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1. Einleitung

Es existieren Gber 10.000 seltene Erkrankungen, von denen bis zu 10% der Bevélkerung betroffen sind
und die deshalb eine grofte Bedeutung fir unser Gesundheitssystem haben. Ein wesentlicher Anteil
dieser Erkrankungen ist monogenenetisch bedingt [Baird et al. 1988; Giampietro et al. 2006; Haendel
et al. 2020]. Die Stellung einer Diagnose hat nicht nur fiir die genetische Beratung, sondern auch fiir die
klinische Betreuung der Patienten einen hohen Stellenwert. Haufig ist eine Diagnosestellung nur durch
Identifizierung der ursachlichen genetischen Veranderung maoglich, wobei die molekulare Grundlage
von etwa der Halfte aller bekannten monogenen Erkrankungen bisher unbekannt ist [Chong et al. 2015].
Zudem existiert eine unbekannte Anzahl von Krankheitsentitdten, die mangels phanotypischer
Wiedererkennbarkeit bisher nicht definiert und abgegrenzt werden konnten. In den letzten zehn Jahren
konnte die Anzahl an bekannten Krankheitsgenen durch die Verfiigbarkeit der
Hochdurchsatzsequenzierung (next generation sequencing, NGS) deutlich erhéht werden [Shendure
2011]. 36% aller krankheitsassoziierten Gene wurden durch NGS, insbesondere durch
Exomsequenzierung, identifiziet [Bamshad et al. 2019]. Seit des Einzugs der
Hochdurchsatzsequenzierung in den humangenetischen Forschungs- und Kilinikalltag hat sich
aulRerdem die Methode der Genotyp-gesteuerten Syndrombeschreibung etabliert: Eine groRe Anzahl
an neuen Krankheitsentitdten wurden in den letzten Jahren definiert, welche sich zum Teil durch nur
unspezifische und variable Krankheitssymptome auszeichnen oder diskrete charakteristische Merkmale
aufweisen, die erst durch den Vergleich einer gréReren Kohorte betroffener Personen erkennbar waren;
dies wurde durch die NGS-basierte Identifizierung neuer Krankheitsgene ermoglicht [Bamshad et al.
2019]. Insbesondere bei Patienten mit schwerer geistiger Behinderung und/oder angeborenen
Fehlbildungen besteht im Rahmen einer Exomsequenzierung eine vergleichsweise hohe
Wahrscheinlichkeit eine ursachliche genetische Veranderung zu finden, wobei Veranderungen in neuen
Krankheitsgenen einen relevanten Anteil der Ursachen darstellen [Deciphering Developmental

Disorders 2015; Farwell et al. 2015; Vissers et al. 2016].

Die Aufklarung der molekularen Ursache erblich bedingter Erkrankungen verbessert nicht nur die
klinische Versorgung der betreffenden Familien, sondern erweitert auch unser Verstandnis
grundlegender biologischer Mechanismen. Im Fokus dieser Arbeit liegt die Aufkldarung der
molekularen Ursache verschiedener Formen von Skelettfehlbildungssyndromen und

syndromaler geistiger Behinderung mittels moderner NGS Technologien.



1.1. Genetische Ursachen angeborener Fehlbildungen des Skelettsystems

Monogene, angeborene Fehlbildungen des Skelettsystems werden durch genetische Defekte
verursacht, die das Wachstum, die Musterbildung und/oder die Mineralisierung des Skelettsystems
beeintrachtigen. Abgesehen von den Knochen des Kraniums, von Teilen der Klavikula und des Os
pubis, welche durch desmale Ossifikation gebildet werden, entsteht das Skelettsystem durch
enchondrale Ossifikation. Hierbei differenzieren die Zellen des Mesenchyms zunachst zu
Chondrozyten, welche proliferieren und weiter ausdifferenzieren. Aus BlutgefaRen wandern
Mesenchymzellen ein, die sich zu Osteblasten differenzieren und die Mineralisierung des
Knorpelgewebes einleiten. Dies findet an den Enden der Réhrenknochen, den Epiphysenfugen, statt
[Geister and Camper 2015; Kronenberg 2003]. Die genannten Prozesse werden durch unterschiedliche,
in Wechselwirkung stehende Signalwege gesteuert, an denen unter anderem Indian Hedgehog (IHH),
Parathyroidhormon-assoziiertes Peptid (PTHR), Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF), Transforming
Growth Factor B (TGFR), Bone Morphogenic Proteine (BMPs) sowie die Notch- und Wnt-Signalwege
beteiligt sind. Dariiber hinaus existiert ein komplexes Netzwerk von anderen Proteinen und langen nicht-
kodierenden RNAs, die im Knorpelgewebe exprimiert sind und die Skelettentwicklung steuern [Li et al.
2017]. Die Aufklarung der molekularen Mechanismen von Skeletterkrankungen hat wesentlich zum
Verstandnis dieser Signalwege beigetragen und war die Grundlage firr die Entwicklung spezifischer
Therapieansatze [Marzin and Cormier-Daire 2020]. Es ist davon auszugehen, dass noch weitere
Proteine an relevanten Schritten bzw. an einer Modulation der beschriebenen Prozesse beteiligt sind,
und pathogene Varianten in den jeweiligen Genen angeborene Fehlbildungen verursachen [Bamshad
etal. 2019; Freeze et al. 2014]. Im Folgenden sollen die flr diese Arbeit relevanten Skeletterkrankungen

erlautert werden: Skelettdysplasien mit Hyperphalangismus und Kraniosynostose-Syndrome.

11.1. Skelettdysplasien mit Hyperphalangismus als charakteristisches Merkmal

Angeborene Skelettfehlbildungen werden anhand ihrer klinischen Auffalligkeiten und molekularen
Ursache aktuell in 42 Gruppen unterteilt. Bislang wurden Uber 450 verschiedene Krankheitsbilder
definiert [Mortier et al. 2019]. In mehreren der Gruppen existieren Krankheitsbilder, die als
gemeinsames Merkmal akzessorische Ossifikationszentren der Fingerknochen aufweisen, was auch
als Hyperphalangismus bezeichnet wird. Diese zusatzlichen Knochen befinden sich in den

Metakarpophalangealgelenken und filhren zu einer Deviation und Verkiirzung der betroffenen Finger.



Am haufigsten ist der Zeigefinger betroffen. Ein Hyperphalangismus verschiedener Finger wird beim
Temtamy-Brachydaktylie-Syndrom (TPBS, MIM 605282), der Chondrodysplasie mit Gelenkluxationen,
gPAPP-Typ (gPAPP-Mangel, MIM 614078) und der Desbuquois-Dysplasie 1 (DBQD1, MIM 251450)
beobachtet. Gemeinsame Merkmale dieser Krankheitsbilder sind dariber hinaus Kleinwuchs,
Gaumenspalte und Mikroretrognathie. Beim TPBS bestehen zudem eine praaxiale Brachydaktylie, eine
Horstérung und Lernprobleme, beim gPAPP-Mangel angeborene Luxationen und bei der DBQD1
angeborene Luxationen, geistige Behinderung und angeborene Herzfehler. Alle drei Erkrankungen
beruhen auf Defekten in Genen, die fir die Bildung von Proteoglykanen relevant sind, einem wichtigen
Bestandteil der extrazellularen Matrix im Knorpelgewebe [Huber et al. 2009; Li et al. 2010; Vissers et
al. 2011]. Beim Catel-Manzke-Syndrom (MIM 302380) handelt es sich aus klinischer Sicht um eine
Erkrankung aus dem oben beschriebenen Spektrum der Proteoglykanstoffwechselstérungen mit
milderer Manifestation [Ehmke et al. 2014; Schoner et al. 2017]. In dieser Arbeit wird die Identifzierung
zweier molekularer Ursachen von Catel-Manzke-Syndrom beschrieben: Pathogene Varianten in TGDS
und KYNU. Pathogene Varianten in KYNU waren zuvor bereits mit einer anderen Skelettdysplasie in
Verbindung gebracht worden. Mit TGDS haben wir ein neues, fir die Skelett- und Herzentwicklung
sowie vermutlich den Proteoglykanstoffwechsel relevantes Gen identifiziert, dessen weitere

Erforschung unser Verstandnis der Knochenentwicklung verbessern kann.
1.1.2.  Kraniosynostose-Syndrome

Eine andere Gruppe von Skelettdysplasien umfasst die Kraniosynostose-Syndrome, welche durch eine
vorzeitige Verkndcherung der Schadelknochen charakterisiert sind. Diese flhrt zu einer Verformung
des Gehirn- und Gesichtsschadels. Im Falle der Koronarnahtsynostose, welche am haufigsten
beobachtet wird, weisen die Patienten eine Brachyzephalie mit Mittelgesichtshypoplasie und flachen
Orbitae auf. Komplikationen werden durch eine Hirndruckerhbhung und Verformung der
Gesichtsknochen verursacht, welche zu einer Entwicklungsverzégerung und Beeintrachtigung des
Horens, Sehens und der Zahnung fiihren kdnnen. Haufig ist eine operative Korrektur der Synostose
erforderlich. Zusétzlich koénnen andere Auffalligkeiten wie Extremitatenfehlbildungen, faziale
Dysmorphien, Hirnfehlbildungen und Epilepsie bestehen, welche durch den zugrundeliegenden
Gendefekt verursacht werden [Flaherty et al. 2016; Twigg and Wilkie 2015]. Die Aufdeckung der
molekularen Ursache genetisch bedingter Kraniosynostosen hat in den letzten Jahrzehnten maRgeblich

zum besseren Verstandnis der Entwicklung der Schadelknochen beigetragen. Inzwischen wurden tber



20 Gene identifiziert, in denen bestimmte Varianten mit einem deutlich erhéhten Risiko fir

Kraniosynostose assoziiert sind [Twigg and Wilkie 2015].

Die Knochen des Schadels entstehen durch desmale Ossifikation. Hierbei differenzieren
mesenchymale Zellen direkt zu Osteblasten, welche das Bindegewebe in Knochengewebe umwandeln.
Das Wachstum des Schadelknochens beruht auf einem komplizierten Gleichgewicht von Proliferation
und Differenzierung von osteogenen Stammzellen in den Schadelnahten. Eine mangelnde Proliferation,
eine Zunahme der Apoptoserate oder eine vorzeitige osteogene Differenzierung kénnen zu einem
frihzeitigen Verschluss der Nahte flhren. Zentrale Regulatoren dieser Prozesse sind die
Fibroblastenwachstumsfaktoren-Rezeptoren (FGFR), der Transkriptionsregulator TWIST1 und dessen
Partner TCF12. Pathogene Varianten in den entsprechenden Genen gehéren zu den haufigsten

Ursachen von Kraniosynostose-Syndromen [Twigg and Wilkie 2015].

In dieser Arbeit wird die Identifizierung der molekularen Ursache eines sehr seltenen Kraniosynostose-
Syndroms, des Gorlin-Chaudhry-Moss-Syndroms, beschrieben. Bei der nachgewiesenen
Genveranderung handelt sich um einen rekurrenten Aminosaureaustausch in einem mitochondrialen
calciumabhéngigen ATP/MgP'-Transporter. Hiermit haben wir einen neuen Mechanismus in der
Pathophysiologie der Kraniosynostosen aufgedeckt. Unsere Ergebnisse weisen auf eine zentrale
Bedeutung der mitochondrialen Funktion fiir das regelrechte Wachstum der Schadelknochen und den

Verschluss der Schadelnahte hin.

Da die an der Skelettentwicklung beteiligten Proteine und Signalwege héaufig auch in anderen
Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle spielen, kénnen Skelettfehlbildungssyndrome mit
zusatzlichen Merkmalen assoziiert sein, wie am Beispiel des Fontaine-Progeroid-Syndroms deutlich
wird. Daneben gibt es viele Syndrome, deren Hauptmerkmale aulRerhalb des Skelettsystems liegen, die
jedoch zusatzlich mit Skelettfehlbildungen assoziiert sein konnen. Ein Beispiel stellen verschiedene

Formen der syndromalen geistigen Behinderung dar.
1.2. Genetische Ursachen syndromaler geistiger Behinderung

Geistige Behinderung ist ein haufiges Merkmal monogenetischer Erkrankungen. In einer
reprasentativen Studie an (iber 1.133 Kinder mit schweren angeborenen Entwicklungsstdrungen hatten
fast 90% eine geistige Behinderung [Deciphering Developmental Disorders 2015]. Bislang wurden
bereits lber 700 Gene identifiziert, die mit monogenetischen Formen nicht-syndromaler und

syndromaler geistiger Behinderung assoziiert sind [Vissers et al. 2016]. Syndromale Formen der
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geistigen  Behinderung sind durch das Vorliegen charakteristischer  Fehlbildungen,
Wachstumsstérungen wie Kleinwuchs, Dystrophie, Mikrozephalie, Epilepsie und/oder fazialer
Dysmorphien gekennzeichnet, die ein wiedererkennbares Muster aufweisen kénnen. Haufig gehoren
auch skelettale Fehlbildungen dazu. Die haufigste Ursache flr schwere geistige Behinderung in nicht-
konsanguinen Populationen sind neben chromosomalen Veradnderungen De-novo-Varianten
[Deciphering Developmental Disorders 2015; Gilissen et al. 2014]. Die molekularen Ursachen sind
komplex und haufig ist der Pathomechanismus unbekannt oder nur unvollstédndig erforscht. Die
Identifizierung neuer Krankheitsgene hat jedoch auch hier zur Aufdeckung neuer Signalwege und
Proteinfunktionen beigetragen. Die monogener geistiger Behinderung zugrundeliegenden Gene
kodieren fiir Proteine, die unter anderem fiir zellulare Prozesse wie Neurogenese, neuronale Migration,
Synapsenfunktion und Regulation von Transkription und Translation relevant sind [van Bokhoven 2011].
Ausgewahlte Signalwege, die bei der Entstehung unterschiedlicher Formen der syndromalen geistigen
Behinderung eine Rolle spielen, sind der RAS-MAPK-Signalweg, der RHO-GTPase-Signalweg und der
SWI/SNF-Chromatin-umbauende-Komplex (,chromatin remodelling complex®) [Ba et al. 2013; Santen
et al. 2012; Schubbert et al. 2007; Zenker 2011]. Im Folgenden sollen weitere Proteine und Signalwege
erlautert werden, deren Bedeutung in der Entstehung von syndromaler geistiger Behinderung im Fokus

dieser Arbeit sind: Beta-Aktin und der Notch-Signalweg.
1.21. Der Notch-Signalweg

Der evolutionar konservierte Notch-Signalweg spielt eine essentielle Rolle in vielen verschiedenen
Entwicklungs-, homdostatischen und Krankheitsprozessen. Durch Zell-Zell-Kontakt vermittelte Notch-
Rezeptor-Ligand-Interaktionen wird die intrazellulare Notch-Domane freigesetzt, die in den Zellkern
gelangt und die Transkription von Zielgenen stimuliert. Die Liganden-gesteuerte Aktivierung des Notch-
Signalweges wird durch Modifizierung des Notch-Rezeptors verstarkt oder gehemmt; diese wird
katalysiert durch die R3-N-Acetylglucosaminosyltransferasen Lunatic Fringe, Manic Fringe und Radical
Fringe, [Kakuda and Haltiwanger 2017]. Der Notch-Signalweg ist durch Riickkopplungsschleifen
hochempfindlich gegeniiber dem relativen Verhaltnis von Liganden und Rezeptoren sowie gegeniiber
dem  Mechanismus der cis-Inhibition und  Transaktivierung.  Verschiedene  andere
Regulationsmechanismen wie Expressionsprofile von Liganden und Rezeptoren, posttranslationale
Ereignisse und die Integration mit anderen Signalwegen sind fiir die Vielfalt der Ergebnisse der Notch-

Signalisierung verantwortlich [Bray 2016]. Unterschiedliche Proteine des Notch-Signalweges konnten



bereits in Zusammenhang mit menschlichen monogenen Erkrankungen gebracht werden [Aster 2014;

Louvi and Artavanis-Tsakonas 2006].

Der Notch-Ligand Delta-like 1 (DLL1) spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS) und der Somiten. Dies konnte in verschiedenen Tiermodellen (Maus, Zebrafisch)
demonstriert werden [Hrabe de Angelis et al. 1997; Riley et al. 2004]. In dieser Arbeit wird die Detektion
von heterozygoten pathogenen Varianten in DLL1 als Ursache geistiger Behinderung, Epilepsie,

Hirnfehlbildungen und Fehlbildungen der Wirbelsaule beschrieben [Fischer-Zirnsak et al. 2019].

1.2.2. Beta-Aktin

Das ubiquitar exprimierte Aktin und seine Isoform beta-Aktin sind fir eine Vielzahl zytoplasmatischer
Funktionen, wie Wachstum, Form und Migration der Zellen, unerlasslich [Bunnell et al. 2011; De La
Cruz and Gardel 2015; Velle and Fritz-Laylin 2019]. Darlber hinaus regulieren sie Genexpression,
Zellteilung und Proliferation [Hyrskyluoto and Vartiainen 2020]. Aktinfilamente sind ein Hauptbestandteil
von Synapsen, insbesondere von Dendriten und werden fiir die synaptische Plastizitat bendétigt. Sie
haben daher unmittelbaren Einfluss auf die Entwicklung des ZNS, die kognitive Leistung und das
Verhalten [Spence and Soderling 2015; Yan et al. 2016]. Beta-Aktin ist auRerdem Teil von Chromatin-
umbauenden-Komplexen [Hyrskyluoto and Vartiainen 2020]. Bestimmte Varianten in ACTB, welches
fur beta-Aktin kodiert, sind mit dem Baraitser-Winter-Syndrom assoziiert [Riviere et al. 2012]. Der exakte
Pathomechanismus ist bisher nicht bekannt. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass auch heterozygote
Varianten in ACTB, die zu einem Funktionsverlust fihren, eine Stdrung der Hirn- und Organentwicklung
verursachen [Cuvertino et al. 2017]. In dieser Arbeit wird die Identifizierung eines neuen Syndroms
beschrieben, der ACTB-assoziierten syndromalen Thrombozytopenie, das auf Varianten in der 3'-

Region von ACTB beruht [Latham et al. 2018].

1.3. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Entwicklung des Skeletts
und ZNS und damit assoziierter Krankheitsbilder mittels moderner NGS Technologien. Die
gewonnenen Erkenntnisse sollen ein besseres Verstindnis der zelluliren Prozesse
ermoglichen, fiir die genetische Beratung der Familien genutzt werden und eine Grundlage fiir

zukiinftige Therapieansatze bilden.
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Beim Catel-Manzke-Syndrom handelt es sich um eine seltene Skelettdysplasie, die durch die klinischen
Merkmale Mikroretrognathie, Pierre-Robin-Sequenz, Kleinwuchs, angeborene Herzfehler und durch eine
Verklrzung und radiale Deviation des Zeigefingers charakterisiert ist. Die Handfehlbildung, ein
spezifisches Merkmal des Catel-Manzke-Syndroms, entsteht durch eine Form des Hyperphalangismus,
wobei sich ein zusatzliches Ossifikationszentrum im zweiten Metakarpophalangealgelenk befindet.
Angeborene Herzfehler und Pierre-Robin-Sequenz kénnen mit einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat

einhergehen.

In dieser Arbeit wird beschrieben, wie wir in einer Kohorte von sieben Patienten mit den typischen
klinischen Auffalligkeiten des Catel-Manzke-Syndroms mittels Exomsequenzierung erstmals pathogene
Varianten im Gen TGDS als ursachlich identifizieren, wobei die Missensevariante
NM_014305.2:c.298G>T besonders haufig nachgewiesen wurde. Eine von uns durchgefihrte
Haplotypanalyse legt nahe, dass es sich um eine sogenannte Foundermutation handelt. TGDS kodiert fiir
das Enzym dTDP-D-Glucose-4,6-Dehydrogenase, welches in Bakterien am Rhamnosestoffwechsel und
Aufbau der Zellwand beteiligt ist. Die Funktion dieses Enzyms ist in Saugetieren bisher vollkommen
unbekannt. Insgesamt deuten die Ergebnisse auf einen Funktionsverlustmechanismus hin. Mit dieser
Arbeit haben wir ein neues, fiir die Skelett- und Herzentwicklung relevantes Gen identifiziert, dessen

weitere Erforschung unser Verstandnis der Knochenentwicklung verbessern kann.
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2.2. Biallelische Varianten in KYNU verursachen ein multisystemisches Syndrom mit

Handhyperphalangismus

Ehmke N, Cusmano-Ozog K, Koenig R, Holtgrewe M, Nur B, Mihci E, Babcock H, Gonzaga-Jauregui C,
Overton JD, Xiao J, Martinez AF, Muenke M, Balzer A, Jochim J, El Choubassi N, Fischer-Zirnsak B,

Huber C, Kornak U, Elsea SH, Cormier-Daire V, Ferreira CR.
Biallelic variants in KYNU cause a multisystemic syndrome with hand hyperphalangism.
Bone. 2020 Apr; 133, 115219. doi: 10.1016/j.bone.2019.115219.

Nicht bei allen Patienten mit der klinischen Diagnose Catel-Manzke-Syndrom kdnnen pathogene
Varianten im Gen TGDS nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit haben wir mittels Array-CGH
und Exomsequenzierung bei drei Patienten aus einer Kohorte von TGDS-negativen Patienten mit
typischen Merkmalen des Catel-Manzke-Syndroms pathogene Varianten im Gen KYNU identifiziert. Die
Patienten wiesen unter anderem einen Handhyperphalangismus, eine Mikrognathie, angeborene
Herzfehler, einen Kleinwuchs und eine psychomotorische Entwicklungsverzogerung auf. KYNU kodiert

fir das Enzym Kynureninase, welches im Tryptophanstoffwechsel und der NAD*-Produktion relevant ist.

In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass Funktionsverlustmutationen in KYNU einen NAD*-
Mangel und angeborene Fehlbildungen an Wirbelsaule, Herz, Nieren und Gliedmafien verursachen, doch
keiner dieser Patienten wies die pathognomischen Merkmale des Catel-Manzke-Syndroms auf. In unserer
Studie konnten wir durch eine Untersuchung des globalen Metaboloms in Urin- und Plasmaproben der
Patienten eine Blockade im Tryptophankatabolismus nachweisen. Eine Untersuchung der organischen
Sauren im Urin zeigte eine Ausscheidung von Xanthurensdure, einem Zwischenprodukt des
Tryptophanabbauweges. Unsere Ergebnisse tragen zur Aufklarung eines weiteren Teils der molekularen
Ursache des Catel-Manzke-Syndroms bei. Zudem haben wir die Analyse der organischen Sauren im Urin
als einen einfach verfiigbaren Test fur die Differentialdiagnose von Patienten mit Verdacht auf Catel-
Manzke-Syndrom identifiziert, was zu einer besseren Diagnoserate in dieser Patientenkohorte fiihren
kann. Darlber hinaus geben die Ergebnisse weitere Aufschliisse liber die Mechanismen der Entwicklung

der Fingerknochen.
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2.3. De-novo-Mutationen in SLC25A24 verursachen ein Kraniosynostose-Syndrom mit

Hypertrichose, progeroider Erscheinung und mitochondrialer Dysfunktion

Ehmke N, Graul-Neumann L, Smorag L, Koenig R, Segebrecht L, Magoulas P, Scaglia F, Kilic E,
Hennig AF, Adolphs N, Saha N, Fauler B, Kalscheuer VM, Hennig F, Altmuller J, Netzer C, Thiele H,
Nurnberg P, Yigit G, Jager M, Hecht J, Kruger U, Mielke T, Krawitz PM, Horn D, Schuelke M, Mundlos

S, Bacino CA, Bonnen PE, Wollnik B, Fischer-Zirnsak B, Kornak U.

De Novo Mutations in SLC25A24 Cause a Craniosynostosis Syndrome with Hypertrichosis, Progeroid

Appearance, and Mitochondrial Dysfunction.
Am J Hum Genet. 2017 Nov;101(5):833-43. doi: 10.1016/j.ajhg.2017.09.016.

Patienten mit Catel-Manzke-Syndrom weisen vorwiegend angeborene Skelettveranderungen und
Herzfehler auf. Abhangig von der Funktion des zugrundeliegenden Gens kdnnen
Skelettfehlbildungssyndrome auch noch weitere Organsysteme betreffen. Patienten mit Gorlin-
Chaudhry-Moss-Syndrom weisen die charakteristische Kombination von Koronarnahtsynostose,
schwerer Mittelgesichtshypoplasie, Mikrophthalmie, die zu ausgepragter Weitsichtigkeit fihrt, kleiner
Finger- und FuRnagel, Gedeihstérung, Kleinwuchs und Hypertrichose auf. Zusatzlich zeigen Betroffene
Merkmale einer Voralterung: Es bestehen eine unterschiedlich ausgepragte Cutis laxa mit reduziertem
Unterhautfettgewebe und eine allgemeine Bindegewebsschwache, die sich unter anderem durch eine
Nabelhernie manifestiert. Die Gedeihstérung kann ausgepragt sein und eine Sondenerndhrung
erfordern. Das Gorlin-Chaudhry-Moss-Syndrom wurde erstmals 1960 beschrieben, seitdem nur

vereinzelt weitere Falle.

In dieser Arbeit beschreiben wir die Identifizierung der molekularen Ursache von Gorlin-Chaudhry-
Moss-Syndrom mittels Exomsequenzierung. In einer Kohorte von fiinf Patientinnen konnten wir neu
entstandene Missense-Varianten nachweisen, die alle zu Aminosdureaustauschen an Arg217 des
SLC25A24-Proteins fiihren (p.Arg217His und p.Arg217Cys). SLC25A24 kodiert fir einen
kalziumabhangigen ATP-Mg/P'-Transporter (short Ca?-binding mitochondrial carrier 1; SCaMC1), der
sich in der inneren Membran von Mitochondrien befindet. Die Varianten verursachen eine Schwellung
und Fehlfunktion der Mitochondrien, die durch oxidativen Stress verstarkt wird. Unsere Ergebnisse
demonstrieren die Bedeutung der mitochondrialen Funktion in der Entwicklung von Skelett und

Bindegewebe.
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Der Notch-Signalweg spielt eine essentielle Rolle in der Skelettentwicklung. Mutationen in Genen, die
fir die zentralen Bestandteile des Notch-Signalweges kodieren, wurden als Ursache fiir
unterschiedliche Skelettfehlbildungssyndrome beschrieben. Daneben ist der Notch-Signalweg an
diversen weiteren biologischen Prozessen und der Entstehung unterschiedlicher Erkrankungen
beteiligt. Der Notch-Ligand DLL1 spielt eine wichtige Rolle in der Segmentierung der Wirbelsaule und

der Entwicklung des ZNS.

In dieser Arbeit présentieren wir eine internationale Kohorte von 15 Patienten mit heterozygoten
pathogenen Varianten in DLL1, die eine geistige Behinderung variabler Auspragung und/oder Autismus
sowie zum Teil angeborene Hirnfehlbildungen und eine Epilepsie aufwiesen. Die Varianten wurden
durch Exomsequenzierung detektiert und die Kohorte Uber die Plattform GeneMatcher aufgebaut.
Mehrere Patienten hatten zudem eine Skoliose und bei einem Patienten war eine
Segmentierungsstorung der Wirbelsaule nachweisbar. Unsere Ergebnisse definieren DLL1 als neues
Krankheitsgen, das mit einem primar neurologischen Phanotyp assoziiert ist, und demonstrieren zum
ersten Mal die Rolle des Notch-Liganden DLL1 in der Entwicklung des ZNS und der Wirbelsaule des
Menschen. Diese Erkenntnisse tragen einen weiteren Teil zur verbesserten Diagnoserate bei Patienten

mit angeborenen Skelettfehlbildungen und geistiger Behinderung bei
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2.5. Varianten in Exon 5 und 6 von ACTB verursachen syndromale Thrombozytopenie
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Eine weitere Gruppe von Proteinen, die flir die Embryonalentwicklung und unterschiedlichste
biologische Prozesse von Bedeutung sind, ist die Gruppe der Aktine, dem Hauptbestandteil des
Zytoskeletts. ACTB kodiert fiir beta-zytoplasmatisches Aktin, welches ubiquitar exprimiert wird.
Keimbahnmutationen in ACTB verursachen fast ausschliellich Baraitser-Winter-Syndrom, eine
syndromale Entwicklungsstérung mit Lissenzephalie, Kleinwuchs, Schwerhorigkeit, Kolobomen und

charakteristischen fazialen Merkmalen.

Wir beschreiben ein neues Krankheitsbild, das durch bestimmte autosomal-dominant vererbte
pathogene Varianten im 3'-Bereich von ACTB verursacht wird, und sich von Baraitser-Winter-Syndrom
unterscheidet. Die ACTB-Varianten wurden mittels Exomsequenzierung bzw. phanotypbasierter
Analyse des krankheitsassoziierten Genoms identifiziert. Die sechs Patienten in unserer Kohorte wiesen
eine variable geistige Behinderung, eine Mikrozephalie und eine Thrombozytopenie auf. Im in-vitro-
Modell fanden wir Hinweise darauf, dass die Varianten die Reifung der Thrombozyten durch
Beeintrachtigung der Organisation der Mikrotubuli stort. Wir konnten zeigen, dass Patienten spezifische
Veranderungen an beta-zytoplasmatischen Aktinfilamenten aufweisen, die eine verstarkte Rekrutierung
von Aktin-bindenden Proteinen verursachen. Mit dieser Arbeit konnten wir nicht nur anhand des
Genotyps ein neues Krankheitsbild definieren, sondern auch einen bestimmten Mechanismus

aufdecken, der der Thrombozytopenie zugrunde liegt.
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3. Diskussion

Die molekulare Ursache von vermutlich der Halfte aller genetisch bedingten Erkrankungen ist bislang
unbekannt [Chong et al. 2015]. Durch die fehlende Mdglichkeit einer molekulargenetischen Testung ist
die Diagnosestellung haufig erschwert. Die Diagnosestellung bildet fir Patienten mit seltenen
Erkrankungen jedoch die Grundlage fiir eine verbesserte Krankenversorgung, ermoglicht betroffenen
Familien die Vernetzung, die Organisation von Selbsthilfegruppen und den Zugang zu qualifizierten
Informationen, und kann sich signifikant auf die klinische Betreuung der Patienten auswirken.
Umgekehrt bedeutet das Fehlen einer eindeutigen Diagnose und die damit verbundene Unsicherheit
eine psychologische Belastung fiir die betroffenen Familien, da keine Aussage zur Prognose und zum
Wiederholungsrisiko getroffen werden kann sowie angezeigte therapeutische und prophylaktische
MafRnahmen moglicherweise verpasst werden [Haendel et al. 2018; Macnamara et al. 2019; Tan et al.
2017]. Die Aufdeckung der molekularen Ursache genetisch bedingter Krankheitsbilder ist auRerdem
Voraussetzung fir die Entwicklung gezielter therapeutischer Ansatze, welche fir einzelne
Erbkrankheiten (z.B. [-Thalassamie, spinale Muskelatrophie, Muskeldystrophie Duchenne,
Achondroplasie) bereits erfolgreich etabliert wurden oder aktuell im Rahmen von Studien erprobt
werden [Holick 1989; Mendell et al. 2017; Thompson et al. 2018; van Deutekom et al. 2007; Wendt et
al. 2015]. Die zunehmende Verfligbarkeit der Hochdurchsatzsequenzierung revolutioniert derzeit die
Humangenetik und die gesamte moderne Medizin. Es ist jetzt mdglich, Exomsequenzierungen zu
diagnostischen Zwecken durchzufiihren, was zu einer enormen Erhéhung der Diagnoserate von

Patienten mit seltenen Erkrankungen fiihrt.

3.1. Aufdeckung neuer molekularer Mechanismen als Ursache von Skelettdysplasien

Der Einsatz der Hochdurchsatzsequenzierung hat auch im Gebiet der Skelettdysplasien zu einer hohen
Detektionsrate neuer Krankheitsgene gefiihrt. In der aktuellen Version der Nosologie ist der
zugrundeliegende Gendefekt fir 92% der bisher definierten Skelettdysplasien bereits bekannt, im
Vergleich zu 69% in der Version von 2010. Hierbei wurden Gene und Signalwege identifiziert, die zuvor
nicht in Zusammenhang mit der Entwicklung des Skelettsystems gebracht wurden, und neue
Krankheitsbilder abgegrenzt [Geister and Camper 2015; Mortier et al. 2019]. Ein Schwerpunkt dieser
Arbeit liegt auf dem Pathomechanismus des Catel-Manzke-Syndroms. Diese Skelettdysplasie ist durch
eine spezielle Handfehlbildung, einen Hyperphalangismus des Zeigefingers (,Manzke-Dysostose®),

charakterisiert. Eine dhnliche Handfehlbildung wird bei unterschiedlichen Krankheitsbildern beobachtet,
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die auf einer Stérung des Proteoglykanstoffwechsels beruhen: Temtamy-Brachydaktylie-Syndrom
(TPBS), der Chondrodysplasie mit Gelenkluxationen, gPAPP-Typ (gPAPP-Mangel) und der
Desbuquois-Dysplasie 1 (DBQD1). Das TPBS wird durch rezessiv erbliche Varianten in CHSY1
verursacht, welches fiir eine Galaktosyltransferase kodiert, die an der Bildung der Glykosaminoglykan
(GAG)-Ketten beteiligt ist [Li et al. 2010]. Biallelische Varianten in IMPAD1 sind ursachlich fir den
gPAPP-Mangel. IMPAD1 kodiert fiir eine Sulfotransferase und katalysiert die Sulfatierung der GAGs,
einem wichtigen Mechanismus in der Proteoglykansynthese [Vissers et al. 2011]. Die DBQD1 wird
durch biallelische Varianten in CANT1 verursacht [Huber et al. 2009]. CANT1 hydrolysiert vermutlich
Uridinphosphat (UDP) nach der Bindung aktivierter Zucker und verhindert so einen negativen
Feedback-Mechanismus, der die Glykosyltransferasen, die fiir den Aufbau der GAG -Ketten zusténdig
sind, hemmen wiirde [Nizon et al. 2012b]. Auch Patienten mit Chitayat-Syndrom (MIM 617180), welches
durch eine wiederkehrende heterozygote Variante in ERF verursacht wird [Balasubramanian et al.
2017], weisen eine dem Catel-Manzke-Syndrom ahnliche Handfehlbildung auf. Des Weiteren kénnen
Varianten in GDF5 eine Hypersegmentierung der Zeigefinger verursachen, welche Ubereinstimmungen
mit der Manzke-Dysostose aufweisen kann (Brachydakytlie Typ C, MIM 113100) [Polinkovsky et al.
1997]. Bei diesen beiden Krankheitsbildern fehlen jedoch andere fur
Proteoglykanstoffwechselstérungen typische Merkmale wie angeborene Herzfehler, Kleinwuchs,

Mikrognathie und Gaumenspalte.

Wir haben als Hauptursache fir das Catel-Manzke-Syndrom pathogene Varianten im Gen TGDS
identifiziert [Ehmke et al. 2014; Schoner et al. 2017] und damit ein neues, flr die Skelettentwicklung
relevantes Gen gefunden. Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen TGDS und dem Enzym UDP-Glucuronat-
Decarboxylase 1 (UXS1), welches einen relevanten Schritt in der Proteoglykansynthese katalysiert
[Moriarity et al. 2002], sowie der phanotypischen Uberlappung mit 0.g. Krankheitsbildern, die auf einem
Defekt im Proteoglykanstoffwechsel beruhen, vermuten wir, dass TGDS ebenfalls eine Rolle im
Proteoglykanstoffwechsel  spielt. ~Fir einen Zusammenhang von TGDS mit dem
Proteoglykanstoffwechsel spricht auch, dass bei zwei Patienten mit ,atypischem® Catel-Manzke-
Syndrom Varianten in IMPAD1 nachgewiesen wurden [Nizon et al. 2012a]. Tgds wird in
Extremitatenknospen in unterschiedlichen Embryonalstadien der Maus, in Chondrozyten und in
Osteoblasten exprimiert [Cao et al. 2019], sodass sich die Maus fiir eine weitere Erforschung der TGDS-
Funktion eignet. Allerdings kann die Handfehlbildung selbst beim Menschen sehr diskret sein [Boschann

et al. 2019] und die Auspragung in der Maus ist bisher unbekannt.
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Bei drei Patienten mit der klinischen Diagnose Catel-Manzke-Syndrom haben wir kiirzlich Missense-
und Funktionsverlustmutationen in KYNU, einem Enzym des Tryptophanstoffwechsels, identifiziert
[Ehmke et al. 2020]. Es konnte von einer anderen Gruppe nachgewiesen werden, dass
Funktionsverlustmutationen in KYNU einen NAD*-Mangel verursachen [Shi et al. 2017]. Der
Pathomechanismus des Hyperphalangismus ist bisher ungeklart. Musterbildungsstérungen wie die
Manzke-Dysostose gehen typischerweise auf eine Dysregulation fiir die frihe Embryonalentwicklung
wichtiger Signalwege einher, die veranderte Genexpressionsmuster nach sich ziehen [Stricker and
Mundlos 2011]. Ein denkbarer Zusammenhang zwischen einem NAD*-Mangel und dem fir TGDS-
Varianten typischen Hyperphalangismus ist die Tatsache, dass TGDS NAD* als Kofaktor bendtigt.
Somit kénnte ein Ungleichgewicht der NAD*-Spiegel wahrend kritischer Entwicklungsschritte in den
Extremitaten zu der charakteristischen Musterbildungsstérung fiihren. Diese Ergebnisse zeigen,
welchen Beitrag die Aufdeckung neuer Krankheitsgene und der zugrundliegenden Mechanismen zum

Verstandnis der Skelettentwicklung beitragen kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird auch ein anderer neuartiger Entstehungsmechanismus von
Skelettfehlbildungen aufgedeckt: Spezifische Varianten in SLC25A24, das flr einen kalziumabhangigen
ATP-Mg/P-Transporter in der inneren Membran von Mitochondrien kodiert, fiihren zu einer
syndromalen Form der Kraniosynostose (Gorlin-Chaudhry-Moss-Syndrom) [Ehmke et al. 2017]. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte die gleichen Varianten als Ursache des Fontaine-Syndroms identifizieren
[Writzl et al. 2017]. Die beiden Krankheitsbilder weisen eine groBe phanotypische Uberlappung auf:
Neben der Schadeldysplasie sind eine Mikrophthalmie, kurze Endphalangen der Extremitaten,
Behaarungsanomalien, angeborene Herzfehler, eine Aortenerweiterung und eine Voralterung
charakteristische Merkmale beider Krankheitsbilder. Alle Patienten mit Fontaine-Syndrom waren jedoch
schwerer betroffen, zeigten Verknocherungsdefekte des Schéadels sowie schwere neonatale
Komplikationen, und verstarben bereits in den ersten Lebensmonaten, wohingegen die Prognose der
Patienten in unserer Kohorte deutlich besser war. Inzwischen wird die Auffassung vertreten, dass es
sich beim Gorlin-Chaudhry-Moss- und Fontaine-Syndrom um ein phanotypisches Spektrum derselben
Erkrankung handelt, weshalb sie nun unter dem Namen Fontaine-Progeroid-Syndrom (MIM 612289)
zusammengefasst werden. Die Ursache flr die unterschiedliche phanotypische Auspragung trotz
Vorliegen der gleichen genetischen Veranderung ist zum jetzigen Zeitpunkt unbekannt. Wir und Writzl
et al. konnten den Pathomechanismus des Fontaine-Progeroid-Syndroms teilweise aufklaren [Ehmke

et al. 2017; Writzl et al. 2017]. In vitro fanden wir eine Schwellung von Mitochondrien, die sich unter
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oxidativem Stress verstarkte, und einen verminderten ATP-Gehalt der Mitochondrien. Writzl et al.
wiesen zudem eine reduzierte Zellproliferation in vitro nach. Zusammengefasst weisen die Ergebnisse
auf einen gestorten Energiemetabolismus hin. AuBerdem vermuten wir aufgrund des zelluldren
Phanotyps einen Zusammenhang von SLC25A24 mit der Funktion der mitchondrialen permeability
transition pore (mPTP). Dieser Kanal ermdglicht den freien Durchgang von gel6sten Stoffen bis zu einer
Groéfle von 1,5 kDa. Eine pathologische Aktivierung kann eine Entkopplung der Atmungskette, eine
Beeintrachtigung der zelluldren Kalziumhomobostase und einen Ruckgang der ATP-Produktion
verursachen, und zu mitochondrialer Schwellung, Ruptur und Zelltod fiihren. Andererseits ist die
vorlibergehende Offnung der mPTP wahrscheinlich an den Kalziumfreisetzungsmechanismen beteiligt,
die fur eine ordnungsgemalfe Stoffwechselregulierung, Zelldifferenzierung und -entwicklung wichtig
sind. Dies konnte bereits am Herzen und im Gehirn gezeigt werden [Hunter and Haworth 1979;
Kasahara and Scorrano 2014; Kwong and Molkentin 2015; Perez and Quintanilla 2017]. Es ist denkbar,
dass eine Fehlregulation der mPTP eine vorzeitige osteogene Differenzierung und damit einen
vorzeitigen Verschluss der Schadelnadhte bei Patienten mit Fontaine-Progeroid-Syndrom verursacht.
Cyclophilin D (CyPD) ist ein wesentlicher Bestandteil der mPTP, und ein Knockout (KO) von CyPD
schitzt Zellen in vitro und in vivo vor durch oxidativen Stress induziertem nekrotischen Zelltod. Eine
ahnliche Wirkung hat Cyclosprin A (CsA), einem Inhibitor der mPTP [Baines et al. 2005].
Zusammengefasst liefern unsere Ergebnisse neue Erkenntnisse Uber die Funktion des durch
SLC25A24 kodierten ATP-Mg/P-Transporter und kénnten die Grundlage fir einen potentiellen

Therapieansatz fur Patienten mit Fontaine-Progeroid-Syndrom bilden.

3.2. Aufdeckung neuer molekularer Mechanismen als Ursache syndromaler geistiger

Behinderung

Die Exomsequenzierung hat auch im Bereich der geistigen Behinderung zu einer hohen
Aufdeckungsrate neuer Kranheitsgene und Krankheitsbilder sowie fiir die ZNS-Entwicklung- und
Funktion relevanter Signalwege gefiihrt. Durch internationale Vernetzung ist es nun moglich, groRere
Kohorten betroffener Individuen zu bilden, wodurch neue Erkenntnisse Uber das phéanotypische
Spektrum gewonnen werden konnen [Bramswig et al. 2018; Fountain et al. 2019; Mak et al. 2020;
Menke et al. 2016] (ausgewabhlte Beispiele). In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Krankheitsbild
beschrieben, das durch eine Haploinsuffizienz des Notch-Liganden DLL1 verursacht wird. Der Notch-
Signalweg spielt eine wichtige Rolle in vielen Entwicklungsprozessen. Bisher wurden fast alle bekannten

Elemente des zentralen Notch-Signalwegs mit menschlichen monogenen Krankheiten in Verbindung
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gebracht: Pathogene Varianten in NOTCH1 verursachen Adams-Oliver-Syndrom 5 (MIM 616028) und
Aortenklappenerkrankung 1 (MIM 109730); pathogene Varianten in NOTCH2 Alagille-Syndrom 2 (MIM
610205) und Hajdu-Cheney-Syndrom (MIM 102500); heterozygote Varianten in NOTCH3 sind mit
zerebraler Arteriopathie, subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie 1 (CADASIL1; MIM 125310)
sowie lateralem Meningozele-Syndrom (MIM 130720) assoziiert; biallelische Varianten in LFNG,
welches fir Lunatic Fringe kodiert, verursachen spondylokostale Dysostose 3 (MIM 609813). Der Notch-
Ligand JAG1 ist mit Alagille-Syndrom 1 (MIM: 118450) und Fallot-Tetralogie (MIM: 187500) assoziiert;
pathogene Varianten in DLL4 verursachen das Adams-Olliver-Syndrom 6 (MIM: 616589) und
biallelische pathogene Varianten in DLL3 verursachen spondylokostale Dysostose 1 (MIM: 602768)
[Gripp et al. 2015; Louvi and Artavanis-Tsakonas 2006; Louvi and Artavanis-Tsakonas 2012; Meester
et al. 2015; Stittrich et al. 2014]. Die genannten Krankheitsbilder betreffen unterschiedliche
Organsysteme, gehauft jedoch Skelett, Herz-Kreislauf-System und ZNS, wobei zwar angeborene ZNS-
Fehlbildungen vorliegen kénnen (Meningozele), eine geistige Behinderung jedoch nicht priméres
Merkmal dieser Krankheitsbilder ist und in der Regel als Folge von Fehlbildungen und Komplikationen
auftreten kann. Bei DLL1 handelt es sich ebenfalls um ein Gen, dessen Bedeutung in der
Skelettentwicklung bereits demonstriert wurde: DLL1 ist relevant fiir die Segmentierung der Somiten
[Hrabe de Angelis et al. 1997]. Dll1-defiziente Mause weisen Segmentierungsstérungen der Wirbelsaule
und Skoliose auf [Cordes et al. 2004; Shimojo and Kageyama 2016; Sparrow et al. 2012]. Dartber
hinaus spielt Delta 1 eine wichtige Rolle in der Gehirnentwicklung [Campos et al. 2001] und der Verlust
von DeltaA im Zebrafisch fihrt zu angeborenen Hirnfehlbildungen. [Riley et al. 2004]. Zudem war DLL1
aufgrund Uberlappender Mikrodeletionen der chromosomalen Region 6q27 als Kandidatengen flr
Hirnfehlbildungen beim Menschen diskutiert worden [Peddibhotla et al. 2015]. In dieser Arbeit wird
erstmals die Detektion von heterozygoten Funktionsverlustmutationen in DLL7 in einer Kohorte von
Patienten mit in erster Linie variablen neurologischen Entwicklungsdefekten wie geistiger Behinderung
(auch isoliert), Autismus, Epilepsie und angeborenen Hirnfehlbildungen beschrieben [Fischer-Zirnsak
et al. 2019]. Interessanterweise bestand bei einer Patientin zusatzlich eine Skoliose aufgrund einer
Segmentierungsstorung der Wirbelsaule. Zwei weitere Patienten wiesen eine Skoliose ohne Hinweise
auf knocherne Veranderungen der Wirbelsdule auf. Zusammenfassend haben wir einen Notch-
assoziierten Phanotyp identifiziert, der primar durch eine geistige Behinderung und Autismus

gekennzeichnet ist, unabhangig von vaskuldaren Komplikationen auftritt und vermutlich auf einer
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gestorten ZNS-Entwicklung beruht. Gleichzeitig erweitern diese Ergebnisse das bekannte Spektrum an

Signalwegen und Mechanismen, die geistige Behinderung verursachen kénnen.

In dieser Arbeit wird ein weiteres neues Krankheitsbild beschrieben: Bei der ACTB-assoziierten
syndromalen Thrombozytopenie handelt es sich um ein klassisches Beispiel fiir eine Genotyp-basierte
Syndrombeschreibung. Erst durch Identifizierung einer neuen molekularen Ursache konnte ein
spezifisches Krankheitsbild abgegrenzt werden [Latham et al. 2018]. Typische Merkmale dieser
Erkrankung sind eine Mikrozepahlie, eine variable geistige Behinderung, unspezifische faziale
Auffalligkeiten und eine Thrombozytopenie, die bei einigen Patienten der Kohorte durch vergréRerte
Thrombozyten charakterisiert war. ACTB kodiert fiir beta-Aktin, dessen Rolle als Hauptbestandteil von
Synapsen in der Entwicklung und Funktion des ZNS bekannt ist [Spence and Soderling 2015; Yan et
al. 2016]. Pathogene Varianten in bzw. Deletionen von ACTB wurden als Ursache unterschiedlicher
Formen der syndromalen geistigen Behinderung beschrieben [De La Cruz and Gardel 2015; Riviere et
al. 2012], allerdings wurde nur ein einziges Mal eine Thrombozytopenie beschrieben [Nunoi et al. 1999].
Die ACTB-Variante dieses Patienten betraf, wie auch die Varianten einiger unserer Patienten, das letzte
Exon. In Latham et al. untersuchten wir den Pathomechanismus der Thrombozytopenie in vitro und
fanden Hinweise auf eine Stérung der finalen Stadien der Thrombozytenreifung. Mit diesen
Erkenntnissen definieren wir nicht nur ein neues Krankheitsbild, sondern beschreiben einen neuartigen
Mechanismus der Thrombozytopenie. Diese Erkenntnisse sind Uber die Diagnosestellung hinaus
relevant fur die klinische Betreuung der betroffenen Familien, da eine unerkannte Thrombozytopenie zu

Komplikationen flihren kann.

3.3. Strategien zur Auswertung von NGS-Daten und Ausblick

Die Humangenetik beschaftigt sich mit etlichen biologischen Prozessen und einer sehr hohen Anzahl
von unterschiedlichsten Erkrankungen, die groRtenteils durch komplexe Phanotypen gekennzeichnet
sind. Die Diversitat an Krankheitsentitaten, -symptomen und molekularen Ursachen erklart neben den
bei der Hochdurchsatzsequenzierung gewonnenen riesigen Datenmengen, warum die heutige
Humangenetik eng mit der Bioinformatik verknilpft ist. Algorithmen zur automatisierten
Gesichtserkennung, wie sie z.B. von Face2Gene entwickelt wurden, kdnnen zu einer Verbesserung der
Diagnoserate beitragen [Gurovich et al. 2019; Hsieh et al. 2019]. Dariiber hinaus haben in den letzten
Jahren statistische Parameter, die auf Tausenden von Exom- und Genomdatensétzen basieren

[Karczewski et al. 2019], und Plattformen wie GeneMatcher, die die weltweite Kohortenbildung von
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Patienten mit pathogenen Varianten in neuen und bekannten Krankheitsgenen ermdglichen [Sobreira
et al. 2015], an groRer Bedeutung fir die Diagnostik von Patienten mit seltenen Erkrankungen
gewonnen. Eine weitere wichtige Komponente in der klinischen Humangenetik ist die Existenz einer
Ontologie, die die systematische Erfassung des Phanotyps eines Patienten anhand von
standardisierten Begriffen ermdglicht, die dann fir die Beurteilung und Priorisierung potentiell
pathogener Sequenzvarianten herangezogen werden [Haendel et al. 2018]. In der Humangenetik hat
sich in den letzten Jahren die Verwendung der Human Phenotype Ontology (HPO) durchgesetzt [Kohler
et al. 2014], welche eine Vereinheitlichung von Phanotypbeschreibungen in Publikationen und
Datenbanken ermdglicht und eine Grundlage unterschiedlicher, in den letzten Jahren entwickelter
Programme zur Phanotyp-basierten Priorisierung von NGS-Varianten bildet [Smedley et al. 2015;

Smedley et al. 2016; Zemojtel et al. 2014].

Wie hilfreich diese Programme auch bei der Identifizierung neuer Krankheitsmechanismen sein kdnnen,
zeigt die Tatsache, dass mit Hilfe des Programms PhenlX [Zemoijtel et al. 2014] die in dieser Arbeit
beschriebene molekulare Ursache des syndromalen Thrombozytopenie gefunden wurde [Latham et al.
2018]. Die lange Erfahrung mit Phanotyp-basierter Priorisierung im Forschungskontext hat uns die
Entwicklung des Programmes MutationDistiller ermdglicht, welches aktuell auch fir klinische
Fragestellungen routinemafig eingesetzt wird [Hombach et al. 2019]. Hieraus wird ersichtlich, von welch
groBem Stellenwert eine enge Zusammenarbeit von klinischen Genetikern, Bioinformatikern und
Molekulargenetikern fiir die Beurteilung von NGS-Daten ist [Chong et al. 2015]. Einige der hier
beschriebenen neuen Krankheitsgene wurden mit Hilfe der Plattform GeneTalk® identifiziert
[Kamphans and Krawitz 2012]. Um die Einbindung klinischer Genetiker zu verbessern, haben wir
kurzlich eine frei verfiigbare Plattform entwickelt, welche Anwendern ohne bioinformatische Kenntnisse
die intuitive Filterung, Priorisierung und Annotation von Varianten einzelner Patienten, aber auch

groRerer Kohorten ermdglicht [Holtgrewe et al. 2020].

Die Verfiigbarkeit der Hochdurchsatzsequenzierung hat in den letzten Jahren wesentlich zu einer hohen
Detektionsrate kodierender pathogener Varianten und der Identifizierung neuer Krankheitsgene
beigetragen und es ist zu erwarten, dass unter anderem durch eine zunehmend bessere Vernetzung
unterschiedlicher Forschungseinrichtungen, durch nationale und internationale Initiativen (z.B. DDD,
ENCODE [Deciphering Developmental Disorders 2015; Maher 2012] u.a.) und durch weiter fallende
Sequenzierkosten in den nachsten Jahren die Aufklarung der Ursache weiterer monogenetischer

Krankheitsbilder ermdglicht wird [Bamshad et al. 2019]. Es ist jedoch davon auszugehen, dass auch
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andere Mechanismen wie regulatorische Varianten, Mosaike und strukturelle Varianten die Erklarung
fur einen Anteil der restlichen Krankheitsbilder darstellen. Eine groRe Herausforderung stellt die
Interpretation der grof3en Menge an neu detektierten Varianten dar. Die bioinformatischen Algorithmen
zur Vorhersage von Varianteneffekten basieren vorwiegend auf evolutiondrer Konservierung von
Aminosauren [Tang and Thomas 2016] und die eigentliche funktionelle Aufarbeitung potentiell
pathogener Varianten bedeutet derzeit einen hohen experimentellen Aufwand. Vielversprechend sind
neue Technologien der funktionellen Hochdurchsatzvalidierung (multiplex assays of variant effect
(MAVES)), welche in Zukunft die Vorhersagen beziiglich funktioneller Auswirkungen von detektierten
Varianten deutlich verbessern werden, auch von nicht kodierenden Varianten. Technische
Weiterentwicklungen versprechen auflerdem eine zukiinftig zuverlassigere Detektion struktureller
Veranderungen wie z.B. Kopienzahlvarianten, balancierter Ereignisse und von Trinukleotidexpansionen
[Bamshad et al. 2011]. Inzwischen ist es beispielsweise moglich, balancierte Translokationen
Bruchpunkt-genau mithilfe einer Genomsequenzierung zu detektieren, welche jedoch derzeit noch nicht
Teil der Routinediagnostik ist [Alkan et al. 2011]. De-novo-Translokationen, die zu einer Veranderung
regulatorischer Elemente filhren, koénnen die Ursache fir angeborene neurologische
Entwicklungsstérungen sein [Redin et al. 2017], wie u.a. auch durch uns am Beispiel von FOXG1

gezeigt wurde [Mehrjouy et al. 2018].

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die Bedeutung der Detektion neuer Krankheitsgene und
Krankheitsentitdten an reprasentativen Beispielen. Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern unser
Verstandnis der molekularen Ursachen unterschiedlicher genetisch bedingter Krankheitsbilder aus dem
Bereich der Skelettdysplasien und der syndromalen geistigen Behinderung und geben neue Einblicke
in verschiedene Mechanismen der Entwicklung des Skeletts und ZNS. Die gewonnenen Erkenntnisse
kénnen fir die genetische Beratung und klinische Betreuung der betroffenen Familien genutzt werden

und koénnten die Grundlage fiir neue Therapieansatze darstellen.
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4. Zusammenfassung

Die Stellung einer Diagnose, welche haufig nur durch Identifizierung der ursachlichen genetischen
Veranderung maoglich ist, hat fiir die genetische Beratung und klinische Betreuung von Patienten mit
genetisch bedingten Erkrankungen einen hohen Stellenwert. Die molekulare Grundlage etwa der Halfte
aller bekannten monogenen Erkrankungen ist bisher unbekannt Seit Verfiigbarkeit der
Hochdurchsatzsequenzierung konnten die Diagnoserate und Anzahl an bekannten Krankheitsgenen
deutlich erhéht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels Hochdurchsatzsequenzierung,
vorwiegend Exomsequenzierung, Blutproben von Patienten mit Skelettfehlbildungssyndromen und
syndromaler geistiger Behinderung untersucht. Uber internationale Kooperationen konnten Kohorten
von Patienten mit neuen Krankheitsgenen bzw. neuen Krankheitsentitadten gebildet werden. Der
pathogene Effekt mehrerer der identifizierten Genveranderungen wurde in funktionellen In-vitro-Studien

untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die genetischen Ursachen fiir Catel-Manzke- und Fontaine-Progeroid-
Syndrom untersucht. Als Ursache fir Catel-Manzke-Syndrom haben wir biallelische pathogene
Varianten in den Genen TGDS und KYNU identifiziert. Das TGDS-Protein spielt moglicherweise eine
Rolle im Proteoglykanstoffwechsel. Das Enzym Kynureninase, das durch KYNU kodiert wird, katalysiert
einen Schritt in der NAD*-Synthese. Trotz der Ahnlichkeit des resultierenden Phanotyps ist ein
Zusammenhang zwischen dem TGDS- und KYNU-assoziierten Pathomechanismus bislang unklar. Als
Ursache fiir Fontaine-Progeroid-Syndrom haben wir rekurrente De-novo-Varianten in SLC25A24,
welches fiir einen mitochondrialen ATP-Mg/P'-Transporter kodiert, identifiziert. /n vitro wiesen wir eine
mitochondriale Schwellung und Dysfunktion nach, welche bisher nicht als Ursache fiir Kraniosynostose-
Syndrome beschrieben wurden und ihre pathogene Wirkung durch einen Einfluss der zelluldren
Differenzierung in den Schadelnahten entfalten konnten. Dariber hinaus wurden heterozygote
pathogene Varianten in den Genen DLL1 und ACTB als Ursache fiir neue Formen der syndromalen
geistigen Behinderung identifiziert. DLL 1 kodiert fuir den Notch-Liganden Delta 1. Wenngleich zahlreiche
Studien die Rolle des Notch-Signalweges in der Gehirnentwicklung untermauern, stellt diese Arbeit
erstmals den Zusammenhang zu einem humanen primar entwicklungsneurologischen Phanotyp her.
Mit der ACTB-assoziierten syndromalen Thrombozytopenie wird ein neuer Phanotyp beschrieben, der

auf pathogenen Varianten in beta-Aktin beruht.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern unser Verstandnis der molekularen Ursachen unterschiedlicher
genetisch bedingter Krankheitsbilder und geben neue Einblicke in verschiedene Mechanismen der
Entwicklung des Skeletts und ZNS. Die gewonnenen Erkenntnisse kdnnen fiir die genetische Beratung
und klinische Betreuung der betroffenen Familien genutzt werde und kénnten die Grundlage fiir neue

Therapieansatze darstellen.
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