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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Primare Zilien und Ziliopathien

Unter primaren Zilien versteht man solitéar vorkommende Zellausstulpungen der
apikalen Zellmembran, die sich wahrend der Arretierung der Zellteilung auf
zahlreichen Korperzellen ausbilden konnen. Der Terminus "primare Zilie" wurde
erstmals im Jahre 1968 durch S. Sorokin eingeflhrt (Sorokin, 1968). Er
beobachtete die rudimentaren Organellen an fetalen Rattenlungenzellen mittels
Elektronenmikroskopie und unterschied diese bereits von den beweglichen
Zilien. Wahrend primare Zilien bei Vertebraten annahernd ubiquitar auf allen
Korperzellen vorkommen, tragen sie bei Wirbellosen nur spezifische Zellen
(Gerdes et al, 2009). Eine Sammlung der Zelltypen mit primaren Zilien wurde
unter http.//www.bowserlab.org/primarycilia/cilialist. html zusammengetragen.
Primare Zilien treten vor allem an der apikalen Membran von polarisierten
Zellen auf. Dennoch befinden sie sich auch auf anderen Zellen wie
beispielsweise mesenchymalen Knorpelzellen (Poole et al, 1985). Sie weisen

einen charakteristischen Aufbau auf (Abbildung 1.1).

: . Cross section through a primary cilium
Primary cilium with microtubules

Basal body

\ ©N. Orliz Brachie,/

Abbildung 1.1: Querschnitt durch eine Korperzelle mit primdrer Zilie und durch den
Zilienschaft mit der typischen Mikrotubulistruktur (9+0).

Ihr GerlUst besteht i.d. R. aus neun ringformig angeordneten Mikrotubuli-
Dubletten (9+0). Dieses Zilienaxonem entsteht aus dem sogenannten

Basalkorper, einer Struktur, die sich aus der Mutterzentriole am Fulie der Zilie
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1. Einleitung

entwickelt. Im Gegensatz zu den motilen Zilien weisen primare Zilien neben
anderen Unterschieden kein zentrales Mikrotubulipaar sowie keine innere
Dyneinarme auf (9+2) (Rosenbaum & Witman, 2002). S. K. Dutcher postulierte
1995, dass etwa 150-250 Zilien-, bzw. Basalkorperproteine existieren.
Mittlerweile geht man jedoch von ca. 1000 Proteinen aus, die am Stoffwechsel
der primaren Zilien beteilig sein konnten (http.//www.ciliaproteome.org/)
(Dutcher, 1995). Auch die Zilienmembran weist eine besondere

Proteinzusammensetzung auf, die von der Zellmembran abweicht.

Um das Jahr 2000 wurde beschrieben, dass primare Zilien bei der Entstehung
erblicher polyzystischer Nierenveranderungen eine entscheidende Rolle spielen
kénnten, da in verschiedenen Mausmodellen mit Nierenzysten die Genprodukte
der fur den Phanotyp ursachlichen Gene in primaren Zilien nachgewiesen
werden konnten (Pazour et al, 2000), (Taulman et al, 2001), (Yoder et al, 2002),
(Hou et al, 2002). In der Folge konnten unter anderem die ADPKD- (autosomal-
dominant erbliche polyzystische Nierenerkrankung) und ARPKD- (autosomal-
rezessiv erbliche polyzystische Nierenerkrankung) Proteine Polycystin-1 und
Polycystin-2 sowie Fibrocystin/Polyductin in den primaren Zilien lokalisiert
werden (Yoder et al, 2002), (Ward et al, 2003), (Zhang et al, 2004). Seither
wurde die Untersuchung der Funktion der primaren Zilien intensiv
vorangetrieben. Dies geschah vor allem vor dem Hintergrund einer moglichen
Klarung der Pathogenese von humanen erblichen Erkrankungen bei denen die
entsprechenden Proteine der von Veranderungen betroffenen Gene in den
primaren Zilien oder deren assoziierten Strukturen lokalisiert sind. Diese
Erkrankungen werden daher unter dem zunehmend gebrauchlicheren Begriff
(primare) Ziliopathien zusammengefasst. Je nach Erkrankung steht eine
syndromale oder eine organspezifische Manifestation im Vordergrund. Aufgrund
der funktionellen Uberschneidungen der Ziliopathie-Proteine finden sich auch
phanotypisch partielle Uberlappungen zwischen den einzelnen Syndromen wie
beispielsweise zwischen dem Joubert-Syndrom (JS) bzw. den Joubert-
Syndrom-assoziierten Erkrankungen (JSRD) dem Meckel-Gruber-Syndrom
(MKS) und dem Bardet-Biedl-Syndrom (BBS). Weitere Ziliopathien, die hier
nicht oder nur differenzialdiagnostisch thematisiert werden sollen, sind

beispielsweise die rezessiven und dominanten Zystennieren (ARPKD, ADPKD),
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1. Einleitung

die Nephronophthise (NPH), das Senior-Lgken-Syndrom (SLS) und medullar-
zystische Nierenerkrankung (ADMCKD), das Von Hippel-Lindau-Syndrom
(VHL) und die Tuberdse Sklerose (TSC), das Alstrom-Syndrom (ALMS), das
Kurzrippen-Polydaktylie-Syndrom (SRPS), die Kranio-Ektodermale Dysplasie
(Sensenbrenner-Syndrom), das Ellis-van-Creveld-Syndrom (EVC), die
Asphyxierende Thoraxdysplasie (Jeune-Syndrom, ATD) sowie das Oro-Fazio-
Digitales-Syndrom (OFD). Es folgt ein kurzer Uberblick tber das aktuelle

Verstandnis zur Funktion der primaren Zilien und der Ziliopathie-Proteine.

1.1.1. Ziliopathie-Proteine

Die Benennung der Ziliopathie-Gene und Genprodukte erfolgt i. d. R. nach der
primaren Zuordnung zum klinischen Bild in chronologischer Reihenfolge der
Entdeckung (BBS-Gene/-Proteine, JBTS-Gene/-Proteine, MKS-Gene/-Proteine
NPHP-Gene/-Proteine). Durch die phéanotypischen Uberlappungen ist die
Zuordnung jedoch komplex. So wird beispielsweise das CEP290-Gen sowohl
als MKS4-Gen als auch als JBTS5, NPHP6 oder BBS14 bezeichnet (Tabelle
1.6). Grol3 angelegte Proteomanalysen machen das Ausmal} der Vernetzung
der verschiedenen bekannten Ziliopathie-Proteine zunehmend deutlich
(Abbildung 1.2).

Dabei gibt es funktionell erste Vorstellungen von dem Zusammenspiel der
einzelnen Proteine und ihrer jeweiligen Funktionen. Einige BBS-Proteine bilden
beispielsweise das fur die Zilienausbildung essentielle BBSome aus, ein
Proteinkomplex ohne Membranabgrenzung, der sowohl im Zytoplasma am
Zentrosom als auch an der Zilienmembran nachgewiesen wurde. Es spielt eine
Rolle bei der Proteinsortierung in die Zilie und aus dieser heraus. Die NPH-JS-
MKS-Proteine  hingegen formen  keinen distinkten  Proteinkomplex.
Phanotypische Uberlappungen zwischen den Syndromen ergeben sich somit
vermutlich primar aus den gemeinsam involvierten Signalwegen (van Reeuwijk
et al, 2011).
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Abbildung 1.2: Proteinnetzwerk der Ziliopathie-Proteine: Blaue Verbindungen stellen die
Assoziation zu der jeweiligen Ziliopathie und graue Verbindungen bekannte
Proteininteraktionen dar (van Reeuwijk et al, 2011). (USHER= Usher-Syndrom,
DEAFNESS= Taubheit, PR= Retinitis pigmentosa, LCA= Lebersche kongenitale Amaurose,
EVC= Ellis-van-Creveld-Syndrom, ARPKD= Rezessive Zystennieren, ALST= Alstrém-Syndrom,
VHL= Von Hippel-Lindau-Syndrom, ADPKD= Dominante Zystennieren, SLSN= Senior-Lgken-
Syndrom, NPHP= Nephronophthise, ATD= Asphyxierende Thoraxdysplasie (Jeune-Syndrom),
SRPS= Kurzrippen-Polydaktylie-Syndrom, CED= Kranio-Ektodermale Dysplasie
(Sensenbrenner-Syndrom), OFD= Oro-Fazio-Digitale-Syndrome, MKS= Meckel-Gruber-
Syndrom, JBTS= Joubert-Syndrom und assoziierte Erkrankungen, COACH= COACH-Syndrom,
ACRC= Akrokallosal-Syndrom (Typ Schinzel), HYLC= Hydrolethalus-Syndrom, BBS= Bardet-
Biedl-Syndrom)

Entsprechend ihrer funktionellen Vernetzung zeigen die primaren Ziliopathien
phanotypische Uberlappungen und &hnliche Organbeteiligungen. Die
Arbeitsgruppe um J. L. Badano veranschaulichte dies, indem sie 2006 allein auf
der Basis der klinischen Symptome prognostizierte, dass es sich sowohl beim
Ellis-van-Creveld-Syndrom als auch beim Jeune-Syndrom um primare
Ziliopathien handeln misse. Fur beide Syndrome konnte dies spater funktionell
belegt werden (Badano et al, 2006). Abbildung 1.3 zeigt wesentliche bei
primaren Ziliopathien betroffene Organsysteme und die hierbei jeweils potentiell

involvierten Signalwege.
Wenngleich bei den verschiedenen Ziliopathien oftmals die gleichen

Organsysteme betroffen sind, koénnen der Manifestationszeitpunkt von

Veranderungen und die Art der Veranderungen selbst stark divergieren. Zum
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Teil kdnnen dysplastische, zum Teil degenerative Prozesse im Vordergrund
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Abbildung 1.3: Organbeteiligung bei Ziliopathien in den mit Zilien ausgestatteten
Geweben (Goetz & Anderson, 2010).

Die Aufklarung der Funktion der verschiedenen Ziliopathie-Proteine in den
betroffenen Organsystemen ist Gegenstand intensiver Forschung. In der Niere
wird unter anderem eine mechanosensorische und chemosensorische Funktion
mit Reaktion auf die chemische Zusammensetzung des Urins diskutiert.
AuRerdem kann durch Fusion der Zilienmembran mit speziellen Vesikeln eine
Zell-Zell-Interaktion stattfinden (Hogan et al, 2009). Die Tatsache, dass sich die
Manifestation beispielsweise der Nierenveranderungen bei den verschiedenen
Ziliopathien mitunter stark unterscheidet verdeutlicht die vielfaltigen Funktionen
von Zilienproteinen sowie die Komplexitat der involvierten intra- und

extraziliaren Ablaufe.
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1. Einleitung

1.2. Klinik und Genetik der primaren Ziliopathien

Die Hauptmerkmale und molekulargenetischen Grundlagen der in dieser Arbeit

untersuchten primaren Ziliopathien sollen hier kurz wiedergegeben werden.

1.2.1. Meckel-Gruber-Syndrom (MKS)

Die Beobachtung zweier Neugeborener mit okzipitaler Meningo-Enzephalozele,
Polydaktylie, bilateral vergrofierten zystischen Nieren, Mikrozephalie und
Gaumenspalte regte Johann Friedrich Meckel den Jungeren 1822 zu einer
ausgedehnten Fallbeschreibung hieriber an (Meckel, 1822). 1934 erganzte
Georg Benno Gruber diese um weitere 16 Falle mit Enzephalozele und
zystischer Nierendysplasie. Bei einem Teil der Feten fand sich ebenfalls eine
Polydaktylie. Er benannte das Syndrom als ,Dysencephalia Splanchnocystica“
(Gruber, 1934). J. M. Opitz und J. J. Howe schlugen schlieBlich 1969 in
Verbindung mit einer weiteren Fallbeschreibung die Benennung als MKS vor.
Interessanterweise stellte sich spater heraus, dass der von Opitz und Howe
beschriebene Fall nicht an einem MKS, sondern an einem Smith-Lemli-Opitz-
Syndrom, einer Differenzialdiagnose des MKS litt (Opitz & Howe, 1969). Tabelle
1.1 und Abbildung 1.4 fassen die wesentlichen Daten zum MKS zusammen. Die
Diagnose wird pranatal oder unmittelbar postnatal gestellt. Mitunter wurden
Veranderungen im pranatalen Ultraschall bereits im
1. Schwangerschaftstrimenon (ab 11. SSW) nachgewiesen. Das MKS gilt als
haufigste erbliche Ursache flr syndromale Neuralrohrdefekte. Die Diagnose ist
i. d. R. aufgrund des Schweregrads der ZNS- und Nierenfehlbildungen nicht mit
dem Leben vereinbar. Eine von F. C. Fraser und A. Lytwyn durchgeflihrte
Studie vermittelt einen Eindruck Uber die Bandbreite der klinischen
Veranderungen beim MKS (Fraser & Lytwyn, 1981). Sie beschrieben
systematisch die klinischen Auffalligkeiten von 38 betroffenen Geschwistern von
insgesamt 27 MKS-Indexfeten. Als gemeinsames Merkmal zeigten alle Feten
bilaterale zystische Nierendysplasien, eine Polydaktylie fand sich bei 85 % der
Indexfeten jedoch nur bei 55 % der betroffenen Geschwister. Insgesamt zeigten
sich bei 100 % der Indexpatienten ZNS-Auffalligkeiten, diese wurden aber nicht

bei allen Geschwistern nachgewiesen (82 %). Die klinischen Ubergange zu
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1. Einleitung

anderen Ziliopathien, v. a. zum/zu JS/JSRD und zum pranatal manifesten BBS,
sind flieRend. Dies wurde beispielsweise fir kanadische Hutterer Familien
dokumentiert (Boycott et al, 2007). Hier wurde die initiale Verdachtsdiagnose
MKS spater revidiert und die Veranderungen als JSRD aufgrund der
charakteristischen Gehirn-Auffalligkeiten und z. T. fehlenden

Nierenveranderungen klassifiziert.

Abbildung 1.4: Klinische Manifestation des MKS. Oben links: Mit pranataler Darstellung
einer okzipitalen Enzephalozele, oben mittig und rechts: Extrauteriner Aspekt mit vorgewdlbter
Bauchdecke durch massive VergroBerung der Nieren und Polydaktylie; unten links:
Multizystisch-dysplastische ~ MKS-Nieren  und  histopathologische  Darstellung  des
Leberparenchyms mit Malformation der Duktalplatte und periportaler Fibrose (Hakverdi et al,
2010).

Klinische und genetische Uberlappungen finden sich auch zur Renalen
Hepatischen Pankreatischen Dysplasie (RHPD, Goldston-Syndrom). Bei dem
von B. |. Ivemark und Arbeitsgruppe beschriebenen Syndrom stehen pranatal
bzw. perinatal als Symptome zystische Nierenveranderungen, eine Leberfibrose
und eine zystische Pankreasdysplasie (lvemark et al, 1959) im Vordergrund.

Als Ursache wurden Mutationen im NPHP3-Gen, welches ebenfalls mit dem
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1. Einleitung

MKS und der NPH assoziiert ist, beschrieben (Bergmann et al, 2008),
(Fiskerstrand et al, 2010).

Tabelle 1.1: Klinische Merkmale des MKS.

Meckel-Gruber-Syndrom (MKS)

+ 1:13.250 (USA, Hoimesetal. 1976) _ 1:140.000 (Siidengland, 5¢"*"'%7®)
< 1:9.000 (Finnland Salonen & Norio, 1984
Inzidenz: 1:135.000 (Deutschland, Aue et 2007),

» Bis zu 1:2.000 - 1:3.530 Jerusalem/Kuwait, (generell in arabischer
Population hoch, Tee" 1994, 2005

Manifestation: | < pranatal

* Chromosomenstérungen (Trisomie 13, 18), Smith-Lemli-Opitz-Syndrom,
Fryns-Syndrom, Fraser-Syndrom, Hydrolethalus-Syndrom, CDG-Syndrom

+ FlieRende Ubergange zu anderen syndromalen Ziliopathien: pranatal
manifestes Joubert-Syndrom mit Nierenbeteiligung, pranatal manifestes
Bardet-Biedl-Syndrom

+ In atypischeren Einzelfallen Uberlappungen zu anderen pranatal
auftretenden Nierenerkrankungen: Nephronophthise, ARPKD

Differenzial-
diagnosen:

Klinische Hauptkriterien beim Meckel-Gruber-Syndrom:

Nieren: + Multizystische Nierendysplasie Typ Potter 1A i. d. R. mit
Organvergrb[&erung (1 00%, Fraser & Lytwyn, 1981, Sergi et al, 2000)

ZNS: * Okzipitale Meningo-Enzephalozele (63-8
Skelett: + Postaxiale Polydaktylie (55-85%, raser &Lyt 1981y

Leber: » Portale Fibrose/Duktalplattenmalformation
(32‘48‘%), Jones & Smith, 2006/1 OOOA), Sergi et al, 2000)

90/0, Fraser & Lytwyn, 1981)

Seltener beschriebene Symptome:

Kraniofaziale | + Mikrozephalie; Anenzephalus (11-13%, Fraser tyvn. 1987
Auffalligkeiten: | «  Dandy-Walker-Malformation; Hydrozephalus (7-21%, Frase" & bywn. 1981
+ Mikrognathie; Spaltbildung (30-32%, Fraser & Ly, 1981y

«  KlumpfiiRe (vermutlich meist durch Olighydramnie bedingt)

*  Augenfehibildungen (Anophthalmie, Mikrophthalmie, Kolobome,
21-37%, Fraser & Lytwyn, 1981

Sonstiges: * Intrauterine Wachstumsretardierung

* Milzanomalien (Milzhypoplasie, akzessorische Milz, Polysplenie,
16-22%, Fraser & Lytwyn. 1961

¢ Herzfehler (VentrikelseEtumdefekte, Stenosen, Gefaldrotationen,
Dextrokardie, 26-41%, "raser & Lywyn. 1981y

+  Genitaltrakt-Anomalien (Penishypoplasie, 26-30%, 2" & Lywn. 1981

Vereinzelt beschriebene Symptome:

Situs inversus, Hufeisenniere, Harnleiter-, Blasenhypo- und aplasie, Leberzysten,
Vaginalatresie, Uterus bicornis, Analatresie, Larynxfehlbildungen, weitere
Hirn(stamm)fehlbildungen
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Nachdem der erste Locus fur das autosomal-rezessiv erbliche MKS 1995
mittels finnischer Familien fur Chromosom 17q21-q24 kartiert wurde (Paavola et
al, 1995), ergaben sich 1997 erste Hinweise auf Locusheterogenie (Paavola et
al, 1997). Mutationen im MKS71-Gen und somit das erste MKS-Gen wurde
schlie3lich 2006 publiziert (Kyttala et al, 2006). In der genannten Arbeit wurde
bereits der Zusammenhang zu primaren Zilien hergestellt, da sich fur das
MKS1-Genprodukt aus Proteomanalysen eine Funktion in Verbindung mit
diesen ergab. Tabelle 1.5 fasst die weiteren bis dato identifizierten MKS-Gene

Zusammen.

1.2.2. Joubert-Syndrom (JS) und assoziierte Erkrankungen (JSRD)

A. De Haene beschrieb 1955 erstmals eine familiare partielle Vermisagenesie
mit Hypotonie und Tremor (De Haene, 1955). M. Joubert und Arbeitsgruppe
veroffentlichten wiederum 1969 eine entfernt blutsverwandte, franko-
kanadische Familie mit vier Betroffenen und einem sehr ahnlichen klinischen
Bild (Joubert et al, 1969). Neben der Vermisagenesie zeigte ein Patient eine
Meningomyelozele. Auflerdem wurden episodische Hyperpnoen eine
psychomotorische Entwicklungsverzégerung und eine
Augenbewegungsstorung diagnostiziert. Die Bezeichnung des distinktes
Syndroms JS wurde schlielllich 1977 im Zusammenhang mit weiteren
Fallbeschreibungen eingefuhrt  (Boltshauser & Isler, 1977). Als
pathognomonisches Merkmal des JS wurde das so genannte Molar-Tooth-Sign
(MTS) im axialen, T1-gewichteten Gehirn-MRT definiert (Abbildung 1.5). Dies
zeichnet sich durch eine Agenesie/Hypoplasie des Kleinhirn(ober)wurms, eine
tief eingezogene hintere Fossa interpendicularis und prominente superiore
Kleinhirnstiele aus. Es entsteht durch eine Fehlentwicklung des Mittelhirns und
Kleinhirns (Maria et al, 1997). Die Untersuchung einer JS-Patientenkohorte mit
den typischen Gehirnauffalligkeiten und weiteren Organmanifestationen wie
etwa Nierenzysten, Kolobomen, Retinaveranderungen oder einer hepatischen
Fibrose fuhrte zur Einfuhrung des Terminus Joubert-Syndrom-assoziierte
Syndrome (Chance et al, 1999). Hierzu zahlen beispielsweise das Dekaban-
Arima-Syndrom oder das COACH-Syndrom. Bisher hat sich keine einheitliche

vereinfachte Klassifizierung der Syndrome durchsetzten kénnen wie etwa von
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E. Valente und ihrer Arbeitsgruppe 2008 vorgeschlagen (Valente et al, 2008).
Wenngleich die beim JS auftretenden neurologischen Veranderungen i. d. R.
mit dem MTS im MRT assoziiert sind, gestaltet sich die Kklinische
Diagnosestellung aufgrund der genetischen Uberlappungen oft komplex.
Mutationen in der Mehrzahl der JBTS-Gene kdonnen auch bei Familien ohne
MTS mit klinischer Auspragung eher im Sinne anderer Ziliopathien wie etwa
dem MKS auftreten, wobei die klinischen Ubergéange flieRend sind. Selbst
innerhalb einer Familie kdnnen divergente Phanotypen auftreten. Die Prognose
hangt mafigeblich von der phanotypischen Auspragung bei dem einzelnen
Patienten und dem Auftreten mdglicher sekundarer Komplikationen wie etwa

Aspirationspneumonien ab.

Abbildung 1.5: MRT-Befunde bei JS. a, c) Unauffalliges Gehirn-MRT b, d) MTS und
Kleinhirnwurmagenesie bei einem JS-Patienten (Parisi et al, 2007).

Klinische Daten zum Syndrom sind in Tabelle 1.2 zusammengefasst. Tabelle
1.3 zeigt die Einteilung der JSRD nach zusatzlich auftretenden

Organmanifestationen wie verschiedentlich vorgeschlagen.

Die erste Loci fur das i. d. R. autosomal-rezessiv erbliche Syndrom wurde 1999
(9934.3) (Saar et al, 1999) und 2003 (perizentrischer Bereich des Chromosoms
11) kartiert (Valente et al, 2003), (Keeler et al, 2003). 2004 konnten erstmals
Mutationen im NPHP1-Gen, welche zunachst als Ursache fur die autosomal-
rezessive NPH beschrieben wurden, bei einem Teil der Patienten mit JS
identifiziert werden (Parisi et al, 2004). 2006 konnte fir die JSRD die
Zuordnung zu den primaren Ziliopathien durch Detektion von Mutationen im
CEP290-/JBTS5-Gen Dbestatigt werden. Das Genprodukt wurde dem

entsprechend in primaren Zilien nachgewiesen (Valente et al, 2006b). Bis dato
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konnten zahlreiche weitere fir das/die JS/JSRD verantwortliche Gene

identifiziert werden. Diese sind in Tabelle 1.5 zusammengenfasst.

Tabelle 1.2: Klinische Merkmale des klassischen JS.

Joubert-Syndrom (JS)

Inzidenz:

1:80.000-1:100.000 (derzeit angenommen, P21 etal 2007
Heterozygotenfrequenz: 1:160 (derzeit angenommen, P21 eta! 2007

Manifestation:

Perinatal, (pranatal)

Differenzial-
diagnosen:

Bei Nachweis des MTS: per Definition keine Differenzialdiagnose

Klinisch: andere primare Ziliopathien wie MKS, BBS, OFD, andere
Erkrankungen mit Kleinhirnbeteiligung

Klinische Hauptkriterien des Joubert-Syndroms:

Schédel-MRT/ZNS:

Sonstiges:

Mo/ar-Tooth-Sign im MRT, =>pathognomonisch
(1000/0 Parisi et al, 007)

Hypotonie/Ataxie fallen im Neugeborenen/Kindesalter auf
(1 000/0 Parisi et al, 2007)

Variable, milde bis schwere (psycho-) motorische Entwicklungs-
verzdgerung, verzégerte Meilensteine
(anndhernd 100%, 72! &2 2007y

Hypo-/Hyperpnoe-Episoden vor allem bei Neugeborenen
(680/0-88%, Chance et al,1999)

Augenbewegungsstérungen v.a. Nystagmus, Okulomotorische
Apraxie Cogan Typ Il (72-79%, Chance et&l199)

Faziale Dysmorphien

Seltener beschriebene Symptome:

ZNS:

Skelettbeteiligung:

Weitere Hirnstammauffalligkeiten (30%, 7o ¢ 211): Corpus
callosum Dysgenesie, Ventrikulomegalie, Hippocampus Malrotation,
Migrationsstérungen

Dandy-Walker-Malformation (10%, P21 et @l 2007

Okzipitale (Meningo/Enzephalo)-zele (6%, Po"er eta! 2009

Chance et al,1999, Doherty et al, 2009
9%, Y )

Meist postaxiale Polydaktylie (8%-1

In Einzelfdllen beschriebene Symptome:

» Lateralisierungsdefekte: Situs inversus, Morbus Hirschsprung; Jeune-Dystrophie;
sekundare Skoliose; Polymikrogyrie, isolierter Hydrozephalus; Mikrozephalie,
Makrozephalie, Choanalatresie, Duodenalatresie; Endokrine Stérungen:
Panhypopituitarismus, Mikropenis, Adipositas; Autismus; Epilepsie/EEG-Auffalligkeiten;
Verhaltensauffalligkeiten; Horstorung; Herzfehlbildungen
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Tabelle 1.3: Vorgeschlagene Einteilung der JSRD nach Organmanifestationen (Parisi &
Glass, 2003 [updated 2012]). (CORS-Syndrom= Cerebro-Oculo-Renales Syndrom, COACH-
Syndrom mit cerebellarer Vermishypoplasie, Oligophrenie, Ataxie, Kolobomen und hepatischer
Fibrose, OFD= Oro-Fazio-Digitales-Syndrom)

Joubert-Syndrom-assoziierte Erkrankungen (JSRD):

JS mit Nierenbeteiligung: (2-30%, Pohe etal. 2009
* Mehrheitlich mit Nierenveranderungen im Sinne einer Nephronophthise, seltener: grof3e,

zystisch durchsetzte Nieren; auch in Kombination mit Retina-Degeneration (Dekaban-
Arima-Syndrom; CORS-Syndrom)

Hodgkins et al, 2004)

JS mit Augenbeteiligung: (78% auffalliges ERG in Follow-up von 18 Patienten,
« Mehrheitlich Retina-Degeneration, auch (chorioretinale) Kolobome (4-19%, P°ner etal 2009
v.a. beim COACH-Syndrom, Lebersche kongenitale Amaurose (LCA), Papillendrusen,
auch in Kombination mit Nierenveranderungen (Dekaban-Arima-Syndrom; CORS-
Syndrom)

JS mit Leberbeteiligung: (9-18%, Porem etal. 2009)

+ Leberfibrose; COACH-Syndrom v.a. mit Kolobomen (71%, 2°"™: 2019 ynd
Nierenveranderungen (42%, °°"™ 2°'%) assoziiert

JS mit orofaziodigtaler Beteiligung:

* Polydaktylie auch praaxial/mesaxial, Spaltbildung, Zungenauffalligkeiten (Hamartome der
Zunge, lobulierte Zunge), Synonym: OFD VI, Varadi-Papp-Syndrom

1.2.3. Bardet-BiedIl-Syndrom (BBS)

Nachdem J. Z. Laurence und R. C. Moon erstmals 1866 ein Syndrom mit
Adipositas, Retinitis Pigmentosa und mentaler Retardierung beschrieben
(Laurence & Moon, 1866), folgten ahnliche Fallbeschreibungen erst in den
1920er Jahren durch G. Bardet und A. Biedl, (Bardet, 1920), (Biedl, 1922). Sie
erganzten das klinische Spektrum um eine Polydaktylie und einen
Hypogonadismus. 1925 wurde fur das beschriebene Syndrom die Bezeichnung
"Laurence-Moon-Bardet-Biedl-Syndrom (LMBBS)" vorgeschlagen (Solis-Cohen
& Weiss, 1925). Die von Laurence und Moon beschriebenen Patienten wiesen
jedoch im Gegensatz zu den BBS-Patienten eine progrediente spastische
Paraparese und keine Polydaktylie auf. Nach kurzfristiger Trennung der
Syndrome wurden klinische Uberlappungen innerhalb von Familien beschrieben
und bei LMS-Patienten Mutationen in den BBS-Genen detektiert. Heute geht
man daher eher von einem Syndrom aus (Moore et al, 2005). Klinische
Uberlappungen gibt es auRerdem zum Alstrém-Syndrom, einer weiteren

primaren Ziliopathie, die durch Mutationen im ALMS7-Gen verursacht wird. Die
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klinische Diagnose eines BBS wird anhand von Haupt- und Nebenkriterien
meist im Kindesalter (durchschnittlich mit 9 Jahren) gestellt (Beales et al, 1999).
Tabelle 1.4 fasst die wesentlichen Daten zum BBS zusammen. Meist fallt neben
der Dbestehenden Polydaktylie zunachst eine milde bis moderate
Entwicklungsverzogerung und eine sich ab dem 1.-3. Lebensjahr schleichend
entwickelnde Fettleibigkeit auf (Abbildung 1.6). Die Prognose ist insgesamt eher
gunstig, hangt aber u.a. von dem Schweregrad und der Progredienz der
Nierenfunktionsstérungen ab. Zu berlcksichtigen sind ebenfalls mogliche
Sekundarfolgen der Adipositas und Nierenveranderungen wie etwa das
Auftreten von Bluthochdruck, Storungen im Glukose-Metabolismus bis hin zu
Diabetes mellitus, eine Hyperlipiddmie und kardiale Risiken wie eine

hypertrophe oder dilatative Kardiomyopathie.

Abbildung 1.6: Klinische Auffédlligkeiten beim BBS. Merkmale sind u. a.: Fettleibigkeit,
Hypogonadismus, postaxiale Polydaktylie, keulenférmige Nierenkelch-Erweiterungen in
Nierenurographie und Augenhintergrund bei Fundus-Untersuchung. Retinale Veranderungen
lassen sich oft erst im Jungendalter darstellen (Bluett et al, 1977), (Kumar et al, 2012).

Schwerere bereits pranatal manifeste Verlaufe wurden fur Mutationen in den
Genen BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 berichtet. Hierbei zeigen sich
phanotypische Uberlappungen zum MKS (Meckel-Like), da im pranatalen
Ultraschall eine multizystische Nierendysplasie meist mit Fruchtwassermangel
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sowie eine Polydaktylie und zum Teil auch ZNS-Fehlbildungen (Dandy-Walker-
Malformation (DWM)) auffallen (Karmous-Benailly et al, 2005), (Putoux et al,
2010).

Tabelle 1.4: Klinische Merkmale des BBS (Beales et al, 1999)

Bardet-Biedl-Syndrom (BBS)

+ 1:140.000-160.000 (Nordamerika, Europa, "@sans eta! 2007

Inzidenz: + 1:13.500 Kuwait, 1:17.500 Neufundland (e etel. 2001)

Manifestation: * Kindesalter (Diagnose @ mit 9 Jahren), (préanatal/perinatal)

+ Allelisch: McKusick-Kaufman-Syndrom; Cohan-Syndrom
Differenzialdiagnosen: * Andere primare Ziliopathien wie das Alstrém-Syndrom, z.T.
Joubert-Syndrom, bei pranataler Manifestation Meckel-Like

Klinische Hauptkriterien des Bardet-Biedl-Syndroms:
Beim Vorliegen von 4 Hauptkriterien gilt die Diagnose als bestatigt

Augen: +  Stabchen-Zapfen-Dystrophie (93%, B¢ €@ 1999 Manifestation oft
zunachst als Nachtblindheit @ ab dem 7.-8. Lebensjahr)
ZNS: + Milde bis moderate Lernbehinderung (62%, 8¢S etah 1999,

durch unerkannte Visuseinschrankungen oft schwerer oder

fehleingeschatzt)

Urogenitaltrakt: * Nierenbeteiligung (2 , in systematischer
Untersuchung bei >16 J. bei 82% der Patienten
Funktionseinschrankung, '™ eta. 2011

* Mannlicher Hypogonadismus (8

Skelett: + Postaxiale Polydaktylie (69%, Be@'s '@ 199)

Sonstiges: » Adipositas, etwa ab dem 1. Lebensjahr zunehmend

(72-96%, Ketsanis etal 2001 “nach durchlaufener Pubertét)

4% Beales et al, 1999
,

8‘%), Jones & Smith, 2006)

Klinische Nebenkriterien des Bardet-Biedl-Syndroms:
Beim Vorliegen von 3 Hauptkriterien und 2 Nebenkriterien gilt die Diagnose als bestatigt

ZNS: +  Entwicklungsverzégerung (50%, 2% *t@" 1999

. Ataxie (50% Beales et al, 1999)
Auge: «  Strabismus, Katarakt, Astigmatismus (63%, “°"°° & Smi 2099
Skelett: «  Brachydaktylie, Syndaktylie (50%, " & Smith 2006y
Sonstiges: « Diabetes mellitus (6%, 57 2" 19%

+  Sprachstdrung (54%, Beates etal 1999

«  Zahnfehlbildungen (27%, %2 2" 199 'Malokklusion,
Schmelzhypoplasien)

* Angeborene Herzbeteiligung (

* Leberfibrose (vereinzelt)

70/01 Beales et al, 1999)

Seltener oder in Einzelfdllen beschriebene Symptome:

» Lateralisierungsdefekte: Situs inversus, Morbus Hirschsprung; Makrozephalie; Hirsutismus;
Horstérung; Anosmie; Kraniofaziale Dysmorphien; Minderwuchs, UGT bei weiblichen
Betroffenen: Vaginalatresie, Hydrometrocolpos; Gallensteine, Nystagmus, Glaukome
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Locusheterogenie wurde aufgrund von familidaren Kopplungsdaten bereits frih
fur das BBS nachgewiesen (Kwitek-Black et al, 1993). Die Identifikation
ursachlicher Gene begann um das Jahr 2000 mit dem Nachweis von
Mutationen im MKKS- (BBS6-) Gen (Katsanis et al, 2000), (Slavotinek et al,
2000). In der Folge wurden Mutationen in zahlreichen weiteren Genen
beschrieben (Tabelle 1.5). Neben einer autosomal-rezessiven Vererbung wird
derzeit angenommen, dass mdglicherweise bei etwa 10 % der Familien eine
komplexere, multiallelische Vererbung vorliegen konnte (Waters & Beales,
1993).

Die Verbindung zu den primaren Zilien wurde erstmals 2003 fur das BBS
hergestellt, da bei einem Patienten mit BBS und Situs inversus eine
homozygote Mutation im BBS8-Gen nachgewiesen werden konnte. Fur das
Genprodukt konnte ein funktioneller Zusammenhang zu Zilien nachgewiesen
werden (Ansley et al, 2003).

1.2.4. Differenzialdiagnosen

Durch die extreme klinische Variabilitat der o.g. syndromalen primaren
Ziliopathien ergeben sich mitunter differenzialdiagnostisch flieRende Ubergange
zu den nicht-syndromalen Ziliopathien wie etwa der NPH und zu den rezessiven
Zystennieren sowie zu Nierendysplasien anderer Genese und verschiedenen
Chromosomenstorungen mit Nieren- und/oder ZNS-Beteiligung. Die Gruppe um
M. Gunay-Aygun beschrieb 2009 drei Familien mit milder mentaler
Retardierung bei ARPKD-artigen Nierenveranderungen (Gunay-Aygun et al,
2009). Die rezessiven Zystennieren werden durch Mutationen im PKHD1-Gen
auf Chromosom 6p12 verursacht. In den genannten Familien konnten jedoch
pathogene Mutationen im MKS3-/JBTS6-Gen nachgewiesen werden. Eine fruh
auftretende renale Anamie lie differenzialdiagnostisch auch an eine NPH
denken. Hierbei treten allerdings mehrheitlich normalgrof3e bis kleine Nieren mit
spat auftretenden Zysten am Mark-Rinden-Ubergang auf. VergroRerte Nieren
wurden beispielsweise in Verbindung mit Mutationen im NPHP2-Gen auf
Chromosom 9qg31.1 bei pranataler Manifestation beobachtet (Haider et al,

1998). Als Abgrenzung zur ARPKD ergab eine histopathologische Beurteilung
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lediglich das  Fehlen der fir die ARPKD charakteristische
Duktalplattenmalformation der Leber. Pranatale Nierendysplasien mit dem
klinischen Bild einer ARPKD, vereinzelt auch in Verbindung mit
Leberveranderungen, kénnen auch bei Mutationen des HNF13-Gens auf
Chromosom 17912 oder bei einer seltenen FrUhmanifestation der dominanten
Zystennieren — verursacht durch Mutationen im PKD7- und PKD2-Gen —

auftreten.

1.2.5. Gemeinsame molekulargenetische Grundlagen

Die o.g. primaren Ziliopathien sind bei extremer Heterogenie mehrheitlich
autosomal-rezessiv erblich. Sie verhalten sich teilweise allelisch zueinander.
Mutationen in vielen der im Folgenden aufgezahlten Gene konnen
beispielsweise entweder ein MKS oder ein/eine JS/JSRD bedingen. Tabelle 1.5
fasst die derzeit bekannten JBTS-, MKS- und BBS-Gene zusammen.
Anzumerken ist, dass aufgrund der rasanten Entwicklungen im Feld — vor allem
durch den Einsatz von Hochdurchsatz-Sequenziertechnologien (Exome-
Sequencing) bei Familien ohne Mutation in den bekannten Genen — kein

Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben werden kann.

Neben den o.g. klassischen Vererbungsmustern werden daruber hinaus
modifizierende Gene mit Einfluss auf die phanotypische Auspragung z. B. fur
die NPH diskutiert. Heterozygote Mutationen im NPHP6- oder AHI1-Gen
wurden bei NPH-Patienten mit homozygoten Deletionen des NPHP1-Gens und
zusatzlicher neurologischer Symptomatik in einer entsprechenden Studie
gehauft beobachtet (Tory et al, 2007). Fuhren diese zusatzlichen Mutationen in
homozygoter oder compound-heterozygoter Form nicht zu einer
phanotypischen Auspragung oder zu einem deutlich milderen Phanotyp,
werden diese als hypomorphe Mutationen bezeichnet (Leitch et al, 2008), (Otto
et al, 2009). Tri-/Multiallelische/Oligogene Vererbung wurde fir das BBS
beschrieben (Katsanis et al, 2001), (Beales et al, 2003). Hierbei reichen zwei
rezessive Mutationen allein in einem BBS-Gen nicht zur Auspragung der Klinik
aus. Erst in Verbindung mit einer dritten Mutation in einem weiteren BBS-Gen

kommt es zur Auspragung des klinischen Bildes. Tabelle 1.6 zeigt das bisher
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angenommene AusmaR der genetischen Uberlappungen fiir die oben

beschriebenen Ziliopathien auf.

Tabelle 1.5: Derzeit bekannte ursdchliche Gene fiir die in dieser Arbeit thematisierten

priméren Ziliopathien.

Weitere assoziierte Gene
(MKS-Modifier/Meckel-Like):
BBS10 (12921.2) (Meckel-Like)
BBS15 (2p15)

JBTS12 (15926.1)

MKS2 (11q13)
MKS3 (8g21.13-g22.1)
MKS4 (12421.3)
MKS5 (16q12.2)

MKS6 (4p15.3)
MKS7 (3g22)
MKS8 (1224.31)
MKS9 (17p11.2)
MKS10 (19913.2)

Primére Ziliopathie Erbgang Gene (Locus) gebrauchliche Synonyme
Bardet-Bied|-Syndrom (BBS) AR BBS1 (11q13)
(und z.T. auch McKusick- (Oligogen) | BBS2 (16g21)
Kaufman-Syndrom (MKKS)) BBS3 (3p12-q13) ARL6
BBS4 (15q22.3-q23)
BBS5 (2q31)
BBS6 (20p12) MKKS
Weitere assoziierte Gene BBS7 (4q27)
(BBS-Modifier/BBS-Like): BBS8 (14g32.1) TTCS8
MKS3 (8921.13-g22.1 BBS9 (7p14) PTHB1
SDCCAGS (1g43) (BBS167?) BBS10 (12921.2)
CCDC28B (1p35.1) BBS11 (9931-g34.1) TRIM32
LZTFL1 (3p21.31) BBS12 (4927)
BBS13 (17q23) MKS1
BBS14 (12921.3) CEP290, MKS4, JBTSS,
NPHP6
BBS15 (2p15) WDPCP, C20RF86
Joubert Syndrom (JS), AR, JBTS1 (9q34.3) INPP5E, MORMS
Joubert-Syndrom assoziierte (JBTS10: | yBTS2 (11913) TMEM216, MKS2
Erkrankung (JSRD), X-Chromo- | 5143 (5423.3) AHI1
z. B. Dekaban—Arima-Syndrom, somal) JBTS4 (2q13) NPHP1, SLSN1
COACH-Syndrom
JBTS5 (12q21.3) CEP290, MKS4, JBTSS5,
Weitere assoziierte Gene: NPHP6
TCTN2 (12924.31) JBTS6 (8921.13-922.1) TMEM67, MKS3, NPHP11
EXOC8 (1942.2) JBTS7 (1612.2) RPGRIP1L, FTM, MKS5,
NPHP8
JBTSS8 (3q11.2) ARL13B
JBTS9 (4p15.3) CC2D2A, MKS6
JBTS10 (Xp22.3-p22.2) OFD1, SGBS2
JBTS11 (2q24.3) TTC21B,NPHP12
JBTS12 (1526.1) KIF7, HLS2, ACLS
JBTS13 (12924.11) TECT1, TCTN1
JBTS14 (2933.1) TMEM237
JBTS15 (7q32.2) CEP41
JBTS16 (11q12.2) TMEM138
JBTS17 (5p13.2) C50RF42
Meckel-Gruber-Syndrom (MKS) AR MKS1 (17q23) BBS13

TMEM216, JBTS2
TMEM67, JBTS6, NPHP11
CEP290, JBTS5, NPHP6

RPGRIP1L, FTM, JBTS?,
NPHP8

CC2D2A, JBTS9
NPHP3

TECT2, TCTN2
B9D1, MKSR1
B9D2, MKSR2
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Tabelle 1.6: Genetische Uberlappungen beim MKS, JS/JSRD und BBS. Mutationen im
gleichen Gen kénnen dennoch zu einem anderen Phanotyp fiihren, Heterozygote Mutationen in
einigen Genen fihren mitunter nur in Kombination mit Mutationen in einem anderen Gen zur
Auspragung der Erkrankung oder wirken moglicherweise modifizierend auf die Auspragung ein
(Modifier).

MKS1  MKS2  MKS3  MKS4  MKS5  MKS6 J%S;ér
JBTS1
JBTS2 s
JBTS3
JBTS4

JBTS8
JBTS9

BBS13

BBS15 -

BBS-
Modifier
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2. Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der Entwicklung neuer molekularbiologischer Verfahren
war das wesentliche Ziel der vorliegenden Arbeit die Entwicklung eines
rationalen Algorithmus zur molekulargenetischen Aufklarung der klinisch und
genetisch heterogenen Ziliopathiesyndrome MKS, JS/JSRD und BBS. Neben
der Verwendung klassischer Analysetechniken wurden insbesondere SNP-
Arrays (,DNA-chips®) sowie Next-Generation-Sequencing-basierende Verfahren
etabliert, validiert und implementiert. Die Ergebnisse dieser Strategien werden
auf der Basis von 215 Ziliopathie-Familien des eigenen Kollektivs unter

Einbeziehung der Literaturdaten ausgewertet.

Ein effizientes und zuverlassiges analytisches Prozedere ist flr den klinischen
Alltag von grofRer Bedeutung in Hinblick auf eine moégliche Pranataldiagnostik,
da diese Option aufgrund des Schweregrads der Erkrankungen von den
betroffenen Familien regelmalig angefragt wird. Des Weiteren ergeben sich
aus der molekulargenetischen Diagnosesicherung auch aufgrund der moglichen
multiplen  Organbeteiligungen klinische Konsequenzen bezlglich des

erforderlichen Managements.

Die Entwicklung eines entsprechenden Algorithmus soll weiterhin sowohl zur
Erhdhung der Gesamtaufklarungsraten — z.B. durch die Anwendung
erganzender Methoden oder die Detektion weiterer involvierter Gene — als auch

zum ressourcensparenden Einsatz der verschiedenen Methoden beitragen.

Daruber hinaus sollte anhand der aus der Literatur ermittelten Daten und den
eigenen Ergebnissen zu klinischen und genetischen Uberlappungen zwischen
den Syndromen gepruft werden, ob eine Neudefinition/Modifikation der
Entitaten sinnvoll ist und inwieweit eine rein klinisch orientierte Klassifikation der

Syndrome aufrecht erhalten werden kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Familien mit initialer Verdachtsdiagnose
auf die syndromalen Ziliopathien MKS, JS/JSRD oder BBS des
Patientenkollektivs der Arbeitsgruppe Zystennieren/Ziliopathien des Instituts fur
Humangenetik am Universitatsklinikum der RWTH Aachen. Insgesamt wurden
215 Familien und dabei — wenn mdglich — die Indexpatienten und/oder
Familienangehorige untersucht. Bei 88 Familien wurde die Verdachtsdiagnose
MKS geaulert, bei 61 Familien war die Verdachtsdiagnose JS/JSRD und bei 66
Familien bestand der klinische Verdacht auf ein BBS. Die Betroffenen stammen
aus nach unserem Wissen nicht untereinander verwandten Familien. Sie
wurden mehrheitlich von verschiedenen deutschen humangenetischen
Instituten und europaischen Labors zur Untersuchung eingesandt. Das Kollektiv
umfasst 60 deutsche, 41 turkische, 39 sonstige europaische sowie 27 arabische
Familien. Zu den Ubrigen Familien lagen keine Informationen zur Herkunft bzw.
dem ethnischen Hintergrund vor oder diese sind den Tabellen A1 bis A3 des
Anhangs zu entnehmen. Einschlusskriterium fur die Aufarbeitung war die
klinische Verdachtsdiagnose durch den Einsender.

Bei 32 MKS-Familien wurden als klinische Symptome mindestens drei der vier
Hauptkriterien (okzipitale Enzephalozele, postaxiale Polydaktylie,
Duktalplattenmalformation oder Leberfibrose, Nierendysplasie) als klinische
Manifestation angegeben, wobei in jedem Falle eine Nierenbeteiligung vorlag.
Bei 37 JS/JSRD-Familien wurde explizit der Nachweis eines MTS oder einer
Kleinhirnwurmagenesie berichtet.

Bei 30 BBS-Familien wurden als Symptome mindestens drei der klinischen
Hauptkriterien als vorhanden angegeben (Adipositas, postaxiale Polydaktylie,
Lernbehinderung oder mentale Retardierung, Nierenbeteiligung, mannlicher
Hypogonadismus, Retinabeteiligung).

Bei 20 der 88 MKS-Familien, 15 der 61 JS/JSRD-Familien und 22 der 66 BBS-
Familien wurde durch den Einsender eine bestehende Blutsverwandtschaft
angegeben. Proben wurden mit Einverstandnis der Eltern bzw. Patienten

entnommen. Weitere detaillierte klinische Angaben und Informationen zu den
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durchgefuhrten Analysen sind den Tabellen A1 bis A3 des Anhangs zu

entnehmen.

Die DNA-Proben der Patienten bzw. in seltenen Fallen die elterlichen DNA-
Proben wurden mit den im Folgenden genannten Methoden systematisch auf

Mutationen in den hier aufgefihrten Genen untersucht.

MKS-Familien (n=88):
Primar wurden bei den MKS-Patienten die Gene MKS1, MKS3, MKS4 und

MKS6 analysiert. Bei verschiedenen Patienten wurden — in Abhangigkeit von

Voruntersuchungen, der ethnischen Herkunft oder dem klinischen Bild —
erganzend die Gene MKS2, MKS5 MKS7 sowie z.T. auch
differenzialdiagnostisch relevante Gene wie etwa das PKHD1-, BBS10- oder
HNF1B-Gen analysiert. Insgesamt wurden 82 Falle fur das MKS71-Gen, 75 Falle
fur das MKS3-Gen, 41 Falle fur das MKS4-Gen und 26 Falle fur das MKS6-Gen
untersucht. 42 Familien wurden auf’erdem in Bezug auf Mutationen bzw.
Kompatibilitat der Gene/Loci MKS2, MKS5 und/oder MKS7 getestet.

JS-/JSRD-Familien (n=61):

Bei den JS-/JSRD-Familien wurden i.d. R. die vier Gene JBST3, JBTSS5,
JBTS6 und JBTS9 untersucht. Im Einzelnen wurden 47 Patienten fur das
JBST3-Gen, 36 fur das JBTS5-Gen, 42 fur das JBTS6-Gen sowie 25 Patienten

fur das JBTS9-Gen analysiert. Bei 24 Betroffenen wurde darUber hinaus eine

homozygote Deletion des JBTS4-Gens ausgeschlossen. 29 Familien wurden
aullerdem in Bezug auf Mutationen bzw. Kompatibilitat der Gene/Loci JBTS1,
JBTS2, JBTS4, JBTS7 oder JBTS8 untersucht. Daruber hinaus wurden bei
einzelnen  Patienten  weitere  JBTS-Gene (JBTS10-JBTS17) oder
differenzialdiagnostisch relevante Gene wie das MKS7-, MKS7-, BBS10-,
PKHD1- oder HNF13-Gen analysiert.

BBS-Familien (n=66):

Die BBS-Patienten wurden primar auf Mutationen in den Genen BBS1, BBS2,
BBS10, BBS12 untersucht. Insgesamt wurde bei 36 Patienten das BBS7-Gen,
bei 26 Patienten das BBS2-Gen, bei 59 Patienten das BBS710-Gen und bei 43
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Patienten das BBS12-Gen untersucht. 21 Betroffene wurden fir das BBS71-Gen
ausschlieBlich auf die haufige Mutation ¢.1169T>G (p.Met390Arg) untersucht.
Bei 19 Patienten wurden auch andere BBS-Gene (BBS3-BBS9, BBS11 oder
BBS13-BBS15) und z. T. auch differenzialdiagnostisch relevante Gene wie
verschiedene MKS- und JBTS-Gene oder das PKHD17-Gen analysiert. Vier
Patienten wurden daruber hinaus im Vorfeld unserer Analysen auswertig mittels
des Asper Ophthalmics BBS-Chips auf 347 bekannte BBS-Mutationen in den
Genen BBS1-BBS13 untersucht.

Je nach Familienkonstellation wurde ein Zusammenhang zu den genannten
Genen auch mittels Kopplungsanalytik oder SNP-Array-Analytik mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. Eine entsprechende Array-Analytik wurde
bei 29 (mehrheitlich blutsverwandten) Familien im Vorfeld einer spezifischen
Genanalytik (zur Ermittlung homozygoter Bereiche im Genom und auch zum

Ausschluss chromosomaler Imbalancen) durchgeflhrt.

Nach Validierung wurde eine Subpopulation aktueller Patienten (21 Falle; 9
JS/JSRD- und 12 MKS-Falle) auRerdem mittels des im Rahmen dieser Arbeit

etablierten Next-Generation-Sequencing-Panels untersucht.

3.2. Gerate, Zubehor und Chemikalien

Im Folgenden werden die genutzten Gerate sowie die Hersteller, von welchen
der Groldteil der Chemikalien bezogen wurde, kurz aufgelistet. Wurden
Chemikalien von anderen Herstellern bezogen, wird dies bei der beschriebenen

Methodik gesondert aufgefiihrt.

3.2.1. Gerate und Zubehor

e Array-System: GeneChip Hybridization Oven, Affymetrix GeneChip®
Scanner, GeneChip Fluidics Station und weitere Komponenten,
Affymetrix, USA

e Autoklav HV-85, HD-Tek, Sufden, D

e Brutschrank Kendro, Heraeus, Hanau, D
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e Geldokumentationssystem Gel Doc 2000 und zugehorige Software
(Quantity One v. 4.0.3), Bio-Rad, USA

e Gelkammer EasyPhor Maxi und Zubehor, Biozym, Hess. Oldendorf, D

e Heizblock Unitek™ HBS-130/E, peglab, Erlangen, D

e Techne Dry Block® DB 3D, Techne (Cambridge) LTD, UK

e Magnetruhrer Ilkamag RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen, D

e Magnetstander MagnaRack™, Invitrogen, Karlsruhe, D

e 96 well Well-Magnetic-Ring Stand, Invitrogen, Karlsruhe, D

e Mikrowelle Boxford

e NGS-Gerat GS Junior System und Zubehdr, Roche, USA

e Photometer Bio Photometer, Eppendorf, Hamburg, D

e Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P1000, Gilson, F

e Schuttelapparat GFL 3015 & GFL 3005, Burgwedel, D

e Sequenzierer und ABI Prism® 310 und 3130 und Zubehor, Applied
Biosystems, Weiterstadt, D

e Spannungsgerate Electrophoresis Power Supply PS 304, Gibco BRL,
Groningen, NL

e StepOne™ Real-Time PCR System, Life Technologies, USA

e Thermocycler PTC 200 DNA Engine MJ Research, Bio-Rad, Hess.
Oldendorf, T-Professional-Basic, Biometra, Goéttingen, D

e Thermomixer 5437, Eppendorf, Hamburg, D

e Waagen BP 2100 & BP615, Sartorius AG, Goéttingen, D

e Wasserbad GFL 1086, GFL, Burgwedel, D

¢ Vakuumpumpe Membranvakuumpumpe, Vacuubrand, Wertheim, D

e Zentrifugen: Fresco 17, Heraeus, USA; Megafuge, Heraeus, USA,
Plattenfuge 5430, Eppendorf, Hamburg, D

3.2.2. Chemikalien

e Applichem, Darmstadt, D

e Applied Biosystems/Life Technologies, USA
e Bio-Rad, Hercules, USA

e Biozym, Oldendorf, D
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e Boehringer, Mannheim, D

e Dianova, Hamburg, D

e |CN Biomedicals, Ohio, USA
e Invitrogen, Karlsruhe, D

e Merck, Darmstadt, D

e Promega, Mannheim, D

e QIAGEN GmbH, Hilden, D

e Riedel-de Haen, Seelze, D

¢ Roth, Karlsruhe, D

e Serva, Heidelberg, D

e Sigma-Alderich, Dreisenhofen, D
e USB, Cleveland, USA

3.3. Referenzsequenzen und Bioinformatik

3.3.1.Referenzsequenzen

Als Referenzsequenzen fur die zu analysierenden Gene wurden i. d. R. Ref-
Seqg-annotierte DNA-Sequenzen verwendet. Die genomischen Basenabfolgen
wurden vom UCSC human genome browser (http.//genome.ucsc.edu/) bezogen
(Referenzgenom: Feb2009 GRCh37/hg19). Dabei wurde zunachst das
Transkript des langsten offenen Leserahmens ermittelt und unter
Berucksichtigung der vorhandenen Literatur festgelegt, welche Isoform als
Grundlage flir die folgenden Analysen zu verwenden ist. Eine Untersuchung
wurde dabei fur folgende Ziliopathie- und Nierendysplasie-Gene und Loci
durchgefuhrt:

Syndromale Ziliopathien:

MKS1 (BBS13): NM_017777.3
MKS2 (TMEM216; JBTS2): NM_001173991.2
MKS3 (TMEM67, JBTS6, NPHP11): NM_153704.5
MKS4 (CEP290, NPHP6, BBS14, JBTS5): NM_025114.3
MKS5 (RPGRIP1L, NPHPS8, JBTS7): NM_015272.2
MKS6 (CC2D2A, JBTS9): NM_001080522.2
MKS7 (NPHP3): NM_153240.3
JBTS1 (INPP5E): NM_019892.3
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JBTS2 (TMEM216; MKS2): NM_001173991.2
JBTS3 (AHI1): NM_001134831.1

JBTS4 (NPHP1): NM_000272.3
JBTS5 (CEP290, MKS4, NPHP6, BBS14): NM_025114.3
JBTS6 (TMEM67, MKS3, NPHP11): NM_153704.5
JBTS7 (RPGRIP1L, NPHP8, MKS5): NM_015272.2
JBTS8 (ARL13B): NM_182896

JBTS9 (CC2D2A, MKS6):

NM_001080522.2

BBS1: NM_024649.4
BBS2: NM_031885.3
BBS4: NM_033028.3
BBS5: NM_152384.2
BBS6: NM_170784.1
BBS7: NM_176824.1
BBS8: NM_144596.2
BBS9: NM_198428.2
BBS10: NM_024685.3
BBS11: NM_012210.3
BBS12: NM_152618.2
BBS13 (MKS1): NM_017777.3
BBS14 (CEP290, MKS4, JBTS5, NPHPG6): NM_025114.3
Weitere Ziliopathie-Gene:

ARPKD: PKHD1: NM_138694.3
NPH: NPHP2 (INVS): NM_014425.2
Weitere Nierendysplasie-Gene:

RCAD: HNF1R;: NM_000458.2

3.3.2. (Bioinformatische) Validierung von Varianten

Fir die Bewertung von detektierten Sequenzvarianten wurde zunachst gepruft,
ob die Veranderungen in den einschlagigen Genom- und Locus-spezifischen
Mutationsdatenbanken aufgefuhrt wird. Hierbei wurden vor allem Uber den
UCSC genome browser die Daten der Polymorphismendatenbank dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/)  abgefragt (v130-v137). Dabei
wurden grundsatzlich fur die Einschatzung der Relevanz des Eintrags sowonhl
die Validierung als auch die Haufigkeit in der Normalbevdlkerung der

Polymorphismen (z. B. Angaben zur Minor-Allele-Frequency (MAF) oder Allele-
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Frequency, falls vorhanden) und die Information bezuglich des homozygoten
Auftretens der Veranderung in die Bewertung mit einbezogen. Des Weiteren
fanden Angaben aus der Literatur bezuglich untersuchter Kontrollchromosomen
und der generellen Einordnung Verwendung. Eigene Daten untersuchter
Kontrollchromosomen wurden ebenfalls bericksichtig. Es wurden grundsatzlich

vier Gruppen von Mutationen unterschieden:

1) Rasterschub- und Stoppmutationen (Nonsense-Mutationen):

e Grundsatzlich als pathogen zu bewerten

2) Mutationen der kanonischen Spleif3stellen (-2 bis +2):

e Grundsatzlich als pathogen zu bewerten, es sei denn als haufige

Polymorphismen hinterlegt (i. d. R. MAF: > 0,02)
3) Missense-Mutationen, In-Frame-Veranderungen:

e Bewertung in Abhangigkeit der o. g. Kriterien in Verbindung mit
bioinformatischer Bewertung und evolutionarer Konservierung der
Aminosaure, Segregation in der Familie und Phanotyp
(Plausibilitat) als pathogen, apathogen (Polymorphismen mit MAF:
> 0,02) oder als von unklarer Bedeutung

4) Weiter intronisch gelegene und stumme Mutationen:

e Bewertung in Abhangigkeit der o.g. Kriterien sowie Basen-
Konservierung, bioinformatischer Bewertung bezuglich des
SpleiBens in Verbindung mit Segregationsdaten und Phanotyp
(Plausibilitat) als pathogen, apathogen oder als von unklarer

Bedeutung

Fir die bioinformatische Bewertung der Missense-Varianten bezuglich eines
moglichen pathogenen Effekts wurden im Wesentlichen zwei Web-Programme

genutzt:

1) PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml)
(Adzhubei et al, 2010)

2) MutationTaster (http.//www.mutationtaster.org/)
(Schwarz et al, 2010)
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Fir die bioinformatische Bewertung von moglichen Spleil3varianten bezlglich
eines potentiellen pathogenen Effekts wurden im Wesentlichen drei Web-

Programme genutzt:

1) Human Splicing Finder (http.//www.umd.be/HSF/credits.html)
(Desmet et al, 2009)
2) Berkeley Drosophila Genome Project Splice Site Prediction by Neural
Network (http://www.fruitfly.org)
(Reese et al, 1997)
3) NetGene2 (http.//www.cbs.dtu.dk/services/NetGeneZ2/)
(Brunak et al, 1991)

Die Benennung von Varianten erfolgte nach den Empfehlungen der Human
Genome Variation Society (HGVS v2) mittels des Mutalyzer 2.0. Webtools
(https://mutalyzer.nl/index).

3.4. Molekulargenetische Methoden

Die praktische Durchflihrung erfolgte unter Einbeziehung des Institutspersonals.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Validierung, Auswertung und

Interpretation der erhobenen Daten und zu etablierenden Methoden.

3.4.1. DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte aus EDTA-Frischblut mittels Aussalzverfahren (Miller
et al, 1988). Die Isolation aus anderen Materialien wie Chorionzotten,
Fruchtwasser oder anderem Gewebe mittels eines kommerziell erhaltlichen Kits
(QlAamp DNA Blood Mini Kit) nach Herstellerangaben. Die DNA-Isolation aus
Paraffingewebe erfolgte mittels des picodna-OLS-Kits (Firma: OMNI Life

Science) ebenfalls nach Herstellerangaben.
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3.4.2.DNA-Amplifikation

In seltenen Fallen wurde aufgrund der geringen vorhandenen Patienten-DNA-
Menge eine Genom-Amplifikation der DNA erforderlich. Diese erfolgte mittels
des GenomePlex Complete WGA Kits (Firma: Sigma-Aldrich), bzw. mittels
REPLI-g Mini Kit nach Herstellerangaben. Der Erfolg der Amplifikation wurde

mittels einer Test-PCR Uberprift.

3.4.3. RNA-Isolation und RT-PCR

Fur die Bewertung des pathogenen Charakters bezlglich des Spleildens
einzelner detektierter Varianten kam Patienten-RNA bzw. cDNA zum Einsatz.
Dabei erfolgte die Isolation der RNA aus Heparin- bzw. PAX-Blut oder aus
Gewebeproben mit folgenden Kits nach Herstellerangaben: PAXgene Blood
RNA Kit bzw. QIAamp RNA Blood Mini Kit. Die Lagerung der RNAs erfolgte bei
-70-80 °C. Zur Stabilisierung wurde die isoliert RNA mittels eines Reverse-
Transkriptase-Kits in ¢cDNA umgeschrieben (Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR; Firma: Fermentas). Der Ansatz erfolgte nach
Herstellerangaben. War die Amplifikation erfolgreich, wurden die PCR-Produkte
je nach Fragestellung fur die u. g. weiteren Methoden (vornehmlich flr die

Sequenzierung) weiter verwendet.

3.4.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein molekulargenetisches Verfahren zur
selektiven exponentiellen Amplifikation von DNA-Abschnitten (Mullis et al,
1986), (Saiki et al, 1988). Die PCR-Bedingungen wurden entsprechend den
angenommenen Schmelztemperaturen optimiert. Um eine Kontamination der
PCR mit DNA oder PCR-Produkten auszuschlieen, wurde stets eine
Leerkontrolle ohne DNA mitgeflihrt und diese Probe auf das Vorkommen von
Kontaminationsbanden Uberpruft.

Die Synthese der verwendeten Oligonukleotid-Primer wurde fur alle
Anwendungen bei der Firma Eurofins MWG Operon in Auftrag gegeben.

Primer-Sequenzen flir die zu untersuchenden DNA-Abschnitte wurden
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entweder der Literatur entnommen oder mehrheitlich mittels eines Primer-
Design-Tools (Primer3: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; ExonPrimer:
http.//ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html) ermittelt. Dabei wurde im Vorfeld mittels
den o0.g. Genom-  bzw. Polymorphismendatenbanken moglichst
ausgeschlossen, dass im Bereich der Primer-Bindestellen ein haufiger
Polymorphismus vorliegt, um das Risiko einer selektiven Allel-Amplifikation
(Allelic-Drop-Out) zu verringern. Generell wurde eine Lange der Primer von 18-
25 Basen gewahlt, wobei ein GC-Gehalt von 40-60 % angestrebt wurde. Bei der
Auswahl wurden Basenabfolgen vermieden, die eine Dimerisierung oder
Haarnadelstrukturausbildung begunstigten. Fur den Sense- und Anti-Sense-
Primer wurde dabei stets eine ahnliche DNA-Schmelztemperatur von 60 °C (55-
75 °C) angestrebt. Meist wurden Primer fir die kodierenden Exons der o. g.
Transkripte des langsten ORF verwendet. Primer-Sequenzen sind aufgrund des
Umfangs nicht in der Arbeit enthalten und sind separat zu erfragen.

3.4.5. PCR-Standardbedingungen

Eine Etablierung der individuellen PCR-Bedingungen wurde nach Moglichkeit
zunachst mit den hier genannten Standardreagenzien (Taqg DNA Polymerase,
recombinant-Kit) versucht. Die Primer-Anlagerungstemperatur wurde je nach zu
verwendenden Oligonukleotid-Primern entsprechend der Schmelztemperatur
zwischen 48 und 64 °C variiert. Als Etablierungsstartpunkt wurde eine um zwei
Grad niedrigere Anlagerungstemperatur als die Schmelztemperatur der Primer

gewahlt (initiale Anlagerungstemperatur i. d. R. 58 °C).

Standard-PCR-Ansatz in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalen:

4 ul dNTP-Mix (5 mM)

2,5 ul 10-fach Tag-DNA-Polymerase-Puffer

0,75 pl MgCl, (50 mM)

2 ul Primer F (= Sense-Primer; einer 10 yM Verdinnung)

2 ul Primer R (= Anti Sense-Primer; einer 10 yM Verdinnung)
0,2 pl Taqg-DNA-Polymerase, rekombinant (5 U/ul)

2-4 ul Patienten-DNA-Verdlinnung (20 ng/ul)

Ad 25 pl A. dest.
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Thermocycler-Programm (FC35):

94 °C 05:00 min  Denaturierung

94 °C 00:45 min  Denaturierung

58 °C 00:30 min  Anlagerung x 30
72 °C 01:30 min  Elongation

72 °C 10:00 min  Finalisierung

15 °C o0

War eine Etablierung der PCR mittels der o. g. Standardbedingungen nicht
moglich, kamen additive Substanzen und andere Polymerase-Kits nach
Herstellerangaben zum Einsatz. Hierbei wurde die Primer-
Anlagerungstemperaturen  ebenfalls in  Abhangigkeit der  Primer-
Schmelztemperaturen individuell angepasst. Im Folgenden seien hier die
alternativ. verwendeten Polymerase-Kits und additive Substanzen kurz

aufgefuhrt:

e DNA-Polymerase-Kit

e HotStarTag-Master-Mix-Kit

e AccuPrime-Tag-DNA-Polymerase-High-Fidelity-Kit
e Platinum-Tag-DNA-Polymerase-Kit

e AccuPrime-GC-Rich-DNA-Polymerase-Kit

e AmpliTag-Gold-360-Master-Mix-Kit

Als Additiv wurde neben der o. g. Q-Solution folgendes Reagenz verwendet:

e PCRx-Enhancer-System

Die erzeugten PCR-Produkte wurden im Anschluss auf ein 1x TBE gepuffertes
1 % Agarosegel (3 g StarPure Agarose (Firma: Starlab) auf 300 ml 1x TBE
(1:10 Aq. Dest. + Ultra Pure 10x TBE Puffer) und 80 pl Ethidiumbromid)
geladen. Dabei lagert sich das Ethidiumbromid zwischen die DNA-Molekule.
Das fluoreszierende Ethidiumbromid und somit die umgebende DNA kann so
unter UV-Licht im Gel dargestellt werden. Dafur wurden 5 pl jeder Probe mit
5 ul Agarose-Ladepuffer (8 % Ficoll PM400, 0,01 % Bromphenolblau ad 100 ml
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1x TBE) vermengt und das Gemisch in die Ladetaschen des Gels pipettiert. Zur
Beurteilung der FragmentgroRe wurde aulierdem eine Basenpaarleiter mit
aufgetragen (100-bp-DNA-Leiter). Die Elektrophorese — mit dem Ziel der
Auftrennung der Fragmente entsprechend ihrer Fragmentlange durch
Wanderung der negativ geladenen DNA im elektrischen Feld — erfolgte ca.
35min  bei 140-160 Volt und  flexibler = Stromstarke in  einer
Elektrophoresekammer. Im Anschluss wurde die Auftrennung sowie die Qualitat
und Intensitdt der PCR-Produkte visuell unter UV-Licht geprift. Die
Nachweisgrenze liegt dabei bei der Verwendung von Ethidiumbromid bei etwa
5-20 ng DNA/Bande. War die Amplifikation erfolgreich, wurden die PCR-
Produkte je nach Fragestellung fur die u. g. weiteren Methoden (vornehmlich fur

die Sequenzierung) weiter verwendet.

3.4.6. Junction-Fragment-PCR

Zur naheren Charakterisierung von Bruchpunkten bei groReren Gen-Deletionen
kamen z. T. Junction-Fragment-PCRs zum Einsatz. Dabei wurden mehrere
Deletions-Uberspannende, Exon-flankierende Oligonukleotid-Primer nach den
0. g. Kriterien ausgewahlt. Es wurde stets eine Kontroll-DNA mitgefuhrt. Fir den
Ansatz wurde das HotStarTaq Master Mix Kit verwendet. Die PCR-Produkte
wurden vergleichend auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt (5 pl Probe mit 5 pl
Agarose-Ladepuffer). Zur Beurteilung der Fragmentgrofle wurde eine
entsprechende Basenpaarleiter mit aufgetragen (100-bp-DNA-Leiter). Konnten
mittels Patienten-DNA PCR-Produkte von abweichender Grolke zum Wildtyp
erzeugt werden, wurden die entsprechenden Produkte direkt-sequenziert (ggf.
wurden zusatzliche Sequenzier-Primer bestellt) und damit der Bruchpunkt

charakterisiert.

3.4.7. Multiplex-Deletions-PCR

Zum Ausschluss der haufigen homozygoten Deletionen des JBTS4- (NPHP1-)
Gens (GroRRe des deletierten Bereichs: 290 Kb) kam eine Multiplex-PCR zum
Einsatz (Otto et al, 2008). Dazu wurden simultan drei verschiedene innerhalb

der bekannten Deletionsregion lokalisierte JBTS4-Exons (Exon 7/Fragment d:
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236 bp, Exon 11/Fragment c: 286 bp und Exon 20/Fragment b: 436 bp) und
zwei interne Kontrollgen-Exons (LHX9-Gen Exon 4/Fragment a: 515 bp und
LHX9-Gen Exon 6/Fragment e: 180 bp) entsprechend dem Protokoll amplifiziert
und analysiert (Abbildung 3.1). Fir den Ansatz kam das HotStarTaq Master Mix
Kit zum Einsatz. Die Multiplex-PCR-Produkte wurden auf einem 3 %
Agarosegel aufgetrennt (5 uyl Probe mit 5 pul Agarose-Ladepuffer). Zur
Beurteilung der FragmentgréfRe wurde eine Basenpaarleiter mit aufgetragen
(100-bp-DNA-Leiter). Die Auftrennung sowie die Qualitat und Intensitat der
PCR-Produkte wurde visuell unter UV-Licht ermittelt und ein entsprechender
Ausdruck zur Dokumentation erstellt. Stets wurde die DNA eines Patienten mit
bekannter Deletion als Positivkontrolle mitgefihrt, wobei hier ausschlieldlich die

Kontrollfragmentbanden auf dem Gel darstellbar waren.

[brl

M 1 2

500 +“— a
400 - +— b
300 -
i— C
“— d
200 -

Abbildung 3.1: Multiplex-Deletions-PCR zur Detektion von homozygoten (JBTS5-)
NPHP1-Deletionen, Bahn 1: DNA-Leiter, Bahn 2: Patient mit homozygoter Deletion, Bahn 3:
Wildtyp-DNA (Otto et al, 2008)

3.4.8. cDNA PCR und Transkript-Analysen

Fir die Bewertung des mdglichen Einflusses von einzelnen Varianten auf das
SpleiRen kam Patienten-RNA bzw. cDNA zum Einsatz. Im Vorfeld wurde
zunachst die Gewebexpression des Gens in der Literatur recherchiert und
mittels PCR fur das zur Verfigung stehende Material (i. d. R. RNA aus Blut)
bestatigt. Dabei sowie fur die Folgeanalysen kamen Oligonukleotid-Primer zum
Einsatz, die fur diese spezifische Anwendung weitgehend Exon Uberspannend
gelegt wurden, um moglichen DNA-Kontaminationen auszuschlie3en. Die
Primer wurden mittels der o.g. Kriterien ermittelt. Als PCR-Bedingungen
wurden die o. g. Standardbedingungen gewahlt. Als Grundlage flir das Primer-

Design und die Auswertung dienten die entsprechenden Transkript-Sequenzen
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des langsten offenen Leserahmens. Die generierten PCR-Produkte wurden auf
einem 1 % Agarose-Gel entsprechend ihrer ProduktgroRe aufgetrennt und auf
die Anzahl der Banden visuell unter UV-Licht Uberprift. Als Kontrolle wurde
stets ein Ansatz mit einer Wildtyp-cDNA mitgefuhrt. Die Patienten-Transkript-
Banden wurden mit dem Wildtyp-Transkriptmuster verglichen und distinkte
Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Diese Banden-DNA wurde mit dem
Nucleospin-Extract-1I-Kit (Firma: Macharey-Nagel) nach Herstellerangaben

aufgereinigt. Im Anschluss wurden die Banden sequenziert.

3.4.9. Sequenzierung nach Sanger

Die Didesoxymethode zur DNA-Sequenzierung nach F. Sanger stellt wie die
PCR eine molekulargenetische Standardmethode dar (Sanger & Coulson,
1975). Seit Anfang der 1990er Jahre ermoglichen individuell
fluoreszenzmarkiert Didesoxyribonukleotide die Verwendung aller vier
Didesoxyribonukleotide in einem Ansatz. Die Ermittlung der Basenabfolge
erfolgt heute mittels eines Kapillarelektrophoresegerats und die Anregung der
fluoreszenzmarkierten Didesoxyribonukleotide mit einem Laser. Nach dem
Prinzip der o. g. Methode wurden im Einzelnen die entsprechend an Patienten-
DNA erzeugten PCR-Produkte mittels ExoSAP-IT enzymatisch aufgereinigt.

Der Ansatz erfolgte dabei nach folgendem Standardprotokoll:

Ansatz in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalen:
2,5 ul =5 yl PCR-Produkt (je nach Konzentration) evtl. ad 5 pl A. dest.

2 ul ExoSAP

7 ul
Thermocycler-Programm:
37 °C 15 min.

80 °C 15 min.

15 °C o0

Das mittels ExoSAP-IT aufgereinigte PCR-Produkt wurde in der Folge in eine
Sequenzier-PCR eingesetzt. Dabei wurde das Produkt mit einem

Oligonukleotid-Primer und einem entsprechenden Sequenzier-Mix (Big Dye
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Terminator v1.1 Ready Reaction Mix) inklusive fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleosidtriphosphate versetzt und im Thermocycler linear amplifiziert
und die Produkte im Anschluss gefallt. Der Ansatz erfolgte dabei nach

folgendem Standardprotokoll:

Sequenzier-PCR-Ansatz in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefallen:

7 ul ExoSAP-IT behandeltes PCR-Produkt

1 ul Oligonukleotid-Primer F oder R (10 uM)

1,5 ul Big Dye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix
9,5 ul

Thermocycler-Programm:

96 °C 01:00 min  Denaturierung

96 °C 00:10 min  Denaturierung

50 °C 00:05 min  Anlagerung X 24
60 °C 04:00 min  Elongation

15 °C %0

Fallung des Sequenzier-PCR-Produktes in 1,5 ml Reaktionsgefal3en:

9,5 ul Sequenzier-PCR-Produkt

100 pl Natrium-Acetat-Mix (90 pl A. dest. +10 ul NaAc 3 M, pH 4,6-5,2)
250 i Ethanol absolut

359,5 ul

Fur die Fallung wurde der Ansatz 30 min bei RT und 13.000 rpom zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und 500 ul 70 % Ethanol zum Waschen des Pellets
zugegeben. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt (10 min, RT,
13.000 rpm) wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet im Trockenschrank
bei 50 °C getrocknet. Im Anschluss wurde das DNA-Pellet in 20 pl Hi-Di
Formamide gelost. Das so geloste Produkt wurde auf einem auf einem
Kapillarsequenzierer nach Herstellerangaben analysiert. Die qualitative
Beurteilung der generierten Elektropherogramme erfolgte mittels Sequencing
Analysis Software Version 5.2, die Auswertung der Patientendaten und

Dokumentation erfolgte weitgehend mit der SEQUENCE Pilot Software Version
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3.4.2 (Firma: JSI medical systems GmbH). Meist wurde unidirektional in
Forward-Richtung oder bidirektional sequenziert. Wurden Veranderungen
detektiert wurde stets eine Wiederholung der PCR und Sequenzierung aus dem
Patienten-DNA-Stock durchgefihrt.

3.4.10. Mikrosatelliten

Bei Mikrosatelliten bzw. Short-Tandem-Repeats handelt es sich um
hochrepetitive Nukleotidsequenzen von 1-6 Basenpaaren, die uber das
gesamte Genom verteilt vorliegen. Sie sind in der Bevolkerung haufig
polymorph. Diese Eigenschaft macht man sich u. a. zur indirekten Aussage
bezlglich der Vererbung von krankheitsrelevanten Genen zu Nutze. Die
Mikrosatelliten und flankierende Bereiche werden mittels PCR an genomischer
DNA amplifiziert, fluoreszenzmarkiert und entsprechend ihrer GrolRe
kapillarelektrophoretisch aufgetrennt, sodass eine Differenzierung von Allelen
mdglich wird. Die zur Analyse verwendeten Mikrosatelliten-flankierenden Primer
wurden entweder der Literatur oder den einschlagigen
Mikrosatellitendatenbanken (UniSTS: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists)
entnommen. Waren fir die zu untersuchenden Loci keine Mikrosatelliten
beschrieben, wurde in den o. g. Genomdatenbanken die genomischen DNA-
Sequenz des zu untersuchenden Bereichs auf mogliche Mikrosatelliten gepruft
und in die flankierenden Bereiche mittels des Primer3-Design-Tools Primer
gelegt. Die Austestung bezuglich Allelverteilung in der Bevdlkerung erfolgte
anhand von Kontrollproben. Fur die Fluoreszenzmarkierung wurden die
Mikrosatelliten-Primer entweder direkt 6-FAM-markiert oder der spezifische F-
Primer wurde am 5‘-Ende um eine Universal- (Com-F-) Sequenz verlangert
(Com-F-Sequenz: 5'-TAC GCA TCC CAG TTT GAG ACG-3’). Dann wurde in
der PCR zusatzlich zu den spezifischen Primern ein dritter, 6-FAM-markierter
Primer hinzugegeben, welcher sich an den oben genannten Uberhang lagert
und auf diese Art eine Markierung erreicht. Primer-Sequenzen sind aufgrund
des Umfangs nicht in der Arbeit enthalten und sind separat zu erfragen.
Individuelle PCR-Bedingungen fur die Mikrosatelliten-PCRs wurden mit den

0. g. Standardreagenzien (Taqg DNA Polymerase, recombinant-Kit) etabliert.
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Standard-Mikrosatelliten-PCR-Ansatz in 0.2 ml PCR-Reaktionsgefalen:

4 pl dNTPs (dNTP-Mix, 5 mM)

2,5 ul 10-fach Tag-DNA-Polymerase-Puffer

0,75 pl MgClz (50 mM)

1 pl Primer F (10 yM-Verdinnung) und:

1 pl Com-F (10 uM-Verdinnung) oder:

2 ul Fam-Primer F (10 yM-Verdiunnung)

2 ul Primer R (10 pM-Verdinnung)

0,2 pl Taq-DNA-Polymerase, rekombinant (5 U/ul)
2-4 yl DNA-Verdunnung (20 ng/pl)

Ad 25 pl A. dest.

Thermocycler-Programm:

94 °C 05:00 min  Denaturierung

94 °C 00:45 min  Denaturierung

58 °C 00:30 min  Anlagerung x 34
72 °C 01:30 min  Elongation

72 °C 10:00 min  Finalisierung

15 °C 00

Das erzeugte PCR-Produkt wurde nach grober visueller Abschatzung der
Produktmenge im 1 % Agarosegel (zum Auftragen 1:1 vermengt mit Agarose-
Ladepuffer) unter UV-Licht durch Vergleich mit einer Basenpaarleiter (7100 bp
DNA ladder) je nach Bandenintensitat 1:1 bis 1:50 mit A. dest. verdinnt. Fur die
weitere Fragmentanalytik wurden 1-2 ul der verdunnten Probe mit 8,5 yl Hi-Di
Formamid und 0,5 ul LIZ-GroRenstandard (GeneScan-500 LIZ) versetzt. Die
Auftrennung der Fragmente zur Langenbestimmung erfolgte mittels eines
hochauflosenden  Polymers  (3130: POP-7 Polymere) auf einem
Kapillarsequenzierer (AB3130 Genetic Analyzer). Die Auswertung der
Fragmentanalytik erfolgte mittels Genemapper Software Version 4.0 nach

Herstelleranleitung.
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3.4.11. SNP-Array-Analysen
In den letzten Jahren werden zunehmend Mikro-Arrays zum Nachweis

submikroskopischer chromosomaler Veranderungen wie Deletionen und
Duplikationen verwendet, da diese eine hohere Auflosung als die konventionelle
Zytogenetik ermdglichen (Fodor et al, 1991). SNP-Arrays wurden ursprunglich
vor allem flr Assoziationsstudien eingesetzt und entwickelt. Sie ermdoglichen
eine Genotypisierung und den Nachweis von homozygoten Bereichen im
untersuchten Genom. Der fur beide Zwecke hier verwendete Genome-Wide
Human SNP Array 6.0 ist ein mit 25-mer Oligonukleotiden beschichteter Gene-
Chip-Array. Er enthalt insgesamt etwa 1,8 Millionen Marker, davon 906.600 fur
bekannte, Uber das komplette Genom verteilte Polymorphismen. Diese dienen
der Detektion von homozygoten Bereichen im Genom. Zusatzlich enthalt der
946.000

Kopienzahlveranderungen.

Array nicht-polymorphe Marker ~ zum Nachweis  von

Im Durchschnitt wird damit ein maximaler
Markerabstand von 700 Basenpaaren im menschlichen Genom erreicht. Die
Methodik basiert bei dem Genome-Wide Human SNP Array 6.0 auf dem
Perfect-Match/Mismatch-Prinzip (Abbildung 3.2), bei die

fluoreszenzmarkierte Patienten-DNA nach Verdau und Amplifikation entweder

dem

an die entsprechende Sonde hybridisiert (Perfect-Match) oder nicht (Mismatch).

+ ¥ 1 t t t
Nsp | Msp | Sty Sty | Sty

+ RE digestion

+ Nsp adaptor ligation

PCR: Omne primer
amplification

T
—
—

]

—

|

n
|

=

l RE digestion

l Sty adaptor ligation

l PCR: One primer
amplification

Complexity
reduction cleanup

Fragmentation and
end-labeling

Hybridization
and wash

Abbildung 3.2: Perfect-Match/Mismatch-Methodik des Affymetrix Genome-Wide Human
SNP Array 6.0 zur SNP-Detektion (http://www.affymetrix.com).
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Die mittels eines Scanners detektierten Signale der entsprechenden Sonden
werden bioinformatisch verrechnet (u. a. normalisiert gegen Kontrollproben-
Signale und die Signale des aktuellen Laufs). In Verbindung mit
Annotationsdaten, die Informationen zur genomischen Position der Sonden
enthalten, konnen diese zugeordnet werden und Ruckschlisse auf den
Genotyp und die Kopienzahl eines bestimmten chromosomalen Abschnitts

gezogen werden.

Die Patienten-DNA-Proben wurden nach Herstellerangaben in zwei parallelen
Ansatzen mittels zweier Restriktionsenzyme verdaut (Enzyme: Nspl bzw. Styl),
die Adaptoren ligiert und die Fragmente schlielBlich mittels PCR amplifiziert
(FragmentgrofRRe: 200-1100 bp). Im Anschluss erfolge eine Aufreinigung mittels
magnetischer Beads. Die gereinigten PCR-Produkte wurden durch einen
DNasel-Verdau fragmentiert, durch die terminale Desoxynukleotidyltransferase
Biotin-gelabeld und weiter entsprechend den Herstellerangaben verfahren. Die
Messung der Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines Scanners durchgefuhrt. Die
bioinformatische Verarbeitung der Rohdaten erfolgte mit der Affymetrix
Genotyping Console 4.0 Software unter Verwendung der Annotation-Files
Version NA30 (hg18/GRCh36) bzw. NA32 (hg19/GRCh37) unter Verwendung

von Referenzproben.

3.4.11.1. Nachweis submikroskopischer Deletionen/Duplikationen

Fir die Kopienzahlanalyse wurden als Qualitatsmindestanforderung ein MAPD-
Wert < 0,3 und Waviness-SD-Wert < 0,1 gewahlt. Zur Interpretation und
Darstellung der Ergebnisse wurde die Chromosome Analysis Suite Software
verwendet. In der Auswertung und Interpretation von Kopienzahlvarianten
wurden i. d. R. ausschliel3lich Abweichungen mit einer MindestgroRe von
200 Kb und einem durchschnittlichen Markerabstand von maximal 5 Kb
berticksichtigt. Fur die Einschatzung des Charakters einer Kopienzahlvariante
wurden Offentliche Datenbanken (Database of Genomic Variants:
http://projects.tcag.ca/variation/, DECIPHER: http://decipher.sanger.ac.uk) bzw.
Daten des eigenen Kollektivs zu Rate gezogen. Aullerdem wurde gepruft,
inwieweit die Bereiche annotierte Gene enthalten. Wurden Varianten als

maoglicherweise pathogenetisch relevant eingestuft, wurde eine Bestatigung
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mittels quantitativer PCR und falls verfugbar eine Untersuchung von elterlichen

Proben durchgefuhrt.

3.4.11.2. Nachweis von Homozygotie bei Blutsverwandtschaft

A priori ist bei parentaler Konsanguinitat von homozygoten Haplotypen der
Patienten fir den der Erkrankung zugrunde liegenden Genort auszugehen.
Diese vermehrte genomisch auftretende Homozygotie kann bei bekannter
Blutsverwandtschaft der Eltern vor allem bei Verdachtsdiagnose auf eine
heterogene autosomal rezessive Erkrankung zur gezielten Priorisierung von
Kandidatengenen zum Einsatz kommen. Zum Nachweis der Homozygotie
konnen beispielsweise Mikrosatelliten oder wie in der hier vorliegenden Arbeit
SNP-Arrays verwendet werden, da mittels dieser Methodik eine
Genotypisierung moglich ist.  Abbildung 3.3 zeigt, dass grolere
Homozygotieblocke beispielsweise > 10Mb in der zentraleuropaisch-
stammigen Population bei nicht bestehender Blutsverwandtschaft sehr selten

vorkommen (McQuillan et al, 2008).

100 4

80 -
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Eu -
9, 50
40
30 -
20
10 -
0
<1.5 1.5-2.49 2.5-4.99 5-9.99 =10
Mb
HEndogamous Dalmatian B Endogamous Orcadian ECroatian
HEMixed Dalmatian COMixed Orcadian ECEU
H Scottish EHalf Orcadian

Abbildung 3.3: Durchschnittliche GroBe der detektierten homozygoten Bereiche in
verschiedenen Populationen, beispielweise zeigen 0,5 % der nicht blutsverwandten

zentraleuropaisch-stammigen (CEU-) Population homozygote Bereiche mit einer Grofte von
> 10Mb (McQuillan et al, 2008).

Der o. g. Array kam bei Indexpatienten mit bekannter Konsanguinitat fur die

Priorisierung von Kandidatengenen zum Einsatz. Als Qualitatsparameter flr die
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Genotypisierungsdaten wurde ein Contrast-QC-Wert > 0,4 angestrebt. Die
Visualisierung der Daten erfolgte ebenfalls mit der Chromosome Analysis Suite
Software (Version: N1-2-0.225). Homozygotieblécke wurden als Bereiche mit
mindestens 10 homozygoten SNPs und eine MindestblockgroRe von 1000 Kb
definiert. Zur Priorisierung wurde ein spezielles Cytoregions-Files erstellt, mit
welchem die aktuell bekannten Ziliopathie- und Zystennieren-Loci gleichzeitig

visualisiert werden konnen.

3.4.12. Quantitative Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Methode zur Echtzeit-Quantifizierung von PCR-
Produkten wahrend der PCR-Reaktion. Einer Messung der PCR-Produkt-
Menge in der exponentiellen Phase der PCR ermdglicht Ruckschlisse auf die
Menge der ursprunglich eingesetzten DNA (Weis et al, 1992), (Higuchi et al,
1993). Hierfur werden die zu untersuchenden Produkte wahrend der PCR
fluoreszenzmarkiert, beispielsweise mit dem in die DNA interkalierenden
Farbstoff SYBR-Green, und die Menge an Produkt anhand der Detektion der
Intensitat des Fluoreszenzsignals ermittelt (Morrison et al, 1998). Die
Quantifizierung kann dabei absolut oder relativ erfolgen. Zum Vergleich der
PCR-Effizienz und zur relativen Quantifizierung kann auRerdem eine
Standardreihe flir Ziel- und Referenzgen zum Einsatz kommen. Die Real-Time-
PCR kommt bei einer Vielzahl von Anwendungen wie der Ermittlung der
Gewebeexpression verschiedener Transkripte eines Zielgens, aber auch zur

Kopienzahlermittlung an genomischer DNA zum Einsatz.

Zur Bestatigung der mittels SNP-Array-Analytik ermittelten
Kopienzahlabweichungen wurden fur die Anwendung der quantitativen PCR
i. d. R. drei Primer-Paare in der zu untersuchenden Region nach den o.g.
Kriterien und mittels der o. g. Primer-Design-Tools ausgewahlt und bestellt. Fur
die Ansatze wurde das Power SYBR Green Master-Mix-Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Zur relativen Quantifizierung wurde eine
Standardreihe aus drei DNA-Verdunnungen hergestellt (50 ng/ul, 5 ng/ul,
0,5 ng/ul) und neben Patienten und elterlichen DNA-Proben sowie Kontroll-
DNA-Proben mitgeflhrt.
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Standard-g-PCR-Ansatz in 1.5 ml Reaktionsqgefal}:

10 pl 2x Power SYBR Green Master-Mix

2 ul Primer-Mix F und R (10 uM-Verdlinnung)

6 ul RNAse freies A. dest.

24l DNA (10 ng/ul), bzw. Verdinnungen der Standardreihe
20 pl

Der o.g. Ansatz wurde stets als Doppelansatz angesetzt, 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und schlief3lich vor dem Start der Amplifikation im

Thermocycler jeweils auf zwei Wells einer 96-well-Platte pipettiert.

Thermocycler-Programm:

95 °C 10:00 min  Polymerase-Aktivierung

95 °C 00:15 min  Denaturierung

60 °C 01:00 min  Anlagerung, Elongation ] x 40
4°C o0

Die Beurteilung der Laufqualitdt und die Bestimmung der Kopienzahl der

untersuchten Bereiche erfolgte mit der StepOne™-Software (Version: 2.2.1).
3.4.13. Next-Generation-Sequencing und Pyrosequenzierung

Neue Sequenziertechnologien ermdglichen die Amplifikation eines gesamten
menschlichen Genoms oder des gesamten kodierenden Bereichs (Exom)
mittels Hochdurchsatzgeraten in wenigen Tagen. Die zugrunde liegenden
Sequenziertechniken sind bei den jeweiligen Herstellern verschieden und
haben entsprechend unterschiedliche Vor- und Nachteile. Allen Geraten dieser
so genannten "zweiten Generation" ist jedoch gemein, dass sie die
verschiedenen Nukleotide indirekt z. B. durch Fluoreszenzmarkierung oder
Lichtemission detektieren und auf einer massiven parallel ablaufenden
Amplifikation und Sequenzierung der DNA basieren. Dies ist auch erforderlich,
um Fehler, die in den Einzelsequenzen entstehen, auszugleichen. Die
Coverage ist entsprechend ein Mal} daflr, wie oft eine Base innerhalb eines

Laufs gelesen wurde. Als Qualitatswert fur die einzelnen Basen dient dabei der

Seite | 41



3. Material und Methoden

Q-Wert. Ein Q-Wert von 30 (Q30) bedeutet beispielsweise, dass bei der
entsprechenden Base eine 99,9 %ige Wahrscheinlichkeit besteht, dass diese
Base korrekt gelesen wurde. Neben den Hochdurchsatzgeraten etablieren sich
zunehmend auch Benchtop-NGS-Gerate am Markt. Sie basieren auf den
gleichen Prinzipien wie die groReren Gerate. Die Benchtop-Gerate bringen zwar
eine geringere Sequenzierkapazitat mit, sind jedoch mit geringerem Aufwand zu
betreiben. Neben weiteren Aspekten sei vor allem erwahnt, dass ein
wesentlicher Vorteil in den verhaltnismalig gering ausfallenden Datenmengen
pro Lauf besteht. Somit werden keine besonderen Anforderungen an die IT-
Infrastruktur und die Auswerte-Pipeline der Daten gestellt. Die Leistung dieser

Gerate wurde bereits ausfluhrlich erprobt (Loman et al, 2012).

Am Institut fur Humangenetik der RWTH Aachen wurde als Next-Generation-
Sequencing-Gerat ein GS Junior der Firma Roche angeschafft und im Rahmen
dieser Arbeit die Methodik des Next-Generation-Sequencings anhand eines
Gen-Panels fur die haufig von Mutationen betroffenen MKS- und JS-/JSRD-
Gene MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9, JBTS3 etabliert. Die
bei dem GS Junior zum Einsatz kommende, in Abbildung 3.4 und 3.5

dargestellte 454-Technologie basiert auf dem Prinzip der Pyrosequenzierung

(Ronaghi et al, 1998).
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Abbildung 3.4: Prinzip der Pyrosequenzierung beim GS Junior (Mardis, 2008).

Bei dieser Methodik finden grundsatzlich Amplifikation und Sequenzierung
parallel statt, wobei die vier Nukleotide stets nacheinander zugegeben werden.

Wird ein entsprechendes Nukleotid durch die Polymerase eingebaut, wird ein
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Lichtsignal freigesetzt, welches detektiert werden kann. Dies ermdglicht
Ruckschlisse auf die Base an der entsprechenden Position. Das Lichtsignal
kommt bei der Pyrosequenzierung basierend auf einer Kette von chemischen
Reaktionen zu Stande. Beim Einbau des Nukleotids wird Pyrophosphat (PPi)
freigesetzt. Aufgrund der enthaltenen weiteren Substrate und Enzyme entsteht
in der Folge Adenosintriphosphat. Eine ebenfalls enthaltene Luciferase nutzt
dieses zur Umwandlung von Luciferin in Oxiluciferin, wodurch das Lichtsignal
entsteht. Bei dem GS Junior wird dies fir etwa 200.000 PCR-Produkt-tragende
Beads parallel durchgefuhrt. Die Beads werden auf eine geratespezifische Pico-
Titer-Platte aufgebracht, im Gerat fixiert und mittels einer CCD-Kamera
detektiert. FUr die Analyse von Gen-Panels ist eine Voranreicherung der zu
untersuchenden Fragmente erforderlich (Target-Enrichment). Diese kann
beispielsweise durch eine sondenbasierte gezielte Anreicherung von DNA
durch Hybridisierung oder durch gezielte PCR-Amplifikation im Vorfeld der
Sequenzierung erfolgen. Bei dem konventionellen PCR-basierten Angang mit
genspezifischen Primern werden die generierten PCR-Produkte, hier Amplikons
genannt, aufgereinigt, aquimolar gepoolt und die jeweiligen Strange mittels
Emulsions-PCR in Mikroreaktoren in einer Reaktion erneut amplifiziert und Uber
die unten genannten Adapter-Sequenzen A und B wahrend der Reaktion an
Beads gebunden. Nach dem Aufbrechen der Emulsion und der Freisetzung der
Produkttragenden Beads werden diese mittels weiterer magnetischer Beads
von den Beads ohne Amplifikate getrennt und entsprechend angereichert.
Schliel3lich werden Sequenzier-Primer angelagert und die Pyrosequenzierung
bidirektional im Gerat durchgefuhrt (Abbildung 3.4 und 3.5).

Roche (454) GSFLX Workflow:
Library construction Ermulsion FCR FTF loading

A\ 7
& I_[... 2\ ‘} g, "«
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Library-Generierung (hier mittels Adapter-
Ligation), Emulsions-PCR und Beladen der Picotiter-Platte bei der 454-Technologie
(Mardis, 2008).

Der gewahlte Ansatz basiert auf PCR-Voramplifikation der kodierenden

Bereiche und entsprechender Exon-/Intron-Ubergénge der o.g. Ziliopathie-
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Gene. Primer fur die zu untersuchenden Abschnitte wurden nach den
Herstellerempfehlungen (454 Sequencing System Guidelines for Amplicon
Experimental Design) konzipiert, wobei stets die folgenden durch den Hersteller

vorgegebenen Universal-Erkennungssequenzen angefligt wurden:

Vorwarts-Primer (A-Adapter-Sequenz):
5'-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-genspezifischer Teil-3'

Ruckwarts-Primer (B-Adapter-Sequenz):
5'-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-genspezifischer Teil-3'

Entsprechend den Herstellerempfehlungen wurden einheitliche PCR-
Produktgrofien von 350-450 Basenpaaren gewahlt. Insgesamt wurden die
kodierenden Abschnitte der genannten Gene mit 173 Amplikons abgedeckt. Auf
Multiplex-Identifier zur parallelen Amplifikation mehrere Patienten wurde
verzichtet. In Einzelfallen wurden jedoch verschiedene Patienten flr
verschiedene Gene in einem Lauf gemeinsam angesetzt. Die HPLC-
gereinigten-Primer wurden Uber die Firma Eurofins MWG Operon bezogen.
Aufgrund des Umfangs an Primern wurde an dieser Stelle auf eine vollstandige
Auflistung der Sequenzen verzichtet. Diese kdnnen bei Bedarf separat erfragt

werden.

Der gesamte Ansatz erfolgte weitgehend entsprechend den im Folgenden

genannten Protokollen des Herstellers:

Amplikonsdesign: 454 Sequencing System Guidelines for

Amplicon Experimental Design
(Version-1: August 2010, Version-2: March2012)
Amplikongenerierung: Amplicon Library Preparation Method Manual

(Version-1: RevJune2010, Version-2: March2012)
Emulsions-PCR, Anreicherung: emPCR Amplification Method Manual - Lib-A

(Version-1: RevApril2011, Version-2 March2012)
Sequenzier-Lauf: Sequencing Method Manual

(Version-1: RevJune2010, Version-2: March2012)
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Die Amplikons wurden zunachst mittels PCR an Patienten-DNA in 96-well-

Platten generiert.

Amplikon-PCR-Ansatz in 96-well-Platten:

2,5 ul 10-fach AccuPrime PCR Puffer Il

2 pl Primer-Mix F/R (einer 5 yM Verdinnung)

0,1 i AccuPrime Taqg DNA Polymerase High Fidelity

15,4 pl A. dest.

Sul Patienten-DNA-Verdunnung (10 ng/ul) bzw. A. dest. (Leerwerte)
25 ul

Thermocycler-Programm:

94 °C 02:00 min  Aktivierung, Denaturierung

94 °C 00:30 min  Denaturierung

59 °C 00:30 min  Anlagerung x 35
68 °C 01:00 min  Elongation

72 °C 10:00 min  Finalisierung

4°C o0

Zur Etablierung wurden alle generierten Amplikons sowie die entsprechenden
Wasserkontrollen auf Agarosegelen analysiert. Im Anschluss an die
Etablierungsphase wurde auf ein vollstdndiges Testen aller Amplikons auf
Agarosegelen verzichtet und lediglich einzelne Amplikons exemplarisch
getestet. Eine Primer-Dimer-Bildung wurde fur einzelne Primer-Paare auch
mittels des 2100 Bioanalyzers (Firma: Agilent) ausgeschlossen, wobei die PCR-
Produkte zur Visualisierung mit dem genannten Gerat nach Herstellerangaben
vorbereitet wurden (Kit: DNA 1000, Firma: Agilent). Die generierten Amplikons
wurden schlieBlich mit dem Agencourt AMPure XP-Kit (Vertrieb: Beckman
Coulter) in 96-well-Platten mittels eines Magnetstanders aufgereinigt, wobei
nach Titrationsversuchen ein vom Originalprotokoll abweichendes Bead-DNA-
Verhaltnis gewahlt wurde (Verhaltnis: 18 ul PCR-Produkt, 32 bzw. 50 ul Beads).
Im Anschluss wurden die Amplikons mittels des Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Reagent-Ansatzes weitgehend nach Herstellerangaben (96-well-Platten-

Protokoll) quantifiziert. Zur Generierung der erforderlichen Standardreihe im
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Doppelansatz wurde abweichend eine Lamda-DNA (eigene Ausgangs-
Verdinnung 100 ng/ul) der Firma Promega verwendet. Fur die Standardreihe
wurden folgende Verdinnungsstufen verwendet: 1) 100 ng/Well, 2)
50,00 ng/Well, 3) 25,00 ng/Well, 4) 12,50 ng/Well, 5) 6,65 ng/Well 6)
3,13 ng/Well, 7) 1,56 ng/Well. Abweichend vom originalen Amplikonprotokoll
wurden 3 ul gereinigtes PCR-Produkt mit 97 ul Tris-EDTA-Puffer zur Messung
verwendet. Die PCR-Produkt-Menge wurde mittels eines VICTOR?-
Plattenfluorimeters gemessen (Parameter der Fluoreszenzmessung:
485 nm/535 nm, 0,1 Sekunde, Firma: PerkinElmer). Die Berechnung der
tatsachlichen Quantitaten der Amplikons erfolgte mittels einer Excel-Vorlage
unter Einbeziehung der Standardreihe (Cut-off: R* > 0,98) und Verrechnung der
entsprechenden Verdinnungsstufen. Die Verdlinnung der Amplikons auf
1 x 10° Molekule/ul und die Herstellung des aquimolaren Amplikonpools
(=Library) erfolgte weitgehend nach Herstellerangaben (Abweichung: Es
wurden 3 pl gereinigtes PCR-Produkt mit entsprechend der 3-fachen Menge
Tris-EDTA-Puffer angesetzt) Im Anschluss wurde die 10’-Library-Verdiinnung

fir den Ansatz der Emulsions-PCR generiert.

FUr die erneute Amplifikation der Library und die Verknupfung der Produkte an
Beads in der Emulsions-PCR, die Anreicherung der PCR-Produkt-tragenden
Beads und die Beschickung und Vorbereitung des Pyrosequenzierlaufs kamen

folgende Kits und Geratschaften der Firma Roche zum Einsatz:

e GS Junior Titanium emPCR Kit (Lib-A)

e GS Junior Titanium Sequencing Kit

e GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit

e GS Junior Titanium Sequencing Buffers Kit

e GS Junior emPCR Bead Counter

e GS Junior Bead Deposition Device und Counterweight
e GS Junior Sipper Maintenance Kit

e GS Junior Maintenance Wash Kit

e |IKA Turrax
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Die Emulsions-PCR wurde nach Herstellerangaben angesetzt. Es wurden 5 pl
einer 1:10-Verdiinnung der 107 Library eingesetzt (entspricht 1 Molekiil/Bead).
Die fertige Emulsion-PCR wurde stets optisch auf einen mdglichen Bruch der
Emulsion geprtft. Nach Freisetzung der PCR-Produkt-tragenden Beads wurden
diese entsprechend den Herstellerangaben mittels der o. g. Kits angereichert.
Mittels des Bead-Counters wurde die Menge an angereicherten Beads
kontrolliert, Wurden 450.000-1.000.000 Beads angereichert, wurde eine
Sequenzierlauf durchgefuhrt. Das Gerat wurde nach Herstellerangaben auf den
Lauf vorbereitet und die PCR-Produkt-tragenden Beads auf die Pico-Titer-Platte

mit dem Bead-Deposition-Device aufgebracht:

1. Lage (Pre-Layer): Enzym-Beads
2. Lage: PCR-Produkt-Beads und Packing-Beads
3. Lage (Post-Layer): Enzym-Beads
4. Lage: PPiase-Beads

Fir den o. g. Ansatz kamen aulierdem folgende nicht enthaltene Komponenten
und Gerate zum Einsatz: Natriumhydroxid, Ethanol absolut und 2-Propanol,
1,5 ml-Reaktionsgefal-Magnetstander  (Eigenkonstruktion)  sowie  eine
Plattenzentrifuge (Model 5430) und eine Tischzentrifuge (Fresco 17). Der Lauf
wurde schliedlich mittels der GS Junior Sequencer Software (Versionen
2.5p1/2.7) mit 200 Zyklen gestartet.

Zur primaren Datenverarbeitung wurde das Full-Processing-For-Amplicons-
Protokoll gewahlt. Die Laufqualitat wurde mittels der GS Run Browser Software
visualisiert und Uberprift. Besonderes Augenmerk wurde darauf gerichtet, dass
kurze Fragmente (< 150 Basenpaare), welche beispielsweise ein vermehrtes
Auftreten von Primer-Dimeren kennzeichnen, nicht gehauft enthalten waren.

Generell wurden folgende Laufparameter angestrebt:

Total Raw Wells: < 250.000 (> 100.000)

e Total Key Pass/Total Raw Wells: > 90 %

e Number Of Passed Filter Reads: > 50.000-88.000
e Mix+Dots/Total Key Pass: <20 %

e Total Pass Filtering/Total Key Pass: > 25-50 %
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Zur weiteren Auswertung der Laufe wurde die SequencePilot Software (Modul:
SegNext, Version: 3.5.2) der Firma JSI medical systems verwendet. Hierzu
wurden die im Vorfeld generierten SFF-Dateien verwendet und gegen die
angelegten Referenzsequenzen fir die jeweiligen Amplikons (i.d.R.
kodierende Exons sowie +/- zehn Basen des Introns) aligned. Als Coverage-
Cut-off wurden 50 Reads je Base fur den o.g. analyserelevanten Bereich
(mindestens 25 Reads pro Base in jede Richtung) definiert. Als Cut-off fir die

Detektion heterozygoter Basen wurden dabei folgende Parameter festgelegt:

e Ignore Coverage: 5 %
e Distinct Coverage: 20 %
e Low coverage absolute: 0

e Complete fragments only: no

Bei zu geringer Coverage oder Abweichungen von der Referenzsequenz im
kodierenden Bereich sowie im Bereich der Exon-/Intron-Ubergange > 20 %
wurde der entsprechende Abschnitt mittels Sanger-Sequenzierung

nachanalysiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Zusammenfassende Ergebnisse fiur MKS, JS/JSRD und BBS

Als Basis fur die Erstellung eines diagnostischen Algorithmus wurden zunachst
fur die Syndrome MKS, JS/JSRD und BBS die bestehenden Literaturdaten zu
Mutation in den derzeit bekannten MKS- (MKS1-10), JBTS- (JBTS1-17) und
BBS-Genen (BBS1-16) gepruft. Die einbezogenen Literaturdaten sind in den
Tabellen A4, A5 und A6 des Anhangs zusammengestellt. Im Anschluss wurden
die Ergebnisse der eigenen molekulargenetischen Analysen und klinische
Daten des eigenen Kollektivs erfasst und mit den ermittelten Literaturdaten
verglichen. Dabei lag der Fokus fur die Syndrome MKS, JS/JSRD auf den
derzeit als haufig von Mutationen betroffenen, bekannten Genen MKS1, MKS3,
MKS4 und MKS6 sowie JBTS3, JBTSS, JBTS6, JBTSO9.

4.1.1. MKS

4.1.1.1. Literaturdaten zu Mutationshaufigkeiten fiir die MKS-Gene

Die bestehenden Literaturdaten zu Mutationen in den Genen MKS1-10 wurden
systematisch in Hinblick auf die ethnische Zusammensetzung der Kohorten,
Anzahl der untersuchten Familien/Individuen, Vorselektion der Kohorten
(Kopplungsanalytik, Homozygosity-Mapping, Mutationsausschluss in anderen
Genen), angewandte Methodik (Sanger-Sequenzierung, dHPLC-/WAVE-
Technologie, Next-Generation-Sequencing) und Anzahl der detektierten
Mutationen sowie Kklinische Einschlusskriterien gepruft. Insgesamt wurden
zunachst 27 Publikationen und eine Dissertation mit Mutationsbeschreibungen
ausgewertet und in Hinblick auf die Erfullung folgender Einschlusskriterien fur
eine weitere Einbeziehung der Daten analysiert (Liste der Publikationen:
Anhang Tabelle A4):

1) Die klinischen Einschlusskriterien der Kohorte wurden angegeben und diese
waren mit der Diagnose MKS vereinbar. Somit lag mindestens eine pranatale

multizystische Nierendysplasie und mindestens eins der folgenden drei
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Kriterien bei mindestens einem Betroffenen in einer Familie vor: Okzipitale
Enzephalozele und/oder (postaxiale) Polydaktylie, Duktalplattenmalformation
der Leber bzw. (periportale) Leberfibrose.

2) Die ethnische Zusammensetzung der Kohorte wurde angegeben.

3) Es handelte sich nicht um eine Einzelfallbeschreibung zur Genidentifikation

ohne weitere Patienten.

In die finale Auswertung wurden schliel3lich Daten von acht Publikationen in
Verbindung mit einer Dissertation einbezogen, die die o. g. Kriterien erfullten
(MKS P1 bis P8: Tabelle A4 des Anhangs). Hierbei wurde aufgrund der in der
Literatur beschriebenen Unterschiede in den Mutationshaufigkeiten und
Foundereffekten in verschiedenen Ethnien eine Unterteilung in drei Gruppen
vorgenommen: 1) Europaisch-kaukasische Kohorten, 2) Finnische Kohorten, 3)
Multiethnische Kohorten inklusive blutsverwandter Patienten aus verschiedenen
orientalischen Landern (Tdrkei und arabische Lander). Insgesamt wurden
Daten zu 313 Familien erfasst, davon 61 europaische, 56 finnische und 196
Familien aus multiethnischen Kollektiven. Von den derzeit bekannten 10 MKS-
Genen wurden zunachst Haufigkeitsdaten zu vier Genen erfasst: MKS1, MKS3,
MKS4 und MKS6, da hier nach Auswertung in der Mehrzahl der Falle
Mutationen detektiert wurden. Zu den weiteren MKS-Genen (MKS2, MKSS5,
MKS7-MKS10) wurden bisher meist Einzelfallbeschreibungen oder
Beschreibungen von Mutationen in spezifischen ethnischen Populationen
publiziert (Tabelle 4.2).

Im Falle von MKS?7 ist aul3erdem die phanotypische Zugehorigkeit zu MKS nicht
restlos nachgewiesen. Die Patienten werden derzeit als Meckel-Like
eingeordnet, da bisher kein Fall mit okzipitaler Enzephalozele beschrieben

wurde.

Wurden Patienten in mehreren Kollektiven untersucht, wurden diese — soweit
ersichtlich — nicht mehrfach erfasst. Bei vorselektierten Kohorten wurden die
Patientenzahlen anhand der bekannten Haufigkeiten flr die zuvor
beschriebenen und untersuchten Gene hochgerechnet. Die Detektion lediglich
einer pathogenen Mutation wurde fur die verschiedenen Gene kaum berichtet

(n= vier Falle) und daher die Daten zu diesen Patienten nicht bertcksichtigt.
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Die detaillierte Zusammensetzung der europaischen Kollektive wurde in den
Studien nicht naher beschrieben. Mutationen wurden explizit in deutschen,
irischen, schwedischen und portugiesischen Familien erwahnt. Keine Mutation
wurde in den europaischen Kollektiven in 13 % der Falle nachgewiesen, bei
87 % der Patienten wurden somit ursachliche pathogene Mutationen
identifiziert. Die Mehrzahl der Mutationen findet sich im MKS71-Gen (36 %),
gefolgt von den Genen MKS3, MKS4 und MKS6 (Abbildung 4.1).

Ermittelte Mutationsverteilung in europaischen Familien

MKS4: 14%

Detektionsrate MKS1,3,4,6: 87%
bei n=61 Familien P1.3.4.56

MKS1: 36%

MKS3: 23%

MKS4: 14%

MKS6: 14%

Keine Mutation in 0. g. Genen: 13%

Abbildung 4.1: Aus der Literatur ermittelte Mutationshaufigkeiten der fiir die Auswertung
einbezogenen MKS-Gene der europdischen Kollektive.

Die hochste Gesamtdetektionsrate wurde fur das MKS in Finnland ermittelt
(Abbildung 4.2). In 90 % der Falle konnte die Ursache der Erkrankung
molekulargenetisch aufgeklart werden. Der Grofteil der Mutationen wird im
MKS1-Gen detektiert (65 %). Hierbei ist vor allem die intronische
spleilirelevante = MKS7-Foundermutation Finmajor: c.1408-34 1408-6del
(zunachst in der Literatur als IVS15-7_35del bezeichnet) von Bedeutung.
Neben dieser und der MKS6-Spleilmutation ¢.1762C>T, p.GIn588X
(funktionell: p.Val587fs) wurden bisher lediglich vier weitere Mutationen bei zwei
Betroffenen beschrieben. Somit tragen zu den o. g. hohen Detektionsraten fur
das MKS in Finnland fast ausschliel3lich die zwei einleitend genannten
Veranderungen bei (Tallila, 2009).
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Die Heterozygotenfrequenz fir die MKS7-Foundermutation (Finmajor. €.1408-
34 _1408-6del) wurde in einer Publikation ebenfalls fur deutsche Falle ermittelt
und mit 1:260 beziffert (Auber et al, 2007).

Ermittelte Mutationsverteilung in finnischen Familien

Detektionsrate MKS1,4,6: 90%

bei n=56 Familien P56

MKS1: 65%

MKS6: 23%

MKS4: 2%

Keine Mutation in 0. g. Genen: 10%
(MKS3: ebenfalls 0 %)

Abbildung 4.2: Aus der Literatur ermittelte Mutationshaufigkeiten der fiir die Auswertung
einbezogenen MKS-Gene der finnischen Population.

Die Beurteilung der multiethnischen Kollektive flihrte nicht zu validen
Ergebnissen Uber Haufigkeitsverteilungen aller vier genannten Gene, da
bezlglich des MKS4-Gens bisher keine Haufigkeitsdaten veroffentlicht wurden
(Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Derzeit existierende Daten zu multiethnischen Kollektiven in Bezug auf
Mutationshaufigkeiten der Gene MKS1, MKS3, MKS4 und MKS6. (*=Haufigkeitsbereich:
Angabe Uber Anzahl der untersuchten Familien unklar (n=54-120), **= Mindestdetektionsrate,
KA= keine Angaben).

Gen Ermittelte Mutationshaufigkeit
MKS1 7-15%*2

MKS3 11-16%*">8

MKS4 KA

MKS6 >9%*+"7

Dariber hinaus konnte fir das MKS6-Gen nur ein Mindestanteil ermittelt
werden, da die Analytik der in Tabelle 4.1 berlcksichtigten Publikation zum

Zeitpunkt der Veroffentlichung nach Angabe der Autoren nicht vollstandig
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abgeschlossen war. Hier wurden zunachst blutsverwandte und Multiplex-
Familien auf eine Vereinbarkeit mit Mutationen im MKS6-Gen voruntersucht
und mehrheitlich in den kompatiblen Familien Mutationen detektiert.
Untersuchungen der weiteren sporadischen Falle im Gesamtkollektiv lagen
jedoch noch nicht vor, daher geben die Autoren eine Mindestdetektionsrate an.
Etwa die Halfte der hier einbezogenen Mutationen wurde in blutsverwandten

Familien aus Algerien, Pakistan und der Turkei detektiert.

Ein geringerer Anteil an Mutationen, der zu einer 100 %-igen Detektionsrate
fehlenden 13 % bzw. 10 % der europaischen und finnischen Population,
verteilen sich auf die weiteren bekannten Gene MKS2, MKS5, MKS7, MKSS,
MKS9, MKS10. Der genaue Anteil konnte jedoch nicht ermittelt werden, da hier
bis dato i.d.R. nur Einzelfamilien berichtet wurden oder mehrheitlich
besondere Populationen oder Familienkonstellationen untersucht wurden. Die

bisher veroffentlichten Falle sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der beschriebenen Einzelfamilien fiir die weiteren MKS-
Gene. (Franzds.= franzésisch, Kl= keine Information verfligbar, Kons.= Konsanguinitat,
Pakistan.= pakistanisch, Palastin.= palastinensisch, Tun.= tunesisch, *= bei einer Familie wurde
eine Dandy-Walker-Malformation berichtet, drei Familien zeigten keine oder diffuse ZNS-
Auffalligkeiten)

MKS2 MKS5 MKS7 MKS8 MKS9 MKS10
Gen: (TMEM216) | (RPGRIP1L) | (NPHP3) (TCTN2) (B9D1) (B9D2)
(Valente et al, (Delous et al, (Bergmann et | (Shaheen et al, (Hopp et al, (Dowde et al,
2010) 2007) al, 2008) 2011) 2011) 2011)
Anzahl n=6 n=2 n=4 (1) n=1 n=1 n=1
Familien:
2x Tun., 1x Marokkan Surinamisch
Herkunft: | 3x Palastin., .| Turkisch Arabisch USA (Indisch-
" 1x Franzés. .
1x Britisch Pakistan.)
Kons. Kl + - + + - +

Um Uberschneidungen der Daten zu vermeiden wurden Publikationen zum
eigenen Kollektiv nicht in die initiale Literaturauswertung bezuglich der
Haufigkeit von Mutationen mit einbezogen (Frank et al, 2007), (Frank et al,
2008).
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4.1.1.2. Daten des eigenen MKS-Kollektivs

Bei Indikation "Verdacht auf Meckel-Gruber-Syndrom" wurden im eigenen
33 der
pathogenetisch relevante Veranderungen in den vier Genen MKS1, MKSS3,
MKS4 und MKS6 detektiert (37,5 %). Die Segregation wurde bestatigt, soweit

elterliche/kindliche Proben vorlagen. In sechs Familien wurden lediglich eine

multiethnischen Patientenkollektiv bei 88 Familien zwei Kklar

pathogene Mutation oder eine oder mehrere Mutationen von ungeklarter
(7,4 %). Die

Mutationsverteilung auf die vier Gene beschreibt Abbildung 4.3.

pathogenetischer  Relevanz  nachgewiesen detaillierte

Mutationsverteilung auf die Gene MKS1, MKS3, MKS4, MKS6

45,0%
40,0%
2 35,0%
= )
= 30,0%
©
‘é 25,0%
g 20,0%
8 15,0% S
=]
= 10,0% — —
510% 1 B
0,09
0% MKS1 MKS3 MKS4 MKS6
m Eigenes Kollektiv 33,3% 39,4% 18,2% 9,1%
Europaische Population (Lit.) 41,4% 26,4% 16,1% 16,1%

Abbildung 4.3: Vergleich der Mutationsverteilung der Gene MKS1, MKS3, MKS4 und
MKS6 zwischen dem eigenen Kollektiv und den aus der Literatur ermittelten Daten.

Berucksichtigt man lediglich die Familien, bei denen alle vier genannten Gene

untersucht wurden und im Falle einer Locuskompatibilitat auch eine
Sequenzieranalytik erfolgt ist (n=43), erhoht sich die Detektionsrate auf 76,7 %.
Wobei auch Familien inkludiert wurden, bei denen aufgrund der Detektion von
pathogenen Mutationen keine weitere Analytik der genannten Gene erfolgte.
Bei vier Patienten (18,2 %) wurden lediglich eine klar pathogenetisch relevante
Mutation in einem der Gene oder eine oder mehrere unklare Varianten
beobachtet. In keinem der weiteren untersuchten MKS-Gene (MKS2, MKS5

MKS7) konnten nachweislich pathogene Mutationen nachgewiesen werden.
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41.2. JSIJSRD

4.1.2.1. Literaturdaten zu Mutationshaufigkeiten fir die JS-Gene

Die einschlagige Literatur wurde bezlglich der derzeit bekannten JS-Gene
(JBTS1-17) systematisch in Hinblick auf Angaben zu Mutationshaufigkeiten in
den entsprechenden Genen sowie die klinischen Einschlusskriterien gesichtet.
Publikationen (Anhang Tabelle A5) mit
ethnischen

Hierzu wurden primar 51

Mutationsbeschreibungen ausgewertet. Angaben zur
Zusammensetzung der Kollektive lagen im Detail nicht vor und konnten daher
nicht regelhaft berlcksichtig werden. Es ist von multiethnischen Kollektiven
auszugehen. Fur die nach Literaturrecherche derzeit als "am haufigsten von
Mutationen betroffen" zu bezeichnenden Gene (JBSTS3, JBTS5/MKS4,
JBTS6/MKS3, JBTS9/MKS6)

Mutationshaufigkeiten erfasst und ausgewertet (Tabelle 4.3). Final konnten

wurden die entsprechenden
hierflr schlieRBlich acht Publikationen ausgewertet werden (JS P1 bis P8:
Anhang Tabelle A5). Aufgrund der klinischen Uberlappungen und flieBenden
Ubergange zwischen dem/den JS/JSRD und verschiedenen weiteren
Ziliopathien wie der Nephronophthise konnten keine einheitlichen klinischen
Einschlusskriterien ermittelt werden. Als einziges Einschlusskriterium wurde
somit die Angabe Uber den Nachweis des MTS- oder einer Vermishypoplasie
bzw. -agenesie bei den Patienten gewertet. Die Angaben beziehen sich soweit
ersichtlich ausschlieRlich auf weder klinisch noch genetisch vorselektierte
Kohorten und wurden daher unter der Annahme einer gleichmafigen Verteilung

aller JS-Subgruppen ermittelt.

Tabelle 4.3: Daten zu multiethnischen Kollektiven in Bezug auf Mutationshaufigkeiten der
Gene JBTS3, JBTSS, JBTS6 und JBTS9. Die Ergebnisse basieren auf der Untersuchung von
n=768 Individuen.

Gen Ermittelte Mutationshaufigkeit
JBTS3 12%" 240

JBTS5/MKS4 13%"%°

JBTS6/MKS3 6% '

JBTS9/MKS6 9%"°

Detektionsrate JBTS3,5,6,9: 40%
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Die Gesamtdetektionsrate fur die genannten Gene betragt 40 %, insgesamt
wird diese derzeit fur alle bekannten Gene mit ca. 50 % angegeben (Valente et
al, 2011).

Die fur die weiteren bekannten JBTS-Gene beschriebenen Falle sind in Tabelle
4.4 zusammengefasst. Inwieweit sich die o.g. Detektionsrate durch die
weiteren, jlingst detektierten JBTS-Gene erhoht, Iasst sich derzeit noch nicht im
Detail beurteilen. Fir einige Gene wurde bereits nachgewiesen, dass sie in
besonderen Bevolkerungsgruppen eine groflere Rolle spielen. So wurde fur
eine Mutation im JBTS2- (TMEMZ216-) Gen in der aschkenasisch-judischen
Bevolkerung eine Heterozygoten-Frequenz von 1:92 ermittelt (Edvardson et al,
2010).

Tabelle 4.4: Zusammenfassung der beschriebenen Familien fiir die nach der hier
durchgefiihrten Literaturrecherche derzeit als "vermutlich seltener von Mutationen
betroffen” oder als "bisher von unklarer Relevanz" zu bezeichnenden JBTS-Gene.
(Agypt.= agyptisch, Arab.= arabisch, Aschk.= aschkenasisch-jiidisch, Bangl.= aus Bangladesch
stammend, Eur.= europaisch, FH= Founderhaplotyp nachgewiesen oder angenommen, Franz.=
franzosisch, Ital.= italienisch, Jordan.= jordanisch, Kanad.= kanadisch, Kl= keine Information
verfigbar, Kons.= Konsanguinitdt, Malay.= malaysisch, Neus.= neuseeldndisch, Osterr.=
Osterreichisch, Pakist.= pakistanisch, Palastin.= palastinensisch, Portug.= portugiesisch, Turk.=
tarkisch, X-Chrom.= X-chromosomal, *= heterozygote Mutationen detektiert)

JBTS1 JBTS2 JBTS4 JBTS7 JBTS8 JBTS10 JBTS11
(INPP5E) (MKS2/ (NPHP1) (MKS5/ (ARL13B) (OFDI) (TTC21B)
(Bielas et al, TMEM216) (Parisi & (RPGRIP1L) (Cantagrel (Coene et al, (Davis et al,
Gen: 2009) (Edvardson Glass, 2003 (Parisi & et al, 2008) 2009) 2011)
et al, 2010, [updated Glass, 2003
Valente et 2012]) [updated
al, 2010) 2012])
Anzahl n=7 n=22 n=2 n=3 n=0 (3*)
Familien
2x ltal.,
3X Arab’ 1X TUI'k ca. 1'20/0 ca. 2'4%
Her- 1x Turk., 1x Neus-, 1x Pakist., | 1x Malay., 2x Eur.,
kunft 1x Agypt., N 1x USA 2x Kl 1x Turk.
2x Ital Ix Eur.,
' 9x Aschk.
Kons. + +, FH +/- +/- +/- X-Chrom. Kl
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JBTS12 JBTS13 JBTS714 JBTS15 JBTS16 JBTS17
(KIF7) (TCTN1) (TMEM237) (CEP41) (TMEM138) (C50RF42)
(Dafinger et al, (Garcia- (Huang et al, (Lee et al, (Lee et al, (Srour et al,
Gen: 2011) Gonzalo et al, 2011, Alazami 2012, Alazami 2012) 2012, Alazami
2011, et al, 2012) et al, 2012) et al, 2012)
Alazami et al,
2012)
Anzahl | 4 3 n=3 n=15 n=3 n=8 n=9
Familien
10x Kanad.-
" Hutterer,
Her- Ix Agypt, 1x Bangl., 1x Osterr., 2x Agypt., 7x Franz.-
(2x Arab. Kanad.,
kunft 2x Arab. 1x Jordan., 1x Portug.
Deutsch) 2x Arab.
1x Eur.,
2x Arab.
Kons. +/(-) + +, FH,1x - + + +, FH

4.1.2.2. Daten des eigenen JS-Kollektivs

Bei Indikation "Verdacht auf Joubert-Syndrom oder assoziierte Erkrankungen"
konnten im eigenen multiethnischen Kollektiv bei 14 der 61 Familien zwei klar
in den vier in Abbildung 4.4
genannten Genen nachgewiesen werden (23,2 %). Die Segregation wurde
Lediglich
pathogenetisch relevante Veranderung bzw. unklare Varianten wurden bei zwei
Patienten detektiert (3,3 %).

pathogenetisch relevante Veranderungen

bestatigt, soweit elterliche/kindliche Proben vorlagen. eine

Mutationsverteilung auf die Gene JBTS3, JBTSS, JBTS6, JBTS9
40,0%
35,0%
30,0%

25,0%
20,0%

15,0%

10,0%
5,0%
0,0%

Mutationsanteil in %

JBTS3
28,6%
27,5%

JBTS5
14,3%
33,4%

JBTS6
35,7%
15,6%

JBTS9
21,4%
23,4%

® Eigenes Kollektiv
Multiethnisches Kollektiv (Lit.)

Abbildung 4.4: Korrelation der Mutationsverteilung auf die Gene JBTS3, JBTS5, JBTS6
und JBTS9 der Literaturdaten mit den Daten des eigenen Kollektivs.
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Unter ausschlieBlicher Einbeziehung von Familien, bei denen alle vier Gene
untersucht wurden, sowie im Falle einer Locuskompatibilitdt auch eine
Sequenzieranalytik erfolgt ist (n=31), liegt die Gesamtdetektionsrate bei 45,2 %.
Familien, bei welchen aufgrund der Detektion von pathogenen Mutationen in
den genannten Genen keine weitere Analytik erfolgte, wurden ebenfalls
eingeschlossen. Bei zwei Patienten (6,4 %) wurden lediglich eine klar
pathogenetisch relevante Mutation bzw. unklare Varianten nachgewiesen. In
keinem der weiteren untersuchten JBTS-Gene (JBTS1, JBTS2, JBTS4, JBTS7
oder JBTS8) konnten klar pathogene Mutationen detektiert werden.

4.1.3.BBS

4.1.3.1. Literaturdaten zu Mutationshaufigkeiten fiir die BBS-Gene

Die fur die Ermittlung der Mutationshaufigkeiten in den derzeit bekannten BBS-
Genen (BBS1-16) ausgewerteten Literaturdaten sind in Anhang Tabelle A6
zusammengefasst. Neben Mutationsfrequenzen wurden auflerdem ermittelte
Heterozygotenfrequenzen fur verschiedene BBS-Gene in Nordamerika (Tabelle
4.5) aufgenommen. Zwei rekurrente Mutationen, die v. a. in der europaischen
Population den Hauptanteil der detektierten Mutationen ausmachen sind
aullerdem hervorzuheben: c¢.1169T>G (p.Met390Arg) des BBS171-Gens und
c.271dup (p.Cys91LeufsX5, in der Literatur auch als p.Cys91fsX95 bezeichnet)
des BBS10-Gens. Sie machen beispielsweise in einer Studie 73,4 % bzw.
48,3 % der Mutationen in den entsprechenden Genen aus (Muller et al, 2010).
Unterschiede in verschiedenen Populationen sind hier nicht bertcksichtigt,
wurden jedoch beschrieben. So wurden beispielsweise in der
neufundlandischen Bevodlkerung vermehrt Mutationen im BBS6-Gen
nachgewiesen (Katsanis et al, 2000). Bei den in dieser Arbeit bertcksichtigten
Fallen wurde mit grolRer Mehrheit eine autosomal-rezessive Vererbung
beobachtet, wobei jeweils nicht alle Gene untersucht wurden. Die kumulative
Heterozygotenfrequenz fur alle BBS-Gene wird fur die europaische
Bevdlkerung auf etwa 1:50 geschatzt (Laurier et al, 2006). Eine triallelische
oder andere Vererbung wird derzeit fur <10 % der Familien angenommen
(Waters & Beales, 1993 [updated 2011]). Mutationen in den Genen BBST,
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BBS2, BBS10 und BBS12 finden sich somit laut Literatur bei etwa 64,6 % der

Patienten bei einer durchschnittlichen Gesamtdetektionsrate von 82,7 %.

Tabelle 4.5: Auswahl von in der Literatur zusammengestellten Mutationshaufigkeiten in
BBS-Genen multiethnischer Kollektive. Die am haufigsten von Mutationen betroffenen BBS-
Gene (mindestens in einem Kollektiv bei > 10 % der Patienten detektiert) sind in grau hinterlegt.

Waters &
Ziwn | gy | o | Devesultetal | Mockelotal, | STRE
Gen: (‘2‘2‘1’:;51" I((‘i:ﬁ:::j) (eigenes Kollektiv) (Sammlung) (eiﬁi'::a'f;’::::)" ©
(Sammlung)

BBS1 23,3% 25,1% 16,9% 23,0% 40%, 1:250
BBS2 8,1% 4,6% 12,0% 8,0% 6,4%, 1:620
BBS3 0.4% - - 0,4% 0,5%, 1:2.200
BBS4 2,3% 4,6% 1,2% 2,0% 2,1%, 1:1.100
BBS5 0.4% 1,7% 2,4% 0,4% 1,6%, 1:1.200
BBS6 5,8% 2,9% 4,8% 6,0% 5,9%, 1:650
BBS7 1,5% 1,1% 2,4% 2,0% 2,1%, 1:1.100
BBSS 1,2% 1,7% 2,4% 1,0% -
BBS9 6,0% 2,3% 1,2% 6,0% 3,7%, 1:820
BBS10 20,0% 25,1% 21,7% 20,0% 28,9%, 1:290
BBS11 <0,4% - - 0,1% -
BBS12 5,0% 8,0% 10,8% 5,0% 8,0%, 1:560
BBS13 4,5% KA KA 5,0% KA
BBS14 0,6% KA KA 1,0% KA
BBS15 KA KA KA 1,0% KA
SDCCAGS KA KA KA 1,0% KA
rDa‘i:ektm"s' 79,5% 77,1% 75,8% 81,9% 99,2%
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4.1.3.2. Daten des eigenen BBS-Kollektivs

Bei Indikation "Verdacht auf Bardet-Biedl-Syndrom" wurden im eigenen
multiethnischen Patienten-Kollektiv bei 26 der 66 Patienten zwei Klar
pathogenetisch relevante Mutationen mehrheitlich in den Genen BBS1, BBSZ2,
BBS10 und BBS12 identifiziert. Bei zwei der 26 aufgeklarten Patienten wurden
Mutationen im BBS4- und bei jeweils einem Patienten Mutationen im BBS7-
und BBS8-Gen detektiert. Somit konnten im eigenen Kollektiv bei 39,4 % der

Patienten ursachliche Mutationen nachgewiesen werden (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Vergleich der Mutationsverteilung der BBS-Gene zwischen den Daten des
eigenen Kollektivs und den aus der Literatur ermittelten. (NU= nicht untersucht)

Gen Eigenes Kollektiv Literatur
BBS1 7,6% 25,7%
BBS2 3,0% 7,8%
BBS3 - 0,3%
BBS4 3,0% 2,4%
BBS5 - 1,3%
BBS6 - 5,1%
BBS7 1,5% 1,8%
BBS8 1,5% 1,3%
BBS9 - 3,8%
BBS10 16,7% 23,1%
BBS11 - 0,1%
BBS12 6,1% 7,4%
BBS13 - 1,9%
BBS14 - 0,3%
BBS15 NU 0,2%
Gesamtdetektionsrate 39,4% 82,5%

Relative Vergleichszahlen bei einer angenommen 100 %-igen Detektionsrate
sind in Abbildung 4.5 dargestellt. Der Groldteil der Mutationen entfallt sowohl fr
die der Literatur entnommen Daten als auch fur das eigene Kollektiv auf die
Gene BBS1, BBS2, BBS10 und BBS12. Im eigenen Kollektiv wurden bei
42,4 % der Falle mit Mutation, Mutationen im BBS710-Gen nachgewiesen. Bei
19,3 % der Patienten wurden Mutationen im BBS7-Gen detektiert.
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Mutationsverteilung auf BBS-Gene mit Mutationen im eigenen Kollektiv

45,0%
N
£ 35,0%
2 25,0%
(1]
2 15,0%
.9 I 0 I
5
g 5,0% —
g ’ ] ] - -

-5,0%

BBS1 | BBS2 | BBS4 | BBS7 | BBS8 | BBS10 | BBS12

®Eigenes Kollektiv | 19,3% | 7.6% | 7.6% | 3.8% | 38% | 424% | 155%
Literatur 312% | 95% | 29% | 22% | 16% | 280% | 9,0%

Abbildung 4.5: Vergleich der Mutationsverteilung der Gene BBS1, BBS2, BBS4, BBS7,
BBS8, BBS10 und BBS12 zwischen den Daten des eigenen Kollektivs und den aus der
Literatur ermittelten Daten. Es wurden nur die Gene berlicksichtigt, bei denen im eigenen

Kollektiv ebenfalls Veranderungen detektiert wurden.

Wahrend in den Kollektiven aus der Literatur 15,8 % der Mutationen auf die
Gene BBS3, BBS5, BBS6, BBS9, BBS11, BBS13, BBS14, BBS15 entfallen,

wurden im eigenen Kollektiv hier bisher — soweit untersucht — keine Mutationen

nachgewiesen. Das BBS15-, sowie das SDCCAGS8-Gen wurden im eigenen

Kollektiv bisher nicht analysiert.
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4.2. SNP-Array-Analytik im eigenen Kollektiv

SNP-Arrays werden sowohl zum Nachweis von chromosomalen Imbalancen als
auch flir die Testung auf homozygote Bereiche im Patientengenom (Runs-Of-
Homozygosity, ROH) bei bestehender Blutsverwandtschaft im Vorfeld einer
gezielten molekulargenetischen Analytik eingesetzt. Bei konsanguinen
Ziliopathie-Patienten scheint die Technik aufgrund der extremen Heterogenie
und genetischen Uberlappungen attraktiv. Eine diagnostische Anwendung
wurde jedoch fur die hier thematisierten Ziliopathien bisher ausschlieRlich beim
BBS berichtet (Abu Safieh et al, 2010). Daruber hinaus muss je nach klinischer
Manifestation bei Verdacht auf ein Ziliopathiesyndrom als wichtige
Differenzialdiagnose eine chromosomale Imbalance berilcksichtigt werden
(Kroes et al, 2011).

4.2.1. Homozygotie-Screening

Neben der Anwendung eines haufigkeitsbasierten Algorithmus sollte geprift
werden, inwieweit in blutsverwandten Familien SNP-Arrays durch Einbeziehung
von ROH und anschlieRender gezielter Genanalytik der ermittelten Bereiche zur
Detektion von ursachlichen Mutationen eigesetzt werden koénnen. Die
Ergebnisse der SNP-Array-Analytik fur die jeweiligen bekannten Loci (MKS17-
10, JBTS1-9 bzw. JBTS11-17, BBS1-16) sind in den Tabellen 4.7-4.9
zusammengefasst. Aufgefiihrt werden aus Griinden der Ubersicht allgemein
ROH ab einer Gro3e von 5 Mb bzw. 2 Mb fur die untersuchten Syndrom-Loci,
da der kleinste ROH-Block mit Nachweis einer homozygoten Mutation 2 Mb
entsprach. Bei unklarem Verdacht auf Blutsverwandtschaft ist der sichere
Nachweis mittels SNP-Array komplex. Fur die hier untersuchten Familien lag
die Information Uber das (mogliche) Bestehen einer Blutsvewandtschaft durch
den Einsender vor. Dennoch sollte ermittelt werden inwieweit sich dies durch
die erhobenen ROH-Daten belegen lafit.

Alle hier mit dieser Technik untersuchten Familien mit angegebener
Blutsverwandtschaft zeigten ROH > 5 Mb. Ausgenommen Familie JS-21, bei
welcher bei angegebener Konsanguinitat lediglich zwei ROH von 5-10 Mb

nachgewiesen werden konnten, zeigten alle Familien auch mindestens einen
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ROH-Block > 10 Mb. Familie MKS-11 soll an dieser Stelle aufgrund der
eingeschrankten DNA- und somit Datenqualitdt von der Auswertung
ausgenommen werden. Alle weiteren Arrays erflllten die angesetzten
Qualitatsparameter. Z. T. konnten ROH bis zu einer Grdéfie von Uber 60 Mb bei
einzelnen Patienten (z. B. MKS-88) beobachtet werden.

Insgesamt wurden bei 29 blutsverwandten Individuen (ohne Berucksichtigung
von Verwandtschaftsgrad und ethnischem Hintergrund) im Mittel 12 (2-20) ROH
von 5 Mb und gréfer bzw. 7 (0-14) ROH von 10 Mb und gréRRer beobachtet. Bei
drei untersuchten Familien wurde vom Einsender angegeben, dass keine
Blutsverwandtschaft besteht (zwei deutsche Familien). Bei keiner der Familien
wurde ein ROH-Block > 10 Mb nachgewiesen, zwei der drei Patienten zeigten
ROH von 5-10 Mb.

Mutationen wurden im Mittel im viertgroften ROH-Block (1.-16.-grof3ter ROH-
Block) nachgewiesen. Bei sechs der 18 Patienten mit Nachweis einer
homozygoten Mutation (ausgenommen Familie MKS-11) wurden diese im
grolRten ROH-Block ermittelt. Die mutationstragenden ROH erreichten im
Durchschnitt eine GrofRe von 23,4 Mb (2,5 Mb- 61,4 Mb) (Abbildung 4.6).

GroRe der mutationstragenden ROH bei Patienten mit nachgewiesener
Mutation

70,0 5 61,4
60,0 E 54,9 55,3
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 -

35,2

29,0
24.5

20,2

190 162 1,

11,0 12.3

ROH-GroRe in Mbl

MKS-34
MKS-83
MKS-88

JS-21
JS-42-1
JS-42-2
JS-48-1
JS-48-2
BBS-12
BBS-47
BBS-52
BBS-53
BBS-55
BBS-62

MKS-78-1
MKS-78-2
BBS-58-1
BBS-58-2

Abbildung 4.6: Darstellung der GroRe der mutationstragenden ROH bei mittels SNP-Array
untersuchten Ziliopathie-Familien des eigenen Kollektivs.

Im Mittel zeigte sich flr zwei der untersuchten Syndrom-Loci eine Homozygotie
>2 Mb, wobei Mutationen in den weiteren homozygoten Genen i.d.R.
ebenfalls ausgeschlossen wurden (Tabellen A1-A3 des Anhangs). Es ist
anzumerken, dass einzelne Loci in raumlicher Nahe zueinander liegen, sodass

eine Homozygotie fur beide Loci gehauft beobachtet werden konnte (z. B.:
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BBS7 und BBS12; BBS14 und BBS10). Abbildung 4.7 zeigt exemplarisch die

Darstellung von ROH fur die hier durchgefuhrten Auswertungen.

S ant 3/ &
; =l L EI‘I
QR B[| = =y SH ¥
s 0 S | )
umgen 0_(GenomeWideSHP_5).CNE. - LOH (segmennts) E
M10298 Eigene_Rel_NAI0_hg18_ SNPE.0_(GenomeWideSNP_6).CNS.CNCHP: LOH (segments) L
.
Azl
810142 Joubert_syndioeme _SB10183xNM_D25114 (CEPZ90) -
3
B10142 Laber_congenital_amauresis_ 1008 11785 ENM_025114 (CEP290) =
B86960kh B6980KD 87000k 87020kh 87040kb 87060kb
m g21.32

Abbildung 4.7: Darstellung der ROH der betroffenen Feten der Familie MKS-78 mittels
Chromosome Analysis Suite in lila. Im MKS4- (CEP290-) Gen wurde in der Folge eine
homozygote Frameshift-Mutation (p.Asn1049LysfsX16) nachgewiesen. Die initale klinische
Verdachtsdiagnose ARPKD (aufgrund des fehlenden Nachweises einer ZNS-Beteiligung und
einer Polydaktylie) wurde revidiert. Der zweite betroffenen Fet zeigte schlieRlich neben
zystischen Nierenveranderungen eine Dandy-Walker-Malformation.

Bei funf der neun blutsverwandten und fraglich blutsverwandten MKS-Familien
wurde eine Homozygotie > 2 Mb fur bekannte MKS-Loci und in der Folge
ursachliche Mutationen in den entsprechenden Genen nachgewiesen.
Anzumerken ist, dass bei Familie MKS-39 trotz anzunehmender
Blutsverwandtschaft compound-heterozygote Mutationen im MKS6-Gen
ermittelt wurden. Bei Familie MKS-56 ist eine Blutsverwandtschaft ebenfalls

wahrscheinlich (zwei der drei Indexfeten zeigen ROH > 10 Mb, 1 Fet einen
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ROH-Block > 20 Mb), es konnte keine gemeinsame Homozygotie fur die
bekannten Loci bei den drei Betroffenen nachgewiesen werden. Bei Familie

MKS-85 ergab sich kein Hinweis auf eine Blutsverwandtschaft.

Tabelle 4.7: Mittels SNP-Array ermittelte Homozygotie fiir ausgewdhlte mehrheitlich
blutsverwandte MKS-Patienten. Loci mit Mutationsnachweis wurden durch Unterstreichen
gekennzeichnet. ROH-GroRen-Kategorie mit mutationstragendem ROH wurde in fett markiert.
(C/C= Cousin/Cousine, Ge.= Geschlecht, Ko.= Konsanguinitatsgrad, Mb= Megabasen, ROH=
Homozygotieblock, 1G= 1. Grades etc., *= zur Validierung genutzte Proben, **= Prifung auf
Homozygotie fur die Gene MKS1-MKS10, ***= Ergebnissse entsprachen nicht den angelegten
Qualitatsparametern aufgrund der eingeschrankten DNA-Qualitat)

Familie | Status | Herkunft | Ge. Ko. Homozygotie** Befund

MKS4: 2,0 Mb***

. Koso- ROH >50 Mb: 0*** MKS4.
MKS-117 | Index | arisch [ XY | UnKlar o oH 20 Mb: 0+ | p.Ala1832ProfsX19(d)ho
ROH >10 Mb: 0***

ROH >5 Mb: 0***
MKS3: 18,1 Mb

* ROH >50 Mb: 0 MKS3:
MKS-347 | Index | KI XY * | ROH >20 Mb: 2 p.Gly195llefsX13(d)ho

ROH >10 Mb: 11
ROH >5 Mb: 3

Gesunde XX ROH >50 Mb: 0
s Kind ROH >20 Mb: 2
ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 4

MKSS6:
MKS-39 |Index1 |Arabisch |XY unklar | ROH >50 Mb: 0 p.Arg1218X(n)he,

Ron a0 et ¢.4315-6_4315-4del(s)he

ROH >5 Mb: 3

ROH >50 Mb: 0
Index 2 XX ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 2

MKS3: 16,1 Mb
MKS10: 5.1 Mb

Index 1 XX ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 2

MKS-56 Turkisch unklar ROH >50 Mb: 0 -
Index 2 XY ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 1

MKS10: 5,3 Mb

ROH >50 Mb: 0
Index 3 XY ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 0
ROH >5 Mb: 2
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Familie | Status | Herkunft | Ge. Ko. Homozygotie** Befund

] o ROH >50 Mb: 2 .
MKS-70 | Index Tirkisch | XX C/IC1G ROH >20 Mb: 4

ROH >10 Mb: 3
ROH >5 Mb: 11

MKS4: 54,9 Mb
MKS7: 12,3 Mb

Index 1 XY ROH >50 Mb: 1
ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 1
MKS-78 Tunesisch C/IC1G ROH :5 Mb: 2 p As'\:|1}1(§:9L S
- u i - . y
MKS5: 18,9 Mb

Index 2 XY ROH >50 Mb: 1
ROH >20 Mb: 2
ROH >10 Mb: 3
ROH >5 Mb: 2

MKS9: 2,5 Mb

. ROH >50 Mb: 0 -
MKS-81 | Index Tarkisch | XY * ROH >20 Mb: 3 (MKS9 nicht untersucht)

ROH >10 Mb: 3
ROH >5 Mb: 5

MKS4: 22 Mb

- ROH >50 Mb: 0 MKS4:
MKS-83 | Index Tlrkisch | XX C/IC1G ROH >20 Mb: 1 ¢.5012-5G>T(s)ho

ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 7

(MKS6:
- p.Arg1445X(n)he;
MKS3:

nicht ROH >50 Mb: 0
MKS-85 | Index Kl XY bekannt | ROH >20 Mb: 0 p.Val171lle(m)he

ROH >10 Mb: 0 MKS4:
ROH >5 Mb: 0 p.Arg1746GIn(m)he
(rs61941020 <1%))

MKS3: 61.4 Mb
MKS1: 2,0 Mb

. MKS3:
MKS-88 | Index Tlrkisch | XX + ROH >50 Mb: 1 p.GIn—467X(n)ho

ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 4
ROH >5 Mb: 3

Bei drei der acht blutsverwandten JS-Familien wurde eine Homozygotie > 2 Mb
fur bekannte JBTS-Loci sowie die ursachlichen Mutationen nachgewiesen
(Tabelle 4.8). Familie JS-6 und JS-39 wurden bisher nicht auf Mutationen in den
homozygoten Loci untersucht, sodass Mutationen in den entsprechenden
Genen nicht auszuschlieen sind. Bei Familie JS-10 konnte keine gemeinsame
Homozygotie fur die bekannten Loci bei den zwei Betroffenen detektiert
werden. FUr die Familie JS-57 und JS-58 ergab sich kein Hinweis auf eine
Blutsverwandtschaft. Bei Familie JS-21 wurde vom Einsender eine bestehende

Konsanguinitat angegeben. Es konnte eine homozygote Mutation im JBTS3-
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Gen nachgewiesen werden. In der Familie konnte kein ROH > 10 Mb detektiert

werden, es wurden lediglich zwei ROH von 5-10 Mb nachgewiesen.

Tabelle 4.8: Mittels SNP-Array ermittelte Homozygotie fiir ausgewdhlte mehrheitlich
blutsverwandte JS-Patienten. Loci mit Mutationsnachweis wurden durch Unterstreichen
gekennzeichnet. ROH-GroRRen-Kategorie mit mutationstragendem ROH wurde in fett markiert.
(C/C= Cousin/Cousine, Ge.= Geschlecht, Ko.= Konsanguinitatsgrad, Mb= Megabasen, ROH=
Homozygotieblock, 1G= 1. Grades etc., *= zur Validierung genutzte Proben, **= Prifung auf
Homozygotie fir die Gene JBTS71-JBTS17, ausgenommen JBTS710 aufgrund des X-
chromosomalen Erbgangs.)

Familie Status Herkunft | Ge. Ko. Homozygotie** Befund

JBTS1: 7,4 Mb

i ) ROH >50 Mb: 0
JS-6 Index Tarkisch | XY CIC1G | ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 1
ROH >5 Mb: 4

(JBTS1 nicht
untersucht)

Tarkisch/ ROH >50 Mb: 0

IS-9 Index arabisch | XY | C/C1C RO >20 Mb: 2
ROH >10 Mb: 3

ROH >5 Mb: 1

JBTS6: 49,9 Mb

ROH >50 Mb: 0
Index 1 XY ROH >20 Mb: 5
ROH >10 Mb: 3

ROH >5 Mb: 6
JS-10 Ki + -
JBTS4: 2,0 Mb

ROH >50 Mb: 0
Index 2 XY ROH >20 Mb: 4
ROH >10 Mb: 6
ROH >5 Mb: 9

JBTS3: 2,5 Mb

oqx ; ROH >50 Mb: 0 JBTS3:
Js-21 Index Serbisch | XX * ROH >20 Mb: 0 p.Thr671lle(m)ho
b: 0

ROH >10 M
ROH >5 Mb: 2

JBTS11: 2,0 Mb

L ROH >50 Mb: 1 1 ni
JS-39 Index Turkisch XY + ROH >20 Mb: 2 (JBTS11 nicht
untersucht)

ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 8

JBTS9: 3,6 Mb

ROH >50 Mb: 0
Index 1 XX ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 6 JBTSO:

JBTSY: 13,1 Mb p.Pro1122Ser(m)ho

JS-42 Kuwaitisch +

ROH >50 Mb: 0
Index 2 XX ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 13
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Familie Status Herkunft | Ge. Ko. Homozygotie** Befund

JBTS17: 22,0 Mb

ROH >50 Mb: 0
Index 1 XY ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 5

s ROH >5 Mb: 5
JS-44 Tlrkisch + -
JBTS4: 2,0 Mb

ROH >50 Mb:0
Index 2 XX ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 3
ROH >5 Mb: 5

JBTS3: 35,2 Mb

JBTS10: 11,4 Mb
JBTS1:4,5 Mb

Index 1 XX
ROH >50 Mb: 0

ROH >20 Mb: 4
ROH >10 Mb: 6
JS-48 Irakisch C/C1G |ROH >5 Mb:2
JBTS1: 24,7 Mb
JBTS3: 11,0 Mb

JBTS3:
p.Gly644Glu(m)ho

Index 2 XY ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 3
ROH >10 Mb: 6
ROH >5 Mb: 4

MKS1:
p.Arg124GIn(m)he,
} €.1408-34_1408-
6del(s)he

nicht | ROH >50 Mb: 0 .
JS-57 Index Deutsch XX bekannt | ROH >20 Mb: 0 (JBTS3:
ROH >10 Mb: 0 p.Arg835Arg he

ROH >5 Mb 2 (I‘S41288017 <10/0),
p.Tyr933Cys(m)he
rs41288013 <1%))

hicht ROH >50 Mb: 0
JS-58 Index Deutsch XY bekannt | ROH >20 Mb: 0 -

ROH >10 Mb: 0
ROH >5 Mb: 1

In sieben der neun konsanguinen BBS-Familien wurden Mutationen in Genen
mit nachgewiesener Homozygotie ermittelt (Tabelle 4.9). Besonderes
Augenmerk ist auf die Familie BBS-58 zu richten, hier ergab sich eine
pseudodominante Vererbung, da Mutter und Tochter von einem BBS betroffen
sind. Aus den erhobenen Array-Daten ist zu ersehen, dass vermutlich eine
doppelte Blutsverwandtschaft besteht. Die betroffene Mutter gab an mit einem
Cousin 1. Grades verheiratet zu sein. Die ermittelten Array-Daten machen
wahrscheinlich, dass die jeweiligen Eltern ebenfalls blutsverwandt sind,
hierlber lag keine Information vor. Sowohl die betroffene Mutter als auch das
betroffene Kind des Paares zeigen Homozygotie flr das BBS7-Gen, in welchem

eine Mutation nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 4.9: ROH fiir ausgewéhlte BBS-Patienten. Loci mit Mutationsnachweis wurden durch
Unterstreichen gekennzeichnet. ROH-GréRen-Kategorie mit mutationstragendem ROH wurde in

fett markiert. (C/C= Cousin/Cousine, Ge.= Geschlecht,

Ko.= Konsanguinitatsgrad, Mb=

Megabasen, ROH= Homozygotieblock, 1G= 1. Grades etc., *= zur Validierung genutzte Proben,
**= Priifung auf Homozygotie fiir die Gene BBS7-BBS16)

Familie

Status

Herkunft

Ge.

Ko.

Homozygotie**

Befund

BBS-12

Index

Arabisch

XY

C/IC
1G

BBS4: 12,3 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 3
ROH >10 Mb: 9
ROH >5 Mb: 6

BBS4:
€.332+2_332+3
insTT(s)ho

BBS-47*

Index

Turkisch

XX

BBS7, BBS12: 24,5 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 4

BBS12:
p.Glu495Arg
fsX3(del)ho

BBS-52*

Index

Asiatisch

XX

BBS10: 19,0 Mb
BBS11: 9,5 Mb
BBS14: 9.4 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 3
ROH >10 Mb: 10
ROH >5 Mb: 12

BBS10:
p.Tyr559X(n)ho

BBS-53

Index

Ki

XX

C/IC
1G

BBS2: 16,2 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 4

BBS2:
p.Val510Phe(s)ho

BBS-54

Index

Liba-
nesische

XY

CiC
1G

BBSS5: 30,1 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 3
ROH >10 Mb: 4
ROH >5 Mb: 5

BBS-55

Index

Irakisch

XY

C/IC
2G

BBS11: 30,1 Mb
BBSS5: 24,1 Mb
BBS4: 14,0 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 6
ROH >10 Mb: 5
ROH >5 Mb: 5

BBS4:
p.Glu136Val
fsX27(del)ho

BBS-57

Index

Turkisch

XX

C/iC
2G

BBS7, BBS12: 44,4 Mb
BBS5: 32,9 Mb
BBS11: 4,7 Mb

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 5
ROH >10 Mb: 9
ROH >5 Mb: 7
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Familie | Status | Herkunft | Ge. Ko. Homozygotie** Befund

ROH >50 Mb: 0
ROH >20 Mb: 1
ROH >10 Mb: 2
ROH >5 Mb: 3

BBS15: 12,4 Mb
BBS7, BBS12: 9,1 Mb

Vater XY

be-
troffene XX ROH >50 Mb: 0
Mutter ROH >20 Mb: 0
ROH >10 Mb: 2
unklar, | ROH >5 Mb: 3 BBS7:

BBS-58 K ?/g BBS13: 27.3 Mb p.Cys243Tyr(m)ho

ROH >50 Mb: 0
XY ROH >20 Mb: 3

ge-
sunder

Bruder ROH >10 Mb: 7

ROH >5 Mb: 9
BBS4: 53,5 Mb
BBS7, BBS12: 29 Mb

Index XX ROH >50 Mb: 1
ROH >20 Mb: 4
ROH >10 Mb: 9
ROH >5 Mb: 6

BBS4: 22,2 Mb
BBS1: 20,2 Mb
BBS-62 | Index Turkisch XX (1:/5 ROH >50 Mb: 0 c48-%§k(s)ho
ROH >20 Mb: 5 ’
ROH >10 Mb: 6
ROH >5 Mb: 5

Zusammenfassend konnten in 14 der 23 blutsverwandten Familien (60,9 %)
bzw. bei 18 Patienten ursachliche homozygote Mutationen basierend auf der
Voruntersuchung mittels SNP-Array ermittelt werden (4 von 6 blutsverwandten
MKS-Familien, 3 von 8 blutsverwandten JS-/JSRD-Familien, 7 von 9
blutsverwandten BBS-Familien). Tabelle 4.10 zeigt die Beziehung zwischen
ROH-BlockgréoRe und Mutationsfrequenzen bei den Familien des eigenen
Kollektivs mit Mutation. Familie MKS-11 wurde aufgrund der unklaren
Konsanguinitdt und eingeschrankten Datenqualitat von der Auswertung
ausgenommen. Bei 13 der 18 aufgefUhrten Patienten (72,2 %) wurden die
ursachlichen Mutationen in den Syndrom-Loci detektiert, die den grofiten
genomischen Umfang in Mb zeigten. Bei 15 von 18 Patienten (83,3 %) wurden
die ursadchlichen Mutationen in den Genen detektiert, die die hdchste
Mutationsfrequenz flr den entsprechenden Locus zeigten. Bei zwei Familien
wurden Mutationen in seltener von Mutationen betroffenen Genen ermittelt

(Familie MKS-88 und BBS-58). Bei zwei Patienten wiederum trugen weder das
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am haufigsten betroffene Gen, noch der grofdte ROH-Block die ursachliche

Mutation.

Tabelle 4.10: Verhaltnis von ROH-BlockgroBe und Mutationsfrequenzen bei den
mutationstragenden Patienten des eigenen Kollektivs. Der jeweils groite ROH-Block bzw.
die héchste Mutationsfrequenz wurde durch Unterstreichen markiert, die ursachlichen Gene
und zugehdrigen Mutationsfrequenzen bei den Patienten wurden fett markiert. (*=
Mutationsfrequenzen: MKS: Durchschnittliche ermittelte Daten der europaische Kollektive,
JS/JSRD, BBS: Durchschnittliche ermittelte Daten multiethnischer Kollektive; unbekannte
Mutationsfrequenzen wurde durch ,?“ gekennzeichnet)

Familie Homozygote Syndrom-Loci ROH-GroRe Mutationsfrequenz*
MKS-34 MKS3 18,1 Mb 23,0%
MKS4 54,9 Mb 14,0%
MKS-78-1 MKS7 12,3 Mb ?
MKS-78-2 MKS4 53,3 Mb 14,0%
MKS5 18,9 Mb ?
MKS-83 MKS4 22 Mb 14,0%
MKS3 61,4 Mb 23,0%
MKS-88 MKS1 2,0 Mb 36,0%
JS-21 JBTS3 2,5 Mb 12,0%
JS-42-1 JBTS9 3,6 Mb > 9%
JS-42-2 JBTS9 13,1 Mb > 9%
JBTS3 35,2 Mb 12,0%
JBTS10 11,4 Mb ?
J5-48-1 JBTS1 4,5 Mb ?
JS-48-2
JBTS1 24,7 Mb ?
JBTS3 11,0 Mb 12,0%
BBS-12 BBS4 12,3 Mb 2.4%
BBS12/ 7.41%
BBS-47 BBS7 24.5Mb 1,8%
BBS10 24,5 Mb 23.1%
BBS-52 BBS11 9,5 Mb 0,1%
BBS14 9,4 Mb 0,3%
BBS-53 BBS2 16,2 Mb 7.8%
BBS11 30,1 Mb 0,1%
BBS-55 BBS5 24,1 Mb 1,3%
BBS4 14,0 Mb 2.4%
BBS15 12,4 Mb 0,2%
BBS12/ 7.4%/
BBS-58-1 BBS7 3,1 Mb 1,8%
BBS-58-2 BBS4 53,5 Mb 2,4%
BBS12/ 7.4%/
BBS7 9.1 Mb 1,8%
BBS4 22.2 Mb 2,4%
BBS-62 BBS1 20,2 Mb 25,7%
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4.2.2. Kopienzahlanalysen

Im eigenen Kollektiv sollte mittels SNP-Array gepruft werden, in welchem
Umfang pathogene oder unklare Kopienzahlvariante detektiert werden kénnen.
Tabelle 4.11 zeigt die Kopienzahlauswertung der mittels Array analysierten
Familien ohne nachgewiesene pathogene Mutationen. Als eindeutig apathogen

identifizierte CNVs werden nicht erwahnt.

Tabelle 4.11: Mittels SNP-Array ermittelte unklare Kopienzahlvarianten (CNVs) der bis
dato molekulargenetisch nicht aufgeklarten Array-Familien. (C/C= Cousin/Cousine, Ge.=
Geschlecht, Ko.= Konsanguinitatsgrad, Kb= Kilobasen, 1G= 1. Grades etc.)

. Unklare CNVs
Familie Status Herkunft Ge. Ko. >200Kb Anmerkung
202 Kb Duplikation
Index 1 XX (3x) Xq13.3 '
Keine
MKS-56 Index 2 Tarkisch XY unklar - gemeinsamen
unklaren CNVs
Index 3 XY -
MKS-70 Index Tirkisch XX C/IC1G - -
424 Kb Deletion (1x)
. 3925.1, Eltern bisher nicht
MKS-81 Index Trkisch XY * 352 Kb Duplikation untersucht
(3x)1944
MKS-85 | Index K xy |  Dicht - ;
bekannt
) Partielle
Uberlappung mit
s 507 Kb Deletion (1x) bekannten
JS-6 Index Turkisch XY C/IC1G 19212 neutralen CNVs,
Eltern bisher nicht
untersucht
JS-9 Index | Ldrkisch/ 1wy cic g - -
arabisch
Index 1 XY - -
JS-10 Kl +
Index 2 XY - -
i 301 Kb Duplikation .
JS-39 Index Turkisch XY + (3%) 2931.1 Q-PCR: maternal
Index 1 XY - -
JS-44 Turkisch +
Index 2 XX - -
JS-58 Index Deutsch XY nicht - -
bekannt
BBS-54 Index Libanesische | XY C/IC1G - -
BBS-57 Index Tirkisch XX C/C 2G - -
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Bei vier der zwolf mittels SNP-Array untersuchten Familien ohne
Mutationsnachweis in den Syndrom-Loci wurden CNVs nachgewiesen, die
bisher nicht als neutrale CNVs in den entsprechenden Datenbanken (DGV)
oder im eigenen Kollektiv nachgewiesen wurden. Bei Familie MKS-56 ist ein
pathogener Effekt der detektierten Variante unwahrscheinlich, da diese lediglich
bei einem der drei Indexpatienten nachgewiesen wurde. Die in Familie JS-39
nachgewiesene Duplikation wurde mittels Q-PCR ebenfalls bei der gesunden
Mutter nachgewiesen, sodass ein Zusammenhang mit dem Phanotyp ebenfalls
unwahrscheinlich ist. Bei zehn Familien konnte somit ein pathogener Effekt von
CNVs anhand des Nachweises in Kontrollkollektiven, durch weitere eigene
Analysen bzw. durch das Einbeziehen von Segregationsanalysen
ausgeschlossen werden. In zwei Familien (MKS-81, JS-6) konnte bisher ein
Zusammenhang zum Phanotyp nicht sicher ausgeschlossen werden. Die
unklaren Kopienzahlvarianten des betroffenen Feten von Familie MKS-81 sind
in Abbildung 4.8 dargestellt. Sie liegen in Regionen bekannter Mikrodeletions/-
duplikations-Syndrome und Uberlappen nur teilweise mit bekannten

Kopienzahlvarianten.

11687_sigene_Ref_NA32_hg19_SNPE 0.ON5.CNCHP: Copy Number State M11667_sigene_Ref NA32_hg18_SNP6 0 CNS.CNCHP: Copy Number State

Abbildung 4.8: Darstellung der Kopienzahlvarianten von unklarer pathogenetischer
Relevanz der Familie MKS-81. Oben: Darstellung im UCSC human genome browser, in lila
(Inversion) bzw. blau (Duplikation) sind die bisher in der Datenbank hinterlegten
Kopienzahlvarianten der Normalbevélkerung mit partieller Uberlappung dargestellt. Unten:
Darstellung der deletierten/duplizierten Bereiche (links: 352 Kb Duplikation (3x)1g44, rechts:
424 Kb Deletion (1x) 3925.1.) sowie enthaltene Gene mittels Chromosome Analysis Suite.

Alle mittels SNP-Array untersuchten Familien wurden Uber die Homozygotie-

und CNV-Auswertung hinaus auch auf Deletionen/Duplikationen < 200 Kb in
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den jeweiligen Syndrom-Loci (MKS1-MKS10, JBTS1-JBTS17, BBS1-BBS16)
gepruft. Bei keiner Familie ergab sich eine kleinere genomische
Deletion/Duplikation in den genannten Loci. Bei einer Familie (MKS-85) war der
explizite Anlass der Nachweis einer heterozygoten Nonsense-Mutation im
MKS6-Gen ohne Detektion einer zweiten Mutation. Abbildung 4.9 zeigt die
Kopienzahldarstellung und Markerabdeckung des MKS6-Gens bei Familie
MKS-85.

1

L1

Markers Genome-wide Human SNP Array 6.0 dbShp: 132 Netaf: 32

15480kh 15500kh 15520kh 15540kh 15560kh 15580kh 15600)

999999

Abbildung 4.9: Darstellung der Kopienzahlanalyse des MKS6- (CC2D2A-) Gens bei
Familie MKS-85 mit nachgewiesener heterozygoter Nonsense-Mutation mittels
Chromosome Analysis Suite. In der obersten Zeile zeigt sich fur alle Marker des Gens ein
Kopienzahlstatus von zwei fir den Betroffenen. Auf dem SNP 6.0 Array vorhandene
Kopienzahlmarker sind als dunkelgriine Balken gekennzeichnet

Bei einer blutsverwandten Familie (BBS-55) ergab sich bei bestehender
Homozygotie fur den BBS4-Locus der Verdacht auf eine partielle homozygote
Deletion des Gens, da fur die Exons 7 und 8 keine PCR-Produkte generiert
werden konnten. Eine Deletion konnte im Array jedoch nicht dargestellt werden.
Dabei ist anzumerken, dass fur Familie BBS-55 mittels einer Junction-
Fragment-PCR eine homozygote Deletion der Exons 7 und 8 und
umspannender intronischer Bereiche schliellich nachgewiesen werden konnte

(Kapitel 4.5).

Seite | 74



4. Ergebnisse

4.3. Untersuchung mittels NGS-Panel fur spezifische MKS-/JS-Gene

Die Methodik des Next-Generation-Sequencings mittels Benchtop-Geraten stellt
eine effiziente Methodik zur parallelen Analytik von Genen dar. Diese sollte
anhand eines Gen-Panels fur die ermittelten haufig von Mutationen betroffenen
MKS- und JS-/JSRD-Gene MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9,
JBTS3 etabliert und validiert werden.

4.3.1. Etablierung und Validierung

Nach Etablierung der NGS-Methodik sollte zunachst eine reproduzierbare
Laufqualitat erreicht werden. Hierfir wurden die Qualitatsparameter der
jeweiligen Laufe stets uberpruft. Laufe wurden fir eine weitere Auswertung
berucksichtigt, wenn die im Kapitel 3.4.13 genannten, angestrebten
Gesamtlaufqualitatsparameter erreicht wurden. Abbildung 4.10 zeigt

exemplarisch, die Laufparameter eines NGS-Patienten-Laufs.

500n Nurmber Of Librany Reads % Key Pass Wells - TCAC

55 4

50 4

2,200 45 4

40 4

35 4

30

25 1

20 A

15 4

10

Abbildung 4.10: Darstellung der Parameter eines NGS-Patienten-Laufs mit GS Run
Browser Software. Links: Leselangenabhangige Coverage der 173 Amplikons. Alle Amplikons
zeigen die erwartete Lange zwischen 200-500 bp (X-Achse entspricht der Fragmentlange in bp,
die Y-Achse gibt die Lesehaufigkeit wieder). Rechts: Exemplarische Darstellung des Anteils der
fur die weitere Auswertung nutzbaren Sequenzen in tlrkis (Y-Achse in Prozent in Relation zu
Key-Pass-Filter-Wells). Angestrebt wurde ein Anteil von tber 20-50 % (hier 55 %). Der Anteil an
Mischsequenzen sollte nach Mdglichkeit unter 20 % liegen (hier 12 %, Darstellung in braun).

Fur die Validierung der Methodik wurden zunachst DNA-Proben von Patienten

bzw. elterliche Proben mit bekannten pathogenen Varianten untersucht. Es
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konnten alle Mutationen der zur Validierung verwendeten Proben
nachgewiesen werden (Abbildung 4.11). Alle Mutationen konnten bidirektional
dargestellt werden. Heterozygote Mutationen wurden mit einer Coverage von
44-54 % dargestellt, eine homozygote JBTS3-Mutation erwartungsgemafl mit
100 %.
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Abbildung 4.11: Validierung des NGS-Verfahrens anhand von Positivkontrollproben mit
Mutationen in den Genen MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9 und JBTS3.
Darstellung mittels Seqpilot-Software (Segnext-Modul).

Homopolymer-Sequenzen  kdnnen  methodisch  bedingt mittels  auf
Pyrosequenzierung basierenden Techniken nicht korrekt aufgetrennt werden.
Angaben daruber, ab welcher Anzahl an Basenwiederholungen diese
Ungenauigkeit zu beobachten ist, existieren bisher nicht. Um eine effiziente
Analytik zu gewahrleisten und um Fragmente zu identifizieren, die von der
Analytik auszunehmen sind, sollte daher geprift werden, in welchem Umfang
Homopolymer-Sequenzen im eigenen Kollektiv zu Wiederholungen mittels
Sanger-Sequenzierung flhren. Nach dem gewahlten Cut-off mussten bei
10,6 % der 161 Exons (171 Amplikons) aufgrund von Homopolymeren bei 25-
50 % der Patienten die jeweiligen Bereiche mittels Sanger-Sequenzierung
nachanalysiert werden. Bei 11,2 % mussten bei mehr als 50 % der Patienten
Wiederholungen durchgefihrt werden. Abbildung 4.12 zeigt exemplarisch ein
Amplikon, welches ein nicht eindeutig aufgetrenntes Homopolymer (sieben
Adenine in Folge) enthalt. Insgesamt enthielten 35 der 161 untersuchten Exons
(bzw. unmittelbar angrenzende Introns) Basenwiederholungen von mehreren

gleichen Basen in Folge. Bei 84,4 % (27 Exons) lagen Homopolymere von
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sechs oder mehr Basenwiederholungen vor. Bei den weiteren 15,6 % (8 Exons)

lagen Wiederholungen von 5 Basen vor.

ANAANALIANA N AN
H\I“U‘r\"m‘\\“‘f‘-“lH HER!
HEETRERERE A RN HEE
YRR TERYUEI IR IR i
TR T AR AR YRR I I AR YO TR N AR
foloba IJ\ | ‘\ | |
HERARHARERHAR
>

Abbildung 4.12: Exemplarische Darstellung eines Homopolymers (sieben Adenine in
Folge) ohne sichere Bestimmung der Basenabfolge mittels Seqpilot-Software (Segnext-
Modul). In 38,4 % der Forward-Sequenzen bzw. 25,5% der Reverse-Sequenzen wird eine
Deletion einer Base angenommen. Eine Nachanalyse mittels Sanger-Sequenzierung ergab die
Wildtyp-Sequenz fir den analysierten Bereich.

4.3.2. NGS-Daten des eigenen MKS- und JS-Kollektivs

Nach erfolgreicher Durchfuhrung der Validierungslaufe wurde eine
Subpopulation von aktuellen — molekulargenetisch bisher nicht abgeklarten —
Patienten mittels des Panels untersucht. Es wurden bis dato 21 DNA-Proben: 9
JS-/JSRD- und 11 MKS-Proben (10 MKS-Familien: Tabelle 4.12) sowie eine
weitere Ziliopathiefamilie (F1084) mittels der neu etablierten Technik analysiert.
Vier Proben dienten dabei der Validierung (Abbildung 4.11). Somit wurden
Daten zu 16 Proben (bzw. 15 Familien; 7 MKS-Familien, 8 JS-/JSRD-Familien)
mit der Technik erhoben. Fur alle Patienten wurden die Gene MKS3/JBTS6,
MKS4/JBTSS5, MKS6/JBTS9 parallel analysiert. Die MKS-Patienten wurden
daruber hinaus auf Mutationen des MKS71-Gens sowie die JS-/JSRD-Patienten
auf Mutationen des JBTS3-Gens untersucht. Ein Teil der MKS- und JS-/JSRD-
Patienten wurde dariber hinaus parallel fur alle genannten Gene untersucht
(Kapitel 4.3.2.2).
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Tabelle 4.12: Ergebnisse der Mutationsanalytik der mittels des entwickelten NGS-Panels
untersuchte MKS- und JS-/JSRD-Familien. (d= Deletion, dup= Duplikation, he= heterozygot,
mat/pat= maternal/paternal, n= Nonsense-Mutation, n. u.= nicht untersucht, m= Missense-
Mutation, s= SpleiBmutation, *= zur Validierung verwendete Probe)

Familie Mutationen Coverage
MKS-25 MKS4/JBTS5: F: 38% (118)
(Mutter mittels NGS untersucht) p_||e556ASnfSXZO(dup)he(maﬂpat) R: 38% (75)
MKS6/JBTS9: n. u.,
MKS-39* p.Arg1218X™, F: 46% (104)
c.4315-6_4315-4del)™® R: 52% (122)
MKS1: F: 49% (129)
MKS-73* p.Pro240Thrm™, R: 49% (267),
c.1408-34_1408-6del)" n. u.
MKS3/JBTS6: n. u.,
AL andw e
MKS-76* p.Glu361X()™ F: 54% (135)
p.Arg208X )" R: 53% (69)
MKS-81 - -
MKS-82 - -
MKS-84 MKS6/JBTSO: F: 45% (122)m)
(Mutter mittels NGS untersucht) p.Pro1563Arg m mavPa) R: 49% (98)m)
MKS-85 - .
MKS-86 - -
MKS-87 i i
(beide Eltern mittels NGS untersucht)
JS-10 -
JS-39 -
F: 47% (359
JBTSOIMKSE: A (( 180))
JS-49 p.Val1097PhefsX24 °, E 48% (89) '
p.Arg1330GInm)" ey
R: 48% (73)
15-50% JBTS3: F: 100% (1471)
p.Trp725Arg(m)™ R: 100% (1405)
. o,
JBTS5/MKS4: e ((1771))
JS-51 p.GIU97X(n)"®, PP
lle2000ValfsX224)"™ F. 48% (39)
’ : 0
P @ R: 48% (58)
JS-55 - -
F:49% (187
MKS1: R: 54% ((177))
JS-57 p.Arg124GIngm) °, RN ’
c.1408-34_1408-6dels)™ F-54% (418)
' - ®) R: 62% (372)
JS-58 - -
JS-60 - -
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Bei zwei (28,6 %) der bisher nicht abgeklarten sieben untersuchten MKS-
Familien (MKS-25 und MKS-84) und bei drei (37,5 %) der acht bisher nicht
abgeklarten JS-/JSRD-Familien (JS-49, JS-51, JS-57) lie® sich somit aller
Wahrscheinlichkeit nach die Ursache der Erkrankung aufklaren (Abbildung 4.13
und Abbildung 4.14). Auf Familie JS-57 wird im folgenden Kapitel noch ein Mal

detailliert eingegangen, daher ist die Familie hier nicht abgebildet.
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Abbildung 4.13: Darstellung der mittels NGS-Panel detektierten Mutationen der
untersuchten MKS-Familien. Fir beide Familien stand kein Material der Indexpatienten zur
Verfugung, sodass der Mutationsnachweis anhand von elterlichen Proben durchgefihrt wurde.
(dup= Duplikation, he= heterozygot, mat/pat= maternal/paternal, n= Nonsense-Mutation)
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Abbildung 4.14: Darstellung der mittels NGS-Panel detektierten Mutationen der
untersuchten JS-Familien. (d= Deletion, he= heterozygot, n= Nonsense-Mutation)
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4.3.2.1. Unklare Varianten im MKS- und JS-NGS-Kollektiv

Fur die hier untersuchten Ziliopathien wird zunehmend eine

oligogeneltriallelische Vererbung diskutiert, daher werden an dieser Stelle die
weiteren — neben den o.g. primar mutmallich ursachlichen Mutationen —
nachgewiesenen Polymorphismen und Varianten von unklarer Relevanz oder
klarer pathogenetischer Relevanz (Tabelle 4.13) der mittels des NGS-Panels

untersuchten Patienten dargestellt.

Tabelle 4.13: Zusatzlich zu pathogenen Mutationen detektierte unklare Varianten der 16
mittels NGS-Panels untersuchten MKS- und JS-/JSRD-Familienmitglieder. Berlicksichtigt
sind Veranderungen des kodierenden Bereichs sowie +/-10 Basen der jeweiligen Introns. Fir
Varianten mit einer Allelfrequenz von unter 1 % sowie mit Nachweis in homozygoter Form in
gesunden Kontrollkollektiven wurde explizit ausgewiesen, bei welchen Familien diese

nachgewiesen wurden. (Kontr.= Kontrollen, Lit.= Literatur, Pat.= pathogenetische Relevanz)

Gen Variante Anteil Bemerkung
rs3826300 9x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
MKS1 c.8584+9A>G homozygot: 3x Lit.: nicht als pathogen berichtet
MAF: G=44,7%/977 heterozygot: 6x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
1x Pat.: PP2: benigne,
MKS3/ c.511G>A homozygot: - nicht an Exon-Ubergang
JBTS6 p.Val171lle heterozygot: 1x  |Lit.: nicht als pathogen berichtet
(MKS-85) Kontr.: -
1x Pat.: pathogene Mutation,
MKS3/ ¢.579delA homozygot: - in muttell’llcher PNA nachgewiesen,
JBTS6 Gly195ApsfsX27 | n 1y | Vater Wildtyp fir MKS3
p-Bly P ett(a’\;%}/&%) X Lit.: in Literatur berichtet (Otto et al, 2009)
Kontr.: -
MKS3/ rsc"fgfgi? 1x Pat.: PP2: benigne nicht an Exon-Ubergang
JBTS6 p(;sp261Asn homozygot: - Lit.: neutral im Tierversuch (Leitch et al, 2008)
MAF: A= 1,.3%/29 heterozygot: 1x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
MKS3/ rs138113(?23(13 12x Pat.: PP2: benigne nicht an Exon-Ubergang
JBTS6 g.lle604VaI homozygot: 8x Lit.: nicht als pathogen berichtet
MAF: A=31,0%/678 heterozygot: 4x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
Pat.: letzte Base des Exons
rs115563233 1Xx Lit.: in Literatur als fragliche aggravierende
MKS3/ C.2241G>A homozygot: - Spleimutation beschrieben (Leitch et al,
JBTS6 p.GIn747GIn heterozygot: 1x  |2008)
MAF: A=0,1%/1 (MKS-87°%) Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
berichtet
rs117195541 1x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
MKS3/ c.2397T7>C homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
JBTS6 p.Asp799Asp heterozygot: 1x Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
MAF: C=0,6%/14 (JS-55) berichtet
MKS4/ r32546§_996 6x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
JBTS5 pCAI?:156585>A% homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
MAF: C=8.6%/188 heterozygot: 6x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
MKS4/ rszzgggéii 4x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
JBTS5 C'S 7563 homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
Mﬁ'F_ $£20 4%225 heterozygot: 4x  |Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
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Gen Variante Anteil Bemerkung
4x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
‘I}ABKI.SSg rcsgg;l?; d6:| homozygot: 4x Lit.: nicht als pathogen berichtet
) heterozygot: - Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
rs183655276 1x Pat.: PP2: benigne, nicht an Exon-Ubergang
MKS4/ c.4237G>C homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
JBTS5 p.Asp1413His heterozygot: 1x Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
MAF: C=0,3%/6 (MKS-87 %) berichtet
Pat.: PP2: benigne, nicht an Exon-Ubergang
MKS4/ r$61941020 2X Lit.: in Literatur bei 3/264 Kontrollen
c.5237G>A homozygot: - (Tory et al, 2007)
JBTS5 p.Arg1746GIn heterozygot: 2x |, 3/ “nicht h t bei Kontroll
MAF: T=0,3%/7 (MKS-85, JS-51) ontr. DICL homozygot bet rontrotien
berichtet
rs117852025 1x Pat.: PP2: pathogen, nicht an Exon-Ubergang
MKS4/ c.6401T>C homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
JBTS5 p.lle2134Thr heterozygot: 1x  |Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
MAF: C=0,4%/8 (MKS-25) berichtet
rs183387506 1x Pat.: PP2: benigne nicht an Exon-Ubergang
MKS4/ c.7075A>C homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
JBTSS p.lle2359Leu heterozygot: 1x  |Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
MAF: C=0,1%/3 (JS-55) berichtet
Pat.: Teil eines Glutaminsaure-Repeats (AS
221-229) (EEEEGEEEE)
rs112367037 ox Lit.: in Literatur als dritte Veranderung bei
MKS6/ c.685_687delGAA homozvaot: - zwei nachweislich pathogenen Mutationen
JBTS9 p.Glu229del heteroz ygot'. ox (Bachmann-Gagescu et al, 2012), auch als
MAF: -=4,2%/92 ygot. pathogen berichtet (Otto et al, 2011)
Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen
berichtet
X at.: nicht an Exon-Ubergan
MKS6/ r82727876<? 7? ! Pat.. nicht an Exon-Ubergang
JBTS9 pCHi5259>His homozygot: - Lit.: nicht als pathogen berichtet
MAF: T=10,0%/238 heterozygot: 1x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
1x Pat.: PP2: moglicherweise pathogen, nicht an
MKS6/ €.1229T>C het homozygot: - Exon-Ubergang,
JBTS9 p.lle410Thr heterozygot: 1x Lit.: nicht als pathogen berichtet
(MKS-86) Kontr.: -
14x Pat.: nicht an Exon-Ubergang
E/IBKTSSGS; g?%g;%i% homozygot: 11x  |Lit.: nicht als pathogen berichtet
) heterozygot: 3x Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet
rs73125627 5x Pat. nicht an Exon-Ubergang
MKS6/ c.3201G>A homozygot: 2x  |Lit.: nicht als pathogen berichtet
JBTSY p.Ser1067Ser heterorygot: 3x  |Konir.: homozygot bet Kontrollen berichtet
MAF: A=16.3%/356 eterozygot: 3x ontr.: homozygot bei Kontrollen berichte
1x . :
MKSE/ | c4333C>T nomozygot: - | i o e ogen berichtet
JBTS9 p.Arg1445X heterozygot: 1x Kontr.. -
(MKS-85) -

Pat.: PP2: pathogen, nicht an Exon-Ubergang
rs13312995 1x Lit.: in Literatur als Variante ohne Segregation
c.2488C>T . (Valente et al, 2006a), als aggravierend in

JBTS3 p.Arg830Trp hz;)en::zzyg;tt_' 1% Verbindung mit JBTS4-Mutationen
MAF: T=1,4%/31 ygot beschrieben (Tory et al, 2007)

Kontr.: homozygot bei Kontrollen berichtet

Pat.: nicht an Exon-Ubergang
rs4128€(3;0>17 x Lit.: in Literatur als Variante ohne Segregation

JBTS3 pcﬁ%%% 2 Af‘g hZ?engzﬁfttf ;. |(valente etal, 2006a)
MAF: A=0.29%/4 (Js.57) : Koqtr.: nicht homozygot bei Kontrollen
berichtet

Pat.: PP2: pathogen, nicht an Exon-Ubergang
rsg%gio:g o 1x . Lit.: in Literatur als Variante ohne Segregation

JBTS3 b A omozygot: T |(valente etal, 20062)
F,\)AAQ{ rc;:o,zo/zl/g eter(ang}/g())t. X Kontr.: nicht homozygot bei Kontrollen

berichtet
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Somit wurden bei funf der sieben (71,4 %) untersuchten MKS-Familien (hiervon
zwei Familien mit vermeintlich aufgeklarter Pathogenese (MKS-25, MKS-84))
zusatzliche Varianten von unklarer pathogenetischer Relevanz in den
verschiedenen untersuchten MKS-/UBTS-Genen detektiert. Des Weiteren
wurden bei drei der acht (37,5 %) untersuchten JS-/JSRD-Familien (hiervon
zwei Familien mit pathogenen Mutationen (JS-51, JS-57)) unklare Varianten

nachgewiesen.

4.3.2.2. Erganzende Untersuchung des MKS17- und JBTS3-Gens

Mutationen des JBTS3-Gens wurden bei einer Vielzahl von Patienten mit JS
und JSRD berichtet. Mutationen des MKS7-Gens wurden wiederum in einem
groRen Anteil bei Patienten mit MKS nachgewiesen. Trotz der klinischen und
v. a. genetischen Uberlappungen der Syndrome wurden JBTS3-Mutationen
bisher jedoch nicht bei MKS-Patienten und umgekehrt MKS 7-Mutationen bisher
nicht bei JS/JBTS-Patienten beschrieben. Im Rahmen der Entwicklung des
MKS/JS-NGS-Panels sollte daher fir die Patienten ermittelt werden, ob hier
Mutationen fur das jeweilige andere Syndrom nachgewiesen werden konnen.
Zu diesem Zweck wurden die in Tabelle 4.7 und 4.8 genannten bzw. in den
Tabellen A1 und A2 des Anhangs entsprechend markierten Patienten fur die
Gene MKS1 bzw. teilweise fir das JBTS3 mit untersucht. Dabei lieRen sich bei
funf von acht JS/JBTS-Patienten allgemein bisher keine klar pathogenen
Mutationen in den bis dato untersuchten Genen nachweisen. Bei einer Patientin
(JS-57) mit klinisch zweifelsfrei diagnostiziertem JS ohne Nierenbeteiligung und
weitere Auffalligkeiten (Alter zum Zeitpunkt der Einsendung: 34 Monate) wurden
compound-heterozygote Mutationen des MKS7-Gens nachgewiesen. Es konnte
die heterozygote Missense-Mutation ¢.371G>A (p.Arg124Gin) in Exon 4 des
MKS1-Gens nachgewiesen werden. Die Mutation wurde bisher weder in der
Literatur als pathogen noch als apathogen beschrieben. Sie ist bisher weder im
eigenen Kollektiv noch in den einschlagigen Genomdatenbanken als
apathogener Polymorphismus beobachtet worden. Sie betrifft eine evolutionar
hochgradig konservierte Aminosaure. Bioinformatisch wird die Veranderung als
pathogen eingestuft. Als zweite Mutation wurde die bei MKS-Patienten bereits
haufig beobachtete Deletion ¢.1408-34 1408-6del (p.Gly470fs) des MKS1-

Seite | 82



4. Ergebnisse

Gens in heterozygoter Form nachgewiesen. Wie in Abbildung 4.15 dargestellt
segregieren die Mutationen in der Familie (paternal: p.Arg124GIn, maternal:

p.Gly470fs). Der gesunde Bruder tragt die vaterliche Mutation nicht.

Vater: MKS1: Exon4: ¢.371G>A (p.Arg124GlIn) he. Mutter: MKS1: Intron 15: ¢.1408-34_1408-6del he.
c G ccoacl TCT TTACCTACALCE TGCGGCGCC GTGTCTL G AN AC HGC NEi NNNNG nnllTncucnccnuTch
167 163 159 155 151 147 143 29 33 37 41 45 49 53 & 65 €9 '3
| TN
Wi f i
| iMM
Vater: Mutter:
MKS1: MKS31:
Exon4:c.371G>A (p.Arg124GIn) he Exon4: WT
Intron 15: WT Intron 15: ¢.1408-34_1408-6del he.
GesunderBruder (4-jahrig): Betroffene Patientin: (34 Monate)
MKS1T: MKS1:
Exon4: WT Exon4:¢c.371G>A (p.Arg124GIn) he.
Intron 15: ¢.1408-34_1408-6del he. Intron 15: ¢.1408-34_1408-6del he.
T - =u | B a9
v v e e v e I 2 e e e e e e
T S ST S T e e =
\ / I /‘\ | AAN Andi /\M"('
! ARARRAAANNRAL WY ARRHAN NV NNV )
e e—— Tam
,F"" / Al N ﬂ:"
[\ VYA ) (VY 7
Patientin: MKS1: Exon4: ¢.371G>A (p.Arg124GIn)he. Patientin: MKS1: Intron 15: ¢.1408-34_1408-6del he.

Abbildung 4.15: Stammbaum und Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der
Familie JS-57. Bei der Indexpatientin mit dem klinischen Bild eines JS wurden mittels des
etablierten NGS-Panels compound-heterozygote Mutationen des MKS7-Gens nachgewiesen.
Die Segregation sowie die Mutationen der Indexpatientin wurden mittels Sanger-Sequenzierung
bestatigt.

Lediglich zwei MKS-Familien wurden aufgrund der allgemein limitierten DNA-
Mengen bisher auf Mutationen im JBTS3-Gen untersucht, wobei bei beiden
Familien  bereits unklare, moglichweise  pathogenetisch  relevante
Veranderungen in den weiteren im Panel enthaltenen Genen nachgewiesen

wurden.
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4.4. Weitere molekulargenetische Analysen des eigenen Kollektivs

Die Ergebnisse weiterer durchgeflhrter molekulargenetischer Analysen neben
den oben ausgefihrten Ergebnissen der Analytik des langsten offenen

Leserahmens sollen an dieser Stelle zusammengefasst werden.

4.4.1. Untersuchungen auf homozygote Deletion des JBTS4-Gens

Deletionen des JBTS4- (NPHP1-) Gens werden bei einem Grofteil der
Patienten mit Nephronophthise nachgewiesen (Hildebrandt et al, 1997).
Punktmutationen treten deutlich seltener auf. Laut Literatur finden sich im
Durchschnitt bei etwa 1-3 % der Patienten mit JS/JSRD Veranderungen des
JBTS4-Gens (Parisi, 2009). In einer zusammenfassenden Arbeit von E. M.
Valente und Arbeitsgruppe wird berichtet, dass bei Patienten mit
Nierenbeteiligung bei 2,5-14,3 % (6,7 %) Mutationen im genannten Gen
nachgewiesen werden kénnen (Valente et al, 2008). In einer weiteren Arbeit
wurde eine Detektionsrate von 8,9 % fur JS-Patienten mit Nierenbeteiligung im
eigenen Kollektiv ermittelt (Caridi et al, 2006). Um die Haufigkeit im eigenen
Kollektiv zu prufen wurden 24 Patienten mit Verdacht auf JS/UJSRD in Hinblick
auf die haufigste homozygote Deletion des JBTS4-Gens (GrofRe des deletierten
Bereichs: 290 Kb) mittels Multiplex-Deletions-PCR untersucht.

Abbildung 4.16: Exemplarische Darstellung der Untersuchung auf die haufigste JBTS4-
Gen-Deletion bei Familie JS-58 mit Verdacht auf JS. Bahn 1: Ergebnis der Negativkontrolle
(Wildtyp-DNA), Bahn 2: Ergebnis der Positivkontrolle (DNA-Probe eines Nephronophthise-
Patienten mit nachgewiesener homozygoter Deletion), Bahn 3: Exemplarische Darstellung der
Untersuchung eines Patienten ohne homozygote Deletion, Bahn 4: Leerwert (No-Template-
Control)
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Bei sieben Patienten lag eine Nierenbeteiligung vor, weitere sieben Patienten
zeigten zum Zeitpunkt der Einsendung keine Nierenbeteiligung. Bei zehn
Patienten lagen keine Angaben diesbezuglich vor. Bei keinem der untersuchten
Patienten wurde ein Deletion nachgewiesen (Abbildung 4.16). Bei zwei
Patienten (ein Patient mit Nierenbeteiligung) wurden in der Folge Mutationen in
anderen Genen nachgewiesen. Funf Patienten mit Nierenbeteiligung und 17
Patienten ohne Angaben oder ohne bekannte Nierenbeteiligung wurden bisher
nicht molekulargenetisch aufgeklart. Welche Patienten im Detail untersucht

wurden, ist Tabelle A2 des Anhangs zu entnehmen.

4.4.2. Untersuchungen auf die SpleiRmutation ¢.2991+1655A>G des MKS4-
/JBTS5-Gens

Die Spleilmutation ¢.2991+1655A>G in Intron 26 des MKS4-/JBTS5- (LCA10-)
Gens stellt eine der haufigsten detektierten Mutationen bei Patienten mit
Leberscher kongenitaler Amaurose (LCA), einer nicht-syndromalen Ziliopathie,
dar. In der Arbeit von A. den Hollander und Arbeitsgruppe wurde sie bei 21 %
der LCA-Patienten nachgewiesen (den Hollander et al, 2006). Sie wurde bisher
nicht bei Patienten mit JS/JSRD oder MKS beschrieben. Um zu Uberprifen
inwieweit die Veranderung auch bei den genannten Syndromen eine Rolle
spielen konnte, wurden 28 Patient mit Verdacht auf ein MKS (n=15) oder
JS/JSRD (n=13) auf diese Mutation untersucht. Weder fir die hier untersuchten
MKS noch JS-/JSRD-Patienten lagen valide Informationen bezuglich einer
Augenbeteiligung vor. Eine konnatale LCA war in keinem Fall beschrieben. Bei
keinem Patienten konnte die Spleifmutation ¢.2991+1655A>G in heterozygoter
oder homozygoter Form nachgewiesen werden (Abbildung 4.17). Bei einem JS-
Patienten wurden zwei pathogene Mutationen des MKS4-/JBTS5-Gens
nachgewiesen. Drei Patienten zeigten Mutationen in anderen Genen. Bei der
Mehrzahl der Patienten (n=9) wurden bisher keine Mutationen in den
untersuchten Genen nachgewiesen. Bei den MKS-Patienten wurden in funf
Familien andere pathogene Mutationen des MKS4-Gens nachgewiesen, zwei
Familien zeigten pathogene Mutationen in anderen Genen. Bei funf Patienten
konnten bisher keine Mutationen nachgewiesen werden oder es wurden

Veranderungen von unklarer pathogenetischer Relevanz detektiert. Drei
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Patienten zeigten u. a. eine unklare Veranderung des MKS4-Gens. Welche
Familien im Detail untersucht wurden, ist den Tabelle A1 und A2 des Anhangs

zu entnehmen.

+1660
CEP280 / Intron 26 CEP280 / Intron 25

Abbildung 4.17: Exemplarische Darstellung der Untersuchung auf die bei der LCA haufig
beschriebene SpleiBmutation ¢.2991+1655A>G in Intron 26 des MKS4-/JBTS5- (LCA10)-
Gens bei Patienten mit Verdacht auf JS/JSRD und MKS. Der Patient (JS-55), der bisher
ohne Mutationsnachweis in den untersuchten Genen ist (Tabelle A2 des Anhangs), zeigt die
Wildtyp-Sequenz fir den untersuchten Abschnitt.

4.5.Einzelkasuistiken

Einzelne Familien des eigenen Kollektivs zeigten molekulare Besonderheiten

und werden daher an dieser Stelle noch ein Mal detailliert aufgefuhrt.

Familie BBS-53:

Bei der Indexpatientin der Familie BBS-53 wurde bei klinischem Verdacht auf
ein BBS bei bekannter Blutsverwandtschaft der Eltern mittels Homozygotie-
Array ein 16,2 Mb grofRer ROH-Block fur den BBS2-Locus nachgewiesen,
jedoch fur kein weiteres der untersuchten o. g. BBS-Gene (Tabelle 4.9). Mittels
Sequenzierung nach Sanger wurde schliel3lich die Mutation ¢.1528G>T
(p-Val510Phe) in Exons 13 detektiert. Die Veranderung wurde bis dato weder
als apathogene Variante noch als pathogene Mutation beschrieben. Die
Segregation wurde anhand der elterlichen Proben bestatigt. Es standen keine
weiteren Familienmitglieder fur zusatzliche Segregationsanalysen zur

Verfugung. Aufgrund der Position der Veranderung (erste Base des Exons 13)
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in Verbindung mit der Art des Austauschs (G>T) unter Berucksichtigung von
Konsensus-Sequenzen fiir Exon/-Intron-Ubergénge, wurde ein Effekt im Sinne
einer Spleilmutation angenommen. Eine bioinformatische Analytik stlitzte diese
Theorie. Um einen mdglichen pathogenen Effekt der Veranderung zu belegen
wurde eine Spleilanalyse anhand von aus Blut isolierter RNA der Eltern und
der Indexpatientin durchgefuhrt. Nach Etablierung der erforderlichen cDNA-
Primer anhand einer Wildtyp-Kontrolle und Bestatigung der BBS2-Expression
im Blut wurde die Analytik durchgeflhrt. Abbildung 4.18 zeigt, dass die
erwartete  Wildtyp-Transkript-Bande  beim  heterozygoten  Vater in

abgeschwachter Form nachweisbar ist (732 bp).
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Abbildung 4.18: Analyseergebnisse der Familie BBS-53. Oben: Darstellung der
Basenkonservierung der Position ¢.1528 des BBS2-Transkripts NM_031885.3 mittels UCSC
fur verschiedene Spezies. Links: Gelelektrophoretische Auftrennung der cDNA-PCR der Familie
(Vater und Index) sowie einer Wildtyp-Kontrolle. Die erwartete BandengréRe (Produkt Exon 10
bis Exon 14) bei reguldrem Spleiflen entspricht der Bande der Wildtyp-Kontrolle (732 bp). Die
ca. 860 bp groRe Bande bei Index und Vater entsprich einer partiellen Intronretention des
Introns 12. Die zusatzliche kleinere Bande stellt ein Artefakt dar. Rechts: Das
Elektropherogramm der Sequenzierung der etwa 860 bp groflen Bande der Indexpatientin
mittels eines Sequenzier-Primers in Exon 11 des BBS2-Gens zeigt die alternative Nutzung
zweier kryptischer Spleif3stellen in Intron 12.
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Unter Verwendung der RNA/cDNA der Indexpatientin konnte keine Wildtyp-
Bande erzeugt werden. Im Gegenzug weist die Indexpatientin jedoch zwei
abweichende Banden auf, die beim Vater in abgeschwachter Form ebenfalls
nachweisbar sind. Eine durchgeflihrte Sequenzieranalytik ergab, dass bei der
im Vergleich zum Wildtyp groReren Bande von etwa 860 bp eine partielle
Intronretention des Introns 12 vorliegt, es wurden zwei kryptische Spleil3stellen
in Intron 12 genutzt. Bei der zusatzlichen Bande handelt es sich nach
Sequenzierung um eine Artefakt-Bande. In der Familie wurde somit der
funktionelle Nachweis erbracht, dass es sich bei der Mutation ¢.1528G>T
(p-Val510Phe) des Exons 13 des BBS2-Gens tatsachlich um eine

SpleiBmutation handelt.

Familie BBS-55:

Der Indexpatient der konsanguinen Familie BBS-55 zeigte bei klinischem
Verdacht auf ein BBS im Homozygotie-Array ROH flr verschiedene BBS-Loci
(Tabelle 4.9). Fir Exon 7 und Exon 8 des untersuchten Transkripts des BBS4-
Gens (ROH-Block 14,0 Mb) lie® sich schliel3lich kein PCR-Produkt erzeugen.
Obgleich eine grolRere Deletion des Gens im SNP-Array nicht nachzuweisen
war, lag der Verdacht auf eine die genannten Exons umspannende Deletion
nahe. Um den Nachweis zu erbringen wurden daher verschiedene Junction-
Fragment-PCRs etabliert. Die verwendeten Primer wurden in verschiedene
Abschnitte des Introns 6 und Intron 8 gelegt. Mittels eines Primer-Paares
gelang schlieldlich die Darstellung der Wildtyp-Bande von 5524 bp anhand einer
Kontroll-DNA. Fur den Indexpatienten konnte ausschlieBlich ein deutlich
verkurztes Produkt generieret werden (ca. 2700 bp). Bei beiden Eltern konnten
wiederum sowohl die Wildtyp-Bande als auch die verkirzte Bande
nachgewiesen werden. Die Direkt-Sequenzierung bestatigte schlieldlich, dass
bei dem Patienten Homozygotie fir eine 2841 bp groRe Deletion des BBS4-
Gens vorliegt (c.406-804_587+175del2841), welche die Exons 7 und 8 sowie
Teile der umgebenden Introns beinhaltet (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Analyseergebnisse fiir das BBS4-Gen der Familie BBS-55. Links:
Gelelektrophoretische Auftrennung der Junction-Fragment-PCR-Produkte der Familie (Vater,
Mutter und Index) sowie einer Wildtyp-Kontrolle. Die erwartete GroRe der Wildtyp-Bande betragt
5524bp flr die Exon 7 und 8 inklusive des Introns 7 des BBS4-Gens sowie Teile der Introns 6
und 8. Diese konnte bei der Kontroll-DNA als auch bei beiden Eltern nachgewiesen werden. Bei
dem Indexpatienten konnte ausschlie3lich eine Bande von ca. 2700 bp nachgewiesen werden.
Diese Bande kann ebenfalls bei den Eltern beobachtet werden. Rechts: Im Elektropherogramm
der entsprechenden Bande des Indexpatienten zeigt sich die homozygote Deletion c.406-
804_587+175del2841.

Familie MKS-39:

Bei Familie MKS-39 wurde bei zwei Feten der Verdacht auf ein MKS geaulert.
Material eines gesunden Kindes lag ebenfalls vor. Der Einsender gab an, dass
mdglicherweise eine Blutsverwandtschaft in der Familie vorliegt. Bei allen drei
Kindern konnten mittels SNP-Array mehrere homozygote Bereiche von einer
GroéRe von 5 Mb und gréRer nachgewiesen werden (Tabelle 4.7). Es konnte
jedoch fur die Betroffenen keine Homozyogtie fur die derzeit bekannten MKS-
Loci (MKS1-MKS10) nachgewiesen werden. Aufgrund der Familienkonstellation
und Voruntersuchungen wurde auswertig eine Exom-Analyse der DNA eines
Feten in Auftrag gegeben: Die Anreicherung erfolgte dort mittels des TruSeq-
Exoms (Firma: Illlumina). Der Lauf wurde auf einem HiSeq-2000-Sequenzierer
(Firma: Illumina) durchgefuhrt. 90,51 % der Targets waren dabei mindestens
30-fach abgedeckt. Die Ubermittelten Daten beinhalteten sowohl heterozygote
als auch homozygote Varianten ausgenommen haufige Polymorphismen (MAF
> 1%). Die eigene Auswertung der Daten ergab den Hinweis auf eine Mutation
des MKS6-Gens (Abbildung 4.20). Eine zweite Muatation des MKS6-Gens
konnte in den ubermittelten Daten jedoch nicht ermittelt werden. Eine
Auswertung bezlglich der Coverage der einzelnen Exons ergab, dass fir alle

Exons eine zufriedenstellende Coverage vorlag. Lediglich fur Exon 5 zeigte
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sich, dass einzelne Bereiche des Exons nicht sequenziert wurden. Eine

Nachanalyse erbrachte jedoch auch hier keine Mutation.
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Abbildung 4.20: Auszug der Ergebnisse der Exom-Analyse der Familie MKS-39. Oben:
Coverage des Exons 5 des untersuchten betroffenen Feten der Familie im UCSC browser (in
blauen und roten Balkten dargestellt). Teilbereiche des Exons wurden bei der Analyse nicht
abgedeckt. Unten: Auszug der ubermittelten Exom-Daten mit Darstellung der Mutation der in
der Familie nachgewiesenen Mutation p.Arg1218X des MKS6-Gens (CHR= Chromosom,
VAR_FROM/VVAR_TO= genomische Basenposition des Chromosoms, REF= Referenzbase,
A1/A2= Allel, DEPTH= Gesamt-Reads der Position, C_A1/C_A2 Reads der jeweiligen Base,
%_A1/%_A2= Prozentualer Anteil, PROT=Protein)

Eine daraufhin durchgefuhrte Analytik des weiteren kodierenden Bereichs des
MKS6-Gens mittels Sanger-Sequenzierg ergab als zweite Mutation die
heterozygote Spleillmutation ¢.4315-6 _4315-4del des |Introns 34. Die

Mutationen segregieren in der Familie, Auch bei dem zweiten Feten konnten die
Mutationen bestatigt werden (Abbildung 4.21)
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Abbildung 4.21: Mutationen des MKS6-Gens bei Familie MKS-39. Die zweite Mutation
konnte schlieRlich mittels Sanger-Sequenzierung ermittelt werden. Die Mutationen konnten bei
beiden Betroffenen nachgewiesen werden.
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Zur Erstellung eines rationalen Algorithmus zur Abklarung der Ziliopathie-
Syndrome MKS, JS/JSRD und BBS wurden molekulargenetische Daten von
215 Ziliopathie-Familien des eigenen Kollektivs unter Einbeziehung der
Literaturdaten ausgewertet. Erganzend wurde in diesem Zusammenhang der
Einsatz aktueller molekulargenetischer Methoden validiert und implementiert.
Darlber hinaus sollte auf Basis der Daten des eigenen Kollektivs geprift

werden, ob eine Neudefinition des klinischen Phanotyps maoglich ist.

Verflgbare Literaturdaten zu Mutationen in den derzeit bekannten MKS-
(MKS1-10), JBTS- (JBTS1-17) und BBS-Genen (BBS7-16) wurden
zusammengestellt. Die Kriterien, die zur Erhebung der Daten herangezogen
wurden sind ausfuhrlich in Kapitel 4.1 erlautert. Diese Daten wurden mit den

Angaben zum eigenen Kollektiv verglichen.

Einschlusskriterium fir die vorliegende Studie war primar die klinische
Verdachtsdiagnose durch den Einsender. Das Kollektiv umfasste insgesamt 88
Familien mit der Verdachtsdiagnose MKS, 61 Familien mit der
Verdachtsdiagnose JS/JSRD und 66 Familien mit Verdacht auf BBS. Diese Art
der Erfassung hat naturgemal einen Einfluss auf die Ergebnisse, da sie von
der klinischen Einschatzung durch den Einsender abhangen. So sind durch
Fehlen einheitlicher Diagnosekriterien und groRRzugiger Veranlassung von
Analysen entsprechend niedrigere Gesamtdetektionsraten zu erwarten. Des
Weiteren ist nicht auszuschlieRen, dass ein Bias durch eine subjektive

Vorselektion der Einsender vorliegt.

Weiterhin ist bezlglich der Analysen im eigenen Kollektiv folgendes
anzumerken. Nicht alle MKS-, JS-/JSRD- und BBS-Familien wurden jeweils flr
die gleichen Gene untersucht. Es lag i. d. R. ein konkreter analytischer Auftrag
vor, daraus ergaben sich Einschrankungen in Hinblick auf die mdglichen
Untersuchungen. Wurden pathogene Mutationen nachgewiesen, wurden nur in
ausgewahlten Fallen weitere Analysen durchgefuhrt. Dartber hinaus wurde die

Analytik einiger Gene (wie etwa die Analyse des MKS6-/JBTS9-Gens) erst im
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Verlauf der Untersuchungen routinemalig implementiert. Der Fokus der
Analysen liegt dabei fir das MKS und das/die JS/JSRD auf den aus der
Literatur als "haufig von Mutationen betroffen" ermittelten Gene MKST,
MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9, JBTS3 bzw. BBS1, BBS2, BBS10
und BBS12 fur das BBS.

5.1. Detektionsraten fiur MKS, JS/JSRD in Abhangigkeit vom klinischen
Bild

Fir das MKS wurden Literaturdaten (Tabelle A4 des Anhangs) zu drei
verschiedenen ethnischen Gruppen mit verschiedenen Mutationsfrequenzen
ermittelt. Fur die europaisch-kaukasischen Kohorten ergab sich eine
Gesamtdetektionsrate von 87 % fur die Gene MKS1, MKS3, MKS4 und MKS6.
Die hochste Gesamtdetektionsrate wurde fur die finnische Kohorte ermittelt. In
90 % der Falle wurden ursachliche Mutationen beschrieben. Diese verteilen
sich hier auf die Gene MKS1, MKS4 und MKS6. Daruber hinaus wurden Daten
zu multiethnischen Kollektiven inklusive konsanguiner Patienten (Turkei und
arabische Lander) erhoben. Hierbei konnte jedoch keine Gesamtdetektionsrate
ermittelt werden, da bisher keine validen Daten zu Mutationen des MKS4-Gens
veroffentlicht wurden. Ein derzeit nicht naher zu ermittelnder Anteil an
Mutationen, der 13 % bzw. 10 % der europaischen und finnischen Patienten
betrifft, verteilen sich auf die weiteren bekannten Gene MKS2/JBTS2,
MKSS5/JBTS7, MKS7, MKS8, MKS9, MKS10. Ein Grund hierfur ist, dass bis
dato i. d. R. nur Einzelfamilien berichtet wurden oder mehrheitlich einzelne
Populationen oder Familienkonstellationen untersucht wurden. Im eigenen
unselektierten Kollektiv mit der Indikation "Verdacht auf MKS" wurden bei
37,5 % der Familien zwei pathogene Mutationen in den Genen MKS1, MKS3,
MKS4 und MKS6 detektiert. Bei 7,4 % wurde lediglich eine pathogene Mutation
oder eine oder mehrere Mutationen von ungeklarter pathogenetischer Relevanz
ermittelt. Die relativ niedrige Detektionsrate des eigenen Kollektivs erklart sich
durch die einfuhrend benannten Einschrankungen. Die Detektionsrate des
eigenen Kollektivs erhdht sich auf 76,7 %, wenn lediglich die Familien
einbezogen werden, bei denen alle vier genannten Gene auch untersucht

wurden. Im eigenen Kollektiv konnten keine klar pathogenetisch relevanten
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Mutationen der Gene MKS2, MKS5 und MKS7 detektiert werden. Die Gene
MKS8-MKS 10 wurden bis dato nicht untersucht.

Fir das/die JS/JSRD wurden gleichermalien die Literaturdaten bezlglich
Mutationen der derzeit bekannten JBTS-Gene (JBTS1-17) gesichtet und
ausgewertet (Tabelle A5 des Anhangs). Angaben zur ethnischen
Zusammensetzung der Kollektive lagen hier im Detail nicht vor. Es ist von
multiethnischen Kollektiven auszugehen. Fur das/die JS/JSRD wurde eine
eingeschrankte Genotyp-Phanotyp-Korrelation beobachtet, die in Kapitel 5.6
erlautert wird. Die verwendeten Daten beziehen sich soweit ersichtlich auf
klinisch und genetisch nicht vorselektierte Kohorten. Es wurde von einer
gleichmafigen Verteilung aller JSRD-Subgruppen ausgegangen. Fur die Gene
JBSTS3, JBTSS, JBTS6, JBTS9 wurde eine Detektionsrate von 40 % ermittelt,
insgesamt wird diese derzeit fur alle bekannten Gene auf ca. 50 % geschatzt
(Valente et al, 2011). Bei Indikation "Verdacht auf JS/JSRD" wurden im eigenen
multiethnischen Kollektiv bei 23,2 % der Patienten pathogene Mutationen
nachgewiesen. Bei 3,3 % wurde eine klar pathogenetisch relevante Mutation
bzw. unklare Varianten detektiert. Nach Ausschluss der Familie, bei denen nicht
alle vier Gene untersucht wurden, erhoht sich diese auf 45,2 %. In keinem der
weiteren untersuchten JBTS-Gene (JBTS1, JBTS2, JBTS4, JBTS7 oder
JBTS8) konnten klar pathogene Mutationen detektiert werden. Die Gene
JBTS10-JBTS17 wurden bis dato nicht untersucht. Grundsatzlich ist davon
auszugehen, dass sich die o.g. Detektionsrate aufgrund der aktuell relativ
geringen Aufklarungsraten durch die weiteren, jingst detektierten JBTS-Gene
erhoht. Fur einige Gene wurde bereits nachgewiesen, dass sie in besonderen
Bevdlkerungsgruppen eine gréfRere Rolle spielen (Edvardson et al, 2010). So
sind Mutationen des JBTS2-Gens in der aschkenasisch-judischen Bevolkerung
verbreitet. Auch die Identifizierung weiterer Loci scheint weiterhin
wahrscheinlich. Die niedrigeren Detektionsraten konnten auch Ausdruck einer
ungentgenden klinischen Zuordnung zum JS-/JSRD-Spektrum sein. Dies wird
exemplarisch durch eine Publikation belegt, bei der bei Patienten mit initalem
klinischen Verdacht auf JS/JSRD chromosomale Imbalancen nachgewiesen

werden konnten (Kapitel 5.5.2).

Seite | 93



5. Diskussion

Wahrend der Nachweis einer pathogenen Mutation in der Literatur kaum
berichtet wird, wurde im eigenen Kollektiv bei 7,4 % der MKS-Patienten und
3,3 % der JS-/JSRD-Patienten lediglich eine klar pathogenetisch relevante
Mutation in einem der Gene oder eine oder mehrere unklare Varianten
beobachtet. Der Nachweis einer pathogenetisch relevanten Veranderung kann
verschiedene Ursachen haben. Eine zufallige Anlagetragerschaft einer Mutation
kann nicht sicher ausgeschlossen werden. Bestimmte Mutationen treten dabei
nachweislich gehauft auf. Die Heterozygotenfrequenz fir die MKS1T-
Foundermutation (Finmajor: €.1408-34_1408-6del) wurde beispielweise flr
deutsche Familien mit 1:260 ermittelt (Auber et al, 2007). Ein weiteres Beispiel
hierfir stellt die in der Literatur beschriebene und im eigenen Kollektiv mehrfach
detektierte Mutation ¢.622A>T (p.Arg208X) des MKS3-/JBTS6-Gens dar.
(Consugar et al, 2007), (Tallila et al, 2009). Diese wird in den einschlagigen
Polymorphismendatenbanken mit einer Allelfrequenz von 0,022 % in der
Normalbevélkerung angegeben. Ahnliches gilt fur die Mutation c¢.1843T>C
(p.Cys615Arg), die ebenfalls bereits mehrfach in der Literatur beschrieben,
sowie im eigenen Kollektiv nachgewiesen wurde (Tallila et al, 2009). Im eigenen
MKS- und JS-/JSRD-Kollektiv machen beide Mutationen zusammen 2,73 % der
mutationstragenden Allele aus. Neben einer erkrankungsunabhangigen
Anlagetragerschaft kann nicht ausgeschlossen werden, dass die detektierte
Mutation (etwa bei Familie MKS-85) in Verbindung mit einer zweiten nicht
detektierten Veranderung ursachlich fir den Phanotyp der Patienten ist. Im
Wesentlichen gilt es hier zu berlcksichtigen, dass derzeit mehrheitlich der
kodierende Bereich des langsten offenen Leserahmens und angrenzende
Exon-/Intronibergange auf Punktmutationen untersucht wurden. Weit intronisch
gelegene Spleilmutationen werden somit nicht erfasst. Diese wurden in der

Literatur bereits fur einige Gene beschrieben (Frank et al, 2007).

5.1.1. Mutationsverteilung in den Genen MKS1, MKS3/JBTS6,
MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9 und JBTS3

Mutationen der Gene MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9 und
JBTS3 sind nach ermittelten Literaturdaten und den im eigenen Kollektiv

erhobenen Daten fir den Grofteil der MKS- und JS-/JSRD-Falle verantwortlich.
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Im relativen Vergleich zeigen sich bei 33,3 % der MKS-Falle des eigenen
Kollektivs und 41,4 % der aus der Literatur ermittelten europaischen Patienten
Mutationen des MKS17-Gens, bei 39,4 % bzw. 26,4 % Mutationen des MKS3-
Gens, bei 18,2 % bzw. 16,1 % des MKS4-Gens und bei 9,1 % bzw. 16,1 % des
MKS6-Gens. Die niedrigere Detektionsrate fur das MKS6-Gen im eigenen
Kollektiv Iasst sich auf die o. g. eingeschrankt durchgefuhrte Analytik des Gens
im eigenen Kollektiv zurtckfihren. Fur die MKS-Gene wurde der Vergleich der
eigenen Ergebnisse mit den publizierten Daten des europaischen Kollektivs
vorgenommen, da fur die multiethnischen Kollektive keine Detektionsraten fur
alle Gene veroffentlicht wurden. Fir das finnische Kollektiv ergaben sich
weitere Besonderheiten: Hier wird der Grofteil der Mutationen im MKS7-Gen
detektiert. So wurden neben der intronischen spleirelevante MKS17-
Foundermutation Finmgjor: €.1408-34_1408-6del und der MKS6-Spleilmutation
c.1762C>T, p.GIn588X bisher lediglich vier weitere Mutationen beschrieben,
zusammengefasst tragen diese somit fast ausschlieldlich zu den hohen
Detektionsraten des MKS in Finnland bei (Tallila, 2009).

Fur das/die JS/JSRD ergab sich fur das JBTS3-Gen eine Rate von 28,6 % im
eigenen Kollektiv bzw. von 27,5% bei den Patienten aus der Literatur, fur das
JBTS5-Gen ergab sich eine Rate von 14,3 % bzw. 33,4 %, fur das JBTS6-Gen
von 35,7 % bzw. 15,6 % und fir das JBTS9-Gen von 21,4 % bzw. 23,4 %. Die
erhohten Detektionsrate des JBTS6-Gens und erniedrigte Detektionsrate des
JBTS5-Gens konnten durch den o. g. analytischen Bias bedingt sein. Beide
Gene zeigen eine gewisse Genotyp-Phanotyp-Korrelation im Zusammenhang
mit dem/den JS/JSRD: Mutationen des JBTS6-Gens werden gehauft in
Verbindung mit einer JSSRD mit Leberbeteiligung berichtet, Mutationen des
JBTS5-Gens werden vermehrt mit Nieren- und Retinaveranderungen assoziiert
(Kapitel 5.6). Denkbar ware somit auch eine einsendungsbedingte

phanotypische Haufung im eigenen Kollektiv.

Zusammenfassend stimmen die ermittelten Mutationsfrequenzen der Gene
MKS1, JBTS3, JBTS5/MKS4, JBTS6/MKS3 und JBTS9/MKS6 mit den
ermittelten Daten der Literatur insgesamt Uberein. Auffallig ist aber, dass JS-
/[JSRD-Patienten im eigenen Kollektiv gehauft Mutationen des JBTS6-Gens und
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seltener Mutationen des JBTS5-Gens tragen. Als relative kumulierte
Detektionsraten fur die genannten Gene kdnnen somit zukunftig fur das MKS
bzw. JS/JSRD folgende Zahlen als Basis flr einen Algorithmus, der auf
Mutationshaufigkeiten beruht, angenommen werden:

MKS1: 37,3 %, MKS3: 32,9 %, MKS4: 17,2 %, MKS6: 12,6 %

JBTS3: 28,1 %, JBTSS: 23,9 %, JBTS6: 25,6 %, JBTS9: 22,4 %

5.1.2. Bedeutung erganzender Analysen fur MKS und JS/JSRD

Neben Veranderungen in den o. g. haufig von Mutationen betroffenen MKS-,
JBTS- Genen wurden Veranderungen in zahlreichen weiteren Genen flr die
hier untersuchten Ziliopathien mit geringeren Mutationsfrequenzen berichtet
(Kapitel 4.1). Im eigenen Kollektiv wurde in keinem der weiteren untersuchten
MKS- und JBTS-Gene klar pathogenetisch relevante Mutationen
nachgewiesen, wobei in Einzelfallen Varianten von unklarer pathogenetischer
Relevanz ermittelt wurden.

Homozygote Deletionen des JBTS4- (NPHP1-) Gens sind die genetische
Hauptursache der autosomal-rezessiven NPH, im Vergleich finden sich
Punktmutationen des Gens deutlich seltener (Hildebrandt et al, 1997).
Homozygote Deletionen wurden auch bei Patienten mit JS/JSRD berichtet
(Parisi et al, 2004). M. Parisi bezifferte den Anteil von JBTS4-Mutationen
generell auf 1-3 % (Parisi, 2009). In einer Publikation der Arbeitsgruppe um E.
M. Valente wurde zusammenfassend berichtet, dass bei 2,5 % aller JSRD-
Patienten bzw. bei 6,7-14,3 % der JSRD-Patienten mit Nierenbeteiligung
Deletionen des JBTS4-Gens nachgewiesen werden konnen (Valente et al,
2008). In einer weiteren Arbeit wurde eine Detektionsrate von 8,9 % fiur JS-
Patienten mit Nierenbeteiligung angegeben (Caridi et al, 2006). Um die
Haufigkeit in der eigenen JSRD-Patientenkohorte zu prifen wurden 24
Patienten in Hinblick auf das homozygote Auftreten der haufigsten 290 kb
groRen Deletion des JBTS4-Gens mittels Multiplex-Deletions-PCR untersucht.
Daruber hinaus wurden sechs weitere Patienten mittels Sanger-Sequenzierung
oder SNP-Array untersucht. Hier konnte eine homozygote Deletion ebenfalls
sicher ausgeschlossen werden, sodass sich die Anzahl der untersuchten

Patienten auf 30 belauft. Bei neun der untersuchten Patienten wurde eine
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Nierenbeteiligung durch den Einsender angegeben (30 %). Bei 13 Patienten
lagen hierzu keine Informationen vor. Bei acht Patienten wurde eine
Nierenbeteiligung zum Zeitpunkt der Einsendung verneint. Bei keinem der
untersuchten Patienten konnte eine Deletion des JBTS4-Gens nachgewiesen
werden. Der Anteil an Patienten mit homozygoten Deletionen des JBTS4-Gens
in einer unselektierten JS-/JSRD-Kohorte ist — unter der Annahme, dass alle
Patienten tatsachlich an einem JS/JSRD leiden — somit unter 3,5 %
einzuordnen. Der Anteil bei Patienten mit Nierenbeteiligung ist unter 11,5 %

anzusiedeln.

Die bisher nicht im Zusammenhang mit JS/JSRD- oder MKS-Patienten
beschriebene Spleilimutation ¢.2991+1655A>G in Intron 26 des MKS4-/JBTS5-
(LCA10-) Gens stellt eine haufig beobachtete Mutationen bei LCA-Patienten
dar. Sie wurde beispielsweise bei 21 % der LCA-Patienten in einer Arbeit von A.
den Hollander und Arbeitsgruppe nachgewiesen (den Hollander et al, 2006).
Mutationen des MKS4-/JBTS5-Gens finden sich auf’erdem in einem hohen
Anteil bei Patienten mit MKS und JS/JSRD. Sie wurden ebenfalls bereits in
Verbindung mit der NPH, dem SLS und dem BBS beschrieben. Eine Genotyp-
Phanotyp-Korrelation konnte bisher nicht bestatigt werden. Dies wird durch die
vermehrte Beobachtung von privaten Mutationen zusatzlich erschwert
(Coppieters et al, 2010b). Bisher wurde angenommen, dass die Spleilimutation
€.2991+1655A>G ausschlieBlich mit der LCA assoziiert ist, jingst wurde sie
jedoch bei zwei Patienten mit LCA und einer milden Nierenbeteiligung
beschrieben (Coppieters et al, 2010a). Daher sollte nun im eigenen Kollektiv
gepruft werden, inwieweit die Mutation bei MKS- und JS/JSRD-Patienten
ebenfalls beobachtet werden kann. Bei 28 Patienten mit Verdacht auf ein MKS
(n=15) oder JS/JSRD (n=13) wurden Untersuchungen in Hinblick auf die
Mutation durchgeflhrt. Bei keinem der untersuchten Patienten konnte die
SpleiBmutation ¢.2991+1655A>G des MKS4-/JBTS5-Gens in heterozygoter
oder homozygoter Form nachgewiesen werden. Dabei ist anzumerken, dass flr
die hier untersuchten MKS- noch JS-/JSRD-Patienten keine validen
Informationen bezuglich einer Augenbeteiligung vorlagen. Im eigenen MKS-
und JS-/JSRD-Kollektiv wurde bisher bei keinem Patienten eine heterozygote,

eindeutig pathogene Mutation des MKS4-/JBTS5-Gens ohne den Nachweis
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einer zweiten Mutation beobachtet. Im Einklang mit den hier vorliegenden
Ergebnissen wurde dies auch in der Literatur bisher nicht gehauft berichtet.
Somit ergab sich insgesamt durch die hier durchgeflihrten Untersuchungen in
Verbindung mit den Literaturdaten kein Hinweis, dass die Spleimutation
€.2991+1655A>G des MKS4-/JBTS5-Gens eine hohe Relevanz fur die Genese
des MKS und des/der JSRD hat.

5.2. Detektionsraten fur das BBS in Abhangigkeit vom klinischen Bild und

Mutationsverteilung

Das BBS grenzt sich in der klassischen Auspragung klinisch zu den weiteren
hier naher untersuchen Ziliopathien MKS und JS/JSRD ab. Die klinischen
Kriterien wurden ausfuhrlich in der Literatur thematisiert (Beales et al, 1999).
Lediglich prénatale Manifestationen zeigen klinische Uberlappungen zum MKS
(Karmous-Benailly et al, 2005). Genetisch zeigen sich bisher ebenfalls lediglich
partielle Uberschneidungen mit den ursachlichen Genen fir MKS, JS/JSRD. So
wurden Mutationen der Gene MKS1/BBS13 und MKS4/JBTS5/BBS14 auch im
Zusammenhang mit einem BBS berichtet (Leitch et al, 2008). Eine klare
Genotyp-Phanotyp-Korrelation ergab sich in mehreren gro3en Studien bisher
nicht, beispielhaft sei die Studie von C. Deveault und Arbeitsgruppe genannt
(Deveault et al, 2011). Somit war ein auf Mutationshaufigkeiten basierender
molekulargenetischer Algorithmus bisher der einzig sinnvolle Angang. In der
Literatur wurden die Mutationshaufigkeiten der einzelnen Gene flr
verschiedene multiethnische Kollektive bereits ausfuhrlich berichtet (Tabelle A6
des Anhangs).

Bei der Indikation "Verdacht auf BBS" wurden im eigenen multiethnischen
Kollektiv bei 39,4 % der Patienten zwei klar pathogenetisch relevante
Mutationen mehrheitlich in den Genen BBS1, BBS2, BBS10 und BBS12
identifiziert. Bei 3 % der aufgeklarten Patienten wurden Mutationen im BBS4-
und bei jeweils 1,5 % der Patienten wurden Mutationen im BBS7- und BBS§-
Gen detektiert. Die im Vergleich zur Literatur (82,5 %) niedrige Aufklarungsrate
liegt wahrscheinlich wie fur das MKS und JS/JSRD in der klinischen
Zusammenstellung der eigenen Patienten in Verbindung mit dem eingangs

thematisierten analytischen Bias begrindet. Die erstgenannte Annahme wird
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auch in der Literatur diskutiert. (Redin et al, 2012): Die Arbeitsgruppe mutmalft,
dass die Gesamtdetektionsrate fur das BBS aktuell niedriger angesetzt wird als
sie mit den bekannten Genen erreicht werden kann. Sie begrindet dies mit der
Zusammensetzung der Kohorten, die retrospektiv betrachtet die klinischen
Kriterien eines BBS nicht immer vollstandig erflllen.

Im eigenen Kollektiv wurden bei relativer Betrachtung 84,8 % der Mutation in
den Genen BBS1, BBS2, BBS10 und BBS12 detektiert, in der Literatur traf dies
durchschnittlich fir 77,7 % der Falle zu. In den Literaturkollektiven wurden
aullerdem 15,8 % der Mutationen in den Genen BBS3, BBS5, BBS6, BBS9,
BBS11, BBS13, BBS14, BBS15 beobachtet. Im eigenen Kollektiv konnten hier
bisher keine Mutationen beobachtet werden. Dabei ist anzumerken, dass in der
eigenen Patientenkohorte die genannten Gene nur vereinzelt analysiert wurden.
Das BBS15- sowie das SDCCAGS8-Gen wurden im eigenen Kollektiv bisher
nicht untersucht. Die Tatsache, dass bei den eigenen Patienten im Vergleich
zur Literatur haufiger Mutationen im BBS710-Gen (42,4 % vs. 28,0 %)
nachgewiesen wurden, spricht ebenfalls am ehesten fir einen Bias aufgrund
des eingeschrankten diagnostischen Auftrags fir andere BBS-Gene. Das
BBS10-Gen wurde im eigenen Kollektiv mit Abstand am haufigsten untersucht.
Es wurde bei 89,4 % der BBS-Familien mittels verschiedener Methoden direkt
oder indirekt analysiert. Das BBS71-Gen wurde bei 86,4 % der Patienten
analysiert, wobei die Analytik jedoch bei 31,8 % der Patienten auf die haufige
Mutation p.Met390Arg beschrankt blieb. Zusammenfassend wurden somit
lediglich 54,6 % der Patienten vollstandig auf Mutationen des BBS7-Gens
untersucht. Dies kdnnte somit auch den im Vergleich zur Literatur geringeren
Anteil an BBS1-Mutationen im eigenen Kollektiv erklaren (19,3 % vs. 31,2 %).
Daruber hinaus ist nicht auszuschlieBen, dass Mutationen in verschiedenen
BBS-Genen oder spezifische Mutationen wie etwa die zwei haufigen
rekurrenten Mutationen der Gene BBS71 (p.Met390Arg) und BBS10
(p.Cys91LeufsX5) bereits im Vorfeld der eigenen Analysen in anderen
Einrichtungen ausgeschlossen wurden. Die beiden genannten Mutationen sind
in der europaischen Population fur einen Grol3teil der BBS-Falle verantwortlich.
Sie machten beispielsweise in einer Studie von J. Muller und Arbeitsgruppe bei
73,4 % bzw. 48,3 % der Mutationen aus. (Muller et al, 2010). In der eigenen

Kohorte stellen sie 40 % bzw. 31,8 % der Mutations-Allele dar. Diese
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Abweichung spricht entweder fur die 0. g. nicht auszuschlielende Vorselektion
aufgrund von Voruntersuchungen oder sie ist in der Zusammensetzung des
eigenen Kollektivs begrindet. Wenngleich keine genauen Daten zu
Mutationsfrequenzen der einzelnen Genen in den verschiedenen Ethnien aus
der Literatur zu entnehmen waren, konnten hier naturgemafy Unterschiede
bestehen. Beispielsweise konnten in einer Studie bei 42,6 % der saudi-
arabischen Patienten Mutationen des BBS3-Gens nachgewiesen werden (Abu
Safieh et al, 2010). Nach der einbezogenen Literatur ist in multiethnischen
Kollektiven ein Anteil von 0,3 % zu erwarten. Als mogliche Erklarung ist
anzumerken, dass in der genannten Arbeit wenige und ausnahmslos
blutsverwandte Familien untersucht wurden. Als weiterer Beleg flr einen
madglichen ethnischen Einfluss wurden in einer weiteren Publikation neben
privaten Mutationen insgesamt 13 rekurrente Mutationen fur mehrheitlich
europaische Patienten beschrieben (Billingsley et al, 2010). Bei den eigenen
Patienten wurde neben den o. g. mehrfach detektierten Mutationen lediglich die
SpleiBmutation ¢.48-1G>A des BBS7-Gens bei zwei Patienten (1 x tlrkisch, 1 x
Ethnie unbekannt) und somit wiederholt beobachtet. Sie wurde ebenfalls bereits
in der Literatur bei einer saudi-arabischen Familie berichtet (Harville et al,
2010).

Zusammenfassend bestatigen somit die Ergebnisse des eigenen Kollektivs
unter den o. g. Einschrankungen bezuglich der Mutationsverteilung weitgehend
die bereits in der Literatur vorhandenen Daten zu Mutationshaufigkeiten der
BBS-Gene.

5.2.1. Pranatale Manifestation des BBS

Pranatale Manifestationen des BBS wurden in der Literatur bereits beschrieben
(Karmous-Benailly et al, 2005), (Putoux et al, 2010). Die hier beschriebenen
Patienten zeigten pranatal eine multizystische Nierendysplasie, (soweit
untersucht) eine hepatische Fibrose sowie eine Polydaktylie (Meckel-Like). Es
wurde jedoch keine okzipitale Enzephalozele beobachtet. Ein Patient litt an
einer Dandy-Walker-Malformation, die ebenfalls im Rahmen des MKS auftritt. In

der erstgenannten Arbeit wurden bei 13 Patienten mit fraglicher pranataler
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Manifestation eines BBS/Meckel-Like-Phanotyp bei drei Feten Mutationen des
BBS2-Gens, bei zwei Patienten des BBS4-Gens und bei einem Patienten des
BBS6-Gens ermittelt. In der zweiten erwahnten Arbeit wurden Mutationen des
BBS10-Gens bei pranataler Manifestation bei vier von 20 Feten mit
multizystischer Nierendysplasie und Polydaktylie ohne Gallengangsdysplasie
berichtet. Ein Fet zeigte aulierdem einen Situs ambiguus. Das eigene Kollektiv
umfasst sechs Familien mit einer pranatalen BBS-Manifestation mit zystischer
Nierendysplasie. In allen Fallen konnten Mutationen nachgewiesen werden.
Dabei wurden bei einer Familie Mutationen im BBS7-Gen nachgewiesen (BBS-
21), bei zwei Familien Mutationen des BBS10-Gens (BBS-20, BBS-31) und bei
drei Familien Mutationen des BBS72-Gens (BBS-22, BBS-47, BBS-51)

ermittelt.

Somit konnte durch die Untersuchungen im eigenen Kollektiv das Spektrum an
Genen (BBS1 und BBS12) erweitert werden, welche mit einer pranatalen BBS-
Manifestation assoziiert werden mussen. Eine Analytik der genannten Gene
sollte zukinftig bei Patienten mit einem Meckel-Like-Phanotyp durchgefihrt
werden. Auch scheint naheliegend, dass die weiteren BBS-Gene ebenfalls mit
pranatalen Manifestationen assoziiert sein konnten. Weitere Studien

diesbezuglich sind daher in Zukunft angezeigt.

5.3. Bedeutung neuer Sequenziertechnologien fur die molekulare
Diagnostik des MKS, JS/JSRD und BBS

Vor dem Hintergrund der extremen Heterogenie der syndromalen Ziliopathien
stellen die neuen Sequenziertechnologien mit der Moglichkeit zur parallelen
Amplifikation mehrerer Gene bis hin zur parallelen Vervielfaltigung des
kompletten Exoms und/oder Genoms eine attraktive Methodik dar. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte daher diese Technik an einem Benchtop-Gerat etabliert und
ein Gen-Panel zur parallelen Amplifikation der haufig von Mutationen
betroffenen MKS- und JS-/JSRD-Gene MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTSS,
MKS6/JBTS9, JBTS3 implementiert werden. Insgesamt wurden 21 Falle (u. a. 9
JS-/JSRD- und 11 MKS-Falle) mittels der neu etablierten Technik analysiert.
Bei 28,6 % der untersuchten MKS-Familien und 37,5 % der JS-/JSRD-Familien
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lie® sich die Ursache der Erkrankung aufklaren. Die hier ermittelten
Detektionsraten stimmen in etwa mit den mittels Sanger-Sequenzierung
erzielten Detektionsraten Uberein. Diese relativ niedrigen Aufklarungsraten
lassen sich durch die eingangs thematisierten klinischen Besonderheiten des
eigenen Kollektivs erklaren. Alle Mutationen konnten in der NGS-Auswertung
dargestellt werden. Somit ergibt sich fur die hier etablierte NGS-Anwendung
eine mit der Sequenzierung nach Sanger vergleichbare Sensitivitat der
Methode. Diese kann jedoch je nach angewendeter NGS-Methodik deutlich
unter der Sequenzierung nach Sanger liegen. Beispielsweise wurde in einer
Publikation zur NGS-basierten Untersuchung von BBS-Patienten eine
Detektionsrate von lediglich 28 % berichtet. (Janssen et al, 2011). Mit
konventionellen Analysemethoden wird durchschnittliche eine Raten von
82,7 % erzielt. In der genannten Arbeit wurden 12 BBS-Gene (132 kodierende
Exons) PCR-basiert amplifiziert und die Amplikons mit einem Illumina Genome
Analyzer Il sequenziert. Es wurden gepoolte Patientenproben untersucht. Die
Autoren mutmalen, dass neben der Zusammensetzung des Kollektivs und der
Selektion durch Voruntersuchungen die Ursache der niedrigen Aufklarungsrate
durch die angewendete Technik bedingt sein konnte. In einer weiteren Arbeit
wurden 30 BBS- und NPHP-Gene sowie das ALMS17-Gen vorangereichert und
parallel sequenziert. Bei 68 % der Patienten wurden Mutationen nachgewiesen
(Redin et al, 2012).

Die Analyse des kompletten Exoms halt ebenfalls zunehmend Einzug in die
Routinediagnostik. Dennoch zeigt die Gen-Panel-basierte Anreicherung im
Vergleich zur Analyse des kompletten Exoms derzeit eine hdhere Sensitivitat,
da durch die aktuell zum Einsatz kommenden Exom-Anreicherungsverfahren
mitunter nicht fur alle Abschnitte des kodierenden Bereichs zuverlassig die
erforderliche Coverage erreicht werden kann (Wooderchak-Donahue et al,
2012). Auch die Daten der mittels dieser Technik untersuchten Familie MKS-39
des eigenen Kollektivs belegen dies. Hier wurde lediglich eine pathogene
Mutation des MKS6-Gens in der in Auftrag gegebenen Exomanalyse ermittelt,
fur Exon 5 des Gens lag keine vollstandige Abdeckung vor. Aus den

Literaturdaten in Verbindung mit den erhobenen Daten des eigenen Kollektivs
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I&sst sich ableiten, dass fur genspezifische Anreicherungsverfahren derzeit eine

hohere Sensitivitat erreicht wird.

5.4. Oligogenie und seltene Varianten bei MKS, JS/JSRD und BBS

Neben der klassischen autosomal-rezessiven Vererbung werden zunehmend
modifizierende Gene mit Einfluss auf die phanotypische Auspragung, z. B. fur
die NPH diskutiert (Tory et al, 2007). Eine tri-/multiallelische/oligogene
Vererbung wurde fur das BBS beschrieben (Katsanis et al, 2001), (Beales et al,
2003). Die Gesamtheit aller Veranderungen, die den Phanotyp beeinflussen,
stellt damit den Mutational-Load dar (Zaghloul & Katsanis, 2010). Daher sollte
fur im eigenen Kollektiv untersuchte Patienten ermittelt werden, in welchem
Ausmal unklare Varianten mit einem moglichen Einfluss auf den Phanotyp

detektiert werden kbnnen.

Insgesamt wurden bei 71,4 % der mittels NGS-Panel untersuchten MKS-
Familien (hiervon zwei Familien mit vermeintlich aufgeklarter Pathogenese
(MKS-25, MKS-84)) und 37,5 % der untersuchten JS-/JSRD-Familien (hiervon
zwei Familien mit pathogenen Mutationen (JS-51, JS-57)) zusatzliche Varianten
von unklarer pathogenetischer Relevanz mit einer Frequenz von <1 % in der
Normalbevolkerung in den verschiedenen untersuchten MKS-/JBTS-Genen
detektiert. Die Daten des eigenen Kollektivs belegen das Ausmaly der
genetischen Variabilitdt der Ziliopathien MKS und JS-/JSRD. Ein
Zusammenhang zum Phanotyp kann bei Familie MKS-85 nicht ausgeschlossen
werden. Hier wurde neben der heterozygoten, pathogenen Variante ¢.4333C>T
(p-Arg1445X) des MKS6-/JBTS9-Gens keine zweite Mutation des Gens
nachgewiesen. Es wurden jedoch die bisher nicht beschriebene Missense-
Mutation ¢.511G>A (p.Val171lle) des MKS3-/JBTS6-Gens sowie neben
anderen haufigeren Varianten die seltene Veranderung c¢.5237G>A
(p-Arg1746GIn) des MKS4-/JBTS5-Gens (MAF: 0,3 %) in heterozygoter Form
beobachtet. Die Mutation wurde bei JS-/JSRD-Patienten in Kombination mit
pathogenen Mutationen des JBTS4-/NPHP1-Gens berichtet. Im Gegensatz zu
anderen dort untersuchten Varianten zeigte sich kein gehauftes Auftreten bei

Patienten mit schwereren neurologischen Symptomen (Tory et al, 2007). Eine
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digenische oder triallelische Vererbung kann diskutiert werden. Hinweise auf
einen mdoglichen Zusammenhang ergeben sich aus Tierversuchen zum
Mutational-Load: So fuhrte bei C. elegans erst der gemeinsame Knock-out von
mks3/jbts6 und mks4/jbts5 zu einer klaren Deformitat der primaren Zilien
(Williams et al, 2010). Bei der blutsverwandten Familie MKS-25 konnte bei
beiden Elternteilen eine zu einem Rasterschub flhrende heterozygote
Duplikation des MKS4-/JBTS5-Gens nachgewiesen werden
(p.lle556AsnfsX20). Dartber hinaus fand sich die heterozygote Missense-
Variante ¢.6401T>C (p.lle2134Thr), die bisher nicht in der Literatur berichtet
wurde. Im Vorfeld wurde aullerdem mittels Sanger-Sequenzierung die
heterozygote Missense-Variante ¢.1525T>C (p.Tyr509His) des MKS7-Gens bei
beiden Elternteilen nachgewiesen. Sie betrifft die erste Base des Exons und
konnte somit im Sinne einer Spleimutation wirken. Sie wurde bisher nicht in
der Literatur oder als Polymorphismus berichtet. AuRerdem wurde bei der
Mutter die bereits im Zusammenhang mit der NPH als modifizierende Mutation
diskutierte Variante (c.154G>A) p.Ala52Thr des MKS7-Gens in heterozygoter
Form (rs145643112; MAF 0,6 %) (Hoefele et al, 2007) detektiert. Material der
betroffenen Feten stand jedoch nur eingeschrankt zur Verfligung, sodass eine
Uberprifung der fetalen Genotypen nicht moglich war. Fiir die konventionell
durchgefuhrten Analysen ergab sich fur unklare Varianten ein Anteil von 7,4 %
fur die MKS-Patienten und 3,3 % fur die JS-/JSRD-Patienten.

Fir das BBS wird der der Anteil der Familien mit einer triallelischen/oligogenen
Vererbung derzeit auf <10 % der Falle geschatzt (Katsanis et al, 2001),
(Beales et al, 2003), (Waters & Beales, 1993 [updated 2011]). Beispielsweise
wurden bei BBS-Patienten mit zusatzlichen phanotypischen Besonderheiten
wie etwa Krampfanfallen zusatzliche hypomorphe Varianten in anderen
Ziliopathie-Genen  (MKS1/BBS13, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5/BBS14)
nachgewiesen, die nach Tierversuchen fiur den veranderten Phanotyp
verantwortlich sein kénnten (Leitch et al, 2008). Eine auffallige Haufung von
heterozygoten Mutationen der BBS-Gene Uber das statistisch zu erwartende
Mal wurde ebenfalls berichtet (Laurier et al, 2006). Andere Studien fanden
keine konkreten Hinweise auf oligogene Vererbungsmuster mit phanotypischem

Einfluss von hypomorphen Mutationen (Deveault et al, 2011), (Abu-Safieh et al,
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2012). Im Einklang mit den letztgenannten Studien fanden sich im eigenen
Kollektiv hierfur ebenfalls keine Hinweise. Dabei ist jedoch kritisch anzumerken,
dass wie oben ausflhrlich thematisiert, in der eigenen Kohorte nur einzelne
Gene analysiert wurden. Darlber hinaus ist von der Identifizierung weiterer —
derzeit unbekannter — Gene auszugehen, sodass die bis dato diesbezuglich

erhobenen Ergebnisse eine begrenze Aussagekraft besitzen.

Zusammenfassend verdeutlichen die NGS-Panel-Untersuchungen der eigenen
MKS- und JS-/JSRD-Kollektive das Ausmaly der zuklnftig zu erwartenden
Komplexitat genetischer Befunde fur diese extrem heterogenen Syndrome.
Inwieweit bei den eigenen Patienten eine signifikante Anhaufung von Varianten
vorliegt, kann zum aktuellen Zeitpunkt nicht beurteilt werden, da bis dato keine
Vergleichsdaten erhoben wurden. Ein direkter phanotypischer Zusammenhang
kann ohnehin schwer abgeleitet werden. Zum einen wurden bei einigen
Patienten (wie etwa bei Familie MKS-25) elterliche Proben untersucht, der
fetale Genotyp bleibt somit unklar. Zum anderen kann ein Beleg eines
pathogenen Einflusses der Veranderungen ohne weitere funktionelle Analysen
schwer erbracht werden. Nur eine exakte phanotypische Charakterisierung der
Patienten und Familien mit Follow-up sowie eine systematische Untersuchung
aller Gene mit Hochdurchsatz-Methoden unter Einbeziehung von
tierexperimentellen Ergebnissen wird in Zukunft eine Aussage bezuglich der
Relevanz unklarer Varianten ermdglichen. In diesem Zusammenhang ist
aullerdem zunehmend die Erfassung und Charakterisierung aller
nachgewiesenen Varianten in entsprechenden Datenbanken von essenzieller

Bedeutung.

5.5. Bedeutung der SNP-Array-Analytik fiir die molekulargenetische
Aufklarung von MKS, JS/JSRD und BBS

Mikro-Arrays werden zunehmend zum Nachweis submikroskopischer
chromosomaler Imbalancen wie Deletionen und Duplikationen verwendet, da
diese eine hohere Auflosung als die konventionelle Zytogenetik ermoglichen
(Fodor et al, 1991). SNP-Arrays ermdglichen aul’erdem eine Genotypisierung

im untersuchten Genom wund werden daher z. B. flir genomweite
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Assoziationsuntersuchungen eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden sie
zur Ermittlung homozygoter Bereiche in blutsverwandten Familien eingesetzt: A
priori sind bei elterlicher Konsanguinitat bei autosomal-rezessiven Krankheiten
homozygote Haplotypen fir den erkrankungsrelevanten Genort bei dem
Patienten anzunehmen. Es sollte daher im eigenen Kollektiv gepruft werden wie
effizient in blutsverwandten Familien SNP-Arrays, durch Einbeziehung von
ROH und anschlielliender gezielter Mutationsanalytik, zur Aufklarung der hier
untersuchten Ziliopathien eingesetzt werden konnen. DarlUber hinaus sollte
ermittelt werden in welchem Umfang pathogene Kopienzahlvarianten zu den

Krankheitsbildern beitragen.

5.5.1. Homozygotie-Screening in blutsverwandten Familien

Konsanguine Verbindungen sind in einigen Regionen der Welt traditionell sehr
verbreitet (Abbildung 5.1). In den entsprechenden Bevolkerungsgruppen ist aus
diesem Grunde das Risiko beispielsweise flr Kinder einer Verbindung von
erstgradigen Cousins und Cousinen fur angeborene Fehlbildungen um 4,4 %
hoher als in nicht blutsverwandten Partnerschaften (Bittles, 2001). Autosomal-
rezessive Erkrankungen — wie etwa die hier ndher untersuchten Ziliopathien
MKS, JS/JSRD, BBS - kommen entsprechend haufiger vor. So tritt
beispielsweise in Kuwait das MKS mit einer Inzidenz von 1:3.000 auf, wahrend
es in Sudengland mit einer Haufigkeit von 1:140.000 vorkommt. Im eigenen
Kollektiv haben blutsverwandte Familien einen Anteil von 26,5 % (57 von 215
Familien), wobei es sich hierbei um die Falle mit explizierter Angabe einer
bestehenden Konsanguinitat handelt. Es ist davon auszugehen, dass weitere
blutsverwandte Patienten im Kollektiv enthalten sind. Bei unklarem Verdacht auf
eine Konsanguinitat ist deren Nachweis mittels SNP-Array komplex und sollte
aullerdem  ausschlieBlich  unter  Berucksichtigung  von  ethischen

Gesichtspunkten erfolgen (Schaaf et al, 2011).
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Abbildung 5.1: Zeigt die weltweite Haufigkeit blutsverwandter Verbindungen in der
Bevolkerung (Bittles, 2001).

Im eigenen Kollektiv war fur den Grofteil der mittels dieser Technik analysierten
Familien das Bestehen einer Blutsverwandtschaft jedoch i.d.R. den
ratsuchenden Eltern selbst bekannt und entsprechend wurde diese mitgeteilt.
Kriterien fir den sicheren Nachweis einer Blutsverwandtschaft mittels SNP-
Array existieren bis dato nicht. Der Umfang und die GréRe der homozygoten
Bereiche im Genom sind abhangig von der regionalen Herkunft. Weiterhin
konnen Ethnie sowie der Verwandtschaftsgrad der Vorfahren generell in der
Population stark variieren. Auch ist die Grolke der ROH durch die Grolie des
jeweiligen Chromosoms limitiert (Referenzgenom GRCh37/hg19: Chromosom
1: 218 Mb, Chromosom 22: 34 Mb). Daruber hinaus existieren fur bestimmte
Bereiche des Genoms ROH-Hotspots, wie es beispielsweise fur den Bereich
um das MKS4-/JBTS5-Gen nachgewiesen werden konnte (Pemberton et al,
2012).

Aufgrund der geschilderten komplexen populationsgenetischen Aspekte, der
begrenzten Anzahl analysierter Patienten im eigenen Kollektiv, der ethnischen
Heterogenitat und den unterschiedlichen Verwandtschaftsverhaltnissen, kdnnen
im Rahmen dieser Arbeit keine allgemeingultigen Parameter bezlglich des
sicheren Nachweises einer Konsanguinitat ermittelt werden. Als
Einschlusskriterium fur Folgeanalysen basierend auf einer Homozygotie der
jeweiligen Syndrom-Loci galt das (mdgliche) Vorliegen einer Konsanguinitat.

Dennoch sollte als Beitrag zu der Thematik in der eigenen Array-Kohorte
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gepruft werden, inwieweit sich der Verdacht auf eine Blutsverwandtschaft unter
Auswertung der ermittelten ROH-Daten mit den Daten der einschlagigen
Literatur deckt. Daher wurden die ROH-Daten (Anzahl und Grofie) der eigenen
blutsverwandten, fraglich blutsverwandten und vermeintlich nicht
blutsverwandten Patienten erfasst. Als Vergleichsgrundlage wurden die Daten
der Arbeitsgruppe um R. McQuillan hinzugezogen. Die Gruppe beschrieb u. a.
ROH in der vermeintlich nicht blutsverwandten europaisch-stammigen CEU-
Kontrollpopulation (McQuillan et al, 2008). Basierend auf diesen Daten wurden
ROH des eigenen Kollektivs ab einer GroRe von 5 Mb erfasst. Bei 29
konsanguinen Individuen des eigenen Kollektivs wurden im Durchschnitt 12
ROH von 5 Mb und gréfer bzw. 7 ROH von 10 Mb und gréRer ermittelt. Bei drei
Familien lag nach Einsenderangaben keine Blutsverwandtschaft vor. Bei keiner
dieser Familien wurde ein ROH-Block > 10 Mb nachgewiesen, zwei der drei
Patienten zeigten ROH von 5-10 Mb. Zusammenfassend wurden somit bei
100 % der untersuchten blutsverwandten Individuen (n=29) ROH von 5-10 Mb
detektiert, im Vergleich kommen diese bei vermeintlich nicht verwandten CEU-
Individuen bei etwa 5 % der Individuen vor. ROH > 10 Mb wurden bei etwa 1 %
der CEU-Population in der Arbeit um die Gruppe von R. McQuillan beobachtet,
diese traten im eigenen konsanguinen Kollektiv bei 96,6 % der Individuen auf.
Ohne Bertcksichtigung von Verwandtschaftsgrad und Ethnie konnte im eigenen
Kollektiv ermittelt werden, dass der Nachweis von ROH von 5-10 bzw. > 10 Mb
somit ein starkes Indiz flir das Vorliegen einer vermutlich naheren
Blutsverwandtschaft ist. Umgekehrt macht das Fehlen von ROH von 5-10 bzw.
>10 Mb eine nahergradige Konsanguinitdt unwahrscheinlich. Basierend auf
diesen Daten ist somit flr die zwei fraglich blutsverwandten Familien (MKS-39,

MKS-58) eine Konsanguinitat wahrscheinlich.

Um das Ausmaly erforderlicher Folgeanalysen bis zur Diagnosefindung
quantifizieren zu kénnen, sollte die Korrelation zwischen detektierter ROH-
Grole und Mutationsfrequenzen im eigenen Kollektiv untersucht werden.

Generell ermittelte die Arbeitsgruppe um G. Woods, dass im Durchschnitt bei
38 Kindern, deren Eltern Cousin und Cousine 1. Grades (mehrheitlich
pakistanischer und arabischer Abstammung) waren, der ursachliche Locus fur

eine rezessive Erkrankung eine GroRe von etwa 26 Mb aufwies (Woods et al,
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2006). Im eigenen Kollektiv ergab sich fur die hier untersuchten Krankheiten
eine ahnliche durchschnittliche GroRe von 23,4 Mb fur die Mutations-ROH. Bei
33,3 % fanden sich diese im insgesamt groliten ROH-Block. Gezielt wurden die
MKS-Familien schlieBlich in Hinblick auf 10 Loci (MKS1-10), die JS-/JSRD-
Patienten auf 16 Loci (JBTS71-9,71-17) und die BBS-Patienten auf 16 Loci
(BBS1-16) bezuglich Homozygotie und ROH-Block-GrolRe ausgewertet. Es
konnten in 14 Familien (18 Patienten) der untersuchten 23 blutsverwandten
Familien sowie in einer der drei fraglich blutsverwandten Familien in den mittels
SNP-Array ermittelten bekannten Loci in den Folgeanalysen ursachliche
Mutationen nachgewiesen werden. Ohne Berucksichtigung gemeinsamer Daten
von Geschwisterschaften wurden bei Priorisierung der Folgesequenzierung auf
der Basis der ROH-Block-Grole Mutationen bei 72,2 % der Patienten im ersten
untersuchten Gen nachgewiesen. Bei einer Priorisierung nach bekannten
Mutationsfrequenzen waren im eigenen Kollektiv bei 83,3 %, der Patienten
Mutationen im ersten untersuchten Gen nachgewiesen worden. Im Durchschnitt
wurde flr zwei der untersuchten Syndrom-Loci eine Homozygotie > 2 Mb
ermittelt. Es mussten maximal drei Gene analysiert werden um die ursachlichen
Mutationen zu ermitteln.

Die detektierten Mutationen fur MKS und JS/JSRD wurden ausnahmslos in den
haufig von Mutationen betroffenen Genen MKS1, JBTS3, MKS3/JBTSE,
MKS4/JBTS5 und MKS6/JBTS9 detektiert. Es ist jedoch anzumerken, dass
aufgrund des eingeschrankten diagnostischen Auftrags z. T. nicht in allen
Familien die kompatiblen Gene untersucht werden konnten, entsprechend
kdnnen Mutationen in diesen Bereichen nicht ausgeschlossen werden. Bei den
BBS-Patienten wurden bei 42,9 % der mittels Array-Analytik aufgeklarten
Patienten Mutationen in den i.d.R. seltener betroffenen Genen BBS4
(Literatur: Durchschnittlich 2,4 %) und BBS7 (Literatur: Durchschnittlich 1,8 %)
nachgewiesen. Bei 57,1 % der Familien wurden Mutationen in den haufig
betroffenen Genen BBS1, BBS2, BBS10 und BBS12 Veranderungen
nachgewiesen. Dies kdnnte entweder aufgrund des bereits in Kapitel 5.2
thematisierten Selektions-Bias durch die Einsender bedingt sein oder eine
zufallige Akkumulation aufgrund der geringen Anzahl an untersuchten Patienten

darstellen. Denkbar ware auch ein Zusammenhang mit der Ethnie, wie
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beispielsweise von der Gruppe um L. Abu Safieh fur das BBS3-Gen in der
saudi-arabischen Population vermutet (Abu Safieh et al, 2010).

Bei den nicht aufgeklarten blutsverwandten Familien ohne Nachweis einer
(gemeinsamen) Homozygotie fiur die bekannten Syndrom-assoziierten Loci,
kann der fehlende Nachweis verschiedene Ursachen haben. Er deutet
entweder auf die Existenz weiterer Loci hin, welche aufgrund der o.g.
Gesamtdetektionsraten v. a. fur das/die JS/JSRD anzunehmen ist, oder aber
auf eine fehlerhafte klinische Einordnung der Familien. Grundsatzlich ist bei
Ausschluss der unterschiedlichen Loci durch Einbeziehung von Daten zu
mehreren Betroffenen einer Familie zu bedenken, dass auch unterschiedliche
rezessive Grunderkrankungen vorliegen kénnten. Auch rezessive Mutationen in
verschiedenen Genen bei gleicher Grunderkrankung konnen aufgrund der
Heterogenie nicht ausgeschlossen werden (Laurier et al, 2006). Fur die MKS-
Familien ohne Mutation scheint eine fehlerhafte klinische Einordnung
wahrscheinlich, da fur beide Familien ohne Homozygotie fur die bekannten Loci
Nierenveranderungen — welche das Hauptkriterium fur das MKS darstellen —
klinisch nicht sicher bestatigt werden konnten. Dies verdeutlicht einen weiteren
Vorteil der angewandten Methodik: Bei unklarer klinischer Diagnosestellung
kann die Erkrankung in konsanguinen Familien mit dieser Methodik zumindest
fur das MKS und BBS aufgrund der hohen Gesamtdetektionsraten mit hoher
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Daruber hinaus konnen die Array-
Daten in Hinblick auf Homozygotie fir differenzialdiagnostisch in Erwagung zu
ziehende rezessive Erkrankungen ausgewertet werden. Dies belegt
beispielsweise Familie MKS-78: Hier war bei bekannter Konsanguinitat der
Eltern initial bei dem ersten betroffenen Feten der Verdacht auf eine ARPKD
geaulert worden, da weder ZNS-Veranderungen noch eine Polydaktylie im
pranatalen Ultraschall dargestellt werden konnten. Im Array zeigte sich eine
Homozygotie fur das MKS4-Gen. Durch Sequenzierung konnte eine
homozygote Frameshift-Mutation nachgewiesen werden, ein zweiter betroffener
Fet der Familie mit dem gleichen Genotyp zeigte schlielllich ZNS-
Fehlbildungen. Generell ist anzumerken, dass auch fur konsanguine Familien
ein Risiko fur compound-heterozygote Veranderungen bei Betroffenen wie in
der Normalbevolkerung besteht. Dies verdeutlichen die molekulargenetischen

Befunde bei Familie MKS-39: Die Angabe einer mdglichen Konsanguinitat
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durch den Einsender in Verbindung mit dem Nachweis von ROH bis uber 20 Mb
macht eine Blutsverwandtschaft sehr wahrscheinlich. Dennoch wurden in der
Folge klar pathogene compound-heterozygote Mutationen des MKS6-Gens

identifiziert.

Der statistische Nachweis von LOD-Scores in blutsverwandten Familien, wie er
beispielsweise zur ldentifizierung neuer Kandidatengene eingesetzt wird, ist
komplex und fir die klinische Routine kaum nutzbar. Zunehmend wird jedoch
versucht die Information uber homozygote Bereiche im Genom bei
blutsverwandten Familien mit Verdacht auf autosomal-rezessive Erkrankungen
praxistauglich in die Aufklarung der Erkrankung mit einzubeziehen (Alkuraya,
2010), (Papi¢ et al, 2011), (Fischer et al, 2012). Fir die syndromalen
Ziliopathien wurde dies bisher lediglich fur das BBS von L. Abu Safieh und
Arbeitsgruppe erfolgreich berichtet, wobei hier stets Geschwisterschaften
untersucht wurden (Abu Safieh et al, 2010). Dabei scheint die Anwendung
gerade fur das MKS und das/die JS/JSRD aufgrund der extremen Heterogenie
und klinischen Uberlappungen sinnvoll. Die Ergebnisse der im eigenen Kollektiv
durchgefuhrten Untersuchungen belegen am Beispiel der syndromalen
Ziliopathien MKS, JS/JSRD und BBS den Nutzen und die Effizienz des
Einsatzes von SNP-Arrays bei konsanguinen Patienten zur Diagnosefindung
basierend auf ROH. Bei 60,9 % der Patienten konnten in der Folge Mutationen
nachgewiesen werden. Die Auswertung der ROH bestatigt anhand des eigenen
Kollektivs, dass der Nachweis von ROH von 5-10 Mb bzw. > 10 Mb mit hoher
Sensitivitat und Spezifitdt eine Blutsverwandtschaft vorhersagt. Basierend auf
den eigenen Daten lassen sich ursachliche Mutationen bei Priorisierung der
Folgeanalytik nach ROH-Block-GroRe bei 72,2 % der Patienten im ersten

untersuchten Gen nachgewiesen.

5.5.2. SNP-Array-gestiitzte Kopienzahlanalysen

Aufgrund der multiplen Organbeteiligungen stellen chromosomale Imbalancen
eine wichtige Differenzialdiagnose zu den hier untersuchten syndromalen
Ziliopathien dar. Dies wird auch durch Literaturdaten untermauert (Kroes et al,

2011). In der genannten Arbeit wurden bei zwei Patienten mit initialer klinischer
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Verdachtsdiagnose auf ein JS letztendlich zwei chromosomale Imbalancen
(4,8 Mb-Deletion 1944, bzw. 15,5 Mb-Duplikation Xq27.2-qgter) als Ursache fur
den Phanotyp identifiziert. Beide Patienten zeigten eine schwere
Entwicklungsverzogerung sowie eine Hypotonie und eine
Atemregulationsstorung, die auch beim/bei JS/JSRD zu beobachten sind.

Im eigenen Kollektiv wurden 29 Familien mittels SNP-Array analysiert. Bei 17
mehrheitlich blutsverwandten Familien wurden Mutationen in den untersuchten
Syndrom-Loci nachgewiesen. Somit wurde bei zwolf der mittels SNP-Array
analysierten Familien die Erkrankungsursache bisher nicht aufgeklart (neun
konsanguine Familien). Hier wurden unklare Kopienzahlvarianten bei vier
Familien nachgewiesen. Bei zwei Familien konnten diese als Ursache der
Veranderungen aufgrund von Segregationsanalysen annahernd
ausgeschlossen werden. Bei den beiden weiteren Familien konnten die
unklaren CNVs als Ursache der Veranderungen bisher nicht sicher bestatigt
oder ausgeschlossen werden (MKS-81, JS-6), da elterliche Proben bisher nicht
zur Verfugung standen.

Familie JS-6 zeigt eine heterozygote 507 kb Deletion auf Chromosom 1qg21.2,
die einige Gene ohne phanotypische Charakterisierung enthalt. Sie Uberlappt
nur partiell mit bekannten apathogenen Varianten. Die Variante Uberlappt nicht
mit dem bekannten 1921.1-Mikrodeletionssyndrom.

Die bei Familie MKS-81 detektierte 352 kb Duplikation (1g44) Gberlappt mit der
deletierten Region eines vermeintlichen JS-Patienten in der genannten
Publikation von H. Y. Kroes und Arbeitsgruppe. Die Region enthalt neben dem
SMYD3-Gen das KIF26B-Gen, welches am zilidaren Transport beteiligt ist.
Darliber hinaus wurden weitere Patienten mit phanotypischen Uberlappungen
zum/zu den JS/JSRD mit Deletionen fur die Region um das KIF26B-Gen
beschrieben (Caliebe et al, 2010). Duplikationen wurden allerdings bisher nicht
in einen phanotypischen Zusammenhang gebracht.

Fir den Bereich der aullerdem bei Familie MKS-81 detektierten Deletion auf
Chromosom 3qg25.1 (424 kb) wurde bereits ein neues Mikrodeletionssyndrom
vorgeschlagen (Rea et al, 2010), (Moortgat et al, 2011): Es wurden mehrere
Patienten publiziert, bei denen aber meist groRere Deletionen nachgewiesen
wurden. Dennoch Uberlappt das Syndrom mit der in Familie MKS-81

detektierten Variante. Klinisch zeigen sich ebenfalls Uberlappungen zwischen

Seite | 112



5. Diskussion

den in der Literatur berichteten Fallen mit den Ziliopathien: Bei einem Patienten
wurde beispielweise eine Dandy-Walker-Malformation beschrieben (Sudha et
al, 2001). Im eigenen Kollektiv konnte somit bei keinem Patienten mit initialer
klinischer Verdachtsdiagnose eines MKS, JS/JSRD oder BBS ein nachweislich
pathogener CNV identifiziert werden. Dabei ist anzumerken, dass bisher
aufgrund des eingeschrankten diagnostischen Auftrags nur ein Teil der
Patienten mittels SNP-Array untersucht werden konnte (13,5 %). Des Weiteren
lag bei 75 % der Patienten ohne Mutationsnachweis eine Blutsverwandtschaft
vor, daher ist als Erkrankungsursache eine autosomal-rezessive Genese
insgesamt als wahrscheinlicher einzuordnen.

Bei zwei Patienten wurden CNVs von unklarer Kklinischer Relevanz
nachgewiesen. Vor allem fir Familie MKS-81 ist nach Literaturrecherche ein
Zusammenhang zum Phanotyp nicht auszuschlief3en. Auffallig ist, dass hier bei
,verdacht auf MKS“ neben klassischen Merkmalen eines MKS (pranatal
manifeste multizystische Nierendysplasie und postaxiale Polydaktylie)
zusatzliche Fehlbildungen vorlagen (Spina bifidia, sakraler Arnold-Chiara-
Symptomkomplex, singulare Nabelschnurarterie). Flr die eingangs genannten
mutmallichen JS-Patienten der Literatur mit nachgewiesenen Mikrodeletionen/-
duplikationen ergab eine retrospektive Betrachtung der klinischen Daten Zweifel
an der Diagnose (Kroes et al, 2011). Neben den typischen Kklinischen
Auffalligkeiten waren die charakteristischen Auffalligkeiten der zerebralen
Bildgebung nur bedingt nachvollziehbar.

Die Beobachtungen im eigenen Kollektiv in Verbindung mit den Daten der
Literatur machen deutlich, dass pathogene und unklare CNVs in Familien mit
Verdacht auf eine syndromale Ziliopathie nachgewiesen werden koénnen.
Chromosomale Imbalancen stellen somit eine wichtige und oft schwer
abgrenzbare Differenzialdiagnose der syndromalen Ziliopathien dar. Die
vorliegenden Daten rechtfertigen daher, dass bei Patienten mit Verdacht auf
eine der syndromalen Ziliopathien MKS, JS/JSRD oder BBS ein SNP-Array
durchgefiihrt werden kann. Dies gilt insbesondere (1) bei fehlender
zweifelsfreier klinischer und pathoanatomischer Diagnosesicherung (MKS,
schwer betroffene BBS-/JS-Falle), (2) bei eingeschrankter pranataler
Beurteilbarkeit von Veranderungen z. B. bei MKS durch den bestehenden

Fruchtwassermangel, (3) bei fehlender kranialer Bildgebung (JS) sowie (4) bei
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fehlenden zytogenetischen Untersuchungsergebnissen — insbesondere bei

verstorbenen Feten.

GroRere Deletionen einzelner Exone sind mittels konventioneller PCR und
Sanger-Sequenzierung zumindest in heterozygoter Form i.d.R. nicht
nachweisbar. Sie wurden neben der 290 kb grof3en, vor allem bei der NPH zu
beobachtenden JBTS4-Gen-Deletion beispielsweise bereits flur die Gene
MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5 MKS6/JBTS9, BBS4, BBS5, BBS7 und BBS9 in
einzelnen Fallen in der Literatur berichtet (Waters & Beales, 1993 [updated
2011]), (Khaddour et al, 2007), (Mougou-Zerelli et al, 2009), (Travaglini et al,
2009). Mit welcher Haufigkeit diese Multi-Exon-Deletionen aber auftreten, ist
bisher unklar.

Alle mittels SNP-Array untersuchten Patienten wurden daher ebenfalls auf
Deletionen/Duplikationen < 200 kb in den bekannten Syndrom-Loci untersucht.
Bei keiner der 29 untersuchten Familien konnte eine entsprechende Deletion
oder Duplikation nachgewiesen werden. Bei Familie BBS-55 ergab sich mittels
anderer Methoden der Verdacht auf eine homozygote Deletion der Exons 7 und
8 sowie umliegender intronischer Bereiche des BBS4-Gens. Diese konnte
schlieBlich mittels Junction-Fragment-PCR bestatigt werden. Die Darstellung
mit SNP-Array gelang jedoch nicht, da die Kopienzahlmarkerabdeckung fur den
Bereich insgesamt als zu niedrig einzuordnen ist (i. d. R. maximal ein bis zwei
Marker je Exon). Die hier durchgeflhrten Untersuchungen belegen somit, dass
Deletionen/Duplikationen  kleinerer Abschnitte der zu untersuchenden
Ziliopathie-Gene in Abhangigkeit der Markerabdeckung mittels SNP-Array nicht
sicher auszuschlieBen sind. Diese spielen jedoch im eigenen Kollektiv in
Einklang mit der Literatur bei der Genese der hier untersuchten Ziliopathien
durchaus eine Rolle. Somit stellt die Etablierung von Methoden zum Nachweis
kleinerer Deletionen/Duplikationen wie etwa hochauflésenderer SNP-Arrays,
quantitativer PCRs, MLPA-Anwendungen oder quantitativer NGS-Verfahren fir
die Ziliopathie-Gene einen Ansatzpunkt zur weiteren Verbesserung der

molekulargenetischen Aufklarungsraten dar.
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5.6. Genotyp-Phanotyp-Korrelation und Neudefinition/Modifikation des

klinischen Phanotyps

Mutationen in vielen der derzeit bekannten MKS-Gene (MKS1-MKS10) wurden
ebenfalls bereits mit dem/den JS/JSRD assoziiert (MKS2/JBTS2, MKS3/JBTS6,
MKS4/JBTSS5, MKS5/JBTS7, MKS6/JBTS9). Dartuber hinaus wurden einzelne
Gene auch in Verbindung mit einem BBS berichtet (MKS1/BBS13,
MKS4/JBTS5/BBS14). Eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation gelang bisher nur
bedingt, dies wird insbesondere durch die zahlreichen privaten Mutationen in

den Familien erschwert.

Ein Zusammenhang zwischen Schweregrad des Phanotyps und Lokalisation
der Mutationen wurde fur das MKS3-/UBTS6-Gen berichtet. Missense-
Mutationen finden sich demnach gehauft bei letalen MKS-Phanotypen in den
Exon 8 bis 15 (8 der 28 kodierenden Exons), vor allem in Kombination mit
trunkierenden Veranderungen (lannicelli et al, 2010). Daruber hinaus wurde
eine starke Assoziation zu einer Leberbeteiligung (Fibrose) mehrfach berichtet
(Brancati et al, 2009). So wurden bei 73 % der Patienten mit COACH-Syndrom
Mutationen im MKS3-/JBTS6-Gen beobachtet. AuRerdem wurden hypomorphe
(Missense-)Mutationen des MKS3-/JBTS6-Gens jungst mit der NPH in
Verbindung mit Leberbeteiligung (NPHP11) und mit einem ARPKD-artigen
Phanotyp berichtet (Gunay-Aygun et al, 2009), (Otto et al, 2009). Im eigenen
Kollektiv fand sich bei allen JS-/JSRD-Patienten mit Mutationen im genannten
Gen ausnahmslos zumindest eine Missense-Mutation. Fir die MKS-Familien
ergab sich, dass entweder eine schwere Mutation mit einer Missense-Mutation
oder zwei schwere Mutationen zu beobachten waren. Eine Ausnahme bildet
Familie MKS-1 bei welcher bei zwei betroffenen Feten zwei Missense-
Mutationen (auf3erhalb von Exon 8-15) nachgewiesen wurden. Dabei lagen zu
der Familie wenige klinische Informationen vor, ein Hinweis auf eine ZNS-
Beteiligung wurde nicht erwahnt, als Differenzialdiagnose wurde ARPKD
angegeben.

Fir das MKS4-/JBTS5-/BBS14-Gen, welches bisher das breiteste
phanotypische Spektrum zeigt, konnte bis dato keine Genotyp-Phanotyp-

Korrelation festgestellt werden. Trunkierende Mutationen mit Verteilung Uber
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das gesamte Gen finden sich sowohl bei den MKS-Patienten als auch bei den
JS/JSRD-Patienten und der LCA, dem SLS und BBS (Coppieters et al, 2010b).
Dies bestatigte sich auch im eigenen Kollektiv: Sowohl bei den MKS-Familien
als auch bei den JS-/JSRD-Familien (JS-35, JS-51) mit Mutationen im MKS4-
[JBTS5-/IBBS14-Gen wurden zwei trunkierende Veranderungen nachgewiesen.
Mutationen des genannten Gens werden bei etwa 50 % der JSRD-Patienten mit
CORS (mit renaler sowie zerebraler und Augenbeteiligung) berichtet (Brancati
et al, 2007), (Valente et al, 2008). Im eigenen JS-/JSRD-Kollektiv wurde bei
Familie JS-35 mit Mutationen des JBTS5-/MKS4-Gens perinatal keine
Nierenbeteiligung angegeben. Das AusmaR der Uberlappungen kann auch
anhand der Daten zu Familie MKS-78 verdeutlicht werden. Hier war bei dem
ersten betroffenen Feten aufgrund des Fehlens von ZNS-Veranderungen und
einer Polydaktylie bei vergroRerten Zystennieren im pranatalen Ultraschall
zunachst der Verdacht auf eine APRKD geauldert. Erst der zweite betroffene
Fet zeigte eine Dandy-Walker-Malformation mit Zyste im Bereich der hinteren
Schadelgrube, sodass die Verdachtsdiagnose MKS gestellt wurde. Es wurden
Mutationen im MKS4-/JBTS5-Gen nachgewiesen. Auch in der Literatur wurden
Mutationen im MKS4-/JBTS5-/BBS14-Gen gehauft bei Patienten mit einem
Meckel-Like-Phanotyp beschrieben (Baala et al, 2007a).

Fir das MKS6-/JBTS9-Gen wurde ebenfalls der Versuch unternommen eine
Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu erstellen (Mougou-Zerelli et al, 2009).
Hiernach werden bei den MKS-Patienten ausschliellich trunkierende
Mutationen beobachtet, wahrend JS-/JSRD-Patienten zumindest eine
Missense-Mutation tragen. Allerdings raumen die Autoren ein, dass bei zwei der
bis zum Zeitpunkt der Publikation berichteten JS-/JSRD-Patienten zwei
trunkierende Mutationen im MKS6-/UBTS9-Gen nachgewiesen wurden. Im
eigenen Kollektiv wurde bei den JS-/JSRD-Patienten ebenfalls mindestens eine
Missense-Mutation detektiert. Bei den MKS-Patienten wurde entgegen den
Literaturangaben bei einer blutsverwandten Familie eine Missense-Mutation
des Gens detektiert (MKS-84). Dabei muss jedoch einschrankend erwahnt
werden, dass lediglich elterliches Probenmaterial zur Verfligung stand, sodass
der Phanotyp des Kindes nicht sicher bestimmt werden konnte. Bei einem
Elternteil wurde zusatzlich eine trunkierende MKS3-/JBTS6-Mutation

beobachtet, die jedoch bei dem Partner nicht nachgewiesen werden konnte. Es
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konnte auch keine weitere Mutation des MKS3-/JBTS6-Gens ermittelt werden,
sodass angesichts der bestehenden Konsanguinitat die MKS6-Mutation als
Ursache wahrscheinlich bleibt.

Mutationen des JBTS3-Gens wurden lediglich in Verbindung mit dem/den
JS/JSRD berichtet, sie wurden bisher nicht in Verbindung mit einem MKS
beschrieben. Eine eingeschrankte Genotyp-Phanotyp-Korrelation wurde auch
hier postuliert. 20 % der Patienten mit JBTS3-Mutationen zeigten ein JS mit
Retinabeteiligung, allerdings wurde auch eine Nierenbeteiligung beschrieben
(Valente et al, 2006a), (Parisi et al, 2006), (Valente et al, 2008). Im eigenen
Kollektiv wurden bei JS-/JSRD-Patienten mit JBTS3-Gen-Mutationen keine
Nierenbeteiligungen beschrieben, auch eine Retinabeteiligung wurden nicht
explizit durch die Einsender angegeben. Es bleibt unklar inwieweit eine
Untersuchung des Augenhintergrundes durchgefuhrt wurde. Far einen
Patienten wurde eine unklare Sehstorung berichtet (JS-50). Untersuchungen
von MKS-Patienten auf JBTS3-Mutationen wurde bisher nicht berichtet. Im
eigenen NGS-Kollektiv konnten bei zwei Familien keine Mutationen identifiziert
werden.

Auch far das MKS wurde partiell fur einzelne Gene der Versuch unternommen
eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation abzuleiten. Eine postaxiale Polydaktylie
wurde beispielsweise in den Kohorten zweier Arbeitsgruppen gehauft bei
MKS 1-Mutationen beobachtet. Mildere ZNS-Symptome (wie etwa eine Dandy-
Walker-Malformation) traten nur in Verbindung mit MKS3-Mutationen auf
(Consugar et al, 2007). Daruber hinaus wurden Skelettanomalien, eine
Gaumenspalte und ein Situs inversus ausschlie8lich in Verbindung mit MKS1-
Mutationen beobachtet (Khaddour et al, 2007). Im eigenen Kollektiv wurden
jedoch bei einem Feten mit Hydrozephalus ohne okzipitale Enzephalozele
MKS 1-Mutationen (MKS-20) detektiert.

Mutationen des MKS7-Gens konnten bisher nicht bei Patienten mit einem/einer
JS/JSRD beobachtet werden. L. Baala und Arbeitsgruppe postulierten daher,
dass MKS1-Mutationen nur mit dem MKS-Phanotyp assoziiert sind (Baala et al,
2007b). Im Rahmen der Entwicklung des MKS/JS-NGS-Panels sollte fur die
eigenen JS-Patienten ermittelt werden, inwieweit dies zutrifft. Hier konnte bei
einer Patientin (JS-57) mit klinisch zweifelsfrei diagnostiziertem JS ohne

Nierenbeteiligung und ohne weitere Auffalligkeiten eine Compound-
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Heterozygotie fur die bisher nicht beschriebene Missense-Mutation ¢.371G>A
(p-Arg124GIn) und die haufige Mutation c.1408-34_1408-6del (p.Gly470fs) des
MKS1-Gens nachgewiesen werden. Die Mutationen segregierten bei den
Eltern, bei dem gesunden Bruder wurden beide Mutationen nicht
nachgewiesen. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig bestatigt
werden, dass Mutationen des MKS1-Gens zukunftig auch als Ursache des/der

JS/JSRD berlcksichtigt werden mussen.

Bezuglich des eigenen Kollektivs sind quantitative Aussagen in Hinblick auf die
Haufigkeiten einzelner klinischer Assoziationen der verschiedenen Formen,
Mutationsverteilungen und Qualitdt der Mutationen aufgrund der jeweils
geringen Fallzahlen nur eingeschrankt moglich. Dennoch lassen die o. g.
Beispiele der eigenen Mutationsanalysen in Verbindung mit den ermittelten
klinischen Daten und den zitierten Literaturdaten keinen Zweifel daran, dass
keine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation fur die haufig von Mutationen
betroffenen MKS-/JBTS-Gene existiert. FUr die molekulargenetische Aufklarung
der Patienten scheint eine phanotypbasierte Priorisierung der zu
analysierenden Gene, wie sie vor allem fur das/die JS/JSRD derzeit in der
Literatur propagiert wird nicht mehr zeitgemald (Parisi & Glass, 2003 [updated
2012]). Die Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit erstmalig Mutationen des
MKS1-Gens als Ursache flur das/die JS/JSRD nachgewiesen werden konnten,
belegt dies. In der routinediagnostischen Laborpraxis sind dartber hinaus
klinische Daten der Patienten zum einen nur bedingt verfugbar, zum anderen
treten klinische Symptome mitunter erst im Verlauf der Erkrankung auf bzw.
werden erst im Anschluss an die molekulargenetischen Analysen diagnostiziert.
Als Beispiel seien hier vor allem Retinaveranderungen genannt, die bei 93 %
der BBS-Patienten beschrieben wurden. Im eigenen Kollektiv wurden
Retinaveranderungen jedoch lediglich bei 26,9 % der mutationstragenden BBS-
Patienten angegeben. Ein rationaler Untersuchungsalgorithmus sollte diese

Faktoren berucksichtigen
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5.7. Algorithmus zur molekulargenetischen Aufklarung der Ziliopathien
MKS, JS/JSRD und BBS

Das klassisch ausgepragte BBS grenzt sich klinisch zu den Ziliopathien MKS
und JS/JSRD ab. Eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation wird nicht beobachtet.
FUr eine pranatale Manifestation von Nierendysplasien ohne okzipitale
Enzephalozele zeigen sich jedoch klinische Uberlappungen zum MKS (Meckel-
Like). Die Untersuchungen des eigenen Kollektivs belegen, dass neben den
MKS-Genen und den bereits mit pranatalen Manifestationen beschriebenen
Genen BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 auch die insgesamt ebenfalls haufig
von Mutationen betroffenen Gene BBS7 und BBS12 analysiert werden mussen.
Daruber hinaus wurden Mutationen des MKS7-Gens mit einem Meckel-Like-

Phanotyp assoziiert (Bergmann et al, 2008).

Die bisher in der Literatur vor allem fur das/die JS/JSRD postulierten
Algorithmen zur molekulargenetischen Abklarung (Abbildung 5.2) auf der Basis

klinischer Merkmale sollte durch ein zeitgemalies Prozedere ersetzt werden.

Joubert suspectad
hyaotonia, ataxia tachypnealapnea,

abnormal eyi movements
MTS on MR \_

(+/- other Ciﬂls features) “mild” MTS|*

PHP1
physical cxamination N

ophthalmolcgy evaluation
renal and liver ultrasound
unnalysis, BUN, Cr, AST, ALT

[iver or

yas coloboma no

b
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(INPPSE)S
g E;ég [retinal] renal no other
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eGP al wl el
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CEP290 (CC2D2A CC2D2A
INPFPSE  CEP290 CEP290

NHTY ARL138

Abbildung 5.2: Aktuell in der Literatur vorgeschlagener molekulargenetischer
Algorithmus fiir die Abklarung bei JS/JSRD nach klinischen Merkmalen (Parisi, 2009).
(AHI1= JUBTS3, ARL13B= JBTS8, CC2D2A= JBTS9, CEP290= JBTS5, INPP5E= JBTS1,
NPHP1=JBTS4, RPGRIP1L= JBTS7?)
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Dies gilt vor allem vor dem Hintergrund:

(1) der Entwicklung neuer Methoden zur parallelen Untersuchung von Genen
(z.B. NGS), wie sie in dieser Arbeit zur Anwendung gekommen sind,

(2) des Nachweises, dass etwa 40 % der JS-/JSRD-Patienten unabhangig vom
klinischen Bild Mutationen in den vier Genen JBTS3, JBTS5/MKS4,
JBTS6/IMKS3, JBTS9/MKS6 aufweisen, bei einer angenommenen
Gesamtdetektionsrate von 50% fur alle bisher bekannten Gene,

(3) der praktischen Erfahrungen, dass im klinischen und labordiagnostischen
Alltag nicht immer zeitgerecht die fur ein phanotypbasiertes Vorgehen kritischen
klinischen Informationen und Laborparameter zu einem Patienten zur
Verfligung stehen,

(4) der mitunter bestehenden Diskrepanz zwischen Zeitpunkt der Durchflihrung
molekulargenetischer Untersuchungen und Manifestationszeitpunkt zusatzlicher
Symptome (Leberbeteiligung, Nierenbeteiligung, Retinabeteiligung),

(5) der hier thematisierten zunehmend beschriebenen Abweichungen zur bis

dato angenommenen Genotyp-Phanotyp-Korrelation.

Die klinische Charakterisierung der einbezogenen Patienten, die Effizienz und
Sensitivitat der eingesetzten Methoden sowie die ermittelten Daten zu
Mutations-Haufigkeiten der bekannten Gene und Genotyp-Phanotyp-
Korrelationen beeinflussen dabei als wesentlichen Faktoren die Validitat des
entsprechenden Algorithmus. Aus den eigenen Ergebnissen und den
Literaturdaten lasst sich  ableiten, dass durch  Hochdurchsatz-
Sequenziertechnologien Uber genspezifische Anreicherungsverfahren derzeit
eine hohere Sensitivitat erreicht wird als durch Analysen des kompletten Exoms
(Wooderchak-Donahue et al, 2012). Daher sind diese aktuell zunachst einer
Gesamt-Exom-Analyse vorzuziehen, um Mutationen in den bekannten, haufig
von Mutationen betroffenen Genen mit gro3tmdglicher  Sicherheit

auszuschlielRen.

Die im eigenen Kollektiv ermittelten SNP-Array-Daten lassen einen anderen
Schluss bezuglich des diagnostischen Vorgehens bei blutsverwandten
Patienten zu als der publizierte Vorschlag von F. S. Alkuraya. Hiernach sollte

zunachst ein SNP-Array im Vorfeld weiterer Analysen durchgeflihrt werden um
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Folgeuntersuchungen zu minimieren (Alkuraya, 2010). Die Daten des eigenen
konsanguinen Kollektivs belegen, dass fur das MKS und das/die JS/JSRD
aufgrund der hohen Detektionsraten zunachst Mutationen in den haufig von
Mutationen betroffenen Genen ausgeschlossen werden sollten, anschlieend
ist zumindest bei konsanguinen Familien eine SNP-Array-Analytik indiziert. Dies
gilt insbesondere vor dem Hintergrund des zunehmenden Einsatzes von neuen
Sequenziertechnologien und der daraus resultierenden parallelisierten Gen-
Analytik.

Der Stellenwert des kombinierten Einsatzes von SNP-Arrays und
Hochdurchsatz-Technologien (bei blutsverwandten Familien) wird in Zukunft fur
die Diagnosefindung bei rezessiven Erkrankungen zunehmen. Dies gilt u. a. vor
dem Hintergrund der zunehmend komplexeren genetischen Befunde aufgrund
der Detektion zahlreicher Varianten von unklarer pathogenetischer Relevanz,
wie sie beispielsweise bei Exom-Analysen auftreten. Die Einbeziehung von
ROH-Daten in Verbindung mit Segregationsanalysen, bioinformatischen
Validierungen und Datenbankinformationen erhdhen die Aussagekraft beztglich
der Pathogenitat der Veranderungen. Daruber hinaus werden mit den derzeit
angewendeten NGS-Verfahren und weiteren konventionellen Verfahren i. d. R.
lediglich die kodierenden Bereiche der Gene untersucht, sodass weit intronisch
gelegene SpleiBmutationen nicht detektiert werden kdnnen (den Hollander et al,
2006). RNA-/cDNA-Analysen, die mitunter einen Nachweis von
SpleiBmutationen ermdéglichen, sind jedoch aufwendig und kénnen daher auch
vor dem Hintergrund der Anzahl der zu analysierenden Gene nur schwer in die
diagnostische Routine implementiert werden. In zwei Publikationen wurden
Patienten berichtet, bei denen erst der Hinweis aus SNP-Array-Analysen auf
gréRere ROH fur bestimmte Loci und eine gezielte cDNA-Analytik in der Folge
den Nachweis einer weit intronisch lokalisierten SpleiRmutation ergab (Abu
Safieh et al, 2010), (Alkuraya, 2010). Somit ermoglicht die Einbeziehung von
SNP-Array-Daten in  blutsverwandten Familien eine Erhdéhung der
Gesamtdetektionsraten.

Einen weiteren wesentlichen Vorteil des Einsatzes der neuen
Sequenziertechnologien verdeutlichen ebenfalls die Daten des eigenen
Kollektivs: Wie der Nachweis von MKS17-Mutationen bei JS/JSRD-Patienten

zeigt, erlauben die neuen Technologien neue Hinweise auf Genotyp-Phanotyp-
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Korrelationen. Daruber hinaus wird bei inkorrekter klinischer Verdachtsdiagnose

oder bisher nicht beschriebenen

Erkrankung

phanotypischen Auspragungen einer

in Zukunft aufgrund der hypothesefreien Aussagekraft der

Technologien eine molekulargenetische Aufklarung moéglich (Nelen & Veltman,

2012). Abbildung 5.3 zeigt den Vorschlag eines Algorithmus zur Abklarung der
syndromalen Ziliopathien MKS uns JS/JSRD.

Parallelisierte Analyse der folgenden Gene mittels PCR-basierten NGS-Verfahren:
MKS1, MKS3/JBTS6, MKS4/JBTS5, MKS6/JBTS9, JBTS3

Relative Verteilung der Mutationen:
MKS: MKS1: 37,3%, MKS3: 32,9%, MKS4: 17,2%, MKS6: 12,6%
JS/JBTS: JBTS3: 28,1%, JBTSS5: 23,9%, JBTS6: 25,6%, JBTS9: 22.4%
Bei negativem Ergebnis (Sensitivitat wie Sanger-Sequenzierung):

MKS: Ausschiusswahrscheinlichkeit: ca. 90% (Gesamtaufklarungsrate > 90%)
JS/AJSRD: Ausschlusswahrscheinlichkeit: ca. 40% (Gesamtaurfklarungsrate ca. 50%)

a4

SNP-Array-Analytik:
Ausschluss von chromosomalen Imbalancen > 200 kb

Ausschluss von Deletionen/Duplikationen auch < 200 kb der Syndromloci
(JS: auch homozygote JBTS4-Gen-Deletion (< 3,5% bzw. < 11,5% bei Nierenbeteiligung))

Bei negativem Ergebnis:

e 2

e 3

Blutsverwandtschaft bekannt:
Bestatigung der Blutsverwandtschaft:

1 ROH-Block und mehr von 5-10 Mb bzw. > 10 Mb bei 100%
bzw. 96,6% der ndher konsanguinen Patienten

Auswertung der ROH:
Einzelgenanalyse nach ROH-GréRRe oder
Mutationsfrequenzen
Kein Mutationsnachweis in den ROH-Genen:

cDNA-Analysen in Erwagung ziehen

Bei fehlender Homozygotie ftir bekannte Syndrom-Loci
siehe rechts (Auswertung der NGS-Daten unter
Einbeziehung von ROH-Daten):

Keine Blutsverwandtschaft bekannt:

Ausschluss nach ethischer Abwagung:
ROH von 5-10 Mb bzw. > 10 Mb bei etwa 5% bzw. 1% der CEU-
Population ohne bekannte Blutsverwandtschaft
(McQuillan et al, 2008)

Bei Ausschluss einer Blutsverwandtschaft:

. _d

)

Neubewertung klinischer Daten:

JS: Bildgebung
MKS: Pathoanatomisches Gutachten

Bei erneuter Bestétigung der Verdachtsdiagnose:

b

Exomanalyse mit Fokus auf Ziliopathiegenen,
weitere Panel-Analysen oder
Einzelgenanalyse der weiteren Gene

Abbildung 5.3: Vorschlag eines zeitgemdBen Algorithmus zur
syndromalen Ziliopathien MKS und JS/JSRD.

Homozygotie-Block)

Abklarung der

(ROH= mittels SNP-Array ermittelter
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6. Zusammenfassung

Die autosomal-rezessiv erblichen Ziliopathien Meckel-Gruber-Syndrom (MKS),
Joubert-Syndrom und assoziierte Erkrankungen (JS/JSRD) sowie das Bardet-
Biedl-Syndrom (BBS) rucken aufgrund ihrer komplexen Genetik zunehmend in
den Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Allen gemein ist das Vorkommen
der Genprodukte in den primaren Zilien. Sowohl genetisch als auch klinisch
zeigen die Erkrankungen Uberlappungen, die die syndromale Einordnung
erschweren. Vor dem Hintergrund eines optimierten Therapiemanagements der
Patienten sowie der mdglichen Option einer Pranataldiagnostik ist eine
effiziente molekulargenetische Aufklarung von hoher Relevanz.

Die Entwicklung hochauflésender molekulargenetischer Verfahren sollte die
Entwicklung eines zeitgemalen molekularen Algorithmus zur Aufklarung der
genannten Ziliopathien und der genetischen Syndromzuordnung ermoglichen.
Zu diesem Zweck wurden die klinischen und molekulargenetischen Daten von
215 eigenen Ziliopathie-Familien erfasst und mit Literaturdaten verglichen.

Als Basis fur einen diagnostischen Algorithmus wurden genspezifische
Detektionsraten und Gesamtdetektionsraten zusammengestellit.

Vor dem Hintergrund der Heterogenie der Ziliopathie-Syndrome und dem
gehauften Vorkommen von blutsverwandten Familien wurde der Einsatz von (a)
Hochdurchsatz-Sequenziertechnologien (NGS) sowie von (b) SNP-Arrays zur
Aufklarung der Erkrankungen etabliert bzw. validiert. Auf der Basis dieser Daten
konnte ein komprimierter Algorithmus entwickelt werden.

Darlber hinaus sollte gepruft werden inwieweit die eigenen Kollektivdaten zu
einer Neudefinition/Modifikation des klinischen Phanotyps der Syndrome
beitragen koénnen. Aufgrund der Seltenheit der einzelnen Entitaten sind
quantitative Aussagen in Hinblick auf die Haufigkeiten einzelner klinischer
Assoziationen der verschiedenen Formen und Mutationsverteilungen zwar nur
eingeschrankt moglich, aber die Daten belegen, dass das Spektrum an Genen,
welche mit einer pranatalen BBS-Manifestation (als Meckel-Like bezeichnet)
assoziiert ist, um die Gene BBS71 und BBS712 erweitert werden muss. Daruber
hinaus konnten durch die Untersuchung von JS-/JSRD-Patienten auf
Mutationen des MKS1-Gens erstmalig fur das/die JS/JSRD Mutationen in dem

bis dato ausschlieRlich mit dem MKS assoziierten Gen nachgewiesen werden.
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8. Anhang

Tabelle A4: Liste der Publikationen, die beziiglich der Mutationshaufigkeiten der
verschiedenen MKS-Gene ausgewertet wurde.

Karmous-Benailly H, Martinovic J, Gubler MC, et al.:

1) Antenatal presentation of Bardet-Biedl syndrome may mimic Meckel syndrome.

Am J Hum Genet. 2005, 76:493-504.

Kyttdla M, Tallila J, Salonen R, et al.:

MKS1, encoding a component of the flagellar apparatus basal body proteome, is
mutated in Meckel syndrome.

Nat Genet. 2006, 38:155-157.

Smith UM, Consugar M, Tee LJ, et al.:

The transmembrane protein meckelin (MKS3) is mutated in Meckel-Gruber syndrome
and the wpk rat.

Nat Genet. 2006, 38:191-196.

Khaddour R, Smith U, Baala L, et al.:

Spectrum of MKS1 and MKS3 mutations in Meckel syndrome: a genotype-
phenotype correlation.

Mutation in brief #960. Online. Hum Mutat. 2007, 28:523-524.

Auber B, Burfeind P, Herold S, et al.:

A disease causing deletion of 29 base pairs in intron 15 in the MKS1 gene is
highly associated with the campomelic variant of the Meckel-Gruber syndrome.
Clin Genet. 2007, 72:454-459.

Consugar MB, Kubly VJ, Lager DJ, et al.:

Molecular diagnostics of Meckel-Gruber syndrome highlights phenotypic
differences between MKS1 and MKS3.

Hum Genet. 2007, 121:591-599.

Frank V, Ortiz Briichle N, Mager S, et al.:

Aberrant splicing is a common mutational mechanism in MKS1, a key player in Meckel-
Gruber syndrome.

Hum Mutat. 2007, 28:638-639. (eigene Patienten daher zunachst ausgenommen)
Baala L, Audollent S, Martinovic J, et al.:

8) Pleiotropic effects of CEP290 (NPHP6) mutations extend to Meckel syndrome.

Am J Hum Genet. 2007, 81:170-179.

Delous M, Baala L, Salomon R, et al.:

The ciliary gene RPGRIP1L is mutated in cerebello-oculo-renal syndrome (Joubert
syndrome type B) and Meckel syndrome.

Nat Genet. 2007, 39:875-881.

Frank V, den Hollander Al, Briichle NO, et al.:

Mutations of the CEP290 gene encoding a centrosomal protein cause Meckel-Gruber
syndrome.

Hum Mutat. 2008, 29:45-52. (eigene Patienten daher zunachst ausgenommen)
Tallila J, Jakkula E, Peltonen L, Salonen R, Kestila M:

Identification of CC2D2A as a Meckel syndrome gene adds an important piece to
the ciliopathy puzzle.

Am J Hum Genet. 2008, 82:1361-1367.

Bergmann C, Fliegauf M, Briichle NO, et al.:

Loss of nephrocystin-3 function can cause embryonic lethality, Meckel-Gruber-like
syndrome, situs inversus, and renal-hepatic-pancreatic dysplasia.

Am J Hum Genet. 2008, 82:959-970. (eigene Patienten daher zunachst ausgenommen)
Tallila J, Salonen R, Kohlschmidt N, Peltonen L, Kestila M:

Mutation spectrum of Meckel syndrome genes: one group of syndromes or several
distinct groups?

Hum Mutat. 2009, 30:E813-830.

2)P1

10)

11)P5

12)

13)
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14)P6

Tallila J, Salonen R, Kohlschmidt N, Peltonen L, Kestila M:

Mutation spectrum of Meckel syndrome genes: one group of syndromes or
several distinct groups?

Hum Mutat 2009, 30: E813-830. (In Verbindung mit Dissertation siehe 13)

15)

Gunay-Aygun M, Parisi MA, Doherty D, et al.:

MKS3-related ciliopathy with features of autosomal recessive polycystic kidney disease,
nephronophthisis, and Joubert Syndrome.

J Pediatr. 2009, 155:386-392.e381.

Travaglini L, Brancati F, Attie-Bitach T, et al.:
Expanding CEP290 mutational spectrum in ciliopathies.
Am J Med Genet A. 2009, 149A:2173-2180.

Mougou-Zerelli S, Thomas S, Szenker E et al:

CC2D2A mutations in Meckel and Joubert syndromes indicate a genotype-
phenotype correlation.

Hum Mutat 2009; 30: 1574-1582.

18)

Putoux A, Mougou-Zerelli S, Thomas S, et al.:
BBS10 mutations are common in 'Meckel'-type cystic kidneys.
J Med Genet. 2010, 47:848-852.

19)

Kim SK, Shindo A, Park TJ, et al.:

Planar cell polarity acts through septins to control collective cell movement and
ciliogenesis.

Science. 2010, 329:1337-1340.

20)

Valente EM, Logan CV, Mougou-Zerelli S, et al.:

Mutations in TMEMZ216 perturb ciliogenesis and cause Joubert, Meckel and related
syndromes.

Nat Genet. 2010, 42:619-625.

lannicelli M, Brancati F, Mougou-Zerelli S, et al.:

Novel TMEM67 mutations and genotype-phenotype correlates in meckelin-related
ciliopathies.

Hum Mutat. 2010, 371:E1319-1331.

22)

Coppieters F, Lefever S, Leroy BP, De Baere E:
CEP290, a gene with many faces: mutation overview and presentation of CEP290base.
Hum Mutat. 2010, 31:1097-1108.

23)

Fiskerstrand T, Houge G, Sund S, et al.:

Identification of a gene for renal-hepatic-pancreatic dysplasia by microarray-based
homozygosity mapping.

J Mol Diagn. 2010, 12:125-131.

24)

Shaheen R, Fageih E, Seidahmed MZ, et al.:
A TCTN2 mutation defines a novel Meckel Gruber syndrome locus.
Hum Mutat. 2011, 32:573-578.

25)

Dowdle WE, Robinson JF, Kneist A, et al.:
Disruption of a ciliary B9 protein complex causes Meckel syndrome.
Am J Hum Genet. 2011, 89:94-110. (eigene Patienten daher zunachst ausgenommen)

26)

Hopp K, Heyer CM, Hommerding CJ, et al.:

B9D1 is revealed as a novel Meckel syndrome (MKS) gene by targeted exon-enriched
next-generation sequencing and deletion analysis.

Hum Mol Genet. 2011, 20:2524-2534.

27)

Otto EA, Ramaswami G, Janssen S, et al.:

Mutation analysis of 18 nephronophthisis associated ciliopathy disease genes using a
DNA pooling and next generation sequencing strategy.

J Med Genet. 2011, 48:105-116.

28)

Bachmann-Gagescu R, Ishak GE, Dempsey JC, et al.:

Genotype-phenotype correlation in CC2D2A-related Joubert syndrome reveals an
association with ventriculomegaly and seizures.

J Med Genet. 2012, 49:126-137.
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Tabelle A5: Liste der Publikationen, die beziiglich der Mutationshaufigkeiten der
verschiedenen JS-Gene ausgewertet wurde.

Parisi M, Glass I:
1) Joubert Syndrome and Related Disorders.

In R. A. Pagon, T. D. Bird, C. R. Dolan, K. Stephens and M. P. Adam (eds),
GeneReviews. Seattle WA: University of Washington, Seattle, 2003 [updated 2012].
Parisi MA, Bennett CL, Eckert ML, et al.:

The NPHP1 gene deletion associated with juvenile nephronophthisis is present in a
subset of individuals with Joubert syndrome.

Am J Hum Genet. 2004, 75:82-91.

Ferland RJ, Eyaid W, Collura RV, et al.:

Abnormal cerebellar development and axonal decussation due to mutations in AHI1 in
Joubert syndrome.

Nat Genet. 2004, 36:1008-1013.

Dixon-Salazar T, Silhavy JL, Marsh SE, et al.:

Mutations in the AHI1 gene, encoding jouberin, cause Joubert syndrome with cortical
polymicrogyria.

Am J Hum Genet. 2004, 75:979-987.

Castori M, Valente EM, Donati MA, et al.:

5) NPHP1 gene deletion is a rare cause of Joubert syndrome related disorders.

J Med Genet. 2005, 42:€9.

Utsch B, Sayer JA, Attanasio M, et al.:

Identification of the first AHI1 gene mutations in nephronophthisis-associated Joubert
syndrome.

Pediatr Nephrol. 2006, 21:32-35.

Valente EM, Brancati F, Silhavy JL, et al.:

AHI1 gene mutations cause specific forms of Joubert syndrome-related
disorders.

Ann Neurol. 2006, 59:527-534.

Parisi MA, Doherty D, Eckert ML, et al.:

AHI1 mutations cause both retinal dystrophy and renal cystic disease in Joubert
syndrome.

J Med Genet. 2006, 43:334-339.

Valente EM, Silhavy JL, Brancati F, et al.:

Mutations in CEP290, which encodes a centrosomal protein, cause pleiotropic forms of
Joubert syndrome.

Nat Genet. 2006, 38:623-625.

Sayer JA, Otto EA, O'Toole JF, et al.:

The centrosomal protein nephrocystin-6 is mutated in Joubert syndrome and activates
transcription factor ATF4.

Nat Genet. 2006, 38:674-681.

Baala L, Romano S, Khaddour R, et al.:

11) The Meckel-Gruber syndrome gene, MKS3, is mutated in Joubert syndrome.

Am J Hum Genet. 2007, 80:186-194.

Parisi MA, Doherty D, Chance PF, Glass IA:

12) Joubert syndrome (and related disorders) (OMIM 213300).

Eur J Hum Genet. 2007, 15:511-521.

Tory K, Lacoste T, Burglen L, et al.:

High NPHP1 and NPHP6 mutation rate in patients with Joubert syndrome and

13) nephronophthisis: potential epistatic effect of NPHP6 and AHI1 mutations in patients
with NPHP1 mutations.

J Am Soc Nephrol. 2007, 18:1566-1575.

10)
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Brancati F, Barrano G, Silhavy JL, et al.:

CEP290 mutations are frequently identified in the oculo-renal form of Joubert
syndrome-related disorders.

Am J Hum Genet. 2007, 81:104-113.

14)P3

Delous M, Baala L, Salomon R, et al.:

The ciliary gene RPGRIP1L is mutated in cerebello-oculo-renal syndrome (Joubert
syndrome type B) and Meckel syndrome.

Nat Genet. 2007, 39:875-881.

15)

Helou J, Otto EA, Attanasio M, et al.:

Mutation analysis of NPHP6/CEP290 in patients with Joubert syndrome and Senior-
Lgken syndrome.

J Med Genet. 2007, 44:657-663.

16)

Wolf MT, Saunier S, O'Toole JF, et al.:

Mutational analysis of the RPGRIP1L gene in patients with Joubert syndrome and
nephronophthisis.

Kidney Int. 2007, 72:1520-1526.

17)

Kroes HY, van Zon PH, Fransen van de Putte D, et al.:

DNA analysis of AHI1, NPHP1 and CYCLIN D1 in Joubert syndrome patients from
the Netherlands.

Eur J Med Genet. 2008, 51:24-34.

Valente EM, Brancati F, Dallapiccola B:
19) | Genotypes and phenotypes of Joubert syndrome and related disorders.
Eur J Med Genet. 2008, 57:1-23.

Cantagrel V, Silhavy JL, Bielas SL, et al.:
20) Mutations in the cilia gene ARL13B lead to the classical form of Joubert syndrome.
Am J Hum Genet. 2008, 83:170-179.

Gorden NT, Arts HH, Parisi MA, et al.:

CC2D2A is mutated in Joubert syndrome and interacts with the ciliopathy-associated
basal body protein CEP290.

Am J Hum Genet. 2008, 83:559-571.

21)

Brancati F, lannicelli M, Travaglini L, et al.:

MKS3/TMEMG67 mutations are a major cause of COACH Syndrome, a Joubert
Syndrome related disorder with liver involvement.

Hum Mutat. 2009, 30:E432-442.

22)

Bielas SL, Silhavy JL, Brancati F, et al.:

Mutations in INPP5E, encoding inositol polyphosphate-5-phosphatase E, link
phosphatidyl inositol signaling to the ciliopathies.

Nat Genet. 2009, 41:1032-1036.

23)

Doherty D:

Joubert syndrome: insights into brain development, cilium biology, and complex
disease.

Semin Pediatr Neurol. 2009, 16:143-154.

24)P6

Gunay-Aygun M, Parisi MA, Doherty D, et al.:

MKS3-related ciliopathy with features of autosomal recessive polycystic kidney disease,
nephronophthisis, and Joubert Syndrome.

J Pediatr. 2009, 155:386-392.e381.

25)

Schurman SJ, Scheinman SJ:
26) Inherited cerebrorenal syndromes.
Nat Rev Nephrol. 2009, 5:529-538.

Coene KL, Roepman R, Doherty D, et al.:

OFD1 is mutated in X-linked Joubert syndrome and interacts with LCA5-encoded
lebercilin.

Am J Hum Genet. 2009, 85:465-481.

27)

Travaglini L, Brancati F, Attie-Bitach T, et al.:
28) Expanding CEP290 mutational spectrum in ciliopathies.
Am J Med Genet A. 2009, 149A:2173-2180.
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29)

Otto EA, Tory K, Attanasio M, et al.:

Hypomorphic mutations in meckelin (MKS3/TMEMG67) cause nephronophthisis with liver
fibrosis (NPHP11).

J Med Genet. 2009, 46:663-670.

30)

Parisi MA:
Clinical and molecular features of Joubert syndrome and related disorders.
Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2009, 151C:326-340.

31)

Mougou-Zerelli S, Thomas S, Szenker E, et al.:

CC2D2A mutations in Meckel and Joubert syndromes indicate a genotype-phenotype
correlation.

Hum Mutat. 2009, 30:1574-1582.

32)

Brancati F, Dallapiccola B, Valente EM:
Joubert Syndrome and related disorders.
Orphanet J Rare Dis. 2010, 5:20.

33)

Edvardson S, Shaag A, Zenvirt S, et al.:

Joubert syndrome 2 (JBTS2) in Ashkenazi Jews is associated with a TMEM216
mutation.

Am J Hum Genet. 2010, 86:93-97.

34)

Doherty D, Parisi MA, Finn LS, et al.:

Mutations in 3 genes (MKS3, CC2D2A and RPGRIP1L) cause COACH syndrome
(Joubert syndrome with congenital hepatic fibrosis).

J Med Genet. 2010, 47:8-21.

lannicelli M, Brancati F, Mougou-Zerelli S, et al.:

Novel TMEM67 mutations and genotype-phenotype correlates in meckelin-related
ciliopathies.

Hum Mutat. 2010, 371:E1319-1331.

36)

Valente EM, Logan CV, Mougou-Zerelli S, et al.:

Mutations in TMEMZ216 perturb ciliogenesis and cause Joubert, Meckel and related
syndromes.

Nat Genet. 2010, 42:619-625.

37)

Otto EA, Ramaswami G, Janssen S, et al.:

Mutation analysis of 18 nephronophthisis associated ciliopathy disease genes using a
DNA pooling and next generation sequencing strategy.

J Med Genet. 2011, 48:105-116.

38)

Davis EE, Zhang Q, Liu Q, et al.:
TTC21B contributes both causal and modifying alleles across the ciliopathy spectrum.
Nat Genet. 2011, 43:189-196.

39)

Dafinger C, Liebau MC, Elsayed SM, et al.:

Mutations in KIF7 link Joubert syndrome with Sonic Hedgehog signaling and
microtubule dynamics.

J Clin Invest. 2011, 121:2662-2667.

40)

Garcia-Gonzalo FR, Corbit KC, Sirerol-Piquer MS, et al.:

A transition zone complex regulates mammalian ciliogenesis and ciliary membrane
composition.

Nat Genet. 2011, 43:776-784.

41)

Valente EM, Brancati F, Boltshauser E, Dallapiccola B:
Clinical utility gene card for: Joubert syndrome.
Eur J Hum Genet. 2011, 19.

42)

Huang L, Szymanska K, Jensen VL, et al.:

TMEM237 is mutated in individuals with a Joubert syndrome related disorder and
expands the role of the TMEM family at the ciliary transition zone.

Am J Hum Genet. 2011, 89:713-730.

43)

Poretti A, Vitiello G, Hennekam RC, et al.:
Delineation and diagnostic criteria of Oral-Facial-Digital Syndrome type VI.
Orphanet J Rare Dis. 2012, 7:4.
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Bachmann-Gagescu R, Ishak GE, Dempsey JC, et al.:
Genotype-phenotype correlation in CC2D2A-related Joubert syndrome reveals an

44) Iy . . .
association with ventriculomegaly and seizures.
J Med Genet. 2012, 49:126-137.
Lee JE, Silhavy JL, Zaki MS, et al.:
45) CEP41 is mutated in Joubert syndrome and is required for tubulin glutamylation at the

cilium.

Nat Genet. 2012, 44:193-199.

Lee JH, Silhavy JL, Lee JE, et al.:

46) Evolutionarily assembled cis-regulatory module at a human ciliopathy locus.
Science. 2012, 335:966-969.

Srour M, Schwartzentruber J, Hamdan FF, et al.:

47) Mutations in C50RF42 cause Joubert syndrome in the French Canadian population.
Am J Hum Genet. 2012, 90:693-700.

Juric-Sekhar G, Adkins J, Doherty D, Hevner RF:

Joubert syndrome: brain and spinal cord malformations in genotyped cases and
implications for neurodevelopmental functions of primary cilia.

Acta Neuropathol. 2012, 123:695-709.

Alazami AM, Alshammari MJ, Salih MA, et al.:

49)" | Molecular characterization of Joubert syndrome in Saudi Arabia.

Hum Mutat. 2012.

Dixon-Salazar TJ, Silhavy JL, Udpa N, et al.:

50) Exome sequencing can improve diagnosis and alter patient management.

Sci Transl Med. 2012, 4:138ra178.

Field M, Scheffer IE, Gill D, et al.:

Expanding the molecular basis and phenotypic spectrum of X-linked Joubert syndrome
associated with OFD1 mutations.

Eur J Hum Genet. 2012, 20:806-809.

48)

51)

Tabelle A6: Liste der Publikationen mit Angaben zu Mutationshaufigkeiten in den
entsprechenden BBS-Genen.

Waters AM, Beales PL: Bardet-Biedl Syndrome. In R. A. Pagon, T. D. Bird, C. R. Dolan,
1)°" | K. Stephens and M. P. Adam (eds), GeneReviews. Seattle WA: University of
Washington, Seattle, 1993 [updated 2011].

Muller J, Stoetzel C, Vincent MC, et al.: Identification of 28 novel mutations in the
Bardet-Biedl syndrome genes: the burden of private mutations in an extensively
heterogeneous disease.

Hum Genet. 2010, 127:583-593.

Sapp JC, Nishimura D, Johnston JJ, et al.: Recurrence risks for Bardet-Biedl syndrome:
3)”® | Implications of locus heterogeneity.

Genet Med. 2010, 12:623-627.

Deveault C, Billingsley G, Duncan JL, et al.: BBS genotype-phenotype assessment of a
4)> multiethnic patient cohort calls for a revision of the disease definition.

Hum Mutat. 2011, 32:610-619.

Mockel A, Perdomo Y, Stutzmann F, et al.: Retinal dystrophy in Bardet-Biedl syndrome
5% | and related syndromic ciliopathies.

Prog Retin Eye Res. 2011, 30:258-274.

2)P2
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