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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erbliche Netzhautdystrophien (IRDs)

Erbliche Netzhautdystrophien (Inherited Retinal Dystrophies, IRDs) sind eine Gruppe
genetisch sowie klinisch variabler Erkrankungen. All diesen Erkrankungen liegt eine
Degeneration oder Dysfunktion von Photorezeptoren, den Zapfen und Stébchen, in der
Retina zugrunde. Dieser Prozess zieht eine Beeintrichtigung des Sehvermogens nach sich,
welche je nach Schweregrad der Auspragung bis hin zur vollstdndigen Erblindung reichen
kann (1).

Klinisch unterscheiden lassen sich die einzelnen Krankheitsbilder nach den vorrangig
betroffenen Sinneszellen, der Lokalisation von Verdanderungen innerhalb der Retina, den
vorliegenden visuellen Symptomen der Erkrankten, sowie nach Manifestationsalter und
zeitlichem Verlauf der Erkrankung. Zum breiten Spektrum der IRDs zdhlen, um nur einige
Beispiele zu nennen, Erkrankungen mit bereits friih-infantilem Auftreten, wie es bei der
Leber'schen Kongenitalen Amaurose (LCA) der Fall ist, Makula-Dystrophien wie Morbus
Best, die sich insbesondere durch einen zentralen Visusverlust auszeichnen, vorrangige
Funktionsstorungen der Zapfen mit folglich abnormer Farbwahrnehmung und reduzierter
Sehschirfe sowie Subtypen von IRDs, bei denen die Beteiligung der Stdbchen-
Photorezeptoren iiberwiegt. Zu letztgenannter Untergruppe gehdren unter anderem die
Krankheitsbilder der Retinitis Pigmentosa (RP) Erkrankungen, welche durch Nachtblindheit
sowie durch eine konzentrische Einengung des Gesichtsfeldes charakterisiert sind und durch
thren progredienten Verlauf bis zur vollstindigen Erblindung fiihren konnen. Weiters sind
auch Chorioretinopathien, wie beispielsweise die Choroideremie den IRDs zuzuordnen,
obgleich bei diesen Erkrankungen die Degeneration des retinalen Pigmentepithels im
Vordergrund steht. Dariiber hinaus liegt aber auch eine Photorezeptordegeneration vor (1).

Wihrend die klinischen Auspragungen der meisten IRDs auf die Retina beschrénkt bleiben,
konnen die retinalen Verdnderungen auch als Bestandteil einer syndromalen Erkrankung
auftreten (2). Dies trifft beispielsweise auf etwa 20-30 % aller von RP Betroffenen zu (3).
Bislang wurden bereits {iber 80 Unterformen syndromaler IRDs mit ungefdhr 200 dazu
assoziierten Genen beschrieben, wobei sich diese in ihren extraokuldren
Krankheitsmanifestationen und im Verlauf unterscheiden. Dabei resultieren die meisten

syndromalen Krankheitsbilder entweder aus einer angeborenen Stérung des Stoffwechsels



1 Einleitung

wie z. B. bei Glykosylierungsdefekten oder aus einer Dysfunktion der priméiren Zilien, wie
es unter anderem beim Usher-Syndrom der Fall ist (2).

Es gilt zu beachten, dass zwischen den einzelnen Erkrankungen im Spektrum der IRDs
sowohl im klinischen Erscheinungsbild als auch in der genetischen Ursache betrdchtliche
Uberschneidungen bestehen (3). Dies triigt dazu bei, dass sich die korrekte Diagnosestellung
von IRDs oftmals als groBe Herausforderung erweist (4). Die klinische und genetische

Vielschichtigkeit der IRDs ist in der folgenden Grafik bildlich dargestellt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Klinische und genetische Heterogenitit der IRDs. In diesem Venn-Diagramm
dargestellt sind einige klinische Diagnosen (Kreisformen) aus der Gruppe der IRDs mit Beispielen mdglich
kausaler Gene (kursive Schrift). Die Heterogenitit der Erkrankungsgruppe zeigt sich durch die Uberschneidung
der Erkrankungen samt zugehoriger Gene. In ein und demselben Gen koénnen Verdnderungen zu
unterschiedlichen Phénotypen fiihren. LCA = Leber'sche Kongenitale Amaurose; CSNB = Kongenitale
Stationdre Nachtblindheit; ALMS = Alstrom-Syndrom; CD/CRD = Zapfen-Dystrophie/Zapfen-Stabchen-
Dystrophie; USH = Usher-Syndrom; MD = Makula-Dystrophie; RP = Retinitis Pigmentosa; BBS = Bardet-
Biedl-Syndrom; Diese Grafik bildet nur einige ausgewdihlte Diagnosen und Gene ab und erhebt keinen
Anspruch auf Vollstidndigkeit. Modifizierte Abbildung nach Sangermano et al., 2020 (5).
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Die Tatsache, dass zum aktuellen Zeitpunkt bereits tiber 340 unterschiedliche Gene als
krankheitskausal fiir IRDs beschrieben wurden, verdeutlicht die genetische Komplexitit
dieser Erkrankungsgruppe (RetNet, Stand 26. Jan 2026) (6). Dabei folgen die Gene und
Erkrankungen auch verschiedenen Erbgédngen. Von autosomal-dominanter, autosomal-
rezessiver, und X-chromosomaler iiber digenische Vererbung bis hin zu mitochondrialer
Segregation sind in der Gruppe der IRDs sdmtliche klassische Vererbungsmuster vertreten
(6). Wihrend beispielsweise bei autosomal-dominantem Erbgang bereits das Vorliegen einer
schidlichen Verdnderung auf nur einem Allel zur Erkrankung fiihrt, liegen bei autosomal-
rezessiven Erbkrankheiten zwei pathogene Varianten vor. Hierbei kann es einerseits sein,
dass dieselbe pathogene Variante von beiden Elternteilen an die betroffene Person vererbt
wurde, welche demnach homozygot fiir die Verdnderung ist. Andererseits kann bei
Betroffenen aber auch eine zusammengesetzte Heterozygotie im krankheitsauslosenden Gen
vorliegen (Abbildung 2). Das bedeutet, dass von jedem Elternteil je eine andere schidliche
Variante des gleichen Gens vererbt wurde und die beiden Varianten dadurch in trans
zueinander, also auf den beiden unterschiedlichen Chromosomenstrangen, gelegen sind. In
diesem Fall kommt es zur Erkrankung. Sind die beiden Varianten hingegen auf einem
Chromosom gelegen und demnach in cis lokalisiert, wurden sie von nur einem Elternteil

vererbt und das Auftreten der Erkrankung bleibt aus (7).

* paternal
zusammengesetzt

heterozygot (in trans) * ternal
materna

* * paternal

maternal
-
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Abbildung 2: Mogliche Lageverhéltnisse von Varianten. Bei zusammengesetzter Heterozygotie
liegen zwei unterschiedliche Varianten in einem Gen, wegen ihrer Vererbung von paternaler und maternaler
Seite, auf den beiden Chromosomenstridngen (in frans). Dies stellt bei autosomal-rezessivem Erbgang einen
Krankheitsmechanismus dar. Stammen beide Varianten vom selben Elternteil, dann sind die Varianten auf
demselben Allel (in cis) lokalisiert. In diesem Fall verbleibt das zweite Allel (griines Rechteck)
funktionstiichtig und die Erkrankung bleibt aus. Die roten Sterne kennzeichnen das Vorliegen einer Variante.
Modifizierte Abbildung nach Lunenburg et al., 2018 (8).
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IRDs zéhlen aufgrund ihrer geringen Prévalenzen zu den seltenen Erkrankungen. Diese sind
innerhalb Europas anhand einer Pridvalenz von unter 5:10.000 definiert. Aufgrund der
Vielzahl an seltenen Krankheitskonditionen, welche zu groBlen Teilen genetisch bedingt
sind, leiden Schitzungen zufolge bis zu 6,2 % der Weltbevolkerung an einer von etwa 6.000
bis 7.000 seltenen Erkrankungen (9,10).

Die Préivalenz der Gesamtheit der IRDs unterliegt in der Literatur starken Variationen,
oftmals werden jedoch, abhidngig von der untersuchten Region, Zahlen im Bereich von
1:4.000 bis 1:3.000 genannt, was weltweit betrachtet auf {iber zwei Millionen Betroffene
schlieBen ldsst (4,11,12). Dabei stellt die Erkrankung RP mit einer weltweiten Pravalenz von
ca. 1:4.000 die haufigste Subform dar (3). Auf diesen Schétzungen basierend leben in
Deutschland rund 30.000 Patienten mit IRDs, genauere Zahlenwerte fiir die einzelnen
Erkrankungen sind jedoch nicht bekannt (13). Zudem ldsst sich Studienergebnissen aus
England und Australien zufolge festhalten, dass IRDs als die hdufigste Ursache fiir Blindheit
innerhalb der Bevdlkerungsgruppe der Erwerbstdtigen gelten, bei Kindern stehen sie an
zweiter Stelle (14,15). Die Anzahl an Erkrankungsfillen verdeutlicht dabei, wie bereits von
Weisschuh et al. (2020) angemerkt, das Ausmal} in dem IRDs einerseits viele Betroffene in
deren Lebensqualitit einschrdnken, andererseits aber auch das Offentliche

Gesundheitssystem in Anspruch nehmen (13).

1.2 Therapie und molekulargenetische Diagnostik von IRDs

Unter dem Aspekt der geringen Préavalenzen und der bereits besprochenen Heterogenitét von
IRDs ist die genaue Charakterisierung der verschiedenen genetischen Pathomechanismen,
die ihnen zugrunde liegen, eine Herausforderung. Eine Kenntnis dieser ist aber insofern von
groler Bedeutung, als dass darauf die Entwicklung geeigneter Therapieansétze fiir die
einzelnen Erkrankungen beruht (1). Als immunprivilegiertes, leicht zugingliches Organ
wurde die Retina in den vergangenen Jahren bereits ausgiebig erforscht, mit der Absicht
gentherapeutische Ansétze zu finden, die zur Heilung von IRDs fiihren oder zumindest deren
Progression verlangsamen oder aufhalten. Diesem Ziel ist man seit der erstmaligen
Zulassung von Voretigene Neparvovec (Luxturna®) durch die US-amerikanische
Arzneimittelbehorde im Jahr 2017 einen grofen Schritt ndhergekommen. Es handelt sich
dabei um die erste verfiigbare Arznei zur Behandlung einer IRD, eine Genersatztherapie fiir
die Erkrankung LCA, Subtyp 2 (MIM # 204100). Die Therapie richtet sich an Personen, bei

denen biallelische pathogene Verdnderungen im Retinoid Isomerohydrolase RPE65-Gen
8
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(RPE65, OMIM * 180069) der Erkrankung zugrunde liegen (16). Das Prinzip von
Voretigene Neparvovec (Luxturna®) beruht auf einer vektorbasierten Genersatztherapie:
Dabei wird mithilfe eines Vektors, eines Adeno-assoziierten Virus, eine funktionstiichtige
Kopie des Wildtyps von RPEG65 mittels subretinaler Injektion in die Zellen der Retina
eingebracht. Infolgedessen kann das Proteinprodukt der eingebrachten Gensequenz seine
Funktion im retinalen Stoffwechsel wieder erfiillen. In klinischen Phase-III-Studien zur
Untersuchung von Wirksamkeit und Nebenwirkungen der Therapie konnte eine signifikante
Verbesserung visueller Funktionen bei betroffenen Personen, die mit Voretigene
Neparvovec (Luxturna®) behandelt wurden, gezeigt werden. Diese Besserung des
Sehvermogens war dabei nach einen Zeitraum von vier Jahren immer noch nachweisbar
(17). Zum aktuellen Zeitpunkt ist Voretigene Neparvovec (Luxturna®) die einzige
zugelassene Therapieoption auf dem weiten Feld der IRDs, auf www.clinicaltrials.gov ist
jedoch eine zunehmende Anzahl laufender klinischer Studien fiir die genbasierte Therapie
von verschiedenen Krankheitsbildern gelistet (17,18). Zu den Erkrankungen, die gerade im
Hinblick auf Therapiemethoden intensiv erforscht werden, gehdéren z. B. LCA, RP,
Achromatopsie, Usher-Syndrom, X-gebundene Retinoschisis sowie Morbus Stargardt.
Aktuell wird hierbei in den meisten klinischen Studien das Prinzip der Genersatztherapie
angewandt, welches sich bereits bei der Behandlung der RPE65-assoziierten LCA bewéhrt
hat. Das ist fiir Erkrankungen, die auf einem Funktionsverlust (loss-of-function) des Gens
basieren, zielfilhrend, aber insbesondere bei autosomal-dominanten Krankheiten mit
zugrundeliegendem  gain-of-function Pathomechanismus sind alternative Ansétze
erforderlich. Hier kdnnten z. B. Gensuppression, Antisense-Oligonukleotide oder die
Genom-Editierung mittels ,,Genomschere* in Zukunft weitere therapeutische Mdéglichkeiten
bieten. Der Nutzen der Genom-Editierung wird beispielsweise in der klinischen Studie
EDIT-101 fir die mit dem Centrosomal Protein, 290-KD Gen (CEP290, OMIM * 610142)
assoziierte Erkrankung LCA, Subtyp 10 (MIM # 611755) untersucht (18,19). Wichtig fiir
den Erfolg jeglicher therapeutischen Intervention bei IRD-Erkrankungen ist eine friihzeitige
Durchfiihrung der Behandlung. In Studien an LCA-Patienten in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien zeigte sich — trotz der angewandten Gentherapie — eine Progression der
retinalen Degeneration. Das ldsst wiederum darauf schlieBen, dass der Behandlungserfolg
von IRDs maligeblich von einem rechtzeitigen Therapiebeginn abhéngt (16).

Bevor Patienten die Durchfiihrung einer Therapie oder die Teilnahme an klinischen Studien

ermdglicht werden kann, muss die genetische Ursache der vorliegenden IRD bekannt sein.
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Jegliche Form der Gentherapie setzt eine gesicherte molekulargenetische Diagnose voraus
(13). Auf dem Gebiet der molekulargenetischen Diagnostik sind in den vergangenen Jahren
bereits bedeutende Entwicklungen zu vermerken. Die weitrdumige Anwendung der
Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation Sequencing, NGS) stellt dabei einen
methodischen Meilenstein dar. Mittels NGS wurde eine kosteneffektive und schnelle
Generierung groBer Mengen an Sequenzdaten ermoglicht (20). Sowohl im Bereich der IRDs
als auch anderer Mendelscher Erbkrankheiten hat die Einfiihrung der NGS-Technologie
damit die Dimension diagnostischer Moglichkeiten revolutioniert (21-23).

Die aktuell in der Diagnostik von IRDs vorherrschenden Vorgehensweisen zur Detektion
krankheitskausaler Verdnderungen sind die Anwendung von Gen-Panels sowie die
Exomsequenzierung (Whole Exome Sequencing, WES) (24). Bei der Anwendung von Gen-
Panels wird mittels NGS-Technologie gezielt eine Auswahl von Genen, deren ursidchlicher
Zusammenhang mit IRDs bekannt ist, sequenziert und auf relevante Verdnderungen
untersucht. Dabei werden mit dieser Methode nahezu ausschlieBlich kodierende Bereiche
des Genoms erfasst. Die Ausnahme bilden Exon-flankierende Bereiche, in denen Varianten
haufig Splei-Defekte verursachen, sowie intronische Regionen von Genen, in denen tief-
intronische Varianten als Krankheitsursache bereits beschrieben sind (4). Ein Beispiel fiir
tief-intronische Varianten stellt das ATP Binding Cassette Subfamily A Member 4 Gen
(ABCA4, OMIM * 601691) dar (25,26). Seit einigen Jahren ist auch WES als methodischer
Ansatz in der IRD-Diagnostik vertreten. Durch die Untersuchung aller kodierenden Bereiche
sollen mittels WES insbesondere Fille mit unklarer Diagnose nach Gen-Panel-
Untersuchung oder mit multiplen klinischen Differenzialdiagnosen geklért werden. (26).
Eine technische Uberlegenheit von IRD-Panel-basierten Untersuchungen des Exoms
gegenliber WES-Analysen, konnte in einer Studie von Consugar et al. (2015) gezeigt
werden. Die Untersuchung mittels Gen-Panels bei Patienten mit erblichen
Augenerkrankungen ergab hier gegeniiber WES eine hohere Sensitivitét bei zugleich sehr
hoher Spezifitit fiir die Detektion von Varianten (27). Wihrend Gen-Panels bei definierten
Genen heute weiterhin Vorteile hinsichtlich der Sequenziertiefe und der Abdeckung
aufweisen, zeigt eine systematische Ubersichtsarbeit von 2023, dass in Studien, in denen
WES eingesetzt wurde, tendenziell hohere Diagnoseraten als mit Gen-Panels erzielt wurden,
was den diagnostischen Mehrwert einer breiteren Exomabdeckung insbesondere in klinisch

heterogenen Situationen unterstiitzt (28).
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Nach aktueller Studienlage liegt die allgemeine Diagnoserate fiir IRDs unter Anwendung
der in der molekulargenetischen Diagnostik gebrduchlichen Methoden bei Werten von etwa
50-70 % (4,24,28). Dabei ist nach Shah et al. (2020) die Hohe der jeweils erzielten Werte
maligeblich von Heterogenitit und Komplexitdt der in der Studienkohorte vertretenen
Erkrankungen abhingig (29).

Das Erreichen einer molekulargenetisch gesicherten Diagnose ist nicht nur unter dem Aspekt
moglicher Therapien oder der Teilnahme an klinischen Studien relevant. Dariiber hinaus
kann die Kenntnis der genauen Ursache ihrer Erkrankung bei Betroffenen auch auf
psychischer Ebene zu Entlastung fiihren und aufgrund zusétzlicher Informationen iiber
Prognose und Erbgang fiir deren Zukunfts- und Familienplanung relevant sein. Dazu kommt,
dass durch friihe genetische Diagnosestellung weitere medizinische Kosten durch
zusdtzliche Diagnostikverfahren eingespart werden und eine Anpassung des klinischen

Vorgehens an die vorliegende Erkrankung ermdglicht wird (26,30).

1.3 Ganzgenomsequenzierung (WGS)

Unter Annahme einer derzeit mit Routinediagnostikverfahren maximal erreichbaren
Diagnoserate von 70 % (4,28) verbleiben nach aktuellem Stand knapp ein Drittel aller an
IRDs erkrankten Personen ohne molekulargenetische Diagnose — in Bezug auf Deutschland
entspriche dies, wenn von geschétzt 30.000 Betroffenen ausgegangen wird (13), in etwa
9.000 Patienten.

Die Griinde, weshalb bei einer groen Anzahl der untersuchten Fille eine Diagnosestellung
misslingt, sind vielschichtig. Einerseits muss davon ausgegangen werden, dass bislang nicht
alle Gene in Verbindung mit IRDs bekannt und erforscht sind (31). Andererseits sind
molekulargenetisch ungeklédrte Fille auch den technischen Limitationen der aktuell
gebrauchlichen Diagnostikverfahren geschuldet. GroB3e strukturelle Verdnderungen, wie
beispielsweise Deletionen von Gensequenzen, deren Bruchpunkte sich aufBlerhalb der
kodierenden Bereiche befinden, konnen dabei nicht detektiert werden. Dazu kommt, dass
die bislang angewandten Methoden weitgehend auf die Untersuchung kodierender Bereiche
des Genoms beschrinkt sind. Nicht-kodierende regulatorische Bereiche werden, zumindest
fiir die tiberwiegende Anzahl aller Gene, durch diese Verfahren nicht erfasst (31,32). Daraus
folgt, dass unter Gebrauch der aktuellen Methoden potenziell pathogene Varianten

unentdeckt bleiben.
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Fir die genannten Defizite in der molekulargenetischen Diagnostik bietet die
Ganzgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing, WGS) einen Losungsansatz. Bei
dieser Methode wird mittels NGS-Technologie eine vollstindige Sequenzierung des
Genoms vorgenommen, was bedeutet, dass sowohl proteinkodierende als auch intronische
und intergenische Bereiche der Analyse genetischer Verdanderungen zuginglich gemacht
werden. Weitere methodische Vorteile von WGS bestehen in der sicheren Detektion von
Strukturvarianten sowie in einer verbesserten Abdeckung repetitiver CG-reicher Regionen
verglichen mit WES (4,33). Im Forschungsbereich konnte die Einfiihrung von WGS bereits
zur Ergrindung der molekularen Basis verschiedener Erkrankungen beitragen und hat
abgesehen davon auch in anderen relevanten Bereichen, wie z. B. der Pharmakogenetik,
dabei geholfen, den Wissensstand zu erweitern (23).

Trotz dieser Vorziige von WGS hat die Methode au3erhalb von Studien bisher noch keinen
flichendeckenden Einzug in den molekulargenetischen Diagnostikprozess von IRDs
gefunden (24). Die Integration in klinische Diagnostikprozesse steht jedoch zunehmend im
Fokus aktueller Studien und methodischer Weiterentwicklungen. Zentrale Limitationen
bestehen insbesondere in dem erheblichen bioinformatischen Aufwand, der mit hohen
erforderlichen Speicherkapazititen von Genomdaten verbunden ist, was schlussendlich auch
zu den im Vergleich zu anderen Methoden hoheren Kosten beitrdgt (4,32). Eine weitere
Schwierigkeit bei der Durchfiihrung von WGS-Analysen ist die korrekte Klassifizierung und
Interpretation der Vielzahl an Varianten, die bei einer Sequenzierung des gesamten Genoms
erfasst werden. Angesichts der Tatsache, dass nicht-kodierende Bereiche bisher kaum
untersucht wurden, stellt die Bewertung dieser Varianten beziliglich Pathogenitit den
Diagnostikbereich vor Herausforderungen (34).

Zur Anwendung der WGS-Methode in Zusammenhang mit der Diagnostik verschiedener
Erkrankungen existiert bereits eine Vielzahl an Studien. An erster Stelle ist hier das U.XK.
100,000 Genomes Project zu nennen. Im Rahmen dieser groB3-angelegten Studie wurden
Patienten, die von einem breiten Spektrum seltener Erkrankungen betroffen waren, mittels
Genomanalyse auf die zugrundeliegenden genetischen Ursachen untersucht. Anhand der
Studienergebnisse gelang es Smedley et al. (2021), zu zeigen, dass mittels WGS ein Anstieg
der Diagnoseraten vieler seltener Erkrankungen, darunter auch IRDs, erzielt werden kann.
Des Weiteren legte das Projekt die Vorteile dar, die sich fiir Patienten durch die molekulare
Diagnosestellung ergaben. Die im Rahmen der Studie durchgefiihrten Genomanalysen

trugen dariiber hinaus dazu bei, mehrere zuvor unbekannte krankheitskausale Gene ausfindig
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zu machen (35). In einer weiteren Studie, durchgefiihrt von Stranneheim et al. (2021), wurde
die WGS-Methode ebenfalls im Sinne der Diagnostik seltener Erkrankungen erprobt. Die
Genomanalysen, welche am Karolinska University Hospital in Stockholm, Schweden
durchgefiihrt wurden, erstreckten sich hierbei iiber einen Zeitraum von fiinf Jahren. Das
Projekt diente als Versuch, die Genomanalyse in den Diagnostikprozess und in weiterer
Instanz ins schwedische Gesundheitssystem zu integrieren. Auch in diesem Projekt wurden
die bereits im /00,000 Genomes Project genannten Vorziige von WGS aus den Ergebnissen
ersichtlich. Als fiir den Erfolg des Vorhabens bedeutend erwiesen sich dabei insbesondere
standardisierte Analyseabldufe sowie die Zusammenarbeit in interdisziplindren Teams, mit
enger Vernetzung von Klinikern und Genetikern (36). In Anbetracht der rasanten
Entwicklungen, die in den letzten Jahren auf dem Feld der Genommedizin zu beobachten
sind, sowie der vielversprechenden Moglichkeiten, die der Bereich noch zu bieten hat,
wurden eine Reihe von Initiativen sowohl deutschlandweit als auch europaweit angesto3en
(Abbildung 3). Zunéichst erfolgte im Jahr 2018 auf EU-Ebene die Griindung der /+ Million
Genomes Initiative. Die in den aktuell 27 Mitgliedsstaaten generierten Genomdaten sollen
dabei — unter Gewéhrleistung der Datensicherheit — international vernetzt und zu einer
europaweiten Referenzressource im Sinne eines ,, Genome of Europe“ zusammengefiihrt
werden (37). Das deutsche Projekt genomDE verfolgt seit 2019 das Ziel einer nationalen
Datenbank fiir Genomdaten, welche die Forschung in den Bereichen Préavention, Diagnostik
und Therapie genetischer Erkrankungen vorantreiben soll. Nach Griindung dieser Initiative
folgte 2020 der Beitritt Deutschlands zum 7+ Million Genomes Projekt (38,39). Eine weitere
Initiative innerhalb Deutschlands, das Modellvorhaben § 64e SGB V, geht von den
Krankenkassen aus und zielt auf eine mogliche Implementierung der Genommedizin in die
patientennahe Versorgung ab. Seit Juli 2024 wird hierdurch Patienten, die an seltenen oder
onkologischen Erkrankungen leiden, der Zugang zur molekulargenetischen Diagnostik
mittels WGS ermdglicht. Dieses Vorhaben dient der Evaluation der Anwendung dieser
Methodik in der Diagnostik, wobei das Projekt auf eine Laufzeit von mindestens fiinf Jahren

ausgelegt ist (39,40).
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04/2018 01/2020 07/2024
Initiative Beitritt genomDE Start Modellvorhaben
1+ Million zu 1+ Million Genomes § 64e SGB V

Genomes

P

02/2019 07/2021
Initiative Inkrafttreten Modell-
genomDE vorhaben § 64e SGB V

Abbildung 3: Aktuelle Initiativen und Projekte in Zusammenhang mit der

Genomsequenzierung. Am Zeitstrahl sind einige aktuelle Projekte, die mit dem Thema
Genomsequenzierung in Zusammenhang stehen, in chronologischer Reihenfolge dargestellt. Die /+ Million
Genomes Initiative ist ein EU-weites Projekt (mit Ausnahme einer Teilnahme des Vereinigten Konigreichs und
Norwegens), genomDE und das Modellvorhaben § 64e SGB V sind nationale Strategien innerhalb
Deutschlands. Modifizierte Abbildung des deutschen Bundesministeriums fiir Gesundheit (38).

1.4 Bavarian Genomes Projekt

Ein weiteres Projekt innerhalb Deutschlands, welches das Thema Genomsequenzierung
adressiert, ist das Bavarian Genomes: 1000 Klinische Genome fiir Seltene Erkrankungen in
Bayern, kurz Bavarian Genomes, Projekt. Es handelt sich hierbei um eine im Jahr 2018
gegriindete Forschungsinitiative mit Forderung durch das Bayerische Staatsministerium fiir
Wissenschaft und Kunst. Das Projekt basiert auf einem Zusammenschluss der universitiren
Humangenetiken und Zentren flir Seltene Erkrankungen in Bayern mit den Standorten
Augsburg, Erlangen, Miinchen, Regensburg und Wiirzburg und richtet sich an Patienten, bei
denen seltene Erkrankungen vorliegen, zu deren molekulargenetischer Aufkliarung bereits
durchgefiihrte diagnostische Verfahren nicht beitragen konnten. Das Ziel besteht darin,
mittels Genomanalyse eine molekulargenetische Diagnosefindung fiir diese Patienten zu
ermoglichen. Weitere Intentionen im Zuge des Projekts sind die Erschaffung und
Verbesserung einer Datenbankinfrastruktur, welche den Auswertern Zugriff auf die
Genomdaten der Studienteilnehmer ermoglicht (41). An den am Bavarian Genomes Projekt
teilnehmenden Zentren ist der Fokus jeweils auf unterschiedliche Krankheitsentititen
ausgerichtet — am Institut flir Humangenetik des Standortes Regensburg befasst man sich
mit der Genomanalyse von Fillen aus der Erkrankungsgruppe der IRDs. Die im Zuge der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten WGS-Untersuchungen erfolgten als Teil des Bavarian

Genomes Projekts.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

Obwohl auf dem Gebiet der WGS-Diagnostik bereits intensiv geforscht wird, ist der
tatsdchliche Nutzen dieser Technologie fiir einzelne Erkrankungsgruppen bis heute nicht
abschliefend geklart. Grofere Studien, wie das U.K. 100,000 Genomes Project (35),
wandten WGS meist auf breit gestreute Erkrankungsgruppen mit jeweils nur wenigen Féllen
an. Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Methode WGS speziell fiir die molekulargenetische
Diagnostik von IRDs im Detail zu evaluieren. Von besonderem Interesse ist dabei zum einen
die Frage nach einer diagnostischen Uberlegenheit von WGS gegeniiber anderen Methoden.
Dariiber hinaus sollen potenzielle Herausforderungen, die sich aus der Durchfiihrung von
WGS-Untersuchungen ergeben, erkannt werden. Das abschlieBende Ziel der vorliegenden
Arbeit besteht darin, anhand der gewonnenen Erkenntnisse einen Eindruck {iber die aktuelle

Anwendbarkeit von WGS in der Diagnostik von IRDs zu erhalten.

Hinweis zur Sprachverwendung: Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in der
vorliegenden  Arbeit das  generische = Maskulinum  verwendet.  Sdmtliche

Personenbezeichnungen gelten gleichermafen fiir alle Geschlechter.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienkohorte und Votum der Ethikkommission

Die Analyse der Genomdaten, die den Ergebnissen dieser Arbeit zugrunde liegt, erfolgte im
Zeitraum April bis August des Jahres 2022. Die vorliegenden Ergebnisse sind daher unter
Kenntnisnahme des zum damaligen Zeitpunkt vorherrschenden Wissensstandes zur
Auffindung und Bedeutung genetischer Varianten zu betrachten.

Die Studienkohorte, deren WGS-Daten untersucht wurden, bestand aus 22 Familien mit der
klinischen Diagnose einer IRD. Die Rekrutierung dieser Familien erfolgte als Teil des
Bavarian Genomes Projekts durch ophthalmologische Zentren an Kliniken sowie durch
niedergelassene Ophthalmologen innerhalb Deutschlands. Voraussetzung fiir den
Studieneinschluss war das Vorliegen einer Netzhauterkrankung innerhalb der Familie sowie
eine vorangegangene humangenetische Untersuchung diesbeziiglich, bei der jedoch keine
molekulargenetische Diagnose gestellt werden konnte. Zusétzlich zu den Indexpatienten
wurden noch weitere betroffene sowie auch nicht-erkrankte Familienmitglieder in die Studie
aufgenommen. Ein positives Votum der lokalen Ethikkommission lag zu Studienbeginn vor
(Referenz-Nr. 20-2100-103). Eine schriftliche Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der
Bavarian Genomes Studie wurde von allen eingeschlossenen Studienteilnehmern vor
Analysebeginn eingeholt (Anhang 5). In diesem Dokument konnten die teilnehmenden
Personen sowohl {iber die Mitteilung von Analyseergebnissen beziiglich der
Untersuchungsindikation als auch iiber mdgliche Zusatzbefunde (incidental findings)
entscheiden. Vor Durchfilhrung der Datenanalyse wurden alle Familien und
Familienmitglieder durch individuelle Studien-IDs pseudonymisiert. Die 22 Familien der
Studienkohorte umfassten insgesamt 50 Personen, unter denen sich 30 Patienten und 20
nicht-betroffene Familienmitglieder befanden (Tabelle 1). Die Anzahl sequenzierter

Genome in den Familien reichte von eins bis funf.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Studienkohorte (n Familien = 22).

Familien-ID Indikation Betroffene Sequenzierte Vermuteter
Personen  Familienmitglieder = Erbgang

BG002 RP 2 4 AR
BG004 RP 1 1 Simplex
BGO007 RP/USH 3 5 AR
BG008 RP 1 1 Simplex
BGO010 RP 2 4 AR
BGO11 RP 1 1 Simplex
BGO012 RP 1 1 Simplex
BGO16 MD 2 2 AD
BGO18 RP 1 1 AD
BG020 RP 1 2 Simplex
BG022 RP 1 1 Simplex
BG026 RP 1 1 Simplex
BGO031 RP 1 2 Simplex
BG034 RP 1 1 Simplex
BGO038 ZSD 1 1 Simplex
BG042 RP 1 3 Simplex
BG047 RP 1 3 Simplex
BG048 RP 1 3 Simplex
BGO051 RP 2 4 AD
BG052 RP 1 2 Simplex
BGO057 OA 3 4 AD
BG069 Syndromale RP 1 3 Simplex
n 2 30 50

RP = Retinitis Pigmentosa; USH = Usher-Syndrom; MD = Makuladystrophie; ZSD = Zapfen-Stibchen-
Dystrophie; OA = Optikusatrophie; AR = autosomal-rezessiv; AD = autosomal-dominant
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Unter den 22 untersuchten Familien befanden sich neun Einzelpersonen (41 %), also
Indexpatienten ohne weitere teilnehmende Familienmitglieder (Abbildung 4). Weitere neun
Familien (41 %) entsprachen einer Trio-Konstellation, was bedeutet, dass die Genomdaten
der Indexperson sowie die der jeweiligen Eltern vorlagen. Zusitzlich zu Eltern und
Indexperson konnte diese Konstellation auch noch weitere Familienmitglieder beinhalten.
Bei den verbleibenden vier Familien (18 %) nahmen jeweils die Mutter der Indexperson und

die Indexperson teil.

Einzelperson
® Trio
andere

Abbildung 4: Familienkonstellationen innerhalb der Studienkohorte (n = 22). Die
unterschiedliche Zusammensetzung der Familien wird in diesem Diagramm dargestellt. Zu den vorkommenden
Konstellationen zdhlten Einzelpersonen, Trios und davon abweichende Zusammensetzungen. Die Anzahl der
jeweiligen Familienkonstellationen in unserer Studienkohorte entspricht den Zahlen innerhalb der Sektionen
des Diagramms.

Die sequenzierten Familien unterschieden sich neben der Zusammensetzung auch in ihrer
Indikation fiir die Studienteilnahme (Abbildung 5). Beim Grofteil, ndmlich 17 von 22
Familien (77 %), war die Diagnose RP. Bei den verbleibenden fiinf Familien (23 %) lag in
jeweils einem Fall syndromale RP, RP mit Differenzialdiagnose Usher-Syndrom, Makula-

Dystrophie, Zapfen-Stédbchen-Dystrophie oder Optikusatrophie als klinische Diagnose vor.
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= RP

® RP/Usher-Syndrom
Syndromale RP
MD
ZSD
OA

Abbildung 5: Indikation der Indexpatienten (n = 22). Das Diagramm zeigt die Anteile der
vorkommenden Indikationen innerhalb der sequenzierten Familien. Die Zahlen innerhalb der Sektionen
représentieren dabei die Anzahl an Indexpatienten mit der jeweiligen Indikation. RP = Retinitis Pigmentosa;
MD = Makula-Dystrophie; ZSD = Zapfen-Stidbchen-Dystrophie; OA = Optikusatrophie

2.2 Sequenzierprozess und zentrale Auswerter-Datenbank

Nach Asservierung der Bioproben in Form von Blut erfolgte die Sequenzierung fiir das
Bavarian Genomes Projekt auf der zentralen Sequenzierplattform am Institut fiir
Humangenetik am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitidt Miinchen (41). In
Miinchen wurden anschliefend die bioinformatische Prozessierung der generierten
Rohgenomdaten sowie eine Qualititskontrolle dieser vorgenommen. Referenz fiir simtliche
Daten war das humane Referenzgenom GRCh37 (hgl9). Im néchsten Schritt wurden die
Genomdaten der Studienteilnehmer in die zentrale Datenbank, die Exome Variant Analysis
Database (EVAdDb) (42), geladen, iiber die Auswerter der Studie dezentral, von ihrem
jeweiligen Standort aus, auf die pseudonymisierten Daten zugreifen konnten.

Die EVAAD setzt sich aus einer Exom- und einer Genomdatenbank zusammen und beinhaltet
alle bei der Genomsequenzierung detektierten Varianten. Zudem enthélt die EVAdb
Verkniipfungen zu weiterfiihrenden, online verfiigbaren offentlichen Datenbanken und
Programmen, die Informationen zu den einzelnen Varianten bereithalten und auf welche im

Folgenden noch niher eingegangen wird.
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2.3 Auswertung der Genomdaten

Jeder Mensch ist — aktuellen Schitzungen zufolge — Tréger von etwa drei bis vier Millionen
genetischen Verdnderungen, sogenannten genetischen Varianten (34). Die Datenmenge,
welche durch die Methode WGS demnach mit jeder Genomsequenzierung generiert wird,
ist groB. Um diese Daten gezielt hinsichtlich der jeweiligen Indikation untersuchen zu
konnen, wurde ein strukturiertes Analyseschema erstellt (Abbildung 6). Hierbei wurden die
WGS-Daten in der Datenbank EVAdb anhand festgelegter Kriterien in mehreren
unabhingigen Schritten gefiltert und anschlieBend ausgewédhlte Varianten mittels
verschiedener Programme auf funktionelle Konsequenzen hin untersucht. Dabei erfolgte die
Applikation der Filter immer zuerst in der Exomdatenbank und erst danach in der
Genomdatenbank. Dies diente der sicheren Detektion krankheitsverursachender exonischer
Varianten in Genen, die in der vorangegangenen Diagnostik noch nicht untersucht wurden.
Im Anschluss daran wurde nach intronischen und intergenischen Varianten in der

Genomdatenbank gesucht.

|. Klinische Informationen

Il. Phanotypbasierte Suche

I1l. Erbgangbasierte Suche

V. Strukturvarianten-Suche

Priorisierung von
Varianten

DATENBANK EVAdb l

V. Gen-Suche

Klinische Reevaluation

Molekulare Diagnose Fall ungeldst

Abbildung 6: Strukturiertes Analyseschema. Die Abbildung fasst die standardisierten Analyseschritte
des Auswertungsprozesses zusammen. Die Analyse erfolgte in drei groen Schritten: 1. Sichtung klinischer
Informationen zum Fall, 2. Variantensuche in der Datenbank EVAdb durch Anwendung von vier
Filterschritten, 3. Klinische Reevaluation der priorisierten Varianten und molekulare Diagnosestellung oder
Klassifikation des Falls als ,,ungelost™.
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2.3.1 Klinische Informationen

Im ersten Schritt des Analyseschemas erfolgte die Sichtung der klinischen Informationen
zur jeweiligen Familie. Diesem Vorgang dienten sowohl Arztbriefe als auch den
Indexpatienten zugeordnete Phénotyp-Annotationen (Human Phenotype Ontology Terms,
HPO-Terms) (43,44), die deren klinische Merkmale ndher charakterisierten. Zudem wurden
Familienstammbdume erstellt, um mogliche Erbginge =zu ermitteln und eine

Segregationsanalyse zu erleichtern.
2.3.2 Phinotypbasierte Suche

In Schritt zwei wurde in der EVAdb nach genetischen Varianten, die bereits mit retinalen
Erkrankungen in Verbindung stehen, gefiltert. In einem ersten phénotypbasierten
Filterschritt wurde in der Exom- und der Genomdatenbank nach Varianten gesucht, zu denen
in der Datenbank ClinVar (45,46) bereits Klassifikationen hinterlegt waren. Die Human
Gene Mutation Database (HGMD) (47,48) diente der Uberpriifung dieser Varianten auf
Assoziation zu retinalen Phinotypen. Dieser sowie auch alle nachfolgenden Filterschritte
erfolgten in der EVAdb unter den jeweils in Klammern vermerkten Modifikationen der
dortigen Standardeinstellungen (Exomdatenbank: in-house exomes “< 500 — bei ca. 26.000
in der Datenbank enthaltenen Exomen; Genomdatenbank: function ,,only intronic*). Im
zweiten phanotypbasierten Filter wurde in der Exomdatenbank eine Schlagwortsuche
durchgefiihrt (Suchbegriff ,,retin**, function ohne ,,unknown®). Alle Varianten in Genen,
welche in der Datenbank Online Mendelian Inheritance in Men (OMIM) (49) diesen

Suchbegriff enthielten, wurden manuell weiter auf passende Phinotypen untersucht.
2.3.3 Erbgangbasierte Suche

In der Exomdatenbank wurden Varianten in einem dritten Analyseschritt nach ihrer
Segregation innerhalb der Familie gefiltert. Dabei wurden im autosomal-rezessiven Filter
Gene angezeigt, in denen homozygote Varianten oder je eine heterozygote Variante von
Mutter und Vater bei der Indexperson vorlagen (function ohne ,,unknown®, Trio ,,yes* /
“no*). Im autosomal-dominanten Filter wurde nach Varianten gesucht, die bei erkrankten
Familienmitgliedern vorkamen (function ohne ,junknown‘). Eine Suche nach de novo
entstandenen Varianten bei der Indexperson war nur mdglich, wenn eine Trio-Konstellation
gegeben war (function ohne ,,unknown®, affected ,,all*). Alle Suchergebnisse wurden nach

Eintrdgen in OMIM, Populationsfrequenzen in der Genome Aggregation Database
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(gnomadAD) (v2.1.1) (50,51), Héaufigkeit in der EVAdb und nach Eintrigen in der
Datenbank Mouse Genome Informatics (MGI) (52,53) vorselektiert. Die verbleibenden
Varianten wurden mittels einer Recherche zum Gen in der Datenbank GeneCards (54,55)
ausgeschlossen oder entsprechend priorisiert. Bei interessanten Varianten in Genen mit noch
unklarer Krankheitsassoziation wurde die Genexpression in humanen retinalen Geweben

iber Eyelntegration (v1.05) (56,57) gepriift.
2.3.4 Suche nach Strukturvarianten

Im darauffolgenden vierten Schritt wurden alle im Genom vorkommenden strukturellen
Veridnderungen untersucht (minimal cases ,,1%, in-house genomes ,,15%, overlap with
annotation “all”, OMIM ,,all*, caller ,> 3). Zu diesen zdhlen unter anderem Deletionen,
Duplikationen, Inversionen, Insertionen und Translokationen, welche allesamt die
Genstruktur verdandern. Zuerst lag der Fokus dabei auf proteinkodierenden Regionen, im
Folgenden wurde die Suche auf nicht-kodierende Bereiche ausgeweitet. Die Relevanz der
vorkommenden Strukturvarianten wurde mithilfe von Segregationsanalysen, Eintrdgen auf
OMIM und Informationen zum jeweils verdnderten Gen auf GeneCards bewertet. Zur
Visualisierung von strukturell verdnderten Regionen wurde der UCSC Genome Browser
(UCSC) (Referenzgenom: Human GRCh37/hg19) (58,59) genutzt. Die Verifizierung und
genauere Charakterisierung von Strukturvarianten erfolgte unter Anwendung des
Programms Integrative Genomics Viewer (IGV) (v.2.12.3) (60). Die Bereiche detektierter
Strukturvarianten wurden unter Anwendung der durch die Human Genome Variation Society

(HGVS, v.20.05) (61,62) empfohlenen Nomenklatur definiert.
2.3.5 Variantensuche nach Gen

Der fiinfte und letzte Filterschritt war die Analyse ausgewéhlter Gene, die zuvor in Schritt
II-IV des Analyseschemas priorisiert worden waren. Diese Suche erfolgte ausschliefSlich in
der Genomdatenbank (affected ,,all, function ,all*, in-house exomes ,,< 10%). Alle
Varianten innerhalb eines Gens sowie in den umliegenden Bereichen wurden dabei gefiltert
und analysiert. Zundchst wurde die Segregation der Varianten gepriift und nach
Populationsfrequenzen gefiltert. Varianten, die nur bei gesunden Personen vorkamen, oder
deren Allelfrequenz (AF) iiber dem zuvor definierten Grenzwert lag, wurden ausgeschlossen

(Tabelle 2).
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Tabelle 2: Grenzwerte fiir akzeptierte Frequenzen von Varianten innerhalb von gnomAD und EVAdb.

Erbgang des  gnomAD EVAdb

Gens

AD Homozygot = 0 Homozygot=0 P
Heterozygot < 10 * Heterozygot <2 F

AR Homozygot <5 ** Homozygot<1F
AF<1% Heterozygot < 10 P ***

* Der Grenzwert < 10 entspricht einer Frequenz von unter ~ 0.06 % in der gnomAD Datenbank.
** Der Grenzwert von < 5 entspricht einer Frequenz von unter ~ 0.03 % in der gnomAD Datenbank.
*#* Der Grenzwert von < 10 entspricht einer Frequenz von unter ~ 1 % in der EVAdb Genomdatenbank.
P = Personen; F = Familien; AF = Allelfrequenz; AD = autosomal-dominant; AR = autosomal-rezessiv

Mithilfe der in die EVAdD integrierten Werte der Vorhersageprogramme PolyPhen-2 (pph2)
(63,64), Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) (65,66) und Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD) (67,68) wurden mdgliche funktionelle Konsequenzen von
Varianten eingeschitzt. Die Festlegung der Grenzwerte fiir die Nutzung der Programme
orientierte sich dabei an den Informationen, die von den jeweiligen Herausgebern

veroffentlicht wurden (Tabelle 3).

Tabelle 3: Grenzwerte und Interpretation fiir die Vorhersageprogramme pph2, SIFT und CADD.

Vorhersage- Grenzwerte Interpretation

programm

pph2 (0-1) Einfluss von SNP in kodierender
<0.75 kein Einfluss Region auf Proteinstruktur und
> 0.75 Einfluss -funktion.

SIFT (0-1) Einfluss von SNP in kodierender
< 0.05 Einfluss Region, gemessen anhand von
> 0.05 kein Einfluss Konservierungsdaten.

(1-99) MaB fiir Wahrscheinlichkeit, dass

CADD >15 miBige Wahrscheinlichkeit  eine Variante die Proteinstruktur und
> 20 hohe Wahrscheinlichkeit -funktion schidigt.

Pph2 = Polyphen-2; SIFT = Sorting Intolerant from Tolerant; CADD = Combined Annotation Dependent
Depletion; SNP = Single Nucleotide Polymorphism

Die Datenbanken ClinVar und Leiden Open Variation Database (LOVD) (v.3.0) (69,70)
wurde fiir vorhandene Einstufungen zu den Varianten genutzt. Die Konservierung der

verdnderten Bereiche wurde iiber UCSC ermittelt. Das Programm Database of
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Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources
(DECIPHER) (v.11.13) (71,72) wurde angewendet, um die Lagebeziehung von Varianten
zu bestimmten regulatorischen Elementen zu iiberpriifen und die Probability of Loss-of-
function Intolerance (pLI) zu ermitteln. Der pLI-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit fiir die
Intoleranz eines Gens gegeniiber dem Auftreten von Funktionsverlustvarianten an und kann
dabei Zahlenwerte zwischen null (Toleranz) und eins (Intoleranz) annehmen (72).

Um mogliche Splei3-Effekte intronischer Varianten zu detektieren, wurden diese mittels
SpliceAl (73,74) tberpriift. Ausgewihlte Varianten wurden zusétzlich in Alamut (Alamut
Visual Plus version v1.6.1 | © 2022 SOPHiA GENETICS) auf das Vorhandensein von
Splei3-Effekten untersucht. Alamut greift dabei auf die Vorhersage-Algorithmen der vier
Programme SpliceSiteFinder-like (75), MaxEntScan (76), GeneSplicer (77) und NNSPLICE
(78) zuriick.

Bei Varianten, die in kodierenden Bereichen gelegen sind oder mit diesen iiberlappen und
nach Abschluss der zuvor beschriebenen Analysen als mdglich kausal erachtet wurden,
wurde eine Klassifikation anhand der Kriterien des American College of Medical Genetics
(ACMG-KTriterien) (79) vorgenommen. Dieser Kriterienkatalog dient der Einstufung der
Wahrscheinlichkeit von Varianten krankheitsverursachend zu sein (Tabelle 4). Genetische
Verianderungen werden dabei einer der fiinf Klassen benign (B), likely benign (LB), variant
of uncertain significance (VUS), likely pathogenic (LP) oder pathogenic (P) zugeordnet.
Diese Zuordnung basiert auf einer Reihe definierter Kriterien der Kategorien very strong
evidence of pathogenicity (PVS), strong evidence of pathogenicity (PS), moderate evidence
of pathogenicity (PM) und supporting evidence of pathogenicity (PP), welche z. B.
Eigenschaften wie Allelfrequenzen, Ergebnisse von in silico Programmen sowie
Segregationsmuster beinhalten. Die zu untersuchende Variante wird zunéchst auf das
Zutreffen der einzelnen Kriterien iiberpriift, aus Anzahl und Zusammensetzung erfiillter
Kriterien ergibt sich anschlieBend die Klasse. Fiir eine detaillierte Erkldrung der im
Folgenden fiir einige Varianten angefiihrten Kriterien sei an diesem Punkt auf die

entsprechende Verdffentlichung des ACMG verwiesen (79).
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2 Material und Methoden

Tabelle 4: Einteilung in Klassen nach den ACMG-KTriterien.

Klasse Bezeichnung Interpretation

1 B Normvariante ohne klinische Relevanz
2 LB Wabhrscheinliche Normvariante

3 VUS Variante unklarer klinischer Signifikanz
4 LP Wahrscheinlich pathogene Variante

5 P Pathogene Variante

B = benign; LB = likely benign; VUS = variant of uncertain significance, LP = likely pathogenic; P =
pathogenic

AnschlieBend wurde ein Fazit erstellt, in dem alle moglich kausalen Varianten mitsamt ihren
Eigenschaften dargestellt wurden. Dies wurde durch eine detaillierte Literaturrecherche zu
den vorliegenden Varianten — mit besonderem Fokus auf bereits beschriebene tief-
intronische Varianten — in den Datenbanken PubMed (80) und Google Scholar (81) gestiitzt.
Es folgte eine Reevaluation der klinischen Daten, um Unstimmigkeiten zwischen
vorliegendem Phinotyp und molekularer Verdachtsdiagnose zu erkennen. Zu diesem Zweck
fanden auch molekulare Diagnostikboards mit den zuweisenden Behandlern statt, in denen
klinische und genetische Befunde besprochen wurden. Fille, die dadurch konsensuell als
gelost eingestuft werden konnten, wurden zur Diagnosesicherung vom Forschungs- an den
Diagnostikbereich {ibergeben. Erst nach unabhdngiger Bestdtigung der Varianten erfolgte
die Mitteilung des molekularen Befundes an die Patienten. Fille, bei denen die Analyse
keine auffélligen Varianten ergab, es mehrere moglich kausale Gene gab, oder Phénotyp und

Genotyp nicht korrelierten, wurden als ungelost klassifiziert.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

Alle Familien der Studienkohorte wurden nach der Untersuchung anhand des in Abbildung
6 dargestellten strukturierten Analyseschemas in geldste, wahrscheinlich geloste und
ungeloste Fille unterteilt (Abbildung 7A). Dabei konnten fiinf (23 %) der insgesamt 22
Familien als ,,gelost” eingestuft werden, weitere sieben Familien (32 %) wurden der
Kategorie ,,wahrscheinlich gelost* zugeordnet. Die verbleibenden zehn Familienfille (45 %)
wurden zum Untersuchungszeitpunkt als ,,ungeldst” klassifiziert. Diese drei Kategorien
weisen unterschiedliche Verteilungen der verschiedenen Familienkonstellationen auf. Unter
den gelosten Féllen befinden sich vier Trios (80 %) und nur ein Einzelfall (20 %)
(Abbildung 7B). Bei den wahrscheinlich geldsten Féllen liegen drei Trios (43 %), drei
Einzelpersonen (43 %) sowie noch eine andere Familienkonstellation (14 %) vor
(Abbildung 7C). Die ungelosten Félle setzen sich aus zwei Trios (20 %), flinf
Einzelpersonen (50 %) und drei davon abweichenden Konstellationen (30 %) zusammen

(Abbildung 7D).
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Abbildung 7: Anteil von geldsten, wahrscheinlich gelosten und ungelosten Féllen an der

Studienkohorte und Verteilung der Familienkonstellationen (n = 22). Die Zahlen in den
Sektionen der Diagramme geben die Anzahl an Familien, die der jeweiligen Kategorie zugeordnet wurden,
wieder. Die verschiedenen Farben der Sektionen kodieren fiir die unterschiedlichen Kategorien und sind der
Legende zu entnehmen. (A) Einteilung der Fille in drei Kategorien. Das Diagramm stellt die Einteilung
aller analysierten Familienfélle in die Kategorien ,,gelost”, ,,wahrscheinlich geldst™ und ,,ungeldst™ dar. (B)
Familienkonstellationen innerhalb der gelésten Fille (n = 5). Dargestellt ist die Zusammensetzung der
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3 Ergebnisse

gelosten Familienfdlle aus Trios und Einzelpersonen. (C) Familienkonstellationen innerhalb der
wahrscheinlich gelosten Fille (n = 7). Dargestellt ist die Zusammensetzung der wahrscheinlich geldsten
Familienfdlle aus Trios, Einzelpersonen und davon abweichenden Familienstrukturen. (D)
Familienkonstellationen innerhalb der ungelésten Fille (n = 10). Die Abbildung zeigt die Verteilung der
Familienkonstellationen unter den ungeldsten Féllen.

3.1 Ungeloste Fille

In zehn der analysierten Fille (45 %) konnte durch die WGS-Analyse keine
molekulargenetische Ursache, welche das Vorliegen einer IRD mit ausreichender Sicherheit
erkliren wiirde, gefunden werden. Diese Familien fallen demnach in die Kategorie
,sungeloste Falle®. Die Stammbdume dieser Familien sind im Folgenden gesammelt

dargestellt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Stammbédume der ungelosten Fille. Dargestellt sind die Stammbéume der Familien, die
als ,,ungelost eingestuft wurden. Alle nummerierten Familienmitglieder nahmen an der Studie teil (DNA
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3 Ergebnisse

vorhanden) und wurden mit Ausnahme der Person BG010/03 (mit * gekennzeichnet) mittels WGS untersucht.
Kreise kodieren in dieser Darstellung fiir Frauen, Quadrate fiir Ménner. Betroffene Personen sind anhand der
schwarz ausgefiillten Formen erkennbar. Bereits verstorbene Familienmitglieder sind in der Abbildung
durchgestrichen. Bei Personen, die mit einem Fragezeichen gekennzeichnet sind, ist das Vorliegen der
Erkrankung nicht gesichert. Alle Indexpersonen tragen die Nummer 01.

Die Zuordnung der Fille zur Kategorie ,,ungeldst erfolgte aus unterschiedlichen Griinden:
Zum Teil wurden genetische Verdnderungen in mehreren IRD-Genen gefunden, es war
jedoch nicht moglich, eine eindeutig krankheitsauslosende Veranderung unter diesen Genen
zu detektieren. Héufig lagen in den ungelosten Fillen auch tief-intronische Varianten in
IRD-Genen vor, welche am ehesten unter der Annahme zusammengesetzt heterozygoter
Vererbung mit einer kodierenden Variante als Krankheitsursache infrage kdmen (BG004,
BG010, BG011, BG018, BG022, BG031, BG034, BG052, BG064). Uber die funktionelle
Relevanz dieser intronischen Varianten konnte aber — nach aktuellem Stand in Wissenschaft
und Forschung — in vielen Féllen keine Aussage getroffen werden. Bei einigen Patienten
passten auch deren klinische Merkmale nicht zu jener Erkrankung, mit der Verdanderungen
im betreffenden Gen assoziiert sind (BG016, BG031). In einer weiteren Familie wurde eine
auffillige Strukturvariante in einem Gen gefunden, welches bisher nicht zu den bekannten
IRD-Genen zédhlt (BG034).

Tabelle 5 bietet eine vollstindige Auflistung aller ungeldsten Fille, inklusive der darin
priorisierten Varianten. Einige der ungelosten Félle werden im Folgenden niher besprochen,
um die Herausforderungen, die sich bei der Diagnosefindung mittels WGS-Methode
ergaben, an Beispielen zu zeigen. Alle vorkommenden Varianten liegen, wenn im Text nicht
anders erwdhnt, in heterozygoter Form vor. Eine Auflistung der entsprechenden NM-
Nummern zu allen in Text und Tabellen angefiihrten Genen findet sich im Anhang 1.
Weitere, in den Familien BG022, BG034 und BG052 vorkommende, intronische Varianten

sind ebenso dem Anhang zu entnehmen (Anhang 2-4).

28



Tabelle 5: Ungeloste Fille mit priorisierten Varianten und deren ACMG-Klassifikation in ClinVar (46).

3 Ergebnisse

Familien- Indikation Gen Erkrankung, Vi ACMG V2 ACMG
1D Erbgang Vi V2
BG004 RP RAB28 ZSD 18, AR c.22A>T VUS * c.392-36899G>T -
p-(Ser8Cys) p.?
BGO10 RP PDEG6B RP 40, AR c.2206G>A VUS c.711+1585T>C -
p.(Val736Met) p.?
oder
c.711+8930G>A -
p.?
BGO11 RP NMNATI LCA 9, AR c.619C>T P-LP c.-56-11728A>C -
p.(Arg207Trp) p.?
SPP2 RP, AD c.591C>A VUS * - -
p.(Tyr197Ter)
BGO16 MD TEADI SCRA, AD c.443C>T VUS * - -
p.(Pro148Leu)
BGO18 RP PRPF6 RP 60, AD c.2638T>G - - -
p.(Phe880Val)
oder
c.2639T>C - - -
p.(Phe880Ser)
CACNA2D4 RCD 4, AR c.721 722del - c.2247-1850T>C -
p-(Asp241ProfsTer26) p.?
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BG022

BGO031

BG034

BG052

RP

RP

RP

RP

ABCA4

CDH?23

IMPG2

RCBTBI

USH2A4

EHBPI

USH2A4

SAMDI11

RP 19, AR

USHID, AR

RP 56, AR

RDEOA, AR

RP 39, AR

RP 39, AR

RP, AR

c.5338C>G
p.(Pro1780Ala)

c.2078T>C
p.(Leu693Pro)

c.392G>A
p.(Argl31His)

c.488G>A
p-(Gly163Asp)

c.10190 10191del
p.(Lys3397fs)

NC_000002.11:
2.62929389
62942944del

p.?

c.5266G>A
p.(Vall756lle)

c.1913C>T

P-VUS

VUS

VUS-LB

VUS *

VUS *

€.6005+63G>C
p.?

7 intronische
Varianten

¢.533+6993T>C
p.?

c.-41-5809T>C

p.?
oder
c.1172+412G>A

p.?

18 intronische
Varianten

€.-295-10291C>T
p.?

4 intronische
Varianten

c.73-1987C>T

3 Ergebnisse
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3 Ergebnisse

p.(Pro638Leu) p.?
oder
c.73-1991C>T -
p.?
BG069 Syndromale AIRE APS 1, AD/AR c.982C>T VUS ¢.132+60G>C -
RP p-(Arg328Trp) p.?
oder
c.1504-741dup -
p.?
NCAPG?2 3KS, AR ¢.1390C>T VUS * c.1816-856del -
p.(Leu464Phe) p.?
n |10

Der Krankheitsbezug zum jeweiligen Gen wurde der Datenbank OMIM entnommen. Bei Genen, die mehrere Erkrankungen auslosen konnen, ist nur die jeweils zur
Untersuchungsindikation passende Erkrankung mit Erbgang angegeben. Die teils vorhandenen ACMG-Klassifikationen der Varianten stammen grofBtenteils aus ClinVar, in
einigen Féllen (mit * gekennzeichnet) wurden Varianten bei der Auswertung klassifiziert. In ClinVar lagen teils variable Einschdtzungen zur selben Variante vor, deren
Spannweite jeweils in der Tabelle angegeben ist. Die genaue Position der sieben intronischen Varianten in CDH23 (BG022), sowie die 18 bzw. vier intronischen Varianten in
USH24 (BG034 bzw. BG052) sind dem Anhang zu entnehmen (Anhang 2-4). RP = Retinitis Pigmentosa; MD = Makula-Dystrophie; ZSD = Zapfen-Stibchen-Dystrophie;
LCA = Leber'sche Kongenitale Amaurose; SCRA = Sveinsson'sche Chorioretinale Atrophie; RCD = Retinale Zapfen-Dystrophie; USH1D = Usher-Syndrom Typ 1D; RDEOA
= Retinale Dystrophie mit oder ohne extraokuldre Anomalien; BBS 15 = Bardet-Biedl-Syndrom 15; APS 1 = Autoimmunes Polyendokrines Syndrom Typ 1; 3KS = Khan-
Khan-Katsanis-Syndrom; AR = autosomal-rezessiv; AD = autosomal-dominant; V1 = Variante 1; V2 = Variante 2
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3 Ergebnisse

BGO031 ist ecine Familie, bei der sowohl die nicht-betroffene Mutter als auch die
Indexpatientin  mit der Indikation RP an der Studie teilnahmen. Aus der
molekulargenetischen Analyse des Genoms ergaben sich potenziell kausale Varianten in
zwei Genen. Im Interphotoreceptor Matrix Proteoglykan 2 Gen (IMPG2, OMIM * 607056),
welches mit autosomal-rezessiver Retinitis Pigmentosa 56 (MIM # 613581) assoziiert ist,
wurden eine Variante, die zum Aminosiureaustausch fiihrt (missense), bei beiden Personen
und eine intronische Variante nur bei der Indexperson gefunden. Fiir die missense Variante
¢.392G>A / p.(Argl31His) existierten auf ClinVar zum Analysezeitpunkt Einstufungen von
VUS bis LB, die intronische Variante ¢.533+6993T>C war in keiner der aufgerufenen
Datenbanken bekannt. Im zweiten Gen, RCCI Domain- and BTB Domain-Containing
Protein 1 (RCBTBI1, OMIM * 607867), liegt ebenso eine missense Variante c.488G>A /
p-(Glyl63Asp) bei Mutter und Indexpatientin vor, bisher jedoch ohne vorhandene
Klassifikation. Zudem ist die Indexpatientin Trigerin zweier intronischer Varianten in
RCBTBI, ¢.1172+412G>A und ¢.-41-5809T>C, die im Genom der Mutter nicht detektiert
wurden. Pathogene Varianten in RCBTBI sind mit dem Auftreten von Retinaler Dystrophie
mit oder ohne extraokuldren Anomalien (MIM # 617175) assoziiert. Als mdgliche
Anomalien konnen bei dieser Erkrankung unter anderem Innenohrschwerhdorigkeit,
Lungenfibrose sowie hormonelle Verdnderungen auftreten (49). In einem molekularen
Diagnostikboard konnte geklart werden, dass bei der Indexpatientin weder extraokulére
Anomalien noch andere Symptomatiken vorliegen, die RCBTBI als kausales Gen
wahrscheinlicher als /MPG2 machen wiirden. Bei Vorhandensein von zwei moglich
kausalen Genen konnte dieser Fall nicht geldst werden. Ahnlich dieser Familie bestehen
auch in BG011, BG018 und BG052 mogliche Verdanderungen in mehr als einem Gen.

In Familie BG010 lagen die Genomdaten zweier Schwestern mit RP sowie der nicht-
betroffenen Eltern zur Analyse vor. Von einem weiteren Bruder ohne retinale Erkrankung
waren Bioproben fiir die Moglichkeit einer genetischen Nachuntersuchung asserviert
worden. Bei den Eltern war in diesem Fall eine Konsanguinitit unklaren Grades bekannt.
Nach Durchfiihrung der WGS-Auswertung wurde aufgrund der Segregationsweise der
vorhandenen Varianten nur ein Gen als moglich kausal befunden. Im Phosphodiesterase 6B
Gen (PDE6B, OMIM * 180072) trat eine missense Variante ¢.2206G>A / p.(Val736Met)
bei der Indexperson, der erkrankten Schwester sowie der Mutter auf. Diese Variante war
auch bereits aus einer Untersuchung mittels Gen-Panel im Jahr 2016 bekannt und als VUS

eingestuft worden. Eintrdge in den Datenbanken ClinVar und LOVD stiitzten diese
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Klassifikation. Die mit PDE6B assoziierte Erkrankung, Retinitis Pigmentosa 40 (MIM #
613801), folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang, weshalb eine weitere Variante in trans
notwendig wére, um einen retinalen Phédnotyp ursdchlich zu erkldren. Zusitzlich zur
missense Variante wurden zwei seltene, tief-intronische Varianten, ¢.711+1585T>C und
c.711+8930G>A, bei beiden Betroffenen und beim Vater detektiert. Eine Sanger-
Sequenzierung zur Uberpriifung des Vorliegens der drei gefundenen Varianten beim nicht-
betroffenen Bruder (BG010/03) kdnnte dem Ausschluss von PDE6B als kausales Gen dienen
oder alternativ die Vermutung der Krankheitsursidchlichkeit noch bekréftigen. Auch die
Familien BG004 und BGO022 konnten bei nur einem gefundenen Gen-Kandidaten mit
unbekannten intronischen Varianten bisher nicht geldst werden.

Im Fall der Familie BG016 wurden die Genomdaten des Indexpatienten sowie dessen
ebenfalls betroffener Mutter untersucht. Bei beiden Personen wurde zuvor klinisch eine
Makula-Dystrophie diagnostiziert. Im Rahmen der Analysen wurde eine missense Variante
c.443C>T / p.(Prol48Leu) im Tea Domain Family Member 1 Gen (TEADI, OMIM *
189967) als am ehesten kausale genetische Verdnderung gefunden. Die Variante wurde als
VUS bewertet (ACMG: PM2, PP1, PP2, PP3) (79), dies stimmte auch mit einer
Einschitzung auf ClinVar iiberein. Das TEADI-Gen ist als Krankheitsursache fiir die
autosomal-dominant vererbte Erkrankung Sveinsson'sche Chorioretinale Atrophie (SCRA,
MIM # 108985) bekannt. Die SCRA wird in der Literatur jedoch in Zusammenhang mit
einem sehr speziellen Phidnotyp beschrieben. Bei Erkrankten erkennt man in der
Untersuchung des Augenhintergrunds bilaterale, zungenférmige Streifen von atropher
Retina und Choroidea, welche von der peripapilldren Region ausgehend in die Peripherie
des Augenhintergrunds reichen (82). Ein molekulares Diagnostikboard zum Fall ergab, dass
der bei den in dieser Familie Betroffenen erhobene Fundoskopie-Befund nicht mit dem
typischen Bild einer SCRA {ibereinstimmt. Aufgrund der phianotypischen Diskrepanz sowie
unklarer funktioneller Bedeutung der gefundenen Variante konnte der Fall nicht als gelost
eingestuft werden.

BGO034 ist eine weibliche Einzelperson mit der Indikation RP, in deren Familie es keine
weiteren Félle von IRDs gibt. Hier wurde die heterozygote Variante ¢.10190 10191del /
p-(Lys3397fs), die zu einer Verschiebung des Leserasters (frameshift) fithrt, im Usherin Gen
(USH24, OMIM * 608400) gefunden, das mit Retinitis Pigmentosa 39 (MIM # 613809)
assoziiert wurde. Diese Verdnderung konnte auch schon 2014 bei einer Gen-Panel-

Untersuchung festgestellt und als P klassifiziert werden. Durch WGS wurden noch 18
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weitere intronische Varianten gefunden, deren Bedeutung jedoch aktuell unklar ist (Anhang
3). Zudem fiel bei der Betroffenen eine ca. 13.600 Basenpaare (bp) lange heterozygote
Deletion im Bereich NC 000002.11:2.62929389 62942944del auf, welche die ersten
beiden Exons des Gens EH Domain-Binding Protein [ (EHBPI, OMIM * 609922) umfasst.
In den Geweben der humanen Retina ist eine Expression von EHBPI laut Eyelntegration
(57) gegeben, in Studien mit Méusen, in denen das EHBPI-Gen ausgeschalten wurde,

wiesen die Versuchstiere allerdings keinen besonderen okuldren Phénotyp auf (53).

3.2 Wahrscheinlich geloste Fille

In sieben Familien der Studienkohorte (32 %) fiihrte die Analyse zu Ergebnissen, die mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit als kausal zu betrachten sind. Diese Fille wurden der
Kategorie ,,wahrscheinlich geldst zugeteilt. Im Folgenden sind die zu den Familien

gehorigen Stammbaume dargestellt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Stammbéiume der wahrscheinlich geldsten Fille. Dargestellt sind die Stammbéume
der Familien, die als ,,wahrscheinlich gelost eingestuft wurden. Alle nummerierten Familienmitglieder
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nahmen an der Studie teil (DNA vorhanden) und wurden mit Ausnahme der Personen BG002/03 und
BGO051/02 (mit * gekennzeichnet) mittels WGS untersucht. Alle Indexpersonen tragen die Nummer 01.

Die molekulargenetischen Analyseergebnisse ausgewihlter Falle sollen hier exemplarisch
nédher ausgefilihrt werden. Eine vollstandige Auflistung der wahrscheinlich geldsten Familien
und der dabei priorisierten Varianten ist in Tabelle 6 zur Ubersicht dargestellt. Alle
vorkommenden Varianten liegen, sofern nicht anders beschrieben, in heterozygoter Form

vor.
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Tabelle 6: Wahrscheinlich geldste Félle mit priorisierten Varianten und deren ACMG-Klassifikation in ClinVar (46).

3 Ergebnisse

Familien- Indikation Gen Erkrankung, Vi ACMG V2 ACMG
1D Erbgang Vi V2
BG002 RP ABCA4 RP 19, AR c.4685T>C P-VUS c.2161-123C>T -
p-(Ile1562Thr) p.?
BG008 * RP HGSNAT RP 73, AR c.1594C>T VUS c.1843G>A P-B
p.(Pro532Ser) p.(Ala615Thr)
NR2E3 RP 37, AD c.458C>T VUS - -
p-(Alal53Val)
BGO12 * RP ABCA4 RP 19, AR c.6148G>C LP-B c.769-784C>T P-LB
p.(Val2050Leu) p.[=,Leu257Aspfs*3]
und/oder
¢.5603A>T LP-B
p-(Asn1868lIle)
CNGBI RP 45, AR c.413-1G>A P-LP €.2634+232G>A -
p.? p.?
BG020 RP SNRNP200 RP 33, AD c.1951C>T VUS - -
p.(Leu651Phe)
BG038 ZSD ALMS1 ALMS, AR c.370C>T P c.325-6070G>A -
p-(GIn124Ter) p.?
oder
c.9778+1328G>A -
p.?
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oder
c.10382-5946A>G -
p.?
BG042 RP RPGRIPI ZSD 13, AR c.2554C>T P-LP ¢.3100-163dup -
LCA 6, AR p.(Arg852Ter) p.?
BGO051 RP RPGR RP, X-gebunden = NC 000023.10: - - -
2.38141092
38144107del
p.?
n |7

Der Krankheitsbezug zum jeweiligen Gen wurde der Datenbank OMIM entnommen. Bei Genen, die mehrere Erkrankungen auslosen konnen, ist nur die jeweils zum Fall
passende Erkrankung mit Erbgang angegeben. Die ACMG-Klassifikationen der Varianten entstammen ClinVar (Ausnahme: SNRNP200, c.1951C>T im Auswertungsprozess
klassifiziert und ABCA4, c.769-784C>T aus LOVD). Dabei kamen in ClinVar teils variable Einschitzungen zur selben Variante vor, deren Spannweite jeweils in der Tabelle
angegeben ist. In den Familien BG008 und BG012 (mit * gekennzeichnet) liegen in je zwei Genen priorisierte Varianten vor, die als mit gleich hoher Wahrscheinlichkeit kausal
bewertet wurden. RP = Retinitis Pigmentosa; ZSD = Zapfen-Stibchen-Dystrophie; ALMS = Alstrom-Syndrom; LCA = Leber'sche kongenitale Amaurose; AR = autosomal-
rezessiv; AD = autosomal-dominant; V1 = Variante 1; V2 = Variante 2
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In Familie BG002 wurden die Indexpatientin, deren erkrankter Bruder sowie die nicht-
betroffenen Eltern untersucht. Bei beiden Erkrankten lautet die klinische Diagnose RP, wobei
der Phénotyp der Geschwister Arztbriefen zufolge auBerordentlich dhnlich ist (Beginn im
zehnten Lebensjahr mit progressiver Dunkelsehstorung). Von einem weiteren, nicht-
betroffenen Bruder waren Bioproben fiir eine mogliche Nachsequenzierung vorhanden. Bei der
Genomanalyse wurden zwei Varianten im ABCA4-Gen (OMIM * 601691) priorisiert. Dieses
Gen ist mit verschiedenen retinalen Erkrankungen assoziiert, Verdnderungen fiihren unter
anderem zur autosomal-rezessiven Retinitis Pigmentosa 19 (MIM # 601718). Die zwei
betroffenen Personen sind Triger der missense Variante ¢.4685T>C / p.(Ile1562Thr), welche
sie von der Mutter geerbt haben. Diese Variante war bereits in einer vorangegangenen Gen-
Panel-Untersuchung 2020 als VUS klassifiziert worden, die Suche auf ClinVar hingegen ergab
variable Einstufungen von P bis VUS. Als zweite Variante liegt bei den Erkrankten die
intronische Variante ¢.2161-123C>T vor, die vom Vater vererbt wurde und Datenbanken und
der Literatur zufolge noch nicht bekannt war. Diese Variante zeigte keinen Spleif3-Effekt in den
abgerufenen Programmen, ist jedoch im regulatorischen Bereich um den Promotor lokalisiert.
Das Vorhandensein der beiden gefundenen Varianten in ABCA4 wurde im nicht-erkrankten
Bruder (BG002/03) tiberpriift. Dieser tragt weder die missense Variante noch die intronische
Variante. Trotz einem der Erkrankung entsprechenden Segregationsmuster der priorisierten
Varianten war es unter dem Aspekt einer unbekannten intronischen Variante nicht méglich, den
Fall als gelost abzuschlieBen.

Vergleichbar mit diesem Fall wurde auch in BGO038, einer 74-jihrigen minnlichen
Einzelperson, eine als P klassifizierte Variante ¢.370C>T / p.(GIn124Ter), bei welcher der
Basenaustausch zu einem Stoppcodon fiihrt, sowie drei bisher unbekannte intronische
Varianten, ¢.325-6070G>A, c¢.9778+1328G>A und ¢.10382-5946A>G, gefunden. Die
Verdnderungen traten hier im Centrosome and Basal Body Associated Protein Gen (ALMS],
OMIM * 606844) auf. Die mit ALMS! verbundene Erkrankung ist das Alstrém-Syndrom (MIM
# 203800), eine Ziliopathie mit sehr variabler Klinik. Neben dem Auftreten einer Zapfen-
Stabchen-Dystrophie, Horverlust und hormonellen Stérungen, kann es hierbei zur Erkrankung
weiterer Organe, wie z. B. Herz, Leber und Nieren kommen (83). Beim eben beschriebenen
Indexpatienten besteht die klinisch gesicherte Diagnose einer Zapfen-Stibchen-Dystrophie.
Zudem ist bekannt, dass bei ihm vor etwa 20 Jahren ein Leberversagen unklarer Atiologie
eintrat, das eine Organtransplantation zur Folge hatte. Weitere Informationen zum Phanotyp

des Patienten lagen zum Analysezeitpunkt nicht vor. Auch in diesem Fall, sowie dariiber hinaus
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im Fall von BG042, fehlte es an Evidenz zur Relevanz der vorliegenden intronischen
Verdnderungen, um eine definitive molekulargenetische Diagnose treffen zu konnen.

In den Familien BG008 und BGO012 liegen jeweils Verdnderungen in zwei moglichen Genen
vor, durch welche sich die Erkrankung der Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit genetisch
begriinden ldsst. BG012 ist ein 82-jdhriger, an RP erkrankter Patient, bei dem keine weiteren
Familienmitglieder fiir die Studie rekrutiert werden konnten. Im Cyclic Nucleotide-Gated
Channel Beta-1 Gen (CNGBI, OMIM * 600724), das mit autosomal-rezessiver Retinitis
Pigmentosa 45 (MIM # 613767) assoziiert ist, wurden bei thm zwei intronische Varianten
gefunden. Die erste Variante c.413-1G>A war schon aus einer 2014 durchgefiihrten Gen-Panel-
Analyse bekannt und als P klassifiziert worden. Das Programm SpliceAl (74) sagte einen
starken Einfluss auf den SpleiB3-Prozess fiir diese nahe am Exon gelegene Variante voraus. Die
Variante wurde zudem in einer Studie von Saqib et al. (2015) beschrieben, in welcher auch der
vorhergesagte Spleil-Effekt belegt werden konnte (84). Das Vorliegen der zweiten Variante
€.2634+232G>A, welche tief-intronisch gelegen ist, wurde erstmals bei Durchfiihrung der
WGS-Analyse festgestellt. Uber deren Konsequenz konnte durch Vorhersageprogramme und
Datenbanken keine Aussage getroffen werden. Im zweiten auffilligen Gen, ABCA4, liegen
beim Indexpatienten zwei ebenfalls aus 2014 bekannte Verdnderungen vor. Dies sind die
missense Varianten ¢.6148G>C / p.(Val2050Leu) (2014: VUS) und c.5603A>T /
p-(Asn1868Ile) (2014: VUS, hypomorphe Variante). Zudem fiel im Rahmen der WGS-Analyse
die intronische Verdnderung c.769-784C>T / p.[=,Leu257Aspfs*3] auf. Die missense
Varianten ¢.6148G>C und ¢.5603A>T wurden in einer Studie, bei der ABCA4 in Féllen mit
Morbus Stargardt (MIM # 248200) untersucht wurde, von Schulz et al. (2016) beschrieben (85).
Dabei wurde ¢.6148G>C als LP und ¢.5603A>T als risikomodulierend fiir das Auftreten der
Erkrankung eingestuft. Sangermano et al. (2019) berichteten zudem {iber das Vorliegen der tief-
intronischen Variante ¢.769-784C>T in Kombination mit der missense Variante c.5603A>T als
komplexes Allel, was das gleichzeitige Vorhandensein von zumindest zwei Verdnderungen auf
demselben Allel bedeutet. Im Rahmen der Studie zeigten sich funktionelle Auswirkungen der
intronischen Variante ¢.769-784C>T, eine definitive Aussage liber deren Pathogenitét konnte
dennoch nicht getroffen werden (25). In BG012 konnten die Lagebeziehungen der drei
vorhandenen Varianten auf den beiden Allelen von ABCA4 bei der betroffenen Einzelperson
nicht tiberpriift werden und dariiber hinaus ergab ein molekulares Diagnostikboard, dass der

retinale Phéanotyp dieses Patienten nicht dem klassischen Bild einer 4BCA4-assoziierten
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Erkrankung entspricht. Der Fall konnte trotz der Detektion von zwei mdglicherweise kausalen
Genen somit nicht eindeutig geldst werden.

Bei Familie BG020 nahmen die 39-jdhrige Indexpatientin mit der Indikation RP sowie deren
nicht-erkrankte Mutter an der Studie teil. Die Gromutter miitterlicherseits ist laut Angaben der
Familie im Alter erblindet — genauere Details lagen hierzu nicht vor. Die Genomanalyse ergab
eine missense Variante c.1951C>T / p.(Leu651Phe) im Small Nuclear Ribonucleoprotein, 200-
KD Gen (SNRNP200, OMIM * 601664) als wahrscheinlichste genetische Ursache fiir die
bestehende IRD. Verdnderungen in diesem Gen konnen die autosomal-dominant vererbte
Erkrankung Retinitis Pigmentosa 33 (MIM # 610359) hervorrufen. Die vorliegende
Verdnderung kommt sowohl bei der vermutlich nicht-erkrankten Mutter als auch bei der
Indexpatientin vor und wurde bereits bei einer Voruntersuchung 2019 als VUS eingestuft. Alle
gepriiften Vorhersageprogramme sagten fiir c.1951C>T einen schddigenden Effekt voraus
(pph2 0.998; SIFT 0; CADD 31) (64,66,68). Die Durchfithrung einer Re-Klassifizierung
bestdtigte die Einstufung als VUS (ACMG: PM1, PM2, PP3) (79). Fiir SNRNP200 ergab die
Literaturrecherche Fallberichte mit unvollstdndiger Penetranz der Erkrankung und ausgeprégter
phinotypischer Heterogenitdt. Zudem wurde eine langsame Progression der Erkrankung mit
gut erhaltenem Sehvermdogen bis in die fiinfte oder sechste Lebensdekade beschrieben (86) —
ein Zusammenhang mit dem spéten Erblinden der GroBmutter scheint in der untersuchten
Familie moglich. ClinVar Eintrdgen zufolge gelten missense Varianten in diesem Gen als
iiblicher Erkrankungsmechanismus. Unter Bertlicksichtigung dieser Informationen erschien die
Variante ¢.1951C>T im SNRNP200-Gen, trotz Vorkommen bei der vermutlich nicht-
betroffenen Mutter, als die wahrscheinlichste Variante in diesem Fall. Zum aktuellen Zeitpunkt
wurde die Evidenzlage zu dieser dennoch als unzureichend fiir eine genetische
Diagnosestellung beurteilt.

Bei Familie BG051 lag eine Trio-Konstellation fiir die Analyse vor. Neben der mit RP
diagnostizierten Indexpatientin wurden die nicht-betroffenen Eltern und die ebenfalls an RP
erkrankte GroBmutter miitterlicherseits in der Studie untersucht. Beim nicht-betroffenen Bruder
wurde initial keine Genomsequenzierung vorgenommen, eine Blutprobe zur moglichen
Nachuntersuchung war jedoch vorhanden. Es war zudem bekannt, dass neben der
Indexpatientin und deren GroBmutter auch der Onkel miitterlicherseits von der Erkrankung
betroffen ist. Eine Voruntersuchung der Indexpatientin mittels Gen-Panel-Analyse 2017 hatte
zu keiner molekulargenetischen Diagnose gefiihrt. Bei der WGS-Analyse im Rahmen dieser

Studie wurde eine strukturelle Verdnderung im Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator Gen

40



3 Ergebnisse

(RPGR, OMIM * 312610), welches sich auf dem X-Chromosom in der p11.4 Region befindet,
detektiert. Diese Strukturvariante wurde mittels IGV visualisiert und ndher charakterisiert
(Abbildung 10). Es handelt sich dabei um eine Deletion von etwa 3.000 bp, welche heterozygot
bei der Indexperson, der Mutter und der GroBmutter vorliegt. Der deletierte Bereich wurde
anhand der deutlich erkennbaren Bruchpunkte als NC 000023.10:g.38141092 38144107del
definiert. In Richtung der untranslatierten Region (UTR) am 5°-Ende war eine weitere
Verdanderung der DNA-Sequenz auffallend, welche jedoch aufgrund ihres Vorkommens in

mehreren unabhingigen Personen und des Fehlens klarer Bruchpunkte als Artefakt gewertet

wurde.
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Abbildung 10: Darstellung der Strukturvariante in RPGR in IGV (BGO51). Die
Bildschirmaufnahme aus IGV bildet den chromosomalen Bereich chrX:38.136.758-38.148.454 in der Region
pl1.4 des X-Chromosoms ab. In der Abbildung gezeigt ist eine ca. 3.000 bp groBe, heterozygote Deletion. Die
roten Pfeile markieren die Bruchpunkte, welche die Strukturvariante begrenzen. Die Leserichtung des Gens ist
entlang des Minus-Strangs von rechts nach links. Am ersten Bruchpunkt (rechts gelegen) sinkt die Abdeckung der
Reads, einer heterozygoten Variante entsprechend, auf halbe Hohe, am zweiten Bruchpunkt (links gelegen) steigt
sie wieder auf Ausgangsniveau an. Der deletierte Bereich (rot umrandet) umfasst einen Teil des 3" UTR-Bereichs
von RPGR (griiner Balken) sowie einen intergenisch gelegenen Abschnitt. Die Variante kommt nur bei der
Indexpatientin (01), der Mutter (03) sowie der GroBmutter miitterlicherseits (05) vor. Beim Vater der Indexperson
(04) liegt in diesem Bereich des Gens keine Deletion vor. Rechts der markierten Strukturvariante ist, im Bereich
von Exon 15, ein weiterer Einbruch der Abdeckung zu erkennen (mit Stern gekennzeichnet) — diese Auffilligkeit
ist als Artefakt zu werten. UTR = Untranslatierte Region, Ex = Exon

Das RPGR-Gen, in welchem die hier gefundene Verdnderung lokalisiert ist, hat im retinal
exprimierten Transkript NM 001034853 insgesamt 15 Exons und wird am Minus-Strang
abgelesen (Abbildung 11). Dabei umfasst der in der Familie vorkommende, deletierte Bereich

NC 000023.10:2.38141092 38144107del einen Teil des 3" UTR-Endes (406 bp) von RPGR
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sowie einen intergenischen Abschnitt, der sich dem Gen anschlieit. Die proteinkodierenden

Bereiche sind hingegen nicht von der Verénderung betroffen.

RPGR-Gen
NM_001034853, 53.087 bp

Ende Start
| // I
intergenisch | | [ H < //// < - {]
Ex15 Ex14 Ex13Ex12 Ex3Ex2 Ex1|
3'UTR 5 UTR
Deletion
Ca. 3.000bp

Abbildung 11: Schematische Darstellung des RPGR-Gens mit Strukturvariante (BG051). Zu

sehen ist das RPGR-Gen mit seinen Exons (Ex 1-15, blau) sowie den UTR-Bereichen (griin). Das Transkript
umfasst dabei einen Bereich von 53.087 bp. Die heterozygote Deletion (rot umrandet), vorkommend bei
Indexpatientin, Mutter und Gromutter, hat eine Grofie von ca. 3.000 bp und beinhaltet einen Teil des 3 UTR-
Bereichs von RPGR sowie einen intergenisch gelegenen Abschnitt. Die Leserichtung des Gens ist entlang des
Minus-Strangs von rechts nach links. UTR = Untranslatierte Region; Ex = Exon; bp = Basenpaare

Zu RPGR bestehen mehrere Krankheitsassoziationen. Dazu gehort unter anderem die
Erkrankung Retinitis Pigmentosa 3 (MIM # 300029). Diese kann bei X-gebundener Vererbung
von Varianten sowohl bei hemizygoten ménnlichen Trigern als auch bei heterozygoten
weiblichen Trégerinnen zu Verdnderungen der Retina fithren. Dabei ist die Auspriagung des
Krankheitsbilds bei  Variantentrigern maénnlichen Geschlechts im  Allgemeinen
schwerwiegend, bei weiblichen Personen reicht das klinische Spektrum hingegen von
asymptomatischen Verldufen bis hin zum Auftreten schwerer Formen von RP (87). Ein
phénotypisches Charakteristikum ist bei Konduktorinnen pathogener Verdnderungen zudem
das Vorliegen eines tapetoiden retinalen Reflexes in der Fundoskopie (88). Dieser Befund war
auch den Arztbriefen der Indexpatientin im Fall BG051 zu entnehmen. Des Weiteren wurde ihr
gesunder Bruder (BGO051/02) zur Segregationsanalyse auf Vorliegen der genetischen
Verianderung untersucht. Dabei bestitigte sich die Annahme, dass er kein Tréger der Variante
ist. Unter diesem Aspekt wurde die Variante im vorliegenden Fall als wahrscheinliche

Krankheitsursache gewertet.
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3.3 Geloste Fille

Von den insgesamt 22 untersuchten Familien konnten fiinf Fille (23 %) als ,,gelost™ klassifiziert
werden. Die Diagnose, welche die Patienten nach molekulargenetischer Untersuchung mittels
WGS erhielten, unterscheidet sich in vier dieser fiinf Fille von der initialen Diagnose fiir die
Studienteilnahme. Im filinften Fall stimmt die endgiiltige Diagnose mit der urspriinglich
gestellten Differenzialdiagnose liberein. Unter den gelosten Familien der Studienkohorte lautet
die endgiiltige Diagnose in je einem Fall Usher-Syndrom, ROSAH-Syndrom und Bardet-Biedl-
Syndrom (Abbildung 12A). In den beiden verbleibenden Familien ergab die Untersuchung
einen Glykosylierungsdefekt als Ursache fiir das vorliegende Krankheitsbild. Bei der Analyse
der fiinf geldsten Familien traten dabei insgesamt acht verschiedene krankheitskausale
Varianten auf (Abbildung 12B). Diese Varianten setzen sich aus fiinf missense Varianten, zwei
Strukturvarianten und einer frameshift Variante zusammen. In vier der fiinf Familien liegt dabei
ein autosomal-rezessiver Erbgang vor, in einem Fall folgt die vorliegende Erkrankung einem

autosomal-dominanten Vererbungsmuster.

A 1, /-1 B 1\ 2

S~ 1
2 / 5
ROSAH-Syndrom = Strukturvariante
Usher-Syndrom m Missense Variante
Glykosylierungsdefekt Frameshift Variante

m Bardet-Biedl-Syndrom

Abbildung 12: Diagnosen und Varianten innerhalb der gelosten Fille. (A) Diagnosen der gelésten
Familien nach WGS-Untersuchung (n = 5). Das Diagramm zeigt die Verteilung der endgiiltigen Diagnosen, die
nach Durchfithrung der WGS-Analyse bei den geldsten Familienféllen gestellt wurden. Die Zahlen am Rand der
einzelnen Sektionen geben die Anzahl der jeweiligen Diagnose unter den gelosten Fillen wieder. (B) Art der
kausalen Varianten (n = 8). Die Grafik gibt einen Uberblick iiber den Anteil verschiedener Varianten an allen
kausalen Varianten. Die Zahl am Rand der einzelnen Sektionen stellt die Haufigkeit der jeweiligen Variantenart
dar.
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Im Weiteren folgen Fallbeschreibungen sowie eine Darstellung der Analyse-Ergebnisse der
gelosten Familienfille. Eine Ubersicht iiber die Stammbiume der besprochenen Familien ist
dem vorangestellt (Abbildung 13). In BG007, BG047, BG057 und BG048 waren die
Voraussetzungen fiir eine Trio-Analyse erfiillt, BG026 ist eine Einzelperson. Die Ergebnisse
der einzelnen Familien, inklusive der im jeweiligen Fall kausalen Varianten mit ACMG-

Einstufung sind der nachfolgenden Ubersichtstabelle zu entnehmen (Tabelle 7).

BG007 BG026 BG047

“OT0 02 2

0Ce “m “e EIIO !
O O O

BG048 BG057
02 03 03 04
01 01 02

Abbildung 13: Stammbiume der geldsten Fille. Dargestellt sind die Stammbéume der Familien, die als
»gelost eingestuft werden konnten. Alle nummerierten Familienmitglieder nahmen an der Studie teil (DNA
vorhanden) und wurden mittels WGS untersucht. Alle Indexpersonen tragen die Nummer 01.
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Tabelle 7: Geloste Fille mit kausalen Varianten und deren ACMG-Klassifikation.

3 Ergebnisse

Familien- Indikation Gen Erkrankung, Vi ACMG V2 ACMG

1D Erbgang Vi V2

BGO007 RP/USH MYO74 USHI1B, AR NC 000011.9: P NC 000011.9: P
2.76833599 2.76895250
76849204del 76897426del
p.? p.?

BG026 RP PMM?2 CDGIA, AR c.422G>A P c.484C>T P
p-(Argl41His) p-(Argl62Trp)

BG047 RP BBSI10 BBS10, AR c.235dup P c.856T>C LP
p-(Thr791s) p-(Ser286Pro)

BG048 RP PMM?2 CDGIA, AR c.422G>A P c.53C>G P
p-(Argl41His) p-(Thr18Ser)

BGO057 OA ALPKI ROSAH- c.710C>T P - -

Syndrom, AD p-(Thr237Met)
n |5

Der Krankheitsbezug zum jeweiligen Gen wurde der Datenbank OMIM entnommen. Bei Genen, die mehrere Erkrankungen ausldsen konnen, ist nur die zum jeweiligen Fall
passende Erkrankung mit Erbgang angegeben. Die angefiihrte ACMG-Klassifikation aller Varianten erfolgte bei der Auswertung. RP = Retinitis Pigmentosa; USH = Usher-
Syndrom; OA = Optikusatrophie USH1B = Usher-Syndrom Typ 1B; CDG1A = Kongenitale Glykosylierungsstérung Typ 1A; BBS10 = Bardet-Biedl-Syndrom 10; AR =

autosomal-rezessiv; AD = autosomal-dominant; V1 = Variante 1; V2 = Variante 2
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3.3.1 MYO74 (BG007)

In Familie BG007 sind drei Geschwister von einer IRD betroffen, deren Eltern sowie die drei
Kinder der Indexpatientin (nicht in die Studie eingeschlossen) sind hingegen nicht erkrankt.
Der Studieneinschluss erfolgte aufgrund der klinischen Diagnose RP, jedoch mit der
Differenzialdiagnose Usher-Syndrom. Bei der 46-jdhrgen Indexpatientin liegt neben der
Sehstérung noch eine mittelgradige Horstdrung, jedoch ohne Sprachentwicklungsstérung oder
Notwendigkeit  eines  Cochlea-Implantats, vor. = Zudem  berichtete sie  von
Gleichgewichtsproblemen. Bei ihrem zum Analysezeitpunkt 40-jdhrigen Bruder ist ebenfalls
eine Horstorung mit Beginn im fiinften Lebensjahr bekannt, sein Gleichgewichtssinn erwies
sich aber als unauffdllig. Bei der dritten Patientin waren zum Analysezeitpunkt keine
Informationen {iber das Vorliegen zusitzlicher Krankheitssymptome vorhanden. Eine
molekulargenetische Untersuchung mittels Gen-Panel war bereits 2016 durchgefiihrt worden,
ergab jedoch keine genetische Diagnose fiir das vorliegende Krankheitsbild.

Die vorgenommene Genomanalyse ergab bei dieser Familie das Vorliegen von zwei Deletionen
in den Betroffenen, wobei beide Strukturvarianten Teile des Myosin VIIA Gens (MYO7A4,
OMIM * 276903) umfassen. Die Darstellung der in der Genomdatenbank detektierten
Verdnderungen erfolgte mithilfe von IGV (Abbildung 14). Die erste strukturelle Verdnderung,
eine heterozygote Deletion, die von der Mutter an alle ihre Kinder vererbt wurde, umfasst einen
Bereich von etwa 15.600 bp (Abbildung 14A). Der deletierte Bereich wurde anhand der
Bruchpunkte als NC 000011.9:2.76833599 76849204del definiert und schlie3t Teile zweier
Gene mit ein. Dies sind die ersten beiden Exons des MYO7A4-Gens sowie die beiden terminalen
Exons des Calpain 5 Gens (CAPNS5, OMIM * 602537). Die zweite gefundene Deletion mit ca.
2.200 bp Lénge konnte dem Bereich NC 000011.9:2.76895250 76897426del zugeordnet
werden (Abbildung 14B). Diese Verdnderung ist im Genom der Betroffenen und des Vaters in
heterozygoter Form vorhanden und umfasst intronische Bereiche sowie das gesamte Exon 27
von MYO7A. Die Variantensegregation bei vorliegender Trio-Konstellation zeigt, dass die
beiden Strukturvarianten bei den Betroffenen in trans zueinander liegen. Demnach ist bei den
drei Geschwistern der Familie eine zusammengesetzte Heterozygotie von zwei Varianten flir

das MYO7A4-Gen gegeben (Abbildung 15).
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Strukturvarianten in MYO74 in IGV (BG007). (A) Deletion 1

Exon

76.851.603 in der Region q13.5 ab. Darin gezeigt ist eine ca. 15.600 bp grofie Deletion. Die roten Pfeile markieren

die Bruchpunkte, welche die Strukturvariante begrenzen. Am ersten Bruchpunkt (links gelegen) sinkt die
Abdeckung der Reads, einer heterozygoten Variante entsprechend, auf halbe Hohe, am zweiten Bruchpunkt steigt
sie wieder auf Ausgangshohe an. Der deletierte Bereich (rot umrandet) umfasst Exon 1 und 2 des MYO74-Gens
sowie Exon 12 und 13 von CAPNS5. Diese Multiexon-Deletion wurde von der Mutter (05) an alle drei Kinder
(01/02/03) vererbt. (B) Deletion 2 (paternal vererbt). Diec in IGV dargestellte Sequenz umfasst den
heterozygote Deletion (rot umrandet), die das Exon 27 von MYO7A einschlieft. Die roten Pfeile markieren dabei
die Bruchpunkte der Strukturvariante. Die vorliegende Exon-Deletion wurde vom Vater (04) an seine drei Kinder

chromosomalen Bereich chrl11:76.891.229-76.901.399 im Bereich q13.5. Abgebildet ist eine ca. 2.100 bp groBe
(01/02/03) vererbt. Ex

(maternal vererbt). Die Bildschirmaufnahme aus IGV bildet den chromosomalen Bereich chrl11:76.831.263-

Abbildung 14: Darstellung der
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MYO7A/del2 O MYO7A/del1

e

MYO7A/del1 MYQO7A/del1 MYO7A/del1
MYO7A/del2 MYOT7A/del2 MYOT7A/del2

Abbildung 15: Segregation der Varianten in MYO7A4 (BG007). Deletion eins umfasst den Bereich
NC _000011.9:2.76833599 76849204 (MYO7A/dell) wurde von der Mutter an die Erkrankten vererbt. Der Vater
ist Trager der zweiten Deletion im Bereich NC_000011.9:2.76895250 76897426 (MYO7A/del2), welche er an
seine drei Kinder weitergegeben hat. Im Genom der drei Betroffenen liegen somit beide Strukturvarianten vor, bei
ihnen besteht eine zusammengesetzte Heterozygotie.

MYO7A ist auf Chromosom 11 in der Region q13.5 lokalisiert und umfasst insgesamt 49 Exons,
von denen jedoch nur 48 eine kodierende Funktion haben. Das Startcodon befindet sich im
zweiten Exon (Abbildung 16). Das Gen CAPNJ, bei welchem durch die erste Strukturvariante
zwei Exons deletiert wurden, ist mit der Erkrankung Neovaskuldre Inflammatorische
Vitreoretinopathie (MIM # 193235) assoziiert, die nach autosomal-dominantem Erbgang
segregiert. Aufgrund der nicht-betroffenen Mutter als Variantentrdgerin sowie phianotypischer
Diskrepanzen wurde in diesem Fall jedoch MYO7A4 und nicht CAPNS als krankheitskausal

angesehen.

MYO7A-Gen
NM_000260.4,94.977 bp

Ende CAPN5
Start MYO7A Ende MYO7A
| // )74 I
Ex12Ex13 Ex1| Ex2 Ex3 Ex26 Ex27 Ex28 Ex49
Startkodon
Deletion 1 Deletion 2
Ca. 15.800bp Ca.2.200bp

Abbildung 16: Schematische Darstellung des MYO7A4-Gens mit Strukturvarianten (BG007). Zu
sehen ist das Gen MYO7A4 (Ex 1-49, blau) sowie die letzten drei Exons (Ex 11-13, grau) des CAPN5-Gens. Das
Transkript von MYO74 umfasst dabei einen Bereich von 94.977 bp. Die beiden Strukturvarianten sind rot markiert.
Die erste Deletion schlieft mit einer Lédnge von ca. 15.600 bp einen Teil von MYO7A4 (Ex 1-2) sowie einen
Abschnitt des CAPN5-Gens (Ex 12-13) mit ein. Deletion Nummer zwei ist eine ca. 2.200 bp lange Exon-Deletion
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(Ex 27) im MYO7A-Gen. Die Leserichtung von MYO7A ist entlang des Plus-Strangs von links nach rechts. Ex =
Exon; bp = Basenpaare

Veranderungen in MYO7A sind Ursache der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung Usher-
Syndrom Typ 1B (USHI1B, MIM # 276900). Beim Usher-Syndrom leiden Betroffene
typischerweise an Retinitis Pigmentosa und Innenohrschwerhorigkeit sowie teilweise auch an
einer gestorten Funktion des Gleichgewichtsorgans. Je nach Beginn und Ausprigung der
Symptome werden dabei verschiedene Typen unterschieden. Typ 1 der Erkrankung gilt im
Allgemeinen als die schwerste Form, dennoch kann auch hier das klinische Erscheinungsbild
variieren (Atypisches Usher-Syndrom). So wurde in der Literatur bereits iliber Patienten
berichtet, bei denen die klinische Diagnose Usher-Syndrom Typ 2 war, die genetische Ursache
jedoch in einem der Gene fiir Typ 1, zu denen auch MYO74 zéhlt, detektiert wurde (89). Dies
ist aller Wahrscheinlichkeit nach auch in dieser Familie, bei der initial aufgrund des klinischen
Befundes eher vom Typ 2 der Erkrankung ausgegangen wurde, der Fall.

Im MYO7A4-Gen sind bereits zahlreiche pathogene Varianten bekannt (n = 532; LOVD, Stand
01. Sept. 2022) (70). Als pathogen eingestufte Verdnderungen treten dabei iiber alle 49 Exons
des Gens verteilt auf (90). Die im vorliegenden Fall gefundenen Strukturvarianten wurden im
Rahmen der Auswertung mittels der ACMG-Kriterien (79) klassifiziert und jeweils als P
bewertet (ACMG: PVS1, PP1, PP4). In Anbetracht zweier pathogener Varianten in einem IRD-
Gen und adédquater Segregation der Varianten konnte dieser Fall mithilfe der Genomanalyse

geldst werden.
3.3.2 BBS10 (BG047)

In Familie BG047 ist der Indexpatient ein 15-jdhriger Junge, bei dem die Erkrankung RP mit
frithkindlichem Beginn festgestellt wurde. Zusitzlich zu seinen Genomdaten waren auch die
der nicht-betroffenen Eltern fiir die Analyse vorhanden. Bei der jlingeren Schwester des
Patienten waren bis zum Untersuchungszeitpunkt keine Anzeichen einer IRD aufgetreten. Eine
genetische Untersuchung des Jungen hatte bereits 2017 stattgefunden, dabei konnte durch die
Gen-Panel-Analyse keine Ursache fiir das Auftreten der IRD gefunden werden.

Aus der im Rahmen der Bavarian Genomes Studie durchgefiihrten Untersuchung mittels WGS
ergaben sich zwei krankheitsrelevante Verdnderungen im BBS10-Gen (OMIM * 610148). Beim
Indexpatienten wurden dabei eine missense Variante sowie eine frameshift Variante, beide in

heterozygoter Form, gefunden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Darstellung der Varianten in BBSI10 in IGV (BG047). (A) Missense Variante
(paternal vererbt). Gezeigt ist der chromosomale Bereich Chr12:76.740.904-76.740.914 in IGV mit der missense
Variante ¢.856T>C (rot umrandet). Diese ist im BBS10-Gen, in der Region q21.2 auf Chromosom 12 lokalisiert.
Die Variante kommt heterozygot bei Indexperson (01) und Vater (02) vor, die Mutter (03) hingegen ist keine
Tréagerin der Variante. (B) Frameshift Variante (maternal vererbt). Die Bildschirmaufnahme aus IGV zeigt den
chromosomalen Bereich Chr12:76.741.525- 76.741.535 mit der heterozygoten frameshift Variante ¢.235dup (rot
umrandet), welche bei Indexpatient (01) und Mutter (03), jedoch nicht beim Vater (02) vorliegt.

Die missense Variante ¢.856T>C / p.(Ser286Pro) kommt beim Indexpatienten und bei dessen
Vater vor. Die Variante ¢.235dup / p.(Thr791fs), bei der die Duplikation einer Base zu einer
Verschiebung des Leserasters fiihrt, wurde maternal an den Erkrankten vererbt. Somit liegt

beim Indexpatienten eine zusammengesetzte Heterozygotie vor (Abbildung 18).

C.856T>C O ¢.235dup

c.856T>C
c.235dup

Abbildung 18: Segregation der Varianten in BBS10 (BG047). Die Variante ¢.856T>C kommt beim
Vater vor, die Variante c.235dup bei der Mutter. Der Indexpatient ist Trager beider Varianten des BBS10-Gens,
bei ihm besteht somit eine zusammengesetzte Heterozygotie.

Das BBS10-Gen befindet sich auf Chromosom 12 in der Region q21.2. Es umfasst nur zwei
Exons, wobei beide gefundenen Varianten im zweiten Exon lokalisiert sind (Abbildung 19).
Aktuell sind bereits zahlreiche pathogene Verdnderungen fiir das Gen beschrieben, wovon
Substitutionen (55 %) den groBten Anteil ausmachen und Duplikationen (12 %) nach

Deletionen (29 %) an dritter Stelle stehen (n = 121; LOVD, Stand 02. Sept. 2022) (70).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des BBSI0-Gens mit vorliegenden Varianten

(BG047). Dargestellt ist das BBS10-Gen mit seinen Exons (Ex 1-2, blau) sowie den beiden bei der Indexperson
der Familie vorkommenden Varianten (rot). Das Transkript umfasst dabei einen Bereich von 3.942 bp. Es liegt
eine heterozygote frameshift Variante an Position ¢.235dup sowie eine heterozygote missense Variante an Position
¢.856T>C beim Indexpatienten vor. Die Leserichtung ist im BBS/0-Gen entlang des Minus-Strangs von rechts
nach links. Ex = Exon; bp = Basenpaare

Pathogene Varianten in BBS10 sind als Ursache der autosomal-rezessiven Erkrankung Bardet-
Biedl-Syndrom 10 (MIM # 615987) bekannt. Die frameshift Variante c¢.235dup war in den
Datenbanken ClinVar und LOVD bereits als P hinterlegt und ihr Vorkommen bei Patienten mit
Bardet-Biedl-Syndrom 10 wurde zudem in einer Studie durch Esposito et al. (2017) beschrieben
(91). Die Variante ¢.856C>T fand in der Literatur keine Erwdhnung, sie kam innerhalb der
EVAdb nur in dieser einen Familie vor und gilt im Allgemeinen als sehr selten (keine AF in
gnomAD hinterlegt, Stand 02. Sept. 2022) (51). Die Werte von zwei der drei
Vorhersageprogrammen iiberschritten den Grenzwert fiir einen schidigenden Effekt dieser
Variante, zudem zeigte sich, dass die Base an dieser Position hoch konserviert und innerhalb
des Promotors lokalisiert ist. Unter Zuhilfenahme der ACMG-KTriterien (79) wurde c.235dup
als P (ACMG: PVSI, PS4, PM2, PP5) und c.858C>T als LP (ACMG: PM2, PM3, PP2, PP3)
eingestuft.

Das Bardet-Biedl-Syndrom 10 wird durch homozygote oder zusammengesetzt heterozygote
Varianten im BBS10-Gen hervorgerufen. Neben BBS10 konnen Mutationen in weiteren Genen
zum Bardet-Biedl-Syndrom fithren. Bei Vorliegen dieses seltenen Syndroms kann es zu
Erkrankungen unterschiedlicher Organsysteme kommen. Neben einer retinalen Dystrophie
(meist in Form einer RP) koénnen z. B. Symptome wie Polydaktylie (das Vorhandensein
iiberzahliger Finger und/oder Zehen), Hypogonadismus, Ubergewicht oder geistige
Beeintriachtigung auftreten. Besonders héufig liegen auch strukturelle sowie funktionelle
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Abnormitéiten der Nieren vor, deren Schweregrad von Symptomfreiheit bis zum terminalen
Nierenversagen reichen kann. Die phénotypische Variabilitdt unter Betroffenen ist sehr
ausgepragt, wodurch Patienten hiufig nicht alle klinischen Kriterien fiir die Diagnose erfiillen.
Die Daten mehrerer Studien zeigten, dass die Korrelation von Genotyp zu Phénotyp von der
Art der Varianten abhéngig zu sein scheint. So ist der Phénotyp milder ausgeprigt, wenn eine
frameshift mit einer zusétzlichen missense Variante vorliegt. Die Kombination zweier
Funktionsverlustvarianten korreliert hingegen mit einem schwereren Krankheitsbild. Demnach
scheinen einige missense Varianten in BBS10 hypomorph zu sein (92). Beim Indexpatienten
der Familie BG047 liegen neben der RP keine weiteren bekannten Erkrankungen vor. Somit ist
in diesem Fall von einem isolierten retinalen Phédnotyp des Syndroms auszugehen. Die
Abkldrung einer bisher womdoglich unbemerkten Nierenbeteiligung mittels Sonographie sowie
einer Kontrolle der Nierenparameter wurde dem Patienten in Folge der molekulargenetischen

Diagnose empfohlen.
3.3.3 ALPKI (BG057)

In Familie BG057 wurden die Genomdaten der zwei erkrankten Briider sowie deren Eltern
untersucht. Die Indikation fiir den Studieneinschluss war das Vorliegen einer Optikusatrophie
mit retinaler Beteiligung. Die Mutter ist wie auch ihre beiden S6hne von der Erkrankung
betroffen, in der erweiterten Familie sind hingegen keine Fille retinaler Erkrankung bekannt.
Der 30-jdhrige Indexpatient weist ophthalmologischen Befunden zufolge eine chronische
Papillitis sowie ein bilaterales zystoides Makulabdem mit progredientem Visusverlust auf.
Ahnliche Befunde wurden auch bei Bruder und Mutter des Patienten erhoben. Bei der Mutter
traten die Sehstorungen im Gegensatz zu ihren S6hnen erst im 48. Lebensjahr auf. Auffallig am
Phanotyp der drei Betroffenen ist auch, dass sie alle an einer Hypohidrotischen Ektodermalen
Hypoplasie (verminderte Schweillbildung und Schmelzdefekt der Zidhne) leiden. Eine
genetische Untersuchung diesbeziiglich hatte in der Vergangenheit zu keinem Ergebnis gefiihrt.
Beim Indexpatienten sind zudem wiederkehrende Kopfschmerzepisoden bekannt und eine
Untersuchung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) hatte zuvor sowohl bei thm als auch
bei der Mutter einen auffilligen, jedoch aus klinischer Sicht unklaren Befund ergeben.
Untersuchungen im Zeitraum 2017-2018 konnten weder das Vorliegen der IRD noch der
Ektodermalen Dysplasie genetisch begriinden.

Bei der Analyse mittels WGS stellte sich heraus, dass sowohl die Mutter als auch ihre beiden

Sohne heterozygot beziiglich einer Variante im Alpha Kinase 1 Gen (ALPK1, OMIM * 607347)
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sind (Abbildung 20A). Bei dieser Verdnderung handelt es sich um eine missense Variante an
der Position ¢.710C>T / p.(Thr237Met), deren Vorliegen bei den drei erkrankten
Familienmitgliedern, nicht aber beim Vater gezeigt werden konnte (Abbildung 20B).

A B

. .710C>T
01 -
Index :
02 = c.710C>T c.710C>T
Bruder '
03
Vater
04 =
Mutter -
cC T C C (%3 T C (=3
c.710C>T

Abbildung 20: Darstellung der missense Variante in ALPK/ in IGV und Segregation (BG057).
(A) Variante in IGV. Die Bildschirmaufnahme umfasst den chromosomalen Bereich chr4:113.348.731-
113.348.741, auf Chromosom 4 in der Region q25, in welcher sich das ALPK/-Gen befindet. Gezeigt ist die
heterozygote missense Variante an Position ¢.710C>T (rot umrandet). Diese liegt beim Indexpatienten (01), bei
dessen Bruder (02) sowie bei der Mutter (04) vor. (B) Segregation der Variante mit der Erkrankung. Die
Variante ¢.710C>T wurde von der Mutter an beide S6hne vererbt. Beim Vater liegt sie hingegen nicht vor.

Das ALPKI-Gen befindet sich auf Chromosom 4 in der Region q25 und besteht im retinal
exprimierten Transkript NM 001102406 aus insgesamt 15 Exons (Abbildung 21). Die
Variante ¢.710C>T ist in Exon 8 lokalisiert und hat den Austausch der hoch-konservierten
Aminosédure Threonin zu Methionin zur Folge. Alle Vorhersageprogramme wiesen bei dieser
Verdanderung auf einen schiddigenden Effekt hin und auch die vorgenommene ACMG-

Klassifikation lieB auf Pathogenitit schlieBen (ACMG: PS1, PS3, PS4) (79).
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des ALPK-Gens mit missense Variante (BG057).
Dargestellt ist das ALPKI-Gen mit seinen Exons (Ex 1-15), das Transkript umfasst hier 145.253 bp. Die in der
Familie vorliegende missense Variante an Position ¢.710C>T ist rot gekennzeichnet. Die Leserichtung ist im
ALPKI-Gen entlang des Plus-Strangs von links nach rechts. Ex = Exon; bp = Basenpaare

Bestimmte Verdnderungen im ALPK/-Gen sind die Ursache des ROSAH-Syndroms (Retinal
Dystrophy, Optic Nerve Edema, Splenomegaly, Anhidrosis and Migraine Headache Syndrome,
MIM # 614979), einer sehr seltenen Erkrankung, die erstmals im Jahr 2019 in der Literatur
beschrieben wurde. Der Name des Syndroms weist auf die dabei vorherrschenden
Krankheitsmerkmale hin. Dies sind Retinale Dystrophie, Odem des Sehnervs, VergroBerung
der Milz sowie Anhidrosis (die Unfdhigkeit zur Schweillbildung) und Kopfschmerzen, meist
vom Migriane-Typ. Bei der Erstbeschreibung des ROSAH-Syndroms durch Williams et al.
(2019) wurde die auch in BG057 vorliegende Variante ¢.710C>T bei fiinf erkrankten Familien
mit autosomal-dominantem Segregationsmuster gefunden. Die Pathogenitdt der Variante
konnte in dieser Studie mithilfe funktioneller Tests belegt werden (93). Nach Bekanntwerden
des ROSAH-Syndroms 2019 wurde im Jahr 2022 noch eine zweite pathogene Variante in
derselben Domédne von ALPKI durch Kozycki et al. (2022) beschrieben. In dieser
Veroffentlichung wurde zudem vom Auftreten cerebraler Verdnderungen im MRT bei
Patienten mit ROSAH-Syndrom berichtet (94) — dazu passende Befunde liegen auch bei

Familienmitgliedern von BG057 vor.
3.3.4 PMM2 (BG026, BG048)

Die Ergebnisse der Familien BG026 und BG048 werden aufgrund der dhnlichen genetischen
Befunde gemeinsam besprochen. Im Fall BG026 nahm eine 48-jdhrige Patientin mit der
Indikation RP als Einzelperson an der Studie teil. Die Eltern sind nicht retinal erkrankt, zudem

hat sie keine Geschwister und war zum Zeitpunkt der Studienteilnahme kinderlos. Neben der
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IRD-Diagnose liegt bei der Patientin eine geistige Beeintrichtigung unklarer Atiologie vor. Bei
Familie BG048 wurden die an RP erkrankte Indexpatientin sowie deren Eltern mittels WGS
analysiert. Auller der 50-jdhrigen Indexpatientin liegt bei keinem anderen Familienmitglied
eine IRD vor. Die visuellen Probleme hatten bei der Patientin mit voriibergehendem Strabismus
in der Kindheit begonnen, dem war ein progressiver Verlust der Sehkraft gefolgt. An relevanten
Vorerkrankungen gab die Patientin eine Arthritis sowie einen unerfiillten Kinderwunsch an.
Die Indexpersonen beider Familien waren in der Vergangenheit bereits molekulargenetisch
untersucht worden, eine Diagnose konnte dabei jedoch nicht gestellt werden. Bei der
Auswertung der Genomdaten wurden bei beiden Patientinnen pathogene Verdnderungen im
Phosphomannomutase 2 Gen (PMM2, OMIM * 601785) festgestellt. Die Uberpriifung der
Varianten in IGV ergab das Vorliegen von drei verschiedenen missense Varianten innerhalb
der zwei Familien (Abbildung 22). In BG048 ist die Indexpatientin zusammengesetzt
heterozygot mit der maternal vererbten Variante ¢.53C>G / p.(Thr18Ser) und der vom Vater
vererbten Variante ¢.422G>A / p.(Argl41His) (Abbildung 23A). Im Genom der Patientin aus
BGO026 trat die missense Verdnderung c.422G>A ebenso auf, als zweite Variante wurde

c.484C>T / p.(Argl62Trp) detektiert (Abbildung 23B).

A B C
BG048/01 - I
Index
BG048/02 -
Vater
BG048/03 |-
Mutter
Index
C C T A ¢cic c CcC cC A b - T T TCT
c.53C>G c.422G>A c.484C>T

Abbildung 22: Darstellung der Varianten in PMM?2 in IGV (BG026, BG048). Dargestellt sind die

Sequenzen der drei Familienmitglieder von BG048 in den oberen drei IGV-Spuren sowie die Sequenz der
Einzelperson BG026 in der vierten, unteren Spur. Die schwarze Linie trennt die Familien, die heterozygoten
missense Varianten sind rot umrandet. (A) Variante ¢.53C>G in BG048. In IGV abgebildet ist der Bereich
chr16:8.891.787-8.891.797, in der Region p13.2 von Chromosom 16. Hier liegt in BG048 die Variante ¢.53C>G
bei Indexpatientin (01) und Mutter (03) vor. (B) Variante ¢.422G>A in BG048 und BG026. Im gezeigten Bereich
chr16:8.905.005-8.905.015 ist sowohl in BG048 (01/02) als auch in BG026 die Variante ¢.422G>A vorhanden.
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(C) Variante ¢.484C>T in BG026. Im dargestellten Bereich chr16:8.905.526-8.905.536 wurde in BG026 die
Variante ¢.484C>T gefunden. Bei der Indexpatientin aus BG048 liegt an dieser Stelle keine Verdnderung der
Sequenz vor.

A B

c.422G>A
> >

c.422G>A O c53c>G Props

c.422G>A

¢.53C>G

Abbildung 23: Segregation der Varianten in PMM2 (BG026, BG048). (A) Stammbaum BG048.
Die Variante ¢.422G>A kommt beim Vater vor, die Variante ¢.53C>G bei der Mutter. Die Indexpatientin ist
heterozygot filir beide Varianten, bei ihr besteht somit eine zusammengesetzte Heterozygotie. (B) Stammbaum
BGO026. Hier wurde nur die Indexpatientin untersucht, die Segregation der vorliegenden Varianten, ¢.422G>A und
¢.484C>T, konnte nicht iiberpriift werden.

Das PMM?2-Gen ist auf Chromosom 16 in der Region p13.2 lokalisiert und besteht in seiner
genomischen Struktur aus insgesamt acht Exons (Abbildung 24). Die detektierten
Verianderungen sind in den Exons eins (¢.53C>Q), fiinf (c.422G>A) und sechs (c.484C>T) des

Gens gelegen.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des PMM2-Gens mit den vorkommenden missense

Varianten (BG026, BG048). Dargestellt ist das PMM2-Gen mit seinen Exons (Ex 1-8, blau) sowie den drei
in Familie BG026 und BG048 vorkommenden missense Varianten (rot). Die Variante an Position ¢.422G>A ist
dabei in beiden Familien vorhanden. Die Variante ¢.53C>G kommt nur in BG048 und ¢.484C>T nur in Familie
BGO026 vor. Die Leserichtung ist im PMM?2-Gen entlang des Plus-Strangs von links nach rechts. Ex = Exon; bp =
Basenpaare
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Zu allen drei Varianten existierten bereits zahlreiche Eintrége in ClinVar und LOVD, in denen
die Varianten als P eingestuft wurden. Diese Einstufung konnte durch eine Re-Klassifizierung
bestitigt werden (ACMG: ¢.53C>G: PS1, PS3, PS4, PM1, PM2, PM3, PP2, PP3; c.422G>A:
PS1, PS3, PM1, PM3, PP2, PP3; c.484C>T: PS1, PS4, PM2, PP2, PP3) (79).

Die mit Verdnderungen in PMM?2 assoziierte Erkrankung ist die Kongenitale
Glykosylierungsstorung Typ 1A (CDG1A, MIM # 212065). CDG1A basiert auf einer Defizienz
des Enzyms Phosphomannomutase 2, fiir welches das PMM?2-Gen kodiert (95). Diese Form
von Glykosylierungsdefekt tritt bei autosomal-rezessivem Erbgang mit einer geschitzten
Priavalenz von 1:20.000 in der Bevolkerung auf. Dabei gilt die Variante c.422G>A als die am
hdufigsten vorkommende pathogene Variante in PMM2 (96). CDGIA ist eine
Multisystemerkrankung, die nahezu alle Organe betreffen kann. Insbesondere friihkindliche
Entwicklungsstorungen, neurologische Symptome mit Kleinhirnbeteiligung sowie das
Vorliegen einer geistigen Beeintrichtigung sind dabei klinisch héufig apparent. Eine
Augenbeteiligung ist ebenso Merkmal von CDGI1A. Oft fillt bereits im Kleinkindalter
Strabismus auf, im Verlauf entwickeln viele der Betroffenen eine RP. Endokrine Stérungen, vor
allem Hypogonadotroper Hypogonadismus in Kombination mit Ovarialinsuffizienz, treten bei
Frauen gehauft auf (97). Neben schwerwiegenden Krankheitsverldufen sind in der Literatur
mittlerweile auch Félle von CDG1A-Patienten mit besonders mildem Phénotyp beschrieben.
Klinische Manifestationen und Schwere der Erkrankung sind bei CDG1A-Patienten demnach

als variabel zu betrachten (98,99).

3.4 Zusatzbefunde

Bei einigen der untersuchten Personen ergab die Genomanalyse Zusatzbefunde — es wurden
pathogene Varianten in Genen aulerhalb der Untersuchungsindikation gefunden. In drei der 22
Familien (14 %) lag bei sieben der insgesamt 50 teilnehmenden Personen (14 %) nach

Abschluss der Analysen ein solcher Befund vor (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Héaufigkeit von Zusatzbefunden innerhalb der Studienkohorte. (A) Anteil der
Familien mit Zusatzbefund an allen untersuchten Familien (n = 22). Das Kreisdiagramm zeigt den Anteil der
Familien, bei denen die Genomanalyse einen Zusatzbefund ergab, an allen untersuchten Familien. (B) Anteil der
Personen mit Zusatzbefund an allen teilnehmenden Personen (n = 50). Dargestellt ist der Anteil an Personen
mit molekulargenetischem Zusatzbefund bezogen auf die Gesamtzahl der Studienteilnehmer.

Dabei wurden relevante Varianten insbesondere bei der phdnotypbasierten Suche in der EVAdb
gefunden, da in diesem Filterschritt alle im Genom vorliegenden Varianten, flir die bereits
ClinVar-Eintrage auf Pathogenitdt hinwiesen, detektiert wurden. Die Moglichkeit der
Mitteilung von Zusatzbefunden war im Aufklarungsgesprich zur Studienteilnahme besprochen
und die Entscheidung der teilnehmenden Personen, ob diese einen Erhalt solcher Befunde
wiinschen, in der Einverstidndniserkldrung zur Studie dokumentiert worden (Anhang 5).

Die Stammbdume jener drei Familien mit genetischen Zusatzbefunden sind im Folgenden
dargestellt (Abbildung 26). Insgesamt wurden in drei verschiedenen Genen
krankheitsrelevante Verinderungen gefunden. Einen Uberblick iiber die detektierten

Zusatzbefunde mit den entsprechenden Varianten bietet Tabelle 8.

BG010 BG052 BG069

04 05 02 02 03

01‘ 02‘ 03& 6 V! %TO

Abbildung 26: Stammbdume der Familien mit Zusatzbefunden. Dargestellt sind die Stammbaume der
Familien, in denen genetische Zusatzbefunde auffillig waren. Die Kodierung fiir erkrankte/nicht-erkrankte
Personen bezieht sich an dieser Stelle auf die urspriingliche Untersuchungsindikation. Mit roter Schrift
gekennzeichnet sind jene Personen, bei denen ein Zusatzbefund vorliegt.
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Tabelle 8: Zusatzbefunde mit Varianten und deren ACMG-Klassifikation in ClinVar (46).

Familien- Betroffene Gen Erkrankung, Variante ACMG

1D Personen Erbgang

BGO10 01/02/04 HBB Delta-Beta- c.92+1G>A P (23)
Thalassdmie, p.?
AD

BGO052 01/02 CHEK2 1 Risiko fiir c.1100del P (59)
MammaCA, p-(Thr3671s)
AD, SMu

BG069 01/02 TGM6 Spinocerebelldre ¢.1429 1430ins P (1)
Ataxie 35, AD TCTCT 2019: P

p.(Gly4771s)
n 3 7

Alle Erkrankungen und Erbgidnge entstammen OMIM. Bei Genen, zu denen in OMIM mehrere
Krankheitsassoziationen bestehen, ist nur die in diesem Fall am ehesten relevante Erkrankung angegeben.
Samtliche ACMG-Klassifikationen entstammen ClinVar. In Klammern ist die Haufigkeit angegeben, mit der eine
Einstufung dort hinterlegt war (ClinVar, Stand 15. Febr 2023) (46). Bei Variante ¢.1429 1430insTCTCT lag eine
zusétzliche Einstufung aus einer Untersuchung 2019 vor. Alle genannten Varianten liegen heterozygot vor. AD =
autosomal-dominant; AR = autosomal-rezessiv; CA = Karzinom; SMu = Somatische Mutation

In Familie BG010 ist bei beiden Schwestern (01/02) neben der vorliegenden IRD eine klinisch-
diagnostisch gesicherte Thalassdmie bekannt. Der Krankheitsstatus der restlichen
Familienmitglieder beziiglich des Vorliegens dieser Erkrankung war zum Studienzeitpunkt
nicht bekannt. Bei der Genomanalyse wurde die heterozygote Variante c¢.92+1G>A im
Hemoglobin-Beta Locus Gen (HBB, OMIM * 141900) bei den zwei an Thalassdmie erkrankten
Schwestern sowie bei deren Vater (04) festgestellt. Verdnderungen in diesem Gen stehen unter
anderem mit autosomal-dominanter Delta-Beta-Thalassdmie (MIM # 141749) in Verbindung.
Die vorliegende Variante ¢.92+1G>A wurde in ClinVar als P bewertet und in einer Studie von
Ghoti et al. (2017) wurde dariiber hinaus iiber das gehiufte Auftreten dieser Variante bei
Patienten mit Beta-Thalassamie berichtet (100).

In Familie BG052 ergab die Genomuntersuchung der 35-jdhrigen Indexpatientin (01) und ihrer
61-jahrigen Mutter (02) eine heterozygote Variante im Checkpoint Kinase 2 Gen (CHEK?2,
OMIM * 604373), die bei beiden Frauen vorliegt. Zur gefundenen frameshift Variante
c.1100del / p.(Thr367fs) existierten bereits zahlreiche Eintridge in ClinVar, die auf Pathogenitét
in Zusammenhang mit verschiedenen Krebserkrankungen hinweisen. Bei heterozygoten

Tragern pathogener Verdnderungen in CHEK?2 erhoht sich unter anderem das Risiko fiir eine
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Brustkrebserkrankung (MIM # 114480). Diese in etwa zweifache Risikoerhohung bei
Vorliegen von c.1100del wurde zuvor in einer Studie durch Easton (2004) belegt (101).

Im Genom zweier Familienmitglieder von BG069, der 19-jdhrigen Indexpatientin (01) und
deren Vater (02), wurde bei der Analyse eine Verdanderung im Transglutaminase 6 Gen (TGMG,
OMIM * 613900) festgestellt. Hier liegt bei beiden Personen die frameshift Variante
c.1429 1430insTCTCT / p.(Gly477fs) heterozygot vor. Pathogene Varianten in 7GM6 fiithren
zur autosomal-dominant vererbten Spinocerebelliren Ataxie 35 (MIM # 613908), einer
Erkrankung mit variablem Manifestationsalter und langsam progressivem Verlauf (102). In
ClinVar war die vorliegende Variante als P hinterlegt und ihr Auftreten wurde in einer Studie
von Ghorbani et al. (2022) als krankheitskausal bei Patienten mit spinocerebelldrer Ataxie
beschrieben (103). Die genetische Verdnderung wurde in diesem Fall auch in einer

vorangegangenen WES-Analyse im Jahr 2020 bereits festgestellt und als pathogen gewertet.

60



4 Diskussion

4 Diskussion

Die Einfiihrung von NGS hat in den vergangenen Jahren zu einer rapiden Erweiterung der
Moglichkeiten zur Beantwortung molekulargenetischer Fragestellungen gefiihrt. Dabei
gewinnt die WGS-Methode, welche auch die nicht-kodierenden Bereiche des Genoms einer
Analyse zuginglich macht, zunehmend an Bedeutung. In Anbetracht aktuell laufender
Initiativen wie I+ Million Genomes (37) und dem Modellvorhaben § 64e SGB V (40) erscheint
die Moglichkeit einer zukiinftigen Implementierung von WGS in den Diagnostikprozess
genetischer Erkrankungen als wahrscheinlich. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit,
die Anwendbarkeit der Methode WGS fiir die molekulargenetische Diagnostik von
Erbkrankheiten, insbesondere aus der Gruppe der IRD-Erkrankungen, zu evaluieren. Zu diesem
Zweck wurden 22 Familien mit klinisch diagnostizierten IRDs untersucht, die mittels
standardmifiger Routinediagnostik bisher nicht gelost werden konnten. Durch die
Genomuntersuchung gelang in flinf Féllen eine molekulargenetische Diagnosestellung, die
Félle der tibrigen 17 Familien konnten durch die Analyse nicht abschlieBend gelost werden. Im
Verlauf des Projekts wurden sowohl Vorteile als auch Herausforderungen und Limitationen der
WGS-Methodik deutlich. Diese Aspekte sollen im Folgenden ndher betrachtet werden, damit
daraus folgend eine Einschitzung des aktuellen Stellenwerts von WGS in der
Routinediagnostik von IRDs getroffen werden kann.

Die Diagnoserate, die in dieser Studie unter Anwendung von WGS erzielt werden konnte,
betrug 23 % (5/22 Familien). Hierbei ist zu beachten, dass alle Patienten bereits zuvor
molekulargenetisch untersucht worden waren, wobei Zeitpunkt und Umfang der erfolgten
Diagnostik unter den Studienteilnehmern variierte. Im U.K. 100,000 Genomes Project, einer
Studie, die ebenfalls den diagnostischen Mehrwert von WGS an einem breiten Spektrum
seltener Erkrankungen untersuchte, ergab sich eine dhnlich hohe Diagnoserate von 25 %. In der
Kategorie der ophthalmologischen Erkrankungen lag diese sogar bei etwa 40 % (35). In einer
weiteren Studie untersuchten Ellingford et al. (2016) den Nutzen von WGS speziell fiir die
Diagnostik von IRDs. Hierbei konnte — im Vergleich zur Diagnostik mittels Gen-Panel — eine
mogliche Verbesserung der Diagnoserate um 29 % durch WGS festgestellt werden (32). Neuere
Studien aus dem Jahr 2024 zur Anwendung von WGS bei IRDs ergaben eine Erhéhung der
Diagnoserate im Bereich von etwa 13 % bis 46 % (104-107). An diesem Punkt gilt es jedoch
zu beriicksichtigen, dass die im Rahmen des vorliegenden Projekts analysierte Studienkohorte

mit nur 22 Familien vergleichsweise klein war (2.183 Familien im U.K. 100,000 Genomes
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Project; 562 Patienten in der Studie von Ellingford et al.) (32,35). Zudem gab es unter den
genannten Studien Abweichungen im AusmaBl genetischer Voruntersuchungen vor
Durchfiihrung der WGS-Analyse. Ein direkter Vergleich der Zahlenwerte erscheint demnach
eher nicht sinnvoll.

Die molekulare Diagnosestellung durch WGS hat bei einem Teil der Patienten sofortige
Auswirkungen auf das klinische Vorgehen — beim U.K. 100,000 Genomes Project waren es
25 % der Personen, die mittels WGS eine molekulare Diagnose erhielten. Dem gegeniiber
brachte die Diagnosestellung bei nur 0.2 % der Patienten keinerlei Nutzen (35). Die Vorteile
einer genetisch gesicherten Diagnose fiir das Management der Erkrankung konnte in diesem
Projekt am Beispiel des Falls BG047 gezeigt werden. Der Indexpatient, ein 15-jdhriger Junge,
wurde hier mithilfe der Genomanalyse mit Bardet-Biedl-Syndrom 10 diagnostiziert. Mit der
neu gewonnenen Erkenntnis iiber die vorliegende Erkrankung konnte ithm priaventiv eine
nephrologische Untersuchung empfohlen werden. Erkrankungen der Nieren, die zum Teil
zunichst unerkannt bleiben, sind héufig Teil des Syndroms. Im schlimmsten Fall kann es bei
Patienten mit dieser Erkrankung sogar bis zum Nierenversagen kommen (92).

Bei Betrachtung der fiinf Familien mit abschlieBender molekularer Diagnose fillt auf, dass die
hier kausalen Varianten allesamt in proteinkodierenden Bereichen gelegen sind. Aus
technischer Sicht hétten die flinf detektierten missense Verdnderungen sowie die frameshift
Variante auch mit anderen Untersuchungsansétzen (z. B. Gen-Panel oder Exomanalysen)
festgestellt werden konnen. Die beiden Strukturvarianten in MYO7A4, im Fall der Familie
BGO007, konnten in der vorangegangenen Analyse 2016 trotz passender Kklinischer
Diagnosestellung nicht gefunden werden. Das ist damit zu erkldren, dass zu diesem Zeitpunkt
die Suche nach Strukturvarianten innerhalb proteinkodierender Bereiche nicht im
Leistungsspektrum des Instituts, an welchem die genetische Untersuchung durchgefiihrt wurde,
angeboten wurde. Nach aktueller Vorgehensweise wiéren diese strukturellen Verdnderungen
jedoch mittels Gen-Panel inklusive Strukturvariantenanalyse der enthaltenen Gene ausfindig
gemacht worden. In den weiteren vier gelosten Familienfillen (BG026, BG047, BG048,
BGO057) stimmte die klinische Diagnose — und damit die Indikation zur genetischen
Untersuchung — nicht mit der tatséchlich vorliegenden Erkrankung iiberein. Die Gene ALPK1
und PMM?2 waren aus diesem Grund nicht in den angewandten Gen-Panels enthalten, das
BBS10-Gen wurde bei RP als alleinige Analyseindikation ebenfalls nicht untersucht. Diese aus
der Genomanalyse gewonnenen Erkenntnisse weisen darauf hin, dass den hier kausalen Genen

in der Diagnostik von IRDs mehr Beachtung geschenkt werden sollte. Auch unter dem
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bekannten Aspekt eines moglichen Auftretens milder oder gar isoliert-retinaler Phénotypen bei
syndromalen IRDs (2) erscheint es sinnvoll, diese Gene in Zukunft in die IRD-Panels
aufzunehmen. Ebenso wire WES ein geeigneter Ansatz, um auch pathogene Verdnderungen in
Genen wie ALPKI, PMM?2 oder BBSI0 bei der genetischen Untersuchung nicht-
indikationsbezogen erfassen zu konnen. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch Maggi et
al. (2024) in ihrer Studie zur Anwendung von WGS an IRD-Patienten. Auch hier war der
iiberwiegende Teil (66 %) der durch WGS zusitzlich gelosten Félle auf Varianten
zuriickzufiihren, die aus technischer Sicht grundsitzlich auch durch
Routinediagnostikverfahren hétten erfasst werden konnen (107).

Die in den eben genannten Féllen gezeigte Diskrepanz zwischen klinischer Diagnose und
molekulargenetischem Befund unterstreicht die Relevanz klinischer Informationen fiir den
Erfolg bei der Durchfiihrung genetischer Untersuchungen. Durch eine ausfiihrliche klinische
Untersuchung ergénzt um eine detaillierte Anamneseerhebung konnen wertvolle Hinweise auf
das Vorliegen einer syndromalen Erkrankung gewonnen werden. Die zuvor genannten Gene
stehen allesamt mit einer solchen Erkrankung, die neben der Retina iiblicherweise weitere
extraokuldre Manifestationen zeigt, in Verbindung (92,93,99). Eine prazise formulierte
klinische Indikation ermdglicht die gezielte Auswahl einer zur genetischen Testung geeigneten
Analysemethode. Im Prozess der Genomauswertung demonstrierte die Integration molekularer
Diagnostikboards in das Analyseschema ebenso den Nutzen klinischer Informationen. Die enge
Zusammenarbeit mit den klinischen Uberweisenden ermdglichte es, genetische
Verdachtsdiagnosen durch zusétzliche Informationen zu stlitzen oder in ihrer Prioritét
herabzusetzen. Auch Stephenson et al. (2022) konnten in ihrer Studie an IRD-Patienten den
hohen Stellenwert detaillierter klinischer Informationen fiir eine addquate Diagnosestellung zur
Geltung bringen. Nach initial negativer Panel-basierter Diagnostik wurde dabei ein
Stufenschema aus verschiedenen diagnostischen Schritten angewandt. Durch die friihzeitige
Reevaluation klinischer Informationen mit erneuter klinischer Untersuchung der Patienten
sowie durch Anwendung additiver Methoden wie WES und WGS konnten 56 % der zuvor
ungeldsten IRD-Fille bei Stephenson et al. (2022) geklart werden. Dadurch wurde in dieser
Studie eine Diagnoserate von insgesamt 92 % erreicht (108). Diese Ergebnisse unterstreichen
ausdriicklich den Stellenwert ausfiihrlicher klinischer Informationen als Grundlage fiir eine
erfolgreiche molekulargenetische Diagnostik.

Abgesehen von den klinischen Informationen erwies sich auch die Art der vorliegenden

Familienkonstellation als {iberaus bedeutungsvoll fiir den Analyseerfolg. In der Kategorie
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»geloste Fille* iiberwog der Anteil an Trios (80 %) gegeniiber den Einzelpersonen (20 %) — bei
den Fillen, die als ,,ungelost™ klassifiziert wurden, verhielt es sich hingegen umgekehrt (20 %
Trios, 50 % Einzelpersonen, 30 % andere Konstellation). Bei den ,,wahrscheinlich gelésten®
Féllen war das Verhiltnis von Trios zu Einzelpersonen mit jeweils 43 % ausgeglichen. Aus
diesen Zahlen ergibt sich die Annahme, dass Fille, in denen gréere Familienstrukturen zur
Analyse vorliegen, eher gelost werden konnen als die von Einzelpersonen. Dies konnte darauf
beruhen, dass bei Trio-Konstellationen die Mdglichkeit einer detaillierten Segregationsanalyse
besteht, was bei der Untersuchung von Einzelpersonen wiederum nicht moglich ist.
Segregationsanalysen erleichtern zum einen die Priorisierung von Varianten, zum anderen kann
bei Vorliegen eines Trios die Krankheitsrelevanz von Varianten anhand ihrer Lageverhéltnisse
in cis oder trans beurteilt werden. Bei Einzelpersonen, wie beispielsweise im Fall von BG012,
einem 82-jdhrigen Patienten mit RP, war diese Mdglichkeit bei Durchfiihrung der WGS-
Analyse nicht gegeben. Bei ihm wurden im ABCA4-Gen zwei missense Varianten und eine tief-
intronische Variante detektiert, wobei zwei dieser Verdnderungen — bei Lage in cis — als
komplexes Allel bereits in einer Studie von Sangermano et al. (2019) an Betroffenen mit
Morbus Stargardt beschrieben wurden (25). Trotz vorhandener Evidenzlage konnte dem
Patienten keine sichere Diagnose gestellt werden. Grund dafiir war neben dem Vorliegen
phénotypischer Unstimmigkeiten sowie dem gleichzeitigen Vorhandensein moglicher kausaler
Verdanderungen in einem weiteren Gen, dass keine Moglichkeit zur Segregationsanalyse
bestand, wodurch die Lageverhiltnisse der Varianten ungewiss verblieben. Das Bestehen einer
positiven Korrelation von Trio-Analysen mit der Diagnoserate zeigte auch das U.K. 100,000
Genomes Project. Hier war die Diagnoserate in der Kategorie ,,Trio* im Vergleich zu anderen
untersuchten Familienstrukturen am hochsten (ca. 31 %), wihrend sich bei Einzelpersonen der
geringste diagnostische Erfolg zeigte (ca. 16 %) (35). Auch eine aktuelle prospektive Studie
von Kaschta et al. (2025), in der Patienten aus dem gesamten Spektrum seltener Erkrankungen
mittels Routinediagnostikverfahren sowie mittels WGS untersucht wurden, konnte bei WGS
eine Uberlegenheit von Trio-Analysen gegeniiber der Untersuchung von Einzelpersonen
hinsichtlich der Diagnoserate und der Interpretierbarkeit von Varianten zeigen (109).

Erst wenn die grundlegenden Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche genetische Untersuchung,
ndmlich ausreichend klinische Informationen sowie die Rekrutierung weiterer
Familienmitglieder, erfiillt sind, kann das volle Potenzial der Genomanalyse ausgeschopft
werden. So erlaubt WGS z. B. die Detektion von krankheitsverursachenden Strukturvarianten

in nicht-kodierenden Bereichen. Dies zeigte auch der Fall von BG051, einer Familie liber drei
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Generationen, in der eine ca. 3.000 bp lange Deletion im RPGR-Gen gefunden wurde. Diese
schliet Teile der 3" UTR ein und segregiert innerhalb der Familie mit der Erkrankung. Den
klinischen Informationen zufolge zeigt die Indexpatientin zudem fiir eine RPGR-assoziierte
Erkrankung charakteristische Merkmale. Die 3" UTR ist als Randbereich der mRNA, wie in
einem Review von Mazumder et al. (2003) beschrieben, im Allgemeinen von regulatorischer
Bedeutung und kann sowohl iiber Proteininteraktionen auf Stabilitdt und Lokalisation der
mRNA einwirken als auch den Translationsprozess beeinflussen (110). Bisweilen stehen
Verdanderungen dieser nicht-translatierten Region mit dem Auftreten einiger weniger
Erkrankungen, darunter z. B. das Tourette-Syndrom und die Phosphoglycerat-Kinase-1-
Defizienz, in Verbindung (111,112). Die Relevanz der Erfassung der 3" UTR als nicht-
kodierende Region im Zuge molekulargenetischer Diagnostik betonten auch bereits Behlmann
et al. (2019) (112). Uber die genauen Auswirkungen der in diesem Fall vorliegenden Deletion
am RPGR-Genort konnten schlussendlich nur funktionelle Untersuchungen Gewissheit
bringen, weshalb der Fall der Kategorie ,,wahrscheinlich geldst* zugeordnet wurde. Der
methodische Vorteil von WGS gegeniiber anderen genetischen Untersuchungsmethoden,
Strukturvarianten auch in nicht-kodierenden Bereichen zu detektieren, konnte am Beispiel
dieser Familie jedoch klar gezeigt werden.

Auch strukturelle Verdnderungen in topologisch assoziierenden Dominen (Zopologically
Associated Domains, TADs), welche mit einer verdnderten 3D-Chromatinstruktur einhergehen
(113), konnten in der Vergangenheit mittels WGS detektiert werden (114,115). TADs sind
genomische Chromatin-Doménen, die innerhalb der nuklearen Struktur Kontakte zwischen den
regulatorischen Elementen von Genen, insbesondere Enhancern und Promotoren, herstellen
(116,117). Unterbrechungen innerhalb dieser Regionen, wie im Fall von Strukturvarianten,
konnen zum Kontaktverlust oder zur Bildung neuer aktiver Doménen fiihren und dadurch die
Genexpression auf pathologische Weise beeinflussen (118). So wurde in einer Studie von de
Bruijn et al. (2020) ein Genlokus auf Chromosom 17 entdeckt, der mit Féllen von autosomal-
dominanter RP in Verbindung steht. Strukturvarianten innerhalb dieser genomischen Region
fiihren hier, wie funktionelle Untersuchungen zeigten, zur Entstehung von Neo-TADs, die
wiederum in den untersuchten Familien krankheitsverursachend fiir die RP waren (114). Neben
dieser Entdeckung ist mittlerweile auch ein Zusammenhang zwischen genetischen
Verianderungen in TAD-Regionen auf den Chromosomen fiinf und sechs und der Erkrankung

North-Carolina-Makuladystrophie (MIM # 136550) bekannt (115,119). Demnach konnten
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einer Anzahl ungeldster IRD-Fille durchaus Verdnderungen derartiger Natur zugrunde liegen,
welche durch Applikation von WGS feststellbar wiren.

Das stetige Wachstum der Anzahl bekannter IRD-Gene in den vergangenen Jahren (6) sowie
die Tatsache, dass nach wie vor mindestens 30 % der Félle durch die molekulargenetische
Diagnostik nicht geklirt werden konnen (4,28), 1dsst darauf schlieBen, dass aktuell noch nicht
alle krankheitskausalen Gene fiir IRDs bekannt sind. Die Genomuntersuchung birgt das
Potenzial, neue krankheitskausale Gene zu entdecken und Genotyp-Phanotyp-Assoziationen
herzustellen. Dieser methodische Vorteil konnte auch im U.K. 100,000 Genomes Project
gezeigt werden, in dem es Smedley et al. (2021) gelang, drei neue Krankheitsgene ausfindig zu
machen und bei 19 weiteren Genen zumindest eine Assoziation zu gewissen Erkrankungen
herzustellen. Dieser Befund resultierte aus der WGS-Untersuchung von insgesamt 2.183
Familien und bezog sich auf das gesamte Spektrum seltener Erkrankungen (35). Eine neuere
Arbeit mit deutlich groferen Datensdtzen konnte dieses Potenzial weiter verdeutlichen:
Cipriani et al. (2025) berichteten auf Basis der Analyse von iiber 30.000 WGS-Datensétzen
iiber 141 neue Genotyp-Phénotyp-Assoziationen bei seltenen Erkrankungen (120). Auf
https://retigene.erdc.info findet sich eine Datenbank, die die bislang mit IRDs assoziierten Gene
zusammenfasst. Dieser Datenbank ist zu entnehmen, dass allein im Jahr 2025 zehn neue Gen-
Assoziationen hinzugekommen sind, was die Annahme stiitzt, dass die genetischen Ursachen
dieser Erkrankungsgruppe weiterhin nicht vollstindig geklart sind (121,122).

Auch im vorliegenden Projekt fiel im Fall von BG034 ein bisher nicht fiir IRD bekanntes Gen
aufgrund einer grofen strukturellen Verdanderung auf. Es handelt sich hierbei um eine ca. 13.600
bp groB3e, heterozygote Multiexon-Deletion im EHBPI-Gen. Verdnderungen in diesem Gen
wurden in der Literatur bislang nicht mit dem Auftreten von IRDs in Verbindung gebracht. In
einer Veroffentlichung von Nakamura et al. (2020) wurde jedoch ein regulatorischer
Zusammenhang von EHBPI mit dem Transport der Nat+/K+-ATPase in die basolaterale
Membran von Drosophila-Photorezeptoren beschrieben (123). Die Na+/K+-ATPase ist
essenziell fiir die Aufrechterhaltung zelluldrer Ionengradienten und in weiterer Folge fiir die
Funktionalitidt von Zellen (124). Thr Funktionsverlust in Photorezeptoren kann, wie in einer
Studie von Luan et al. (2014) beschrieben, zu einem Ausfall der visuellen Funktionen sowie
auch zur altersabhédngigen Degeneration der Sinneszellen fiihren (125). Die Ergebnisse aus dem
UK. 100,000 Genomes Project und der Familie BG034 deuten also darauf hin, dass die
Anwendung der WGS-Methode in Verbindung mit funktionellen Analysen die Entdeckung

neuer Gene im Feld der seltenen Erkrankungen vorantreiben konnte. Bei Integration von neuen
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krankheitskausalen Genen in die Gen-Panels der Diagnostik wire wiederum auch ein Anstieg
der Diagnoseraten zu erwarten.

Trotz der eben genannten Vorteile, die sich bei WGS aufgrund der Moglichkeit zur
Untersuchung nicht-kodierender Bereiche ergeben, fiihrt ebendiese Besonderheit mitunter zu
erheblichen Herausforderungen bei der Anwendung der Methode. In Anbetracht der Tatsache,
dass in jedem sequenzierten Genom ca. drei bis vier Millionen Verdanderungen regulér auftreten
(34), i1st die mangelnde Interpretierbarkeit vieler dieser Varianten gut nachvollziehbar. Die
eingeschriankte Bewertbarkeit spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser Studie wider:
Nahezu alle Félle, bei denen eine oder mehrere der priorisierten Varianten tief-intronisch
gelegen sind, wurden schlussendlich aufgrund mangelnder Evidenzen den Kategorien
,ungelost™ bzw. ,,wahrscheinlich gelost™ zugeordnet.

Entgegen der in der Vergangenheit weit verbreiteten Annahme, Introns seien fiir die
Genfunktion unbedeutend, ist die Relevanz intronischer Verdnderungen in Bezug auf die
Entstehung erblich bedingter Erkrankungen heute wohl bekannt. Als ,tief-intronisch® werden
dabei im Allgemeinen jene Varianten definiert, die iber 100 bp von einer Exon-Grenze entfernt
in einem Intron lokalisiert liegen. Nach aktuellem Forschungsstand stehen tief-intronische
Verdnderungen bereits mit multiplen Erkrankungen in kausalem Zusammenhang. Dabei sind
einige der erforschten Gene auch der Gruppe der IRDs zuzuordnen (126). Stellvertretend ist
das ABCA4-Gen zu nennen, das unter anderem die Erkrankung Morbus Stargardt hervorrufen
kann. Die funktionelle Bedeutung tief-intronischer Varianten fiir die Krankheitsentstehung
konnte fiir dieses Gen bereits in mehreren Studien gezeigt werden (25,85). Ein weiteres Gen,
das den Stellenwert tief-intronischer Verdnderungen im Kontext mit IRDs aufzeigt, ist das
CEP290-Gen. Bei 21 % aller in einer Studie untersuchten Patienten mit LCA war die
Erkrankung den Hollander et al. (2006) zufolge auf eine bestimmte Verdnderung in CEP290
zuriickzufiihren (127). Dabei handelt es sich um die tief-intronische Variante ¢.2991+1655A-
G, die im Allgemeinen héufigste LCA-assoziierte Variante in CEP290, deren Pathogenitit
durch die Inklusion eines Pseudo-Exons in die mRNA begriindet ist (128).

Die molekularen Konsequenzen tief-intronischer Varianten, die Pathogenitit fiir Gen- und
Proteinfunktion zur Folge haben konnen, sind vielseitig. Vor allem die Beeinflussung des
SpleiB-Prozesses der RNA spielt eine groBe Rolle und wird zunehmend mit der Entstehung
diverser monogenetischer Erkrankungen in Verbindung gebracht. Infolge genetischer
Varianten kann es dabei z. B. zur Entstehung neuer Splei3-Stellen und einer folglich abnormen

Proteinstruktur kommen. Andererseits konnen sich auch genetische Verdnderungen im Bereich
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von Proteinbindestellen, die der Modulation des Splei3-Vorgangs dienen, schiadlich auswirken.
Ein weiterer Krankheitsmechanismus liegt in der Inaktivierung intronisch gelegener RNA-
Gene, denen regulatorische Funktionen zugeschrieben werden (126). Eine Verdnderung des
SpleiB3-Prozesses der pra-mRNA liegt fiir monogenetische Erkrankungen Schitzungen zufolge
bei 15-60 % aller krankheitskausalen Varianten vor. Die grole Spannweite dieser Werte
reflektiert, wie auch bereits von Wang et al. (2007) angemerkt, unsere bislang unvollstindige
Kenntnis des Splei3-Codes sowie die Tatsache, dass nur ein geringer Anteil aller detektierten
Varianten auf Spleil3-Effekte tiberpriift wird (129).

In Anbetracht des Kenntnisstands zur Bedeutung intronischer Verdnderungen mag die
Detektion dieser durch WGS als durchaus sinnvoll erscheinen. Im Zuge der Auswertung dieses
Projekts zeigte sich jedoch, dass tief-intronische Varianten mit ausreichend guter Evidenzlage
nur einen Bruchteil aller detektierten Varianten ausmachten. Zur Bedeutung der allermeisten
detektierten tief-intronischen Varianten konnten der Literatur und den Datenbanken zum
Analysezeitpunkt keine Informationen entnommen werden. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, den nicht-kodierenden Bereichen in der genetischen Forschung und folglich
auch in der Diagnostik mehr Beachtung zu schenken. Durch Anwendung von WGS ist ein erster
Schritt, ndmlich die Detektion und Katalogisierung entsprechender Varianten, getan. Deren
ausreichende Interpretierbarkeit ist aber, wie auch Qian et al. (2021) feststellten, aktuell noch
nicht gegeben. Einigen der verbreiteten in silico Vorhersageprogrammen, wie z. B. SpliceAl,
ist es zwar moglich, auf das Vorhandensein etwaiger funktioneller Effekte hinzuweisen, deren
Vorhersagekraft ist jedoch nicht ausreichend, um eine gesicherte Aussage treffen zu kdnnen
(130). So liegt in SpliceAl bei einem festgelegten Grenzwert von > 0.5 die Sensitivitét fiir
Varianten in Exon-Nédhe bei 71 %, in tief-intronischen Bereichen sinkt sie auf 41 % (73). Dazu
kommt, dass verschiedene Programme auch unterschiedliche Algorithmen nutzen und deshalb,
wie sich auch in einer Studie von Wang et al. (2021) zeigte, mitunter widerspriichliche
Vorhersagen zur Folge haben (131). Bei Anwendung von nur einem Programm koénnen im
Umkehrschluss auch vorhandene Spleif3-Effekte tibersehen werden. Daraus folgt, dass neben
einer Genomanalyse unter Zuhilfenahme von in silico Vorhersageprogrammen die zusétzliche
Durchfiihrung funktioneller Analysen essenziell ist. Denkbare Ansitze zur Uberpriifung von
Varianten stellen RNA-Analysen oder in vitro SpleiB3-Tests dar. Die Kombination von WGS
mit in silico Programmen und in vitro Splei-Tests als Strategie zur Untersuchung tief-
intronischer Varianten hat sich auch in der Studie von Qian et al. (2021) bewihrt. In einer

Kohorte aus 571 IRD-Patienten gelang es, insgesamt fiinf zuvor unbekannte tief-intronische
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Varianten als krankheitskausal zu erkennen (130). Auch in aktuellen Studien zur Genomanalyse
bei IRD-Patienten von Zeuli et al. (2024) und Weisschuh et al. (2024) wurden im Anschluss an
die WGS-Analyse funktionelle RNA-Untersuchungen zur Kldrung moglicher Auswirkungen
priorisierter Varianten eingesetzt (105,106).

Neben der methodischen Limitation aufgrund der eingeschriankten Bewertbarkeit von
Varianten stellen mogliche genetische Zusatzbefunde im Rahmen von Genomanalysen eine
weitere Herausforderung dar. Im Gegensatz zur Gen-Panel-Untersuchung, bei der sich die
Analyse auf ausgewéhlte Gene im Zusammenhang mit dem vorliegenden Phianotyp beschrinkt,
ist bei WGS die Moglichkeit von Zusatzbefunden immer gegeben. So haben auch die
Untersuchungen im Zuge dieses Projekts bei sieben der insgesamt 50 sequenzierten
Studienteilnehmer (14 %) relevante Nebenbefunde offenbart. Fiir zwei weibliche Personen der
Familie BG052 ergab die WGS-Analyse eine pathogene Variante im CHEK2-Gen. Aufgrund
der fiir diese Verdnderung bekannten klinisch relevanten Erhohung des Brustkrebsrisikos (101)
kann in diesem Fall das gewonnene Wissen zur Sekundérprivention durch Mainahmen der
intensivierten Fritherkennung beitragen. Durch Kenntnis dieses Zusatzbefundes ergibt sich fiir
die Patientinnen daher ein moglicher Vorteil. Weniger eindeutig war die Bedeutung eines in
BG069 erhobenen Nebenbefundes. Hier wurde bei einer 19-jéhrigen Patientin und bei deren
Vater eine pathogene Variante im 7GM6-Gen gefunden, welches eine Form der autosomal-
dominanten spinocerebelliren Ataxie verursacht. Der Manifestationszeitpunkt dieser
Erkrankung kann Untersuchungen von Guo et al. (2014) zufolge sowohl in der Adoleszenz als
auch im hoheren Erwachsenenalter liegen (102). In diesem Fall sind durch Mitteilung des
Befundes, insbesondere aufgrund des schwer vorhersehbaren zeitlichen Aspekts, erhebliche
psychische Belastungen bei den Betroffenen zu erwarten. Erschwerend kommt hinzu, dass fiir
Erkrankungen aus der Gruppe der spinocerebelldren Ataxien zum aktuellen Zeitpunkt weder
praventive Ansitze noch etablierte krankheitsmodifizierende Therapiemdglichkeiten bestehen
(132). Dennoch gilt es zu beachten, dass das Wissen um die Tragerschaft solcher pathogenen
Varianten womdglich Einfluss auf Zukunfts- und Familienplanung der betroffenen Personen
hat und eine Mitteilung des erhobenen Zusatzbefundes insofern einen Vorteil bringen kann.
Die Bewertung genetischer Verdnderungen beziiglich ihrer Mitteilungsrelevanz als
Zusatzbefund ist, wie am Beispiel von BG069 gezeigt, oft schwierig und bedarf einer
Abwiégung verschiedener Variablen. Als Entscheidungshilfe konnen hierzu die ACMG-
Empfehlungen zu Sekundirbefunden in der jeweils aktuellen Version herangezogen werden,

welche den Umgang mit Zusatzbefunden im Rahmen von WES oder WGS aufgreifen. Anhand
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von Kriterien wie z. B. Penetranz und Schweregrad der jeweiligen Erkrankung, Priventions-
und Therapiemoglichkeiten sowie Auswirkungen des Befundes auf das klinische Vorgehen
wurde hier eine Liste von Genen selektiert, in denen pathogene Varianten auf jeden Fall als
Zusatzbefund mitzuteilen sind. Dabei wird jedoch ausdriicklich betont, dass diese Liste nur als
Orientierungshilfe bei der Bewertung von genetischen Befunden dienen soll und die klinischen
Merkmale Betroffener dabei ebenso einer gewissen Beachtung bediirfen (133). Das weitere
Vorgehen beim Auftreten von Nebenbefunden verbleibt schlussendlich also eine
Einzelfallentscheidung. Diese Entscheidung erfordert primédr die Beriicksichtigung des
Patientenwillens und zudem eine gewissenhafte Uberpriifung von Nutzen und Risiken des
genetischen Befundes fiir die jeweilige Person.

Abschlieend ldsst sich festhalten, dass die Methode der Ganzgenomuntersuchung in den
vergangenen Jahren grofles Potenzial fiir die Erzielung von Fortschritten im Bereich der
Genetik gezeigt hat. Die Entdeckung neuer krankheitsverursachender Gene im Feld der IRDs,
aber auch im gesamten Spektrum seltener Erkrankungen, ist nur eine von vielen Mdglichkeiten,
die WGS bietet. Ebenso sind die Vorteile, die Patienten aus dem Erhalt einer molekularen
Diagnose ziehen konnen, weitreichend und unumstritten. Dennoch wurde in diesem Projekt
eine Limitation der Genomanalyse, ndmlich die derzeit noch mangelhafte Evidenzlage zu
Varianten nicht-kodierender Bereiche, sehr deutlich. Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache
sowie in Anbetracht eines bioinformatischen und zeitlichen Mehraufwands erscheint der
Einsatz von WGS in der molekulargenetischen Routinediagnostik von IRDs — zum aktuellen
Zeitpunkt — als verfriiht. Neben Gen-Panels stellt in ausgewéhlten Féllen WES eine sinnvolle
Vorgehensweise dar, bei negativem genetischem Befund ist zudem eine klinische Reevaluation
vor Durchfiihrung erweiterter genetischer Diagnostik anzudenken. Allem voran ist eine
ausfiihrliche klinisch-diagnostische Untersuchung mit korrekter Indikationsstellung fiir den
Erfolg der genetischen Diagnostik essenziell. Es besteht Hoffnung, dass durch die weitere
Anwendung von WGS in der Forschung, ergidnzt durch funktionelle Analysen, die Methode
zukiinftig auch in den Diagnostikbereich von IRDs Einzug findet.
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5 Zusammenfassung

Erbliche Netzhautdystrophien (IRDs) umfassen ein Spektrum klinisch und genetisch
heterogener seltener Erkrankungen, weshalb sich die korrekte molekulargenetische
Diagnosestellung in vielen Fillen schwierig gestaltet. Fiir Betroffene zieht das oftmals
jahrelange ,,diagnostische Odysseen® nach sich und erschwert zudem den Zugang zu
bestehenden Therapien oder klinischen Studien. Einen potenziellen Losungsansatz fiir diese
Problematik bietet die Genomsequenzierung (WGS). WGS ermdglicht eine Untersuchung des
Erbguts, die iiber die kodierenden Bereiche hinausreicht und dadurch sdmtliche genetische
Verdanderungen erfasst. Im Bereich der Forschung hat sich WGS bereits als fiir die
Genommedizin vielversprechend bewiesen — in der molekulargenetischen Diagnostik ist die

Methode bis dato dennoch nicht als Standarduntersuchung etabliert.

Im Fokus dieser Arbeit steht die Evaluierung von WGS speziell fiir eine Nutzung in der
molekulargenetischen Diagnostik von IRDs. Hierfiir wurden im Rahmen der Bavarian
Genomes Studie 22 Familien mit klinisch festgestellten IRDs einbezogen, deren genetische

Ursache durch eine vorangegangene diagnostische Analyse nicht geklart werden konnte.

Die Genomdaten der Patienten sowie auch nicht-betroffener Familienmitglieder wurden anhand
eines strukturierten Analyseschemas ausgewertet und interpretiert. Auf diese Weise konnte in
fiinf der 22 Familien der Studienkohorte (23 %) eine molekulare Diagnosestellung erzielt
werden — die {ibrigen 17 Fille verblieben als ,,wahrscheinlich gelost® (32 %) oder ,,ungelost®
(45 %). Dariiber hinaus wurden im Rahmen der Genomuntersuchung in drei Familien (14 %)

bei sieben von 50 untersuchten Personen (14 %) relevante Zusatzbefunde detektiert.

Die Ergebnisse dieses Projekts zeigen, dass die Anwendung von WGS in der Diagnostik von
IRDs in einigen Fillen zur Diagnosesicherung beitragen kann. Hierbei ergaben sich Hinweise
auf eine mdgliche Korrelation zwischen der zu untersuchenden Familienkonstellation und dem
Analyseerfolg. Auffallend war zudem, dass die kausalen Varianten in den fiinf gelosten Fillen
aus technischer Sicht auch mit anderen in der Diagnostik seit ldngerem etablierten Methoden
(z. B. Exomsequenzierung) detektierbar wiren. In diesem Zusammenhang stellte sich heraus,
dass negative Befunde nach Abschluss der diagnostischen Untersuchung in einigen Fillen
durch inkorrekte oder unvollstindige klinische Diagnosen als Untersuchungsindikation
begriindet waren. Diese Tatsache weist auf die Wichtigkeit einer engen Zusammenarbeit

zwischen Klinikern und Genetikern fiir den Analyseerfolg hin. Eine aktuelle Limitation der
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WGS-Methode ergab sich durch die eingeschriankte Bewertbarkeit vieler Varianten,
insbesondere in nicht-kodierenden Regionen. Um deren funktionelle Bedeutung zu verstehen,

bedarf es umfangreicher weitergehender Analysen im Labor.

Abschlieend sei festgehalten, dass die Methode WGS sowohl fiir die Erforschung als auch
Diagnostik von IRDs grofles Potenzial bereithédlt. Die Implementierung von WGS in den
Diagnostikprozess erscheint jedoch erst dann sinnvoll, wenn eine ausreichende Evidenzlage zur
Interpretation genetischer Varianten auflerhalb der bereits bekannten kodierenden Bereiche

gegeben ist.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

ABCA4
ACMG
AF
AIRE
ALMS]I
ALPKI1

BBSI10
bp
CACNA2D4
CADD
CDGIA

CDH23
CEP290
CHEK?2
DECIPHER

DNA

EHBPI

EVAdb

frameshift Variante
gnomAD

HBB

HGMD

HGSNAT

Bedeutung

ATP Binding Cassette Subfamily A Member 4
American College of Medical Genetics
Allelfrequenz

Autoimmune Regulator

Centrosome and Basal Body Associated Protein
Alpha Kinase 1

benign

BBS10 Gene

Basenpaare (engl. base pairs)

Calcium Channel, Voltage-Dependent, Alpha-2/Delta Subunit 4
Combined Annotation Dependent Depletion

Kongenitale Glykosylierungsstérung Typ 1A (eng. Congenital
Disorder of Glycosylation, Type 1A)

Cadherin 23
Centrosomal Protein, 290-KD
Checkpoint Kinase 2

Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
using Ensembl Resources

Desoxyribonukleinsdure (engl. Deoxyribonucleic acid)
EH Domain-Binding Protein 1

Exome Variant Analysis Database

Variante, die zu einer Verschiebung des Leserasters fiihrt
Genome Aggregation Database

Hemoglobin-Beta Locus

Human Gene Mutation Database

Heparan-Alpha-Glucosaminide N-Acetyltransferase
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HGVS
HPO-Terms
IGV
IMPG?2
IRD
KIAA1549
LB

LCA
LOVD

LP

MGI
Missense Variante

mRNA

MRT
MYO74
NCAPG?2
NGS

NMNATI
NR2E3
OMIM

P
PDEG6B
pLI

PM
PMM?2
PP

pph2

6 Abkiirzungsverzeichnis

Human Genome Variation Society

Human Phenotype Ontology Terms
Integrative Genomics Viewer
Interphotoreceptor Matrix Proteoglykan 2
Erbliche Netzhautdystrophie (engl. Inherited Retinal Dystrophy)
KIAA1549 Gene

likely benign

Leber'sche Kongenitale Amaurose

Leiden Open Variation Database

likely pathogenic

Mouse Genome Informatics

Variante, die zum Aminosdureaustausch fiihrt

Messenger-Ribonukleinsdure (engl. Messenger ribonucleic
acid)

Magnetresonanztomographie
Myosin VIIA
Non-SMC Condensin II Complex Subunit G2

Hochdurchsatz-Sequenzierung (engl. Next Generation
Sequencing)

Nicotinamide Nucleotide Adenylyltransferase 1
Nuclear Receptor Subfamily 2, Group E, Member 3
Online Mendelian Inheritance in Men

pathogenic

Phosphodiesterase 6B

Probability of Loss-of-function Intolerance
moderate evidence of pathogenicity
Phosphomannomutase 2

supporting evidence of pathogenicity

PolyPhen-2
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PRPF6
PS
PVS
RAB28
RCCI
RNA

ROSAH-Syndrom

RP

RPE6S5
RPGR
RPGRIPI
SAMDI11
SCRA
SIFT
SNRNP200
SPP2

TADs

TEADI
TGM6
UCSC
UTR
USHI1B
USH2A4
WES
WGS

Die Schreibweise der in der Tabelle aufgefiihrten Genbezeichnungen wurde der OMIM-Datenbank (49)

entnommen.

6 Abkiirzungsverzeichnis

Pre-mRNA-Processing Factor 6

strong evidence of pathogenicity

very strong evidence of pathogenicity

RAS-Associated Protein 28

RCC1 Domain- and BTB Domain-Containing Protein 1
Ribonukleinsdure (engl. Ribonucleic acid)

Retinal Dystrophy, Optic Nerve Edema, Splenomegaly,
Anhidrosis and Migraine Headache Syndrome

Retinitis Pigmentosa

Retinoid Isomerohydrolase RPE65

Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator

Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator-Interacting Protein
Sterile Alpha Motif Domain-Containing Protein 11
Sveinsson 'sche Chorioretinale Atrophie

Sorting Intolerant from Tolerant

Small Nuclear Ribonucleoprotein, 200-KD

Secreted Phosphoprotein 2

Topologisch assoziierende Doménen (engl. Topologically
Associated Domains)

Tea Domain Family Member 1

Transglutaminase 6

UCSC Genome Browser

Untranslatierte Region

Usher-Syndrom Typ 1B

Usherin

Exomsequenzierung (engl. Whole Exome Sequencing)

Ganzgenomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing)
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Anhang 1: NM-Nummern und NP-Nummern der Gene

Gen

ABCA4

AIRE
ALMS]
ALPKI1
ATP7B
BBS10
CACNA2D4
CDH23
CHEK?2
CNGBI
EHBPI
HBB
HGSNAT
IMPG2
KIAA1549
MYO74
NCAPG2
NMNATI
NR2E3
PDEGB
PMM?2

PRPF6
RAB28
RCBTBI
RPGR

NM-Nummer

NM 000350.3

NM_000383.4
NM_015120.4
NM_001102406.2
NM_000053.4
NM_024685.4
NM_172364.5
NM_022124.6
NM_007194.4
NM_001297.5
NM_001142615.3
NM_000518.5
NM_ 152419.3
NM_016247.4
NM_001164665.2
NM_000260.4
NM_001281932.2
NM_022787.4
NM_014249.4
NM_000283.3
NM_000303.3

NM 012469.4
NM_001017979.3
NM 018191.4
NM_001034853

NP-Nummer

NP_000341.2

NP_000374.1
NP_055935.4
NP_001095876.1
NP_000044.2
NP_078961.3
NP_758952.4
NP_071407.4
NP_009125.1
NP_001288.3

NP_689632.2
NP_057331.2
NP _001158137.1

NP _001268861.1
NP 073624.2
NP _055064.1
NP_000274.2

NP_036601.2
NP_001017979.1
NP_060661.3

10 Anhang

Familien-1D

BG002
BGO12
BGO18
BG069
BG038
BGO057
BGO057
BG047
BGO18
BG022
BGO052
BGO12
BG034
BG0010
BGO008
BGO031
BG042
BGO007
BG069
BGO11
BGO008
BGO10
BG026
BG048
BGO18
BG004
BGO31
BGO51
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RPGRIPI
SAMDI11
SNRNP200
SPP2
TEADI
TGM6
USH2A4

NM_020366.3:

NM_152486.3
NM_014014.5
NM_006944.3
NM_021961.6

NM 001254734.2:

NM_206933.3

10 Anhang

NP_065099.3 BG042
NP_689699.2 BGO052
NP_054733.2 BG020
NP_008875.1 BGO11
NP_068780.2 BGO16
NP_945345.2 BG069
NP_996816.2 BG034

BGO038

BGO052

Anhang 2: Sieben mogliche intronische Varianten in CDH23 (BG022)

NM-Nummer
NM 022124.6
NM _022124.6
NM _022124.6
NM 022124.6
NM _022124.6
NM _022124.6
NM 022124.6

C-Position
€.68-2061T>C
c.145+18913A>C
c.146-28401A>G
c.753+2263C>A
c.832+7074T>G
c.833-672A>G
€.6254-345 6254-325del

Die in dieser Tabelle angefiihrten Varianten liegen in der Indexpatientin heterozygot vor.

Anhang 3: 18 mogliche intronische Varianten in USH2A4 (BG034)

NM-Nummer
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3

C-Position
c.14133+6434T>G
¢.12067-22849G>C
¢.12066+5936G>A
c.11389+2289T>G
c.11048-870T>C
c.7301-15145dup
c.7300+5207A>T
¢.6050-1977_6050-1976del
c.4628-11750A>G
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NM_206933.3
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5
NM_007123.5

10 Anhang

c.4627+2523T>G
c.3157+4592G>A
¢.2809+2551C>G
c.1972-6408A>G
c.1972-18417T>G
c.651+19799C>T
c.651+19204G>C
c.651+13846G>A
c.486-1094T>C

Die in dieser Tabelle angefiihrten Varianten liegen in der Indexpatientin heterozygot vor.

Anhang 4: Vier mogliche Varianten in USH2A4 (BG052)

NM-Nummer
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3
NM 206933.3

C-Position
¢.12066+9942G>T
c.15520-443 15520-440dup
c.6806-189G>A
€.652-15682_652-15678del

Die in dieser Tabelle angefiihrten Varianten liegen in der Indexpatientin heterozygot vor.
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Anhang 5: Auszug aus der Einwilligungserklirung zum Bavarian Genomes Projekt

Mitteilung von medizinisch relevanten Analyseergebnissen aus der Studie ,,Bavarian Genomes”

Ich wiinsche, dass

| sich aus der Studie ergebende Hinweise fiir die mégliche Ursache meiner Seltenen Erkrankung*
und/oder

_l Zusatzfunde, aus denen sich fiir mich oder meine Nachkommen ein sehr hohes Risiko fir eine
Erkrankung ergibt, fiir die eine wirksame Therapie oder sinnvolle Vorbeugemalnahmen zur
Verfiigung stehen,

mir und/cder folgender Arztin / folgendem Arzt:
[N =14 1 L= ORURTRSRRRRRRRNOI 1 o] 1 1 T-1 1 | L= SRS
0 LT

mitgeteilt werden.

_ fiir mich relevante Analyseergebnisse aus der Studie , Bavarian Genomes” nicht mitgeteilt werden.

* gilt nicht fiir Teilnehmer, die selbst nicht erkrankt sind

Rekontaktierung

Mit einer erneuten Kontaktaufnahme durch den Studienleiter hier am UKR, bzw. einem
Studienmitarbeiter bin ich einverstanden. Eine solche Kontaktaufnahme kann beispielsweise erfolgen,
um sich Uber zusatzliche Aspekte meiner Krankengeschichte auszutauschen und/oder weitere
Informationen oder Bioproben von mir zu erbitten.

Ja Ul Nein
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