-Wortlaut aus dem Programm GSVar)

Recessive stringent

Dominant stringent

Recessive relaxed

Dominant relaxed

Allele frequency < 0.50 %

Allele frequency (sub-populations)
<0.50 %

Count NGSD < 15
Impact HIGH, MODERATE
Filter columns REMOVE: gene_blacklist

Annotated pathogenic KEEP: HGMD,
ClinVar

Allele frequency < 3.00 %
Classification NGSD REMOVE: 1, 2
Classification NGSD KEEP: 4, 5

Genotype affected hom, comp-het

Allele frequency < 0.10 %

Allele frequency (sub-populations)
<0.10 %

CountNGSD <5

Impact HIGH

Gene constraint o/e < 0.35 (pLI = 0.80)
Filter columns REMOVE: gene_blacklist

Annotated pathogenic KEEP: HGMD,
ClinVar

Allele frequency < 3.00 %
Classification NGSD REMOVE: 1, 2
Classification NGSD KEEP: 4, 5

Allele frequency < 1.00 %

Allele frequency (sub-populations)
<1.00 %

Count NGSD <40
Impact HIGH, MODERATE, LOW
Filter columns REMOVE: gene_blacklist

Annotated pathogenic KEEP: HGMD,
ClinVar

Allele frequency < 3.00 %
Classification NGSD REMOVE: 1, 2
Classification NGSD KEEP: 4, 5

Genotype affected hom, comp-het

Allele frequency < 0.10 %

Allele frequency (sub-populations)
<0.10%

CountNGSD <5
Impact HIGH, MODERATE
Filter columns REMOVE: gene_blacklist

Annotated pathogenic KEEP: HGMD,
ClinVar

Allele frequency < 3.00 %
Classification NGSD REMOVE: 1, 2
Classification NGSD KEEP: 4, 5

Anmerkung: Die Allelfrequenz bezieht sich auf die Datenbank gnomAD (s. Abschnitt 2.7). NGSD stellt die hausinterne Datenbank dar — hiermit kénnen
Pipeline-spezifische Artefakte herausgefiltert werden. Die Klassifikation in NGSD bezieht sich auf die finf Kategorien der ACMG Klassifikation fiir
genetische Varianten (Richards et al., 2015). Die Vorhersage der Auswirkung (impact) basiert auf der Annotation der Ensembl Datenbank (Yates et al.,
2019). Die gene blacklist ist der ENCODE blacklist (Amemiya et al., 2019) entnommen.
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Tabelle 3.3: Filterungsschritte fur Eltern-Kind- und Familienanalysen (Original-Wortlaut aus dem Programm GSVar)

Trio stringent

Trio relaxed

Multi-sample recessive

Multi-sample comp-het

Multi-sample dominant

Allele frequency < 1.00 %

Allele frequency (sub-populations)
<1.00 %

Count NGSD < 20

Variant quality qual = 100 depth = 20
mapq = 55

Variant type frameshift_variant,
splice_acceptor_variant,
splice_donor_variant, start_lost,
start_retained_variant, stop_gained,
stop_lost, inframe_deletion,
inframe_insertion, missense_variant,
splice_region_variant

Annotated pathogenic KEEP: HGMD,

ClinVar

Allele frequency < 3.00 %
Classification NGSD REMOVE: 1, 2
Classification NGSD KEEP: 4, 5

Trio de-novo, recessive, LOH, comp-
het, x-linked

Allele frequency < 1.00 %
Allele frequency (sub-
populations) < 1.00 %
Count NGSD =< 20
Variant quality qual = 30
depth =10 mapq = 30

Annotated pathogenic
KEEP: HGMD, ClinVar (also
likely pathogenic)

Allele frequency < 3.00 %

Classification NGSD
REMOVE: 1, 2

Classification NGSD KEEP:
4,5

Trio de-novo, recessive,
LOH, comp-het, x-linked

Allele frequency < 1.00 %

Allele frequency (sub-

populations) < 1.00 %
Count NGSD =< 20

Impact HIGH, MODERATE,
LOW

Annotated pathogenic KEEP:
HGMD, ClinVar

Allele frequency < 3.00 %

Classification NGSD REMOVE:

1,2

Classification NGSD KEEP: 4,
5

Genotype affected hom

Genotype control het, wt

Allele frequency < 0.10 %

Allele frequency (sub-

populations) < 0.10 %
Count NGSD =< 20

Impact HIGH, MODERATE,
LOW

Annotated pathogenic KEEP:
HGMD, ClinVar

Allele frequency < 3.00 %

Classification NGSD
REMOVE: 1, 2

Classification NGSD KEEP: 4,
5

Filter columns REMOVE:

gene_blacklist
Genotype affected comp-het

Genotype control wt, het

Anmerkung: Fir Spezifizierungen zu den einzelnen Filterschritten s. Anmerkung unter Tabelle 3.2.

Allele frequency < 0.10 %

Allele frequency (sub-

populations) < 0.10 %
Count NGSD =< 20

Impact HIGH, MODERATE,
LOW

Annotated pathogenic KEEP:
HGMD, ClinVar

Allele frequency < 3.00 %

Classification NGSD REMOVE:
1,2

Classification NGSD KEEP: 4,
5

Genotype affected het, hom

Genotype control wt



3.3.3 Bewertung der gefilterten Varianten

Die gefilterten Varianten wurden zunachst mit der Software IGV auf Qualitat
kontrolliert. Diesbezuglich wurden die mapping-Qualitat (reads mit der
mapping-Qualitdt 0 werden im IGV weil} angezeigt) und die Tiefe der
Sequenzierung (depth oder coverage; < 15-20 je nach mapping-Qualitat
insuffizient) begutachtet. Nachfolgend wurde der in GSVar ausgegebene
Genotyp auf Richtigkeit Uberpruft.

Bei CNVs wurde zur Qualitatskontrolle auf die coverage (Abnahme bei
Deletionen und Zunahme bei Insertionen) und das Vorhandensein von
sogenannten split-reads (in IGV i. d. R. rot oder grun dargestellt) geachtet.
Split-reads werden durch Abgleichung der erwarteten und der tatsachlich
berechneten GroRe sog. inserts ausgegeben. Als inserts werden die
unsequenzierten Mittelstucke von DNA-Fragmenten im paired-end-Modus
bezeichnet, dessen GrofRe durch Abgleich anhand der Referenz kalkuliert
werden kann. Ein Hinweis auf eine Deletion ergibt sich, wenn die erwartete
GroRe uber der tatsachlichen GroRe liegt. Bei Hinweisen auf Insertionen

verhalten sich die beiden GroRen gegensatzlich.

Bei erfolgreicher Qualitatskontrolle wurden die Varianten auf mogliche
Pathogenitat untersucht. Fur diese Bewertung wurden die Richtlinien des
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
herangezogen (Richards et al., 2015).

Eine umfangreiche Recherche in gangigen Datenbanken (s. Abschnitt 2.7),
sowie eine Literaturrecherche wurde in die Klassifikation der Varianten
einbezogen. Gene mit bereits pathogen eingestuften Varianten an anderen
Stellen wurden ebenso priorisiert wie Gene mit passenden biochemischen
Vorgangen (z.B. Assoziationen in vivo des resultierenden Proteins mit
anderen bereits krankheitsassoziierten Proteinen, etc.). Bei Priorisierungen
aufgrund in der Fachliteratur etablierten biochemischen Pathways wurde
insbesondere auf die Expression des Gens im entsprechenden pathogen
veranderten Gewebe geachtet. Dies wurde mittels der Datenbank BioGPS
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Uberpruft (s. Abschnitt 2.7). Im Verlauf der Verfassung dieser Arbeit wurden
die gangigen Datenbanken zur Literaturrecherche regelmafig in Bezug auf
mogliche Kandidatengene durchsucht. Neu publizierte Studien wurden
entsprechend in die Bewertung miteinbezogen.

Des Weiteren wurden pradiktive Scores zur Analyse des Ausmalies von
Missense-Mutationen (CADD, FATHMM, Polyphen-2, MetaLR und SIFT),
des Ausmaldes von Spleil3-Varianten (MaxEntScan, GeneSplicer) und der
evolutionaren Konservierung des Nukleotids (PhyloP) verwendet. Die
einzelnen Scoring-Systeme sind in Abschnitt 2.7.3 aufgelistet.

Eine zusatzliche Ebene der Auswertung wurde durch die Anzeige der RNA-
Seqg-Daten des entsprechenden Individuums hinzugefugt. Die RNA-Seg-
Daten wurden inklusive drei Kontrollen (Betroffene aus dem dargestellten
Untersuchungskollektiv mit anderem Phanotyp) parallel zu den WGS- oder
WES-Tracks in IGV aufgerufen. Es erfolgte auch hier eine Qualitatskontrolle
(s. oben) und anschliellend eine Bewertung. Die coverage (ergo die
Expression), eventuelle praferentielle Expressionen von Varianten (z.B.
LOH) und das Spleilmuster (Uberpruft mittels Sashimi-Plot) waren
ausschlaggebend.

LOH bezeichnet bei autosomalen Genen den Verlust eines Allels und
nachfolgend homozygote Auspragung einer parallel auf dem zweiten Allel
vorhandenen Variante. Dieses Phanomen konnte sowohl anhand eines
visuellen Abgleichs von Varianten im WGS/WES mit den RNA-Seg-Daten
(Verlust der Heterozygotie bei der Genexpression) als auch bei Eltern-Kind-
Analysen (Verlust der Heterozygotie bei der Ontogenese) detektiert
werden.

Zur Auswertung der Sashimi-Plots auf vorhandene Spleil3-Defekte wurden
aus derselben Studie jeweils drei zufallig ausgewahlte Vergleichsproben
hinzugezogen. Durch visuelles Abgleichen der Verbindungsbogen
zwischen den einzelnen Exons (Darstellung der exonubergreifenden reads)
der zu untersuchenden Probe mit den Kontrollen wurden suspekte

Spleilmuster identifiziert.
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Mittels des OUTRIDER-Protokolls wurde auf aberrante Exprimierung der
entsprechenden Transkripte des vorliegenden Kandidatengens gepruft
(Methodik s. Brechtmann et al., 2018).

Durch eine Synopsis all dieser Kriterien erfolgte eine Klassifikation der
wichtigsten Varianten in funf Gruppen - pathogen, wahrscheinlich
pathogen, Variante von ungewisser Bedeutung, wahrscheinlich benigne,
benigne — nach den Richtlinien des ACMG (Richards et al., 2015).

3.3.4 X-Inaktivierungsanalyse

Um eine gestorte X-Inaktivierung bei allen Trios nachzuweisen, wurde die
Trio-Analyse mit der quantitativen Expression von heterozygoten Varianten
bei Betroffenen in der RNA-Seq kombiniert. Zunachst erfolgte die
tabellarische Darstellung aller heterozygoten exonischen Varianten des
X-Chromosoms in GSVar. Anschlielend wurden die Varianten in IGV
visualisiert. Die relative Haufigkeit der heterozygoten Varianten konnte
schlieBlich anhand der Gesamtanzahl der reads und der absoluten Anzahl
der heterozygoten Variante bestimmt werden. Ausgeschlossen wurden
de novo Varianten, Varianten bei denen beide Eltern denselben Genotyp
aufwiesen und Varianten mit einer coverage kleiner/gleich zehn in der RNA-
seq.

Als gestorte bzw. veranderte X-Inaktivierung wurde ein Verhaltnis von
groBer gleich 80/20 % fur entweder Wildtyp oder heterozygoter Variante
angesehen. Eine extrem gestorte X-Inaktivierung wurde bei prozentualen
Anteilen von groRer 90/10 % angenommen (vgl. Moortgat et al., 2018).

3.4 Aufklarung unklarer Befunde aus den Transkriptom-Daten
mittels PCR aus cDNA

Um einen durch niedrige coverage bedingten unklaren Befund in den RNA-

Seqg-Daten fur das Kandidatengen OSCP71 zu validieren, wurde

komplementare DNA (cDNA) aus RNA synthetisiert und einer

Polymeraskettenreaktion (PCR) zugefuhrt. Die PCR ist eine Methode zur

Amplifikation von Nukleinsauren (Mullis et al., 1986).
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Proben bereits isolierter RNA wurden von der institutsinternen Core Facility
(Patientenproben, s. Abschnitt 3.1.1) und Dr. rer. nat. Rebecca Buchert-Lo
(Kontrollen) zur Verfiugung gestellt. Nach Erhalt dieser Proben wurden
diese bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.4.1 cDNA-Synthese

cDNA wurde unter Verwendung des QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen) aus den RNA-Proben (Patientenproben und Kontrollen)
synthetisiert, um eine Anreicherung der zu untersuchenden RNA-
Abschnitte mittels PCR zu ermdglichen.

Um einen vorzeitigen Abbau der RNA durch ubiquitar vorkommende
RNasen zu verhindern, wurden alle Pipetten und Gerate vor Verwendung
mit RNaseZAP™ (Sigma-Aldrich) behandelt. Alle Pipettierschritte wurden,

soweit moglich, auf Eis durchgefuhrt.

Zunachst wurde die RNA-Konzentration der verwendeten Proben
photometrisch mittels BioPhotometer® 6131 (Eppendorf; Parameter: RNA,
Lichtweg: 1 mm, Faktor: 1,0 OD2e0 40 ng pl') bestimmt. Die jeweils 500 ng
RNA enthaltenden Volumina wurden anschlieBend einem Ansatz zum
Verdau genomischer DNA (gDNA Wipeout) zugefuhrt. Die verwendeten
Volumina des gDNA Wipeout - Ansatzes kdonnen Tabelle 3.4 entnommen
werden. Der Verdau wurde anhand der Herstellerangaben durchgefuhrt und

anschlie3end direkt auf Eis gestellt.

Tabelle 3.4: Ansatz fir die Elimination genomischer DNA

Bezeichnung Volumen [pl]
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2

RNA-Probe (500 ng RNA) X

RNAse freies H20 12-x

Totales Volumen 14

Anmerkung: x entspricht dem Volumen, welches 500 ng RNA enthélt.
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Zu dem Ansatz des gDNA Wipeouts wurden die fur die anschliel3ende
Retrotranskription bendtigten Reagenzien, dessen Volumina Tabelle 3.5
entnommen werden konnen, hinzugefugt. Die reverse Transkription wurde
entsprechend der Herstellerangaben mit folgenden Modifikationen
durchgefuhrt: Inkubation bei 42 °C fur 30 min statt 15 min. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurde die synthetisierte cDNA bei -20 °C eingefroren und

gelagert.
Tabelle 3.5: Ansatz firr die Retrotranskription
Bezeichnung Volumen [pl]
Quantitect Reverse Transcriptase 1
Quantitext RT Buffer, 5x 4
RT Primer Mix 1
gDNA Wipeout Ansatz 14
Totales Volumen 20

3.4.2 Design der Primersequenzen

Die Primersequenzen fur oben genanntes Ziel (Teil des Gens OSCP1)
wurden mit der Webversion der Software Primer3 (Version 4.1.0,
Whitehead Institute for Biomedical Research) entworfen. Die
Standardeinstellungen der Software wurden bis auf folgende Modifikationen
Ubernommen: Max Poly-X =3 (maximal dreimal dasselbe Nukleotid
nacheinander in der Sequenz des Primers) und GC Clamp = 1 (Guanin
oder Cytosin am 3‘-Ende des Primers). Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick Uber
die wichtigsten Auswahlkriterien fur das Design der Primersequenzen.
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Tabelle 3.6: Uberblick liber die wichtigsten Auswahlkriterien beim Primerdesign

Auswahlkriterium Einstellung
Laénge 19-25 bp
GC-Gehalt 30-70 %

G- oder C am 3*-Ende ja

Maximale Wiederholung desselben Nukleotids 3
Bindungstemperatur des Primers 57-62 °C
Maximale Differenz der Bindungstemperaturen des 1°C

forward- und des reverse-Primers

Maximale Lange des PCR-Produktes 1000 bp

Zur Ermittlung der DNA-Sequenz, welche in die Software Primer3
eingegeben werden konnte, wurden die Daten der Transkriptom-
Sequenzierungen (s. Abschnitt 3.1) herangezogen. Der zu amplifizierende
Bereich wurde zunachst in den Daten mittels IGV (Version 2.4.19)
(Robinson et al., 2011) manuell aufgesucht. Durch die entsprechenden
Koordinaten wurde eine Quellsequenz mit jeweils deutlichem Abstand zum
gewunschten  PCR-Produkt mittels UCSC Genome  Browser
(Referenzgenom: GRCh37/hg19) ausgegeben. Intronische Bereiche
wurden aus der Quellsequenz entfernt, die Zielsequenz wurde mittels
eckiger Klammern (definitiver Einschluss in das resultierende PCR-Produkt)
markiert und die vollstandige Sequenz wurde schlief3lich in die Software
Primer3 eingegeben.

Alle Primer wurden mit der Funktion In Silico PCR des UCSC Genome
Browser Uberpruft. Bei Vorkommen von SNPs oder gangigen
Polymorphismen in 22% der Allgemeinbevolkerung in den
Primersequenzen wurden die Primer verworfen.

Die Synthese der final ausgewahlten Primer (Sequenzen s. Abschnitt 2.4)
wurde bei der Firma Metabion International in Auftrag gegeben.
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3.4.3 Polymerasekettenreaktion

In Vorexperimenten wurden basierend auf verschiedenen Protokollen
PCRs getestet und optimiert. In diesem Abschnitt wird lediglich auf die fur
die Datenerhebung letztendlich durchgefuhrte PCR eingegangen.

Fir die PCR wurde das Taqg DNA Polymerase Kit (Qiagen) verwendet.

Alle nachfolgenden Pipettierschritte wurden, sofern moglich, auf Eis
durchgefuhrt.

Nach Verduinnung der Primerlosungen mit Ampuwa®-Wasser auf eine
Konzentration von 10 pM, konnten die Ansatze fur die PCR (Proben und

Kontrolle) entsprechend Tabelle 3.7 zusammengefuhrt werden.

Tabelle 3.7: PCR-Ansatz

Bezeichnung Volumen [pl]
Master-Mix 17,4
Vorwartsprimer (Primer f) 0,8
Rickwartsprimer (Primer r) 0,8
cDNA-Proben 1

Totales Volumen 20

Anmerkung: Das Protokoll PCR Using Taq DNA Polymerase wurde entsprechend den
Herstellerangaben zur Erstellung des Mastermixes (ohne MgClz) verwendet.

Nach kurzem Herunterzentrifugieren (Tischzentrifuge) erfolgte der Transfer
in den bereits vorgeheizten G-Storm GS1 Thermocycler (AlphaMetrix
Biotech).

Der Thermocycler wurde entsprechend einem Touchdown-PCR-Protokoll
programmiert (s. Tabelle 3.8), um eine hohere Spezifitdt der erhaltenen
PCR-Produkte zu gewahrleisten (Don et al., 1991).
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Tabelle 3.8: Programmierung des Thermocyclers G-Storm GS1 fiir die Touchdown-PCR

Anzahl der Zyklen Reaktionsschritt | Temperatur Zeit
1x Heated Lid 105 °C -
1x Hot Start 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 1 min
10x Annealing 68-59°C* 1 min
Extension 72°C 1 min
Denaturierung 94°C 1 min
30x Annealing 59°C 1 min
Extension 72°C 1 min
1x Extension 72°C 10 min
1x Aufbewahrung 15°C Halten

Anmerkung: *Die Termperatur wurde im angegebenen Bereich beginnend mit der
héchsten Temperatur pro Zyklus um 1 °C reduziert.

Nach Abschluss des Programms wurden die PCR-Produkte bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese und Detektion der PCR-Produkte

Nukleinsaureproben konnen durch Agarosegelelektrophorese nach ihrer
Grolle aufgetrennt (Takahashi et al., 1969) und anschlielRend durch den
DNA-bindenden Farbstoff Ethidiumbromid unter UV-Licht detektiert werden
(LePecq und Paoletti, 1967).

Eine Agaroselosung (1 %) wurde zunachst durch Aufkochen von 0,55 g
Agarose in 55 ml 1x TBE-Puffer hergestellt und mit 3 pl Ethidiumbromid
unter leichtem Schwenken vermengt. Anschlieliend wurde die Losung in
ein horizontales PerfectBlue™ Gelsystem Mini M (Breite: 9cm,
PEQLAB
entsprechender Taschenkamm wurde in die Gellosung gesteckt.

Laufstrecke: 11 cm; Biotechnologie) gegossen. Ein
Wahrend der Aushartung des Gels konnten die Proben der durchgeflhrten
PCR zur Beladung vorbereitet werden. Hierfur wurden je 5 pl Probe mit 1 pl

DNA Ladepuffer durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert.
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Nach Transfer des Gels in die mit 1x TBE-Puffer gefullte
Elektrophoresekammer (PEQLAB Biotechnologie) erfolgte die Beladung
der einzelnen Taschen jeweils mit dem kompletten Volumen (6 pl) eines der
Probenansatze oder mit 2 pl des DNA-Grollenmarker O’Gene Ruler DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific).

Die Gelelektrophorese wurde anschlieRend durch Anlage einer Spannung
von 120V gestartet und bei dieser Spannung fur 25-30 min laufen
gelassen.

Die Detektion der PCR-Produkte erfolgte unter UV-Licht (Transilluminator
Bio View, biostep) mit der Kamera Olympus Camedia C-4040 (4,1
Megapixel, Olympus) und der Sotware Argus X1 (Version 4.1.10, Biostep).

3.5 Zellkultur

Alle Arbeiten mit humanen Zellen wurden unter der Schutzatmosphare der
UV-desinfizierten Sterilbanke HERAsafe® HS12 oder HERAsafe® HS18
(beide Heraeus) durchgefuhrt. Alle notwendigen unsteril verpackten
Verbrauchsmaterialen wurden autoklaviert und vor Einbringen in die
Schutzatmosphare nochmals grundlich desinfiziert. Eine angegebene
Erwarmung der bendétigten Reagenzien vor Verwendung erfolgte stets bei
37 °C im Wasserbad.

Als Ausgangsmaterial fur die Arbeiten mit adharenten Zellen dienten
kryokonservierte primare Fibroblastenzelllinien, welche freundlicherweise
von Dr. rer. nat. Rebecca Buchert-Lo und der institutsinternen Abteilung fur
Cytogenetik zur Verfigung gestellt wurden.

3.5.1 Kultivierung primarer Fibroblastenzelllinien

Primare Fibroblastenzelllinien von Patienten mit nachgewiesenen
Mutationen in Kandidatengenen, sowie drei Kontrollzelllinien wurden zur
Bereitstellung von Ausgangsmaterial fur weitere Experimente und Analysen
(s. Abschnitte 2.1) in den Brutschranken CB 210 (Binder) und Function line
BB 16 (Heraeus) bei 37 °C und 91 % Luftfeuchtigkeit unter Anreicherung
von 5 % COz2 kultiviert.

44



Die Kultivierung der adharenten Fibroblastenzellen erfolgte je nach GrofRe
der gewahlten Zellkulturflasche bzw. -schale in 5-10 ml Fibroblasten-
Kulturmedium (5 ml fur ein Zellkulturgefa® von 25cm?, 10 ml fir ein

Zellkulturgefal von 75 cm?).

3.5.2 Passagieren von adharenten Zelllinien

Bei Erreichen einer Konfluenz von nahezu 100 %, erfolgte ein Aufsplitten
der Zellen.

Das Kulturmedium wurde abgenommen und Reste des Mediums wurden
mit 5-6 ml vorgewarmter Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (1x, DPBS)
unter leichtem Schwenken entfernt. Das DPBS wurde verworfen und die
Zellen schlieBlich durch Zugabe von 1 ml vorgewarmten Trypsin-EDTA
(0,25 %) und Inkubation fur 2-4 min im Brutschrank vollstandig abgelost.
Nach Aufnahme der abgeldsten Zellen in vorgewarmtes Fibroblasten-
Kulturmedium wurden diese zu gleichen Teilen auf neue Zellkulturflaschen
bzw. -schalen aufgeteilt und die Kultivierung (s. Abschnitt 3.5.1) wurde

fortgesetzt.

3.5.3 Herstellung und Auftauen kryokonservierter Fibroblasten

Zur Langzeit-Aufbewahrung von frihen Passagen der einzelnen Zelllinien
wurden Kryostocks hergestellt. Die adharenten Zellen eines 75 cm? mit
nahezu 100 % Konfluenz bewachsenen Zellkulturgefalles (Flasche oder
Schale) wurden hierfur entsprechend Abschnitt 3.5.2 abgelost und in 10 ml
vorgewarmtes Fibroblasten-Kulturmedium aufgenommen. Es erfolgte eine
Zentrifugation bei 1000 rpm fur 4 min (Centrifuge 5810 mit Rotor A-4-62,
Eppendorf). Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
2,16 ml vorgewarmtem Fibroblasten-Kulturmedium unter Zusatz von 600 pl
FBS und 240 pl DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in zwei
Kryorohrchen (TPP; je 1,5ml) aufgeteilt. Die Kryorohrchen wurden
abschliellend schnellstmoglich in den CoolCell® LX Cell Freezing
Container (Corning) transferiert und mitsamt dem Behalter bei -80 °C

eingefroren. Zur Langzeit-Aufbewahrung wurden die Kryoréhrchen
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frihestens nach 24 h auf Trockeneis in den Stickstofftank transferiert und

dort gelagert.

Zum Auftauen wurden die Kryorohrchen aus dem Stickstofftank auf
Trockeneis entnommen und anschliefend fur ca. 1 min in ein Wasserbad
bei 37 °C gegeben. Nach Auftauen der Zellsuspension in den Kryorohrchen
wurde diese in 10 ml vorgewarmtes Medium uberfuhrt und far 8 min bei
1000 rpm zentrifugiert (Centrifuge 5810 mit Rotor A-4-62, Eppendorf). Der
Uberstand inklusive des in Zellkultur toxischen DMSO wurde abgenommen,
die Zellen in 5-10 ml vorgewarmtes Medium (abhangig von der visuellen
GroRe des Zellpellets) aufgenommen und in ein 25 cm? oder 75 cm?
Zellkulturgefal transferiert. Nach 24 h erfolgte die Uberprifung der
Zelldichte unter dem Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon Instruments), sowie
bei Bedarf ein Wechsel des Kulturmediums. Bedarfskriterien waren eine
Verfarbung des Mediums (pH-Umschlag) oder eine erhohte Dichte an nicht
adharenten (somit vermutlich toten) Zellen.

3.5.4 Ernte von Zellen

Zur Ernte von Fibroblasten wurden diese analog zu Abschnitt 3.5.2 mit
Trypsin-EDTA abgeldést und in 9 ml vorgewarmtes Fibroblasten-
Kulturmedium aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 1000 g fur 10 min
(Centrifuge 5810) wurde der Uberstand abgesaugt. Nach zwei
Waschschritten mit je 10 ml vorgewarmter DPBS und ebenfalls
Zentrifugation bei 1000 g fur 10 min (Centrifuge 5810) wurden die Zellen
eines Zellkulturgefalles in 0,5-2 ml DPBS resuspendiert. Eine bzw. mehrere
Zellsuspensionen derselben Zelllinie wurden in ein 1,5ml oder 2 mi
Reaktionsgefaly uberfuhrt und erneut fur 5 min bei 1000 g zentrifugiert
(Centrifuge 5418, Eppendorf). Nach Absaugen des Uberstandes wurden
die Zellpellets (i. d. R. zwei bis drei 75 cm? Zellkulturgefae pro Pellet) bei

-80 °C bis zur weiteren Verwendung fur mind. eine Stunde eingefroren.
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3.6 Qualitativer und semiquantitativer Nachweis der
Kandidatengenexpression auf Proteinebene

Um fur die Kandidatengene DBR7 und SEC31B qualitative und
semiquantitative Analysen auf Proteinebene durchfuhren zu kdnnen, wurde
die Methode des Western Blots gewahlt. Hierbei wurde der
Gesamtproteingehalt aus Fibroblasten- Zellpellets (s. Abschnitt 3.5.4)
extrahiert und mittels SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Schlie3lich konnten die Proteine durch Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran fur die Markierung mittels Primarantikorper und
nachfolgende Detektion mittels fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper
zuganglich gemacht werden (Towbin et al., 1979).

In Vorexperimenten wurden verschiedene Optimierungsschritte getestet.
Diese umfassten vor allem die Wahl des fur die Proteinextraktion
verwendeten Lysepuffers, die Art und die Konzentration der fur die SDS-
PAGE bendtigten Polyacrylamidgele und die Art des verwendeten Blocking-
Puffers. In den nachfolgenden Abschnitten wird lediglich die Methodik
dargestellt, welche fur die im Ergebnisteil (s. Kapitel 4) dargestellten Daten

verwendet wurde.

3.6.1 Proteinextraktion aus Zellpellets

Die bei -80 °C gelagerten Fibroblasten-Zellpellets wurden zunachst fur ca.
20 Min auf Eis aufgetaut. Alle weiteren Arbeitsschritte zur Proteinextraktion
wurden, soweit moglich, ebenfalls auf Eis durchgefuhrt.

Abhangig von der visuell abgeschatzten Grofde des Zellpellets wurden nach
Auftauen der Zellpellets zwischen 10 und 100 pl Lysis- oder
Extraktionslysepuffer unter  Zusatz von 10x Proteaseinhibitor
(Endkonzentration 1 x) hinzugegeben und bei 4 °C fur 20 min unter
leichtem Schutteln inkubiert. Die in den Zellpellets enthaltene DNA wurde
mit dem Ultraschallhomogenisator UW 2200 (BANDELIN electronic GmbH
& Co. KG; Parameter: 5 s, 3 Zyklen, Power: 40 %) geschert. Zertrimmerte
DNA und enthaltene Zellreste wurden abschlieend fur 2 min bei 16000 g
(Centrifuge 5417C, Eppendorf) abzentrifugiert. Die so erhaltenen
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Uberstande (Proteinlysate) wurden in den folgenden Arbeitsschritten
weiterverwendet oder bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Bei einigen Western Blots wurden Kontrolllysate aus anderen Zelltypen
verwendet (HEK- und RPE-Zellen, sowie CPT-Blut). Diese zusatzlichen
Kontrollen wurden freundlicherweise von Dr. rer. nat. Rebecca Buchert-Lo

zur Verfugung gestellt. In diesem Fall entfiel die Proteinextraktion.

3.6.2 Bradford-Test

Um eine standardisierte Menge Proteingemisch aus den Lysaten fur die
nachfolgende Polyacrylamidgelelektrophorese vorbereiten zu konnen,
erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Lysate mittels
Bradford-Test (Bradford, 1976). Hierfur war die Erstellung einer
Standardkurve bei definierten Proteinkonzentrationen von bovinem
Serumalbumin (BSA, bovine serum albumin) nétig. Das Pipettierschema,
sowie die resultierenden Proteinkonzentrationen der BSA-Standardreihe
konnen Tabelle 3.9 entnommen werden. Die Probenansatze wurden in

einer Verdinnung von 1:500 entsprechend Tabelle 3.10 vorbereitet.

Tabelle 3.9: Pipettierschema der BSA-Standardreihe fiir den Bradford-Test

Bezeichnung ddH:O BSA-Lésung Bradford-Reagenz Proteinkonzentration

[pi] [pi] [pi] [pg/mi]

S1 240 0 60 0

S2 2325 75 60 1,25
S3 225 15 60 2,5

S4 210 30 60 5

S5 195 45 60 7.5

S6 180 60 60 10

S7 150 90 60 15

S8 120 120 60 20

Anmerkung: Die BSA-Ldsung lag in einer Konzentration von 0,06mg/ml vor. Bradford-
Reagenz bezeichnet das Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories).
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Tabelle 3.10: Pipettierschema der Probenansatze fir den Bradford-Test

Bezeichnung Volumen [pl]
Probe des zu messenden Proteinlysats 0,6

H20 239,4
Bradford-Reagenz 60

Anmerkung: Bradford-Reagenz bezeichnet das Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(Bio-Rad Laboratories).

Nach Erstellung aller Ansatze (Standardreihe und Probenansatze) wurden
diese durch kurzes vortexen homogenisiert und fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Ansatze wurden anschlielRend auf eine 96-
Well Platte transferiert (je 100 pl, in Triplikaten) und die Extinktionswerte
konnten mittels des Plattenlesers Synergy™ HT und der Software Gen5
(Version 2.01.14; beide Bio-Tek Instruments) bei einer Wellenlange von
595 nm ermittelt werden.

Fur die Berechnung der Proteinkonzentration der Proben wurde zunachst
aus den ermittelten Werten des dekadischen Absorptionsmalies der
Standardreihe und der Proben jeweils ein Mittelwert (Asgs) gebildet. Von
diesen Mittelwerten wurde anschlieRend der Mittelwert der Blindprobe
(Konzentration O pg/ml) abgezogen (Asgs*). AnschlieRend erfolgte auf Basis
der berechneten Werte (Asgs*) fur die Standardreihe die Ermittlung einer
Standardkurve mittels linearem Regressionsmodell. Die
Determinationskonstante R? ist hierbei ein MaR der Giite der Standardreihe.
Ein Wert von R? 2 0,97 wurde als ausreichend angesehen.

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden schlieBlich nach
nachfolgender Formel berechnet:

Proteinkonzentration [t—‘ﬂ =

Asgs* Mittlere dekadische Absorbanz (alt: Extinktion/Optische Dichte) der
Proben nach Abzug des Mittelwertes der Asgs der Blindprobe

Asgs *
*

m

m Steigung der erstellten Standardkurve
d Dilutionsfaktor, hier: 0,5 (Multiplikation mit dem Faktor 500 aufgrund
der Probenverdinnung 1:500 und Division durch den Faktor 1000

aufgrund der Umrechnung von ml in pl)
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3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konnen die in
den Lysaten (s. Abschnitt 3.6.1) enthaltenen Proteingemische nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Bei dieser Methode bindet das
negativ geladene Detergenz SDS reversibel an die Peptidbindungen der
denaturierten Proteine, sodass die Eigenladungen der Proteine
vernachlassigbar werden und eine Abhangigkeit der
Wanderungsgeschwindigkeit von der MolekulargroRe erreicht wird
(Laemmli, 1970).

Es erfolgte zunachst die Vorbereitung eines Bis-Tris Polyacrylamidgels in
einem Gestell aus Glasplatten (Bio-Rad Labaratories, Dicke: 0,1 cm Breite:
8,3 cm, Trennstrecke: 7,3 cm). Als erster Schritt wurde zunachst eine 8 %
oder 10 %ige Trenngelldsung je nach gewunschter Trennscharfe anhand
Tabelle 3.11 angesetzt und durch mehrmaliges Invertieren homogenisiert.
Ca. 4,5 ml der Trenngellosung wurden in den Spalt zwischen den beiden
Glasplatten (short plate und spacer plate) des Gestells gegossen. Es
erfolgte eine Uberschichtung mit Isopropanol (70 %), um eine gleichmaRige
bzw. gerade Kante des Trenngels zu erreichen. Die Auspolymerisierung
erfolgte fur ca. 20 min bei Raumtemperatur.

Nach Verwerfen des Isopropanols wurde eine 6 %ige Sammelgellésung
anhand Tabelle 3.12 angesetzt und ebenfalls durch mehrmaliges
Invertieren homogenisiert. Ca. 1,5 ml der Sammelgellésung wurden auf das
Trenngel gegossen. Ein entsprechender Taschenkamm  wurde
abschlieBend auf das Glasgestell und in das Sammelgel gesteckt. Die
Auspolymerisierung erfolgte auch hier fur ca. 20 min bei Raumtemperatur.
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Tabelle 3.11: Ansatze fir eine 8 % oder 10 %ige Trenngelldsung

8 % Trenngel 10 % Trenngel
Bezeichnung Volumen Volumen
3,5x Bis-Tris Puffer 1,42 ml 1,42 ml
Acrylamid (30 %) 1,34 mi 1,67 mi
ddH20 2,24 mi 1,91 mi
APS (10 %) 30 30
TEMED 4l 4l

Tabelle 3.12: Ansatz flr eine 6 %ige Sammelgellésung

Bezeichnung Volumen [pl]
3,5x Bis-Tris Puffer 1420
Acrylamid (30 %) 1000

ddH20 2580

APS (10 %) 30

TEMED 4

Bei Verwendung eines vorgefertigten Invitrogen™ Bolt™ 4-12 % Bis-Tris
Plus Gels (Thermofisher Scientific) entfiel die Vorbereitung eines

handgefertigten Gels.

Vor Durchfuhrung der Gelelektrophorese war eine Probenvorbereitung zur
Denaturierung der in den Lysaten enthaltenen Proteine durch das
Detergenz LDS und das reduzierende Thiol DTT nétig. Die folgenden
Schritte zur Probenvorbereitung der Lysate wurden, sofern nicht anders
spezifiziert, auf Eis durchgefuhrt.

Hierzu wurden die Volumina der Lysate, welche eine vorher definierte
Proteinmenge (je nach Fragestellung 15-50 pg) enthielten, einem Ansatz
mit 4x LD-Puffer (Endkonzentration: 1x), 1M DTT-L6sung
(Endkonzentration: 0,1M) und ddH2O zugefuhrt. Das jeweils verwendete

Gesamtvolumen der Ansatze richtete sich nach der TaschengrofRe des
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Polyacrylamidgels (max. 20 pl fur 15-Well Gele und max. 30 ul far 10-Well
Gele). Alle Ansatze wurden durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert, fur
10 min bei 90°C im ThermoStat Plus (Eppendorf) inkubiert und

anschlie3end unverzuglich auf Eis gestellt.

Nach Abschluss der Probenvorbereitung wurde das gegossene
Polyacrylamidgel bzw. das vorgefertigte Gel in eine mit 1x MOPS-Puffer
gefullte  Elektrophoresekammer  (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories bzw. SE 300 miniVE Integrated
Vertical Electrophoresis and Blotting Unit, Hoefer) uberfuhrt und
anschliefend der Taschenkamm vorsichtig entfernt. Um Gelreste aus den
Taschen zu entfernen, wurden diese anschlie3end vorsichtig mit 1x MOPS-
Puffer gespult. Die Beladung der einzelnen Taschen erfolgte jeweils mit
dem kompletten Volumen eines der Probenansatze, sowie 5 pl
unterschiedlicher ProteingroRenstandards (Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards, Bio-Rad Laboratories und Invitrogen™ SeeBlue™ Pre-
stained Protein Standard, Thermo Fisher Scientific). Unbeladene Taschen
wurden mit dem fur die Probenvorbereitung pro Probe verwendeten
Volumen an 4x LD-Puffer befullt, um eine ungleichmallige Lauffront zu
verhindern.

Nach dem Beladen aller Taschen wurde die Gelelektrophorese durch die
Anlage einer Spannung von 80 V gestartet. Sobald die Lauffront sich am
unteren Ende des Sammelgels befand, wurde die Spannung von 80 auf
120 V erhoht. Bis die Lauffront das untere Ende des Gels fast erreicht hatte,
wurde die Elektrophorese bei dieser Spannung durchgefuhrt. Sie wurde
schlie3lich durch Entfernen der Spannung beendet.

3.6.4 Western Blot

Um die im Rahmen der SDS-PAGE nach Molekulgroe aufgetrennten
Proteine fur eine Immundetektion durch fluoreszierende Antikorper

zuganglich zu machen, wurden die Proteine zunachst auf eine
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Nitrocellulosemembran Uberfuhrt. Dieses erfolgte mit der Methode des
Western Blots.

Zunachst wurde eine 0,2 ym starke Nitrocellulosemembran (Amersham™
Protran® Premium 0,2 ym NC (Nitrocellulose Blotting Membran), GE
Healthcare Life Science) auf die GrolRe des Trenngels zugeschnitten und
anschlielfend fur ca. 10 Min in Transfer-Puffer (1x; Zusatz von 15 %
Methanol zur Aktivierung der Membran) inkubiert.

Anschliel3end erfolgte die Vorbereitung der Blotting-Kassette (Hoefer). Ein
bereits mit Transfer-Puffer durchtrankter Schwamm (Hoefer), gefolgt von
einem durchtrankten Filterpapier (0,8 mm stark, biostep) und der
Nitrocellulosemembran wurden auf der einen Seite der Kassette
Ubereinander geschichtet. Nach Abtrennen des Sammelgels wurde das
Trenngel vorsichtig aus dem Glasgestell herausgelost und auf die
Nitrocellulosemembran gelegt. Falls sich Luftblasen zwischen
Nitrocellulosemembran und Gel gebildet hatten, wurden diese durch
vorsichtige Applikation von Transfer-Puffer entfernt. Auf das Gel wurden
ebenfalls ein mit Transfer-Puffer durchtranktes Filterpapier und ein
durchtrankter Schwamm geschichtet. Abbildung 3.1 zeigt den Aufbau der
Blotting-Kassette schematisch.

O |

Schaumstoffpads

Fiterpapier

Membran
Gel

Fiterpapier

Schaumstoffpads

Abbildung 3.1: Aufbau einer Blotting-Kasette

Die Abbildung zeigt den Aufbau einer vorbereiteten Blotting-Kasette und die bendtigten
Komponenten - Schwamm bzw. Schaumstoffpads, Filterpapiere, Polyacrylamidgel (Gel)
und Nitrocellulosemembran (Membran) - sowie die korrekte Orientierung an Kathode
(Pluszeichen) und Anode (Minuszeichen).

Nach  Einfuhren der Kassette —mit korrekter  Orientierung
(Nitrocellulosemembran auf Seite der Kathode, s. Abbildung 3.1) in den mit
1x Transfer-Puffer gefullten Transfertank (TE 22 Mighty Small Transfertank,
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Hoefer) wurde der Proteintransfer mit einer Spannung von 80 V je nach

Fragestellung fur 1,5 - 2 h bei 4 °C unter leichtem Ruhren durchgefuhrt.

Der Erfolg und die Qualitdt des Proteintransfers wurden vor der
Durchfihrung einer Immundetektion mittels einer reversiblen Ponceau-
Farbung kontrolliert. Hierfur wurde die Membran aus der Blotting-Kassette
entnommen, in eine Schale mit ddH2O Uberfuhrt und unter leichtem
Schwenken von eventuell vorhandenen Gelresten gereinigt. Anschlielend
erfolgte eine Uberschichtung mit Ponceau S staining solution und eine
Inkubation fur ca. 5 Min. Die Membran wurde schlie3lich erneut in eine
Schale mit ddH2O gelegt, um ungebundenen Ponceau S-Farbstoff zu
entfernen. Bei der nachfolgenden Qualitatsbeurteilung wurden die
Gleichmaligkeit der nebeneinander vorhandenen Spuren, sowie eventuell
vorhandene  grobe  UnregelmafRigkeiten, beispielsweise  durch
unvollstandigen Transfer bei vorhandenen Luftblasen, bewertet.

Die Membran wurde abschlieRend auf ihre endgultige GroRe zugeschnitten,
indem alle Teile ohne sichtbare Ponceau-Proteinfarbung entfernt wurden.

3.6.5 Immundetektion

Nach als erfolgreich beurteiltem Proteintransfer wurde eine Immundetektion
mit spezifischen Antikdrpern fur die zu untersuchenden Zielproteine
angeschlossen. Hierbei wurden die Zielproteine zunachst mit einem
Primarantikorper  markiert, welcher nachfolgend durch einen
Sekundarantikorper mit Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht werden
konnte.

Die Membran wurde zunachst in ein 50 ml Probenréhrchen (Greiner)
uberfuhrt.

Im nachsten Schritt erfolgte die Absattigung der vorhandenen freien
Bindungsstellen der Membran durch Inkubation mit 25 ml Blocking-Puffer
(5 %, magermilchbasiert) fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichter
Rotation. Dieser Schritt war notig, um unspezifische Bindungen der

nachfolgend verwendeten Antikorper zu verhindern.
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Nach kurzem Waschen fur ca. 5 min in 10 ml 1x tris buffered saline with
tween (TBS-T) zur Entfernung von Resten der Magermilchlosung unter
leichter Rotation, erfolgte die Inkubation mit 5 ml eines Gemisches aus
Primarantikorpern (Antikorper gegen das Zielprotein und Antikorper gegen
das Haushaltsgen GAPDH) in 1x TBS-T (Zusatz von Natriumacid 2 % in
einer Verdunnung 1:100). Die eingesetzte Verdunnung des
Primarantikorpers gegen das Haushaltsprotein GAPDH lag bei allen
durchgefuhrten Immundetektionen bei 1:2500. Die eingesetzten
Verdinnungen der Primarantikbrper gegen die zu analysierenden
Zielproteine variierten je nach Fragestellung von 1:500 — 1:2500. Tabelle
3.13 zeigt beispielhaft den Ansatz eines Primarantikdrper-Gemisches fur
das Zielprotein DBR1 und einer Verdunnung des entsprechenden
Antikorpers auf 1:1000. Die Inkubation mit den Primarantikérpern wurde
Uber Nacht (ca. 14-16 h) bei 4 °C unter leichter Rotation durchgefuhrt.

Tabelle 3.13: Beispielansatz eines Primarantikorper-Gemisches

Bezeichnung Volumen

1x TBS-T 5ml
Mouse-anti-GAPDH (Santa Cruz), 1:2500 2 pl
Rabbit-anti-DBR1 (Proteintech), 1:1000 S5l

Natriumacid (NaNs), 1:100 50 pl

Anmerkung: Natriumazid dient hier als antimikrobieller Zusatz, um das Primarantikorper-
Gemisch haltbarer und wiederverwendbar zu machen.

Am Folgetag wurde die Losung aus Primarantikdrpern zunachst aus dem
Probengefald mit der Membran entfernt und die Membran drei- bis viermal
mit jeweils 10 ml 1x TBS-T fur 5-10 min bei Raumtemperatur unter leichter
Rotation gewaschen.

Parallel hierzu erfolgte der Ansatz einer Losung mit Sekundarantikdrpern
(fluoreszenzbasiert), dessen Volumina und Verdinnungen Tabelle 3.14
entnommen werden kdnnen. Alle Arbeitsschritte mit fluoreszenzbasierten

Antikorpern erfolgten unter Lichtauschluss.

95



Tabelle 3.14: Ansatz fur die Losung mit Sekundéarantikérpern

Bezeichnung Volumen Verdiinnung
1x TBS-T 5 ml -

IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit (LI-COR®) 0,5 ul 1:10000
IRDye® 800CW Goat anti-Mouse (LI-COR®) 0,5 pl 1:10000

Nach erfolgten Waschschritten wurde die Membran mit dem
Sekundarantikdrpergemisch (5 ml) fur eine Stunde bei Raumtemperatur
unter leichter Rotation inkubiert. Die Losung mit Sekundarantikorpern
wurde verworfen. Nach erneutem drei- bis viermaligem Waschen mit 10 ml
1x TBS-T fur jeweils 5-10 min bei Raumtemperatur unter leichter Rotation,
konnten die gebundenen Sekundarantikorper (fluoreszenzbasiert) mit dem
LI-COR® Odyssey® Fc Imaging System und der Software Image Studio™
(Version 2.1.10; beide LI-COR® Biosciences) detektiert werden. Tabelle
3.15 zeigt die Detektionswellenlangen und die Belichtungszeiten.

Tabelle 3.15: Detektionswellenlangen und Belichtungszeiten

Detektionswellenlange Belichtungszeit
600 nm 0,5 min
700 nm 10 min
800 nm 10 min

3.6.6 Stripping und Reprobing

Um eine erneute Detektion derselben Nitrocellulosemembran mit einem
anderen als den zunachst verwendeten Primarantikdrper durchzufuhren,
wurde die entsprechende Membran gestrippt und erneut mit Primar- und
Sekundarantikorpern inkubiert. HierfUr wurde die Membran zunachst
zweimal fur 10 min mit 10 ml Mild Stripping Buffer (pH 2,2) unter Rollen
inkubiert und anschliellend zweimal mit 10 ml DPBS fur 10 min unter Rollen
gewaschen. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 10 ml 1x TBS-T fur
5min, konnte die Membran erneut fur 1h Dblockiert werden

(magermilchbasiert, s. Abschnitt 3.6.5). Die Inkubation mit dem
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Primarantikorpergemisch, die Waschschritte und die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrpergemisch, sowie die Detektion der
Nitrocellulosemembran erfolgten anschliefend analog Abschnitt 3.6.5.

Anmerkung: Das Stripping und Reprobing von Membranen erfolgte
lediglich fur Membranen bei denen zwei Primarantikorper zur Markierung
des Zielproteins zur Verfugung standen. Dies war nur fur das Zielprotein
SEC31B der Fall (vorliegende Antikdrper von abcam und Aviva Systems

Biology Corporation).

3.6.7 Messung der Signalintensitaten der detektierten Banden

Um semiquantitative Berechnungen der Expression auf Proteinebene fur
das Kandidatengen DBR1 durchfuhren zu kdnnen, wurden die detektierten
Signalintensitaten der Banden fur das Zielprotein DBR1 und fur das
Haushaltsprotein GAPDH gemessen. Hierfur wurde die Software Image
Studio™ (Version 2.1.10, LI-COR® Biosciences) verwendet.

Als Erstes wurden die Fluoreszenzbanden der gegen die Ladekontrolle
(Haushaltsprotein GAPDH) gerichteten Antikorper im 700 nm-Kanal in den
einzelnen Spuren der Proben bei ca. 35 kDa (erwartetes Molekulargewicht
von GAPDH) anhand des Proteingrolenmarkers aufgesucht und
entsprechend den Herstellerangaben mit je einem Messrechteck umfahren.
Mittels der Profil-Funktion der Software wurde anschlieBend eine
Feinjustierung der Messrechtecke vorgenommen, sodass die komplette
und ausschlieRliche Erfassung der Signale der Banden von Interesse
sichergestellt wurde.

Analog zu der Messung der Signalintensitaten fur die Banden bei 35 kDa
(Haushaltsprotein GAPDH) wurde ebenfalls fur die Fluoreszenzbanden des
gegen das Zielprotein DBR1 gerichteten Antikorpers bei ca. 62 kDa
(erwartete Molekulargrofde von DBR1) im 800 nm-Kanal verfahren.
Abschliel3end wurde far beide Kanale eine manuelle
Hintergrundsubstraktion durch Positionierung eines Messrechteck uber die
gesamte Breite der Membran (ohne Erfassung der Spuren des
Proteingrofienmarkers) im Bereich nahe der gemessenen
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Fluoreszenzbanden (ohne Erfassung von unspezifischen Banden)

festgelegt.

3.6.8 Statistische Auswertung der Signalintensitaten

Im Anschluss an die Hintergrundsubstraktion wurden die resultierenden
Signalintensitaten statistisch ausgewertet. Dazu wurde zunachst die
Signalintensitat fur das Zielprotein (DBR1) der einzelnen Spuren auf die
Signalintensitat der jeweiligen Ladekontrolle (GADPH) normalisiert.
AnschlieBend wurden die relativen Signalintensitaten far die
Patientenproben und Kontrollen berechnet. Hierfur erfolgte die Kalkulation
des Mittelwerts der jeweiligen Proben der unterschiedlichen Zelllinien
bezogen auf die Membranen. Die normalisierten Signalintensitaten wurden
schlie3lich durch den Zelllinien-spezifischen Mittelwert der Membran geteilt.
Die Berechnung der relativen Signalintensitaten war erforderlich, um die
unterschiedlichen Membranen miteinander zu vergleichen.

Nach den beschriebenen Berechnungen wurden die Werte der einzelnen
Gruppen (Proben der Zelllinien mit vorhandener Mutation im Gen DBR1 und
die Proben der Kontrollzelllinien) mittels der Software JMP® (Version
13.0.0, SAS Institute) auf Normalverteilung und Varianzgleichheit
(Standardtests der Software JMP®: Shapiro-Wilk-Test und Levene-Test,
jeweils mit a = 0,05) uberpruft. Trotz kleinem n (n =6) in den einzelnen
Gruppen wurde eine Normalverteilung und eine Varianzgleichheit
angenommen, da bei einem nichtparametrischen Test die Power des
anschlieRendem Signifikanztest zu gering ware und bei steigender Zahl der
durchgefuhrten Western Blots sich unter methodisch einwandfreien
Umstanden eine Normalverteilung ergeben musste. Daher wurden
Zweistichproben t-Tests fur unabhangige Stichproben (a = 0,05) fur jedes
Paar Patient und Kontrolle, sowie fur die Kontrollen untereinander
(Gesamtzahl: 6) mittels der Software JMP® durchgefuhrt. Die Bonferroni-
Korrektur wurde zur Adjustierung des a-Niveaus bei multiplem Testen

angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 DNA- und RNA-Sequenzierungen

Bei einem Untersuchungskollektiv von 16 Individuen und teilweise deren
gesunden Eltern, sowie weiteren betroffenen Geschwistern wurden
umfangreiche genetische Untersuchungen durchgefuhrt. Sequenzierungen
des gesamten Genoms (TruSeq DNA PCR-Free Kit for Illumina®, New
England Biolabs) oder des proteinkodierenden Genoms (Exom;
SureSelectXT Human All Exon V6 Kit, Agilent Technologies), sowie der
Gesamtheit der mRNA aus Fibroblasten (RNA-Seq; NEBNext® UltraTM Il
RNA Library Prep Kit for lllumina®, New England Biolabs) wurden auf der
NovaSeq 6000-Plattform (lllumina) durch die Core Facility des NGS
Competence Center Tubingen (Leitung: Dr. Nicolas Casadei) durchgefuhrt.
Nachfolgend wurde eine bioinformatische Aufarbeitung der Rohdaten durch
standardisierte institutsinterne Pipelines (s. Abschnitt 3.2) vollzogen.

In Vorarbeit von Dr. rer. nat. Rebecca Buchert-Lo und Dr. med. Lucia
Laugwitz, sowie weiteren Mitarbeiterlnnen des Instituts fir Angewandte
Genetik und Medizinische Genomik Tubingen erfolgte eine Auswertung der
Exom- und Genomsequenzierungen im diagnostischen Kontext. Hierdurch
wurde bei einigen Patientinnen bereits die Priorisierung eines oder
mehrerer sog. Kandidatengene (Klasse 3-Variante nach ACMG, vgl.
Abschnitt 3.3.3) vorgenommen. Ferner wurde durch die klinisch tatigen
Kolleglnnen und einweisenden Arztlnnen bei einigen Patientlnnen bereits
anhand des Phanotyps (s. Tabelle 1.1 und Tabelle 1.2) ein Verdacht
bezuglich eines Defektes in einem spezifischen Gen oder einer Gruppe von
Genen ausgesprochen. Diese Verdachtsmomente und Priorisierungen
wurden durch eine erneute Auswertung im Rahmen dieser Arbeit Uberpruft
und mittels der zusatzlichen Ebene der RNA-Sequenzierungen erganzt.
Zudem wurden ebenfalls Patientinnen untersucht, bei welchen bisher keine
Verdachtsmomente bezuglich eines oder mehrerer Kandidatengene
bestand.
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Nach  Durchlaufen  der  bioinformatischen  Pipeline  inklusive
Qualitatskontrollen (s. Abschnitt 3.2) wurden in den einzelnen Proben fur
die Genomsequenzierungen der Betroffenen ca. 300.000 — 500.000
Varianten ausgegeben. Bei den Proben fur die Exomsequenzierungen
ergaben sich Gesamtzahlen von ca. 65.000 —90.000 Varianten pro
Individuum.

Diese Varianten wurden mithilfe standardisierter Filterungsschritte (s.
Abschnitt 3.3.2) reduziert, um eine Auswertung zu ermoglichen. In einem
ersten Schritt wurden seltene Varianten isoliert, indem solche mit einer
Allelfrequenz (minor allele frequency, MAF) grofl3er als 0,1 % in der Genome
Aggregation Database (gnomAD) ausgeblendet wurden.

Anschliellend erfolgte eine Filterung nach weiteren Kriterien (s.
Abschnitt 3.3.2). Durch Durchsicht der einzelnen Varianten im Integrative
Genomics Viewer (IGV, Version 2.4.19) konnten die Varianten auf Qualitat
Uberpraft und unter anderem technische Artefakte identifiziert werden.
Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick (iber die Art der Sequenzierung (WGS oder
WES) und die Anzahl der nach den Filterschritten verbleibenden Varianten
fur die einzelnen Individuen.

Bei den meisten Individuen wurden sog. Trio-Analysen (Eltern-Kind-
Analyse) oder Multi-Analysen mit anderen Betroffenen aus der Familie
durchgefuhrt (s. Abschnitt 3.2.4). Die Art der Analysen und die
verbleibenden Varianten nach den entsprechenden Filterschritten (s.
Abschnitt 3.3.2) konne££n Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3 entnommen werden.
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Tabelle 4.1: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den beschriebenen Filterungsschritten in Proben der einzelnen Individuen

Individuum Art Familie Gesamt Allele-frequency Recessive Recessive Dominant Dominant Homozygot/

based stringent relaxed stringent relaxed comp.-het. trunkierend
MS001 WES - 66996 336 12 28 8 141 1
MS002 WGS - 357787 879 42 179 7 235 3
MS003 WGS - 305414 386 27 65 14 138 3
MS005 WES - 67765 321 6 31 13 130 0
MS006 WGS 1 351919 594 76 201 20 208 2
MS007 WGS 1 369733 586 58 145 21 202 2
MS008 WES - 67763 568 32 90 13 223 1
MS009 WES - 67170 373 14 45 18 182 0
MS010 WGS 2 363014 533 28 102 19 178 2
MSO011 WGS 2 371481 509 25 123 16 153 2
MS012 WGS 3 299142 369 11 52 13 133 0
MS013 WGS - 337778 379 26 67 17 139 4
MS014 WES 4 66723 419 19 53 17 188 0
MS015 WES 4 66507 398 22 50 15 167 0
MS016 WGS 5 340304 434 26 93 16 166 7
MS017 WGS 5 300321 435 25 94 17 168 7



Tabelle 4.2: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den beschriebenen Filterungsschritten fir die durchgefiihrten Multi-Analysen

Familie Individuen Art Allele-frequency Multi-sample  Multi-sample  Multi-sample Bemerkung
based multi recessive comp.-het. dominant
1 MS006 WGS 962 30 13 228 Dritter Bruder nicht eingeschlossen
MS007 (kein WGS vorhanden)
2 MS010 WGS 896 13 29 244
MSO011
3 MS012 WGS 682 4 8 161 Zweiter Bruder nicht
eingeschlossen
4 MS014 WES 603 2 12 152
MSO015
5 MS016 WGS 615 30 38 370
MS017
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Tabelle 4.3: Anzahl der verbleibenden Varianten nach den beschriebenen
Filterungsschritten fiir die durchgefiihrten Trio-Analysen

Individuum Art Allele-frequency based trio Trio stringent Trio relaxed
MS005 WES 892 10 73
MS008 WES 1215 17 104
MS009 WES 945 12 95

Mithilfe zu den WGS- oder WES-Tracks parallel im IGV angezeigten RNA-
Seqg-Daten der Dbetroffenen Individuen und jeweils drei zufallig
ausgewahlten Kontrollen konnten die entsprechenden genomischen
Varianten direkt auf ihre Expression und eventuelle Bedeutung fur die RNA-
Synthese unter anderem auch durch Uberpriifen des Spleiens mittels
Sashimi-Plot beurteilt werden. Aus diesem Grund konnten eventuell
priorisierte Klasse-3-Varianten verworfen oder der Verdacht erhartet
werden. Tabelle 4.4 fasst die Kandidatengene, Grinde fur deren Auswabhl
und die resultierenden Erkenntnisse aus der Analyse der RNA-Seq-Daten

Zusammen.

Bei einem Groldteil der Individuen (10 von 16 [~63 %]) ergaben sich aus
dem klinischen Phanotyp (fur einen Gesamtiuberblick s. Tabelle 1.1 und
Tabelle 1.2 in Abschnitt 1.6) in Kombination mit der ersten diagnostischen
Auswertung der WGS/WES bereits Verdachtsmomente bezuglich eines
oder mehrerer Kandidatengene. Bei 40 % (4 von 10) dieser Patientlnnen
ergaben sich durch die RNA-Seq Zusatzbefunde, die den Verdacht
bezuglich der bereits entdeckten Klasse 3-Varianten erharteten bzw. in
einem Fall zur Klassifizierung einer wahrscheinlich pathogenen Variante
fuhrten. Bei zusatzlich drei Individuen (3 von 16 [~18 %]) fuhrte die erneute
Auswertung der Genom- bzw. Exom-Daten mit der zusatzlichen Ebene des
Transkriptoms zur Entdeckung weiterer Kandidatengene (s. Tabelle 4.4).
Insgesamt ergibt sich somit ein Zugewinn an unter Umstanden diagnostisch
wertvollen Information bei einem Grof3teil der hier vorgestellten Kohorte
(7 von 16 [~44 %]) durch die Sequenzierung der mRNA. Eine Variante im
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Gen HUWET1 konnte zudem als wahrscheinlich pathogen (Klasse 4 nach
ACMG) klassifiziert werden.

Daher wurden fur vielversprechende Kandidatengene (Individuen in Tabelle
4.4 zusatzlich grau markiert) weitere molekulargenetische Analysen im
hausinternen Forschungslabor durchgefuhrt. Die Phanotypen der
entsprechenden Individuen, die identifizierten Varianten und die weiteren
Analysen, sowie die abschliefende Klassifikation der Mutationen sollen im

nachfolgenden Ergebnisteil ausfuhrlich dargestellt werden.
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Tabelle 4.4: Ubersicht iber Kandidatengene, Auswahlgriinde und Erkenntnisse aus RNA-Seg-Daten

Familie Individuum Kandidatengen Zusatzbefunde Kandidatengen Auswahlgrund bekanntes Krankheitsgen
vor RNA-Seq durch RNA-Seq nach RNA-Seq
MS001 v SEC31B x SEC31B Trunkierende Variante x
MS002 v DBR1 x DBR1 Phanotyp V virale Hirnstamminfektionen
(OMIM #619441)
MS003 x x x x
MS005 v HUWE1 v HUWE1 X-Inaktivierung gestort v X-chromosomale Form geistiger
Expression herabgesetzt  Behinderung (OMIM #309590)
1 MS006 X v OSCP1 Spleil-Defekt + X
MS007 Literaturrecherche
MS008 v SQRDL, GANC % SQRDL, GANC' 's. unten
MS009 v FASTKD3 V4 FASTKD3 praferentielle Expression X
Missense-Variante; comp.-
het. frameshift-Variante
2 MS010 x x x x
MS011
3 MS012 X v NSUN4 Spleil-Defekt X
MS013 v EIF4EBP2 x EIF4EBP2 Pathway + Phanotyp x
4 MS014 v SDHB x SDHB x
MS015
5 MS016 v GANC V4 GANC Praferentielle Expression %
MS017 Missense-Variante;

comp.-het. -Variante

Anmerkung: Die graue Markierung kennzeichnet die Individuen fiir welche tlw. weitere Untersuchungen im Forschungslabor durchgefiihrt wurden bzw.

welche in den folgenden Abschnitten naher beschrieben werden. 'Durch anderweitige Analysen ohne RNA-seq wurde SQRDL in diesem Fall als pathogen

g9

beschrieben (s. Friederich et al., 2020).



4.2 Identifizierung einer Mutation in DBR1 bei Individuum MS002
4.2.1 MS002: Phanotyp

Individuum MS002 wurde als Kind von Cousins 1. Grades in Neuseeland
geboren. Die Eltern sind Angehdrige der indigenen Bevdlkerung
Neuseelands (Maori). Ein Stammbaum lag zum Zeitpunkt der Auswertung
dieser Arbeit nicht vor.

Die Schwangerschaft und die Geburt verliefen unauffallig. Das Madchen
wurde zum Termin reif geboren und zeigte Entwicklungsparameter (Grol3e
und Gewicht) im altersgerechten normalen Perzentilenbereich. Es wurde
sehr krauses Haar als einzige mogliche syndromale Auffalligkeit
beschrieben.

Im Alter von drei Monaten wurde Betroffene MS002 aufgrund von
generalisierten tonisch-klonischen Anfallen und komatésem Zustand nach
einer milden febrilen Infektion des oberen Respirationstraktes in eine Klinik
eingewiesen.  Durchgefuhrte  MRT-Aufnahmen  zeigten deutliche
Schwellungen beidseits im Bereich der Basalganglien und des Hirnstamms
(s. Abbildung 4.1). Eine Involvierung des Kleinhirns konnte ebenfalls
nachgewiesen werden. Virologische Untersuchungen ergaben einen
positiven Test auf das Respiratorische Synzytial-Virus (RSV). Eine
Liquoruntersuchung wurde nicht durchgefuhrt. Blutuntersuchungen
ergaben zusatzlich eine Konstellation passend zu einer mitochondrialen
Dysfunktion.

Die Diagnose einer akuten nekrotisierenden Enzephalopathie des
Kindesalters (acute necrotizing encephalopathy of childhood, ANEC,;
Mizuguchi et al., 1995, Mizuguchi, 1997) wurde gestellt. Individuum MS002
verstarb im Alter von vier Monaten.

Nebenbefundlich wurde ein bilateral vorliegendes Glaukom diagnostiziert.
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Abbildung 4.1: Exemplarisches MRT im Axialschnitt (T2-gewichtet) von MS002 auf Hohe
der Pons/Abgang VIII. Hirnnerv

Die Pfeile markieren den deutlich hyperintens dargestellten Hirnstamm, welches ein

typisches radiologisches Merkmal der ANEC darstellt.
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4.2.2 Auswertung der DNA- und RNA-Sequenzierungen

Bei Individuum MS002 wurde eine Exom-Sequenzierung in Kombination mit
der Sequenzierung der Eltern (Trio-Exom), eine Genom-Sequenzierung
und eine RNA-Sequenzierung durchgefuhrt. Die Daten ohne Trio-Analyse
ergaben 879 Varianten mit einer MAF <0,1 % und 179 Varianten fur einen
potenziell rezessiven Vererbungsmodus. Aulderdem wurden 235 Varianten
fur einen potenziell dominanten Vererbungsweg identifiziert.

Diese Anzahl an Varianten konnte durch die Analyse des Trio-Exoms
eingegrenzt werden. Es ergaben sich 33 homozygote Varianten,
41 compound-heterozygote Varianten und keine de novo Varianten.

Nach Uberpriifen aller Varianten auf technische Artefakte wurden anhand
des Phanotyps zwei potenziell interessante Missense-Varianten in

homozygotem Status identifiziert (s. Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Potenzielle Kandidatengene fir Individuum MS002

Gen Art Zygositat Position

DBR1 Missense homozygot ENST00000260803: c.461G>A, p.Arg>154Lys

PAICS Missense homozygot ENST00000264221: ¢.665G>C, p.Arg222Pro

Das Gen PAICS kodiert fur die Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase,
ein bifunktionales Enzym, welches mehrere Schritte der de novo
Purinbiosynthese  katalysiert. Defekte in anderen Genen der
Purinbiosynthese stellen bereits etablierte Krankheitsentitaten zu einem
weiten phanotypischen Spektrum, inkl. verschiedener neurologischer
Diagnosen dar (Dewulf et al., 2022). Die Variante ENST00000264221:
c.[665G>C];[665G>C], p.[Arg222Pro];[Arg222Pro] erschien aus diesem
Grund in Bezug auf Individuum MS002 zunachst interessant. Die Variante
ist aktuell zweimal in der gnomAD ausschliel3lich im heterozygoten Status
gelistet (Stand: 09.10.2025). Der PhyloP-Score steht mit 8,01 fur eine
hochkonservierte Stelle im Genom. In silico-Analysen sagen divergente
Ergebnisse auf die Proteinfunktion voraus — so ist die Variante nach
PolyPhen-2 benigne klassifiziert, wahrend fathmm-MKL- und CADD-Score
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einen potenziell schadlichen Effekt vorhersagen. Im gnomAD-Browser steht
ein o/e-Score von 0,92 (90 % Kl = 0,82 — 1,04) und ein Z-Score von 0,42
fur einen niedrigen Selektionsdruck im Gen PAICS gegenuber Missense-
Varianten. Allerdings finden sich lediglich drei ProbandInnen, welche eine
extrem seltene Missense-Variante (MAF <0,01 %) in homozygotem Status
aufweisen.

Die Variante hat keinen erkennbaren Effekt auf die RNA-Seq aus
Fibroblasten.

Das Gen PAICS wurde aus phanotypischen Grunden als Kandidatengen
fur MS002 verworfen. Kurzlich publizierten Pelet et al., 2019 eine Familie
mit zwei Fallen von homozygoten Missense-Mutationen, welche zu einer
PAICS-Defizienz fihrten. Der beschriebene Phanotyp bestand in schweren
mehrere Organsysteme betreffenden Fehlbildungen, welche bei beiden
Betroffenen zum Tod innerhalb weniger Tage fuhrten. Dies trifft keinesfalls
den Phanotyp von MS002, welche als zunachst gesundes Kind ohne
syndromale Auffalligkeiten geboren wurde.

Durch Literaturrecherche konnte die homozygot vorliegende Missense-
Mutation im Gen DBR71 (ENST00000260803: c.[461G>A];[461G>A],
p.[Arg>154Lys];[Arg>154Lys]) favorisiert werden (in Tabelle 4.5 grau
hinterlegt). Die Variante findet sich im gnomAD-Browser insgesamt drei Mal
ausschlieflich in heterozygoter Form (Stand: 09.10.2025) und scheint somit
extrem selten zu sein. Das Nukleotid wird mit einem PhyloP-Score von 7,43
als hochkonserviert vorhergesagt.

DBR1 ist ein acht Exons umfassendes Gen, welches fur das RNA lariat
debranching enzyme kodiert. Das Enzym sorgt fur die Konversion von
Intron-Lassos in lineare Molekule durch eine Hydrolyse der
2°-5'-Phosphodiesterbindungen und ermdglicht damit deren rapiden
Umsatz (Mohanta und Chakrabarti, 2021).

Die Variante von Individuum MS002 liegt am Ubergang zweier funktioneller
Domanen, der Kerndomane (Metallophosphoesterase) und des Lariat-
Erkennungsloops (Zhang et al., 2018). In silico-Tools (SIFT, PolyPhen-2,
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fathmm-MKL und CADD) sagen einheitlich einen voraussichtlich
schadigenden Effekt der Variante auf das Protein voraus.

Zhang et al., 2018 verdeutlichen in ihrer Publikation, dass DBR1 ein
hochkonserviertes Gen mit Intoleranz gegenuber schadlichen Varianten ist.
Ein o/e-Score von 0,87 (90 % Kl = 0,81 —0,94) fur Missense-Varianten in
der gnomAD spricht zwar fur eine hohere Toleranz des Gens gegenuber
Missense-Varianten (v. a. im heterozygoten Zustand). Aktuell finden sich
jedoch nur sechs homozygot ausgepragte Missense-SNPs mit einer
MAF <0,01 %, wovon keinem ebenfalls in allen In silico-Tools ein
schadlicher Effekt vorausgesagt wird. In der Datenbank finden sich bis dato
keine trunkierenden homozygoten Varianten — dies stutzt die These, dass
eine komplette DBR1-Defizienz vermutlich pranatal todlich ist (bisher keine
Berichte von lebenden DBR1/--M&usen, vgl. Zheng et al., 2015).

Auf Ebene des Transkriptoms ist c.461G>A bei MS002 homozygot
exprimiert, hat jedoch keinen erkennbaren Effekt auf die mMRNA — weder auf
die Expression im Vergleich zu Kontrollen noch auf das Muster des
Spleilkens im Sashimi-Plot.

Das Gen DBR1 wurde im Jahr 2018 erstmals zu viralen
Hirnstamminfektionen assoziiert (OMIM #619441; Zhang et al., 2018). Es
handelt sich hierbei um eine Suszeptibilitat des Hirnstamms gegenuber der
Infektion durch bekannte Krankheitsviren, i.S. einer angeborenen
herabgesetzten Hirnstamm-spezifischen Immunabwehr. Dieser
Pathomechanismus wurde bereits fur die Herpes-simplex-Enzephalitis,
welche ebenfalls spezifische Hirnregionen betrifft, implementiert (hier die
TLR3-regulierte IFN-a/B-Immunabwehr von Viren, s. u. a. Casanova, 2015).
Bemerkenswert in Bezug auf den Phanotyp von MS002 ist das Auftreten
von krausem Haar bei einer Probandin in der Kohorte von Zhang et al.,
2018.

Aufgrund des Phanotyps (ANEC in Zusammenhang mit einer RSV-

Infektion, krauses Haar) passend zur beschriebenen Literaturrecherche
wurde DBR7 in diesem Fall als klares Kandidatengen priorisiert. Die
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Variante (s. oben) wurde in die Klasse 3 nach ACMG eingeordnet, da sie
bisher nicht als pathogen in Bezug auf das beschriebene Krankheitsbild

publiziert wurde.

4.2.3 Qualitative und semiquantitative Analyse der Proteinexpression
mittels Western Blot

Western Blot-Analysen mit Proteinextrakten aus Fibroblasten von MS002
und gesunden Kontrollen wurden zum qualitativen und semiquantitativen
Nachweis von DBR1 durchgefuhrt (Methodik s. Abschnitt 3.6). Die
Immundetektion wurde hierbei mittels eines Primarantikorpers der Firma
proteintech (s. Abschnitt 2.5.1) durchgefuhrt.

Die vorhergesagte molekulare Masse fur das Protein in voller Lange betragt
~ 62 kDa (544 aa). Zhang et al., 2018 konnten in ihrer Arbeit zusatzlich eine
~ 40 kDa schwere Isoform, insbesondere in transformierten E. coli-Lysaten
und in geringerer Auspragung auch in HEK-Zellen, detektieren.

In einem ersten Vorexperiment zeigte sich eine gute Detektion von DBR1
als Bande bei ~70kDa in den Kontrollen, welche sich in deutlich
schwacherem Ausmall bei MS002 prasentierte. Es wurden keine Signale
im Bereich der in der Literatur vorbeschriebenen GroRe von 40 kDa
detektiert.

Nach methodischer Optimierung des Western Blot-Protokolls wurden zwei
Membranen mit jeweils drei Proteinlysaten von MS002 und neun
Kontrolllysaten angefertigt, um die Reduktion des Proteinlevels des
mutierten DBR1 semiquantitativ zu bestimmen (s. Abschnitt 3.6.7 und
3.6.8).

Rein visuell ist bereits die erniedrigte Menge an vorhandenem DBR1 in den
Patientenzellen, nicht jedoch den Kontrollen auf den Western Blots zu
erkennen (s. Abbildung 4.2A und B).
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Abbildung 4.2: Western Blots zur semiquantitativen Bestimmung von DBR1 in MS002

und Kontrollen
Rot = Detektion fir DBR1, griin = Detektion fir GAPDH
A 1. Membran; B 2. Membran; bei beiden Membranen wurde der Primarantikdrper

16019-1-AP der Firma Proteintech Europe (Konzentration 1:1000) und je 40 ug

Proteinlysat verwendet
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Nach statistischer Auswertung ergibt sich eine Reduktion von DBR1 in den
Patientenzellen gegenuber den drei Kontrollen um durchschnittlich 76 %
(0,73 ggu. Kontrolle 1 (95 %-KI=0,61-0,85); 0,80 ggu. Kontrolle 2
(95 %-KI1 =0,61-0,99); 0,74 ggu. Kontrolle 3 (95 %-Kl = 0,62-0,86);
p <0,0001 fur alle drei Kontrollen). Die Unterschiede der Kontrollen zeigten
sich nicht signifikant (s. Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Boxplots der normalisierten Signalintensitaten fiir DBR1
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4.3 Identifizierung einer Mutation in SEC31B bei Individuum MS001
4.3.1 MSO001: Phanotyp

Individuum MSO001 war bei Vorstellung in der genetischen Sprechstunde
57 Jahre alt und wurde durch Kolleglnnen der Neurologie Uberwiesen. Die
Patientin litt seit ca. 5-6 Jahren unter einer Bewegungsstorung mit
Ruhetremor linksbetont und Verlangsamung i. S. eines Parkinsonismus,
welche sich seit Einleitung einer Therapie (Medikament unbekannt) durch
die neurologischen Kolleglnnen bereits gebessert hatte.

Seit Geburt besteht ein Nystagmus und die Patientin wurde bereits in ihrer
Jugend aufgrund von motorischen Problemen vom Schulsport befreit. Diese
motorischen Probleme konnten durch Befragung der Betroffenen nicht
weiter eingeordnet werden. Zudem zeigt die Betroffene eine leichte
Intelligenzminderung. So konnte Individuum MS001 ein
Hauptschulaquivalent in ihrem Heimatland abschlie3en, jedoch besitzt die
Patientin keine abgeschlossene Berufsausbildung. Die Betroffene hat zum
Zeitpunkt der Datenerhebung eine Arbeitsstelle in einer Firma in der
Montage und als Reinigungskraft.

Syndromale Auffalligkeiten bestehen in einer Makrozephalie von 63 cm und
grol3en Handen, sowie FulRen (Schuhgrole 43 bei einer KorpergrofRe von
168 cm).

Die Familienanamnese ist unauffallig fur genetisch bedingte oder
neurologische Erkrankungen. Es gibt keine weiteren betroffenen
Geschwister. Eine Schwester hat ebenfalls einen grolen Kopf, dieser sei
laut Aussage der Familienmitglieder vom Vater vererbt.

4.3.2 Auswertung der Exom-Sequenzierung in Kombination mit den
RNA-Seqg-Daten

Bei Individuum MS001 wurde ein WES und eine RNA-Seq durchgefuhrt.
Die Exomsequenzierung ergab insgesamt 66996 Varianten und
336 Varianten nach einer frequenzbasierten Filterung (MAF <0,1 %).

28 Varianten waren davon grundsatzlich passend auf einen rezessiven
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Erbgang und 141 Varianten kamen fur einen dominanten Erbgang in Frage
(Filterungsschritte s. Abschnitt 3.3.2).

Nach Durchsicht der gefilterten Varianten und Ausschluss von technischen
Artefakten, erschienen zunachst drei Varianten besonders interessant (s.
Tabelle 4.6). Diese Varianten wurden durch ausfuhrliche Recherche in
genetischen Datenbanken und Pubmed (Literaturrecherche) auf mogliche
Pathogenitat bewertet. Die Variante im Gen SEC371B wurde als
Kandidatengen priorisiert (in Tabelle 4.6 grau hinterlegt).

Tabelle 4.6: Potenzielle Kandidatengene von Individuum MS001

Gen Art Zygositat Position

SEC31B Stopcodon homozygot ENST00000370345.3: c.1759G>T; p.Glu587*
NTNG1  Spleilakzeptor heterozygot ENST00000370061: c.1088-1G>A

FBXO11 In-frame- heterozygot ENST00000403359: ¢.191_199dup;
Insertion p.Pro64_Pro66dup

Das Gen NTNG1 kodiert fur das Protein netrin-G1, auch bekannt als
laminet-1, und ist vorrangig im gesamten Gehirn exprimiert mit
pradominanter Expression im dorsalen Thalamus, im Riechkolben und in
den Colliculi inferiores. Besonders interessant erschien die Tatsache, dass
NTNG1 eine Rolle in der Entwicklung von neuronalen Verknupfungen im
Gehirn spielt (Yin et al., 2002, Nishimura-Akiyoshi et al., 2007). Es ist
aullerdem im Nucleus olivaris inferior exprimiert und konnte deshalb im
Speziellen in die Formation von funktionellen Schleifen fur motorische
Aktivitaten involviert sein (Borg et al., 2005).

In der Genome Aggregation Database (gnomAD; Version 4.1.0) wird dieser
SNP (ENST00000370061: c.1088-1G>A) in 21 Allelen in heterozygoter
Form gelistet (Stand: 09.10.2025). Der o/e-Score fur pLoF liegt bei 0,29
(90 % CI: 0,2 —-0,44) und der entsprechende pLI-Score bei 1, entsprechend
fur eine hohe Intoleranz gegenuber LoF-Mutationen in NTNG1. Die Variante
ist in Datenbanken (ClinVar und HGMD) nicht als pathogen aufgefuhrt
(Stand: 09.10.2025). Der SNP kann in der Datenbank dbSNP unter der
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Nummer rs1436065445 eingesehen werden. Der Score PhyloP spricht fur
eine hochkonservierte Position im Genom.

Auch wenn der Variante als Spleilakzeptor eine hohe Auswirkung
vorhergesagt wird (u. a. auch durch /n silico-Analyse-Tools wie bspw.
MaxEntScan), kann diese These in der RNA-Seq nicht eindeutig bestatigt
oder widerlegt werden. Vielmehr ist das Exon, welches die Variante enthalt,
Teil eines alternativen Transkripts und schlecht exprimiert.

Eine balancierte de novo Translokation im Gen NTNG1 wurde durch Borg
et al., 2005 zum atypischen Rett-Syndrom (RTT) assoziiert. Weitere
Studien konnten jedoch keine weiteren wahrscheinlich pathogenen
Varianten in Bezug auf das RTT identifizieren (Archer et al., 2006, Nectoux
et al., 2007). De novo Missense-Mutationen wurden weiterhin mit Patienten
mit Autismus Spektrum Stoérungen (ASD) in Verbindung gebracht (O'Roak
et al., 2012).

Der Phanotyp von Individuum MSO001 trifft in keinerlei Hinsicht die Kriterien
eines typischen oder atypischen RTT oder einer ASD (vgl. Neul et al., 2010,
Lord et al., 2018). Aus phanotypischer Sicht ergab sich somit kein Hinweis
auf einen Zusammenhang von der Erkrankung der Betroffenen zu NTNG1.
Als Konsequenz der Ausfuhrungen in diesem Abschnitt wurde die Variante
im Gen NTNG1 als Kandidatengen aus phanotypischen Grinden nicht

weiter priorisiert.

An der Variante in dem Gen FBXO11 erschien interessant, dass es kurzlich
zu einer syndromalen Form der geistigen Behinderung assoziiert wurde
(Gregor et al., 2018, Jansen et al., 2019). Der Phanotyp der Betroffenen
reichte von milder bis zu schwerer geistiger Behinderung und zeigte
inkonstante syndromale Merkmale (hohe breite Stirn, lange Lidspalte,
schmale Oberlippe mit breitem Philtrum, Handabnormalitaten i. S. einer
Brachydaktylie). Grundsatzlich wirde der Phanotyp unter der Abwesenheit
der beschriebenen charakteristischen Stigmata zu Individuum MSO001

(milde geistige Behinderung) passen. Dennoch zeigt keiner der von Jansen
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et al., 2019 eingeschlossenen Betroffenen einen Parkinsonismus, eine
Makrozephalie oder grof3e Hande und Fuf3e.

Die Variante (ENST00000403359: ¢.191_199dup; p.Pro64_Pro66dup) wird
insgesamt 55-mal in gnomAD aufgefuhrt und in der Datenbank dbSNP
erfasst (rs764506114). Allerdings ist die Qualitat der Daten fur diese
Position in gnomAD als insuffizient angegeben, sodass die Frequenz in der
Allgemeinbevolkerung unsicher ist. Die Variante ist nicht in ClinVar oder
HGMD gelistet. Ein Z-Score von 4,1 fur Missense-Varianten, welcher
inframe-Varianten einschliel3t, spricht eher fur eine Intoleranz des Gens
gegenuber solchen Mutationen, wahrend der o/e-Score mit 0,62 (90 %-
Kl = 0,57 — 0,66) nicht signifikant erscheint.

Eine Krankheitsassoziation erscheint in Bezug auf Individuum MS001 vor
allem aus phanotypischen Gesichtspunkten unwahrscheinlich, kann jedoch
aufgrund der ungenugenden Datenlage nicht abschlieBend bewertet
werden (Variante unklarer Signifikanz). Dennoch wurde SEC3171B als
Kandidatengen gegenuber FBXO11 bevorzugt (s. folgende Absatze).

Die homozygote Stopp-Variante im Gen SEC31B
(ENST00000370345.3, c.[1759G>T; 1759G>T]; p.[(Glu587*); (Glu587*)])
wurde nach Recherche in Pubmed und in genetischen Datenbanken als
Kandidatengen priorisiert.

Diese Variante ist in der institutsinternen Datenbank 13-mal als heterozygot
gelistet. Sie findet sich in 1614206 Allelen des gnomAD-Browser 436-mal
ausschlieBlich in heterozygoter Form (Stand: 09.10.2025). An anderen
Positionen des Gens finden sich in der Datenbank lediglich vier weitere
trunkierende Varianten (alles frameshift-Mutationen) in homozygoter
Auspragung. Der PhyloP-Score spricht mit 2,58 fur eine konservierte Stelle
im Genom.

Dennoch sagt der kalkulierte o/e-Score in der gnomAD fur trunkierende
(pLoF) Mutationen mit 0,81 eine hohe Toleranz voraus (pLI = 0).

Die Variante bei Individuum MS001 befindet sich mittig in den meisten
Transkripten von SEC31B (bspw. Exon 15 von 26 in ENST00000370345.3;
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fur weitere Transkripte s. UCSC Genome Browser) und wird in der langen
26 von 29 Exons umfassenden Isoform von SEC317B in allen Transkripten
exprimiert (Stankewich et al., 2006). Dies wurde folglich zu einem massiv
verkurzten Protein oder zu einem Abbau der fehlerhaften mRNA durch
Nonsene mediated decay (NMD) fuhren. Das Ergebnis ware somit eine
Null-Mutation. Allerdings berichten Stankewich et al., 2006 von massivem
alternativem Spleilen und einer kurzeren Variante von SEC31B, welche
von der beschriebenen Mutation unbeeinflusst ware. Die Funktion der
kirzeren Variante, welche die fur die Bindung von SEC23 wichtige Prolin-
reiche Domane nicht enthalt, ist bisher nicht untersucht.

Die RNA-Seq war bei einer sehr schlechten coverage (<10 reads) in der
Probe der Betroffenen, sowie den Kontrollen nur eingeschrankt verwertbar.
Erkennbar war jedoch dennoch eine klare Exonstruktur ohne Hinweis auf
NMD oder verandertes Spleil3-Pattern.

Das Gen SEC31B kodiert fur eine Komponente des coat complex Il (COPII)
(Stankewich et al., 2006), welcher fur den Cargo-Export vom
Endoplasmatischen Retikulum bendtigt wird (Bonifacino und Glick, 2004).
Varianten in SEC371B wurden bisher nicht in Zusammenhang mit
Phanotypen im Bereich der geistigen Behinderung beschrieben (Recherche
in Pubmed, Stand: 09.10.2025). Allerdings sind Mutationen in multiplen
Komponenten der COPII Vesikelhulle krankheitsassoziiert worden (vgl. Lu
und Kim, 2020). Kurzlich wurde eine frameshift-Mutation in SEC31A, einem
Homolog zu SEC371B, mit einem schweren neurologischen Phanotyp
bestehend aus spastischer Quadriplegie, Optikusatrophie, Epilepsie und
Hirnfehlbildungen in Verbindung gebracht (OMIM #618651; Halperin et al.,
2019). AuBerdem wurden Missense-Varianten im Gen SEC24A zur cranio-
lenticulo-suturalen Dysplasie assoziiert (OMIM #607812; Boyadjiev et al.,
2006).

Der milde Phanotyp von Individuum MSO001 im Vergleich zu den oben
beschriebenen Krankheitsbildern konnte hierbei an einer differentiellen
Expression von SEC31B liegen. Laut Datenbank BioGPS ist SEC31B
jedoch ubiquitar mit Pradominanz in CD8+- und CD4+-positiven
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Lymphozyten exprimiert. Eine weitere Moglichkeit die phanotypischen
Abweichungen zu erklaren, ist die durch Stankewich et al., 2006 vermutete
spezifische Cargo-Selektion durch SEC31B.

Zusammenfassend wurde die oben genannte Variante in SEC371B als
Variante unklarer Signifikanz (Klasse 3 nach ACMG) klassifiziert und als
Kandidatengen fur Individuum MSO001 v. a. aufgrund des trunkierenden
Aspektes priorisiert.

4.3.3 Qualitative Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot

Fir das Kandidatengen SEC371B wurde mittels Western Blot die
Proteinexpression aus Fibroblasten Uberpruft (s. Abschnitt 3.6). Die
Immundetektion wurde hierbei auf Basis zweier unterschiedlicher
Primarantikorper (abcam und Aviva Systems Biology Corporation)
umgesetzt. Ziel war die Darstellung des Proteins bei den Kontrollen, jedoch
nicht in der Patientenzelllinie, um die Nullmutation resultierend aus der in
den vorherigen Absatzen beschriebenen Mutation nachzuweisen. Eine
Visualisierung eines verkurzten Proteins bei Individuum MS001 gegenuber
des Volllangenproteins bei den Kontrollen ware ebenfalls denkbar
gewesen.

Laut Stankewich et al., 2006 besteht das langste Transkript von SEC31B
aus 4648 Nukleotiden (inklusive 5- und 3‘-UTRs, offenes Leseraster von
3540 Nukleotiden) und kodiert flir ein Protein, welches aus
1180 Aminosauren besteht. Die Molekularmasse des Proteins wird mit
128.711 Da (=~ 129 kDa) vorhergesagt. Die Arbeitsgruppe um Stankewich
et al., 2006 konnte allerdings auch multiple Banden im Western Blot
unterschiedlicher Molekulmassen detektieren. Die Molekulmassen dieser
Proteine variierten stark zwischen 45 und 129 kDa und passen zum
ebenfalls detektierten massiven alternativen Splei3en der pra-mRNA.

Die Darstellung des Proteins gelang trotz der Verwendung zweier
Primarantikorper weder in den Patientenzellen noch in den Kontrollen
(s. Abbildung 4.4).
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In ersten Vorexperimenten wurden mit dem Antikorper der Firma abcam
(ab80053) bei allen Proteinlysaten (Patientin und Kontrollen) lediglich
Banden bei ca. 230-240 kDa identifiziert (Western Blots nicht in dieser
Arbeit gezeigt).

Einer hieraufhin vermuteten mangelnden Lyse der Fibroblasten wurde mit
einem starkeren Lysepuffer (Extraktionslysepuffer, s. Abschnitt 2.3)
begegnet, welcher in der Folge fur alle gezeigten Western Blots in dieser
Arbeit verwendet wurde. Trotz der Verwendung des veranderten
Lysepuffers gelang eine Bandendetektion lediglich bei ca. 230-240 kDa.
Diese Banden wurden als unspezifisch fur SEC31B gewertet (s. Abbildung
4.4A).

Es wurde in der Folge ein weiterer Primarantikorper (Aviva Systems Biology
Corporation, ARP-66671_P50) verwendet. Die Darstellung des ~ 129 kDa-
Proteins gelang auch bei Inkubation mit steigenden Konzentrationen an
Primarantikorper von Aviva Systems Biology Coporation bis zu einer
Konzentration von 1:500 nicht (s. Abbildung 4.4B).

Die Expression von SEC31B liegt laut der Datenbank BioGPS in der Haut
unter dem Durchschnitt, der hochste Wert wird bei CD8-positiven
Lymphozyten angegeben. Daher wurde eine mangelnde Expression in
Fibroblasten vermutet und mithilfe des parallelen Auftragens von
Kontrolllysaten aus CPT-Blut, HEK- und RPE-Zellen Uberpruft. Es zeigten
sich Banden unterschiedlicher Hohe abhangig von den Primarantikorpern
und den unterschiedlichen Zellarten. Die Banden konnten allerdings
SEC31B nicht eindeutig zugeordnet werden (s. Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.4: Western Blots zum Nachweis von SEC31B mit Proteinlysaten aus
Fibroblasten unter Verwendung von zwei unterschiedlichen Primarantikrpern

Rot = Detektion fir SEC31B, griin = Detektion fir GAPDH, M = Marker; Skalierung in kDa;
*Lysate unter Verwendung von Lysispuffer hergestellt, **Lysate unter Verwendung von
Extraktionslysepuffer hergestellt, ***MS002 wurde aus organisatorischen Griinden als 4.
Kontrolle fir diesen Western Blot verwendet.

A Western Blot unter Verwendung des Primarantikérpers ab80053 der Firma abcam
(Konzentration 1:2500) und je 50 pg Proteinlysat.

B Western Blot unter Verwendung des Primarantikdrpers ARP66671_P050 der Firma
Aviva Systems Biology Corporation (Konzentration 1:500) und je 50 ug Proteinlysat.
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Abbildung 4.5: Western Blots zum Nachweis von SEC31B mit Proteinlysaten aus Fibroblasten (MS001 und Kontrollen 1-3) sowie aus HEK-Zellen,
CPT-Blut und RPE-Zellen

Rot = Detektion fir SEC31B, griin = Detektion fur GAPDH, M = Marker; Skalierung in kDa
A Western Blot unter Verwendung des Primarantikorpers ab80053 der Firma abcam (Konzentration 1:2500) und je 50 pg Proteinlysat.
Es zeigen sich unspezifische Banden bei ca. 240 — 250 kDa bei allen Zelltypen und zuséatzlich Banden zwischen 60 — 100 kDa im HEK-Proteinlysat.
B Western Blot unter Verwendung des Primarantikérpers ARP66671_P050 der Firma Aviva Systems Biology Corporation (Konzentration 1:500) und je
50 pg Proteinlysat. Es zeigt sich jeweils jeweils eine deutliche Bande bei ca. 70 kDa fir die Lysate aus HEK- und RPE-Zellen. In der Probe aus CPT-

Blut kommen erneut nur Banden unspezifischer Art mit Pradominanz bei ca 200 kDa zur Detektion
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4.4 Identifizierung einer Mutation in OSCP1 bei Familie 01
4.4.1 Familie 01: Phanotyp

Familie 01 ist eine konsanguine Familie mit drei mannlichen Betroffenen (s.
Stammbaum in Abbildung 4.6). Lediglich zwei der Betroffenen dieser
Familie (mittleres und jungstes Kind) wurden in das Untersuchungskollektiv
dieser Studie eingeschlossen.
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Abbildung 4.6: Stammbaum der Familie 01
EM = Erstmanifestation, J = Jahre

Die Eltern der drei Betroffenen sind Cousin und Cousine 1. Grades.

Alle Bruder Ileiden bzw. litten an einer bisher ungeklarten
oberlappenbetonten fibrosierenden Lungengerusterkrankung, welche im
Lungenversagen mit Todesfolge fur bisher zwei von drei Betroffenen
mundete (Anm.: zum Zeitpunkt der Auswertung im Oktober 2019). Die
Lungenerkrankung manifestierte sich als respiratorische Partialinsuffizienz
mit schwerer Hypoxamie. Das Alter der Erstmanifestation lag im
vorjugendlichen bis jugendlichen Alter (11 — 16 Jahre).

Im Verlauf der Erkrankung kam es beim verstorbenen altesten Bruder zu

einem Befall mit verschiedenen Mikroorganismen (u.a. Herde einer
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chronisch  nekrotisierenden Aspergillose). Aullerdem wurde eine
4/6 Holosystolikum ohne morphologisches Korrelat (Echokardiographie
und Kardio-MRT unauffallig) diagnostiziert.

Die Betroffenen der Familie 01 zeigen keine eindeutigen syndromalen
Auffalligkeiten. Beim verstorbenen altesten Bruder ist ein schmales
elfenartiges Gesicht beschrieben, wahrend die anderen Geschwister keine
aulleren Stigmata, welche an einen spezifischen Phanotyp denken lassen,
aufwiesen. Die Familienhistorie ist leer bezlglich genetischer oder
pulmonaler Vorerkrankungen.

Im Vorfeld der genetischen Untersuchungen ergaben durchgefihrte
Untersuchungen keinen Anhalt fur das Vorliegen einer Mukoviszidose
(Schweilltest 2x negativ) und keinen Anhalt fur das Vorliegen einer
primaren Ziliendyskinesie (Burstenabstrich ohne pathologischen Befund).
Nebenbefundlich wurde beim dritten Kind der Familie eine
Makuladegeneration (EM: 8 Jahre) diagnostiziert. Der Vater ist hiervon
ebenfalls betroffen.

4.4.2 Auswertung der Genom-Sequenzierungen in Kombination mit den
RNA-Seqg-Daten

Die Betroffenen aus Familie 01 erhielten zur genetischen Abklarung jeweils
ein WGS in Kombination mit einer RNA-Sequenzierung. Die Genom-
Sequenzierungen wurden als Multi-Genomanalyse ausgewertet — hier
ergab sich eine Gesamtanzahl von 474261 Varianten. 962 Varianten
wiesen eine MAF <0,1 % auf. Nach den Filterungsschritten (vgl. Abschnitt
3.3.2) zeigten sich 30 Varianten passend fur einen rezessiven Erbgang,
13 Varianten wurden als compound-heterozygot vorliegend deklariert und
228 Varianten wurden fur einen mdoglichen dominanten Vererbungsweg
ausgegeben.

Nach manueller Qualitatskontrolle und ausfuhrlicher Literaturrecherche
wurde die Variante im Gen OSCP1 als Kandidatengen priorisiert (in Tabelle
4.7 grau hinterlegt). Alle interessanten Varianten sind in Tabelle 4.7
aufgelistet. Eine kurze Beschreibung der Bewertung der Varianten und der
Ausschlusskriterien als Kandidatengene folgt in den nachsten Absatzen.
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Erfahrungsgemall sind bei einer Multi-Genomanalyse von Kindern von
konsanguinen Eltern viele Varianten zu bewerten, daher beschrankt sich
diese Auswahl nur auf die vielversprechendsten Kandidatengene (bereits
krankheitsassoziiert oder vom biochemischen pathway passend
erscheinende Gene).

Tabelle 4.7: Interessante Varianten fiir Familie 01

Gen Art Zygositat Position

OSCP1 Missense homozygot ENST00000235532: ¢.925C>T:p.Arg309Trp

MUC5B Missense compound- ENST00000447027: c.6839C>G:p.Thr2280Arg
Synonym heterozygot  ENST00000447027: c.6858A>G:p.Thr2286=

EDNAH11 Synonym heterozygot ENST00000328843: ¢.12048C>T:p.Ser4016=
iDNAH5 Missense heterozygot ENST00000265104: c.4564G>T:p.Ala1522Ser

CCDC40 Synonym heterozygot ENST00000269318: c.1416G>A:p.Arg472=

________________________________________________________________________________________________________

Bei Familie 01 wurden compound-heterozygote Varianten in MUCS5B
entdeckt
(ENST00000447027:c.6839C>G:p.Thr2280Arg;c.6858A>G:p.Thr2286=).
Eine Expression in Fibroblasten (RNA-Seqg-Daten) fand sich nicht.

MUCS5B ist eines von bis dato 20 entdeckten Muzin-Genen, welches in den
oberen und unteren Atemwegen mit Pradominanz in den distalen
Atemwegen exprimiert wird. Eine Uberproduktion, bedingt durch eine
Mutation (rs35705950) im Bereich der Promoterregion, wurde durch
Seibold et al., 2011 als Risikofaktor fur die Entwicklung einer IPF postuliert.
Die vorliegenden Varianten in MUCSB in Familie 01 wurden aufgrund
pathomechanistischer Uberlegungen als Kandidatenvarianten verworfen.
Beide Varianten scheinen weder an konservierten Stellen im Genom zu
liegen (PhyloP-Score -0,65 und -3,36), noch eine potenzielle
Uberproduktion des Muzins zur Folge haben. Der Effekt der Missense-
Mutation auf das Protein wird mit I/n silico-Tools unterschiedlich
vorhergesagt (SIFT und CADD potentiell schadlich, PolyPhen, fathmm-MKL
und REVEL tolerabel/benigne). Sollte das Protein durch die Missense-

Mutation in seiner Funktion alteriert sein, wirde dies nicht den bisher
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publizierten Erkenntnissen zum mdoglichen Pathomechanismus von

MUCSB-assoziierten Varianten entsprechen.

Die Betroffenen zeigen mehrere Varianten in Genen, welche als
krankheitsursachlich fur die Primare Ziliendyskinesie (primary ciliary
dyskinesia, PCD) etabliert sind (in Tabelle 4.7 mit einer gestrichelten Linie
umrandet). Interessant erschien hier vor allem die Tatsache, dass ca. 30 %
der Patienten mit PCD keine strukturelle Veranderungen der Zilien
aufweisen (Zariwala et al., 2007) und somit ein negatives Ergebnis der
Bulrstenabstriche eine PCD nicht definitiv ausschlief3t. Klinisch zeigen die
Bruder der Familie 01 dennoch keinen klassischen Phanotyp fur eine PCD,
welcher in einer fruhen (haufig neonatalem) Atemstorung, chronischen
Atemwegsinfekten (sowohl nasale, als auch pulmonale Infekte) und einer
daraus resultierenden obstruktiven Lungenerkrankung besteht (Mullowney
et al., 2014, Halbeisen et al., 2018). Typisch ware aulerdem ein Situs
inversus totalis oder ein Situs ambigous, welcher jedoch nur in ca. 50 %
bzw. 10 % der Patientlnnen auftritt (Best et al., 2019, Shapiro et al., 2014).
Vor allem der fibrosierende Aspekt der Lungenerkrankung und der
Zeitpunkt der Erstmanifestation von respiratorischen Symptomen im Alter
von 11 -—16 Jahren sorgten fur einen Ausschluss der Varianten aus
phanotypischen Grinden. Aulierdem ist der Vererbungsmodus bei allen
hier beschriebenen Genen autosomal-rezessiv. — ein weiteres
Ausschlusskriterium stellte insofern die Heterozygotie dieser Varianten dar.
Bei allen heterozygot vorliegenden Varianten wurde explizit auf compound-
heterozygot vorliegende CNVs, Indels und SNPs gepruift, welche in keinem
Fall vorlagen. Die Analyse der RNA-Seq ergab bei all diesen Varianten

keinen wegweisenden Befund.

Nach kompletter Auswertung der Multi-Genom-Analyse und ausfuhrlicher
Literaturrecherche wurde die homozygot vorliegende Missense-Variante im
Gen OSCP1 (ENST00000235532: c.[925C>T];[925C>T],
p.[Arg309Trp];[Arg309Trp]) als Kandidatengen priorisiert. Die Variante ist
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unter der Nummer rs1406005863 in der Datenbank dbSNP gelistet. Im
gnomAD-Browser findet sich dieser SNP in 1613948 Exomen lediglich 16-
mal in heterozygoter Form (Stand: 09.10.2025). Der pradiktive Score fur
Konservierung (PhyloP) liegt bei 7,42 und spricht somit fur ein
hochkonserviertes Nukleotid. In silico-Analysen sagen durchgangig einen
schadlichen Einfluss der Missense-Variante auf das Protein voraus (SIFT:
D(0,00) 2 deleterious; PolyPhen: D(1,00) & deleterious; fathmm-MKL: 0,99;
CADD: 34,00).

In der RNA-Seq zeigt sich zusatzlich ein alteriertes Spleien von Exon 8
von 10 i. S. eines Herausspleilden des Exons bei ca. 73% der Transkripte
(49 reads mit entferntem und 18 reads mit vorhandenem Exon 8 bei einem
der beiden Individuen, s. Abbildung 4.7A). Der andere Bruder zeigte bei
low-coverage keine verwertbaren Daten, es konnte jedoch anhand weniger
reads ein ebenfalls vorhandener Spleildefekt angenommen werden
(Validierung s. nachster Abschnitt). Das Phanomen des alternativen
SpleilRens zeigte sich in keiner der angezeigten Kontrollen und ist somit ein
Hinweis auf eine direkte Auswirkung der vorhandenen Missense-Variante
in Exon 8. Abbildung 4.8A zeigt die Auswirkungen der Missense-Variante
und des SpleilRdefekt schematisch im Vergleich zum Wildtyp.

Exon 8 besteht aus insgesamt 140 bp, sodass ein Heraussplei’en zu
einem frameshift um zwei Basenpaare fuhrt. In Abbildung 4.8B ist gezeigt,
wie es durch diesen frameshift zu einer Bildung eines Stopcodons 36 bp
nach dem SpleilRdefekt mittig in Exon 9 kommt. Es wirde also hypothetisch
ein um 47 Aminosauren verkurztes Protein resultieren
(p-Glu320ThrfsTer12).
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Abbildung 4.7: Spleildefekt in OSCP1 bei Familie 01
A Sashimi-Plot von OSCP1 fur MS006, MS007 und eine Kontrolle
E = Exon; Pfeilmarkierung zeigt den Splei3defekt bei MS006
B cDNA-Befund fir MS007, MS006 und eine Kontrolle; Skalierung in bp
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Abbildung 4.8: Schematische Darstellung des Spleil3defekts bei Familie 01 im Vergleich zum Wildtyp
A Auspragung des SpleilRdefekts bei Familie 01 im Vergleich zum Wildtyp; B Frameshift mit Einfihrung eines Stopcodons durch Spleifen von Exon 8

E = Exon; Rote Punktmarkierung = Mutation bei Familie 01; Rote Sternmarkierung = Eingefiihrtes Stopcodon durch Splei3en von Exon 8



OSCP 1 besteht aus elf Exons und kodiert fur das organic solute carrier
protein 1, auch bekannt als NOR1 (oxidored-nitro domain-containing protein
7). Durch alternatives Spleifden von Exon 2 entstehen zwei Isoformen aus
379 bzw. 389 Aminosauren.

Laut der Datenbank BioGPS wird OSCP1 pradominant in Zellen des
Atemweges (v. a. epithelialen Zellen des oberen und unteren Atemweges;
z-score >12 (Median: 1,52)) exprimiert. Eine deutliche Expression findet
sich auRerdem im Hoden und den Spermien (z-Score >7), sowie im
zentralen Nervensystem (z-Scores variabel). Bemerkenswert war in
bisherigen Studien, dass die langere Isoform des Proteins nur im Gehirn
exprimiert wird (Xiang et al., 2011).

OSCP1 erscheint als Kandidatengen interessant, da es kurzlich in einer
Studie als relevant fur die Entwicklung von Zilien im Zebrafischmodell
publiziert wurde (van Dam et al., 2019). Die Arbeitsgruppe konnte OSCP1
bei verschiedenen Zelltypen an der Zilienbasis und am Axonem
nachweisen. Aullerdem zeigte sich, dass bei OSCP7-depletierten
Zebrafischen die Zilien desorganisiert und kurzer waren. Die Embryos
wiesen phanotypische Auffalligkeiten auf — eine kurze, gebogene
Korperachse, kleine Augen, kleiner Kopf, Zysten im Ductus pronephricus
und Odeme des Herzens. Besonders interessant im Zusammenhang mit
Familie 01 erschien zusatzlich der dosisabhangige Phanotyp der
Zebrafische.

Weitere diverse Funktionen von OSCP1 wurden bereits in anderen Studien
postuliert, u. a. Regulation von Apoptose, Inflammation, Proliferation und
Tumorsuppression (Yi et al., 2017).

Die homozygote Missense-Variante im Gen OSCP1 wurde abschliel3end
als Variante unklarer Signifikanz (Klasse 3 nach ACMG) klassifiziert, da der
Pathomechanismus der fibrosierenden Lungenerkrankung bei Familie 01
durch eine Ziliopathie oder auch andere bereits fur OSCP1 publizierte
pathways abschliefend nicht geklart ist (vgl. auch die Ausfuhrungen zur
PCD oben in diesem Abschnitt).
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Als Zusatzbefund zeigte sich bei dem jungeren Bruder, welcher zusatzlich
an einer Makuladegeneration leidet, eine homozygote Deletion im Gen
ABCA4

(ENSTO00000370225:¢c.[4640del];[4640del],p.[Lys1547ArgfsTer34];[Lys154
7ArgfsTer34]). Das Gen ABCA4 kodiert fur den Retina-spezifischen ATP-
binding cassette-Transporter der Unterfamilie A. Die Variante ist in der
Literatur in Bezug auf die autosomal-rezessiv vererbte Makuladegeneration
bereits als pathogen beschrieben (Schulz et al., 2017) und erklart dieses

zusatzliche phanotypische Merkmal bei dem jungeren Bruder.

4.4.3 Aufklarung des unklaren Befundes aus der RNA-Seq mittels PCR
aus cDNA

Der unklare Befund im Rahmen der RNA-Seq-Auswertung (anhand weniger
reads konnte bei Individuum MS007 ebenfalls ein Spleilldefekt
angenommen werden; s. vorheriger Abschnitt) wurde mithilfe einer RT-PCR
aus cDNA validiert (Methodik s. Abschnitt 3.4).

Fur beide Individuen wurde eine Doppelbande in der PCR nachgewiesen
(s. Abbildung 4.7B) Die Kontrollprobe zeigt nur eine Einzelbande. Die
amplifizierten Fragmente passen zu der erwarteten Grof3e (angezeigt mit
dem Tool In Silico PCR) von 315 bp fur das Volllangentranskript inklusive
Exon 8 und dem entsprechend um 140 bp verkurzten Transkript ohne
Exon 8 (175 bp). Somit konnte der vermutete Spleilldefekt bei beiden
Brudern mithilfe dieser Methode validiert werden.
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4.5 Identifizierung einer Mutation in HUWE1 bei Individuum MS005
4.5.1 MSO005: Phanotyp

Individuum MS005 wurde aufgrund einer unklaren Entwicklungsstérung an
die Humangenetische Sprechstunde verwiesen. Die Tochter zweier nicht-
konsanguiner Eltern war zum Zeitpunkt der NGS-Auswertungen funf Jahre
alt. MS005 zeigt eine geistige Entwicklungsverzogerung und stereotypische
Verhaltensauffalligkeiten. Syndromale Auffalligkeiten bestehen in einem
Kleinwuchs kombiniert mit einer Makrozephalie. Eine genauere
Phanotypisierung, v. a. der Schwere der Entwicklungsstérung und der
Stereotypien, als auch ein Stammbaum, war fur diese Arbeit nicht
vorhanden.

Die Anamnese ergab keine Hinweise auf familiare genetische oder
neurologische Erkrankungen. Es gibt, soweit zum Zeitpunkt dieser Arbeit
bekannt, keine betroffenen Geschwister.

4.5.2 Auswertung der Trio-Exom-Sequenzierung in Kombination mit den
RNA-Seqg-Daten

Betroffene MS005 erhielt eine Abklarung mittels WES in Kombination mit
der Sequenzierung der Exome der Eltern (sog. Trio-Exom, s. Abschnitt
3.2.4) und auRerdem eine RNA-Sequenzierung aus Fibroblasten.

In der Exomsequenzierung (ohne Trio-Analyse) konnte eine Gesamtzahl
von 67765 Varianten detektiert werden, von denen 321 eine MAF <0,1 %
aufwiesen. FuUr einen rezessiven Erbgang passend =zeigten sich
31 Varianten, wahrend sich fur einen dominanten Erbgang 130 Varianten
uberpraft wurden. In  der Trio-Exom-Auswertung kamen sich
91611 Varianten zustande, 892 hiervon mit einer MAF <0,1 %. Durch den
Filter Trio relaxed konnte die Anzahl auf 73 Varianten eingegrenzt werden.
Der Filter Trio stringent belief sich auf 10 Varianten (fur alle hier erwahnten
Filterschritte s. Abschnitt 3.3.2).
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Nach ausfuhrlicher Durchsicht und Literaturrecherche, sowie Integration der
RNA-Seq-Daten ergaben sich die in Tabelle 4.8 aufgelisteten Gene, welche
in Bezug auf den Phanotyp von MS005 interessant erschienen.

Die Variante im Gen HUWE1 wurde abschlieRend als Kandidatengen
priorisiert (in Tabelle 4.8 grau hinterlegt). Erlauterungen zu den Grinden fur

diese Wahl werden in den nachsten Absatzen erlautert.

Tabelle 4.8: Potenzielle Kandidatengene fir MS005

Gen Art Zygositat Position

HUWET1 Speifldregion heterozygot; ENST00000218328: ¢.2496+3A>G

De novo X-chromosomal

PRR12 Missense compound- ENST00000418929: ¢.6100C>T:p.Arg2034Cys
Synonym  heterozygot ENST00000418929: ¢.1947G>A:p.Ala649=

Mutationen im Gen PRR12 wurden kurzlich zu einer syndromalen Form der
geistigen Behinderung (Neuroocular syndrome, NOC; OMIM # 619539)
verknupft. Syndromale Auffalligkeiten bestehen bei den Betroffenen in
strukturellen Augen- und Visusdefekten, einer Mikrozephalie, einem
Kleinwuchs und Skelettanomalien (u. a. Brachy- oder Syndaktylien; Leduc
et al., 2018, Chowdhury et al., 2021, Reis et al., 2021). NOC wird nach
aktuellem Stand der Literatur autosomal-dominant vererbt, molekulare
Analysen zeigten bisher ausschlie3lich de novo-Mutationen.

MSO005 zeigt weder Augenauffalligkeiten noch sonst eines der
phanotypischen Stigmata aus den oben erwahnten Studien. Des Weiteren
handelt es sich bei den beiden Varianten
ENST00000418929:¢c.[1947G>A];[6100C>T],  p.[Ala649=];[Arg2034Cys]
nicht um de novo Varianten. Daher wurde PRR12 als Kandidatengen

aufgrund des Pathomechanismus und des Phanotyps verworfen.

Eine heterozygote de novo Spleil3stellen-Variante im Gen HUWE1T
(ENST00000218328: ¢.2496+3A>G) konnte mittels Trio-Exom-Analyse
ermittelt werden. Die Variante wird im gnomAD-Browser nicht gelistet und
scheint daher exklusiv fur MS005 zu sein (Stand: 09.10.2025). Ein PhyloP-
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Score von 2,19 spricht fur eine Konservierung des Nukleotids an dieser
Stelle.

Das Programm MaxEntScan sagt einen SpleiRdefekt und eine verkurzte
MRNA um -28,94 % voraus. Ein o/e-Score fur pLoF von 0,03 (90 % - Cl:
0,01 -0,06) im gnomAD-Browser spricht fur eine hohe Intoleranz
gegenuber LoF-Muationen im heterozygoten Zustand (aus gnomAD
Version 2.1.1, in aktueller Version 4.1.0 nicht vorhanden). Es zeigen sich
keine compound-heterozygot vorliegenden Varianten — explizit geachtet
wurde auch auf CNVs.

Der vorhergesagte SpleilReffekt konnte in den RNA-Seq-Daten nicht
bestatigt werden (s. Abbildung 4.9; aus Ubersichtsgriinden sind keine
Kontrollen dargestellt). Die Expression von HUWE1 ist stattdessen mit
einem log2FC von - 0,9 und einem p-Wert von 0,041 statistisch signifikant
geringer exprimiert, was auf einen Abbau der mMRNA durch NMD hindeuten

konnte.
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Abbildung 4.9: Sashimi-Plot fir HUWET bei Individuum MS005

E = Exon; Pfeilmarkierung an der Stelle der vorhandenen Mutation
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Die Variante erschien als Kandidatengen hochinteressant, da Mutationen in
HUWET1 in der Literatur im Rahmen einer X-chromosomalen Form geistiger
Behinderung (OMIM #309590) auch bei weiblichen Individuen als pathogen
beschrieben wurden (Moortgat et al., 2018). Moortgart et al. beschreiben
bei weiblichen Betroffenen ein variables X-Inaktivierungspattern, welches in
unterschiedlichen Geweben (bspw. Fibroblasten und Blut) schwacher oder
deutlicher auftritt. Interessant erschien an dieser Studie, dass die Allele von
HUWE1 (sowohl das Wildtyp, als auch das mutierte Allel) je nach
Untersuchungsmaterial unterschiedlich praferentiell oder ausschliel3lich

exprimiert wurden.

4.5.3 X-Inaktivierungsanalyse

Die bei Individuum MSO005 heterozygot vorliegenden X-chromosomalen
Varianten wurden auf eine praferentielle Expression in der RNA-Seq
uberpraft. Durch Kombination mit dem Genotyp der Eltern aus der Trio-
Exom-Analyse konnte auf eine gestorte X-Inaktivierung geschlossen
werden (s. Abschnitt 3.3.4).

Es zeigte sich eine deutlich praferenzielle Expression der durch den Vater
vererbten Allele (im Durchschnitt 98% Expression des vaterlichen Allels und
2% Expression des mdutterlichen Allels) und somit eine gestorte X-
Inaktivierung in den Fibroblasten (s. Tabelle 4.9). Lediglich bei Varianten in
genomischen Regionen, welche der X-Inaktivierung entgehen und ein
pseudoautosomales Verhalten haben, zeigte sich eine Expression von
mutterlichen und vaterlichen Varianten. Ob die Variante in HUWE1 auf dem
vaterlichen oder mutterlichen Allel liegt, konnte nicht abschlieend geklart
werden. Eine Maoglichkeit der Sequenzierung von cDNA mit einer
vaterlichen Variante in der Nahe der Mutation in HUWET wurde gepruft,
zeigte sich aber durch Limitierungen der Sanger-Sequenzierung als
unmoglich. Tabelle 4.9 zeigt zusammenfassend aufgrund der besseren
Lesbarkeit dieser Arbeit lediglich die untersuchten Varianten mit einer

coverage > 50 in der RNA-Seq.
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In Zusammenschau der hier vorliegenden Ergebnisse, insbesondere der
reduzierten Expression und dem verschobenen X-Inaktivierungsmuster,

wurde die Variante neu als wahrscheinlich pathogen klassifiziert.
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Tabelle 4.9: X-Inaktivierungsanalyse bei Individuum MS005 (fiir Varianten mit coverage >50 in der RNA-Seq)

Trio-Exom RNA-Seq

N° Position ref obs Mut MS005 Vat Gen cov obs reads % iobs reads % X- Expression

ref reads :other reads |Inaktivierung

1 chrX: G A het het wit GTPBP6 58 G 27 53% A 31 47% pseudo Vat+Mut
229493 i

2 chrX: G A het het wt GTPBP6 | 53 G 30 57% A 23 43%  |{pseudo Vat+Mut
229542 !

3 chrX: cC T hom het wt ASMTL 65 C 25 38% T 40 62% pseudo Vat+Mut
1531648 §

4 chrX: cC T hom het wt CD99 2406 C 1506 62% T 897  37% pseudo Vat+Mut
2632482 !

5 chrX: G A het het wt CD99 3684 G 2050 56% A 1632 44% pseudo Vat+Mut
2656258 §

6 chrX: G A het het wit XG 254 G 188 74% A 66 26% pseudo Vat+Mut
2700157 !

7 chrX: c T het het wt MXRAS 331 C 323 98% T 7 2% abnorm Vat wt
3228096 i

8 chrX: C G het het wit MXRAS 248 C 245 99% G 2 1% abnorm Vat wt
3228144 ;

9 chrX: A C het het wt MXRAS 215 A 215 100% - - - abnorm Vat wt
3228378

10 chrX: G A het het wit MXRAS 216 G 216 100% - - - abnorm Vat wt
3228382 ;

11 chrX: c T het het wt MXRAS | 198 C 197 99% T 1 1% abnorm Vat wt

3228420
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Trio-Exom RNA-Seq

N° Position ref obs Mut MS005 Vat Gen cov obs reads % iobs reads % X- Expression

ref reads :other reads |Inaktivierung

12 chrX: C T hom het wit MXRA5 185 C 179 97% T 6 3% abnorm Vat wt
3228675 i

13 chrX: G A hom het wit MXRA5 340 G 328 96% A 12 4% abnorm Vat wt
3228711 ;

14 chrX: cC T het  het wi HDHD1 62 C 45 73% T 17 27% pseudo Vat+Mut
6995417 5

15 chrX: cC T het het wit HDHD1 67 C 42 63% T 25 37% pseudo Vat+Mut
6995438 §

16 chrX: G A het het wi HDHD1 51 G 34 67% A 17 33% pseudo Vat+Mut
7023678 i

17 chrX: C G wt  het hom TMEM47| 99 C 3 3% G 96 97%  |abnorm Vat mut
34674970 §

18 chrX: cC T wt het hom TIMP1, (2825 C 80 3% T 2742 97% abnorm Vat mut
47444663 SYN1 ;

19 chrX: G T het het wit EBP 50 G 47 94% T 3 6% abnorm Vat wt
48382174 :

20 chrX: G A het het wi MAGED | 481 G 478 99% - - - abnorm Vat wt
54841737 2 ;

21 chrX: T C wit het hom PLS3 254 T 9 4% C 245 96% abnorm Vat mut
114879399 i

22 chrX: T C wt het hom PLS3 127 T 4 3% C 123 97% abnorm Vat mut
114880423 i

23 chrX: G A wt  het hom GPC4 1M1 G 2 2% A 109  98% {abnorm Vat mut



Trio-Exom RNA-Seq

N° Position ref obs Mut MS005 Vat Gen cov obs reads % iobs reads % X- Expression

ref reads :other reads |Inaktivierung

132437337 '

24 chrX: C A wt het hom GPC4 53C 2 4% A 51  96% | abnorm Vat mut
132438872 :

25 chrX: T C het het wit MAP7D3 64 T 62 97% :C 2 3% abnorm Vat wt
135310785

26 chrX: G A het het wt IDS 141 G 139 99% A 2 1% abnorm Vat wt
148582549 Z

27 chrX: cC T het het wit BGN 191 C 187 98% T 4 2% abnorm Vat wt
152771509 :

28 chrX: G A het het wit IRAK1 60 G 60 100% - - - abnorm Vat wt
153278550 :

ref = Referenzbase, obs = Observierte Base, Mut = Mutter, Vat = Vater, cov = coverage, pseudo = pseudoautosomal, entgeht X-Inaktivierung,
wt = Wildtyp, mut = mutiert
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5 Diskussion

Seit der EinfUhrung der Technologie des Next generation sequencing wurde
die Diagnostik von genetisch bedingten Erkrankungen revolutioniert.
Tatsachlich ist es im letzten Jahrzehnt zu einer Uuberschief’lenden
Publikation von jahrlich ca. 200 — 300 neuen krankheitsursachlichen
Varianten, welche monogenetischen Erbkrankheiten zugeordnet werden
konnen, gekommen (Chong et al., 2015, Boycott et al., 2017). Das Tempo
an Aufklarungen im Vergleich zu konventionellen genetischen Methoden
hat somit seit Einfuhrung des NGS enorm zugenommen — von 2013 bis
2017 wurde durch NGS-Technologien (v.a. WES und WGS) im Vergleich
zu klassischen molekulargenetischen Methoden die dreifache Anzahl an
Genen in Bezug auf RGDs entdeckt (Boycott et al., 2017).

Dennoch bleibt ein Grofdteil der vermuteten seltenen genetischen
Erkrankungen auch mit den zunehmend verbesserten Technologien im
Bereich der Diagnostik weiterhin ungelost. In alteren Arbeiten findet sich
haufig eine Aufklarungsrate von ~ 30 — 50 % (s. bspw. Shashi et al., 2014,
Smith et al., 2019). Aktuellere Studien bestatigen jedoch nach wie vor diese
Aufklarungsraten. Tenorio et al., 2023 fanden bspw. in ihrem
systematischen Review eine diagnostische Ausbeute von 46 % fur Falle
von Hereditarer Ataxie und Britten-Jones et al., 2023 konnten positive
genetische Diagnosen via NGS bei 47,6 % bis 61,3 % fur Falle von
vererbten retinalen Erkrankungen zuordnen (abhangig von der genauen
Subklassifikation der Netzhauterkrankung), um nur zwei Gruppen von

Erkrankungen mit genetischem Hintergrund zu nennen.

In dieser Arbeit werden insgesamt 16 ungeloste Falle mit Verdacht auf eine
seltene genetisch bedingte Erkrankung mit unterschiedlichstem
phanotypischem Spektrum vorgestellt. Ziel war die Evaluation von
molekulargenetischen Methoden in Bezug auf die Klassifikation von
Kandidatengenen, um eine Aussage uber den Nutzen zusatzlicher

Methoden (in dieser Arbeit RNA-Seq, Western Blots, Validierungen durch
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klassische molekulargenetische Verfahren) im Bereich der genetischen
Diagnostik treffen zu konnen (s. Abschnitt 1.5).

Insgesamt konnte bei 63 % der Individuen ein Kandidatengen durch die hier
beschriebene Methodik etabliert werden. Bei 44 % der Betroffenen
erbrachte die RNA-Seq bei der Etablierung des Kandidatengens weitere
Erkenntnisse (vgl. Tabelle 4.4). Eine Variante konnte zudem nach
Durchfuhrung der RNA-Seq als wahrscheinlich pathogen bewertet werden.
Dennoch bleiben die meisten Falle mit der in dieser Arbeit vorgestellten
Methodik weiterhin ungelost.

Die Ursachen fur diese sowohl in der Literatur und auch in dieser Arbeit
weiterhin unbefriedigende Rate an ungelosten Fallen sind in vielfaltigen

Themenfeldern zu suchen.

5.1 Diskussion der Beispiele aus dem Ergebnisteil
5.1.1 Identifizierung einer Mutation in DBR1 bei Individuum MS002

Bei Individuum MS002 wurde durch die NGS-Auswertung eine homozygote
Missense-Variante (c.461G>A; p.Arg>154Lys) im Gen DBR1 als
Kandidatengen ausgewahlt. Die Mutation liegt in einem bekannten
Krankheitsgen.

Die Auswahl von DBR1 gelang vor allem aufgrund des spezifischen
Phanotyps in Kombination mit einer passenden Publikation. In Bezug auf
MS002 waren zunachst zwei homozygote Varianten in unterschiedlichen
Genen (DBR1 und PAICS, s. Tabelle 4.5) interessant, welche beide in der
Vergangenheit bereits krankheitsassoziiert wurden. Diese Tatsache ist in
der Kandidatengensuche nicht ungewohnlich — in vielen Studien werden
gelegentlich mehrere Varianten in unterschiedlichen Genen als Kandidaten
fur ein Individuum bzw. eine Familie entdeckt (vgl. bspw. Kahrizi et al., 2019,
Carneiro et al., 2018, Monies et al., 2019). Im Zeitalter des NGS ist folglich
weniger die Detektion von Varianten ein Problem, als die Interpretation und
Validierung von Varianten unklarer Signifikanz (VUS), um diese fur die
klinische Praxis aufzubereiten und falsch-positive Ergebnisse zu limitieren

(Lohmann und Klein, 2014). Literatur und Informationen in Datenbanken
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fehlen jedoch bei VUS haufig per definitionem und die Interpretation
gestaltet sich daher besonders schwierig (Lohmann und Klein, 2014,
Gburek-Augustat et al., 2021). In diesen Fallen ist eine Zusammenschau
aller Befunde und eine prazise Beschreibung des Phanotyps essenziell, um
valide Aussagen uber die Relation zwischen Geno- und Phanotyp treffen zu
konnen und ggf. bei inkongruenten Befunden die genetische Diagnose oder
Kandidatengenauswabhl in Frage zu stellen (Robinson, 2012, Zschocke et
al., 2023).

Der Phanotyp von MS002 scheint auf das Kandidatengen PAICS nicht zu
passen (vgl. Abschnitt 4.2.2). Dennoch bleibt eine gewisse diagnostische
Unsicherheit, da das phanotypische Spektrum von Defekten in der
Purinbiosynthese weit ist (Dewulf et al., 2022). Ein milder (klinisch
unauffalliger) Phanotyp bei MS002 durch c.665G>C ist jedoch vor dem
Hintergrund, dass LoF-Varianten vermutlich pranatal todlich sind,
Missense-Varianten in der bisher einzigen publizierten Familie mutmallich
fur eine hohe Anzahl habitueller Aborte verantwortlich waren und MS002
keinerlei phanotypische Auffalligkeiten bei Geburt aufwies als

unwahrscheinlich zu betrachten (Dewulf et al., 2022, Pelet et al., 2019).

Die eindeutige klinische Diagnose einer ANEC in Kombination mit der
kurzlich vor Auswertung der Daten publizierten Studie von Zhang et al.,
2018 sorgten schlieBlich fur die Entdeckung von c.461G>A, p.Arg>154Lys
in DBR1. Eine prazise Phanotypisierung ist zwar in jeder genetischen
Abklarung essenziell, jedoch im Fall von MS002 nicht ausreichend, um
c.461G>A als wahrscheinlich pathogen zu klassifizieren. Die Variante
wurde daher als Klasse 3 nach ACMG (VUS) bewertet (vgl. Abschnitt 4.2.2).
Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang die Publikation von einer
weiteren homozygoten Missense-VUS in DBR1, welche ebenfalls zu einer
viralen Hirnstammenzephalitis assoziiert wurde (French et al., 2022).

Die Unsicherheit bei der Bewertung der vorliegenden Variante ergibt sich
unter anderem aus den unklaren Auswirkungen der Variante auf das

Protein. Unterschiedliche Szenarien bei Missense-Varianten sind
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grundsatzlich denkbar. Zum einen konnte sich die Variante durch einen rein
quantitativen Effekt bemerkbar machen (z.B. Uber den Abbau der
fehlerhaften mRNA, den Abbau des fehlerhaften Proteins oder ein komplett
defektes Protein durch Storung der funktionalen Doméane). Diese Art der
Auswirkungen einer Missense-Variante ware analog von LoF-Varianten zu
bewerten (vgl. Absatz 5.1.2). Des Weiteren konnte es zur Expression eines
stabilen Proteins kommen, welches eine veranderte Funktion besitzt
(qualitativer Effekt). Am schwierigsten wird die Interpretation, wenn eine
Mischform aus quantitativen und qualitativen Effekten vorliegt (Zschocke et
al., 2023).

Ein kompletter LoF von DBR1 scheint pranatal todlich zu sein (vgl. Absatz
4.2.2; Zheng et al., 2015), daher kommt fur den Pathomechanismus bei
einem quantitativen Effekt der vorliegenden Variante lediglich eine partielle
Insuffizienz in Frage (sog. hypomorphe Variante). Des Weiteren liegt bei in
normalem quantitativem Ausmald exprimierter mRNA ebenfalls die
Interpretation nahe, dass der Pathomechanismus von ¢.461G>A sich Uber
eine Wirkung auf Proteinebene entfaltet.

Mit dem Verdacht einer auf Proteinebene hervorgerufenen partiellen
Insuffizienz von DBR1 bei MS002 wurden Western Blots mit
semiquantitativen Bestimmungen von DBR1 aus Proteinlysaten von
kultivierten Fibroblasten durchgefuhrt. Die Detektion von spezifischen
Proteinen und die semiquantitative Messung desselbigen in einer Probe ist
die haufigste Anwendung von Western Blots in der Wissenschaft (Meftahi
et al, 2021). Im Vergleich zu den drei Kontrollen zeigte sich die
Proteinmenge von DBR1 bei MS002 um durchschnittlich 76 % reduziert
(p <0,0001 ggl. allen Kontrollen). Uber den Pathomechanismus dieser
signifikanten Reduktion kann anhand der in dieser Arbeit vorgestellten
Daten nur spekuliert werden. Ein Abbau der mRNA durch NMD mdusste in
der Regel in einer verminderten Expression in der RNA-Seq sichtbar sein
und scheint somit unwahrscheinlich. Uberlegungen zu einem Abbau des
fehlerhaften Proteins durch zellulare Mechanismen mussten zur weiteren

Einordnung der Variante in Bezug auf MS002 nachgegangen werden und
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kann den in dieser Arbeit prasentierten Daten leider nicht enthommen
werden.

Jedoch scheint es sich um eine deutlich hypomorphe Variante zu handeln.
Die absolute Zahl der Reduktion an DBR1-Protein deckt sich mit den
Ergebnissen der Studie von Zhang et al., 2018, welche flr vier unabhangige
Mutationen in HEK293T-Zellen ~ 25 % der Menge an Volllangenprotein im
Vergleich zum Wildtyp detektieren konnten. Des Weiteren konnten die
Kolleginnen mittels RT-gPCR gleiche Expressionslevel von WT- und
mutierten DBR1-transfizierten Zellen beobachten (Zhang et al., 2018).
Dieser Umstand passt sehr gut zu der unauffaligen RNA-Seq im
vorliegenden Fall.

Methodisch lasst sich bei der vorliegenden Arbeit die Wahl des
housekeeping-Gens GAPDH in Bezug auf die moglicherweise nicht
vorhandene Linearitat der Konzentration desselbigen in Bezug auf die totale
Proteinkonzentration bemangeln (Gorr und Vogel, 2015). Dennoch zeigt
sich das optische Signal von DBR1 flur die Patientenzellen bereits in der
rein qualitativen Beurteilung der Membranen erniedrigt, sodass in jedem
Fall ein quantitativer Effekt von c.461G>A angenommen werden kann.
Somit gelingt mithilfe der durchgefuhrten Western Blots die Zuordnung in
die pathophysiologische Gruppe der hypomorphen Mutationen.

Eine weitere Unsicherheit liegt bei MS002 in der infektiologischen
Anamnese. Bisher wurden Hirnstammenzephalitiden in Verbindung mit
einer partiellen DBR1-Insuffizienz lediglich mit Herpes-simplex-Virus-1-
(HSV1), Influenza-B-Virus- (IBV), Norovirus- und SARS-Cov2-Infektionen
in Zusammenhang gebracht (Zhang et al., 2018, Chan et al., 2024). In den
meisten Fallen ist hier der Hirnstamm die einzige betroffene Hirnregion,
sodass aktuell von einer Hirnstamm-spezifischen Immundefizienz
ausgegangen wird (Zhang, 2020, Zhang et al., 2018). Die Inzidenz
neurologischer Manifestationen (inkl. Epilepsien, Status epilepticus,
zentrale Apnoe und Enzephalopathie/-itis) in Folge einer RSV-Infektion wird
mit 1,2 — 6,5 % angegeben und kann fur Kinder unter zwei Jahren auf bis

zu 40 % ansteigen (Bohmwald et al., 2016, Saravanos et al., 2021). Die
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zugrundeliegende Pathophysiologie und somit, ob das Virus hierbei
tatsachlich Neuronen oder andere Zellen aktiv befallt, ist trotz aller
wissenschaftlichen Bemuhungen weiter unklar (Bohmwald et al., 2016).
Ebenso ist die Rolle von DBR1 bei der Hirnstamm-spezifischen
Immunabwehr aufgrund unklarer molekularer Mechanismen ebenso
Gegenstand von aktuellen wissenschaftlichen Bemuhungen und wirft die
Frage auf, ob Immunantwort im Zentralen Nervensystem nach
anatomischer Region aufgeteilt ist oder es sich um spezifische
Mechanismen gegen dezidierte Viren handelt (Zhang, 2020). Vor dem
Hintergrund der RSV-Infektion lasst sich die Kandidatenvariante aufgrund
der Ausfuhrungen in diesem Absatz daher lediglich als VUS klassifizieren.
Der Fall MS002 verdeutlicht eindriucklich die Problematik der Interpretation
einiger genetischen Varianten im Kontext von auflleren Einflussen (z.B.
Infektionen, Umwelteinflisse, Ernahrung, etc.), vor allem wenn sich die
Symptomatik ahnlich einer haufig vorkommenden Erkrankung prasentiert.

Nichtsdestotrotz bleibt c.461G>A abschlieRend eine sehr interessante
VUS, welche durch die Durchfuhrung von funktionellen Analysen als
wahrscheinlich pathogen validiert werden konnte. Diese funktionellen
Analysen sollten die Messung der Rest-Enzymaktivitat durch Bestimmung
der Intron-Lariat-Level in Zellen (z.B. Fibroblasten) von MS002 beinhalten,
um die Minderung der Funktion von DBR1 durch c.461G>A zu erfassen.
Eine Etablierung der Messung der Intronlariat-Level in Zusammenarbeit mit
Dr. med. Lucia Laugwitz war jedoch bisher nicht erfolgreich. Zusatzlich
waren Experimente mit Infektionen in vitro von bspw. Fibroblasten durch
RSV und erneutem Assessment der Funktion von DBR1 sicherlich sinnvoll
und notwendig (fur beide Methoden vgl. Zhang et al., 2018).
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5.1.2 I|dentifizierung einer Mutation in SEC31B bei Individuum MS001

Bei Individuum MS001 wurde im Rahmen der NGS-Auswertung eine
homozygote Stopp-Mutation (c.1759G>T; p.Glu587*) in SEC31B als
Kandidatengen favorisiert. Die Variante war aufgrund einer niedrigen
coverage im Transkriptom weder bei MS001 noch den Kontrollen
bewertbar. Varianten in SEC37B wurden bisher zu keiner monogenetischen
Erkrankung assoziiert (Recherche in pubmed, Stand: 08.05.2024).

Die oben genannte homozygote Variante wurde unter anderem aufgrund
ihres trunkierenden Aspektes ausgewahilt. Hierbei wird
c.1759G>T; p.Glu587* pathophysiologisch als Mutation betrachtet, die mit
einem Joss-of-function (LoF) einhergehen musste. Bei LoF-Mutationen
handelt es sich um Varianten, welche einen quantitativen Effekt auf die
Gendosis durch kompletten Verlust des Proteins aufgrund verschiedener
moglicher Mechanismen hervorrufen (Zschocke et al., 2023). Aufgrund
dieses Mechanismus sind homozygot vorliegende LoF-Varianten in der
Kandidatengensuche besonders interessant.

Bei der Bewertung dieser Varianten ist es von enormer Bedeutung die Gene
nach ihrer Haplosuffizienz zu unterscheiden. Dies bedeutet, dass die
Reduktion der Gendosis durch heterozygote LoF-Varianten durch das
andere Allel kompensiert werden und es zu keinen phanotypischen
Auspragungen im Vergleich zum homozygoten Wildtyp kommt (Zschocke
et al., 2023). Ein pLI-Score =0 beschreibt in diesem Fall die
voraussichtliche Haplosuffizienz von SEC31B und kdnnte erklaren, warum
bis dato > 2000 pLoF-Varianten heterozygot in der gnomAD gelistet sind,
SEC31B jedoch bisher nicht ursachlich fir monogenetische Erkrankungen
publiziert wurde. In diesem Kontext kann spekuliert werden, dass es bei
SEC31B bei Heterozygotie einer trunkierenden Variante zu keiner
phanotypischen Auspragung kommt. Diese Annahme passt mit einem
moglichen rezessiven Vererbungsmuster bei MS001 Uberein, in dessen
Familie es bisher keine weiteren betroffenen Geschwister oder
Familienmitglieder gibt. Denkbar ware jedoch auch ein autosomal-

dominanter Vererbungsweg in Kombination mit einer de novo Mutation
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aufgrund dessen es  wilnschenswert gewesen ware, eine
Segregationsanalyse mit den Eltern und ggf. den gesunden Geschwistern
durchzufuhren. Dies kann beispielsweise via klassischer Sanger-
Sequenzierung oder Trio-Sequenzierung erfolgen.

Im Themenfeld der Intellectual Disability (ID) wird der Sequenzierung von
Eltern-Kind-Trios zusatzlicher Nutzen in Bezug auf die Aufklarungsrate
zugeschrieben (Kahrizi et al., 2019, Wieczorek, 2018, Brea-Fernandez et
al., 2022). Besonders sporadische Falle von ID stellen die genetische
Diagnostik vor eine besondere Herausforderung, welche sich in einer
niedrigen Aufklarungsrate von ca. 15 — 30 % bei Nutzung von WES
widerspiegelt (Chérot et al., 2018, Monroe et al., 2016, Volk et al., 2015).
Vor allem die allgemein hohe genetische Heterogenitat und die hohere Rate
an de novo Varianten im Vergleich zu autosomal-rezessiven Formen sind
hier als Grunde hervorzuheben (Wieczorek, 2018, Kahrizi et al., 2019).
Carneiro et al., 2018 verdeutlichen in diesem Kontext in ihrer Arbeit mit
insgesamt acht Fallen von sporadischer ID den Nutzen von Trio-Exom-
Sequenzierungen bei einer Aufklarungsrate von 62 % und konkludieren,
dass vor allem zur Detektion von denovo Varianten das Trio
ausschlaggebend war (insgesamt drei Probandinnen). Die homozygoten
Mutationen (folglich rezessiv vererbten Erkrankungen) waren nach
Einschatzung der Autorlnnen auch ohne elterliche Daten detektiert worden.
Einschrankend ist zu nennen, dass die beschriebenen Falle sich auf
syndromale Formen der ID beziehen, welche bei MS001 lediglich in milder
Form (groRe Hande, grol3e Fulde, vgl. Abschnitt 4.3.1) vorliegt.

Ob eine Trio-WES oder eine Sequenzierung von gesunden Geschwistern
fur den Fall MS001 zusatzlichen diagnostischen Nutzen erbracht hatte,
bleibt zusammenfassend unklar. Eine Segregationsanalyse (auch mittels
Sanger-Sequenzierung) war aufgrund fehlender Proben der Angehdrigen
nicht moglich.

Des Weiteren bleibt ebenfalls offen, ob eine Abklarung mittels WGS
zielfUuhrend gewesen ware. Haufigste Ursache von ID sind inca. 12 -15 %
nach wie vor chromosomale Ursachen (inkl. Trisomie 21, CNVs,
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Translokation, etc.; Gupta, 2023, Maia et al., 2021). Ein erneutes WGS von
50 ungelosten Fallen (im Vorfeld abgeklart mit genomic microarray und
WES) erbrachte bereits vor 10 Jahren zusatzliche Diagnosen bei 42 % der
Kohorte, davon acht de novo Strukturvarianten (Gilissen et al., 2014). Eine
relevante Strukturvariante kann bei MS001 mit dem vorliegenden WES
nicht ausgeschlossen werden. Nichtsdestotrotz stellt sich bei allen
wissenschaftlichen Bemiuhungen, um eine korrekte Diagnosefindung zu
ermoglichen, immer auch die Frage der Kosten. Diese waren bei MS001
vermutlich mit zusatzlicher Trio-/Angehdrigen-Sequenzierung und/oder
Genomsequenzierung vor dem Hintergrund der bereits vorhandenen

Detektion eines Kandidatengens im WES zu hoch gewesen.

Der quantitative Effekt auf die Gendosis entfaltet sich bei LoF-Varianten
uber unterschiedliche Mechanismen. Denkbar bei Vorliegen von
c.1759G>T; p.Glu587* waren Instabilitat der mRNA mit konsekutivem
NMD, Instabilitat des Proteins, vorzeitiger Proteinabbau oder Inaktivitat der
Proteins (Ma et al., 2024, Zschocke et al., 2023). Bis auf die Inaktivitat des
Proteins fuhren alle hier aufgefihrten Mechanismen den beschriebenen
Gendosisverlust Uber eine Nicht-Expression des Proteins hervor.

Eine zusatzliche Evidenz fur SEC31B als Kandidatengen sollte daher in
Form von Western Blots realisiert werden. Ziel war im Idealfall die
Darstellung des Proteins in den Kontrollen nicht jedoch bei MS001, um die
resultierende Nullmutation aus ¢.1759G>T darzustellen.

Leider gelang es in den Western Blot-Analysen aus Fibroblasten trotz
Verwendung zweier Primarantikorper nicht, das Protein SEC31B eindeutig
zu detektieren. Der Antikorper der Firma abcam wies lediglich unspezifische
Banden nach und der Antikorper der Firma Aviva Systems Biology
Corporation erbrachte keine Proteindetektion (s. Abschnitt 4.3.3).

Grunde fur diese Negativresultate konnen in vielfaltigen methodischen
Ursachen liegen. Beginnend mit Artefakten bei der Proteinisolation (bspw.
Proteolyse oder Aggregation), uUber Probleme beim Blotting (bspw.
inkompletter Proteintransfer) bis hin  zur Immundetektion (bspw.
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unspezifische Bindung) liegen viele Fallstricke auf dem Weg zur finalen
Detektion des Zielproteins (vgl. Gorr und Vogel, 2015).

Da jedoch das Haushaltsprotein GAPDH bei allen Blots problemlos
dargestellt wurde und die Ponceau-Farbung zur Uberpriifung des Blotting-
Ergebnisses bei allen Membranen positiv ausfiel, scheint es
unwahrscheinlich das technische Probleme hier ursachlich waren. Vielmehr
liegt auch mit erneutem Blick auf die RNA-Seq-Ergebnisse (niedrige
coverage) die Spekulation nahe, dass die kultivierten Fibroblasten SEC31B
nicht oder nicht in ausreichender Menge exprimieren.

Voruntersuchungen mit Proteinlysaten aus anderen Zellreihen (HEK- und
RPE-Zellen, sowie CPT-Blut) scheiterten ebenfalls mit der Detektion von
unspezifischen Banden, welche dem Zielprotein nicht eindeutig zugeordnet
werden konnten (vgl. Abschnitt 4.3.3). Eine alternative Analyse-Pipeline
konnte daher fur SEC31B nicht etabliert werden.

Die Ergebnisse der Western Blots sorgten jedoch nicht fur ein Verwerfen
der Variante als Kandidatengen fur MS001. Interessant in Kombination mit
dem Phanotyp konnte hier die hohe Expression von SEC371B im
Cerebellum (Stérung der Motorik), die vermutete Cargo-Selektion und die
bisher ungeklarte Funktion der kurzeren Isoform sein (Stankewich et al.,
2006). Schlussendlich waren weitere Analysen (u.a. Etablierung eines
funktionalen Assays in-vitro) notwendig, um die Variante in SEC31B
eindeutig als pathogen zu validieren. Diese weiterfUhrenden
Untersuchungen mussten ggf. auch aus anderen Geweben oder
entsprechend induzierten Zelltypen durchgefuhrt werden — dies hatte
jedoch leider den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt.

110



5.1.3 Identifizierung einer Mutation in OSCP1 bei Familie 01

Bei Familie 01 wurde eine homozygote Missense-Mutation im Gen OSCP1
(c.925C>T; p.Arg309Trp) als Kandidatengen ausgewahlt. OSCP17 scheint
in dieser Arbeit bedingt durch fehlende Evidenz in der Literatur und die Wahl
der Auswertungstechnik ein sehr unsicheres Kandidatengen zu sein.

Bei Konsanguinitat der Eltern steigt das Risiko fur autosomal-rezessive
Erkrankungen, dementsprechend steigt die Anzahl der zu bewertenden
Varianten an (Temaj et al., 2022, Mezzi et al., 2024, Khayat et al., 2024).
AuRerdem konnte in den vor dieser Studie bereits erfolgten diagnostischen
Auswertungen kein Kandidatengen anhand der genomischen Daten
gefunden werden. Unter diesen Umstanden ist eine rein manuelle
Auswertung der RNA-Seq anhand der detektierten genomischen Varianten
als unglucklich anzusehen. Die schiere Anzahl der zu bewertenden
Varianten ist zeitaufwendig, anfallig fur menschliches Versagen (ergo
Ubersehen von Effekten) und die exakte Auswertung der RNA-Seq
erfordert Kandidatenvarianten in der initialen genomischen Analyse
(Murdock et al., 2021). Aullerdem kommen falsch-negative Resultate im
WES/WGS zwar selten vor, konnen aber dennoch zusatzlich eine
Fehlerquelle bei dieser Art der Auswertung darstellen und fur falsch-
negative Resultate sorgen (Goldfeder et al., 2016, Sun et al., 2015). Daher
ware es sinnvoll gewesen, automatisierte bioinformatische Berechnungen
zur Detektion abnormer Transkripte zu etablieren. Vor diesem Hintergrund
richtet sich besondere Aufmerksamkeit zunehmend der Detektion von
abnormalen Spleilevents, da fehlerhaftes Splei3en in bis zu 15 — 30 % als
krankheitsverursachend fur Erbkrankheiten vermutet wird (Lopez-Bigas et
al., 2005, Wang und Cooper, 2007, Rowlands et al., 2021, Mertes et al.,
2021). Die Entdeckung von aberranten de novo Spleil3events hat bereits
einige molekulargenetische Diagnosen in der Vergangenheit ermdglicht
(Cummings et al., 2017, Kremer et al., 2017). Mehrere Algorithmen wurden
in der Folge zur transkriptomweiten Detektion ebendieser Events entwickelt
bzw. weiterentwickelt (bspw. LeafCutterMD, SPOT, FRASER; Jenkinson et
al., 2020, Ferraro et al., 2020, Mertes et al., 2021). Selbstverstandlich ware
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es wunschenswert gewesen, die RNA-Seq-Daten der vorliegenden Kohorte
auch mit einem der genannten Algorithmen auszuwerten. Mit Blick auf
Familie 01 wurden die oben genannten Berechnungen anhand der
Transkriptom-Daten parallel zum Multi-WGS sicherlich die Sensitivitat bei
der Kandidatengensuche und die Sicherheit in der Bewertung der
Kandidatenvarianten erhdhen. Dies gilt jedoch ebenso in Bezug auf die
restliche Kohorte.

Trotz der methodischen Kritikpunkte erschien OSCP71 in Bezug auf
Familie 01 aufgrund der kurzlich erfolgten Zuordnung zu Zilien
hochinteressant (van Dam et al., 2019). Problematisch in der Interpretation
ist jedoch der fehlende Phanotyp einer klassischen Ziliopathie (s. Abschnitt
4.4.2). Interessanterweise scheint OSCP171 jedoch in Wurmern und
Zebrafischen unterschiedliche Funktionen zu erfillen — OSCP1/-
Zebrafische zeigen einen spezifischen zilienassoziierten Phanotyp,
wohingegen bei OSCP71"-C. elegans sich intakte Zilien finden (van Dam et
al., 2019). Somit scheint eine Involvierung von OSCP1 als Ursache fur den
Phanotyp der Brlder trotz bisheriger negativer Diagnostik in Bezug auf
Ziliopathien (Burstenabstrich) nicht ausgeschlossen. Dennoch bleiben viele
Fragen ungeklart, z.B. wie der Phanotyp einer Lungenfibrose durch eine
Ziliopathie ausgelost wird oder ob der Phanotyp doch auf eine der anderen
bis dato publizierte Funktionen von OSCP171 zuruckzufuhren ist (vgl.
Ausfuhrungen im Abschnitt 4.4.2). Hier kann letztendlich anhand der
aktuellen Datenlage nur spekuliert werden. Zur Validierung von OSCP1 als
Ursache der fibrosierenden Lungengerusterkrankung ware weitere Studien
bspw. in einem Modellorganismus notwendig.

Schlussendlich bleibt OSCP7 in dieser Arbeit ein sehr unsicheres
Kandidatengen. Vor diesem Hintergrund ist von enormer Relevanz, die
Daten von ungelosten Fallen regelmallig zu reevaluieren und erneut
auszuwerten, da neue wissenschaftliche Erkenntnisse oder neue Methoden
in einer erneuten Auswertung fur eine molekulare Diagnose sorgen konnten
(Matalonga et al., 2021, Zurek et al., 2021, Laurie et al., 2025).
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5.1.4 I|dentifizierung einer Mutation in HUWET bei Individuum MS005

Bei MS005 konnte eine heterozygot vorliegende X-chromosomale
Spleil3stellenmutation in HUWE1 (c.2496+3A>G) als wahrscheinlich
pathogene Variante postuliert werden.

HUWET ist ein bekanntes Krankheitsgen. Sowohl Mikroduplikationen,
Missense- und Spleil3stellen-Varianten wurden in der Vergangenheit zur
X-chromosomalen geistigen Behinderung (X-linked intellectual disability,
XLID) assoziiert (Froyen et al., 2008, Froyen et al., 2012, Moortgat et al.,
2018). Das klinische Spektrum ist weit und reicht von milder XLID bis hin zu
schwer betroffenen Kindern (Froyen et al., 2008, Taylor et al., 2015,
Moortgat et al., 2018). Viele der Betroffenen zeigen syndromale
Auffalligkeiten, wobei faziale Dysmorphien mit Augenanomalien die
markantesten Merkmale darzustellen scheinen (Moortgat et al., 2018).
Selbstverstandlich ist die Beschreibung des Phanotyps in dieser Arbeit als
insuffizient anzusehen, da die Beschreibung wichtiger
klinischer/syndromaler Merkmale fehlt (vgl. Absatz 4.5.1). Auf das Thema
der Bedeutung der exakten Phanotypisierung wurde jedoch in
Abschnitt 5.1.1 (Bedeutung der Phanotypisierung fur die Differenzierung
zwischen unterschiedlichen Kandidatengenen im Fall von MS002) bereits
ausfuhrlich eingegangen. Der klinische Phanotyp von MS005 konnte
grundsatzlich zu den bisher publizierten Merkmalen in Verbindung mit
HUWE1-Mutationen passen (Globale Entwicklungsverzogerung und
Stereotypien, vgl. Moortgat et al., 2018) und es konnten im Rahmen dieser
Arbeit keine besser passenden Kandidatenvarianten detektiert werden.
Falsch negative Resultate kommen zwar beim WES sehr selten vor,
konnten aber naturlich in diesem Design der Auswertung eine Rolle spielen
(Sun et al., 2015).

Die de novo Variante ¢.2496+3A>G, welche bei MS005 detektiert werden
konnte, ist ein Beispiel fur den Vorteil von Trio-basiertem WES. Gerade im
Bereich der Forschung zum Thema ID konnten in der Vergangenheit durch
Trio-Exom-Sequenzierungen hohere Diagnoseraten als mit WES allein
erzielt werden und deutlich haufiger de novo Varianten als pathogen
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validiert werden (vgl. auch Ausfuhrungen zu MS001 in Abschnitt 5.1.2;
Farwell et al., 2015, Carneiro et al., 2018, Brea-Fernandez et al., 2022).
Pathophysiologisch wurden weibliche Individuen lange Zeit in Bezug auf die
HUWE1-assoziierte ID als asymptomatische oder niedrig symptomatische
Carrier aufgrund einer moglicherweise vorteilhaften X-Inaktivierung
zugunsten des gesunden Allels verstanden (Froyen et al., 2012). Diese
Annahme wurde durch die Publikation der ersten weiblichen Betroffenen
mit Lernschwierigkeiten und Kraniosynostose in Kombination mit einer
de novo Missense-Variante in HUWET stark in Frage gestellt (Taylor et al.,
2015). Tatsachlich konnte bis dato bei den schwer betroffenen weiblichen
Individuen in nahezu allen Fallen eine gestorte X-Inaktivierung
nachgewiesen werden (Taylor et al., 2015, Moortgat et al., 2018). In der
Kohorte von Moortgat et al. zeigten die Probandinnen wechselnde
Inaktivierungspattern, sowohl in Bezug auf die vorwiegende Expression der
Mutation selbst oder des Wildtyp-Allels, als auch eine unterschiedlich stark
gestorte Inaktivierung in unterschiedlichen Geweben (Moortgat et al.,
2018).

Dieses Pattern deckt sich mit den Befunden bei MS005, welche ebenfalls
eine hoch praferentielle Expression (98/2 %) zugunsten des vaterlich
vererbten X-Chromosoms in der RNA-Seq aus Fibroblasten zeigt (vgl.
Abschnitt 4.5.3). Problematisch in der Interpretation dieser gestorten
X-Inaktivierung ist jedoch die nicht-vorhandene Expression der
Spleillstellenvariante. Fraglich ist ebenso, ob die Variante auf dem vaterlich
oder auf dem mutterlich vererbten Allel liegt. In Fibroblasten wird lediglich
das gesunde Allel exprimiert — ein Spleil3defekt konnte nicht nachgewiesen
werden (vgl. Abschnitt 4.5.2). Stattdessen zeigte sich eine signifikant
reduzierte Expression von HUWE1, was auf den Abbau eines fehlerhaft
gespleilten Transkripts hinweist. Aufgrund der reduzierten Expression und
der verschobenen X-Inaktivierung wurde die Variante neu als
wahrscheinlich pathogen klassifiziert. Eine Transkriptomsequenzierung in

einem anderen Gewebe konnte ggf. einen Spleiddefekt nachweisen und
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verdeutlicht die Bedeutsamkeit der Wahl der Gewebeart fur etwaige

Transkriptom-Analysen (Frésard et al., 2019, Murdock et al., 2021).

5.2 Gibt es eine ideale Pipeline fur ungeloste Falle?

Die Aufklarung der molekulargenetischen Ursachen fur ungeloste Falle im
Bereich der RGDs stellt Forscherlnnen trotz sich stetig verbessernden
Methoden vor eine grof3e Herausforderung. Unterschiedlichste Pipelines
zur Analyse von grollen Kohorten wurden in den letzten Jahren
angewendet und mit unterschiedlichen Erfolgsraten publiziert. Anhand der
vorherigen Fallbeispiele mit den spezifischen Problemen in der Etablierung
von Kandidatengenen in dieser Arbeit, sollen nun essenzielle

Entscheidungen in der Wahl der Pipeline abschlie3end diskutiert werden.

5.2.1 Phanotypisierung

Der erste Schritt jeder medizinischen Konsultation stellt die eingehende
Anamnese und korperliche Untersuchung dar. AnschlielRend erfolgen bei
Bedarf weiterfuhrende Untersuchungen wie bspw. Blutentnahme und
Labortests, Bildgebung und psychologische Testung, um letztendlich eine
Diagnosestellung zu ermoglichen. Diesen Prozess, die Abweichungen von
normaler Physiologie, Morphologie oder Verhalten im Kontext einer
genetischen Erkrankung zu beschreiben, fasst man als Phanotypisierung
zusammen (Robinson, 2012). So wichtig robuste phanotypische Daten
sind, um Geno-Phanotyp-Korrelationen zu etablieren, so schwierig kann in
der klinischen Praxis die Differentialdiagnose sein (Hennekam und
Biesecker, 2012). Bei RGDs wird dies zudem durch die Seltenheit der
Erkrankungen und die phanotypische Variabilitdt erschwert (Chong et al.,
2015).

Deep Phenotyping ist die sorgfaltige Aufarbeitung, prazise Beschreibung
und oft technisch gestutzte Charakterisierung des Phanotyps (Delude,
2015). Hierbei wird i. d. R. als Standard auf das Vokabular des Human
Phenotype Ontology (sog. HPO-Terms) zurtckgegriffen, um Phanotypen
untereinander vergleichbar zu machen (Weng et al., 2020).
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Die Bedeutung von Deep Phenotyping wurde erst kurzlich in einer Studie
mit 172 padiatrischen Patientinnen untermauert, welche mittels WGS (tlw.
auch mit Trio-WGS) abgeklart wurden (Akgun-Dogan et al., 2024). Durch
extensive Konsultationen (ca. 4x pro Patient, ca. 1h pro Termin) vor und
nach Sequenzierung mit einem einzelnen klinisch tatigen Genetiker
konnten viele VUS durch Deep und Reverse Phenotyping (mehr als 10
HPO-Terms pro Patientin) aufgeklart werden und eine diagnostische
Ausbeute von 61 % erreicht werden (Akgun-Dogan et al., 2024).

Auch in dieser Studie konnte anhand des Beispiels von MS002 (vgl.
Abschnitt 5.1.1) gezeigt werden, dass eine korrekte Phanotypisierung die
Grundlage fur die molekulargenetische Diagnose bildet und die
Kandidatengensuche im Falle von mehreren interessanten Varianten
deutlich erleichtert.

Letztendlich sind genomische Daten ohne prazisen Phanotyp allenfalls von
limitierter Aussagekraft (Boycott et al., 2017). Dies wird in dieser Arbeit
durch insuffiziente Daten bezuglich der Krankheitsgeschichte bei einigen
Fallen (vgl. Phanotypentabellen in Abschnitt 1.6 und Diskussion zum
Phanotyp von Individuum MSO005 in Abschnitt 5.1.4) verdeutlicht und sollte
daher bei der Reanalyse der Daten (s. Abschnitt 5.2.5) verbessert werden
(sog. reverse phenotyping).

Zusammenfassend stellen die ausfuhrliche Beschreibung und korrekte
Darstellung des Phanotyps die Grundlage jeder genetischen Diagnose dar.
Im ldealfall sollte daher Deep phenotyping in keiner Studie zu ungelOsten
Fallen mit vermuteten RGDs fehlen und sollte von erfahrenen
Anwenderlinnen durchgefuhrt werden (Akgun-Dogan et al., 2024). Dennoch
kann die interdisziplinare Zusammenarbeit (v.a. auch mit auswartig tatigen
Kolleglnnen von externen Einsendern) die verfugbaren Informationen Uber
den klinischen Status der/des Betroffenen sehr limitieren. Die Etablierung
eines allgemeingultigen Standards zur Definition und zum Austausch
phanotypischer Daten wird daher vom International Rare Diseases
Research Consortium als kritisch fur die weitere Forschung im Bereich der
RGDs gesehen (Boycott et al., 2017).
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5.2.2 Wahl des molekulargenetischen Verfahren zur Detektion
genomischer Varianten

Die Mehrzahl der krankheitsausldsenden Varianten von monogenetischen
Erkrankungen liegen vermutlich in proteinkodierenden Sequenzen
(Precone et al., 2015, Wortmann et al., 2022). Daher wurde lange Zeit das
WES als Hochdurchsatzsequenzierungsverfahren der ersten Wahl bei
vermuteter monogenetischer  Erbkrankheit empfohlen. Je nach
Krankheitsspektrum hat das WES im Vergleich zu klassischen
zytogenetischen und molekulargenetischen Methoden (3% fur
Karyogramm mit Giemsa-Farbung und 15-20 % fur hochauflésende
Array-CGH (Array-based Comparative Genomic Hybridization;, komparative
genomische Hybridisierung) mit ca.24-52% im Bereich der
undiagnostizierten RGDs eine deutlich hohere Aufklarungsrate (Miller et al.,
2010, Zhong et al., 2021). Bei klarer Anamnese und klinischem Verdacht
auf eine genetische Erkrankung, welche mit einem der oben genannten
genetischen Verfahren diagnostiziert werden kann, besitzen diese
Verfahren naturlich weiterhin ihren Stellenwert (z.B. die Karyotypisierung in
der Diagnose des Down-Syndrom) und sind wesentlich kostengunstiger
(Miller et al., 2010). Da diese Arbeit sich jedoch insbesondere mit der
Methodik des NGS beschaftigt, soll in den folgenden Absatzen lediglich auf
die Vor- und Nachteile von Panel-Untersuchungen, WGS und WES
eingegangen werden.

Lange Zeit aufgrund der hoheren Kosten nur speziellen Fragestellungen
vorbehalten, rickt in den letzten Jahren zunehmend das WGS in den Fokus
des wissenschaftlichen Interesses. Die Vorteile des WGS sind nicht von der
Hand zu weisen und bestehen in der Erfassung von intronisch liegenden
Varianten, der besseren Detektion von Strukturvarianten und der
gleichmaligeren Abbildung des Exoms (Sun et al., 2015). In der
Vergangenheit konnte aul3erdem bereits gezeigt werden, dass Varianten
durch WGS detektiert werden konnen, welche bei alleiniger Sequenzierung
des Exoms verpasst worden waren (Belkadi et al., 2015). Problematisch bei
der Wahl des WGS als Erstlinien-Sequenzierung wird die tlw. als schwierig
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beschriebene Interpretation vor allem von tief intronisch liegenden
Varianten beschrieben, sodass die Anzahl der Detektionen von VUS
potenziell steigt. Das WGS sollte aus diesem Grund vor allem Instituten und
Forschungsgruppen vorbehalten sein, welche eine grol3e Expertise in der
Interpretation von VUS aufweisen oder die Moglichkeit besitzen,
entsprechende  Validierungsstudien  durchzufihren  oder weitere
molekulargenetische Methoden (z.B. RNA-Seq) anzuschliefen. In diesen
Fallen kann jedoch mit einer hoheren Erfolgsrate der Aufklarungen im
Vergleich zum WES gerechnet werden (Zhong et al., 2021).

Die Wahl des Exome Sequencing (ES) resultiert in reprasentativen Studien
in einer Aufklarungsrate von ca. 24-52 % fur undiagnostizierte Falle (Zhong
et al., 2021). Hierbei muss unterschieden werden, ob das ES als WES oder
als Panel-Untersuchung durchgefuhrt wird. Letztere kann aufgrund der
niedrigeren Kosten eine valide Wahl bei typischem Phanotyp darstellen, die
Untersucherinnen sollten sich jedoch im Klaren sein, dass Varianten in bis
dato nicht beschriebenen Genen hierdurch unter Umstanden verpasst
werden. FUr ungeldste Falle v. a. bei heterogener Krankheitsprasentation
stellt daher das Exom-Panel in der Regel keine geeignete
Untersuchungsmethode dar (Zhong et al., 2021).

Wie bereits in Abschnitt 5.1.2 fur den Fall von MS001 diskutiert, stellt sich
die Frage, ob die Detektion der kausalen Variante das Problem darstellt
oder das Verstandnis der pathophysiologischen Auswirkung auf den
Organismus insuffizient ist und somit, ob ein Wissenszuwachs durch das
WGS generiert werden kann oder ein WES eventuell ausreichend ist. Das
WGS hat einen klaren Vorteil bei negativem ES oder rezessiv vererbten
Erkrankungen mit Detektion lediglich einer Mutation und Verdacht auf eine
kausale intronisch liegende compound-heterozygote Variante oder eine
compound-heterozygote Strukturvariante aufgrund der Maoglichkeit der
Detektion dieser Varianten.

Im Bereich der ungeldsten Falle kann dem WGS ebenfalls eine Stellung als
Verfahren mit hoherer diagnostischer Ausbeute als bei alleinigem WES
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eingeraumt werden (Wortmann et al., 2022, Zhong et al., 2021). Sicherlich
wird daher der Trend hin zum WGS in den nachsten Jahren fortgefuhrt
werden, um ein umfassenderes Verstandnis im Bereich der RGDs zu

entwickeln.

Dennoch kann die Frage, ob WES oder direkt WGS als erstes Verfahren
gewahlt werden sollte, vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur und der
Daten dieser Arbeit nicht abschlieRend beantwortet werden. Vor allem in
Landern mit schlechterer medizinischer Versorgung und somit der
Notwendigkeit kosteneffektiv zu arbeiten, scheint nach wie vor das WES
eine gute Moglichkeit der Erstlinien-Abklarung zu sein. Diese Kontroversitat
halt aktuell auch Einzug in entsprechende Empfehlungen der ACMG -
Exom- oder Genomsequenzierung werden hier als first- oder second-line
Verfahren (nach chromosomal microarray analysis oder fokussierter
Testung) bei kongenitalen Anomalien im Kindesalter in Anlehnung an die
Expertenmeinung der Klinikerln empfohlen (Manickam et al., 2021).

Sehr sinnvoll kann die Trio- oder Multi-Sequenzierung mit Eltern und/oder
weiteren betroffenen Geschwistern/Familienangehodrigen sein, um die
groe Anzahl der zu interpretierenden Varianten weiter einzugrenzen
(Carneiro et al., 2018, Brea-Fernandez et al., 2022). Eindrucksvoll konnten
die Vorteile dieser Methodik anhand des Falles von MS005 (Detektion einer
de novo Variante mit pathologischem X-Inaktivierungsmuster (Kombination
mit RNA-Seq erforderlich)) und Familie 01 (Eingrenzung der vielen
Varianten im Bereich der Konsanguinitat durch Sequenzierung von
mehreren betroffenen Geschwistern) demonstriert werden. Bei dieser
Technik ist es nicht nur moglich de novo und compound-heterozygote
Varianten zu erkennen, sondern auch die atypische Inaktivierung oder
epigenetischen Vererbungsmuster in Kombination mit einer RNA-Seq
nachzuvollziehen. Automatisierte bioinformatische Berechnungen waren in
diesem Bereich, wie bereits ausfuhrlich in Bezug auf die Auswertung bei
Familie 01  diskutiert, von Vorteil (vgl. Abschnitt5.1.3). Trio-
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Sequenzierungen kdnnen die diagnostische Effektivitat steigern und sind
vor allem im Erkrankungsspektrum mit hohem Detektionsanteil an de novo
Varianten etabliert.

Angemerkt sei an dieser Stelle, dass in jedem Fall bei vermuteter
dominanter Vererbung oder Verdacht auf Compound-Heterozygotie eine
Segregationsanalyse der Eltern (sofern Untersuchungsmaterial verfugbar)
angestrebt werden sollte.

5.2.3 RNA-Seq

Aktuelle  Studien  konnten einen  eindeutigen @ Zuwachs der
molekulargenetischen Diagnosestellungen von 10-36 % durch die
zusatzliche Anwendung von RNA-Seq verzeichnen (Kremer et al., 2017,
Cummings et al., 2017, Gonorazky et al., 2019, Murdock et al., 2021). Die
Vorteile der Transkriptom-Analyse in Zusammenschau mit den
genomischen Befunden liegt in der direkten Interpretation der Varianten auf
Expression und Spleildveranderungen.

Auch in dieser Arbeit kobnnen mehrere Falle (MS005 und Familie 01) als
Beispiele fur unerwartete Auswirkungen von Varianten auf das
Transkriptom herangezogen werden. Besonders bei SpleilRveranderungen
aufgrund tief exonisch liegenden Varianten und der X-Inaktivierungsanalyse
entfaltet die RNA-Seq in den genannten Beispielen ihre Vorteile. In
aktuellen Arbeiten finden sich aullerdem gute Daten zur Interpretation von
tief intronisch liegenden Varianten, welche zu Exon-Skipping, Einfuhrung
von kryptischen Exons oder Intron-Retention fuhren (Bournazos et al.,
2022). Als allgemeiner Konsens wird vermutet, dass 15 — 60 % der
genetischen Varianten ihre desastrose Wirkung Uber Veranderung des
SpleilRens entfalten (Wang und Cooper, 2007, Shiraishi et al., 2022). Somit
konnte demnach die RNA-Seq ein guter erganzender Baustein zum WGS
sein, um die bereits in Absatz 5.2.2 angesprochene schwierige
Interpretation der vielen Varianten des WGS zu erleichtern.

Ausdruck der fortschreitenden Entwicklungen in diesem Bereich der
molekulargenetischen Diagnostik sind die mittlerweile verfugbaren
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Algorithmen zur bioinformatischen Auswertung der Transkriptom-Daten
(bspw. auf Expressions- und SpleiRunterschiede oder epigenetische
Alterationen). In dieser Arbeit wurden diese Analyse-Tools nicht verwendet
und dennoch konnte eine Rate von 44 % an Zusatzerkenntnissen in Bezug
auf Kandidatengene erzielt werden. Diese Rate kann selbstverstandlich
nicht als Diagnoserate verstanden werden und ist damit nicht mit aktuellen
Studien vergleichbar, sondern bezieht sich groftenteils auf VUS.
Wiunschenswert ware jedoch die Verwendung von entsprechenden Tools in
Pipelines fur ungeloste monogenetische Erkrankungen.
Zusammenfassend wirft die Transkriptom-Sequenzierung jedoch auch viele
weiterfuhrende Fragen auf und ist genauso wie WES/WGS nicht trivial in
der Interpretation. Vor allem die Expression unterschiedlichster Gene in
diversen Gewebearten, nicht-vergleichbare Konditionen in der Kultur von
Zellen fur entsprechende Analysen und Befunde, welche klassischen
genetischen Theorien widersprechen, stellen Forscherlnnen vor
Herausforderungen und bedingen die oben erwahnte Diagnoserate von nur
10 — 36 %. Jedoch hat die RNA-Seq im Laufe der letzten Jahre ihren
Stellenwert unter Beweis gestellt und sollte in einer Pipeline fur ungeloste
Falle auf jeden Fall in Betracht gezogen werden.

5.2.4 Multiomics Approach

Neben WES/WGS und Transkriptom-Analysen erfreuen sich in letzter Zeit
auch sogenannte Multiomics-Ansatze zunehmender Beliebtheit in der
genetischen Forschung, um die Interpretation von VUS weiter zu
verbessern.

Vor diesem Hintergrund konnte durch die Arbeitsgruppe um Kopatjich und
Kolleglnnen eine Diagnose bei 22 % WES/WGS-negativen Fallen (n = 121)
durch eine Kombination aus Genomics, Transcriptomics und Proteomics
erreicht werden (Kopaijtich et al., 2021). Die Daten der Studie verdeutlichen
vor allem den Vorteil von Proteinanalysen im Bereich der Missense-VUS,

welche keinen Effekt auf die RNA haben und somit bei einem alleinigem
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Einsatz von molekulargenetischen Sequenziermethoden nicht eingeordnet
werden konnen.

Ebenso konnte kirzlich eine Studie den Einsatz von Metabolomics als
hilfreich in der Interpretation von 43,5 % der vorgestellten Kohorte
hervorheben (Alaimo et al., 2020). Die Autorlnnen machen in ihrer Studie
zusatzlich deutlich, dass es bei der Mehrzahl der Kandidatengene bisher
keine validierten funktionellen Tests gibt, sodass ein ungezielter Ansatz von
Metabolomics zur naheren Einordnung von Varianten sinnvoll sein kann
(Alaimo et al., 2020).

Diese zwei Arbeiten verdeutlichen, dass Multiomics-Ansatze im Spektrum
der ungelosten genetischen Falle fur zusatzliche Evidenz fur oder gegen
Kandidatengene sorgen konnen. Andere Omics-Technologien (z.B.
Lipidomics, Glycomics, etc.) stecken jedoch noch in den Kinderschuhen
und bendtigen weitere Forschung, um im Klinisch-wissenschaftlichen
Setting Diagnosestellungen zu ermdoglichen (Wortmann et al., 2022).

In Bezug auf die in dieser Arbeit vorgestellten Falle erscheinen die Omics-
Technologien wie die fehlende zusatzliche Ebene, welche eine
Diagnosestellung unter Umstanden ermoglichen und ggf. auch die unklaren
Befunde aus den RNA-Seq-Daten aufklaren kdnnten.

Schlussendlich sollten diese Technologien auf jeden Fall in Betracht
gezogen werden, sofern keine funktionale Testung (sowohl in vitro als auch
in vivo eines Modellorganismus) moglich ist oder ein Test nicht etabliert
werden kann. Des Weiteren konnten Omics in gro3en Kohorten mit
vermuteten monogenetischen Erkrankungen vor allem im Bereich der
Missense und heterozygoten Varianten Evidenz fur oder gegen
Kandidatengene bereitstellen und sollten somit im Baukasten der Pipeline

fur ungeloste Falle nicht fehlen.

5.2.5 Reanalyse der Daten

Regelmalige Reanalyse von ungelosten Fallen konnte in der
Vergangenheit in einigen Studien zur Auflosung von Fallen beitragen. Die

Aufklarungsrate bei systematischer Herangehensweise betragt je nach
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Arbeit bis zu 15 % (Nambot et al., 2018, Matalonga et al., 2021, Laurie et
al., 2025). Aktuell wird von Experten eine Reanalyse alle 1 — 3 Jahre
empfohlen und sollte gemeinsam mit aktualisierten phanotypischen Daten
(sog. reverse phenotyping) erfolgen (Wortmann et al., 2022).

Bei dieser Reanalyse muss die Datenqualitat insbesondere von alteren
WES beachtet werden, da die verwendeten Kits zur Anreicherung des
proteinkodierenden Genoms deutlich weniger annotierte Gene abdecken
als die entsprechenden Nachfolgeversionen (Wortmann et al., 2022).

Als Paradebeispiel kann in diesem Zusammenhang das Solve-rare disease
Consortium (SOLVE-RD) genannt werden, welches in einer grol3
angelegten europaweiten Studie Datensets von 6.449 Individuen mit einer
seltenen Erkrankung mit einem Erfolg in 12,6 % der Familien reanalysiert
hat (Laurie et al., 2025).

Zusammenfassend sollte eine Reanalyse vor jedem weiteren
molekulargenetischen Verfahren erfolgen, um sicherzustellen, dass
einerseits nicht doch eine molekulare Diagnose mittels des ursprunglichen
Ansatzes erfolgen kann und zweitens sich der Aufwand des neuen
angestrebten Verfahrens uberhaupt lohnt. Eine Reanalyse der Daten war
mit 42,8 Min je Individuum in der Studie von Solve-RD bewaltigbar (Laurie
et al., 2025).

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In Anbetracht der in dieser Arbeit vorgestellten Resultate bleibt
festzustellen, dass die vorgestellte Pipeline sich sehr gut eignet, um
Kandidatengene zu finden, jedoch deren Interpretation nur teilweise
vereinfacht hat.

Zwar konnte fur einen Grofteil der beschriebenen Kohorte eine
Kandidatenvariante priorisiert werden, jedoch konnte nur in einem Fall eine
molekulare Diagnose gestellt werden. Dennoch stellt die Etablierung von
VUS, welche durch nachfolgende Studien validiert werden konnen, die
erste Mallnahme in der molekulargenetischen Diagnosefindung dar. Der

letzte Schritt, die Validierung der Pathogenitat einer Variante in Bezug auf
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einen bestimmten Phanotyp, erscheint in dieser Kohorte als der
entscheidende Engpass. Dies stutzt somit die Aussage von Lohmann und
Klein, dass nicht die Detektion von Varianten in der Ara des NGS das
Problem darstellt, sondern deren Interpretation problematisch sein kann
(Lohmann und Klein, 2014).

Diese Schwierigkeiten in der Etablierung einer Pipeline fur ungeloste Falle
zur Kandidatengensuche wurden ausfuhrlich diskutiert. Angefangen bei der
Phanotypenbeschreibung, uber die Wahl des molekulargenetischen
Verfahren mit Vor- und Nachteilen bis hin zu moglichen funktionellen
Analysen, um die Konsequenzen der detektierten Varianten zu bestimmen,
sind viele Entscheidungen mit entsprechenden Fallstricken auf dem Weg
zu einer molekulargenetischen Diagnose aller bis dato ungelosten Falle zu
bedenken.

Die Frage, ob es eine ideale Pipeline fur diese Konstellationen gibt, kann
nach aktuellem Stand der Wissenschaft verneint werden. Derzeit werden
unterschiedlichste Ansatze mit variablen Erfolgsraten parallel publiziert,
sodass bspw. selbst die aktuellen Empfehlungen der ACMG fur
padiatrische Patientlnnen sich zwar fur die Nutzung von NGS als
genomisches Sequenzierverfahren ausspricht, jedoch kein klares
Statement fur ES oder GS, noch fur den Zeitpunkt (Erstlinien- vs.
Zweitlinien-Sequenzierung) abgibt (Manickam et al., 2021). Die Basis fur
diese Form der Empfehlung liegen in der Natur der RGDs begrundet — die
genetische Heterogenitat und die Seltenheit sind herausfordernd fur die
Diagnostik und sorgen gleichzeitig dafur, dass Evidenz lediglich in
Fallberichten oder -serien vorliegt und RCTs aufgrund fehlender
Vergleichskohorten haufig fehlen. Nichtdestotrotz werden evidenzbasierte
Guidelines  wiederholt als entscheidender Baustein fur die
Weiterentwicklung des Forschungsfeldes gesehen, um fir eine
einheitlichere Nutzung von verfugbarer Diagnostik und Interpretation
derselbigen zu sorgen. Das ubergeordnete Ziel — evidenzbasierte Medizin
zu leisten, im ldealfall Therapieoptionen anbieten zu kdnnen und die Last
einer genetischen Erkrankung fur die Familie, aber auch im
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soziookonomischen Kontext zu reduzieren — steht bei allen
wissenschaftlichen Bemuhungen an erster Stelle.

Um diesem Ziel naher nachzukommen, hat The International Rare
Diseases Research Consortium (IRDIRC) bei seiner Grindung 2011 die
Intention ausgerufen, die Ursache aller RGDs aufzuklaren und damit den
Grundstein, dieses Wissen in der Patientenversorgung zu integrieren,
gelegt (Boycott et al., 2017). Hierfur muss die Forschungscommunity in den
nachsten Jahren weiterhin einen gewaltigen Kraftakt leisten und ihre
Methodik und Interpretation von Forschungsergebnissen laufend
verbessern, um der Komplexitdat des menschlichen Organismus
nachzukommen.

Als aktuelle kritische Entwicklungsfelder gelten die in dieser Arbeit
angesprochenen  Themen  (Klinische  Daten/deep  phenotyping,
Standardisierte Aufbereitung und Interpretation genomischer Daten,
Aufbau von funktioneller Evidenz, Ausbau des Verstandnisses von neuen
Krankheitsmechanismen, etc). Des Weiteren wird der internationalen
Kooperation und damit dem systematischen Austausch von entsprechend
standardisierten Daten eine kritische Rolle zugeschrieben (Laurie et al.,
2025).

Die nachsten Schritte fur die in dieser Arbeit vorgestellten Falle sollten somit
in der Reanalyse der Daten vor dem jeweils aktuellen wissenschaftlichen
Hintergrund, der Evaluation von funktionellen Analysen und dem
Datenaustausch mit anderen genetischen Instituten oder
Forschungsgruppen liegen.

125



6 Zusammenfassung

Seltene Erkrankungen, welche in Europa durch eine Pravalenz kleiner als
1:2.000 definiert sind, stellen in ihrer Gesamtheit sowohl eine grol3e
soziookonomische Belastung, als auch eine individuelle Belastung der
Betroffenen dar. Seltene Erkrankungen mit genetischem Ursprung sind
hierbei ein bedeutende Untergruppe und machen ca. 70 % aus. Die
Diagnostikraten der RGDs haben sich im letzten Jahrzehnt seit Einfuhrung
der Technologie des Next generation sequencing enorm verbessert, sind
aber mit einer Erfolgsrate von ca. 50 % je nach Studiendesign nach wie vor
als insuffizient einzustufen. Diese niedrige Diagnoserate auldert sich haufig
in einer diagnostischen Odyssee fur die Betroffenen und sorgt fur eine
signifikant schlechtere Gesundheitsversorgung im Bereich der RGDs.

Ein haufiges Problem in der molekulargenetischen Diagnosestellung via
NGS stellt nicht die Detektion, sondern die Bewertung von genomischen
Varianten auf Pathogenitat dar, welches sich in einer hohen Rate an sog.
Variants of unknown significance (VUS) aul3ert. Eine Moglichkeit die VUS
pathomechanistisch genauer einzuordnen, stellt die Untersuchung auf
Expressions- und Prozessierungsunterschiede im Bereich der pra-mRNA
mittels Transkriptom-Analyse dar.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der diagnostische
Zusatznutzen der Analyse der Gesamtheit der mRNA zusatzlich zu einer
Reanalyse der NGS-Daten untersucht und durch weiterfihrende
Untersuchungen im Forschungslabor erganzt. Ziel war im Idealfall eine
Klassifizierung der Kandidatengene als pathogen oder wahrscheinlich
pathogen. Vor- und Nachteile dieser diagnostischen Pipeline wurden
herausgearbeitet.

16 bisher molekulargenetisch ungeloste Falle wurden im Kontext dieser
Arbeit erneut qualitativ ausgewertet. Die NGS-Sequenzierungen und
bioinformatischen  Aufarbeitungen der Rohdaten wurden nach
institutsinternem Standard durchgefuhrt. Anschlieend wurden diese Daten
mittels strukturierter Filterungsschritte auf potenzielle Kandidatengene

ausgewertet. Eine Validierung eines Spleil3defektes mittels cDNA-Synthese
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und anschlieBender PCR, sowie der qualitative und semiquantitative
Nachweis von Kandidatengenen mittels Western Blots wurden in Bezug auf
spezifische = Kandidatengene im  hauseigenen  Forschungslabor
durchgefuhrt. Hierfur wurden Primare Fibroblastenzelllinien
kultiviert. Kandidatengene konnten in 10 von 16 Fallen der hier vorgestellten
Kohorte etabliert werden. In 40 % ergaben sich durch die RNA-Seq
Befunde, welche den Verdacht bezuglich eines Kandidatengens erharteten.
Bei drei Individuen sorgte die RNA-Seq fur die Etablierung eines neuen
Kandidatengens. Fir zwei Individuen wurden Western Blots durchgefuhrt.
Es gelang der Nachweis einer deutlich hypomorphen Mutation in
Patientenzellen passend zum Kandidatengen DBR1. Des Weiteren konnte
ein Spleilldefekt im Gen OSCP1 validiert werden und bei einer weiblichen
Betroffenen mittels Kombination aus Trio-WES und RNA-Seq eine gestorte
X-Inaktivierung sowie reduzierte Expression vor dem Hintergrund einer
Mutation in HUWET nachgewiesen werden. Diese Variante wurde
schlieBlich neu als wahrscheinlich pathogen klassifiziert.

Vor diesem Hintergrund bleibt festzustellen, dass die vorgestellte Pipeline
sich nach aktuellem Wissensstand sehr gut eignet, um Kandidatengene zu
finden und weitere Evidenz fur eine mdgliche Pathogenitat zu erganzen.
Problematisch scheint nach wie vor die Konsequenzen auf den
menschlichen Organismus einer VUS vorherzusagen, vor allem wenn fur
ein Kandidatengen bisher keine diagnostischen Tests etabliert sind.
Nachste Schritte fur die hier vorgestellten Falle konnten daher in einer
Prufung auf mogliche funktionelle Analysen, regelmafRige Reanalysen vor
dem aktuellen wissenschaftlichen Kontext und Datenaustausch mit anderen
humangenetischen Instituten liegen.

Als kritisch in Bezug auf die Forschung zu RGDs werden die in dieser Arbeit
diskutierten Themen rund um Phanotypisierung, Standard-Pipelines,
Aufbau von funktioneller Evidenz und somit Ausbau des Verstandnisses
von neuen Krankheitsmechanismen gesehen, um in Zukunft die
medizinische Versorgung von Patientinnen mit RGDs nachhaltig zu

verbessern.
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Anhang

Qualitatsparameter der DNA-Sequenzierungen

ID Art  Anzahl reads Reads mit GC-Gehalt Reads Duplikate Read depth Anteil Zielregion Anzahl Bekannte  Ti/Tv

Q-Score  [%] Zielregion [%] Zielregion mit 20x coverage Varianten Varianten

>20 [%] [%] [%] [%]
MS001 WES 104204030 99,87 51,14 72,94 5,32 130,23 95,32 38828 99,8 2,76
MS002 WES 123957470 99,98 53,07 72,08 15,75 112,06 94,36 38718 99,72 2,71
MS003 WGS 1317555798 99,63 40,92 97,83 27,57 42,82 99,71 4480831 99,72 2,02
MS005 WES 192528348 99,96 52,57 64,07 27,1 130,65 96,45 45857 99,57 2,57
MS006 WES 87232936 99,83 51,39 73,86 6,9 108,6 94,27 36881 99,69 2,73
MS007 WES 92133066 99,89 51,25 74,35 9,49 112,02 94,19 38170 99,66 2,7
MS008 WES 144985332 99,97 53,12 73,88 22,41 127,53 95,04 39203 99,57 2,72
MS009 WES 153064788 99,98 52,87 731 23,31 128,94 95 39135 99,79 2,72
MS010 WGS 1204399030 99,91 40,87 97,97 8,49 50,43 99,76 4529086 99,78 2,03
MS011 WGS 1197573178 99,9 40,98 97,86 8,19 50,16 99,77 4596596 99,64 2,02
MS012 WES 116836818 99,81 51,4 73,03 7,31 142,82 95,7 38801 99,83 2,76
MS013 WGS 1388978280 99,9 41,27 98,2 15,71 53,42 99,81 4492352 99,68 2,01
MS014 WES 130916278 99,98 53,61 7717 15,68 132,24 94,72 38597 99,79 2,71
MS015 WES 139239882 99,98 53,98 78,2 17,36 140,2 94,38 38868 99,77 2,73
MS016 WES 83050146 99,87 50,48 71,59 4,85 101,56 94,69 39027 99,8 2,74
MS017 WES 119631756 99,87 50,65 71,59 9,87 138,14 95,87 39117 99,8 2,74

Anmerkung: Der Q-Score von 20 entspricht einer Fehlerwahrscheinlichkeit beim Base calling von 1%. Ti = Transition, Tv = Transversion.



Qualitatsparameter RNA-Sequenzierungen

ID Anzahl reads Reads mit Q- GC-Gehalt Reads Zielregion Duplikate  Read depth Zielregion Anteil Zielregion mit
Score >20 [%] [%] [%] [%] 20x coverage [%]

MS001 139850984 99,94 51,81 64,46 35,84 156,02 40,38

MS002 133281318 99,93 51,23 69,2 26,51 187,28 43,33

MS003 147616340 99,96 51,83 70,72 33,82 190,26 44,37

MS005 88990242 99,96 51,22 65,84 27,29 41,69 26,7

MS006 132173538 99,93 51,57 68,42 28,86 180,56 45,2

MS007 41459454 99,9 48,78 65,79 11,83 34,71 25,99

MS008 140885840 99,95 52,17 67,59 48,25 135,61 39,34

MS009 125955836 99,93 51,01 68,83 29,62 166,15 42,01

MS010 139482850 99,93 51,73 71,78 32,08 184,74 43,65

MS011 42698930 99,9 50,04 66,62 14,71 35,27 26,57

MS012 148507190 99,96 52,22 73,34 36,14 188,93 43,66

MS013 93171798 99,96 50,26 64,33 24,19 45,15 30,24

MS014 126814718 99,96 51,73 66,18 25,92 171,51 43,03

MS015 141741368 99,95 52,21 67,96 27,25 191,37 43,88

MS016 125049674 99,93 52,3 66,91 27,3 161,95 41,13

MS017 127512568 99,94 52,21 66,33 26,67 168,09 41,63
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