Aus dem Department ftr Diagnostische Labormedizin der
Universitat Tubingen
Institut fir Medizinische Genetik und Angewandte Genomik

Identifizierung neuer Kandidatengene der autosomal-
rezessiven Entwicklungsverzégerung und
Intelligenzminderung

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Worz, Sarah Elisabeth

2021



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. O. Riel3
2. Berichterstatter: Professor Dr. M. Ueffing

Tag der Disputation: 14.06.2021



Inhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..uuiiii e 1]
Tabellen- und Abbildungsverzeichnis.......cccccooiii Vv
L EINTEITUNG et e e e e e e e e e e et e e e e e e e eaaee 1
1.1. Definition und KIassifiKation ... 2
V(T (oo = USRS 4
1.2.1. Nicht-genetische Ursachen ..........ccccoiieiiiiiiiiiiiis e 4
1.2.2. GenetiSChe UrSaChen ........ccooii oo 5

1.3. Next Generation SEQUENZIEIUNG .......cuuuiuiiiieeeeeieeiiiee e e e e e e e e e e e e e eeenaaans 7
O A = PP 8
2. Material und MethOUEN ........oiiii i eeeees 9
2.1. UntersuChUNGSKOIEKLIV. .....uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 9
N V- = T | 15
2.2.1. Verbrauchsmaterial ............c.oouuiiiiiiie e 15
W A O 41T 011z = o 15
2.2.3. PUEI, LOSUNGEN ...eitiiii ettt e et e e e e e e e eaanann e e e eee s 15
A 074 1 = P 16

2. 2.5, KIS e 16
2.2.6. GBIALE ...t et e e eeaans 16
2.2.7. Programme und Datenbanken..............ooouiiiiiii e 17
2.2.8. PIIMET e 17

2.3. EXOMSEQUENZIEIUNGD ..eevttiiieieeeeeieeeitiie e e e e e e e e eettta s s e e e e e e e eaatta e s e e e eeesesntaaaaeaeaeas 18
2.4, FIErUNgSSCNIITIE. ..o e e 19
T o A1 4 =T =T ] o o PSSR 20
2.6. DNA Aufreinigung und Konzentration ...........ccoeooiieiiiiiiiiiiiie e 20
2.7. Amplifikation genomiSCher DNA .. ... ...t i 20

R S T = O = R 21
2.8.1. PCR mit dem Fast Start Kit von RoOChe.........cccooooiiiiiiiiiii e, 21
2.8.2. PCR mit Qiagen Long RaNge Tag ......coovvveiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
2.8.3. Agarose GeleleKtrophorese ... 23
2.8.4. PCR AUTEINIGUND ..o o i 23

2.9. SANQEr SEUUENZIEIUNG ..etuvuuuuuunnnntuunninetnnnesensseseseeesnessensessesseeeesssesseesesnesssssennes 24
2.9.1. SequeNZIEIrEaktiON .........coouiiiiie e 24



2.9.2. SequenzieraufreiNiQUNG............uuiiiiie i 25

2.9.3. AutomatisChe SEQUENZIEIUNG ... ...ciieeeeeieeiiiiiee e e e e e e ettt e e e e e e e rr e e e 25

Gl o =T o] =TT = RPN 26
3.1. Bekannte Varianten in etablierten Genen.........cccoooeeiiiien 27
3.1.1. Familien ID-019 und ID-050 ........cccuuuiiiieeeeeeeiiiieie e e e e e e e 27
3.1.2. Famlie ID-045.......ccccceeeieieee et a e e e e e e a e e e e 30
3.1.3. Famlie ID-063.......ccccieiiiieie e e e et e e e e e e e e e e a e e e e e e e nraees 31
3.1.4. FamUli@ ID-066.........cccuerriieeeeeeeeecciiie e e e e e e e st e e e e e e e e s e e e e e e e e e ennnneees 32
3.1.5. FAMUNE ID-077 ... e oottt e e e e e e e e e e e e e e e nnneees 33
3.1.6. FamUlie ID-079.....ccci ittt e e e e a e e e e e e nneees 34

3.2. Neue Varianten in etablierten Genen ..........ccccceeiiiiiiiiiiiciiie e 36
3.2.1. Famli@ ID-0086.........cccurreiieeeee e e eeccitee et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e annneees 36
3.2.2. Familien ID-009 und ID-013 .......ccccuuiiiiieeeee e e e e e ennnees 37
3.2.3. FAMUN@ ID-014......cco oottt e e e e e e s e e e e e e e e e nnnneees 39
3.2.4. FamMUli@ ID-028.......ccccuiiiiiieee e ettt e e e s e e e e e e e s s a e e e e e e e nnnneees 40
3.2.5. FamUli@ ID-055......ccciiiiiiiiiie ettt e e e e e e a e e e e e e 41
3.2.6. FAMUl@ ID-056.......ccceeriiiiiieee ettt e e e et a e e e e e s e e e e e e e e e nnneneees 42
3.2.7. FamUli@ ID-059......ccciiiiiiiiiiee ettt e e e e e 43
3.2.8. FaMUlI@ ID-068.........ccueeiiiiieeee e e ettt e e e e e e s e e e e e e e s e e e aaeeeeannnnneees 44
3.2.9. FamMUli@ ID-069.......cccoiiiiiiiee et a e e e e e a e e e e e e e 45
3.2.10. Familie ID-070.....ccccieiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneees 46

3.3, KandidatENgENE .....coeeeiiicee e 47
3.3.1. Famli@ ID-001......euiiiie e e e et e e e e e e e et e e e e e e aanae 47
3.3.2. FAMIli© ID-0B8L......euiiiieeeiieiieee e e et e e e e e e e e et e e e e e e e eaanne 48

3.4, UNQEIOSTE FAIIE L. 50
D 115 QU 1537 Lo ] o 51
o I e TU LY T =T o] (= o [P 53
v (=g To Lo Fo1 =T o Lo =T o= U 58
4.3. Ungeloste Falle und Ausblick ... 61
5. ZUSAMMENTASSUNG ....uuii it e e e e e e e eees 63
6. LIteraturVerZeIiChNIS . ... et eeeeees 65
7. Erklarung zum Eigenanteil ... 76
Y 31 = U o 77



Abklrzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

%

°C

pl

A
AAIDD
bp

C

CNV
ddNTP
DNA
dNTP
F

G

h

H20
ICD-10-GM

IQ
kb

M
mA
Mb
mg
MgCl2
min
mi
NGS
PCR

Prozent
Grad Celsius
Mikroliter
Adenin

Association on Intellectual and Developmental Disabilities

Basenpaare
Cytosin
Kopienzahlvariante
Didesoxyribonukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Weiblich

Guanin

Stunden

Wasser

Internationale statistische Klassifikation der

verwandter Gesundheitsprobleme Version 10 German Modification

Intelligenzquotienten

Kilobasen

Mannlich

Milliampere

Megabasen

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten

Milliliter

Next Generation Sequenzierung

Polymerase Kettenreaktion

Krankheiten und



Abklrzungsverzeichnis

SNP

UTR
uv

WAIS
WICS

Sekunden

Single nucleotide polymorphism

Thymin

Untranslated region

Ultraviolett

Volt

Wechsler Adult Intelligence Scales
Wechsler Intelligence Scales for Children



Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabelle 1: Klassifizierung nach ICD-10-GM 2019
Tabelle 2: Untersuchungskollektiv

Tabelle 3: Primer

Tabelle 4: Mastermix FastStart Kit Roche

Tabelle 5: Sequenzierreaktion FastStart Kit Roche
Tabelle 6: Mastermix Qiagen Long Range

Tabelle 7: Sequenzierreaktion Qiagen Long Range
Tabelle 8: Mastermix Sequenzieraufreinigung

Tabelle 9: Sequenzierreaktion Sequenzieraufreinigung
Tabelle 10: Mastermix Sangersequenzierrung

Tabelle 11: Sequenzierreaktion Sangersequenzierrung
Tabelle 12: Identifizierte Varianten

Abbildung 1: Sequenzieraufreinigung

Abbildung 2: Anteil konsanguiner Familien in dieser Studie
Abbildung 3: Anteile an identifizierten DNA-Varianten
Abbildung 4: Stammbaum Familie ID-019

Abbildung 5: Stammbaum Familie ID-050

Abbildung 6: Stammbaum Familie ID-045

Abbildung 7: Stammbaum Familie ID-063

Abbildung 8: Stammbaum Familie ID-066

Abbildung 9: Stammbaum Familie ID-077

Abbildung 10: Stammbaum Familie ID-079

Abbildung 11: Stammbaum Familie ID-006

Abbildung 12: Stammbaum Familie ID-009

Abbildung 13: Stammbaum Familie ID-013

Abbildung 14: Stammbaum Familie ID-014

Abbildung 15: Stammbaum Familie ID-028

Abbildung 16: Stammbaum Familie ID-055

Abbildung 17: Stammbaum Familie ID-056

Abbildung 18: Stammbaum Familie ID-059



Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Abbildung 19: Stammbaum Familie ID-068
Abbildung 20: Stammbaum Familie ID-069
Abbildung 21: Stammbaum Familie ID-070
Abbildung 22: Stammbaum Familie ID-001
Abbildung 23: Stammbaum Familie ID-061

Vi



1. Einleitung

1. Einleitung

Neurologische Entwicklungsstdrungen treten schon in der Kindheit auf und sind
ein lebenslanger Zustand, der die Patienten, ihre Familien und die Gesellschaft
durch Offentliche Dienstleistungen vor viele Herausforderungen stellt
(Najmabadi et al., 2011). Etwa 1-3% der Bevolkerung sind von einer eine
Intelligenzminderung betroffen, welche zu der haufigsten Gruppe von
neurologischen Entwicklungsstérungen gehort (Roeleveld et al., 1997, Leonard
and Wen, 2002). Intelligenzminderung, friher auch als mentale Retardierung
bezeichnet, ist durch kognitive Beeintrachtigung und Einschrankung der
Funktionsfahigkeit definiert und kann durch unterschiedliche exogene Faktoren
pra-, peri-, oder postnatal verursacht werden (Ropers, 2010). Es ist jedoch
bekannt, dass genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Atiologie spielen
und mindestens 25-50% der Falle ausmachen (Vissers et al., 2016). Wie bei
vielen anderen Erkrankungen ist das Erkennen der zugrunde liegenden
genetischen Ursache ein komplexer und zeitaufwéndiger Prozess, der jedoch
fur Patienten und Familien von groflem Wert ist. In den letzten Jahren
ermdglichten neue Technologien grol3e Fortschritte bei der Entdeckung neuer
genomischer Anomalien, die Zu Entwicklungsverzdgerung und
Intelligenzminderung fuhren, darunter vor allem die Next Generation
Sequenzierung (Nemoto et al.). Dieser Ansatz hat wesentlich neue Einblicke in
die mit Intelligenzminderung verbundenen biochemischen Pathways ermdglicht
und den diagnostischen Prozess enorm verbessert. Doch obwohl Fortschritte in
der Genotypisierung und Sequenzierungstechnologie die Entdeckungsrate von
Genen fir Intelligenzminderung beschleunigt haben, bleiben immer noch viele
Gene unentdeckt (Yang et al.,, 2013). Autosomal-rezessive Varianten spielen
hierbei eine wichtige Rolle, da rezessive Varianten in heterozygoter Form in der
Bevolkerung unentdeckt bleiben koénnen (Harripaul et al., 2018). In
Populationen mit einer hohen Rate an konsanguinen Ehen sind viele
Mutationen rezessiv (Musante and Ropers, 2014) und konsanguine Ehen

fuhren zu einem deutlichen Anstieg der Ha&ufigkeit schwerer rezessiver
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1. Einleitung

Erkrankungen (Modell and Darr, 2002). Etwa 1,3 Milliarden Menschen leben in
konsangiunen Ehen vor allem aus Afrika, dem Nahen Osten, und Siudasien. In
diesen Landern wird der Anteil konsanguiner Ehen auf tUber 20% geschéatzt
(Hamamy, 2012). Im Iran wird die Anzahl konsangiuner Ehen in der
Bevolkerung auf etwa 40% geschatzt (Saadat et al., 2004). Auch in
Bevolkerungsgruppen mit einer sehr niedrigen Anzahl an konsanguinen Ehen
wird geschatzt, dass 13-24% der Kinder mit Entwicklungsverzégerung eine

autosomal-rezessive Mutation tragen (Musante and Ropers, 2014).

1.1. Definition und Klassifikation

Die American Association on Intellectual and Developmental Disabilities
(AAIDD) definiert Entwicklungsverzdgerung als eine Behinderung, die durch
erhebliche Einschrankungen sowohl der intellektuellen Funktionsfahigkeit als
auch des adaptiven Verhaltens gekennzeichnet ist und viele soziale und
praktische Fertigkeiten des Alltags umfasst. Sie entsteht vor dem Alter von 18
Jahren (Schalock et al., 2010). Hierbei wird intellektuelle Funktionsfahigkeit
auch als Intelligenz bezeichnet und bezieht sich auf allgemeine mentale
Fahigkeiten wie Lernen, Denken, Problemlésen etc. (Schalock et al., 2010).
Die Intelligenz kann mit Hilfe von Intelligenzquotienten (1Q)-Tests gemessen
werden. Diese sind unter anderem der Wechsler Adult Intelligence Scales
(WAIS) oder der Wechsler Intelligence Scales for Children (WICS) (Ropers,
2010).

Adaptives Verhalten ist die Sammlung konzeptioneller, sozialer und praktischer
Fahigkeiten, die von Menschen im Alltag erlernt und ausgefihrt werden.
Konzeptionellen Fahigkeiten umfassen Sprechen, Lesen und das Verstandnis
von Geld-, Zeit-, und Zahlenkonzepten. Unter soziale Fahigkeiten werden
zwischenmenschliche Fahigkeiten, soziale Verantwortung, Selbstwertgefihl,
Leichtglaubigkeit, soziale Problembewaltigung, und die Fahigkeit Regeln/
Gesetzen zu befolgen, verstanden. Praktischen Fahigkeiten beinhalten
Aktivitaten des alltaglichen Lebens (Schalock et al., 2010).

Standardisierte Tests wie der Diagnostic Adaptive Behavior Scale kdnnen

Einschrankungen des adaptiven Verhaltens bestimmen (Tasse et al., 2016).
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1. Einleitung

Die Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme Version 10 German Modification (ICD-10-GM)
bezeichnet Intelligenzminderung als eine verzogerte oder unvollstandige
Entwicklung der geistigen Fahigkeiten mit besonderer Beeintrachtigung von
Fahigkeiten, die zur Intelligenz beitragen und welche sich wahrend der
Entwicklung auspragen, wie Kognition, Sprache, motorische und soziale
Fahigkeiten (Blanz et al., 2009).

Wie stark die Intelligenzminderung ausgepragt ist wird anhand standarisierter

Intelligenztests gemessen und wie folgt klassifiziert:

Tabelle 1: Klassifizierung nach ICD-10-GM 2019 (Blanz et al., 2009)

Klassifikation 1Q Ert\gﬁii;hesnezr;?tr;r Anmerkungen
:_eichte _ 50-69 9 bis <12 Jahre Lernschwierigkeiten in der
ntelligenzminderung Schule
Deutliche
Mitte_lgradige_: 35-49 6 bis <9 Jahre Entwick!ungsvgrzbggrung,
Intelligenzminderung Unterstitzung im alltaglichen
Leben wird bendtigt
SchV\_/ere _ 20-34 3 bis <6 Jahre Andauer_nde Unterstiitzung
Intelligenzminderung notwendig
Eigene Versorgung,
Schwerste Kontinenz, Kommunikation,
Intelligenzminderung <20 <3 Jahre Beweglichkeit hochgradig
beeintrachtigt
Deutliche Diskrepanz (mind.
Dissoziierte Intelligenz 15 IQ-Punkte) zwischen
Sprach-1Q und Handlungs-IQ
Beurteilung mit Hilfe der
Andere Ublichen Verfahren nicht
Intelligenzminderung moglich z.B. bei Blinden,
Taubstummen
. . Informationen nicht
E'Cht_ naher ausreichend fur die
ezeichnete

Einordnung in eine der oben

Intelligenzminderung genannten Kategorien

Neben der Klassifikation nach ICD-10-GM kann die Intelligenzminderung
klinisch auch in syndromale und nicht-syndromale Formen eingeteilt werden
(Arolt et al, 2001). Bei der syndromalen Form sind neben der

Intelligenzminderung auch eine oder mehrere Kklinische Merkmale oder
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1. Einleitung

Begleiterkrankungen vorhanden. Nicht-syndromale Intelligenzminderung wurde
ursprunglich durch das Vorhandensein einer Intelligenzminderung als einziges
klinisches Merkmal definiert. Subtilere neurologischer Veranderungen und
psychiatrischer Stérungen wie Verhaltensauffalligkeiten konnten bei betroffenen
Patienten jedoch schwer ausgeschlossen werden, da diese aufgrund der
kognitiven  Beeintrachtigung weniger offensichtlich oder schwer zu
diagnostizieren sind. Manche Symptome kdnnen daher erst im Zusammenhang
mit einem zuvor identifizierten und bekannten Gendefekt erkannt und
diagnostiziert werden. Die Unterscheidung zwischen beiden Formen ist oft
schwierig und mit flieRendem Ubergang (Ropers and Hamel, 2005, Kaufman et
al., 2010)

1.2. Atiologie

1.2.1. Nicht-genetische Ursachen

Intelligenzminderung ist eine extrem heterogene Gruppe von Erkrankungen und
kann durch genetische oder nicht-genetische Faktoren verursacht werden
(Winnepenninckx et al., 2003, Rauch et al., 2006). Nicht-genetische Faktoren
umfassen Umweltbelastungen, Erndhrungsfaktoren, toxische Exposition
wahrend der Schwangerschaft und geburtshilfliche Komplikationen.
Soziodkonomische Faktoren wie Einkommensniveau, familidre Verhaltnisse
und kulturelles Umfeld tragen ebenfalls zur Intelligenzminderung bei (Delobel-
Ayoub et al., 2015). Die Pravalenz von Intelligenzminderung ist in armeren
Landern zwei- bis dreifach hoher als in westlichen Landern (Drews et al., 1995,
Stromme, 2000). Pranatale und perinatale Komplikationen wie Hypoxie, fetale
Hirnschadigung aufgrund der Ubertragung von Infektionskrankheiten (z.B.
Roteln, Toxoplasmose und Cytomegalovirus) im Mutterleib, Traumata und ein
niedriges  Geburtsgewicht  tragen  ebenfalls zur  Pravalenz  von
Intelligenzminderung bei (Ropers, 2010). In Industrielandern ist das fetale
Alkoholsyndrom die haufigste vermeidbare Ursache von Intelligenzminderung
(Ropers, 2010, Silverman, 2009). Dabei wird das zentrale Nervensystem des

Embryos geschadigt, was zu Lernschwéche, Stérungen der Kognition,
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motorischen Stérungen und Verhaltensauffalligkeiten in der Entwicklung des
Kindes fuhrt (Kelly et al.,, 2000, Riley and McGee, 2005, Mattson and Riley,
2011). Wie stark die jeweiligen Symptome ausgepragt sind korreliert mit der
konsumierten Alkoholmenge wahrend der Schwangerschaft (Hepper et al.,
2012).

1.2.2. Genetische Ursachen

1.2.2.1. Chromosomenaberrationen

Chromosomenaberrationen sind eine haufige Ursache der Intelligenzminderung
und ca. 0,9 % aller Lebendgeburten weisen mikroskopisch sichtbare
Aneuploiden oder chromosomale Aberrationen auf (Cunningham et al., 2003).
In Patienten mit Intelligenzminderung wurden viele verschiedene Arten von
Chromosomenaberrationen identifiziert (Rauch et al., 2006). Am haufigsten tritt
hierbei die Trisomie 21, auch Down-Syndrom genannt, mit einer Pravalenzrate
von 1 / 600 Lebendgeburten auf (Barca et al., 2014, Ballif et al., 2007). Des
Weiteren wurden pathogene Kopienzahlvarianten, auch copy number variants
(CNVs) genannt, in einer groRen Anzahl von Studien mit Intelligenzminderung
assoziiert (Ropers and Hamel, 2005, Zahir and Friedman, 2007).
Kopienzahlvarianten sind Strukturvarianten der DNA, bei denen chromosomale
Abschnitte in erhohter (Duplikation) oder verringerter (Deletion) Kopienanzahl
vorliegen. Die Anzahl der Kopien im Genom weicht also von der
des Referenzgenoms ab (Schaaf and Zschocke, 2013). CNVs kdnnen zu
Mikrodeletionssyndromen fiihren, bei denen die Haploinsuffizienz eines
einzelnen Gens die Intelligenzminderung erklart, wie beispielsweise EHMT1
beim Kleefstra-Syndrom oder KANSL1 beim Koolen-de-Vries-Syndrom
(Kleefstra and de Leeuw, 1993, Koolen et al., 1993). Im Gegensatz dazu
konnen CNVs auch mehrere Kb bis Mb an DNA betreffen und mehrere Gene
umfassen, was zu einem Contiguous-Gene-Syndrom fiihrt. Bei einem
Contiguous-Gene-Syndrom ist mehr als ein Gen fiur den Phanotyp
verantwortlich und die Schwere des Phénotyps hangt insbesondere auch von
der GrolRe der CNV ab. Sie verursachen in der Regel eine

Intelligenzminderung, welche mit anderen klinischen Merkmalen assoziiert ist,


https://flexikon.doccheck.com/de/DNA
https://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Referenzgenom&action=edit&redlink=1
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wie beispielsweise beim Williams-Beuren-Syndrom oder dem Prader-Willi-

Syndrom (Ravnan et al., 2006).
1.2.2.2. X-chromosomale Intelligenzminderung

Bereits 1938 wurde bei Mannern eine hthere Rate an Intelligenzminderung
festgestellt. Diese Beobachtung wurde durch mehrere Studien bestatigt und
das Verhéltnis von Mannern zu Frauen betragt durchschnittlich 1,3: 1 (Leonard
and Wen, 2002). Es wird geschatzt, dass 0,18 % aller Manner von X-
chromosomaler Intelligenzminderung betroffen sind und 0,24 % aller Frauen
Ubertragerinnen fir eine X-chromosomale Intelligenzminderung sind (Hamel
and Poppelaars, 2000).

Das haufigste Gen, das an der X-chromosomalen Intelligenzminderung beteiligt
ist, ist das FMR1, welches zu einem Fragilen-X-Syndrom fuihrt. Man geht davon
aus, dass es bis zu 25% aller Falen von X-chromosomaler
Intelligenzminderung verursacht, gefolgt von Mutationen im ARX-Gen (Mandel
and Biancalana, 2004, Gecz et al.,, 2006). Des Weiteren wird angenommen,
dass das Fragile-X-Syndrom die haufigste vererbbare Intelligenzminderung und
insgesamt die zweithaufigste Intelligenzminderung nach dem Down-Syndrom
ist. Mutationen in anderen Genen machen jeweils nur einen kleinen Prozentsatz
aller Patienten aus (Martin and Bell, 1943, Mandel and Biancalana, 2004,
Tzschach et al., 2015).

1.2.2.3. Autosomal-dominante Intelligenzminderung

Stammbaume mit GUber mehrere Generationen vererbter Intelligenzminderung
bei autosomal-dominantem Erbgang treten selten auf, da sich insbesondere die
schwer Betroffenen selten fortpflanzen (Ropers, 2010). Man geht unter
anderem aus diesem Grund davon aus, dass die meisten Falle von autosomal-
dominanter Intelligenzminderung de novo auftreten.

Trio-basierte Exomsequenzierung wurde als vorteilhafter Ansatz fur die
Identifizierung von de novo autosomal dominanten pathogenen Varianten bei
Intelligenzminderung und anderen neurologischen Entwicklungsstdérungen

implementiert.
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In einer Studie mit 51 untersuchten Patienten haben Rauch und ihre Kollegen in
14 Patienten, also 31% der Kohorte, pathogene de novo-Varianten in bereits
beschriebenen Genen fur Intelligenzminderung identifiziert (Rauch et al.,
2012). In einer noch gréReren Studie mit einer Kohorte von 4.293 Patienten
haben McRae und seine Kollegen sogar in 42% pathogene de novo-Varianten
entdeckt (McRae et al., 2017). Man konnte zeigen, dass die meisten
sporadischen Falle der Intelligenzminderung auf de novo-Mutationen
zurUckzufiuhren sind (Rauch et al., 2012, McRae et al., 2017).

1.2.2.4. Autosomal-rezessive Intelligenzminderung

Die Forschung im Bereich autosomal-rezessiver Intelligenzminderung war bis
vor kurzem noch nicht weit vorangeschritten. Aufgrund von seltenen
konsanguinen Ehen und in der Regel kleineren Familien in westlichen
Gesellschaften, wurde die Identifizierung autosomal-rezessiver Gendefekte
erschwert (Najmabadi et al., 2011). In Landern des Nahen und Mittleren Osten
jedoch ist die Anzahl an konsanguinen Ehen besonders hoch. Im Iran
beispielsweise sind 40% aller Ehen konsanguin was zu einem erhghten Antell
an autosomal-rezessiven Erkrankungen in der Bevdlkerung fuhrt (Najmabadi et
al.,, 2011). Die Einfuhrung von DNA-Sequenzierungstechniken mit hohem
Durchsatz hat zu neuen Fortschritten in der Identifizierung von autosomal-
rezessiven Gendefekten gefihrt (Reuter et al., 2017). Es hat sich jedoch
gezeigt, dass das klinische Bild der autosomal-rezessiven Intelligenzminderung
extrem heterogen ist. Die Gesamtzahl der autosomal-rezessiven Gene kann in
die Tausenden gehen und die groRe Mehrheit der Varianten in diesen Genen

ist noch immer unbekannt (Musante and Ropers, 2014).
1.3. Next Generation Sequenzierung

Next Generation Sequenzierung (Nemoto et al.) auch ,Hochdurchsatz-
Sequenzierung“ genannt, bezeichnet eine massive, parallele Sequenzierung
von DNA. NGS ist eine mittlerweile weit verbreitete und zielgerichtete
Sequenzierungsmethode. Mit NGS werden Hunderte Millionen DNA-Segmente

gleichzeitig in Zyklen von einem (single-read) oder beiden (paired-end) Enden
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sequenziert. Bei NGS konnen parallel eine grol3e Anzahl an Genen sequenziert
werden, was zu einer schnelleren Verarbeitung im Vergleich zur Sanger-
Sequenzierung fuhrt (Behjati and Tarpey, 2013). Das Exom macht weniger als
2% des menschlichen Genoms aus, enthalt jedoch die meisten bekannten
krankheitsverursachenden Varianten, wodurch die Exom-Sequenzierung eine
kostengulinstige Alternative zu Genom-Sequenzierung ist (Behjati and Tarpey,
2013).

1.4. Ziele

Ziel dieser Studie ist die Exomsequenzierung von 77 Betroffenen aus
konsanguinen Familien zur Identifizierung neuer Kandidatengene, die zu
autosomal-rezessiver  Entwicklungsverzogerung und Intelligenzminderung

fuhren.
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2. Material und Methoden

Fur diese Studie liegt ein positives Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat  der Eberhard-Karls-Universitat  und des

Universitatsklinikums Tubingen unter dem Aktenzeichen 901/2018BO1 vor.
2.1. Untersuchungskollektiv

Tabelle 2: Untersuchungskollektiv

Patient Verwand- Ge- Intelligenz  Globale weitere Symptome
schaft schlecht mind. Entwicklungs
verzbgerung
001-3  Index F ++ ++ Gingivahyperplasie
001-4  Bruder M ++ +++ Spastik, stereotypische Bewegung

der Hande, kein Augenkontakt,
keine verbale Kommunikation

002-3  Onkel M AHF Epilepsie

(paternal)
002-4  Index F ++ +++ Stérungen der Dentition
003-3  Bruder M schaukelnde Bewegungen,

stereotypische Bewegungen der
Hande, Anophthalmie

003-4  Schwester F ++ schaukelnde Bewegungen,
stereotypische Bewegungen der
Hande, Anophthalmie, keine
verbale Kommunikation

003-5 Index M ++ Epilepsie, Anophthalmie, schwere
Malformation des Skeletes,
spastische Zerebralparese

003-6  Schwester F ++ ruckartige Kopfbewegungen,
schaukelnde Bewegungen,
stereotypische Bewegungen der

Hande

004-3 Bruder M AFar +++ selbstverletzendes Verhalten: Hand
beiRen, blind

004-5  Index M ++ Epilepsie, Harn- und

Stuhlinkontinenz,
selbstverletzendes Verhalten: Hand
beilRen, blind, keine verbale
Kommunikation

005-3  Bruder M 1 Normale Entwicklung bis 12
Monate, dann Regression

005-4  Index M ++ Normale Entwicklung bis 12
Monate, dann Regression

005-5  Schwester F sl Normale Entwicklung bis 12
Monate, dann Regression

006-3  Bruder M ++ +++ aggressives Verhalten

006-4  Index F sl ++ Sehbeeintrachtigung,
Harninkontinenz

007-2  Index F ++ +++ aggressives Verhalten
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Patient

007-3
007-5

008-3
008-4
008-5
009-3
009-4
009-5
010-1
010-6
011-3

011-5
011-6
012-4
012-5

013-1

013-3
014-3
014-4
014-5
015-3
015-4
015-6
015-8
016-3
016-6
017-3

017-4
018-4

018-5
019-4
019-5
020-3

020-4

021-3

021-4
022-3
022-4

Verwand-
schaft

Bruder
Bruder

Index
Schwester
Bruder

Schwester
Index

Bruder
Index
Schwester
Index

Schwester
Schwester
Index
Bruder

Index

Schwester
Bruder
Index
Bruder
Bruder
Bruder
Index
Bruder
Bruder
Index
Schwester

Index
Index

Bruder
Schwester
Index
Index

Bruder

Index

Schwester
Schwester
Index

Ge-
schlecht
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n
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<

Intelligenz
mind.

++
++

++
++
++

++
++
++
++

++
++
++
++

++

++

++
++
++
++
++
++
++
++
++

++
++

++
++
++
++

++

++

++
++
++

Globale
Entwicklungs
verzdgerung

+++

+++

+++
++

+++

+++
+++

+++
+++
+++

+++
+++

+++
+++
++

++

+++

+++

weitere Symptome

Epilepsie, aggressives Verhalten,
Enurese
aggressives Verhalten

aggressives Verhalten
Asymmetrische Korperentwicklung
Epilepsie

Asymmetrische Kérperentwicklung
aggressives Verhalten

ruckartige Bewegungen der
Extremitaten und stereotypische
Bewegungen der Hande

Epilepsie, Strabismus

Epilepsie, aggressives Verhalten
aggressives Verhalten, Strabismus,
Horminderung

Epilepsie, aggressives Verhalten,
selbst verletzendes Verhalten
Epilepsie, aggressives Verhalten
aggressives Verhalten

Epilepsie, Spastik der Ful3e
aggressives Verhalten, Enurese

Epilepsie

Sehbeeintrachtigung
Mikrognathie, Sehbeeintrachtigung

Ataxie

aggressives Verhalten,
Sehbeeintrachtigung

aggressives Verhalten,
Sehbeeintrachtigung

Epilepsie, aggressives Verhalten,
Stérungen der Dentition

Epilepsie
Gangstorung
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Patient Verwand- Ge- Intelligenz  Globale weitere Symptome
schaft schlecht mind. Entwicklungs
verzbgerung
023-3  Bruder M A4F Epilepsie, OFC: 47.5cm
023-4  Index M ++ Epilepsie, OFC: 47cm,
Mikrognathie
024-3  Bruder M ++ Tief gelegene Augen,
Sehbeeintréchtigung
024-4  Index M ++ Epilepsie, Mikrophthalmie, tief

gelegene Augen, tiefsitzende
Ohren, aggressives Verhalten,
selbstverletzendes Verhalten

025-2  Schwester F ++ +++ Epilepsie, taubstumm

025-4  Index F ++ +++ Epilepsie

025-5  Bruder M ++ +++ Epilepsie, aggressives Verhalten

026-3  Bruder M ++ +++ Zerebralparese, Urin- und
Stuhlinkontinenz

026-4  Index M ++ +++ Zerebralparese, Urin- und
Stuhlinkontinenz

027-3  Index M ++ +++ aggressives Verhalten, stumm

027-4  Schwester F 445 +++ aggressives Verhalten, stumm

027-5  Schwester F ++ +++ aggressives Verhalten, stumm

027-6  Bruder M 445 +++ aggressives Verhalten, stumm

028-3  Schwester F ++ +++ aggressives Verhalten,
Sehbeeintrachtigung, Hirsutismus

028-4  Schwester F ++ +++ aggressives Verhalten,
Sehbeeintrachtigung, Osteoporose:
multiple Hand und Ful Frakturen

028-5 Index M ++ +++ Epilepsie, aggressives Verhalten,
Osteoporose: multiple Hand und
Fuld Frakturen

028-6  Bruder M ++ +++ Epilepsie, aggressives Verhalten

029-2  Index M ++ + autistisches Verhalten

029-3  Bruder M ++ + autistisches Verhalten

029-4  Schwester F ++ + autistisches Verhalten

029-5 Schwester F ++ + autistisches Verhalten

030-3 Tante F ++ Epilepsie

(paternal)

030-5 Index F ++ +++ Epilepsie, Strabismus,
Korpergrof3e:140cm

030-6  Bruder M +++ +++ Epilepsie, Stérungen der Dentition

031-3  Schwester F AF +

031-5 Schwester F ++ + Epilepsie

032-3  Index M ++ Epilepsie

032-4  Bruder M +

032-8  Schwester F sl Epilepsie

033-3  Index M ++

033-4  Bruder M 1 Aggressives Verhalten, psychotisch

033-6  Schwester F ++

034-5 Schwester F 1 Epilepsie

034-9  Bruder M ++ Epilepsie, aggressives Verhalten

11



2. Material und Methoden

035-4  Index M ++ Epilepsie, stark hypoplastische
Hoden

035-6  Bruder M ++
036-3  Schwester F ++ faziale Dysmorphie, Polydaktylie,
Skoliose

037-4 Tante F ++
maternal

037-6 Index F ++

+

faziale Dysmorphie, prominente
Stirn

038-3 Index M ++

039-3  Index M ++ + faziale Dysmorphie, Stérungen der
Dentition, Sehbeeintrachtigun

040-4 Index M ++ +++

041-3 Index F ++ +++

042-3 Index M +

042-6 Bruder M +

043-4  Index M ++
044-7 Tante F ++ +++ Epilepsie, Bruxismus in wachem
Zustand

045-3  Index M ++ + Epilepsie

046-3  Index F ++ + Epilepsie

047-3  Index F ++ ++ Schilddrisenerkrankung

047-5  Schwester F ++ ++ Epilepsie

048-4 Schwester F ++

049-3  Schwester F ++ + Sehbeeintrachtigung, Strabismus,
offener Mund, Bewegungsstérung,
kein freies Stehen mdglich
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Patient Verwand- Ge- Intelligenz  Globale weitere Symptome
schaft schlecht mind. Entwicklungs
verzdgerung
050-3  Index M AFF +
050-4  Schwester F ++ +
051-3  Index M ++ + Epilepsie
051-4  Bruder M ++ + Generalisierte Spastik
052-3  Bruder M
052-4  Index M
052-5  Bruder M
052-6  Bruder M +
053-4  Index M ++ ++ Epilepsie, Schwache der
Unterarmmuskulatur
053-5  Schwester F + Schwéche der Unterarmmuskulatur
054-3  Schwester F 445 Korpergrof3e:126¢cm, Z.n.
Schilddriisenoperation
054-5  Index F ++ ++ Korpergrof3e:119cm, Kropf
055-3  Index F A + Nystagmus, Urininkontinenz
055-5  Bruder M ++ ++
056-3  Index F et + Schlechter Augenkontakt,
Hoérminderung, Urin- und
Stuhlinkontinenz
056-5  Schwester F ++ + Schlechter Augenkontakt,
Hoérminderung, Urin- und
Stuhlinkontinenz
057-3  Schwester F ++ + Epilepsie, Strabismus
057-5  Index F ++ +
058-3  Index M ++ Aggressives Verhalten
058-5 Schwester F ++
059-4  Schwester F ++ Epilepsie, Katarakt
059-5 Schwester F +++ Epilepsie, Katarakt
059-6  Schwester F ++ Epilepsie, Katarakt
059-7  Schwester F + Epilepsie, Katarakt
059-8 Schwester F ++ Epilepsie, Katarakt
059-9  Index M ++ Epilepsie, Katarakt
060-3  Index M ++ ++ Generalisierte Spastik
060-4  Bruder M ++ ++ selbst verletzendes Verhalten,
generalisierte Spastik
061-3  Index M ++ ++ Urin- und Stuhlinkontinenz
061-5 Schwester F ++ Zerebralparese, Dysplasie des
Skeletes: Skoliose, Urin- und
Stuhlinkontinenz
062-3  Schwester F sl ++ Zerebralparese,
Sehbeeintrachtigung, Nystagmus
062-4  Index M ++ +++ Sehbeeintrachtigung
063-3  Index F Epilepsie
063-4  Zwillings- F Epilepsie
schwester
064-4  Index F AFF
064-5  Zwillings- F ++
schwester
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066-5 Schwester F ++ +++

066-8  Cousin M ++ ++ repetitive Bewegungen der Hande

067-3  Bruder M ++ +++

067-5  Bruder M ++ Neuroregression, Glutarazidurie
Typ 1

068-4  Bruder M + Gangstorung

069-3  Bruder M ++ ++ Sehbeeintrachtigung, Nyktalopie,
Urininkontinenz

069-6  Index M ++ +++ Doppelte Liedfalte, Z.n.
Gaumenspalte,
Sehbeeintrachtigung

070-5 Bruder M ++ ++ Strabismus

072-4 Bruder M +

073-3 Index F + +++

074-3  Index M + ++ Gangstorung, Ataxie, taubstumm

074-6 Tante F + taubstumm
maternal

076-5 Index M +

077-5 Index M + ++ Strabismus, Tremor

078-4  Schwester F ++ ++ aggressives Verhalten

079-4 Index F ++ ++

080-4  Schwester F ++ ++ Stottern
Legende: F = weiblich, M = ménnlich, + = mild, ++ = moderat, +++ = schwer
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2.2. Material

2.2.1. Verbrauchsmaterial

8-Strip PCR Tubes 0.2ml
96-Well Platten
Adhesive Seal
Pipettenspitzen

Reaktionsgefafl’ 1,5ml

2.2.2. Chemikalien

Borsaure
Bromphenolblau
EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Gylcerin

Isopropanol
Magnetic Beads
O’Gene Ruler Marker
SeaKem Agarose

Tris Base

2.2.3. Puffer, Losungen

10x TBE Puffer

Ladepuffer

Star Lab

Greiner Bio-One
ThermoFisher Scientific
Star Lab

Eppendorf

Merck

Sigma-Aldrich

Roth

VWR

VWR

Roth

VWR

CleanNA
ThermoFisher Scientific
Lonza

AppliChem

108g Tris Base

559 Borsaure

40ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

1L H20
3ml Gylcerin (30%)

Hamburg, Deutschland
Kremsmiinster, Osterreich
Waltham, USA

Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Radnor, USA

Radnor, USA
Karlsruhe, Deutschland
Radnor, USA
Waddinxveen, NL
Waltham, USA
Walkersville, USA
Darmstadt, Deutschland

25mg Bromphenolblau (0,25%)

7ml H20
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2.2.4. Enzyme

Antarktische Phosphatase
Exonuklease |

New England BioLabs
New England BioLabs

Frankfurt, Deutschland
Frankfurt, Deutschland

2.2.5. Kits

Big Dye ThermoFisher Scientific
FastStart Roche

FastStart High Fidelity Roche

LongRange Qiagen

REPLI-g Mini Qiagen

2.2.6. Gerate

3730xI DNA Analyzer

Elektrophoresekammer
Gefrierschrank -20°C
Gelkdmme
Kihlschranke 4°C
Laborwaage
Mikrowelle
NovaSeq6000
Photometer

Pipetten

Thermocycler G-Storm
UV Transluminator
Vortex Mixer 7-2020
Vortex Mixer VF2
Zentrifuge 5418

Mini Zentrifuge

Applied Biosystems
Hitachi

Peglab Biotechnologie
GRAM Deutschland
Peqglab Biotechnologie
Kirsch

Kern & Sohn GmbH
Severin

lllumina

Eppendorf

Eppendorf
AlphaMetrix Biotech
Biostep GmbH
NeoLab

NeoLab

Eppendorf

NeolLab
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Waltham, USA
Basel, Schweiz
Basel, Schweiz
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland

Waltham, USA

Tokio, Japan

Erlangen, Deutschland
Giel3en, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Offenburg, Deutschland
Balingen Deutschland
Sundern, Deutschland
San Diego, USA
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Rodermark, Deutschland
Burkhardtsdorf, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
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2.2.7. Programme und Datenbanken

1000 Genomes
Clinvar
Decipher
Ensembl
gnomAD
GSvar
HGMD
IGV
NCBI
OMIM
Pfam

PrimerDesign

http://www.internationalgenome.org/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

https://decipher.sanger.ac.uk/

http://grch37.ensembl.org/

https://gnomad.broadinstitute.org/

https://github.com/imgag/megSAP

https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/

http://software.broadinstitute.org/software/igv/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://omim.org/

https://pfam.xfam.org/

institutsintern entwickelt

PubMed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

sysID https://sysid.cmbi.umcn.nl/

UCSsC https://genome.ucsc.edu/

2.2.8. Primer

Tabelle 3: Primer

Gen Exon | Primer Foreward Primer Reverse

AGA 3 TCGTGGATGTGCTGTCA | GCTGGAATTTGAACTTAGATCT
CT GG

BAGALNT | 5 TCCCTAGGCACCTGGGA | GGGAGACACACCCAAGGC

1 C

CC2D2A 24 GTTGGGCTGGAGGACTG | CCTGGCCCAAATGCATACC
G

CENPJ 16 GTCTCCAGAAGTAGCTG | GTGCTCTACGGCTGATGTGT
CCA

GBA2 14 CACAGGCCCCAGGTTAG | ATAGCGGCCTGGAGTCGA
C

KIAA0556 | 16 TCAAGGTGGCGCAGTGA | TCACCCCGTCGATGAGGT
G

L2HGDH |7 TCTAGCTGCCACCTAAAT | TCCTTTATGACCACCACCTGC
GCT

LAMAL 16 ATGGTTGCACAGCTCGG | TCACTTGTACACAGCAAATGG
T C

NLN 7 GCCTATAACACCAAAATG | TCTGAGGCCTTCTGTCTGGT
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GAACCA

PAH 7 GCCAAGTCTGCCTAGCG | AGCTTGGCTGCCACTTGT
T

PC 16 GAG GCCAGGCACCTCAAGGAG
CTAGCCCTGGGTCCT

RDH 4 TCAAAGCCTGAGCGTGA | CAGAACCTGGAGCAGCCC
GG

SCN1A 21 CTGGCAGCAAGTTCCTC | TGGTCTGGTCACTACTGACT
TGA

SNX14 3 CAGGATCACGGCTTACT | GCCATGGCTGGTAGTTTTCA
GCA

SPG20 1 AACTCCAAGTGCAGGGG | CCCAGGATACGAAGGTGCA
C

SYNJ2 1 CCTCTGGAGGGGCACAG | CATGGACCGGGCTCCATC
A

TTC5 4 CGCCATTGCACTTCAGC | AGAGCACCAAGGACACCA
C

UBE3A GCTCTGTCTGTGCCCGT | ACGTATTCAGAGCTGTTCAGG
T A

VPS13B 52 CTGACAGGGGCCAGAAC | GAGCAGATGGGGCACAGG
A

2.3. Exomsequenzierung

Die Sequenzierung der Proben wurde durch die core facility NCCT (Institut far
Medizinische Genetik und Angewandte Genomik, Universitat Tubingen)
durchgefuhrt und die Datenanalyse wurde von der Abteilung fur Bioinformatik
mit der institutsintern entwickelten megSAP-Pipeline durchgefuhrt.

SeqPurge (v. 0.1-935) (Sturm et al.,, 2016) wurde fur Adapter- und
Qualitatsanpassung verwendet, BWA mem (v. 0.7.17) (Li, 2014) fur Read
Mapping, Samblaster (v. 0.1.24) (Faust and Hall, 2014) fir die Entfernung von
Duplikaten, ABRA2 (v. 2.18) (Mose et al.,, 2019) fir das Reallignment von
Indels, Freebayes (v. 1.2.0) (Garrison and Marth, 2012) fur das Variantencalling
und Ensembl VEP (v. 94.5) (McLaren et al., 2016) fir die Variantenannotierung.
Verschiedene Tools aus dem ngs-bits-Toolset wurden fir die Qualitatskontrolle,
die Annotierung der internen Variantenhaufigkeiten und fur das Calling von
Varianten mit Kopienummern verwendet.

Die gesamte Bioinformatikanalyse und alle in dieser Arbeit angegebenen

Genomkoordinaten basieren auf dem GRCh37-Genom.
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2.4. Filterungsschritte

Die aus der Exomsequenzierung und anschliel3ender bioinformatischer Analyse
gewonnenen Daten wurden in dem institutsintern entwickeltem Programm
GSvar dargestellt. Nach offnen einer Datei in GSvar, zeigt das Programm alle
Varianten, die in Abweichung zum Referenzgenom identifiziert wurden an. Die
generierten Daten, die im Schnitt etwa 65.000 Varianten umfassen, erfordern
anschlieBend eine effektive Filterstrategie, um die relevantesten
Kandidatenvarianten zu identifizieren und zu priorisieren, die dem Phanotyp
des Patienten zugeordnet sind. Um potentiell pathogene Varianten in der
grol3en Anzahl an ermittelten Varianten zu identifizieren, mussten bestimmte
Filterungsschritte durchgefihrt werden.

Zunachst wurden seltene Varianten gesucht und nach ihrer Allelfrequenz
gefiltert. Varianten mit einer Frequenz von Uuber 1% in der gesunden
Bevolkerung wurden ausgeschlossen, da diese sehr wahrscheinlich nicht
pathogen sind. Hierzu wurden die Daten mit denen des 1000GenomeProject
und der gnomAD Datenbank verglichen. Zusatzlich wurden Varianten, die
bereits mehr als finfmal in der hauseigenen Datenbank beschrieben wurden,
sogenannte in house-Kontrollen, herausgefiltert. Als nachstes wurden alle
funktionell relevanten Varianten herausgefiltert. Hierzu zahlen alle exonischen
und nicht-synonymen Varianten sowie Splei3-Varianten. Die verbleibenden
Varianten wurden weiter nach Vererbungsmodell gefiltert. Hierbei wurden
zunéachst vor allem die homozygoten Varianten evaluiert, da die Stammbaume
der Familien eine autosomal-rezessive Vererbung am wahrscheinlichsten
machen. Bei unauffélligen Ergebnissen wurden auch compound-heterozygote
und anschlieRend heterozygote und hemizygote Varianten evaluiert. Bei der
Evaluation interessanter Varianten wurde nach Auftreten in bekannten Genen,
die mit dem Phanotyp zusammenhangen, mithilfe von HPO-Begriffen
(Phanotypmerkmalen) gefiltert. Hierbei wurden Eintrage in den Datenbanken
OMIM, HGMD, und ClinVar untersucht und beurteilt. Auch die Vorhersage von
Pathogenitats-Pradiktionsprogrammen (CADD, FATHMM, PolyPhen, Sift,

phyloP) wurde mit einbezogen.
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2.5. Primer Design

Primer wurden mit Hilfe des hauseigenen Programmes PrimerDesign
entworfen. Hierbei wurde auf verschiedene Parameter geachtet. Die Primer
sollten eine Lange von etwa 20bp haben und das gewunschte PCR-Produkt
eine Lange von 300-500bp mit einer Allelfrequenz an Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) von unter 1%. Die Schmelztemperatur sollte zwischen
59 °C und 63 °C liegen und die Schmelztemperatur der foreward und reverse
Primer nicht mehr als 1°C auseinander liegen. Der G/C Gehalt sollte bei 40-
60% liegen. Es sollten nicht mehr als drei gleiche Basen direkt aufeinander
folgen und Poly-A oder lange GC-Bereiche sollten vermieden werden, da es
sonst zu Verrutschungen des Primers kommen kann. Des Weiteren muss
darauf geachtet werden, dass foreward und reverse Primer nicht aneinander
binden und der Primer auch nicht in sich selbst bindet. Das 3° Ende sollte, wenn
maoglich, mit Guanin oder Cytosin und das 5' Ende mit Adenin oder Thymin

enden.

2.6. DNA Aufreinigung und Konzentration

2.7. Amplifikation genomischer DNA

Ein Teil der Patienten-DNA wurde mit dem REPLI-g Mini Kit vom Hersteller
Qiagen amplifiziert. REPLI-g verwendet isotherme Genomamplifikation, die als
Multiple Displacement Amplification bezeichnet wird. Hierbei werden variable
Hexamere an denaturierte DNA gebunden, gefolgt von einer
Strangverdrangungssynthese bei konstanter Temperatur mit dem Enzym Phi
29-Polymerase. Gemald des Herstellerprotokolls wurde zunéchst 2,5ul der zu
amplifizierenden DNA mit 17yl SB1 Puffer vermischt und bei 65°C fir 5min
inkubiert um die DNA zu denaturieren. Danach wurde ein Mastermix aus 17l
SB2 Puffer und 1ul REPLI-g Mini DNA Polymerase hergestellt und zur
denaturierten DNA gegeben. Dies wurde dann bei 30°C fir 10-16h inkubiert

und anschlielRend bei 65°C 3min inaktiviert.
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2.8. PCR

2.8.1. PCR mit dem Fast Start Kit von Roche

Anhand der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) koénnen ausgewahlte
Nukleotidsequenzen exponentiell vervielfacht werden. Demnach fihren n
Zyklen zu einer 2"-fachen Anreicherung (Saiki et al., 1988). Fur die PCR
werden Primer im Uberschuss zu einem Reaktionsgemisch gegeben, welches
die zu vermehrende DNA, freie Nucleotide, und eine hitzestabile DNA-
Polymerase enthélt. Das Gemisch wird auf 94°C erhitzt um die DNA zu
denaturieren, das heil3t die Wasserstoffbriickenbindungen, welche die beiden
DNA-Strdnge zusammenhalten, zu trennen. Danach wird die Temperatur
gesenkt, damit die Primer mit den komplementaren Bereichen der denaturierten
DNA hybridisieren koénnen. Die DNA-Polymerase synthetisiert die zum
jeweiligen Strang komplementaren Sequenzen beginnend am 3’ Ende des
Primers. Die Zyklen von Denaturierung, Hybridisierung, und DNA Synthese
werden 25 Mal oder, wenn notig, 6fters wiederholt (Nordheim A, 2018).

Als erster Schritt wurde immer eine PCR mit dem Fast Start Kit von Roche
durchgefuhrt.

Ein Mastermix bestehend aus folgenden Reagenzien wurde erstellt:

Tabelle 4: Mastermix FastStart Kit Roche

Mastermix Menge (ul)
H20 14,3
10xPCR-Puffer+MgClz | 2,5
dNTP-Mix 0,5
Betain (5M) 2
Q-Solution 2
Fast Start Tag 0,2
DNA 15
Primer (foreward) 1
Primer (reverse) 1
Gesamtvolumen 25
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Die Sequenzierreaktion lief im Thermocycler unter folgendem Programm ab:

Tabelle 5: Sequenzierreaktion FastStart Kit Roche

Zyklen | Zeit Temperatur
1 5min 95°C
10 30s 94°C
30s 65°C -1°C
30s 72°C
30 30s 94°C
30s 55°C
30s 72°C
1 7min 72°C

2.8.2. PCR mit Qiagen Long Range Taq

Bei negativen Ergebnissen der PCR mit dem Fast Start Kit von Roche konnte
eine PCR mit Qiagen Long Range Taq durchgefuhrt werden.
Ein Mastermix bestehend aus folgenden Reagenzien wurde erstellt:

Tabelle 6: Mastermix Qiagen Long Range

Mastermix Menge (ul)
H20 11,05
10xPCR-Puffer+MgCl2 | 2,5
dNTP-Mix 1,25
Q-Solution 5

Long Range Taq 0,2

DNA 3

Primer (foreward) 1

Primer (reverse) 1
Gesamtvolumen 25

Die Sequenzierreaktion lief im Thermocycler unter folgendem Programm ab:

Tabelle 7: Sequenzierreaktion Qiagen Long Range

Zyklen | Zeit Temperatur
1 3min 93°C
10 15s 93°C
30s 65°C -1°C
1min 68°C
30 15s 93°C
30s 55°C
1min +20s | 68°C
1 12min 68°C
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2.8.3. Agarose Gelelektrophorese

Zur Verifizierung der PCR Produkte wurde Gelelektrophorese durchgefihrt. Zur
Herstellung des Agarosegels wurde ein Verhaltnis von 1g Agarose pro 100ml
TBE Puffer angemischt und in einer Mikrowelle zum Aufkochen gebracht.
Danach wurde Ethidiumbromid hinzugegeben (1pl pro 20ml Agarosegel). Nach
Verfestigung des Gels wurde der Geltrdger in eine Elektrophoresekammer
gelegt und die Kammer mit Laufpuffer (TBE Puffer) gefillt. Die DNA-Proben
wurden mit loading buffer im Verhéltnis 5:1 vermengt und in die Kammern
geflllt. In die erste und letzte Kammer wurde jeweils 1ul Marker geflillt. Der
Lauf wurde bei 90-120V und 400mA fiir 25-30min gestartet. Danach wurde das
Gel auf einem UV-Transluminator positioniert und das Ergebnis fotografiert und

dokumentiert.

2.8.4. PCR Aufreinigung

Nach abgelaufener PCR und Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte
aufgereinigt um Uberschissige Primer abzubauen und Uberschissige dNTPs
zu dephosphorilieren.

Ein Mastermix bestehend aus folgenden Reagenzien wurde erstellt:

Tabelle 8: Mastermix Sequenzieraufreinigung

Mastermix Menge (ul)
H20 1
Antarktische Phosphatase Puffer | 1,25
Exonuklease Puffer 1,25
Antarktische Phosphatase 0,5
Exonuklease | 1
Gesamtvolumen 5

Die Sequenzierreaktion lief im Thermocycler unter folgendem Programm ab:

Tabelle 9: Sequenzierreaktion Sequenzieraufreinigung

Zyklen | Zeit Temperatur
1 30min 37°C
1 15min 80°C
1 15min 10°C
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2.9. Sanger Sequenzierung

2.9.1. Sequenzierreaktion

Nach Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte die Sequenzierreaktion. Die
Kettenabbruch- oder Dideoxymethode der DNA Sequenzierung wurde von Fred
Sanger (1977) entwickelt. Zuerst werden doppelstrdngige PCR-Produkte bei
96°C denaturiert und getrennt. Danach folgt die Polymerisation unter
Verwendung einer DNA-Polymerase. Hierbei wird jeweils nur einer der beiden
Primer verwendet, um Uberlappende Sequenzen zu vermeiden. Da
Dideoxynukleotide (ddNTPs) keine 3'-Kohlenstoff Gruppe an ihrer Ribose
haben, fuhrt ihr Einbau zu einem Kettenabbruch. Durch
Kettenabbruchsequenzierung erfolgt eine statistisch aufgeteilte Unterbrechung
der DNA Synthese und es entstehen unterschiedlich lange DNA Fragmente
(Sanger et al.,, 1977). Im Kapillarsequenzierer kdnnen die unterschiedlich
langen DNA-Fragmente dann durch eine spezifische Fluoreszenzmarkierung,
mit der sie versehen wurden, detektiert und darstellt werden.

Ein Mastermix bestehend aus folgenden Reagenzien wurde erstellt:

Tabelle 10: Mastermix Sangersequenzierrung

Mastermix Menge (ul)
H20 4

Big Dye Puffer 15

Big Dye 1

Primer 0.5

PCR Produkt 3
Gesamtvolumen | 10

Die Sequenzierreaktion lief im Thermocycler unter folgendem Programm ab:

Tabelle 11: Sequenzierreaktion Sangersequenzierung

Zyklen Zeit Temperatur
1 2min 96°C
30 10s 96°C
5s 58°C
3min 60°C
1 1min 60°C
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2.9.2. Sequenzieraufreinigung

Nach der Sequenzierreaktion wurden die Sequenzierprodukte aufgereinigt.
Hierbei wurden Puffer, unverbrauchte dNTPs, ddNTPs, Primer und die
Polymerase entfernt. Zunéachst wurden 10ul magnetic beads sowie 42ul 85%
Ethanol zu jeder Probe gegeben und diese gut vermischt. Die PCR-Fragmente
wurden an die magnetic beads gebunden. Das ganze wurde 3-5min auf eine
magnetische Platte gestellt und die klare Flissigkeit wurde verworfen. Nun
wurde 100ul 85% Ethanol hinzugegeben und nach 30s wurde wieder die klare
Flissigkeit verworfen. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zum
Schluss wurde 40ul H20 zu jeder Probe gegeben um die DNA-Fragmente
wieder von den magnetic beads zu l6sen. Davon wurden 25ul auf eine

Sequenzierplatte transferiert.

() Agencourt Mix 7x Discard Supernatant
CleanSEQ Ethanol Incubate 3 Min. Separate 3 Min. EthanolWash  Air Dry 10 Min. Elution Buffer
6% .9 oY .9V Cava
oo & Lov & 36 9%¢ % &
] o, 28 Wor,a3 g’mﬁa M; Y ‘s
2 IR T - ¢ g
» O o

Magnet - Magnet

Abbildung 1: Sequenzieraufreinigung (Coulter, 2020)

2.9.3. Automatische Sequenzierung

Das Produkt der Sequenzierreaktion wurde nach abgeschlossener
Sequenzieraufreinigung in  den Kapillarsequenzer (ABI3730, Applied
Biosystems) gegeben. Im Kapillarsequenzer wandern die unterschiedlich
langen DNA Fragmente durch ein Kapillargel. Je nach Lange der Fragmente
wandern sie unterschiedlich weit. Am Ende ihrer Wanderung werden die
Fragmente von geeigneten Laserstrahlen angeregt. Die Fluoreszenfarbstoff-
gekoppelten ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes zeigen durch
Fluoreszenz unterschiedlicher Farbe und kdénnen so von einem Computer
erkannt werden. Dieser uUbersetzt sie sogleich in Nukleotidsequenzen.
(Nordheim A, 2018).
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 77 iranische Familien mit mindestens zwei
entwicklungsverzdgerten Kindern genetisch untersucht mit dem Ziel eine
autosomal-rezessive Ursache der Erkrankung zu finden. Pro Familie wurde ein
Indexpatient mittels WES sequenziert. In 22 der 77 Familien (28,6%) waren die
Eltern konsanguin und in allen 77 Familien waren mindestens zwei der Kinder
erkrankt (Abb. 2).

konsanguine
Eltern

= nicht
konsanguine
Eltern

Abbildung 2: Anteil konsanguiner Familien in dieser Studie

In 7 Familien (9,1%) wurden bereits bekannte Varianten in Genen flr
Entwicklungsverzégerung identifiziert. In 11 Familien (14,3%) wurden neue,
bisher nicht beschriebene, Varianten in bekannten Genen identifiziert. In 2
Familien (2,6%) konnten Varianten in bisher unbekannten oder kaum
beschriebenen Genen identifiziert werden. In 57 Familien (74%) wurden keine
pathogenen oder wahrscheinlich pathogenen Varianten identifiziert und diese

Falle bleiben zum jetzigen Standpunkt ungel6st (Abb. 3).

m bekannte Varianten in
etablierten Genen

® neue Varianten in
etablierten Genen

] 3%
= Kandidatengene

74%

kein Nachweis einer
krankheitsursachlichen
DNA-Variante

Abbildung 3: Anteile an identifizierten DNA-Varianten
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Tabelle 12: Identifizierte Varianten

Patient  Gen Erkrankung Vererbung  Variante Zygositat
001-3 SYNJ2 c.1217 _1220delA  homozygot
TCT p.His406fs
006-4 KIAA0556 Joubert-Syndrom AR c.2764del homozygot
Typ 26 p.Asp922Thrfs*75
009-4 CENPJ Mikrozepahlie Typ6 AR €.3893G>A homozygot
p.Arg1298GIn
013-1 CENPJ Mikrozepahlie Typ 6 AR €.3893G>A homozygot
p.Arg1298GIn
014-4 SPG20 Troyer Syndrom AR €.685C>T homozygot
p.GIn229*
019-5 PAH Phenylketonurie AR p.Tyr268Cys heterozygot
PAH p. Arg261Gin heterozygot
028-5 LAMAL Poretti-Boltshauser- AR €.2216G>A homozygot
Syndrom p.Cys739Tyr
045-3 B4GALNT1 Spastische AR €.661C>T homozygot
Paraplegie Typ 26 p.GIn221*
050-3 PAH Phenylketonurie AR C.767G>A homozygot
p.Arg256Gin
055-3 CC2D2A Joubert-Syndrom AR C.2999A>T homozygot
Typ 9 p.Glu1000Val
056-3 SNX14 Spinozerebellare AR c.331C>T homozygot
Ataxie Typ 14 p.Argl11*
059-9 RDH Netzhautdystrophie, AR c.413C>T homozygot
juveniler Katarakten p.Thr138lle
und Kleinwuchs-
Syndrom
061-3 TTC5 c.407_408del homozygot
p.Lys136Serfs*16
063-3 SCN1A Dravet-Syndrom AD €.4205_4208del heterozygot
p.Arg1402Metfs*9
066-7 UBE3A Angelman-Syndrom  AD €.2355-2A>G heterozygot
068-3 GBA2 Spastische AR €.2080_2092del homozygot
Paraplegie Typ 46 p.Ala694*
069-6 VPS13B Cohen-Syndrom AR €.9252dupT homozygot
p.Thr3085yrfs*5
070-4 PC Pyruvatcarboxylase- AR €.2548T>G homozygot
Mangel p.Cys850Gly
077-5 L2HGDH L 2 Hydroxy AR €.905C>T homozygot
Glutarazidurie p.Pro302Leu
079-4 AGA Aspartyl- AR €.302C>T homozygot
glucosaminurie p.Alal01Val

3.1. Bekannte Varianten in etablierten Genen

3.1.1. Familien ID-019 und ID-050

Die Familie ID-019 hat vier Kinder von denen zwei der Tochter erkrankt sind
(Abb. 4). Die Eltern sind blutsverwandt. Die Patientin 1D-019-4 sowie die

Patientin 1ID-019-5 sind von einer Intelligenzminderung und schweren globalen
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Entwicklungsverzdgerung betroffen. Freies Laufen wurde erst im Alter von zehn
Jahren erlernt und die Schwestern leiden unter einer
Sprachentwicklungsverzégerung.

Durch Literaturrecherche und unter Berucksichtigung des klinischen Bildes der
Patientin wurden die jeweils heterozygoten Missense-Varianten c.782G>A
p.Arg261GIn und c¢.803A>G p.Tyr268Cys im Exon 7 des PAH-Gens
(ENST00000553106) als krankheitsursachlich vermutet. Beide Varianten sind in
der Literatur bereits als krankheitsursachlich fir eine autosomal-rezessiv
erbliche Phenylketonurie vorbeschrieben (z.B. PMID: 2014036, 26481238).
Aufgrund der genomischen Néahe der beiden Varianten konnte eine biallelische
Lokalisation bereits anhand der Exomdaten festgestellt werden. Die c.782G>A
p.Arg261GIn Variante wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung 61-mal in den
276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet jedoch nur in
heterozygoter Form und die ¢.803A> G p.Tyr268Cys Variante wurde nicht in
276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet. Beide Varianten befanden
sich in einer hochkonservierten Region und wurden von den in-silico
Pradiktionsprogrammen Sift, und PolyPhen als pathogen beurteilt.

Die Sanger Sequenzierung der Familienmitglieder zeigte, dass beide Elternteile
jeweils fur eine der beiden Varianten heterozygot sind. Der Vater ist
heterozygoter Trager der ¢.782G>A Variante und die Mutter ist heterozygote
Tragerin der c.803A>G Variante. Somit konnte eine biallelische Lokalisation der
Varianten auch mittels Sanger Sequenzierung bestatigt werden. Die
Indexpatientin sowie ihre ebenfalls erkrankte Schwester sind Tragerinnen
beider Varianten in compound-heterozygoter Form. Die gesunde Tochter der
Familie ist homozygot fur das Wildtyp-Allel.
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—O

ID-019-1 ID-019-2
c.782G>A het c.782wt
¢.803 wt ¢.803A>G het
ID-019-3 ID-019-4 ID-019-5

c.782wt c¢.782G>A het ¢.782G>A het
c.803wt c¢.803A>G het ¢.803A>G het

Abbildung 4: Stammbaum Familie ID-019

Die Familie ID-050 hat sechs Kinder von denen zwei erkrankt sind (Abb. 5). Die
Patienten 1D-050-3 und ID-050-4 sind ebenso wie die beiden erkrankten
Tochter der Familie ID-019 von einer Intelligenzminderung sowie globalen
Entwicklungsverzdgerung betroffen.

Das Exom des Patienten 1D-050-3 wurde angereichert und sequenziert. Nach
Filterung der Daten sowie ausfuhrlicher Literaturrecherche und unter
Bertcksichtigung des klinischen Bildes des Patienten wurden die homozygote
Missense-Variante c.782G>A p.Arg261GIn im Exon 7 des PAH-Gens als
krankheitsursachlich vermutet. Diese Variante wurde bereits in compound-
heterozygoter Form in der Familie ID-019 identifiziert.

Die Variante konnten mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die
Variante wurde heterozygot bei beiden Elternteilen und homozygoter beim

Indexpatienten sowie seiner ebenfalls betroffenen Schwester nachgewiesen.
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O

ID-050-1 ID-50-2
c.782G>A het c.782G>A het
ID-050-3 ID-050-4

¢.782G>A hom ¢.782G>A hom
Abbildung 5: Stammbaum Familie ID-050

3.1.2. Familie ID-045

Die Familie ID-045 hat sechs Kinder von denen eine Tochter und zwei Séhne
erkrankt sind. Die Eltern sind blutsverwandt (Abb. 6). Uber die betroffene
Tochter sind keine Informationen bekannt. Die Patienten ID-045-3 und 1D-045-4
sind von einer Intelligenzminderung betroffen. Sie leiden unter
Gehschwierigkeiten mit einer spastischen Gangstérung. Die Sprachentwicklung
ist jedoch regelrecht. Beide Patienten hatten auRerdem Krampfanfalle in ihrer
Krankheitsgeschichte.

Das Exom des Patienten 1D-045-3 wurde angereichert und sequenziert. Nach
Filterung der Daten sowie Literaturrecherche wurde die homozygote Stopp-
Variante ¢.661C>T, p.GIn221* im B4GALNT1-Gen (ENST00000553106) als
krankheitsursachlich vermutet. Die Variante war zum Zeitpunkt der
Datenauswertung in den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank nicht gelistet.
Sie wurde in der Literatur als krankheitsursachlich fir eine autosomal-rezessiv
erbliche Spastische Paraplegie Typ 26 beschrieben (z.B. PMID: 23746551).

Die Variante wurde mittels Sanger Sequenzierung in heterozygoter Form bei
der Mutter sowie der gesunden Schwester und in homozygoter Form beim

Indexpatienten nachgewiesen.
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O

1D-045-2
€.4205_4208del het

TYe

ID-045-3 ID-045-4 ID-045-5
c.4205_4208del fehlende c¢.4205_4208del
hom DNA het

Abbildung 6: Stammbaum Familie ID-045

3.1.3. Familie ID-063

Die Familie ID-063 hatte sieben Kinder von denen ein Sohn und eine Tochter
verstorben sind (Abb. 7). Von den dbrigen funf Kindern sind zwei
Zwillingsschwestern  erkrankt. Die Eltern sind blutsverwandt. Die
Zwillingsschwestern  ID-063-3 und ID-063-4 zeigen eine  milde
Intelligenzminderung, schlechte verbale Fahigkeiten und Epilepsie.

Das Exom der Patientin 1D-063-3 wurde angereichert und sequenziert. Die
Filterung der Daten sowie anschlie@ende Literaturrecherche mit
Bertcksichtigung des klinischen Bildes der Patientin identifizierte die
heterozygote Frameshift-Variante ¢.4205 4208del, p.Argl402Metfs*9 im
SCN1A-Gen (ENST00000553106). Diese Variante ist in der Literatur bereits als
ursachlich fir ein autosomal-dominant erbliches Dravet-Syndrom, einer Form
der fruhinfantilen epileptischen Enzephalopathie, beschrieben (z.B. PMID:
21396429). Die Variante war zum Zeitpunkt der Datenauswertung in den
276.000 Allelen der gnomAD Datenbank nicht gelistet. Sie wurde vom in-silico
Pradiktionsprogramm phyloP als pathogen beurteilt.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die Mutter
sowie die untersuchte gesunde Tochter der Familie sind homozygot fur das
Wildtyp-Allel. Beide Zwillingsschwestern sind heterozygot fur die identifizierte

Variante.
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O

ID-063-2
€.4205_4208

wt
ID-063-5 ID-063-3 ID-063-4

€.4205_4208 c.4205_4208del ¢€.4205_4208del
wt het het

Abbildung 7: Stammbaum Familie ID-063

3.1.4. Familie ID-066

Die Familie ID-066 besteht aus funf Cousins und Cousinen, welche Uber ihre
Mutter verwandt sind (Abb. 8). Der Patient ID-066-6 ist das einzige gesunde
Kind. Die Patientin ID-066-5 ist von einer Intelligenzminderung und schweren
globalen Entwicklungsverzogerung betroffen. Sie erlernte das freie Laufen im
Alter von funf Jahren und leidet unter einer Sprachentwicklungsverzégerung. Ihr
Bruder, 1D-066-7, zeigt ebenfalls Intelligenzminderung, schwere globale
Entwicklungsverzogerung, sowie eine Sprachentwicklungsverzogerung. Er
erlernte das freie Laufen im Alter von drei Jahren und hatte auf3erdem
Krampfanfalle in der Krankheitsgeschichte. Der Patient ID-066-8 zeigt
Intelligenzminderung und globale Entwicklungsverzégerung mit
Sprachentwicklungsstérung. Aul3erdem zeigt er repetitive, nicht kontrollierbare
Bewegungen der Hande im Sinne von Stereotypien. Die Patientin ID-066-9 ist
hypoton und hat dysmorphische Gesichtsziige mit einem tiefen Ohransatz.

Das Exom des Patienten ID-066-7 wurde angereichert und sequenziert. Durch
Literaturrecherche und unter Berlcksichtigung des klinischen Bildes der
Patientin wurde die heterozygote Spleif3-Variante ¢.2355-2A>G im UBE3A-Gen
(ENST00000438097) als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante war zum
Zeitpunkt der Datenauswertung in den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank
nicht gelistet. Sie wurde vom in-silico Pradiktionsprogramm phyloP als hoch

konserviert beurteilt. Die Variante wurde in der Literatur bereits mehrfach als
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ursachlich fir ein Angelman-Syndrom beschrieben (z.B. PMID: 16100729,
25525159). Das UBE3A-Gen unterliegt paternalem Imprinting mit einer
bevorzugten maternal-spezifischen Expression im Gehirn und insbesondere in
Neuronen. Nur maternal vererbte Varianten oder de novo entstandenen
Varianten auf dem maternal Allel sind krankheitsursachlich (Dindot et al., 2008).
Da alle betroffenen Kinder tber ihre Mutter verwandt sind, ist eine maternale
Vererbung der Variante sehr wahrscheinlich. Allerdings stand keine DNA der
Mutter zur Analyse zur Verfugung. Die Variante konnte beim Indexpatienten
mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Der betroffene Cousin
mitterlicherseits ist ebenfalls heterozygot fur die Variante und der gesunde

Bruder des Index ist homozygot fir das Wildtyp-Allel.

ID-066-1 ID-066-2 ID-066-3 ID-066-4 ID-066-10
fehlende DNA fehlende DNA €.2355-2A>G het fehlende fehlende
DNA DNA
* ; } ’
ID-066-5 ID-066-6 ID-066-7 ID-066-8 ID-066-9
fehlende ¢.2355-2A>G ¢.2355-2A>G €.2355-2A>G ¢.2355-2A>G
DNA wt het het het

Abbildung 8: Stammbaum Familie ID-066

3.1.5. Familie ID-077

Die Familie ID-077 hat drei Kinder von denen zwei Zwillingsséhne erkrankt sind
(Abb. 9). Die Eltern sind blutsverwandt. Die Patienten ID-077-4 und ID-077-5
zeigen beide Intelligenzminderung sowie globale Entwicklungsverzégerung.
Freies Laufen wurde im Alter von achtzehn Monaten erlernt. Beide Patienten
leiden unter Epilepsie. Der Patient ID-077-5 zeigt aul3erdem noch einen milden

Strabismus sowie einen Ruhetremor.
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Das Exom des Patienten ID-077-5 wurde angereichert und sequenziert. Nach
Filterung der Daten sowie ausfuhrlicher Literaturrecherche und unter
Berucksichtigung des klinischen Bildes des Patienten wurde die homozygote
Missense-Variante c.905C>T, p.Pro302Leu im L2HGDH-Gen
(ENSTO00000421284) als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde in
der Literatur als ursachlich fur eine L-2-Hydroxy-Glutarazidurie beschrieben
(z.B. PMID: 15385440). Sie wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung 3-mal in
den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet jedoch nur in
heterozygoter Form. Die Variante fuhrt zum Austausch einer hochkonservierten
Aminosaure und wurden von den in-silico Pradiktionsprogrammen Sift und
PolyPhen als pathogen beurteilt.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die
Variante wurde heterozygot bei beiden Elternteilen und homozygoter beim
Indexpatienten sowie seinem ebenfalls betroffenen zweieiigem Zwillingsbruder

nachgewiesen. Der gesunde Bruder ist homozygot fur das Wildtyp-Allel.

1070 O C

ID-077-1 ID-077-2
€.905C>T het €.905C>T het
@ i
ID-077-3 ID-077-4 ID-077-5

€.905C>Twt ¢.905C>T hom ¢.905C>T hom

Abbildung 9: Stammbaum Familie ID-077

3.1.6. Familie ID-079

Die Familie ID-079 hat zwei erkrankte Zwillingstochter auferdem sind noch drei
Brider der Mutter erkrankt (Abb. 10). Die Patientin 1D-079-3 zeigt eine milde

Intelligenzminderung sowie eine leichte Sprachentwicklungsstorung. Sie zeigt
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auBerdem Verhaltensauffalligkeiten mit nonverbal und verbal aggressivem
Verhalten. Dazu kommen noch Krampfanfélle in der Krankengeschichte. Die
Patientin ID-079-4 zeigt Intelligenzminderung, globale
Entwicklungsverzdgerung, eine Skoliose und ein verbreitertes Philtrum. Weitere
Phantotypangaben zu den Bridern der Mtter sind nicht bekannt.

Die Auswertung der Exomdaten der Patientin ID-079-4 ergab die homozygote
Missense-Variante ¢.302C>T, p.Alal01Val im AGA-Gen (ENST00000264595)
als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde in der Literatur bereits
mehrfach als ursachlich fur eine Aspartylglukosaminurie beschrieben (z.B.
PMID: 1722323, 18992224). Sie wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung
einmal in den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet. Die
Variante fuhrt zum Austausch einer hochkonservierten Aminosaure und wurden
von den computerbasierten Pradiktionsprogrammen Sift und PolyPhen als
pathogen beurteilt.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalysen waren aufgrund fehlender DNA nicht méglich.

100TOO MMM

ID-079-1 ID-079-2
fehlende DNA fehlende DNA

ID-079-3 ID-079-4
¢.302C>T hom ¢.302C>T hom

Abbildung 10: Stammbaum Familie ID-079
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3.2. Neue Varianten in etablierten Genen

3.2.1. Familie ID-006

Die Familie 1D-006 hat zwei gesunde Kinder und zwei erkrankte Kinder. Die
Eltern sind blutsverwandt (Abb. 11). Der Patient ID-006-3 zeigt
Intelligenzminderung sowie schwere globale Entwicklungsverzdgerung, er
begann erst mit drei Jahren zu laufen. Er zeigt auf3erdem ein aggressives
Verhalten. Die Patientin ID-006-4 zeigt Intelligenzminderung und globale
Entwicklungsverzdgerung, sie begann mit zwei Jahren zu laufen und hat eine
Sprachentwicklungsstérung. Des Weiteren zeigt sie eine Harninkontinenz und
eine Sehbeeintrachtigung.

Bei der Patientin 1D-006-4 wurde eine homozygote Frameshift-Variante
C.2764del, p.Asp922Thrfs*75 im KIAA0556-Gen (ENST00000262502)
identifiziert. Die Variante war zum Zeitpunkt der Datenauswertung in den
276.000 Allelen der gnomAD Datenbank nicht gelistet. Varianten im KIAA0556-
Gen wurden mit einem Joubert-Syndrom Typ 26 in Verbindung gebracht.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei der Mutter
sowie der altesten gesunden Tochter und in homozygoter Form bei den beiden

betroffenen Kindern.

O

ID-006-1
c.2764del het

OMOO

ID-006-2 1D-006-3 ID-006-4
€.2764del het ¢.2764del hom c€.2764del hom

Abbildung 11: Stammbaum Familie ID-006
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3.2.2. Familien ID-009 und ID-013

Die Familie ID-009 hat vier Kinder von denen zwei Tochter und ein Sohn
erkrankt sind (Abb. 12). Die Patientin ID-009-3 zeigt Intelligenzminderung sowie
schwere globale Entwicklungsverzégerung. Freies Laufen wurde im Alter von
vier Jahren erlernt. Des Weiteren zeigt sie eine asymmetrische
Korperentwicklung. Die  Patientin  ID-009-4  zeigt ebenfalls milde
Intelligenzminderung sowie schwere globale Entwicklungsverzégerung. Freies
Laufen wurde im Alter von zwei Jahren erlernt. Sie hat aul3erdem Krampfanfalle
in der Krankheitsgeschichte und eine Sprachentwicklungsstérung mit
verwaschener Aussprache. Der Patient ID-009-5 zeigt Intelligenzminderung und
ebenfalls eine asymmetrische Korperentwicklung.

Bei der Patientin ID-009-4 wurde eine homozygote Missense-Variante
€.3893G>A p.Argl298GIn im CENPJ-Gen (ENST00000381884) identifiziert.
Die Variante wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung nicht in den 276.000
Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet. Sie fuhrt zum Austausch einer
hochkonservierten ~ Aminosdure und wurden von den in-silico
Pradiktionsprogrammen Sift und PolyPhen als pathogen beurteilt. Die Variante
liegt in der T-complex protein 10 C-terminus Doméne, in der bisher auch eine
weitere pathogene Missense-Variante beschrieben wurde (PMID: 15793586).
Varianten im CENPJ-Gen Gen wurden mit einer Mikrozephalie Typ 6 assoziiert.
Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei beiden
Eltern und in homozygoter Form bei allen drei betroffenen Kindern.
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O

ID-009-1 ID-009-2
€.3893G>A het €.3893G>A
het

ID-009-3 ID-009-6  ID-009-4 ID-009-5
€.3893G>A fehlende ¢.3893G>A  ¢.3893G>A
hom DNA hom hom

Abbildung 12: Stammbaum Familie ID-009

Die Familie ID-013 hat acht Kinder von denen die &ltesten beiden Tdchter
erkrankt sind (Abb. 13). Die Eltern sind blutsverwandt. Die Patientin ID-013-1
und auch Patientin 1D-013-3, weisen sowohl eine Intelligenzminderung, als
auch eine Sprachentwicklungsstérung auf. AuRerdem zeigen sie
Verhaltensauffalligkeiten mit selbstverletzendem und aggressivem Verhalten.
Sie haben beide Krampfanfélle in der Krankheitsgeschichte. Eine neurologische
Bildgebung wurde bei den Patienten nicht durchgefihrt.

Bei der Patientin ID-013-3 wurde dieselbe homozygote Missense-Variante
€.3893G>A p.Arg1298GIn im CENPJ-Gen (ENST00000381884) wie auch bei
Familie ID-013 identifiziert.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei den zwei

gesunden Kindern und in homozygoter Form bei beiden betroffenen Kindern.

e n®,

ID-013-2
€.3893G>A het

ID-013-1 ID-013-3 ID-013-4 ID-013-5
€.3893G>A hom ¢.3893G>A hom €.3893G>A het €.3893G>A het

Abbildung 13: Stammbaum Familie ID-013
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3.2.3. Familie ID-014

Die Familie ID-014 hat acht Kinder von denen drei S6hne erkrankt sind (Abb.
14). Der Patient ID-014-5 zeigt Intelligenzminderung sowie schwere globale
Entwicklungsverzdgerung. Freies Laufen wurde im Alter von vier Jahren erlernt
und er hat eine Sprachentwicklungsstorung mit Stérung der expressiven
Sprache. Aullerdem zeigt der Patient aggressives Verhalten und nachtliche
Enurese. Der Patient ID-014-3 hat eine Intelligenzminderung und eine schwere
globale Entwicklungsverzégerung, hat jedoch gute verbale Fahigkeiten. Er zeigt
ebenfalls  aggressives  Verhalten. Der Patient ID-014-4  zeigt
Intelligenzminderung und eine schwere globale Entwicklungsverzégerung mit
freiem Laufen im Alter von drei Jahren und Sprachentwicklungsverzégerung. Er
hat auBerdem Krampfanfalle in der Krankheitsgeschichte und eine Spastik der
unteren Extremitat.

Anhand der Exomdaten des Patienten 1D-014-4 wurde die homozygote Stopp-
Variante ¢.685C>T, p.GIn229* im SPG20-Gen (ENST00000355182)
identifiziert. Die Variante wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung einmal in
den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet. Sie wurde vom in-
silico Pradiktionsprogramm phyloP als hoch konserviert beurteilt. Bisher wurden
funf Missense-Varianten und kleine Deletionen im SPG20-Gen als
krankheitsursachlich fur ein Troyer-Syndrom, eine Form der autosomal-
rezessiven Spastischen Paraplegie, beschrieben.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei der Mutter
und in homozygoter Form bei allen drei betroffenen Séhnen.

39



3. Ergebnisse

O

ID-014-1 ID-014-2
fehlende DNA ¢.685C>T het
ID-014-5 ID-014-3 ID-014-6 ID-014-4
¢.685C>T hom ¢ 685C>T hom fehlende DNA ¢.685C>T hom

Abbildung 14: Stammbaum Familie ID-014

3.2.4. Familie ID-028

Die Familie ID-028 hat vier Kinder, die alle erkrankt sind (Abb. 15). Alle vier
Patienten zeigen Intelligenzminderung und schwere globale
Entwicklungsverzdgerung. Sie erlernten das freie Laufen im Alter von funf
Jahren und haben eine Sprachentwicklungsverzogerung mit Stérung der
expressiven Sprache. Sie haben auflerdem Krampfanfélle in der
Krankheitsgeschichte, eine Sehbeeintrachtigung, und zeigen aggressives
Verhalten. Die Patientin ID-028-3 leidet auRerdem unter Hirsutismus und einem
generalisierten Tremor. Die Patienten ID-028-4 und ID-028-5 hatten zuséatzlich
zu den oben beschriebenen Merkmalen noch multiple Frakturen in den Hand-
und Ful3knochen. Es wird vermutet, dass diese auf Grund von Osteoporose
entstanden seien, eine sichere Diagnose wurde jedoch nicht gestellt. Der
Patient ID-028-5 hat auRerdem noch eine angeborene Ptosis.

Anhand der Exomdaten des Patienten ID-028-5 wurde die homozygote
Missense-Variante C.2216G>A p.Cys739Tyr im LAMA1-Gen
(ENST00000389658) als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde
zum Zeitpunkt der Datenauswertung nicht in den 276.000 Allelen der gnomAD
Datenbank beobachtet. Die Variante fuhrt zum Austausch einer
hochkonservierten ~ Aminosdure und  wurden von den in-silico

Pradiktionsprogrammen Sift und PolyPhen als pathogen beurteilt. Varianten im
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LAMA1-Gen wurden mit einem Poretti-Boltshauser-Sydrom in Verbindung
gebracht.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die
Variante zeigte sich in heterozygoter Form bei beiden Eltern und in

homozygoter Form bei allen vier betroffenen Kindern.

O

ID-028-1 1D-028-2
€.2216G>A het €.2216G>A het
ID-028-3 ID-028-4 ID-028-5 ID-028-6
C.2216G>A €.2216G>A  ¢.2216G>A ¢.2216G>A
hom hom hom hom

Abbildung 15: Stammbaum Familie ID-028

3.2.5. Familie ID-055

Die Familie ID-055 hat drei Kinder von denen zwei erkrankt sind. Die Eltern sind
blutsverwandt (Abb. 16). Beide Patienten zeigen Intelligenzminderung und
globale Entwicklungsverzogerung. Die Patientin ID-055-3 hat auRerdem noch
einen Nystagmus und leidet unter Harninkontinenz.

Durch Literaturrecherche und unter Beriicksichtigung des klinischen Bildes des
Patienten 1D-055-3 wurde die homozygote Missense-Variante c.2999A>T
p.Glul1000Val im CC2D2A-Gen als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante
wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung 5-mal in den 276.000 Allelen der
gnomAD Datenbank beobachtet jedoch nur in heterozygoter Form. Die Variante
fuhrt zum Austausch einer hochkonservierten Aminoséure und wurden von dem
in-silico Pradiktionsprogramm Sift als pathogen beurteilt. Varianten im
CC2D2A-Gen (ENST00000503292) wurden mit einem Joubert-Syndrom Typ 9
in Verbindung gebracht.
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Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die
Variante zeigte sich in heterozygoter Form bei beiden Eltern sowie dem

gesunden Sohn und zeigte sich in homozygoter Form bei beiden betroffenen

Kindern.
ID-055-1 1D-055-2
€.2999A>T het €.2999A>T het
ID-055-3 ID-055-4 ID-055-5
C.2999A>T  €.2999A>T  C.2999A>T
hom het hom

Abbildung 16: Stammbaum Familie ID-055

3.2.6. Familie ID-056

Die Familie ID-056 hatte sechs Kinder von denen ein Zwillingspaar verstorben
ist (Abb. 17). Von den ubrigen vier Kindern sind zwei Téchter erkrankt, Patientin
ID-056-3 und Patientin ID-056-5. Beide Tochter waren Frihgeburten und sind in
der 31. bzw. 29. SSW geboren worden. Beide Patientinnen zeigen
Intelligenzminderung, globale Entwicklungsverzégerung in der
Krankheitsgeschichte, eine kongenitale Huftluxation, Horverlust, sowie Harn-
und Stuhlinkontinenz. Sie sprechen beide kaum und halten keinen
Augenkontakt.

Bei der Patientin ID-056-3 wurde die homozygote Stopp-Variante ¢.331C>T,
p.Argl11* im SNX14-Gen (ENST00000503292) identifiziert. Die Variante wurde
zum Zeitpunkt der Datenauswertung 6-mal in den 276.000 Allelen der gnomAD
Datenbank beobachtet, jedoch nur in heterozygoter Form. Sie wurde vom in-
silico Pradiktionsprogramm phyloP als hoch konserviert beurteilt. Varianten im
SNX14-Gen wurden mit einer autosomal-rezessiven Spinozerebellarer Ataxie

Typ 14 in Verbindung gebracht.
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Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei beiden

Eltern sowie dem gesunden Sohn und in homozygoter Form bei beiden

O

betroffenen Kindern.

ID-056-1 1D-056-2
¢.331C>T het €.331C>T het
ID-056-3 ID-056-4 ID-056-5

€.331C>T hom ¢.331C>T het ¢.331C>T hom
Abbildung 17: Stammbaum Familie ID-056

3.2.7. Familie ID-059

Die Familie ID-059 hat zehn Kinder von denen sechs betroffen sind. Die Eltern
sind blutsverwandt (Abb. 18). Die Patienten ID-059-4, ID-059-6, ID-059-8, ID-
059-9 zeigen Intelligenzminderung, Katarakt, sowie Krampfanfalle in der
Krankengeschichte. Die Patientin ID-059-5 zeigt dieselbe Symptomatik, jedoch
ist die Intelligenzminderung bei ihr schwer ausgepragt. Die Patientin ID-059-7
zeigt ebenfalls dieselbe Symptomatik, allerdings mit nur leichter
Intelligenzminderung.

Anhand der Exomdaten des Patienten ID-059-9 wurde die homozygote
Missense-Variante ¢.413C>T p.Thrl38lle im RDH11-Gen identifiziert. Die
Variante wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung 3-mal in den 276.000
Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet jedoch nur in heterozygoter Form.
Die Variante fuhrt zum Austausch einer hochkonservierten Aminosaure und
wurden von den in-silico Pradiktionsprogrammen Sift, und PolyPhen als
pathogen beurteilt. Varianten im RDH11-Gen (ENST00000381346) wurden mit
Netzhautdystrophie, juvenilen Katarakten und Kleinwuchs-Syndrom in

Verbindung gebracht.
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Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden. Die
Variante zeigte sich in heterozygoter Form bei beiden Eltern sowie der

gesunden Tochter und in homozygoter Form bei allen finf betroffenen

—O

Tochtern.

1D-059-1 ID-059-2
¢.413C>T het ¢.413C>T het
ID-059-3 ID-059-4 ID-059-5 1D-059-6 ID-059-7  ID-059-8 1D-059-9
c.413C>T c.413C>T c.413C>T ¢.413C>T ¢.413C>T ¢.413C>T ¢.413C>T
het hom hom hom hom hom hom

Abbildung 18: Stammbaum Familie ID-059

3.2.8. Familie ID-068

Die Familie ID-068 hat acht Kinder von denen drei erkrankt sind (Abb. 19). Eine
Cousine vaterlicherseits ist ebenfalls erkrankt. Leider stehen keine weiteren
Informationen beziglich des Phanotyps der Cousine zur Verfligung. Die
Patientin ID-068-3 zeigt eine milde Intelligenzminderung mit leichter
Einschrankung der verbalen Fahigkeiten. Der Patient ID-068-4 und der Patient
ID-068-6 zeigen eine milde Intelligenzminderung sowie eine Gangstorung.

Bei der Patientin ID-068-3 wurde die homozygote Frameshift-Variante
c.2080_2092del p.Ala694* im GBA2-Gen (ENSTO00000378094) als
krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde zum Zeitpunkt der
Datenauswertung einmal in den 276.000 Allelen der gnomAD Datenbank
beobachtet. Sie wurde vom in-silico Pradiktionsprogramm phyloP als hoch
konserviert beurteilt. Varianten im GBA2-Gen wurden mit einer autosomal-
rezessiven Spastischen Paraplegie Typ 46 in Verbindung gebracht.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei der Mutter

und in homozygoter Form bei allen drei betroffenen Kindern.
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€.2080_2092del het

ID-068-3 ID-068-4 ID-068-5 ID-068-6
€.2080_2092del €.2080_2092del fehlende ¢.2080 2092del
hom hom DNA hom

Abbildung 19: Stammbaum Familie ID-068

3.2.9. Familie ID-069

Die Familie ID-069 hat sechs Kinder von denen drei erkrankt sind (Abb. 20).
Zwei Cousinen miuitterlicherseits sind ebenfalls erkrankt und ein Grol3neffe des
Vaters. Der Patient ID-069-3 zeigt Intelligenzminderung sowie globale
Entwicklungsverzégerung mit schlechten verbalen Fahigkeiten. Er hat
auBerdem noch eine Sehbeeintrachtigung mit Nyktalopie und eine
Harninkontinenz. Der Patient 1D-069-4 zeigt Intelligenzminderung und globale
Entwicklungsverzogerung. Der Patient ID-069-6 zeigt Intelligenzminderung und
eine schwere globale Entwicklungsverzégerung. Das freie Laufen wurde im
Alter von drei Jahren erlernt. Er hat eine Sehbeeintrachtigung und
dysmorphische Gesichtszlige mit doppelter Liedfalte und Zustand nach
Gaumenspalte, welche chirurgisch korrigiert wurden. Weitere Phanotyp
Angaben zur den erkrankten Cousinen sowie des GrofRneffen des Vaters
stehen leider nicht zur Verfligung.

Durch Literaturrecherche und unter Bertcksichtigung des klinischen Bildes des
Patienten ID-069-6 wurde die homozygote Frameshift-Variante ¢.9252dupT
p.Thr3085yrfs*5 im VPS13B-Gen (ENST00000357162) als krankheitsursachlich

vermutet. Die Variante wurde zum Zeitpunkt der Datenauswertung nicht in den
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276.000 Allelen der gnomAD Datenbank beobachtet. Varianten im VPS13B-
Gen wurden mit dem Cohen-Syndrom in Verbindung gebracht.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalysen zeigte die Variante in heterozygoter Form bei beiden
Eltern und in homozygoter Form bei allen betroffenen Kindern. Die gesunde

Schwester zeigte Wildtyp Allele.

-0

ID-069-1 ID-069-2
€.9252dup het €.9252dup het
ID-069-3 1D-069-4 ID-069-6
€.9252dup ¢.9252dup €.9252dup
hom hom ID-069-5 hom

€.9252dup
wt
2

Abbildung 20: Stammbaum Familie ID-069

3.2.10. Familie ID-070

Die Familie ID-070 hat drei S6hne von denen zwei erkrankt sind (Abb. 21). Die
Eltern sind blutsverwandt. Der Patient ID-070-4 zeigt Intelligenzminderung und
schwere globale Entwicklungsverzogerung. Er hat nie das Sitzen erlernt und
leidet unter einer generalisierten Spastik sowie einer schweren Skoliose. Er
spricht kaum. Der Patient ID-070-5 zeigt Intelligenzminderung und globale
Entwicklungsverzdgerung. Er hat aul3erdem einen Strabismus.

Beim Patienten ID-070-4 wurde die homozygote Missense-Variante ¢.2548T>G
p.Cys850Gly im PC-Gen (ENST00000393958) identifiziert. Die Variante wurde
zum Zeitpunkt der Datenauswertung 7-mal in den 276.000 Allelen der gnomAD
Datenbank beobachtet jedoch nur in heterozygoter Form. Die Variante fihrt

zum Austausch einer hochkonservierten Aminosaure und wurden von den in-
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silico Pradiktionsprogrammen Sift und PolyPhen als pathogen beurteilt.
Varianten im PC-Gen wurden mit einem Pyruvatcarboxylase-Mangel in
Verbindung gebracht.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei beiden
Eltern und in homozygoter Form bei beiden betroffenen Séhnen. Der gesunde

Sohn zeigte Wildtyp Allele.

afo

ID-070-1 ID-070-2
. 2548T>G het c. 2548T>G het

ID-070-3 ID-070-4 ID-070-5
c. 2548T>G c. 2548T>G c. 2548T>G
wt hom hom

Abbildung 21: Stammbaum Familie ID-070

3.3. Kandidatengene

3.3.1. Familie ID-001

Die Familie ID-001 hat zwei erkrankte und zwei gesunde Kinder (Abb. 22). Die
Patientin ID-001-3 zeigt Intelligenzminderung, globale
Entwicklungsverzégerung sowie Gingivahyperplasie. Der Patient ID-001-4 zeigt
Intelligenzminderung und schwere globale Entwicklungsverzdgerung; freies
Laufen wurde erst im Alter von sechs Jahren begonnen. Des Weiteren spricht
er kaum und eine verbale Kommunikation ist nicht méglich. Er halt keinen
Augenkontakt. Er leidet unter einer leichte Spastik sowie stereotypischen
Bewegungen der Hande.

Das Exom des Patienten ID-001-3 wurde angereichert und sequenziert. Dabei

wurden 62.421 Varianten identifiziert wovon 813 Varianten nicht oder mit einer
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Frequenz von weniger als 0,1% in den o&ffentlichen Datenbanken 1000
Genomes und gnomAD vorlagen und héchstens 5 Allele in der hauseigenen
Datenbank annotiert waren. Bereits in-house als pathogen oder wahrscheinlich
pathogen markierte Varianten wurden hierbei nicht herausgefiltert. Von diesen
Varianten waren 285 funktionell relevant. Unter Bertcksichtigung eines
rezessiven Erbgangs konnten die Varianten weiter gefiltert werden und es
blieben 30 Varianten (Anhang 1). Durch Literaturrecherche und unter
Berucksichtigung des klinischen Bildes des Patienten wurde die homozygote
Frameshift-Variante c.1217 1220del p.His406fs*8 im SYNJ2-Gen
(ENSTO00000355585) als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde
zum Zeitpunkt der Datenauswertung 2-mal in den 276.000 Allelen der gnomAD
Datenbank beobachtet, jedoch nur in heterozygoter Form. Sie wurde vom in-
silico Pradiktionsprogramm PhyloP als hoch konserviert beurteilt.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei der Mutter
sowie der gesunden Tochter und in homozygoter Form bei beiden betroffenen

O

ID-001-1
€.1217 1220del het

Com

ID-001-2 ID-001-4
c.1217_1220del c.1217_1220del
het ID-001-3 hom

€.1217_1220del
hom

Abbildung 22: Stammbaum Familie ID-001

Kindern.

3.3.2. Familie ID-061

Die Familie ID-061 hat acht Kinder von denen drei erkrankt sind sowie einen
erkrankten Enkelsohn (Abb. 23). Die Eltern sind blutsverwandt. Der Patient ID-
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061-3 prasentiert mit Intelligenzminderung sowie schwerer globaler
Entwicklungsverzégerung, das Sitzen oder Krabbeln wurde nie erreicht. Er gibt
durchgehend vage Gerausche von sich, zeigt jedoch kein Sprachvermdgen.
Der Patient hat auRerdem eine Harn- und Stuhlinkontinenz. Seine Schwester,
die Patientin ID-061-5, zeigt ebenfalls eine Intelligenzminderung begleitet von
einer Zerebralparese. Sie hat auferdem eine Dysplasie des Skelettes mit
Skoliose und hat ebenfalls eine Harn- und Stuhlinkontinenz. Zum erkrankten
Enkelsohn gibt es keine genaueren Phanotypangaben und auch Uber den
Vater des Enkels stehen keine Informationen zur Verfliigung.

Das Exom des Patienten ID-061-3 wurde angereichert und sequenziert. Dabei
wurden 61.339 Varianten identifiziert wovon 729 Varianten nicht oder mit einer
Frequenz von weniger als 0,1% in den o6ffentlichen Datenbanken 1000
Genomes und gnomAD vorlagen und héchstens 5 Allele in der hauseigenen
Datenbank annotiert waren. Bereits in-house als pathogen oder wahrscheinlich
pathogen markierte Varianten wurden hierbei nicht herausgefiltert. Von diesen
Varianten waren 237 funktionell relevant. Unter Berlcksichtigung eines
rezessiven Erbgangs konnten die Varianten weiter gefiltert werden und es
blieben 22 Varianten (Anhang 2). Durch Literaturrecherche und unter
Bertcksichtigung des klinischen Bildes des Patienten wurde die homozygote
Frameshift-Variante ~ ¢.407_408del  p.Lys136Serfs*16 im  TTC5-Gen
(ENST00000258821) als krankheitsursachlich vermutet. Die Variante wurde
zum Zeitpunkt der Datenauswertung nicht in den 276.000 Allelen der gnomAD
Datenbank beobachtet. Sie wurde vom in-silico Pradiktionsprogramm PhyloP
als hoch konserviert beurteilt.

Die Variante konnte mittels Sanger Sequenzierung validiert werden.
Segregationsanalyse zeigte die Variante in heterozygoter Form bei beiden
Eltern und in homozygoter Form beim betroffenen Sohn und der betroffenen

Tochter.
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_O

ID-061-1 ID-061-2
€.407_408del het €.407_408del het
ID-061-3 ID-061-4 ID-061-5
¢.407_408del hom fehlende ¢.407_408del hom

DNA

Abbildung 23: Stammbaum Familie ID-061

3.4. Ungeloste Falle

In 57 Familien (74%) wurden keine pathogenen oder wahrscheinlich
pathogenen Varianten identifiziert und diese Falle bleiben zum jetzigen
Standpunkt ungelést. Von diesen 57 Familien waren 15 konsanguin und 42
nicht-konsanguin. In 19 der 57 Familien zeigten die betroffenen Kinder
neurologische Symptome zusatzlich zu einer Entwicklungsverzégerung. Diese
beinhalteten Epilepsie, Stereotypien, Ataxie, Spastik und Hypotonie. In einer
Familie ging die Entwicklungsverzdgerung auch mit einer Mikrozephalie einher,
die Anzahl an Familien mit mikrozephalen Kindern kénnte jedoch auch hoher
sein. Die Anamnesen und Stammbaume der Familien waren oft unvollstandig,
Geburtsdaten fehlen bei der Mehrheit der Patienten und ein Erkrankungsbeginn
wurde nie angeben. Wiederholtes Nachfragen von Seitens des Instituts fur
medizinische Genetik und angewandte Genomik des Universitatsklinikums

Tubingen brachte keine genaueren Angaben.
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In dieser Arbeit wurden 77 iranische Familien mit Intelligenzminderung und
Entwicklungsverzégerung untersucht. In 7 Familien wurden in der Literatur
bereits vorbeschriebene Varianten in den Genen PAH, B4AGALNT1, SCNI1A,
UBE3A, L2ZHGDH, sowie AGA identifiziert. In 11 weiteren Familien wurden
bisher in der Literatur noch nicht beschriebene Varianten in den bereits
etablierten Genen KIAA0556, CENPJ, SPG20, LAMA1l, CC2D2A, SNX14,
RDH11, GBA2, VPS13B und PC identifiziert. AuRRerdem wurden Varianten in 2
neuen bisher gar nicht oder erst einmal beschriebenen Genen SYNJ2 und
TTC5 entdeckt. Zusammengerechnet wurde bei 20 aus 77 Familien, also 26%
aller Familien, eine molekulargenetische Diagnose gestellt. Dies ist vergleichbar
mit einer LOsungsquote von 27% in einer Studie mit 118 Patienten aus Familien
mit konsanguinen Ehen (Dixon-Salazar et al., 2012). In einer weiteren Studie
mit 38 Patienten mit Intelligenzminderung und Mikrozephalie wurde eine
Lésungsquote von 29% erreicht und in einer Studie mit konsanguinen Familien
aus Katar wurde eine diagnostische Ausbeute von 25% erreicht (Rump et al.,
2016, Fahiminiya et al., 2014). In einer weiteren Studie mit Patienten, die an
einem breiten Spektrum von hauptsachlich neurologischen Erkrankungen
leiden, wurde mittels Whole Genome Sequenzierung eine Ldsungsquote von
25% erreicht (Yang et al., 2013).

Verschiedene Faktoren konnten verbessert werden, um eine hohere
Losungsquote zu erreichen. Beispielsweise konnte ein hoherer Anteil an
konsanguinen Familien hierzu beitragen, da autosomal-rezessiv Erkrankungen
deutlich h&aufiger in konsanguinen Familien zu erwarten sind. Auch eine
detailliertere Beschreibung des Phéanotyps der betroffenen Patienten mit
genauen HPO  Angaben wirde bei der Identifizierung  von
krankheitsursachlichen Varianten helfen. Bei der Auswahl an Patienten fur die
Studie ware auch eine detailliertere Anamnese und Krankengeschichte mit
Angaben zur Schwangerschaft und Geburt ein wichtiger Faktor, da pra- und
perinatale Faktoren wie Hypoxie, Exposition zu toxischen Substanzen und

Infektionskrankheiten auch Ursachen der Intelligenzminderung sein kénnen und
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vorab ausgeschlossen werden sollten (Ropers, 2010). Auch weitere klinische
Angaben wie CT- und MRT-Bildgebungen des Schadels waren bei der
Interpretation der identifizierten Varianten behilflich.

Das Hauptaugenmerk dieser Studie lag in der Entdeckung autosomal-
rezessiver Ursachen der Intelligenzminderung, da in allen Familien mindestens
zwei der Kinder erkrankt sind. Doch auch dominante de novo Varianten,
polygenetische Vererbung, oder epigenetische Verédnderungen sind ebenfalls
mogliche Ursachen der Intelligenzminderung. In einer Kohorte bestehend aus
Familien mit mehreren betroffenen Kindern sind sie jedoch selten zu erwarten
(Hu et al., 2019). In dieser Studie wurde in nur einer Familie eine kausale
heterozygote Variante identifiziert. Hierbei handelt es sich um eine Frameshift-
Variante im SCN1A-Gen. Bei den betroffenen Kindern der Familie handelt es
sich um Zwillingsméadchen. Da jedoch nur bei einem der beiden Madchen eine
Exomsequenzierung durchgefuhrt wurde, kann keine Aussage uber eine
mogliche Eineiigkeit der Zwillinge gemacht werden. Auch ein parentales
Keimbahnmosaik ware eine mogliche Erklarung fur die identifizierte
heterozygote Variante.

Jede der gefundenen Varianten segregierte jeweils nur in einer Familie mit
Ausnahme einer Variante im CENPJ-Gen sowie einer Variante im PAH-Gen,
welche sich in der Familie ID-050 in homozygoter Form fand und in der Familie
ID-019 in compound-heterozygoter Form zusammen mit einer weiteren
Missense-Variante fand. Dies unterstutzt die bereits in anderen Studien
gesammelten Ergebnisse zur phénotypischen und genetischen Heterogenitat

sowie intrafamiliarer &tiologischer Heterogenitat der autosomal-rezessiven

Intelligenzminderung (Santos-Cortez et al., 2018, Regie Lyn P. Santos - Cortez

and Muhammad Arif Nadeem Saqib, 2018).
Die Phenylketonurie wird in entwickelten Landern wie Deutschland bereits im
Neugeborenenscreening diagnostiziert und friihzeitig behandelt. Die Diagnose
der Phenylketonurie mittels NGS zu stellen, ist somit in Deutschland eine
Seltenheit. Schwere Verlaufe wie die der beschriebenen Familien 1D-019 und
ID-050 sind in Deutschland heutzutage kaum zu finden. Demnach gibt es auch

wenige Daten zu den Vorteilen eines Therapiebeginns im Erwachsenenalter.
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Studien zeigen jedoch, dass eine phenylalaninarme Diat auch im
Erwachsenenalter die Konzentrationsfahigkeit und Stimmung der Patienten
positiv beeinflusst (ten Hoedt et al.,, 2011). In einer weiteren Studie konnte
gezeigt werden, dass hohe Phenylalaninkonzentrationen im Serum auch im
Erwachsenenalter zu verminderter zerebraler Proteinsynthese fuihrt (Hoeksma
et al., 2009). In einer Studie mit 88 an Phenylketonurie leidenden Erwachsenen
konnte in 46% der Patientin eine positive Besserung der Stimmung,
Konzentrationsfahigkeit und neurologischen Symptome nach Beginn einer

phenylalaninarmen Diéat gezeigt werden (Yannicelli and Ryan, 1995).

4.1. Neue Varianten

In den Genen KIAA0556, CENPJ, SPG20, LAMAL, CC2D2A, SNX14, RDH11,
GBA2, VPS13B und PC wurden neue bisher nicht beschriebene Varianten
identifiziert.

KIAA0556 kodiert fur ein Mikrotubulus-assoziiertes Ziliarbasisprotein (Sanders
et al., 2015). Varianten im KIAA0556-Gen wurden mit einem Joubert-Syndrom
Typ 26 in Verbindung gebracht. Bisher sind in der Literatur vier pathogene
Varianten im KIAA0556-Gen beschrieben, zwei Stopp-Varianten und zwei
Frameshift-Varianten. Die beschriebenen Patienten leiden unter einer globale
Entwicklungsverzogerung begleitet von Hypotonie und weiteren variablen
phanotypischen Merkmalen (Sanders et al., 2015). In der Familie ID-006 wurde
die homozygote Frameshift-Variante c.2764del, p.Asp922Thrfs*75 identifiziert.
Die Geschwister ID-006-3 und ID-006-4 leiden ebenfalls unter einer globalen
Entwicklungsverzogerung. Die Patientin ID-006-4 leidet aul3erdem noch unter
einer Sehbeeintrachtigung unklarer Ursache. Da das Joubert-Syndrom oft mit
einer  Retinadystrophie  einhergeht, ist diese als Ursache der
Sehbeeintrachtigung der Patientin sehr wahrscheinlich. Ein MRT des Schadels
zur Darstellung der fur das Joubert-Syndrom typischen ,molar-tooth*
Konfiguration, bei der die oberen Kleinhirnstiele elongiert und zum Hirnstamm
rechtwinklig eingestellt sind, wurde nicht durchgefuhrt. Die Therapie des
Joubert-Syndrom besteht aus padagogischen Férderprogramme sowie Physio-,

Ergo- und Sprachtherapie.
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CENPJ kodiert ein zentrosomales Protein mit einer Rolle bei der Regulierung
der Mikrotubuli-Anordnung (Hung et al., 2004). Diese wird in der Literatur mit
dem Auftreten einer Mikrozephalie und Intelligenzminderung beschrieben (Gul
et al.,, 2006). In den Familien ID-009 und ID-013 wurde die homozygote
Missense-Variante ¢.3893G>A p.Arg1298Gin identifiziert. Die Patientinnen ID-
009-4, ID-013-1 und ID-013-3 leiden unter Krampfanfallen, welche bisher nicht
iIm Zusammenhang mit Varianten im CENPJ-Gen beschrieben sind. Die
Patienten 1D-009-3 und 009-5 weisen aul3erdem eine asymmetrische
Korperentwicklung auf. Diese ist durch die identifizierte Variante nicht zu
erklaren und es ist moglich, dass dem eine weitere pathogene Veranderung
zugrunde liegt. Bei Patienten mit zusétzlichen Symptomen auf3erhalb des
Ublichen phéanotypischen Spektrums der urspringlich diagnostizierten
genetischen Erkrankung, sollte das Vorhandensein einer maoglichen
unabhangigen Ursache in Betracht gezogen werden (Kumar et al., 2014). Vor
allem in konsanguinen Familien sollte die Mdoglichkeit zweier autosomal-
rezessiver Erkrankungen in Erwagung gezogen werden (Lal et al., 2016).
Ungewohnliche klinische Zusatzmerkmale einer bestimmten Krankheit, wie die
in Familie ID-009 beschriebene asymmetrische Korperentwicklung, kdnnten
darauf zurick zu fuhren sein, dass bei den Patienten zwei verschiedene
monogenetische Erkrankungen vorliegen.

SPG20 kodiert das Protein Spartin, wessen Funktion noch nicht ganz erforscht
ist. Spartin soll am endosomalen Transport, an der Mikrotubulardynamik oder
an beiden Funktionen beteiligt sein (Bakowska et al., 2007). Bisher wurden finf
Missense-Varianten und  kleine  Deletionen im  SPG20-Gen als
krankheitsursachlich far ein Troyer-Syndrom, eine Form der autosomal-
rezessiven Spastischen Paraplegie, beschrieben. Die beschrieben Patienten
zeigen einen Kleinwuchs, globale Entwicklungsverzdgerung, eine spastische
Gangstorung sowie Dysmetrie und Dysarthrie (Bakowska et al., 2008). Bei der
Familie ID-014 wurde die homozygote Stopp-Variante c¢.685C>T, p.GIn229*
identifiziert. Die betroffenen S6hne der Familie 1D-014 leiden ebenfalls unter
einer globalen Entwicklungsverzégerung sowie einer Spastik. Auch die bei zwei

der Brider beobachtete Sprachstérung sowie aggressives Verhalten passt ins
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phanotypische Spektrum der Erkrankung. Die beim Patienten 1D-014-4
beschriebenen Krampfanfélle wurden jedoch bisher nicht mit einem Troyer-
Syndrom in Verbindung gebracht und konnten eine andere Ursache haben.
Antispastische Medikamente, Physio- und Sprachtherapie kénnen helfen die
Symptome des Troyer-Syndroms zu lindern. Betroffene Patienten haben meist
eine hohe Lebenserwartung, die der gesunden Bevolkerung entspricht. Die
Patientin werden jedoch meist ab dem 50. bis 60. Lebensjahr rollstuhlpflichtig.
LAMALl kodiert fur eine der Alpha 1-Untereinheiten von Laminin, einem
Hauptbestandteil der Basalmembran (Nissinen et al., 1991). Varianten im
LAMA1-Gen wurden mit einem Poretti-Boltshauser-Sydrom in Verbindung
gebracht, welches durch zerebellare Dysplasie, zerebellare Vermis-Hypoplasie,
zerebellaren Zysten, Myopie, Netzhautdystrophie und Okkulomotorikstérungen
gekennzeichnet ist (Poretti et al., 2014, Aldinger et al.,, 2014). Die
beschriebenen Patienten zeigen eine globale Entwicklungsverzogerung mit
Intelligenzminderung und Sprachentwicklungsverzdgerung. Sie sind hypoton
und leiden oft unter einer Ataxie. Zusatzlich zeigen alle beschrieben Patienten
eine Form der Retinadysplasie (Poretti et al., 2014, Aldinger et al., 2014). In der
Familie 1D-028 wurde die homozygote Missense-Variante ¢.2216G>A
p.Cys739Tyr identifiziert. Die Geschwister der Familie ID-028 leiden ebenfalls
unter einer globalen Entwicklungsverzdgerung mit Intelligenzminderung und
Sprachentwicklungsverzégerung. Eine Bildgebung des Schadels wurde nicht
durchgefiihrt. Sie leiden alle unter einer Sehbeeintrachtigung, genaue
ophthalmologische Untersuchungsergebnisse lagen zum Zeitpunkt der Studie
jedoch nicht vor. Dennoch sprechen die phé&notypischen Angaben der
betroffenen Geschwister fur eine klinische Relevanz der identifizierten Variante.
Da bislang wenige Patienten mit pathogenen Varianten im LAMA1-Gen
beschrieben wurden und die ersten Berichte aus dem Jahr 2014 stammen, gibt
es momentan keine Angaben zur Prognose der Erkrankung. Auch der
Schweregrad der Erkrankung variiert stark zwischen Patienten.

CC2D2A kodiert eine Komponente eines Proteinkomplexes im Basalkoérper,
welcher fir die normale Zilienfunktion benétigt wird (Chih et al., 2011).

Varianten in diesem Gen wurden mit einem Joubert-Syndrom Typ 9 in
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Verbindung gebracht. Das Joubert-Syndrom Typ 9 ist durch Retinitis
pigmentosa, Nystagmus, Intelligenzminderung und Krampfanfalle
gekennzeichnet (Noor et al., 2008). Bei der Familie wurde die homozygote
Missense-Variante ¢.2999A>T p.Glul000Val identifiziert. Die Geschwister der
Familie ID-055 leiden unter einer Intelligenzminderung und
Entwicklungsverzdgerung. Die Patientin 1D-055-3 zeigt auRerdem noch unter
einen Nystagmus, welcher zum phéanotypischen Spektrum des Joubert-
Syndroms Typ 9 passt. Auch in dieser Familie konnte die fir das Joubert-
Syndrom typische ,molar tooth“ Konfiguration nicht nachgewiesen werden, da
keine MRT Aufnahmen vorlagen.

SNX14 kodiert fur das Enzym Sorting Nexin 14, welches an der Sortierung von
Endosomen beteiligt ist (Teasdale et al., 2001). Die Spinozerebellare Ataxie
Typ 14 ist durch eine schwere psychomotorische Entwicklungsverzogerung mit
schlechter oder fehlender Sprache, Ataxie und Kleinhirnatrophie
gekennzeichnet (Sousa et al., 2014). Bei der Familie ID-056 3 wurde die
homozygote Stopp-Variante ¢.331C>T, p.Argll1l* im SNX14-Gen identifiziert.
Die betroffenen Schwestern der Familie ID-056 leiden wie beschriebene
Patienten unter einer Intelligenzminderung und globaler
Entwicklungsverzégerung. Sie sprechen beide kaum und halten keinen
Augenkontakt. Die Schwestern leiden unter einem Horverlust und auch eine
Innenohrschwerhdorigkeit wurde in etwa ein Drittel der Patienten in der Literatur
beschrieben (Thomas et al., 2014). Es existiert bislang keine spezifische
Therapie fur die spinozerebellare Ataxie und die meisten Patienten werden im
Laufe ihres Lebens rollstuhlpflichtig.

RDH11 kodiert fur die Retinol-Dehydrogenase 11, welche eine oxidoreduktive
Funktion im Sehzyklus hat (Haeseleer et al.,, 2002). Bisher wurden in der
Literatur zwei Stopp-Varianten im RDH11-Gen in compound-heterozygoter
Form mit einem Netzhautdystrophie, juvenilen Katarakten und Kleinwuchs-
Syndrom in Verbindung gebracht (Xie et al., 2014). Die von Xie et al.
beschriebene Familie leidet unter einer Netzhautdystrophie, Kleinwuchs,
juvenilem Katarakt und einer globalen Entwicklungsverzégerung. Zusatzlich

wurde in einem weiteren Paper eine Insertion von einer Base in einem
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Patienten mit Intelligenzminderung identifiziert (Hu et al., 2019). In der Familie
ID-059 wurde die homozygote Missense-Variante c¢.413C>T p.Thrl38lle
identifiziert. Die betroffenen Geschwister der Familie ID-059 leiden alle unter
einer Intelligenzminderung, Krampfanfallen sowie einem Katarakt. Uber die
KorpergroRe der Geschwister gibt es keine Angaben.

GBA2 kodiert fur eine mikrosomale Beta-Glukosidase, einem Enzym des
Sphingolipid-Metabolismus, das in Strukturkomponenten der Plasmamembran
eine Rolle spielt und als Grundlage fir viele Mediatoren der Zellsignalisierung
dient (Martin et al., 2013). Die Spastische Paraplegie Typ 46 ist durch eine
langsam fortschreitende spastische Paraplegie und Kleinhirnsymptomatik im
Kindesalter gekennzeichnet (Boukhris et al., 2008). Einige Patienten haben
aul3erdem noch kognitive Beeintrachtigungen (Martin et al., 2013). Bei der
Familie ID-068 wurde die homozygote Frameshift-Variante ¢.2080 2092del
p.Ala694* identifiziert. Die Patientin 1D-068-3 leiden unter einer milden
Intelligenzminderung mit leichter Einschrankung der verbalen Fahigkeiten. Ihre
Bruder ID-068-4 und ID-068-6 zeigen eine milde Intelligenzminderung sowie
eine Gangstérung, welche in das phanotypische Bild einer spastischen
Paraplegie passt. Wie auch beim Troyer-Syndrom besteht die Therapie aus
antispastischen Medikamenten, Physio- und Sprachtherapie.

VPS13B spielt eine Rolle bei der Vesikel-vermittelten Proteinsortierung und
dem intrazellularen Proteintransport (Kolehmainen et al., 2003). Das Cohen-
Syndrom ist eine Multisystemerkrankung, die durch zahlreiche Kklinische
Merkmale gekennzeichnet ist, darunter Gesichtsdysmorphien, Mikrozephalie,
Fettleibigkeit, Intelligenzminderung und progressive Retinopathie (Chandler et
al., 2003) sowie Nyktalopie. In der Familie ID-069 wurde die homozygote
Frameshift-Variante €.9252dupT p.Thr3085yrfs*5 identifiziert. Die
phanotypischen Merkmale der Erkrankung der Familie ID-069 stimmen mit
denen beschriebener Patienten Uberein. Die Therapie des Cohen-Syndroms
zielt auf die Behandlung individueller Symptome und der Verbesserung der
Lebensqualitat ab.

PC kodiert ein Pyruvatkarboxylase, einem Enzym, das die Umwandlung von

Pyruvat zu Oxaloacetat katalysiert. Dieser Prozess ist essentiell fur die
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Glukoneogenese, Lipogenese und Neurotransmittersynthese (Jitrapakdee et
al., 2006). Der Pyruvatcarboxylase-Mangel ist eine seltene
Stoffwechselstérung, die durch eine globale Entwicklungsverzégerung und
wiederkehrende Krampfanfélle ab der Neugeborenen Periode gekennzeichnet
ist (Carbone et al., 1998). Bei der Familie ID-070 wurde die homozygote
Missense-Variante ¢.2548T>G p.Cys850Gly identifiziert. Auch die betroffenen
Bruder der Familie ID-070 leiden unter einer schweren globalen
Entwicklungsverzégerung  und  Intelligenzminderung.  Uber  mdgliche
Krampfanfalle der Bruder sind jedoch keine Informationen bekannt. Die
Prognose des Pyruvatcarboxylase-Mangels ist ungtinstig. Eine Therapie gibt es
zum jetzigen Zeitpunkt nicht und ein Grol3teil der betroffenen Patienten verstirbt
im Kindesalter.

4.2. Kandidatengene

Bei der Suche nach neuen Kandidatengenen wurden zwei Varianten in
potenziellen Kandidatengenen TTC5 und SYNJ2 identifiziert.

TTC5-Gen: In der Familie ID-061 wurde eine homozygote Frameshift-Variante
im TTC5-Gen identifiziert. TTC5 kodiert fir ein Adapterprotein, das fast
ausschlie8lich aus einer Tandemserie von Tetratricopeptid-Repeat-Motiven
(TPR) besteht (Lamb et al., 1995). Proteine, die TPR-Motive enthalten, wirken
in verschiedenen physiologischen Prozessen, einschliel3lich des Zellzyklus, der
Transkription und der Stressantwort, wo sie Ublicherweise als integrale
Komponenten von Multiproteinkomplexen auftreten (Xiong et al., 2013). TTC5
stellt eine stressabhéangige Komponente des p300-CBP-Koaktivator-Komplexes
dar und reguliert und vermittelt dessen Zusammenbau. Es erleichtert die
Interaktion zwischen JMY und p300 und erhoht die p53-abhangige
Transkription (Demonacos et al.,, 2001). Als Reaktion auf Stress erleichtert
TTCS5 aulRerdem die p53-Aktivitat, indem es die Herunterregulierung von p53
durch E3-Ubiquitin-Protein-Ligase MDM2 verhindert (Demonacos et al., 2001).
Varianten in den Genen p300 und CBP, die fur die zwei Koaktivator-
Komponenten des Komplexes kodieren, sind mit einen Rubinstein-Taybi-

Syndrom assoziiert worden (Roelfsema et al., 2005). Das Rubinstein-Taybi-
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Syndrom ist ein komplexes  Syndrom gekennzeichnet  durch
Intelligenzminderung, postnatale Wachstumsverzdogerung, Mikrozephalie und
fazialen Dysmorphien (Rubinstein and Taybi, 1963). Im TTC5-Gen wurden
bisher erst zwei Varianten in einer Publikation von Hu et al. 2018 als
maoglicherweise pathogen beschrieben. Bei Patient Ill:1 aus der Familie G033
wurde die Frameshift-Variante c¢.599del p.Pro200Leufs*29 identifiziert. Der
Patient erlernte das Krabbeln im Alter von 3% Jahren, erlernte jedoch nie das
freie Sitzen oder Laufen. Der Patient zeigt eine schwere Hypotonie seit der
fruhen Kindheit und leidet unter einer spastischen Bewegungsstorung. Er
spricht weniger als 10 gezielte 2-Silben Worter und leidet unter einer schweren
Intelligenzminderung. Bei den Patienten 11:2 und 1lI:3 aus Familie M9200013
wurde die Spleil3-Variante ¢.51+1G>A identifiziert. Der Patient Ill:2 erlernte nie
das freie Sitzen, Stehen oder Laufen. Sein Sprachvermégen beschrankt sich
auf unverstandliche Laute. Der Patient leidet ebenfalls unter einer schweren
Intelligenzminderung. Die Patientin 11:3 erlernte auch nie das freie Sitzen,
Stehen oder Laufen und spricht nur wenige 1-Silben Worter. Ihr MRT zeigte
eine  Agenesie des Corpus Callosum, leichte Ventrikulomegalie,
bifrontoparietale Atrophie und leichte Leukodystrophie (Hu et al., 2019). Die
phanotypischen Merkmale der drei beschriebenen Patienten stimmen stark mit
denen der Familie ID-061 Uberein. Der Patient 1D-061-3 erlernte nie das
Krabbeln, freie Sitzen, Stehen oder Laufen. Sein Sprachvermégen beschrankt
sich ebenfalls auf unverstandliche Laute und er leidet auch unter einer
schweren Intelligenzminderung. Seine Schwester, ID-061-5, zeigt Symptome
ahnlich einer spastischen Zerebralparese. Sie ist auch intelligenzgemindert und
leidet auf3erdem noch unter einer Skoliose. Mit der Identifizierung der
beschriebenen Frameshift-Variante in der Familie ID-061 wurde nun bereits
eine dritte Familie mit trunkierender TTC5-Variante identifiziert. Dieser Fakt,
zusammen mit den stark Uberlappenden phanotypischen Ausprégungen der
Erkrankungen der drei Familien, spricht stark fir den pathogenen Effekt
trunkierender TTC5-Varianten. Die phanotypischen Merkmale der drei
Patienten tberlappen auch teilweise mit denen des Rubinstein-Taybi-Syndroms

in Hinblick auf eine Intelligenzminderung, stark eingeschrankte expressive
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Sprachentwicklung, sowie motorische Entwicklungsverzégerung und muskulére
Hypotonie. Auch die bei der Patientin 111:3 aus Familie M9200013 beschriebene
Agenesie des Corpus Callosum wurde in Patienten mit Rubinstein-Taybi-
Syndrom beschrieben. Weitere Ubereinstimmungen in Hinblick auf
verschiedene Dysmorphien sind ebenfalls mdglich aber aufgrund fehlender
Phanotyp-Angaben bei der Familie ID-061 konnten keine weiteren Parallelen
identifiziert werden.

SYNJ2-Gen: In der Familie ID-001 wurde eine homozygote Frameshift-Variante
im SYNJ2-Gen identifiziert. Varianten im SYNJ2-Gen wurden bisher noch nicht
in der Literatur beschrieben. Das SYNJ2-Gen kodiert flr Synpatojanin 2, einem
Mitglied der Synaptojaninfamilie, welche Phosphoinosit 5-Phosphatasen
umfasst, die eine Schlusselrolle in der Clathrin-vermittelten Endozytose der
synaptischen Vesikel an der Synapse spielen und an der Aktin-Dynamik
beteiligt sind (Planchart, 2013). Synaptojanine unterteilen sich in zwei
Isoformen, Synaptojanin 1 und Synaptojanin 2 (Nemoto et al., 2001). Alle
Synaptojanine setzen sich aus drei Domanen zusammen: eine Sacl-ahnliche
aminoterminale (N-terminale) Polyphosphoinositid-Phosphatase-Doméne, eine
zentrale PtdIins-5-Phosphatase-Domane und eine carboxyterminale (C-
terminale) prolinreiche Doméane (Rosivatz et al., 2006). Bei Synaptojanin 1
knock-out Maus-Modellen wurde eine Anhéufung an Clathrin-beschichteten
Vesikeln in den Synapsen entdeckt, was einen Defekt in der Clathrin-Vesikel-
Entschichtung vermuten lasst. Diese Mause zeigten neurologische Defizite und
starben kurz nach der Geburt (Cremona et al., 1999). Ahnliche Effekte wurden
bei Genveranderten Caenorhabditis elegans und Drosophila Versuchen
beobachtet (Harris et al., 2000, Verstreken et al., 2003). Biallelische SYNJ1
Mutationen fihren beim Menschen zu einer early-onset Parkinson-Erkrankung
sowie epileptischen Enzephalopathie (Hardies et al., 2016, Quadri et al., 2013,
Krebs et al., 2013). Die Rolle von SYNJ2 bei der Clathrin vermittelten
Endozytose sowie die hohe Exprimierung des Proteins im Gehirn spricht stark
fur die pathogene Wirkung biallelischer trunkierender Varianten im SYNJ2-Gen.
Die betroffenen Geschwister der Familie ID-001 leiden nicht nur unter einer

Entwicklungsverzdgerung sondern unter weiteren neurologischen Defiziten wie
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einer ausgepragten Spastik sowie Hand Stereotypien und auch diese
phanotypischen Merkmale kdnnten durch die Rolle des SYNJ2-Genproduktes
am synaptischen Spalt zu erklaren sein. Auch die Folgen biallelischer SYNJ1
Mutationen lassen zu der Schlussfolgerung kommen, dass auch biallelische
SYNJ2 Varianten pathologische Konsequenzen haben kénnten. Eine Suche
nach weiteren SYNJ2 biallelischen trunkierenden Varianten in unserer in-house
Datenbank ergab keine Treffer und weitere Patienten mit biallelischen
trunkierenden SYNJ2-Varianten wurden bisher nicht identifiziert. Ein
ursachlicher Zusammenhang zwischen der identifizierten Variante und dem
Krankheitsbild der Patienten kann also zum momentanen Zeitpunkt nicht sicher

festgestellt werden.
4.3. Ungeldste Falle und Ausblick

Der nachste mdgliche Schritt zur Entdeckung von weiteren Kandidatengenen
und somit zur Gewinnung einer hoheren Lésungsquote ware der Einsatz der
Whole Genome Sequenzierung (WGS). Im Vergleich zur Whole Exome
Sequenzierung (WES) werden bei der WGS nicht nur die kodierenden
Regionen und exonflankierenden Spleil3stellen, sondern das gesamte Genom
abgedeckt (Hu et al., 2019). Im Prinzip sollte das WGS uns ermdglichen alle
Arten von Mutationen tberall im Genom nachweisen zu kénnen. Problematisch
wird es in der Praxis dadurch, dass wir bisher nicht zuverlassig
funktionsrelevante Sequenzvarianten im nichtkodierenden Teil des Genoms
identifizieren konnen, einschliellich tiefer intronischer oder sogar exonischer
Mutationen, die das Spleil3en beeinflussen (Soukarieh et al., 2016). Bisher
scheint die WGS jedoch vor allem dann zu einer héheren Lésungsquote zu
fuhren, wenn die davor verwendeten Techniken zur WES veraltet waren
(Bowling et al., 2017). Des Weiteren ist WGS ein besseres Mittel zur Erkennung
kleinerer Kopienzahlvarianten (CNVs) und Strukturvarianten (Belkadi et al.,
2015).

Auch eine systematische Reanalyse der erhobenen Sequenzdaten nach
mehreren Monaten kdnnte zu einer Erhéhung der Losungsquote fihren. Bei der

momentan rasanten Entwicklung in der Entdeckung neuer
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krankheitsverursachender Gene und Varianten, sollte eine systemische
Reanalyse der NGS Daten zum allgemeinen Standard werden. Studien zeigen,
dass dabei bis zu 8% neuer pathogenen oder wahrscheinlich pathogenen
Varianten identifiziert werden kénnen (Bowling et al., 2017). Hierbei ist das
Potenzial bei der Reanalyse von WGS Daten in den nachsten Jahren am
grofdten, da wie bereits geschildert, viele nicht-kodierenden Varianten sowie
Strukturvarianten erst mittels WGS identifiziert werden kénnen (Belkadi et al.,
2015).

Eine weitere diagnostische Maoglichkeit ist die Sequenzierung des
Transkriptoms. Die Gesamtheit aller Transkripte eines Zelltyps zu einem
bestimmten Zeitpunkt, also die gesamte in der Zelle hergestellten und noch
nicht abgebauten RNA wird als Transkriptom bezeichnet. Das Transkriptom
bestimmt den Entwicklungs- und Funktionszustand der verschiedenen Zell- und
Gewebetypen im  Koérper. Man geht davon aus, dass Vviele
Entwicklungsstorungen auch durch quantitative Ver&nderungen nicht
codierenden RNA ausgelost werden, ohne dass dies im Genotyp ablesbar ist
(Woopen, 2013). Auch Proteom-Analysen konnten in der Zukunft zur
Entdeckung mdoglicher Ursachen der Entwicklungsverzégerung fuhren. Das
Proteom stellt die Gesamtheit aller Proteine eines Zelltyps zu einem
bestimmten Zeitpunkt dar, also alle in der Zelle hergestellten und zu dem
Moment noch nicht abgebauten Proteine (Schaaf and Zschocke, 2013).

Des Weiteren sollten die in dieser Arbeit identifizierten Kandidatengene TTC5
und SYNJ2 weiter verfolgt werden. Funktionelle Studien, wie beispielsweise
knock-out Modelle, kdnnten den pathogenen Effekt trunkierender Mutationen in
den beiden Kandidatengenen unterstreichen. Auch die Entdeckung weiterer
biallelischer Varianten in betroffenen Patienten wirde die Rolle trunkierender
Varianten in den Kandidatengenen als Ursache der autosomal-rezessiven

Entwicklungsverzdgerung ferner belegen.
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5. Zusammenfassung

Neurologische Entwicklungsstdrungen treten schon in der Kindheit auf und sind
ein lebenslanger Zustand, der die Patienten, ihre Familien und die Gesellschaft
durch offentliche Dienstleistungen vor viele Herausforderungen stellt. In den
letzten Jahren ermdglichten neue Technologien grofRe Fortschritte bei der
Entdeckung neuer genomischer Anomalien, die zu Entwicklungsverzégerung
und Intelligenzminderung fuhren, darunter vor allem die Next Generation
Sequenzierung (Nemoto et al). Doch obwohl Fortschritte in der
Genotypisierung und Sequenzierungstechnologie die Entdeckungsrate von
Genen fir Intelligenzminderung beschleunigt haben, bleiben immer noch viele
Gene unentdeckt. Autosomal-rezessive Varianten spielen hierbei eine wichtige
Rolle, da rezessive Varianten in heterozygoter Form in der Bevolkerung
unentdeckt bleiben konnen.

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung neuer Kandidatengene der autosomal-
rezessiven Entwicklungsverzégerung und Intelligenzminderung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 77 iranische Familien mit von
Entwicklungsverzégerung und Intelligenzminderung betroffenen Kindern
untersucht. Bei jeweils einem betroffenen Kind pro Familie wurde eine
Exomsequenzierung mittels NGS durchgefuhrt. In jedem sequenzierten Exom
wurde nach moglicherweise krankheitsverursachenden Punktmutationen und
CNVs gesucht. Die identifizierten Varianten wurden nach bestimmten Kriterien
priorisiert und die Validierung der Varianten sowie die Segregation innerhalb
der Familien wurden mittels Sanger-Sequenzierung tberprdft.

Auf diese Weise konnten in 7 Familien in der Literatur bereits vorbeschriebene
Varianten in den Genen PAH, BAGALNT1, SCN1A, UBE3A, L3HGDH, sowie
AGA identifiziert werden. In 11 weiteren Familien wurden bisher in der Literatur
noch nicht beschriebene Varianten in den bereits etablierten Genen KIAA0556,
CENPJ, SPG20, LAMA1, CC2D2A, SNX14, RDH11, GBA2, VPS13B und PC
identifiziert. AuRerdem wurden Varianten in den zwei Kandidatengenen TTC5
und SYNJ2 entdeckt. TTC5 stellt eine stressabhangige Komponente des p300-

CBP-Koaktivator-Komplexes dar und reguliert und vermittelt dessen
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Zusammenbau. Varianten in den Genen p300 und CBP, die fur die zwei
Koaktivator- Komponenten des Komplexes kodieren, sind mit einen Rubinstein-
Taybi-Syndrom assoziiert worden. Im TTC5-Gen wurden bisher erst zwei
Varianten in einer Publikation von Hu et al. 2018 als mdglicherweise pathogen
beschrieben. Mit der Identifizierung der beschriebenen Frameshift-Variante in
der Familie ID-061 wurde nun bereits eine dritte Familie mit trunkierender
TTC5-Variante identifiziert. Dieser Fakt, zusammen mit den stark
Uberlappenden phanotypischen Auspragungen der Erkrankungen der drei
Familien, spricht stark fir den pathogenen Effekt trunkierender TTC5-Varianten.
SYNJ2 kodiert fur Synpatojanin 2, einem Mitglied der Synaptojaninfamilie,
welche Phosphoinosit 5-Phosphatasen umfasst, die eine Schlisselrolle in der
Clathrin-vermittelten Endozytose der synaptischen Vesikel an der Synapse
spielen. Synaptojanine unterteilen sich in zwei Isoformen, Synaptojanin 1 und
Synaptojanin 2. Synaptojanin 1 knock-out Maus-Modelle zeigten neurologische
Defizite und starben kurz nach der Geburt. Die Rolle von SYNJ2 bei der
Clathrin vermittelten Endozytose sowie die hohe Exprimierung des Proteins im
Gehirn spricht stark fir die pathogene Wirkung biallelischer trunkierender
Varianten im SYNJ2-Gen.

Insgesamt konnte in 20 Familien die genetische Ursache ihrer Erkrankung
geklart und dabei zwei neue Gene fiur Entwicklungsverzogerung und
Intelligenzminderung identifiziert werden. Die Ergebnisse sind mit denen der
aktuellen Literatur vergleichbar. Weiterfihrende funktionelle Studien sind
notwendig zur Charakterisierung der beiden Kandidatengene und auch die
Identifizierung weiterer betroffener Familien mit Mutationen in den
beschriebenen Kandidatengenen wirde deren Rolle als Ursache der

Erkrankung bestarken.
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Anhang
Anhang

in-house in-house

Chromosom Start Ende Referenz Beobachtet Genotyp Gen Variante 1000g gnomAD homozygot heterozygot
chri 18808144 18808144 G C het KLHDCTA missense 1] 1
chrl 18808175 18808175 G C het KLHDC7A missense 0 1
chrl 53099272 53099272 T A het FAML3SA missense 0.0001 1] 2
chri 53099273 53099273 C G het FAMLS9A missense 0.0001 1] 2
chri 165386400 165386400 A G hom RXRG missense 1 0
chrl 167960238 167960538 C T hom DCAFG stop_gained 1 1]
chri 169100545 169100545 G A hom ATP1B1 missense 0.0001 1 o
chrl 169438042 169438044 TTA - hom SLC15A2 inframe_deletion 0.0001 1 1
chr3 41759319 41759319 T G het ULK4 missense 1] 1
chr3 41759320 41759320 C A het ULKS missense 1] 1
chr3 45557671 45557671 C A het LARS2 missense 0.0002 1] 1
chr3 45588882 45588882 C A het LARS2 missense 0.0001 1] 1
chré 154763360 154763360 T C hom CMKSR3 missense 1 o
chre 158485640 158485643 ATCT - hom SYNJ2 frameshift 0.0001 1 o
chr7 4249705 4249705 C T hom SDK1 missense 0.0001 1 1]
chr7 99821630 99821630 C T hom GATS missense 0.0002 0.0002 1 3
chrg 42977982 42977982 A G hom POMEK missense 1 o
chrg 142222364 142222364 C T het 5LC45A4 missense 0.0002 0.0001 1] 1
chrg 142227246 142227246 C T het SLC45A4 missense 1] 1
chrg 33534463 33534463 G A het ANKRD1EE missense 0 1
chrg 33568722 33568722 G A het AMNKRD18B missense 0.0002 0.0001 1] 1
chri2 26628276 26628276 C T het ITPR2 missense 0.0001 1] 2
chri2 26755382 26755382 C T het ITPR2 missense 0.0002 0.0001 0 3
chri4 31237179 31237179 T c hom MNIM missense 1 ]
chris 38746370 38746370 G A hom FAMSEB missense 0.0004 0.0010 1 17
chrl7 11687629 11687629 G A hom DMAHY missense 0.0006 0.0006 1 14
chri7 T7073500 77073900 C T het EMGASE missense 0.0002 0.0001 1] 1
chri7 77075585 77075585 C T het EMNGASE missense 0.0001 0 1
chr22 21073072 21073072 T C het PlAKA missense 0.0001 0 1
chr22 21075586 21075586 G A het PIKA missense 0.0001 1] 1

77

Anhang 1



Anhang

Referenz

jnmmmmm—!nﬁbb

GGGCGGGECCC

[ I =y T T B i B o T o R ) D =

Beobachtet Genotyp

o= = 0@

- o rr 460 Fra ' 44 B -

= o

hom
hom
hom
hom
hom
het

het

hom
hom
het

het

hom
hom
hom
hom
hom
hom
hom
hom
ham
hom
hom

Gen
ZMF197
INIP
COoL27a1
SHAMNKZ2
MAPG
KRT4
KRT4
UTP20
BTED11
ZICS
ZICS
TTCS
TRAV1O
SEMAGB
RPL13A
PRR12
ZMF701
ARSH
SH3KBP1
PPP1R3F
MT-ND1
MT-MD5

Variante
missense
start_lost
missense
missense
missense
frameshift
missense
missense
missense
missense
missense
frameshift
missense
missense
missense
missense
missense
missense
missense
frameshift
missense
missense

1000g

0.0002

0.0004
0.0004

gnomanD

0.0004
0.0001
0.0001

0.0001
0.0001
0.0001

0.0001
0.0001
0.0004
0.0003

W R R WRME R R DORRDORRR R

homozygot heterozygot

MDD O O RN O OO0 R R REREO RO RO

Anhang 2

78



