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Abstract (Deutsch)

Die Next-Generation-Sequenzierung (NGS), welche die massive parallele
Sequenzierung von DNA-Fragmenten erlaubt, hat innerhalb der letzten Jahre bis dahin
unvorstellbare Moglichkeiten der DNA-Analyse eroffnet und findet seitdem breite
Anwendung im Rahmen der biomedizinischen Forschung und der molekulargenetischen
Diagnostik. Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich im Kontext neurodegenerativer
Erkrankungen mit verschiedenen Strategien der NGS-Technologie und soll einerseits
deren Potential sowohl auf wissenschaftlicher als auch auf diagnostischer Ebene,
andererseits aber auch die komplexen Herausforderungen darstellen, die insbesondere

mit der Analyse und Beurteilung generierter Daten verknupft sind.

Anhand definierter Fragestellungen und Projekte konnten zahlreiche kausale Varianten
im Zusammenhang mit unterschiedlichen Phanotypen aus dem Spektrum der
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise fir Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) oder Dystonie identifiziert werden und in Ubereinstimmung mit der Annahme,
dass verschiedene neurodegenerative Erkrankungen variable Manifestationen tUberge-
ordneter Pathomechanismen darstellen, Differentialdiagnosen auf genetischer Basis
ermittelt werden. Weiterhin konnte im Rahmen der Panel-Sequenzierung einer
deutschen Kohorte von Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose (ALS) das
Mutationsspektrum der ALS erweitert werden und die Relevanz mehrerer
Kandidatengene und genetischer Risikofaktoren untersucht werden. Gleichzeitig diente
diese Kohorte zur Evaluation eines aktuell diskutierten komplexen Vererbungsmodells
der ALS. Darlber hinaus gelang mittels Exom-Sequenzierung die Identifikation
moglicher Kandidatengene fur Dystonie und neurodegenerative Erkrankungen mit

Eisenakkumulation im Gehirn.

Anhand der erzielten Ergebnisse soll die vorliegende Dissertation einen Beitrag zum
tieferen Verstandnis der genetischen Grundlagen neurodegenerativer Erkrankungen
und assoziierter Pathomechanismen sowie zur Etablierung zukunftiger personalisierter
Therapieoptionen leisten. Diese Erkenntnisse und auch deren unmittelbare
Implementierung in die molekulargenetische Routine-Diagnostik sollen letztlich zum

direkten Nutzen fur den Patienten sein.

VI



Abstract (English)

Next-generation sequencing (NGS), which allows the massively parallel sequencing of
DNA has facilitated unthinkable prospects of DNA analysis and is used widely nowadays
in biomedical research and molecular diagnostics. This thesis applies different strategies
of NGS in the context of neurodegenerative diseases and is supposed to depict the
enormous potential of NGS both on diagnostic and research level but also to illustrate

the challenges especially linked to analysis and assessment of generated data.

Within this work several causative mutations for different phenotypes of the
neurodegenerative disease spectrum have been identified and according to the
assumption that neurodegenerative diseases represent variable clinical manifestations
of common superordinate pathomechanisms, differential diagnoses have been
confirmed. By performing panel-sequencing in a German cohort of amyotrophic lateral
sclerosis patients the mutational range of ALS was expanded and several candidate
genes and genetic risk factors have been evaluated with regard to their relevance in the
pathogenesis of ALS. At the same time this cohort was used to assess an upcoming
hypothesis whereupon phenotypic characteristics in ALS are influenced by co-
occurrence of variants.Additionally exome sequencing allowed for the identification of
possible candidate gens for dystonia and neurodegeneration with brain iron

accumulation.

On the one hand, the achieved results can contribute to the deeper understanding of the
genetic basis of neurodegenerative diseases and associated pathomechanisms as well
as to the development of future approaches concerning personalized medicine. On the
other hand the rapid implementation of results from basic science to routine molecular

diagnostics is thought to be of immediate benefit for a vast number of patients.

VI
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1. Einleitung

1.1 Definition und Aufgaben der Humangenetik

Gemal eines Positionspapiers der deutschen Gesellschaft fir Humangenetik e.V.
(http://www.gfhev.de/) aus dem Jahr 2007 definiert sich die Humangenetik als ,[...] die
Wissenschaft von der genetisch bedingten Variabilitdt des Menschen. Sie umfasst die
Betreuung von Patienten mit genetisch bedingten Erkrankungen und deren Familien [...]
sowie die Grundlagenforschung und angewandte Forschung. Sie untersucht die
Mechanismen und GesetzméBigkeiten der Vererbung beim Menschen, die Ursachen flir
genetisch bedingte Unterschiede zwischen den Menschen und die Umsetzung der

genetischen Information in ein wahrnehmbares Erscheinungsbild (Phénotyp).”

Die Aufgaben und Ziele der Humangenetik lassen sich dementsprechend auf zwei
Ebenen zusammenfassen, welche in Abhangigkeit zueinander betrachtet werden

mussen (Abbildung 1).

DIAGNOSTIK Sicherung klinischer Diagnosen

Spezifische Beratung von Patienten und deren Angehdrigen
Gezielte Untersuchung weiterer Familienmitglieder

Evtl. Einleitung einer frihzeitigen therapeutischen Intervention

Identifikation von Kandidatengenen

Verstandnis grundlegender Pathomechanismen

Entwicklung neuer Therapieoptionen (personalisierte Medizin,
Pharmakogenetik)

FORSCHUNG Evaluierung neuer Konzepte (z.B. polygene Vererbung)

Abbildung 1: Die Ziele der Humangenetik in molekulargenetischer Diagnostik und Forschung bedingen
sich gegenseitig (modifiziert nach Keller et al. 2015 und Biskup 2010).

Als Meilensteine der Humangenetik gelten die Beschreibung der DNA-Struktur durch
James Watson und Francis Crick (1953) sowie die Etablierung der DNA-Sequenzierung
nach der Kettenabbruch-Methode durch Frederick Sanger (Sanger et al. 1977). Bis
heute findet die nach ihm benannte Sanger-Sequenzierung standardmaRige

Anwendung in der Forschung und in der humangenetischen Praxis und ermdglichte die
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Entschlisselung des humanen Genoms im Rahmen des Human Genome Projects
(International Human Genome Sequencing Consortium 2004). Weiterentwicklungen der
Sanger-Sequenzierung zielen seitdem auf den Bedarf eins hdoheren Durchsatzes bei
gleichzeitiger Kostenreduktion ab und flihrten Mitte der 2000er Jahre zur Entwicklung
von sogenannten ,Sequenziermethoden der nachsten Generation“ (Shendure und Ji
2008). Basierend auf den Prinzipien der Sanger-Sequenzierung erlaubt die NGS-
Technologie die massive parallele Sequenzierung von Millionen DNA-Fragmenten in
einem kosten- und zeiteffizienten Ansatz. Damit hat die Einfihrung von NGS nicht nur
die DNA-Diagnostik, sondern auch die humangenetische Forschung zweifelsfrei
revolutioniert.  Detaillierte = Beschreibungen verfugbarer NGS-Plattformen  der
verschiedenen Anbieter finden sich beispielsweise bei Shendure und Ji (2008) oder
Reuter et al. (2015).

Die Hochdurchsatz-Sequenzierung eréffnete wie oben beschrieben zwar einerseits bis
dahin unvorstellbare Mdglichkeiten in der Analyse des humanen Genoms, resultierte
aber andererseits auch im Bedarf an allgemeingultigen Regeln im Umgang mit
gewonnenen Daten und Vorgehensweisen vor allem in der medizinischen Genetik. Seit
dem Jahr 2010 unterliegen in Deutschland deshalb samtliche Bereiche der
Humangenetik dem Gendiagnostikgesetz (GenDG). Das Gesetz steckt die rechtlichen
Rahmenbedingungen genetischer Untersuchungen am Menschen ab und soll
gleichzeitig Diskriminierung aufgrund bestimmter genetischer Eigenschaften verhindern
sowie das Recht auf informationelle Selbstbestimmung garantieren (Bundesministerium
fur Gesundheit, 2015).

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit dem Einsatz der NGS-Technologie zur
weiteren Erforschung der genetischen Grundlagen sowie der NGS-basierten
molekulargenetischen Diagnostik im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen und
Bewegungsstorungen. Die nachfolgenden Unterkapitel (Kapitel 1.2) sollen deshalb
zunachst in einige der grundlegenden Pathomechanismen neurodegenerativer
Erkrankungen einfuhren. Aul3erdem soll die Rolle von NGS in Forschung und Diagnostik
beleuchtet (Kapitel 1.3) und verschiedene Analysestrategien (Kapitel 1.4) vorgestellt
werden. Gleichzeitig sollen auch die komplexen Herausforderungen, die mit der NGS-

Technologie verknupft sind, thematisiert werden (Kapitel 1.5). Kapitel 2 fasst die Ziele
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dieser Arbeit mit den in Kapitel 3 dargestellten Methoden zusammen, bevor in Kapitel 4
eine Auswahl der verschiedenen, im Rahmen dieser Dissertation bearbeiteten Projekte
vorgestellt und diskutiert werden. Kapitel 5 verweist auf weiterfuhrende Ansatze, die auf
den erzielten Ergebnissen aufbauen und richtet den Blickwinkel auf zukunftige Aspekte

der Next-Generation-Sequenzierung.

1.2 Neurodegenerative Erkrankungen und iibergeordnete Patho-
mechanismen

Neurodegenerative Erkrankungen sind definiert als meist progressive Erkrankungen mit
selektivem Verlust von Neuronen und damit der Beeintrachtigung betroffener
funktioneller Systeme, was in der Manifestation spezifischer Phanotypen resultiert
(Kovacs 2014). Eine klinisch-anatomische Klassifikation beschreibt neurodegenerative
Erkrankungen als kognitive Stérungen, bis hin zur Demenz und dem Verlust hoherer
Hirnfunktionen sowie Bewegungsstorungen oder als eine Kombination aus beidem
(Kovacs 2015). Ein herausragendes Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankungen
ist dabei die intra- oder extrazellulare Ablagerung von fehlgefalteten Proteinen mit einem
hohen Anteil an B-Faltblattstrukturen. Je nach akkumuliertem Protein unterscheidet man
Tauopathien (MAPT, z.B. Alzheimer Demenz), a-Synucleopathien (SNCA; z.B.
Parkinson), Prionen-Erkrankungen (PRNP; z.B. Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung), TDP-
43/FUS-Proteinopathien (TARDBP, FUS; z.B. Frontotemporale Demenz) oder
Trinukleotiderkrankungen (z.B. HTT, Chorea Huntington) (Kovacs 2014).

In den folgenden Abschnitten sollen einige der im Kontext der vorliegenden Dissertation

relevanten Pathomechanismen vorgestellt werden.

1.2.1 Proteinaggregation

Eine SchlUsselfunktion innerhalb der neurodegenerativen Prozesse kommt der fehler-
haften Faltung und der daraus resultierenden Aggregation von Proteinen zu. Relevant
sind in diesem Kontext das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau (MAPT), a-Synuclein
(SNCA), das TAR DNA-Bindungsprotein (TDP-43, TARDBP), FUS (FUS) sowie das
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Prionprotein (PRNP) und das Amyloid B A4 Vorlauferprotein (APP). Diese Proteine, die
weder strukturell noch auf Sequenzebene miteinander verwandt sind, weisen im
aggregierten Zustand ein jeweils spezifisches Verteilungsmuster auf, welches
histopathologisch kennzeichnend fur die damit verknupfte phanotypische Auspragung
ist. Trotz dieser Spezifitat existiert jedoch eine gewisse Uberlappung der Aggregate
beziehungsweise der assoziierten Phanotypen (Kovacs 2014; Swart et al. 2014). Die
fehlerhafte Faltung bedingt Ublicherweise die Ausbildung von (B-Faltblattstrukturen. Eine
solche Konformationsanderung fuhrt daraufhin zur Freilegung von hydrophoben
Proteinregionen, wodurch die Aggregation und Fibrillenbildung beglnstigt wird (Takalo
et al. 2013).

Das PSEN1-Gen beispielsweise kodiert fur eine katalytische Untereinheit des y-
Sekretase-Komplexes, welcher an der proteolytischen Spaltung von APP beteiligt ist
(Bird 2012). Uber einen gain-of-function Mechanismus kénnen Mutationen im PSEN1-
Gen ein Ungleichgewicht bezuglich der Spaltung von APP hin zur vermehrten
Produktion von AB42 verursachen, welches zytotoxisch wirkt und zur Aggregation neigt
(Duff et al. 1996; Jankowsky et al. 2004). Bis zum heutigen Tag ist jedoch noch unklar,
ob Proteinaggregate Ursache oder Folge neurodegenerativer Prozesse sind (Landsbury
2006). Dennoch gelten die ubergeordneten Mechanismen der Proteinaggregation als
vielversprechender Ansatzpunkt fur zukuinftige Therapieversuche (Swart et al. 2014).
Neuere Erkenntnisse fuhrten aullerdem zu der Annahme, dass fehlgefaltete Proteine
nicht nur aggregieren, sondern dass sich diese Aggregate nach und nach sogar
ausweiten und auch bisher gesunde neuronale Strukturen befallen (,prion-like protein
seeding®, Walker et al. 2013).

1.2.2 Fehlerhafte Proteindegradierung

Auf fehlgefaltete Proteine und Proteinaggregate reagiert die Zelle im gesunden Zustand
mit drei unterschiedlichen Strategien zur Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase: Die
erneute korrekte Faltung mit Hilfe von molekularen Chaperonen, alternativ die
Degradierung fehlgefalteter Proteine Uber das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und

das Autophagosom-Lysosom-System (ALP). Das Signal fur die Zufuhrung hin zur UPS-
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oder ALP-vermittelten Degradierung bildet die Markierung von Proteinen durch
Polyubiquitinierung mit Hilfe von drei Ubiquitin-Ligasen (E1, E2, E3). Die Degradierung
erfolgt daraufhin Uber das Proteasom oder Uber Autophagie. Die dritte Strategie besteht
in der Einlagerung fehlgefalteter Proteine in zellularen Einschlissen, die einen
pathologischen Zustand widerspiegeln und deshalb als Marker angesehen werden
kénnen. Zahlreiche Hinweise fuhrten zu der Annahme, dass der Beeintrachtigung dieser
Mechanismen eine bedeutsame Rolle innerhalb der neurodegenerativen Prozesse
zukommt (Takalo et al. 2013).

Das PARK2-Gen beispielsweise, welches mit juvenilem Parkinsonismus assoziiert ist,
kodiert fir eine Komponente des E3 Ubiquitin-Ligase-Komplexes, dessen Funktion in
der Markierung von Proteinen fur die Proteasom-vermittelten Degradierung liegt. Ein
Verlust der Enzymfunktion, welcher aufgrund von Mutationen in flr die Interaktion
zwischen Parkin und dem Proteasom essentiellen Domanen verursacht werden kann
und zu einem loss-of-function Mechanismus fuhrt, resultiert in der Akkumulation von

Zielsubstraten, unter anderem von a-Synuclein (Bossy-Wetzel et al. 2004).

1.2.3 Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress

Aufgrund ihres enormen Energiebedarfs sind Neurone in grollem Malie abhangig von
einer ausreichenden Energieversorgung durch Mitochondrien. Folglich erscheint es
logisch, dass zahlreiche Erkrankungen aus dem neurodegenerativen Spektrum mit einer
mitochondrialen Dysfunktion in Verbindung gebracht werden. Die mitochondriale
Dysfunktion resultiert vor allem in oxidativem Stress durch ein Ungleichgewicht in der
Generierung von ROS (reaktive Sauerstoffspezies) und antioxidativ wirkenden Enzymen
wie beispielsweise SOD1, welches im Zusammenhang mit ALS beschrieben ist. Dieses
Ungleichgewicht wirkt wiederum toxisch und schadigt zahireiche zellulare Funktionen
wie beispielsweise die Ca**-Homdostase sowie die posttranslationale Modifikation von
Proteinen und aktiviert aul3erdem Mikroglia, welche in der Folge neuroinflammatorische
Prozesse initiieren (Swart et al. 2014; Bhat et al. 2015; Redler und Dokholyan 2012). In
diesem Kontext sei auf die Beschreibung einer pathogenen Mutation im CHCHD10-Gen

in Kapitel 4.4 verwiesen.
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1.2.4 Eisen-induzierte Neurodegeneration

Oxidativer Stress kann auflierdem aus einem Ungleichgewicht in der Homdostase von
Schwermetallen, insbesondere von Eisen resultieren. Eisen ist zwar in eine Vielzahl
fundamentaler zellularer Prozesse wie den Sauerstofftransport oder die Synthese von
Neurotransmittern und DNA involviert und damit einerseits essentiell fur die
Aufrechterhaltung dieser Funktionen. Andererseits beginstigt ein Uberschuss an freiem
Eisen die intrazellulare Akkumulation des Metalls in spezifischen Hirnregionen aber
auch die Aggregation von a-Synuclein und hyperphosphoryliertem Tau und fordert die
oxidative Schadigung sowie den programmierten Zelltod. Ob es sich bei der Eisen-
Akkumulation um einen primaren Mechanismus oder um einen sekundaren Effekt
handelt, ist bisher noch unklar (Ward et al. 2014).

Obwohl die grundlegenden molekularen Mechanismen neurodegenerativer Prozesse bis
zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig aufgeklart sind, lassen sich dennoch
spezifische Pathologien ableiten, welche als verbindendes Element vieler
neurodegenerativer Erkrankungen angesehen werden konnen (Bossy-Wetzel et al.
2004). Darauf basiert auch eine aktuell diskutierte These, wonach neurodegenerative
Erkrankungen weniger als jeweils isolierte Entitaten gelten, sondern vielmehr variable
Manifestationen Ubergeordneter Pathomechanismen darstellen (Armstrong 2012).
Dieser Aspekt wird durch die Identifikation von genetischen Differentialdiagnosen auch
in zwei der im Rahmen dieser Dissertation bearbeiteten Projekte aufgegriffen (Kapitel
4.2 und 4.5).

Das Verstandnis von genetischen Veranderungen und der dadurch initiierten oder
begunstigten neurodegenerativen Prozesse, welche sich in der Folge als neuro-
degenerative Erkrankungen manifestieren, ist in groRem Malle auf den Einsatz der
NGS-Technologie und der damit verbundenen Identifikation kausaler Gene zurlck-
zufuhren. Da neurodegenerative Erkrankungen alternde Gesellschaften vor enorme
soziale sowie finanzielle Herausforderungen stellen und ursachliche Therapien bislang
nicht zur Verfilgung stehen, kommt der Grundlagenforschung diesbezlglich eine

herausragende Bedeutung zu (Kawamata und Manfredi 2011; Foo et al. 2013).
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Im folgenden Abschnitt soll deshalb aufgezeigt werden, inwieweit der Einsatz der NGS-
Technologie zur Erforschung und genetischen Diagnostik neurodegenerativer

Erkrankungen beitragen kann und welche Erwartungen damit verknupft sind.

1.3 Der Einsatz der Next-Generation-Sequenzierung in der human-
genetischen Forschung und molekulargenetischen Diagnostik

Der NGS-Technologie kommt sowohl im Rahmen von forschungsorientierten als auch
von diagnostischen Fragestellungen eine bedeutende Rolle zu. So nahm beispielsweise
die Anzahl an Publikationen, welche vom Nachweis kausaler Mutationen fir genetisch
bedingte Erkrankungen oder der Identifikation krankheitsrelevanter Gene berichteten,
innerhalb der letzten Jahre exponentiell zu (Lohmann und Klein 2014). Vor allem im
Kontext von genetisch sehr heterogenen, phanotypisch variablen oder atypisch
verlaufenden Erkrankungen hat sich die NGS-Technologie bewahrt. Wahrend mittels der
herkdbmmlichen Sanger-Methode lediglich einige wenige Gene pro Patient sequenziert
werden konnten, erlaubt die NGS-Technologie abhangig von der gewahlten Strategie
beispielsweise die gleichzeitige Sequenzierung aller Gene, die mit einem definierten
Phanotyp assoziiert sind, in einem Ansatz (Panel-Diagnostik, Biskup 2010). Dies erhéht
die Wahrscheinlichkeit eine kausale Mutation nachzuweisen gegenuber der Sanger-
Sequenzierung enorm. Neveling und Kollegen (2013) beispielsweise berichten bei
Bewegungsstorungen uber Aufklarungsquoten von 20% mittels Exom-Sequenzierung
(Sequenzierung des kompletten kodierenden Bereichs des humanen Genoms,
Untersuchung von 50 Patienten, Analyse von 151 Genen) versus 5% mittels Sanger-
Sequenzierung (Untersuchung von 953 Patienten, schrittweise Analyse von 32 Genen).
Beispiele fur den erfolgreichen Einsatz der Panel-Sequenzierung im Rahmen dieser
Dissertation liefern die im Anhang gelisteten Publikationen A6 und A8 bezlglich
Varianten im POLG- und ERLIN2-Gen bei Patienten mit einer Parkinson-Erkrankung

beziehungsweise einer hereditaren spastischen Spinalparalyse.

Eine Erwartung, die eng mit der NGS-Technologie verknupft ist, ist die diagnostische
Odyssee vieler Patienten mit seltenen erblich bedingten Erkrankungen durch einen

einzigen Ansatz zu beenden oder sogar eine definitive Diagnose uberhaupt zu
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ermoglichen (Lohmann und Klein 2014). Im Interesse der Patienten fordert nicht nur Toft
(2014) deshalb einen Paradigmenwechsel, wonach die molekulargenetische Diagnostik
zu einem viel frGheren Zeitpunkt als bisher dblich in den diagnostischen Prozess
eingebunden werden sollte. Gleichzeitig sollte in der Mehrzahl der Falle eine Abkehr von
der Sanger-Sequenzierung hin zu NGS erfolgen. Dies zielt darauf ab, dem Patienten
falls moglich bereits frihzeitig spezifische Therapieoptionen anzubieten und
wirkungslose Medikationen oder gar Eingriffe zu ersparen (Biskup und Gasser 2012).
Voraussetzung dafur ist allerdings, dass Weiterentwicklungen, welche der Sensitivitat
und Spezifitat der Methodik sowie den nachgeschalteten Analysen in der
Datenauswertung dienen, bei anhaltender Kostenreduktion und Einhaltung ethischer

Standards weiter vorangetrieben werden.

Im Bereich der Grundlagenforschung liefert die Assoziation von Genen mit definierten
Phanotypen mittels NGS Uber die Untersuchung der betroffenen Signalwege auRerdem
wichtige Beitrage zum tieferen Verstandnis grundlegender Pathomechanismen (Biskup
2010). Ein Beispiel ist der Nachweis einer pathogenen Mutation im CHCHD10-Gen bei
ALS (Kapitel 4.4). Das Gen kodiert fur ein mitochondriales Protein und liefert damit
erstmals ein direktes Indiz fiir die essentielle Rolle von Mitochondrien in der Atiologie
der ALS (Mdller et al. 2014; Cozzolino et al. 2015). Anhand der Exom-, Trio-Exom- oder
Genom-Sequenzierung (Kapitel 1.4), welche die Analyse des kompletten kodierenden
Bereiches beziehungsweise aller Basen des humanen Genoms erlaubt (Kapitel 1.4.2
und 1.4.3), werden regelmaldig neue, mit einem definierten Phanotyp assoziierte Gene
in der Literatur beschrieben und so das genetische Spektrum erblicher Erkrankungen
kontinuierlich erweitert, Genotyp-Phanotyp-Korrelationen etabliert oder atypische
Krankheitsverlaufe aufgeklart. Beispielhaft seien hier die Identifikation des HEPH-Gens
als moglicherweise relevant bei Erkrankungen aus dem Spektrum der Erkrankungen mit
Eisenablagerungen (Kapitel 4.3) oder der Nachweis pathogener ATM-Mutationen bei
Dystonie (Kapitel 4.5) genannt. Mit Hilfe von Patientenkohorten, die mittels NGS
untersucht werden, lassen sich auRerdem neue Konzepte wie beispielsweise ein
komplexes Vererbungsmodell der ALS (Kapitel 4.2), der Einfluss genetischer
Risikofaktoren und Modifikatoren oder die Verknlpfung verwandter Pathologien auf

genetischer oder mechanistischer Ebene etablierten.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die durch den Einsatz der NGS-
Technologie in Forschung und Diagnostik gewonnen Erkenntnisse im Zusammenspiel
und Uber ihre gegenseitige Implementierung einen enormen Beitrag zum Verstandnis
genetisch bedingter Erkrankungen leisten und damit den Grundstein fur zukunftige
pharmakogenetische Ansatze und personalisierte Therapieoptionen legen (Lohmann
und Klein 2014; Biskup 2010).

Im folgenden Unterkapitel sollen die verschiedenen Strategien, die hinsichtlich der
Identifikation krankheitsverursachender Mutationen Anwendung finden, vorgestellt

werden.

1.4 Strategien der Next-Generation-Sequenzierung
1.4.1 Panel-Sequenzierung

Bei der sogenannten Panel-Sequenzierung (targeted sequencing) werden aus-
schlieBlich die kodierenden Bereiche derjenigen Gene angereichert, welche
nachweislich mit einem definierten Phanotyp assoziiert sind (Lohmann und Klein 2014).
Da dieser Ansatz die beste Abdeckung der Zielbereiche bei gleichzeitig geringstem
Kosten- und Zeitaufwand bietet, findet die Panel-Sequenzierung bevorzugt dann
Anwendung in der Routine-Diagnostik, wenn ein klinisch klar definiertes Krankheitsbild
mit bekannter genetischer Heterogenitat oder phanotypischer Variabilitat vorliegt (Grada
und Weinbrecht 2013; Keller et al. 2015). Diese Fokussierung auf krankheitsrelevante
Gene erleichtert zwar einerseits die Interpretation nachgewiesener Varianten im Hinblick
auf den spezifischen Phanotyp des Patienten und vermeidet gleichzeitig mdgliche
Zusatzbefunde, welche ethische Fragestellungen aufwerfen (Lohmann und Klein 2014).
Andererseits stellt ebendiese Fokussierung aber auch eine Limitation des Panel-
Ansatzes dar, der nur mit einer regelmafligen Aktualisierung und Erweiterung der
Anreicherungs-Kits entsprechend der aktuellen Literatur begegnet werden kann (Kapitel
3.10 und 4.1). Beispielhaft fur den erfolgreichen Einsatz der Panel-Sequenzierung sei
an dieser Stelle die Arbeit von Németh und Kollegen aus dem Jahr 2013 genannt,
welche den Nachweis einer ursachlichen Mutation in 18% der untersuchten Ataxie-

Patienten mittels Panel-Sequenzierung beschreibt (Németh et al. 2013) oder die
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Identifikation einer kausalen Mutation im TARDBP-Gen bei einer frih beginnenden
frontotemporalen Demenz ohne Beeintrachtigung der Motoneurone durch Synofzik und
Kollegen (2014).

1.4.2 Exom-Sequenzierung

Die Exom-Sequenzierung (whole exome sequencing, WES) dagegen erlaubt die
parallele Analyse des kompletten kodierenden Bereichs (ca. 30 Millionen Basenpaare,
Rabbani et al. 2014), welcher etwa 1% des humanen Genoms ausmacht und
Schatzungen zufolge rund 85% der krankheitsverursachenden Mutationen enthalt (Foo
et al. 2012). Damit gilt WES als leistungsfahiges Werkzeug in der Diagnostik vor allem
von komplexen und Uberlappenden Phanotypen sowie zur Identifikation neuer
Krankheits-assoziierter Gene (Grada und Weinbrecht 2013; Foo et al. 2012). In der
Literatur wird der Anteil an mittels Exom-Sequenzierung gelosten Fallen mit etwa 25%
angegeben (Jacob 2013). Als Beispiel hierfur kann die Identifikation einer kausalen
Mutation im XPA-Gen bei einem Geschwisterpaar mit einem komplexen neurologischen
Syndrom und ausgepragten Hautveranderungen (Ganos et al. 2013 [A1]) oder die
Beschreibung des WDR45-Gens als relevant im Zusammenhang mit der Beta-propeller-
Protein-assoziierten Neurodegeneration gelten (Haack et al. 2012). Gerade die Exom-
Sequenzierung zeigt allerdings auch die vielschichtigen Herausforderungen auf, welche
sich durch den Einsatz der NGS-Technologie vor allem in der molekulargenetischen
Diagnostik aber auch im Rahmen der Forschung ergeben. Neben der bioinformatischen
Aufbereitung der Rohdaten kommt dabei der korrekten Beurteilung detektierter
Varianten im Hinblick auf die jeweils zugrundeliegende Fragestellung die grofdte
Bedeutung zu (Biskup und Gasser 2012, siehe auch Kapitel 1.5 und 3.12). Da bei der
Sequenzierung eines einzelnen Exoms mit etwa 20.000 bis 25.000 Veranderungen in
kodierenden Bereichen zu rechnen ist, gleicht die Suche nach kausalen Varianten der
Suche nach der berihmten Nadel im Heuhaufen (Foo et al. 2012; Lohmann und Klein
2014). Die Anzahl nachgewiesener Varianten lasst sich jedoch durch den Ansatz der
sogenannten Trio-Exom-Analyse deutlich verringern. Hierbei kdnnen die Sequenzdaten

so in Bezug zueinander gestellt werden, dass entweder de novo Varianten identifiziert

10



1. Einleitung

(klassische Trio-Exom-Analyse, Sequenzierung eines erkrankten Kindes und dessen
gesunder Eltern) oder gemeinsame Varianten gleichermalien erkrankter Mitglieder einer
Familie detektiert werden kdonnen (vergleichende Exom-Analyse, siehe auch Nachweis
einer ALS-verursachenden Mutation im CHCHD10-Gen, Kapitel 4.4). Voraussetzung
hierfur ist jedoch die ausreichende Abdeckung der entsprechenden Position bei allen

untersuchten Individuen.

Sanger-Sequenzierung | Panel-Sequenzierung Exom-Sequenzierung | Genom-Sequenzierung

Etablierte Methodik
Keine Anwendung
bioinformatischer
Methoden notwendig

« Parallele Sequenzierung
aller krankheitsrelevanter
Gene

* Hohe Wahrscheinlichkeit
des Nachweises kausaler
Mutationen

« Kosten- und zeiteffizient

¢ Vermeidung von
Zusatzbefunden

« Parallele Sequenzierung
des gesamten
kodierenden Bereichs

« Identifikation neuer
Krankheitsgene mdéglich

« Eignung zur
Untersuchung sehr
seltener, komplexer
Erkrankungen

« Parallele Sequenzierung
des kompletten Genoms
inkl. nicht-kodierender
Bereiche

« Identifikation kausaler
Veradnderungen, z.B. in
regulatorischen
intergenischen
Sequenzbereichen

Beschrankung auf
wenige, einzelne Gene
Geringe Wahrscheinlich-
keit der Identifikation
kausaler Mutationen
Kosten- und zeitintensiv
bei vergleichbarem

* RegelmaRige
Aktualisierung des
Paneldesigns nétig

« Bioinformatische
Aufbereitung der
Rohdaten erforderlich

* Hohe Komplexitat der
Datenauswertung

« Bioinformatische
Aufbereitung der
Rohdaten notwendig

« Konsens zum Umgang
mit Zusatzbefunden nétig

* Hohes Datenaufkommen

« Sehr hohe Komplexitat
der Datenauswertung

« Bioinformatische
Aufbereitung der
Rohdaten notwendig

« Konsens zum Umgang

Durchsatz mit Zusatzbefunden nétig

« Zeit- und kostenintensiv

Abbildung 2: Gegenuberstellung der Sequenzierungsmethoden: Sanger-Sequenzierung versus verschie-
dene Ansatze Next-Generation-Sequenzierung (modifiziert nach Keller et al. 2015).

1.4.3 Genom-Sequenzierung

Die Genom-Sequenzierung (whole genome sequencing, WGS, Keller et al. 2015) als
hypothesen-freier Ansatz findet dagegen bisher nur vereinzelt Anwendung in der
klinischen Diagnostik (Foo et al. 2013). Die Grunde hierfir liegen zum einen in den
hohen Kosten fur Datengenerierung und -speicherung. Vor allem aber Iasst sich die
grolle Anzahl an Veranderungen in nicht-kodierenden Bereichen in Bezug auf
medizinische oder diagnostische Fragestellungen nach aktuellem Wissensstand kaum
beurteilen, da diese nicht der Selektion unterliegen, weshalb eine Abwagung zwischen
Kosten und Nutzen der Untersuchung im Einzelfall erfolgen muss (Yu et al. 2012). Mit

der Initiierung der sogenannten CLARITY Challenge wurde in den Jahren 2010 bis 2014
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ein Forum fur die Entwicklung einheitlicher Standards und Vorgehensweisen hinsichtlich
Analyse, Interpretation und Erstellung medizinischer Befunde auf Grundlage der

Genom-Sequenzierung geschaffen (Brownstein et al. 2014).

In der humangenetischen Forschung findet die Genom-Sequenzierung jedoch bereits
zum heutigen Zeitpunkt vielfaltige Anwendungen. Da mittels WGS alle circa drei
Milliarden kodierenden und nicht-kodierenden Nukleotide des humanen Genoms
analysiert werden konnen, verspricht die Genom-Sequenzierung beispielsweise auch
die ldentifikation kausaler Veranderungen in intergenischen regulatorischen Bereichen
und offnet damit die Tur hin zum tieferen Verstandnis, inwieweit oder Uber welche
Mechanismen die Variation in nicht-kodierenden Bereichen zur Auspragung
phanotypischer Merkmale beitragt (Keller et al. 2015). Abbildung 2 stellt die jeweiligen
Vor- und Nachteile der Sanger-Sequenzierung der Panel-, Exom- und Genom-

Sequenzierung mittels NGS vergleichend gegenuber.

Die Herausforderungen, die allen in diesem Unterkapitel beschriebenen Ansatzen mehr
oder weniger gemein sind sowie grundsatzliche Limitationen der Technologie sollen im

nachfolgenden Abschnitt genauer beleuchtet werden.

1.5 Herausforderungen und Limitationen der NGS-Technologie

Neben der rein technischen Arbeitsabfolge, die den Bereich von der Vorbereitung der
Proben Uber die eigentliche Sequenzierung bis hin zur primaren Datenanalyse umfasst,
stellt vor allem die sekundare Analyse, die das Calling, die Annotation und die
Interpretation von Varianten beinhaltet, die grofdte Herausforderung der NGS-
Technologie dar (Ku et al. 2012, siehe auch Kapitel 3.11 und 3.12). Von besonderer
Bedeutung ist deshalb die Etablierung einer analytischen Pipeline, welche in der
Beurteilung nachgewiesener Varianten vor dem Hintergrund des Phanotyps des
untersuchten Patienten oder der zugrundeliegenden Fragestellung unterstutzt. Da
beispielsweise eine Exom-Sequenzierung nach der primaren Datenanalyse in der
Detektion von etwa 20.000 bis 25.000 SNVs (single nucleotide variants) und kleineren

Deletionen und Duplikationen resultiert (Foo et al. 2012), sind definierte Filterkriterien,
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welche die Anzahl der potentiell pathogenen Varianten minimieren, essentiell. Dies gilt,

wenn auch in geringerem Ausmal3, analog fur die Panel-Sequenzierung.

Der folgende Abschnitt beschreibt die einzelnen Filterschritte, wie sie innerhalb der
Routine-Diagnostik und je nach Fragestellung modifiziert in Forschungsansatzen bei der
CeGaT GmbH Anwendung finden sowie Strategien zur humangenetischen Beurteilung
identifizierter Varianten (vergleiche Kapitel 3.11 und 3.12).

Besonders im Kontext seltener bis sehr seltener Erkrankungen, besteht der erste
Filterschritt in der Auswahl solcher Varianten, die mit einer geringen Frequenz in der
Allgemeinbevolkerung auftreten. Entsprechende Daten finden sich in frei zuganglichen
Online-Datenbanken wie dbSNP (Sherry et al. 2001, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/SNP/), = ExomeVariantServer  (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), EXAC
(http://exac.broadinstitute.org/) oder 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/).
Weit verbreitet sind in diagnostischen Ansatzen Frequenzen von 0,1% bei autosomal-
dominant vererbten Genen und 1% bei autosomal-rezessiv vererbten Genen. In
Forschungsansatzen konnen diese Werte je nach Fragestellung jedoch modifiziert
werden (Bamshad et al. 2011).

Ein zweiter Filterschritt bertcksichtigt die erwartete Konsequenz der Veranderung auf
das Protein. Besonders relevant sind dabei Varianten, die einen (stark) nachteiligen
Effekt auf das Protein ausiben wie trunkierende Mutationen (nonsense), frame-shift
Mutationen, splice-Mutationen, kleinere Deletionen/Duplikationen, Insertionen und
missense Varianten. Wahrend bei nonsense und frame shift Mutationen oder Varianten
innerhalb der kanonischen splice site sowie bei vielen Deletionen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ein nachteiliger Effekt zu erwarten ist, ist die Beurteilung von
missense aber auch von synonymen Varianten oft schwierig. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch synonyme Varianten Uber ein verandertes Splicing
die Proteinfunktion beeinflussen oder Varianten in nicht-kodierenden Bereichen
nachteilig wirken. Pathogene Repeatexpansionen, wie sie beispielsweise im Kontext der
frontotemporalen Demenz (C90rf72) oder Formen der spinozerebellaren Ataxie (SCA)

relevant sind oder Deletionen und Insertionen mehrerer Exons oder ganzer Gene
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konnen aufgrund der Lange generierter Reads mittels der fur diese Arbeit verwendeten

Sequenziertechnologie (short read sequencing) dagegen nicht detektiert werden.

Als Unterstutzung bei der Beurteilung nachgewiesener Varianten wurden verschiedene
Vorhersage-Programme entwickelt, welche anhand von Algorithmen und unter
Berucksichtigung spezifischer Eigenschaften der involvierten Aminosauren eine
Einschatzung des zu erwartenden Effekts liefern (Wu und Jiang 2013). Weit verbreitete
Vorhersage-Programme fur missense Varianten, die auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit genutzt wurden, sind MutationTaster (Schwarz et al. 2014,
http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen2 (Adzhubei et al. 2010,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (Ng und Henikoff 2001, http://sift.jcvi.org/)
und PROVEAN (Choi et al. 2012, http://provean.jcvi.org/index.php). Da es sich lediglich
um theoretische Berechnungen handelt, kbnnen Vorhersage-Programme zwar einen
Hinweis bezlglich der Pathogenitat von Varianten geben, gelten aber keinesfalls als
alleiniges Kriterium zur klinischen Bewertung nachgewiesener Varianten, weshalb
nachteilige Effekte funktionell bestatigt werden mussen. Eine weitere Moglichkeit die
Pathogenitat von Varianten zu beurteilen, bieten diverse Gen- oder Phanotyp-
spezifische Datenbanken, die meist sowohl bekannt pathogene Mutationen als auch
Polymorphismen ohne bekannte Auswirkung auf den Phanotyp listen und mit
entsprechenden Literaturangaben verknupfen. Ein Beispiel hierfir ist PDmutDB
(Parkinson Disease Mutation Database, http://www.molgen.vib-ua.be/PDmutDB, Cruts
et al. 2012). Weiterhin tragen auch Informationen Uber die Konservierung der
betroffenen Aminosaure, Uber involvierte Proteindomanen oder Erkenntnisse aus

Tiermodellen zur Einschatzung detektierter Varianten bei.

Ein dritter Filterschritt kann aullerdem den erwarteten Vererbungsmodus einer
gesuchten kausalen Mutation widerspiegeln. Zeigt der Stammbaum der Familie eines
Patienten eine klar autosomal-dominant vererbte Erkrankung, kann sich die Analyse auf
Veranderungen in autosomal-dominant vererbten Genen fokussieren (analog
Konzentration auf compound-heterozygote Mutationen bei autosomal-rezessiven
Stammbaumen), wohingegen in konsanguinen Familien meist homozyogte Mutationen
gesucht werden (Ku et al. 2012). Eine solche Fokussierung sollte allerdings nie starr

sein, da Erwartungen aufgrund des Stammbaumes nicht zwingend zutreffen missen.
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Letztlich erlauben nur umfassende funktionelle Studien, die zumindest in der Routine-
Diagnostik nicht zu leisten sind, fundierte Aussagen Uber die tatsachlichen
Auswirkungen detektierter Varianten auf die Proteinfunktion und damit auf den

beobachteten Phanotyp.

An dieser Stelle sei auch auf Limitationen der NGS-Technologie hingewiesen, die sich
auf technischer und analytischer Ebene beschreiben lassen. Erstere umfasst
hauptsachlich die unvollstandige Definition oder ungenigende Abdeckung von
Zielbereichen sowie die oft lickenhafte Reprasentation von GC-reichen Sequenz-
abschnitten, Homopolymeren, repetitiven Sequenzen und Repeatexpansionen. Hinzu
kommen mdgliche Fehlerquellen im Zusammenhang mit dem Alignement und Mapping
von generierten Reads oder dem Calling und der Annotation von Varianten (Association
for Clinical Genetic Science, United Kingdom, 2014). Auf analytischer Ebene bergen
zum Beispiel fehlerhafte Angaben in weit verbreiteten Online-Ressourcen oder
systematische Fehler innerhalb der diagnostischen Pipeline die Gefahr des irrtimlichen
Aussortierens oder der Fehlinterpretation von potentiell pathogenen Varianten

(Association for Clinical Genetic Science, United Kingdom, 2014).

Die NGS-Technologie birgt folglich ein enormes Potential in der Diagnose und
Erforschung genetisch bedingter Erkrankungen sowie der Identifikation von
Krankheitsgenen und genetischen Risikofaktoren oder Modifikatoren, stellt den
Anwender aber gleichzeitig auch vor grof3e Herausforderungen. Weiterentwicklungen
der Technologie sollten deshalb auf die weitere Optimierung technischer, statistischer
und bioinformatischer Methoden abzielen, um die Anzahl falsch-positiver
beziehungsweise falsch-negativer Befunde zu minimieren und die Pathogenitat

nachgewiesener Varianten fundiert zu bewerten (Bamshad et al. 2011).
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2. Zielsetzung

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Next-Generation-Sequenzierung (NGS) sowohl im
Kontext der Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen und Bewegungsstorungen
als auch zum Zwecke diagnostischer Fragestellungen eingesetzt. Beiden Ansatzen
gemeinsam ist dabei die Notwendigkeit effizienter Strategien bezuglich Identifikation und
Beurteilung von Varianten vor dem Hintergrund des beobachteten Phanotyps. Je nach

Ansatz wurden unterschiedliche Ziele verfolgt:

Das Ziel des diagnostischen Einsatzes der NGS-Technologie bestand primar darin,
klinische Verdachtsdiagnosen zu sichern und die erzielten Ergebnisse in einem
humangenetischen Befund zusammenfassend zu diskutieren. Eine Aufgabe bestand
deshalb darin, die regelmalige Aktualisierung und Erweiterung des CeGaT Genpanels
fur neurodegenerative Erkrankungen (NDD) durchzufiihren, um den Patienten zu jedem
Zeitpunkt eine moglichst umfassende und dem aktuellen Stand der Wissenschaft

entsprechende molekulargenetische Diagnostik anbieten zu kdnnen.

Daruber hinaus wurden mehrere Forschungsprojekte definiert. Ziel dieser war es zum
einen einen Beitrag zum tieferen Verstandnis der genetischen Grundlagen und
assoziierten Pathomechanismen von neurodegenerativen Erkrankungen zu leisten und
dabei aktuell diskutierte Hypothesen wie komplexe Vererbungsmodelle oder die
Einstufung neurodegenerativer Erkrankungen als variable Manifestationen Uber-
geordneter pathologischer Prozesse aufzugreifen. Zum anderen sollte mit Hilfe der
Sequenzierung von Patientenkohorten auch die Rolle verschiedener genetischer
Modifikatoren oder Risikofaktoren evaluiert werden und bisher unbeschriebene
Kandidatengene als relevant in der Atiologie definierter neurodegenerativer

Erkrankungen identifiziert werden.

Als Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit kann die Verknipfung von molekulargenetischer
Diagnostik und humangenetischer Forschung betrachtet werden, da beide Ansatze in
grollem Male voneinander abhangig sind und Erkenntnisse aus beiden Bereichen der
wechselseitigen Implementierung bedldrfen, um den Grundstein flr zukdnftig

angestrebte personalisierte Therapieoptionen legen zu kénnen.
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3. Material und Methoden

Das nachfolgende Kapitel beschreibt die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch mich
beziehungsweise durch Mitarbeiter der CeGaT GmbH angewandten Methoden und
Analysen. Samtliche Methoden, Analysen und Untersuchungen, welche von externen

Ko-Autoren durchgefuhrt wurden, sind der jeweiligen Publikation zu enthehmen.

3.1 DNA-Isolation und Erstellung von DNA-Arbeitsverdiinnungen

Die Isolation von DNA aus EDTA-Blut von Patienten entsprechend der Hersteller-
angaben mittels des QIAamp DNA Blood Mini Kits (Qiagen) sowie die Bereitstellung von
DNA-Arbeitsverdinnungen (100 ng/ul) und Primer-Verdlinnungen (5 pmol/ul) wurden im
Rahmen des Standardprozesses (routinemafdig) von Mitarbeitern aus dem Labor der

Firma CeGaT GmbH iGbernommen.

3.2 Primer-Design

Das Primer-Design erfolgte mittels des frei zuganglichen Online-Programms Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Die gesetzten Voreinstellungen wurden um folgende,
innerhalb der CeGaT GmbH einheitlichen Einstellungen erganzt, um nach Maglichkeit
fur alle PCR-Reaktionen ein standardisiertes Cycling-Programm anwenden zu kdnnen
(siehe auch Abschnitt 3.3):

Primer T,; 68°C-72°C
Primer size: 20 nt - 36 nt
Primer CG: 40 % -60 %

Wenn mit Hilfe von Primer3 trotz moderater Abweichungen von den genannten
Parametern kein geeignetes Primer-Paar gefunden werden konnte, wurde versucht,
anhand der Zielsequenz manuell ein geeignetes Primer-Paar zu gewinnen. Generell
wurden solche Primer bevorzugt, die innerhalb des Genoms ausschliellich an der

gewunschten Zielsequenz binden und nicht auf haufigen SNPs liegen. Die Kontrolle
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dieser Eigenschaften erfolgte mit Hilfe des UCSC Genome Browsers, Human BLAT

Search (https://genome.ucsc.edu/).

Wenn nicht auf bereits existierende Primer zurtckgegriffen werden konnte, erfolgte das
Primer-Design in der Regel durch mich, in seltenen Fallen durch Mitarbeiter des CeGaT-
Labors.

3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, welches unter Zuhilfenahme des Enzyms DNA-

Polymerase die exponentielle Vervielfaltigung einer Zielregion der DNA erlaubt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der AmpliTag Gold PCR Master Mix® (Applied
Biosystems) sowie der ABI Verity Fast Cycler oder der ABI 96er Fast Cycler (Applied
Biosystems) wie in Tabelle 1 dargestellt, verwendet. Die erhaltenen Produkte wurden
nach der Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.4) mittels Exonuclease | (Fermentas) und
Shrimp Alkaline Phosphatase (Fermentas) entsprechend der Herstellerangaben (37°C
15°//80°C 15°//10°C 15°// 12°C «) aufgereinigt.

95°C 10 min 1x
2x AmpliTag Gold PCR Master Mix 10 pl 10 pl
96°C 5 sec
H,O 7,5 ul 8 ul 64°C 5 sec 40x
68°C 40 sec
Primer Mix (5 pmol/pl) 2 ul 2 ul
72°C 10 sec 1x
DNA (100 ng/ul) 0,5 ul - 12°C w 1x

Tabelle 1: Standardisiertes Pipettierschema und Reaktionsbedingungen fiir PCR Reaktionen

Sofern im Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht anders
dargestellt, wurde die PCR unter den in Tabelle 1 dargestellten Standardbedingungen

routinemafig durch Mitarbeiter aus dem Labor der Firma CeGaT GmbH durchgefuhrt.
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3.4 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR wurden die erhaltenen PCR-Produkte mit Hilfe eines 1,5%-igen
Agarosegels aufgetrennt (LE Agarose, Biozym; Gelgreen, VWR; 80 - 100 V, 45 - 60 min;
3 ul PCR-Produkt + 5 pl 1x DNA Gel Loading Dye, ThermoFisher Scientifc), deren
Grolke anhand eines mitgelaufenen GroRenmarkers (3 pl 100 bp DNA Ladder,

ThermoFisher Scientific) bestimmt und mit der erwarteten Produktgréfe verglichen.

Sofern im Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht anders
dargestellt, wurde die Gelelektrophorese routinemafig von Mitarbeitern des CeGaT-
Labors durchgefuhrt.

3.5 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung, auch Kettenabbruch-Methode genannt, dient der
Bestimmung der Basenabfolge eines definierten DNA-Fragmentes mittels des Enzyms
DNA-Polymerase sowie der Zugabe von Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) und
markierten Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs).

Analog zur PCR wurde auch hier ein Standardprotokoll gewahlt, welches, sofern im
Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veréffentlichungen® nicht anders dargestellt,
routinemafig von Mitarbeitern des CeGaT-Labors durchgefuhrt wurde. Eingesetzt wurde
wie in Tabelle 2 dargestellt das Big Dye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Im Anschluss an die Sequenzier-Reaktion wurden die Produkte mittels
Sephadex-Saulen (Sephadex G-50 Fine) oder automatisiert durch den Hamilton-
Roboter (Hamilton Company) entsprechend eines Standardprotokolls aufgereinigt. Fur
die Kapillarelektrophorese wurden 10 pl Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems) sowie
der 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems) entsprechend der Herstellerangaben

eingesetzt.

Nach der technischen Validierung durch das Laborpersonal erfolgte die medizinische
Validierung, die Analyse der Sequenzierprodukte hinsichtlich des moglichen Vorliegens

relevanter Varianten mit Hilfe der Software SequencingPilot (JSI medical sytems) und
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die Beurteilung im Kontext des Phanotypen des Patienten durch mich, sofern im Kapitel

.Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen nicht anders beschrieben.

o | v [l L
1x

) 97°C 3 min
Big Dye 7 ul
97°C 10 sec
Primer F oder R 2yl _ 40x
60°C 3 min
PCR-Produkt 1l 12°C o0 1x

Tabelle 2: Pipettierschema der Sequenzier-Reaktion und Cycling-
Protokoll

3.6 Segregationsanalyse

Die Segregationsanalyse dient der besseren Beurteilung von beim Indexpatienten
nachgewiesenen Varianten und bezieht dessen Familienmitglieder mit ein (je nach
Fragestellung beispielsweise Eltern oder Geschwister eines Indexpatienten). Der Test
beruht auf der Analyse von Familienmitgliedern lediglich hinsichtlich der zur Diskussion
stehenden Variante mittels Sanger-Sequenzierung wie oben beschrieben. Die
Durchfuhrung der Segregationsanalyse wurde, sofern im Kapitel ,Eigenanteil an
gemeinschaftlichen Verdffentlichungen® nicht anders dargestellt, von Mitarbeitern des

CeGaT-Labors tibernommen.

Die medizinische Validierung der Ergebnisse sowie deren Beurteilung hinsichtlich der
jeweils zugrundeliegenden Fragestellung sowie die Erstellung eines Befundbriefes
(siehe auch Abschnitte 3.13) erfolgte durch mich.

3.7 C9orf72-Repeatanalyse

Die Repeatanalyse dient dem Nachweis beziehungsweise dem Ausschluss von
pathogenen = GGGGCC-Hexanukleotid-Repeatexpansionen im  nicht-kodierenden

Sequenzabschnitt zwischen den Exons 1a und 1b des C9orf72-Gens. Die Untersuchung
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setzt sich aus zwei Schritten zusammen und umfasst zunachst eine sogenannte
Genotypisierungs-PCR gefolgt von einer Repeat-PCR. Die Genotypisierungs-PCR dient
dem Nachweis von Wildtyp-Allelen, wahrend sich mit der Repeat-PCR unter Einsatz
spezifischer Repeat-Primer pathogene Expansionen bis zu einer begrenzten Grolde
darstellen lassen. Eine genaue GroflRenbestimmung kann anhand eines Western Blots
erzielt werden, dies wurde von der CeGaT GmbH jedoch nicht vorgenommen. Die
Etablierung dieses Verfahrens analog zu Dedesus-Hernandez et al. (2011) erfolgte

durch Kollegen aus der Abteilung fur Diagnostik und dem Labor der CeGaT GmbH.

Die Auswertung und Beurteilung der erzielten Ergebnisse mit Hilfe der installierten
Gerate-Software GeneMapper® (Applied Biosystems) erfolgte, falls im Kapitel
,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht anders dargestellt, durch

mich.

Analog kdonnen mit diesem Verfahren auch pathogene Repeatexpansionen in anderen
Genen wie beispielsweise der Gene, welche im Zusammenhang mit spinozerebellaren
Ataxien (SCAs) beschrieben sind, nachgewiesen werden. Die Etablierung sowie die
Auswertung dieser Untersuchungen wurden durch Mitarbeiter aus der Einzelgen-

Diagnostik und dem Labor vorgenommen.

3.8 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

Die MLPA ist ein Standardverfahren zum Nachweis von Gendosis-Veranderungen
(Deletionen/Duplikationen) und wurde im Rahmen diagnostischer Fragestellungen
angewandt. Sofern im Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen®
nicht anders dargestellt, wurde die MLPA durch Mitarbeiter aus dem CeGaT-Labor
durchgefuhrt. Verwendet wurden SALSA MLPA Probenmixe (MRC Holland)

entsprechend der Herstellerangaben.

Die Auswertung und Beurteilung der erzielten Ergebnisse erfolgte, sofern nicht anders

dargestellt, mit Hilfe der Software SequencingPilot (JSI medical sytems) durch mich.
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3.9 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine Methode, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zur relativen Quantifizierung von DNA genutzt wurde (Deletions-/Duplikationsanalyse),
falls kein spezifisches MLPA-Kit zur Verfiugung stand. Die Analyse wurde mit Hilfe des
Luminaris Color ¢ ROX gqPCR Master Mixes (ThermoFisher Scientific) und dem
QuantStudio 12 K Flex System (Life Technologies) durch Mitarbeiter aus dem CeGaT-
Labor entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Mdgliche Abweichungen von

diesem Vorgehen werden in der jeweiligen Publikation benannt.

Die Analyse der Ergebnisse und deren Beurteilung wurden mit Hilfe der installierten
Geratesoftware, falls im Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Verdoffentlichungen®

nicht anders dargestellt, durch mich vorgenommen.

3.10 Panel-Update

Das Update des CeGaT-Panels fur neurodegenerative Erkrankungen wurde in
regelmaligen Abstanden im Austausch mit externen klinischen Partnern sowie in
Zusammenarbeit mit Kollegen aus der Abteilung fur Bioinformatik durchgefihrt. In
meinen Aufgabenbereich fielen dabei die Auswahl relevanter Gene Uuber eine
umfassende Literaturrecherche sowie die Einteilung dieser Gene in verschiedene krank-
heitsspezifische Subpanels, um eine dem aktuellen Stand der Wissenschaft
entsprechende genetische Diagnostik anbieten zu kdnnen. Neben der Anwendung in
der Routine-Diagnostik wurden die verschiedenen Versionen des resultierenden
Anreicherungs-Kits (Panels) auch zur Bearbeitung von Forschungsfragestellungen

eingesetzt.

3.11 Next-Generation-Sequenzierung (NGS)

Die Next-Generation Sequenzierung dient der massiven parallelen Sequenzierung von
Millionen DNA-Fragmenten und setzt sich plattformubergreifend im Wesentlichen aus

funf Schritten zusammen:
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l. Erstellung einer Sequenzierbibliothek

Il. Amplifikation

1. Sequenzierung und Signaldetektion

V. Bioinformatische Aufbereitung der Rohdaten

V. Analyse/Auswertung

Fir die vorliegende Arbeit wurden die NGS-Plattformen SOLID® (Sequencing by
Ligation; Applied Biosystems) sowie HiSeq 2500 (Sequencing by Synthesis; lllumina®)
eingesetzt. Fur Panel-Sequenzierungen wurde das oben erwahnte Custom Design
Panel (Agilent) eingesetzt, fir Exom-Sequenzierungen das SureSelect Exome Kit
(Agilent), beides in der zum Untersuchungszeitpunkt jeweils aktuellen Version. Die
Schritte | bis Ill wurden dabei entsprechend der jeweiligen Herstellerangaben mit dem
oben beschriebenen Custom-Design-Panel flir neurodegenerative Erkrankungen oder
dem SureSelect Exome Kit von speziell geschultem Laborpersonal der Firma CeGaT
GmbH durchgefihrt. Die Aufbereitung der erhaltenen Rohdaten (Schritt 1V) erfolgte
angepasst an die verwendete Plattform nach einer definierten bioinformatischen
Pipeline durch Mitarbeiter aus der entsprechenden Fachabteilung der Firma CeGaT.

Dieser Prozess wiederum umfasst plattformubergreifend die folgenden Schritte:

IV.i Primaranalyse: Sequence Generation

Konvertierung der Rohdaten in Sequenzdaten mit assoziierten Qualitatsmerkmalen
(signal analysis, base calling, base qualtiy scoring) und Generierung von Reads (read
generation) mittels jeweils installierter Geratesoftware; Demultiplexing von gepoolten

Proben.

IV.ii Sekundaranalyse: Alignment / Variant Detection

Alignment gegen das Referenzgenom (HiSeq 2500: Burrows Wheeler Aligners BWA-
mem; SOLID: BFAST); Filterung von PCR-Duplikaten (duplicate read filtering); Re-
Alignment der Reads in der Nahe von InDels; Re-Kalibrierung der Qualitatsmerkmale;

Detektion von Varianten (variant calling) in der kodierenden Region und in benachbarten
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intronischen Regionen (+ 8 bp) bis zu einer Minor Allele Frequency von 1% (HiSeq
2500: SAMtools und VarScan; SOLID: GATK; bekannt pathogene Varianten werden bis

zu + 30 bp detektiert); Filterung von falsch-positiven Varianten.

IV.iii Tertidranalyse: Annotation

Bereitstellung von Kontextinformation (Frequenz, Art der Veranderung, Konsequenz auf
Proteinebene, Konservierung) durch Implementierung gangiger Datenbanken und einer

CeGaT-internen Datenbank.

Ziel dieses Prozesses ist die Generierung einer individuellen SNP-Liste oder
beispielsweise einer sogenannten ,common SNP-Liste® (bei vergleichenden Exom-
Analysen, siehe z.B. Kurzwelly et al. 2015 [A3]) in tabellarischer Form. Die SNP-Liste

enthalt im Wesentlichen folgende Informationen:

« Chromosomale Position detektierter Veranderungen

« Lokalisation und Art nachgewiesener Veranderungen auf cONA-Ebene
+ Konsequenz detektierter Veranderungen auf Proteinebene

+ Zygotie nachgewiesener Veranderungen

+ Beobachtete Frequenz der Veranderungen in der Allgemeinbevdlkerung

» Evolutionare Konservierung der betroffenen Positionen

Anhand dieser sowie zusatzlicher Informationen aus verschiedenen (genspezifischen)
Datenbanken, aktueller Literatur und in-silico Online-Vorhersagetools erfolgt dann die
Beurteilung aller detektierten Varianten hinsichtlich des beobachteten Phanotyps des

untersuchten Patienten (Schritt V).

Diese Auswertung (detaillierte Beschreibung siehe Abschnitt 3.12) wurde, sofern im
Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht anders

beschrieben, von mir vorgenommen. Im Falle von diagnostischen Fragestellungen
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erstellte ich aulerdem eine beurteilende Zusammenfassung der Ergebnisse in Form

eines Befundbriefes an den einsendenden Arzt (siehe auch Abschnitt 3.13).

3.12 Auswertung von NGS-Daten und Beurteilung detektierter
Varianten

Die Auswertung der generierten NGS-Daten erfolgte auf Basis der bereitgestellten SNP-
Listen, sofern im Kapitel ,Eigenanteil an gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht
anders dargestellt, durch mich. Die Beurteilung von detektierten Varianten hinsichtlich
einer moglichen Pathogenitat und deren klinischer Relevanz fur den einzelnen Patienten
ist sowohl im Rahmen von diagnostischen als auch von wissenschaftlichen

Fragestellungen von zentraler Bedeutung fir die vorliegende Arbeit.

Die Beurteilung nachgewiesener Varianten basiert im Wesentlichen auf folgenden

Kriterien:

* Frequenz in der Allgemeinbevodlkerung und in einem grof3en inhouse-Datensatz:
Exome Variant Server, ExAC Browser, dbSNP, 1000 Genomes, Ensembl,
genspezifische Datenbanken (Informationen aus dbSNP und ExXAC in SNP-Liste
enthalten). Sofern nicht anders dargestellt, wurden entsprechend der Empfehlungen
innerhalb der CeGaT GmbH folgende Grenzwerte festgelegt (ausgenommen sind
bekannt pathogene Mutationen mit Frequenzen oberhalb der festgelegten
Grenzwerte): Minor allele frequency <0,1% bei dominanter Vererbung, minor allele

frequency <1% bei rezessiver Vererbung.

« Konsequenz der Veranderung auf Proteinebene: z.B. frameshift, nonsense,
missense, splicing, deletion/duplication, synonymous (Information in SNP-Liste

enthalten)

+ Lage der Veranderung im Protein: z.B. innerhalb funktioneller Domanen oder
Repeat-Regionen (z.B. via ExPASy https://www.expasy.org/genomics; Uniprot

http://www.uniprot.org/)

*  Vererbungsmodus: Dominant/rezessiv
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* Zygotie: Heterozygot/homozygot (Information in SNP-Liste enthalten)
* Phanotyp des Patienten

» Evolutionare Konservierung: Multiple Alignments Uber mehrere Spezies (z.B. via

NCBI HomoloGene, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene)

* In-silico Vorhersagen anhand verschiedener Online-Tools: z.B. MutationTaster,
PolyPhen2, PROVEAN, SIFT, NetGene2, Splice Site Prediction by Neural Network

« Uberpriifung der generierten Reads durch Visualisierung mittels IGV (z.B.

Ausschluss von Artefakten, Uberpriifung der Coverage).

 Evidenz aus der Literatur

Sofern nicht in der bereitgestellten SNP-Liste enthalten, wurden die bendtigten
Informationen durch mich zusammengetragen und entsprechend der jeweiligen
Fragestellung eingeordnet, analysiert und beurteilt. Durch die Zusammenschau dieser
Analysen und Recherchen konnte ich so eine Klassifizierung nachgewiesener Varianten
als pathogen, moglicherweise pathogen, unklar, wahrscheinlich benigne und benigne
vornehmen. Dies entspricht der in einem Consensus Paper von Richards et al. (2015)

vorgeschlagenen Vorgehensweise zur Klassifizierung von Varianten.

Abweichungen von diesem Vorgehen waren als Anpassung an die jeweilige
Fragestellung moglich. Dies schliefl3t beispielsweise die Erniedrigung des Grenzwertes
der Frequenz bei sehr seltenen Erkrankungen oder die Konzentration auf homozygote
Varianten bei Patienten aus konsanguinen Familien durch eine von mir vorgenommene
entsprechende Filterung und Bearbeitung der bereitgestellten SNP-Liste ein. Die
beschriebene Vorgehensweise gilt auch fur die Bearbeitung von ,common SNP-Listen®,
welche nach Rucksprache von Mitarbeitern aus der Abteilung fur Bioinformatik

bereitgestellt wurden.

Abweichungen von der hier beschriebenen Vorgehensweise wurden jeweils im
entsprechenden Unterkapitel im Abschnitt ,Ergebnisse und Diskussion® festgehalten.
Die durchschnittliche Anzahl an zu beurteilenden Varianten variierte dabei von etwa

zehn bis 15 Varianten bei der Analyse eines einzelnen Subpanels, bis hin zu mehreren
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Tausend Varianten bei Einzel-Exomen, beispielsweise bei der Suche nach mdglichen

Kandidatengenen.

3.13 Erstellung von Befundbriefen

Im Kontext diagnostischer Fragestellungen erfolgte die Erstellung medizinischer
Befundbriefe an den einsendenden Arzt durch mich. Ein solcher Befundbrief enthalt
neben einer Beschreibung der angewandten Methoden die zusammengefassten und vor
dem Hintergrund des Phanotyps des Patienten beurteilten Ergebnisse der NGS-
Diagnostik (siehe Abschnitt 3.12). Der Befundbrief muss neben der genauen
Benennung nachgewiesener Varianten, Informationen Uber deren Pathogenitat, deren
Vererbungsmodus, deren Konsequenzen auf das betreffende Protein, deren
phanotypische Auspragung, deren Bedeutung fur Familienangehorige und Verweise auf

aktuelle Literatur enthalten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden, soweit im Kapitel ,Eigenanteil an
gemeinschaftlichen Veroffentlichungen® nicht anders dargestellt, nicht nur die
Befundbriefe fur die im Kapitel ,Publikationen® beschriebenen Patienten bzw. Familien
durch mich erstellt. Zusatzlich wurden zahlreiche weitere Befunde im Rahmen

diagnostischer Auftrage durch mich angefertigt.

3.14 Etablierung eines Amplikon-basierten NGS-Ansatzes

Fir das in Kapitel 4.3 vorgestellte Projekt zur Uberpriifung von HEPH als mégliches
Kandidatengen fur Erkrankungen aus dem NBIA-Spektrum wurde durch mich ein
Amplikon-basierter NGS-Ansatz etabliert. Die ldee, HEPH als Kandidatengen zu
betrachten, geht auf mich zurlck. Die Idee zur Umsetzung dieses Projektes reifte in
gemeinsamen Diskussionen mit einer CeGaT-Mitarbeiterin aus der Abteilung fur
Forschung und Entwicklung. Abgesehen von der Einbindung der Proben in einen
Sequenzierlauf wurden samtliche Versuche und Tests im Rahmen der Etablierung

dieses Ansatzes von mir selbst durchgefuhrt. Dies beinhaltete:
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Auswahl der 15 parallel im Ansatz untersuchten Gene (siehe Abbildung 5B) zum
Ausschluss moglicherweise pathogener Veranderungen in bekanntermalen mit der

Erkrankung assoziierten Genen anhand einer eingehenden Literaturrecherche

Primer-Design wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, zur Amplifikation aller kodierenden

Exons der zu untersuchenden Gene (242 Fragmente) mit folgenden Vorgaben:
o Produktlange maximal 480 bp

o Primer Ty: 60°C bis 72°C, Einteilung der Primer-Paare in drei Temperatur-

kategorien und jeweils Anpassung der Annealing-Temperatur

» Kategorie a: Primer Tr, 68°C - 72°C; Annealing 64°C
= Kategorie b: Primer T, 64°C - 68°C; Annealing 60°C
= Kategorie c: Primer T, 60°C - 64°C; Annealing 56°C

o Primer-Lange 21 nt bis 30 nt
o CG-Gehalt 40% bis 60%
o Einfugen eines NGS-Tags (definierte Nukleotidsequenz)

Einzeltestung aller Primer-Paare mit Test-DNA mittels PCR und Gelelektrophorese
nach Standardbedingungen wie im Abschnitt 3.3 und 3.4 beschrieben; Re-Design

weniger ausgefallener Primer

Zusammenstellung von Primer-Paaren in 10er-Pools unter Berucksichtigung der
Temperaturkategorien und der jeweiligen ProduktgroRen (Vermeidung von sehr

ahnlichen ProduktgroRen innerhalb eines Primer-Pools)
Etablierung eines Multiplex-PCR-Ansatzes mit Test-DNA:

o Experimentelle Bestimmung der minimalen Anzahl an PCR-Zyklen, die eine
visuelle Kontrolle der PCR-Produkte per Gelelektrophorese erlaubt, zur

Vermeidung unnotiger Zyklen und damit zur Reduktion der Fehlerrate

o Experimentelle Bestimmung der optimalen Primer-Konzentration innerhalb eines
Pools, um Unterschiede in der Effizienz der einzelnen PCR-Reaktionen

auszugleichen
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Dies resultierte in folgender Multiplex-PCR und folgendem Cycling-Programm:

X

95°C 10 min 1
2x AmpliTag Gold PCR Master Mix 10 pl 10 pl
96°C 5 sec
H,O 4.5 ul 5 ul 64°C/60°C/56°C 5 sec 25x
68°C 40 sec
Primer Mix (0,5 pmol/ul each primer) 5ul 5ul
72°C 10 sec 1x

Tabelle 3: Pipettierschema und Cycling-Protokoll der etablierten Multiplex-PCR (Annealing-Temperatur je
nach Primer-Kategorie 64°C, 60°C oder 56°C)

* Aufreinigung der PCR-Produkte mit Hilfe des MinElute PCR Purification Kits
(Qiagen) mit folgenden Abweichungen zum Protokoll des Herstellers: Einsatz von 15
pl PCR-Produkt und 75 ul PB-Puffer; Einsatz von 12 ul EB-Puffer

« Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Nanodrop (Thermo Scientific)
beziehungsweise Bioanalyzer High Sensitivity Chip (Agilent Technologies)
entsprechend der Herstellerangaben

* Erneute Aufreinigung der PCR-Produkte mittels magnetischer Beads (Agencourt®

AMPure® XP-Kit, Beckman Coulter) entsprechend der Herstellerangaben

+ Erstellung von gepoolten paired-end libraries mittels des Nextera DNA Library
Preparation Kits (lllumina) entsprechend der Herstellerangaben mit folgenden
Abweichungen: Statt 15 pyl des Nextera PCR Master Mixes wurden 30 pl des
AmpliTag Gold PCR Master Mixes eingesetzt, als Anpassung an das veranderte
Reaktionsvolumen wurden zur Aufreinigung 36 pl statt der vorgesehenen 30

beads eingesetzt
« Sequenzierung auf dem HiSeq 2500 (lllumina)

* Anwendung der bioinformatischen Pipeline wie in Abschnitt 3.11 (Schritte IV.i bis

IV.iii) beschrieben durch Mitarbeiter aus der Abteilung fur Bioinformatik
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* Visuelle Kontrolle der generierten Reads hinsichtlich Coverage mit dem Integrative

Genomics Viewer (IGV, Broad Institute)

Die in Kapitel 4.3 erwahnte Sanger-Sequenzierung beziehungsweise die Auswertung
von NGS-Daten hinsichtlich Varianten im HEPH-Gen bei 38 von mir ausgewahlten
Patienten mit entsprechender Symptomatik erfolgte wie in den Abschnitten 3.5 und 3.12

beschrieben durch mich.

3.15 Statistische Methoden

Zum Vergleich des mittleren Erkrankungsalters von Patienten im Rahmen der Panel-
Sequenzierung einer deutschen ALS-Kohorte (Kapitel 4.2) wurde der Kruskal-Wallis
Rank Sum Test durch Mitarbeiter aus der Abteilung fur Bioinformatik der CeGaT GmbH
durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Um die im Kapitel 2 genannten Ziele zu erreichen, wurde die Panel- und die Exom-
Sequenzierung mittels NGS sowohl fur die Forschung als auch fur diagnostische
Zwecke eingesetzt. Abbildung 3 stellt die relevanten Teilprojekte und publizierten
Ergebnisse beziehungsweise zur Publikation eingereichte Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit in ihrem jeweiligen methodischen Kontext dar.

Kriiger et al. [A9] und [4.2]:
Panel-Sequenzierungeiner
deutschen ALS-Kohorte

Panel-Design [4.1]

Rempe et al. 2016 [A6):
Compound-heterozygote
POLG-Mutationen bei Parkinson HEPH als moégliches neues

Kandidatengen fiir NBIA [4.3]

Dudesek et al. [A8]:

Nachweis einer ERLIN2-Mutation bei
autosomal-
dominanter HSP

Diagnostik - Forschung

Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die im Rahmen der vorgelegten Dissertation bearbeiteten
NGS-basierten Projekte in ihrem jeweiligen methodischen und inhaltlichen Kontext.

4.1 Panel-Design

Zu den Aufgaben innerhalb der Promotion bei der CeGaT GmbH zahlte neben der
Bearbeitung verschiedener Projekte, die auf die weitere Erforschung der genetischen
Grundlagen neurodegenerativer Erkrankungen abzielten, auch die regelmalige
Erweiterung und Aktualisierung des Diagnostik-Panels fir neurodegenerative
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Erkrankungen und Bewegungsstorungen anhand aktueller Literatur (siehe auch Kapitel
3.10). Wahrend das zu Beginn der Promotion Anfang 2012 eingesetzte Anreicherungs-
Kit NDD_v2 inklusive zahlreicher Kandidatengene 277 Gene ohne Einteilung in
Subpanels je nach Phanotyp umfasste, beinhaltet die Version NDD_v6 inklusive einiger
Kandidatengene 477 Gene, eingeteilt in 24 definierte Subpanels. Damit kann folglich
eine umfassende und dem aktuellen Stand der Wissenschaft entsprechende
humangenetische Diagnostik fur unterschiedliche neurodegenerative Erkrankungen und
Bewegungsstorungen wie  beispielsweise  Parkinson, Demenz, @ Amyotrophe
Lateralsklerose, Ataxie, hereditare spastische Spinalparalysen oder Dystonie sowie

einige weitere seltene Erkrankungen angeboten werden.

Im Rahmen der vorliegenden Promotion fand dieses Diagnostik-Panel in unter-
schiedlichen Versionen neben den in den folgenden Kapiteln beschriebenen
Forschungsprojekten auch vielfache Anwendung im Rahmen von diagnostischen
Fragestellungen. Dies beinhaltete sowohl die Auswertung der generierten NGS-Daten
sowie die Erstellung eines fundierten medizinischen Befundes, welcher nachgewiesene
Varianten nicht nur beschreibt, sondern deren Relevanz im Hinblick auf den Phanotyp
des Patienten auch zu beurteilen und einzuordnen versucht. Beispielhaft sei in diesem
Zusammenhang auf zwei Manuskripte verwiesen, die auf der Beschreibung zweier Falle
aus der Routine-Diagnostik der CeGaT GmbH beruhen (Rempe et al. [A6]; Dudesek et
al. [A8]).

4.2 Panel-Sequenzierung in einer deutschen ALS-Kohorte
4.2.1 Hintergrund

Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) handelt es sich um eine multisystemische
neurodegenerative Erkrankung mit bevorzugtem Befall von Motoneuronen, die zu einer
muskularen Paralyse und meist innerhalb weniger Jahre zum Tod fuhrt (Peters et al.
2015). Das mittlere Erkrankungsalter wird fur die sporadische Form mit 56 Jahren und
far die familiare Form mit 46 Jahren angegeben (Kinsley und Siddique 2015). Manner

sind im Verhaltnis 1,5:1 haufiger betroffen als Frauen (Bento-Abreu et al. 2010). Die
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Pravalenz der ALS in der Bevolkerung betragt etwa 1:20.000 und die weltweite Inzidenz
liegt bei circa 1:50.000 pro Jahr (Chen et al. 2013).

Seit im Jahr 1993 durch Rosen und Kollegen mit einer Mutation im SOD7-Gen erstmals
eine genetische Ursache der ALS beschrieben wurde, kommt der Erforschung der
genetischen Grundlagen der ALS wachsende Bedeutung zu (Rosen et al. 1993). In etwa
10% der Falle wird die Erkrankung als familidr eingestuft (mindestens ein weiteres
betroffenes Familienmitglied), wohingegen 90% der Erkrankungen als sporadisch
klassifiziert werden (Chen et al. 2013).

Die Amyotrophic Lateral Sclerosis Online genetics Database listet aktuell 126 Gene, die
als relevant in der Atiologie der ALS gelten oder mit der Erkrankung assoziiert werden
(Abel et al. 2012, http://alsod.iop.kcl.ac.uk/, letzter Zugriff: 22.12.2015). Demnach gilt die
Amyotrophe Lateralsklerose als Erkrankung, die durch eine grofde Lokusheterogenitat
gekennzeichnet ist und sowohl autosomal-dominant als auch autosomal-rezessiv oder
X-chromosomal vererbt werden kann (Chen et al. 2013). Die am haufigsten betroffenen
Gene C9orf72, SOD1, FUS und TARDBP bedingen dabei einen Anteil von mehr als
60% der familiaren Falle. Allerdings wurden kausale Mutationen in Genen, die mit der
familiaren Form der Erkrankung in Verbindung gebracht wurden, auch bei Patienten, die
an der sporadischen ALS erkrankt sind, nachgewiesen, wenn auch in geringerem
Ausmaly (Su et al. 2014), beispielsweise durch unvollstandige Penetranz, nicht-

biologische Vaterschaft, autosomal-rezessive Vererbung oder de novo Mutationen.

Durch den Einsatz von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) und der NGS-
Technologie konnten innerhalb der letzten Jahre zahlreiche neue Krankheitsgene,
Kandidatengene, Risikofaktoren und Modifikatoren (z.B. mit Effekt auf das
Erkrankungsalter, die Progressionsrate oder die klinische Manifestation) identifiziert
werden (Bettencourt und Houlden 2015). Vor allem Risikofaktoren und Modifikatoren
sind dabei nicht zwingend direkt ursachlich, sondern kdnnen moglicherweise auch
indirekt im Zusammenspiel mit anderen genetischen Faktoren nachteilig wirken (Renton
et al. 2014).

Mutationen in ALS-assoziierten Genen bewirken verschiedene molekulare Patho-

mechanismen, welche neurodegenerative Prozesse initieren oder fordern und
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umfassen unter anderem die Aggregation fehlgefalteter Proteine (vornehmlich
Aggregate des TDP-43 Proteins, kodiert durch das TARDBP-Gen), mitochondriale
Dysfunktion und daraus resultierenden oxidativen Stress sowie Defekte in der axonalen
Struktur und innerhalb axonaler Transportmechanismen (Redler und Dokholyan 2012,
siehe auch Kapitel 1.2). Da die genannten Mechanismen weniger als spezifische,
sondern vielmehr als Ubergeordnete Motive neurodegenerativer Veranderungen gelten,
wird die ALS zunehmend in einen Kontext neurodegenerativer Erkrankungen mit teils
stark Uberlappenden Pathologien und Phanotypen gestellt (Redler und Dokholyan
2012). Dies wird noch verdeutlicht durch Berichte von Patienten, die potentiell
pathogene Varianten in Genen tragen, welche mit verwandten Pathologien (z.B.
Frontotemporale Demenz, hereditare spastische Paralyse oder Spinale Muskelatrophie)

verknupft sind.

Aktuell wird auRerdem eine Hypothese diskutiert, wonach die ALS eine Erkrankung von
komplexer genetischer Ursache ist. Verschiedene Kohortenstudien an fALS und sALS
Patienten berichten Uber Haufigkeiten von 1,6% bis 31,7%, mit der potentiell pathogene
Varianten in mehr als einem ALS-assoziierten Gen nachgewiesen werden konnten
(Kenna et al. 2013; van Blitterswijk et al. 2012; Cady et al. 2015). Das Vorliegen mehr
als einer moglicherweise pathogenen Variante wurde beispielsweise bei Cady et al.

(2015) mit einem um zehn Jahre signifikant jingeren Erkrankungsalter verknUpft.

4.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Das TuRoBo-Projekt stellt eine Kooperation zwischen Tubingen (Stefanie Kriger und
Dr. Dr. Saskia Biskup, CeGaT GmbH), Rostock (PD Dr. med. J. Prudlo, Klinik far
Neurologie und Poliklinik) und Bochum (Dr. med. T. Grehl, Neurologische
Universitatsklinik und Poliklinik) dar mit dem Ziel, zum Verstandnis der genetischen
Grundlagen der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) beizutragen. Auferdem soll
gleichzeitig der Nutzen der Panel-Sequenzierung mittels NGS sowohl in der
humangenetischen Forschung als auch in der molekulargenetischen Diagnostik

aufgezeigt werden. Um dies zu erreichen, wurden folgende Projektziele definiert:
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A. Nachweis publizierter und bisher unbeschriebener potentiell pathogener

Varianten in 39 ALS-assoziierten Genen.
B. Untersuchung eines komplexen genetischen Modells der ALS.

C. Verknupfung der ALS mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen auf
genetischer/mechanistischer Ebene anhand der Analyse mehr als 200

zusatzlicher Gene.

Im Zeitraum April 2011 bis August 2012 wurden hierfur im Rahmen der
Patientenversorgung in Spezialsprechstunden der Universitatskliniken Rostock und
Bochum 80 Patienten (55% mannlich, 45% weiblich; 7,5% familiar, 92,5% sporadisch;
82,5% ALS, 6,25% ALS-FTD, 2,5% flail leg, 2,5% flail arm, 6,25% primare

Lateralsklerose (PLS); mittleres Erkrankungsalter 60,1 Jahre) rekrutiert.

Alle Patienten wurden in einem ersten Schritt auf eine pathologische Repeat-Expansion
im C9orf72-Gen hin untersucht, gefolgt von einer umfassenden Panel-Sequenzierung,
die 39 ALS-assoziierte Gene sowie 238 weitere Gene, die mit neurodegenerativen
Erkrankungen im Zusammenhang stehen, beinhaltete. Die Beurteilung nachgewiesener
Varianten erfolgte fur jeden Patienten entsprechend einer definierten Vorgehensweise
(Kruger et al. [A9]), unter anderem unter Berucksichtigung der jeweiligen Allelfrequenz,
verschiedener Vorhersageprogramme sowie spezifischer Online-Datenbanken und
aktueller Literatur (Krtger et al. [A9]). Folgende zum Zeitpunkt des Projektstarts mit ALS

assoziierte Gene wurden analysiert (Tabelle A9-1):

ALS2, ANG, APEX1, ATXN1, ATXNZ2, C9orf72, CCS, CHMP2B, DAO, DCTN1, DPP®,
FGGY, FIG4, FUS, GLE1, GRN, HEXA, HFE, ITPR2, KIFAP3, LIF, NAIP, NEFH, OPTN,
PON1, PON2, PON3, RNF19A, SETX, SLC1A2, SOD1, SPAST, SPG11, TARDBP,
UNC13A, VAPB, VCP, VEGFA und VPS54.

A. Nachweis potentiell pathogener Varianten in 39 ALS-assoziierten Genen

Anhand der Analyse von 39 mit ALS-assoziierten Genen konnten 79 seltene Varianten
(minor allele frequency, MAF_EA <1% in dbSNP, EVS oder ExAC) nachgewiesen
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werden, von denen 45 Varianten bisher nicht in der Literatur beschrieben wurden. Nach
Ausschluss synonymer Varianten, deren tatsachlicher Effekt auf das Protein ohne
weiterflhrende funktionelle Untersuchungen nicht sicher beurteilt werden kann, wurden
in Summe 54 seltene Varianten bei 23 mannlichen und 25 weiblichen Patienten
identifiziert. Dies entspricht dem Nachweis potentiell pathogener Veranderungen in 60%
der Studienteilnehmer (Abbildung 4).

Next-Generation Sequencing
of 39 ALS associated genes

filtering / IGV check

79 rare variants in 27 genes

{
(

34 known variants 45 novel variants

synonymous variants excluded

54 rare variants in 48 patients

T— w-_——
22 variants in 32 variants in
disease genes candidate genes
in 20 patients in 28 patients

v v

14 females (70%) 11 females (39%)
VS. VS.
6 males (30%) 17 males (61%)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der
angewendeten Filterschritte und Anzahl der
daraus resultierenden Varianten innerhalb der
untersuchten Kohorte (Kriiger et al. [A9]).

Von den 20 Patienten, die Trager von Varianten in anerkannten Krankheitsgenen sind,
sind 95% an der sporadischen Form erkrankt. Aufgrund der Tatsache, dass sporadische
Falle den Groldteil der Kohorte ausmachen, erscheint dies einerseits logisch,
andererseits ware dennoch eine Haufung potentiell pathogener Varianten in ALS-Genen

bei familidaren Fallen zu erwarten gewesen. Die Ergebnisse veranschaulichen jedoch,
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dass genetische Faktoren auch bei scheinbar sporadischen Erkrankungen relevant sind
und eine umfassende genetische Diagnostik bei diesen Patienten indiziert ist. Tabelle
A9-2 fasst die innerhalb der Kohorte in ALS-assoziierten Genen identifizierten Varianten

Zusammen.

Anhand der Untersuchung des C9orf72-Gens konnte bei funf sporadischen Patienten
(Pat #2, Pat #10, Pat #24, Pat #373, Pat #673; 6,3% der Gesamtkohorte, mittleres
Erkrankungsalter 67,6 Jahre) eine pathologische Repeatexpansion (n Repeats =30)
sowie bei vier Patienten (Pat #6, Pat #25, Pat #26, Pat #729; 5% der Gesamtkohorte,
mittleres Erkrankungsalter 57,0 Jahre) eine intermediare Repeatexpansion (20 bis

einschliel3lich 29 Repeateinheiten) nachgewiesen werden (Tabelle A9-3).

Aktuell wird noch diskutiert, ab welcher genauen Repeatanzahl ein klar pathologischer
Effekt angenommen werden kann und inwieweit intermediare Expansionen nachteilig
auf den Phanotyp wirken (Rohrer et al. 2015). Wie bereits in Kapitel 4.2.1 dargestellt,
gehort C9orf72 zu den am haufigsten betroffenen Genen bei ALS/ALS-FTD und bedingt
in Deutschland 21,7% der familidaren und 5,2% der sporadischen ALS-Erkrankungen
(Majounie et al. 2012). Demnach spiegelt der Prozentsatz der identifizierten
Mutationstrager (n Repeats = 30) bei sporadischen Fallen den Erwartungswert grob
wider, wohingegen dies bei familidaren Erkrankungen nicht der Fall ist. Auffallig ist das
um eine Dekade jungere Erkrankungsalter bei Tragern einer intermediaren
Repeatexpansion (20 bis 29 Repeateinheiten) im Vergleich zu Tragern von pathogenen
Repeatexpansionen. Analog zu einer Hypothese von van Blitterswijk und Kollegen
(2012), wonach zusatzliche genetische Faktoren die Pathogenese der ALS bei Tragern
pathogener C9orf72-Repeatexpansionen beeinflussen, konnten auch bei Tragern von
intermediaren Repeatexpansionen zusatzliche Varianten modulierend auf den Phanotyp
oder das Manifestationsalter wirken. Tatsachlich konnten bei zwei der vier Trager einer
intermediaren Expansion (Pat #26, Pat #729) zusatzliche Varianten in ALS-assoziierten
Genen nachgewiesen werden. Innerhalb der funf Trager einer pathogenen
Repeatexpansion konnten ebenfalls zwei Patienten (Pat #10 und Pat #373) mit

zusatzlichen Varianten identifiziert werden (Tabelle A9-3).

37



4. Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Untersuchung konnten auflerdem bei 28 Patienten in Summe 32
seltene Varianten in Kandidatengenen, Risikofaktoren oder Modifikatoren identifiziert
werden (Tabelle A9-2). Beispielsweise konnte bei vier Patienten jeweils eine
heterozygote missense-Variante im GRN-Gen nachgewiesen werden. Obwohl bisher
hauptsachlich loss-of-function Mutationen in GRN als ursachlich fir eine frontotemporale
Demenz beschrieben wurden (Gass et al. 2006), deuten neuere Erkenntnisse darauf
hin, dass missense Mutationen in GRN auch mit der Pathogenese der ALS verknUpft
sind (Cannon et al. 2013). Folglich sollte die genetische Routine-Diagnostik bei ALS
zukunftig auch die Analyse des GRN-Gens umfassen. Weiterhin konnten acht Varianten
im FGGY-Gen, sieben Varianten in ITPR2 und drei Varianten im UNC173A-Gen

nachgewiesen werden, welche mdglicherweise modulierend wirken kdnnten.

Ein Vergleich der Haufigkeit, mit der Varianten in den untersuchten Genen innerhalb der
hier beschriebenen Kohorte und in publizierten auslandischen Kohorten auftreten,
deutet darauf hin, dass die entsprechenden Genfrequenzen mdglicherweise aufgrund
von Grundereffekten von Population zu Population variieren kdnnen (Tabelle A9-6). Als
Beispiel seien Varianten in VAPB genannt, welche bei 5% der hier untersuchten
deutschen Patienten, jedoch nicht bei US-amerikanischen oder irischen Patienten

identifiziert werden konnten (Couthouis et al. 2014; Kenna et al. 2013).

B. Untersuchung eines komplexen Vererbungsmodells der ALS

In Anlehnung an publizierte Studien, welche ein komplexes Vererbungsmodell der ALS
befurworten (z.B. van Blitterswijk et al. 2012), wurden im Rahmen dieses Projektes 15
Patienten (18,8% der Gesamtkohorte, 10 weiblich, 5 mannlich) identifiziert, die Trager
mehr als einer potentiell pathogenen Variante sind (Tabelle A9-4, synonyme Varianten
ausgeschlossen). Vier dieser 15 Patienten sind auRerdem Trager einer pathogenen (Pat
#10, Pat #373) oder intermediaren (Pat #26, Pat #729) C9orf72-Repeatexpansion.

Ein komplexes Vererbungsmodell der ALS konnte aktuell diskutierten Hypothesen
zufolge sowohl die oftmals beobachtete reduzierte Penetranz als auch die grofde inter-
und sogar intrafamiliare phanotypische Variabilitat der Erkrankung erklaren. Eine Arbeit

von Cady und Kollegen (2015) beispielsweise zeigte, dass das Erkrankungsalter bei
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Patienten, die Trager von mindestens zwei potentiell pathogenen Varianten waren, um
zehn Jahre niedriger war im Vergleich zu Patienten mit lediglich einer Variante
(Untersuchung von 17 ALS-Genen bei 391 Patienten; 3,8% der Patienten waren Trager
von mindestens zwei potentiell pathogenen Varianten). Der auffallige Unterschied
zwischen den Zahlen von Cady et al. (3,8%) und der hier diskutierten Untersuchung
(18,8%) konnte damit begrindet sein, dass Cady und Kollegen ausschlie3lich
beschriebene ALS-Gene untersuchten, wohingegen in dieser Studie zusatzlich auch
Kandidatengene und genetische Risikofaktoren sowie Modifikatioren der ALS analysiert

wurden.

Ein Vergleich des mittleren Erkrankungsalters von Patienten, bei denen keine Variante
(57,8 Jahre), eine Variante (61,3 Jahre) oder mindestens zwei Varianten (65,0 Jahre)
nachgewiesen werden konnten, zeigte anders als bei Cady und Kollegen eine spatere
Manifestation der Symptomatik mit zunehmender Anzahl nachgewiesener Varianten,
auch wenn diese Unterschiede statistisch nicht signifikant waren (Kruskal-Wallis Rank
Sum Test). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne Varianten einen
vorteilhaften oder nachteiligen Effekt auf weitere gleichzeitig vorliegende Varianten oder
Mutationen ausuben. Als Beispiel hierfir kann moglicherweise das /ITPR2-Gen gelten.
Im Rahmen dieser Studie konnten Varianten in /ITPR2 bei sieben Patienten gemeinsam
mit mindestens einer weiteren Variante nachgewiesen werden. Im Vergleich zu
Patienten, die Trager einer beliebigen Kombination von Varianten waren, war das
mittlere Erkrankungsalter von Patienten mit /TPR2-Varianten in Kombination mit
anderen Varianten leicht erniedrigt (66,6 Jahre versus 64 Jahre). Obwohl diese
Erniedrigung statistisch nicht signifikant war, kdnnte dies auf einen nachteiligen Effekt

von zusatzlichen Varianten im ITPR2-Gen hinweisen.

C. Verknupfung der ALS mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen

Eine aktuell viel diskutierte Hypothese besagt, dass neurodegenerative Erkrankungen
weniger als jeweils eigenstandige Entitdten anzusehen sind, sondern vielmehr in der
variablen Manifestation Ubergeordneter Pathomechanismen resultieren, welche

wiederum kennzeichnend fur neurodegenerative Prozesse sind (Armstrong 2012, siehe

39



4. Ergebnisse und Diskussion

auch Kapitel 1.2). Um die beschriebene Kohorte einer Evaluation dieser Hypothese zu
unterziehen, wurden parallel zu den 39 ALS-assoziierten Genen auch 238 zusatzliche
Gene sequenziert, welche mit verwandten Krankheitsbildern wie beispielsweise der
hereditaren spastischen Spinalparalyse (HSP) oder der spinalen Muskelatrophie (SMA)

aber auch anderen neurodegenerativen Erkrankungen verlinkt sind.

Dies fUhrte zur Identifikation von 12 Patienten, die potentiell pathogene Veranderungen
innerhalb dieser 238 Gene tragen und als mdgliche Differentialdiagnosen betrachtet

werden konnten (Tabelle A9-5).

Bei Pat #38 beispielsweise wurden zwei heterozygote Varianten im GBE7-Gen
detektiert. Mutationen in GBE1 kbnnen einem autosomal-rezessiven Erbgang folgend
eine adulte Polyglukosankoérper-Erkrankung (adult Polyglucosan body disease, APBD)
verursachen, welche unter anderem durch Auffélligkeiten der oberen Motoneurone
ahnlich zur ALS sowie kognitive Defizite und einen Glykogen-Branching-Enzym-Mangel
gekennzeichnet ist (Klein 2013). Da der betroffene Patient im Rahmen der letzten
klinischen Untersuchung (PD Dr. med. J. Prudlo, Rostock) deutliche Anzeichen einer
Schadigung speziell der oberen Motoneurone sowie kognitive Beeintrachtigungen
zeigte, konnte APBD unter der Voraussetzung, dass beide nachgewiesenen Varianten
im compound-heterozygoten Zustand vorliegen differentialdiagnostisch mdglicherweise
in Frage kommen. Ob die Veranderungen beide Allele betreffen, konnte allerdings nicht
untersucht werden, da im vorliegenden Fall weder eine Segregationsanalyse innerhalb

der Familie noch eine PCR basierend auf mutationsspezifischen Primern moglich war.

Auffallig bei der Betrachtung der Gesamtkohorte dagegen war der Nachweis von
heterozygoten Varianten im SPG7-Gen bei vier sporadisch erkrankten Patienten
(Tabelle A9-5). Mutationen in SPG7 konnen einem meist autosomal-rezessiven Erbgang
folgend eine spastische Paraplegie vom Typ 7 verursachen, welche unter anderem
durch eine Spastik und Schwache der unteren Extremitaten sowie in einigen Fallen
durch eine zusatzliche, sehr komplexe neurologische Symptomatik charakterisiert ist
(Casari und Marconi 2010). Kirzlich wurde jedoch auch von einigen Patienten mit einer
autosomal-dominant vererbten Erkrankung im Zusammenhang mit heterozygoten
SPG7-Mutationen berichtet (z.B. Sanchez-Ferrero et al. 2013). Aufgrund dessen
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erscheint auch die differentialdiagnostische Abklarung einer SPG7-assoziierten
Erkrankung sinnvoll. Bei den innerhalb dieser Kohorte detektierten Varianten handelt es
um eine trunkierende Mutation sowie zwei missense-Mutationen, die in der Literatur
bereits als nachteilig beschrieben wurden (Brugman et al. 2007; Bonn et al. 2010),
sodass zumindest eine Mitursachlichkeit dieser Mutationen fir den Phanotyp denkbar
scheint. Obwohl weiterfuhrende Studien zwingend notig sind, um den tatsachlichen
Effekt von Veranderungen im SPG7-Gen im Kontext von Motoneuronerkrankungen zu
definieren, wird deutlich, dass die Einbeziehung moglicher Differentialdiagnosen in der

Routine-Diagnostik vorteilhaft sein kann.

Zusammenfassend konnte anhand einer umfassenden Panel-Sequenzierung gezeigt
werden, dass die Amyotrophe Lateralsklerose innerhalb der untersuchten deutschen
Kohorte eine grol3e genetische Heterogenitat aufweist, welche nicht ausschlie3lich auf
ALS-assoziierte Gene limitiert ist, sondern sich auch auf Kandidatengene und
genetische Modifikatoren oder Risikofaktoren erstreckt. Uberraschend war dabei die
niedrige Frequenz, mit der potentiell pathogene Varianten in den laut Literatur am
haufigsten betroffenen Genen SOD7 und C9orf72 beobachtet werden konnten.
Stattdessen konnte bei vier Patienten eine Variante im GRN-Gen nachgewiesen
werden. Dies deutet in Ubereinstimmung mit anderen Studien darauf hin, dass
Mutationen in GRN auch in der Pathogenese reiner ALS-Erkrankungen relevant sein

konnten.

In Anlehnung an eine aktuell diskutierte Hypothese wurden die Individuen der Kohorte
hinsichtlich des gleichzeitigen Auftretens mehr als einer potentiell pathogenen Variante
analysiert. Abweichend von in der Vergangenheit publizierten Kohorten-Studien konnte
allerdings kein niedrigeres Erkrankungsalter bei Tragern mehr als einer Variante
festgestellt werden. Dies schliet modifizierende Effekte, die auf das gleichzeitige

Auftreten mehrerer Varianten zurtickzufihren sein kdnnten, jedoch nicht aus.

Die parallele Sequenzierung von 238 Genen aus dem Kontext neurodegenerativer
Erkrankungen lieferte aullerdem Hinweise darauf, dass in einem substantiellen Anteil
von Betroffenen potentiell pathogene Varianten in Genen, die mit verwandten

Pathologien assoziiert sind, vorliegen konnten.
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In der Zusammenschau verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die NGS-Technologie
einen entscheidenden Beitrag zur Aufklarung und Erforschung der genetischen
Heterogenitat komplexer Erkrankungen leisten kann. Die Translation dieser Ergebnisse
in die molekulargenetische Diagnostik zeigt aulRerdem, dass eine umfassende Panel-
Diagnostik nach dem Ausschluss einer pathogenen Repeatexpansion im C9orf72-Gen
nicht nur bei familidaren Fallen, sondern im gleichen MalRe auch bei sporadischen
Erkrankungen angeboten werden sollte. Eine solche umfassende Diagnostik sollte
aullerdem relevante Differentialdiagnosen der ALS mit Schadigung der Motoneurone

einschliel3en.

Damit kann das beschriebene Projekt als Beispiel dafur gelten, wie Ergebnisse aus der
humangenetischen Forschung ganz unmittelbar zum Wohl des Patienten in die

molekulargenetische Diagnostik implementiert werden kénnen.

4.3 ldentifikation eines Kandidatengens fiur Erkrankungen aus dem
NBIA-Spektrum

4.3.1 Hintergrund

Unter dem Uberbegriff Neurodegeneration mit Eisenablagerung im Gehirn wird eine
Gruppe von sehr seltenen komplexen Erkrankungen zusammengefasst, welche
charakterisiert sind durch die Akkumulation von Eisen in den Basalganglien (Globus
pallidus und/oder Substantia nigra). Das phanotypische Spektrum reicht dabei von
Dystonie, zerebellarer Ataxie, Demenz und Spastik Uber Parkinsonismus bis hin zu
neuropsychiatrischen Auffalligkeiten, optischer Atrophie und retinaler Degeneration bei
variablem Erkrankungsalter (Gregory und Hayflick 2014). Aktuell sind zehn hereditare
Formen samt zugehdrigem Gen beschrieben. Trotz der namensgebenden
Auffalligkeiten im Eisenmetabolismus, sind allerdings nur zwei dieser Entitaten mit
Veranderungen in Genen verknupft, die direkt in den Eisenmetabolismus involviert sind
(Neuroferritinopathie und Aceruloplasminamie, verknipft mit Mutationen im FTL-
beziehungsweise CP-Gen). Mehrheitlich fungieren die im Zusammenhang mit NBIA

beschriebenen Gene im Lipidstoffwechsel und in den Mitochondrien (z.B. PANK2,
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PLA2G6, FA2H) oder sind essentiell fur lysosomale und autophagosomale Prozesse
(z.B. WDR45, ATP13A2; Levi und Finazzi 2014, siehe auch Kapitel 1.2).

Obwohl die exakten Mechanismen des Eisenstoffwechsels im ZNS nur teilweise
aufgeklart sind, ist bekannt, dass eine Vielzahl an Proteinen an der Aufnahme von Eisen
aus der systemischen Zirkulation Uber die Blut-Hirn-Schranke und die Verteilung
innerhalb des ZNS beteiligt ist (Rouault 2013). Eine zentrale Rolle kommt dabei
Ferroxidasen zu, welche die Oxidation von Fe?* zu Fe®" katalysieren und damit den
Export von Eisen aus Zellen vermitteln (Zhao et al. 2015). Ein Funktionsverlust von
Ferroxidasen resultiert folglich in einer zytotoxischen Akkumulation von Eisen innerhalb
der Zellen. Zu den Ferroxidasen im ZNS gehdren unter anderem Ceruloplasmin (CP)
und Hephaestin (HEPH), die eine gro3e Homologie von 50% auf Aminosauren-Ebene
aufweisen (Zhao et al. 2015).

Untersuchungen der sogenannten sla-Maus (sex-linked anemia), welche eine in-frame
Deletion (194 Aminosauren) im Heph-Gen aufweist, konnten zeigen, dass eine
eingeschrankte Proteinfunktion bei den Tieren einerseits in einer systemischen Anamie
sowie andererseits gleichzeitig in einer Akkumulation von Eisen in Oligodendrozyten, wo
Heph exprimiert wird, resultiert (lokale Eisendefizienz versus lokale Eisenakkumulaton).
Im Alter von etwa sechs Monaten manifestierte sich die Eisen-Akkumulation bei der sla-
Maus in motorischen Defiziten (Vulpe et al. 1999; Schulz et al. 2011). Jiang und
Kollegen (2015) berichten von vergleichbaren Ergebnissen sowie der spezifischen
Akkumulation von Eisen im Kortex, Hippocampus, Hirnstamm und Kleinhirn von Heph™-

Mausen.

Die parallele Untersuchung von Cp-Méausen zeigte eine Eisenakkumulation in
Astrozyten, allerdings erst im Alter von etwa 18 Monaten sowie eine erhdhte Expression
von Heph. Die Autoren schlielien daraus, dass der Funktionsverlust von Cp zumindest

zeitweise von Heph kompensiert werden kann (Jiang et al. 2015).

Da sowohl Oligodendrozyten als auch Astrozyten wichtige Funktionen in der
Aufrechterhaltung von Neuronen wahrnehmen und die Akkumulation von Eisen letztlich
neurodegenerative Prozesse anstoBt, gelten Heph’-Mause bei Jiang und Kollegen

(2015) als vielversprechendes Modell fir neurodegenerative Erkrankungen. Uber die
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Auswirkungen von Mutationen in HEPH beim Menschen ist bisher nichts bekannt (Jiang
et al. 2015).

4.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden mittels Exom-Sequenzierung wie in Kapitel
3.12 beschrieben bei einer Patientin mit Chorea, orofazialen Dyskinesien, Demenz,
Dystonie, Dysarthrie und Dysphagie sowie psychiatrischen Auffalligkeiten und positiver
Familienanamnese die Stopp-Mutation ¢.1429C>T; p.R477* sowie der Austausch
c.1945G>A; p.A649T im HEPH-Gen (NM_138737.4) im jeweils heterozygoten Zustand
nachgewiesen. Mittlerweile ist bekannt, dass es sich bei p.A649T (rs17216603) um
einen Polymorphismus mit einer globalen Allelfrequenz von mehr als 2% handelt, der
somit hdochstwahrscheinlich als benigne einzustufen ist (EXAC Browser). Da es sich bei
HEPH um ein X-chromosomales Gen handelt und der zugrundeliegende
Vererbungsmodus bisher nicht geklart ist, bleibt unklar, ob die nachgewiesene Stopp-
Mutation p.R477* (het.) allein ursachlich fir den Phanotyp einer weiblichen Patientin
sein kann. Mdglicherweise konnten in diesem Zusammenhang auch Imprinting-Effekte
(X-Inaktivierung) relevant sein, auf die an dieser Stelle jedoch nicht naher eingegangen

werden soll.

Mittels Sanger-Sequenzierung oder NGS von HEPH bei 38 weiteren Patienten (Tabelle
4; in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. A. Danek, Neurologische Klinik und Poliklinik,
Klinikum der Universitat Manchen, Prof. Dr. med. L. Schdls, Neurologische Klinik und
Hertie-Institut fur klinische Hirnforschung, Universitat Tubingen, Biobank des Hertie-
Instituts fur klinische Hirnforschung, Universitat Tubingen; siehe auch Kapitel 3.14)
konnten zusatzliche Trager von verschiedenen potentiell pathogenen Varianten im
HEPH-Gen identifiziert werden (unpublizierte Daten).
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n Patienten Phéanotyp Genetische Vorbefunde
5 Neuroakanthozytose negativ
8 Choreoathethose VPS13A negativ
12 Chorea negativ
9 Neurodegenerative Erkrankung negativ
4 NBIA CP negativ

Tabelle 4: Anzahl an Patienten und deren Phanotyp sowie genetische Vorbefunde, die im Rahmen des
beschriebenen Projekts bezlglich Varianten im HEPH-Gen gescreent wurden.

Um eine mogliche Relevanz von Hephaestin bezuglich Erkrankungen aus dem NBIA-
Spektrum zu evaluieren, sollten >190 Patienten mit klinisch diagnostizierter
Choreoathethose nach vorherigem Ausschluss von kausalen VPS73A-Mutationen
mittels Western Blot (in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. A. Danek, Neurologische
Klinik und Poliklinik, Klinikum der Universitat Minchen) hinsichtlich potentiell pathogener
Veranderungen im HEPH-Gen gescreent werden. Zu diesem Zweck wurde ein
Amplikon-basierter NGS-Ansatz etabliert, um sowohl HEPH als auch 15 weitere Gene,
die mit Differentialdiagnosen verknupft sind, moglichst kostengunstig zu sequenzieren
(sieche Kapitel 3.14). Abbildung 5 zeigt schematisch die hierfur etablierte

Vorgehensweise.

Etablierung Standard-Panel-Vorgehen

Primer- Erstellung
Design und von

Etablierung Erztiilét:ng Bioinfor- Beurteilung

Multiplex- matische von

Einzel- Primer- Sequenzier- o .
testung Pools (10x) PER Bibliothek FIEITD VENEEN

ATP13A2, ATP7B, C190rf12, CP, DCAF17, FA2H, FTL, KCNA1, NKX2-1, PANK2, PLA2G6, PRNP, VPS13A, WDR45, XK

Abbildung 5: [A] Schematische Darstellung der neu etablierten (blau) und bereits etablierten (grau)
Arbeitsschritte zur kostenglinstigen Amplikon-basierten Sequenzierung einer Kohorte mittels NGS. [B]
Liste derjenigen Gene, die im mutierten Zustand zur Auspragung von Differentialdiagnosen fiihren kénnen
und innerhalb des beschriebenen Ansatzes als Ausschluss-Gene gelten.
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Sollten anhand eines solchen Screenings weitere Trager von potentiell pathogenen
Varianten in HEPH identifiziert werden konnen, ware dies zusatzlich zu der kirzlich
erschienenen Arbeit an Heph™-Mausen von Jiang und Kollegen (2015) ein weiteres
Indiz fir eine mogliche Relevanz von HEPH in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen mit Eisenakkumulation und die erste Beschreibung

maoglicherweise ursachlicher humaner Mutationen.

Dies konnte eventuell sogar eine mogliche Therapierelevanz darstellen, da an einem
Experiment mit Cp- und Heph-defizienten Mausen gezeigt werden konnte, dass der
Einsatz des Eisenchelators Deferipron (Ferriprox®) den Eisengehalt in untersuchten
Hirnregionen mindern konnte (Zhao et al. 2015). Zusatzlich verspricht ein
Wissenszuwachs im Bereich der verschiedenen Entitaten des NBIA-Spektrums und des
Eisenmetabolismus im ZNS auch einen wichtigen Erkenntnisgewinn hinsichtlich anderer
Erkrankungen wie Parkinson oder Demenz, da der Eisenmetabolismus auch hier eine
zentrale Rolle spielt (White et al. 2015).

4.4 Evidenz fur CHCHD10 als ALS-Gen
4.4.1 Hintergrund

Sowohl anhand von Tiermodellen als auch Uber mittels iPSC gewonnene neuronale
Zellen von Patienten konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Veranderungen
der mitochondrialen Struktur, im Elektronentransport durch die mitochondrialen
Komplexe | bis IV und im Import mitochondrialer Proteine an der Pathogenese der ALS
beteiligt sind (Cozzolino et al. 2015). Da der daraus resultierende oxidative Stress, die
Calcium-vermittelte  Exzitotoxizitdt und ein  Ungleichgewicht im  zellularen
Energiestoffwechsel bereits vor der Manifestation erster Symptome beobachtet werden
kénnen, scheint den Mitochondrien eine priméare Rolle in der Atiologie der Erkrankung
zuzukommen (Cozzolino et al. 2015). Ein weiteres Indiz fur eine essentielle Rolle der
Mitochondrien bei ALS ist auRerdem die Tatsache, dass zahlreiche mit der Erkrankung
assoziierte Gene wie beispielsweise SOD71 und VAPB eng mit mitochondrialen

Funktionen verknupft sind (Cozzolino et al. 2015).

46



4. Ergebnisse und Diskussion

Bannwarth und Kollegen (2014) berichteten erstmals Uber eine Veranderung im
CHCHD10-Gen, welches fur ein mitochondriales Gen kodiert. Die Autoren beurteilten
die nachgewiesene Veranderung p.S59L im heterozygoten Zustand als ursachlich in
einer Familie mit einer spat manifestierenden Motoneuronerkrankung mit kognitiven
EinbulRen, zerebellarer Ataxie und Myopathie und konnten die gleiche Veranderung
auch in einer zweiten unabhangigen betroffenen Familie nachweisen (Bannwarth et al.
2014). Anhand von Patienten-Fibroblasten konnten Bannwarth und Kollegen unter
anderem zeigen, dass die Mutation eine Defizienz der Atmungskette, ultrastrukturelle
Veranderungen der Mitochondrien und eine Beeintrachtigung des mitochondrialen
Netzwerkes zur Folge hat. Damit zeigen die Autoren zum ersten Mal eine direkte
Verknupfung von Veranderungen in einem mitochondrialen Gen und einem Phanotyp
des ALS-FTD Spektrums auf und untermauern damit die primare Rolle von
Mitochondrien in der Pathogenese der Erkrankung. Daraufhin wurden in der Literatur
weitere ALS-Patienten als Trager von Varianten im CHCHD10-Gen identifiziert (z.B.
Muller et al. 2014; Chaussenot et al. 2014; Johnson et al. 2014). Aktuell wird die
tatsachliche Relevanz von mehreren publizierten Veranderungen im CHCHD10-Gen
kontrovers diskutiert, vor allem da umfassende funktionelle Studien groftenteils noch

ausstehen.

4.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Ein Beispiel fur eine erfolgreiche genetische ALS-Diagnostik mittels Exom-
Sequenzierung stellt eine durch Dr. med. Delia Kurzwelly (Neurologie, Universitatsklinik
Bonn) betreute Familie dar, innerhalb derer acht Patienten an autosomal-dominant
vererbter ALS erkrankt sind (Abbildung 6A). Bei allen acht Betroffenen manifestierte sich
die Erkrankung ausschlieBlich in den oberen Extremitaten mit progressiver, meist
schlaffer Parese, Muskelschwund und Faszikulationen in proximalen oder distalen
Muskeln. Einige Familienmitglieder entwickelten zusatzlich bulbare Symptome und ein
spastisches Gangbild. Das Erkrankungsalter war mit 41 bis 73 Jahren (Mittelwert 59,5
Jahre) sehr variabel (Kurzwelly et al. 2015 [A3]).
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Nachdem im ersten Schritt der molekulargenetischen Diagnostik eine pathologische
Repeat-Expansion im C9orf72-Gen beim Indexpatienten (Ill.1) ausgeschlossen wurde,
erfolgte basierend auf einer Exom-Sequenzierung eine schrittweise erweiterte
Untersuchung wie in Abbildung 6B dargestellt (siehe auch Kapitel 3.7 und 3.12). Da im
zweiten Schritt im Rahmen einer ALS-Panel Analyse (25 Gene) keine potentiell
ursachliche Mutation beim Indexpatienten nachgewiesen werden konnte, wurde

anschlieRend eine Auswertung auf Exom-Ebene durchgefuhrt.

C90rf72 Repeat- ALS-Panel- Exom- » 1rio-Exom*-
Analyse Analyse Analyse Analyse

(1.1): (1.1): (1.1): (1.1, 111.2, 111.9):

negativ negativ 5115 Varianten 127 Varianten

Abbildung 6: [A] Stammbaum der untersuchten Familie. Der Indexpatient (lll.1) ist durch einen Pfeil
markiert. Dunkle Symbole: Von der Erkrankung betroffen, weile Symbole: nicht betroffen, Markierung
durch Kreis: Exom-Sequenzierung, Markierung durch Rechteck: Sanger-Sequenzierung im Rahmen einer
Segregationsanalyse. MM = missense Mutation, WT = Wildtyp. [B] Schematische Darstellung der
angewandten Vorgehensweise zur Identifikation der nachgewiesenen Mutation in CHCHD10.

Nach der Filterung der durch die Exom-Sequenzierung erhaltenen Variantenliste
entsprechend definierter diagnostischer Standards (MAF_EA <1,5%, kodierende
Bereiche +8 Basenpaare bzw. MAF_EA <5%, kodierende Bereiche +30 Basenpaare bei
beschriebenen Veranderungen; Allelfrequenz 0,1% fur autosomal-dominant vererbte

Gene bzw. 1% fur autosomal-rezessiv vererbte Gene) lagen beim Indexpatienten mehr
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als 5000 Varianten zur Beurteilung hinsichtlich einer moglichen Pathogenitat vor. Dies
verdeutlicht die bereits in Kapitel 1.5 benannten Herausforderungen, welche die Exom-
Sequenzierung fur diagnostische Zwecke mit sich bringt. Um die Anzahl der zu
beurteilenden Varianten zu minimieren, wurde in einem dritten Schritt die Exom-
Sequenzierung zweier weiterer Familienmitglieder (Abbildung 6A, 1.2 und 111.9) initiiert.
Die bioinformatische Filterung nach gemeinsamen Varianten aller drei Betroffener
(modifizierte Trio-Analyse) resultierte in einer deutlich verkurzten SNV-Liste von knapp

130 Veranderungen (Abbildung 6B, diagnostische Pipeline analog zu oben).

A (= v | [enrz2 | [awz2:24.109.758-28,105.797 Go £t « @ 0O x O Enenn i 2
i T T e §
I3 o1 P PIL it Cien R e At s s T ar. e oot |

.1 [I[ ———— — % —

-
controlm[‘
= | |
v 1 —
—

A
\ . N o N\ N / N PWAY ;7 v A AN
AVAVATAVAVAVAYA A VA A

" 1.5 betroffen

/A f VNV VN A YV VV AN Y VoY VNV IV M

I1.7 nicht betroffen IV.1 nicht betroffen

Abbildung 7: [A] Darstellung der heterozygoten Mutation ¢.44G>T; p.R15L im CHCHD10-Gen beim
Indexpatienten (l1.1) und zweier weiterer betroffener Familienmitglieder (111.2 und 111.9) anhand der per
Exom-Sequenzierung generierten Reads. [B] Eine per Sanger-Sequenzierung durchgeflhrte
Segregationsanalyse zeigt, dass ein nicht betroffenes Familienmitglied (I1.7) kein Trager der beim
Indexpatienten nachgewiesenen heterozygoten Mutation in CHCHD10 ist. [C] Im Rahmen einer
pradiktiven Analyse per Sanger-Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass ein nicht betroffenes
Familienmitglied kein Trager der beschriebenen CHCHD10-Mutation ist. [D] Anhand einer weiteren
Segregationsanalyse konnte nachgewiesen werden, dass ein gleichermal3en betroffenes Familienmitglied
ebenfalls Trager der Mutation p.R15L (het.) im CHCHD10-Gen ist. Die Kontrolle setzt sich aus 50 zufallig
ausgewahlten Individuen zusammen.
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So konnte schlielllich die Veranderung c.44G>T; p.R15L (het.) in Exon 2 des
CHCHD10-Gens (NM_213720.1, rs730880030) identifiziert werden, die aufgrund
aktueller Publikationen als hochstwahrscheinlich kausal eingestuft wurde (Abbildung
7A). Eine anschlieBende Segregationsanalyse ergab, dass ein weiteres, gleichermalen
betroffenes Familienmitglied (Abbildung 6A, III.5) ebenfalls heterozygoter Trager der
Variante ist, wohingegen bei einem gesunden Familienmitglied (Abbildung 6A, 11.7) kein
Austausch an der beschriebenen Position nachgewiesen werden konnte (Abbildung 7B-
D). Parallel zu dieser Untersuchung wurde CHCHD10 p.R15L (het.) von Muller und
Kollegen (2014) als hdchstwahrscheinlich ursachlich in zwei von ALS betroffenen
deutschen Familien beschrieben. Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind Patienten aus drei US-
amerikanischen und drei deutschen Familien mit autosomal-dominant vererbter ALS als
Trager von p.R15L (het.) im CHCHD10-Gen beschrieben worden (Johnson et al. 2014;
Muller et al. 2014; Kurzwelly et al. 2015 [A3]). Wahrend Muller und Kollegen (2014) von
einer symptomfreien Ubertragerin von p.R15L in CHCHD10 berichten, wurde in der hier
beschriebenen Familie eine vollstdndige Penetranz beobachtet (Kurzwelly et al. 2015
[A3]). Das CHCHD10-Gen kodiert fur ein mitochondriales Protein aus der Familie der
sogenannten ,coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing“ Proteine, welches in
den Cristae Junctions im intermembrandsen Zwischenraum innerhalb der Mitochondrien
lokalisiert ist. CHCHD10 nimmt dort Funktionen in der Aufrechterhaltung der
Morphologie von Cristae sowie in der oxidativen Phosphorylierung wahr (Bannwarth et
al. 2014). Die innerhalb der hier vorgestellten Familie nachgewiesene Variante betrifft
eine bei Saugern zwar nur mafig konservierte Aminosaure, befindet sich laut Muller und
Kollegen (2014) allerdings in einer potentiellen N-terminalen mitochondrialen
Zielsequenz und konnte somit den korrekten Import von CHCHD10 in Mitochondrien
beeinflussen (Cozzolino et al. 2015). Dies impliziert erstmals eine direkte Ursachlichkeit
von Mutationen in einem Gen, welches fur ein mitochondriales Protein kodiert und kann
als weiteres Indiz dafur gelten, dass Mitochondrien eine primare Rolle in der Initiierung
neurodegenerativer Prozesse spielen (Muller et al. 2014; Cozzolino et al. 2015). Auch
die Tatsache, dass beispielsweise mit SOD1, VAPB und OPTN bereits weitere Proteine,
die mit Mitochondrien interagieren, als relevant bei ALS beschrieben wurden, bekraftigt

diese Hypothese (Cozzolino et al. 2015). Folglich kénnte sich die Suche nach neuen
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Kandidatengenen fur ALS aber auch fur andere neurodegenerative Erkrankungen
zukinftig vermehrt auf Gene fokussieren, die in die Funktion und Struktur von
Mitochondrien involviert sind oder fur mitochondriale Proteine kodieren. Die
Beschreibung der hier vorgestellten Familie erbringt somit nicht nur weitere Evidenz
hinsichtlich der Relevanz des CHCHD10-Gens, sondern tragt auch ganz direkt zum

tieferen Verstandnis grundlegender Pathomechanismen der ALS bei.

Dies hat gleichzeitig auch Konsequenzen fur die molekulargenetische Diagnostik: Da
alle bisher beschriebenen Veranderungen im CHCHD10-Gen in Exon 2 liegen, empfiehlt
sich bei ALS-Patienten mit Erstmanifestation in den oberen Extremitaten und einer
Schadigung primar der unteren Motoneurone mit Spastik und bulbaren Zeichen bei
langsamer Progression im Vorfeld einer umfassenden Panel-Diagnostik zunachst die

Sequenzierung dieses Hotspots mittels klassischer Sanger-Sequenzierung.

4.5 Exom-Sequenzierung zur ldentifikation von Kandidatengenen fiir
Dystonie

4.5.1 Hintergrund

Unter dem Begriff Dystonie wird eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
zusammengefasst, welche allesamt gekennzeichnet sind durch anhaltende oder
intermittierende Muskelkontrakturen, die in unwillkirlichen Koérperhaltungen oder
repetitiven Bewegungsmustern resultieren. Dystone Bewegungen sind dabei oft
drehend beziehungsweise schraubend und werden ausgeldst oder verstarkt durch
Willkirbewegungen und der damit verbundenen Muskelaktivierung (Albanese et al.
2013). Die klinische Klassifizierung der Dystonie erfolgt anhand des Erkrankungsalters,
der betroffenen Kdrperregionen sowie zusatzlicher Faktoren wie beispielsweise anhand
des Auftretens weiterer neurologischer Auffalligkeiten oder Bewegungsstérungen
(isolierte versus kombinierte Dystonie, Klein et al. 2014). Neben externen Faktoren wie
beispielsweise Intoxikationen, Infektionen, metabolischen Erkrankungen oder Schadel-
Hirn-Traumata spielen vor allem genetische Veranderungen eine bedeutende Rolle in
der Pathogenese der Erkrankung. So wurden innerhalb der letzten Jahre Mutationen in

18 Genen als ursachlich fur Dystonie beschrieben. Des Weiteren wurden einige
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genetische Loci sowie zahlreiche Gene im Zusammenhang mit komplexen
Erkrankungen, bei denen Dystonie nur ein Symptom unter anderen darstellt, mit der
Erkrankung assoziiert (Klein et al. 2014). Genetische Faktoren umfassen dabei das
ganze Spektrum von Suszeptibilitatsfaktoren mit kleiner EffektgroRe bis hin zu kausalen
Veranderungen mit reduzierter oder voller Penetranz (Lohmann und Klein 2013). Diese
kénnen entweder autosomal-dominant oder autosomal-rezessiv aber auch X-

chromosomal vererbt werden.

Einblicke in die genetischen Ursachen der Dystonie haben die Grundlage fur die
Aufklarung und das Verstandnis involvierter Signalwege und damit fur die Pathogenese
der Erkrankung gelegt, zumal Dystonie-Patienten keine gesicherten histopathologischen
Auffalligkeiten zeigen wie dies bei neurodegenerativen Erkrankungen, die mit dem
Verlust von Neuronen einhergehen, der Fall ist (Dauer 2014). So beeintrachtigen
beispielsweise Mutationen in GCH1, SPR, TH und GNAL die Biosynthese und
Signalwirkung von Dopamin, Veranderungen in TUBB4, SGCE und TOR1A wirken auf
die Dynamik des Zytoskeletts, Mutationen in THAP1, CIZ1 und TAF1 stéren Prozesse
der Transkriptionsregulation sowie der Zellzykluskontrolle und Veranderungen in
ATP1A3 und ANOS3 beeinflussen die Wirkweise von lonenkanalen, fur die sie kodieren
(Lohmann und Klein 2013).

Seit der erstmaligen Beschreibung von Mutationen in GCH1 als ursachlich fur die Dopa-
responsive Dystonie im Jahr 1994 und der darauffolgenden Identifikation weiterer
kausaler Gene hat vor allem die EinflUhrung der NGS-Technologie mafgeblich zur
Entschlisselung der genetischen Ursachen der Dystonie beigetragen (Klein 2014). Mit
Hilfe der Exom-Sequenzierung in zwei Familien mit primarer Torsionsdystonie gelang es
Fuchs und Kollegen (2012) Uber den Nachweis einer nonsense- und einer missense-
Mutation das GNAL-Gen als relevant in der Atiologie der Dystonie zu identifizieren. Ein
nachfolgendes Screening in 39 weiteren betroffenen Familien fuhrte zur Detektion von
sechs weiteren potentiell pathogenen Veranderungen in GNAL. Auch die Beschreibung
von ursachlichen Varianten in C/Z1, ANO3 und TUBB4A wurde durch eine Kombination
aus einer Kopplungsanalyse und Exom-Sequenzierung ermdglicht (Xiao et al. 2012;
Charlesworth et al. 2012; Hersheson et al. 2013). Nachdem solche Beispiele fur die

Implementation der Exom-Diagnostik argumentierten, stieg die Zahl an Publikationen,
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die bisher unbekannte Gene mit Dystonie assoziierten weiter deutlich an. Festzuhalten
ist jedoch auch, dass die Ergebnisse dieser Studien nachfolgenden Evaluierungen vor

allem mittels funktioneller Analysen werden standhalten mussen.

Die Herausforderungen, die es im Rahmen der Identifikation neuer Dystonie-Gene zu
uberwinden gilt, beinhalten zum einen die Beurteilung detektierter Varianten vor dem
Hintergrund einer beobachteten reduzierten Penetranz bereits bestatigter Dystonie-
Gene (z.B. Reduktion der Penetranz auf bis zu 30% bei Mutationen in TOR1A,
Lohmann und Klein 2013). Zum anderen treten dystone Bewegungsstérungen auch im
Kontext komplexer Phanotypen auf (z.B. aus dem Spektrum der NBIA-Erkrankungen,
siehe auch Ganos et al. 2013 [A1]; Ganos et al. 2014 [A2]) oder stellen lediglich die
Erstmanifestation anderer zugrundeliegender Erkrankungen dar (z.B. Dystonie als
Erstmanifestation einer PARKZ2-vermitteltenen Parkinson-Erkrankung bei 42% der
Betroffenen, Briggemann und Klein 2013), wodurch die klinische Charakterisierung

erschwert wird.

4.5.2 Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Projekt mit dem Ziel der Identifikation
neuer Kandidatengene flr Dystonie initiiert. Hierfur wurden Indexpatienten aus sieben
turkischen, teils konsanguinen Familien, die zuvor durch Frau Dr. med. E. Lohmann
(Abteilung flr Neurodegenerative Erkrankungen, Hertie-Institut flr klinische
Hirnforschung, Universitat Tubingen und Deutsches Zentrum fir Neurodegenerative
Erkrankungen, Standort Tubingen; Abteilung fir Neurologie, Verhaltensneurologie und
Bewegungsstorungen, Medizinische Fakultat der Universitat Istanbul) rekrutiert und
klinisch charakterisiert wurden, mittels Exom-Sequenzierung analysiert. Abbildung 8
zeigt schematisch die Abfolge der durchgefuhrten Analyseschritte (vergleiche auch
Kapitel 3.11 und 3.12).
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Exom-Sequenzierung von 7 Indexpatienten
aus 7 unabhangigen Familien

N~

Analyse von 40 mit Dystonie assoziierten Genen
(Subpanel fur Dystonie)

Fam. DYS7
gelost

Analyse von >200 mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziierten Genen
(Panel fur neurodegenerative Erkrankungen, NDD_all)

Keine genet.
Diagnose

)
)

Analyse des Exoms anhand definierter Filterkriterien

Keine Konsanguinitét Konsanguinitét

= Konsequenz der Veranderung
= MAF <0,1% (EVS, ExXAC, dbSNP)

Konsequenz der Veranderung
MAF <0,1% (EVS, EXAC, dbSNP)
Homozygote Varianten

= CeGaT-Inhouse-Datenbank: CeGaT-Inhouse-Datenbank:

Max. 5% bei n = 100 Referenzen Max. 5% bei n = 100 Referenzen
= Vorhersageprogramme: = Vorhersageprogramme:
MT, PP-2, SIFT, PROVEAN, NN, NG2 MT, PP-2, SIFT, PROVEAN, NN, NG2

Fam.

DYS3, DYS4,
DYS11, DYS26,
DYS37, DYS54
in Analyse

Identifikation von Kandidatengenen

Segregationsanalysen und Evaluierung der Kandidatengene

Abbildung 8: Schematische Darstellung der schrittweisen Erweiterung der Analyse mit dem Ziel der
Identifikation von neuen Kandidatengenen fiir Dystonie. Im Fall der Familie DYS7 konnten innerhalb des
Subpanels fir Dystonie zwei ursachliche Mutationen im ATM-Gen nachgewiesen werden, weshalb der
entsprechende Indexpatient keiner erweiterten Analyse unterzogen wurde. Im zweiten Schritt der Analyse
basierend auf dem Grof3-Panel-Ansatz konnte keine eindeutige genetische Diagnose gestellt werden.

Familie DYS7

Im Fall der Familie DYS7 (Abbildung 9) konnten durch die Uberpriifung der Dystonie-
Gene die Mutationen ¢.1279delA; p.G301V7fsX19 in Exon 7 und c.8147T>C; p.V2716A
(rs587782652) in Exon 55 des ATM-Gens (NM_000051.3) im jeweils heterozygoten
Zustand nachgewiesen werden (Abbildung 10, Lohmann et al. 2015 [A4]).
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Abbildung 9: Stammbaum der Familie DYS7. Der Indexpatient (lll.3) ist durch einen Pfeil markiert.
Dunkle Symbole: Von der Erkrankung betroffen, helle Symbole: nicht betroffen. MM = missense Mutation,
Del = Deletion, WT = Wildtyp.

Die Mutation p.G301VfsX19 fuhrt zu einer Verschiebung des Leserahmens und damit zu
einem fruhzeitigen Stopp-Codon in Exon 8. Die zweite Mutation p.V2716A befindet sich
innerhalb des ATP-Bindungsmotivs und beeinflusst so die Kinaseaktivitat des ATM-
Proteins. Da letztere Mutation in der Literatur bereits bei Patienten mit Ataxia-
Teleangiectasia (AT) beschrieben wurde, koénnen beide Veranderungen als
hdchstwahrscheinlich pathogen und damit ursachlich eingestuft werden (Keimling et al.
2011; Scott et al. 2002). Dies wurde auch durch die in der Familie durchgefuhrte
Segregationsanalyse unterstutzt, die aufRerdem das Vorliegen beider Mutationen im

compound-heterozygoten Zustand nachweisen konnte (Abbildung 9).

Mutationen in ATM koénnen einem autosomal-rezessiven Erbgang folgend Ataxia-
Teleangiectasia verursachen, welche neben einer zerebellaren Ataxie und typischen
Hautveranderungen vor allem durch eine schwere Immunschwache, eine verwaschene
Sprache und eine abnorme Okulomotorik sowie Choreoathetose gekennzeichnet ist.
Zudem geht die Erkrankung aufgrund der Funktion des ATM-Proteins in der Reparatur

von DNA-Schaden auch mit einem erhdéhten Tumorrisiko einher (Gatti 2010).

55



4. Ergebnisse und Diskussion

] [ererz ] [ibr11:108.205.612:108.205.850 Go it « @O x 0 g

g4 a0bp
i 2 9205940 by,

========= - < GG G C G G C G ¢ T T G T T GG T G T VR A D AN TV - i VAN s S

B &

Wws.115740bp eSS0 bp
I

Abbildung 10: Darstellung der beim Indexpatienten der Familie DYS7 nachgewiesenen Veranderungen
im ATM-Gen basierend auf der Exom-Sequenzierung. Oben: ¢.8147T>C; p.V2716A (heterozygot) in Exon
55, unten: ¢.1279delA; p.G301VfsX19 (heterozygot) in Exon 7.

Bereits in der Vergangenheit wurde beispielsweise durch Kuhm und Kollegen (2015)
oder Charlesworth und Kollegen (2013) von atypischen Formen der AT berichtet, die
sich ausschlielich in einer dystonen Bewegungsstorung manifestierten. Der Phanotyp
der drei Betroffenen innerhalb der hier beschriebenen Familie erstreckt sich von einer
reinen zervikalen Dystonie und zusatzlichem Handtremor bis hin zu einer generalisierten
Dystonie. Das a-Fetoprotein, ein diagnostischer Marker fur AT war jeweils erhoht
(Lohmann et al. 2015 [A4]). Der beschriebene Fall zeigt auf eindrickliche Art, dass die
klinische Manifestation von ATM-Mutationen eine grof3e inter- und auch intrafamiliare
phanotypische Variabilitat aufweisen kann. Zumindest die interfamiliare Variabilitat
konnte einer Studie von Verhagen und Kollegen (2012) zufolge im Ausmal® der
Beeintrachtigung der Kinaseaktivitat begrindet sein, die wiederum in Abhangigkeit zum

Mutationstyp steht. Im beschriebenen Fall beispielsweise kdonnte die nachgewiesene
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trunkierende Mutation zu einem nicht-funktionalen Protein fuhren, wohingegen die
identifizierte missense-Mutation lediglich einen einschrankenden Einfluss auf die
Proteinfunktion ausuben konnte. Die Frage, wie eine mogliche Dominanz eines Allels
gegenuber dem anderen zustande kommt und damit den Phanotyp definiert, konnte
einen interessanten Ansatzpunkt fur zukunftige Forschungen darstellen. In Bezug auf
die beobachtete intrafamiliare Variabilitat lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt nur
spekulieren, da das Wissen Uber genetische Risikofaktoren oder Modifikatoren fir
Dystonie aktuell noch limitiert ist (Briggemann und Klein 2013). Mdglicherweise liegt in
der ldentifikation solcher genetischer Risikofaktoren oder Modulatoren der Schlussel
zum Verstandnis der grof3en phanotypischen Variabilitat und der reduzierten Penetranz

einiger erblicher Formen der Dystonie.

Zusammenfassend stellt dieser Fall somit ein Beispiel dafir dar, wie mit Hilfe der
gleichzeitigen Untersuchung von Genen, welche mit Differentialdiagnosen assoziiert

sind, eine genetische Ursache der vorliegenden Erkrankung identifiziert werden kann.

Bei den sechs weiterhin untersuchten Familien konnten jeweils keine potentiell
pathogenen Varianten innerhalb der mit Dystonie assoziierten Gene (Dystonie-Panel)

nachgewiesen werden (Abbildung 8).

Familie DYS11

Bei der Indexpatientin der konsanguinen Familie DYS11, die im Alter von einem Jahr an
einer Dopa-responsiven Dystonie erkrankte, konnte die homozygote missense-Variante
C.242A>G; p.D81G in Exon 4 des DNAJC6-Gens (NM_014787.3) identifiziert werden,
die innerhalb der konservierten N-terminalen PTEN-ahnlichen Domane des Proteins
liegt und damit essentiell fir dessen Funktion ist (nicht abgebildet). Es handelt sich um
ein neuronales Protein, dessen Funktion in der Clathrin-vermittelten Endozytose liegt
(Yim et al. 2010). In einer Arbeit von Yim und Kollegen (2010) konnte unter anderem
gezeigt werden, Dnach”'-Méuse eine Beeintrachtigung im Recycling synaptischer
Vesikel und in der Clathrin-vermittelten Endozytose von synaptischen Vesikeln
aufweisen. Edvardson und Kollegen (2012) dagegen konnten keine Auffalligkeiten in der

Substantia nigra oder dem Dopamin-Stoffwechsel bei Knockout-Mausen feststellen.
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Abbildung 11: Stammbaum der Familie DYS11. Der Indexpatient (VI.1) ist durch einen Pfeil markiert.
Dunkles Symbol: Von der Erkrankung betroffen, helle Symbole: nicht betroffen. MM = missense Mutation,
WT = Wildtyp.

Die Autoren beurteilen dies als in Ubereinstimmung mit dem Fehlen von Gang- oder

Bewegungsstorungen in den untersuchten Mausen.

Mutationen in DNAJC6 kdonnen beim Menschen einem autosomal-rezessiven Erbgang
folgend eine juvenile Parkinson-Erkrankung von Typ 19 verursachen, die neben der

typischen Parkinson-Symptomatik unter anderem charakterisiert ist durch pyramidale
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Auffalligkeiten, Storungen der Okulomotorik, psychiatrische Symptome sowie

eingeschrankte kognitive Fahigkeiten (Edvardson et al. 2012; Kéroglu et al. 2013).

Koroglu und Kollegen (2012) beschreiben die homozygote Mutation p.Q734* im
DNAJC6-Gen als kausal in einer Familie mit vier von leichter mentaler Retardierung,
Haltungsinstabilitat, Tremor, Bradykinesie, Rigiditat, Krampfanfallen und mittelgradiger
Dystonie betroffenen Mitgliedern. Trager einer Splei3-Variante in DNAJC6 aus einer
anderen beschriebenen Familie zeigten dagegen keine Anzeichen einer dystonen
Bewegungsstorung (Edvardson et al. 2012). Die Haufigkeit der in der hier untersuchten
Familie nachgewiesenen Variante in der Allgemeinbevolkerung ist nicht bekannt, da
p.D81G in den Online-Datenbanken ExXAC, EVS und 1000 Genomes nicht aufgeflhrt
wird (Zugriff am 14.10.2015) und die Sanger-Sequenzierung einer tlrkischen
Kontrollkohorte (n = 192, durchgeflhrt durch eine Mitarbeiterin des Hertie-Instituts fur
klinische Hirnforschung, AG Prof. Gasser, Tubingen) nicht zum Nachweis weiter Trager
von p.D81G fuhrte. Die Vorhersage-Programme MutationTaster, PolyPhen-2, SIFT und
PROVEAN stufen die Variante einheitlich als pathogen ein (Zugriff am 14.10.2015).

Da die Indexpatientin neben einer Dopa-responsiven Dystonie mit einem
Erkrankungsalter von einem Jahr keine Parkinson-Symptomatik zeigt und eine
durchgeflihrte Segregationsanalyse zur Identifikation eines nicht betroffenen
homozygoten Tragers der beschriebenen Veranderung (Abbildung 11, VI.2) flhrte,
bleibt die Pathogenitat der nachgewiesenen DNAJC6-Variante unklar (Abbildung 11).
Moglicherweise konnte dies in einer reduzierten Penetranz von Mutationen im DNAJC6-
Gen begrindet liegen, wenngleich Informationen Uber einen derartigen Effekt in der
Literatur bisher nicht vorliegen. Alternativ kdnnte sich die nachgewiesene Variante
lediglich modulierend auf den Phanotyp der Indexpatienten auswirken. Folglich konnte
anhand der Exom-Sequenzierung keine eindeutige genetische Ursache fur die

Erkrankung der Indexpatientin nachgewiesen werden.

Familie DYS54

Beim Indexpatienten (Abbildung 12, 1V.1) der Familie DYS54 (Abbildung 12), der von

einer langsam progredienten segmentalen Dystonie betroffen ist, konnte keine potentiell
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pathogene Veranderung in einem der mit Dystonie assoziierten Gene oder in einem der
Gene, die mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben sind,

nachgewiesen werden.

é”“ Cb"” i'“ et o (O™ Ij""’

V.1 V.2 V.3 V.4 IV.5
Del/Del DelNT WT/WT Del/NT
Vi

Abbildung 12: Stammbaum der Familie DYS54. Der Indexpatient ist durch
einen Pfeil markiert. Graues Symbol: Von der Erkrankung betroffen, helle
Symbole: nicht betroffen. Del = Deletion, WT = Wildtyp.

Daraufhin wurde die Analyse auf das komplette Exom ausgeweitet (siehe Abbildung 8
und Kapitel 3.12) und die 15bp Deletion c.1644_1658delGCTGCAGAAGGAGCG;
p.Q550_L554del (rs372335775, MAF_EA <0,01%) im INPP4A-Gen (NM_001134224.1)
im homozygoten Zustand identifiziert (Abbildung 13). Eine durchgefihrte
Segregationsanalyse ergab, dass sowohl die gesunden Eltern als auch gesunde
Geschwister des Indexpatienten die Deletion lediglich im heterozygoten Zustand oder
zwei Wildtyp-Allele tragen. Das INPP4A-Gen kodiert fur das Protein Typ1 Inositol-3,4-
bisphosphate 4-Phosphatase, welchem unter anderem eine Rolle in der
Signaltransduktion zukommt. INPP4A reguliert die Lokalisation synaptischer NMDA-
Rezeptoren und damit den NMDA-Rezeptor-abhangigen exzitatorischen post-
synaptischen Strom. Auf diese Weise schitzt INPP4A Neurone vor dem exzitatorisch
bedingten Zelltod (Sasaki et al. 2010). Um die physiologische Funktion von Inpp4a zu

untersuchen, generierten Sasaki und Kollegen (2010) Inpp4a”-Mause und berichteten,
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dass die Tiere im Alter von 2 Wochen schwerwiegende unwillkiirliche Bewegungen
zeigten, die mit menschlichen Bewegungsstorungen wie der Huntington-Erkrankung
oder Dystonie vergleichbar waren. Histopathologisch konnten die Autoren Lasionen im
Striatum der Inpp4a"'-Méuse nachweisen, welche sie mit den beobachteten motorischen
Defiziten in Verbindung brachten. Sasaki und Kollegen (2015) schlussfolgerten, dass
Inpp4a Uber die Herabregulierung von NMDA-Rezeptoren und damit der zellularen

Sensitivitat gegenuber Glutamat die Glutamat-vermittelte Exzitotoxizitat unterdruckt.

+r2:99,172,015-99,172.140 Go i <« @O x g &

V.1

control - -

nnnnnnnnnnnnnn

aaaaaaaa -OF GGAG GTGTGGCTG CGTGG GAGCCTAGAGTGCATCATTCAGCGTGTGGAC CTGCTGCAG GGAGCGGCTGCATGGC
nnnnnnnnnnnnn I

Abbildung 13: Darstellung der beim Indexpatienten der Familie DYS54 nachgewiesenen homozygoten
Deletion im INPP4A-Gen.

Inwieweit sich die beim Indexpatienten der Familie DYS54 nachgewiesene Deletion
tatsachlich auf die Proteinfunktion auswirkt, kann aktuell nicht beurteilt werden. Sollte
die Proteinfunktion tatsachlich beeintrachtigt sein, konnte die Variante moglicherweise
relevant fir den Phanotyp des Patienten sein und als Kandidatengen fur Dystonie
gelten. Zuklnftige funktionelle Studien und Kohortenscreenings zur Identifikation

maoglicher weiterer Mutationstrager konnten dartber Aufschluss geben.

Familien DYS3, DYS4, DYS11, DYS26 und DYS37

In den verbleibenden vier beziehungsweise funf Familien (inklusive DYS11) konnten bis

zum jetzigen Zeitpunkt keine weiteren eindeutigen Kandidatengene fur Dystonie
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identifiziert werden. Es wurden pro Familie mehrere Varianten (ca. 5 bis 10), welche den
beschriebenen strengen Filterkriterien standhalten konnten, bezlglich ihrer Segregation
innerhalb der Familie Uberpruft (durchgefuhrt von einer Mitarbeiterin des Hertie-Instituts
fur klinische Hirnforschung, AG Prof. Gasser, Tubingen). Anhand der Recherche
aktueller Literatur, moglicher labordiagnostischer Untersuchungen oder weiterer in silico
Analysen mussen in einem nachsten Schritt diejenigen Varianten, die mit der
Erkrankung innerhalb der einzelnen Familien segregieren, weiter evaluiert werden.
Denkbar ist dabei auch, die maximale Allelfrequenz zu erhdhen, die mit 0,1% sehr
niedrig angesetzt war, da von sehr seltenen potentiell pathogenen Mutationen
ausgegangen wurde. Entsprechend der Abbildung 8 wurde auch der anhand des
Stammbaums vermutete Vererbungsmodus der jeweiligen Familie in der Pipeline zur
Detektion moglicher pathogener Varianten abgebildet, indem beispielsweise der Fokus
bei konsanguinen Familien auf homozygoten Varianten lag. Es ist jedoch vor allem bei
konsanguinen Familien mit einem Betroffenen/einer Betroffenen nicht auszuschlieRen,
dass de novo Varianten ursachlich sein konnten. Die gezielte Identifikation solcher de
novo Varianten kann am effektivsten per Trio-Exom-Analyse erreicht werden, die bisher

jedoch nicht initiiert wurde.

Zusammenfassend erlaubte die Exom-Sequenzierung bei sieben turkischen, von
Dystonie betroffenen Familien den genetischen Nachweis einer Differentialdiagnose
durch zwei compound-heterozygote Mutationen im ATM-Gen innerhalb der Familie
DYS7 sowie die Detektion einer homozygoten Veranderung im DNAJC6-Gen bei
Familie DYS11, deren tatsachliche Pathogenitat bislang jedoch nicht eindeutig beurteilt
werden kann. Zusatzlich konnte bei Familie DYS54 eine 15bp Deletion im INPP4A-Gen
identifiziert werden, welches anhand eines Mausmodells bereits mit Glutamat-
vermittelter Exzitotoxizitat und Dystonie verknlUpft wurde und somit ein mogliches neues
Kandidatengen darstellen kdnnte, wenngleich die Identifikation weiterer Mutationstrager

sowie umfassende funktionelle Studien erst noch weitere Hinweise liefern missen.

Gleichzeitig verdeutlicht das beschriebene Projekt jedoch auch die bereits in Kapitel 1.5
beschriebenen Herausforderungen, welche mit der Exom-Sequenzierung zum Nachweis

kausaler Mutationen oder in diesem Fall zur Identifikation neuer Krankheitsgene
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einhergehen, da in vier beziehungsweise funf der untersuchten Familien bisher kein

vielversprechendes Kandidatengen ausgemacht werden konnte.
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5. Ausblick

Die vorliegende Dissertation zeigt anhand der Bearbeitung diagnostischer und
wissenschaftlicher Fragestellungen das enorme Potential auf, welches trotz technischer
und analytischer Herausforderungen von der Panel- und der Exom-Sequenzierung

mittels NGS ausgeht.

Obwohl die NGS-Technologie im Rahmen dieser Arbeit im Kontext unterschiedlicher
Erkrankungen aus dem neurodegenerativen Spektrum vielfach erfolgreich eingesetzt
wurde wie beispielsweise zur ldentifikation kausaler Mutationen, zum genetischen
Nachweis von Differentialdiagnosen, zur Erweiterung des Mutationsspektrums und der
Evaluierung aktuell diskutierter Hypothesen sowie zur Identifikation von
Kandidatengenen, bleiben dennoch einige Fragen und erforderliche weiterfUhrende
Bemuhungen offen. Dies gilt insbesondere fur diejenigen Projekte, die auf die Suche
nach Kandidatengene fur NBIA-Erkrankungen (Kapitel 4.3) und Dystonie (Kapitel 4.5)
abzielen. Um weitere Evidenz bezlglich der Relevanz von Mutationen im HEPH-Gen bei
neurodegenerativen Erkrankungen mit Eisenablagerungen zu gewinnen, sind einerseits
Mutationsscreenings in unabhangigen Patienten- und Kotroll-Kohorten sowie
andererseits umfassende funktionelle Studien beispielsweise anhand von Fibroblasten
von Variantentragern noétig. Zur Steigerung der Effizienz hinsichtlich der Suche nach
Kandidatengenen fir Dystonie innerhalb der untersuchten tlrkischen Familien ware in
einem ersten Schritt die zusatzliche Exom-Sequenzierung der Eltern (klassische Trio-
Exom-Analyse) oder weiterer Familienmitglieder (modifizierte Trio-Exom-Analyse) der
jeweiligen Indexpatienten denkbar. Unabhangig davon muissen vielversprechende
Kandidatengene in jedem Fall auch hier funktionellen Studien standhalten und
Screenings in Patienten- und Kontrollkohorten von Ubereinstimmender ethnischer

Herkunft initiiert werden.

Zusammenfassend argumentiert die vorliegende Dissertation einerseits fur einen
verstarkten Einsatz der NGS-Technologie in der molekulargenetischen Diagnostik bis
hin zu einem Paradigmenwechsel, wonach die Suche nach kausalen Mutation bereits zu
einem viel friheren Zeitpunkt in den diagnostischen Prozess eingebunden werden

sollte. Andererseits muss die NGS-Technologie im Rahmen der humangenetischen
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Forschung auch weiterhin zur Entschlisselung der genetischen Grundlagen hereditarer
Erkrankungen eingesetzt werden, um ein noch detailliertes Verstandnis der grund-
legenden Pathomechanismen zu ermdglichen, welches als Voraussetzung nicht nur far
die Etablierung personalisierter Therapieoptionen gilt. Dies wird zukunftig auch vermehrt
die Analyse nicht-kodierender Bereiche mittels Genom-Sequenzierung (WGS) und die
Beurteilung deren Relevanz im Kontext erblicher Erkrankungen mit einschlief3en.
Moglicherweise konnte dieser Ansatz auch zur Aufklarung bisher ungeldster
diagnostischer Fragestellungen beitragen (z. B. im Fall von Ganos et al. 2014 [A2]). In
diesem Zusammenhang ist vor allem die andauernde Optimierung effizienter
bioinformatischer und analytischer Methoden essentiell und stellt die Anwender von
WGS vor groRe Herausforderungen. Mit der Uberwindung dieser Hiirden verspricht die
Genom-Sequenzierung zukunftig jedoch eine aullerordentliche Leistungsfahigkeit

bezlglich Diagnostik und Erforschung hereditarer Erkrankungen.
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