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ABKURZUNGEN

CGH

DNA

1000G

NGS
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ExAC
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FHM

Comparative Genomic Hybridization (vergleichende genomische Hybridisie-
rung zur Suche nach Variationen der Kopienzahl oder nach gré3eren Deleti-

onen)
Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure oder DNS)

1000 Genomes Project (1000-Genom-Projekt zur Ermittlung haufiger Poly-

morphismen in der gesunden Normalbevélkerung)
Next Generation Sequencing (Hochdurchsatzsequenzierung)

Copy Number Variation (Variation der Kopienzahl eines Gens oder einer

chromosomalen Region)
Polymerase Chain Reaction

Whole Exome Sequencing (Sequenzierung aller kodierenden Abschnitte des

Genoms, der Exons und ihrer flankierenden intronischen Regionen)
Whole Genome Sequencing (Sequenzierung des gesamten Genoms)

Human Gene Mutation Database (Datenbank mit bekannten Krankheitsmuta-

tionen)

Exome Aggregation Consortium (Datenbank der Ergebnisse von ca. 60.000
WES)

Human Phenotype Ontology (Ontologie, die menschliche Krankheitssympto-
me hierarchisch strukturiert)
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1. EINLEITUNG
1.1 Aktueller Stand der Genomforschung - Next Generation Sequencing

In den letzten Jahren hat die Entwicklung von Hochdurchsatzverfahren zur DNA-
Sequenzierung (Next Generation Sequencing, NGS) zu einem exponentiellen Wis-
senszuwachs und besseren Verstandnis der monogenetischen Erkrankungen ge-
fuhrt. Mit der NGS-Technologie kdnnen alle kodierenden Regionen des Genoms
gleichzeitig untersucht werden. Dieses Verfahren, verglichen mit herkdbmmlichen
Kandidatengensequenzierungen mittels automatischer Sanger Sequenzierung, hat
sich bei Patienten, bei denen eine monogenetische Erkrankung vermutet wird, als
eine kosteneffektive und effiziente Methode erwiesen. Monogenetische Erkrankun-
gen sind Erkrankungen, die durch Mutationen in einem Gen verursacht und nach den
Mendel'schen Regeln vererbt werden. Ein Beispiel hierfur ist die zystische Fibrose,
deren Mutationen im CFTR-Gen einem autosomal rezessiven Erbgang folgen. Ein
weiteres Beispiel ist die Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie CMT1A, die haufigste er-
blich bedingte Krankheit des peripheren Nervensystems, die durch dominant vererb-
te Punktmutationen, Deletionen und Duplikationen im PMP22-Gen verursacht wird
(Hoyle et al., 2015). In Abhangigkeit des Pathomechanismus kann eine Krankheit
dominant (ein Allel ist mutiert) oder rezessiv (beide Allele sind mutiert) vererbt wer-
den. Von den bisher bekannten ca. 25.000 proteinkodierenden Genen konnten bis-
her 4.712 Gene Krankheitsbildern zugeordnet werden (Quelle OMIM, Abfrage April
2016).

Bisher war die Sequenzierung nach Sanger (Sanger 1975) der Goldstandard in der
molekularen Diagnostik monogenetischer Erkrankungen. Sie ist bis heute die Metho-
de der Wabhl fur die klinisch-genetische Testung, wenn der Phanotyp eindeutig einem
oder wenigen Genotyp(en) zuzuordnen ist. Fir diesen Ansatz benoétigt man eine kla-
re Vermutung Uber den zugrunde liegenden Gendefekt, den es zu bestatigen gilt
(Kandidatengenhypothese). Jedoch kann mittels der klassischen Sanger-
Sequenzierung nur ein DNA-Segment auf einmal untersucht werden, was die San-
ger-Methode sehr arbeitsaufwendig und zeitintensiv macht. Fur Erkrankungen mit
hoher genetischer Heterogenitat wie zum Bespiel die Neuropathien oder die kongeni-
talen Muskeldystrophien (Hoyle et al., 2015, Bénnemann et al., 2014) hat sich die
Einzelgensequenzierung als zu kostenaufwendig und ineffizient erwiesen (Neveling,
2013).



Mit der Einfuhrung der NGS lassen sich parallel DNA-Abschnitte in einem einzigen
Sequenzierlauf untersuchen (Muzzey et al., 2015). Der Prozess der Hochdurchsatz-
Sequenzierung beginnt mit der Extraktion der DNA des betroffenen Individuums,
meistens aus Leukozyten, die aus EDTA-Blut isoliert werden. Andere mogliche Ge-
webe sind Mundschleimhaut, geziichtete Hautfibroblasten, Biopsiematerial oder
Speichel. Die DNA wird anschliel3end in kleine Stiicke von ca. 500 bp fragmentiert,
mit Adaptern versehen und dann in einer sogenannten Flow-Cell mittels PCR ampli-

fiziert.

Die zu amplifizierenden Genabschnitte kdnnen entweder eine Auswahl von Genen
reprasentieren (targeted approach) oder die kodierenden Regionen aller bekannten
Gene des Genoms beinhalten. Die erste Strategie wird als Panel Sequenzierung
und die zweite als Whole-Exome-Sequencing (WES) bezeichnet. Das Exom um-
fasst nur =2,7% des menschlichen Genoms. Man vermutet, dass ungefahr 85% aller
krankheitsverursachenden Mutationen monogener Erkrankungen in den proteinko-
dierenden Abschnitten des Genoms zu finden sind. Ist das ganze Genom Ziel der
Sequenzierung, sprechen wir von Whole-Genome Sequencing (WGS).

Es gibt verschiedene Sequenzierungsplattformen, die mit unterschiedlichen Techno-
logien fur die Parallelsequenzierung zur Verfigung stehen, z.B. Illumina (Synthese),
Roche (Pyrosequencing) oder Life Technologies (Ligation). Im ersten Schritt werden
dabei Millionen von kurzen Sequenzabschnitten, sogenannte ,reads” produziert, die
eine Lange von 200-400 bp haben. Diese Sequenzabschnitte werden nun mit Hilfe

bioinformatischer Programme interpretiert.

Zunachst werden sie an einem Referenzgenom ausgerichtet (Alignment), dann wer-
den Ubereinstimmungen und Abweichungen vom Referenzgenom an jeder einzelnen
Basenposition Uberpruft (variant calling). Basen, die von der Referenzsequenz ab-
weichen, neutral ,Varianten" genannt, misse nun nach ihrer Relevanz fir die Entste-
hung der Krankheit beurteilt werden. Hierbei missen fir eine WES etwa 50.000 und

fur eine WGS etwa 3 Mio Varianten beurteilt werden.

In diesem Verfahren kommen verschiedene Filtermdglichkeiten zum Einsatz. Die
Kunst besteht nun darin, sich in der Datenflut pathogener Veranderungen, Varianten

mit unklarer Signifikanz und harmlosen Polymorphismen zu orientieren und auf der



Basis der genetischen Rohdaten in Zusammenschau mit dem Krankheitsphanotyp

des Patienten eine molekulargenetische Diagnose zu stellen.

In meiner Habilitationsschrift beschaftige ich mich mit der Aufklarung genetisch de-
terminierter neuropadiatrischer Krankheitsbilder mittels moderner molekulargeneti-
scher Analysen. Hierbei handelt es sich Uberwiegend um Projekte, bei denen der
Einsatz der NGS ein entscheidender Schritt zur Diagnosestellung war. In Publikation
1 beschéftige ich mich mit grundlegenden methodischen Aspekten, die davon han-
deln, mit welchen Verfahren DNA fir die Hochdurchsatzsequenzierung aufbereitet
werden kann und welchen Einfluss die jeweilige Aufbereitungsmethode auf das Er-
gebnis der Hochdurchsatz-Sequenzierung hat. In den Publikationen 3, 4 und 5 be-
schreibe ich unterschiedliche Vorgehensweisen und Auswertestrategien, die jeweils
dazu gefuhrt haben, den zugrundeliegenden krankheitsverursachenden Gendefekt
aufzudecken. In Publikation 5 beschreibe ich ein neues Krankheitsbild und identifizie-
re als Erstbeschreiberin den zugrundeliegenden, bislang unbekannten Gendefekt. In
weiterfihrenden zellbiologischen Experimenten habe ich die dem neu beschriebenen
Gendefekt zugrundeliegenden Pathomechanismen untersucht.

1.2 Array CGH

Ein weiteres Verfahren, das in den letzten Jahren Einzug in die Diagnostik zur Auf-
klarung neuropadiatrischer Erkrankungen gehalten hat, ist die genomweite Analyse
mittels Array-CGH (array-basierte Comparative Genom-Hybridisierung). Die Array-
CGH ermdglicht den Nachweis von Verlusten und Gewinnen an genomischer DNA.
Gegen ein Raster immobilisierter DNA-Fragmente wird eine vergleichende genomi-
sche Hybridisierung durchgefuhrt und das Verhéltnis der Fluoreszenzsignale der Pa-
tienten- und Referenz-DNA bestimmt (Pinkel et al., 2005). Der Einsatz hochaufl6-
sender molekular-zytogenetischer Methoden wie der Array-CGH erlaubt die genom-
weite Detektion submikroskopischer Chromosomenveranderungen wie Mikrodeletio-
nen oder Mikroduplikationen, sogenannter ,Copy Number Variations* (CNVs), die
insbesondere bei komplexeren Krankheitsbildern, Dysmorphien und Syndromen eine
grof3e Rolle spielen. Bei Kindern mit mentaler Retardierung und unauffalliger konven-

tioneller Chromosomenanalyse findet sich bei etwa 10-20% der Patienten eine mit-



tels Array-CGH nachweisbare Mikroaberration, durch welche die klinische Sympto-

matik sich erklaren lasst (Cooper et al., 2011).

Auch bei dieser Methode gilt es, die Datenflut gegen Variationen, die in der Normal-
bevolkerung vorkommen, abzugleichen und dadurch eine valide Beurteilung der vor-
liegenden Variante sicherzustellen. In Publikation 2 beschéftige ich mich mit der Vi-
sualisierung und Interpretation der Daten, die mit dieser Technologie generiert wer-

den.

1.3 Welche Untersuchung ist fir meine Bedurfnisse geeignet?

Unter einem Diagnostik-Panel versteht man die gleichzeitige Sequenzierung aller
Gene, die an der Entstehung einer bestimmten Gruppe von Erkrankungen beteiligt
sind. Die Methode der Panelsequenzierung ist deutlich schneller und kostenguinsti-
ger als die herkdbmmlichen Einzelgensequenzierungen. Durch die parallele Sequen-
zierung von bis zu mehreren hundert Genen findet man die genetische Ursache der

Krankheiten wesentlich haufiger.

So werden mittlerweile zahlreiche Genpanel aus den unterschiedlichsten Bereichen,
zum Beispiel aus der Gruppe der neuromuskularen Erkrankungen oder der Epilep-
sien, angeboten. Ist das Krankheitsbild umschrieben und einer Ubergeordneten
Krankheitsgruppe zuzuordnen, ist die Panel-Sequenzierung die Methode der Wahl
zur Sicherung der molekularen Diagnose. Durch die Panel-Diagnostik kdnnen Ver-
anderungen in den untersuchten Genen mit hoher Genauigkeit ausgeschlossen oder
identifiziert werden, da die jeweiligen Gene gut abgedeckt und die technischen Vo-
raussetzungen optimiert sind. Diese hohe Genauigkeit ist ein groRRer Vorteil gegen-
Uber der Gesamtgenom/-exom-Sequenzierung. Zudem wird das Auffinden von Zu-
fallsbefunden, die nicht im Zusammenhang mit der untersuchten Erkrankung stehen,
praktisch ausgeschlossen. Insgesamt fihren die Diagnostik-Panels zu deutlich héhe-
ren Aufklarungsquoten als die Kandidatengensequenzierung, stehen als schnelle,
effiziente und kostengunstige Methode zur Verfiigung und werden inzwischen auch

von den Kostentragern erstattet.

Beim WES, bei dem alle proteinkodierenden Bereiche des menschlichen Genoms
gleichzeitig sequenziert werden, hat man im Vergleich zur Panel-Sequenzierung, die

Moglichkeit, auch neue Erkrankungen und Gendefekte zu entdecken, da die Se-



quenzierung nicht auf schon bekannte krankheitsverursachende Gene beschrankt

ist.

Fur die hierbei gewonnenen Vorteile nimmt man an anderen Stellen Nachteile in
Kauf. Die Abdeckung bei der Exomsequenzierung ist langst nicht so hoch und ho-
mogen wie bei der Panelsequenzierung. Es kommt vor, dass nicht alle Bereiche aus-
reichend abgedeckt sind. Aufgrund der vielen Bereiche im Genom, deren Verande-
rungen bei der Entstehung von Krankheiten unbekannt sind, werden viele Daten ge-
neriert, die schwierig zu interpretieren sind. Neben den vielen unklaren Varianten
besteht bei der Exomsequenzierung die Mdglichkeit, dass unbeabsichtigt Zufallsbe-
funde erhoben werden kénnen, die mit dem eigentlichen Krankheitsbild nichts zu tun
haben. Wie mit solchen Befunden zu verfahren ist, muss im Vorfeld mit den Patien-
ten und deren Eltern geklart werden. Das WES ist demzufolge zu empfehlen, wenn
eine genetische Ursache vermutet wird, sich die Symptome jedoch nicht sicher einer
bestimmten Erkrankungsgruppe zuordnen lassen und die Mdglichkeit besteht, dass

es sich um eine bislang unbekannte genetische Erkrankung handelt.

Im Vergleich zum WES, bei der alle proteincodierenden Bereiche der ca. 25.000 be-
kannten Gene angereichert und sequenziert werden, wird beim Clinical Exome Se-
guencing nur ein Teil des Exoms angereichert. Hierbei fokussiert man sich auf be-
kannte krankheitsassoziierte Gene, die in der Human Gene Mutation Database
(HGMD) und der OMIM Datenbank beschrieben sind. Die so angereicherte Region
umfasst derzeit fast 5.000 Gene und damit fast 62.000 Exons. Bei dieser Variante,
einem Mittelweg zwischen Exomsequenzierung und Panelsequenzierung, bleibt die
Mdglichkeit, neue Phanotypen einer schon bekannten Krankheitsentitat zu entdecken
und somit das Wissen um die Genotyp-Phanotyp Relation einer bestimmten Erkran-
kung zu erweitern. Hierzu lauft an unserer Klinik derzeit eine gro3e Studie als Koope-
rationsprojekt zwischen dem Institut fir Humangenetik / medizinische Genetik und
der Kinderklinik der Charité (MENDEL-Studie, siehe Diskussion).

1.4 Auswertestrategien der Ergebnisse einer Exom-Sequenzierung und Inter-

pretation der Varianten

Neue Gensequenzierungstechniken bieten die Mdglichkeit, genetische Krankheitsur-

sachen auch in Einzelfamilien aufzuklaren, bei denen entweder mehrere Kinder be-



troffen sind oder die Eltern blutsverwandt sind. Wir wéhlen hierfur eine Kombination
aus Genmapping und Exom-Sequenzierung. Es handelt sich um einen effektiven
Ansatz, da erst krankheitsverursachende Abschnitte des menschlichen Genoms zu
identifiziert werden und dann die darin liegenden klinisch relevanten Krankheitsmu-
tationen aufgespirt werden. In diesem Verfahren wird in einem ersten Schritt das
Exom mittels NGS sequenziert. In einem zweiten analytischen Schritt werden mittels
Homozygotie-Kartierung oder ,Identity-by-state” Analyse grdl3ere Regionen, die im-
mer noch mehrere hundert Gene umfassen kénnen, herausgefiltert und analysiert.

Hierdurch gelingt eine deutliche Reduktion der zu untersuchenden Varianten.

Klassischerweise qilt flr eine erfolgreiche Homozygotie-Kartierung die Vorausset-
zung, dass die Eltern eines erkrankten Kindes blutsverwandt sein missen. Die Me-
thode der Homozygotie-Kartierung kann jedoch auch bei einzelnen Betroffenen aus
nicht konsanguinen Familien erfolgreich angewandt werden kann, wenn es sich um
Founder-Mutationen in einer bestimmten Bevélkerungsgruppe handelt (Hildebrandt
et al., 2009). Mit Hilfe des ,ldentity-by-state* Konzeptes kbnnen genomische Berei-
che, die bei mehreren Betroffenen ubereinstimmen, in nicht konsanguinen Familien
ermittelt werden (Thompson et al., 2013). In diesen Bereichen verbergen sich dann
auch die Krankheitsmutationen, meistens als compound heterozygote Mutationen.
So kénnen auch bei Kindern nicht verwandter Eltern die Bereiche, in denen sich die
krankmachende Veranderung befindet, eingeengt werden und die Krankheitsursache
identifiziert werden (Knierim et al., 2015). Wir nutzen fur die Homozygotie-Kartierung
das im Internet frei zugangliche Programm HomozygosityMapper, welches durch un-
sere Arbeitsgruppe entwickelt wurde. Der HomozygosityMapper
(http://www.homozygositymapper.org) ermdglicht die rasche ldentifizierung gemein-
samer homozygoter Regionen in einer Gruppe von Patienten (zum Beispiel aus der
gleichen Familie oder Personen mit klinisch &hnlichen Krankheitsbildern; Seelow und
Schuelke, 2012). Hierfur kénnen Daten genutzt werden, die auf Affymetrix® SNP
Chip-basierten Verfahren gewonnen wurden, ebenso kbnnen NGS-generierte Daten

eingespeist werden.

Ein groRes Problem der Hochdurchsatzsequenzierung ist die Menge an Daten, aus
denen einzelne krankheitsverursachende Varianten herausgefiltert werden mussen.
Bereits bei der WES werden in der Regel =50.000 Varianten identifiziert. Zunachst

fillern wir die vorhandenen Varianten gegen Varianten aus Datenbanken wie zum



Beispiel der EXAC Datenbank (Exome Aggregation Consortium, http:/
EXAC.broadinstitute.org/) oder dem 1000 Genomes Projekt (1000 Genomes Project,
Nature 2015). Es handelt sich um Daten, die im Rahmen grof3 angelegter Sequenzie-
rungsprojekte gesammelt wurden. Durch einen Abgleich der Allelfrequenzen mit den
in den Datenbanken vorhandenen Varianten kénnen haufige und harmlose Polymor-
phismen als Krankheitsursache ausgeschlossen werden. Bei der Filterung und Prio-
risierung der verbleibenden Varianten kommen bioinformatische Programme zum
Einsatz, welche mit Hilfe eines naiven Bayes-Klassifikators auf der Basis bekannter
Genmutationen Vorhersagen Uber die funktionellen Auswirkungen unbekannter Vari-
anten treffen kdnnen. In erster Linie arbeiten wir mit dem MutationTaster2, der von
unserer  Arbeitsgruppe entwickelt  wurde (Schwarz et al, 2014,
http://www.mutationtaster.org). MutationTaster2, ein Programm zur automatischen
Evaluierung von Genvarianten, ist insbesondere geeignet, die zahlreichen Sequenz-
varianten, die mittels neuer Sequenzierungstechnologien gefunden werden, hinsicht-
lich ihrer méglichen Pathogenitat zu bewerten. MutationTaster2 ist web-basiert, kos-
tenlos und wird von Gruppen aus aller Welt verwendet. Der Webservice zur automa-
tischen Analyse von Varianten (*.VCF)-Dateien wurde bislang zur Auswertung von
mehr als 1,5 Milliarden Varianten genutzt bei ca. 2 Millionen Einzelabfragen pro Tag.
Neben der Mdglichkeit zur Bewertung synonymer und nicht-kodierender Varianten ist
MutationTaster2 auch in der Vorhersagegenauigkeit anderen Programmen wie SIFT
oder PolyPhen-2 Uberlegen (Schwarz et al., 2014). Die Varianten aus einer vollstan-
digen Exomsequenzierung kénnen in 10 Minuten analysiert werden. Dank der Ver-
wendung effektiver Filterstrategien wird dabei eine Falsch-Positiv-Rate von nur =1%

erreicht.

GenebDistiller (http://www.genedistiller.org) ist eine Geninformation-basierte Daten-
bank, die bei der Priorisierung von Genen, die in einem bestimmten Intervall oder
einer Region liegen, behilflich ist. Unter Beriicksichtigung von Expressionsdaten und
Interaktionspartnern kann somit eine Reihenfolge der Gene erstellt werden, die mog-
licherweise als Krankheitsgen in Frage kommen (Seelow et al., 2008).

Ein Programm, das im Rahmen unserer gemeinsamen Studie mit der Humangenetik
zum Einsatz kommt, ist PhenIX. Das Programm ist ebenfalls im Internet frei zugang-
lich (http://compbio.charite.de/PheniX/) und ermoglicht eine Priorisierung der geneti-
schen Varianten anhand der klinischen Symptome des Patienten. Bei der Priorisie-
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rung mit PhenlX wird zum einen die vorhergesagte Auswirkung auf molekularer Ebe-
ne berticksichtigt. Zum anderen wird die Ubereinstimmung der assoziierten Krank-
heitsbilder mit den phanotypischen Merkmalen des Patienten gewertet. Die phanoty-
pischen Eigenschaften wurden anhand der “Human Phenotype Ontology” (HPO)
kodiert. Die HPO ist ein semantisches hierarchisches Netzwerk zur Abbildung aller
klinischen Symptome, die bei Patienten mit genetischen Erkrankungen gefunden
werden konnen (Kohler et al., 2014). Die PhenlX Software erméglich eine Priorisie-
rung der genetischen Varianten anhand des klinischen Ph&notyps und dient somit
der Aufdeckung krankheitsverursachender Varianten in unseren Patienten (Zemojtel
et al., 2014).

1.5 Funktionelle Verifizierung gefundener Varianten

Zunachst werden mogliche pathogene Veranderungen mittels konventioneller San-
ger Sequenzierung bestétigt. Zudem untersuchen wir damit die Segregation der Va-
riante mit dem Phanotyp in der Familie. Weitere Tests sind die Konservierung der
betroffenen Aminoséureposition in der Evolution durch Multispecies-Alignment und
die Bestimmung der Allelfrequenz fir die jeweilige Variante in unterschiedlichen eth-

nischen Gruppen, insbesondere aber in der Herkunftsgruppe des Patienten.

In Abhangigkeit der gefunden genetischen Veranderungen erfolgt eine funktionelle
Verifizierung der Krankheitsmutationen in Patientenzellen, z.B. durch Western Blot
(Abwesenheit des Proteins bei nonsense-Mutationen) oder durch eine Wiederherstel-
lung der biochemischen Zellfunktion durch Einbringen einer korrekten Genkopie mit-

tels Transfektion.

Weitere Moglichkeiten, die Pathogenitat eines Gendefektes zu bestatigen ist das
Tiermodell. Je nach Vorhandensein kann man gelegentlich auf ein schon existieren-
des Mausmodell zurtickgegriffen werden, welches man einfach beim Jackson Labo-
ratory (Maine) bestellen kann. Oft kommt es jedoch vor, dass fiir den neu entdeckten
Gendefekt noch kein Tiermodell etabliert ist. Hierbei bietet sich bei entwicklungsneu-
rologischen Fragestellungen, wo haufig der Fokus auf dem korrekten Zusammen-
spiel von Nerven und Muskeln liegt, der Zebrafisch als Tiermodell an. Im Zebrafisch
ist das vorubergehende Abschalten bestimmter Gene durch die Injektion von Mor-

pholino-Antisense-Oligonukleotiden (kurz ,Morpholinos®), in die befruchtete Oozyte

10



madglich. Diese binden an die pra&-mRNA eines bestimmten Gens und verhindern
damit das korrekte Splicing und somit Produktion des entsprechenden Proteins. Im
Gegensatz zur knockout-Maus, deren Erzeugung langwierig ist, kbnnen mit der Mor-
pholino-Methode innerhalb kurzer Zeit eine Vielzahl relevanter Genen abgeschaltet
und die Auswirkungen untersucht werden (Schredelseker et al, 2009). Diese Metho-
de ist besonders attraktiv fir Gene, die in der Entwicklung des Nervensystems oder
des neuromuskulédren Systems eine Rolle spielen, da man aufgrund der schnellen
Entwicklung des Zebrafischembryos tber nur wenige Tage, einen Effekt auf den

Phanotyp rasch beobachten kann.
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2. EIGENE ARBEITEN

Publikation 1: KNIERIM E, Lucke B, Schwarz JM, Schuelke M, Seelow D. Sys-
tematic comparison of three methods for fragmentation of long-range PCR

products for next generation sequencing. PLoS One 2011; 6:€28240. (IF=4,411)

Durch Whole Exome Sequencing (WES) wurden viele genetische Defekte aufge-
deckt. Damit die NGS-Technologie in die klinische Diagnostikroutine Einzug halten
kann, ist es wichtig, Arbeitsablaufe fir Hochdurchsatzverfahren zu vereinfachen. Es
gibt verschiedene Verfahren, die Proben fiir die Sequenzierung aufzuarbeiten. Nahe-
zu allen Verfahren ist die Fragmentierung der hochmolekularen doppelstrangigen
DNA zu Beginn des Aufbereitungsprozesses gemein. Folgende mdgliche Techniken
kommen zum Einsatz: (1) Nebulisierung: Hier wird die DNA mit Hilfe komprimierten
Stickstoffs durch eine kleine Offnung gedrangt und somit zufallig mechanisch zer-
kleinert. (2) Sonifikation: Hierbei wird die DNA mittels Ultraschallwellen geschert
und in kleinere Stiicke zerteilt. (3) Enzymatischer Verdau: Hierbei wird die DNA mit
Hilfe einer Endonuklease zuféllig in 100-800 bp lange Stlicke zerteilt. In dieser Arbeit
untersuche ich den Einfluss der drei Fragmentierungsmethoden von Longe-Range
PCR-Produkten auf das Sequenzierungsergebnis. Durch alle drei Methoden wurden
qualitativ hochwertige Sequenzierungsbibliotheken produziert und gute Ergebnisse
beziglich der Sequenzierungsqualitaét gemessen am PHRED-Score und der Read-
Lange erzielt. Mit der enzymatischen Fragmentierung wurden die bestandigsten Er-
gebnisse innerhalb der drei Bibliotheken erstellt, waren aber im Vergleich zur Sonifi-
kation oder Nebulisierung in den Rohsequenzen etwas schlechter beziglicher der
Insertions-/ Deletionsfehler. Nach dem Filtern auf Homopolymerfehler fuhrte die en-
zymatische Fragmentierung verglichen mit dem Goldstandard der Sanger-
Sequenzierung zu den besten Ergebnissen. Zusammenfassend kommen wir zu der
Aussage, dass alle drei Methoden geeignet sind, PCR-Produkte zu fragmentieren,
und dass der Einsatz ganz nach den Bedurfnissen des jeweiligen Labors oder ent-

sprechend dem experimentellen Design gewahlt werden kann.
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Publikation 2: KNIERIM E, Schwarz JM, Schuelke M, Seelow D. CNVinspector -
a web-based tool for the interactive evaluation of copy number variations in
single patients and in cohorts. J Med Genet. 2013; 50: 529-33. (IF=6,340)

Viele genetische Erkrankungen sind durch Verdnderungen der Kopienanzahl (CNV)
im menschlichen Genom verursacht und spielen in der genetischen Diagnostik bei
Kindern mit Entwicklungsstorungen und/oder geistiger Behinderung eine grol3e Rolle.
Jedoch erschwert die grof3e Anzahl “gutartiger” CNV-Polymorphismen das Auffinden
krankheitsverursachender Varianten. Um CNVs in Patienten leichter auf ihr Krank-
heitspotential hin beurteilen zu kdénnen, haben wir eine Web-basierte Software mit
dem Namen CNVinspector entwickelt. Mit Hilfe einer benutzerfreundlichen Oberfla-
che kann man eigene Daten einladen und somit Patienten-spezifische mit bekannten
CNVs vergleichen. Man kann sowohl Ubereinstimmungen mit bekannten krankheits-
verursachenden CNVs suchen als auch CNVs herausfiltern, die nicht bei gesunden
Probanden auftreten. Die Software greift auf grof3e internationale Datenbanken zu,
die Ergebnisse genomweiter Studien zu komplexen Erkrankungen gesunder und er-
krankter Personen enthalten. Des Weiteren sind Daten aus der DECIPHER-
Datenbank (https://decipher.sanger.ac.uk/) integriert, in der CNVs von Patienten und

die damit verbundenen Phéanotypen erfasst sind.

Neben der Analyse einzelner Patienten kdnnen auch Kohorten miteinander vergli-
chen werden. Es ist mdglich, Maximal- und Mindesthaufigkeiten sowie-frequenzen in
Patienten und Kontrollen anzugeben. Somit kbnnen Zugewinn oder Verlust bestimm-
ter CNVs als Krankheitsursache identifiziert werden. Der Benutzer kann sich auch
nur solche CNVs anzuzeigen lassen, die in einer Kohorte deutlich haufiger auftreten
als in einer anderen. Um artifizielle Unterschiede durch den Einsatz verschiedener
technischer Plattformen und Untersuchungsmethoden auszuschlielen bietet das
Programm die Mdglichkeit, den Vergleich auf die CNVs zu begrenzen, die mit einer
identischen Methode detektiert wurden. Die gefundenen CNVs werden sowohl als
Liste als auch visuell an ihrer genomischen Position dargestellt. Zusétzlich werden
die in den Regionen liegenden Gene angezeigt, um rasch mdgliche Krankheitsgene

zu erkennen.
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Durch verschiedene Filtermoglichkeiten vereinfacht CNVinspector die tagliche Arbeit
des klinischen Genetikers und beschleunigt die Zuordnung bekannter und neuer

syndromaler Erkrankungen und Genfunktionen. CNVinspector ist unter

http://www.cnvinspector.org frei im Internet zuganglich.
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Publikation 3: KNIERIM E, Seelow D, Gill E, von Moers A, Schuelke M. Clinical

application of whole exome sequencing reveals a novel compound heterozy-
gous TK2-mutation in two brothers with rapidly progressive combined muscle-
brain atrophy, axonal neuropathy, and status epilepticus. Mitochondrion. 2015;
20: 1-6. (IF=3.520)

Kennzeichen mitochondrialer Depletionssyndrome ist eine massive Reduktion des
Gehalts an mitochondrialer DNA. Das Krankheitsbild dieser im frihen Kindesalter
auftretenden Erkrankungsgruppe ist heterogen, und somit kann man kaum vom Klini-
schen Phéanotyp auf den genetischen Defekt schlieRen. Zahlreiche Gendefekte wur-
den bisher beschrieben, die bei der Synthese und dem Erhalt mitochondrialer DNA
eine Rolle spielen. Die beiden Brider nicht-konsanguiner Eltern, deren Gendefekt ich
in dieser Publikation identifiziere, wurden tber mehrere Jahre aufgrund einer schwe-
ren Muskelerkrankung mit konsekutiver Ateminsuffizienz sowie einer komplizierten
Epilepsie in der Kinderklinik der Charité behandelt. Die Muskeln degenerierten voll-
standig zu Fettgewebe, die Patienten befanden sich im anhaltenden Status epilepti-
cus und das Gehirn zeigte einen dramatischen Verlust an grauer und weil3er Sub-
stanz. Trotz umfangreicher Diagnostik konnte die Atiologie der zum Tode fiihrenden
Amyotrophie fur lange Zeit nicht geklart werden. Mit Hilfe des Einsatzes der NGS-
Technologie und spezieller Datenanalyseverfahren habe ich den zugrundeliegenden
Gendefekt gefunden und den Phanotyp des Krankheitsbildes genauer definieren
kénnen. Mit Hilfe der ,ldentity-by-state“-Analyse lassen sich die Regionen ermitteln,
die von beiden Betroffenen geteilt werden. Durch diesen Algorithmus kann man auch
in nicht konsanguinen Familien die Region eingrenzen, in der sich die krankheitsver-
ursachende Mutationen befinden mussen, vorausgesetzt mindestens zwei Kinder der
Familie sind erkrankt. Mittels WES habe ich dann eine compound heterozygote Mu-
tation im Tymidinkinase-2 (TK2) Gen gefunden. Der Gehalt mitochondrialer DNA im
Muskel der Patienten war auf 8,5% vermindert. Durch diese Arbeit konnte der Pha-
notyp des Krankheitsbildes erweitert werden und wir konnten zeigen, wie der Einsatz
moderner molekulargenetischer Untersuchungstechniken eine genetische Diagnose
auch in nicht konsanguinen Familien ermdglicht. Durch den frihzeitigen Einsatz ge-
netischer Diagnostik kdnnen in Zukunft Patienten-belastende diagnostische Eingriffe

wie Muskelbiopsien und Untersuchungen in Narkose vermieden werden.
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Publikation 4: Rajab A, Morales-Gonzalez S, Gill E, Seifert F, Zwirner A, Schuel-
ke M, KNIERIM E. Recessive DEAF1 mutation associates with autism, intellec-
tual disability, basal ganglia dysfunction and epilepsy. J Med Genet. 2015; 52:
607-611 (IF=6,340)

In dieser Verdoffentlichung charakterisiere ich einen 2014 beschriebenen neuen
Gendefekt genauer und erweitere den klinischen Phanotyp. Zum ersten Mal be-
schreibe ich einen autosomal-rezessiven Erbgang fur diese Erkrankung, bei der
Patienten an autistischem Verhalten, geistiger Behinderung, einer Bewegungs-
storung und epileptischen Anféllen leiden. Es gibt zahlreiche Gendefekte, die mit
Autismus, mentaler Retardierung und Epilepsie assoziiert sind. Kombiniert man
diese drei Suchbegriffe und sucht in der Datenbank OMIM, findet man 34 Eintra-
ge. Das Gen DEAF1 ist nicht darunter, denn es war bisher nur unter dem auto-
somal-dominant vererbten Krankheitsbild mit mentaler Retardierung, Autismus
und Sprachentwicklungsverzégerung beschrieben. DEAF1 kodiert fir ein Zinkfin-
gerprotein, das in der Regulation und Repression von Transkription eine Rolle
spielt. In unserer aus dem Oman stammenden, konsanguinen Familie sind drei
Kinder erkrankt. Sie leiden unter einer schweren extrapyramidalen Bewegungs-
storung, Krampfanfallen, mentaler Retardierung und autistischem Verhalten. Um
den Gendefekt zu finden, verfolgten wir eine Strategie aus einer Kombination von
Homozygotie-Kartierung und WES. Mithilfe der Homozygotie-Kartierung gelang
es uns, in der konsanguinen Familie den Bereich einzugrenzen, in dem sich die
krankheitsverursachende Mutation befinden musste. Mittels WES gelang es
dann, die homozygote Spilce-site Mutation im DEAF1-Gen zu finden. Durch die
Mutation kommt es zu einem Exon-skipping auf der mRNA Ebene, und wir konn-
ten nachweisen, dass bei den Betroffenen nur noch 5% der Kopienzahl des Wild-
typs vorlagen. Bisher war fur Erkrankungen, ausgelost durch Mutationen im
DEAF1-Gen, ein dominante Vererbungsmodus beschrieben, mdglicherweise
durch einen dominant negativen Effekt bedingt. In unserer Familie tragen die EI-
tern der betroffenen Kinder die Mutation ebenfalls heterozygot, sind jedoch voll-
standig gesund. Wir konnten damit zeigen, dass eine Gendosisreduktion auf ca.
50% noch keinen krankheitsverursachenden Effekt hat, eine Reduktion auf 5 %

der Gendosis jedoch einen schweren Phanotyp verursacht.
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Publikation 5: KNIERIM E, Hirata H, Wolf NI, Morales-Gonzalez S, Schottmann
G, Rudnik-Schoneborn S, Orgeur M, Zerres K, Vogt S, van Riesen A, Gill E, Sei-
fert F, Zwirner A, Kirschner J, Goebel HH, Hubner Ch, Stricker S, Meierhofer D,
Stenzel, W, Schuelke M. Mutations of the Activating Signal Cointegrator 1
(ASC-1) Complex cause prenatal spinal muscular atrophy with congenital bone
fractures. Am J Hum Genet. 2016; 98: 473-489 (IF=11,174)

Die willktrliche Bewegung von Menschen und Tieren erfordert das hochprézise Zu-
sammenspiel von Nerven, Muskeln und Knochen. Doch wie entsteht diese ,neuro-
muskulare Einheit* wahrend der frihen Embryonalentwicklung, und welche Gene
spielen hierbei eine Rolle? Diese Fragen stellten wir uns insbesondere bei Patienten,
die bereits mit Knochenbriichen auf die Welt kamen und sich schon als Neugeborene

weder richtig bewegen noch selbstandig atmen konnten.

Bei dem Versuch, die Ursachen der Krankheit aufzuklaren, haben uns moderne Se-
quenziertechniken wie das WES und Bioinformatik geholfen. Auf diese Weise identi-
fizierten wir im Erbgut der Patienten Mutationen in dem Eiweil3komplex ASC-1, tUber
dessen Funktion wenig bekannt war. Wir fanden heraus, dass der ASC-1- Komplex
fur die Steuerung zahlreicher Nervenwachstumsfaktoren verantwortlich ist, die den
peripheren motorischen Nerv bei seinem Wachstum aus dem Rickenmark zu der fur
ihn bestimmten Muskelgruppe leiten. Als Transkriptionsfaktor steuert der ASC-1

Komplex das exakte An- und Ausschalten von Nervenwachstumsfaktoren.

Parallel dazu untersuchten wir gemeinsam mit unseren Kooperationspartnern aus
Japan die Funktion des ASC-1-Komplexes bei Zebrafischen. Dessen kinstliche Aus-
schaltung fuhrt zur LA&hmung der Fische. Wir konnten in den fast durchsichtigen
Fischlarven zeigen, dass die aus dem Ruckenmark auswachsenden Nerven ihre
Muskeln (Myotome) nicht auffinden. In weiteren Untersuchungen konnten wir zeigen,
dass der ASC-1-Komplex mit einem bestimmten Protein (CSRP1) kooperiert. Aus
der Forschung an Zebrafischen war dieses Molekul schon langer bekannt. Dort spielt
es nach Verletzungen des Riuckenmarks eine wichtige Rolle bei der Heilung. Im Ge-
gensatz zum Menschen kann der Zebrafisch sein Rickenmark selbst nach vollstan-
diger Durchtrennung wieder regenerieren. Bei diesem Prozess scheint das CSRP1-

Protein eine wichtige Rolle zu spielen.
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Diese Ergebnisse liefern ein gutes Bespiel dafir, wie man durch die Aufklarung sel-
tener genetischer Krankheiten Erkenntnisse Uber allgemeine Mechanismen gewin-
nen kann, die auch bei anderen Krankheiten, wie beispielsweise der Querschnittlah-
mung, eine wichtige Rolle spielen und kunftig fur die Entwicklung regenerativer The-

rapien genutzt werden kdnnen.
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3. DISKUSSION
Die Notwendigkeit der genetischen Diagnostik bei seltenen Erkrankungen

Uber 70% der Patienten mit einer seltenen Erkrankung haben eine angeborene oder
genetische Erkrankung. Bei vielen wird eine molekulare Diagnose nicht oder erst
sehr spat im Krankheitsverlauf gestellt. Selbst fir den klinischen Spezialisten ist der
molekulare Defekt oft nicht direkt aus dem klinischen Phanotyp ableitbar. Die Folge
sind lange Latenzzeiten zwischen Manifestation und molekularer Diagnose, falls
Uberhaupt eine Diagnose gestellt werden kann, zahlreiche Konsultation verschiede-
ner Arzte, das Nichternstnehmen der Patienten und die Ablehnung der Leistungs-

pflicht durch die Krankenkassen.

Eine Erkrankung wird als ,Seltene Erkrankung“ eingestuft, wenn eine Pravalenz von
unter 1:2.000 vorliegt. Im Einzelfall sind von der jeweiligen Erkrankung dann nur we-
nige Menschen betroffen. In ihrer Gesamtheit jedoch leiden in Deutschland mehr als
4 Millionen Menschen an ,Seltenen Erkrankungen®. Aus der Heterogenitat der Er-
krankungsgruppe ergibt sich eine Vielfalt individueller Probleme den Einzelnen be-
treffend. Diese stellen eine grofRe Herausforderung sowohl fir das Gesundheitssys-
tem als auch die medizinische Forschung dar. Es haben sich verschieden Interes-
sengruppen und Aktionsbindnisse zusammengefunden, um gemeinsam fir die Be-
lange von Menschen mit Seltenen Erkrankungen einzutreten. So findet man zum
Beispiel die Vereinigung NAMSE - Nationales Aktionsbindnis fir Menschen mit Sel-
tenen Erkrankungen (http://www.namse.de/seltene-erkrankungen.html) und die Alli-
anz Chronischer Seltener Erkrankungen ACHSE e.V (http://www.achse-online.de/).
Ziel der Vereinigung ist es unter anderem eine bessere Patientenversorgung far
Menschen mit Seltenen Erkrankungen auf den Weg zu bringen. Dazu buindelt es be-
stehende Initiativen, vernetzt Forscher und Arzte und fihrt Informationen fiir Arzte

und Patienten zusammen.

Die Vorteile einer eindeutigen molekularen Diagnose liegen auf der Hand. Oft bedeu-
tet sie fur die Betroffenen das Ende einer diagnostischen Odyssee mit zahlreichen
invasiven und zum Teil schmerzhaften und teuren diagnostischen Prozeduren. Be-
steht endlich Gewissheit tber die exakte Diagnose, gibt es eine Mdglichkeit einer
Prognoseabschéatzung des Krankheitsverlaufs, ebenso ist die Familienplanung er-

leichtert durch die Madglichkeit einer Pranataldiagnostik im Falle einer weiteren
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Schwangerschaft. Steht endlich die genaue Diagnose fest, ist es einfacher, einen
geeigneten Spezialisten fur die jeweilige Erkrankung ausfindig zu machen und von
dessen Expertise zu profitieren. Firr die behandelnde Arztin im Gegenzug ist es im
Folgenden einfacher, eine Kostenubernahme durch o6ffentliche oder private Kosten-
trager bei Sondermedikamenten, -behandlungen und —hilfsmittelversorgung durchzu-

fechten, wenn ein klar definiertes Krankheitsbild vorliegt.

Derzeit lauft ein gemeinsames Kooperationsprojekt der Kinderklinik und dem Institut
fur Humangenetik / medizinische Genetik der Charite zur Aufklarung seltener geneti-
scher Erkrankungen. Die MENDEL-Studie (Mutation Exploration in Non-acquired,
genetic Disorders and its impact on health Economy and Life quality) beinhaltet eine
Mutationssuche mittels Panelsequenzierung von 3.098 bekannten Krankheitsgenen
bei nicht erworbenen genetischen Erkrankungen. Ziel dieser Studie ist zum einen die
Stellung einer genauen molekularen Diagnose, zum anderen sollen die Auswirkun-
gen einer frih bzw. spat gestellten molekularen Diagnose auf die Gesundheitsoko-
nomie und Lebensqualitat gemessen werden. In die Studie wurden nun bereits schon
200 Patienten aus den unterschiedlichen Bereichen der Padiatrie eingeschlossen,
bei denen im Vorfeld eine genetische Diagnose noch nicht zu stellen war, jedoch von
einer vererbbaren Erkrankung auszugehen war. Die Auswertung ist derzeit noch in
Arbeit, so dass noch keine endgtiltigen Zahlen tber die Aufklarungsquote vorliegen.
Winschenswert wére, wenn es durch diese grof3angelegte Studie gelingen wiirde,
den Krankenkassen gegenuber ein starkes Argument zu liefern, dass eine friilhe mo-
lekulargenetische Aufklarung fir alle Beteiligten einen grof3en Vorteil darstellt und
dass die Kosten fir solche Untersuchungen in Zukunft einfacher von den Kranken-

kassen tUbernommen werden.

Neben den hier nun schon aufgezahlten positiven Auswirkungen einer frihen mole-
kularen Diagnosestellung auf die Lebensqualitdt der Patienten, muss man beruck-
sichtigen, dass einige der mit Hilfe der Molekulargenetik gestellten Diagnosen direk-
ten Einfluss auf die Therapiestrategie haben. Ein Beispiel hierfur kann ich aus der
eigenen klinischen Forschung berichten. Der Fall wurde 2011 in Stroke verdffentlicht
(Knierim et al., 2011). Die Familiare Hemiplegische Migrane (FHM) ist eine selten
autosomal dominant vererbte Erkrankung, die sich im Kindealter manifestiert. Kenn-
zeichen der FHM sind wiederkehrende Migraneanfalle mit Aura, Hemiparese wah-
rend der Auraphase und eine ataktische Bewegungsstorung. Zuséatzlich kénnen wei-
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tere neurologische Stérungen wie zerebrale Krampfanfélle, Fieber oder Koma hinzu-
kommen. Die Attacken kénnen durch typische Migranetrigger wie Stress, Aufregung
oder ein leichtes Kopftrauma ausgeldst werden. Ursachlich flr dieses Krankheitsbild
konnen Mutationen des Kalzium- oder Natriumkanals sein, ebenso kann einen Un-
tereinheit der Na/K-ATPase betroffen sein. Eine Behandlung mit Kalzium-
Antagonisten ist bei einigen Patienten erfolgreich. Diese Publikation beschaftigt sich
mit der Aufdeckung eines neuen Defektes in der Kalziumkanal-Untereinheit
CACNAI1A bei einem Madchen mit multiplen Schlaganfallen, Hemiparese, Fieber und
Bewusstseinsstorung, die jeweils nach Bagatelltraumata aufgetreten sind. Mittels
genetischer Analysen fand ich eine bisher unbekannte, dominante Spontanmutation
im CANA1A-Gen (c.4046G>A, p.R1349Q), die ein funktionell wichtiges und in der
Evolution hoch konserviertes Arginin im Bereich des Spannungssensors des P/Q
Cav2.1 Kanals austauschte. Im Mausmodell hatte eine andere Arbeitsgruppe ge-
zeigt, dass die homologe Mutation bei der tottering-5J Maus die Offnungswahr-
scheinlichkeit des Kalziumkanals erhoht und somit zu einem verstarkten Kalzium-
Einfluss fuhrt (Miki et al., 2008). Mit dieser Publikation beschreiben wir zum ersten
Mal eine Maximalvariante der Auspragung der FHM, bei der eine Attacke zu einer
schweren und langdauernden Gefal3kontraktion und zu einem Schlaganfall fihrt. Ur-
sachlich ist eine Fehlregulierung der Gefal3e im Sinne einer inversen hamodynami-
schen Antwort auf die ,spreading depolarisation, einer anhaltenden Depolarisation
von Neuronen uber der Inaktivitatsschwelle ihres Aktionspotentials, die zu einer sich
ausbreitenden Ischamie fihrt, die nicht mit den Versorgungsgebieten der Hirnarterien
Ubereinstimmt. Durch die Kenntnis des Gendefektes konnten wir bei unserer Patien-
tin eine gezielte Pathogenese-basierte experimentelle Therapie durch dauernde mil-
de Blockierung des Kalziumkanals mit Verapamil einsetzen. Unter dieser Therapie
sind seit nunmehr finf Jahren keine weiteren Schlaganfalle mehr aufgetreten, ob-
wohl die Patientin mehrfach Schadeltraumata erlitten hat. Ohne Kenntnis der mole-
kulargenetischen Diagnose hatten wir uns nicht fur diese Pharmakotherapie ent-

scheiden kdnnen.

Dieser Fall steht naturlich nicht fur sich alleine. Auch in der Literatur sind interessante
Verlaufe beschrieben, bei denen eine frihzeitige molekulargenetische Diagnose den
Diagnostik- und Therapieplan entscheidend beeinflusst hat. Willig et al. (2015) be-
richten in Lancet Respir Med Uber eine Studie, in der kritisch kranke Kinder aus der
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Neonatologie und der Intensivstation friihzeitig nach Erkrankungsbeginn mittels WES
untersucht wurden. Durch eine hohe Aufklarungsrate der Diagnosen konnte das wei-
tere Vorgehen entweder in diagnostischer oder therapeutischer Hinsicht entschei-
dend beeinflusst werden. Zwei Falle werden besonders herausgehoben, da in diesen
Fallen die friihzeitige Diagnose das Uberleben der Patienten gesichert hat. Zum ei-
nen konnte bei einem Saugling, der ein postnatales Leberversagen bekam, friihzeitig
die Diagnose einer Sonderform einer lymphophagozytischen Lymphohistiozytose
gestellt werden. Somit bestand die Mdoglichkeit, eine krankheitsspezifische Therapie
im Sinne einer Immunsuppression einzuleiten. Andere, nicht indizierte Therapien
konnten friihzeitig abgesetzt werden. Durch dieses gute Management hat der Patient
ohne grol3e Nachteile Uberlebt und zeigt bis dato eine altersentsprechende Entwick-
lung. Bei einem anderen Saugling mit Hypoglykdmien konnte eine familiare Form des
fokalen Hyperinsulinismus diagnostiziert werden. Mit einer Resektion des Pankreas-
kopfes konnte das Kind geheilt werden und weitere Hypoglykamien und deren Fol-

geschaden vermieden werden.

Strategien zur Verbesserung der Aufklarungsrate

Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche genetische Defekte mit Hilfe der NGS-
Technologie identifiziert werden konnten, gelingt eine genetische Aufklarung nur bei
30-50% aller Patienten (Biesecker and Green, Zemojtel et al., 2014), wobei eine ge-
wisse Schwankungsbreite in Abhangigkeit von der jeweiligen Erkrankungsgruppe
besteht. Bis zu 50-70% der Falle bleiben ungel6st. Es gibt mehrere Erklarungsan-
satze fur die relativ niedrige Aufklarungsquote. Aktuell beschrankt sich die Mutati-
onsanalyse hauptséchlich auf Protein-kodierende Varianten. Dies ruhrt daher, dass
diese Veranderungen einfach zu verstehen und funktionell zu bewerten sind, zum
Beispiel durch zellbasierte Assays, Tiermodelle und mittels der Standardmethoden
der molekularbiologischen Forschung. Da Protein-kodierende Sequenzen nur unge-
fahr 2% des ganzen Genoms ausmachen, stellt sich die Frage, welche Rolle die
nicht-Protein-kodierenden Regionen des Genoms bei der Krankheitsentstehung ver-
erbbarer Erkrankungen spielen. Glaubt man dem grof3en Forscher-Konsortium EN-
CODE, das 2003 gegruindet wurde, um die Funktion des menschlichen Genoms zu
untersuchen, erfillen 80% des menschlichen Genoms eine Funktion, wobei ein
Grol3teil des Erbguts bei der Produktion von RNA eine Rolle spielt (ENCODE Project
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Consortium, 2012). In zahlreichen Vero6ffentlichungen der letzten Zeit berichten Wis-
senschaftler, wie genetische Veranderungen in nicht Protein-kodierenden Bereichen
ursachlich fur die Krankheitsentstehung sein kdnnen. Hier spielen zum Beispiel Mu-
tationen, die Promotorbereiche betreffen (Davidson et al., 2016, Flgnes et al., 2016)
eine wichtige Rolle, ebenso aber auch in Rearrangements genetischen Materials,
welches Regionen betrifft, in denen regulatorische Elemente wie Enhancer oder
Silencer liegen (Ibn-Salem et al., 2014, Lupiafiez et al., 2015, Spielmann et al., 2016,
Franke et al., 2016). All diese funktionell und regulatorisch wichtigen Elemente wer-
den mit den Mdglichkeiten der WES nicht erfasst und kdnnen infolge dessen nicht

detektiert werden.

Auch technische Schwierigkeiten im Bereich der Sequenzanreicherung bieten Erkla-
rungsmoglichkeiten, weshalb die Aufklarungsrate nicht hoher ist. So beinhaltet die
Methode des WES einen Anreicherungsschritt, bei dem selektiv die zu untersuchen-
den Sequenzabschnitte angereichert werden missen. Handelt es ich dabei um kom-
plizierte Sequenzstrukturen wie zum Beispiel GC-reiche Abschnitte oder Bereiche mit
vielen Repeats, fuhrt dies dazu, dass diese Bereiche unterreprasentiert sein kbnnen
(Meienburg et al., 2015). Ebenso wenig ist es mit der WES-Technologie mdglich,
gro3ere Deletionen und genomische Rearrangements zu erfassen. Dies liegt daran,
dass durch die teilweise recht ungleiche Anreicherung der einzelnen Exone eine De-
tektion von Verlust oder Zugewinn an genomischem Material nicht detektierbar ist.
Dies ware nur mit einer kontinuierlichen Abdeckung wie beim Whole Genome Se-

quencing maoglich.

Im Bereich des NGS war der technische Fortschritt in den letzten Jahren enorm. Die
Preise, sowohl fir das WES als auch fur das WGS sind stark gefallen. Mittlerweile
kostet die Sequenzierung eines Gesamtgenoms nur noch 1.200 Euro, demgegen-
Uber stehen die Kosten fur die Sequenzierung der kodierenden Bereiche mit 690 Eu-
ro. Der verhaltnismafig geringe Preisunterschied zwischen WES und WGS rihrt da-
her, dass bei der Ganzgenomsequenzierung kein Anreicherungsschritt nétig ist und
somit weniger Labor- und Materialkosten anfallen. So wie sich die Preise annahern,

wird sich die WGS in der klinischen Routinediagnostik etablieren.

Dies hatte den Vorteil, dass Varianten in nicht-proteinkodierenden Regionen des Ge-
noms und intergenische regulatorische Regionen erfasst und analysiert werden

konnten. Des Weiteren kdnnen durch den Wegfall des Anreicherungsschritts, Aus-
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sagen Uber grol3ere Deletionen, Duplikationen und genomische Rearrangements
getroffen werden. Auch wenn man momentan vielleicht noch nicht alle gefundenen
Varianten interpretieren kann, da Referenzdaten fur die nicht-kodierenen Bereiche
fehlen, ist es dennoch sinnvoll, diese Daten jetzt schon zu generieren und vorzuhal-
ten. Je nach Wissenszuwachs kann man auf diese Daten zurtickgreifen und Varian-
ten auch im Rickblick noch interpretieren und Diagnosen finden. Vorhersagepro-
gramme wie zum Beispiel MutationTaster2 werden dahingehend verbessert, dass in
Zukunft auch die Analyse extragenischer Varianten moglich sein wird. Dies geschieht
derzeit in unserer Arbeitsgruppe, indem Uber die bioinformatische Auswertung expe-
rimenteller Daten ein Zusammenhang zwischen regulatorischen Regionen und den
von ihnen regulierten Genen hergestellt wird. Durch das ENCODE-Projekt stehen
inzwischen umfangreiche Daten zu regulatorischen Elementen wie Transkriptionsfak-

torbindungs- oder Methylierungsstellen zur Verfiigung.

Die funktionelle Charakterisierung pathogener Varianten aktuell und in Zukunft

In Zukunft wird es auf Grund der vielen neuen molekularen Diagnosen, die gestellt
werden und die funktionell teilweise noch nicht oder noch nicht ausreichend unter-
sucht sind, immer wichtiger werden, die Kooperation zwischen Klinikern, Genetikern
und Grundlagenwissenschaftlern auszubauen und die Vernetzung zu suchen. Keine
Arbeitsgruppe beherrscht die Vielfalt von Methoden, die erforderlich ist, den Beweis
anzutreten, dass die gefundene Variante, die pathophysiologische ist. In den letzten
Jahren hat das Zebrafischmodell enorm an Bedeutung gewonnen, da es sich im Be-
reich der Entwicklungsbiologie als gutes Modellsystem herausgestellt hat. Beim Zeb-
rafisch handelt es sich um ein Wirbeltier, das einfach zu halten ist und eine hohe
Nachkommenzahl hat. Er zeigt eine rasche Embryonalentwicklung Uber wenige Tage
und wahrend der frihen Entwicklungsphasen bleibt die Larve transparent, so dass
die Entwicklungsstadien gut am lebenden Tier zu analysieren sind. Neben diesen
Eigenschaften bietet der Zebrafisch umfangreiche Mdglichkeiten zur genetischen
Manipulation. Zur Herstellung transgener Linien kann relativ einfach Fremd-DNA in
die grof3en Eizellen injiziert werden, die anschlieRend in das Genom der heranwach-
senden Larven eingebaut wird. Aus diesen Larven werden Zebrafisch-Stamme ge-
zlchtet, die dauerhaft diese Fremd-DNA exprimieren. Somit kdnnen Untersuchungen
zu Expression und Funktion bestimmter Proteine durchgefihrt werden. Im Zebrafisch
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ist auch das vorubergehende Abschalten bestimmter Gene durch den Einsatz von
Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden, kurz Morpholinos, mdéglich. Diese werden in
die Eizelle injiziert, binden an die pra&-mRNA eines bestimmten Gens, interferieren
mit dem korrekten Splicing und verhindern damit die Produktion des entsprechenden
Proteins. Im Gegensatz zur knockout-Maus, deren Erzeugung sehr langwierig ist,
konnen mit der Morpholino-Methode innerhalb kurzer Zeit eine Vielzahl relevanter
Gene abgeschaltet und die Auswirkungen untersucht werden. Diese Experimente
haben wir fir einige unserer neu entdeckten Varianten zusammen mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Hiromi Hirata (Gakuin University, Aoyama, Japan) durchgefuhrt, so
auch fur die Publikation 5. Seit kurzer Zeit hat unsere eigene Arbeitsgruppe Zugriff
auf eine Zebrafisch-Facility an der Charité und ist somit auch eigenstandig in der La-
ge, diese Experimente durchzufiihren und neue Krankheitsgene im Zebrafischmodell

ZUu untersuchen.

Einen wichtigen Schritt zum Nachweis der Pathogenese einer Mutation, besonders
dann, wenn sich die Mutation nicht in proteinkodierenden Genabschnitten befindet,
ist die Etablierung eines Experimentalsystems, in dem ein Effekt nachweisbar ist.
Winschenswert ware dabei die Erforschung der Erkrankung an den wirklich be-
troffenen Zellen des Patienten. Dies ist bei neurologischen Erkrankungen wegen der
eingeschrankten Verflugbarkeit menschlichen Gehirn- und Nervengewebes schwierig.
Hier besteht die Moglichkeit einen ,Umweg“ zu nehmen und Patienten-Fibroblasten
zu reprogrammieren und tber die Generierung sogenannter induzierter pluripotenter
Stammzellen (iPS-Zellen) daraus funktionell intakte Nervenzellen zu generieren
(Zhang et al., 2013). Bei den iPS-Zellen handelt es sich um Zellen, die in ein sehr
frihes, undifferenziertes Stadium zurtickversetzt werden. Diese ,Alleskonner” lassen
sich vermehren und durch Inkubation mit entsprechenden Wachstumsfaktoren oder
durch Transfektion von Transkriptionsfaktor-mRNAs in verschiedenste Korperzellen
ausreifen, zum Beispiel in Neurone. Da die Nervenzellen aus den Patienten selbst
stammen, tragen sie dieselben genetischen Veranderungen und kdnnen so als Zell-

modell der Erkrankung dienen.

Veroffentlichungen zeigen, welches Potential diese spezielle Art der Stammzellen fir
die neurologische Krankheitsforschung hat. Schon 2011 gelang es Wissenschaftlern
aus Bonn mithilfe der iPSC-Technologie, die molekularen Vorgange einer dominant

vererbten Kleinhirn-Ataxie zu entschlisseln. Die Patienten entwickeln zwischen dem
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20.-40. Lebensjahr eine Stérung der Bewegungskoordination und andere neurologi-
sche Symptome. Die Wissenschaftler konnten nun kinstlich geschaffene Nervenzel-
len betroffener Patienten direkt in der Zellkulturschale untersuchen und eine Antwort
finden, warum gerade die Nervenzellen von dieser Erkrankung betroffen sind (Koch
et al., 2011).

Reprogrammierte und differenzierte Stammzellen haben fiir das Verstandnis der Pa-
thologie neurodegenerativer Erkrankungen ein enormes Potenzial. In einem nachs-
ten Schritt kbnnen reprogrammierte Nervenzellen fur die Entwicklung von Wirkstoffen
zur Behandlung neurologischer Erkrankungen eingesetzt werden. So lasst sich die

.personalisierte Medizin“ auch auf seltene neurologische Krankheiten erweitern.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

In meiner Funktion als Arztin arbeite ich in der klinischen Versorgung von Kindern mit
neurologischen Erkrankungen. Als Wissenschaftlerin arbeite ich in einem Grundla-
genlabor, das sich mit den genetischen Ursachen vererbter Erkrankungen befasst.
Mein Tatigkeitsfeld liegt somit an der Schnittstelle zwischen Forschung und Versor-
gung und garantiert die rasche Umsetzung translationaler Forschungsprojekte aus

der Klinik in die Grundlagenforschung und zurtck.

Die hier vorgestellten Arbeiten dienen der Aufklarung krankheitsverursachender ge-
netischer Defekte aus dem Fachgebiet der Neuropadiatrie. Angewendet wurden ver-
schiedene moderne molekulargenetische Analyseverfahren. Es handelt sich bei den
Projekten um forschungstrachtige Themen aus dem klinischen Alltag, die ich in die
Grundlagenforschung eingebracht habe. Nach Aufdeckung des jeweiligen Gendefek-
tes wurde die funktionelle Relevanz in zellbiologischen Experimentalsystemen unter-
sucht. Die Ergebnisse der vorgestellten Arbeiten verbessern unsere Fahigkeiten,
Familien mit seltenen Erkrankungen zu beraten und bereichern unser Wissen auf

dem Gebiet der Entwicklungsstérungen des Nervensystems.
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