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2. Abktrzungsverzeichnis
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Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung
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AMP-activated protein kinase
autism-spectrum disease
Basenpaare

Charcot-Marie-Tooth Krankheit
Computertomographie
Einheitlicher Bewertungsmalstab
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PI3K Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase

PTEN Phosphatase and tensin homolog

RCC Regulator of chromosome condensation
RHEB Ras homolog enriched in brain

RLD-1 RCC-like domain 1

RT Raumtemperatur
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3. Zusammenfassung

3.1 Abstract (englische Zusammenfassung
Aims: The aim of this study was to identify the molecular cause of an inherited disease
in two patients. The two sisters from a consanguineous marriage presented with

macrocephaly, dysmorphic facies, psychomotor retardation, and seizures.

Methods: We assumed a rare, recessively inherited, genetic defect underlying the
disease of our patients, and thus used Whole Exome Sequencing to obtain DNA
sequence information. To reduce the number of potential disease-causing variants, |
applied a series of filter steps, autozygosity mapping, and subsequent in-depth analysis
of promising variants. | considered the nature of the variant itself, assumed gene function
and a possible association to the patients’ clinical phenotype. The finally remaining,
probable disease-causing variant, was subject to functional analyses to assess its
relevance. A conducted Western Blot analysis and immunofluorescence staining of the
protein encoded by the altered gene with material from patient fibroblasts was compared
to controls to visualize differences in amount and subcellular location. Cell-based assays
focusing on autophagy and growth / proliferation provided further insights into the

pathomechanism.

Results: Whole Exome sequencing revealed a novel homozygous missense variant in
the C-terminal domain of the HERC1 gene [chrl5:9g63,907,989C>G GRCh37.p11l |
€.14,072G>C NM_003922 | p.(Arg4,691Pro)]. HERCL1 is a giant protein with ubiquitin
ligase function acting as upstream regulator in the mTOR pathway via its interaction with
TSC2. mTOR is a central signaling hub with impact on autophagy, energy metabolism,
lipid- and protein synthesis, dependent on nutrient levels and environmental cues. My
functional analyses revealed abnormal high mTOR activity in the patient fibroblasts during
catabolic cellular state as compared to controls. Moreover, autophagy in patient

fibroblasts was less active than normally expected in a catabolic situation.

Conclusion: Proven or assumed loss-of-function mutations in HERC1 have previously
been reported in patients with macrocephaly, facial dysmorphism, and psychomotor
retardation, a symptom complex which has found its way into the literature as the
MDFPMR syndrome (OMIM #617011). | conclude that the here described HERC1

missense mutation is disease-causing and leads to a gain-of-function of the encoded



protein resulting in mMTOR hyperactivation with reduced autophagy in catabolic cellular
state. This is the first report about functional studies on a HERC1 mutation in human cells
providing insight into the possible pathomechanism at the basis of the MDFPMR

syndrome.



3.2 Abstract (deutsche Zusammenfassung)

Zielsetzung: Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation der molekularen Ursache einer
angeborenen Erkrankung zweier Patientinnen. Die beiden Schwestern entstammen einer
konsanguinen Ehe und prasentierten sich mit Makrozephalie, Gesichtsdysmorphie,

psychomotorischer Retardierung und epileptischen Anfallen.

Methodik: Wir vermuteten einen rezessiv vererbten Gendefekt als Ursache der Krankheit
und nutzten eine Gesamtexomsequenzierung zur Entschlisselung der DNA-Sequenz der
Patientinnen. Um die Anzahl der vielen gefundenen DNA Varianten auf einige wenige,
maoglicherweise krankheitsverursachende Kandidaten zu reduzieren, kamen mehrere
Filterschritte und eine Autozygotiekartierung zum Einsatz. AnschlieBend analysierte ich
die verbliebenen Varianten unter Bertucksichtigung der Art der Variante, der Funktion des
betroffenen Gens, sowie einer eventuellen Assoziation zum Phanotyp der Patientinnen.
Die letztendlich verbliebene Variante wurde experimentell untersucht hinsichtlich der
Menge sowie der subzelluldren Lokalisierung des kodierten Proteins in Fibroblasten einer
Patientin im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Funktionelle Assays in Patientenzellen
gewdahrten zusatzliche Einblicke in den méglichen Pathomechanismus, der auf eine

gestorte Regulation von Autophagie und Wachstum / Proliferation hindeutet.

Ergebnisse: Die Gesamtexomsequenzierung legte eine bislang nicht beschriebene,
homozygote missense Mutation im C-terminalen Teil des HERC1 Gens offen
[chr15:963,907,989C>G GRCh37.p11 | ¢.14,072G>C NM_003922 | p.(Arg4,691Pro)].
HERC1 ist ein grofRes Protein mit Ubiquitin-Ligasefunktion und funktioniert als Regulator
des mTOR Signalwegs durch seine Interaktion mit TSC2. mTOR ist ein zentraler
Signalknotenpunkt und reguliert abhéngig vom N&hrstoff- und Energiestatus sowie
weiteren intra- und extrazellularen Einflissen die feine Balance zwischen
Zellkatabolismus und -anabolismus. Von mir durchgefiihrte funktionelle Analysen zeigten
in Patientenfibroblasten unter katabolen Umstanden eine abnorm hohe mTOR-Aktivitat
im Vergleich zu Kontrollen. Autophagie hingegen war in Patientenfibroblasten weniger

aktiv als erwartet.

Zusammenfassung: Aus der Literatur sind (mutmalliche) loss-of-function Mutationen in
HERC1 bei Patienten mit Makrozephalie, Gesichtsdysmorphie und psychomotorischer
Retardierung bekannt. Dieser Symptomkomplex wird als MDFPMR Syndrom bezeichnet

(OMIM #617011). Ich schlieRe aus meinen Versuchsergebnissen, dass die hier



gefundene HERC1 missense Mutation zu einem Funktionsgewinn des kodierten Proteins
fuhrt, mit in der Folge hyperaktiviertem mTOR und reduzierter Autophagie unter
katabolen Stoffwechselbedingungen. Dies ist der erste Bericht Gber eine funktionelle
Charakterisierung einer HERC1 Mutation in humanen Zellen und gewéhrt einen ersten

Einblick in den méglichen Pathomechanismus des MDFPMR Syndroms.



4. Manteltext

Dieser Manteltext dient dazu, die Publikation (Schwarz et al. 2020) zum Zwecke der
Publikationspromotion in einen breiteren wissenschaftlichen Kontext zu ricken und
einzelne experimentelle und wissenschaftliche Aspekte genauer zu beleuchten. Um eine
zu starke Dopplung der Inhalte zwischen Manteltext und Publikation zu vermeiden, habe
ich hier experimentelle Details nur explizit beschrieben, sofern sie nicht bereits der
Publikation zu entnehmen sind. Der Manteltext ist daher gemeinsam mit der Publikation
zu betrachten. Selbstverstandlich gibt es dennoch gewisse inhaltliche Uberschneidungen,
diese sind jedoch im Rahmen der angestrebten Einordnung in den wissenschaftlichen
Kontext gewtinscht und bei dieser Form der Publikationspromotion nicht zu vermeiden.
Ich bitte weiterhin um Verstandnis dafur, dass zur besseren Verstéandlichkeit gelegentlich
englische Begriffe Verwendung finden, sofern diese auch im deutschen Sprachraum

gebrauchlicher sind (z.B. missense Mutation statt ,Fehlsinnmutation®).

4.1 Einleitung

4.1.1 Stand der Forschung: Seltene Erkrankungen und ihre Diagnose

Das Ziel meiner Forschungsarbeit war die Identifikation der genetischen Ursache einer
seltenen Erkrankung bei zwei Patientinnen einer mit unserer Arbeitsgruppe
kooperierenden Arztin aus Israel. Eine Erkrankung gilt dann als selten, wenn sie bei
weniger als einem von 2.000 Menschen auftritt (Europaisches Parlament, Europaischer
Rat 2000). Paradoxerweise sind seltene Erkrankungen aber in ihrer Gesamtheit nicht
selten: Obwohl von einer bestimmten, seltenen Erkrankung nur wenige Menschen
betroffen sind, ist das Kollektiv aller Patienten, die unter einer seltenen Erkrankung leiden,
grof3. Fur Deutschland wird diese Zahl auf ca. 4 Millionen beziffert, weltweit sind es
schatzungsweise sogar mehr als 350 Millionen Patienten (Frank et al. 2014; Nguengang
Wakap et al. 2020). Die grol3e Anzahl von Patienten ist darin begriindet, dass es viele
verschiedene seltene Erkrankungen gibt. Die Datenbank OrphaNet 2 enthalt
Informationen zu mehr als 6.000 verschiedenen Erkrankungen, von denen der Grol3teil
genetisch bedingt ist (Nguengang Wakap et al. 2020). Diese Zahl ist jedoch
maoglicherweise wegen uneinheitlicher Definitionen und Terminologien nicht korrekt.

a https://www.orpha.net
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Alternative Schéatzungen gehen aktuell sogar von insgesamt mehr als 10.000 seltenen
Erkrankungen aus (Haendel et al. 2020). Von den genetisch bedingten seltenen
Erkrankungen manifestieren sich viele bereits in der Neugeborenenzeit oder in der frithen
Kindheit. Seltene Erkrankungen sind dartber hinaus in ihrer Natur jedoch sehr heterogen,
und treten aufgrund ihrer Seltenheit ortlich und zeitlich stark disseminiert auf (Nguengang
Wakap et al. 2020). All diese Umstande erschweren die zielgerichtete und erfolgreiche
Diagnose von seltenen Erkrankungen, da es fir jede seltene Erkrankung in der Regel
weltweit nur wenige Spezialist*innen gibt. Haufig ist es leider eine Frage des Glicks oder
zumindest der Zeit, bis Patient*innen eine korrekte Diagnose erhalten. Die
durchschnittliche Zeit von der Krankheitsmanifestation bis zu einer Diagnose wird je nach
Quelle mit funf bis acht Jahren beziffert®®. In diesem Zusammenhang spricht man haufig
auch von einer ,diagnostischen Odyssee®“. Manche Patient*innen erhalten erst nach
Jahren oder Jahrzehnten und nach Konsultation vieler verschiedener Arzt*innen

Gewissheit Uber die Ursache ihres Leidens.

Es ist daher nicht verwunderlich, dass es starke Bestrebungen gibt, die Diagnostik
seltener Erkrankungen zu vereinfachen und zu beschleunigen. Wahrend man friher
wegen der zeitlich relativ aufwendigen und im Vergleich pro sequenzierter Base deutlich
teureren Methodik der Gensequenzierung nach Sanger auf die gezielte Analyse weniger
Kandidatengene oder sogar einzelner Exons beschréankt war, spielt diese Limitation
mittlerweile in der Regel keine Rolle mehr. Mit Hilfe von Gesamtexom- oder sogar
Gesamtgenomsequenzierungen ist es heutzutage maoglich, schnell und effizient
genetische Informationen von Patient*innen und ggf. auch von Angehdrigen zu erlangen.
Die Methodik dieser Hochdurchsatztechnologien basiert auf einer parallelen
Untersuchung sehr vieler kurzer aber Uberlappender Sequenzabschnitte, die
anschlielend bioinformatisch wieder zu einer langen Gesamtsequenz zusammengesetzt
werden. Bei der Gesamtexomsequenzierung (engl. Whole Exome Sequencing, WES)
untersucht man alle kodierenden Bereiche des Genoms, bei der
Gesamtgenomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing, WGS) gibt es keine
solche Beschrankung. WES und WGS werden allgemein auch Next Generation
Sequencing (NGS) genannt. Die Methodik wurde zun&chst im Forschungskontext sowie

in den letzten Jahren auch vermehrt in der klinischen Routine genutzt und hat die

b https://www.weforum.org/agenda/2020/02/it-takes-far-too-long-for-a-rare-disease-to-be-diagnosed-heres-how-

that-can-change/ (20.05.2021)
¢ https://globalgenes.org/wp-content/uploads/2013/04/ShireReport-1.pdf (20.05.2021)
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Diagnose genetisch bedingter, seltener Erkrankungen revolutioniert. Studien belegen,
dass mit Hilfe dieser Methoden ca. 30-35% der Patient*innen eine gesicherte molekulare
Diagnose erhalten (Meng et al. 2017; Gieldon et al. 2018). Dies betrachten Fachleute als
einen sehr guten Wert (Abicht et al. 2019). In Deutschland ist es durch eine Anderung im
Einheitlichen Bewertungsmalistab (EBM) der gesetzlichen Krankenkassen seit Januar
2021 nun auch moglich, ohne vorherige Genehmigung durch die Krankenkassen das
NGS zur umfassenden postnatalen Mutationssuche zu nutzen und als gesetzliche
Leistung abzurechnen. Genauere Untersuchungen des Pathomechanismus sowie die
Bestéatigung der Pathogenitat fir neue, bisher nicht bekannte Krankheitsmutationen
durch zellbasierte Assays konnen jedoch aktuell nur auf Forschungsbasis durchgefiihrt
werden. Dies trifft fir den hier vorgestellten Fall zu, welcher der Ausgangspunkt meiner

Dissertation war.

Eine grol3e Herausforderung bei der Anwendung von Hochdurchsatzmethoden besteht
vor allem darin, die immensen Datenmengen sinnvoll zum Zwecke des
Erkenntnisgewinns zu nutzen. Zur Veranschaulichung: Das menschliche Genom besteht
aus ca. drei Milliarden Basenpaaren (bp), und durchschnittlich findet sich ca. alle 1.000
bp eine Abweichung von der Referenzsequenz. In einem typischen WES Datensatz
finden sich durchschnittlich 30.000-50.000 Varianten, von denen die allermeisten jedoch
harmlos sind. Im Falle einer seltenen genetischen Erkrankung kann jedoch eine einzige
Veranderung die Ursache der Symptomatik sein. Genau diese Anderung gilt es zu
identifizieren. Um diese Aufgabe zu erleichtern und vergleichbare und robuste
Ergebnisse zu gewahrleisten, haben Wissenschaftler*innen in den letzten Jahren
zahlreiche Computerprogramme und Algorithmen fir die automatisierte Analyse von
DNA-Sequenzvarianten entwickelt (Sim et al. 2012; Adzhubei et al. 2013; Schwarz et al.
2014; Steinhaus et al. 2021). Weiterhin wurden Richtlinien fir die Bewertung der
Pathogenitat gefundener Varianten veroffentlicht, wie zum Beispiel die Standards and
Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants: des American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) und der Association for Molecular Pathology (Richards
et al. 2015), die mittlerweile in vielen wissenschaftlichen Publikationen berticksichtigt

werden.

Aber nicht nur die Diagnostik seltener Erkrankungen ist schwierig und langwierig,
selbiges gilt auch fir deren Therapie. Der Deutsche Ethikrat hat im Jahr 2018 die

Versorgungslage von Menschen mit seltenen Erkrankungen insgesamt als
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,2unzureichend* kritisiert (Arzteblatt 2018). Wegen der geringen Zahl an Patient*innen fiir
eine bestimmte seltene Krankheit fanden diese bisher in der Erforschung und
Entwicklung von geeigneten Arzneimitteln bisher nur wenig Beachtung (Heemstra et al.
2008), wobei in den letzten Jahren auf europaischer Ebene zahlreiche Anstrengungen
unternommen werden, dies zu andern (Micallef and Blin 2020). In vielen Fallen mangelt
es an einer spezifischen Behandlungsoption. Auch fir eine symptomatische Therapie
fehlt es in der Regel an verlasslichen Leitlinien, so dass sich Behandlungskonzepte haufig

allenfalls auf Einzelfallberichte stiitzen kdnnen.

Nichtsdestotrotz bedeutet das Wissen um die Ursache ihrer Erkrankung fir die meisten
Patient*innen und Familien eine groRe emotionale Erleichterung. Dartber hinaus ist es
mit einer Diagnose einfacher, den Verlauf der Erkrankung abzusehen und den
Patient*innen und ihren Familien eine entsprechende Beratung zu geben. Auch der
Verzicht auf weitere belastende diagnostische MalRnahmen, sowie die Beendigung nicht
wirksamer Therapien ist als eine wichtige therapeutische Konsequenz zu betrachten
(Abicht et al. 2019). In ganz seltenen Fallen ergibt sich sogar eine direkte therapeutische
Konsequenz (Schuelke et al. 2000). Schlussendlich kann die genaue Kenntnis des
Genortes der Krankheitsvariante wichtig sein, falls die Familienplanung nicht

abgeschlossen ist, und betroffene Eltern eine Pranataldiagnostik wiinschen.

Die Arbeitsgruppe der Experimentellen Neuropéadiatrie um Prof. Dr. Schulke ist
angesiedelt an der Klinik fur Padiatrie mit Schwerpunkt Neurologie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin und widmet sich der Aufklarung der genetischen Ursachen

seltener neuromuskularer Erkrankungen.

4.1.2 Fallbericht der Patientinnen

Das Ziel meiner Forschungsarbeit war die Identifikation der genetischen Ursache einer
mutmalllich seltenen Erkrankung zweier Patientinnen, die im Folgenden genauer
vorgestellt werden. Fur die detaillierten Fallbeschreibungen verweise ich auf die

Publikation zu diesem Manteltext (Schwarz et al. 2020).
Klinische Symptomatik der Patientinnen

Beide Patientinnen wurden jeweils in der 42. Woche einer bis dahin unaufféalligen
Schwangerschaft geboren. Die Eltern sind konsanguin (siehe Abbildung 1C).
Korperlange und Kopfumfang wurden nach der Geburt nicht erfasst, das Geburtsgewicht

beider Madchen bewegte sich im oberen Normbereich (97. Perzentile). Postnatal und
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frhkindlich fielen jeweils eine muskulare Hypotonie auf, im Verlauf zeigten sich bei
beiden Patientinnen leicht Gberdehnbare Gelenke. Beide Madchen erreichten wichtige
Meilensteine der motorischen Entwicklung (Drehen, freies Sitzen und freies Laufen) nur
verzogert. Die Sprachentwicklung war ebenfalls verzogert. Diagnostische Maflinahmen
wie Elektroenzephalographie (EEG), kraniale Magnetresonanztomographie (MRT) und
Echokardiografie zeigten bei Patientin I1:3 im Alter von 3 Jahren jedoch samtlich normale
Befunde. Bei beiden Madchen entwickelte sich im Verlauf eine Makrozephalie. Fur
Patientin 1I:1 ist dokumentiert, dass bei ihr ab dem Alter von ca. 3 Monaten eine
Ubermalige Zunahme des Kopfumfanges zu verzeichnen war. Eine Sonographie des
Schadels sowie ein kranielle Computer-Tomographie (CT) schlossen einen
Hydrozephalus und andere in der Bildgebung sichtbare, intrakranielle Pathologien aus.
Der Kopfumfang nahm im Verlauf fortwahrend zu und wich weiter in den Bereich oberhalb
der 95. Perzentile ab (Abbildung 1A). Als Jugendliche im Alter von 14 und 16 Jahren
wiesen beide Patientinnen eine moderate Makrozephalie auf. Die Korpergrol3en der

Madchen bewegten sich stets entlang der oberen Grenze des Normbereichs.
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Abbildung 1 Uberblick uber klinische und molekulargenetische Untersuchungen,
Abbildung entnommen aus der Publikation (Schwarz et al. 2020). (A) Wachstumskurve des
Kopfumfangs von Patientin 11:1 und 11:3, welcher sich stets oberhalb der 97. Perzentile befindet.
Im Vergleich dazu der Kopfumfang der Mutter I:2. (B) Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung von
Patientin 1l:1, der Mutter I:2 und einer gesunden Kontrolle (wildtype). (C) Stammbaum der Familie,
welcher zeigt, dass die Homozygotie fur die ¢.14.072G>C Variante mit dem Phanotyp segregiert.
(D) Schematische Darstellung des HERC1 Proteins und seiner Domanen sowie der bislang
veroffentlichen Krankheitsmutationen inklusive der hier besprochenen p.R4691P Mutation.
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Im Alter von 7 Jahren manifestierte sich bei der Patientin 11:3 eine Epilepsie mit bis zu 10
Minuten andauernden Anfallen mit nachtlichem Erwachen, Weinen, Kopfnicken und
vorubergehenden, tonisch-klonischen Bewegungen. Im Video-EEG zeigten sich
unabh&angige epileptogene fronto-zentrale Herde tber beiden Hemispharen. Unter einer
Therapie mit Carbamazepin wurde die Patientin anfallsfrei. Die Behandlung wurde im
Alter von 9 Jahren beendet, seither trat kein Rezidiv der Anfélle auf. Ein EEG im Alter von
13 Jahren war ebenfalls unauffallig. Im Alter von 8 Jahren wurde bei Patientin 11:3 eine
leichte bis mittelschwere geistige Behinderung diagnostiziert. Zum Ausmalf} dieser ist
aber keine genauere Dokumentation verfligbar. Bei ihrer Schwester, der Patientin Il:1,
wurde im Alter von 12 Jahren eine Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (ADHS)
diagnostiziert und eine Behandlung mit Methylphenidat eingeleitet. Kurz darauf
entwickelte die Patientin psychotische Attacken mit selbstverletzendem Verhalten,
woraufhin die Diagnose einer schizoaffektiven Stérung gestellt wurde. Die Behandlung
mit Aripiprazol fihrte zu einer deutlichen Verbesserung der Symptomatik und zum
Sistieren der psychotischen Episoden.

Bei einer klinischen Untersuchung im Alter von 14 bzw. 16 Jahren zeigten sich bei beiden
Méadchen hyperluxierbare Gelenke, eine Skoliose, Arachnodaktylie, eine Hyperreflexie
sowie ein beidseits positiver Babinski-Reflex.

Zusammenfassend prasentierten sich die beiden Patientinnen mit einem &hnlichen
Phé&notyp bestehend aus Makrozephalie, Entwicklungsverzogerung,
Pyramidenbahnzeichen sowie weiteren Auffalligkeiten des Nervensystems, des Skeletts
und der Psyche, den wir als Hinweis auf das Vorliegen einer genetischen Erkrankung
betrachteten. Aufgrund der Konsanguinitét der Eltern erschien ein autosomal rezessiver

Erbgang wahrscheinlich.

4.1.3 Stand der Forschung: MDFPMR Syndrom

Das MDFPMR Syndrom (OMIM #617011) bezeichnet einen Symptomkomplex mit den
gemeinsamen Merkmalen Makrozephalie, Gesichtsdysmorphie und psychomotorischer
Retardierung (Macrocephaly, Dysmorphic Facies, Psychomotor Retardation, MDFPMR)
und beruht laut Gbereinstimmender Berichte auf Mutationen im HERC1 (HECT and RLD
Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase Family Member 1) Gen. Ortega-Recalde
und Kolleg*innen (Ortega-Recalde et al. 2015) beschrieben 2015 erstmals zwel

Geschwister mit Makrozephalie, Hochwuchs, psychomotorischer Retardierung sowie
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muskuléarer Hypotonie. Die Autoren identifizierten mit Hilfe einer
Gesamtexomsequenzierung eine compound heterozygote Mutation in HERC1, deren
Segregation mit der Krankheit sich per Sanger-Sequenzierung bestatigte (Ortega-
Recalde et al. 2015). Nachfolgend wurde der Symptomkomplex in unterschiedlicher
Auspragung bis zum Jahr 2017 von weiteren Autor*innen im Zusammenhang mit
unterschiedlichen HERC1 Mutationen beschrieben (Nguyen et al. 2016; Aggarwal et al.
2016; Utine et al. 2017) und fand schlief3lich Eingang in die OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man) (Amberger et al. 2009) Datenbank als MDFPMR Syndrom (OMIM
#617011). Zusatzlich beschriebene klinische Auffalligkeiten umfassen unter anderem
Gangataxie, Epilepsie sowie Hyperreflexie (Schwarz et al. 2020). Auch Fehlstellungen

der Wirbelsaule im Sinne einer Skoliose sind bekannt.

Bei den bisher beschriebenen Mutationen handelt es sich grof3tenteils um compound
heterozygote oder homozygote nonsense- bzw. trunkierende Spleilimutationen. Diese
Mutationen fihren mutmaflich zum Funktionsverlust oder zum vollstandigen Fehlen des
HERCL1 Proteins. Es wurden bis zum Zeitpunkt des Beginns meiner Arbeit noch keine
Ergebnisse funktioneller Analysen von HERC1 Mutationen in Patient*innen publiziert und
es gab bisher keine Erkenntnisse zum molekularen Pathomechanismus des MDFPMR

Syndroms.

4.1.4 Stand der Forschung: HERC1, mTOR und neuromuskulére Erkrankungen

HERC1 gehort zur Familie der HERC Proteine, die charakteristischerweise eine HECT
Domane (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus) und eine RLD-1 Doméne (RCC1
(Regulator of Chromosome Condensation) - Like Domain 1) enthalten. Das menschliche
Genom beherbergt sechs verschiedene HERC Gene, wobei HERC1 und HERC2 fir sehr
grol3e Proteine kodieren, wahrend HERC3-6 deutlich kleiner sind (Rotin and Kumar 2009).
Das riesige HERC1 Protein (532 kDa) wird ubiquitar exprimiert mit etwas starkerer
Expression in Hoden und Gehirn (Rosa et al. 1996; Sanchez-Tena et al. 2016). HERC1
verfugt tber zwei RLD-1 Domanen, mehrere WD40-Repeats und eine C-terminale HECT
Domane (Abbildung 1D). Die RLD-1 Doméane dient als Regulator kleiner GTPasen. Die
HECT-Doméane mit ihrer E3-Ubiquitinligaseaktivitat (Huibregtse et al. 1995; Garcia-
Gonzalo and Rosa 2005) ist unter anderem am selektiven Abbau von Proteinen beteiligt
(Hershko and Ciechanover 1998). Eine fein austarierte Regulierung des Auf- und Abbaus
von Proteinen ist essentiell fir die zellulare Homobostase, insbesondere fir empfindliche

Neuronen. So verwundert es nicht, dass Stérungen des Ubiquitin-Proteasom-Systems
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mit neuromuskularen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Hierzu zahlen zum
Beispiel die spinale Muskelatrophie (SMA), die spinale und bulb&re Muskelatrophie
(SBMA), die X-chromosomale spinale Muskelatrophie (XL-SMA), die X-chromosomale
juvenile und adulte amyotrophen Lateralsklerose (ALS), sowie periphere Neuropathien
wie die Charcot-Marie-Tooth-Krankheit (CMT) (Rusmini et al. 2007; Ramser et al. 2008;
Deng et al. 2011; Bogdanik et al. 2013; Dlamini et al. 2013; Aghamaleky Sarvestany et
al. 2014).

HERC1 interagiert mit einer Vielzahl von Proteinen, z. B. ARF1 (ADP-
Ribosylierungsfaktor 1) und CLTC (Clathrin Heavy Chain) tber eine RLD-1-Domane
(Rosa et al. 1996; Rosa and Barbacid 1997) oder mit PKM (Pyruvatkinase M1/2) und
TSC2 (TSC-Komplex-Untereinheit 2) tGber seine HECT-Domane (Garcia-Gonzalo et al.
2003; Chong-Kopera et al. 2006). Durch Interaktion mit TSC2 dient HERC1 als Upstream-
Regulator des mTOR-Signalwegs (mammalian Target Of Rapamycin). mTOR st eine
Serin/Threonin-Kinase, die als katalytische Untereinheit in zwei verschiedenen
Signalkomplexen, mTORC1 und mTORC2, fungiert, die sich in den spezifischen
Komponenten und durch ihre Downstream-Effektoren unterscheiden (Hay and
Sonenberg 2004; Bhaskar and Hay 2007). Der mTOR-Signalweg ist an der Regulierung
zentraler zellularer Prozesse wie Glykolyse, Proteinsynthese, Zellwachstum, Proliferation,
Entztindung, Differenzierung und Autophagie beteiligt (Wataya-Kaneda 2015). TSC2 wird
durch den zellularen Energiestatus Uber AMPK reguliert und vermittelt Signale an mTOR-
abhangige Downstream-Targets (Inoki et al. 2003b). Bei Energiemangel bildet es einen
Komplex mit TSC1 und dient als Upstream-Inhibitor von mTORC1 durch Hemmung von
Rheb (Ras homolog enriched in brain), einem direkten Upstream-Aktivator des mTORC1-
Komplexes. Unter Nahrstoffzufuhr wird TSC2 resultierend aus der Interaktion mit HERC1
abgebaut (Chong-Kopera et al. 2006). Der genaue Mechanismus des Abbaus von TSC2
ist bisher nicht geklart. Eine schematische Darstellung der bekannten Prozesse und der
mutmallichen Rolle von HERC1 findet sich in Abbildung 2.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung wichtiger Komponenten des mTOR Signalweges
und der mutmaflichen Rolle von HERC1; Abbildung entnommen aus der Publikation (Schwarz
et al. 2020). Rot gepunktete Linie, Proteine interagieren nicht; Rote durchgezogene Linie,
Hemmung; Blaue gestrichelte Linie, Aktivierung. AKT1, AKT serine/threonine kinase 1; AMPK,
AMP-Activated Protein Kinase; HERC1, HECT and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein
Ligase Family Member 1, IRS1, Insulin Receptor Substrate 1; mTORC1, mammalian Target Of
Rapamycin Complex 1; P, phosphate; PI3K, Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase;
PTEN, Phosphatase and Tensin Homolog; RHEB, Ras Homolog Enriched in Brain; S6K1,
Ribosomal Protein S6 Kinase B1l; TSC1/2, TuberousSclerosis Protein 1 and 2; Ub, Ubiquitin;
ULK1, Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase.

Deaktivierende Mutationen von entweder TSC1 oder TSC2 fuhren zu einer
Hyperaktivierung des mTOR-Signalwegs und in der Folge zur Tuberdsen Sklerose, einer
Erkrankung, die durch gutartige Tumore (z.B. Rhabdomyome des Herzens, subunguale
Fibrome, Angioleiomyomatose der Nieren) in verschiedenen Organen des Korpers und
neurologische Symptome wie Epilepsie, geistige Behinderung (engl. intellectual disability
= ID) und Autismus-Spektrum-Stérung (engl. autism-spectrum disease = ASD)
gekennzeichnet ist (Curatolo et al. 2015; Wataya-Kaneda 2015). Mutationen in HERC1
wurden mit dem zuvor bereits eingefiihrten MDFPMR Syndrom mit geistiger Behinderung,

Krampfanfallen und Symptomen der ASD in Verbindung gebracht (Ortega-Recalde et al.
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2015; Nguyen et al. 2016; Aggarwal et al. 2016; Utine et al. 2017) und teilen somit einige
phanotypische Merkmale mit der Tuberdosen Sklerose. Tumore wurden im

Zusammenhang mit HERC1 Mutationen bisher nicht beschrieben.

4.2 Methodik

42.1 Gesamtexom-Sequenzierung und Evaluation gefundener DNA-Varianten
Um eine mdgliche krankheitsverursachende DNA-Veranderung zu detektieren, fihrten
wir eine Gesamtexomsequenzierung durch. Dabei werden samtliche proteinkodierenden
Bereiche des Genoms gezielt amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Daflir muss
zunadchst genomische DNA extrahiert werden, im vorliegenden Fall dienten periphere
Leukozyten der beiden Patientinnen (I11:1 und 11:3) sowie einem gesunden Geschwister
(I1:4) als Ausgangspunkt fur die DNA Extraktion. Die NGS-Sequenzierung selbst wurde
als Dienstleistung durch ein grof3es kommerzielles Labor durchgefihrt (BGl Genomics,
Shenzhen, VR China). Ausgehend von den Rohdaten im FASTQ Format fihrte ich dann
die weitere bioinformatische Aufarbeitung der Sequenzdaten durch. Die eingehende
Analyse hinsichtlich des Krankheitspotentials gefundener Varianten wurde von mir
zunéchst semi-automatisch und dann fur eine kleine Auswahl vielversprechender
Varianten manuell durchgefihrt. Die Segregation der zum Schluss verbliebenen,
mutmallichen Krankheitsvariante wurde per Sanger-Sequenzierung in unserem Labor
untersucht. Technische Details zur Sequenzierung und zur Prozessierung der Rohdaten
vom FASTQ Format bis hin zur VCF-Datei mit allen Varianten, d.h. Abweichungen der
sequenzierten DNA von einer Referenzsequenz, finden sich in der begleitenden
Publikation (Schwarz et al. 2020).

4.2.2 Funktionelle Charakterisierung der HERC1 Variante

Um die vermutete Pathogenitat der detektierten DNA-Verdnderung im HERC1 Gen
experimentell zu bestéatigen, flhrte ich verschiedene Laboruntersuchungen an
Fibroblasten der Patientin 11:3 sowie an Fibroblasten dreier gesunder Kontrollprobanden
durch. Die Untersuchungen habe ich, sofern nicht anders ausgewiesen, eigenstandig
konzipiert und durchgefiihrt. Durch zwei Kooperationen mit wissenschatftlichen Kollegen
konnten darlber hinaus zusétzliche Experimente durchgefuhrt werden: Dr. Pedrazza und
Prof. Dr. Rosa vom IDIBELL Barcelona, beides Experten im Bereich der HERCL1 Proteine,

fuhrten einen HERC1 Western Blot durch mit von mir aus aus Fibroblasten der Patientin
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[I:3 und den drei Kontrollen isolierten Proteinlysaten. Da das HERC1 Protein sehr grof3
ist, stellt ein Western Blot besondere Anforderungen an die Laborausristung und das
experimentelle Handling, welche samtlich in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Rosa und Dr.
Pedrazza vorhanden waren. Experimentelle Details und Ergebnisse zum HERC1
Western Blot finden sich in der Publikation (Schwarz et al. 2020). Prof. Dr. Stenzel aus
dem Institut fur Pathologie der Charité fertigte freundlicherweise sowohl
elektronenmikroskopische als auch lichtmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten der
Patientin 11:3 und der gesunden Kontrollen an. Diese zusatzlichen Experimente fanden
keinen Eingang in die Publikation, gaben mir jedoch interessante Denkansto3e fur den
maoglichen Pathomechanismus der Mutation und die Konzeption der funktionellen Assays.
Ich werde daher im Verlauf an geeigneter Stelle kurz ndher darauf eingehen, auch wenn

ich die eigentlichen Laborarbeiten nicht eigenstandig durchgefiihrt habe.

4.2.2.1 Zellkultur

Als Ausgangspunkt fir alle Untersuchungen wurden Fibroblasten der Patientin 11:3
sowie dreier gesunder Kontrollen wie in der Publikation beschrieben kultiviert (Schwarz
et al. 2020).

4.2.2.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der subzellularen Lokalisierung des HERC1 Proteins fuhrte ich
verschiedene Immunfluoreszenzfarbungen (IF) durch. Dazu wurden jeweils 40.000
Zellen der Patientin I1:3 und der gesunden Kontrollen in Kulturplatten mit 24 Vertiefungen
(engl. wells), die teils mit Deckglaschen bestlckt waren, ausgesat. Um im Verlauf
verschiedene Antikdrper-Verdinnungen testen zu kdnnen, habe ich fir jede Probe
mehrere Ansatze vorbereitet. Nach 24 Stunden Kultivierung zu Standardbedingungen
war die gewiinschte Konfluenz der Zellen von ca. 75-80% erreicht. Es folgte die Fixierung
der Zellen mit eiskaltem 4% Paraformaldehyd (PFA), die Permeabilisierung mit 0,1%
Triton-X fur zehn Minuten und die Blockierung mit 10% normalem Ziegenserum (engl.
normal goat serum = NGS) verdinnt in phosphatgepufferter Salzlésung (engl. phosphate-
buffered saline = PBS) fur eine Stunde bei Raumtemperatur (RT). Anschlie3end wurden
die Deckglaschen mit dem gegen HERC1 gerichteten Erstantikbrper (Spezies:
Kaninchen) in den Verdunnungen 1:50 und 1:100 bei 4°C uber Nacht inkubiert. Die
Inkubation mit dem Zweitantikérper in der Verdiinnung 1:200 erfolgte fur eine Stunde bei
RT und im Dunkeln (Ziege anti-Kaninchen 1gG H + L, gekoppelt an Alexa-Fluor 568). Ab

diesem Arbeitsschritt sollten die Deckglaschen folglich méglichst wenig Licht ausgesetzt
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sein, um ein zu rasches Ausbleichen der Fluoreszenz zu verhindern. Zum Schluss
wurden die Deckglaschen mit DAPI Mount auf Objekttragern eingedeckt (engl. mounting).
Dieses spezielle Eindeckmedium reduziert das sog. photobleaching, d.h. das
Ausbleichen des Fluorophors durch Lichteinstrahlung und markiert zuséatzlich die DNA in
den Zellkernen blau. Die Fotos habe ich mit einem konfokalen Spinning-Disk-Mikroskop

gemeinsam mit Prof. Dr. Schilke aufgenommen.

4.2.2.3 Proteinextraktion, Western Blot und SDS-Gelelektrophorese

Die Proteinextraktion erfolgte wie in der Publikation beschrieben. Fur den Western Blot
mit Antikdrpern gegen RPS6KB1 (ribosomal protein S6 kinase B1, in der Folge kurz S6K1)
und MAP1LC3B (Microtubule Associateated Protein 1 Light Chain 3 Beta, in der Folge
kurz LC3B) im Rahmen der funktionellen Assays (siehe 4.2.2.4 mTOR Aktivitats-
Assay und Autophagie-Assay) musste ich zunachst die Bedingungen der
Proteinextraktion und des Blotting-Vorgangs optimieren. Fur die Untersuchung der
MTOR Aktivitdt wurden die phosphorylierte sowie die nicht-phosphorylierte Form der
S6K1 Kinase visualisiert. Die post-translationale Modifikation eines Proteins durch das
Hinzufugen oder die Entfernung einer Phosphatgruppe ist ein dynamischer Vorgang. Die
Behandlung der adharent wachsenden Fibroblasten mit Trypsin, um sie vom Boden der
Zellkulturflaschen zu losen, konnte fur die Zellen einen Stressreiz darstellen und im
ungunstigsten Fall in einer ungewollten Verfalschung des Phosphorylierungsstatus
resultieren. Daher entschied ich mich, fir die Proteinextraktion die Zellen nicht wie sonst
Ublich, zunachst mit Hilfe von Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche abzulésen, durch
Zentrifugation zu pelletieren und im Anschluss in einer angemessenen Menge Lysepuffer
zu resuspendieren. Stattdessen habe ich nach einem Waschschritt mit PBS direkt eine
entsprechende Menge eisgekihlten RIPA Lysepuffers, versetzt mit Phosphataseinhibitor
und Proteaseinhibitor, auf die Zellen gegeben, und diese dann mit einem Zellschaber
vom Boden der Kulturflasche geldst. Durch wiederholtes Vortexen wurden die Proben
mechanisch weiter aufgeschlossen und homogenisiert und im Anschluss der Zelldebris
durch Zentrifugation entfernt. Auf diese Weise sollten verfalschende Einfliisse durch das
Handling der Zellen méglichst minimiert werden, da ab der Zugabe des eisgekuhlten
Lysepuffers inklusive Phosphataseinhibitor keine signifikanten Anderungen des
Phosphorylierungsstatus mehr zu erwarten sind. DarUber hinaus erfolgten alle Schritte

der Proteinextraktion mit gekihlten Losungen sowie in einem Kihlraum mit
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Umgebungstemperatur von 4°C, um ungewollte Degradierung der Proteine zu
minimieren. Die  Auftrennung der Proteine via  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis = SDS-PAGE) erfolgte bei konstanter hoher Spannung von 200 Volt (V)
um eine kurze Laufzeit zu gewahrleisten. Dies stellte sich als vorteilhaft heraus,
insbesondere um das LC3B Protein mit dem nur geringen Molekulargewicht von 16-18
kDa zufriedenstellend zu trennen. Die Tendenz kleinerer Proteine, im Gel in verschiedene
Richtungen zu diffundieren, wird durch eine kirzere Laufzeit bei hoherer Spannung

reduziert, so dass scharfere Banden und somit eine héhere Auflosung resultieren.

Der Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran, sowie die
anschlieRende Visualisierung der Proteine mit verschiedenen Antikdrpern wird in der
Publikation beschrieben. Ich habe die optimale Kombination von Stromstarke und
Transferdauer fir den Western Blot optimiert, um eine bestmdgliche Darstellung von
sowohl sehr kleinen Proteinen wie dem LC3B mit 16-18 kDa als auch von mittelgrof3en
Proteinen wie der S6K1 mit ca. 70 kDa zu gewahrleisten. Dazu farbte ich das SDS-Gel
nach dem Transfer mit Coomassie Blau, um die nach dem Blotten noch im Gel
verbliebene Menge an Protein sichtbar zu machen. Ich variierte Transferdauer und
Stromstéarke, bis die optimale Einstellung gefunden war, bei der sowohl sehr kleine als
auch mittelgroRe Proteine in ausreichender Menge vom Gel auf die Membran transferiert

wurden.

4.2.2.4 mTOR Aktivitats-Assay und Autophagie-Assay

Die funktionellen Assays habe ich wie in der Publikation (Schwarz et al. 2020)
beschrieben durchgefihrt. Es wurden 200.000 Zellen pro Vertiefung (engl. well) einer 6-
well Platte ausgesat und bis zu einer Konfluenz von ca. 60-70% kultiviert. Die optimale
Zellzahl habe ich im Rahmen einiger Vorversuche ermittelt. Zu beachten ist, dass eine
zu geringe Konfluenz in einer zu geringen Proteinausbeute resultiert, was die
Visualisierung im Western Blot beeintrachtigt. Eine zu starke Konfluenz hingegen fihrt
zur Kontaktinhibition, d.h. die Zellen werden in ihrem Wachstum gehemmt (Eagle and
Levine 1967). Da die Kontaktinhibition u.a. Uber eine Deaktivierung des mTOR
Signalwegs ablauft (Leontieva et al. 2014) und auch der Prozess der Autophagie
herunterreguliert wird (Pavel et al. 2018), wirde dies meine Ergebnisse verfalschen,
weshalb ich fur die geplante Untersuchung eine zu hohe Konfluenz vermieden habe. Ich

testete verschiedene experimentelle Ansatze, bis ein guter Kompromiss aus
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angemessener Konfluenz und resultierender Proteinkonzentration bzw. Signalstérke im
Western Blot gefunden war. Neben der ausgeséten Zellzahl und der Dauer der
Zellkultivierung bis zur Proteinextraktion optimierte ich auch das Volumen des
Lysepuffers, welches ich zur Proteinextraktion (siehe 4.2.2.3 Proteinextraktion,
Western Blot und SDS-Gelelektrophorese) verwendete. Hierzu musste ich einerseits
genug Volumen verwenden, um die Zellen mechanisch von der Kulturplatte zu I6sen und
die Extrakte in Losung zu bringen, anderseits durfte das Volumen nicht zu grol3 gewahlt
werden, da sonst die Proteinkonzentration fur die anschlieBende SDS-PAGE und
Visualisierung mittels Western Blot zu gering sein wirde. Eine Beschreibung des
endgultigen Vorgehens findet sich in der Publikation (Schwarz et al. 2020) im Methodik-
Teil (2.5 Protein extraction und 2.8 Assay to track mTOR activity and autophagy).

4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Ergebnisse der Exomsequenzierung und Variantenanalyse

Im WES-Datensatz habe ich eine homozygote missense Variante im HERC1 Gen
detektiert [15:9.63,907,989C>G GRCh37.p11 | ¢.14,072G>C NM_003922 |
p.(Arg4,691Pro)], welche mutmalfilich die ursachliche Krankheitsmutation darstellt. Fir
eine detaillierte Beschreibung der zur Anwendung gekommenen Filterschritte und die
Kriterien fur die Bewertung der Pathogenitat gefundener Varianten mochte ich auf die
Publikation sowie den zugehdrigen Anhang (Supplementary material) verweisen. Die
HERCL1 Variante erfillte die notwendigen Kriterien: (i) keine homozygote Prasenz in den
Varianten-Datenbanken des Exome Aggregation Consortium (ExAC) und des 1000
Genomes Project (1000G), (ii) nicht-synonymer Austausch einer Aminoséure im Protein
(d.h. nonsense, missense, oder splice site Variante), (iii) Vorhersage als
.Krankheitsverursachend“ (disease causing) durch das Programm MutationTaster2
(Schwarz et al. 2014), und (iv) homozygote Prasenz in beiden Patientinnen und
heterozygote Présenz in den Eltern, verifiziert durch Sanger-Sequenzierung. Eine
manuelle Recherche zur Funktion von HERC1 und eventueller pathogener Implikationen
forderte Publikationen zu Patient*innen mit Mutationen in HERC1 zutage, deren
Phanotyp teilweise mit dem Phanotyp unserer Patientinnen Ubereinstimmte. Auch nach
den ACMG Standards und Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants kann
die Variante als pathogen/krankheitsverursachend (pathogenic) eingestuft werden
(Richards et al. 2015).
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4.3.2 Ergebnisse des Western Blots und der Immunfluoreszenzfarbung

Durch die Kooperation mit Dr. Pedrazza und Prof. Dr. Rosa konnten wir mittels
Proteingelelektrophorese und Western Blot hachweisen, dass (i) das HERC1 Protein in
Fibroblasten der Patientin vorhanden ist, d.h. durch die Variante kommt es nicht zu einem
Abbau der mRNA oder des Proteins und dass (ii) die Menge an HERCL1 in Fibroblasten
der Patientin groRer war als in Kontrollfibroblasten, siehe Fig. 2A in der Publikation
(Schwarz et al. 2020). Letzteres zeigte sich daran, dass bei der Patientenprobe im
Western Blot eine deutlich starkere Bande sichtbar war als bei den Proben der drei

Kontrollen.

Die Immunfluoreszenzfarbung zeigte keinen Unterschied in der subzellularen
Lokalisierung von HERC1 in Fibroblasten der Patientin im Vergleich zu Fibroblasten der
gesunden Kontrollen (siehe dazu Fig. 2B (Schwarz et al. 2020)). Dies war in Anbetracht
der Natur der Variante (Aminosaureaustausch in der HECT Domane von HERC1) auch

primar nicht anders zu erwarten.

4.3.3 Ergebnisse des mTOR Aktivitats-Assays

Ziel der funktionellen Analysen war es, herauszufinden ob die vermutete
Krankheitsmutation in HERC1 (p.R4691P) zu einem Funktionsverlust oder zu einem
Funktionsgewinn fuhrt. Fur das bessere Verstandnis der Ergebnisse mdchte ich zunachst
noch genauer auf die relevanten Interaktionen und Komponenten des Signalnetzwerkes
rund um HERC1 und mTOR eingehen. Wie in der Einleitung (siehe 4.1.4 Stand der
Forschung: HERC1, mTOR und neuromuskulare Erkrankungen) ausgefihrt, interagiert
HERC1 unter anderem mit TSC2 (Chong-Kopera et al. 2006) und dient somit als
Upstream-Regulator des mTOR-Signalwegs. TSC2 bildet unter bestimmten Umstanden
einen Komplex mit TSC1 und hemmt dadurch mTORC1 (Inoki et al. 2003a). In
Abwesenheit von TSCL1 interagiert TSC2 jedoch mit HERC1 und TSC2 wird in der Folge
degradiert (Chong-Kopera et al. 2006). mTORC1 wird nicht mehr durch TSC1/2 gehemmit,
sondern ist aktiv. HERC1 kann somit als indirekter Aktivator von mTORC1 betrachtet
werden. Aktives mTORCL1 fungiert als Kinase und phosphoryliert u.a. S6K1 (Magnuson
et al. 2012) . Das Ausmalfd der Phosphorylierung von S6K1 wurde in diesem Assay als
Surrogat Marker fur die mTORC1 Aktivitdt herangezogen. Im Falle einer Reduktion oder
dem kompletten Verlust der HERC1 Funktion (loss-of-function) ware auch mit einer
reduzierten mTOR Aktivitat, d.h. mehr unphosphoryliertes S6K1, zu rechnen. Umgekehrt
wirde ein aus der HERC1 Mutation resultierender Funktionsgewinn (gain-of-function) zu
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einer verstarkten mTORC1 Aktivitat fuhren, d.h. mehr phosphoryliertes S6K1 (in der
Folge kurz als pS6K1 bezeichnet) fuhren.

Da bekannt ist, dass der mTOR Signalweg ein wichtiger Knotenpunkt ist fur die
Regulation von anabolem und katabolem Stoffwechsel (Magnuson et al. 2012), habe ich
den Phosphorylierungsstatus von S6K1 in zwei verschiedenen experimentellen Ansatzen
untersucht: (i) Induktion des katabolen Stoffwechsels durch Kultivierung der Zellen ohne
Serumzusatz (0% FCS = starving) und (ii) Induktion des anabolen Stoffwechsels durch
Kultivierung der Zellen mit Serumzusatz (15% FCS = feeding). Details zum
experimentellen Prozedere finden sich in der Publikation und im Kapitel 4.2.2.4 mTOR

Aktivitats-Assay und Autophagie-Assay dieses Manteltextes.

Fir die statistische Auswertung wiederholte ich das Experiment mehrfach nach einem
identischen Protokoll. Die resultierenden Western Blots von n = 6 Wiederholungen
analysierte ich semi-quantitativ und stellte die Ergebnisse deskriptiv-statistisch dar (siehe
Abbildung 3B). In Abbildung 3A ist ein reprasentativer Western Blot von n = 2
Wiederholungen gezeigt.

Unter der feeding Kondition zeigte sich kein Unterschied in der mTOR Aktivitat zwischen
Patienten- und Kontrollfibroblasten, gemessen anhand des Phosphorylierungsstatus von
S6K1. Es zeigt sich bei allen Proben ein deutliches pS6K1 Signal ohne einen
signifikanten Unterschied zwischen Patientin und den Kontrollen. Fur die Auswertung
habe ich die Ratio von pS6K1 zu S6K1 gebildet und diese zwischen der Probe der
Patientin (Px) und den Proben der Kontrollen (Col, Co2, Co3) verglichen (p = 0,7211 im

nicht-parametrischen Mann-Whitney Test mit 2 Freiheitsgraden).

Unter starving Bedingungen jedoch ist ein Unterschied sichtbar. Bei der Probe der
Patientin (Px) erscheint ein deutlich starkeres Signal von pS6K1 als bei den Kontrollen
(Col, Co2, Co3). Fur die Auswertung habe ich die Ratio von phosphoryliertem S6K1 zu
nicht-phosphoryliertem S6K1 gebildet. Das Verhaltnis von pS6K1 (mTORC1 aktiv) zu
S6K1 (mMTORCL1 inaktiv) ist bei der der Probe der Patientin (Px) erhéht. Der Unterschied
zwischen Patientin und Kontrollen ist tlber n = 6 Wiederholungen signifikant (p < 0,0001
im Mann-Whitney Test mit 2 Freiheitsgraden). Folglich findet sich unter starving

Bedingungen in Zellen der Patientin mehr mTOR Aktivitat als in den Kontrollen.
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4.3.4 Ergebnisse des Autophagie-Assays

Weiterhin untersuchte ich, ob in Fibroblasten der Patientin der Prozess der Autophagie
maoglicherweise gestort sein konnte. Man unterscheidet drei Arten der Autophagie: (i) die
Mikroautophagie, (ii) die Chaperon-vermittelte Autophagie und (iii) die Makroautophagie
(Hansen et al. 2018). Genauer eingehen moéchte ich hier auf die Regulation der
Makroautophagie, bei der zytoplasmatische Inhalte in Autophagolysosomen degradiert
werden (Katabolismus) und der Zelle im Anschluss wieder als Bausteine zum Aufbau von
Markomolekilen (Anabolismus) oder zur ATP-Gewinnung zur Verfigung stehen.
MTORCL1 spielt hier eine bedeutende Rolle, denn es ist gewissermalen ein zentraler
Schalter um Katabolismus und Anabolismus auszubalancieren. Dies geschieht unter
anderem durch die feine Regulation des Prozesses der Autophagie. Ein niedriger
Energiestatus der Zelle wird unter anderem durch die AMP-Activated Protein Kinase
(AMPK) registriert und fuhrt in der Folge durch Aktivierung von TSC2 zu einer
Inaktivierung von mTORC1. So kann mTORC1 einerseits nicht die entsprechenden
Signalkaskaden mit dem Ziel des Wachstums und der Proliferation aktivieren,
andererseits wird neben der Wachstums- und Proliferationshemmung das Signal fur die
Autophagie heraufreguliert. Dafur ist Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase (ULK1)
wichtig. Bei anabolem Stoffwechsel (feeding), istmTORC1 aktiv und phosphoryliert ULK1,
welches dadurch inhibiert wird. Bei katabolem Stoffwechsel (starving) entfallt diese
inhibierende Phosphorylierung durch mTORC1, wodurch ULK1 aktiv ist und den Prozess
der Autophagie in Gang setzt (Kim et al. 2011; Wang and Zhang 2019).

Neben der mTOR Aktivitat untersuchte ich auch den Prozess der Autophagie sowohl bei
anabolem Stoffwechsel, d.h. Kultivierung der Zellen unter Zugabe von Serum, als auch
bei katabolem Stoffwechsel, also Kultivierung der Zellen ohne Zugabe von Serum. Auf
die verschiedenen Konditionen feeding und starving gehe ich im Methodenteil in Kapitel
4224 MTOR Aktivitats-Assay und Autophagie-Assay sowie in der Publikation

genauer ein.

Ein Marker fur den Autophagiestatus der Zelle ist das Protein LC3B. Autophagie ist ein
mehrstufiger Prozess, an dessen Ende das zytosolische Protein LC3BI an
Phosphatidylethanolamin (PE) gekoppelt und in die Membran des Autophagosoms
eingebaut wird, bevor diese schlussendlich mit einem Lysosom zum Autophagolysosom
verschmilzt (Kabeya et al. 2000; Kabeya et al. 2004; Sharifi et al. 2015). Die an PE

gekoppelte, membrangefundene Form wird LC3BII genannt. Das Verhéltnis von LC3BII
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zu LC3BI kann genutzt werden, um das Ausmald der stattfindenden Autophagie zu
untersuchen (Mizushima and Yoshimori 2007; Klionsky et al. 2012). Dabei gilt, dass je
mehr LC3BII im Verhaltnis zu LC3BI entsteht, desto mehr Autophagosomen existieren,

also desto mehr Autophagie stattfindet.

Unter feeding Konditionen zeigte sich kein Unterschied im Ausmald der Autophagie
zwischen Patienten- und Kontrollfibroblasten, gemessen mithilfe der Ratio LC3BII/I (siehe
Abbildung 3A,C). Die Auswertung basiert auf n = 6 Wiederholungen des Experiments,
im Mann-Whitney Test mit 2 Freiheitsgraden betrug der p-Wert 0,2509 (d.h. nicht
signifikant).

Unter starving Konditionen zeigte sich jedoch, dass in den Fibroblasten der Patientin (Px)
im Vergleich zu Kontrollfibroblasten (Col, Co2, Co3) die Ratio von LC3Il/I signifikant
erniedrigt war (siehe Abbildung 3A,C). Die Auswertung der Banden fir n = 6
Wiederholungen des Experiments erfolgte semi-quantitativ, der p-Wert im Mann-Whitney
Test mit 2 Freiheitsgraden betrug 0,0007. Dies kann so interpretiert werden, dass im
Verhaltnis weniger LC3BI zu LC3BII umgewandelt wird, also weniger Autophagosomen

gebildet werden und somit in der Summe weniger Autophagie stattfindet.
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Abbildung 3 Ergebnisse der funktionellen Assays zur Messung von mTOR Aktivitat und
Autophagie in Fibroblasten der Patientin (Px) und gesunder Kontrollen (Col, Co2, Co03),
Abbildung enthommen aus (Schwarz et al. 2020). (A) Reprasentativer Western Blot zur Analyse
des Phosphorylierungsstatus von S6K1, einer nachgeschalteten Komponente von mTORC1, und
von LC3B I/ll, einem Marker fur Autophagosomen unter starving Kondition (links) und feeding
Kondition (rechts). (B) Ergebnisse der densitometrischen Analyse der Western Blots zum S6K1
Phosphorylierungsstatus von n = 6 wiederholten Experimenten. (C) Ergebnisse der
densitometrischen Analyse der Western Blots zum Autophagie-Marker LC3BI/Il von n = 6
wiederholten Experimenten.

4.3.5 Diskussion experimenteller Limitationen, klinischer Implikationen und
weiterfuhrender Fragestellungen

Die Ergebnisse der Mutationsanalyse mit der Detektion einer homozygoten missense
Variante in HERC1 sowie die in silico Evaluation des Krankheitsheitspotentials wurden
bereits ausfuhrlich in der Publikation besprochen. Auch mdgliche Assoziationen zwischen
einer UberschieBenden mMTOR Aktivitat und den Symptomen Hochwuchs und Skoliose
sowie eine eventuelle Verbindung zwischen fehlreguliertem TSC1/2 und Epilepsie,

Autismus und geistiger Retardierung werden in der Publikation diskutiert.

Ich mochte an dieser Stelle kurz auf die Ergebnisse des HERC1 Western Blots und

genauer auf die Ergebnisse der funktionellen Assays, deren Limitation, mdgliche
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klinische Implikationen und weiterfiihrende Fragestellungen sowie nichtin der Publikation

dargestellte Experimente eingehen.

Im HERC1 Western Blot zeigte sich eine stéarkere HERC1 Bande in der Probe der
Patientin im Vergleich zu Kontrollen. Dies kénnte bedeuten, dass der durch die Mutation
entstehende Aminosaureaustausch zu einer verstarkten Stabilitat des HERC1 Proteins
fuhrt. Es bleibt zu klaren, wie genau sich der Aminoséureaustausch auf die
Proteinstabilitat auswirkt. Eine Mdoglichkeit wére, dass durch eine veranderte
dreidimensionale Struktur die Stabilitat per se verandert wird. Es kdnnte ebenfalls sein,
dass durch den Aminosaureaustausch Interaktionen mit anderen Proteinen, die

normalerweise zum Proteinabbau fuhren, gestort werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen legen nahe, dass es durch die missense Mutation
in HERC1 zu einem Funktionsgewinn des Proteins kommt. Es stellt sich die Frage, ob
eine moglicherweise verstarkte Stabilitat an sich zum Funktionsgewinn von HERCL1 flhrt,
oder ob diese durch einen anderen Mechanismus entsteht. Dass es zu einem
Funktionsgewinn kommt, schliel3en wir daraus, dass wir in Hautfibroblasten von Patientin
II:3 bei katabolem Stoffwechsel eine abnorm starke mTORC1 Aktivitdt beobachten
konnten, obwohl physiologischerweise das Gegenteil zu erwarten ware. Passend dazu
fand selbst bei kataboler Stoffwechsellage ungewéhnlich wenig Autophagie statt, auch
hier sollte normalerweise das Gegenteil der Fall sein. Die geringe autophagische Aktivitat
kann mit einer abnorm hohen mTORCL1 Aktivitat erklart werden, da aktives mTORC1 ein
Gegenspieler der Autophagie ist. Bei der Autophagie handelt es sich um einen
physiologischen Prozess, der essenziell ist zur Erhaltung der zellularen Homoéostase
(Kim et al. 2011; Hansen et al. 2018). Autophagie gewahrleistet die Bereitstellung von
Aminosauren, Fetten und Kohlenhydraten auch in Zeiten niedriger externer Energie- oder
Nahrstoffzufuhr. Zu diesem Zwecke werden beispielsweise fehlgefaltete und aggregierte
Proteine, nicht mehr benotigte Zellorganellen, Glykogen, aber auch pathogene
Organismen wie Viren oder Bakterien in ihre Ausgangsbestandteile zerlegt
(Katabolismus). Diese dienen einerseits der ATP- und somit Energiegewinnung,
anderseits nutzt die Zelle sie als Substrate zum Aufbau neuer Makromolekile wie
Proteine, Nukleinsaduren, Glykogen oder Membranen (Anabolismus) (Boya et al. 2013).
Daraus resultieren in der Summe Wachstum und Proliferation. Autophagie unterliegt
einer fein austarierten Regulation und fungiert als wichtiger Schutzmechanismus der

Zelle gegeniuber Stress. Fehlregulierte oder gestdorte Autophagie steht im
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Zusammenhang mit zahlreichen, auch neurologischen Krankheiten wie zum Beispiel dem
Morbus Parkinson, dem Morbus Alzheimer oder der Chorea Huntington (Rana et al.
2021).

Im Bestreben, etwaige pathologische Prozesse im Rahmen fehlregulierter Autophagie
sichtbar zu machen, haben wir neben den in der Publikation dargestellten mTOR-
Aktivitats- und  Autophagie-Assay  zunadchst elektronenmikroskopische  und
lichtmikroskopische Aufnahmen von Patientinnen- und Kontrollfibroblasten anfertigen
lassen. Diese sind entstanden, nachdem die Zellen zuvor unter feeding Bedingungen
kultiviert wurden. Um diffuse Unterschiede in Morphologie und Anzahl der Vakuolen in
den Zellen zu quantifizieren, habe ich eine grol3ere Anzahl (jeweils n = 150) von Zellen
der Patientin und den Kontrollen auf lichtmikroskopischen Aufnahmen genauer
untersucht. Ich habe mit dem Ziel einer Sichtbarmachung und méglicher Quantifizierung
von Unterschieden in der Anzahl oder Gr6f3e von Vakuolen diese semi-automatisch
mithilfe eines ImageJ Makros ausgezahlt und vermessen. Fir n = 150 Zellen pro Patientin
bzw. pro Kontrolle zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied in durchschnittlicher
Grol3e und Anzahl von Vakuolen. Diese Untersuchung konnte wiederholt werden mit
Aufnahmen von Zellen, die zuvor 24 Stunden unter starving Konditionen kultiviert wurden.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass ahnlich wie fir die mTOR Aktivitat und den

Autophagiestatus Unterschiede erst dann sichtbar werden.

Eine Limitation des durchgefiihrten Autophagie-Assays liegt darin begrindet, dass ich
die Experimente ohne Einsatz eines lysosomalen Inhibitors wie Bafilomycin A oder
Chloroquin durchgefiihrt habe. Die Bestimmung der Ratio von LC3BIl/I stellt stets nur
eine Momentaufnahme des autophagischen Fluxes dar, weil durch den Prozess der
Autophagie auch das Autophago(lyso)som selbst und damit das sich in der Membran
befindende LC3BII abgebaut wird. Eine erniedrigte Ratio von LC3BIl zu LC3BI kann also
theoretisch entweder im Sinne einer geringeren Bildung von LC3BII (d.h. Vorliegen von
weniger Autophagosomen) interpretiert werden, oder aber im Sinne eines verstarkten
Abbaus von Autophagolysosomen. Die Substanzen Bafilomycin A oder Chloroquin
inhibieren einen der letzten Schritte des Abbaus der Autophagolysosomen und fuhren
zur Akkumulation von LC3B (Barth et al. 2010; Klionsky et al. 2012). Somit kann die
gesamte Menge an entstandenem LC3BII im Verhaltnis zu LC3BI oder einem ubiquitaren
Kontrollprotein bestimmt werden. Eine geringere Ratio von LC3BII zu LC3BI wurde hier

dann eindeutig auf eine geringere Bildung von LC3BII hinweisen. Jedoch ist auch bekannt,
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dass Substanzen wie Bafilomycin A in andere wichtige Signalwege und zellulare
Funktionen eingreifen (Redmann et al. 2016) und es ist kaum mdglich, Zellen tGber einen
langeren Zeitraum mit derartigen Substanzen zu kultivieren, ohne dass die Kultur
zugrunde geht. Es waren somit ggf. andere verfalschende Ergebnisse zu berucksichtigen.
Ich habe mich daher entschieden, zunachst ohne Zusatze wie Bafilomycin A zu arbeiten.
In Zusammenschau mit den Ergebnissen zur Untersuchung Phosphorylierungsstatus von
S6K1 und dem Befund der in der Patientin erhhten mTOR Aktivitat interpretiere ich die
erniedrigte Ratio von LC3BII dahingehend, dass es sich um eine reduzierte Bildung von
LC3BII handelt, dies ware mechanistisch in Einklang zu bringen mit der erhéhten mTOR
Aktivitat. Um diese Frage sicher zu klaren, musste man eine Erweiterung des Assays
dahingehend etablieren, dass die Zellen in einem zuséatzlichen Ansatz mit Bafilomycin A

oder einer vergleichbaren Substanz kultiviert werden.

Abgesehen vom mTOR-Aktivitats- und Autophagie-Assay sind weiterfihrende
Untersuchungen notig, um den Pathomechanismus der gefundenen HERC1 Mutation im
Detail zu verstehen und eine Aussage zur klinischen Implikation dieser Arbeit machen zu
konnen. mTOR ist ein zentraler Knotenpunkt in einem ganzen Netzwerk von Signalwegen.
MmTOR integriert intra- und extrazellulare Informationen Uber den Energie- und
Gesundheitsstatus der Zelle und kontrolliert die Balance zwischen Anabolismus und
Katabolismus (Saxton and Sabatini 2017; Valvezan and Manning 2019). Neben
Wachstum und Proliferation spielt mTOR auch eine zentrale Rolle fir neuronale
Plastizitat, Lernen und Gedachtnisbildung (Jaworski and Sheng 2006). Die Regulation
dieses ganzen Netzwerkes aus Signalwegen ist jedoch sehr komplex. Zuséatzliche
Untersuchungen weiterer Komponenten up- und downstream von HERC1, TSC1/2 und
MTORC1 sind n6tig, um die genaue Verknupfung zwischen einem Funktionsgewinn von
HERC1, der gesteigerten mTORC1 Aktivitat und den Symptomen im Rahmen des
MDFPMR Syndroms aufzudecken. Hier ist denkbar, sowohl den Phosphorylierungsstatus
(als Aktivitatsmarker fur Kinasen) als auch die Proteinmenge an sich zu untersuchen, um
eventuelle Unterschiede aufzudecken. Beziglich des Einflusses der von HERC1
Mutationen auf TSC2 sollte bedacht werden, dass nicht nur die Stabilitat des TSC1/2
Komplexes (und damit dessen Menge) eine Rolle fir die Pathogenese spielen kann,
sondern auch die Lokalisation des TSC1/2 Komplexes innerhalb der Zelle. Hinweise
darauf ergeben sich aus einer Studie zum Wirkmechanismus der Insulinstimulation auf

die mTORC1 Aktivitdt. Menon und Kolleg*innen konnten zeigen, dass sich in einer HeLa-
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Zellkultur unter Serumentzug der TSC1/2 Komplex zu grof3en Teilen auf der Oberflache
von Lysosomen befand, und zwar in raumlicher Nahe zum sich ebenfalls dort befindlichen
MTORC1 Komplex (Menon et al. 2014). Nach Stimulation der Zellen mit dem Hormon
Insulin (welches die Aktivitdit von mTORCL1 erhdht) dissoziierte der TSC1/2 Komplex zu
groBen Teilen von der lysosomalen Membran ab. Die Autoren schlussfolgern daraus,
dass die rdumliche Anordnung von TSC1/2 in der Nahe von mTORC1 an der lysosomalen
Membran unter Serumentzug (entspricht der starving Kondition) und dessen Insulin-
stimulierte Dissoziation (entspricht anndhernd der feeding Kondition) ein Mechanismus
der mTORC1 Aktivierung sein konnte (Menon et al. 2014). Ein dhnlicher Mechanismus
wére grundsatzlich denkbar, um den Funktionsgewinn (bezogen auf mTORC1 Aktivitat)
der von uns detektierten HERC1 missense Mutation zu erklaren. Die experimentelle
Herangehensweise konnte sich auf Unterschiede von TSC1/2 in den unterschiedlichen

subzellularen Kompartimenten konzentrieren (fraktionierte Proteinextraktion).

Von Interesse fur weiterfihrende Experimente konnte auch sein, dass die préazise
Kontrolle der katalytischen E3-Ubiquitinligaseaktivitat von HECT Domanen auf
dezidierten intramolekularen Interaktionen zwischen dem N- und dem C-terminalen Teil
der HECT Domaéne beruht (Fajner et al. 2017). Dies wurde zwar bislang nicht fir HERC1
selbst, aber fir andere E3-Ubiquitinligasen mit HECT Domaéanen gezeigt (Wiesner et al.
2007). Es ware denkbar, dass die von uns detektierte p.R4691P HERC1 missense
Mutation aufgrund einer Verformung der 3D-Struktur eventuelle hemmende Interaktionen
stort, insbesondere der HECT Doméne. Dadurch kénnte die katalytische Hemmung
verloren gehen in Situationen, wo diese physiologischer Weise eigentlich gewahrt bleiben

sollte.

Genauere Einblicke in den Mechanismus der tberschieBenden mTOR Aktivitdt waren
von grofRem Interesse im Hinblick auf eventuelle therapeutische Ansatze. Diese ergeben
sich aus der vorliegenden Arbeit jedoch nicht unmittelbar. Mdgliche Zielstrukturen einer
medikamentésen Therapie kénnten die E3-Ubiquitinligaseaktivitait von HERC1 oder
MTOR selbst sein. Zwar gibt es mit der Substanz Rapamycin, auch bekannt unter dem
Namen Sirolimus, einen fur den medikamentdésen Gebrauch zugelassenen mTOR
Inhibitor (Rapamune®, Pfizer). Jedoch beschrénkt sich sowohl in Europa als auch in den
USA der indikationsgemalle Gebrauch auf den Einsatz als Immunsuppressivum fur die

Prophylaxe der Organabsto3ung nach Nierentransplantation sowie die Behandlung der
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sporadischen Lymphangioleiomyomatose®. Es gibt jedoch zahlreiche Untersuchungen
(vor allem an Modellorganismen aber auch im Rahmen Klinischer Studien mit
Patient*innen) zu alternativen Einsatzmaoglichkeiten, beispielsweise zur Reduktion des
Tumorwachstums im Rahmen der Tuberdsen Sklerose (Lee et al. 2005; Franz et al. 2006;
Bissler et al. 2008) oder als Antiepileptikum bei verschiedenen Formen der angeborenen
oder erworbenen Epilepsien (Zeng et al. 2009; Chi et al. 2017; Akman et al. 2021). Auch
zur Behandlung der Epilepsie im Rahmen der Tuberdsen Sklerose wurde der Einsatz von
MTOR Inhibitoren untersucht. Der Einsatz von Everolimus, einem mTOR Inhibitor, as
Begleittherapie zu einer antikonvulsiven Therapie im Rahmen der Phase 3 Studie EXIST-
3 reduzierte die Last epileptischer Anfalle signifikant (French et al. 2016), was letztlich

die Grundlage fuir eine Zulassung des Medikaments in der EU war".

So lange fur das MDFPMR Syndrom der molekulare Pathomechanismus nicht aufgeklart
ist, scheinen Studien zum Einsatz eines mTOR Inhibitors verfriht. Zwar ist in den Zellen
unserer Patientinnen eine Uberfunktion von mTOR zu beobachten. Jedoch ist nicht klar,
wie genau diese vermittelt wird, und welche weiteren Komponenten des
Signalnetzwerkes noch betroffen sind. Es erscheint paradox, dass Patient*innen sowohl
mit einer gain-of-function Mutation in HERC1 als auch mit loss-of-function Mutationen
einen ahnlichen Phanotyp aufweisen. Eine ausfuhrliche Zusammenstellung bislang
publizierter Mutationen in HERC1 und des phanotypischen Spektrums findet sich im
Anhang (supplementary material) der Publikation (Schwarz et al. 2020). Moglicherweise
gibt es Kompensations- oder feedback Mechanismen, die sowohl bei einem
Funktionsgewinn als auch bei einem Funktionsverlust von HERC1 zum Tragen kommen
und in der Summe zu einer Uberaktivierung von mTOR fiihren. Da jedoch fiir die tibrigen
bislang publizierten Mutationen keine funktionellen Untersuchungen zur mTOR Aktivitat
vorliegen, bleibt dies vorerst eine Hypothese. Es ist ebenfalls noch zu klaren, Gber
welchen Mechanismus genau HERC1 zu einer Destabilisierung von TSC2 fuhrt, und wie
sich die von uns detektierte missense Mutation darauf auswirkt. Moglicherweise fihrt
nicht eine Stérung der Interaktion von TSC2 und HERC1 zur mTOR Hyperaktivierung,
sondern eine Stbérung seiner Funktion als E3-Ubiquitinligase bei der Interaktion von
HERC1 mit anderen Substraten. Fehler im Ubiquitin-Proteasom-System sind die Ursache

zahlreicher neurologischer Erkrankungen und es ist denkbar, dass hier ebenfalls eine

d https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2017/021083s059,021110s076Ibl.pdf (17.07.2021)
¢ https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/rapamune (17.07.2021)
f https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/afinitor (23.07.2021)
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Ursache fur den Phénotyp der Patientinnen begrtindet liegt. Da Patient*innen mit anderen
MTOR aktivierenden Mutationen ein teilweise erhéhtes Tumorrisiko haben, sollte man

empfehlen, die Patient*innen zu regelmafiigen Vorsorgeuntersuchungen vorzustellen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die detektierte Variante in HERC1 in Zellen
einer Patientin mit MDFPMR Syndrom unter katabolen Stoffwechselbedingungen zu
einer erhohten Aktivitat von mTORC1 und zu reduzierter Autophagie fuhrt. Dies stellt
einen Funktionsgewinn (gain-of-function) dar. mMTORCL1 ist ein mal3geblicher Treiber
anaboler Stoffwechselvorgange, und ein wichtiger Regulator der zellularen Homéostase.
Die detektierte Variante ist pathogenetisch vereinbar mit dem beobachteten Phénotyp
bestehend aus Makrozephalie, Hochwuchs, Entwicklungsverzogerung und weiteren
skelettdren und neurologischen Auffalligkeiten. Mit diesen Ergebnissen haben wir
erstmals einen grundlegenden Einblick in die molekulare Ursache der Entstehung dieses
Krankheitsbildes gewonnen. Weitere Untersuchungen sind nétig, um den genauen
Mechanismus zu klaren und um sich daraus ergebende klinische Implikationen zu
Uberprufen. Fur die Eltern der Patientin bedeutet das Wissen um die Ursache der
Erkrankung ihrer Tochter, dass im Falle eines weiteren Kinderwunsches gegebenenfalls
eine Pranataldiagnostik durchgefuhrt werden kann und flr die Patientinnen, dass weitere
belastende diagnostische Untersuchungen zur Findung der Ursache ihrer Erkrankung

reduziert oder eingestellt werden kénnen.
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