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Zusammenfassung

Seit der Sequenzierung des ersten menschlichen Genoms 2001 hat die Ganz-Genom-
Analyse (Whole-Genome-Sequencing, WGS) grol3e Fortschritte gemacht. Mittlerweile ist
es moglich, 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 Erganzung oder gar Alternative zu diesen Verfahren darstellt, und welches
diagnostische Potential die Methode besitzt, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden.

In 69 Fallen mit angeborenen Fehlbildungen von mindestens einer Extremitét, bei denen
die genetische Routinediagnostik keine pathogene Variante identifizieren konnte, wurde
ein WGS durchgefihrt. 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 HMGBL1, hinsichtlich méglicher Genotyp-Phanotyp-Korrelationen untersucht, wobei
Erkenntnisse aus dem WGS als Grundlage genutzt wurden.

Insgesamt konnten pathogene Varianten in 12 Fallen (17.4%) identifiziert werden. SNVs
zeigten sich in vier Patienten jeweils in den Genen FGFR1, FGFR2, GLI3 und BHLHAS9.
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-
auslésenden Genen (SEMA3D, ALDH1A) aufgefunden werden. Dariiber hinaus fanden
sich UBA2-Varianten in zwei Ektrodaktylie-Fallen der Kohorte sowie einem weiteren, dem
Institut fur Medizinische Genetik und Humangenetik bekannten, Fall. Dies unterstitzt 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 bezlglich der Genotyp-Phanotyp-Korrelationen an den entsprechenden

Loci gewonnen.
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Insgesamt konnte bei 12 (17,4%) von 69 Fallen, bei denen herkbmmliche Verfahren bis-
her keine molekular-genetische Diagnose erbrachten, durch das WGS die Etablierung
einer Diagnose ermdoglicht werden. Dartber hinaus, lieferte WGS die Grundlage fir 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 kinftige 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 fir den Kli-
nisch-genetischen Alltag sowie verschiedene Forschungsansatze. Es ermdglicht als ein
einziger umfassender Test die Identifikation von Varianten unterschiedlichen Typs, inklu-
siver kleiner, aber komplexer Strukturvarianten, die durch herkémmliche 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 7936.3 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

Extremitatenfehlbildungen gehoéren zu den haufigsten kongenitalen Erkrankungen des
Menschen. In européischen Populationen betragt die Inzidenz 1,4 bis 30 Falle auf 10.000
Geburten (Shi et al., 2018), wobei circa 18% aufgrund zuséatzlicher Organdysfunktionen
oder -malformationen in den ersten 6 Lebensjahren sterben. Ursachen fur Extremitaten-
fehlbildungen kdnnen in exogenen Umweltfaktoren sowie in spontan aufgetretenen oder
vererbten genetischen Lasionen gefunden werden, welche die Entwicklung der Extremi-

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

Physiologischerweise beginnt die Entwicklung der GliedmalRen bereits am Ende der vier-
ten Embryonalwoche. Zuerst erscheinen circa am 25. Tag faltenférmige Knospen an der
seitlichen Rumpfwand, welche spéter die oberen Extremitaten bilden. Ungefahr zwei
Tage spater sind die Extremitadtenknospen der unteren Extremitaten zu erkennen. Diese
Knospen bestehen aus einem mesenchymalen Kern mit einem Uberzug 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 initierenden Prozesse des Extremitatenwachstums, welche von der
AER ausgehen (Newman et al., 2018). Zwischen dem mesenchymalen Kern und der
Randleiste bilden sich daraufhin Regulationskreislaufe, welche die weitere Entwicklung
der Extremitat steuern (Tanaka, 2013; Mundlos & Horn, 2014). In der sechsten Woche
bilden sich durch Einschnirungen Hand- und Ful3platten, in welchen sich Finger bzw.
FuRstrahlen entwickeln. Durch Apoptose der ekto- und mesodermalen Zellen in den Fin-
ger- und Zehenzwischenrdumen kommt es zur Ausbildung der getrennten Digiti. Dieser
Prozess wird unter anderem von sogenannten patterning networks reguliert. Dabei han-
delt es sich um komplexe Molekul-Netzwerke, welche durch ihre raumliche und zeitliche
Varianz die Entwicklung der Extremitat steuern (Newman et al., 2018). Postnatal erfolgt

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

Diese Bildungs- und Entwicklungsprozesse der Extremitaten sind sowohl zeitlich als auch
raumlich hoch reguliert. Dabei spielen diverse Gene eine entscheidende Rolle, welche in
hochdynamischen, selbst regulierenden Netzwerken das unabhangige Wachstum der
Extremitat 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 Uber den Entwicklungsprozess der
Extremitaten gewonnen werden. Man begann Zusammenhange 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, kdnnen bestimmte genetische Erkrankungen entstehen. Im Mausmodell
konnte man diese Fehlregulationen durch gezielte genetische Veranderungen simulieren,
was zu einem erweiterten Verstandnis der Extremitatenentwicklung fuhrte. Dies konnte
dann wiederum auf pathogenetische Prozesse der menschlichen in utero Entwicklung

Ubertragen werden (Zuniga et al., 2012).

Ein Beispiel hierfir ist die Spalthand-Spaltfu3-Malformation 3 (SHFM3; MIM 246560). Bei
dieser seltenen Fehlbildung sind die zentralen Strahlen von Handen und Fuf3en betroffen.
Diese zeigen dabei Syndaktylien, mediale Spalten und Aplasien bzw. Hypoplasien der
Phalangen, Metacarpalknochen und Metatarsalknochen. Weiterhin kbnnen mentale Re-
tardierung sowie ektodermale oder kraniofaziale Fehlbildungen auftreten (Elliott & Evans,
2006). Als Ursache hierfur wird eine Duplikation (Dup) im Bereich 10924 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 vollstdndige Duplikationen der Gene LBX1, BTRC, und POLL (Mollerat & de Mol-
lerat, 2003). Im Mausmodell fuhrte eine strukturelle Veranderung 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-Phano-
typ-Korrelationen existieren allerdings auch Gene, deren Varianten je nach Art und Lo-
kalisation ein ganzes Spektrum von Phanotypen auslosen konnen. Bei GLI3 beispiels-
weise, l6sen verschiedene Varianten diverse Phanotypen 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 Veranderungen der DNA zu analysieren, gibt es diverse Moéglichkeiten der Se-
quenzierung, die sich in ihrem Ergebnis sowie der diagnostischen Funktion unterschei-
den. Sequenzfehler, die durch Verdnderungen einzelner Basenpaare entstehen, kdnnen
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 grofRen strukturellen Lasionen sowie chromosomalen
Aberrationen zum Einsatz (Rodriguez-Mateos et al., 2020). Nicht selten sind komplexe
strukturelle Veranderungen urséachlich, zu deren ldentifizierung mehrere Verfahren kom-

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

Diese und weitere Arten der DNA-Sequenzierung bilden fir diverse wissenschaftliche
Ansatze 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
Uber 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 leistungsfahiger und gunstiger, sodass immer groRere Abschnitte
der DNA in absehbarer Zeit sequenziert werden konnten. Weiterhin waren die Methoden
nun nicht mehr nur ausgewahlten Wissenschaftlern zuganglich, sondern konnten von der
breiten wissenschaftlichen Gemeinde verwendet werden. Durch diesen Fortschritt war es
maoglich, groRere 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 A DNA,” 1982).
Auf Grundlage dieser Untersuchungen und der durch sie gewonnenen Erkenntnisse tber
die Vorgange auf der Ebene des Genoms wurde in den spaten 1980er Jahren das Hu-
man-Genome-Project ins Leben gerufen. Dieses sollte die Methoden und Erkenntnisse
nutzen, um die DNA-Sequenzierung auf die GrofRe 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 tber 20 Landern. 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% vervollstandigt (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-
schatftlicher Gruppen und dauerte vier Jahre, wenn man die Zeit der Pilotprojekte nicht

einrechnet.

20 Jahre spater sieht die Realitat anders aus. 2010 wurde das 1000 Genomes Project
fertig gestellt, mittlerweile liefert die Genome Aggregation Database (gnomAD) mit circa
15.000 humanen Referenzgenomen die gréf3te 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 durchgefuhrt
werden (Schwarze et al., 2019; van Dijk et al., 2014). Durch diese geringen Kosten sowie
die schnelle Verfugbarkeit, ist Whole-Genome-Sequencing in immer mehr klinischen An-

wendungen zu finden.

Das Whole-Genome-Sequencing liefert einige Vorteile gegeniiber anderen Sequenzier-
methoden. Neben der Analyse von missens, nonsense und splice-site Varianten, bietet
WGS die Mdglichkeit zur Detektion von CNVs. Wie bereits beschrieben, kann hierfir auch
eine aCGH genutzt werden. Bei dieser Methode wird eine vorher festgelegte Auswahl an
Kandidatenloci auf CNVs getestet. Moderne Ansatze erreichen dabei bis zu 1945 Kandi-
datengene, mit einer Auflésung von 15 Kilobasen (kb) (Cheung & Bi, 2018). Obwohl
aCGH eine gunstigere, weitaus zuganglichere 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
Mdglichkeit, 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 kébnnen genom-
weite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefiihrt werden, welche das Verstandnis von
komplexen Krankheiten erméglichen. Einen grof3en Beitrag zum Verstandnis lieferten
GWAS zum Beispiel im Bereich der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. Diese
phanotypisch komplexen Krankheiten besitzen neben unbekannten Umwelteinflissen
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 Moglichkeiten zur Analyse komplexer genetischer
Fragestellungen sowie monogener oder polygener Erkrankungen mit variabler Penetranz
(Petersen et al., 2017). Darlber 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 lasst sich sagen, dass sich die molekular-genetische Diagnostik in
den letzten Jahren deutlich gewandelt hat. Mittlerweile verfliigt man tber die technischen
Moglichkeiten, ganze Genome in einer wirtschaftlichen Art und Weise zu sequenzieren,
was die Methode des WGS als molekular-genetische Standarddiagnostik attraktiv er-
scheinen lasst. AuBerdem existieren diverse Projekte auf Forschungsebene, welche im-
mer mehr Genome von Menschen mit zunehmender Vollstandigkeit sequenzieren. Dabei
ricken neben dem detaillierten Verstandnis genetischer Funktionen, auch regulatorische
Regionen und der nicht-kodierende Bereich zunehmend in den Fokus der Forschung
(Prokop et al., 2018).

Patienten mit Fehlbildungen der Extremitaten bilden fir 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 unvollstandi-
ger Penetranz auch verschiedene Mutationsmechanismen auf, sodass sie sich als Modell

fur andere erbliche Erkrankung eignen.

Das WGS, welches im Vergleich zu herkdmmlichen Sequenzierungsmethoden mindes-
tens gleichwertige Ergebnisse liefert, bietet hier durch die holistische Betrachtung des
Genoms eine Chance flr neue Erkenntnisse. Vor allem durch die gleichzeitige Betrach-
tung von SNVs, CNVs und des nicht-kodierenden Bereichs eines*r Patient*in, kdnnten
sich neue Mdéglichkeiten ergeben, unbekannte Krankheits-Loci zu identifizieren oder be-
stehende Erkenntnisse zu unterstiitzen. Auch das Auffinden von komplexen genetischen

Varianten konnte ermdglicht, beziehungsweise vereinfacht werden.


https://paperpile.com/c/PAiKiU/KBTBj
https://paperpile.com/c/PAiKiU/ThF09

Einleitung

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 erértert werden.
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2. Methodik

2.1 Kohortenrekrutierung und Studiendesign

Die Rekrutierung der Kohorte erfolgte tiber einen Zeitraum von 17 Jahren. Sie setzt sich
zusammen aus Patient*innen der Abteilung fur Kinderhandchirurgie des Katholischen
Kinderkrankenhauses Wilhelmstift in Hamburg sowie Patient*innen des Instituts fir Me-
dizinische Genetik und Humangenetik (IMG) der Charité, deren Proben von externen so-
wie hauseigenen Arztinnen und Arzten zu diagnostischen Zwecken eingesendet wurden.
Eingeschlossen wurden nur Proben solcher Individuen, die eine Fehlbildung an mindes-
tens zwei Extremitaten aufwiesen oder in deren Familie mindestens zwei Mitglieder von
Fehlbildungen der Extremitaten betroffen waren. Ausschlusskriterien waren eine etab-
lierte molekular-genetische Diagnose, ein Amniotisches-Band-Syndrom (MIM 217100)
als vermutete Ursache oder eine isolierte Klinodaktylie des funften Fingers. Der Ein-
schluss erfolgte vor der Durchfuhrung 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 Fallen erfolgte nur die Sequenzierung des*der Index-Patient*in. Wei-
terhin konnte in einem Fall zusatzlich zum bestehenden Trio ein Bruder der IP sequen-

ziert werden.

Alle Patient*innen erhielten vor ihrem Einschluss diagnostische molekular-genetische
Untersuchungen, abhangig vom prasentierten Phéanotyp. Dabei handelte es sich um eine
aCGH sowie, in manchen Fallen, um eine gezielte Sequenzierung von bekannten Genen,
welche den entsprechenden Phanotyp des Patienten nachgewiesenermal3en auslosen
kénnen. Hierfur bediente man sich bestehender Standardprotokolle (Flottmann et al.,
2018). Die Auswahl dieser Gene erfolgte durch qualifizierte Genetiker*innen. Fur das
WGS wurden nur solche Proben verwendet, bei denen im Rahmen dieser Methoden

keine krankheitsauslésende Mutation gefunden werden konnte.


https://paperpile.com/c/Y7TtPM/xr6l7
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/xr6l7

Methodik 11

2.2 Phanotypisierung der Patient*innen

Zu Beginn erfolgte eine Sichtung der zur Verfiigung stehenden Informationen tber die
Patient*innen. Man bediente sich dabei mehrerer digitaler sowie analoger hausinterner
Datenbanken, welche dem IMG zur Verfligung stehen. Dabei wurde neben der Annota-
tion der Phanotypen der Patient*innen auch eine Informationszusammenfiihrung 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 zusammengefuhrt. Neben dem Phanotyp lag das Augenmerk hierbei auf Ver-
wandtschaftsbeziehungen fur die korrekte Zuordnung der Trios sowie auf Informationen
aus bereits erfolgten diagnostischen Untersuchungen. Die Phanotypen wurden mittels
der Terminologie der Human Phenotype Ontology (HPO) erfasst (Kéhler et al., 2017).

In 60 Fallen wiesen lediglich die jeweiligen IPs eine Extremitéatenfehlbildung auf. In fanf
weiteren zeigte auch eines der beiden Elternteile eine vergleichbare Extremitatenfehlbil-
dung. In einem Fall prasentierten sich Eltern und GroRReltern der IP ohne Extremitaten-
fehlbildung, jedoch hatte ein Grol3onkel mutterlicherseits eine vergleichbare Malforma-
tion. Dieser wurde in die Analyse eingeschlossen und zuséatzlich sequenziert. Dartiber

hinaus lagen in vier Féllen lediglich geno- und phanotypische Informationen der IPs vor.

2.3 Whole-Genome-Sequencing

Die Genome der Kohorte wurden von der Firma Macrogen inc. (Sud-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

Fur 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 moglich 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

Wahrend der Analyse der SNVs wurden drei Gruppen unterschieden. 60 der 69 Falle
wurden hierbei als nicht betroffenes Trio eingeordnet. Dies bedeutet, dass der*die IP den
Phanotyp einer Extremitatenfehlbildung aufweist, beide Elternteile allerdings nicht betrof-
fen sind. Im Gegensatz hierzu finden sich in der Kohorte funf IPs, bei denen zuséatzlich
ein Elternteil eine Extremitatenfehlbildung aufweist, im Nachfolgenden als betroffenes
Trio bezeichnet. Neben diesen beiden Gruppen existieren vier weitere IPs, bei denen
keine Informationen Uber die Eltern vorliegen, welche im Nachfolgenden als Singleton

bezeichnet werden.

2.4.1 Trio und Singleton Filtration in VarFish

Fur die Durchfuhrung der Filtervorgange 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 Qualitatskriterien bezuglich read
depth, allelic balance und read quality erfiillen mussten. Weiterhin wurden die Varianten
abhangig vom zu untersuchenden Erbgang nach Art und Frequenz gefiltert. Hierbei wur-
den fur die unterschiedlichen Index-Gruppen unterschiedliche Filter verwendet. Die Er-
gebnisse des Filters wurden in Tabellenform dokumentiert und die Variant Calling Files

(VCF) fur weitere Analysen aus VarFish exportiert.

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

novo und bei méannlichem 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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Fir betroffene Trios wurden zwei verschiedene potenzielle Erbgénge analysiert. Einer-
seits wurden Varianten gefiltert, welche heterozygot vorlagen. Hierbei wirde die Fehlbil-
dung autosomal dominant vererbt werden. Andererseits wurden auch rezessive
Erbgéange betrachtet, wobei die Variante hier homo- oder hemizygot vorliegen wirde. Alle
betroffenen Trios wurden zuerst nach diesen Standarderbgéngen betrachtet.

Im nachsten Schritt erfolgte die Einstellung des Filters auf mdgliche gonosomale
Erbgéange. Bei den Index-Patientinnen mit kranken Véatern wurden Varianten gefiltert, wel-
che vom Vater hemizygot und von der Tochter heterozygot getragen wurden, was auf
einen X-chromosomal dominanten Erbgang schliel3en lasst. Mannliche IP mit kranken
Vatern bedurften keiner weiteren Betrachtung, da hier X-gonosomale Geschehen ausge-
schlossen werden kdénnen. Y-chromosomale Varianten wurden aufgrund der Struktur von
VarFish bereits vom Filtervorgang fir heterozygote Varianten abgedeckt.

Ein Sonderfall, bei dem die Mutter des méannlichen IP betroffen ist, wurde separat analy-
siert. Hierbei wurden zusatzlich zu den oben beschriebenen Filtern Varianten betrachtet,

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

Fir Index-Patient*innen, bei denen keine Informationen uber die Elternteile vorlagen,
wurde ein fur Genomanalysen Ublicher Filtervorgang verwendet. Man betrachtet hierbei
zuerst alle heterozygot vorliegenden und danach alle homozygot vorliegenden SNVs.
Durch diese Filtervorgange wurde auch die Mdglichkeit einer compound heterozygoten

Vererbung abgedeckt.

Bei der Analyse der IPs wurden die Filter fir die maximalen Frequenzen in Vergleichs-
datenbanken entsprechend der supplementary table 1 (Elsner et al., 2021) gesetzt. Alle

weiteren Filtereinstellungen wurden standardmafig belassen.

2.4.2 Analyse durch MutationDistiller und Exomiser

Bei MutationDistiller handelt es sich um eine webbasierte Software, welche die Vorher-
sage der Pathogenitat einer Variante mit dem fur ein betroffenes Gen bekannten Phano-
typ und den Symptomen des*der Patient*in verknipft. Dabei wird eine Liste potenziell
krankheitsauslésender Varianten erstellt, welche in absteigender Reihenfolge der Wahr-
scheinlichkeit geordnet ist, dass das betroffene Gen den Phénotyp des*der Patient*in
auslésen kénnte (Hombach et al., 2019). Hierfur wurden die VCFs, welche durch die oben


https://paperpile.com/c/Y7TtPM/r7GGa
https://paperpile.com/c/Y7TtPM/5bfhk
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beschriebenen Filter in VarFish erstellt wurden, mit Hilfe des MutationDistillers analysiert
(mutationdistiller.org) und mit entsprechenden Informationen zum jeweiligen Phanotyp
des*der Patient*in versehen. Die ersten zehn ausgegebenen Varianten wurden als po-
tenzielle Kandidaten gewertet und im Weiteren naher betrachtet. Varianten, bei deren
zufélligem Fund laut der Liste des American College of Medical Genetics (ACMG) SF
v2.0 (Kalia et al., 2017) Patient*innen bei entsprechendem Einverstandnis informiert wer-

den sollten, konnten durch diesen Vorgang zusétzlich identifiziert werden.

Der Exomiser ahnelt dem MutationDistiller in einigen Punkten. So handelt es sich auch
hier um eine webbasierte Software, welche Varianten nach Pathogenitat und der Wahr-
scheinlichkeit, dass das betroffene Gen den Phéanotyp des*der Patient*in auslésen
konnte, ordnet. Der entscheidende Unterschied liegt jedoch darin, dass die Analyse nicht
nur anhand von menschlichen Datensatzen, sondern auch speziesubergreifend durch-
gefuihrt wird. So kénnen krankheitsauslésende Mutationen in Mausen mit entsprechen-
den Varianten bei Menschen Uber den Phanotyp verkntpft werden (P. N. Robinson et al.,
2014). Fur die Analyse wurden die im vorherigen Schritt erstellten VCFs hochgeladen
und - nach der Erganzung von Phéanotyp 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 fir jede*n Patient*in, unabhangig
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 haufiger 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. Fir 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 zugefihrt.

2.4.4 Manuelle Auswertung der Kandidaten-Varianten

Nachdem durch die Webtools eine grobe Auswahl, basierend auf potenzieller Pathoge-
nitat der Mutationen, Verknupfung mit dem Phanotyp des*der Patient*in sowie bekannter
krankheitsauslosender 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
etal., 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.

Daflur wurde zuerst die Pathogenitat einer jeden Variante mit Hilfe des MutationTasters
Uberpruft (Schwarz et al., 2010). Dabei konnten auRerdem weitere Informationen Uber
die Variante und den Locus gewonnen werden. Ein Beispiel hierflr ist die Konservierung.
Eine hohe Konservierung tritt in funktionellen Bereichen auf, die vermutlich einen evolu-
tiondren Vorteil darstellen und deshalb speziestbergreifend ahnlich strukturiert, also er-
halten sind (Cooper & Brown, 2008). Befindet sich eine Variante in einem solchen kon-
servierten Bereich, kann von einer hoheren Pathogenitatswahrscheinlichkeit 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 kénnen, erfolgte die Analyse von intronischen
Varianten mit Hilfe des RegulationSpotters (Schwarz et al., 2019). Splice-site Varianten
wurden zusatzlich mit webbasierten Anwendungen wie HumanSplicingFinger (Desmet et
al., 2009) und VarSeak (https://varseak.bio/) betrachtet.

Fur missense Varianten wurde auRerdem PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010) zur weiteren

Uberpriifung der Pathogenitat 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
krankheitsauslosend 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 Uberblick lber die Lage der Variante im Gen gewonnen
werden. Weiterhin erhielt man einen Einblick in die Haufigkeit 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 Falle mit Extremitatenfehlbildungen 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.nim.nih.gov) und Genecards (Safran et al., 2010)
sowie die Human Gene Mutation Database (Stenson et al., 2003) genutzt um bereits
beschriebene Funktionen oder krankheitsauslosende Varianten des Gens aufzufinden.
Varianten, welche im Verdacht standen, die Struktur des kodierten Proteins zu verandern,
wurden durch das Simple Modular Architecture Research Tool (Letunic et al., 2021) ge-
nauer betrachtet.

SchlieRlich wurden die Varianten in einer wochentlichen 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
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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 zahlt eine Variante
als ahnlich oder gleich einer Variante in der Vergleichskohorte, wenn sie die entspre-
chende Vergleichsvariante zu 75% Uuberlappt oder zu 75% von ihr Gberlappt wird. Des
Weiteren wurden nur Varianten betrachtet, die nicht mehr als zwei Mal in der Kohorte
vorkamen, um Artefakte auszuschlieRen. Auch hier wurde eine 75%ige Uberlappung 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
funf split- und/oder paired-reads abgedeckt werden, anstatt von zwei. Dieses Procedere
wurde in neun Fallen angewandt, um eine detaillierte manuelle Auswertung der Daten zu

ermdglichen.

Beim Filtern der Singletons wurden strengere Frequenz- und Qualitatseinstellungen ver-
wendet. Varianten durften nur noch funf Mal in Vergleichskohorten vorkommen und
mussten von mindestens funf 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, ahnlich wie die SNVs, einen Ana-
lyseprozess. Zuerst wurden sie anhand der WGS Rohdaten im Integrative Genomics Vie-
wer auf Echtheit Gberpruft. 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 erganzt wurde (vgl. supplementary fig. 3
(Elsner et al., 2021)).

Anschliel3end wurden alle Varianten in wéchentlichen Meetings evaluiert.
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2.5.2 Homozygote Varianten

Die Analyse von homozygoten Varianten erfolgte anhand der VCF Daten, welche durch
VarFish zur Verfigung 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 hochstens zweimal in der Kohorte vorkommen. Hier wurde die bereits beschrie-
bene 75%ige Uberlappung verwendet. Trio und Singleton Patient*innen wurden gleich-

ermalf3en analysiert.

Die so erhaltenen Varianten wurden gleich den heterozygoten SVs analysiert und in wo-
chentlichen Meetings evaluiert.

2.6 Analyse der nicht-kodierenden Varianten

Fur die Analyse der nicht-kodierenden Varianten wurden spezifische regulatorische Be-
reiche des Genoms definiert. Hierfuir bediente man sich mehrerer selbstentwickelter und
externer Datenbanken. Als Resultat entstand eine Liste aus 1.719 Genen, welche nach-
gewiesenermalf3en in der embryonalen Extremitatenentwicklung eine Rolle spielen. Diese

Informationen resultierten aus Datensatzen 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 Doméane
(TAD; Dixon et al., 2012) wie eines der vorher definierten Gene anzutreffen sind und 3.
einen H3K27 Acetylierungs-Peak in menschlichen Extremitatenknospen besitzen (Cot-
ney et al., 2013). Weiterhin wurden validierte Enhancer Elemente des VISTA Enhancer
Browsers eingeschlossen. Dies erfolgte unabhangig davon, ob sie spezifische Expressi-
onsmuster im Mausmodell gezeigt hatten (Visel et al., 2007). Regionen, welche haufige

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 zugefuhrt. 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,
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dass sie die gleiche regulatorische Doméne beeinflussen kdnnten, folgte eine semi-auto-

matische Evaluation von Kandidatenvarianten.

Zusatzlich wurden alle seltenen, potenziell pathogenen und heterozygot kodierenden Va-
rianten, welche Gene betrafen, die im Zusammenhang mit rezessiven Extremitatenfehl-
bildungen stehen, genauer betrachtet. Bei einer partiellen Ubereinstimmung des Patien-
ten-Phanotyps mit der durch eine Variante des entsprechenden Gens ausgelosten Fehl-
bildung wurde nach konservierten, nicht-kodierenden, Varianten in trans, welche dieselbe
TAD beeintrachtigten, gesucht. Die minor allel frequency dieser Varianten durfte dabei

3% nicht Uberschreiten.

2.7 Genotyp-Phanotyp-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 Phanotyp auf eine GLI3-assoziierte Polysyndaktylie schlieRen lie3, erfolgte
eine Sanger-Sequenzierung anhand von genomischer DNA aus Vollblut. Zusatzlich
wurde, falls mdglich, eine Segregationsanalyse durch Sequenzierung der Elternteile
durchgefiihrt. Die Sequenzdaten wurden mit SeqPilot (https://www.jsi-medisys.de/pro-
ducts/sequence-pilot/) evaluiert und auffallige Varianten anschlie3end 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 Pathogenitat bewertet.

Im Anschluss erfolgte eine retrospektive Analyse bereits publizierter Félle, in denen eine
Variante in GLI3 als krankheitsauslosend klassifiziert worden war. Hierbei erfolgte neben
der lokalen und funktionellen Einordnung der Variante auch eine Bewertung des Phano-
typs sowie die Erhebung weiterfihrender Patienteninformation, welche fir die spatere

Auswertung von Nutzen waren.

Im weiteren Verlauf stie3 man auf ein Individuum (1), welches sich mit dem Phanotyp
GLI3-assoziierte Polydaktylie prasentierte. Dieses war dem IMG im Rahmen der moleku-

lar-genetischen Standarddiagnostik zugesandt worden. Es erfolgte ein WGS mit automa-
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tisierter und manueller Auswertung analog des in dieser Arbeit beschriebenen Vorge-
hens. Die gefundenen Mutation wurden per Sanger-Sequenzierung tberpruft, 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 Phanotyps des variantentragenden Individuums (Brachyphalangy-Polydactyly-
and-Tibial-Aplasia-Syndrome; BPTAS), zog eine genauere Untersuchung des Gens nach
sich. Zu Beginn dieser Analyse wurden zusatzlich vier weitere Patient*innen eingeschlos-
sen, die den Phanotyp BPTAS aufwiesen (vgl. extended data fig. 1; (Mensah et al.,
2023)). Zusatzlich wurde ein weiterer Patient, bei dem der Verdacht auf ein 13912.3 De-
letions-Syndrom bestand, analysiert. Nach detaillierter Phanotypisierung, 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) durchgefuhrt
wurden. Die Methodik des WGS orientierte sich am bisher in dieser Arbeit beschriebenen
Vorgehen.

Fir 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 fir die gPCR verwendet: HMGB1-fwd
GACTCTGTGCCTCGCTGA und HMGB1l-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 durchgefiihrt, die durch die herstellenden Firmen
empfohlen wurden. Zuletzt wurden die Varianten am HMGB1-Transkript NM_002128.7
im Referenz-Genom hgl19 annotiert.
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DarlUber hinaus konnten in der vorhandenen Literatur acht weitere Individuen mit dem
Phanotyp 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 Phanotyp-Analyse wurden frontale Aufnahmen der Gesichter der
Patient*innen mittels Face2Gene (v.20.1.4, www.face2gene.com) analysiert. Hierfir wur-
den sieben Bilder der bereits in der Literatur beschriebenen BPTAS Félle sowie Aufnah-
men von HMGB1-11 und -12 verwendet. Es erfolgte eine Phanotypisierung mittels
Face2Gene CLINIC (F2GC) sowie das Erstellen eines durchschnittlichen fazialen Pha-
notyps mittels Face2Gene RESEARCH (F2GR). Um letzteres zu ermdéglichen, wurden
alle Bilder der neun ausgewahlten IPs doppelt eingespeist. Waren mehrere Bilder des

Gesichts vorhanden, so wurde stets das aktuellste verwendet.
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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 (Jager 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).
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Abbildung 1: Anzahl der kodierenden SNVs pro Patient nach dem Filtern in VarFish. Der
Median liegt bei 22 SNVs, die Lange der Whisker wurde bei 1,5-fachem Interquartilsab-
stand gesetzt. Insgesamt sind neun Ausreil3er 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 wochentlichen 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 Ahnlichkeiten
der Patient*innen-Phanotypen weitere 49 Varianten. Auch diese wurden in wéchentlichen
Meetings beurteilt.

Insgesamt konnten hierdurch 22 Kandidaten-SNVs identifiziert werden, welche genauer
differenziert wurden. Funf Varianten befanden sich in bereits beschriebenen krankheits-
auslosenden Genen, vier weitere wurden auf Grundlage von Informationen aus diversen
Quellen (vgl. supplementary fig. 2 (Elsner et al., 2021)) als hochstwahrscheinlich krank-
heitsauslosend bewertet. Die restlichen 13 wurden als Varianten unklarer Signifikanz
(VUS) beurteilt. All diese Varianten werden im Verlauf weiter ausgefihrt.

3.2 Auswertung und Filterprozess der SVs

Strukturvarianten konnten in 68 von 69 Fallen 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. Fir alle diese
Varianten erfolgte eine manuelle Auswertung (vgl. supplementary fig. 3 (Elsner et al.,
2021)). 417 der urspriinglich 633 Calls konnten als Artefakte identifiziert werden. Hiervon
waren 100 SVs doppelt und 52 falschlicherweise gecallt worden. 165 Calls besal3en keine
ausreichende Qualitat 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 Verfiigung standen, einen Zusammenhang mit der

Entwicklung von Extremitéten zeigten.
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Die 30 verbleibenden SVs zeigten sich als potenziell echte Varianten, die Gene, welche
im Zusammenhang mit der Entwicklung von Extremitaten stehen, direkt oder indirekt be-
einflussen. Es folgten Segregationsanalysen via quantitativer PCR sowie eine Recherche
bezuglich der Gen-Phanotyp Assoziation und eine Analyse des entsprechenden Locus,
wobei man sich diverser Quellen bediente. Hierzu z&hlte die HPO, speziesiibergreifende
Phanotypdatenbanken, 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.
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Abbildung 2: Identifizierte SVs von 68 Patient*innen nach dem Filtern in VarFish. Der
Median liegt bei 6, die Lange der Whisker wurde bei 1,5-fachem Interquartilsabstand ge-

setzt. Insgesamt sind funf Ausreil3er zu erkennen. eigene Darstellung

Die Félle Individuum 1, 12, I3 lieferten keine Ergebnisse nach dem Filtern in VarFish.
Weiterhin musste 14 von der Analyse der SVs ausgeschlossen werden. VarFish lieferte
im Falle dieses Patienten selbst unter strengsten Filterkriterien 6.788 Strukturvarianten,
was auf eine schlechte Datenqualitat des Falles, zum Beispiel aufgrund eines Fehlers
des Varianten-Callings, schlieRen lie3. Durch diese hohe Anzahl an SVs war die manu-

elle Auswertung nicht moglich.
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Daruber hinaus konnten 22 homozygote SVs durch die Analyse der VCF-Daten identifi-
ziert werden. Die weitere Analyse liel3 allerdings in keinem Fall eine wahrscheinliche Pa-

thogenitat vermuten.

3.3 Varianten in bekannten Krankheits-Lokalisationen

3.3.1 SNVs in bekannten Lokalisationen

In vier Fallen konnten pathologische SNVs in bereits bekannten krankheitsassoziierten
Genen identifiziert werden. Eine Variante im Gen FGFR1 befand sich an einer Position,
welche bereits als krankheitsauslésend 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 16 konnte eine heterozygote missense Variante in FGFR1
(NM_001174063: c.755C>G; P252R) identifiziert werden. Diese ist sowohl im Index-Pa-
tienten (16) als auch dessen ebenfalls betroffenen Vater (Male6; M6) zu finden. 16 weist
den Phanotyp Distal symphalangism (hands); Finger syndactyly; 2-3 toe syndactyly und
Deviation of the hallux auf. Dieser stimmt grof3tenteils mit dem des Vaters Uberein. 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
Phanotyp der Betroffenen deckt. Wir bewerteten diese Variante als krankheitsauslosend.

In einer anderen Familie (I7) konnte eine heterozygote nonsense Variante in GLI3
(NM_000168: ¢.650C>G; S217*) identifiziert werden. Hier fuhrt eine Punktmutation dazu,
dass die transkribierte mMRNA ein vorzeitiges Stop-Codon innerhalb des flinften Exons
aufweist. Dadurch wirde das Ribosom die Translation vorzeitig beenden und es kénnte
ein verkurztes 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 & Muhlemann, 2019).

Im vorliegenden Fall tragen sowohl die Index-Patientin (17), als auch der betroffene Vater

(M7) die besagte Variante in GLI3. I7 weist eine Kraniosynostose sowie Polydaktylie und
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Syndaktylie der Hande und FulRe auf. Beim Vater sind ebenfalls Oligosyndaktylien be-
kannt.

Nonsense Varianten in GLI3 sind bekanntermal3en krankheitsauslosend fiir verschie-
dene Extremitatenfehlbildungen. Hierzu zéhlen unter anderem das Pallister-Hall-Syn-
drom (MIM 146510) oder das Greig-Zephalopolysyndaktylie-Syndrom (MIM 175700).
Weiterhin weisen betroffene Patienten postaxiale sowie praaxiale Polydaktylien auf (Scz-
akiel et al., 2021). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse bewerteten wir die Variante als

pathogen.

Die Patientin 5 trdgt eine homozygote missense Variante in BHLHA9
(NM_001164405:c.307A>G; K103E). Diese war von den beiden Eltern, welche heterozy-
gote Trager der Variante sind, vererbt worden. I5°s Phanotyp 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) aufgefihrt. Des Weiteren sind homozygote Varianten in BHLHA9 dafir bekannt,
komplexe Kamptopolysyndaktylien (Phadke et al., 2016) sowie Syndaktylien mit mesoa-
xialer Synostose und phalangealen Reduktionen auszul6sen. Dies lasst auf eine essen-
zielle Rolle von BHLHA9 im Entwicklungsprozess von Extremitaten schlieRen (Malik et

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

Die letzte Variante, welche in einem bereits beschriebenen krankheitsauslosenden Gen
identifiziert werden konnte, befand sich in FGFR2. Die Patientin 18 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 Phanotyp Brachydactyly syndrome, Aplasia/Hypoplasia of the distal pha-
langes of the toes, Aplasia/Hypoplasia of the distal phalanges of the hand. Der Vater ist
phanotypisch unauffallig.

Die Variante der Patientin findet man lediglich je einmal in den Vergleichskohorten von
gnomAD und ExXAC. Die Domane 'lg-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 urséachlich fur diverse Fehlbildungen, welche

alle einen autosomal dominanten Erbgang besitzen. Hierbei weist vor allem das Saethre-
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Chotzen-Syndrom (MIM 101400) phanotypische Uberlappungen mit der Patientin auf.
Dieses Syndrom wurde in der Literatur bereits mit weniger ausgepragten und/oder vari-
ablen Phanotypen assoziiert (Chun et al., 2002). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse

wurde die Variante als pathogen bewertet.

3.3.2 Repeat-Expansionen in HOXD13

Bei Patient 19 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 Phanotyp 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 tragt der Patient eine
benigne Erweiterung um ein Alanin-Repeat auf dem paternalen Allel. Diese Ergebnisse
wurden mit Hilfe von herkémmlicher HOXD13 Mikrosatelliten-Analyse validiert und als

pathogen eingeschatzt.

3.3.3 SVs in bekannten Lokalisationen

In einem Fall konnte eine Strukturvariante in einem bereits als pathogen beschriebenen
Bereich identifiziert werden. Bei Patientin 110, welche den Phanotyp Ektrodaktylie bzw.
SHFM aufweist, konnte eine circa 100kb grofRe Inversion im SHFM3 Locus 10924 nach-
gewiesen werden. Diese wurde von der phanotypisch unauffalligen Mutter vererbt. Wei-
terhin konnte dieselbe Variante im Genom des Grof3onkels mutterlicherseits, welcher
ebenfalls eine Ektrodaktylie aufweist, aufgefunden werden. Hierbei kdnnte es sich um
einen Fall von unvollstandiger Penetranz handeln.

Der Locus, welcher in 110 als pathogen identifiziert wurde, liegt in anderen SHFM3 Pati-
enten dupliziert vor (de Mollerat et al., 2003). Interessanterweise zeigte 110 keine Dupli-
kation des Locus, sondern eine Inversion, welche von einer Deletion flankiert wird.
Punktmutationen im SHFM3-Locus l6sen 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 Uberlappt.
Daraus lasst sich schlieRen, dass eines dieser Gene oder deren Zusammenspiel, durch

Veranderungen 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 Anderungen der Kopienanzahl, sondern auch Positionsveran-
derungen bestimmter Genomabschnitte die Expression und Regulation von BTRC, POLL

und DPCD so verandern, dass der Phanotyp Ektrodaktylie entsteht.

Weiterhin konnte in 111 eine SV auf chr7q identifiziert werden (siehe Abbildung 3). Hier
war bereits im aCGH eine circa 300kb umfassende Duplikation auf chr7g36.1 aufgefallen.
Zum Zeitpunkt der Analyse wurde diese SV jedoch als VUS eingeordnet, da der Phanotyp
der Patientin (bilaterale mirror-image Polydaktylien der Hande und Fif3e) nicht mit einem
bereits beschriebenen Individuum, welches eine dhnliche lokalisierte Duplikation der glei-
chen Grof3enordnung besal3, tbereinstimmte (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 Phanotyp von I11. a: Stammbaum

und Phanotyp von I111. 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. Dariiber 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 Uberlappenden Dup-
likationen zusammensetzt (Dupl und Dup2, siehe Abbildung 4). Der zentrale Bruchpunkt
wird dabei von beiden Duplikationen geteilt, wobei der distale Bruchpunkt von Dup2 in
Dupl 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 geknipft sind, die zu einem ent-
sprechenden Locus auf Chromosom 9 gehdren (chr9p24.1). Der distale Bruchpunkt von
Dup2 befand sich also im funften Intron von GLDC, wahrend der Bruchpunkt von Dupl

im achten Intron von KDMA4C lokalisiert werden konnte (siehe Abbildung 4 und Abbildung
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3c). Durch die Verfugbarkeit der Trio-WGS-Daten konnte die Variante als de novo iden-

tifiziert werden.

In wochentlichen Meetings, in denen jede Kandidatenvariante mit mehreren erfahrenen
klinischen Genetiker*innen diskutiert wurde, konnte eine starke Ahnlichkeit des Phano-
typs von 111 mit Laurin-Sandrow-Syndrom (LSS, MIM 135750) festgestellt werden. Die-
ses Syndrom entsteht durch Duplikationen des SHH Regulators ZRS, welches im flnften
Intron vom LMBR1 auf chr7p36.3 liegt und die Expression von SHH pathologisch veran-
dern kann (Lohan et al., 2014). Obwohl weder Dupl1 noch Dup2 in der entsprechenden
Region des ZRS liegen und bisher keine Duplikationen von SHH als krankheitsauslésend
fur LSS beschrieben wurden, konnte eine Pathogenitat der zuvor beschriebenen SV ver-
mutet werden. Diese Annahme stlitzt 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 Extremitaten wah-
rend der embryonalen Entwicklung beeinflusst werden. Weiterhin besitzt auch KDM4C
eine verstarkte Expression in den embryonalen Extremitatenknospen, was eine Bedeu-
tung in der Extremitatenentwicklung vermuten lasst. Diese Zusammenhange lassen die
Strukturvariante des Patienten als wahrscheinlichste Ursache fiir eine ektope SHH-Ex-

pression und damit flr den beobachteten Phanotyp erscheinen (siehe Abbildung 3b).

Deshalb reklassifizierten wir die SV in 111, 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 111: a-b: Duplikationen am Locus ch7g36.1
und chr9p24.1. Grin: aCGH Daten, Rot: Genom-Sequenz allelic balance Daten,

Gelb: Genom-Sequenz coverage Daten; c-d: Bestatigung der Verbindungspunkte via
Sanger-Sequenzierung, L = ladder, | = 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 |6sen Ektrodaktylie aus

In zwei Patienten der Kohorte konnten Varianten im ubiquitin-like modifier-activating en-
zyme 2 (UBAZ2) identifiziert werden. Bei diesen Varianten handelte es sich um unter-
schiedliche, heterozygote vorliegende frameshift Varianten. Im Fall von 112 konnte eine
de novo Variante identifiziert ~werden (NM_005499.3:c.1355 1356delTG;
p.Val4d52Alafs*6), wahrend 113 eine Variante (NM_005499.3:c.34 37delGCTG;
p.Alal2Argfs*34) trug, welche von seiner vermutlich phanotypisch unauffalligen Mutter
vererbt wurde. Der genaue Phanotyp der Mutter konnte nicht in Erfahrung gebracht wer-
den, da weder Lichtbild- noch radiologische Aufnahmen vorlagen.

Die Varianten wurden unter Bertcksichtigung der ACMG-Richtlinien (Richards et al.,
2015) klassifiziert. In beiden Fallen handelt es sich um amorphe Varianten von UBAZ2,
welches einen pLI-Score von 1 aufweist (PSV1). Die Variante, welche von 112 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-
schatzt (PP3). Zusatzlich hierzu berichteten Abe et al. 2018 von zwei Patienten, welche
Microdeletionen des Locus chr19qg13.11, in welchem auch UBAZ2 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. kirzlich von diversen Individuen in meh-
reren, nicht miteinander verwandten Familien, welche UBA2 Varianten aufwiesen
(Schnur et al., 2021). Alle diese Félle zeigten phanotypisch, unter anderem eine EKktro-
daktylie.

Aufgrund der Faktenlage in der entsprechenden Literatur, betrachten wir UBA2 als krank-
heitsauslésend und diese Varianten als pathogen (1PVS(+1PS)+1PM+1PP).

Da wahrend der vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse tber UBA2 gewonnen wurden
und in der Kohorte zwei Falle 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
durchgefthrt, welche sich in vorherigen Untersuchungen von bekannten SHFM Loci und

Genen unauffallig 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, 114, 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 fur eine mo-
lekular-genetische Diagnostik zur Verfligung.

Asp50, welches durch die oben beschriebene Variante durch Gly ersetzt wird, ist Teil
einer 15-stelligen Aminosauresequenz (lle47 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 114 veranderte Amino-
saure Asp50 Wasserstoffbrickenbindungen mit Asn177 und Thr178 eingeht. Diese sind
fur die korrekte Faltung von UBA2 unerlasslich und wirken sich somit direkt auf die Funk-
tion aus (PS3; Olsen et al., 2010). Zusatzlich 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 Berlcksichtigung der
ACMG-Richtlinien als hochstwahrscheinlich pathogen ein (1PS+1PM+2PP).

3.4.2 HMGB1-Mutation als Ursache von BPTAS

Im Genom des Feten 115 konnte eine de novo frameshift Variante in HMGB1
(NM_002128:c.551 554delAGAA;p.Lys184Argfs*44) identifiziert werden. Das Kind der
phanotypisch unauffalligen Eltern leidet unter anderem an einer mirror-image Poly-syn-
daktylie. Die von uns aufgefundene Variante fuhrt dazu, dass die gesamte saure C-ter-
minale Domane des Proteins, welche 30 Aminoséuren umfasst, durch 41 andere Amino-
sauren ersetzt wird. Diese Domane 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 Sekundarstruk-
tur von HMGB1 und ermdglicht eine korrekte Proteinfunktion (Knapp et al., 2004). Vor
allem ist hierbei das Beugen von spezifischen DNA-Abschnitte zu nennen, was erst durch
eine korrekte Sekundarstruktur ermdglicht wird (Anggayasti et al., 2020; Belgrano et al.,
2013).

Die Variante, welche in 115 identifiziert werden konnte, findet sich in keiner Vergleichsda-
tenbank. In gnomAD sind zwar Varianten der C-terminalen Doméane vorhanden, aller-
dings verandern diese bis auf eine Ausnahme nie die eigentliche Asp/Glu Repeat Struktur

dieser Doméane. Weiterhin konnten Itou et al. 2011 zeigen, dass HMGB1 in Maus- und
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Zebrafischmodellen mit WNT, BMP und SHH wéhrend der Extremitatenentwicklung in-
teragiert. Knock-Out Versuche fuhrten zu Extremitatenfehlbildungen (Itou et al., 2011).
HMGBL1 besitzt einen pLI-Score von 1. Eine andere Variante in einem fir mirror-image
Fehlbildungen bekannten krankheitsauslésenden Gen oder einem anderen Kandidaten-
Locus konnte nicht identifiziert werden. Mensah et al. lieferten kirzlich weitere Ergeb-
nisse, die den Locus von HMGB1 und den mit final-exon frameshift Mutationen (wie im
Fall von 115) assoziieren Phanotyp und Pathomechanismus genauer beleuchteten (Men-
sah et al., 2023). Hinsichtlich dieser Erkenntnisse definieren wir die Variante von 115 als

pathogen fur den Phanotyp BPTAS.

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

Bezlglich des Patienten 116 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 Falle von Extremitatenfehlbildungen 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 Aminoséure Asp640, welche durch die Variante des Patienten durch Asn aus-
getauscht wird, befindet sich in der Immunglobulin-ahnlichen Doméane von SEMA3D und
weist unter Wirbeltieren eine starke Konservierung auf. SEMA3D ist bekannt dafr, 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-
remitaten ein (Govindan et al., 2016). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde SEMA3D als
potenziell krankheitsausldsendes Gen bei Kleinwuchs mit Extremitatenfehlbildungen be-

wertet.

3.4.4 Varianten in ALDH1AZ2 als potenzieller Ausléser fur hautige Syndaktylien

Eine der Patientinnen, 117, trug eine paternal vererbte frameshift Variante des Gens al-
dehyde dehydrogenase 1 family member A2 (ALDH1AZ2), welches fir die Retinaldehyd-
dehydrogenase 2 kodiert. Sowohl die Index-Patientin, als auch deren Vater weisen eine

hautige 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
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Die von uns identifizierte Variante ALDH1A2 (NM_003888:c.35_delT;p.Vall12Glyfs*31) ist
weder in der Datenbank des 1000 Genomes Projects noch in EXAC aufgefuhrt. Weiterhin
wird sie von MutationTaster als pathogen bewertet. Physiologisch bildet ALDH1A2 einen
direkten Regulationspartner von HOXA13 und spielt somit eine wichtige Rolle wahrend
der Entwicklung der Finger und Zehen von Wirbeltieren. Insbesondere die Steuerung des
programmierten Zelltods von interdigitalen Zellen wahrend der embryonalen Entwicklung
von Fingern bzw. Zehen stellt eine Aufgabe von ALDH1A2 dar (Shou et al., 2013). Zhao
et al. konnten aul3erdem zeigen, dass gerettete ALDH1A2 knock-out Mause einen redu-
zierten interdigitalen Zelltod aufweisen und dadurch eine unvollstandige Separation der
Finger und Zehen stattfindet (Zhao et al., 2010).

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

riante als potenziell krankheitsauslosend.

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 wochentlich stattfindenden Fallbesprechungen
fur eine ausfuhrlichere Analyse. Die Gene, in denen die Varianten lagen, zeigten im
Mausmodell eine Expression in den Extremitaten oder waren in der Fachliteratur im Zu-
sammenhang mit der Entwicklung von Extremitaten erwahnt worden. Bei manchen liel3
die Fachliteratur au3erdem einen Zusammenhang mit Regulationswegen der Extremita-
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 heil3e 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-KIlassifikation

Genbank DNA- Aminosaure- |VUS - ACMG |ACGS VUS
Individuum|Gen Transkript ID [Veranderung |Verdnderung (Kriterien Temperatur
123 GABPB1 [NM_005254 |c.589G>T V197L PM2 + BP4 |Kalt
124 BPTF NM_182641 [c.7360G>A |A2454T PM2 + BP1 |Kalt
124 BPTF NM_004459 |c.*1914A>T |- PM2 + BP4 |Kalt
125 CHD9 |NM_025134 [c.5483T>C |M1828T PM2 + BP4 |Kalt
125 CHD9 |NM_025134 |[c.*1144C>T |- PM2 + BP4 |Kalt
c.142_144del PS2 + PM2 +
126 PKIG NM_007066 |GAG p.E48del PM4 + PP3 [Heil3
127 ASAP2 |NM_003887 [c.2450G>A |R817Q PM2 + BP4 |Kalt
128 AMBRAL |NM_017749 |c.305C>A T102N PM2 + PP4 |Lauwarm
PM2 + PM6
129 RBL2 NM_005611 [c.2294A>C |N765T + BP4 Warm
NM_0011643 |c.7587_7588 PVS1 + PM2
129 FLNB 17 delAG E2530Dfs*4 |+ PP3 Heild
PM2 + PM6
130 BOC NM_033254 [c.1664C>T |A555V + BP1 Warm
131 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 heil klassifiziert. Eine der Varianten
trat im Patienten 126, welcher unter Amelien der Extremitdten sowie Syndaktylien der
Finger (PS2)
(NM_007066:c.142_144delGAG;p.E48del), ist in gnomAD nicht auffindbar (PM2) und

verkirzt die Proteinstruktur um eine Aminosaure (PM4). AulRerdem wird sie vom Geno-

leidet, auf. Diese de novo aufgetretene in-frame Deletion

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 Zusammenhange zwischen der Proteinfunktion und dem Phé&notyp des Patienten.
Somit wurde die Variante als hei3e VUS klassifiziert.

Eine weitere VUS konnte im Genom der Patientin 129 identifiziert werden. Diese Klein-

wuchs und Skelettdysplasien aufweisende Patientin, tragt 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 fuhrt 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 Phénotyp von 129 decken. Zusatzlich ist die Variante
in gnomAD unauffindbar (PM2) und wurde von GERP als pathogen klassifiziert (PP3).
129 besitzt konsanguine, phanotypisch gesunde Eltern und drei Geschwister, die einen
ahnlichen Phanotyp aufweisen. Dies lasst ein autosomal rezessives Vererbungsmuster
vermuten, welches bei SCT vorkommt. Die identifizierte Variante war allerdings hetero-
zygot, jedoch kdnnte beispielsweise eine Variante auf dem anderen Allel von FLNB lie-
gen, welche in der vorliegenden Analyse nicht aufgefunden werden konnte. Genauere
Validierungen konnten nicht durchgeftihrt werden, da keinerlei genetische Informationen
der Eltern oder Geschwister vorliegen.

Darlber hinaus weist FLNB einen pLI-Score von 0 auf. Dies bedeutet, dass das Gen von
EXAC als LoF-resistent klassifiziert wird. Aul3erdem finden sich in gnomAD 38 LoF Vari-
anten. Aufgrund dieser Informationslage klassifizierten wir die Variante in FLNB nicht als

pathogen, sondern als hei3e VUS.

Weiterhin konnten mit Hilfe der VCFs, welche ohne Beriicksichtigung der Trio-Information
erstellt wurden, und eines hauseigenen Filters 95 potenzielle VUS identifiziert werden. 38
hiervon waren potenzielle LoF, welche in zwei unabhangigen Patient*innen, die einen
ahnlichen Phéanotyp zeigten, im gleichen Gen auftraten. 40 weitere traten in zwei unab-
hangigen Patient*innen ohne ahnlichen Phanotyp auf. 13 der 95 wahrscheinlichen LoF
Varianten lagen in Genen, welche mit Extremitatenfehlbildungen assoziiert sind. In vier
Fallen konnte bei dem*der betroffenen Patient*in bereits eine andere Variante als patho-
gen identifiziert werden.

Alle VUS-Kombinationen wurden einer weiterfihrenden Recherche unterzogen, wobei
lediglich bei einer Variante (113: UBAZ2; s.0.) eine Pathogenitat 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-
l&ssigt und erfahrt erst in jingster Zeit, seit dem Bekanntwerden seines enormen Inter-
aktions- und Regulationspotentials, eine genauere Betrachtung (Pennacchio et al., 2006).
In Methodik wurde bereits die eigenstandige Erstellung eines sog. limb regulomes be-
schrieben, welches die Moglichkeit bieten soll, eine grof3e 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
evolutionaren 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 ungeféahr 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.
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Abbildung 5: Visualisierung der Analyse des nicht-kodierenden Bereichs. Diese Abbil-

dung wurde bereits in dem publizierten Artikel Elsner et al., 2021 verwendet.
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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 wéah-
rend der vorherigen Analyse der Genome der entsprechenden Patient*innen bereits
hochstwahrscheinlich pathogene SNVs bzw. SVs gezeigt hatten.

Im Genom des Patienten 118, welcher unter bilateralen Syndaktylien der Finger zwei bis
vier leidet, wurde eine de novo Variante (chr1:41,948,304AAG>A) im zweiten Intron von
EDNZ2 identifiziert. An dieser Position kann eine verstarkte Acetylierung von H3K27 in
Extremitatenknospen nachgewiesen werden. Die zwei Basenpaare grof3e Deletion ent-
fernt einen von sechs AG-Repeats, dessen Lange in Wirbeltieren nicht konserviert ist.
Weiterhin kodiert EDN2 das Protein Endothelin 2, welches zur Klasse der Vasokon-
striktoren gehort. Hinsichtlich Extremitatenfehlbildungen konnte bisher kein Zusammen-
hang gezeigt werden.

Eine weitere Patientin (119), welche Amelien der oberen Extremitat 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 abwarts der ersten Exon-Intron Grenze und besitzt eine verstarkte Acetylie-
rung von H3K27 in Extremitatenknospen. Allerdings hat CLINT1 lediglich einen pLI-Score
von 0,54 und weist keinerlei Evidenz bezuglich eines Zusammenhangs mit der Entwick-

lung von Extremitaten auf.

Neben diesen Varianten konnten weitere im Genom der Patientin 120 identifiziert werden.
Diese Patientin, welche unter hypoplastischen Fehlbildungen der Zehen leidet, trug die
de novo Variante chr9:2,161,639G>T, welche 46 Basenpaare aufwarts der Grenze zwi-
schen dem 27. Intron und dem 28. Exon des Gens SMARCAZ2 liegt. Pathogene Mutatio-
nen von SMARCAZ l6sen das Nicolaides-Baraitser-Syndrom (MIM 601358) aus, welches
sich neben leichten skelettalen Fehlbildungen vor allem durch mentale Retardierung und
typische Gesichtsziige auszeichnet (Sousa et al., 2009). Dies konnte bei 120 nicht nach-

gewiesen werden.
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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 Trager, Patient 132, hat eine fehlende Ulna sowie eine Oligodaktylie der Hand. Ele-
ment 181 zeigt allerdings weder eine verstarkte Acetylierung von H3K27 in menschlichen
Extremitatenknospen, noch gibt es embryologische Daten, die eine Aktivitat in den sich
entwickelnden Extremitaten vermuten lassen.

Eine weitere Variante konnte im Element 628 der Patientin 129 nachgewiesen werden,
welche unter einer vererbten Form der skelettalen Dysplasie leidet. Aul3erdem zeigte 131
eine vererbte Variante (chr9:133,355,065C>T (rs142193709)) im Element 1328. Diese
Patientin besitzt aplastische Radii und Daumen, das entsprechende Elternteil war pha-
notypisch unauffallig. Sowohl Element 628 als auch 1328 wurden vom VISTA Konsortium
als neuronale Enhancer gekennzeichnet, was keinen Zusammenhang zur Entwicklung

von Extremitaten vermuten lasst.

3.6.3 Analyse von raumlich 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 eingeschatzt, so-
dass ein ahnlicher Einfluss auf eine naheliegende Region mdglich ware.

16 dieser Varianten lagen im von uns definierten regulatorischen Bereich, wovon funf
ausgeschlossen wurden, da sich die benachbarte Partner-Variante auf3erhalb des Be-
reichs befand.

In zwei Fallen konnte eine Variante nachgewiesen werden, die den festgelegten Kriterien
genugte, allerdings nicht exakt dieselbe Position betraf: 121 und 122 trugen die Uberlap-
penden Deletionen, chr22:24,552,064GGGGGCCGGGACTGGGGCCGGGACT>G und
chr22:24,552,086ACTGGGGCCGGGG>A. Diese Varianten liegen im 29. Intron von
CABIN1, welches eine erhdhte Acetylierung von H3K27 Elementen in menschlichen Ext-
remitatenknospen aufweist. Zusatzlich haben beide Patienten eine Syndaktylie der Fin-
ger. Allerdings wurde die Variante in beiden Fallen von phanotypisch unauffalligen 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 ahnlichen Phanotyp auf.

Eine Suche nach kodierenden Varianten in bekannten, mit Extremitatenfehlbildungen as-
soziierten Genen in trans mit seltenen und konservierten, nicht-kodierenden Varianten in
derselben TAD blieb ohne Ergebnisse.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es uns nicht gelang, SNVs im nicht-kodieren-
den Bereich zu identifizieren, welche sich als potenziell pathogen im Zusammenhang mit

Extremitatenfehlbildungen einordnen lassen wirden.

3.7 Genotyp-Phanotyp-Korrelationsanalyse von GLI3

3.7.1 Analyse der hauseigenen Falle

Zur genaueren Analyse der Genotyp-Phanotyp-Korrelation am Locus von GLI3, erfolgte
die Phanotypisierung und Sequenzierung von insgesamt 94 IPs, welche dem IMG zur
Verfligung standen. Die so gewonnenen Daten wurden mit Hilfe von klinischen und ge-
notypischen Datenbanken sowie mittels bioinformatischer Pathogenitéats-Vorhersage-
tools ausgewertet.

Insgesamt konnten 15 verschiedene krankheitsauslésende Varianten in 16 Familien (vgl.
tab. 1, fig. 1 (Sczakiel et al., 2021)) mit insgesamt 39 Individuen identifiziert werden (siehe
Tabelle 2), welche sich Uber die gesamte kodierende Region von GLI3 verteilen (siehe
Abbildung 6). Hierbei handelte es sich in 14 Fallen 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

Ergebnisse

42

Tabelle 2: GLI3 Varianten

Individuum | DNA- Aminosaure- ACMG- Clinvar-ID
Veranderung Veranderung i_(lassifika-
tion
GLI3-I1 €.2374C>T Arg792* Pathogenic | VCV000013828
GLI3-I2 c.4172delG Gly1391Alafs*28 | Pathogenic | VCV001120232
GLI3-I3 €.2059delG Glu687Lysfs*6 Pathogenic | VCV001120244
GLI3-14 €.1999C>T Arg667* Pathogenic | VCV001120233
GLI3-15 c.1880_1881delAT | His627Argfs*48 | Pathogenic | VCV001120234
GLI3-16 c.1793dupA Asn598Lysfs*7 | Pathogenic | VCV001120235
GLI3-I7 c.1028+1G>A / Pathogenic | VCV000528802
GLI3-18 €.366C>A Tyrl22* Pathogenic | VCV001120236
GLI3-19 c.1033_1048del Ala345Thrfs*15 | Pathogenic | VCV001120238
GLI3-110 €.2103+2T>A / Pathogenic | VCV001120239
GLI3-111 €.2594C>G Ser865* Pathogenic | VCV001120240
GLI3-112 €.868C>T Arg290* Pathogenic | VCV000013826
GLI3-113 €.1133_1134insC Pro379Serfs*33 | Pathogenic | VCV001120241
GLI3-I114 c.1880A>C His627Pro Likely VCV001120242
pathogenic

GLI3-I115 c.2374C>T Arg792* Pathogenic | VCV000013828
GLI3-116 €.3667_3670delin- | Tyr1223llefs*24 | Pathogenic | VCV001120243

SATCAA

Klassifikationen und Varianten der 16 IPs im Gen GLI3 (Transkript: NM_000168.6). modifi-

ziert nach Sczakiel et al., 2021

Im nachsten Schritt wurden die 16 IPs, bei denen eine pathogene Varianten in GLI3 iden-

tifiziert werden konnte, hinsichtlich ihrer Phanotypen einem der drei bekannten, durch
Mutationen in GLI3 ausgelésten Syndrome (GCPS, IPD, PHS) zugeordnet. Acht Indivi-

duen zeigten ausschlief3lich phanotypische Merkmale einer IPD (GLI3-I1, -13, -15, -18, -19,

-110, -114, -115), wobei bei funf weiteren zuséatzlich phanotypische Merkmale des GCPS
(GLI3-I12, -14, -16, -113, -116) vorhanden waren. Keinem der IPs konnte der Phanotyp PHS

zugeordnet werden, allerdings war bei drei Individuen keine zusatzliche phanotypische
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Klassifikation und somit auch keine Zuordnung zu einem Syndrom maoglich. Der entspre-
chende Phanotyp (IPD oder GCPS) war bis auf GLI3-16, innerhalb der Familien konstant.
Im Falle von GLI3-16, zeigte der IP die typische Auspragung von GCPS: Er prasentierte
sich mit Polysyndaktylien der Hande und FuRRe 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 Phanotyp festgestellt werden.

Eine Subgruppenanalyse der Polydaktylien der Hande zeigte, dass eine postaxiale Poly-
daktylie Typ B (PAP-B; MIM 174200) in sieben, eine praaxiale 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 mdglich. Eine Analyse der Polysyn-
daktylieformen der Ful3e zeigte eine PPD-IV in 22 der 39 Félle, PAP-A in einem Fall und
beide Phanotypen in einem weiteren. Zwei Falle zeigten eine isolierte zentrale Polydak-
tylie, in 13 Fallen war keine genauere Klassifikation moglich.
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Abbildung 6: Lokalisation von 15 Varianten in GLI3 in insgesamt 16 Familien. Unterstri-
chen sind solche, die erstmals beschrieben wurden. RD: Repressor-Doméane. SUFU:
Suppressor-von-fusioniertem-Protein-Domane. ZF: Zink-Finger-Domane. Farbliche Ko-
dierung nach, durch entsprechende Variante, ausgeléstem Phanotyp: Grin: IPD, Blau:
GCPS, Orange: IPD und GCPS, Grau: keine genaue Phanotypisierung mdglich. Klam-
mern unter dem Gen markieren Domanen, welche bisher als korrelierend zum entspre-

chenden Phanotyp gelten. modifiziert nach Sczakiel et al., 2021
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3.7.2 Analyse bereits publizierter Falle

Nach der Analyse der hauseigenen Daten wurde eine retrospektive Analyse von bereits
publizierten Fallen vorgenommen, in denen eine Mutation in GLI3 als krankheitsauslo-
send Klassifiziert worden war (siehe Abbildung 7). Hierbei wurden insgesamt 309 Félle
gesichtet. 65 hiervon zeigten den Phanotyp IPD, wobei in 32 Fallen (49,2%) die Variante
in der N-terminalen Domane von GLI3 lag. In 20 (30,8%) weiteren war sie in der zentralen
Domane und in 12 Fallen (18,5%) im C-terminalen Bereich zu finden, wobei es sich bei
keiner der beschriebenen Varianten der C-terminalen Domane um eine missense Vari-
ante handelte. Ein einzelnes Individuum (1,5%) war von einer grof3en Strukturvariante
betroffen, welche eine IPD ausldste.

In 157 von 309 Fallen trat der Phanotyp GCPS auf. Ahnlich wie bereits beim Phanotyp
IPD, zeigten sich die Varianten Uber 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 Domane. In
weiteren 17 Fallen traten Strukturvarianten auf, die mehrere Bereiche von GLI3 betrafen.
74 der 309 Varianten losten den Phanotyp PHS aus. 68 dieser 74 (91,9%) Varianten

lagen in der zentralen Domane von GLI3.
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Abbildung 7: Ubersicht der bereits publizierten GLI3 Varianten und entsprechender Phi-
notypen. a: Lokalisation IPD auslésender GLI3 Varianten. Oberhalb: truncating Varian-
ten, Unterhalb: missense Varianten. Farbliche Kodierung nach, durch entsprechende Va-
riante, ausgeléstem Phéanotyp: Grin: IPD, Orange: IPD und GCPS, Gelb: IPD und PHS.
Klammern unter dem Gen markieren Domanen, welche bisher als korrelierend zum ent-
sprechenden Phanotyp gelten. b: Darstellung der absoluten Zahlen der Lokalisationen
von GLI3 Varianten im Zusammenhang mit dem entsprechenden Ph&notyp. Obere
Reihe: Betroffene GLI3-Region mit entsprechendem Phanotyp. Untere Reihe: Phanotyp
mit entsprechender Lokalisation der pathogenen Varianten in GLI3. modifiziert nach Scz-
akiel et al., 2021
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3.8 Validierung der Pathogenitat von HMGB1-Mutationen

3.8.1 HMGB1-Varianten bei Patient*innen mit BPTAS

Bei insgesamt funf 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.Glul86Argfs*42)(siehe Abbildung 8b).

Bei HMGB1-12, -13 und -l4 konnte die gleiche heterozygote frameshift Variante
(NM_002128.7; c.551 554delAGAA: p.Lys184Argfs*44) identifiziert werden. Die Varian-
ten von HMGB1-13 und -14 zeigten sich nach der Analyse der Eltern als de novo (siehe

Abbildung 8c). Die Eltern von HMGB1-12 standen nicht zur Testung zur Verfliigung.

Eine genauere Analyse der cDNA von HMGB1-13 zeigte das Vorhandensein von Tran-
skripten des Wildtyps sowie der HMGB1-Mutation. Die Expression des Gens HMGB1
glich der Kontrolle (siehe Abbildung 8e).

Zusatzlich zu HMGB1-12, -13 und -14 zeigte das zuvor beschriebene 115/HMGB1-15 die
gleiche Variante in HMGBL1. Diese wurde bereits ausfuhrlich beschrieben und als krank-
heitsauslosend fur den Phéanotyp BPTAS bewertet (siehe Abbildung 8d, siehe 3.4.2). Alle

hier beschriebenen Varianten fanden sich im letzten Exon von HMGBL1.

Zuletzt konnte bei HMGB1-16 eine heterozygote Mikrodeletion im aCGH nachgewiesen
werden (arr[hg19]13g12.3(31,035,934 31,117,112)x1). Diese Daten wurden durch eine
gPCR erganzt. 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 prasentierte (vgl. extended data fig. 2i+j;
(Mensah et al., 2023)).
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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 (HMGB1-11 und I5) sowie der
Exom-Sequenzierung (HMGB1-14). b: gDNA Sanger-Sequenzierung von HMGB1 in
HMGB1-11. c: gDNA Sanger-Sequenzierung von HMGB1 in HMGB1-I12 und I3. De novo
in HMGB1-13. d: Exom-Sequenzierung von HMGB1-14. Variante gleich HMGB1-I12 und -
I3 sowie de novo. e: Sequenzierungsdaten von HMGB1-cDNA bei HMGB1-13. 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 Ahnlichkeit 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 ahnliche Ergebnisse fir die einzelnen Individuen. So wurde in
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drei von neun Fallen die Diagnose Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus Syn-
drom (BPES; MIM 110100) von der Software auf Rang eins vorgeschlagen. In sechs von
neun Fallen erreichten BPES oder das 22ql11.2-Deletions Syndrom die ersten zehn
Réange. Dariber hinaus zeigte sich BPES in acht von neun Fallen 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). Zusatzlich kénnen 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 lasst

vermuten, dass Patienten mit BPTAS charakteristische faziale Merkmale besitzen.

3.8.3 Phasentrennung abhéangig 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 fir DNA-Bindung (Lambert et al., 2018) sowie einen sauren
Schwanz am Ende der C-terminalen Domane. Diese saure Doméne 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 I, in wel-
chen sie fur eine Phasentrennung durch die Beeinflussung der Interaktion der Proteine
untereinander sorgen. Aufgrund der beobachteten Veranderung in der IDR von HMGB1
durch die beschriebenen Varianten, konnte eine Veranderung der phasentrennenden Ei-
genschaften des Proteins vermutet werden. Diese Vermutung konnte von Mensah et al.

in diversen Experimenten bestatigt werden (vgl. fig. 2; (Mensah et al., 2023)).
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Abbildung 9: Analyse des Proteins HMGBL1. 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

Diskussion 50

4. Diskussion

4.1 ldentifizierte Varianten

Durch strukturiertes Filtern und eine gezielte Analyse der Genom-Daten der Kohorte aus
69 Familien, war es moglich finf SNVs in bekannten Krankheitsgenen und drei in Kandi-
datengenen zu identifizieren. Des Weiteren konnte in zwei Féllen eine Strukturvariante
als Ursache der Extremitatenfehlbildung der jeweiligen Patient*innen aufgezeigt werden.
AulRerdem gelang der Nachweis einer pathogenen Repeat-Expansion in HOXD13 in ei-

nem weiteren Fall.

Im Genom der Patientin 110 befindet sich eine komplexe Strukturvariante. Es handelt sich
hierbei um eine circa 100kb umfassende Inversion, welche von einer 10kb groRen 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 gréf3ere Inversion, welche sich direkt an die Deletion anschliel3t, konnte in der
aCGH nicht nachgewiesen werden, da sich die Kopienanzahl bei einer Inversion nicht
verandert. Deshalb ergab die Diagnostik zuerst keinen Befund, der den Phanotyp der
Patientin erklaren konnte. Eine Analyse der Region via Sanger-Sequenzierung wére vor
WGS nicht mdglich gewesen, da die basengenaue Lokalisation der Inversion fir das ent-
sprechende Primer-Design hatte bekannt sein missen. Auch eine Exom-Sequenzierung
hatte keine Ergebnisse liefern kdnnen, weil sich die Bruchpunkte aul3erhalb des exoni-
schen Bereichs befinden. Schlussendlich wére auch eine Chromosomenanalyse nicht
aufschlussreich gewesen. Bei diesem Verfahren liegt die maximale Auflosung bei 5
Mega-Basen, wodurch die deutlich kleinere Inversion von 110 Gibersehen worden ware.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhielt die Patientin ein WGS, wodurch beide Struk-
turvarianten identifiziert und als pathogen klassifiziert werden konnten. Herkdmmliche
molekular-genetische Herangehensweisen hatten diese Variante aus bereits genannten
Griunden nicht auffinden kénnen. Nur das WGS war in der Lage entscheidende Erkennt-
nisse zu liefern, welche zur Diagnose der Variante fuhrten.

Des Weiteren lasst 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 110 ein veran-

dertes Zusammenspiel von Enhancer-Elementen dieser und einer benachbarten TAD
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zum entsprechenden Phanotyp SHFM3 fuhrt. Um einen genauen Eindruck der exakten
Regulationsmechanismen an diesem Locus zu erhalten, bedarf es jedoch weiterer Un-

tersuchungen.

Im Falle des Patienten 111 konnte eine komplexe Translokation als pathogen identifiziert
werden. In der aCGH war bereits 2015 eine de novo Duplikation des Locus 7936.3 ge-
zeigt worden, diese erklarte den Phanotyp des Patienten jedoch nicht vollstandig. Durch
die Durchfihrung 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 verandert. 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
fuhrte.

In einem weiteren Fall, 19, konnte eine HOXD13 Repeat-Expansion bestimmt werden.
Diese war durch vorherige molekular-genetische Untersuchungen nicht aufgefallen,
konnte durch WGS allerdings identifiziert und durch herkdmmliche HOXD13 Mikrosatel-
litenanalyse validiert werden. Hier zeigt sich ein weiterer Vorteil des WGS, namlich eine
nahezu unbeschrankte Sicht auf das gesamte Genom eines Menschen. Nattrlich ist es
von Vorteil, wenn man anhand des Phanotyps den Bereich der mdglichen pathogenen
Loci eingrenzen kann, sodass nur noch diese analysiert werden missen. Allerdings ist
dies vor allem im Bereich molekular-genetischer Forschung bei grof3en Kohorten nicht
immer moglich. 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 uber 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 Féllen 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 Grol3e der Gesamtkohorte betrug 13.037, allerdings
wurde nur bei 9.802 eine seltene Erkrankung erkannt und nur 7.065 davon phanotypisiert.
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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 herkémmliche molekular-genetische Untersuchung, wie
zum Beispiel eine aCGH, diagnostiziert worden waren (Turro et al., 2020).

Dies stellt einen Gegensatz zum Vorgehen dieser Arbeit dar, da hier lediglich Patient*in-
nen eingeschlossen wurden, welche sich in herkémmlicher molekular-genetischer Diag-
nostik ohne pathologischen Befund gezeigt hatten. Daraus kann man schlie3en, dass der
wahre Anteil von Patient*innen, die durch WGS eine molekular-genetische Diagnose er-

halten kénnen, héher 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 Phanotyp SHFM auf
und besitzen laut den Kriterien des ACMG pathogene (112; 113), bzw. hochstwahrschein-
lich pathogene (114) Varianten. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Phanotyp,
welcher durch eine monoallelische Veranderung 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
unauffallige Trager von hypo- bzw. amorphen UBA2 Mutationen (Yamoto et al., 2019).
Dies ist auch bei der Mutter von 113 der Fall. Weiterhin zeigt sich die entsprechende
SHFM in den Patienten weder bilateral identisch noch an allen Extremitaten. Der genaue
Grund fur diese Variabilitat sowie die unvollstéandige 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 fur den*die be-
troffene*n Patient*in bereits eine andere, pathogene Variante identifiziert werden konnte

oder zu wenig Informationen tber das betroffene Gen vorlagen.
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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 heil3e Varianten klassifiziert werden. Die hei3en Varianten wiesen hier-
bei zwar Kriterien auf, die eine Pathologie derselben vermuten lie3en, allerdings konnte
in keinem der Falle ein direkter Zusammenhang zwischen mutmalflich pathogener VUS
und Phénotyp 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 Gemeinschatft geteilt. Bisher konnte in zwei Fallen ein vielversprechen-
der Kontakt aufgebaut werden. Der Beweis der Pathogenitét einer Variante war allerdings

noch nicht moglich.

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 Extremitatenknospen, cis-regulatorische Domanen) 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 hoheren Wahrscheinlichkeit Varianten befinden, welche im Zusammenhang
mit Extremitatenfehlbildungen stehen. Leider konnten nur unsichere Erkenntnisse uber
urséchliche Varianten von Extremitatenfehlbildungen im nicht-kodierenden Bereich des

Genoms gewonnen werden.

Die Ursachen hierfir sind vielfaltig. Zum einen wurde ein definiertes Filter genutzt, wel-
ches das Sichtfeld fir Varianten einschrankte. Des Weiteren wurde ein willkirlich gewahl-
ter Abstand von 300 Basenpaaren fur die Definition der Varianten verwendet, die einen
gleichen oder ahnlichen regulatorischen Effekt aufweisen kénnten. 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 gréRere Abstande zueinander
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aufweisen (Pennacchio et al., 2013). Zusatzlich liegen weit komplexere Regulationsme-
chanismen im Genom vor, welche durch den hier gewahlten Ansatz nur zum Teil abge-
deckt werden kénnen (Spielmann et al., 2018). Weiterhin wurden lediglich Mendel’sche
Erbgéange in der Analyse bericksichtigt.

In weiteren Studien sollte versucht werden, das gesamte Genom inklusive maximal vieler
bekannter Regulationsmechanismen zu betrachten. Somit konnten nicht-kodierende Va-
rianten identifiziert werden, die Uber komplexe Mechanismen die Expression von einem
oder mehreren Genen beeinflussen. Dadurch bestiinde zum Beispiel die Moglichkeit der

Diagnostik von oligo- beziehungsweise polygenen Erkrankungen.

4.3 Qualitat der Analyse

Durch VarFish war es mdglich 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 mdglich. Allerdings
befindet sich die Software zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit im Beta-Stadium,
wodurch noch einige Fehler in der Arbeitsweise bestehen kdnnten.

Bei den Strukturvarianten wurde eine weitere Schwache der Software sichtbar: Die von
VarFish genutzten Algorithmen, welche aus den genomischen Rohdaten die SVs identi-
fizieren, prasentierten sich vor allem bei Inversionen als teilweise unprazise. 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 félschlicher-
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 lasst zusatz-
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-
zuglich der minimalen Gro3e der Strukturvarianten enger eingestellt werden. Dadurch
konnten nur SVs groRRer als 1,5kb betrachtet werden, wodurch eine manuelle Auswertung

jeder Strukturvariante, welche den Filterkriterien genigte, ermdglicht werden konnte.
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Somit wird allerdings ein grof3er Vorteil der Genomanalyse gegeniber der aCGH abge-
schwacht. Wahrend eine aCGH eine Genauigkeit von circa 3kb aufweist, ist es mittels
Genomanalyse theoretisch méglich, CNVs basengenau zu identifizieren. Dieser Vorteil
musste allerdings durch das nachfolgende Filter begrenzt werden, um eine manuelle

Auswertung der SVs gewahrleisten zu kénnen.

Wie in Abbildung 1 zu erkennen, befanden sich im Datensatz neun Ausreil3er, in deren
Fallen 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 grof3ten-
teils europaische, siud-asiatische und mittel-amerikanische Exom- bzw. Genomdaten als
Referenz enthalten (Karczewski et al., 2020; Lek et al., 2016). Dadurch besteht die MAg-
lichkeit, dass bei einem Patienten mit zum Beispiel indischer Herkunft, mehr Varianten
als selten beurteilt werden, da sie nicht haufig in den Vergleichspopulationen vorkommen.
Zusatzlich lasst sich nicht ausschliel3en, dass in diesen neun Fallen eine schlechte Qua-
litdt der Daten bestand oder dass die SNV-callende Software fehlerhaft war.

Bei den SVs konnten insgesamt funf Ausreil3er mit einer erh6hten Anzahl an Calls fest-
gestellt werden. Insgesamt mussten in neun Féllen strengere Filterkriterien angewandt
werden, da hier initial zu viele Calls gefiltert wurden, um sie manuell auszuwerten. Dar-
Uber hinaus war in einem Fall sogar eine manuelle Auswertung der Daten durch die Viel-
zahl an Calls unmoglich. Die soeben fur SNVs beschriebenen Fehlerquellen, lassen sich
hierbei zum Teil auf die SVs Ubertragen. Dariliber hinaus spielt natirlich die zuvor ange-
sprochene Ungenauigkeit der Calling-Algorithmen eine grof3e Rolle. Im Falle des ausge-
schlossenen Patienten lasst sich aufgrund der auf3ergewohnlich hohen Anzahl von SV-
Calls eine Chromotrypsis als weitere Ursache nicht ausschliel3en. 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) auf3ern (Jones & Jallepalli, 2012). Diese Varianten wirden von VarFish
als SVs identifiziert werden und kbnnten somit zu der hohen Anzahl an Calls bei 14 fihren.

Eine Testung auf eine Chromotrypsis sollte im weiteren Verlauf erfolgen.

Die Filtereinstellungen, welche in VarFish verwendet wurden, waren so gewahlt, dass

eine geeignete Balance zwischen der Anzahl der gefilterten Calls und deren Qualitat be-
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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 Kapazitaten der manuellen Auswertung zu erschopfen. Kénnte man diese
Prozesse weiter oder vollstandig automatisieren und die Qualitat der Rohdaten sowie die
Algorithmen zum Auffinden von Varianten verbessern, wird eine noch effektivere und
ausfuhrlichere Auswertung von Genomdaten mdglich sein. Damit kdnnte in Zukunft eine

noch groRere Prozentzahl von Fallen geldst werden.

4.4 Limitationen von WGS bei der Untersuchung von 69 IPs mit Extremitatenfehl-

bildungen

WGS besitzt neben seinem enormen Potential diverse Schwéachen. Bei der Sequenzie-
rung werden Gberwiegend short-reads verwendet, wodurch zwar SNVs und kleine InDels
exakt bestimmt werden konnen, grol3ere SVs jedoch haufig nicht. Dartiber hinaus besitzt
das Genom viele repetitive Elemente, also Abschnitte in denen sich eine bestimmte Ba-
senabfolge haufig wiederholt. Bei short-read basierten Sequenziertechnologien kann es
wahrend des Mappings zu einer Fehlzuordnung oder auch zu Licken kommen, welche
die Analyse aufgrund inkompletter Datensatze erschweren (van Dijk et al., 2018). Aul3er-
dem ist die Lange bzw. Langenveranderung sehr langer repetitiver Abschnitte nicht sicher
zu bestimmen. Um diese Schwachstelle auszugleichen, kdnnten in Zukunft long-read Se-
guenzierungsmethoden verwendet werden. Vielversprechende Ansétze sind hierbei Na-
nopore-Sequenzierung oder die single-molecule real-time Sequenzierung, welche zu-
satzlich das Potential besitzen, epigenetische Verdnderungen der DNA zu detektieren
(van Dijk et al., 2018).

Neben der Sequenzierungsmethode weist auch die nachfolgende Analyse der Daten Ver-
besserungsmaoglichkeiten auf. Die in diesem Projekt verwendete Software zur Analyse
der Genom-Daten deckt nur einen Teil der méglichen pathogenen Verdnderungen des
Genoms ab. So wurden zum Beispiel lediglich monogene Erbgange betrachtet, wodurch
oligo- bzw. polygene ausgeschlossen worden. Des Weiteren konnten durch zusatzliche
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 hierflr nicht ausgelegt, sodass initial die Variante von 113 in UBA2 nicht identifiziert
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werden konnte. Dies war erst durch die zusétzliche, vergleichende Analyse der VCF-
Daten mehrerer Familien mdglich.

AulRerdem konnen epigenetische Vorgange, welche immer haufiger als Ursachen fur
Fehlbildungen des Menschen vermutet werden (Garland et al., 2020), durch ein WGS
unzureichend betrachtet werden.

All dies legt nahe, dass durch die Implementierung zusatzlicher Methoden zur Identifika-
tion von Varianten und deren Regulationsmechanismen weitere Falle molekular-gene-

tisch diagnostiziert werden kénnen.

4.5 Genotyp-Phanotyp-Korrelation von GLI3

In der durchgefiihrten Untersuchung konnten 15 Varianten in 16 Familien identifiziert wer-
den. Acht Individuen prasentierten eine IPD, wobei finf weitere zusatzliche Merkmale

des GCPS zeigten und keines dem Phanotyp PHS zugeordnet werden konnte.

Bisherige Studien legen nahe, dass im Falle von GLI3 eine Genotyp-Phanotyp-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 Phanotypen zugeordnet. Va-
rianten, welche vor allem im vorderen Drittel des Gens liegen, sollen in GCPS resultieren,
wahrend Varianten des mittleren Drittels PHS auslosen (Johnston et al., 2005).

Ein solche eindeutige Korrelation konnte im Fall der vorgelegten Studie nicht nachgewie-
sen werden. Die aufgefundenen Varianten, die GCPS auslosen, finden sich zwar in der
C-terminalen, allerdings auch in der N-terminalen sowie in der zentralen Domane. Dar-
Uber hinaus konnten funf Varianten identifiziert werden, die in der zentralen Region lie-
gen. Neben GCPS (1/5) zeigten die IPs den Phé&notyp IPD (3/5). Im letzten Fall konnte
keine genauere Analyse des Phénotyps stattfinden. Keiner dieser IPs zeigte das fur Va-
rianten in der zentralen Domane typische PHS, wobei keine Bildgebung des Kopfes er-
folgte, sodass asymptomatische Hamartome nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
Zusammenfassend steht die Verteilung der GCPS auslésenden 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-
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GCPS-Genotyp-Phanotyp-Korrelation, wie etwa von Johnston et al. beschrieben, konnte

nicht bestatigt werden (Johnston et al., 2005).

Im Fall des Individuums GLI3-I6, konnte ein veranderter Phanotyp in unterschiedlichen
Generationen einer Familie festgestellt werden. Der IP zeigte die typische Auspragung
von GCPS, wahrend 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-Phéanotyp-Korre-
lation von GLI3 deckt (Johnston et al., 2010). Darber hinaus lasst die Lokalisationen der
funf Varianten in der zentralen Doméane die Vermutung zu, dass sich IPD hier als milde

Form von PHS prasentiert (Johnston et al., 2010).

Nach der Analyse der hauseigenen Falle, erfolgte die retrospektive Auswertung von be-
reits publizierten pathogenen GLI3-Varianten und deren Beurteilung beztiglich einer mog-
lichen Genotyp-Phanotyp-Korrelation. Varianten, die eine IPD oder GCPS auslosten,
konnten in allen drei Bereichen von GLI3 identifiziert werden. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Studien gréf3erer Kohorten (Kalff-Suske et al., 1999). Eine genau-
ere Analyse der IPD-auslosenden Varianten zeigte, dass nonsense Varianten tber die
gesamte kodierende Region von GLI3 (c.540-c.4507) zu finden waren, wahrend mis-
sense Varianten vermehrt in der zentralen Region (c.1446—c.3018) auftraten. Bei letzte-
rem war vor allem die Zink-Finger-Domane betroffen. Insgesamt konnte gezeigt werden,
dass IPD und GCPS von einer Vielzahl an Varianten unterschiedlicher Lokalisation aus-
geldst werden, was mit Ergebnissen anderer Publikationen Ubereinstimmt (Jamsheer et
al., 2012; Kalff-Suske et al., 1999).

Lediglich PHS wies in der retrospektiven Analyse eine Locus-abhangige Genotyp-Pha-
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 phano-
typischen Spektrum assoziiert sind. Vor allem GCPS und PHS differenzieren sich phéa-
notypisch voneinander und kénnen im Falle von PHS einem spezifischen Bereich zuge-
ordnet werden. IPD prasentiert sich im Zwischenbereich als milde Manifestation von

GCPS oder seltener PHS. Daruber hinaus konnten auch asymptomatische Trager*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

Diskussion 59

von GLI3-Varianten identifiziert werden, was die phanotypische Bandbreite zuséatzlich un-

terstreicht (Démurger et al., 2015).

4.6 Kleine intragenische Deletion von GLI3

Im weiteren Verlauf konnte in einem zusatzlichen Fall mit GLI3-assoziierter Polydaktylie
(GLI3-117), welcher dem IMG im Rahmen der Routinediagnostik zugesandt wurde, eine
130 Basenpaare grof3e Deletion identifiziert werden. Der Patient hatte zuvor eine geneti-
sche Standarddiagnostik sowie eine Ganzgenomsequenzierung und entsprechende Aus-
wertung erhalten. Beide Methoden zeigten keine pathologisch auffallige Variante in GLI3.
Bei einer genaueren manuellen Auswertung konnte jedoch eine 130bp grof3e Deletion
(NM_000168.6; ¢.420_473+76del) im Ubergang vom dritten Exon zum dritten Intron ge-
funden werden. Diese Variante wurde per Sanger-Sequenzierung bestatigt.

Die herkbmmlichen Methoden versagten in diesem Falle aus zweierlei Griinden. Die Ub-
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-Grof3e von 3kb
gewahlt wurde. Dies geschah um haufig auftretende Artefakte, die oftmals kleiner als 3kb
sind, herauszufiltern. Da die Variante in GLI3 lediglich 130bp grof3 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

anschlieRend als pathogen klassifiziert werden (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von GLI3 Exon 2-4 des Trios von IP
GLI3-I117. 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 Lange von
372bp. Darunter findet man bei der IP das von der Deletion betroffene Allel (untere
Bande) mit einer Lange von 242bp. Ansatz Nummer eins des IP und drei des Vaters

blieben ohne Amplifikat. L: Leiter. eigene Darstellung

Anhand von GLI3-I117 lassen sich Starken und Schwachen des WGS verdeutlichen. Ei-
nerseits kdnnen Varianten identifiziert werden, die durch eine genetische Standarddiag-
nostik, wie eine Sanger-Sequenzierung mit einem festen Primer-Design, zunéchst Gber-
sehen worden waren. Dies geschieht durch den theoretisch uneingeschrankten Blick der
WGS sowohl auf die Art als auch auf die Grof3e und Lokalisation der Varianten. In diesem
Spezifikum liegt jedoch gleichzeitig auch eine Schwéche, da die Anzahl der Varianten,
die pro Genom generiert werden, durch eine Person im klinischen Setting nicht sinnvoll
auswertbar sind. Das bedeutet, dass Filter benoétigt werden, um die Anzahl der Varianten
zu verringern und die manuelle Auswertung zu erméglichen. Zwar kann man so bei kor-
rekter Einstellung die Wahrscheinlichkeit, eine pathogene Variante zu finden, erhéhen,
allerdings zeigt das oben genannte Beispiel, dass durchaus auch pathogene Varianten
herausgefiltert und somit bersehen werden kdénnen.

Dartber hinaus stellt die im Falle von Varianten in GLI3 beschriebene variable Expressi-
vitat und Penetranz des Phanotyps eine weitere Herausforderung im Zusammenhang mit
WGS dar. Zwar bestehen bei GLI3 gewisse Genotyp-Phanotyp-Korrelationen, diese sind
allerdings nur im Falle bestimmter Arten von Varianten und Lokalisationen eindeutig.
Manche Faktoren, wie epigenetische Effekte, welche die Genotyp-Phanotyp-Korrelation
beeinflussen, werden vom WGS nicht erfasst und kbnnen somit nicht in die Auswertung

eingeschlossen werden (Kingdom & Wright, 2022). Um einen gesamtheitlichen Uberblick
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zu vervollstandigen, bedarf es weiterer Forschung und Optimierung von Auswertungs-

pipelines.

4.7 Final-exon frameshift Varianten in HMGB1 [6sen 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 Ubrigen wurden aus publizierter Literatur in die Betrachtung mit einbezogen.
Alle Individuen zeigten einen charakteristischen Phanotyp 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 Extremitaten eine auffallige Ahn-
lichkeit. So prasentierten alle elf Individuen, bei denen eine entsprechend detaillierte Pha-
notypisierung stattfinden konnte, tibiale A- oder Hypoplasien sowie praaxiale Polysynd-
aktylien und Kontrakturen grofR3er Gelenke. Darlber hinaus zeigte sich bei allen ein un-
terschiedliches Ausmalf3 der Fehlbildungen zwischen unterer und oberer Extremitét, wo-
bei die untere Extremitat schwerwiegender betroffen war.

Der digital-akrale Ph&notyp bedarf hierbei besonderer Aufmerksamkeit. Neben einer
Brachydaktylie zeigten sich hypoplastische beziehungsweise lateral dislozierte, rudimen-
tare Nagel, welche, zusammen mit einer Vergro3erung der distalen Phalangen, als Sto-
rung der dorso-ventralen Strukturierung der Hand gewertet wurden. Radiologische Auf-
nahmen der Individuen HMGB1-I1, -12, -14 und -I5 zeigten eine &hnliche 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-
geldst (Gao & He, 2004), wobei jedoch keine Verbindung zwischen IHH und HMGBL 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
Phanotyps von BPTAS mittels F2GR eine Ahnlichkeit zwischen den eingeschlossenen

Individuen mit BPTAS festgestellt werden. Im Vordergrund standen hierbei fehlgebildete
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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 Phanotyp BPTAS erkennen und somit zur Diagnose weiterer

Falle beitragen kann.

Innerhalb der finf analysierten Individuen trugen vier (HMGB1-12, -I3, -14, -15) die gleiche
Variante. Durch den de novo final-exon frameshift, wird die Struktur des eigentlich sauren
Schwanzes von HMGB1 verandert. Normalerweise besteht HMGB1 aus zwei HMG-Do-
manen (Exon 2-4) und einem C-terminalen, sauren Schwanz, welcher von Exon 5 kodiert
wird. Dieser ist 30 Aminosauren lang und besteht beim Wildtyp nur aus Aspartat und
Glutamat. Im Falle der vorliegenden Variante wird die Struktur dieses Schwanzes mal3-
geblich verandert, sodass die urspringlich 30 sauren Aminosauren durch 41 zum Grol3-
teil basische Aminosauren ausgetauscht werden (siehe Abbildung 11). Darlber hinaus
wird eine Aminosaure aul3erhalb des Schwanzes verdndert: Lys184Arg.
Im Falle des Individuums HMGB1-I1 zeigt sich ein &hnliches 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 HMGB1-11 allerdings keine Aminosaure aul3erhalb des Schwanzes

geandert.
E n LSRRI AR < R KR K KR RRRRECKK K KKK LUK BG5S B
Phenotype: Neurodevelopmental phenotype Brachyphalangy-polydactyly SRR KRREURK UKRERRRRE VKK DK KKK NKIRVIR D g S B
tibial aplas! rome
I oA Human KKEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEEDDDDE]
Mutations: €.320G>A C.437dupA BPTAS Mouse
p.(Arg110His)  p.(Lys147Glufs™10) E,mcken
T0g
- . Zebrafish
©.220_223dUpGAAA c.55 Sebrfieh,
p.(Met75Argis* 35) L
¢.118delT
p.(Met63A1gfs"13) HMGB1 (Wild type) HMGB1 (K184Rfs"44

 EBeeeeeeees - — @ 05 05
Transcript 2o 0 == 0.0 -
feature:  Exon 1 Exon2Exen3 Exon4 Exon 5 5 -r.|.b n. ;
Encoded 1.0 -1.0
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Abbildung 11: Struktur und Ladung von HMGBL1. a: Struktur von HMGB1 und Lokalisation
der Varianten. Farbliche Zuordnung zum durch die Variante ausgelosten Phanotyp. b:
Struktur des Schwanzes von HMGB1, oben: BPTAS Varianten, unten: Konservierung,
Aminosauren im Einbuchstabencode. Rot: sauer, Blau: basisch. c: Ladung von HMGB1.
Links Wildtyp, rechts Variante. modifiziert nach Mensah et al., 2023
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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). Fur das
gesamte Gen HMGBL1 sind insgesamt 1191 Varianten in gnomAD gelistet, wovon 55 den
sauren Schwanz betreffen. Allerdings verandern diese kaum die Asp-Glu Struktur, der
Schwanz wird durch die beschriebenen Varianten maximal um finf Aminosauren ver-
kirzt. Zusammen mit der hohen Konservierung der sauren Endregion in Wirbeltieren
lasst dies auf die Bedeutsamkeit der Integritat derselben schlieRen. Dartiber hinaus klas-
sifiziert MutationTaster die Variante als pathogen. All das legt nahe, dass Varianten in
HMGB1, die den sauren Schwanz mafRgeblich modulieren und bei mehreren Patient*in-
nen mit einem charakteristischen, seltenen Phanotyp identifiziert wurden, als pathogen

klassifiziert werden missen.

4.8 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen von HMGB1

Neben den zwei beschriebenen final-exon frameshift Varianten, konnte eine Mikrodele-
tion bei HMGB1-16 identifiziert werden. Der Phanotyp des Patienten imponierte mit einer
geistigen Entwicklungsverzogerung sowie einer Microcephaly, einer Klinodaktylie des
funften Fingers und Syndaktylien der zweiten und dritten Zehe. Dies deckt sich mit der
Diagnose eines 13g12.3 Deletions-Syndroms, dessen kritische Region vor kurzem auf
den Bereich chr13:31,021,687-31,042,716, welcher HMGB1 enthélt, reduziert werden
konnte. Die Variante trat bei HMGB1-16 de novo auf. All dies unterstitzt die Annahme
von Uguen et al., die HMGBL1 als entscheidendes Element des 13912.3 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 tragt, einen eigenen, differenzier-
baren Phanotyp. Dies legt die Vermutung nahe, dass verschiedene Varianten von
HMGB1 (LoF Varianten vs. final-exon frameshifts) verschiedene Phanotypen auslésen.
Der Grund hierfur lasst sich in den unterschiedlichen Pathomechanismen annehmen.
Wahrend frameshift Varianten des letzten Exons den sauren Schwanz von HMGB1 und

damit die phasentrennenden Eigenschaften des Proteins &ndern, resultieren Mikrodele-
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tionen und LoF Varianten in einem nonsense mediated decay. Dadurch werden fehler-
hafte oder unvollstandige 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 lasst sich hypothetisieren, dass Varianten, welche die HMG-Boxen des Proteins
beeinflussen, einen systemischen Einfluss auf das Individuum in Form von geistiger Ent-
wicklungsverzdégerung haben. Final-exon frameshift Varianten, welche nur den sauren
Schwanz des Proteins verandern, scheinen hauptséchlich ektope bzw. quantitative Aus-
wirkungen zu besitzen, sodass es zum Phanotyp BPTAS kommt (Mensah et al., 2023).
All dies legt eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation nahe, deren genaue Aspekte zukinftige

Forschung spezifizieren sollte.

4.9 Veranderte Proteinfunktion von HMGB 1

Die Ergebnisse von Mensah et al. zeigen, dass die C-terminale saure Domane (intrinsisch
unorganisierter Asp/Glu-Repeat) von HMGBL1 eine wichtige Rolle bei der Lokalisation des
Proteins im Zellkern spielt. Wildtyp-HMGB1 verteilt sich im gesamten Zellkern, wahrend
sich mutiertes HMGB1, dessen C-Terminale Doméane durch einen gréf3tenteils basischen
Abschnitt ersetzt wurde, in der auf3eren Phase des Nukleolus wiederfindet. Die Mutation
verandert also nachweislich die Phasentrennungseigenschaften von HMGBL1. Derartige
frameshift-induzierte Austausche intrinsisch ungeordneter Proteinregionen scheinen ein
neuer Pathomechanismus zu sein, der eine Reihe bereits bekannter und méglicherweise
noch unbekannter pathogener Mutationen funktionell erklart (Mensah et al., 2023; X.
Wang et al., 2023).

4.10 WGS ermaoglicht 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 herkémmliche genetische Diagnostik identifiziert worden. Der
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unvoreingenommene Blick des WGS ermdglichte das Auffinden der Variante von
HMGB1-15 und legte somit den Grundstein fir die weitere Analyse. Daraus resultierte die
Neubeschreibung einer Gen-Syndrom-Assoziation (HMGB1 - BPTAS) sowie die Unter-
suchung weiterer Gene beziehungsweise Proteine, welche eine &hnliche Struktur aufwie-
sen. Daruber hinaus konnten weitere Erkenntnisse bezulglich 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 lieRen. Man kann vermuten, dass
mit der Weiterentwicklung der Methodik des WGS und Verbesserung von Analysesoft-
ware und -prozessen viele solcher Ausgangspunkte geschaffen werden kénnen, 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 herkdmmliche molekular-genetische Untersuchun-
gen durchlaufen hatten, in 12 Fallen (17,4%) die Identifikation einer pathogenen Variante
gelang. Hierbei handelt es sich um neun SNVs, eine komplexe SV, eine Repeat-Verlan-
gerung und eine komplexe Translokation. Darlber hinaus konnten die durch das WGS
gewonnenen Erkenntnisse als Grundlage verwendet werden, von der aus zwei weitere
Forschungsprojekte konzipiert und durchgefuhrt wurden. Dies ermoglichte 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 Ansétze fir die Analyse von nicht-kodierenden Bereichen oder

komplexen Regulationsmechanismen in Zukunft weiter gesteigert werden.

WGS sollte in der alltaglichen klinischen Diagnostik von genetischen Krankheiten etab-
liert werden, da es ermdoglicht, Varianten unterschiedlichster Art aufzufinden, auch sol-
che, die durch herkdmmliche molekular-genetische Diagnostik nicht identifiziert werden

kdnnen.
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Eidesstattliche Versicherung

»Ich, Jonas Elsner, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift, dass ich die vorge-
legte Dissertation mit dem Thema: ,Untersuchung des diagnostischen Potenzials der Ganzgenomsequen-
zierung am Beispiel von 69 Fallen mit angeborenen Extremitatenfehlbildungen; Investigation into the diag-
nostic potential of Whole-Genome-Sequencing by the example of 69 cases with congenital limb malforma-
tions* selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebe-
nen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die woértlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer Autoren/innen
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Abstract

The extensive clinical and genetic heterogeneity of congenital limb malformation calls for comprehensive genome-wide
analysis of genetic variation. Genome sequencing (GS) has the potential to identify all genetic variants. Here we aim to
determine the diagnostic potential of GS as a comprehensive one-test-for-all strategy in a cohort of undiagnosed patients with
congenital limb malformations. We collected 69 cases (64 trios, 1 duo, 5 singletons) with congenital limb malformations
with no molecular diagnosis after standard clinical genetic testing and performed genome sequencing. We also developed a
framework to identify potential noncoding pathogenic variants. We identified likely pathogenic/disease-associated variants
in 12 cases (17.4%) including four in known disease genes, and one repeat expansion in HOXD]3. In three unrelated cases
with ectrodactyly, we identified likely pathogenic variants in UBA2, establishing it as a novel disease gene. In addition, we
found two complex structural variants (3%). We also identified likely causative variants in three novel high confidence can-
didate genes. We were not able to identify any noncoding variants. GS is a powerful strategy to identify all types of genomic
variants associated with congenital limb malformation, including repeat expansions and complex structural variants missed
by standard diagnostic approaches. In this cohort, no causative noncoding SNVs could be identified.

Introduction of the routine diagnostics in genetic medicine (Decipher-

ing Developmental Disorders Study 2017). Despite these

The repertoire of diagnostic tests in human genetics is as
diverse as the types of genetic alterations they were devel-
oped to detect (Berisha et al. 2020). Through the develop-
ment of Next Generation Sequencing technologies (NGS)
sequencing has become several orders of magnitude faster
and cheaper. This has led to an enormous increase in the
efficiency of genetic testing (Levy and Myers 2016). NGS
quickly found its way from research applications to the
clinic: today, panel and exome sequencing are elements
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significant advances, classical genetic testing methods such
as chromosomal microarray analysis (CMA) and Sanger
sequencing remain part of the standard diagnostic arsenal.
This is because NGS-based gene panels often do not detect
structural variants such as inversions and translocations, or
fail to determine repeat lengths (Berisha et al. 2020). The
goal of detecting all types of genetic variation in a single test
can theoretically be achieved by short-read based genome
sequencing (GS) (Xue et al. 2015). While there are some
very encouraging proof of concept studies for the use of GS
in individuals with intellectual disability (Lindstrand et al.
2019), GS is not yet part of the clinical routine and there is
a lack of systematic studies on the benefits of such tests for
individuals with congenital malformations.

A major limitation of panel and exome sequencing
approaches is that they usually do not cover 98% of the
genome which is noncoding, and are, hence, unable to
detect deep intronic splice variants or intergenic regulatory
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variants. Therefore, over 40% of individuals with genetic
diseases receive no molecular diagnosis after standard test-
ing (Gilissen et al. 2014). This is likely because the noncod-
ing sequence has largely been ignored despite most nucleo-
tides and single nucleotide variants being noncoding. The
two main challenges that currently hamper the medical inter-
pretation of noncoding variants are the poor understanding
of the “regulatory code” of the noncoding genome and the
large number of noncoding variants in each individual that
renders classical functional work-up strategies impossible.

In this study, we aimed to determine the diagnostic poten-
tial of GS as a comprehensive one-test-for-all strategy in a
cohort of 69 unsolved patients with congenital limb mal-
formations. We also attempted to develop a framework to
prioritize the large number of noncoding variants identified
in the GS studies by combining mouse genetic and human
functional epigenetic data with in vivo-validated enhancer
sequences.

Materials and methods
Study design

Patients affected with malformations of two limbs, or two
individuals from a family, each affected with a malformation
of at least one limb were recruited (Supplementary Fig. 1).
Exclusion criteria included a molecularly established genetic
diagnosis, a suspected diagnosis of amniotic band syndrome,
or an isolated fifth finger clinodactyly. A convenience set of
samples was collected from the patients of the Department
of Hand Surgery of the Katholisches Kinderkrankenhaus
Wilhelmstift Hamburg and the Institute of Medical Genetics
and Human Genetics of the Charité (IMG)—Universitits-
medizin Berlin. This sample-set was compiled with cases
that were sent to the IMG by external physicians for diag-
nostic purposes. The sample-set was fixed before conducting
GS.

Included patients

We included 69 patients in this study (Supplementary
Table 1). We sequenced the index case and both parents
in 64 cases, the index and one parent in one case, and only
the index in four cases (parental DNA was not available for
testing). In one case, we additionally sequenced a sibling.
In five cases, one parent showed a limb malformation com-
parable to the index. In one case featuring ectrodactyly and
apparently unaffected parents and grandparents, a maternal
grand-uncle was affected, who was also sequenced. In 60
cases no family member other than the index was reported
to show a limb malformation.

@ Springer

Phenotyping and conventional genetic testing

Limb malformations were phenotyped based on pho-
tographs and radiographs by a panel of medical profes-
sionals including expert clinical geneticists. Phenotypes
were described as per Human Phenotype Ontology (HPO)
terminology.

Based on a patient’s phenotype, genes were selected for
sequencing by medical geneticists. Sample preparation and
Sanger-sequencing were performed using standard proce-
dures. High resolution (1 M oligo) CMA was performed as
described previously (Flottmann et al. 2018).

Genome sequencing and variant calling

Paired-end PCR-free GS was performed by Macrogen Inc.
(South-Korea) using a HiSeq X Ten platform. DNA prepa-
ration, sequencing, and sequence data processing were per-
formed according to Macrogen’s standard protocol (coverage
30x and read length 150 bp).

The FASTQ files were transferred to the Core Unit Bioin-
formatics of the Berlin Institute of Health (CUBI) for variant
calling. Files were further processed and securely stored in
the System for Omics Data Analysis and Retrieval (SODAR)
(Nieminen et al. 2020). GATK HC was used to call simple
nucleotide variants, while structural variants were called
using Delly2, PopDel, and ERDS/SV2. Afterwards, vari-
ants were processed and annotated by the VarFish platform
(Holtgrewe et al. 2020). Variants were mapped according to
the hg19 reference genome.

Variant filtration
Coding SNVs and SVs

Each index case was filtered as a singleton, regardless of the
availability of family data. If parental samples were avail-
able, a trio-based filtration approach was additionally per-
formed. Male-index trio-cases were also filtered for hemizy-
gous X-chromosomal variants.

Simple nucleotide variant filtration was performed on the
VarFish platform (Version v0.17.2) (Holtgrewe et al. 2020).
We filtered GS data for non-synonymous exonic and splice
variants using default settings for read depth, allelic bal-
ance, and read quality. Allele counts were set as described
in Supplementary Table 2. SNVs that passed filtration were
exported as variant calling files (VCF). For evaluation of
variant pathogenicity, VCFs were uploaded to MutationDis-
tiller and Exomiser. The first ten results were exported for
semi-automated, in-depth analysis (see Supplementary
Fig. 2 for details). We also tested for truncating or probable
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LoF (CADD > 20) variants affecting the same gene with a
pLI>0.9 in at least two independent patients.

Structural variant filtration was performed as described
in Supplementary Table 3. The minimal size for structural
variant filtration was 1500 bp. Whenever we obtained more
than 30 structural variants after initial filtering, we increased
the number of minimally covered informative reads from 2
to 5. Each SV passing filtration was judged manually with
the information provided by the IGV-Browser and UCSC
(see Supplementary Fig. 3 for details).

All findings were evaluated at weekly clinical meetings.

Analysis of noncoding variants: limb regulome

We defined a limb-specific potential regulome to filter and
interpret non-coding variants. For this purpose, we created a
list of 1719 genes involved in embryonic limb development
based on data from the Mouse Genome Informatics (MGI)
database and entries in OMIM. We defined the human limb
regulome as the following: 1. all conserved (phyloP>1,3)
variants, 2. those located within the same topologically
associating domain (TAD) (as determined in human fibro-
blasts (Dixon et al. 2012)) as a limb gene, 3. those that
were marked by an H3K27 acetylation peak in human limb
buds (Cotney et al. 2013). We also included the validated
enhancer elements of the VISTA Enhancer Browser. Coding
and noncoding SNVs were filtered for rare variants (fre-
quency <0.1%) and were considered to be potentially affect-
ing the same regulatory element if they were either less than
300 bp apart or positioned in the same established enhancer.

Whenever we identified rare, potentially pathogenic het-
erozygous coding variants of genes associated with a reces-
sive limb phenotype in individuals featuring at least a partial
overlap with that phenotype, we also screened for in trans
conserved non-coding variants with a MAF <3% affecting
the same TAD.

Results

We collected a cohort of 69 individuals affected with con-
genital limb malformations. All individuals had previously
gone through our clinical genetics routine pipeline includ-
ing clinical examination, candidate gene testing, and CMA.
We then performed GS as a comprehensive one-test-for-all
strategy.

In total, we identified 333,163,643 single nucleotide
variants (SNVs) among the 69 sequenced index patients,
of which 7,020,766 were either coding or flanking coding
elements by 10 bp or less. 326,142,877 were noncoding
SNVs, of which 19,362 were rare (gnomAD AF <0.01).
21,369 of the coding SNV calls were classified by Jan-
novar to be of at least moderate relevance (missense and

truncating), and 1429 to be of high relevance (truncating
only). VarFish filtering returned 5761 SNVs. Filtering by
Exomizer and MutationTaster identified 433 potentially
pathogenic coding calls among these, of which 174 were
high-quality calls suitable for further evaluation.

30,062, SN'Vs resulted in the potential loss-of-function
of probably haploinsufficient genes. 49 of these affected
the same gene in two unrelated index individuals (Sup-
plementary Fig. 2).

We also analyzed the structural variants in 68 of the 69
index patients. 55 cases were filtered as trios with unaf-
fected parents and moderate filter settings. Five were fil-
tered as trios with another affected relative and moderate
filter settings. Stricter filter settings were chosen for 9 trios
because moderate filter settings produced an unmanage-
able amount of SV calls. 3 cases were analyzed as sin-
gletons. Individuals I1, 12, I3 did not yield any results, 14
was excluded from the SV analysis because too many SVs
were called even with stricter filter settings due to poor
data quality.

Of the 1,555,426 SVs, 633 SVs passed the filtering by
VarFish, of which 222 were inversions, 288 deletions, 76
duplications, and 47 breakpoints of potential translocations.

417 of these SVs were excluded because they were of
poor calling quality or because they were inherited from an
unaffected parent. We then manually inspected the remaining
216 SVs. Segregation analysis in the parents was performed
by qPCR after comparing candidate CNVs with known limb
genes according to the Human Phenotype Ontology, cross-
species phenotype comparison, mouse models, gene expres-
sion data (Cao et al. 2019), limb enhancer elements (Visel
et al. 2009), and the local topological associating domain
(TAD) architecture of the locus (Dixon et al. 2012; Cao et al.
2019). As a result, we identified 30 promising variants (Sup-
plementary Fig. 3).

Variants in four known, limb malformation
associated genes

We identified pathogenic variants in established disease
genes in four individuals (IS, 16, 17, I8, Supplementary
Fig. 4), which we confirmed by Sanger sequencing. These
included a missense variant in FGFRI, already described
in the literature (Muenke et al. 2014), and three previ-
ously undescribed variants in the genes FGFR2, GLI3, and
BHLHAO9. In all four cases, we classified the variants as
(likely) pathogenic according to the criteria of the Ameri-
can College of Medical Genetics and Genomics (ACMG),
based on the type of variant and the phenotype of the patient.
All variants were inherited (note that the mother of 18, was
not radiographically phenotyped, which is necessary to
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diagnose mild FGFR2-associated phenotypes (Flottmann
et al. 2015)).

Repeat expansions of HOXD13

In individual 19, featuring brachy-poly-syndactyly, we
detected a repeat expansion by eight alanines on the
HOXD13 allele inherited from his affected mother, already
described as pathogenic in the literature (Brison et al. 2014),
and a polymorphic repeat expansion by only one alanine on
the paternal HOXD13 allele (Supplementary Fig. 5). These
findings were confirmed by conventional HOXD13 micro-
satellite analysis.

Structural variants at known disease loci
In individual 110 with bilateral upper and lower limb

ectrodactyly, we identified an inversion of 105 kb
(chr10: 103,321,526-103,426,609) flanked by two

deletions (chr10:103,319,219-103,321,525 and
chr10:103,426,610-103,436,718) at the split-hand foot
malformation locus 3 (SHFM3) on chr10q24 inherited
from his unaffected mother (Fig. 1, Supplementary Fig. 6).
His affected great-uncle also carried the inversion. The
variant overlaps with the most common duplications asso-
ciated with ectrodactyly (de Mollerat et al. 2003; Klopocki
et al. 2012). The minimal overlapping region of pathogenic
SHFM3 duplications includes BTRC, POLL, and DPCD
(Holder-Espinasse et al. 2019). The inversion described
here is copy number neutral, suggesting that positional
effects rather than gene dosage might be responsible for
the phenotype. It includes a topologically associating
domain boundary (Holder-Espinasse et al. 2019) and is
likely to change the enhancer landscape at the SHFM3
locus leading to FGF8 misregulation causing ectrodactyly.

In individual I11, featuring bilateral mirror-image poly-
dactyly of the hands and feet (Fig. 2a), CMA had detected
a 300 kb amplification on chr7q36.1. We initially classified

Fig. 1 Inversion-deletion at H Family 10
SHFM3 locus: a pedigree,
N.T. not tested. b feet of I

grand-uncle (II-3). ¢ hands
and feet of the index patient
(IV-1). d genomic architecture
of SHFM3. e GS data of the 11
family, note the presence of an
inversion (chr10: 103,321,526—
103,426,609) flanked by
deletions (chr10:103,319,219— 11
103,321,525 and
chr10:103,426,610—
103,436,718) on either site A%
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Fig.2 a Pedigree and phe-
notype of individual I11. b
Potential neo-TAD at the fusion
site. ¢ Breakpoint and fusion
sites between regions from chr7
and chr9
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the variant as a variant of unknown significance, because
the individual’s phenotype did not match that of an indi-
vidual with muscular hypertrophy, reported to have a sim-
ilarly sized and positioned duplication (Kroeldrup et al.
2012).

The amplification was identified again using GS. How-
ever, sequencing revealed that it was part of a complex
structural variant containing two overlapping duplications
(dupl and dup2) at chr7q36.1 (Supplementary Fig. 7).
The smaller dup2 shares the central breakpoint with dupl.
The distal breakpoint of dup2 is positioned within dupl in
intron 1 of SHH, at chr7:155,603,964. GS data showed that
the duplicons were not positioned in tandem, but are both
fused to sequences originating from chr9p24.1. The distal
breakpoint of dup2 was fused to intron 5 of GLDC and the
distal breakpoint of dupl to intron 8 of KDM4C (Fig. 2c;
Supplementary Fig. 7). Analysis of the parents by Sanger
sequencing showed that the structural variant occurred de
novo in individual I11.

The mirror-image polydactyly of individual I11 shows
striking phenotypic overlap with Laurin—Sandrow syndrome,
which is caused by duplications of the SHH regulator ZRS,
positioned in intron 5 of LMBRI on chr7p36.3, resulting in
ectopic expression of SHH in the embryonic limb (Lohan

et al. 2014). Both duplications do not include the ZRS and
duplications of SHH itself have not been described to cause
Laurin—Sandrow syndrome. However, a duplicated fragment
containing SHH that is inserted into another domain, as
observed in the de novo SV of 111, makes an ectopic expres-
sion of SHH in the embryonic limb very likely. We assume
that the formation of an SHH-KDM4C neo-TAD, resulting
in the misregulation of SHH by KDM4C-enhancers in the
limb mesenchyme (note the known expression of KDM4C in
embryonic vertebrate limb buds) is the most likely explana-
tion for such an ectopic SHH-expression (Fig. 2b).

Therefore, we re-classified the complex SV involving
SHH in individual 111 with bilateral mirror-image polydac-
tyly as causative.

Establishing UBA2 as a novel disease gene

We also identified variants in new candidate genes. Two
unrelated individuals with isolated split hand malformation
featured different heterozygous frameshift variants in the
ubiquitin-like modifier-activating enzyme 2 (UBA2) (Fig. 3a,
b). Individual 112 harboured the de novo variant NM_00
5499.3(UBA2):c.1355_1356delTG;p.(Val452Alafs*6).
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Fig.3 UBA2 variants and ectrodactyly. a—c Patients with likely path-
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dle panels: characteristic limb malformations, lower panels: sequenc-
ing data. d conservation of Asp50 mutated in individual 114, numbers

Individual 113 inherited the variant NM_005499.3(UBA
2):¢.34_37delGCTG;p.(Alal2Argfs*34) from his appar-
ently unaffected mother (no radiographs of her hands were
available).

We classified the pathogenicity of these variants
according to the ACMG guidelines. Both are null vari-
ants of UBA2 which has a pLI-score of 1 (PVS1).
¢.1355_1356delTG occurred de novo in an individual with
a negative family history (PS2). The variants are absent
from the 1000 Genomes Project and the Exome Aggrega-
tion Consortium databases (PM2) and were predicted to be
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indicate amino acid residues, yellow bars highlight positions tested
by Olsen et al. to cause loss of function when substituted by alanine
(Olsen et al. 2010)

pathogenic by MutationTaster (PP3). UBA2 variants have
recently been described in individuals with ectrodactyly
(Chowdhury et al. 2014; Abe et al. 2018; Yamoto et al.
2019; Aerden et al. 2020). Hence, we regarded UBA2 as a
disease-associated gene and these variants as pathogenic
(1IPVS(+1PS)+ 1PM + IPP).

These findings prompted subsequent Sanger sequencing
of UBA2 in 24 unrelated families with ectrodactyly, who
have been tested negative for variants in the established
SHFM loci/genes. In one individual (I14) with unilateral
split-hand malformation (Fig. 3¢), we identified the missense
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variant NM_005499.3(UBA2):c.149A > G;p (Asp50Gly).
The daughter of 114 and her son also feature ectrodactyly
(PP4), but were unavailable for testing. Asp50 is part of a
consecutive 15 amino acid sequence (Ile47 to Phe61) shared
amongst all nephrozoan UBA2 orthologues (Fig. 3d). Olsen
et al. showed that variants of residues (Asn56Ala, Leu57Ala,
Arg59Ala) of this element result in loss of UBA2 function,
and found that the very residue mutated in individual 114,
Asp50, forms hydrogen bonds with Asn177 and Thr178
essential for proper UBA2 folding and thus its function
(PS3) (Olsen et al. 2010). The variant was also absent in
the databases (PM2) and predicted to be pathogenic by
MutationTaster (PP3). Hence, we classified these variants
as likely pathogenic according to the ACMG’s guidelines
(1PS+ 1PM +2PP).

Novel candidate genes

Our analysis also revealed several novel, high-confidence
candidate genes associated with limb defects. In individual
115 featuring severe mirror image foot polydactyly, we found
a de novo frameshift variant in the gene encoding the high
mobility group box 1 protein (HMGB1) (Supplementary
Fig. 8). NM_002128.7(HMGBI):c.551_554delAGAA;p.
(Lys184Argfs*44) leads to the replacement of the protein’s
entire C-terminal 30-residue acidic tail by 41 other unrelated
residues. The tail is normally formed by an Asp/Glu-repeat
element, which is highly conserved among HMGBI ortho-
logues. This repeat element stabilizes HMGB1’s secondary
structure and is crucial for its DNA-bending capacity (Bel-
grano et al. 2013; Anggayasti et al. 2020). The variant is not
only absent from the databases but also no variant listed in
gnomAD contains an amino acid residue except Glu or Asp
in the acidic tail domain. HMGBI has a pLI score of 1. In
mouse and zebrafish studies, HMGB1 has been shown to
regulate digit number during embryonic limb development
by interacting with WNT, BMP, and SHH (Itou et al. 2011).
We, therefore, consider HMGBI to be a novel candidate
gene for mirror image foot polydactyly.

Individual 116, who featured short stature, absent dis-
tal phalanges of the 5th fingers and toes, and dysplastic
middle phalanges of the toes carried a de novo missense
variant in the gene encoding semaphorin 3D (SEMA3D)
(Supplementary Fig. 9). NM_152754.3(SEMA3D):c.191
8G > A;p.(Asp640Asn) is absent from the 1000 Genomes
Project database and is listed only 4 times in the Genome
Aggregation Database (gnomAD). The Asp640 residue in
the immunoglobulin-like domain of SEMA3D is highly con-
served amongst vertebrates. The variant is predicted to be
pathogenic by MutationTaster. SEMA3D regulates neural
crest cell differentiation and is involved in the organogen-
esis of the heart (Sanchez-Castro et al. 2015), parathyroid
gland (Singh et al. 2019), and, notably, limbs (Govindan

et al. 2016). We, therefore, consider it a candidate gene for
short stature with limb abnormalities.

In individual 117 we identified a paternally inherited
frameshift variant in the aldehyde dehydrogenase 1 fam-
ily member A2 gene (ALDHIA2) encoding retinaldehyde
dehydrogenase 2 (Supplementary Fig. 10). Both, the
patient and her father feature isolated cutaneous syndac-
tyly of the fingers III-IV and the toes II-III. The variant
NM_003888.4(ALDH1A2):c.35delT;p.(Val12Glyfs*31) is
absent from the databases and is predicted to be disease-
causing by MutationTaster. ALDHIA2 is a direct target of
HOXA13 and plays a key role in vertebrate digit develop-
ment by regulating, in particular, interdigital programmed
cell death (Shou et al. 2013). Rescued ALDH1A2 knockout
mice show reduced interdigital cell death and thus impaired
digit separation during limb development resulting in
syndactyly (Zhao et al. 2010). It is, therefore, likely that
ALDHI1AZ2:¢c.35delT caused the phenotype of syndactyly in
individual 117 and her father.

Identification of noncoding variants

So far, the interpretation of disease-related variation has
been focused on protein-coding DNA and the identification
of variants that directly result in the disruption of specific
gene functions.

Here, we aimed to develop a framework to prioritize a
large number of noncoding variants from GS studies, by
combining mouse genetic and human functional epigenetic
data with in vivo-validated enhancer sequences. We then
defined a limb-specific regulome that we used to filter all
noncoding variants (Materials and Methods). Our poten-
tially disease-relevant limb-specific regulome consists of
5,591,007 sites covering in total 7,294,220 bp, i.e. 0.24% of
the human genome (hg19).

Overall, we identified 19,362 rare noncoding SNVs in
the 69 index patients, of which 143 were located within the
limb regulome (Fig. 4). First, we focused on the de novo
variants and identified 6 calls located in potential regulatory
elements. Two variants were excluded because they were
called in cases with (likely) pathogenic coding or structural
variants.

Individual 118 presenting with bilateral syndactyly of fin-
gers II-V featured the de novo call chr1:41948304AAG > A
in intron 2 of EDN2. The position shows increased acety-
lation of H3K27 in human limb buds. The 2 bp deletion
also removes one element of a 6-AG-repeat whose length is
not conserved in vertebrates. Furthermore, EDN2 encodes
endothelin 2, a potent vasoconstrictor with no evident link
to limb development.

Individual 119 showing upper limb amelia fea-
tured three calls (chr5:157285900CACGTGGG > C,
chr5:157285909CTCGG > C, chr5:157285915CACAAC

@ Springer



91

Human Genetics (2021) 140:1229-1239

1236
called GATTACA
noncoding X X
variants |
1
v
rare GATTACA
noncoding >< ><
variants |

potentially GAT;ACA ,
regulatory ><_><
variants

Fig.4 Pipeline of noncoding data analysis

TG > C) referring to the same indel in intron 1 (15 bp
downstream of the first exon—intron boundary) of CLINTI.
However, CLINT1 shows only a moderate pLI score (0.54)
and there is no evidence other than increased H3K27ac
marks of its promoter region in human limb buds linking
it to limb development.

We were not able to identify any rare variants in vali-
dated VISTA enhancers that showed enhancer activity in
the limb bud.

Next, we focused on noncoding variants that were
located close to one another in more than one case. In
total, 3425 rare noncoding variants in the unsolved cases
were positioned 300 bp or less apart from a variant in
another unsolved case. 16 of these calls were located
within the limb regulome, but in five of these variants, the
other variant was positioned outside of the limb regulome.

In two cases both variants were positioned within the
limb regulome and within 300 bp: individual 121 and indi-
vidual 122, both showing finger syndactyly, harbored the
overlapping deletions chr22:24552064GGGGGCCGG
GACTGGGGCCGGGACT > G and chr22:24552086ACT
GGGGCCGGGG > A, respectively. The deletions are posi-
tioned in intron 29 of CABINI, in an evolutionarily par-
tially conserved element, that shows increased H3K27ac
marks in human embryonic limb buds. However, both
deletions were inherited from unaffected parents.

@ Springer

Eight of the close variants were double hits (i.e. we
detected rare calls not in just one but two index patients at
four positions of the potential limb regulome). However,
none of these four pairs of index patients showed overlap-
ping phenotypes.

We identified no coding variant of a known limb disease
gene in trans with a conserved, rare noncoding variant of
the same TAD.

In summary, despite extensive efforts, we were not able
to identify any noncoding SNVs that showed convincing
evidence to be causal in congenital limb malformations.

Discussion

In this study, we set out to determine the potential of
GS as a comprehensive diagnostic tool to determine all
kinds of genetic variants associated with congenital limb
malformation.

In our cohort of patients with congenital limb malforma-
tions, GS was able to detect both previously described and
novel causative genetic variants in already established limb
malformation associated genes. In addition, it enabled the
identification of three candidate genes and the independ-
ent verification of the novel disease gene UBA2 for causing
ectrodactyly (Yamoto et al. 2019). Our approach was able to
detect SNVs and structural variants. Finally, GS proved to be
a powerful strategy to identify genomic variants previously
missed by most other approaches, including repeat expan-
sions and complex structural variants. In total, we identified
variants that we consider to be likely pathogenic/disease-
associated in 12 of 69 cases (17.4%). This diagnostic yield
is comparable to the recent landmark study conducted by
the British National Health Service that used GS in cohorts
with other congenital disease entities (Turro et al. 2020). A
clear advantage of GS compared to most other technologies
is the ability to detect copy number neutral variants and to
gain position information on CN'Vs. In our cohort of only 69,
we were able to detect two complex variants, an inversion
at the FGFS8 locus and a translocated triplication including
the SHH gene. Both were missed by standard technologies.
Further research is necessary to clarify their exact patho-
mechanisms. The variants identified in the genes HMGBI,
SEMA3D and ALDH1A2 are all likely to cause loss of func-
tion. The genes were previously associated with vertebrate
limb development in animal studies and the variants either
arose de novo or segregate with the respective phenotype.
However, we could not identify unrelated individuals featur-
ing comparable variants in these candidate genes and similar
phenotypes. Future research is necessary to identify such
to establish the described candidates as disease genes. Our
findings once again highlight the role of GS as an attractive
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one-test-for-all strategy for clinically very heterogeneous
cohorts such as congenital malformation syndromes or intel-
lectual disability (Gilissen et al. 2014; Turro et al. 2020).
The total cost of the various conventional tests currently
used in clinical routine far exceeds that of trio GS.

One of the main challenges of GS data is the medical
interpretation of changes in the noncoding DNA. While most
clinical GS studies tend to ignore noncoding SNVs (Gilissen
et al. 2014) there are recent anecdotal reports of noncoding
variants as the cause of Mendelian disorders (Lettice et al.
2003; Jeong et al. 2008; Albers et al. 2012; Bhatia et al.
2013; Weedon et al. 2014; Bae et al. 2014), although there
is no established systematic approach, yet. Therefore, we
set out to develop a framework to prioritize such noncoding
variants associated with congenital limb malformation. We
used a combinatorial approach of mouse and human epige-
netic data, in vivo validated enhancer sequences, knock-out
mice, and the recent knowledge about 3D genome folding,
and the cis-regulatory architecture of the genome to define
a limb regulome. This limb regulome consists of 0.24% of
the genome and includes all known in vivo-validated limb
enhancer elements. Contrary to our expectation, we could
only identify candidate loci, but no definitely pathogenic
noncoding variants. These findings are in stark contrast to
our recent study where we demonstrated that CN'Vs affecting
noncoding regulatory elements are a major cause of congeni-
tal limb malformations (Fl6ttmann et al. 2018).

While our results suggest that GS is sensitive to classi-
cal sequence variants, it is noteworthy that the method can-
not detect epigenetic variants. Epimutations (e.g. imprint-
ing defects) are known to cause inheritable human disease.
However, to our knowledge, no epimutation has been linked
to congenital limb malformation yet.

Tools for the analysis of GS data are continuously being
developed further and the precision of algorithms to call
structural variants can certainly be improved. We expect the
diagnostic rate to increase steadily with the accuracy of the
instruments invoked to analyze GS data.
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GLI3 variants causing isolated polysyndactyly are not restricted
to the protein's C-terminal third
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1 | INTRODUCTION

The Gli-Kruppel family member 3 (GLI3) gene encodes a zinc finger
transcription factor that plays an important role in the sonic hedgehog
signaling pathway and thus in various developmental processes

Malte Spielmann

2,5,6 |

Stefan Mundlos? | Martin Atta Mensah'”’

Abstract

Loss of function variants of GLI3 are associated with a variety of forms of poly-
syndactyly: Pallister-Hall syndrome (PHS), Greig-Cephalopolysyndactyly syndrome
(GCPS), and isolated polysyndactyly (IPD). Variants affecting the N-terminal and
C-terminal thirds of the GLI3 protein have been associated with GCPS, those within
the central third with PHS. Cases of IPD have been attributed to variants affecting
the C-terminal third of the GLI3 protein. In this study, we further investigate these
genotype-phenotype correlations. Sequencing of GLI3 was performed in patients
with clinical findings suggestive of a GLI3-associated syndrome. Additionally, we
searched the literature for reported cases of either manifestation with mutations in
the GLI3 gene. Here, we report 48 novel cases from 16 families with polysyndactyly
in whom we found causative variants in GLI3 and a review on 314 previously
reported GLI3 variants. No differences in location of variants causing either GCPS or
IPD were found. Review of published data confirmed the association of PHS and var-
iants affecting the GLI3 protein's central third. We conclude that the observed mani-
festations of GLI3 variants as GCPS or IPD display different phenotypic severities of
the same disorder and propose a binary division of GLI3-associated disorders in
either PHS or GCPS/polysyndactyly.

KEYWORDS
GCPS, genotype-phenotype correlations, GLI3, PHS, polydactyly, syndactyly

including limb development (MIM: *165240).% Genetic variants in
GLI3 are well known causes of the allelic disorders Pallister-Hall syn-
drome (PHS; MIM: #146510), Greig-Cephalopolysyndactyly syndrome
(GCPS; MIM: #175700), postaxial polydactyly type A and B (PAP-A
and -B; MIM: #174200), and preaxial polydactyly type IV (PPD-IV;

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.

© 2021 The Authors. Clinical Genetics published by John Wiley & Sons Ltd.
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MIM: #174700).3* They all feature poly- and syndactylies of varying syndromic phenotypes. GCPS is characterized by polysyndactyly,
severity. While PAP-A, PAP-B, and PPD-IV are defined by non- macrocephaly, and facial dysmorphisms (especially hypertelorism,
syndromic polysyndactyly, PHS and GCPS depict more complex broad nasal bridge, high forehead, and frontal bossing). Mild mental

FIGURE 1  Family pedigrees and images of index patients. Pedigrees: red: affected individuals carrying novel variants; solid black: affected
individuals; n.t.: not tested; n.p.: not phenotyped; arrow: index patient [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

) SUONIPUOD) PUE SWLRL, A 22§ TEZOZ/EO/H0] U0 AIqIT FUIUQ ADTIAL *AUBWLIDE SUEIYR0D) Kq 6S0H 131 1 11°01/10pAOY K[ ATeIquauIuo//:sdny WOy PapEofusod ‘9 “1Z0Z “+00066€1

o Koy

25ua0r] suowwo AnEaL) 2qearidde oy £q PALI2AOT AT SAIIIE YO 125N JO SINI 10 ATRIQIT AUUQ K[1AN UO



102

13990004, 2021, 6, D from inelibrary. wiley. i/10.1111/cge. 14059 by Cochrane Germany. Wiley Online Library on [04/03/2023]. See the Terms and Conditions (https://onlinelibrary.wile; d-conditions) on Wiley Online Library for rules of use: OA articles are governed by the applicable Creative Commons License
&
o
< =]
3 g i3
3] m - 2 - £ag m m m m &
g gie 2858
e T amm
= (:£05LUID) d 11<D206¥0 ———»
(,azppnio)yd suzemy Levyd o
2 (LZyViosTd ‘L3IOPIERY OEPID
>
= d
[=) H o
> > (8€.5141918€1637)'d 'WIOPLYLY'D ——p W ® ]
10 &= (,85€LUI)d '1.<DZL0Y'D ——> = W m
W M m (£EEIUIDNd t 1<D/66E0 ——» M =
. Qoo " &
W N (TR d 2 5
A4 o
<2 i (99.SInID9EZIAIDNd 1D10PL0LED ——— b o
& i (o€, 51832121 A¢ " 18¥9¢" o
3T (15.51419061104
o] G281y
515 (9¥.5)0Udo! -
8 (56.,5)B1vgyLLno7)d 2
M o (01.$)e1V8ZLLdSY) o H
b4 = )
b 2 o
o
o m +——— (61y9001195) d y<8L0E"
S e
3 8
(1yspowzosdsy)d io10pyaszs ————»
b b (se HiLeo0nen) d lopzose Soaes ——»|
= %) +——— (no7g06108) d '1<080L22 )
< 58 4 z
2
3 & =2 m w
: 3 Rx
o 2 o al “ " ® %)
8 i " (154962011 d ‘19pseez>
o3 Sy, & g el (zotBivyd i1 <mpgeys ———F £ z
9| H <3 o
< P~ o2 o
a IR %
23 2 ES (£1.5)u105Z2USY)d ‘DSUIELLZZLLZD +——— (Bayz1Ai0) d ly<06120
& 2 aq-8g— 12,5011 201 _S.NP;S-NG\MM
= g M.L it | wa n_u ——l ¥Z.SJPABOLAIO) d "19PIZIZ €T D
~_ 83 _ X —
08 22 8 283 a (shsniogegIon) d sunspeeoz zgnz: o 3
g% 23 Ga 3 (erabivyd iL<duzels ") o bl (uoszabry)d ‘v<ovisys
2 se— .} s e
3% < £ d e NEN 1H)d ‘1< .
cd {or.siskrgesusvrd ‘iopLoL1'> M <+ (oudsgssAo)d ‘L<ogyLLD =
3 5 61)°d JOpEEIL=1191D H
.c%.u_nom%—mw.%a. :wﬁ_—fmwmﬂ.o R3] <+ [x2l bowrysiu)d tL<ozzaro £
P bdweatiens) rirssittinbe 3 o
a9 g Sp - 1H)d ‘L<086Y1'
3 o (rhsiioosmio)d osen Aor s/ | <+ (diz8yshD)d '9<D0¥pLd M g
5 gE 2
[ 29
3 nm pat (81.54¥6£04d)'d 1LL<D08LLD ——— >
& 82 —
2 Wa m 01.540525£n97°d ‘dNp/90L_£90L'D ——— m @
ga— Tt » (bespuLzeeno)d ‘OvdnpgooL 200k » %
R o o @
R 3 m (,06281v)d 1108980 —————»| 2 m ,m.
o8
22 ~ N-w._@”a 1L<DBELD ——» ~ " )
*g o o GBEOALYd ustyio P 2 2
V.. - o (e 4ienozebiv d*Di5pge > ol 8 S
(ShaSiSA: ) b =
= b=l
c
W . . A g
L 7 — e =3 a0
o - - [
2T Eai]
el 82
z L&~ A —
< [as) (@) ~
o =3 = w
- b = -4
=
9 v
~ ™



103

SCZAKIEL €T AL.

retardation, trigonocephaly and craniosynostosis as well as further
rare anomalies may occur. By contrast, abnormalities characteristic for
PHS are a (mostly postaxial) polysyndactyly associated with hypotha-
lamic hamartoma, hypopituitarism, bifid epiglottis, imperforate anus,
headaches, seizures, and developmental delay. Mild, incidental forms
to lethal courses have been described.

The GLI3 protein harbors two N-terminal transcriptional repres-
sor domains (RD and SUFU), five DNA binding zinc finger domains

)15 A cer-

(ZF), and a C-terminal transcriptional activator domain (TAD
tain genotype-phenotype correlation has been proposed: GCPS is
predominantly attributed to variants affecting the N-terminal (amino
acid position 1-660) and C-terminal third (amino acid position 1160-
1580) of the GLI3 protein, whereas PHS is attributed to variants
affecting the central third (amino acid position 661-1159) of GLI3.6
Isolated polysyndactyly (IPD), however, is supposed to result from

C-terminal variants of the GLI3 protein.”®

2 | PATIENTS AND METHODS

Patients with either syndromic or nonsyndromic polysyndactyly were
included in our study and phenotyped by clinical geneticists and/or pri-
mary physicians. Patients with clinical findings suggestive of a GLI3-
associated polysyndactyly syndrome were selected for targeted Sanger
sequencing of the GLI3 gene performed on genomic DNA isolated from
whole blood samples. Whenever possible trio sequencing of the
affected index and both parents was applied. Raw Sanger sequencing
data were analyzed using SeqPilot (JSI medical systems, USA) and vari-
ants were evaluated using ClinVar (NCBI, USA), HGMD (Qiagen Digital
Insights, Denmark), and gnomAD? databases. For missense variants, an
additional pathogenicity prediction was conducted using the bioinfor-
matic prediction tools MutationTaster,'° Polyphen2,** and SIFT.*?

3 | RESULTS

We tested 94 individuals with polysyndactyly and detected 15 differ-
ent causing, mostly amorphic, GLI3 variants in 16 families (Table 1 and
Table S1; Figures 1 and 2A). Eight were novel variants and seven had
been reported previously. The variants spanned almost the entire cod-
ing region of GLI3 (c.366—c.4172).

Upon identification of a causing variant in GLI3 further and more
detailed phenotypic information was collected. Eight families showed
no further abnormalities beyond IPD (families 1, 3, 5, 8, 9, 10, 14, 15)
whereas five families showed additional features in line with GCPS

!CLlNICAL _WILEY 763

(families 2, 4, 6, 13, 16). Three families did not take part in further
phenotypic characterization (families 7, 11, 12). We did not observe a
distinct correlation between type of mutation (nonsense vs. missense)
and phenotype. Notably, specific phenotypes and severity varied
within families. However, in the majority of families diagnosis of either
IPD or GCPS was uniform within families. Only in family 6 both GCPS
and IPD occurred (Table 1; Figure 2A). Subgroup analysis of polydac-
tyly subtypes revealed a co-occurrence of PAP-B and PPD-IV in
hands. In feet PPD-IV was the leading manifestation of polydactyly, in
one case also accompanied by PAP-A (Figure 1 and Figure S1).

Conducting a retrospective analysis of studies on GLI3-associated
disorders, we analyzed 309 published cases of GLI3 variants (Table S2).
Of those, 65 cases showed IPD. In 32 out of these 65 cases (49.2%) of
IPD, variants affected the N-terminal third of the GLI3 protein, while 20
cases (30.8%) harbored variants affecting the central and 12 cases
(18.5%) the C-terminal third of the GLI3 protein. One case (1.5%) was
caused by a large structural variant. Interestingly, none of the identified
missense variants (12 out of 65 cases) affected the C-terminal third of
the GLI3 protein (Figure 2B,C).

While GCPS cases were also associated with variants spread across
the entire GLI3 protein (79/157 (50.3%) in the N-terminal third, 24/157
(15.3%) in the central third, 37/157 (23.6%) in the C-terminal third and
17/157 (10.8%) large SVs), PHS cases showed a distinct genotype-
phenotype correlation with the majority of cases (68/74 (91.9%)) harbor-
ing variants affecting the central third of the GLI3 protein (Figure 2C).

4 | DISCUSSION AND CONCLUSION

In 16 families with identified GLI3 variants, we observed GCPS as well
as IPD. Notably, none of the individuals in our study presented with
PHS. This can most likely be attributed to a prior selection bias since
classic PHS presents with a severe phenotype.

Previous studies suggested a genotype-phenotype correlation of
GLI3-associated disorders with GCPS being associated with variants
affecting the protein's N-terminal or C-terminal third and IPD only
occurring when variants affected the C-terminal third.®™® Yet, in this
study, we could not observe such a distinct genotype-phenotype cor-
relation. Strikingly, GLI3 variants associated with IPD even occurred
exclusively in the N-terminal and central third of the GLI3 protein.
Interestingly, we observed only one variant affecting the protein's C-
terminal third which was associated with the presence of GCPS. Three
further variants causing GCPS affect the N-terminal third of the GLI3
protein, whereas only one variant associated with GCPS affects the
protein's central third, so that locations of variants causing GCPS are

FIGURE 2

(A) GLI3 variants identified in 16 families and their location within the GLI3 protein. Green: variants causing IPD. Blue: GCPS.

Orange: IPD as well as GCPS. Gray: Patients could not be fully phenotyped. Underscored: novel variants. Brackets below indicate regions
previously described to be associated with the respective GLI3 disorders (B) and (C) Review of published GLI3 variants and associated phenotypes
(B) Location of GLI3 variants causing IPD. Top: truncating variants, bottom: missense variants. Green: variants causing IPD. Orange: IPD as well as
GCPS. Yellow: IPD as well as PHS. (C) Descriptive statistics of location of GLI3 variants and the associated phenotypes. Top: affected regions of
the GLI3 protein and the phenotypes associated with each affected region. Bottom: vice versa, different GLI3-associated phenotypes and regions
of the GLI3 protein the respective causing variant is found in [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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overall compatible with previous reports (Figure 2A). Additionally, one
individual showed GCPS whereas another individual from the same
family presented with IPD. This phenomenon could also be observed
in previously published cases (Figure 2B). Thus, we follow previous
observations*®~*® and hypothesize that GCPS and IPD might be dif-
ferent extents of severity of the same disorder rather than distinct
entities of disease. Also, we identified several variants affecting the
central third of the GLI3 protein that were associated with IPD but
not with PHS. These cases possibly represent mild forms of PHS simi-
lar to those reported previously.'® Since brain imaging results of
patients with IPD were not available, we cannot exclude the presence
of such asymptomatic hamartomas.

A recent study focusing on the limb phenotypes associated with
GLI3 variants found a correlation of variants affecting the N-terminal
half of GLI3 with an anterior polydactyly phenotype (leading manifes-
tation of PPD-IV in feet) and variants affecting the C-terminal TAD
region with a posterior polydactyly phenotype (leading manifestation
of PAP in hands).*® The majority of the variants identified in our study
located to the N-terminal half of GLI3, whereas only three variants
affected the C-terminal TAD. With our data, we can neither confirm
nor exclude these observations by Baas et al. (Figure S2).

To further evaluate a genotype-phenotype correlation regarding
GCPS versus IPD, we performed a retrospective analysis of published
cases with GLI3 variants. In line with observations from our study, we
found no clear genotype-phenotype correlation for IPD in these cases —
with 49.2% of GLI3 variants associated with IPD affecting the protein's
N-terminal, 30.8% the central and 18.5% the C-terminal third. The same
holds true for GCPS cases, whereas we could confirm the genotype-
phenotype correlation for PHS with 91.9% of causing variants affecting
the central third of the GLI3 protein. Notably, nonsense variants causing
IPD affected almost the entire coding region of GLI3 (c.540-c.4507)
whereas missense variants clustered in the central part of the GLI3 pro-
tein (c.1446-c.3018) and especially the zinc-finger domains (Figure 2B).
We could also confirm the previously stated observation that both GCPS
and IPD are caused by varying types of variants (missense, nonsense,
splice site, larger deletions).%*°

These results from our broad retrospective analysis of 314 publi-
shed cases with confirmed GLI3 variants are in line with previous
studies of larger cohorts: Kalff-Suske et al. also showed that nonsense
variants in GLI3 leading to GCPS are distributed over the entire pro-
tein while Johnston et al. as well as Démurger et al. found that vari-
ants in the central third of GLI3 cause PHS.®'718 Also, previous
studies reported variants affecting all thirds of the GLI3 protein asso-
ciated with a spectrum from IPD to GCPS.***> Neither in our cohort
nor in previous studies patients with GLI3 variants and an isolated
non-limb phenotype only (e.g., macrocephaly, hypertelorism, broad
forehead) could be identified. Interestingly however, Démurger et al.
reported an even asymptomatic carrier of a familial GLI3 variant
(c.427G>T, p.(Glu143*) highlighting the clinical variability of the
phenotypes.'”

Thus, IPD appears not to be restricted to cases with variants
affecting the C-terminal third of the GLI3 protein but may manifest
independently of variant location. PHS, however, is strongly

correlated to variants affecting the protein's central third. Taken
together, GLI3 variants are associated with a phenotypically broad
spectrum of only two distinct entities: GCPS on the one hand and
PHS on the other, with IPD occurring as a mild manifestation of GCPS
or in rarer cases of PHS.
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Thousands of genetic variants in protein-coding genes have been linked to disease.
However, the functional impact of most variants is unknown as they occur within
intrinsically disordered protein regions that have poorly defined functions'>.
Intrinsically disordered regions can mediate phase separation and the formation of
biomolecular condensates, such as the nucleolus**. This suggests that mutations in
disordered proteins may alter condensate properties and function®®. Here we show
thatasubset of disease-associated variantsin disordered regions alter phase separation,
cause mispartitioning into the nucleolus and disrupt nucleolar function. We discover
de novo frameshift variants in HMGBI that cause brachyphalangy, polydactyly and
tibial aplasia syndrome, a rare complex malformation syndrome. The frameshifts
replace the intrinsically disordered acidic tail of HMGB1 with an arginine-rich basic
tail. The mutant tail alters HMGBI1 phase separation, enhances its partitioning into
the nucleolus and causes nucleolar dysfunction. We built a catalogue of more than
200,000 variants in disordered carboxy-terminal tails and identified more than 600
frameshifts that create arginine-rich basic tails in transcription factors and other
proteins. For 12 out of the 13 disease-associated variants tested, the mutation enhanced
partitioning into the nucleolus, and several variants altered rRNA biogenesis. These
dataidentify the cause of arare complex syndrome and suggest that a large number
of genetic variants may dysregulate nucleoli and other biomolecular condensates in

humans.

Monogenic and common diseases are frequently associated with muta-
tions in transcriptional regulatory proteins, including DNA-binding
transcription factors. However, the functional impact of the major-
ity of such mutations is unknown, and many complex diseases still
lack a clear underlying genetic component™® 2, We initially set out to
identify the molecular basis of brachyphalangy, polydactyly and tibial
aplasia/hypoplasia syndrome (BPTAS; Online Mendelian Inheritance
in Man database identifier: 609945), an extremely rare complex mal-
formation syndrome with an as yet unknown molecular aetiology” ™.
During the study, five individuals (11-15) were diagnosed with BPTAS.
All five exhibited a distinct skeletal phenotype, including short and
malformed lower limbs characterized by tibia aplasia or hypoplasia,
preaxial polysyndactyly and contractures of large joints (Fig. 1a,b).
In all five individuals, anomalies of the upper limbs were less severe
compared with those of the lower limbs, and included brachydactyly
orbrachyphalangy of fingers with anirregular finger length (Fig.1a,b).

Shortradius and ulnaand contractures or pterygia of the elbowjoints
were present in four out of five individuals. Allindividuals with BPTAS
diagnosed during our study or described in previous reports also pre-
sented with distinct craniofacial, neurological and genitourinary fea-
tures. Phenotypic findings are summarized in Supplementary Table 1.
Detailed clinical and family histories are provided in Supplementary
Note and Extended Data Fig. 1.

De novo HMGBI frameshiftsin BPTAS

We performed genome sequencing of I1and detected a potentially path-
ogenic variant: the heterozygous frameshift NM_002128.7(HMGBI):
€.556_559delGAAG;p.(Glul86Argfs*42) in the final exon of HMGBI1
(Extended Data. Fig. 2a). HMGBI encodes a highly conserved, low-
specificity DNA binding factor associated with cell signalling?®,
cell motility?"?, base excision repair®?* and chromatin looping®.

A list of affiliations appears at the end of the paper.
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Fig.1|Denovo frameshiftsin HMGBI cause BPTAS. a, Photographs of individuals
diagnosed with BPTAS. Top row, hands of 11,12 and I5. Note brachydactyly,
irregular finger length and hypoplasia of the nails. Bottom row, lower extremities
ofI1,12and 15, presenting with malformed legs, joint contractures, preaxial
polysyndactyly and hypoplasia of the nails. b, Radiograms of 11,12, 14 and I5.
Top far left, limb radiograms (at newborn age) of 11 showing brachydactyly and
brachyphalangy, tibial aplasia, hypoplastic fibulae and preaxial polysyndactyly.
Top middle left, babygram of 12. Note tibial aplasia, hypoplasticand absent
fibulae, hypoplastic pelvicbones and hypoplastic right femur. Top middle
right, lower extremities of 14 (at 6 months) showing asymmetric shortness of
tibiae and fibulae. Top far right, fetogram of 15 showing tibial aplasia, hypoplastic
and absent fibulae, hypoplastic pelvic bones and contractures of joints.
Bottomrow, hand radiograms of 11, 12 (both at newborn age), 14 (at 6 months)

Sanger sequencing of I1 and his parents confirmed the presence of
the frameshift variant and revealed de novo occurrence (Fig. 1c-e and
Extended Data Fig. 2b). Sanger sequencing of HMGBI1 in 12 and 13, and
trio exome sequencing of 14 identified a similar de novo heterozygous
frameshift:NM_002128.7(HMGBI):c.551 554delAGAA;p.(Lys184Argfs*44),
avariant also detected in a previously described female fetus® (15)
(Fig. 1c-e and Extended Data Fig. 2c,d). Sequencing of cDNA from a
lymphoblastoid cell line derived from peripheral blood cells from I3 con-
firmed the presence of both wild-type and mutant HMGBI transcripts
(Extended Data Fig. 2e). The two frameshift mutations result in almost
identical, positively charged sequences (Fig.1d,f).

Altered HMGB1 phase separationin vitro

To investigate the potential pathogenic role of the frameshift variant
in HMGBI, we first explored structural and sequence features of the
wild-type and mutant proteins. HMGBL s a low-specificity DNA-binding
protein that contains two HMG boxes that are responsible for DNA
binding® and a C-terminal acidic tail (Fig. 2a,b). The acidic tail is

Japanese puffer
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and of I5 (at 21 weeks of gestation). Note the short middle phalanges and short
proximal phalanges of the thumbs. ¢, Pathogenic frameshift variantsin the
acidic tail of HMGBLin the individuals withBPTAS reportedin this article are
highlightedinred. Previously reported variants associated with developmental
delayareinblack. Note the genotype-phenotype correlation: C-terminal
frameshiftsresultin BPTAS, whereas other variants lead to aneurodevelopmental
phenotype.d, Amino acid sequence of the C terminus of HMGBLin individuals
withBPTASandinselected vertebrates. Acidic residues glutamate and
aspartateareshaded inred, basicresidues arginineand lysineare shadedin
blue. Note the replacement of the conserved acidic tail inindividuals with
BPTAS. e, Family pedigrees. Individuals with BPTAS are highlighted with black
boxes, and the genotypes are below the boxes. f, Charge plots of WT and
mutant HMGBL. |, individual; L, left; NT, not tested; R, right; WT, wild type.

predicted to beintrinsically disordered and resides within anapproxi-
mately 60-amino-acid long conserved intrinsically disordered region
(IDR), as revealed by AlphaFold2 and PONDR analyses (Fig. 2a,b and
Extended DataFig. 3a). Both algorithms predicted aslight propensity
of the C-terminal portion of the IDR to assume a helical conformation
inthe frameshift mutant HMGBI (Fig. 2a,b and Extended Data Fig. 3b).
This prediction was confirmed by circular dichroism experiments on
synthetic peptides that corresponded to the C-terminal 80-90 amino
acid region (Extended Data Fig. 3c-e). IDRs of numerous proteins,
including transcription factors, co-activators (for example, Mediator)
and RNA polymerase I (RNAPII), contribute to phase separation by
mediating multivalent low-affinity interactions®?*'. Therefore, we
hypothesized that the potentially BPTAS-causing frameshift may alter
the phase-separation capacity of HMGBL.

Totest the phase-separation capacity of HMGBL, we purified recombi-
nant HMGBI proteins tagged with enhanced green fluorescent protein
(eGFP) and examined their behaviour in vitro. Wild-type full-length
HMGB1formeddropletsinthe presence of acrowding agent (10% poly-
ethyleneglycol (PEG)), and the number and size of droplets scaled with
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Fig.2|ABPTAS-causing frameshift alters HMGB1 phase separationin vitro.
a, Graphplotting the intrinsic disorder of HMGBL. Red arrowhead shows the
position of the BPTAS frameshift. The position of the IDR is highlighted withan
orange bar and the position of HMG boxes with blue bars. b, Structures of WT
and mutant HMGBI1 predicted with AlphaFold2. Colours ranging from blue to
orange depictthe per-residue measure of local confidence (pLDDT) for the model.
¢, Representative images from droplet formation assays of eGFP-HMGB1
variants at theindicated concentrations. The experiment was repeated three
times, with similar results obtained. d, Quantification of the relativeamount
of condensed proteinat theindicated concentrations. Data displayed as the
mean+s.d. e, Relative fluorescenceintensity of the bleached area from

the concentration of the protein (Fig. 2c,d and Extended DataFig. 4a-c).
The droplets were spherical, settled on the surface and occasionally
underwent fusion (Supplementary Video 1), whichare hallmarks of phase
separation®. By contrast, the frameshift mutant HMGB1formed amor-
phous condensates that appeared at alower saturation concentration
(Fig.2c,d) and, after photobleaching, recovered fluorescence slower than
wild-type HMGB1droplets (Fig. 2e). Similar results were observed using
synthetic peptides that corresponded to the C-terminal 80-90 amino
acid region of wild-type and frameshift mutant HMGBI (Extended Data
Fig.4d-g). Theseresultsindicate that the frameshiftin HMGB1enhances
condensate formation and alters condensate properties in vitro.
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eGFP-HMGBI condensates before and after photobleaching. Datadisplayed as
themean +s.d. f,Scheme of co-droplet assays. g, Representative images of
eGFP-HMGBI1 proteins mixed with preassembled mCherry-labelled MEDI-IDR,
HPlaor NPM1droplets. h,i, Quantification of eGFP (h) and 5 FAM (i) fluorescence
intensity inmCherry-labelled MED1-IDR, HP1a.and NPM1 droplets mixed with
full-length mEGFP-HMGBI1 proteins (h) or 5 FAM-HMGBI-IDR peptides (i).
Fold change values between the meanintensities of WT and mutants (Mut.) are
indicated above the plot. Median is shown as aline within the boxplot, which
spans fromthe 25thto 75th percentiles. Whiskers depictal.5x interquartile
range. Pvaluesare from two-tailed Welch's -test. **P<1x 102, ***P <1x 1072,
**p<1x107*. Scalebars, S pm (¢) and 10 pm (g).

Mammalian nuclei contain numerous biomolecular condensates,
forexample, the nucleolus, heterochromatin, co-activator and RNAPII
condensates*. IDRs play important roles in the partitioning of pro-
teins into nuclear condensates*®. We therefore tested whether the
frameshift mutation alters the partitioning of HMGB1 into nuclear
condensates. Using purified marker proteins, we assembled the fol-
lowing model condensates: recombinant mCherry-tagged MED1
IDR droplets as an in vitro model for Mediator co-activator conden-
sates?®**; mCherry-tagged HP1a droplets as an in vitro model for
heterochromatin®; and mCherry-tagged NPM1droplets asaninvitro
model for the granular component of the nucleolus®. Wild-type and
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Fig.3|Mutant HMGB1replaces the granular component of the nucleolus
invivo. a, Representative images of live U20S cells expressing eGFP-HMGB1
proteins. Nuclear arearevealed by Hoechst staining is shown as dashed white
linesina, candf. b, Model of the nucleolus. R1, RNA polymerase I.c, Left,
representative images of U20S cells expressing RFP-FIB1and mutant eGFP-
HMGBI. Right, fluorescence intensity profiles from the region highlighted by
thedashedyellowline. Low and high indicate nucleiwith arelatively low or high
amount, respectively, of the mutant protein. d, Relative fluorescence intensity
of eGFP-HMGB1before and after photobleaching. Datadisplayed as the

mean £s.d. e, Schematic and sequence representation of HMGB1 variants.

Blue bars, HMG boxes. NLS, nuclear localization signal. Red arrow marks the
position of the frameshift mutation (K184Rfs*44) and red letters highlight
mutagenized amino acids. f, Representative images of live U20S cells expressing

mutant HMGBI1 proteins were then added to the droplets (Fig. 2f).
Wild-type eGFP-tagged HMGBI partitioned into all three model con-
densates, with the highest partitioning observed in MED1-IDR droplets
(Fig.2g,h). The mutant HMGB1 protein displayed enhanced partition-
ingintoNPM1droplets (threefold compared with wild type, P<1x 1075,
Welch’s t-test) and to some extent in HP1a droplets (Fig. 2g,h). Mutant
HMGBI1 also tended to form dense foci within the MED1-IDR, HP1aand
NPMldroplets over time that appeared sequestered to the surface of
the droplets (Fig. 2g). Enhanced partitioning into NPM1 condensates
and foci formation were also observed using a 5’-carboxyfluorescein
(5’ FAM)-labelled synthetic HMGB1 IDR mutant peptide, tested at

theindicated eGFP-HMGB1 variants. g, Relative fluorescence intensity of
eGFP-HMGBI1 variants before and after photobleaching. Dataare displayed asa
line for the meansignal, with the shaded regionrepresenting +s.d., n = number
of cells examined. h, Representative images from puromycin-staining
experiments with U20S cells ectopically expressing eGFP-HMGB1 proteins.
The puromycinsignal was used to trace the cell area to highlight GFP* cells with
adashedline. i, Normalized puromycin intensities displayed as the mean +s.d.
fromthreeindependentbiological replicate experiments. ***P<0.0002,
****P<0.0001by one-way ANOVA. j, Quantification of the viability of cells
expressing theindicated HMGBI proteins. Datadisplayed as individual points
fromindependentbiological replicates (n=4). Bar charts show mean +s.d.
***P=0.0005,*P=0.0177 by one-way ANOVA. Scale bars,10 pm (a,c,f) or

20 um (h).

multiple concentrations (Fig. 2i and Extended Data Fig. 4h-j). These
results reveal that mutant HMGB1 exhibits enhanced partitioninginto
NPM1 condensates in vitro.

Nucleolar HMGB1 mispartitioningin vivo

We next sought to investigate the condensate behaviour of mutant
HMGB1 in human cells. As primary culturable cells from individuals
with BPTAS were not available, we ectopically expressed eGFP-tagged
HMGBL1inU20S cells. Wild-type HMGB1 displayed diffuse nuclear locali-
zation in live cells (Fig. 3a and Extended Data Fig. 5a,b). By contrast,
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mutant HMGBI localized to discrete nuclear inclusions (Fig. 3a,
Extended DataFig. 5a,b and Supplementary Video 2). Ectopic expres-
sion of the mutant HMGB1 IDR also led to the formation of nuclear
inclusionsinlive U20S cells (Fig. 3a and Extended DataFig. 5a-c), which
indicated that the replaced IDR of the mutant HMGBL is responsible for
itsaltered subnuclear localization. Nuclear inclusions were observed
inseveral other human cell types expressing mutant HMGBI (Extended
Data Fig. 5d).

Mutant HMGB1 nuclear inclusions frequently contained cavities and
resembled nucleoli. Nucleoli are phase-separated multiphasic conden-
sates that containan outer granular componentenriched in NPM1and
aninner dense fibrillar component enriched in FIB1 (ref.*) (Fig. 3b). To
gaininitial insights into the nature of the mutant HMGB1 nuclear inclu-
sions, we expressed FIB1 tagged with red fluorescent protein (RFP-FIB1)
and eGFP-HMGBL in live U20S cells. The cavities in the mutant HMGB1
inclusions tended to encapsulate FIB1 (Fig. 3c). Fluorescence recovery
after photobleaching (FRAP) experiments revealed that the HMGB1
shell displayed arrested dynamics around the FIB1 cores (Fig. 3d and
Extended Data Fig. 5e). These results suggest that the mutant HMGB1
inclusions may be abnormal, arrested nucleoli.

To further probe the identity of mutant HMGB1 nuclear inclusions,
we performed immunofluorescence against various nuclear proteins
known to form condensates. The immunofluorescence analyses
revealed that mutant HMGBI inclusions were distinct from RNAPIland
MEDI1 puncta, nuclear speckles and heterochromatin (Extended Data
Fig. 5f-h). However, they overlapped with NPM1 and FIB1 (Extended
Data Fig. Sh). The NPM1signal within the HMGBIl inclusions inversely
correlated with the HMGB1signal (Pearson’s r = -0.70) (Extended Data
Fig. 5i). Moreover, the amount of diffuse NPM1outside nucleoli corre-
lated with the amount of HMGBL in the inclusions (Pearson’s r = 0.50)
(Extended DataFig. 5j). These results indicate that the mutant HMGB1
inclusions replace the NPM1-enriched granular component of nucleoli.

Targeted mutagenesis experiments revealed that arginine resi-
dues in the mutant HMGBL tail drive nucleolar mispartitioning, and
ahydrophobic patch drives nucleolar arrest. Various mutant HMGB1
sequences were expressed in live U20S cells. AHMGBI1 protein lack-
ing the entire IDR (Del IDR) or the sequence after the frameshift posi-
tion (Del FS) was not enriched in the nucleolus (Fig. 3e,f). Deletion of
arginine residues (R del), substitution of arginine residues with ala-
nine residues (R>A), substitution of arginine and lysine residues with
alanine residues (R&K>A), and substitution of arginine residues with
lysine residues (R>K) within the sequence created by the frameshift led
to failure of the mutant protein to partitioninto the nucleolus (Fig. 3e,f).
Furthermore, deletion of the short hydrophobic patch at the C termi-
nus of the frameshifted sequence (Patchless) did not alter nucleolar
mispartitioning (Fig. 3e,fand Extended DataFig. 5k), but it did rescue
the arrested dynamics of the mutant HMGB1 nucleoli assessed by FRAP
(Fig. 3e,g). These results demonstrate that nucleolar mispartitioning
ofthe frameshift mutant HMGB1 depends on arginine residues within
the sequence created by the frameshift and that the hydrophobic patch
contributes to nucleolar arrest.

Mutant HMGB1and nucleolar dysfunction

Totest whether the nucleolar mispartitioning of HMGB1 affects nucleo-
lar function, we investigated ribosomal RNA (rRNA) production using
quantitative PCR with reverse transcription (RT-qPCR)*. The level
of 28S rRNA in U20S cells expressing the frameshift mutant HMGB1
was significantly reduced by about 1.5-fold (P < 0.05, Student’s ¢-test)
(Extended Data Fig. 6a). Ribosomal dysfunction was subsequently
probed using an assay of nascent translation that measures puro-
mycin incorporation®. U20S cells expressing mutant eGFP-HMGB1
consistently displayed lower levels of puromycin intensity than
non-transfected (thatis, GFP") cells and cells transfected with wild-type
eGFP-HMGBI (Fig. 3h,i and Extended Data Fig. 6b,c). Furthermore,
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U20S cells expressing the mutant HMGBI1 exhibited substantially
reduced viability after several days of culture compared with cells
expressing wild-type HMGB1 (P < 5 x 10, one-way analysis of variance
(ANOVA)) (Fig. 3j and Extended Data Fig. 6d). The reduced viability
was associated with nucleolar arrest, as transfection of cells with the
Patchless mutant did not compromise viability (Fig. 3j and Extended
Data Fig. 6d). The findings of nucleolar mispartitioning, nucleolar
arrest and viability were corroborated using cell lines expressing sta-
bly integrated eGFP-HMGBI transgenes from a PiggyBac transposon
(Extended Data Fig. 6e-j). These results indicate that the presence
of the HMGBL1 frameshift mutant in cells disrupts nucleolar function
and is cytotoxic.

ACMG classification of HMGBI1 variants

The clinical and genetic information of the five individuals with BPTAS
and the functional data were used to classify the HMGBI frameshift
variants as pathogenic. This classification was madeinaccordance with
the criteria of the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG)*. Both frameshifts observed inindividuals with BPTAS resultin
thereplacement of the highly conserved acidic tail of the protein (ACMG
criterion PM1), and were classified as pathogenic by MutationTaster
(ACMG criterion PP3). Notably, of the 43 nonsynonymous variants in
the HMGBI tail (1,123 alleles) listed in the gnomAD database (v.2.1.1)*’,
only 4 variants (5 alleles) introduce amino acids other than aspartate
and glutamate (ACMG criterion PM2) (Extended Data Fig. 2f,g). All
previously described pathogenic HMGBI variants are associated with
neurodevelopmental phenotypes without severe skeletal anomalies,
which are therefore distinct from BPTAS (Fig. 1c and Supplementary
Table 2), including a chromosomal microdeletion encompassing the
HMGBI locus in an individual (16) diagnosed in our study (Extended
DataFig. 2h-j, Supplementary Note and Supplementary Table 2). The
functional data presented in this study suggest a deleterious effect
(ACMG criterion PS3). In summary, the identification of almost the
same (ACMG criterion PS4) HMGBI frameshift variantsin five (shown
tobe denovoinfour; ACMG criteria PS2 and PM6) unrelated individu-
als with the same ultrarare diagnosis of BPTAS (ACMG criterion PP4)
argues for the classification of these variants as pathogenic (ACMG
evidence level: 3S+2M+2P; Supplementary Note).

Catalogue of variants in C-terminal IDRs

We then sought to investigate whether replacement of a disordered
C-terminal tail with anarginine-rich basic tail and the consequent nucle-
olar mispartitioning and dysfunction could occurinother diseases. To
this end, we generated a catalogue of genetic variants in intrinsically
disordered tails of cellular proteins. First, we annotated 9,303 isoforms
of 5,618 genes that have a C-terminal IDR consisting of at least 20 amino
acids (Supplementary Table 3). We then identified genetic variants
that occur in the disordered tails of the 5,618 genes annotated in the
1000 Genomes Project, Clinvar, COSMIC and dbSNP databases. These
analyses revealed 249,464 genetic variants in C-terminal IDRs, includ-
ing 10,023 truncating variants and 3,888 frameshifts that replace the
C-terminal sequence with >20 amino acids (Fig. 4a, Extended Data
Fig.7a-cand Supplementary Tables 4 and 5). Of the 3,888 frameshifts,
426 were annotated as pathogenicin ClinVar, 763 were common variants
curated in the 1000 Genomes Project and 189 in the dbSNP databases
(Fig. 4b, Extended Data Fig. 7b,c and Supplementary Table 5). The
frameshifts were associated with higher-than-average pathogenicity
(Fig.4a), and frameshifts were enriched for pathogenic variants (Fig. 4b
and Extended DataFig. 7c). Genes encoding transcription factors were
highly enriched among those that contained C-terminal IDR mutations
(Extended DataFig. 7d). Among the 3,888 frameshift variants, 624 were
predicted to result in a sequence consisting of at least 15% arginine
residues, of which101were classified as pathogenicin ClinVar (Fig.4b,c
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¢, Identification of frameshifts creating a sequence of 220 amino acids that
consist of 215% arginine residues. Plottedis the fraction of arginine residues
against thelength of the sequence created by the frameshift. The genes
containing the variants selected for further validation are highlighted orange.
Pathogenic gene variantsareinblue.d, Representative images of U20S cells
co-expressing RFP-FIBland theindicated eGFP-tagged proteins. Nuclear area
revealed by Hoechst staining is shown as dashed white lines. Mutationsinthe
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myelofibrosis (CALR); alveolar capillary dysplasia (FOXFI); anophthalmia/
microphthalmia-oesophaegalatresia syndrome (SOX2); Paget disease of

bone 2, early-onset frontotemporal dementiaand amyotrophiclateral
sclerosis (SQSTMI); blepharophimosis, ptosis and epicanthusinversus (FOXL2);
and hereditary cancer predisposing syndrome (MENI). Scale bar, 10 pm.

e, Nucleolar mispartitioning strongly correlates with the fraction of arginine
residuesin the frameshift sequence. Plotted are Pearson’s correlation
coefficients of the extent of nucleolar mispartitioning of mutant proteins with
protein features of their IDRs (left triangle) and features of the sequences
created by the frameshifts (right triangle). The colour corresponds to the value
of Pearson’s correlation coefficients, and the size of the circles is proportional
tothe Pvalue of the Pearson’s r. f, RT-qPCR analysis of rRNA species in U20S
cells expressing theindicated WT and mutant proteins. rRNA levels are
normalized against an RNAPII transcript (GAPDH), and fold changes are
calculated against the rRNA/GAPDH level measured in the cells expressing WT
protein. Dataare shownasmean £ s.d., Pvalues are from two-tailed Welch’s
t-test. AA, amino acid; SNP, single nucleotide polymorphism; nucl.enr.,
nucleolar enrichment.
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and Supplementary Fig. 2a-g). Overall, 29 out of 66 genes containing
arginine-rich frameshift variants had a probability of loss-of-function
intolerance (pLI) score of <0.05, which is consistent with a potential
gain-of-function effect of the variants (Extended Data Fig. 7e). The
variants were associated with various pathogenic conditions, including
neurodevelopmental diseases and cancer predisposition (Extended
DataFig. 7f-h). Moreover, 98 of the frameshifts also created a sequence
resembling the short hydrophobic patch encoded by the HMGB1
frameshift (Fig. 4b), and 128 of the frameshifts occurred in genes that
contained atleast one hydrophobic patchin their IDR (Fig.4b). Overall,
the catalogue revealed >200,000 variantsin C-terminal IDRs, including
624 frameshifts that replace a C-terminal tail with an arginine-rich basic
tail, of which 101 frameshifts were classified as pathogenic.

Genes containing pathogenic frameshift variants that create an
arginine-rich basic tail were expressed in U20S cells. As such frameshifts
are highly enriched in genes that encode transcription factors, we
selected nine transcription factors (HMGB3, FOXC1, FOXF1, MYOD1,
RAX, RUNX1, SOX2, PHOX2B and FOXL2) and four additional pro-
teins (MEN1, SQSTM1, CALR and DVL1) for functional testing (Fig. 4d,
Extended Data Figs. 8 and 9a-d and Supplementary Fig. 3a-d). The
frameshift mutants of 12 out of the 13 proteins formed nuclear inclu-
sionsthatoverlapped the FIB1-RFP-labelled dense fibrillar component
ofthe nucleolus inlive cells (Fig. 4d and Extended Data Fig. 9e-i). The
extent of mispartitioning into the nucleolus strongly correlated with
thelength of the IDR sequence replaced by the frameshift and the frac-
tion of arginine residues in the sequence created by the frameshifts
(Fig. 4e and Supplementary Fig. 4a,b). For six variant proteins,
cavitiesenriched in FIB1-RFP were apparent (Fig. 4d and Extended Data
Fig.10a). FRAP experiments showed that condensate properties for 7
out of the 13 variants were affected (Extended Data Figs. 9g and 10b).
Six of the mutant proteins that showed significant nucleolar enrich-
mentwere further analysed. For four out of six, changes in the level of
rRNA species in cells expressing the frameshift mutants were detect-
able (Fig. 4f and Extended Data Fig. 10c,d). These results indicate that
disease-associated frameshifts that generate an arginine-rich basic tail
in C-terminal IDRs can cause nucleolar mispartitioning and dysfunction.

Discussion

We propose that disease-associated and common variants in disor-
dered regions may alter phase separationand partitioning of proteins
into biomolecular condensates. In particular, the results presented
here indicate that frameshift variants that substantially increase the
arginine content of various proteins lead to mispartitioning into the
nucleolus and disruption of nucleolar function. Our data identified
the replacement of the disordered tail with an arginine-rich basic tail
in HMGB1 as the pathomechanism underlying BPTAS, a rare complex
malformation syndrome®. The HMGB1 variant appears to encode a
sequence that combines high arginine content, reminiscent of the
phase-separation grammar of native nucleolar proteins*, and ahydro-
phobic patch that predominantly contributes to nucleolar arrest and
dysfunction (Fig. 3e-j). The frameshift therefore interferes with the
‘molecular grammar’ of phase separation encoded in HMGBI, and the
resulting mutant protein disrupts condensate features and function of
the nucleolus where it accumulates. The extent to which the minimal
propensity of the HMGB1 mutant sequence to forma helix contributes
to these effects remains to be tested.

We provided evidence that arginine-rich frameshifts occur in hun-
dreds of proteins, which implies that there is acommon mechanism
for hundreds of disease-associated and common genetic variants
with previously unknown functions. The organismal effects of such
frameshifts are probably influenced by tissue-specific expression and
haplosufficiency (or haploinsufficiency) of the genes in which they
occur. For example, BPTAS is associated with a frameshift in HMGB1
thatis broadly expressed and haploinsufficient (pLI score of 0.83),
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which is consistent with phenotypic features presenting in multiple
organ systems and partially overlapping with those seen when the
locus is deleted (Supplementary Note). Of note, mispartitioning
into the nucleolus and nucleolar dysfunction have been reported for
poly-(proline:arginine)-dipeptides produced by repeat-expanded
variants of C9orf72linked to amyotrophic lateral sclerosis®***>. Aber-
rant phase separation and nucleolar dysfunction may therefore occur
inawide range of genetic conditions as ashared underlying molecular
pathomechanism.

Finally, the IDR variant catalogue provides a resource for exploring
further models of how disease-associated variants may alter biomo-
lecular condensates. For example, the >10,000 variants that truncate
aC-terminal IDR may inhibit biogenesis of condensates, and several
such variants have been associated with condensate dissolution in
cultured cells®, Disease-associated alanine repeat expansions in a
few transcription factors have been shown to alter the composition
of their condensates®, and our catalogue contains >200 frameshift
sequences consisting of at least 25% alanine residues. In summary, we
propose that disruption of phase separation may frequently occur in
genetic diseases. Further investigation of the underlying molecular
basis may lead to future strategies that alter phase separation with
therapeuticintent.
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