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1 Abkürzungsverzeichnis 

AD  Autosomal dominant 

DNA  Deoxyribonucleic acid – Desoxyribonukleinsäure 

GTEx  Genotype-Tissue Expression - Genotypgewebeexpression 

LoF  Loss of function - Funktionsverlust 

MAF  Minor allele frequency - Frequenz des selteneren Allels 

NDD  Neurodevelopmental disorder – neurologische Entwicklungsstörung 

NGS  Next Generation Sequencing – massive Parallelsequenzierung 

pLI Probability of being loss-of-function intolerant – Möglichkeit der Intoleranz gegenüber 

einem heterozygoten Funktionsverlust 

ZNS  Zentrales Nervensystem  
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2 Einführung 

2.1 Neurologische Entwicklungsstörungen 

Neurologische Entwicklungsstörungen sind eine sehr vielschichtige Gruppe von Erkrankungen. Sie 

umfassen Störungen der kognitiven Funktionen, der Emotionen und des Verhaltens.1 Diese Störungen 

können einzeln oder kombiniert auftreten. Darüber hinaus gibt es häufig zusätzliche Symptome wie 

epileptische Anfälle, Bewegungsstörungen oder Fehlbildungen. Die Ausprägung der Symptome ist sehr 

variabel, so dass, betrachtet man allein die klinische Beschreibung, Differentialdiagnosen nur 

unzureichend eingegrenzt werden können und die Diagnosestellung ausschließlich bezugnehmend auf 

den Phänotyp äußerst schwierig ist.2 

Hinzu kommt, dass es eine Vielzahl an Ursachen für neurologische Entwicklungsstörungen gibt, welche 

in genetische und nicht-genetische unterschieden werden können. Zu den nicht-genetischen Ursachen 

zählen vor allem Alkoholkonsum der Mutter während der Schwangerschaft, die Exposition mit 

teratogenen Substanzen während der Schwangerschaft, prä- oder postnatale Infektionen, perinatale 

Asphyxie und Frühgeburtlichkeit.3 Die Mehrzahl der Fälle ist jedoch genetisch bedingt und die 

Ursachen sind ebenfalls sehr heterogen. Sie können chromosomalen, mitochondrialen, genetisch 

komplexen oder monogenen Ursprungs sein.4,5 

 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit beschäftigte ich mich ausschließlich mit monogenen Erkrankungen. 

Das sind Erkrankungen, welche infolge von Veränderungen in einem einzelnen Gen verursacht werden. 

Hierbei kann es durch Veränderungen im Bereich der Basenabfolge des genetischen Codes zu 

Variationen in der Aminosäureabfolge eines Proteins und somit zu sekundären Störungen der Struktur 

und Funktion eines Genproduktes kommen, was sich weiterführend in Symptomen und Erkrankungen 

des Menschen widerspiegeln kann.6  

Die monogenen Erkrankungen können nach ihrem Vererbungsmuster beziehungsweise der Zygosität, 

welche die Ähnlichkeit der beiden Genallele, die mütterlicherseits und väterlicherseits vererbt wurden 

beschreibt, in drei Gruppen untergliedert werden: 1. Autosomal dominante (AD) Erkrankungen, bei 

denen eine Veränderung in einem von zwei Allelen zur Erkrankung führt.3 2. Autosomal rezessive 

Erkrankungen, bei denen erst Veränderungen in beiden Allelen eines Gens zu Erkrankungen führen.7 

3. X-chromosomale Erkrankungen, bei welchen die Krankheit durch Veränderungen auf dem X-

Chromosom hervorgerufen wird, wodurch es bei weiblichen und männlichen Individuen zu 

unterschiedlich ausgeprägten Symptomen und Erkrankungen kommen kann.7,8 Hinzu kommen 

Erkrankungen aufgrund von Mutationen in der mitochondrialen DNA (deoxyribonucleic acid – 

Desoxyribonukleinsäure) mit besonderer, lediglich maternaler Vererbung.9 Jedoch handelt es sich 

hierbei um sehr seltene Erkrankungen, welche in der Routinediagnostik einen untergeordneten Platz 

einnehmen und in meiner Arbeit keine Beachtung finden.  

Monogene Ursachen neurologischer Entwicklungsstörungen zu erforschen, wird zu einer 

frühzeitigeren und effizienteren Diagnosestellung führen und sowohl den Betroffenen als auch dem 

Gesundheitssystem unnötige Untersuchungen und Krankenhausaufenthalte ersparen sowie die 

prognostischen und therapeutischen Möglichkeiten verbessern. Das Fehlen von eindeutigen 
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Diagnosen führt bei den Erkrankten und deren Familien zu insuffizienter medizinischer Betreuung, 

einer schlechteren Prognose und nicht zuletzt zu sozio-ökonomischen Problemen.10 Daher ist die 

Identifizierung und Erforschung weiterer krankheitsverursachender Gene von enormer Bedeutung, um 

den Betroffenen klare Informationen bezüglich Prognose, Wiederholungwahrscheinlichkeit, Verlauf 

und gegebenenfalls therapeutischen Möglichkeiten geben zu können.  

2.2 Next Generation Sequencing und die Identifizierung von Genen 

neurologischer Entwicklungsstörungen 

Die Technik der massiven Parallelsequenzierung, auch Next Generation Sequencing (NGS) genannt, 

ermöglicht es, eine große Anzahl von DNA-Molekülen in kurzer Zeit zu sequenzieren. Es werden 

Millionen kleine DNA-Fragmente zeitgleich vervielfältigt und parallel sequenziert.11 Mit Hilfe von 

bioinformatischen Programmen werden die so gewonnenen Informationen analysiert und 

anschließend die Abfolge der sequenzierten DNA wiederhergestellt. Durch den Vergleich mit einem 

Referenzgenom können Veränderungen in der Basenabfolge detektiert werden. So können 

verschiedene Arten von Abwandlungen, wie zum Beispiel Einzelnukleotid-Polymorphismen, in deren 

Folge es zu der Veränderung eines einzelnen Basenpaares kommt, oder Verluste bzw. Vermehrungen 

von Basenabfolgen erkannt und interpretiert werden.12 

In den letzten Jahren sind weltweit bereits große Fortschritte gemacht worden, die genetischen 

Ursachen für neurologische Entwicklungsstörungen zu entschlüsseln.2,13–15 Die Sequenzierung von 

Exomen, welche die kodierenden Abschnitte des menschlichen Genoms darstellen, mit Hilfe der NGS, 

stellte sich als Meilenstein in der Erforschung genetischer Ursachen heraus.14,16  

2.3 Trio-Exom Analyse 

2.3.1 In der Routinediagnostik 

Ein Forschungsschwerpunkt des Instituts für Humangenetik des Universitätsklinikums Leipzig sind 

neurologische Entwicklungsstörungen. Um genetische Ursachen zu erforschen und Betroffenen die 

Möglichkeit einer Diagnosestellung ihrer Erkrankung zu geben, werden am Institut für Humangenetik 

Leipzig Trio-Exom Analysen durchgeführt. Hierbei werden die Erbanlagen eines betroffenen Menschen 

und dessen Eltern oder Geschwisterkindern sequenziert und die verschiedenen Varianten 

zehntausender Gene mithilfe bioinformatischer Programme miteinander verglichen.17 Infolgedessen 

ist es möglich, herauszufinden, ob sich bei den Betroffenen Varianten in bereits bekannten, eindeutig 

krankheitsassoziierten Genen befinden, welche die Symptome erklären. Diese Evaluation beruht auf 

klinischen, bioinformatischen und genetischen Kriterien, wie zum Beispiel der zu erwartende Einfluss 

der Basenveränderung mit gegebenenfalls konsekutiver Aminosäureveränderung und folgender 

Funktionsänderung des Proteins, die untersuchte Prävalenz der Basenveränderung im nicht 

erkranktem Bevölkerungsquerschnitt, die Segregation, welche die Verteilung der verschiedenen 

Varianten der Allele in der Familie beschreibt, und die Vergleichbarkeit der Symptome von Menschen 

mit ähnlichen Varianten in dem krankheitsassoziierten Gen.18,19 Klassifiziert werden die ausgewerteten 

Varianten  nach den Richtlinien des American College of Medical Genetics.20 Infolge dieser Auswertung 
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können Diagnosen gestellt und den Betroffenen weitreichende Informationen über die Erkrankung, 

das Wiederholungsrisiko, den möglichen Verlauf und gegebenenfalls die therapeutischen 

Möglichkeiten gegeben werden. 

2.3.2 In der Forschung 

Wenn in der routinediagnostischen Auswertung keine Variante in einem bekannten 

krankheitsassoziierten Gen, welche die Symptome des betroffenen Menschen erklärt, identifiziert 

werden kann, wird der Fall auf Forschungsbasis weiterbearbeitet. Diese Auswertung der Trio-Exome 

habe ich im Rahmen meiner Doktorarbeit durchgeführt. Hierbei legte ich das Hauptaugenmerk auf 

Varianten in Genen, welche noch nicht als krankheitsverursachend für neurologische 

Entwicklungsstörungen assoziiert waren. Dabei sind die oben genannten Kriterien der 

Routinediagnostik ebenfalls von großer Relevanz. Insbesondere die Prävalenz im 

Bevölkerungsquerschnitt und die Art der spezifischen Basenänderung spielen in der Evaluierung eine 

entscheidende Rolle.18,19 Hinzu kommen Literaturrecherchen bezüglich der Funktion des möglichen 

Kandidatengens und des Genproduktes mit Evaluation der Wahrscheinlichkeit, dass eine pathogene 

Variante in diesem Gen eine neurologische Entwicklungsstörung hervorrufen kann. Allerdings ist diese 

Auswertung von hoher Subjektivität geprägt, da sie höchst individuell durchgeführt wird und es keine 

eindeutigen Kriterien und deren Priorisierung gibt. Dies birgt die Gefahr, dass vielversprechende 

Kandidatengene übersehen werden oder der Fokus der weiteren Recherche auf Gene gesetzt wird, 

welche sich letztendlich als falsch positive, nicht valide Kandidatengene herausstellen.  

Mögliche neue Kandidatengene können im Anschluss der weltweiten wissenschaftlichen 

Gemeinschaft in verschiedenen Datenbanken zugänglich gemacht werden. Dies ermöglicht es, 

Menschen zu finden, welche ähnliche Veränderungen in gleichen Genen und vergleichbar ausgeprägte 

Erkrankungen aufweisen.21,22 Somit können sich internationale Kooperationspartner und 

Forschungsgruppen zusammenfinden und neue Forschungsarbeiten zu den verschiedenen 

genetischen Ursachen spezieller Erkrankungen erarbeiten und den medizinischen Fortschritt 

vorantreiben. 

2.4 Vorgehen in der untersuchten Kohorte 

Wenn man sich die Anzahl an analysierten Trio-Exomen in den großen Studien und den immensen 

Aufwand, der dahintersteht, ansieht, erscheint die hierdurch detektierte Zahl an neuen 

Kandidatengenen gering. Ein Beispiel ist die aktuelle Arbeit von Kaplanis et al., in welcher insgesamt 

über 31.000 Trio-Exome von Fällen mit neurologischen Entwicklungsstörungen integriert wurden. Dies 

führte zur Identifikation von lediglich 28 Kandidatengenen, welche zuvor nicht mit 

Entwicklungsstörungen in Verbindung gebracht wurden.23 Um die Ursachen monogener Erkrankungen 

vollständig entschlüsseln zu können, müssen daher weitere Forschungsansätze gefunden werden. Aus 

der hohen Zahl der Exomanalysen neurologischer Entwicklungsstörungen, welche jährlich weltweit in 

den humangenetischen Institutionen durchgeführt werden, ergibt sich ein immenses Potential zur Re-

evaluation und wissenschaftlichen Auswertung. Daher wurde am Institut für Humangenetik Leipzig 

beschlossen, eine unselektierte Kohorte von Individuen mit neurologischen Entwicklungsstörungen zu 
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untersuchen. Alle Fälle, die zwischen Januar 2016 und Dezember 2017 erhoben wurden und für welche 

Material und eine Einverständniserklärung vorhanden war, wurden von mir und den 

wissenschaftlichen Mitarbeitern des Instituts für Humangenetik Leipzig im Rahmen der 

Routinediagnostik ausgewertet. Wenn in der routinediagnostischen Auswertung keine klare Diagnose 

gestellt werden konnte, untersuchte ich anschließend auf Forschungsbasis jeden Fall auf Varianten in 

Genen, welche bisher nicht mit einem neurologischen Krankheitsbild assoziiert waren. 

In der untersuchten Kohorte von 198 Fällen mit neurologischen Entwicklungsstörungen konnte in der 

routinediagnostischen Auswertung in 63 Fällen eine klare genetische Diagnose gestellt werden. Die 

restlichen 135 Fälle wurden in Bezug auf neue Kandidatengene re-evaluiert. Hierbei konnten in 79 

Fällen 158 Varianten in 148 verschiedenen Kandidatengenen identifiziert werden. Es muss daher 

angenommen werden, dass einige dieser Gene falsch positive Kandidatengene sind, welche 

letztendlich nicht als krankheitsverursachend eingestuft werden können. Eine Übersicht der 

Ergebnisse der Kohortenauswertung ist in Abbildung 1 dargestellt. 

 

Abbildung 1: Zusammensetzung der Kohorte 

Überblick über die Kohorte von 198 Fällen, von denen 63 (orange) in der Routinediagnostik mit einer genetischen Diagnose 

geklärt werden konnten und die restlichen 135 (blau) auf Forschungsbasis auf mögliche Kandidatengene untersucht wurden. 

Das orangene Kreisdiagramm zeigt die Zygosität der gelösten Fallvarianten in %, das blaue Kreisdiagramm zeigt die Zygosität 

der Kandidatengenvarianten in %; Abkürzung: AD: autosomal dominant 
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2.5 Kandidatengenscore 

Während der Suche nach neuen Kandidatengenen wurde mir das bereits oben beschriebene Problem 

der Subjektivität bei der Auswertung durch das Fehlen von klaren Parametern und des Vergleiches der 

einzelnen Gene untereinander bewusst. Daher entwickelte ich einen Score zur Priorisierung der 

einzelnen Kandidatengenvarianten. Mein Ziel war es, die Masse der Gene und Varianten zu reduzieren, 

falsch positive Kandidatengene zu entlarven, die wissenschaftlichen Ressourcen zu fokussieren, den 

Austausch mit Kollegen zu vereinfachen und eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen 

Kandidatengenen zu schaffen. Jede Kandidatengenvariante, welche im Zuge der Auswertung auf 

Forschungsbasis detektiert wurde, analysierte, evaluierte und priorisierte ich mit Hilfe des von mir 

entwickelten Kandidatengenscores. Das Score System besteht aus vier Übergruppen mit insgesamt 12 

Parametern (siehe Abbildung 2). Diese vier Übergruppen beinhalten die Eigenschaften des konkreten 

Vererbungsmodus, die Eigenschaften des einzelnen Gens, die Eigenschaften der spezifischen Variante 

und Aspekte der Literaturrecherche. Für jeden Parameter gibt es eine Anzahl an Punkten, die addiert 

werden. Die maximal erreichbare Punktzahl ist 15, je größer die Gesamtsumme, desto höher ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass die Kandidatengenvariante als Ursache der individuellen neurologischen 

Entwicklungsstörung in Betracht kommt. Eine kurze Übersicht über die einzelnen Parameter und 

Punkteverteilungen bietet die Tabelle 1. Eine ausführliche Beschreibung des Kandidatengenscores ist 

in der Anlage dieser Dissertation zu finden. 

 

Abbildung 2: Zusammensetzung des Kandidatengenscores  

Der Kandidatengenscore besteht aus 4 Übergruppen (innerer Kreis: I. blau, II. rot, III. grün und IV. orange), welche sich aus 

insgesamt 12 Parametern (äußerer Kreis) zusammensetzen. Die maximal erreichbare Punktzahl variiert bei den Parametern 

zwischen 1 und 3 Punkten. Abkürzung: pLI: probability of being loss-of-function intolerant.   

Score
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Tabelle 1: Übersicht Kandidatengenscore  

Darstellung aller 12 Parameter mit Übersicht der jeweiligen Punkteverteilung des Kandidatengenscores; Ø: Durchschnitt 

I Vererbungsmodus Punkte 

1 Zygosität/ 
Familiengeschichte/ 
Segregation 

 

Homozygote oder compound heterozygote Varianten mit ≥ 2 
betroffenen Kindern 

 
3 

De novo  2 

Homozygot   2 

X chromosomal und mindestens ein weiterer männlicher betroffener 
Verwandter mütterlicherseits 

 
2 

Compound Heterozygot 1 

X chromosomal und ein männlicher Betroffener  1 

Andere  0 

II Eigenschaften des Gens 
 

2 pLI-score18   ≥0.9 1 

<0.9 0 

3 missense z-score19  ≥3.09 1 

0-3.08 0.5 

  <0 0 

4 Genexpression  Am meisten im ZNS exprimiert 1 

Die Expression ist vergleichbar im ZNS und anderen Geweben 0.7 

Wenig im ZNS und mehr in anderen Geweben exprimiert 0.4 

  Nicht im ZNS exprimiert 0 

III Eigenschaften der Variante 
 

5 vermuteter Einfluss 
auf das Protein24 

Hoch und biallelisch 3 

Hoch und heterozygot 2 

Compound Heterozygot (eine moderate und eine hohe Variante) 1 

Moderat 0 

Andere 0 

6 in silico Parameter Loss of Function (LoF) 1 

Zwei oder mehr positive Spleißvorhersageprogramme 1 

Missense Ø 

Ein positives Spleißvorhersageprogramm 0.5 

Keine in silico Parameter verfügbar 0.5 

7 Konservierung LoF 1 

Perzentilenrang der Variante 0-1 

8 Frequenz X-chromosomal und mit einer Diskrepanz der minor allele frequency 
(MAF) in der Datenbank GnomAD zwischen Männern und Frauen bei 
einer Erkrankung mit voraussichtlich keiner Möglichkeit der 
Fortpflanzung 

 
 
 
2 

De novo oder vererbte Varianten in einem autosomal dominanten 
Muster mit einer MAF von 0, oder maximal einem Allel in allen 
verfügbaren Datenbanken bei einer Erkrankung mit keiner oder 
äußerst geringer Fortpflanzungswahrscheinlichkeit 

 
 
 
1 

Autosomal rezessives Vererbungsmuster; MAF von maximal 0.00005 1 

De novo oder vererbte Varianten in einem autosomal dominanten 
Muster mit maximal 5 Allelen (MAF ≈ 0.00002) in der Datenbank 
GnomAD18 

 
 
0.5 

Autosomal rezessives Vererbungsmuster; MAF von maximal 0.0005 0.5 

Andere  0 

IV Literaturrecherche 
 

9 Neurologische 
Funktion 

Es gibt Hinweise darauf, dass das Genprodukt neurologische 
Funktionen, insbesondere Signaltransduktion/Entwicklung, übernimmt 

 
1 

Es gibt Hinweise auf neurologische Funktionen 0.5 

  Keine Hinweise darauf, dass das Genprodukt eine neurologische 
Funktion erfüllt 

 
0 

10 Genfamilie 
Interaktionspartner 

Mit neurologischer Funktion  1 

Ohne neurologische Funktion 0 

11 Tiermodell  Es werden der untersuchten neurologischen Entwicklungsstörung 
vergleichbare Phänotypen beschrieben 

 
1 

Es wird ein neurologischer- oder Verhaltensphänotyp beschrieben 0.5 

  Kein neurologischer- oder Verhaltensphänotyp beschrieben 0 

12 Bereits in anderen 
Arbeiten/ 
Datenbanken als 
Kandidat gelistet? 

Pro Treffer (maximaler Score von 1.98) 0.33 
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2.6 Ergebnisse der systematischen Priorisierung  

In der untersuchten Kohorte von 135 Fällen neurologischer Entwicklungsstörungen, welche durch eine 

routinediagnostische Trio-Exom Analyse ohne eindeutige genetische Diagnose verblieben, habe ich 

158 Kandidatengenvarianten in Genen gefunden, welche bisher nicht mit neurologischen 

Entwicklungsstörungen assoziiert waren. Die Summe der Punktzahl des Kandidatengenscores 

(Maximum 15 Punkte) variierte zwischen 11,7 und 2,0 Punkten. Infolge dieser Priorisierung war es 

möglich, den weiteren Fokus der Evaluation auf einzelne, vielversprechende Kandidatengene zu 

richten.  

In Abbildung 3 sind die Kandidatengenvarianten in Bezug auf den Kandidatengenscore und der 

Publikationsstatus der Top 15% abgebildet. Wenn man alle Kandidatengenvarianten mit einem 

Kandidatenscore von ≥ 9,0 Punkten (Top 15%, 23 Varianten in 21 verschiedenen Genen) betrachtet, 

zeigt sich, dass seit der Auswertung 10 von ihnen bereits als valide Kandidatengene für neurologische 

Entwicklungsstörungen publiziert wurden.  

Der wissenschaftliche Ertrag der Gene unterhalb der Top 15% wird sicherlich deutlich geringer 

ausfallen, da mehr falsch positive Kandidatengene erwartet werden müssen. Das bisherige 

Hauptaugenmerkt der Forschung und Evaluation am Institut für Humangenetik Leipzig konnte dank 

der Priorisierung auf die Gene mit den höchsten Punktzahlen und somit der höchsten Aussicht, ein 

valides Kandidatengen zu sein, gelegt. 

    

Abbildung 3: Darstellung der Kandidatengenvarianten in Bezug auf die Summe des 

Kandidatengenscores mit Abbildung der Top 15% der Kandidatengene und deren Publikationsstatus  

Der maximal erreichbare Punktwert beträgt 15. Im oberen Bereich sind die 158 Kandidatengenvarianten mit ihren erreichten 

Punktzahlen (11,7 – 2,0) abgebildet. Im unteren Bereich sind die Top 15% (23 Varianten) der untersuchten 

Kandidatengenvarianten (Punktzahl ≥ 9,0) dargestellt. GLS und SPEN sind zweimal vertreten. Die dunkelblau hinterlegten 

Kandidatengene sind bereits durch Publikationen validiert worden.   
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2.6.1 Glutaminase Gen GLS 

Die Publikation, auf welcher diese Dissertation beruht, ist eine direkte Folge und ein gutes Beispiel für 

meine Arbeit an der Analyse der Trio-Exome und Entwicklung des Kandidatenscores. Durch die 

Priorisierung der Kandidatengenvarianten mittels des Kandidatengenscores fielen mir zwei Fälle mit 

gleichem Kandidatengen und ähnlicher klinischer Symptomatik auf. Beide betroffene Kinder gesunder 

Eltern hatten rezessive Varianten im GLS-Gen und verstarben innerhalb eines Monats nach der Geburt 

an einer sich rasch entwickelnden epileptischen Enzephalopathie. Des Weiteren waren in beiden 

Familien verstorbene Geschwisterkinder mit ähnlicher klinischer Manifestation bekannt, was 

wiederum zu einem rezessiv vererbten Krankheitsbild passt. GLS kodiert das Enzym Glutaminase, 

welches bei der Umwandlung von Glutamin zu Glutamat, einem wichtigen Neurotransmitter, eine 

entscheidende Rolle spielt.25,26 Daher lag die Vermutung nahe, dass eine Störung in der 

Glutamin/Glutamat-Homöostase zu den bei den Kindern beschriebenen neurologischen Störungen 

führt. Nachdem beide Fälle ausgewertet und die verschiedenen Varianten im GLS-Gen als mögliche 

Ursache für die Erkrankung der Betroffenen in Betracht kamen, begann die Suche nach weiteren 

Betroffenen und möglichen Kooperationspartnern weltweit. Es entstand eine Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe um Prof. Peter van Hasselt von der Universitätsklinik Utrecht (Niederlande), welche sich 

bereits längere Zeit mit dem Enzym Glutaminase beschäftigte. In Zusammenarbeit mit den 

behandelnden Ärzten der beiden betroffenen Familien wurden weitere klinische Daten 

zusammengetragen. Bei einem der beiden betroffenen Familien gelang es uns, durch getrocknete 

Bluttropfen auf Filterpapierkarten des Neugeborenenscreenings die compound heterozygoten 

Varianten im GLS-Gen des betroffenen Kindes und des Geschwisterkindes nachzuweisen, welches 

infolge einer vergleichbaren Symptomatik ebenfalls kurz nach der Geburt verstarb. Bei den klinisch 

unauffälligen Geschwisterkindern konnte das gleichzeitige Vorliegen beider compound heterozygoten 

Varianten im GLS-Gen ausgeschlossen werden. Um die Auswirkungen der Veränderungen im GLS-Gen 

auf die Glutamin/Glutamat-Homöostase zu untersuchen, haben wir die Enzymkonzentrationen aus 

den Trockenblutkarten analysiert. Es konnten erhöhte Werte von Glutamin in den Proben der 

betroffenen Geschwisterkinder im Vergleich zu den nicht betroffenen Geschwisterkindern 

nachgewiesen werden. Infolgedessen kamen wir zu der Schlussfolgerung, dass die Varianten im GLS-

Gen zu einem Funktionsverlust des Enzyms Glutaminase führen. Wir konnten folglich eine neue 

autosomal rezessive, neurometabolische Erkrankung beschreiben, welche aufgrund von Varianten im 

GLS-Gen zu einer neonatalen Enzephalopathie und einem frühen Tod der betroffenen Kinder führt.27 

Somit kann den betroffenen Eltern eine klare Diagnose mit Prognose und 

Wiederholungswahrscheinlichkeit der Erkrankung gegeben werden. Des Weiteren kann das 

Krankheitsbild nun erforscht und in Zukunft gegebenenfalls therapeutische Möglichkeiten entwickelt 

werden. 
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2.6.2 Weitere bereits publizierte Kandidatengene aus den Top 15% 

Folgend werden die bereits vorliegenden publizierten Arbeiten an Kandidatengenen vorgestellt. Diese 

zeigen, dass die Trefferquote aus den Top 15% des Kandidatengenscores sehr hoch ist. Bei allen 

Arbeiten, mit Ausnahme der Publikationen von PUM1 und CACNB4, wurden die genetischen und 

klinischen Daten des Falles, welcher am Institut für Humangenetik Leipzig klinisch und wissenschaftlich 

evaluiert wurde, integriert und trugen somit zur Erstellung der einzelnen Arbeiten bei. Die Publikation 

um das PUM1-Gen war bei der Entdeckung des Gens mithilfe des Kandidatengenscores schon weit 

fortgeschritten, weswegen unsere Daten zur genannten Publikation nicht mehr berücksichtigt werden 

konnten. An den Publikationen um TANC2 und WDFY3 arbeitete ich als Co-Autor im Zuge meiner 

Doktorarbeit aktiv mit.  

 

TANC2 

Wir analysierten ein Trio-Exom eines Kindes mit geistiger Retardierung, Entwicklungsverzögerung, 

epileptischen Anfällen und unauffälliger Familienanamnese. In der durchgeführten klinischen 

Auswertung des Trio-Exoms konnte keine ursächliche Variante in einem bereits bekannten 

krankheitsassoziierten Gen gefunden werden. In der folgenden wissenschaftlichen Evaluierung wurde 

eine de novo Variante im TANC2-Gen gefunden, welche aufgrund der individuellen Eigenschaften des 

Vererbungsmodus, der Eigenschaften des Genes, der Variante und der ergiebigen Literaturrecherche 

die höchste Summe (11,7) aller Kandidatengenvarianten im Kandidatengenscore erreichte. Daraufhin 

intensivierten wir die Recherche und gingen auf die Suche nach weiteren Fällen neurologischer 

Entwicklungsstörungen mit Varianten in TANC2. Wir stießen auf die Arbeitsgruppe um Hui Guo, welche 

bereits mehrere Fälle von neurologischen Entwicklungsstörungen gekoppelt mit Varianten in TANC2 

zusammengetragen hatte. In den nächsten Monaten konnte eine umfangreiche Publikation über das 

phänotypische Spektrum von TANC2 Mutationen von insgesamt 20 betroffenen Individuen erarbeitet 

werden. Die klinische Symptomatik von Menschen mit speziell trunkierenden Varianten im TANC2-Gen 

ist charakterisiert durch Autismus-Spektrumstörungen, geistiger Retardierung, sprachlicher und 

motorischer Verzögerung und fazialen Dysmorphien. Weitere klinische Besonderheiten der 

betroffenen Menschen sind unter anderem Epilepsie, autonome Dysfunktion und 

Gangbildveränderungen.28 

 

KMT2E 

O'Donnell-Luria et al. beschreiben ein Spektrum an neurologischen Entwicklungsstörungen, welche 

höchstwahrscheinlich von heterozygoten Varianten im KMT2E-Gen hervorgerufen werden. Als 

Grundlage wurden 38 Individuen mit Varianten in KMT2E untersucht, welche vergleichbare klinische 

Symptome wie geistige Retardierung, Zeichen von Autismus-Spektrumstörungen, Epilepsie, 

Makrozephalie und fazialen Auffälligkeiten zeigten. Es wird angenommen, dass die verschiedenen 

Arten von Varianten in KMT2E auch die verschiedenen Ausprägungen der Symptome der einzelnen 

Individuen erklären können.29 
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ACTL6B  

Bell et al. beschreiben zwei verschiedene Krankheitsbilder, welche durch Varianten in ACTL6B 

ausgelöst werden können. Autosomal rezessive Varianten in ACTL6B können zu einer schweren 

epileptischen Enzephalopathie führen, autosomal dominante Varianten zu Intelligenzminderung und 

Gangstörungen.30 

 

CUX1 

Platzer et al. beschreiben 9 Fälle mit heterozygoten Varianten im CUX1-Gen, welche als Ursache für 

eine teils überlappende klinische Symptomatik der einzelnen Individuen angesehen werden. Alle 

Betroffenen hatten entweder eine Intelligenzminderung oder waren im Laufe ihres bisherigen Lebens 

von Entwicklungsstörungen betroffen.31 

 

PUM1 

Die Arbeitsgruppe um Vincenzo A. Gennarino beschäftigt sich intensiv mit Mutationen im PUM1-Gen. 

Sie beschreibt in ihrer Publikation ein neues Krankheitsbild, welches aufgrund von heterozygoten 

Varianten in PUM1 zu neurologischen Entwicklungsstörungen, Ataxie und epileptischen Anfällen 

führen kann.32  

 

GRIA4 

Martin et al. beschreiben fünf Individuen mit geistiger Behinderung und de novo Varianten im GRIA4-

Gen. Die genetischen Veränderungen in GRIA4 werden für die geistige Retardierung, epileptische 

Anfälle, Gangstörungen und Störungen des Sozialverhaltens der untersuchten Individuen 

verantwortlich gemacht.33 

 

MAPK8IP3 

Platzer et al. beschreiben in ihrer Arbeit bei 13 Individuen de novo Varianten im MAPK8IP3-Gen, 

welche alle eine milde bis schwere geistige Retardierung zeigen. In Zusammenschau von genetischen, 

phänotypischen und funktionellen Analysen kommt die Arbeitsgruppe zu dem Schluss, dass de novo 

Varianten in MAPK8IP3 zu neurologischen Entwicklungsstörungen mit geistiger Retardierung und 

verschiedensten Hirnanomalien führen können.34 

 

CACNB4 

Coste de Bagneaux et al. beschreiben zwei Geschwisterkinder mit schwerer neurologischer 

Entwicklungsstörung, welche unter anderem mit geistiger Retardierung, epileptischen Anfällen und 

motorischen Funktionsstörungen einhergeht. Bei beiden Betroffenen konnte eine homozygote 

Variante in CACNB4 nachgewiesen werden. Mehrere funktionelle Analysen trugen zu der Annahme 

bei, dass die nachgewiesene homozygote Variante als krankheitsverursachend angesehen werden 

kann.35 
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WDFY3 

Die Entdeckung einer Variante in WDFY3 bei einem Patienten unserer Kohorte mit hohem 

Kandidatengenscore (9,0) führte zu einer intensiven Suche nach weiteren Patienten weltweit. Unter 

meiner Mitarbeit als Co-Autor gelang es Le Duc et al. insgesamt 13 verschiedene Individuen mit 

Varianten im WDFY3-Gen zu finden. Überlappende Symptome sind neurologische 

Entwicklungsstörung, geistige Retardierung, Kopfumfangsanomalien und psychischen Erkrankungen. 

Nach ausführlichen funktionellen Analysen gehen wir davon aus, dass WDFY3 ein weiteres 

krankheitsassoziiertes Gen ist, welches bei Veränderungen zu neurologischen Entwicklungsstörungen 

und geistiger Behinderungen führen kann.36 

2.7 Fazit 

Die Analyse und Priorisierung von in der genetischen Routinediagnostik nicht geklärten Fällen mit 

neurologischen Entwicklungsstörungen mit Hilfe des von mir entwickelten Kandidatengenscores führt 

zu der Entdeckung einer Vielzahl neuer Kandidatengene. Durch die anschließende Fokussierung auf 

die vielversprechendsten Gene konnte ich ein neues rezessives Krankheitsbild beschreiben, welches 

durch Veränderungen im Glutaminase Gen GLS zu einer neonatalen Enzephalopathie und 

frühkindlichem Tod führt. Über diesen Score, welcher am Institut für Humangenetik Leipzig weiterhin 

erfolgreich verwendet wird und zum Standard geworden ist, habe ich zusätzlich ein Manuskript zur 

Publikation angefertigt, welches sich derzeit in weiterer Bearbeitung befindet. Des Weiteren stellte ich 

auf der europäischen humangenetischen Konferenz in Mailand 2018 diesen Score vor und stieß dort 

auf sehr positive Resonanz. 

In Zusammenarbeit mit verschiedenen Arbeitsgruppen weltweit und dem Institut für Humangenetik 

Leipzig konnten aus den überzeugendsten priorisierten Kandidatengenen bereits viele neue 

Krankheitsbilder beschrieben werden. Diese Herangehensweise scheint im ersten Moment sehr 

aufwendig. Wenn man sich jedoch die standardmäßigen diagnostischen Schritte, wie die klinische 

Befundaufnahme, die aufwendige Dokumentation, die Sequenzierung der genetischen Informationen 

und die bioinformatische Aufarbeitung, vor Augen führt, ist die wissenschaftliche Re-evaluation des in 

der Routinediagnostik negativen Trio-Exoms inklusive der Priorisierung von möglichen 

Kandidatengenen ein vergleichsweise geringer Mehraufwand mit einem enormen Mehrwert an 

Informationen. Dieses Vorgehen könnte durch eine international normierte Herangehensweise die 

Entschlüsselung der Ursachen genetischer Erkrankungen einen großen Schritt vorantreiben.  

 

  



 13 

3 Publikation 



 14 

 



 15 

 



 16 

 



 17 

 



 18 

 



 19 

 



 20 

 



 21 

 



 22 

4 Zusammenfassung 

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades 

Dr. med.  

 

Titel 

Rezessive Varianten im Glutaminase Gen führen zu neonataler epileptischer Enzephalopathie  

- Entdeckung neuer valider Kandidatengene neurologischer Entwicklungsstörungen durch 

systematische Priorisierung und Evaluation - 

 

eingereicht von 

Benjamin Büttner 

 

angefertigt an 

Universität Leipzig, Institut für Humangenetik des Universitätsklinikums Leipzig 

 

betreut von 

Prof. Dr. med. Rami Abou Jamra 

 

Monat und Jahr (der Einreichung)  

April 2021 

 

 

Die Ursachen für genetisch bedingte neurologische Entwicklungsstörungen (engl. neurodevelopmental 

disorders, NDD) sind sehr vielfältig. Aufgrund der heterogenen und unspezifischen klinischen 

Präsentation ist eine eindeutige Diagnosestellung durch eine rein klinische Beschreibung selten 

möglich. Eine frühzeitige und effiziente Diagnosestellung erspart den Betroffenen und auch dem 

Gesundheitssystem unnötige Untersuchungen und Krankenhausaufenthalte und verbessert die 

prognostischen und therapeutischen Möglichkeiten.  

Mit Hilfe der massiven Parallelsequenzierung, der Next-Generation-Sequencing Technologie, sind in 

den letzten Jahren bereits über tausend krankheitsassoziierte Gene für NDD identifiziert worden. 

Weltweit werden mittels der Sequenzierung und Auswertung von tausenden Exomen betroffener 

Menschen große Studien zur Identifizierung neuer valider Kandidatengene durchgeführt. Die Zahl 

valider Kandidatengene bleibt, im Vergleich zum Aufwand, jedoch hinter den Erwartungen zurück. Am 

Institut für Humangenetik Leipzig wird daher von jedem Fall einer neurologischen 

Entwicklungsstörung, soweit Material und Einwilligung der Betroffenen vorhanden sind, ein Trio-Exom 

sequenziert. Das bedeutet, dass die Exome der Eltern oder der Geschwister mit dem Exom des 

betroffenen Menschen verglichen werden. Somit ist es möglich, Varianten in bereits bekannten 

krankheitsassoziierten Genen zu finden und folgend eine genetische Diagnose zu stellen. Wenn in 

dieser Routinediagnostik keine Diagnosestellung möglich war, analysierte ich die Trio-Exome erneut 

auf Forschungsbasis, um mögliche, bisher noch nicht bekannte neue Kandidatengene zu finden, 
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welche die Erkrankungen der Betroffenen erklären können. Um die Masse an Kandidatengenvarianten 

einzugrenzen, eine Vergleichbarkeit von verschiedenen Kandidatengenvarianten zu schaffen und die 

wissenschaftlichen Ressourcen bestmöglich zu nutzen, entwickelte ich einen Kandidatengenscore zur 

Priorisierung jeder einzelnen Variante. Dieser Score besteht aus 4 Übergruppen zusammengesetzt aus 

12 verschiedenen Parametern, welche die Eigenschaften des konkreten Vererbungsmodus, des 

einzelnen Gens, der spezifischen Variante und Aspekte der Literaturrecherche widerspiegeln. 

Aus der untersuchten Kohorte von 198 Betroffenen mit neurologischen Entwicklungsstörungen 

konnten 63 Fälle in der Routinediagnostik mit einer klaren genetischen Diagnose geklärt und in den 

restlichen ungeklärten Fällen insgesamt 158 Kandidatengenvarianten identifiziert werden. Allein aus 

den Top 15% (21 Kandidatengene) der gescorten Kandidatengene, wurden bisher bereits 10 Gene als 

krankheitsverursachend durch Publikationen validiert. Diese Gene sind TANC2, GLS, ACTL6B, GRIN3B, 

CUX1, UNC13A, GRIA4, MAPK8IP3, CACNB4 und WDFY3. An den Publikationen von TANC2 und WDFY3 

arbeitete ich im Zuge meiner Doktorarbeit aktiv als Co-Autor mit. 

Als Erstautor und als Grundlage dieser publikationsbasierten Dissertation konnte ich ein neues 

rezessiv-vererbtes Krankheitsbild ausgelöst durch Varianten im GLS-Gen beschreiben: 

Im Rahmen der wissenschaftlichen Auswertung der Trio-Exome und während der Entwicklung des 

Kandidatengenscores fielen zwei Fälle mit gleichem Kandidatengen und ähnlicher klinischer 

Symptomatik auf. Zwei nicht verwandte Kinder von gesunden Eltern besaßen rezessive Varianten im 

GLS-Gen, welches das Enzym Glutaminase kodiert. Beide Betroffenen verstarben innerhalb des ersten 

Lebensmonats an einer sich rasch entwickelnden epileptischen Enzephalopathie. Des Weiteren 

wurden in beiden Fällen verstorbene Geschwisterkinder beschrieben, welche an vergleichbaren 

Symptomen kurz nach der Geburt verstarben. Da das Enzym Glutaminase ein wichtiger Bestandteil der 

Glutamin/Glutamat-Homöostase ist und Glutamat einen wichtigen Neurotransmitter des Menschen 

darstellt, lag die Vermutung nahe, dass eine Störung des Glutamat-Stoffwechsels zu neurologischen 

Entwicklungsstörungen führen kann. In Zusammenarbeit mit der niederländischen Arbeitsgruppe um 

Prof. van Hasselt konnten erhöhte Glutaminkonzentrationen in den Trockenblutkarten des 

Neugeborenenscreenings der beiden verstorbenen Geschwister einer Familie nachgewiesen werden. 

Ebenfalls war es möglich, die von jeweils einem Elternteil vererbten compound heterozygoten 

Varianten in beiden Erbanlagen der verstorbenen Geschwister nachzuweisen und das gemeinsame 

Auftreten beider Varianten im genetischen Code der gesunden Geschwister auszuschließen. Somit 

konnte durch die Entwicklung des Kandidatengenscores mit Priorisierung der verschiedenen 

Kandidatengene und Fokussierung auf die vielversprechendsten Gene mit folgender intensiver 

wissenschaftlicher Evaluation ein neues autosomal rezessives Krankheitsbild beschrieben werden, 

welches aufgrund von Varianten im GLS-Gen zu einer neonatalen, tödlich verlaufenden 

Enzephalopathie führt.  

Mit Hilfe des Kandidatengenscores ist es gelungen, sich auf die überzeugendsten neuen 

Kandidatengene zu fokussieren, neue wissenschaftliche Kooperationen zu knüpfen und hierdurch die 

Liste an validen krankheitsassoziierten Genen, wie zum Beispiel des GLS-Gens, zu erweitern. Der 

Kandidatengenscore wird weiterhin am Institut für Humangenetik Leipzig erfolgreich eingesetzt.  

  



 24 

5 Literaturverzeichnis 

1. Weber-Stadlbauer, U. Epigenetic and transgenerational mechanisms in infection-mediated 

neurodevelopmental disorders. Translational psychiatry 7, e1113; 10.1038/tp.2017.78 (2017). 

2. Prevalence and architecture of de novo mutations in developmental disorders. Nature 542, 433–

438; 10.1038/nature21062 (2017). 

3. Wieczorek, D. Autosomal dominant intellectual disability. Medizinische Genetik : Mitteilungsblatt 

des Berufsverbandes Medizinische Genetik e.V 30, 318–322; 10.1007/s11825-018-0206-2 (2018). 

4. Gorman, G. S. et al. Mitochondrial diseases. Nature reviews. Disease primers 2, 16080; 

10.1038/nrdp.2016.80 (2016). 

5. Raymond, F. L. & Tarpey, P. The genetics of mental retardation. Human molecular genetics 15 Spec 

No 2, R110-6; 10.1093/hmg/ddl189 (2006). 

6. Strachan, T., Goodship, J. & Chinnery, P. Genetics and genomics in medicine (Garland Science, New 

York, London, 2015). 

7. Jamra, R. Genetics of autosomal recessive intellectual disability. Medizinische Genetik : 

Mitteilungsblatt des Berufsverbandes Medizinische Genetik e.V 30, 323–327; 10.1007/s11825-018-

0209-z (2018). 

8. Tzschach, A. et al. Next-generation sequencing in X-linked intellectual disability. European journal 

of human genetics : EJHG 23, 1513–1518; 10.1038/ejhg.2015.5 (2015). 

9. Mishra, P. & Chan, D. C. Mitochondrial dynamics and inheritance during cell division, development 

and disease. Nature reviews. Molecular cell biology 15, 634–646; 10.1038/nrm3877 (2014). 

10. Ropers, H. H. Genetics of early onset cognitive impairment. Annual review of genomics and human 

genetics 11, 161–187; 10.1146/annurev-genom-082509-141640 (2010). 

11. Muzzey, D., Evans, E. A. & Lieber, C. Understanding the Basics of NGS: From Mechanism to Variant 

Calling. Current genetic medicine reports 3, 158–165; 10.1007/s40142-015-0076-8 (2015). 

12. Yohe, S. & Thyagarajan, B. Review of Clinical Next-Generation Sequencing. Archives of pathology 

& laboratory medicine 141, 1544–1557; 10.5858/arpa.2016-0501-RA (2017). 

13. Reuter, M. S. et al. Diagnostic Yield and Novel Candidate Genes by Exome Sequencing in 152 

Consanguineous Families With Neurodevelopmental Disorders. JAMA psychiatry 74, 293–299; 

10.1001/jamapsychiatry.2016.3798 (2017). 

14. Trujillano, D. et al. Clinical exome sequencing: results from 2819 samples reflecting 1000 families. 

European journal of human genetics : EJHG 25, 176–182; 10.1038/ejhg.2016.146 (2017). 

15. Hu, H. et al. X-exome sequencing of 405 unresolved families identifies seven novel intellectual 

disability genes. Molecular psychiatry 21, 133–148; 10.1038/mp.2014.193 (2016). 

16. Bamshad, M. J. et al. Exome sequencing as a tool for Mendelian disease gene discovery. Nature 

reviews. Genetics 12, 745–755; 10.1038/nrg3031 (2011). 

17. Yang, Y. et al. Clinical whole-exome sequencing for the diagnosis of mendelian disorders. The New 

England journal of medicine 369, 1502–1511; 10.1056/NEJMoa1306555 (2013). 

18. Karczewski, K. J. et al. Variation across 141,456 human exomes and genomes reveals the spectrum 

of loss-of-function intolerance across human protein-coding genes 49; 10.1101/531210 (2019). 

19. Lek, M. et al. Analysis of protein-coding genetic variation in 60,706 humans. Nature 536, 285–291; 

10.1038/nature19057. (2016). 

20. Richards, S. et al. Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint 

consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics and the 

Association for Molecular Pathology. Genetics in medicine : official journal of the American College 

of Medical Genetics 17, 405–424; 10.1038/gim.2015.30. (2015). 



 25 

21. Sobreira, N., Schiettecatte, F., Valle, D. & Hamosh, A. GeneMatcher: a matching tool for connecting 

investigators with an interest in the same gene. Human mutation 36, 928–930; 

10.1002/humu.22844 (2015). 

22. Landrum, M. J. et al. ClinVar: improving access to variant interpretations and supporting evidence. 

Nucleic acids research 46, D1062-D1067; 10.1093/nar/gkx1153 (2018). 

23. Kaplanis, J. et al. Evidence for 28 genetic disorders discovered by combining healthcare and 

research data. Nature 586, 757–762; 10.1038/s41586-020-2832-5. 

24. Eilbeck, K. et al. The Sequence Ontology: a tool for the unification of genome annotations. Genome 

biology 6, R44; 10.1186/gb-2005-6-5-r44. 

25. Curthoys, N. P. & Watford, M. Regulation of glutaminase activity and glutamine metabolism. 

Annual review of nutrition 15, 133–159; 10.1146/annurev.nu.15.070195.001025 (1995). 

26. CURTIS, D. R., PHILLIS, J. W. & WATKINS, J. C. The chemical excitation of spinal neurones by certain 

acidic amino acids. The Journal of physiology 150, 656–682; 10.1113/jphysiol.1960.sp006410 

(1960). 

27. Rumping, L. et al. Identification of a Loss-of-Function Mutation in the Context of Glutaminase 

Deficiency and Neonatal Epileptic Encephalopathy. JAMA neurology 76, 342–350; 

10.1001/jamaneurol.2018.2941 (2019). 

28. Guo, H. et al. Disruptive mutations in TANC2 define a neurodevelopmental syndrome associated 

with psychiatric disorders. Nature communications 10, 4679; 10.1038/s41467-019-12435-8 (2019). 

29. O'Donnell-Luria, A. H. et al. Heterozygous Variants in KMT2E Cause a Spectrum of 

Neurodevelopmental Disorders and Epilepsy. American journal of human genetics 104, 1210–

1222; 10.1016/j.ajhg.2019.03.021 (2019). 

30. Bell, S. et al. Mutations in ACTL6B Cause Neurodevelopmental Deficits and Epilepsy and Lead to 

Loss of Dendrites in Human Neurons. American journal of human genetics 104, 815–834; 

10.1016/j.ajhg.2019.03.022 (2019). 

31. Platzer, K. et al. Haploinsufficiency of CUX1 Causes Nonsyndromic Global Developmental Delay 

With Possible Catch-up Development. Annals of neurology 84, 200–207; 10.1002/ana.25278 

(2018). 

32. Gennarino, V. A. et al. A Mild PUM1 Mutation Is Associated with Adult-Onset Ataxia, whereas 

Haploinsufficiency Causes Developmental Delay and Seizures. Cell 172, 924-936.e11; 

10.1016/j.cell.2018.02.006. (2018). 

33. Martin, S. et al. De Novo Variants in GRIA4 Lead to Intellectual Disability with or without Seizures 

and Gait Abnormalities. American journal of human genetics 101, 1013–1020; 

10.1016/j.ajhg.2017.11.004 (2017). 

34. Platzer, K. et al. De Novo Variants in MAPK8IP3 Cause Intellectual Disability with Variable Brain 

Anomalies. American journal of human genetics 104, 203–212; 10.1016/j.ajhg.2018.12.008 (2019). 

35. Coste de Bagneaux, P. et al. A homozygous missense variant in CACNB4 encoding the auxiliary 

calcium channel beta4 subunit causes a severe neurodevelopmental disorder and impairs channel 

and non-channel functions. PLoS genetics 16, e1008625; 10.1371/journal.pgen.1008625 (2020). 

36. Le Duc, D. et al. Pathogenic WDFY3 variants cause neurodevelopmental disorders and opposing 

effects on brain size. Brain : a journal of neurology 142, 2617–2630; 10.1093/brain/awz198. (2019). 

 

 

  



 26 

6 Anlagen 

6.1 Ausführliche Erläuterung zum Kandidatengenscore 

Die bioinformatischen Analysen und die Auswertung der Trio-Exome wurden mit Hilfe des 

Programmes Varvis® der Limbus Medical Technologies GmbH durchgeführt. Dieses Programm 

verwendet eine große Zahl an zusätzlichen in silico Parametern und Programmen, welche für die 

Analysen und den Kandidatengenscore verwendet werden.  

6.1.1 Zygosität / Familiengeschichte / Segregation 

In einer nicht konsanguinen Familie sind de novo Varianten die häufigste Ursache für neurologische 

Entwicklungsstörungen. Wenn eine de novo Variante untersucht wird, erhält diese eine Punktzahl von 

2. Ebenfalls hochrelevant und mit 2 Punkten bewertet sind homozygote Varianten, da diese in nicht 

konsanguinen Familien selten sind. Diese Punktzahl erhalten auch Fälle mit einem männlichen 

Betroffenen und einem zweiten, mütterlicherseits männlich Betroffenen, wenn sich die Variante auf 

dem Chromosom X befindet. Am wahrscheinlichsten pathogen ist eine biallelische Variante in einer 

Familie, in welcher mehr als ein Kind betroffen ist. Diese Variante erhält eine Punktzahl von 3. Weniger 

relevant sind compound heterozygote Varianten, da fast jeder Mensch mehrere seltene, compound 

heterozygote Varianten in seinem Exom besitzt. Gleiches gilt für hemizygote X-

Chromosomenvarianten. Daher erhalten diese beiden Varianten eine Punktzahl von 1.  

6.1.2 pLI-score 

Dieser Parameter beschreibt, ob ein Gen möglicherweise einen heterozygoten Funktionsverlust (Loss 

of Function; LoF) nicht toleriert und es somit zu Funktionsstörungen des Proteins kommen kann. Es 

wird der pLI-Score von der Datenbank GnomAD18 verwendet, um die Unverträglichkeit von LoF 

widerzuspiegeln. Gene mit einem pLI-Score von ≥ 0,9 erhalten 1 Punkt, da diese sehr wahrscheinlich 

intolerant gegenüber eines heterozygoten Funktionsverlust sind.18,19 Ein pLi-Score von <0,9 erhält 0 

Punkte. 

6.1.3 Missense z-Score 

Für missense Varianten wird ein ähnlicher Ansatz angestrebt wie für den pLI-Score. Der z-Score von     

~ 3,09 wird als Signifikanzschwelle beim Aufteilen von Transkripten in eine eingeschränkte und eine 

nicht eingeschränkte Klasse betrachtet.19 Daher erhält ein z-Score von ≥ 3,09 1 Punkt, negative z-Scores 

erhalten 0 Punkte und der Bereich dazwischen 0,5 Punkte. 

6.1.4 Genexpression  

Für die Expressionsanalysen wird das Projekt Genotype-Tissue Expression verwendet (GTEx-Portal: 

https://gtexportal.org). Hier wird die Expression des Gens im zentralen Nervensystem (ZNS) im 

Vergleich zu anderen Geweben abgebildet. 1 Punkt wird zugewiesen, wenn ein Gen fast ausschließlich 

im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert wird und 0 Punkte, wenn es gar nicht im ZNS exprimiert 
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wird. Für Gene zwischen diesen beiden Extremen werden abhängig von den Expressionsverteilungen 

Werte von 0,4 und 0,7 vergeben. 

6.1.5 Vermuteter Einfluss auf das Protein 

Um die Auswirkungen der Variante auf das Genprodukt abzuschätzen, wurden die Kategorien „hoch“ 

und „moderat“ verwendet, wie es die Sequence Ontology beschreibt.24 Grundsätzlich werden 

trunkierende Varianten als „hoch“ eingeschätzt, während missense Varianten sowie Spleiß Varianten, 

welche sich nicht im Bereich der kanonischen Spleißstellen befinden, als „moderat“ eingeschätzt 

werden. Die verschiedenen Varianten der Punkteverteilung sind in Tabelle 1 dargestellt.  

6.1.6 in silico Parameter 

Alle Varianten, die aufgrund von Sequence Ontology als „hoch“ eingestuft sind, erhalten in diesem 

Parameter zusätzlich 1 Punkt. Um missense Varianten adäquat bewerten zu können, wird die in silico 

Bewertung der Varianten implementiert. Für einige in silico Vorhersageprogramme wurde der Wert 

auf einer Perzentilenskala von 0 (nicht pathogen) bis 1 (pathogen) erhoben und der Durchschnitt der 

in silico Programmeinschätzungen verwendet (vorzugsweise die Programme: Sift, MutationTaster und 

Mutation Assessor). Das verwendete bioinformatische Auswertungsprogramm Varvis® stellt jedoch 

nicht für jede Variante die gleichen in silico Vorhersageprogramme zur Verfügung. Für Spleiß Varianten 

gibt es keine Perzentilenparameter, daher wird, wenn zwei oder mehr Spleißvorhersageprogramme 

(verwendet werden SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, NNSPLICE, GeneSplicer und Human Splicing 

Finder) einen Effekt der Variante auf das Genprodukt vorhersagen, die Variante mit 1 Punkt bewertet. 

Wenn keine in silico Parameter verfügbar sind, wird der Medianwert 0,5 Punkte zugewiesen. Dies gilt 

auch, wenn nur ein Spleißprogramm einen Spleißeffekt vorhersagt. 

6.1.7 Konservierung  

Es wird das Programm GERP ++ RS für die Abschätzung der Konservierung einer Variantenstelle 

verwendet. Der direkt angegebene Perzentilenrang zwischen 0 und 1 wird dabei als Punktzahl 

vergeben. Bei trunkierenden Varianten ist die Konservierung der Variantenstelle irrelevant, da sie zum 

Abbruch der Aminosäurekette und somit zur fehlerhaften Struktur des Genproduktes führt, und wird 

deswegen mit 1 Punkt bewertet.  

6.1.8 Frequenz 

Es wird das GnomAD, 1000-Genom-Projekt sowie die gesamte interne Datenbank des Instituts für 

Humangenetik Leipzig mit ca. 3000 Proben verwendet. Für autosomal dominante Erkrankungen 

neurologischer Entwicklungsstörungen wird eine Frequenz des selteneren Allels (MAF) von 0 erwartet 

und die Variante erhält 1 Punkt. Es wird jedoch aufgrund von Artefakten oder Ausnahmen ein 

Fehlerbereich von einem Allel zugelassen. Wenn der Phänotyp des Betroffenen eher mild ausgeprägt 

ist und die Annahme besteht, dass eine Fortpflanzung des Betroffenen möglich wäre, wird eine 

höheren MAF von bis zu 5 Allelen zugelassen. Für autosomal rezessive Varianten erhalten sehr seltene 

Varianten (MAF <0,00005 in GnomAD) eine höhere Bewertung von 1 Punkt als häufigere Varianten 
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(MAF <0,0005; 0,5 Punkte). Für Varianten auf Chromosom X wird für schwer ausgeprägte 

Krankheitsbilder angenommen, dass eine Diskrepanz zwischen Frauen und Männern bestehen muss. 

Wenn dies der Fall ist und bei der Diskrepanz mindestens zwei bekannte Allele bei weiblichen und 

maximal ein Allel (zum Beispiel aufgrund eines Artefakts) bei männlichen Individuen existieren, erhält 

die Variante 2 Punkte. 

6.1.9 Neurologische Funktion 

Wenn es in der wissenschaftlichen Literatur keine Belege für eine Funktion des Gens oder Genprodukts 

im Bereich des ZNS gibt, werden 0 Punkte vergeben. Falls es in der wissenschaftlichen Literatur 

Hinweise auf unspezifische neurologische Funktionen in Bezug auf den bewerteten Phänotyp, der 

neurologischen Entwicklungsstörung, des Gens oder Genprodukts gibt, erhält die Variante 0,5 Punkte. 

Wenn es in der Literatur Hinweise auf spezifische neurologische Funktionen des Gens oder 

Genprodukts passend zu dem vorliegenden Phänotyp gibt, wird 1 Punkt vergeben. Bei Varianten mit 1 

Punkt handelt es sich zum Beispiel um Gene mit Funktionen der Signalübertragung oder der 

Entwicklung des ZNS.  

6.1.10 Genfamilie/Interaktionspartner 

Dieser Parameter ist dem Parameter 9 (neurologische Funktion) sehr ähnlich und überlappt sich 

ebenfalls stark mit Parameter 11 (Tiermodell). Die Literaturrecherche, welche nicht klar definiert 

beziehungsweise eingegrenzt werden soll, wird in diese Parameter unterteilt, um die Auswirkung der 

hohen Subjektivität des einzelnen Auswerters zu verringern. Es wird untersucht, ob die Genfamilie 

oder ein bekannter Interaktionspartner des Gens oder Genprodukts neurologische Funktionen 

aufweist und somit die Möglichkeit der Entwicklung einer neurologischen Entwicklungsstörung 

begünstigt. Bewertet wird mit 1 oder 0 Punkten. 

6.1.11 Tiermodell 

Wenn in der wissenschaftlichen Literatur Tiermodelle des Kandidatengens mit neurologischen oder 

Verhaltensphänotypen zu finden sind, werden 0,5 Punkte vergeben. Falls sich der Phänotyp des 

Modells mit Aspekten der untersuchten neurologischen Entwicklungsstörung überschneidet, wird 1 

Punkt vergeben. Ansonsten werden 0 Punkte vergeben. 

6.1.12 Bereits in anderen Arbeiten/Datenbanken als Kandidat gelistet? 

In der Literatur gibt es viele Listen und Tabellen mit möglichen Kandidatengenen/ -varianten. Des 

Weiteren hat das Institut für Humangenetik Leipzig interne Listen von Kandidatengenen / -varianten, 

die von internationalen Kooperationspartnern zur Verfügung gestellt werden. Wenn das 

Kandidatengen in anderen Studien mit neurologischem oder vergleichbarem Phänotyp berichtet wird, 

werden 0,33 Punkte pro Treffer vergeben. Um die Leistung dieser Kategorie einzuschränken, werden 

die maximal erzielten Punkte auf 1,98 begrenzt. Bei dieser Bewertung muss die Qualität der Referenz 

berücksichtigt werden. Daher wird die Kategorie eher restriktiv eingesetzt.  
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