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Zusammenfassung 

Seit der Sequenzierung des ersten menschlichen Genoms 2001 hat die Ganz-Genom-

Analyse (Whole-Genome-Sequencing, WGS) große Fortschritte gemacht. Mittlerweile ist 

es möglich, die Methode im klinisch-diagnostischen Alltag anzuwenden. Allerdings exis-

tieren etablierte Verfahren zur Identifikation von Mutationen, welche durch jahrelange An-

wendung einen hohen Stellenwert in der genetischen Diagnostik einnehmen. Inwiefern 

WGS eine Ergänzung oder gar Alternative zu diesen Verfahren darstellt, und welches 

diagnostische Potential die Methode besitzt, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht 

werden. 

In 69 Fällen mit angeborenen Fehlbildungen von mindestens einer Extremität, bei denen 

die genetische Routinediagnostik keine pathogene Variante identifizieren konnte, wurde 

ein WGS durchgeführt. Die Daten aller Patient*innen wurden mit Hilfe von VarFish (Ver-

sion v0.17.2) und SODAR (System for Omics Data Analysis and Retrieval) prozessiert 

und danach manuell ausgewertet. Dabei erfolgte die Betrachtung von Einzelnukleotidva-

rianten (Single Nucleotide Variants, SNVs) und Strukturvarianten (SVs) im proteinkodie-

renden wie nicht-proteinkodierenden Bereich des Genoms. Im Anschluss wurden GLI3 

und HMGB1, hinsichtlich möglicher Genotyp-Phänotyp-Korrelationen untersucht, wobei 

Erkenntnisse aus dem WGS als Grundlage genutzt wurden. 

Insgesamt konnten pathogene Varianten in 12 Fällen (17.4%) identifiziert werden. SNVs 

zeigten sich in vier Patienten jeweils in den Genen FGFR1, FGFR2, GLI3 und BHLHA9. 

Die Variante in FGFR1 war bereits in der Literatur beschrieben worden, die anderen drei 

wurden erstmals nachgewiesen. In einem weiteren Fall konnte eine Variante in HMGB1 

als pathogen identifiziert werden. Weiterhin konnten SNVs in zwei potenziell krankheits-

auslösenden Genen (SEMA3D, ALDH1A) aufgefunden werden. Darüber hinaus fanden 

sich UBA2-Varianten in zwei Ektrodaktylie-Fällen der Kohorte sowie einem weiteren, dem 

Institut für Medizinische Genetik und Humangenetik bekannten, Fall. Dies unterstützt die 

aktuelle These von UBA2 als Krankheitsgen. Neben den SNVs konnten zwei komplexe 

SVs gefunden werden. Weiterhin konnte eine pathogene Alanin-Repeat-Expansion in 

HOXD13 identifiziert werden. Es konnten keine pathogenen Varianten im nicht-protein-

kodierenden Bereich des Genoms gefunden werden. Bei GLI3 und HMGB1 wurden neue 

Erkenntnisse bezüglich der Genotyp-Phänotyp-Korrelationen an den entsprechenden 

Loci gewonnen. 
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Insgesamt konnte bei 12 (17,4%) von 69 Fällen, bei denen herkömmliche Verfahren bis-

her keine molekular-genetische Diagnose erbrachten, durch das WGS die Etablierung 

einer Diagnose ermöglicht werden. Darüber hinaus, lieferte WGS die Grundlage für die 

genauere Betrachtung der Loci von GLI3 und HMGB1, wobei final-exon frameshifts von 

HMGB1 als Ursache des Brachyphalangie-Polydaktylie-Tibia-Hypo/Aplasie-Syndroms 

identifiziert werden konnten.  

Durch künftige Verbesserung von Sequenzierungsmethoden sowie prozessierender und 

auswertender Software ist zu erwarten, dass die diagnostische Rate des WGS weiter 

ansteigen wird. Allerdings zeigt es sich bereits heute als potentes Verfahren für den kli-

nisch-genetischen Alltag sowie verschiedene Forschungsansätze. Es ermöglicht als ein 

einziger umfassender Test die Identifikation von Varianten unterschiedlichen Typs, inklu-

siver kleiner, aber komplexer Strukturvarianten, die durch herkömmliche Verfahren nicht 

erfasst werden. 

 

Abstract 

Since the sequencing of the first human genome in 2001, Whole-Genome-Sequencing 

(WGS) has made great progress. It is now possible to apply the method in everyday clin-

ical diagnostics. However, there are established approaches for the identification of mu-

tations, which, due to years of application, have a high status in genetic diagnostics. To 

what extent WGS represents a complement or even an alternative to these methods, and 

which diagnostic results are possible by considering the genome in its completeness, will 

be investigated in the present work. 

Sixty-nine cases with malformations of at least one limb received WGS, excluding those 

who had already received a molecularly confirmed genetic diagnosis. The data of all were 

processed using VarFish (version v0.17.2) and SODAR (System for Omics Data Analysis 

and Retrieval) and then analyzed manually. Single nucleotide variants (SNVs) and struc-

tural variants (SVs) in the protein-coding and non-protein-coding regions of the genome 

were examined. Subsequently, GLI3 and HMGB1 were investigated for possible geno-

type-phenotype correlations using findings from the WGS. 

Overall, we identified pathogenic variants in twelve cases (17.4%). SNVs appeared in 

four patients in each of the genes FGFR1, FGFR2, GLI3, and BHLHA9. The variant in 
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FGFR1 had already been described in the literature, the other three were detected for the 

first time. In one case, a variant in HMGB1 was identified as pathogenic. Furthermore, 

SNVs were detected in two potentially disease-causing genes (SEMA3D, ALDH1A). In 

addition, UBA2 variants were found in two ectrodactyly cases in the cohort, as well as 

another case known to the Institute of Medical Genetics and Human Genetics. This sup-

ports the current hypothesis of UBA2 as a disease gene. In addition to SNVs, two complex 

SVs were detected. One inversion, which is flanked by a deletion, was found in a patient 

with ectrodactyly at the locus of split hand foot malformation (SHFM) 3. The other variant 

is a complex translocation between 7q36.3 and 9p24.1 in a patient with bilateral mirror-

image polydactyly of the hands and feet. Furthermore, a pathogenic alanine repeat ex-

pansion in HOXD13 was identified in a patient with synpolydactyly. No pathogenic vari-

ants could be found in the non-protein-coding region of the genome. In GLI3 and HMGB1, 

new findings regarding the genotype-phenotype correlations at the corresponding loci 

were obtained. 

Thus, of sixty-nine cases in which conventional methods did not previously yield a genetic 

diagnosis, WGS enabled the establishment of a diagnosis in twelve cases (17.4%). In 

addition, WGS provided the basis for a closer look at the loci of GLI3 and HMGB1, with 

final-exon frameshifts of HMGB1 being identified as the cause of brachyphalangia-poly-

dactyly-tibia-hypo/aplasia syndrome. Future improvements in sequencing methods, as 

well as in processing and evaluation software, are expected to further increase the diag-

nostic yield of WGS. However, it is already proving to be a potent tool for everyday clinical 

genetics, as well as various research approaches. As a single comprehensive test, it al-

lows the identification of multiple variants of several types, including small but complex 

structural variants that are not detected by conventional methods. 
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1. Einleitung 

Extremitätenfehlbildungen gehören zu den häufigsten kongenitalen Erkrankungen des 

Menschen. In europäischen Populationen beträgt die Inzidenz 1,4 bis 30 Fälle auf 10.000 

Geburten (Shi et al., 2018), wobei circa 18% aufgrund zusätzlicher Organdysfunktionen 

oder -malformationen in den ersten 6 Lebensjahren sterben. Ursachen für Extremitäten-

fehlbildungen können in exogenen Umweltfaktoren sowie in spontan aufgetretenen oder 

vererbten genetischen Läsionen gefunden werden, welche die Entwicklung der Extremi-

täten in utero beeinflussen (Zuniga et al., 2012). 

 

Physiologischerweise beginnt die Entwicklung der Gliedmaßen bereits am Ende der vier-

ten Embryonalwoche. Zuerst erscheinen circa am 25. Tag faltenförmige Knospen an der 

seitlichen Rumpfwand, welche später die oberen Extremitäten bilden. Ungefähr zwei 

Tage später sind die Extremitätenknospen der unteren Extremitäten zu erkennen. Diese 

Knospen bestehen aus einem mesenchymalen Kern mit einem Überzug aus Ektoderm. 

Durch das Einwirken von regulatorischen Genen verdickt sich das distale Ektoderm zur 

apical ectodermal ridge (apikale Randleiste - AER). Vor allem der fibroblastic growth fac-

tor 8 reguliert die initiierenden Prozesse des Extremitätenwachstums, welche von der 

AER ausgehen (Newman et al., 2018). Zwischen dem mesenchymalen Kern und der 

Randleiste bilden sich daraufhin Regulationskreisläufe, welche die weitere Entwicklung 

der Extremität steuern (Tanaka, 2013; Mundlos & Horn, 2014). In der sechsten Woche 

bilden sich durch Einschnürungen Hand- und Fußplatten, in welchen sich Finger bzw. 

Fußstrahlen entwickeln. Durch Apoptose der ekto- und mesodermalen Zellen in den Fin-

ger- und Zehenzwischenräumen kommt es zur Ausbildung der getrennten Digiti. Dieser 

Prozess wird unter anderem von sogenannten patterning networks reguliert. Dabei han-

delt es sich um komplexe Molekül-Netzwerke, welche durch ihre räumliche und zeitliche 

Varianz die Entwicklung der Extremität steuern (Newman et al., 2018). Postnatal erfolgt 

die Bildung von Knochenkernen sowie das Längenwachstum (Ulfig, 2009). 

 

Diese Bildungs- und Entwicklungsprozesse der Extremitäten sind sowohl zeitlich als auch 

räumlich hoch reguliert. Dabei spielen diverse Gene eine entscheidende Rolle, welche in 

hochdynamischen, selbst regulierenden Netzwerken das unabhängige Wachstum der 

Extremität steuern (Tanaka, 2013; Zeller et al., 2009). Durch molekular-genetische Diag-

nostik, wie das Sequenzieren von menschlichen Genomen und dem Genom der Maus 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/7PKia
https://paperpile.com/c/PAiKiU/vJbBP
https://paperpile.com/c/PAiKiU/WLoSg
https://paperpile.com/c/PAiKiU/lw75z
https://paperpile.com/c/PAiKiU/WLoSg
https://paperpile.com/c/PAiKiU/4GeaZ
https://paperpile.com/c/PAiKiU/PgvTp+2nd4W
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konnten in den letzten Jahren zahlreiche Erkenntnisse über den Entwicklungsprozess der 

Extremitäten gewonnen werden. Man begann Zusammenhänge zwischen einzelnen ge-

netischen, regulatorischen Pfaden zu entdecken, was zur Identifizierung von sogenann-

ten Krankheitsgenen beitrug. Sollte es durch Mutationen dieser Gene zu einer Fehlregu-

lation kommen, können bestimmte genetische Erkrankungen entstehen. Im Mausmodell 

konnte man diese Fehlregulationen durch gezielte genetische Veränderungen simulieren, 

was zu einem erweiterten Verständnis der Extremitätenentwicklung führte. Dies konnte 

dann wiederum auf pathogenetische Prozesse der menschlichen in utero Entwicklung 

übertragen werden (Zuniga et al., 2012). 

 

Ein Beispiel hierfür ist die Spalthand-Spaltfuß-Malformation 3 (SHFM3; MIM 246560). Bei 

dieser seltenen Fehlbildung sind die zentralen Strahlen von Händen und Füßen betroffen. 

Diese zeigen dabei Syndaktylien, mediale Spalten und Aplasien bzw. Hypoplasien der 

Phalangen, Metacarpalknochen und Metatarsalknochen. Weiterhin können mentale Re-

tardierung sowie ektodermale oder kraniofaziale Fehlbildungen auftreten (Elliott & Evans, 

2006). Als Ursache hierfür wird eine Duplikation (Dup) im Bereich 10q24 vermutet. De 

Mollerat et al. zeigten, dass in sieben SHFM3 Patient*innen Bereiche dieses Locus du-

pliziert waren. Alle trugen dabei mindestens partielle Duplikationen des Gens Dactylin 

sowie vollständige Duplikationen der Gene LBX1, BTRC, und POLL (Mollerat & de Mol-

lerat, 2003). Im Mausmodell führte eine strukturelle Veränderung im Dactylin-Gen zu ei-

ner verringerten Transkription und zur Dactylaplasie, dem Korrelat der menschlichen 

SHFM3. Auch in anderen Individuen mit SHFM3 fand sich eine verminderte Transkription 

von Dactylin (Basel et al., 2003). Neben diesen scheinbar eindeutigen Genotyp-Phäno-

typ-Korrelationen existieren allerdings auch Gene, deren Varianten je nach Art und Lo-

kalisation ein ganzes Spektrum von Phänotypen auslösen können. Bei GLI3 beispiels-

weise, lösen verschiedene Varianten diverse Phänotypen wie das Greig-Zephalopolysyn-

daktylie-Syndrom (GCPS; MIM 175700), die isolierte Polysyndaktylie (IPD) oder das Pal-

lister-Hall-Syndrom (PHS; MIM 146510 ) aus (Johnston et al., 2010). 

  

Um diese Veränderungen der DNA zu analysieren, gibt es diverse Möglichkeiten der Se-

quenzierung, die sich in ihrem Ergebnis sowie der diagnostischen Funktion unterschei-

den. Sequenzfehler, die durch Veränderungen einzelner Basenpaare entstehen, können 

unter anderem durch Sanger-Sequenzierung gefunden werden (McGinn & Gut, 2013). 

Handelt es sich um kleine Kopiezahlpolymorphismen (Copy Number Variations, CNVs), 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/vJbBP
https://paperpile.com/c/PAiKiU/wji7J
https://paperpile.com/c/PAiKiU/wji7J
https://paperpile.com/c/PAiKiU/2vWhJ
https://paperpile.com/c/PAiKiU/2vWhJ
https://paperpile.com/c/PAiKiU/zi48m
https://paperpile.com/c/PAiKiU/kFvC
https://paperpile.com/c/PAiKiU/W61QA
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bietet sich eine array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) an (Cheung & Bi, 

2018). Auch mikroskopische Anwendungen, wie die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung 

kommen bei der Untersuchung von großen strukturellen Läsionen sowie chromosomalen 

Aberrationen zum Einsatz (Rodriguez-Mateos et al., 2020). Nicht selten sind komplexe 

strukturelle Veränderungen ursächlich, zu deren Identifizierung mehrere Verfahren kom-

biniert werden müssen (Berisha et al., 2020). 

 

Diese und weitere Arten der DNA-Sequenzierung bilden für diverse wissenschaftliche 

Ansätze eine wichtige Grundlage. Ihren Anfang nahmen sie allerdings erst vor kurzer 

Zeit. 1968 berichtete Wu die Sequenzierung von 12 Basen der cohesive ends des E-

scherichia-Virus Lambda, 1973 folgten Gilbert und Maxam mit der lactose-repressor bin-

ding site des Virus, welche 24 Basen umfasste. Die Sequenzierung dieser Basen erfolgte 

über einen Zeitraum von 24 Monaten, also eine Base pro Monat (Shendure et al., 2019). 

In den darauffolgenden Jahren entwickelte sich die Sequenzierung deutlich. Maschinen 

und Methoden wurden leistungsfähiger und günstiger, sodass immer größere Abschnitte 

der DNA in absehbarer Zeit sequenziert werden konnten. Weiterhin waren die Methoden 

nun nicht mehr nur ausgewählten Wissenschaftlern zugänglich, sondern konnten von der 

breiten wissenschaftlichen Gemeinde verwendet werden. Durch diesen Fortschritt war es 

möglich, größere Bereiche des Genoms zu analysieren, oder sogar ganze Genome von 

Lebewesen darzustellen. So konnte zum Beispiel 1982 das Genom des Escherichia-Vi-

rus Lambda sequenziert werden (“Nucleotide Sequence of Bacteriophage λ DNA,” 1982). 

Auf Grundlage dieser Untersuchungen und der durch sie gewonnenen Erkenntnisse über 

die Vorgänge auf der Ebene des Genoms wurde in den späten 1980er Jahren das Hu-

man-Genome-Project ins Leben gerufen. Dieses sollte die Methoden und Erkenntnisse 

nutzen, um die DNA-Sequenzierung auf die Größe des menschlichen Genoms von circa 

drei Milliarden Basen zu skalieren. Nachdem 1988 durch ein Komitee des US National 

Research Council erste Konzepte formuliert wurden, begann nach einem 1995 beginnen-

den Pilotprojekt, im Jahr 1999 die Sequenzierung. An dieser ersten Sequenzierung ar-

beiteten wissenschaftliche Gruppen aus über 20 Ländern. Innerhalb eines Jahres konnte 

eine Skizze des menschlichen Genoms geschaffen werden, welche 90% der genetischen 

Information abdeckt (Consortium & International Human Genome Sequencing Consor-

tium, 2001). Bis 2004 wurde diese Skizze auf 99% vervollständigt (Gyapay et al., 2004). 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/04fXL
https://paperpile.com/c/PAiKiU/04fXL
https://paperpile.com/c/PAiKiU/ePGZh
https://paperpile.com/c/PAiKiU/xpdc7
https://paperpile.com/c/PAiKiU/OCwXy
https://paperpile.com/c/PAiKiU/jTHET
https://paperpile.com/c/PAiKiU/cH2xn
https://paperpile.com/c/PAiKiU/cH2xn
https://paperpile.com/c/PAiKiU/pg6so
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Dieser Prozess kostete 2,7 Milliarden US-Dollar, forderte die Mitarbeit diverser wissen-

schaftlicher Gruppen und dauerte vier Jahre, wenn man die Zeit der Pilotprojekte nicht 

einrechnet. 

 

20 Jahre später sieht die Realität anders aus. 2010 wurde das 1000 Genomes Project 

fertig gestellt, mittlerweile liefert die Genome Aggregation Database (gnomAD) mit circa 

15.000 humanen Referenzgenomen die größte Datenbank zur Abgleichung von Pati-

ent*innengenomen (Q. Wang et al., 2021). Die Genomsequenzierung eines Menschen 

kostet aktuell weniger als 1.000 US-Dollar und kann in circa 12 Stunden durchgeführt 

werden (Schwarze et al., 2019; van Dijk et al., 2014). Durch diese geringen Kosten sowie 

die schnelle Verfügbarkeit, ist Whole-Genome-Sequencing in immer mehr klinischen An-

wendungen zu finden. 

 

Das Whole-Genome-Sequencing liefert einige Vorteile gegenüber anderen Sequenzier-

methoden. Neben der Analyse von missens, nonsense und splice-site Varianten, bietet 

WGS die Möglichkeit zur Detektion von CNVs. Wie bereits beschrieben, kann hierfür auch 

eine aCGH genutzt werden. Bei dieser Methode wird eine vorher festgelegte Auswahl an 

Kandidatenloci auf CNVs getestet. Moderne Ansätze erreichen dabei bis zu 1945 Kandi-

datengene, mit einer Auflösung von 15 Kilobasen (kb) (Cheung & Bi, 2018). Obwohl 

aCGH eine günstigere, weitaus zugänglichere Methode darstellt, konnte in diversen Stu-

dien gezeigt werden, dass WGS zum Auffinden von CNVs identische, wenn nicht sogar 

bessere Ergebnisse liefert (Petersen et al., 2017; Russo et al., 2014). Neben dem Auffin-

den von klassischen CNVs im proteinkodierenden Bereich (Exom), bietet WGS auch die 

Möglichkeit, CNVs im nicht-kodierenden Bereich des Genoms zu identifizieren (Hehir-

Kwa et al., 2015). 

 

Weiterhin kann eine unvoreingenommene Betrachtung aller bekannten Gene erfolgen, 

die Fixierung auf vorher festgelegte Kandidatengene bleibt aus. Dadurch können genom-

weite Assoziationsstudien (GWAS) durchgeführt werden, welche das Verständnis von 

komplexen Krankheiten ermöglichen. Einen großen Beitrag zum Verständnis lieferten 

GWAS zum Beispiel im Bereich der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen. Diese 

phänotypisch komplexen Krankheiten besitzen neben unbekannten Umwelteinflüssen 

eine starke genetische Komponente. Dabei ist allerdings nicht von einer monogenen Ur-

https://paperpile.com/c/PAiKiU/bOnDd
https://paperpile.com/c/PAiKiU/2aWkc+2YQvT
https://paperpile.com/c/PAiKiU/KBTBj+cPS3l
https://paperpile.com/c/PAiKiU/EjjO8
https://paperpile.com/c/PAiKiU/EjjO8
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sache auszugehen. Es handelt sich eher um verschiedene Loci, welche die Wahrschein-

lichkeit des Krankheitsausbruchs modifizieren. Durch die unvoreingenommene Analyse 

des Genoms sowie das Abgleichen mit gesunden Referenzgenomen, konnten mittler-

weile 200 verschiedene Loci identifiziert werden. WGS bietet also neben der Diagnose 

von Mendel’schen Krankheiten, auch Möglichkeiten zur Analyse komplexer genetischer 

Fragestellungen sowie monogener oder polygener Erkrankungen mit variabler Penetranz 

(Petersen et al., 2017). Darüber hinaus besitzt die unvoreingenommene Betrachtung des 

gesamten Genoms das Potential, neue Varianten und damit neue Erkenntnisse im Be-

reich genetischer Regulations- und Pathomechanismen zu gewinnen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die molekular-genetische Diagnostik in 

den letzten Jahren deutlich gewandelt hat. Mittlerweile verfügt man über die technischen 

Möglichkeiten, ganze Genome in einer wirtschaftlichen Art und Weise zu sequenzieren, 

was die Methode des WGS als molekular-genetische Standarddiagnostik attraktiv er-

scheinen lässt. Außerdem existieren diverse Projekte auf Forschungsebene, welche im-

mer mehr Genome von Menschen mit zunehmender Vollständigkeit sequenzieren. Dabei 

rücken neben dem detaillierten Verständnis genetischer Funktionen, auch regulatorische 

Regionen und der nicht-kodierende Bereich zunehmend in den Fokus der Forschung 

(Prokop et al., 2018). 

  

Patienten mit Fehlbildungen der Extremitäten bilden für das WGS eine interessante Ko-

horte, da in ihrer Pathophysiologie unterschiedlichste Gene und deren Interaktion eine 

Rolle spielen. Weiterhin treten in diesem Spektrum von Krankheiten neben unvollständi-

ger Penetranz auch verschiedene Mutationsmechanismen auf, sodass sie sich als Modell 

für andere erbliche Erkrankung eignen. 

 

Das WGS, welches im Vergleich zu herkömmlichen Sequenzierungsmethoden mindes-

tens gleichwertige Ergebnisse liefert, bietet hier durch die holistische Betrachtung des 

Genoms eine Chance für neue Erkenntnisse. Vor allem durch die gleichzeitige Betrach-

tung von SNVs, CNVs und des nicht-kodierenden Bereichs eines*r Patient*in, könnten 

sich neue Möglichkeiten ergeben, unbekannte Krankheits-Loci zu identifizieren oder be-

stehende Erkenntnisse zu unterstützen. Auch das Auffinden von komplexen genetischen 

Varianten könnte ermöglicht, beziehungsweise vereinfacht werden. 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/KBTBj
https://paperpile.com/c/PAiKiU/ThF09
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Welchen Wert das WGS als diagnostisches Standardverfahren der molekularen Genetik 

bietet, und ob es als eine one-for-all Teststrategie eingesetzt werden kann, soll in der 

vorliegenden Arbeit untersucht und erörtert werden. 
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2. Methodik 

2.1 Kohortenrekrutierung und Studiendesign 

Die Rekrutierung der Kohorte erfolgte über einen Zeitraum von 17 Jahren. Sie setzt sich 

zusammen aus Patient*innen der Abteilung für Kinderhandchirurgie des Katholischen 

Kinderkrankenhauses Wilhelmstift in Hamburg sowie Patient*innen des Instituts für Me-

dizinische Genetik und Humangenetik (IMG) der Charité, deren Proben von externen so-

wie hauseigenen Ärztinnen und Ärzten zu diagnostischen Zwecken eingesendet wurden. 

Eingeschlossen wurden nur Proben solcher Individuen, die eine Fehlbildung an mindes-

tens zwei Extremitäten aufwiesen oder in deren Familie mindestens zwei Mitglieder von 

Fehlbildungen der Extremitäten betroffen waren. Ausschlusskriterien waren eine etab-

lierte molekular-genetische Diagnose, ein Amniotisches-Band-Syndrom (MIM 217100) 

als vermutete Ursache oder eine isolierte Klinodaktylie des fünften Fingers. Der Ein-

schluss erfolgte vor der Durchführung von WGS.  

 

Insgesamt konnten 69 Patient*innen eingeschlossen werden. Bei 64 davon handelte es 

sich um komplette Trios, bei denen neben dem*der Index-Patient*in (IP) auch beide El-

tern sequenziert werden konnten. In einem Fall konnte nur ein Elternteil sequenziert wer-

den, in vier weiteren Fällen erfolgte nur die Sequenzierung des*der Index-Patient*in. Wei-

terhin konnte in einem Fall zusätzlich zum bestehenden Trio ein Bruder der IP sequen-

ziert werden. 

 

Alle Patient*innen erhielten vor ihrem Einschluss diagnostische molekular-genetische 

Untersuchungen, abhängig vom präsentierten Phänotyp. Dabei handelte es sich um eine 

aCGH sowie, in manchen Fällen, um eine gezielte Sequenzierung von bekannten Genen, 

welche den entsprechenden Phänotyp des Patienten nachgewiesenermaßen auslösen 

können. Hierfür bediente man sich bestehender Standardprotokolle (Flöttmann et al., 

2018). Die Auswahl dieser Gene erfolgte durch qualifizierte Genetiker*innen. Für das 

WGS wurden nur solche Proben verwendet, bei denen im Rahmen dieser Methoden 

keine krankheitsauslösende Mutation gefunden werden konnte. 

 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/xr6l7
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/xr6l7
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2.2 Phänotypisierung der Patient*innen 

Zu Beginn erfolgte eine Sichtung der zur Verfügung stehenden Informationen über die 

Patient*innen. Man bediente sich dabei mehrerer digitaler sowie analoger hausinterner 

Datenbanken, welche dem IMG zur Verfügung stehen. Dabei wurde neben der Annota-

tion der Phänotypen der Patient*innen auch eine Informationszusammenführung und -

komprimierung vorgenommen. Inhalte, die bisher auf viele Datenbanken aufgeteilt oder 

nur in analogen Archiv-Akten zu finden waren, wurden gesichtet, bewertet und verein-

heitlicht zusammengeführt. Neben dem Phänotyp lag das Augenmerk hierbei auf Ver-

wandtschaftsbeziehungen für die korrekte Zuordnung der Trios sowie auf Informationen 

aus bereits erfolgten diagnostischen Untersuchungen. Die Phänotypen wurden mittels 

der Terminologie der Human Phenotype Ontology (HPO) erfasst (Köhler et al., 2017). 

In 60 Fällen wiesen lediglich die jeweiligen IPs eine Extremitätenfehlbildung auf. In fünf 

weiteren zeigte auch eines der beiden Elternteile eine vergleichbare Extremitätenfehlbil-

dung. In einem Fall präsentierten sich Eltern und Großeltern der IP ohne Extremitäten-

fehlbildung, jedoch hatte ein Großonkel mütterlicherseits eine vergleichbare Malforma-

tion. Dieser wurde in die Analyse eingeschlossen und zusätzlich sequenziert. Darüber 

hinaus lagen in vier Fällen lediglich geno- und phänotypische Informationen der IPs vor. 

 

2.3 Whole-Genome-Sequencing  

Die Genome der Kohorte wurden von der Firma Macrogen inc. (Süd-Korea) sequenziert. 

Hierbei bediente man sich der HiSeq X-Ten Plattform, welche mit einem PCR-free Pro-

tokoll lief. DNA-Vorbereitung, Sequenzierung und Auswertung der Sequenzierungsdaten 

erfolgte anhand der Standardprotokolle von Macrogen (coverage 30X und read length 

150 base pairs). 

 

2.3.1 Datenverarbeitung in SODAR und VarFish 

Für die Analyse der Daten und das Auffinden von Varianten wurden FASTA Dateien an 

die Core-Unit Bio-Informatik des Berlin Institute of Health weitergereicht. Diese wurden 

weiter prozessiert und gespeichert, wobei man sich des System for Omics Data Analysis 

and Retrieval (SODAR; Nieminen et al., 2020) bediente. Um SNVs aufzufinden, wurde 

der GATK HC Algorithmus verwendet. Diesem ist es möglich SNVs sowie InDels (kleine 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/j3ZwO
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/cumfd
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Inversionen und Deletionen) durch die lokale Neuanordnungen von Haplotypen zu iden-

tifizieren (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360037225632-HaplotypeCal-

ler).  

Strukturvarianten wurden mit Hilfe von Delly2 (Rausch et al., 2012), PopDel (Niehus et 

al., 2021) und ERDS (Zhu et al., 2012) bzw. SV2 (Antaki et al., 2018) erfasst. 

Nach der Verarbeitung wurden die Daten durch die VarFish Software (Holtgrewe et al., 

2020)  prozessiert und annotiert. 

 

2.4 Analyse der Single-Nucleotide-Variants 

Während der Analyse der SNVs wurden drei Gruppen unterschieden. 60 der 69 Fälle 

wurden hierbei als nicht betroffenes Trio eingeordnet. Dies bedeutet, dass der*die IP den 

Phänotyp einer Extremitätenfehlbildung aufweist, beide Elternteile allerdings nicht betrof-

fen sind. Im Gegensatz hierzu finden sich in der Kohorte fünf IPs, bei denen zusätzlich 

ein Elternteil eine Extremitätenfehlbildung aufweist, im Nachfolgenden als betroffenes 

Trio bezeichnet. Neben diesen beiden Gruppen existieren vier weitere IPs, bei denen 

keine Informationen über die Eltern vorliegen, welche im Nachfolgenden als Singleton 

bezeichnet werden.  

 

2.4.1 Trio und Singleton Filtration in VarFish 

Für die Durchführung der Filtervorgänge wurde die VarFish Plattform (Version v0.17.2; 

Holtgrewe et al., 2020) verwendet. Gefiltert wurden dabei nicht-synonyme exonische so-

wie splice-site Varianten, wobei alle die voreingestellten Qualitätskriterien bezüglich read 

depth, allelic balance und read quality erfüllen mussten. Weiterhin wurden die Varianten 

abhängig vom zu untersuchenden Erbgang nach Art und Frequenz gefiltert. Hierbei wur-

den für die unterschiedlichen Index-Gruppen unterschiedliche Filter verwendet. Die Er-

gebnisse des Filters wurden in Tabellenform dokumentiert und die Variant Calling Files 

(VCF) für weitere Analysen aus VarFish exportiert. 

 

Die nicht betroffenen Trios wurden auf einen compound heterozygoten, homozygoten, de 

novo und bei männlichem IP X-chromosomal rezessiven Erbgang untersucht.  

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/KWqZI
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/NfUXI
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/NfUXI
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/659tW
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/Y6qQA
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/ZioXN
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/ZioXN
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Für betroffene Trios wurden zwei verschiedene potenzielle Erbgänge analysiert. Einer-

seits wurden Varianten gefiltert, welche heterozygot vorlagen. Hierbei würde die Fehlbil-

dung autosomal dominant vererbt werden. Andererseits wurden auch rezessive 

Erbgänge betrachtet, wobei die Variante hier homo- oder hemizygot vorliegen würde. Alle 

betroffenen Trios wurden zuerst nach diesen Standarderbgängen betrachtet.  

Im nächsten Schritt erfolgte die Einstellung des Filters auf mögliche gonosomale 

Erbgänge. Bei den Index-Patientinnen mit kranken Vätern wurden Varianten gefiltert, wel-

che vom Vater hemizygot und von der Tochter heterozygot getragen wurden, was auf 

einen X-chromosomal dominanten Erbgang schließen lässt. Männliche IP mit kranken 

Vätern bedurften keiner weiteren Betrachtung, da hier X-gonosomale Geschehen ausge-

schlossen werden können. Y-chromosomale Varianten wurden aufgrund der Struktur von 

VarFish bereits vom Filtervorgang für heterozygote Varianten abgedeckt.  

Ein Sonderfall, bei dem die Mutter des männlichen IP betroffen ist, wurde separat analy-

siert. Hierbei wurden zusätzlich zu den oben beschriebenen Filtern Varianten betrachtet, 

die heterozygot bei der Mutter und hemizygot bei dem Index-Patienten vorliegen könnten. 

 

Für Index-Patient*innen, bei denen keine Informationen über die Elternteile vorlagen, 

wurde ein für Genomanalysen üblicher Filtervorgang verwendet. Man betrachtet hierbei 

zuerst alle heterozygot vorliegenden und danach alle homozygot vorliegenden SNVs. 

Durch diese Filtervorgänge wurde auch die Möglichkeit einer compound heterozygoten 

Vererbung abgedeckt. 

 

Bei der Analyse der IPs wurden die Filter für die maximalen Frequenzen in Vergleichs-

datenbanken entsprechend der supplementary table 1 (Elsner et al., 2021) gesetzt. Alle 

weiteren Filtereinstellungen wurden standardmäßig belassen. 

 

2.4.2 Analyse durch MutationDistiller und Exomiser 

Bei MutationDistiller handelt es sich um eine webbasierte Software, welche die Vorher-

sage der Pathogenität einer Variante mit dem für ein betroffenes Gen bekannten Phäno-

typ und den Symptomen des*der Patient*in verknüpft. Dabei wird eine Liste potenziell 

krankheitsauslösender Varianten erstellt, welche in absteigender Reihenfolge der Wahr-

scheinlichkeit geordnet ist, dass das betroffene Gen den Phänotyp des*der Patient*in 

auslösen könnte (Hombach et al., 2019). Hierfür wurden die VCFs, welche durch die oben 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/5bfhk


Methodik 14 

beschriebenen Filter in VarFish erstellt wurden, mit Hilfe des MutationDistillers analysiert 

(mutationdistiller.org) und mit entsprechenden Informationen zum jeweiligen Phänotyp 

des*der Patient*in versehen. Die ersten zehn ausgegebenen Varianten wurden als po-

tenzielle Kandidaten gewertet und im Weiteren näher betrachtet. Varianten, bei deren 

zufälligem Fund laut der Liste des American College of Medical Genetics (ACMG) SF 

v2.0 (Kalia et al., 2017) Patient*innen bei entsprechendem Einverständnis informiert wer-

den sollten, konnten durch diesen Vorgang zusätzlich identifiziert werden. 

 

Der Exomiser ähnelt dem MutationDistiller in einigen Punkten. So handelt es sich auch 

hier um eine webbasierte Software, welche Varianten nach Pathogenität und der Wahr-

scheinlichkeit, dass das betroffene Gen den Phänotyp des*der Patient*in auslösen 

könnte, ordnet. Der entscheidende Unterschied liegt jedoch darin, dass die Analyse nicht 

nur anhand von menschlichen Datensätzen, sondern auch speziesübergreifend durch-

geführt wird. So können krankheitsauslösende Mutationen in Mäusen mit entsprechen-

den Varianten bei Menschen über den Phänotyp verknüpft werden (P. N. Robinson et al., 

2014). Für die Analyse wurden die im vorherigen Schritt erstellten VCFs hochgeladen 

und - nach der Ergänzung von Phänotyp und zu erwartendem Erbgang - mit Hilfe des 

Exomisers analysiert. Die Software erstellte daraufhin eine Liste, wobei erneut die ersten 

zehn vorgeschlagenen Varianten als potenzielle Kandidaten gewertet wurden.  

 

2.4.3 Einzel-Analyse der Index-Patient*innen 

Neben den bisher beschriebenen Analysen, wurden für jede*n Patient*in, unabhängig 

von der vorliegenden Trio-Information, VCFs erstellt, welche sowohl alle seltenen hete-

rozygoten als auch alle seltenen homozygoten SNVs enthielten. Als seltene heterozygote 

Varianten wurden dabei solche gewertet, die nicht häufiger als zehnmal heterozygot oder 

homozygot in Vergleichspopulationen auftraten. Weiterhin wurden solche ausgeschlos-

sen, die mehr als 20-mal heterozygot oder zehnmal homozygot in der hauseigenen Da-

tenbank auftraten. Für die Erstellung der homozygoten VCFs wurden lediglich Varianten 

ausgeschlossen, die mehr als zehnmal homozygot in Vergleichspopulationen vorkamen. 

Die so gefilterten Varianten wurden mit Hilfe eines Python-Skripts analysiert. Dabei wur-

den trunkierende oder potenzielle Loss of Function (LoF) Mutationen (CADD >20; Rent-

zsch et al., 2019) hervorgehoben, die bei mindestens zwei Patient*innen im gleichen Gen 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/T0Mpp
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/AIiq7
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/AIiq7
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auftraten. Das entsprechende Gen musste weiterhin einen pLI-Score >0,9 (Lek et al., 

2016) aufweisen. Die so gefilterten Varianten wurden der weiteren Analyse zugeführt. 

 

2.4.4 Manuelle Auswertung der Kandidaten-Varianten 

Nachdem durch die Webtools eine grobe Auswahl, basierend auf potenzieller Pathoge-

nität der Mutationen, Verknüpfung mit dem Phänotyp des*der Patient*in sowie bekannter 

krankheitsauslösender Mutationen im Mausmodel bzw. deren Interaktom erfolgt war, be-

gann die manuelle Auswertung der Kandidaten-Varianten. Dabei wurde auf diverse Infor-

mationsquellen zugegriffen (vgl. supplementary fig. 2 (Elsner et al., 2021)).  

 

Als erstes wurden die Daten des WGS im Integrative Genomics Viewer (J. T. Robinson 

et al., 2017) betrachtet. Hier konnte festgestellt werden, ob es sich um eine echte Variante 

handelte und nicht um ein Artefakt der Software, welche zur Datenverarbeitung vor der 

Analyse genutzt wurde. Auch Varianten, welche in rapid-Repeat Sequenzen lagen, konn-

ten so genauer betrachtet werden. Nur im Fall einer echten Variante, erfolgte die weitere 

Analyse. 

 

Dafür wurde zuerst die Pathogenität einer jeden Variante mit Hilfe des MutationTasters 

überprüft (Schwarz et al., 2010). Dabei konnten außerdem weitere Informationen über 

die Variante und den Locus gewonnen werden. Ein Beispiel hierfür ist die Konservierung. 

Eine hohe Konservierung tritt in funktionellen Bereichen auf, die vermutlich einen evolu-

tionären Vorteil darstellen und deshalb speziesübergreifend ähnlich strukturiert, also er-

halten sind (Cooper & Brown, 2008). Befindet sich eine Variante in einem solchen kon-

servierten Bereich, kann von einer höheren Pathogenitätswahrscheinlichkeit ausgegan-

gen werden. Bei Varianten, welche von MutationTaster als Polymorphismen klassifiziert 

wurden, erfolgte keine weitere Betrachtung. Da im MutationTaster nur exonische bzw. 

splice-site Varianten betrachtet werden können, erfolgte die Analyse von intronischen 

Varianten mit Hilfe des RegulationSpotters (Schwarz et al., 2019). Splice-site Varianten 

wurden zusätzlich mit webbasierten Anwendungen wie HumanSplicingFinger (Desmet et 

al., 2009) und VarSeak (https://varseak.bio/) betrachtet.  

Für missense Varianten wurde außerdem PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010) zur weiteren 

Überprüfung der Pathogenität genutzt. 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rbbby
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rbbby
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/SFxE0
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/SFxE0
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/EI7fR
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/CiSht
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/Q2oX0
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/bulW6
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/bulW6
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/KEzby
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Varianten, welche eine hohe Konservierung aufwiesen und/oder als wahrscheinlich 

krankheitsauslösend klassifiziert wurden, erhielten eine genauere Analyse.  

 

So erfolgte unter anderem eine Betrachtung der Variante im University of California, 

Santa Cruz-Browser (UCSC-Browser; Kent, 2002), welcher durch einen benutzerdefinier-

ten Track erweitert war (http://genome-euro.ucsc.edu/s/mensahm/limb%203%20co-

lor%20score). Hier konnte ein Überblick über die Lage der Variante im Gen gewonnen 

werden. Weiterhin erhielt man einen Einblick in die Häufigkeit der Varianten in gesunden 

und erkrankten Vergleichspopulationen. Dabei wurde mit hauseigenen Datenbanken und 

der Database of Genomic Variants (MacDonald et al., 2014) gearbeitet, welche Bestand-

teile eines IMG-eigenen, auf die Analyse von Fälle mit Extremitätenfehlbildungen ausge-

legten, UCSC-Tracks sind.  

 

Parallel dazu erfolgte eine Analyse des betroffenen Gens. Diese bestand zum einen aus 

einer Betrachtung des Gens im Mausmodell. Dabei wurden die Datenbanken des Mouse 

Genome Informatics (MGI; Bult et al., 2019), des International Mouse Phenotyping Con-

sortiums (Dickinson et al., 2017) und der Mouse Organogenesis Cell Atlas (Cao et al., 

2019) genutzt. 

Zum Anderen wurden die Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM; Hamosh et al., 

2005), PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) und Genecards (Safran et al., 2010) 

sowie die Human Gene Mutation Database (Stenson et al., 2003) genutzt um bereits 

beschriebene Funktionen oder krankheitsauslösende Varianten des Gens aufzufinden. 

Varianten, welche im Verdacht standen, die Struktur des kodierten Proteins zu verändern, 

wurden durch das Simple Modular Architecture Research Tool (Letunic et al., 2021) ge-

nauer betrachtet. 

Schließlich wurden die Varianten in einer wöchentlichen Konferenz evaluiert.  

 

2.5 Analyse der Strukturvarianten 

2.5.1 Heterozygote Varianten 

Bei nicht betroffenen Trios konnten lediglich de novo Varianten betrachtet werden, be-

troffene Trios wurden unter der Annahme eines dominanten Erbgangs analysiert.  

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/y8LnC
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/WgsR3
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/6sJDF
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rAIPF
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rAIPF
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/5o6Wf
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/Cb9Yc
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/mclg8
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Alle Varianten-Calls mussten mindestens von einem split-read und einem paired-read 

oder von zwei split-reads beziehungsweise von zwei paired-reads abgedeckt werden. 

Weiterhin wurden Varianten ausgeschlossen, welche kleiner als 1.500 Basen waren oder 

mehr als zehnmal in gesunden Vergleichskohorten auftraten. Dabei zählt eine Variante 

als ähnlich oder gleich einer Variante in der Vergleichskohorte, wenn sie die entspre-

chende Vergleichsvariante zu 75% überlappt oder zu 75% von ihr überlappt wird. Des 

Weiteren wurden nur Varianten betrachtet, die nicht mehr als zwei Mal in der Kohorte 

vorkamen, um Artefakte auszuschließen. Auch hier wurde eine 75%ige Überlappung in 

beide Richtungen verwendet. 

 

Sollte das Filter initial mehr als 30 Varianten ausgeben, wurden modifizierte Filtereinstel-

lungen verwendet. Um das Filter zu passieren, musste eine Variante nun von mindestens 

fünf split- und/oder paired-reads abgedeckt werden, anstatt von zwei. Dieses Procedere 

wurde in neun Fällen angewandt, um eine detaillierte manuelle Auswertung der Daten zu 

ermöglichen. 

 

Beim Filtern der Singletons wurden strengere Frequenz- und Qualitätseinstellungen ver-

wendet. Varianten durften nur noch fünf Mal in Vergleichskohorten vorkommen und 

mussten von mindestens fünf split- und/oder paired-reads abgedeckt sein. Ansonsten 

wurden die gleichen Einstellungen wie bei nicht betroffenen Trios verwendet. 

 

Nachdem die Varianten nach den entsprechenden Kriterien (vgl. supplementary tab. 2 

(Elsner et al., 2021)) gefiltert wurden, durchliefen sie, ähnlich wie die SNVs, einen Ana-

lyseprozess. Zuerst wurden sie anhand der WGS Rohdaten im Integrative Genomics Vie-

wer auf Echtheit überprüft. Danach erfolgte eine detaillierte Analyse in einer IMG-eigenen 

Session des UCSC-Browser, der durch Betrachtung der Variante bzw. des betroffenen 

Gens in MGI, OMIM, PubMed und Genecards ergänzt wurde (vgl. supplementary fig. 3 

(Elsner et al., 2021)).  

 

Anschließend wurden alle Varianten in wöchentlichen Meetings evaluiert. 

 

 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
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2.5.2 Homozygote Varianten 

Die Analyse von homozygoten Varianten erfolgte anhand der VCF Daten, welche durch 

VarFish zur Verfügung standen. Varianten mussten mindestens von drei paired-reads 

oder drei split-reads abgedeckt sein. Weiterhin durften sie nicht kleiner als 1.500 Basen 

sein und höchstens zweimal in der Kohorte vorkommen. Hier wurde die bereits beschrie-

bene 75%ige Überlappung verwendet. Trio und Singleton Patient*innen wurden gleich-

ermaßen analysiert. 

 

Die so erhaltenen Varianten wurden gleich den heterozygoten SVs analysiert und in wö-

chentlichen Meetings evaluiert. 

 

2.6 Analyse der nicht-kodierenden Varianten 

Für die Analyse der nicht-kodierenden Varianten wurden spezifische regulatorische Be-

reiche des Genoms definiert. Hierfür bediente man sich mehrerer selbstentwickelter und 

externer Datenbanken. Als Resultat entstand eine Liste aus 1.719 Genen, welche nach-

gewiesenermaßen in der embryonalen Extremitätenentwicklung eine Rolle spielen. Diese 

Informationen resultierten aus Datensätzen des MGI und OMIM.  

Die regulatorischen Bereiche wurden wie folgt definiert: 1. alle konservierten (phyloP>1,3; 

Pollard et al., 2010) Varianten, die 2. in der gleichen topologisch assoziierten Domäne 

(TAD; Dixon et al., 2012) wie eines der vorher definierten Gene anzutreffen sind und 3. 

einen H3K27 Acetylierungs-Peak in menschlichen Extremitätenknospen besitzen (Cot-

ney et al., 2013). Weiterhin wurden validierte Enhancer Elemente des VISTA Enhancer 

Browsers eingeschlossen. Dies erfolgte unabhängig davon, ob sie spezifische Expressi-

onsmuster im Mausmodell gezeigt hatten (Visel et al., 2007). Regionen, welche häufige 

single nucleotide polymorphisms beinhalten, wurden entfernt.  

Im Anschluss wurden sowohl kodierende als auch nicht-kodierende SNVs, die mit einer 

Frequenz von <0,1% in der Kohorte sowie in vorher beschriebenen Vergleichskohorten 

auftraten, gefiltert. Diese Varianten wurden als VCF aus SODAR exportiert und der wei-

teren Analyse via Python zugeführt. Sollten zwei oder mehr Varianten einen Abstand von 

300 Basenpaaren (bp) oder weniger voneinander haben und in dem vorher definierten 

regulatorischen Bereich liegen, wurden sie vom Skript ausgegeben. Unter der Annahme, 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/b0XmO
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/OBtU3
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/qAgfc
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/qAgfc
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/Qgc8V
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dass sie die gleiche regulatorische Domäne beeinflussen könnten, folgte eine semi-auto-

matische Evaluation von Kandidatenvarianten. 

Zusätzlich wurden alle seltenen, potenziell pathogenen und heterozygot kodierenden Va-

rianten, welche Gene betrafen, die im Zusammenhang mit rezessiven Extremitätenfehl-

bildungen stehen, genauer betrachtet. Bei einer partiellen Übereinstimmung des Patien-

ten-Phänotyps mit der durch eine Variante des entsprechenden Gens ausgelösten Fehl-

bildung wurde nach konservierten, nicht-kodierenden, Varianten in trans, welche dieselbe 

TAD beeinträchtigten, gesucht. Die minor allel frequency dieser Varianten durfte dabei 

3% nicht überschreiten. 

 

2.7 Genotyp-Phänotyp-Korrelationsanalyse von GLI3 

Parallel zu den bisher beschriebenen Prozessen, erfolgte eine genauere Analyse des 

GLI3 Locus. Bei 94 Patient*innen mit syndromaler und nicht-syndromaler Polysyndakty-

lie, deren Phänotyp auf eine GLI3-assoziierte Polysyndaktylie schließen ließ, erfolgte 

eine Sanger-Sequenzierung anhand von genomischer DNA aus Vollblut. Zusätzlich 

wurde, falls möglich, eine Segregationsanalyse durch Sequenzierung der Elternteile 

durchgeführt. Die Sequenzdaten wurden mit SeqPilot (https://www.jsi-medisys.de/pro-

ducts/sequence-pilot/) evaluiert und auffällige Varianten anschließend  zur klinischen In-

terpretation mit den Datenbanken ClinVar (Landrum et al, 2018), HGMD und gnomAD 

abgeglichen und durch bioinformatische Software, wie MutationTaster, Polyphen2 und 

SIFT (Ng & Henikoff, 2001) hinsichtlich ihrer Pathogenität bewertet.  

 

Im Anschluss erfolgte eine retrospektive Analyse bereits publizierter Fälle, in denen eine 

Variante in GLI3 als krankheitsauslösend klassifiziert worden war. Hierbei erfolgte neben 

der lokalen und funktionellen Einordnung der Variante auch eine Bewertung des Phäno-

typs sowie die Erhebung weiterführender Patienteninformation, welche für die spätere 

Auswertung von Nutzen waren. 

 

Im weiteren Verlauf stieß man auf ein Individuum (I), welches sich mit dem Phänotyp 

GLI3-assoziierte Polydaktylie präsentierte. Dieses war dem IMG im Rahmen der moleku-

lar-genetischen Standarddiagnostik zugesandt worden. Es erfolgte ein WGS mit automa-

https://paperpile.com/c/PAiKiU/C8e4
https://paperpile.com/c/PAiKiU/jIwC
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tisierter und manueller Auswertung analog des in dieser Arbeit beschriebenen Vorge-

hens. Die gefundenen Mutation wurden per Sanger-Sequenzierung überprüft, wobei man 

sich der Primer GLI3-fwd:ACAGGCATTCCTCAGGAAGC, GLI3-rev:GCTTTGT-

GAATCGGAATGCTGT bediente. 

 

2.8 Analyse des Genlocus um HMGB1 

Das Auffinden einer Variante in HMGB1 sowie das Vorhandensein eines charakteristi-

schen Phänotyps des variantentragenden Individuums (Brachyphalangy-Polydactyly-

and-Tibial-Aplasia-Syndrome; BPTAS), zog eine genauere Untersuchung des Gens nach 

sich. Zu Beginn dieser Analyse wurden zusätzlich vier weitere Patient*innen eingeschlos-

sen, die den Phänotyp BPTAS aufwiesen (vgl. extended data fig. 1; (Mensah et al., 

2023)). Zusätzlich wurde ein weiterer Patient, bei dem der Verdacht auf ein 13q12.3 De-

letions-Syndrom bestand, analysiert. Nach detaillierter Phänotypisierung, erfolgte eine 

WGS sowie eine Sanger-Sequenzierung und quantitative real-time PCR (qPCR), wobei 

letztere auf einem 3730 DNA-analyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) durchgeführt 

wurden. Die Methodik des WGS orientierte sich am bisher in dieser Arbeit beschriebenen 

Vorgehen. 

Für die Sanger-Sequenzierung der gDNA wurden folgende Primer verwendet: Ex2-3F 

AAATAACCAGTACTTTGGTTTTCATTC; EX2-3R GCTTGCTAAATTTCTCTCAGATT-

CTAC; Ex4F CACAGAAATTCACAGGCAGC; Ex4R CTAAGTACAATCA-

TACATCTGGCG; Ex5F TTCTGGAGTTGCTGTGGATCT; Ex5R GGGGGTTAAAT-

GCTTTATAGACAA. Im Falle der cDNA fanden die folgenden Primer Anwendung: fwd 

CACTGGGCGACTCTGTG und rev AAGGAGTGAGTTGTGTACAGG, fwd-seq 

GACTCTGTGCCTCGCTGA und rev-seq AACTGCGCTAGAACCAACTT. Zuletzt wur-

den die folgenden Primer für die qPCR verwendet: HMGB1-fwd 

GACTCTGTGCCTCGCTGA und HMGB1-rev TCTTATGCTCCTCCCGACAAG, 

GAPDH-fwd ATGCCTCCTGCACCACCAAC und GAPDH-rev GGCCATCCACAGTCTT-

CTGG.  

Hiernach erfolgte eine aCGH, analog zu der bisher beschriebenen Methodik. Alle Proze-

duren wurden mittels der Protokolle durchgeführt, die durch die herstellenden Firmen 

empfohlen wurden. Zuletzt wurden die Varianten am HMGB1-Transkript NM_002128.7 

im Referenz-Genom hg19 annotiert. 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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Darüber hinaus konnten in der vorhandenen Literatur acht weitere Individuen mit dem 

Phänotyp BPTAS identifiziert werden. Diese wurden in die weitere Analyse und Bewer-

tung des Gens HMGB1 eingeschlossen (vgl. supplementary tab. 1; (Mensah et al., 

2023)). 

 

2.9 Analyse von HMGB1 Patient*innen mittels Face2Gene 

Nach der Geno- und Phänotyp-Analyse wurden frontale Aufnahmen der Gesichter der 

Patient*innen mittels Face2Gene (v.20.1.4, www.face2gene.com) analysiert. Hierfür wur-

den sieben Bilder der bereits in der Literatur beschriebenen BPTAS Fälle sowie Aufnah-

men von HMGB1-I1 und -I2 verwendet. Es erfolgte eine Phänotypisierung mittels 

Face2Gene CLINIC (F2GC) sowie das Erstellen eines durchschnittlichen fazialen Phä-

notyps mittels Face2Gene RESEARCH (F2GR). Um letzteres zu ermöglichen, wurden 

alle Bilder der neun ausgewählten IPs doppelt eingespeist. Waren mehrere Bilder des 

Gesichts vorhanden, so wurde stets das aktuellste verwendet. 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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3. Ergebnisse 

3.1 Auswertung und Filterprozess der SNV 

Insgesamt konnten in den Genom-Rohdaten 333.163.643 SNVs aufgefunden werden.  

Davon lagen 326.142.877 SNVs im nicht-kodierenden Bereich, wovon 19.362 als seltene 

Varianten (gnomAD Allel-Frequenz<0,01) eingestuft worden. Mit Hilfe einer Analyse 

durch Jannovar (Jäger et al., 2014) konnten 21.369 der kodierenden SNVs als mindes-

tens moderat relevant (missense und truncating Mutationen) und 1.429 sogar als hoch 

relevant (nur truncating) eingeordnet werden. 

Die verbleibenden 7.020.766 SNVs befanden sich im kodierenden Bereich oder flankier-

ten diesen im Abstand von maximal zehn Basenpaaren. Nach dem Filtervorgang in Var-

Fish fanden sich 5.761 Varianten. Dies entspricht im Schnitt 83,49 SNVs pro Patient, 

wobei der Median bei 22 SNVs liegt (siehe Abbildung 1).  

 

 

Abbildung 1: Anzahl der kodierenden SNVs pro Patient nach dem Filtern in VarFish. Der 

Median liegt bei 22 SNVs, die Länge der Whisker wurde bei 1,5-fachem Interquartilsab-

stand gesetzt. Insgesamt sind neun Ausreißer zu erkennen. eigene Darstellung 
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Von diesen 5.761 wurden 433 Varianten von MutationDistiller und Exomiser als potenziell 

pathogen bewertet, woraufhin eine genauere manuelle Auswertung dieser erfolgte. Diese 

433 SNVs setzten sich aus mehreren Typen von Varianten zusammen. Bei nicht betroffe-

nen-Trios konnten 55 compound heterozygote, 50 de novo, 73 homozygote und 53 X-

linked hemizygote Varianten identifiziert werden. Bei betroffenen Trios und Singletons 

wurden 162 heterozygote und 40 homozygote Varianten festgestellt. Durch die manuelle 

Auswertung der 433 Varianten, ergaben sich 174, welche in wöchentlichen Meetings eva-

luiert worden.  

Parallel zu diesem Prozess lieferte die Einzelbetrachtung der Index-Patient*innen VCFs 

in Hinblick auf CADD- und pLI-Score der Gene sowie die Betrachtung der Ähnlichkeiten 

der Patient*innen-Phänotypen weitere 49 Varianten. Auch diese wurden in wöchentlichen 

Meetings beurteilt. 

Insgesamt konnten hierdurch 22 Kandidaten-SNVs identifiziert werden, welche genauer 

differenziert wurden. Fünf Varianten befanden sich in bereits beschriebenen krankheits-

auslösenden Genen, vier weitere wurden auf Grundlage von Informationen aus diversen 

Quellen (vgl. supplementary fig. 2 (Elsner et al., 2021)) als höchstwahrscheinlich krank-

heitsauslösend bewertet. Die restlichen 13 wurden als Varianten unklarer Signifikanz 

(VUS) beurteilt. All diese Varianten werden im Verlauf weiter ausgeführt. 

 

3.2 Auswertung und Filterprozess der SVs 

Strukturvarianten konnten in 68 von 69 Fällen ausgewertet werden. Insgesamt ergaben 

sich aus den Genom-Rohdaten 1.638.500 potenzielle SVs, deren Anzahl durch das Fil-

tern in VarFish auf 633 heterozygote reduziert wurde. Diese setzen sich zusammen aus 

222 Inversionen, 288 Deletionen, 76 Duplikationen und 47 Break-Ends. Für alle diese 

Varianten erfolgte eine manuelle Auswertung (vgl. supplementary fig. 3 (Elsner et al., 

2021)). 417 der ursprünglich 633 Calls konnten als Artefakte identifiziert werden. Hiervon 

waren 100 SVs doppelt und 52 fälschlicherweise gecallt worden. 165 Calls besaßen keine 

ausreichende Qualität und wurden deshalb von der weiteren Analyse ausgeschlossen. 

186 der initial 633 SVs lagen in nicht-kodierenden Regionen oder beeinflussten Gene, 

die in keiner der Quellen, die uns zur Verfügung standen, einen Zusammenhang mit der 

Entwicklung von Extremitäten zeigten.  

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
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Die 30 verbleibenden SVs zeigten sich als potenziell echte Varianten, die Gene, welche 

im Zusammenhang mit der Entwicklung von Extremitäten stehen, direkt oder indirekt be-

einflussen. Es folgten Segregationsanalysen via quantitativer PCR sowie eine Recherche 

bezüglich der Gen-Phänotyp Assoziation und eine Analyse des entsprechenden Locus, 

wobei man sich diverser Quellen bediente. Hierzu zählte die HPO, speziesübergreifende 

Phänotypdatenbanken, Maus-Modelle, Gen-Expressions Daten (Cao et al., 2019), limb 

Enhancer Elemente (Visel et al., 2009) sowie die lokale TAD-Architektur (Cao et al., 2019; 

Dixon et al., 2012). Alle 30 Varianten zeigten sich in dieser Analyse als vielversprechend.  

 

 

Abbildung 2: Identifizierte SVs von 68 Patient*innen nach dem Filtern in VarFish. Der 

Median liegt bei 6, die Länge der Whisker wurde bei 1,5-fachem Interquartilsabstand ge-

setzt. Insgesamt sind fünf Ausreißer zu erkennen. eigene Darstellung 

 

Die Fälle Individuum 1, I2, I3 lieferten keine Ergebnisse nach dem Filtern in VarFish. 

Weiterhin musste I4 von der Analyse der SVs ausgeschlossen werden. VarFish lieferte 

im Falle dieses Patienten selbst unter strengsten Filterkriterien 6.788 Strukturvarianten, 

was auf eine schlechte Datenqualität des Falles, zum Beispiel aufgrund eines Fehlers 

des Varianten-Callings, schließen ließ. Durch diese hohe Anzahl an SVs war die manu-

elle Auswertung nicht möglich.  
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https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rAIPF
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rrHS5
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rAIPF+OBtU3
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rAIPF+OBtU3
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Darüber hinaus konnten 22 homozygote SVs durch die Analyse der VCF-Daten identifi-

ziert werden. Die weitere Analyse ließ allerdings in keinem Fall eine wahrscheinliche Pa-

thogenität vermuten. 

 

3.3 Varianten in bekannten Krankheits-Lokalisationen 

3.3.1 SNVs in bekannten Lokalisationen 

In vier Fällen konnten pathologische SNVs in bereits bekannten krankheitsassoziierten 

Genen identifiziert werden. Eine Variante im Gen FGFR1 befand sich an einer Position, 

welche bereits als krankheitsauslösend beschrieben worden war. Die anderen drei Vari-

anten in den Genen FGFR2, GLI3 und BHLHA9 befanden sich an Positionen, an denen 

noch keine pathogenen Varianten beschrieben worden sind. Alle Varianten wurden via 

Sanger Sequenzierung validiert. 

 

In der Familie I6 konnte eine heterozygote missense Variante in FGFR1 

(NM_001174063: c.755C>G; P252R) identifiziert werden. Diese ist sowohl im Index-Pa-

tienten (I6) als auch dessen ebenfalls betroffenen Vater (Male6; M6) zu finden. I6 weist 

den Phänotyp Distal symphalangism (hands); Finger syndactyly; 2-3 toe syndactyly und 

Deviation of the hallux auf. Dieser stimmt größtenteils mit dem des Vaters überein. Die 

Variante wurde bereits in der Literatur im Zusammenhang mit dem Pfeiffer-Syndrom (MIM 

101600) als pathogen beschrieben (Chokdeemboon et al., 2013), welches sich mit dem 

Phänotyp der Betroffenen deckt. Wir bewerteten diese Variante als krankheitsauslösend. 

 

In einer anderen Familie (I7) konnte eine heterozygote nonsense Variante in GLI3 

(NM_000168: c.650C>G; S217*) identifiziert werden. Hier führt eine Punktmutation dazu, 

dass die transkribierte mRNA ein vorzeitiges Stop-Codon innerhalb des fünften Exons 

aufweist. Dadurch würde das Ribosom die Translation vorzeitig beenden und es könnte 

ein verkürztes Protein entstehen. Durch die Lage der Variante in einem der vorderen 

Exone (5/15) von GLI3, scheint allerdings die Aktivierung des nonsense mediated decays 

deutlich wahrscheinlicher, sodass es nicht zur Translation eines Proteins kommt (Karou-

sis & Mühlemann, 2019). 

Im vorliegenden Fall tragen sowohl die Index-Patientin (I7), als auch der betroffene Vater 

(M7) die besagte Variante in GLI3. I7 weist eine Kraniosynostose sowie Polydaktylie und 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/VdhUa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/BpQFN
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/BpQFN
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Syndaktylie der Hände und Füße auf. Beim Vater sind ebenfalls Oligosyndaktylien be-

kannt. 

Nonsense Varianten in GLI3 sind bekanntermaßen krankheitsauslösend für verschie-

dene Extremitätenfehlbildungen. Hierzu zählen unter anderem das Pallister-Hall-Syn-

drom (MIM 146510) oder das Greig-Zephalopolysyndaktylie-Syndrom (MIM 175700). 

Weiterhin weisen betroffene Patienten postaxiale sowie präaxiale Polydaktylien auf (Scz-

akiel et al., 2021). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse bewerteten wir die Variante als 

pathogen. 

 

Die Patientin I5 trägt eine homozygote missense Variante in BHLHA9 

(NM_001164405:c.307A>G; K103E). Diese war von den beiden Eltern, welche heterozy-

gote Träger der Variante sind, vererbt worden. I5´s Phänotyp ist 2-3 toe cutaneous syn-

dactyly, 3-4 finger syndactyly, Brachydactyly syndrome und Broad fingertip.  

Die Variante ist weder in gnomAD noch in den Daten des Exome Aggregation Consortium 

(ExAC) aufgeführt. Des Weiteren sind homozygote Varianten in BHLHA9 dafür bekannt, 

komplexe Kamptopolysyndaktylien (Phadke et al., 2016) sowie Syndaktylien mit mesoa-

xialer Synostose und phalangealen Reduktionen auszulösen. Dies lässt auf eine essen-

zielle Rolle von BHLHA9 im Entwicklungsprozess von Extremitäten schließen (Malik et 

al., 2014). Aufgrund dieser Tatsachen bewerteten wir die Variante als pathogen. 

 

Die letzte Variante, welche in einem bereits beschriebenen krankheitsauslösenden Gen 

identifiziert werden konnte, befand sich in FGFR2. Die Patientin I8 weist hier eine hete-

rozygote missense Variante (NM_001144919:c.451A>G;I151V) auf, welche auch vom 

Vater getragen wird. Allerdings zeigt in diesem Fall nur die Index-Patientin den 

pathologischen Phänotyp Brachydactyly syndrome, Aplasia/Hypoplasia of the distal pha-

langes of the toes, Aplasia/Hypoplasia of the distal phalanges of the hand. Der Vater ist 

phänotypisch unauffällig.  

Die Variante der Patientin findet man lediglich je einmal in den Vergleichskohorten von 

gnomAD und ExAC. Die Domäne 'Ig-like C2-type 2' des transkribierten Proteins FGFR2, 

welche auch durch die Variante der Patientin beeinflusst wird, weist drei non-VUS, non-

synonymous Varianten auf, welche alle als pathogen gewertet wurden. Insgesamt sind 

184 missense non-VUS des Gens FGFR2 bekannt, von denen 95,7% als pathogen ge-

wertet wurden. Mutationen von FGFR2 sind ursächlich für diverse Fehlbildungen, welche 

alle einen autosomal dominanten Erbgang besitzen. Hierbei weist vor allem das Saethre-

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/jHQnY
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/jHQnY
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/epaYK
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/AOIDf
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/AOIDf
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Chotzen-Syndrom (MIM 101400) phänotypische Überlappungen mit der Patientin auf. 

Dieses Syndrom wurde in der Literatur bereits mit weniger ausgeprägten und/oder vari-

ablen Phänotypen assoziiert (Chun et al., 2002). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse 

wurde die Variante als pathogen bewertet. 

 

3.3.2 Repeat-Expansionen in HOXD13 

Bei Patient I9 konnten zwei HOXD13 Repeat-Expansionen identifiziert werden. Der Pati-

ent, welcher eine Brachy-, Poly- und Syndaktylie hat, erbte eine dieser Expansionen von 

seiner Mutter, welche den gleichen Phänotyp wie der Patient aufweist. Es handelt sich 

hierbei um eine Erweiterung um acht Alanin-Repeats, welche bereits in der Fachliteratur 

als pathogen beschrieben wurde (Brison et al., 2014). Weiterhin trägt der Patient eine 

benigne Erweiterung um ein Alanin-Repeat auf dem paternalen Allel. Diese Ergebnisse 

wurden mit Hilfe von herkömmlicher HOXD13 Mikrosatelliten-Analyse validiert und als 

pathogen eingeschätzt. 

 

3.3.3 SVs in bekannten Lokalisationen 

In einem Fall konnte eine Strukturvariante in einem bereits als pathogen beschriebenen 

Bereich identifiziert werden. Bei Patientin I10, welche den Phänotyp Ektrodaktylie bzw. 

SHFM aufweist, konnte eine circa 100kb große Inversion im SHFM3 Locus 10q24 nach-

gewiesen werden. Diese wurde von der phänotypisch unauffälligen Mutter vererbt. Wei-

terhin konnte dieselbe Variante im Genom des Großonkels mütterlicherseits, welcher 

ebenfalls eine Ektrodaktylie aufweist, aufgefunden werden. Hierbei könnte es sich um 

einen Fall von unvollständiger Penetranz handeln. 

Der Locus, welcher in I10 als pathogen identifiziert wurde, liegt in anderen SHFM3 Pati-

enten dupliziert vor (de Mollerat et al., 2003). Interessanterweise zeigte I10 keine Dupli-

kation des Locus, sondern eine Inversion, welche von einer Deletion flankiert wird. 

Punktmutationen im SHFM3-Locus lösen nach aktuellen Erkenntnissen keine Ektrodak-

tylie aus (Holder-Espinasse et al., 2019; de Mollerat et al., 2003). 

Aus den SHFM3-Locus betreffenden Publikationen ergibt sich eine minimale kritische 

Region, welche die Gene BTRC, POLL und DPCD teilweise oder komplett überlappt. 

Daraus lässt sich schließen, dass eines dieser Gene oder deren Zusammenspiel, durch 

Veränderungen der Kopienanzahl so beeinflusst wird, dass sich eine SHFM im Patienten 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/of7P4
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/m8B4i
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/bELO2
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/bELO2+ISTyK
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etabliert. Die von uns identifizierte Inversion hat jedoch keinen Einfluss auf die Zahl der 

Kopien. Allerdings beeinflusst sie eine TAD, welche von Holder-Espinasse et al. im 

SHFM-Locus identifiziert wurde (Holder-Espinasse et al., 2019). Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, dass nicht nur Änderungen der Kopienanzahl, sondern auch Positionsverän-

derungen bestimmter Genomabschnitte die Expression und Regulation von BTRC, POLL 

und DPCD so verändern, dass der Phänotyp Ektrodaktylie entsteht. 

 

Weiterhin konnte in I11 eine SV auf chr7q identifiziert werden (siehe Abbildung 3). Hier 

war bereits im aCGH eine circa 300kb umfassende Duplikation auf chr7q36.1 aufgefallen. 

Zum Zeitpunkt der Analyse wurde diese SV jedoch als VUS eingeordnet, da der Phänotyp 

der Patientin (bilaterale mirror-image Polydaktylien der Hände und Füße) nicht mit einem 

bereits beschriebenen Individuum, welches eine ähnliche lokalisierte Duplikation der glei-

chen Größenordnung besaß, übereinstimmte (Kroeldrup et al., 2012). Aufgrund dieser 

Tatsache wurde die Patientin als nicht diagnostiziert betrachtet und in die vorliegende 

Arbeit eingeschlossen. 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/ISTyK
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/JaS9o
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Abbildung 3: Visualisierung von Strukturvariante und Phänotyp von I11. a: Stammbaum 

und Phänotyp von I11. b: Potenzielle neo-TAD c: Bruchpunkte und Verbindungspunkte 

zwischen den Loci auf Chromosom 7 und 9. Diese Abbildung wurde bereits in dem publi-

zierten Artikel Elsner et al., 2021 verwendet. 

 

Bei der Analyse mittels WGS konnte die oben beschriebene Duplikation erneut identifi-

ziert werden. Darüber hinaus konnte man erkennen, dass sie in manchen reads von so-

genannten Break-Ends (chimeric read-pairs und split-reads) flankiert wurde. Dies sind 

Hinweise auf Translokationen, weshalb der entsprechende Bereich Sanger-sequenziert 

wurde. Hierbei zeigte sich eine komplexe SV, welche sich aus zwei überlappenden Dup-

likationen zusammensetzt (Dup1 und Dup2, siehe Abbildung 4). Der zentrale Bruchpunkt 

wird dabei von beiden Duplikationen geteilt, wobei der distale Bruchpunkt von Dup2 in 

Dup1 und damit innerhalb des ersten Introns von SHH (chr7:155,603,964) liegt. Durch 

die Analyse der WGS-Daten konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Duplikationen 

nicht in tandem vorliegen, sondern beide an Sequenzen geknüpft sind, die zu einem ent-

sprechenden Locus auf Chromosom 9 gehören (chr9p24.1). Der distale Bruchpunkt von 

Dup2 befand sich also im fünften Intron von GLDC, während der Bruchpunkt von Dup1 

im achten Intron von KDM4C lokalisiert werden konnte (siehe Abbildung 4 und Abbildung 
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3c). Durch die Verfügbarkeit der Trio-WGS-Daten konnte die Variante als de novo iden-

tifiziert werden.  

In wöchentlichen Meetings, in denen jede Kandidatenvariante mit mehreren erfahrenen 

klinischen Genetiker*innen diskutiert wurde, konnte eine starke Ähnlichkeit des Phäno-

typs von I11 mit Laurin-Sandrow-Syndrom (LSS, MIM 135750) festgestellt werden. Die-

ses Syndrom entsteht durch Duplikationen des SHH Regulators ZRS, welches im fünften 

Intron vom LMBR1 auf chr7p36.3 liegt und die Expression von SHH pathologisch verän-

dern kann (Lohan et al., 2014). Obwohl weder Dup1 noch Dup2 in der entsprechenden 

Region des ZRS liegen und bisher keine Duplikationen von SHH als krankheitsauslösend 

für LSS beschrieben wurden, konnte eine Pathogenität der zuvor beschriebenen SV ver-

mutet werden. Diese Annahme stützt sich auf die Struktur der Variante: Ein dupliziertes 

Fragment von SHH, welches in eine andere Region inseriert wird und de novo auftritt, 

macht eine ektopische Expression von SHH sehr wahrscheinlich. Es ist anzunehmen, 

dass durch die SV eine SHH-KDM4C neo-TAD entsteht, wodurch regulatorische Ele-

mente von SHH (wie ZRS) als auch von KDM4C im Mesenchym der Extremitäten wäh-

rend der embryonalen Entwicklung beeinflusst werden. Weiterhin besitzt auch KDM4C 

eine verstärkte Expression in den embryonalen Extremitätenknospen, was eine Bedeu-

tung in der Extremitätenentwicklung vermuten lässt. Diese Zusammenhänge lassen die 

Strukturvariante des Patienten als wahrscheinlichste Ursache für eine ektope SHH-Ex-

pression und damit für den beobachteten Phänotyp erscheinen (siehe Abbildung 3b).  

Deshalb reklassifizierten wir die SV in I11, welche vor der WGS-Analyse als VUS ange-

nommen wurde, als pathogen. 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/QTdcs
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Abbildung 4: Analyse der Strukturvariante von I11: a-b: Duplikationen am Locus ch7q36.1 

und chr9p24.1. Grün: aCGH Daten, Rot: Genom-Sequenz allelic balance Daten,  

Gelb: Genom-Sequenz coverage Daten; c-d: Bestätigung der Verbindungspunkte via 

Sanger-Sequenzierung, L = ladder, I = index, F = father, M = mother, Ca = control a, Cb 

= control b. Diese Abbildung wurde bereits in dem publizierten Artikel Elsner et al., 2021 

verwendet. 
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3.4 Mutationen in kodierenden Bereichen von Kandidatengenen 

3.4.1 Loss of Function Mutationen in UBA2 lösen Ektrodaktylie aus 

In zwei Patienten der Kohorte konnten Varianten im ubiquitin-like modifier-activating en-

zyme 2 (UBA2) identifiziert werden. Bei diesen Varianten handelte es sich um unter-

schiedliche, heterozygote vorliegende frameshift Varianten. Im Fall von I12 konnte eine 

de novo Variante identifiziert werden (NM_005499.3:c.1355_1356delTG; 

p.Val452Alafs*6), während I13 eine Variante (NM_005499.3:c.34_37delGCTG; 

p.Ala12Argfs*34) trug, welche von seiner vermutlich phänotypisch unauffälligen Mutter 

vererbt wurde. Der genaue Phänotyp der Mutter konnte nicht in Erfahrung gebracht wer-

den, da weder Lichtbild- noch radiologische Aufnahmen vorlagen. 

Die Varianten wurden unter Berücksichtigung der ACMG-Richtlinien (Richards et al., 

2015) klassifiziert. In beiden Fällen handelt es sich um amorphe Varianten von UBA2, 

welches einen pLI-Score von 1 aufweist (PSV1). Die Variante, welche von I12 getragen 

wird, trat de novo auf (PS2). Weiterhin sind beide Varianten weder im 1000 Genomes 

Project noch in ExAC gelistet (PM2) und wurden von MutationTaster als pathogen einge-

schätzt (PP3). Zusätzlich hierzu berichteten Abe et al. 2018 von zwei Patienten, welche 

Microdeletionen des Locus chr19q13.11, in welchem auch UBA2 befindlich ist, trugen 

(Abe et al., 2018). Yamoto et al. und Aerden et al. beschrieben verschiedene Patienten, 

welche eine de novo frameshift Mutation in UBA2 aufweisen (Aerden et al., 2020; Yamoto 

et al., 2019).  Weiterhin berichteten Schnur et al. kürzlich von diversen Individuen in meh-

reren, nicht miteinander verwandten Familien, welche UBA2 Varianten aufwiesen 

(Schnur et al., 2021). Alle diese Fälle zeigten phänotypisch, unter anderem eine Ektro-

daktylie. 

Aufgrund der Faktenlage in der entsprechenden Literatur, betrachten wir UBA2 als krank-

heitsauslösend und diese Varianten als pathogen (1PVS(+1PS)+1PM+1PP). 

 

Da während der vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse über UBA2 gewonnen wurden 

und in der Kohorte zwei Fälle von Ektrodaktylie eine Mutation in diesem Gen aufwiesen, 

fiel der Entschluss UBA2 bei allen Patient*innen des IMGs, welche eine Ektrodaktylie 

aufweisen, zu sequenzieren. Dies wurde per Sanger-Sequenzierung bei 24 Patient*innen 

durchgeführt, welche sich in vorherigen Untersuchungen von bekannten SHFM Loci und 

Genen unauffällig gezeigt hatten. 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/CsEiO
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/CsEiO
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/C7xfB
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/l1HpJ+OFz3T
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/l1HpJ+OFz3T
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/IPKS6
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In einem Fall, I14, welcher von unilateraler SHFM betroffen ist, konnte eine Variante in 

UBA2 (NM_005499.3:c.149A>G;p.Asp50Gly) nachgewiesen werden. Der Sohn und die 

Tochter weisen ebenfalls Ektrodaktylien auf (PP4), standen aber leider nicht für eine mo-

lekular-genetische Diagnostik zur Verfügung.  

Asp50, welches durch die oben beschriebene Variante durch Gly ersetzt wird, ist Teil 

einer 15-stelligen Aminosäuresequenz (IIe47 bis Phe61), welche von allen UBA2 homo-

logen der Nephrozoen getragen wird. Olsen et al. zeigten, dass Mutationen von Teilen 

dieses Elements (Asn56Ala, Leu57Ala, Arg59Ala) in einem Funktionsverlust von UBA2 

resultieren. Weiterhin stellten sie fest, dass die in dem Fall von I14 veränderte Amino-

säure Asp50 Wasserstoffbrückenbindungen mit Asn177 und Thr178 eingeht. Diese sind 

für die korrekte Faltung von UBA2 unerlässlich und wirken sich somit direkt auf die Funk-

tion aus (PS3; Olsen et al., 2010). Zusätzlich ist die Variante nicht in Vergleichsdaten-

banken auffindbar (PM2) und wird von MutationTaster als pathogen klassifiziert (PP3). 

Aufgrund dieser Informationen ordneten wir die Variante unter Berücksichtigung der 

ACMG-Richtlinien als höchstwahrscheinlich pathogen ein (1PS+1PM+2PP).  

 

3.4.2 HMGB1-Mutation als Ursache von BPTAS 

Im Genom des Feten I15 konnte eine de novo frameshift Variante in HMGB1 

(NM_002128:c.551_554delAGAA;p.Lys184Argfs*44) identifiziert werden. Das Kind der 

phänotypisch unauffälligen Eltern leidet unter anderem an einer mirror-image Poly-syn-

daktylie. Die von uns aufgefundene Variante führt dazu, dass die gesamte saure C-ter-

minale Domäne des Proteins, welche 30 Aminosäuren umfasst, durch 41 andere Amino-

säuren ersetzt wird. Diese Domäne wird normalerweise durch Aspartat/Glutamat 

(Asp/Glu) Repeats gebildet und ist in HMGB1 und seinen orthologen Genen besonders 

stark konserviert. Sie spielt eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der Sekundärstruk-

tur von HMGB1 und ermöglicht eine korrekte Proteinfunktion (Knapp et al., 2004). Vor 

allem ist hierbei das Beugen von spezifischen DNA-Abschnitte zu nennen, was erst durch 

eine korrekte Sekundärstruktur ermöglicht wird (Anggayasti et al., 2020; Belgrano et al., 

2013).  

Die Variante, welche in I15 identifiziert werden konnte, findet sich in keiner Vergleichsda-

tenbank. In gnomAD sind zwar Varianten der C-terminalen Domäne vorhanden, aller-

dings verändern diese bis auf eine Ausnahme nie die eigentliche Asp/Glu Repeat Struktur 

dieser Domäne. Weiterhin konnten Itou et al. 2011 zeigen, dass HMGB1 in Maus- und 
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Zebrafischmodellen mit WNT, BMP und SHH während der Extremitätenentwicklung in-

teragiert. Knock-Out Versuche führten zu Extremitätenfehlbildungen (Itou et al., 2011). 

HMGB1 besitzt einen pLI-Score von 1. Eine andere Variante in einem für mirror-image 

Fehlbildungen bekannten krankheitsauslösenden Gen oder einem anderen Kandidaten-

Locus konnte nicht identifiziert werden. Mensah et al. lieferten kürzlich weitere Ergeb-

nisse, die den Locus von HMGB1 und den mit final-exon frameshift Mutationen (wie im 

Fall von I15) assoziieren Phänotyp und Pathomechanismus genauer beleuchteten (Men-

sah et al., 2023). Hinsichtlich dieser Erkenntnisse definieren wir die Variante von I15 als 

pathogen für den Phänotyp BPTAS. 

 

3.4.3 SEMA3D als Kandidatengen für Short-Stature-Limb-Abnormality-Syndrome 

Bezüglich des Patienten I16 zeigte sich eine de novo missense Variante in SEMA3D 

(NM_152754:c.1918G>A;p.Asp640Asn). Der Patient zeigt short stature, absent distal 

phalanges of the 5th fingers and toes und dysplastic middle phalanges of the toes. Bisher 

waren keine Fälle von Extremitätenfehlbildungen in der Familie aufgetreten.  

Die Variante ist in der Datenbank des 1000 Genomes Projects nicht auffindbar und tritt 

lediglich ein Mal in ExAC auf. Weiterhin wird sie von MutationTaster als pathogen klassi-

fiziert. Die Aminosäure Asp640, welche durch die Variante des Patienten durch Asn aus-

getauscht wird, befindet sich in der Immunglobulin-ähnlichen Domäne von SEMA3D und 

weist unter Wirbeltieren eine starke Konservierung auf. SEMA3D ist bekannt dafür, Zell-

differenzierungen in der Neuralleiste zu regulieren. Weiterhin nimmt es eine wichtige 

Rolle in der Organogenese (Sanchez-Castro et al., 2015) und der Entwicklung von Ext-

remitäten ein (Govindan et al., 2016). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde SEMA3D als 

potenziell krankheitsauslösendes Gen bei Kleinwuchs mit Extremitätenfehlbildungen be-

wertet. 

 

3.4.4 Varianten in ALDH1A2 als potenzieller Auslöser für häutige Syndaktylien 

Eine der Patientinnen, I17, trug eine paternal vererbte frameshift Variante des Gens al-

dehyde dehydrogenase 1 family member A2 (ALDH1A2), welches für die Retinaldehyd-

dehydrogenase 2 kodiert. Sowohl die Index-Patientin, als auch deren Vater weisen eine 

häutige Syndaktylie des dritten bis vierten Fingers sowie des zweiten bis dritten Zehs auf.  

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rOG2W
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/1HKgs
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Die von uns identifizierte Variante ALDH1A2 (NM_003888:c.35_delT;p.Val12Glyfs*31) ist 

weder in der Datenbank des 1000 Genomes Projects noch in ExAC aufgeführt. Weiterhin 

wird sie von MutationTaster als pathogen bewertet. Physiologisch bildet ALDH1A2 einen 

direkten Regulationspartner von HOXA13 und spielt somit eine wichtige Rolle während 

der Entwicklung der Finger und Zehen von Wirbeltieren. Insbesondere die Steuerung des 

programmierten Zelltods von interdigitalen Zellen während der embryonalen Entwicklung 

von Fingern bzw. Zehen stellt eine Aufgabe von ALDH1A2 dar (Shou et al., 2013). Zhao 

et al. konnten außerdem zeigen, dass gerettete ALDH1A2 knock-out Mäuse einen redu-

zierten interdigitalen Zelltod aufweisen und dadurch eine unvollständige Separation der 

Finger und Zehen stattfindet (Zhao et al., 2010).  

Unter Berücksichtigung dieser Informationen, klassifizierten wir die paternal vererbte Va-

riante als potenziell krankheitsauslösend.  

 

3.5 Varianten unklarer Signifikanz  

Neben den bereits beschriebenen Varianten konnten dreizehn weitere VUS in zehn Ge-

nen identifiziert werden. Alle diese Varianten wurden von MutationTaster als pathogen 

eingestuft und qualifizierten sich in den wöchentlich stattfindenden Fallbesprechungen 

für eine ausführlichere Analyse. Die Gene, in denen die Varianten lagen, zeigten im 

Mausmodell eine Expression in den Extremitäten oder waren in der Fachliteratur im Zu-

sammenhang mit der Entwicklung von Extremitäten erwähnt worden. Bei manchen ließ 

die Fachliteratur außerdem einen Zusammenhang mit Regulationswegen der Extremitä-

tenentwicklung vermuten. Unter der Anwendung der Association for Clinical Genomic 

Science (ACGS) Best Practice Guidelines for Variant Classification in Rare Disease 2020 

(https://www.acgs.uk.com/media/11631/uk- practice-guidelines-for-variant-classification-

v4-01-2020.pdf), konnten sechs kalte, drei lauwarme, zwei warme und zwei heiße Vari-

anten identifiziert werden (siehe Tabelle 1). 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/gVlhA
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/WbBon
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Tabelle 1: VUS-Klassifikation 

Individuum Gen 
Genbank 
Transkript ID 

DNA- 
Veränderung 

Aminosäure-
Veränderung 

VUS - ACMG 
Kriterien 

ACGS VUS 
Temperatur 

I23 GABPB1 NM_005254 c.589G>T V197L PM2 + BP4 Kalt 

I24 BPTF NM_182641 c.7360G>A A2454T PM2 + BP1 Kalt 

I24 BPTF NM_004459 c.*1914A>T - PM2 + BP4 Kalt 

I25 CHD9 NM_025134 c.5483T>C M1828T PM2 + BP4 Kalt 

I25 CHD9 NM_025134 c.*1144C>T - PM2 + BP4 Kalt 

I26 PKIG NM_007066 
c.142_144del
GAG p.E48del 

PS2 + PM2 + 
PM4 + PP3 Heiß 

I27 ASAP2 NM_003887 c.2450G>A R817Q PM2 + BP4 Kalt 

I28 AMBRA1 NM_017749 c.305C>A T102N PM2 + PP4 Lauwarm 

I29 RBL2 NM_005611 c.2294A>C N765T 
PM2 + PM6 
+ BP4 Warm 

I29 FLNB 
NM_0011643
17 

c.7587_7588 
delAG E2530Dfs*4 

PVS1 + PM2 
+ PP3 Heiß 

I30 BOC NM_033254 c.1664C>T A555V 
PM2 + PM6 
+ BP1 Warm 

I31 BAZ2B NM_013450 c.*230C>A - PM2 Lauwarm 

 BAZ2B NM_013450 c.2778G>A M926I PM2 + BP1 Lauwarm 

Darstellung der VUS entsprechend ACMG- und ACGS-Kriterien; eigene Darstellung 

 

Zwei der von uns aufgefundenen VUS wurden als heiß klassifiziert. Eine der Varianten 

trat im Patienten I26, welcher unter Amelien der Extremitäten sowie Syndaktylien der 

Finger leidet, auf. Diese de novo (PS2) aufgetretene in-frame Deletion 

(NM_007066:c.142_144delGAG;p.E48del), ist in gnomAD nicht auffindbar (PM2) und 

verkürzt die Proteinstruktur um eine Aminosäure (PM4). Außerdem wird sie vom Geno-

mic Evolutionary Rate Profiling (GERP; Cooper et al., 2005) als pathogen eingeordnet 

(PP3). Allerdings zeigten sich in der Recherche zum betroffenen Gen PKIG keine poten-

ziellen Zusammenhänge zwischen der Proteinfunktion und dem Phänotyp des Patienten. 

Somit wurde die Variante als heiße VUS klassifiziert. 

Eine weitere VUS konnte im Genom der Patientin I29 identifiziert werden. Diese Klein-

wuchs und Skelettdysplasien aufweisende Patientin, trägt eine frameshift Variante in 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_025134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_025134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001164317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001164317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_033254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013450
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/2HnSE
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FLNB (NM_001164317:c.7587_7588delAG;E2530Dfs*4). Diese Variante führt zu einem 

nonsense mediated decay (NMD) des translatierten Proteins, also zu einem Funktions-

verlust von FLNB (PVS1). Mutationen in FLNB sind mit dem Larsen-Syndrom (MIM 

150250) und dem Spondylocarpotarsal-Synostosis-Syndrom (SCT; MIM 272460) asso-

ziiert, welche sich teilweise mit dem Phänotyp von I29 decken. Zusätzlich ist die Variante 

in gnomAD unauffindbar (PM2) und wurde von GERP als pathogen klassifiziert (PP3).  

I29 besitzt konsanguine, phänotypisch gesunde Eltern und drei Geschwister, die einen 

ähnlichen Phänotyp aufweisen. Dies lässt ein autosomal rezessives Vererbungsmuster 

vermuten, welches bei SCT vorkommt. Die identifizierte Variante war allerdings hetero-

zygot, jedoch könnte beispielsweise eine Variante auf dem anderen Allel von FLNB lie-

gen, welche in der vorliegenden Analyse nicht aufgefunden werden konnte. Genauere 

Validierungen konnten nicht durchgeführt werden, da keinerlei genetische Informationen 

der Eltern oder Geschwister vorliegen.  

Darüber hinaus weist FLNB einen pLI-Score von 0 auf. Dies bedeutet, dass das Gen von 

ExAC als LoF-resistent klassifiziert wird. Außerdem finden sich in gnomAD 38 LoF Vari-

anten. Aufgrund dieser Informationslage klassifizierten wir die Variante in FLNB nicht als 

pathogen, sondern als heiße VUS. 

 

Weiterhin konnten mit Hilfe der VCFs, welche ohne Berücksichtigung der Trio-Information 

erstellt wurden, und eines hauseigenen Filters 95 potenzielle VUS identifiziert werden. 38 

hiervon waren potenzielle LoF, welche in zwei unabhängigen Patient*innen, die einen 

ähnlichen Phänotyp zeigten, im gleichen Gen auftraten. 40 weitere traten in zwei unab-

hängigen Patient*innen ohne ähnlichen Phänotyp auf. 13 der 95 wahrscheinlichen LoF 

Varianten lagen in Genen, welche mit Extremitätenfehlbildungen assoziiert sind. In vier 

Fällen konnte bei dem*der betroffenen Patient*in bereits eine andere Variante als patho-

gen identifiziert werden. 

Alle VUS-Kombinationen wurden einer weiterführenden Recherche unterzogen, wobei 

lediglich bei einer Variante (I13: UBA2; s.o.) eine Pathogenität entdeckt werden konnte. 

 

3.6 Analyse des nicht-kodierenden Bereichs 

Parallel zur Analyse des kodierenden Bereiches wurden die WGS-Daten genutzt, um 

eventuelle Varianten im nicht-kodierenden Bereich aufzufinden. Letzterer wurde in der 
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Entwicklung der genetischen Forschung, relativ zum kodierenden Bereich lange vernach-

lässigt und erfährt erst in jüngster Zeit, seit dem Bekanntwerden seines enormen Inter-

aktions- und Regulationspotentials, eine genauere Betrachtung (Pennacchio et al., 2006). 

In Methodik wurde bereits die eigenständige Erstellung eines sog. limb regulomes be-

schrieben, welches die Möglichkeit bieten soll, eine große Anzahl von Varianten im nicht-

kodierenden Bereich auszuwerten (siehe Abbildung 5). Die massive Anzahl von Varian-

ten, die bei der WGS-Analyse auftritt, wird mit Hilfe von funktionellen epigenetischen und 

evolutionären Daten von Maus und Mensch in Kombination mit in vivo validierten Enhan-

cer-Sequenzen gefiltert. Dieses Regulom umfasst 5.591.007 potenziell bedeutsame Loci, 

die 7.294.220 Basenpaare abdecken, was ungefähr 0,24% des menschlichen Genoms 

(hg19) entspricht. 

Insgesamt konnten 326.142.377 SNVs in nicht-kodierenden Bereichen des Genoms 

identifiziert werden. Von diesen waren 19.362 nicht in entsprechenden Vergleichsdaten-

banken vorhanden und wurden deshalb als selten bewertet. Davon wiederum lagen 143 

im definierten limb regulome. 

 

 

Abbildung 5: Visualisierung der Analyse des nicht-kodierenden Bereichs. Diese Abbil-

dung wurde bereits in dem publizierten Artikel Elsner et al., 2021 verwendet. 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/w4F0Q
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3.6.1 De novo Varianten in nicht-kodierenden Bereichen 

In den genomischen Daten von 69 Patient*innen konnten sieben seltene, im von uns 

vordefinierten regulatorischen Bereich befindliche, de novo Varianten identifiziert werden. 

Zwei dieser Varianten wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen, da sich wäh-

rend der vorherigen Analyse der Genome der entsprechenden Patient*innen bereits 

höchstwahrscheinlich pathogene SNVs bzw. SVs gezeigt hatten. 

Im Genom des Patienten I18, welcher unter bilateralen Syndaktylien der Finger zwei bis 

vier leidet, wurde eine de novo Variante (chr1:41,948,304AAG>A) im zweiten Intron von 

EDN2 identifiziert. An dieser Position kann eine verstärkte Acetylierung von H3K27 in 

Extremitätenknospen nachgewiesen werden. Die zwei Basenpaare große Deletion ent-

fernt einen von sechs AG-Repeats, dessen Länge in Wirbeltieren nicht konserviert ist. 

Weiterhin kodiert EDN2 das Protein Endothelin 2, welches zur Klasse der Vasokon-

striktoren gehört. Hinsichtlich Extremitätenfehlbildungen konnte bisher kein Zusammen-

hang gezeigt werden. 

 

Eine weitere Patientin (I19), welche Amelien der oberen Extremität aufweist, zeigte drei 

Varianten (chr5:157,285,900CACGTGGG>C, chr5:157,285,909CTCGG>C, 

chr5:157,285,915CACAACTG>C), welche derselben einzelnen InDel in CLINT1 manuell 

zugeordnet werden konnten. Diese Variante befindet sich im ersten Intron des Gens, 15 

Basenpaare abwärts der ersten Exon-Intron Grenze und besitzt eine verstärkte Acetylie-

rung von H3K27 in Extremitätenknospen. Allerdings hat CLINT1 lediglich einen pLI-Score 

von 0,54 und weist keinerlei Evidenz bezüglich eines Zusammenhangs mit der Entwick-

lung von Extremitäten auf. 

 

Neben diesen Varianten konnten weitere im Genom der Patientin I20 identifiziert werden. 

Diese Patientin, welche unter hypoplastischen Fehlbildungen der Zehen leidet, trug die 

de novo Variante chr9:2,161,639G>T, welche 46 Basenpaare aufwärts der Grenze zwi-

schen dem 27. Intron und dem 28. Exon des Gens SMARCA2 liegt. Pathogene Mutatio-

nen von SMARCA2 lösen das Nicolaides-Baraitser-Syndrom (MIM 601358) aus, welches 

sich neben leichten skelettalen Fehlbildungen vor allem durch mentale Retardierung und 

typische Gesichtszüge auszeichnet (Sousa et al., 2009). Dies konnte bei I20 nicht nach-

gewiesen werden. 

 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/i4NjN
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3.6.2 Nicht-kodierende Varianten in VISTA Elementen 

Insgesamt konnten drei seltene Varianten in VISTA Elementen identifiziert werden. Die 

erste Variante war in Element 181 (chr15:37,242,490C>G (rs186583386)) lokalisiert. De-

ren Träger, Patient I32, hat eine fehlende Ulna sowie eine Oligodaktylie der Hand. Ele-

ment 181 zeigt allerdings weder eine verstärkte Acetylierung von H3K27 in menschlichen 

Extremitätenknospen, noch gibt es embryologische Daten, die eine Aktivität in den sich 

entwickelnden Extremitäten vermuten lassen. 

Eine weitere Variante konnte im Element 628 der Patientin I29 nachgewiesen werden, 

welche unter einer vererbten Form der skelettalen Dysplasie leidet. Außerdem zeigte I31 

eine vererbte Variante (chr9:133,355,065C>T (rs142193709)) im Element 1328. Diese 

Patientin besitzt aplastische Radii und Daumen, das entsprechende Elternteil war phä-

notypisch unauffällig. Sowohl Element 628 als auch 1328 wurden vom VISTA Konsortium 

als neuronale Enhancer gekennzeichnet, was keinen Zusammenhang zur Entwicklung 

von Extremitäten vermuten lässt. 

 

3.6.3 Analyse von räumlich benachbarten Varianten 

In einer weiteren Analyse konnten 3.425 Varianten identifiziert werden, welche maximal 

300 Basenpaare von einer anderen nicht-kodierenden Variante eines*r anderen Pati-

ent*in entfernt waren. Diese Varianten wurden von uns als benachbart eingeschätzt, so-

dass ein ähnlicher Einfluss auf eine naheliegende Region möglich wäre. 

16 dieser Varianten lagen im von uns definierten regulatorischen Bereich, wovon fünf 

ausgeschlossen wurden, da sich die benachbarte Partner-Variante außerhalb des Be-

reichs befand. 

In zwei Fällen konnte eine Variante nachgewiesen werden, die den festgelegten Kriterien 

genügte, allerdings nicht exakt dieselbe Position betraf: I21 und I22 trugen die überlap-

penden Deletionen, chr22:24,552,064GGGGGCCGGGACTGGGGCCGGGACT>G und 

chr22:24,552,086ACTGGGGCCGGGG>A. Diese Varianten liegen im 29. Intron von 

CABIN1, welches eine erhöhte Acetylierung von H3K27 Elementen in menschlichen Ext-

remitätenknospen aufweist. Zusätzlich haben beide Patienten eine Syndaktylie der Fin-

ger. Allerdings wurde die Variante in beiden Fällen von phänotypisch unauffälligen Eltern 

vererbt und befindet sich in einem lediglich teilweise konservierten Abschnitt von 

CABIN1.  
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Acht weitere Varianten waren Dopplungen. Das bedeutet, dass die gleiche Variante des 

regulatorischen Bereichs in zwei unterschiedlichen Patient*innen aufgefunden werden 

konnte. Keines dieser Paare wies einen gleichen oder ähnlichen Phänotyp auf.  

 

Eine Suche nach kodierenden Varianten in bekannten, mit Extremitätenfehlbildungen as-

soziierten Genen in trans mit seltenen und konservierten, nicht-kodierenden Varianten in 

derselben TAD blieb ohne Ergebnisse. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es uns nicht gelang, SNVs im nicht-kodieren-

den Bereich zu identifizieren, welche sich als potenziell pathogen im Zusammenhang mit 

Extremitätenfehlbildungen einordnen lassen würden. 

 

3.7 Genotyp-Phänotyp-Korrelationsanalyse von GLI3 

3.7.1 Analyse der hauseigenen Fälle 

Zur genaueren Analyse der Genotyp-Phänotyp-Korrelation am Locus von GLI3, erfolgte 

die Phänotypisierung und Sequenzierung von insgesamt 94 IPs, welche dem IMG zur 

Verfügung standen. Die so gewonnenen Daten wurden mit Hilfe von klinischen und ge-

notypischen Datenbanken sowie mittels bioinformatischer Pathogenitäts-Vorhersage-

tools ausgewertet. 

Insgesamt konnten 15 verschiedene krankheitsauslösende Varianten in 16 Familien (vgl. 

tab. 1, fig. 1 (Sczakiel et al., 2021)) mit insgesamt 39 Individuen identifiziert werden (siehe 

Tabelle 2), welche sich über die gesamte kodierende Region von GLI3 verteilen (siehe 

Abbildung 6). Hierbei handelte es sich in 14 Fällen um Varianten, welche laut ACMG-

Klassifikation als pathogen einzustufen sind. In einem weiteren Fall wurde die Variante 

als wahrscheinlich pathogen klassifiziert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
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Tabelle 2: GLI3 Varianten 

Individuum DNA- 
Veränderung 

Aminosäure- 
Veränderung 

ACMG- 
Klassifika-
tion 

ClinVar-ID 

GLI3-I1 c.2374C>T Arg792* Pathogenic VCV000013828 

GLI3-I2 c.4172delG Gly1391Alafs*28 Pathogenic VCV001120232 

GLI3-I3 c.2059delG Glu687Lysfs*6 Pathogenic VCV001120244 

GLI3-I4 c.1999C>T Arg667* Pathogenic VCV001120233 

GLI3-I5 c.1880_1881delAT His627Argfs*48 Pathogenic VCV001120234 

GLI3-I6 c.1793dupA Asn598Lysfs*7 Pathogenic VCV001120235 

GLI3-I7 c.1028+1G>A / Pathogenic VCV000528802 

GLI3-I8 c.366C>A Tyr122* Pathogenic VCV001120236 

GLI3-I9 c.1033_1048del Ala345Thrfs*15 Pathogenic VCV001120238 

GLI3-I10 c.2103+2T>A / Pathogenic VCV001120239 

GLI3-I11 c.2594C>G Ser865* Pathogenic VCV001120240 

GLI3-I12 c.868C>T Arg290* Pathogenic VCV000013826 

GLI3-I13 c.1133_1134insC Pro379Serfs*33 Pathogenic VCV001120241 

GLI3-I14 c.1880A>C His627Pro Likely  
pathogenic 

VCV001120242 

GLI3-I15 c.2374C>T Arg792* Pathogenic VCV000013828 

GLI3-I16 c.3667_3670delin-
sATCAA 

Tyr1223Ilefs*24 Pathogenic VCV001120243 

Klassifikationen und Varianten der 16 IPs im Gen GLI3 (Transkript: NM_000168.6). modifi-

ziert nach Sczakiel et al., 2021 

 

Im nächsten Schritt wurden die 16 IPs, bei denen eine pathogene Varianten in GLI3 iden-

tifiziert werden konnte, hinsichtlich ihrer Phänotypen einem der drei bekannten, durch 

Mutationen in GLI3 ausgelösten Syndrome (GCPS, IPD, PHS) zugeordnet. Acht Indivi-

duen zeigten ausschließlich phänotypische Merkmale einer IPD (GLI3-I1, -I3, -I5, -I8, -I9, 

-I10, -I14, -I15), wobei bei fünf weiteren zusätzlich phänotypische Merkmale des GCPS 

(GLI3-I2, -I4, -I6, -I13, -I16) vorhanden waren. Keinem der IPs konnte der Phänotyp PHS 

zugeordnet werden, allerdings war bei drei Individuen keine zusätzliche phänotypische 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
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Klassifikation und somit auch keine Zuordnung zu einem Syndrom möglich. Der entspre-

chende Phänotyp (IPD oder GCPS) war bis auf GLI3-I6, innerhalb der Familien konstant. 

Im Falle von GLI3-I6, zeigte der IP die typische Ausprägung von GCPS: Er präsentierte 

sich mit Polysyndaktylien der Hände und Füße sowie Makrozephalie, Hypertelorismus 

und einer breiten Stirn. Die Mutter hingegen wies lediglich eine isolierte Polysyndaktylie 

auf. Insgesamt konnte keine Korrelation zwischen der Art einer Variante und einem ent-

sprechenden Phänotyp festgestellt werden. 

 

Eine Subgruppenanalyse der Polydaktylien der Hände zeigte, dass eine postaxiale Poly-

daktylie Typ B (PAP-B; MIM 174200) in sieben, eine präaxiale Polydaktylie Typ IV (PPD-

IV; MIM 174700 ) in sechs und beide Unterformen in acht der 39 Patient*innen aufgefun-

den werden konnten. Sieben weitere zeigten eine postaxiale Polydaktylie Typ A (PAP-A; 

MIM 174200), bei elf war keine weitere Klassifikation möglich. Eine Analyse der Polysyn-

daktylieformen der Füße zeigte eine PPD-IV in 22 der 39 Fälle, PAP-A in einem Fall und 

beide Phänotypen in einem weiteren. Zwei Fälle zeigten eine isolierte zentrale Polydak-

tylie, in 13 Fällen war keine genauere Klassifikation möglich. 

 

 

Abbildung 6: Lokalisation von 15 Varianten in GLI3 in insgesamt 16 Familien. Unterstri-

chen sind solche, die erstmals beschrieben wurden. RD: Repressor-Domäne. SUFU: 

Suppressor-von-fusioniertem-Protein-Domäne. ZF: Zink-Finger-Domäne. Farbliche Ko-

dierung nach, durch entsprechende Variante, ausgelöstem Phänotyp: Grün: IPD, Blau: 

GCPS, Orange: IPD und GCPS, Grau: keine genaue Phänotypisierung möglich. Klam-

mern unter dem Gen markieren Domänen, welche bisher als korrelierend zum entspre-

chenden Phänotyp gelten. modifiziert nach Sczakiel et al., 2021 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
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3.7.2 Analyse bereits publizierter Fälle 

Nach der Analyse der hauseigenen Daten wurde eine retrospektive Analyse von bereits 

publizierten Fällen vorgenommen, in denen eine Mutation in GLI3 als krankheitsauslö-

send klassifiziert worden war (siehe Abbildung 7). Hierbei wurden insgesamt 309 Fälle 

gesichtet. 65 hiervon zeigten den Phänotyp IPD, wobei in 32 Fällen (49,2%) die Variante 

in der N-terminalen Domäne von GLI3 lag. In 20 (30,8%) weiteren war sie in der zentralen 

Domäne und in 12 Fällen (18,5%) im C-terminalen Bereich zu finden, wobei es sich bei 

keiner der beschriebenen Varianten der C-terminalen Domäne um eine missense Vari-

ante handelte. Ein einzelnes Individuum (1,5%) war von einer großen Strukturvariante 

betroffen, welche eine IPD auslöste.  

In 157 von 309 Fällen trat der Phänotyp GCPS auf. Ähnlich wie bereits beim Phänotyp 

IPD, zeigten sich die Varianten über das gesamte Gen GLI3 verteilt: 79 (50,3%) in der N-

terminalen, 24 (15,3%) in der zentralen und 37 (23,6%) in der C-terminalen Domäne. In 

weiteren 17 Fällen traten Strukturvarianten auf, die mehrere Bereiche von GLI3 betrafen.  

74 der 309 Varianten lösten den Phänotyp PHS aus. 68 dieser 74 (91,9%) Varianten 

lagen in der zentralen Domäne von GLI3. 
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Abbildung 7: Übersicht der bereits publizierten GLI3 Varianten und entsprechender Phä-

notypen. a: Lokalisation IPD auslösender GLI3 Varianten. Oberhalb: truncating Varian-

ten, Unterhalb: missense Varianten. Farbliche Kodierung nach, durch entsprechende Va-

riante, ausgelöstem Phänotyp: Grün: IPD, Orange: IPD und GCPS, Gelb: IPD und PHS. 

Klammern unter dem Gen markieren Domänen, welche bisher als korrelierend zum ent-

sprechenden Phänotyp gelten. b: Darstellung der absoluten Zahlen der Lokalisationen 

von GLI3 Varianten im Zusammenhang mit dem entsprechenden Phänotyp. Obere 

Reihe: Betroffene GLI3-Region mit entsprechendem Phänotyp. Untere Reihe: Phänotyp 

mit entsprechender Lokalisation der pathogenen Varianten in GLI3. modifiziert nach Scz-

akiel et al., 2021 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
https://paperpile.com/c/PAiKiU/FFtn
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3.8 Validierung der Pathogenität von HMGB1-Mutationen  

3.8.1 HMGB1-Varianten bei Patient*innen mit BPTAS 

Bei insgesamt fünf HMGB1-IPs konnten zwei verschiedene Varianten gefunden werden. 

Im Falle von HMGB1-I1 konnte eine heterozygote de novo frameshift Mutation identifiziert 

werden (NM_002128.7; c.556_559delGAAG: p.Glu186Argfs*42)(siehe Abbildung 8b).  

Bei HMGB1-I2, -I3 und -I4 konnte die gleiche heterozygote frameshift Variante 

(NM_002128.7; c.551_554delAGAA: p.Lys184Argfs*44) identifiziert werden. Die Varian-

ten von HMGB1-I3 und -I4 zeigten sich nach der Analyse der Eltern als de novo (siehe 

Abbildung 8c). Die Eltern von HMGB1-I2 standen nicht zur Testung zur Verfügung. 

 

Eine genauere Analyse der cDNA von HMGB1-I3 zeigte das Vorhandensein von Tran-

skripten des Wildtyps sowie der HMGB1-Mutation. Die Expression des Gens HMGB1 

glich der Kontrolle (siehe Abbildung 8e). 

 

Zusätzlich zu HMGB1-I2, -I3 und -I4 zeigte das zuvor beschriebene I15/HMGB1-I5 die 

gleiche Variante in HMGB1. Diese wurde bereits ausführlich beschrieben und als krank-

heitsauslösend für den Phänotyp BPTAS bewertet (siehe Abbildung 8d, siehe 3.4.2). Alle 

hier beschriebenen Varianten fanden sich im letzten Exon von HMGB1. 

 

Zuletzt konnte bei HMGB1-I6 eine heterozygote Mikrodeletion im aCGH nachgewiesen 

werden (arr[hg19]13q12.3(31,035,934_31,117,112)x1). Diese Daten wurden durch eine 

qPCR ergänzt. Hier zeigte sich, dass nicht wie angenommen nur die Exons eins bis vier 

von der Deletion betroffen waren. Vielmehr handelte es sich um eine Deletion des kom-

pletten Gens HMGB1, welche sich de novo präsentierte (vgl. extended data fig. 2i+j; 

(Mensah et al., 2023)). 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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Abbildung 8: Workflow und Ergebnisse der Genotyp-Analyse der HMGB1-Individuen 1-

5. a: Schema des Workflows mit Variantenanzahl der WGS (HMGB1-I1 und I5) sowie der 

Exom-Sequenzierung (HMGB1-I4). b: gDNA Sanger-Sequenzierung von HMGB1 in 

HMGB1-I1. c: gDNA Sanger-Sequenzierung von HMGB1 in HMGB1-I2 und I3. De novo 

in HMGB1-I3. d: Exom-Sequenzierung von HMGB1-I4. Variante gleich HMGB1-I2 und -

I3 sowie de novo. e: Sequenzierungsdaten von HMGB1-cDNA bei HMGB1-I3. Sowohl 

Wildtyp- als auch Varianten-Transkript von HMGB1 nachgewiesen. modifiziert nach Men-

sah et al., 2023 

 

3.8.2 Face2Gene Analyse von BPTAS Individuen 

Aufgrund der Ähnlichkeit der Gesichtsmorphologie von Patient*innen mit BPTAS erfolgte 

eine Analyse mittels F2GC. Obwohl die Software noch nicht zur Erkennung von BPTAS 

trainiert wurde, zeigte sie ähnliche Ergebnisse für die einzelnen Individuen. So wurde in 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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drei von neun Fällen die Diagnose Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus Syn-

drom (BPES; MIM 110100) von der Software auf Rang eins vorgeschlagen. In sechs von 

neun Fällen erreichten BPES oder das 22q11.2-Deletions Syndrom die ersten zehn 

Ränge. Darüber hinaus zeigte sich BPES in acht von neun Fällen unter den Top-30 der 

von F2GC vorgeschlagenen Diagnosen.  

Normalerweise wird BPES nur selten von F2GC als Diagnose in Betracht gezogen (Pan-

tel et al., 2020). Zusätzlich können die beiden charakteristischen Merkmale von BPES 

(Blepharophimose und Telekanthus/Hypertelorismus) auch auf der Gesamt-Maske von 

BPTAS erkannt werden (vgl. extended data fig. 1s; (Mensah et al., 2023)). Dies lässt 

vermuten, dass Patienten mit BPTAS charakteristische faziale Merkmale besitzen. 

 

3.8.3 Phasentrennung abhängig von HMGB1 

Im Anschluss an die beschriebenen Ergebnisse erfolgte eine detaillierte Analyse der Ei-

genschaften des Proteins HMGB1. Dieses DNA-bindende Protein besitzt zwei high mo-

bility group (HMG) Boxen für DNA-Bindung (Lambert et al., 2018) sowie einen sauren 

Schwanz am Ende der C-terminalen Domäne. Diese saure Domäne ist hoch konserviert 

und liegt nach aktuellen Erkenntnissen in einer sogenannten intrinsically disordered re-

gion (IDR) des Proteins (siehe Abbildung 9). IDRs finden sich in verschiedenen anderen 

Proteinen, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren oder der RNA-Polymerase II, in wel-

chen sie für eine Phasentrennung durch die Beeinflussung der Interaktion der Proteine 

untereinander sorgen. Aufgrund der beobachteten Veränderung in der IDR von HMGB1 

durch die beschriebenen Varianten, konnte eine Veränderung der phasentrennenden Ei-

genschaften des Proteins vermutet werden. Diese Vermutung konnte von Mensah et al. 

in diversen Experimenten bestätigt werden (vgl. fig. 2; (Mensah et al., 2023)). 

 

 

 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/bUZj
https://paperpile.com/c/PAiKiU/bUZj
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/q8O7
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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Abbildung 9: Analyse des Proteins HMGB1. a: Darstellung der inneren Unordnung von 

HMGB1. Der rote Pfeil markiert die Lokalisation der BPTAS final-exon frameshift Vari-

ante. Blaue Bereiche markieren die HMG-Box, der orange Bereich die IDR. WT: Wildtyp. 

b: Strukturvorhersage von HMGB1 als Wildtyp und Variante mittels AlphaFold2 (Jumper 

et al., 2021; Varadi et al., 2021). Die Farben Blau bis Orange zeigen die Sicherheit der 

Vorhersage an verschiedenen Lokalisationen (pLDDT-Wert). modifiziert nach Mensah et 

al., 2023 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/sdkf+O2xq
https://paperpile.com/c/PAiKiU/sdkf+O2xq
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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4. Diskussion 

4.1 Identifizierte Varianten 

Durch strukturiertes Filtern und eine gezielte Analyse der Genom-Daten der Kohorte aus 

69 Familien, war es möglich fünf SNVs in bekannten Krankheitsgenen und drei in Kandi-

datengenen zu identifizieren. Des Weiteren konnte in zwei Fällen eine Strukturvariante 

als Ursache der Extremitätenfehlbildung der jeweiligen Patient*innen aufgezeigt werden. 

Außerdem gelang der Nachweis einer pathogenen Repeat-Expansion in HOXD13 in ei-

nem weiteren Fall. 

 

Im Genom der Patientin I10 befindet sich eine komplexe Strukturvariante. Es handelt sich 

hierbei um eine circa 100kb umfassende Inversion, welche von einer 10kb großen Dele-

tion flankiert wird. In der aCGH, welche die Patientin bereits 2013 erhalten hatte, war 

lediglich die Deletion aufgefallen, die allerdings nicht als pathogen klassifiziert wurde. Die 

wesentlich größere Inversion, welche sich direkt an die Deletion anschließt, konnte in der 

aCGH nicht nachgewiesen werden, da sich die Kopienanzahl bei einer Inversion nicht 

verändert. Deshalb ergab die Diagnostik zuerst keinen Befund, der den Phänotyp der 

Patientin erklären konnte. Eine Analyse der Region via Sanger-Sequenzierung wäre vor 

WGS nicht möglich gewesen, da die basengenaue Lokalisation der Inversion für das ent-

sprechende Primer-Design hätte bekannt sein müssen. Auch eine Exom-Sequenzierung 

hätte keine Ergebnisse liefern können, weil sich die Bruchpunkte außerhalb des exoni-

schen Bereichs befinden. Schlussendlich wäre auch eine Chromosomenanalyse nicht 

aufschlussreich gewesen. Bei diesem Verfahren liegt die maximale Auflösung bei 5 

Mega-Basen, wodurch die deutlich kleinere Inversion von I10 übersehen worden wäre. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhielt die Patientin ein WGS, wodurch beide Struk-

turvarianten identifiziert und als pathogen klassifiziert werden konnten. Herkömmliche 

molekular-genetische Herangehensweisen hätten diese Variante aus bereits genannten 

Gründen nicht auffinden können. Nur das WGS war in der Lage entscheidende Erkennt-

nisse zu liefern, welche zur Diagnose der Variante führten.  

Des Weiteren lässt diese Variante vermuten, dass der SHFM3 Locus auch durch kom-

plexe SVs beeinflusst werden kann. Bisher waren nur Duplikationen als pathogen be-

schrieben worden. Es darf allerdings angenommen werden, dass im Fall I10 ein verän-

dertes Zusammenspiel von Enhancer-Elementen dieser und einer benachbarten TAD 
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zum entsprechenden Phänotyp SHFM3 führt. Um einen genauen Eindruck der exakten 

Regulationsmechanismen an diesem Locus zu erhalten, bedarf es jedoch weiterer Un-

tersuchungen.  

 

Im Falle des Patienten I11 konnte eine komplexe Translokation als pathogen identifiziert 

werden. In der aCGH war bereits 2015 eine de novo Duplikation des Locus 7q36.3 ge-

zeigt worden, diese erklärte den Phänotyp des Patienten jedoch nicht vollständig. Durch 

die Durchführung des WGS konnte neben der Duplikation eine komplexe Translokation 

zwischen Chromosom 7q36.3 und Chromosom 9p24.1 nachgewiesen werden, welche 

die Struktur der Loci fundamental verändert. Wir definierten diese Variante als pathogen, 

konnten also auch in diesem Fall eine aus dem Array bestehende Information erweitern 

und konkretisieren, welche schlussendlich zu einer molekular-genetischen Diagnose 

führte.  

 

In einem weiteren Fall, I9, konnte eine HOXD13 Repeat-Expansion bestimmt werden. 

Diese war durch vorherige molekular-genetische Untersuchungen nicht aufgefallen, 

konnte durch WGS allerdings identifiziert und durch herkömmliche HOXD13 Mikrosatel-

litenanalyse validiert werden. Hier zeigt sich ein weiterer Vorteil des WGS, nämlich eine 

nahezu unbeschränkte Sicht auf das gesamte Genom eines Menschen. Natürlich ist es 

von Vorteil, wenn man anhand des Phänotyps den Bereich der möglichen pathogenen 

Loci eingrenzen kann, sodass nur noch diese analysiert werden müssen. Allerdings ist 

dies vor allem im Bereich molekular-genetischer Forschung bei großen Kohorten nicht 

immer möglich. Eine unvoreingenommene Analyse des gesamten Genoms weitet also 

den Blick, um einerseits Varianten in unbekannten bzw. unbeachteten Loci zu identifizie-

ren und andererseits das Wissen über bestehende Krankheitsloci zu erweitern. 

 

All diese unterschiedlichen, zum Teil komplexen, Arten von Mutationen konnten durch 

ein einziges Testverfahren, das Whole-Genome-Sequencing, identifiziert werden. 

Dadurch wurde in 12 von 69 Fällen eine Variante als pathogen klassifiziert (17,4%), was 

sich mit Ergebnissen anderer Studien deckt. So beschreiben Turro et al. 2020, dass in 

einer Kohorte von 7.065 Patienten, 1.138 (16,11%) durch WGS molekular-genetisch di-

agnostiziert werden konnten. Die Größe der Gesamtkohorte betrug 13.037, allerdings 

wurde nur bei 9.802 eine seltene Erkrankung erkannt und nur 7.065 davon phänotypisiert. 
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Hierbei ist allerdings anzumerken, dass die Kohorte vor Einschluss keiner molekular-ge-

netischen Diagnostik unterzogen wurde. Dadurch wurden auch Patient*innen einge-

schlossen, welche durch eine herkömmliche molekular-genetische Untersuchung, wie 

zum Beispiel eine aCGH, diagnostiziert worden wären (Turro et al., 2020). 

Dies stellt einen Gegensatz zum Vorgehen dieser Arbeit dar, da hier lediglich Patient*in-

nen eingeschlossen wurden, welche sich in herkömmlicher molekular-genetischer Diag-

nostik ohne pathologischen Befund gezeigt hatten. Daraus kann man schließen, dass der 

wahre Anteil von Patient*innen, die durch WGS eine molekular-genetische Diagnose er-

halten können, höher liegt als von Turro et al. gezeigt. 

 

4.1.1 UBA2 als neues Krankheitsgen 

In zwei Patienten der Kohorte sowie in einem weiteren Fall des IMGs, konnten pathogene 

Varianten in UBA2 identifiziert werden. Alle Patienten weisen den Phänotyp SHFM auf 

und besitzen laut den Kriterien des ACMG pathogene (I12; I13), bzw. höchstwahrschein-

lich pathogene (I14) Varianten. Außerdem konnte gezeigt werden, dass der Phänotyp, 

welcher durch eine monoallelische Veränderung von UBA2 auftritt, variabel ist und Mu-

tationen eine unterschiedliche Penetranz besitzen. Dieses Ergebnis deckt sich mit aktu-

ellen Erkenntnissen (Schnur et al., 2021). So beschreiben auch Yamoto et al. klinisch 

unauffällige Träger von hypo- bzw. amorphen UBA2 Mutationen (Yamoto et al., 2019). 

Dies ist auch bei der Mutter von I13 der Fall. Weiterhin zeigt sich die entsprechende 

SHFM in den Patienten weder bilateral identisch noch an allen Extremitäten. Der genaue 

Grund für diese Variabilität sowie die unvollständige Penetranz sollte in weiteren Studien 

untersucht werden.  

 

4.1.2 Varianten unklarer Signifikanz 

Neben den bereits beschriebenen Varianten gelang es 174 VUS zu identifizieren, wovon 

13 als besonders vielversprechende Kandidaten gehandhabt wurden. Die restlichen Va-

rianten waren zwar selten und wurden von den genutzten Vorhersage-Tools als potenziell 

pathogen identifiziert, wiesen allerdings immer mindestens ein Kriterium auf, welches sie 

von der weiteren Analyse ausschloss. Dies war dann der Fall, wenn für den*die be-

troffene*n Patient*in bereits eine andere, pathogene Variante identifiziert werden konnte 

oder zu wenig Informationen über das betroffene Gen vorlagen.  

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/F6zJ5
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/IPKS6
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/l1HpJ
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Durch weitere Recherche konnten die 13 vielversprechendsten Varianten entsprechend 

der Klassifikation und Terminologie des ACGS als sechs kalte, drei lauwarme, zwei 

warme und zwei heiße Varianten klassifiziert werden. Die heißen Varianten wiesen hier-

bei zwar Kriterien auf, die eine Pathologie derselben vermuten ließen, allerdings konnte 

in keinem der Fälle ein direkter Zusammenhang zwischen mutmaßlich pathogener VUS 

und Phänotyp beziehungsweise Vererbungsmuster hergestellt werden. 

 

Alle gefilterten VUS sowie die 95 VUS, die durch die Einzel-Analyse der VCFs identifiziert 

werden konnten, wurden auf der Website Genematcher.org eingetragen und mit der wis-

senschaftlichen Gemeinschaft geteilt. Bisher konnte in zwei Fällen ein vielversprechen-

der Kontakt aufgebaut werden. Der Beweis der Pathogenität einer Variante war allerdings 

noch nicht möglich.  

 

4.2 Analyse des nicht-kodierenden Bereichs 

Der in dieser Arbeit konzipierte Ansatz zur Analyse des nicht-kodierenden Bereiches des 

menschlichen Genoms bestand darin, mit Hilfe von bereits vorhandenen Erkenntnissen 

(Position von Enhancern in der VISTA Datenbank, H3K27 Acetylierung-Peaks in mensch-

lichen Extremitätenknospen, cis-regulatorische Domänen) sowie hauseigenen Daten po-

tenziell relevante Bereiche zu definieren. Das so entstandene limb regulome umfasst 

circa 0,24% des gesamten Genoms, von denen angenommen werden darf, dass sich 

dort mit einer höheren Wahrscheinlichkeit Varianten befinden, welche im Zusammenhang 

mit Extremitätenfehlbildungen stehen. Leider konnten nur unsichere Erkenntnisse über 

ursächliche Varianten von Extremitätenfehlbildungen im nicht-kodierenden Bereich des 

Genoms gewonnen werden. 

 

Die Ursachen hierfür sind vielfältig. Zum einen wurde ein definiertes Filter genutzt, wel-

ches das Sichtfeld für Varianten einschränkte. Des Weiteren wurde ein willkürlich gewähl-

ter Abstand von 300 Basenpaaren für die Definition der Varianten verwendet, die einen 

gleichen oder ähnlichen regulatorischen Effekt aufweisen könnten. Dadurch wurde vo-

rausgesetzt, dass zwei Varianten nah beieinanderliegen mussten, um den gleichen En-

hancer und somit das gleiche Gen zu beeinflussen. Die Expression eines Gens kann aber 

auch von mehreren Enhancern reguliert werden, welche größere Abstände zueinander 
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aufweisen (Pennacchio et al., 2013). Zusätzlich liegen weit komplexere Regulationsme-

chanismen im Genom vor, welche durch den hier gewählten Ansatz nur zum Teil abge-

deckt werden können (Spielmann et al., 2018). Weiterhin wurden lediglich Mendel’sche 

Erbgänge in der Analyse berücksichtigt. 

In weiteren Studien sollte versucht werden, das gesamte Genom inklusive maximal vieler 

bekannter Regulationsmechanismen zu betrachten. Somit könnten nicht-kodierende Va-

rianten identifiziert werden, die über komplexe Mechanismen die Expression von einem 

oder mehreren Genen beeinflussen. Dadurch bestünde zum Beispiel die Möglichkeit der 

Diagnostik von oligo- beziehungsweise polygenen Erkrankungen. 

 

4.3 Qualität der Analyse 

Durch VarFish war es möglich SNVs und SVs genomweit zu betrachten. Sowohl durch 

die Voranalyse und Datenspeicherung in SODAR als auch durch das benutzerfreundliche 

Interface war eine strukturierte Analyse der 334.719.069 Varianten möglich. Allerdings 

befindet sich die Software zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit im Beta-Stadium, 

wodurch noch einige Fehler in der Arbeitsweise bestehen könnten.  

Bei den Strukturvarianten wurde eine weitere Schwäche der Software sichtbar: Die von 

VarFish genutzten Algorithmen, welche aus den genomischen Rohdaten die SVs identi-

fizieren, präsentierten sich vor allem bei Inversionen als teilweise unpräzise. Von den 633 

SVs zeigten sich nach manueller Analyse 417 falsch-positive Calls, wovon 194 als Inver-

sionen gecallt wurden. Falsch-positiv bedeutet hierbei, dass sie entweder fälschlicher-

weise als de novo identifiziert wurden oder an der Stelle, an der die Algorithmen eine 

Variante vermuteten, keine zufriedenstellende Datenlage (zum Beispiel zu wenige reads) 

im BAM-File vorhanden war. Dieses Problem beim Auffinden von Varianten lässt zusätz-

lich vermuten, dass ein Teil von SVs durch die Algorithmen nicht gefunden und somit 

auch nicht von VarFish angezeigt wurde.  

Durch die hohe Rate an falsch-positiven Filterergebnissen, welche unter anderem durch 

die oben beschriebenen Schwachstellen der Software auftraten, mussten die Filter be-

züglich der minimalen Größe der Strukturvarianten enger eingestellt werden. Dadurch 

konnten nur SVs größer als 1,5kb betrachtet werden, wodurch eine manuelle Auswertung 

jeder Strukturvariante, welche den Filterkriterien genügte, ermöglicht werden konnte. 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/eVSZO
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/lIkye


Diskussion 55 

Somit wird allerdings ein großer Vorteil der Genomanalyse gegenüber der aCGH abge-

schwächt. Während eine aCGH eine Genauigkeit von circa 3kb aufweist, ist es mittels 

Genomanalyse theoretisch möglich, CNVs basengenau zu identifizieren. Dieser Vorteil 

musste allerdings durch das nachfolgende Filter begrenzt werden, um eine manuelle 

Auswertung der SVs gewährleisten zu können. 

 

Wie in Abbildung 1 zu erkennen, befanden sich im Datensatz neun Ausreißer, in deren 

Fällen eine abnormal hohe Anzahl an seltenen SNVs von VarFish identifiziert wurden. 

Dies kann mehrere Ursachen haben. Zum einen handelt es sich bei den genutzten Da-

tenbanken von ExAC, gnomAD und dem 1000 Genomes Project um solche, die größten-

teils europäische, süd-asiatische und mittel-amerikanische Exom- bzw. Genomdaten als 

Referenz enthalten (Karczewski et al., 2020; Lek et al., 2016). Dadurch besteht die Mög-

lichkeit, dass bei einem Patienten mit zum Beispiel indischer Herkunft, mehr Varianten 

als selten beurteilt werden, da sie nicht häufig in den Vergleichspopulationen vorkommen. 

Zusätzlich lässt sich nicht ausschließen, dass in diesen neun Fällen eine schlechte Qua-

lität der Daten bestand oder dass die SNV-callende Software fehlerhaft war.  

Bei den SVs konnten insgesamt fünf Ausreißer mit einer erhöhten Anzahl an Calls fest-

gestellt werden. Insgesamt mussten in neun Fällen strengere Filterkriterien angewandt 

werden, da hier initial zu viele Calls gefiltert wurden, um sie manuell auszuwerten. Dar-

über hinaus war in einem Fall sogar eine manuelle Auswertung der Daten durch die Viel-

zahl an Calls unmöglich. Die soeben für SNVs beschriebenen Fehlerquellen, lassen sich 

hierbei zum Teil auf die SVs übertragen. Darüber hinaus spielt natürlich die zuvor ange-

sprochene Ungenauigkeit der Calling-Algorithmen eine große Rolle. Im Falle des ausge-

schlossenen Patienten lässt sich aufgrund der außergewöhnlich hohen Anzahl von SV-

Calls eine Chromotrypsis als weitere Ursache nicht ausschließen. Hierbei kommt es in-

nerhalb von kurzer Zeit zu intra- und interchromosomalen Neuordnungen, welche sich 

unter anderem in Duplikationen, Deletion, Inversionen und Break-Ends (also potenziellen 

Translokationen) äußern (Jones & Jallepalli, 2012). Diese Varianten würden von VarFish 

als SVs identifiziert werden und könnten somit zu der hohen Anzahl an Calls bei I4 führen. 

Eine Testung auf eine Chromotrypsis sollte im weiteren Verlauf erfolgen. 

 

Die Filtereinstellungen, welche in VarFish verwendet wurden, waren so gewählt, dass 

eine geeignete Balance zwischen der Anzahl der gefilterten Calls und deren Qualität be-

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/rbbby+ZmFSZ
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/b8MAw
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stand. Zu Beginn dieser Arbeit, wurden verschiedene Einstellungen angewandt und de-

ren Ergebnisse durch den Autor der vorliegenden Arbeit ausgewertet und angepasst. So 

konnte ein Filter entwickelt werden, welches hochqualitative Calls seltener Varianten lie-

ferte, ohne die Kapazitäten der manuellen Auswertung zu erschöpfen. Könnte man diese 

Prozesse weiter oder vollständig automatisieren und die Qualität der Rohdaten sowie die 

Algorithmen zum Auffinden von Varianten verbessern, wird eine noch effektivere und 

ausführlichere Auswertung von Genomdaten möglich sein. Damit könnte in Zukunft eine 

noch größere Prozentzahl von Fällen gelöst werden. 

 

4.4 Limitationen von WGS bei der Untersuchung von 69 IPs mit Extremitätenfehl-

bildungen 

WGS besitzt neben seinem enormen Potential diverse Schwächen. Bei der Sequenzie-

rung werden überwiegend short-reads verwendet, wodurch zwar SNVs und kleine InDels 

exakt bestimmt werden können, größere SVs jedoch häufig nicht. Darüber hinaus besitzt 

das Genom viele repetitive Elemente, also Abschnitte in denen sich eine bestimmte Ba-

senabfolge häufig wiederholt. Bei short-read basierten Sequenziertechnologien kann es 

während des Mappings zu einer Fehlzuordnung oder auch zu Lücken kommen, welche 

die Analyse aufgrund inkompletter Datensätze erschweren (van Dijk et al., 2018). Außer-

dem ist die Länge bzw. Längenveränderung sehr langer repetitiver Abschnitte nicht sicher 

zu bestimmen. Um diese Schwachstelle auszugleichen, könnten in Zukunft long-read Se-

quenzierungsmethoden verwendet werden. Vielversprechende Ansätze sind hierbei Na-

nopore-Sequenzierung oder die single-molecule real-time Sequenzierung, welche zu-

sätzlich das Potential besitzen, epigenetische Veränderungen der DNA zu detektieren 

(van Dijk et al., 2018). 

Neben der Sequenzierungsmethode weist auch die nachfolgende Analyse der Daten Ver-

besserungsmöglichkeiten auf. Die in diesem Projekt verwendete Software zur Analyse 

der Genom-Daten deckt nur einen Teil der möglichen pathogenen Veränderungen des 

Genoms ab. So wurden zum Beispiel lediglich monogene Erbgänge betrachtet, wodurch 

oligo- bzw. polygene ausgeschlossen worden. Des Weiteren konnten durch zusätzliche 

Analysen der Rohdaten, neben dem Filtern in VarFish, zwei Varianten identifiziert wer-

den, bei denen eine reduzierte Penetranz vermutet werden kann. Die eigentliche Analyse 

war hierfür nicht ausgelegt, sodass initial die Variante von I13 in UBA2 nicht identifiziert 

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/TRqy
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/TRqy
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werden konnte. Dies war erst durch die zusätzliche, vergleichende Analyse der VCF-

Daten mehrerer Familien möglich.  

Außerdem können epigenetische Vorgänge, welche immer häufiger als Ursachen für 

Fehlbildungen des Menschen vermutet werden (Garland et al., 2020), durch ein WGS 

unzureichend betrachtet werden.  

All dies legt nahe, dass durch die Implementierung zusätzlicher Methoden zur Identifika-

tion von Varianten und deren Regulationsmechanismen weitere Fälle molekular-gene-

tisch diagnostiziert werden können. 

 

4.5 Genotyp-Phänotyp-Korrelation von GLI3 

In der durchgeführten Untersuchung konnten 15 Varianten in 16 Familien identifiziert wer-

den. Acht Individuen präsentierten eine IPD, wobei fünf weitere zusätzliche Merkmale 

des GCPS zeigten und keines dem Phänotyp PHS zugeordnet werden konnte. 

 

Bisherige Studien legen nahe, dass im Falle von GLI3 eine Genotyp-Phänotyp-Korrela-

tion besteht. Demnach sollen durch Varianten in GLI3 insgesamt neun Syndrome bzw. 

Erkrankungen entstehen, in denen das Merkmal Polydaktylie vorkommt (Al-Qattan et al., 

2017). Es wurden dabei sowohl Mutationsarten (frameshift/nonsense, missense, splicing 

usw.), als auch Lokalisation der Variante im Gen einzelnen Phänotypen zugeordnet. Va-

rianten, welche vor allem im vorderen Drittel des Gens liegen, sollen in GCPS resultieren, 

während Varianten des mittleren Drittels PHS auslösen (Johnston et al., 2005).  

Ein solche eindeutige Korrelation konnte im Fall der vorgelegten Studie nicht nachgewie-

sen werden. Die aufgefundenen Varianten, die GCPS auslösen, finden sich zwar in der 

C-terminalen, allerdings auch in der N-terminalen sowie in der zentralen Domäne. Dar-

über hinaus konnten fünf Varianten identifiziert werden, die in der zentralen Region lie-

gen. Neben GCPS (1/5) zeigten die IPs den Phänotyp IPD (3/5). Im letzten Fall konnte 

keine genauere Analyse des Phänotyps stattfinden. Keiner dieser IPs zeigte das für Va-

rianten in der zentralen Domäne typische PHS, wobei keine Bildgebung des Kopfes er-

folgte, sodass asymptomatische Hamartome nicht ausgeschlossen werden können. 

Zusammenfassend steht die Verteilung der GCPS auslösenden Varianten, die in dieser 

Arbeit im gesamten Bereich von GLI3 nachgewiesen werden konnten, im Einklang mit 

anderen bisher publizierten Ergebnissen (Kalff-Suske et al., 1999). Eine eindeutige GLI3-

https://paperpile.com/c/Y7TtPM/qcBRz
https://paperpile.com/c/PAiKiU/v76W
https://paperpile.com/c/PAiKiU/v76W
https://paperpile.com/c/PAiKiU/uwMa
https://paperpile.com/c/PAiKiU/0IXP
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GCPS-Genotyp-Phänotyp-Korrelation, wie etwa von Johnston et al. beschrieben,  konnte 

nicht bestätigt werden (Johnston et al., 2005). 

 

Im Fall des Individuums GLI3-I6, konnte ein veränderter Phänotyp in unterschiedlichen 

Generationen einer Familie festgestellt werden. Der IP zeigte die typische Ausprägung 

von GCPS, während die Mutter lediglich eine isolierte Polysyndaktylie aufwies. Dies legt 

die Vermutung nahe, dass GCPS und IPD unterschiedliche Schweregrade der gleichen 

Grunderkrankung sind, was sich mit anderen Hypothesen der Genotyp-Phänotyp-Korre-

lation von GLI3 deckt (Johnston et al., 2010). Darüber hinaus lässt die Lokalisationen der 

fünf Varianten in der zentralen Domäne die Vermutung zu, dass sich IPD hier als milde 

Form von PHS präsentiert (Johnston et al., 2010).  

 

Nach der Analyse der hauseigenen Fälle, erfolgte die retrospektive Auswertung von be-

reits publizierten pathogenen GLI3-Varianten und deren Beurteilung bezüglich einer mög-

lichen Genotyp-Phänotyp-Korrelation. Varianten, die eine IPD oder GCPS auslösten, 

konnten in allen drei Bereichen von GLI3 identifiziert werden. Dies deckt sich mit den 

Ergebnissen anderer Studien größerer Kohorten (Kalff-Suske et al., 1999). Eine genau-

ere Analyse der IPD-auslösenden Varianten zeigte, dass nonsense Varianten über die 

gesamte kodierende Region von GLI3 (c.540–c.4507) zu finden waren, während mis-

sense Varianten vermehrt in der zentralen Region (c.1446–c.3018) auftraten. Bei letzte-

rem war vor allem die Zink-Finger-Domäne betroffen. Insgesamt konnte gezeigt werden, 

dass IPD und GCPS von einer Vielzahl an Varianten unterschiedlicher Lokalisation aus-

gelöst werden, was mit Ergebnissen anderer Publikationen übereinstimmt (Jamsheer et 

al., 2012; Kalff-Suske et al., 1999). 

Lediglich PHS wies in der retrospektiven Analyse eine Locus-abhängige Genotyp-Phä-

notyp-Korrelation auf, da 91,9% der beschriebenen Varianten im zentralen Drittel des 

Proteins zu finden waren. Diese Korrelation zeigt sich in vergleichbaren Studien und 

deckt sich mit der Beschreibung eines sogenannten PHS-Bereichs von GLI3 (Démurger 

et al., 2015; Johnston et al., 2005). Diese Beobachtungen zeigen erneut, dass GLI3-Va-

rianten unterschiedlicher Art und unterschiedlicher Lokalisation mit einem breiten phäno-

typischen Spektrum assoziiert sind. Vor allem GCPS und PHS differenzieren sich phä-

notypisch voneinander und können im Falle von PHS einem spezifischen Bereich zuge-

ordnet werden. IPD präsentiert sich im Zwischenbereich als milde Manifestation von 

GCPS oder seltener PHS. Darüber hinaus konnten auch asymptomatische Träger*innen 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/uwMa
https://paperpile.com/c/PAiKiU/uwMa
https://paperpile.com/c/PAiKiU/uwMa
https://paperpile.com/c/PAiKiU/kFvC
https://paperpile.com/c/PAiKiU/kFvC
https://paperpile.com/c/PAiKiU/0IXP
https://paperpile.com/c/PAiKiU/gGMs+0IXP
https://paperpile.com/c/PAiKiU/gGMs+0IXP
https://paperpile.com/c/PAiKiU/4PEs+uwMa
https://paperpile.com/c/PAiKiU/4PEs+uwMa
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von GLI3-Varianten identifiziert werden, was die phänotypische Bandbreite zusätzlich un-

terstreicht (Démurger et al., 2015). 

 

4.6 Kleine intragenische Deletion von GLI3 

Im weiteren Verlauf konnte in einem zusätzlichen Fall mit GLI3-assoziierter Polydaktylie 

(GLI3-I17), welcher dem IMG im Rahmen der Routinediagnostik zugesandt wurde, eine 

130 Basenpaare große Deletion identifiziert werden. Der Patient hatte zuvor eine geneti-

sche Standarddiagnostik sowie eine Ganzgenomsequenzierung und entsprechende Aus-

wertung erhalten. Beide Methoden zeigten keine pathologisch auffällige Variante in GLI3. 

Bei einer genaueren manuellen Auswertung konnte jedoch eine 130bp große Deletion 

(NM_000168.6; c.420_473+76del) im Übergang vom dritten Exon zum dritten Intron ge-

funden werden. Diese Variante wurde per Sanger-Sequenzierung bestätigt.  

Die herkömmlichen Methoden versagten in diesem Falle aus zweierlei Gründen. Die üb-

liche Sanger-Sequenzierung des Gens GLI3 erfasste die Mutation nicht, da die Primer 

(GLI3-fwd: TTGCTTTGTGAATCGGAATG, GLI3-rev:TGGTAAAAGCCAGCATCTCG) in 

der Deletion lokalisiert waren. Deshalb wurde lediglich der Wildtyp amplifiziert.  

Das WGS wiederum identifizierte die Variante nicht, da eine minimale SV-Größe von 3kb 

gewählt wurde. Dies geschah um häufig auftretende Artefakte, die oftmals kleiner als 3kb 

sind, herauszufiltern. Da die Variante in GLI3 lediglich 130bp groß war, wurde sie mit 

diesen Filtereinstellungen nicht erkannt. In einer nachfolgenden Untersuchung mit an die 

Deletion angepassten Primern (GLI3-fwd:ACAGGCATTCCTCAGGAAGC, GLI3-

rev:GCTTTGTGAATCGGAATGCTGT), konnte die Variante de novo nachgewiesen und 

anschließend als pathogen klassifiziert werden (siehe Abbildung 10).  

 

 

 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/4PEs
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Abbildung 10: Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von GLI3 Exon 2-4 des Trios von IP 

GLI3-I17. Es zeigen sich je drei Banden der jeweiligen Probanden. Im Falle der IP erkennt 

man das Vorliegen zwei unterschiedlich langer Amplifikate. Der Wildtyp des Allels (obere 

Bande), welcher auch bei Vater und Mutter homozygot vorliegt, besitzt eine Länge von 

372bp. Darunter findet man bei der IP das von der Deletion betroffene Allel (untere 

Bande) mit einer Länge von 242bp. Ansatz Nummer eins des IP und drei des Vaters 

blieben ohne Amplifikat.  L: Leiter. eigene Darstellung 

 

Anhand von GLI3-I17 lassen sich Stärken und Schwächen des WGS verdeutlichen. Ei-

nerseits können Varianten identifiziert werden, die durch eine genetische Standarddiag-

nostik, wie eine Sanger-Sequenzierung mit einem festen Primer-Design, zunächst über-

sehen worden waren. Dies geschieht durch den theoretisch uneingeschränkten Blick der 

WGS sowohl auf die Art als auch auf die Größe und Lokalisation der Varianten. In diesem 

Spezifikum liegt jedoch gleichzeitig auch eine Schwäche, da die Anzahl der Varianten, 

die pro Genom generiert werden, durch eine Person im klinischen Setting nicht sinnvoll 

auswertbar sind. Das bedeutet, dass Filter benötigt werden, um die Anzahl der Varianten 

zu verringern und die manuelle Auswertung zu ermöglichen. Zwar kann man so bei kor-

rekter Einstellung die Wahrscheinlichkeit, eine pathogene Variante zu finden, erhöhen, 

allerdings zeigt das oben genannte Beispiel, dass durchaus auch pathogene Varianten 

herausgefiltert und somit übersehen werden können. 

Darüber hinaus stellt die im Falle von Varianten in GLI3 beschriebene variable Expressi-

vität und Penetranz des Phänotyps eine weitere Herausforderung im Zusammenhang mit 

WGS dar. Zwar bestehen bei GLI3 gewisse Genotyp-Phänotyp-Korrelationen, diese sind 

allerdings nur im Falle bestimmter Arten von Varianten und Lokalisationen eindeutig. 

Manche Faktoren, wie epigenetische Effekte, welche die Genotyp-Phänotyp-Korrelation 

beeinflussen, werden vom WGS nicht erfasst und können somit nicht in die Auswertung 

eingeschlossen werden (Kingdom & Wright, 2022). Um einen gesamtheitlichen Überblick 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/gFKR
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zu vervollständigen, bedarf es weiterer Forschung und Optimierung von Auswertungs-

pipelines. 

 

4.7 Final-exon frameshift Varianten in HMGB1 lösen BPTAS aus 

Bei der Analyse des Locus von HMGB1 konnten insgesamt dreizehn Individuen mit 

BPTAS untersucht werden. Sechs hiervon wurden durch das IMG sequenziert und ana-

lysiert, die übrigen wurden aus publizierter Literatur in die Betrachtung mit einbezogen. 

Alle Individuen zeigten einen charakteristischen Phänotyp mit skelettalen, kraniofazialen, 

neurologischen und urogenitalen Komponenten (vgl. extended data fig. 1; (Mensah et al., 

2023)).  

Bei der Analyse zeigten vor allem die Fehlbildungen der Extremitäten eine auffällige Ähn-

lichkeit. So präsentierten alle elf Individuen, bei denen eine entsprechend detaillierte Phä-

notypisierung stattfinden konnte, tibiale A- oder Hypoplasien sowie präaxiale Polysynd-

aktylien und Kontrakturen großer Gelenke. Darüber hinaus zeigte sich bei allen ein un-

terschiedliches Ausmaß der Fehlbildungen zwischen unterer und oberer Extremität, wo-

bei die untere Extremität schwerwiegender betroffen war.  

Der digital-akrale Phänotyp bedarf hierbei besonderer Aufmerksamkeit. Neben einer 

Brachydaktylie zeigten sich hypoplastische beziehungsweise lateral dislozierte, rudimen-

täre Nägel, welche, zusammen mit einer Vergrößerung der distalen Phalangen, als Stö-

rung der dorso-ventralen Strukturierung der Hand gewertet wurden. Radiologische Auf-

nahmen der Individuen HMGB1-I1, -I2, -I4 und -I5 zeigten eine ähnliche Form der Brachy-

daktylie. In Kombination mit den radiologischen Aufnahmen der Individuen, welche aus 

bestehender Literatur in die Analyse eingeschlossen wurden, konnten die Fehlbildungen 

der Brachydaktylie A1 zugeordnet werden. Diese werden durch Mutationen in IHH aus-

gelöst (Gao & He, 2004), wobei jedoch keine Verbindung zwischen IHH und HMGB1 in 

STRING (v.11.0; Szklarczyk et al., 2019) nachgewiesen werden konnte.  

 

Neben den beschriebenen charakteristischen Fehlbildungen konnte durch die Auswer-

tung der kraniofazialen Eigenschaften und das Erstellen eines durchschnittlichen fazialen 

Phänotyps von BPTAS mittels F2GR eine Ähnlichkeit zwischen den eingeschlossenen 

Individuen mit BPTAS festgestellt werden. Im Vordergrund standen hierbei fehlgebildete 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/7abe
https://paperpile.com/c/PAiKiU/DImc
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Ohren, ein Hypertelorismus sowie kurze Lidspalten, die eine charakteristische Gesichts-

form erzeugen. Dies legt die Vermutung nahe, dass Software wie Face2Gene nach ent-

sprechendem Training den Phänotyp BPTAS erkennen und somit zur Diagnose weiterer 

Fälle beitragen kann. 

Innerhalb der fünf analysierten Individuen trugen vier (HMGB1-I2, -I3, -I4, -I5) die gleiche 

Variante. Durch den de novo final-exon frameshift, wird die Struktur des eigentlich sauren 

Schwanzes von HMGB1 verändert. Normalerweise besteht HMGB1 aus zwei HMG-Do-

mänen (Exon 2-4) und einem C-terminalen, sauren Schwanz, welcher von Exon 5 kodiert 

wird. Dieser ist 30 Aminosäuren lang und besteht beim Wildtyp nur aus Aspartat und 

Glutamat. Im Falle der vorliegenden Variante wird die Struktur dieses Schwanzes maß-

geblich verändert, sodass die ursprünglich 30 sauren Aminosäuren durch 41 zum Groß-

teil basische Aminosäuren ausgetauscht werden (siehe Abbildung 11). Darüber hinaus 

wird eine Aminosäure außerhalb des Schwanzes verändert: Lys184Arg. 

Im Falle des Individuums HMGB1-I1 zeigt sich ein ähnliches Bild. Die de novo final-exon 

frameshift Variante resultiert im gleichen Leserahmen, sodass auch hier der saure 

Schwanz durch einen basischen ersetzt wird. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen 

Individuen wird bei HMGB1-I1 allerdings keine Aminosäure außerhalb des Schwanzes 

geändert. 

 

Abbildung 11: Struktur und Ladung von HMGB1. a: Struktur von HMGB1 und Lokalisation 

der Varianten. Farbliche Zuordnung zum durch die Variante ausgelösten Phänotyp. b: 

Struktur des Schwanzes von HMGB1, oben: BPTAS Varianten, unten: Konservierung, 

Aminosäuren im Einbuchstabencode. Rot: sauer, Blau: basisch. c: Ladung von HMGB1. 

Links Wildtyp, rechts Variante. modifiziert nach Mensah et al., 2023 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
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Mutationsfrequenzen von HMGB1 lassen statistisch (pLI 0,82; %HI-Score 4,78; LOEUF-

Score 0,47; sHet-Score 0,136) vermuten, dass ein Funktionsverlust des Proteins nicht 

toleriert wird (Karczewski et al., 2020; Lek et al., 2016; Weghorn et al., 2019). Für das 

gesamte Gen HMGB1 sind insgesamt 1191 Varianten in gnomAD gelistet, wovon 55 den 

sauren Schwanz betreffen. Allerdings verändern diese kaum die Asp-Glu Struktur, der 

Schwanz wird durch die beschriebenen Varianten maximal um fünf Aminosäuren ver-

kürzt. Zusammen mit der hohen Konservierung der sauren Endregion in Wirbeltieren 

lässt dies auf die Bedeutsamkeit der Integrität derselben schließen. Darüber hinaus klas-

sifiziert MutationTaster die Variante als pathogen. All das legt nahe, dass Varianten in 

HMGB1, die den sauren Schwanz maßgeblich modulieren und bei mehreren Patient*in-

nen mit einem charakteristischen, seltenen Phänotyp identifiziert wurden, als pathogen 

klassifiziert werden müssen. 

 

4.8 Genotyp-Phänotyp-Korrelationen von HMGB1 

Neben den zwei beschriebenen final-exon frameshift Varianten, konnte eine Mikrodele-

tion bei HMGB1-I6 identifiziert werden. Der Phänotyp des Patienten imponierte mit einer 

geistigen Entwicklungsverzögerung sowie einer Microcephaly, einer Klinodaktylie des 

fünften Fingers und Syndaktylien der zweiten und dritten Zehe. Dies deckt sich mit der 

Diagnose eines 13q12.3 Deletions-Syndroms, dessen kritische Region vor kurzem auf 

den Bereich chr13:31,021,687–31,042,716, welcher HMGB1 enthält, reduziert werden 

konnte. Die Variante trat bei HMGB1-I6 de novo auf. All dies unterstützt die Annahme 

von Uguen et al., die HMGB1 als entscheidendes Element des 13q12.3 Deletions-Syn-

droms definieren (Uguen et al., 2021).  

Neben den beschriebenen Individuen mit final-exon frameshift Varianten von HMGB1, 

zeigt auch das Individuum, welches die Mikrodeletion trägt, einen eigenen, differenzier-

baren Phänotyp. Dies legt die Vermutung nahe, dass verschiedene Varianten von 

HMGB1 (LoF Varianten vs. final-exon frameshifts) verschiedene Phänotypen auslösen. 

Der Grund hierfür lässt sich in den unterschiedlichen Pathomechanismen annehmen. 

Während frameshift Varianten des letzten Exons den sauren Schwanz von HMGB1 und 

damit die phasentrennenden Eigenschaften des Proteins ändern, resultieren Mikrodele-

https://paperpile.com/c/PAiKiU/SLtA+0FNf+BF2v
https://paperpile.com/c/PAiKiU/l5Eq
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tionen und LoF Varianten in einem nonsense mediated decay. Dadurch werden fehler-

hafte oder unvollständige Proteine abgebaut, sodass keine Proteinfunktion des mutierten 

Allels vorhanden ist. Untersuchungen von Mensah et al. legen nahe, dass es im Falle von 

frameshift Mutationen des letzten Exons nicht zu einem NMD kommt (Mensah et al., 

2023). 

Daraus lässt sich hypothetisieren, dass Varianten, welche die HMG-Boxen des Proteins 

beeinflussen, einen systemischen Einfluss auf das Individuum in Form von geistiger Ent-

wicklungsverzögerung haben. Final-exon frameshift Varianten, welche nur den sauren 

Schwanz des Proteins verändern, scheinen hauptsächlich ektope bzw. quantitative Aus-

wirkungen zu besitzen, sodass es zum Phänotyp BPTAS kommt (Mensah et al., 2023). 

All dies legt eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation nahe, deren genaue Aspekte zukünftige 

Forschung spezifizieren sollte. 

 

4.9 Veränderte Proteinfunktion von HMGB1 

Die Ergebnisse von Mensah et al. zeigen, dass die C-terminale saure Domäne (intrinsisch 

unorganisierter Asp/Glu-Repeat) von HMGB1 eine wichtige Rolle bei der Lokalisation des 

Proteins im Zellkern spielt. Wildtyp-HMGB1 verteilt sich im gesamten Zellkern, während 

sich mutiertes HMGB1, dessen C-Terminale Domäne durch einen größtenteils basischen 

Abschnitt ersetzt wurde, in der äußeren Phase des Nukleolus wiederfindet. Die Mutation 

verändert also nachweislich die Phasentrennungseigenschaften von HMGB1. Derartige 

frameshift-induzierte Austausche intrinsisch ungeordneter Proteinregionen scheinen ein 

neuer Pathomechanismus zu sein, der eine Reihe bereits bekannter und möglicherweise 

noch unbekannter pathogener Mutationen funktionell erklärt (Mensah et al., 2023; X. 

Wang et al., 2023).  

 

4.10 WGS ermöglicht Auffinden neuer Varianten 

Im Falle der hier dargestellten Analyse konnte durch das Auffinden einer potenziell pa-

thogenen Variante im WGS eine Reihe von Erkenntnissen gewonnen werden. Die Vari-

ante sowie der entsprechende Pathomechanismus, waren bisher weder in der Literatur 

beschrieben noch durch herkömmliche genetische Diagnostik identifiziert worden. Der 

https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1+HxWj
https://paperpile.com/c/PAiKiU/i5d1+HxWj
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unvoreingenommene Blick des WGS ermöglichte das Auffinden der Variante von 

HMGB1-I5 und legte somit den Grundstein für die weitere Analyse. Daraus resultierte die 

Neubeschreibung einer Gen-Syndrom-Assoziation (HMGB1 - BPTAS) sowie die Unter-

suchung weiterer Gene beziehungsweise Proteine, welche eine ähnliche Struktur aufwie-

sen. Darüber hinaus konnten weitere Erkenntnisse bezüglich der IDRs von Proteinen und 

der damit verbundenen Kondensationsphysiologie innerhalb des Nucleolus gewonnen 

werden. Durch WGS konnte also die Basis geschaffen werden, von der aus sich neue 

Ergebnisse in der genetischen Forschung gewinnen ließen. Man kann vermuten, dass 

mit der Weiterentwicklung der Methodik des WGS und Verbesserung von Analysesoft-

ware und -prozessen viele solcher Ausgangspunkte geschaffen werden können, von de-

nen aus neues Wissen gewonnen werden kann. 
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5. Schlussfolgerungen  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Analyse der Genomda-

ten von 69 Patient*innen, die bereits herkömmliche molekular-genetische Untersuchun-

gen durchlaufen hatten, in 12 Fällen (17,4%) die Identifikation einer pathogenen Variante 

gelang. Hierbei handelt es sich um neun SNVs, eine komplexe SV, eine Repeat-Verlän-

gerung und eine komplexe Translokation. Darüber hinaus konnten die durch das WGS 

gewonnenen Erkenntnisse als Grundlage verwendet werden, von der aus zwei weitere 

Forschungsprojekte konzipiert und durchgeführt wurden. Dies ermöglichte die genauere 

Bewertung von zwei Genloci sowie die Beschreibung eines unbekannten Pathomecha-

nismus (frameshift-induced-IDR-swapping). 

Der vorgestellte Ansatz des WGS besitzt die dargestellten Limitationen, sowohl von Sei-

ten der Software als auch in Bezug auf die manuelle Analyse. Allerdings wird die Analyse 

der Genomdaten, durch Weiterentwicklung von Calling-Algorithmen und Sequenzierme-

thoden sowie durch neue Ansätze für die Analyse von nicht-kodierenden Bereichen oder 

komplexen Regulationsmechanismen in Zukunft weiter gesteigert werden. 

WGS sollte in der alltäglichen klinischen Diagnostik von genetischen Krankheiten etab-

liert werden, da es ermöglicht, Varianten unterschiedlichster Art aufzufinden, auch sol-

che, die durch herkömmliche molekular-genetische Diagnostik nicht identifiziert werden 

können. 
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Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen 

Jonas Elsner hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:   

 

Publikation 1: Jonas Elsner, Martin A. Mensah, Manuel Holtgrewe, Jakob Hertzberg, Stefania Bigoni, An-

dreas Busche, Deepthi C. de Silva, Nursel Elçioglu, Isabel Filges, Erica Gerkes, Katta Girisha, Luitgard 

Graul-Neumann, Aleksander Jamsheer, Peter Krawitz, Ingo Kurth, Susanne Markus, Andre Megarbane, 

André Reis, Miriam Reuter, Daniel Svoboda, Christopher Teller, Beyhan Tuysuz, Seval Türkmen, Meredith 

Wilson, Rixa Woitschach, Inga Vater, Almuth Caliebe, Wiebke Hülsemann, Denise Horn, Stefan Mundlos, 

& Malte Spielmann, Genome sequencing in families with congenital limb malformations, Human Genetics, 

2021 

 

Beitrag im Einzelnen: 

Jonas Elsner konzipierte gemeinsam mit Martin Mensah die Studie. Er wählte geeignete Trios bzw. Single-

tons aus und trug bereits bestehende geno- und phänotypische Informationen zusammen. Dabei bediente 

er sich digitaler Datenbanken sowie klassischen Papierakten. Im Anschluss daran phänotypisierte Jonas 

Elsner die einzelnen Patient*innen und klassifizierte sie mittels der Human Phenotype Ontology. Diese 

Informationen wurden in einem Excel-Sheet gespeichert. Nach dem Zusammentragen der Daten, konzi-

pierte er ein Filter und nachfolgenden Workflow für die bevorstehende Analyse, welcher durch ihn ausführ-

lich getestet und angepasst wurde. Daraufhin erfolgte die Analyse der einzelnen Trios bzw. Singletons. 

Hierfür filterte Jonas Elsner die einzelnen Whole-Genome-Daten in VarFish, prozessierte sie mittels dem 

in der Arbeit beschriebenen Workflow, und trug die Ergebnisse in Excel-Dateien zusammen. Weiterhin 

erstellte er VCF-Dateien für jede*n Patient*in mittels VarFish, welche mittels eines von ihm geschriebenen 

Python-Skript analysiert wurden. Auch diese Ergebnisse wurden von ihm in Excel-Dateien organisiert.  

Jonas Elsner erstellte wöchentliche Präsentation der Patient*innen und ihrer vielversprechenden Varian-

ten, welche in Konferenzen mit Martin Mensah und Malte Spielmann besprochen wurden. Varianten, im 

protein-kodierenden, wie nicht protein-kodierenden Bereich, bei denen eine Assoziation zum bestehenden 

Phänotyp des*der Patient*in vermutet wurde, wurden von Jonas Elsner genauer recherchiert und aufberei-

tet. Dabei bediente er sich diversen Quellen, welche in der Arbeit näher ausgeführt werden.  

Jonas Elsner schrieb den Erstentwurf des Manuskripts. Die Abbildungen figure 1, 2 und 3 wurden vom ihm 

erstellt. Die supplementary figure 1 bis 9 sowie alle supplementary tables wurden von Jonas Elsner konzi-

piert und erstellt. Die Überarbeitung und Fertigstellung erfolgten durch Jonas Elsner, in Zusammenarbeit 

mit Martin Mensah. Die Formatierung vor der Veröffentlichung erfolgte durch Jonas Elsner. 

Nach der Publikation teilte Jonas Elsner die gesammelten Informationen der VUS auf der Website 

https://genematcher.org/ mit der wissenschaftlichen Gemeinschaft. Der E-Mail-Verkehr sowie potenzielle 

Kollaborationen und damit in Zusammenhang stehende klinische Tabellen wurden von ihm koordiniert und 

bearbeitet. 
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Publikation 2: Henrike Lisa Sczakiel, Wiebke Hülsemann, Manuel Holtgrewe, Angela Teresa Abad-Pe-

rez, Jonas Elsner, Sarina Schwartzmann, Denise Horn, Malte Spielmann, Stefan Mundlos & Martin Atta 

Mensah, GLI3 variants causing isolated polysyndactyly are not restricted to the protein's C-terminal third, 

Clinical Genetics, 2021  

 

Beitrag im Einzelnen: 

Jonas Elsner unterstützte die Phänotypisierung sowie die Auswertung der WGS-Daten der hausintern ana-

lysierten Patient*innen. Im Falle des Individuums GLI3-17, wurde die WGS-Auswertung und die nachfol-

gende Analyse von Jonas Elsner durchgeführt. Jonas Elsner nahm aktiv an der Überarbeitung und dem 

Review Prozess des Manuskripts teil. 

 

 

Publikation 3: Martin A Mensah, Henri Niskanen, Alexandre P Magalhaes, Shaon Basu, Martin Kircher, 

Henrike L Sczakiel, Alisa M V Reiter, Jonas Elsner, Peter Meinecke, Saskia Biskup, Brian H Y Chung, 

Gregor Dombrowsky, Christel Eckmann-Scholz, Marc Phillip Hitz, Alexander Hoischen, Paul-Martin Hol-

terhus, Wiebke Hülsemann, Kimia Kahrizi, Vera M Kalscheuer, Anita Kan, Mandy Krumbiegel, Ingo Kurth, 

Jonas Leubner, Ann Carolin Longardt, Jörg D Moritz, Hossein Najmabadi, Karolina Skipalova, Lot 

Snijders Blok, Andreas Tzschach, Eberhard Wiedersberg, Martin Zenker, Carla Garcia-Cabau, René 

Buschow, Xavier Salvatella, Matthew L Kraushar, Stefan Mundlos, Almuth Caliebe, Malte Spielmann, 

Denise Horn & Denes Hnisz, Aberrant phase separation and nucleolar dysfunction in rare genetic dise-

ases, Nature 2023 

 

Beitrag im Einzelnen: 

Jonas Elsner phänotypisierte die eingeschlossenen Patient*innen mit BPTAS. Das daraufhin stattfindende 

WGS wurde von Jonas Elsner analysiert und im Einklang mit den anderen Sequenzierungsergebnissen 

ausgewertet. Im Falle von HMGB1-I5 erfolgte die gesamte Klassifikation des Phänotyps sowie die Auswer-

tung des WGS, Präsentation und Nachbereitung des Falls durch Jonas Elsner. Er unterstützte im Weiteren 

den Upload der Daten und das Erstellen einer Maske bei Face2Gene. Zuletzt wirkte er bei der Erstellung 

und Überarbeitung des Manuskripts mit und nahm aktiv am Review Prozess teil. 
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Lebenslauf 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version 

meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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