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Strukturierte Vorgehensweise in genetischer Diagnostik:
Was untersuche ich und was kann ich
mit der jeweiligen Methode erreichen?
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Autosomal dominante Vererbung

Ein Elternteil in der Regel
Anlagetrager und krank
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Kinder 50%iges Risiko ,ungunstige“ Anlage zu erben




Autosomal rezessive Vererbung

Vater und Mutter jeweils gesund und mischerbige (heterozygote) Anlagetrager -
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Kinder 25%iges Risiko beide ,unglnstigen® Anlagen zu erben




Menschliche Zelle und ihre Organellen
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Zilien auf Oberflache nahezu jeder Zelle
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Ziliopathien -
Neues Ordnungsprinzip fir breites Spektrum
genetischer Erkrankungen

Barr FA, JC



Primare ziliare Dyskinesie (PCD)

= Defekt motiler respiratorischer Zilien
= Beeintrachtigte mukoziliare Clearance
= Bronchiektasen

http://www.online-media.uni-marburg.de



Primare ziliare Dyskinesie (PCD)

= Sjtus inversus bei 50% aller PCD-Patienten
(Kartagener-Syndrom)

= Fertilitatsstorungen

http://www.kartagener-syndrom.org



Einige PCD-Patienten zeigen
weitere Heterotaxie-Merkmale

a Laterality defects b Extra-embryonic fluid
Situs solitus Situs r'nl.rus totalis Left isomerism (polysplenia) Right p— Nodal flow e

Intracellular
Ca* release
Situs fnversus abdominalis Right isomerism [asplenia) Epithelial cell
c Extra-embryonic fluid
Right Modal flow L afe

Intracellular
Ca™ release
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Sensary cilia Motile cilia Sensory cilia

Mature Reviews | Molecular Cell Biolog)

Fliegauf et al.,
Nat Rev Mol Cell Biol 2007



Zilienfunktionen

Links-Rechts-Achsenbildung
Detektion sensorischer Reize
Kontrolle zahlreicher Signalwege
Zellteilungsprozesse

Basalkdrper

Intrazelluldre
Signalkaskade




Breites klinisches Spektrum
bei Zilienerkrankungen

Zystennieren:
Vorreiterrolle in der Aufklarung der Ziliopathien
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Autosomal rezessive polyzystische
Nierenerkrankung (ARPKD/ PKHD1)

Manifestation meist perinatal
Haufig Potter-Sequenz
VergroBerte hyperechogene Nieren

Padiatrische Erkrankung, aber auch
Erwachsene betroffen

Fotos freundlicherweise zur Verfigung gestellt von:
Anja Buscher, Rainer Buscher, Udo Vester, Steffi Weber
(Unikinderklinik Essen)



Rezessive polyzystische Nieren (ARPKD):

Klinische Uberlappung zur
dominanten Zystennieren-Form (ADPKD)



Autosomal dominante
polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD)

Pravalenz 1:500-1000

Klinische Merkmale i. A.
erst in 3./4. Lebensdekade

Extrarenale Manifestationen
— Leberzysten

— Intrakranielle Aneurysmen

PKD2 milder als PKD1
(Nierenversagen 74 J. vs. 54 J.)

Grofe klinische Variabilitat
(selbst intrafamiliar)




Autosomal dominante
polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD)

Pravalenz 1:500-1000

*
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erst ~ 2% der Patienten sehr schwere,
Extr  frlhmanifeste (u. U. pranatale) Verlaufsform §
= chhtlgste leferen2|ald|agnose der ARPKD

PKD2 milder als PKD1 | .
(Nierenversagen 74 J. vs. 54 J.)

Grofe klinische Variabilitat
(selbst intrafamiliar)



Fruhe und schwere Formen bei
dominanten Zystennieren

i €.1934_1935delACinsT
_ p.AsnG45fs

perinatal +  perinatal

Mut TTGGGCGATATCATTTTGCAGAGATTG
WT TTGGGCGATATCAACTTTGCAGAGATT

Bergmann et al.,
N Engl J Med 2008



Intrafamiliare phanotypische Variabilitat
spricht klar gegen eine Genotyp-Phanotyp Korrelation
allein basierend auf Art und Lokalisation der familiaren

Keimbahnmutation in PKD1 oder PKD2
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Klinische Variabilitat (,,variable Expressivitat®)

Modifier

‘ Unterschiedliche Schwere
der Erkrankung

Epistase (,,Oligogenie*) -
Einfluss weiterer Gene auf klinisches Bild



Fruhe und schwere Formen der Zystennieren

Familien mit Zystennieren,
bel denen nur die schwer betroffenen Familienmitglieder
weitere PKD-Mutationen erganzend zur
bekannten familiaren Mutation tragen




Zystennieren

Fetus 1

Fetus 2
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Zystennieren

Nur Mutter und
. schwerer betroffener Fet 2

c.1444T>G (p.Phe482Val)

T &4 & &G & G A2 C A& A G C T T ¢ C C4A G 5 C C C C M A& AW W H

e

'PKHD1 PKHD1
c.5912G>A c.3761_3762delCCinsG
(p-Gly1971Asp) (P) (p.Ala1254fs) (M)




Fruhmanifeste, schwere Verlaufe
bei ADPKD
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Klinische Variabilitat (“variable Expressivitat”)

— bei Ziliopathien .

Unterschiedliche Schwere
der Erkrankung

) Breites klinisches Spektrum mit
Uberlappungen und flieBenden Ubergangen zwischen
unterschiedlichen Zilienerkrankungen



Ziliopathien — Mutationen im gleichen Gen losen
unterschiedliche Krankheitsbilder aus

Mutations of the CEP290 Gene Encoding
a Centrosomal Protein Cause
Meckel-Gruber Syndrome

p . . . .e 7
Valeska Frank,! Anneke 1. den Hollander,” Nadina Ortiz Briichle,! Marijke N. Zonneveld,?
. - . . . . . . - . 2
Gudrun Niirnberg,>* Christian Becker,”* Gabriele Du Bois,” Heide Kendziorra,® Susanne Roosing,”
- . - - ") -
Jan Senderek,' Peter Nurnberg,i'r Frans PM. Cremers,” Klaus Zerres,! and Carsten Bergmﬂnnl*

Mutations in the CEP290 (NPHP6) Gene Are a Frequent Cause
of Leber Congenital Amaurosis

Anneke 1. den Hollander,” Robert K. Koenekoop,” Suzanne Yzer, Irma Lopez, Maarten L. Arends,
Krysta E. J. Voesenek, Marijke N. Zonneveld, Tim M. Strom, Thomas Meitinger, Han G. Brunner,
Carel B. Hoyng, L. Ingeborgh van den Born, Klaus Rohrschneider, and Frans . M. Cremers




Klinische Variabilitat (“variable Expressivitat”)
bei Ziliopathien

Keine uberzeugenden Genotyp-Phanotyp Korrelationen

Mutationen in weiteren Genen
des Zilien-Netzwerkes fuhren zur
Aggravierung des Phanotyps
(“Mutationslast-Theorie™)
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“Modell-Ziliopathie“: Bardet-Biedl Syndrom

I MIERE

Retinitis pigmentosa Zystische Nierenveranderungen

. Head of Body of
Comman bile duct pancreas pancreas L‘_:lbulﬁ‘ Tail

Diabetes mellitus u. andere
endokrinologische Auffalligkeiten

Adipositas u. Polydaktylie _ ) _
Entwicklungsverzogerung/mentale Retardierung



Eindeutige klinisch-genetische L
Diagnosestellung haufig schwierig

Klinische und genetische Heterogenie
der Zilienerkrankungen

Eher Regel als Ausnahme, dass viele, haufig Dutzende
verschiedener Gene in Frage kommen
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Analyse mittels herkommlicher Sanger-Sequenzierung =

i. A. zunehmend ausgepragter Heterogenie nicht zu leisten

www.appliedbiosystems.com



Neue Sequenziertechnologien
-Next-Generation Sequencing (NGS)“

Sequencing technologies — the next generation
Michael L. Metzker

MNever has the state of DNA sequencing technology been in greater flux than transition come new possibilities in the field of large-scale genomic science,
today. The steadfast approach of fluorescence-based Sanger sequencing coupled with new challenges in data storage and analysis. Here, the technical
appears to have reached its limit for technological improvements. It is being details of commercially available, next generation sequencing platforms are
replaced by emerging technologies that promise faster and cheaper sequence highlighted, along with their advantages and disadvantages. Gone are the days
information in far greater volumes than ever before. These next generation of a single platform capable of addressing the needs of most researchers.
methodologies push back the limits of possibility, enabling research that would  Investigators must now identify, from several DNA sequencing approaches, the
be impractical and too expensive using the Sanger paradigm. With this one platform — or combination thereof — that best serves their application.

Metzker ML, Nat Rev Genet 2010



Gute Bioinformatik bei
.Next-Generation Sequencing (NGS)“ essentiell




Neue Sequenziertechnologien
~Next-Generation Sequencing (NGS)“
in der Diagnostik



Next-Generation Sequencing (NGS) Panel
fur alle bekannten Zilienerkrankungen

) Breites klinisches Spektrum mit
Uberlappungen und flieBenden Ubergangen zwischen
unterschiedlichen Zilienerkrankungen

SZilien“-Panel
131 Gene
2412 Exons

Zielsequenz 644 Kilobasen (kb)



Therapieansatze bei Zystennieren

|| Reduced in PKD
[ Increased in PKD

@

Torres, ACKD 2010



Zusammenfassung

Haufiges Phanomen in der Humangenetik:

Breites klinisches Spektrum mit Uberlappungen und flieBenden
Ubergangen zwischen verschiedenen Krankheitsbildern
(Beispiele: Zystennieren, Ziliopathien, etc.)

Ein Erklarungsansatz fur klinische Variabilitat sind zusatzliche
Mutationen, die zu schwererem Phanotyp beitragen
(Mutationslast bestimmt klinisches Bild mit)

Deutlich verbesserte Analysemoglichkeiten durch NGS
(Next-Generation Sequencing, massively parallel sequencing)

Gezielte parallele Untersuchung einer Vielzahl von
Krankheitsgenen mittels definierter NGS-Panels moglich
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