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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund

Die angeborene Hypothyreose (CH) ist die haufigste angeborene Endokrinopathie [1].
Ein Mangel an Schilddrisenhormonen kann einen negativen Einfluss auf die
neuronale und korperliche Entwicklung des Kindes haben, die durch eine frihzeitige
adaquate Therapie mit L-Thyroxin vermeidbar sind [1, 2]. Bei Geburt ist das klinische
Bild jedoch meist unauffallg oder unspezifisch. Im Rahmen des
Neugeborenenscreening werden alle Neugeborenen auf CH untersucht [3]. Ursachlich
fur die CH sind zum einen Anlagestorungen, bei denen die Schilddrise entweder nicht
vorhanden (Aplasie), zu klein (Hypoplasie) oder nicht in der richtigen Lage (Ektopie)
angelegt ist, zum anderen Schilddrisenhormonbiosynthesestorungen mit normal
angelegter oder vergroRerter Schilddriuse [4]. Die Anlagestorung ist die haufigere
Ursache der CH. Allerdings zeigen neuere Studien, dass der Anteil der Patienten mit
normal angelegter oder vergroRerter Schilddrise groRer ist als bislang geglaubt [4-6].
Anders als bei Anlagestorungen wird bei diesen Patienten nicht immer eine
molekulargenetische Ursache fur die CH in der Routinediagnostik gefunden [7]. Das
lasst neben den bereits bekannten Kandidatengenen SLC5A5, SLC26A4, TG, TPO,
DUOX2, DUOXA2 und YD weitere ursachliche Gene far
Schilddrusenhormonbiosynthesestorungen vermuten, nach denen z.B. mit Hilfe von
Whole Exome Sequencing (WES) gesucht wird [7-9].
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Abbildung 1: Proteinstruktur von SLC26A7: SLC26A7 besteht aus einer N-terminalen zytoplasmatischen Region,
gefolgt von Transmembrandomanen und einem zytoplasmatischen C-terminalen Ende. Am C-Terminus befindet
sich die STAS-Region, die flr Proteine der SLC26- Genfamilie charakteristisch ist. TM= Transmembrandomane,
STAS= Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor antagonist; modifiziert nach Ishii et al. [10]



Solute carrier family 26 member 7 (SLC26A7) wurde 2018 erstmals im
Zusammenhang mit CH beschrieben [9]. Durch WES wurden Mutationen im SLC26A7-
Gen bei CH-Patienten detektiert und als krankheitsverursachend beschrieben [9, 11].
SLC26A7 gehort zur SLC26-Genfamilie, die fur Anionenkanale kodieren und ahnliche
Proteinstrukturen aufweisen [12] (siehe Abbildung 1). Ein bereits bekanntes
Kandidatengen dieser Familie ist SLC26A4 (Pendrin), das, wenn mutiert,
Schwerhorigkeit, Hypothyreose und die Bildung einer Struma verursacht [13].
Interessanterweise Dbleibt bei Slc26a4-Knockout-Mausen eine Schilddrisen
Manifestation aus, was vermuten lasst, dass neben Slc26a4 noch weitere lodid-

Transporter existieren [12, 14].

Untersuchungen zu SLC26A7 haben gezeigt, dass SLC26A7 sowohl eine Funktion als
Anionenaustauscher als auch als reiner Anionenkanal inne hat [12]. In Knockout-
Maus-Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von Sic26a7 zu
einem gestorten Saure-Base-Haushalt fiihrt [15]. In Nieren von Slc26a7/- Mausen
kommt es zu einer renalen tubularen Azidose und im Magen zur veranderten
Sauresekretion [15]. AuRerdem entwickeln diese Mause eine hypothyreote Struma,
sowie hyperplastische Schilddrisenfollikel [11]. Die genaue Funktion von SLC26A7 in
der Schilddruse ist wie die Lokalisation noch umstritten. Es wird jedoch eine Funktion

als lodid-Transporter vermutet [10, 11].

1.2 Ziel der Dissertation
Im Rahmen dieser Arbeit soll das SLC26A7-Gen auf ursachliche Mutationen bei CH-

Patienten untersucht werden.

Dazu sollen anhand der bereits beschriebenen SLC26A7-Mutationen geeignete
klinische  Auswahlkriterien erarbeitet und Patienten, bei denen eine
molekulargenetischen Diagnostik von Schilddrisenerkrankungen im Labor der AG
B \\'olckulare Padiatrische Endokrinologie erfolgt, gezielt auf SLC26A7-
Mutationen gescreent werden. Neben bereits molekulargenetisch voruntersuchten
Patienten, die keine ursachlichen Mutationen in den bisher bekannten
Kandidatengenen aufweisen, werden zusatzlich Kandidaten prospektiv ausgewahlt,
um zu untersuchen, ob sich nur anhand des klinischen Phanotyps bei Patienten mit
CH SLC26A7-Mutationen detektieren lassen.

Zur Untersuchung dieser Kandidaten soll ein geeignetes PCR- und Sequenzierungs-
Protokoll fur SLC26A7 etabliert werden, das auch in der Routinediagnostik
angewendet werden kann. Im Anschluss soll das SLC26A7-Gen der ausgewahlten

2



Patienten mittels Sanger-Sequenzierung sequenziert und mit Hilfe von in silico-

Analysen auf ursachliche Mutationen hin untersucht werden.

Ziel dieser Dissertation ist es Auswahlkriterien fur Patienten mit einem hohen Risiko
fur eine SLC26A7-Mutation zu schaffen, entsprechende Laborprotokolle zur
Untersuchung von SLC26A7 zu etablieren und fur CH ursachliche Mutationen bei den
ausgewahlten Patienten in SLC26A7 zu identifizieren. Auf diese Weise sollen
einerseits Erkenntnisse gewonnen werden, die eine Aufnahme von SLCZ26A7 als
neues Kandidatengen in die Routinediagnostik unterstutzen und anderseits durch
Identifikation neuer Mutationen Hinweise auf die Rolle von SLC26A7 bei CH

gesammelt werden.



2 Literaturdiskussion

2.1 Die Schilddruse

Die schmetterlingsformige Schilddruse ist ein endokrines Organ, das Einfluss auf
zahlreiche Stoffwechselwege, Organe, das Knochenwachstum und insbesondere die
neuronale Entwicklung hat [16, 17]. Im Folgenden soll ndher auf ihre Anatomie,

Histologie sowie Physiologie eingegangen werden.

2.1.1 Anatomie und Histologie der Schilddriuse

Anatomie

Die Schilddrise besteht aus einem rechten und linken Lappen, die in der Mitte Uber
den Isthmus verbunden sind [18]. Oberhalb des Isthmus zeigt sich bei 50% der
Bevdlkerung ein weiterer pyramidenformiger Lappen, der ein Relikt des Ductus
thyreoglossus aus der Embryonalentwicklung darstellt [18, 19]. Eine
Bindegewebskapsel umhullt die Schilddrise [18]. Dorsal an den Seitenlappen
befinden sich die Nebenschilddrisen, die haufig von der Organkapsel mit
eingeschlossen werden [18]. Das schmetterlingsformige Organ liegt der Trachea auf
und kann sich mit der Spitze des Lobus pyramidalis bis zum Schildknorpel (Cartilago
thyroidea) erstrecken [18] (Abbildung 2).

Os hyoideum
Zungenbein

Membrana thyrohyoidea

Cartilago thyroidea
Schildknorpel

Musculus cricothyroideus

Lobus pyramidalis

Lobus sinister

Isthmus Thyroid
Schilddriise

Lobus dexter

Trachea
Luftréhre

Abbildung 2: Anatomie der Schilddrise



Histologie

Mikroskopisch betrachtet, bildet die Schilddrise ein Netz aus Schilddrisenfollikeln,
das durch dunne Bindegewebssepten und Blutgefale getrennt wird [19]. Die
Schilddriusenfollikel bestehen aus einem einschichtigen Epithel und dem Lumen, das
das Kolloid enthalt [19]. In den Follikelepithelzellen (Thyreozyten) findet vor allem der
Austausch mit dem Blutgefallsystem statt und es wird die Vorstufe der
Schilddrisenhormone, das Thyreoglobulin (TG), gebildet [16, 19]. Im Follikellumen
wird TG zu Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) iodiert und anschlieRend im Kolloid
gespeichert [16, 19]. Basal der Epithelzellen und parafollikular befinden sich aul3erdem
die C-Zellen, die das fur den Calcium- und Phosphatstoffwechsel wichtige Hormon

Calcitonin produzieren [19].

2.1.2 Funktion der Schilddriise
Die Hauptfunktionen der Schilddrise bestehen in der Synthese, Speicherung und
Ausschuttung der Schilddrisenhormone T3 und T4.

Besonders beim Wachstum und der neuronalen Entwicklung von Kindern spielen
diese beiden Hormone eine wichtige Rolle [16, 17, 20]. Durch die direkte Wirkung auf
Chondrozyten und Osteoblasten nehmen sie Einfluss auf die intramembrandse und
enchondrale Ossifikation, die Knochenreifung, die Mineralisation und das
Langenwachstum [20]. Kinder mit einer Schilddrisenunterfunktion konnen unter
verzogertem Verschluss der Fontanellen, Kleinwuchs mit gestorter Verknocherung
und in schwerwiegenden Fallen unter Fehlbildungen sowie Skelettdeformationen
leiden [20, 21]. AulRerdem sind Schilddrisenhormone essenziell fur die normale
Entwicklung des neuronalen Systems, indem sie die neuronale Proliferation, die
neuronale Migration, die Differenzierung von Neuronen und Gliazellen, die Bildung von
Myelinscheiden, die synaptische Plastizitat sowie Interneurone beeinflussen [17].
Bereits pranatal kann eine maternale Hypothyroxinamie eine verzogerte kognitive
Entwicklung der Kinder und ein geringeres Volumen der grauen Substanz hervorrufen,
wie eine Kohortenstudie aus den Niederlanden zeigt [22, 23]. Auch im Tiermodell
wurde eine Auswirkung der maternalen Hypothyroxinamie auf die Neurogenese der
Nachkommen nachgewiesen. Diese Nachkommen wiesen Veranderungen bei der
neuronalen Migration wahrend der Neokortikogenese im Hippocampus und im
somatosensorischen Kortex auf [24]. DarUber hinaus gehen auch unbehandelte
kindliche Schilddrisendefekte, wie beispielsweise die angeborene Hypothyreose, mit
einer verringerten Intelligenz einher [25].



Die Schilddrisenhormone spielen jedoch nicht nur im Kindesalter eine wichtige Rolle,
sondern haben auch bei Erwachsenen Auswirkungen auf nahezu jedes Organ. Eine
Hypothyreose kann deshalb die unterschiedlichsten Symptome wie Depression,
Unfruchtbarkeit, Menstruationsstorungen, Bradykardie, Hypotonie, Kurzatmigkeit,
Hypothermie, Haarverlust, Verschlechterung der  Nierenfunktion oder
Muskelschwache hervorrufen [26-32]. AuRerdem wirken die Schilddrisenhormone auf
zahlreiche Stoffwechselwege. Sie steigern durch eine vermehrte Genexpression der
NA*/K*ATPase den Grundumsatz, stimulieren die Proteinsynthese, greifen in den
Fettstoffwechsel ein, indem sie sowohl die Lipolyse als auch die Lipidsynthese
verstarken konnen und haben Einfluss auf den Glucosestoffwechsel [16, 33].

Der Effekt der Schilddrusenhormone wird durch die Regulation der Gentranskription,
die direkte Beeinflussung von Signalkaskaden wie beispielsweise Bindung an
Membranproteinen wie Integrin avf3, die Wirkung auf mitochondriale Gene oder den
Einfluss auf das Zytoskelett und die Zellmigration bewirkt [34]. Der Einfluss auf die
Transkription durch T3 und T4 funktioniert Uber die Bindung an nukleare
Schilddrisenhormonrezeptoren (TRs) [34]. Hierfur I6sen sich die hydrophoben
Hormone von den Transportproteinen im Blut und passieren nicht nur wie lange
angenommen passiv, sondern auch mit Hilfe von speziellen T3/T4 Transportern die
Zellmembran [35, 36]. Bisher wurden 3 Transporterfamilien identifiziert: 1.
Monocarboxyltransporter (MCT8 und MCT10), 2. Organo-Anion-Transporter (OATP1,
OATP4 und OATP6) und 3. L-Type Aminosauren Transporter (LAT) [36, 37]. Von
besonderer klinischer Bedeutung ist der MCT8-Transporter, der im Gehirn exprimiert
wird [35]. Ein Defekt von MCT8 geht mit dem AHD-Syndrom (Allan-Herndon-Dudley-
Syndrom) einher, einer schweren angeborenen geistigen und motorischen
Entwicklungsstorung, wobei ein Zusammenhang mit der mangelhaften Wirkung des
T3 durch den gestorten Transports nach intrazellular wahrend der Neurogenese
angenommen wird [36, 38]. Damit T3 und T4 nach erfolgreicher Zellmembranpassage
an den TRs binden kdnnen, wird T4 mit Hilfe von Deiodinasen zu T3 umgewandelt [35,
36]. Obwohl T4 in groReren Mengen vorliegt, besitzen die TRs eine hohere Affinitat zu
T3, weshalb man auch bei T3 von der bioaktiven Form spricht [39]. Bei den
Deiodinasen werden zwischen Typ 1 (DIO1), Typ 2 (DIO2) und Typ 3 (DIO3)
unterschieden [35, 36]. DIO1 und DIO2 deiodieren T4 in das wirksamere T3, DIO3
hingegen wandelt T4 in das unwirksame reverse T3 um, wodurch die
Schilddrisenhormonwirkung reguliert und limitiert werden kann [35, 36]. Im Zellkern

kann durch die Bindung von T3 an den TR die Transkription zahlreicher Gene
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beeinflusst werden [35, 36]. Ein Zielgen ist beispielsweise die Kalzium-Calmodulin-
abhangige Kinase IV (CamKIlV), die eine Rolle bei der Reifung und Proliferation von
GABAnergen Interneuronen im Fotus spielt und somit wichtig ist fur die neuronale
Entwicklung [35, 40].

2.1.3 Schilddriisenhormonbiosynthese
Die Schilddriusenhormone T3 und T4 entstehen durch die lodierung von TG [16]
(Abbildung 3). Hierfur wird die Vorstufe TG in den Follikelepithelzellen aus Tyrosin
synthetisiert und Uber Exozytose in das Follikellumen abgegeben [16, 33]. lod
hingegen muss Uber die Nahrung wie beispielsweise iodhaltigem Speisesalz,
iodhaltige Milchprodukte oder Meeresfrichte aufgenommen werden [41]. Besonders
in der Schwangerschaft und Stillzeit ist die ausreichende lodzufuhr fur die Entwicklung
des Kindes wichtig [41]. Es konnte gezeigt werden, dass sich eine zusatzliche
lodzufuhr von 150 pg/Tag bei stillenden Muttern positiv auf die kognitiven Fahigkeiten
des Kindes auswirkt [42]. Das aufgenommene lod wird in Form von lodid (I") aus dem
Blut unter anderem mit Hilfe des an der basolateralen Membran gelegenen Na*/I
Symporters (NIS/SLC5AS) in die Thyreozyten transportiert [43, 44]. Von dort aus
gelangt es Uber das Transportprotein Pendrin (SLC26A4) in der apikalen Zellmembran
ebenfalls in das Follikellumen [44]. Im Follikellumen lauft dann die lodierung von TG
mit Hilfe des Enzyms Thyreoperoxidase (TPO) in drei wesentlichen Schritten ab:
Zuerst wird |I" zu l> oxidiert. FUr diese Reaktion benotigt das Enzym TPO
Wasserstoffperoxid H20., welches durch Dualoxidase 2 (DUOX2) und Dualoxidase-
maturation-factor 2 (DUOXAZ2) generiert wird [45, 46]. AnschlieRend werden die so
gewonnenen I>-Molekule mit den Tyrosinresten von TG verknupft, wodurch
Monoiodtyrosin (MIT) und Diiodtyrosin (DIT) entstehen. Zum Schluss werden durch
das Zusammenfuhren von MITs und DITs und unter Abspaltung von Alanin die an TG
gekoppelten Schilddrisenhormone T3 und T4 synthetisiert [16, 33] (Abbildung 3). In
dieser Form werden sie auch im Follikellumen gespeichert [33, 47]. Bei Bedarf wird die
Speicherform von T3 und T4 Uber Endozytose in die Thyreozyten aufgenommen und
durch Verschmelzung mit einem Lysosom proteolytisch wieder in DITs, MITs und T3
oder T4 gespalten [16, 48]. Die lipophilen Schilddrisenhormone T3 und T4 kdnnen
anschlief3end in die Blutbahn abgegeben werden [33]. Mit Hilfe von Plasmaproteinen,
vor allem Albumin, Transthyretin (TTR, Thyroxin bindendes Praalbumin) und Thyroxin-
bindendes Globulin (TBG) werden sie zum Zielort transportiert und regulieren die
Transkription der Zielgene (siehe 2.1.2) [16, 33]. T4 kann in geringen Mengen auch
ungebunden transportiert werden [33]. In der Schwangerschaft kommt es aufgrund des
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erhoéhten Bedarfs zu einer vermehrten Bildung von TBG und dadurch zu einer erhdhten
Bindung von T3 und T4 [16]. Von den intrazellular verbliebenen DITs und MITs kann
durch die lodotyrosin-Dehalogenase DEHAL1 (IYD) lod abgespalten und

wiederverwendet werden [49].
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Abbildung 3: Schilddriisenhormonbiosynthese: Die Schilddrisenhormone werden im Follikellumen durch die
lodierung von Thyreoglobulin synthetisiert. lod wird hierfiir tber die Nahrung aufgenommen und durch SLC5A5 in
die Zelle geschleust. SLC26A4 transportiert das lod in das Follikellumen. Thyreoglobulin wird von den
Follikelepithelzellen selbst produziert und in das Lumen abgegeben. Die Synthese lauft mit Hilfe von TPO in 3
wesentlichen Schritten ab: 1. lod wird zu lodid oxidiert, 2. Thyreoglobulin und lodid werden miteinander verknupft
und es entstehen MIT und DIT, 3. Durch die Verknipfung von MITs und DITs entstehen die Schilddrisenhormone
T3 und T4 gebunden an TG. Die Speicherform kann bei Bedarf von der Zelle aufgenommen werden und nach
Abspaltung von TG im Lysosom als T3 und T4 ins Blut abgegeben werden. Dort gelangen sie meist gebunden an
Transportproteine wie z.B. Albumin zu ihrem Zielort. Durch die proteolytische Spaltung im Lysosom kann die
Speicherform auch wieder in MITs und DITs aufgespalten werden. Das gebundene lodid kann weiterhin durch I'YD
getrennt werden und fiir die erneute Synthese von T3 und T4 zur Verfugung gestellt werden. TG= Thyreoglobulin,
TPO= Thyreoperoxidase, SLC26A4= Pendrin (PDS), SLC5A5= Na+/I- Symporters (NIS), DUOXA2= Dualoxidase
maturation factor 2, DUOX2= Dualoxidase 2, IYD= lodotyrosin-Dehalogenase 1 (DEHAL1), MIT= Monoiodtyrosin,
DIT= Diiodtyrosin,T3= Trijodthyronin, T4= Thyroxin, A=Albumin; modifiziert nach [50]



2.1.4 Hormonregelkreis

Die Ausschuttung der Schilddrisenhormone wird uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Achse reguliert [16]. Der Hypothalamus produziert und sezerniert das
Hormon TRH (Thyrotropin-Releasing Hormon), wodurch in der Adenohypophyse Uber
die Bindung an den TRH-Rezeptor die Transkription von TSH (Thyroid-Stimulating
Hormon) gefordert wird [33]. TRH kann au3erdem in der Adenohypophyse zu einer
erhohten Prolaktinausschattung fuhren [16, 33]. Das produzierte TSH gelangt
anschliefend Uber die Blutbahn von der Hypophyse zu den Follikelepithelzellen der
Schilddrise, wo es an den TSH-Rezeptor bindet [33, 51]. TSH fordert das
Schilddrisenwachstum, die Hormonbildung und die Hormonausschuttung in der
Schilddruse [16, 51].

Gleichzeitig wird die Produktion von TRH und TSH durch erhdhte T3- und T4- Werte
im Blut durch einen negativen Feedbackmechanismus gehemmt [51]. Andere
Einflusse und Hormone kdnnen ebenfalls die Bildung von TRH und TSH beeinflussen,
so wird beispielsweise die Sekretion von TSH durch Dopamin, Glukokortikoide und
Somatostatin gehemmt und durch Ostrogene und Noradrenalin geférdert [16, 33].

Dieser Feedbackmechanismus wird auch in der Diagnostik angewendet, um zwischen
primaren Schilddrisenerkrankungen, bei der das Organ selbst betroffen ist und
sekundaren bzw. tertidren Schilddrisenerkrankungen, bei denen der Defekt in der
Hypophyse bzw. im Hypothalamus liegt, zu unterscheiden [33] (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: TSH-, T3- und T4-Werte bei primarer, sekundarer und tertidrer Hypo- und Hyperthyreose

TSH T3/T4 TSH T3/T4
Primare hoch niedrig Primare niedrig hoch
Hypothyreose Hyperthyreose
Sekundare niedrig niedrig Sekundare hoch hoch
Hypothyreose Hyperthyreose
Tertiare niedrig niedrig Tertiare hoch hoch
Hypothyreose Hyperthyreose




2.2 Kongenitale Hypothyreose

Die kongenitale Hypothyreose (CH) ist eine angeborene Dysfunktion, die in einer
Unterversorgung des Korpers mit Schilddrisenhormonen resultiert [52]. Mit einer
Inzidenz von ca. 1:2000 bis 1:4000 entspricht sie der haufigsten angeborenen
Endokrinopathie [1, 52, 53]. Ein Mangel an Schilddrisenhormonen T3 und T4 in den
ersten zwei Lebensjahren hat einen negativen Einfluss auf die geistige und korperliche
Entwicklung des Kindes, was durch frihzeitige Diagnostik und Behandlung vermeidbar
ist [2, 25]. Aus diesem Grund und wegen einem meist asymptomatischen Bild bei
Geburt wird seit Mitte der 70er Jahre im Rahmen des Neugeborenenscreenings auf
CH getestet [54]. Trotz des grolden Therapieerfolgs durch das Screening, der sich in
einer normalen Entwicklung der Kinder aufllert, weisen einige betroffene Kinder
signifikante Unterschiede in motorischer Koordination, globaler motorischer
Leistungsfahigkeit und 1Q, verglichen mit Gesunden, auf [55]. Diese Abweichung
erklart sich vermutlich durch unterschiedliche Schweregrade der Hypothyreose,

spaten Therapiebeginn oder zu geringe Therapiedosis [55].

Im Folgenden soll naher auf die Epidemiologie, das symptomatische Bild der
Erkrankung, die Atiologie, die Diagnostik und Therapie von angeborener Hypothyreose
sowie auf die genetischen Ursachen mit Fokus auf der Hormonbiosynthesestérung

eingegangen werden.

2.2.1 Epidemiologie

Frauen sind von der Diagnose CH doppelt so haufig betroffen wie das mannliche
Geschlecht [56]. Die Inzidenz von CH ist abhangig vom Herkunftsland, der ethnischen
Zugehorigkeit einer Bevolkerung sowie der dort angewandten Screening Strategie [1,
52]. Insgesamt liegt die Inzidenz weltweit zwischen 1:2000 und 1:4000 [1, 52]. In
Deutschland betrug die Pravalenz fur das Jahr 2019 1:3016 Neugeborenen [57]. In
Landern mit einem hohen Anteil an Blutsverwandtschaft liegt sie deutlich héher, z.B.

wurde im Iran eine Haufigkeit von 1:748 gemessen [1, 58].

2.2.2 Klinisches Erkrankungsbild und Atiologie
Klinisches Erkrankungsbild

An CH erkrankte Kinder zeigen bei der Geburt meist ein klinisch unauffalliges Bild [3,
59]. Da die Versorgung mit Schilddrisenhormonen intrauterin bis zu 50 % der
normalen T4-Konzentration durch die Mutter erfolgen kann, sind die erkrankten

Neugeborenen in der Regel asymptomatisch [60]. Es wurden subtile Auffalligkeiten
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wie eine reduzierte Variabilitat der fetalen Herzfrequenz und héheres Geburtsgewicht
beschrieben, die mit CH gehauft in Zusammenhang gebracht werden [61, 62].
Erkennbare klinische Symptome wie Makroglossie, Umbilikalhernie, Hypotonie,
Lethargie, Icterus prolongatus, Trinkschwache, Obstipation, teigiges Hautbild sowie
vergroRerte Fontanellen zeigen sich hingegen selten [63]. Eine direkte Blickdiagnose
ist auf Grund der unspezifischen Symptome sehr schwer.

Es gibt klinische Auffalligkeiten, die Riickschlisse tber die Atiologie der CH zulassen.
So geht eine CH aufgrund einer Hormonbiosynthesestorung meistens mit einer Struma
bei Neugeborenen einher [52]. Andere fur die Schilddrisenanlagestorung ursachliche
Mutationen in Kandidatengenen gehen mit angeborenen Malformationen, die das

Herz, den Urogenitaltrakt oder die Nieren betreffen, einher [52, 64, 65].

Unbehandelte Patienten zeigen im Verlauf ein symptomatisches Bild aus mentaler
Retardierung, Kleinwuchs, Skelettfehlbildungen, Sprachstorungen oder
Schwerhorigkeit [66, 67]. Das Vollbild der unbehandelten CH wird als Kretinismus
bezeichnet [66].

Atiologie
Eine CH kann durch verschiedenste Mechanismen, die Auswirkungen auf die

Schilddrisenhormonfunktion haben, verursacht werden.

Am haufigsten liegt die Storung bei der Schilddruse selbst, wobei vor allem zwischen
einer Anlagestorung und einer Hormonbiosynthesestorung unterschieden wird [4, 68].
Die Dysgenese ist als Hypoplasie, Ektopie oder Aplasie der Schilddrise definiert [68].
In den meisten Fallen tritt sie sporadisch auf [69, 70]. Bei der
Hormonbiosynthesestorung konnen trotz einer normal angelegten Schilddrise oder
einer vergroRerten Schilddrise (Struma), haufig aufgrund einer genetischen Ursache,
nicht ausreichend Schilddrisenhormone synthetisiert werden [50]. Bisher wurde die
Anlagestorung mit ca. 80-85% der Falle als haufigster Ausloser fur eine primare CH
angesehen [4]. Neuere Studien hingegen zeigen, dass in Bevolkerungsgruppen wie in
Italien und Mazedonien der groRere Anteil der Patienten mit CH eine normale oder
vergrofRerte Schilddruse (,Gland in situ®) aufweist. [5, 6, 8].

Von der permanenten CH lasst sich eine transiente Form der CH abgrenzen [71].
Mogliche Ursachen hierfur sind ein lod-Defizit durch eine mutterliche Mangelernahrung
wahrend der Schwangerschaft, ein pranataler lod-Uberschuss, mitterliche
blockierende TSH-Rezeptor-Antikdrper, die nach der Geburt in Kindern von
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autoimmunerkrankten Muttern persistieren, sowie in seltenen Fallen DUOX2-
Mutationen [72-75].

AulBerdem kdnnen Stoérungen im Bereich des Hypothalamus oder der Hypophyse eine
zentrale Form der CH induzieren [76]. Diese Form tritt mit einer Inzidenz von 1:20000
deutlich seltener auf [76, 77]. Problematisch ist hier jedoch, dass durch normale bis
niedrige TSH-Werte die zentrale Hypothyreose im TSH-Neugeborenenscreening
unerkannt bleibt [56].

2.2.3 Diagnostik und Therapie
Die frihzeitige Diagnostik und optimale Therapie der angeborenen Hypothyreose ist
essenziell zur Vermeidung von irreversiblen neurologischen Defiziten und

Wachstumsstérungen [2, 78].
Diagnostik

Bei der primaren angeborene Hypothyreose kommt es zu erhohten TSH-Werten und
erniedrigten T4-/T3-Werten [79]. Im Rahmen des Neugeborenenscreening wird zuerst
der TSH-Wert bestimmt [80]. Hierfir wird Kapillarblut aus der Ferse des
Neugeborenen am 2.-3. Lebenstag (zwischen der 36. und 72. Lebensstunde) auf ein
Filterpapier getropft und auf angeborene Stoffwechselerkrankungen und
Endokrinopathien, darunter auch die CH, untersucht [80]. Durch die Bestimmung des
TSH-Wertes kann eine primare Schilddrusenfunktionsstorung vermutet werden [52].
In Deutschland liegt der Grenzwert meist bei 15 mU/I, wobei altersentsprechende
Normwerte beachtet werden mussen [79, 81].

Bei einem auffalligen TSH-Wert im Neugeborenenscreening wird eine
Konfirmationsdiagnostik mit Messung von TSH, freiem T4 (fT4) oder Gesamt T4 (iT4)
und T3 im Blutserum durchgefuhrt [52, 79]. Diese Diagnostik wird auch dann
empfohlen, wenn das Neugeborenenscreening negativ ist, jedoch klinisch auffallige
Symptome bestehen [79]. Ein weiterer Sonderfall sind Frihgeborene vor der 32.
Schwangerschaftswoche [80]. Sie neigen im Vergleich zu Reifgeborenen zu falsch
positiven und falsch negativen Ergebnissen [80]. Grunde hierfur kdonnen Fluktuationen
der Schilddrisenhormonkonzentrationen in den ersten Lebenswochen, die Unreife der
Hypophysen-Hypothalamus-Achse, nicht schilddrisenbedingte Erkrankungen oder
Komplikationen von Fruhgeburten wie beispielsweise Respiratory Distress Syndrome
(RDS) sein [82-85]. Deshalb wird bei Fruhgeborenen neben dem Screening eine

Kontrolluntersuchung zwischen der 2.-4. Woche, frihestens nach dem 7. Lebenstag
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empfohlen [80, 86]. Die zentrale Hypothyreose wird im TSH-Screening nicht erkannt,
wie oben bereits erwahnt [56].

Wird im Blutserum neben einem erhohten TSH-Wert ein erniedrigter T4-Wert
gemessen, so ist die Diagnose CH bestatigt und die Therapie muss begonnen werden
[52]. Fur den T4-Wert kann sowohl tT4, als auch fT4 verwendet werden [79]. Der fT4-
Spiegel ist durch eine geringere Abhangigkeit vom Gestationsalter bei Frihgeborenen,
vom postnatalen Alter sowie dem Schweregrad der Komorbiditaten intensivpflichtiger
Patienten der tT4-Bestimmung Uberlegen [81, 87, 88].

Geht ein erhohter TSH-Wert hingegen mit einem normalen T4-Wert einher, wird zu
einer weiteren Kontrolluntersuchung nach einer Woche geraten [52]. Eine alleinige
TSH-Erhohung kann eine Normvariante darstellen und zeigt keinen direkten
Behandlungsbedarf an [79, 89]. Eine Ausnahme sind sehr hohe TSH-Werte
(TSH>20mU/I), hier wird ebenfalls der Beginn der Behandlung empfohlen [52].

Der T3-Wert im Blutserum kann zusatzlich bestimmt werden [79]. Eine Erniedrigung
von T3 zeigt sich jedoch erst bei einer schweren CH, da zu Beginn der Unterfunktion
noch ausreichend T3 aus T4 produziert wird [79]. Aus diesem Grund eignet sich der
T3-Wert besser zur Abschatzung des Schweregrades der Hypothyreose als zur
Detektion [79].

Zur Sicherung der Diagnose und Klarung der Ursache konnen weitere diagnostische
MafRnahmen erfolgen, ohne jedoch den Therapiebeginn zu verzégern [52]. Das ist im
Hinblick auf die Therapie wichtig, da dadurch beispielsweise Auslassversuche oder
eine lebenslang notwendige Therapie abgewogen werden konnen und sich bei
geklarter Ursache die Compliance der Patienten erhoht [52, 79]. Ein diagnostisches
Mittel ist die Bildgebung, die eine Unterscheidung zwischen einer Anlagestérung und
einer Schilddrisenunterfunktion bei morphologisch normaler bis vergroRerter
Schilddruse erlaubt [90]. In der Regel wird zuerst die Durchfuhrung einer Sonographie
empfohlen, die als nicht-invasive Methode eine hohe Sensitivitat diesbezuglich
aufweist [91, 92]. Das Verfahren der Szintigraphie eignet sich besser in der Diagnostik
von Anlagestorungen als der Ultraschall [52]. Zusatzlich kann die Bestimmung des TG-
Wertes zur Klarung der Frage, ob eine Athyreose, eine Hypoplasie oder eine Ektopie
vorliegt, erfolgen [90, 93]. Falls TG im Blut trotz nicht sichtbarem Schilddrisengewebe
nachgewiesen wird, ist eine Ektopie wahrscheinlich [90]. Bei dem Nachweis von
blockierenden TSH-Rezeptor-Antikbrpern kann im Verlauf ein Therapie-
Auslassversuch erwagt werden, da eine transiente Form der Hypothyreose mit
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maternalen Antikorpern moglich ist, die nicht langer als 3 Monate im Blut der
Neugeborenen persistieren [94, 95]. Weiterhin sollte bei normal angelegter
Schilddruse eine lod-Anamnese durchgefuhrt werden, um sowohl einen lod-Defizit als
auch einen lod-Uberschuss auszuschlieen [72, 73]. AuBerdem ist es wichtig, eine
thyreostatische Behandlung der Mutter wahrend der Schwangerschaft, beispielweise
im Rahmen eines Morbus Basedows, abzuklaren. Die Einnahme von Thyreostatika
wahrend der Schwangerschaft kann bei dem Neugeborenen ebenfalls eine
Schilddrisenunterfunktion verursachen [96]. Sind bei einer CH mit einer normal
angelegten oder vergroRerten Schilddrise weder TSH-Rezeptor Antikorper
nachweisbar noch besteht eine auffallige Anamnese, so ist ein Hormonsynthesedefekt

wahrscheinlich [79].
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Abbildung 4: Diagnostikschema der angeborenen Hypothyreose: Wird im Neugeborenenscreening ein Blutserum-
TSH von >15mU/lI gemessen, so folgt eine Konfirmationsdiagnostik mit Bestimmung von Blutserum-TSH, -T3 und
-T4. Ein erhohter TSH-Wert bei gleichzeitiger T4-Erhéhung bestatigen die Verdachtsdiagnose CH. Wird nur ein
erhohter TSH-Wert bei normalem T4-Wert gemessen, erfolgt eine Kontrolle nach 1 Woche. Normale TSH- und T4-
Werte zeigen, dass keine CH vorliegt. Bei der Diagnose CH, wird zur Ursachenklarung weitere Diagnostik
empfohlen. Durch die Sonographie lassen sich Patienten mit vorhandener SD oder vergréRerter SD von Patienten
mit SD-Anlagestérung in der Bildgebung abgrenzen. Weiterhin kann bei vorhandenem SD-Gewebe die
Bestimmung der SD-Ak erfolgen, um eine durch blockiernde TSH-Rezeptor-Antikdrper bedingte Hypothyreose von
einem Schilddriisenhormonsynthesedefekt zu unterscheiden. Bei fehlendem SD-Gewebe kann das Thyreoglobulin
im Blutserum gemessen werden. Ist TG nachweisbar, ist von einer ektopen SD auszugehen. Bei nicht messbaren
TG-Werten, liegt eine Athyreose vor. Die Therapie der CH erfolgt mit L-Thyroxin. Kontrollen zur
Verlaufsbeobachtung und Therapieanpassung werden in folgendem Schema empfohlen: nach 1, 2, 4 Wochen und
dann alle 3 Monate in den ersten 2 Lebenjahren. SD= Schilddriise, TSH= Thyroid Stimulating Hormon, T3=
Trijodthyronin, T4= Thyroxin, SD-Ak= Schilddriisenantikérper, TG= Thyreoglobulin, + = vorhanden ,- = nicht
vorhanden; modifiziert nach [97]

Therapie

Die Therapie von CH erfolgt mit der oralen Gabe von L-Thyroxin (T4) [52]. L-Thyroxin
kann mit Hilfe der Deiodinasen am Zielort in das biowirksame T3 umgewandelt werden
[98]. Die Gabe von T4 und T3 als Kombination hat gegentber der Monotherapie mit
T4 keinen Vorteil gezeigt [99]. Das Medikament sollte einmal taglich als Tablette bzw.
bei Neugeborenen auch als Tropfen eingenommen werden [52, 100]. Im Gegenteil zur
Einnahme bei Erwachsen, hier sollte die Tablette morgens vor der Nahrungsaufnahme
erfolgen, kann L-Thyroxin bei Neugeborenen und Kleinkindern zusammen mit dem

Essen eingenommen werden [52, 98]. Wichtiger hingegen ist eine regelmafige
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Einnahme zur taglich gleichen Uhrzeit, um eine konstante Aufnahmekonzentration zu

erreichen [52].

Die Therapie sollte fruhestmoglich nach Diagnosestellung, am besten innerhalb der
ersten 14 Lebenstage, begonnen werden [52]. Eine prospektive Studie zeigte bessere
Ergebnisse des Bayley Mental Developement Index (MDI) bei Kindern, die vor dem
13. Lebenstag behandelt wurden [101].

Die aktuelle Empfehlung der Therapiedosis liegt laut europaischen und
amerikanischen Fachgesellschaften bei 10-15 ug/kg/Tag [52, 56]. Die Dosierung wird
vor allem anhand des Schweregrades der CH festgelegt [52]. Patienten mit einer
schweren CH (fT4<5pmol/l in Kombination mit erhdhten TSH-Werten) sollten mit der
hochsten Anfangsdosis mit 10-15 pg/kg/Tag therapiert werden, wohingegen bei
milderer Auspragung (fT4>10pmol/l in Kombination mit erhohten TSH-Werten) mit 10
ug/kg/Tag begonnen werden kann [52]. Jedoch wird die optimale Dosierung immer
noch diskutiert und es gibt bisher kein abschlielendes Ergebnis, wie eine Metaanalyse

der Cochrane Library zeigt [102].

Eine wichtige Saule in der Behandlung von CH stellt die Therapiekontrolle mittels der
Messung der fT4- und TSH-Konzentration im Blutserum dar [103]. Hierbei gilt es die
altersentsprechenden Normwerte zu beachten [104]. Eine erste Kontrolle sollte 1-2
Wochen nach Therapiebeginn erfolgen [52]. AnschlielRend werden die Patienten bis
zur Normalisierung des TSH-Wertes alle 2 Wochen untersucht [52]. Nach
Normalisierung des TSH-Wertes wird eine arztliche Kontrolle alle 1-3 Monate bis zum
vollendeten ersten Lebensjahr empfohlen [52]. Bei unkompliziertem Verlauf kann die
Haufigkeit stetig reduziert werden. Bis zum 3. Lebensjahr wird eine Untersuchung alle
2-4 Monate angeraten und danach bis zum abgeschlossenen Wachstum alle 3-6
Monate [52]. Ob die Therapiedosis angepasst werden soll, wird je nach klinischem
Verlauf individuell entschieden [52]. Eine Reduktion der L-Thyroxin Therapie sollte
dabei nur bei TSH-Werten unterhalb des altersentsprechenden Referenzwertes oder
Zeichen einer Uberdosierung, wie beispielsweise Tachykardie, erfolgen und nicht nur
bei leicht erhdhten fT4 Werten [52]. Eine Kontrolle nach Anpassung der Therapiedosis
ist nach 4-6 Wochen durchzufihren [56].

Konnte bei der Diagnosestellung der CH keine Ursache fur eine permanente CH
gefunden werden, so ist eine Reevaluation der Diagnose im Alter von 2-3 Jahren
indiziert [52, 79]. Dies gilt insbesondere dann, wenn eine normal angelegte
Schilddrise nachweisbar ist [105, 106]. Hierzu wird ein Auslassversuch der Therapie
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von 4-6 Wochen mit anschlieRender Bestimmung von TSH und fT4 durchgefuhrt [52].
Bei einem TSH-Wert 210mU/I gilt die primare CH als bestatigt und eine erganzende
Diagnostik mittels Bildgebung und Gendiagnostik zur Klarung der Ursache sollte
durchgefuhrt werden [52]. Liegt der TSH-Wert unterhalb von 10mU/I, aber Uber dem
oberen Referenzbereich, so kann der Auslassversuch 3-4 Wochen fortgesetzt werden
und anschlieBend erneut bewertet werden [52]. Ein frUher Auslassversuch kann
aulerdem bei Neugeborenen ohne permanente CH-Diagnose und normal angelegter
Schilddruse bereits im Alter von 6 Monaten erwogen werden, vorausgesetzt die L-
Thyroxin-Dosis liegt unterhalb von 3 pg/kg/Tag [105, 106].

2.2.4 Genetische Ursachen

Eine Gendiagnostik kann zur genaueren Klarung der molekularen Ursache der
Erkrankung durchgefuhrt werden [79]. Dadurch wird nicht nur die prognostisch
wichtige Compliance bezuglich der Medikamenteneinnahme gefordert, sondern es
werden auch individuelle Behandlungskonzepte, beispielsweise zur Verhinderung
eines Strumawachstums, und eine gezielte interdisziplinare medizinische Betreuung
ermoglicht [52, 79, 107]. Aullerdem kann die Wahrscheinlichkeit Uber einen
transienten oder permanenten Verlauf der CH prognostiziert sowie Uber assoziierte
Erkrankungen aufgeklart werden [50, 52]. Die Gendiagnostik ist vor allem dann
angebracht, wenn ein gehauftes Auftreten von CH innerhalb einer Familie beobachtet
wird oder bei Patienten mit CH assoziierten Auffalligkeiten, wie z.B. Schwerhorigkeit
[107].

Wie bereits unter 2.2.2 beschrieben, wird bei den Ursachen der primaren CH vor allem
zwischen Anlagestorung und Hormonbiosynthesestorung unterschieden [4, 68].
Wahrend Anlagestorungen meist sporadisch auftreten und nur in bis zu 5% der Falle
mit genetischen Ursachen zusammenhangen, sind bei den
Hormonbiosynthesestorungen haufig Genmutationen fur die CH verantwortlich [108].
Mit Schilddrisendysgenese assoziierte Gene sind vor allem PAX8, FOXE1, NKX2-1,
NKX2-5, GLIS3, JAG1, CDCA8, TSHR, NTN1 und TUBB1 [52, 68]. Mutationen in
diesen Genen kdonnen abhangig vom betroffenen Gen durch autosomal-rezessive und
autosomal-dominante Erbgange eine CH verursachen [52]. Die
Hormonbiosynthesestorungen hingegen werden meistens durch autosomal-rezessive
Vererbung von Mutationen in den Genen SLC5A5, SLC26A4, TG, TPO, DUOX2,
DUOXA2 und 1YD hervorgerufen [50]. Im Folgenden soll naher auf diese

17



Kandidatengene fur Hormonbiosynthesestorung und ihr klinisches Bild eingegangen

werden.
SLC5A5/NIS

Das SLC5A5-Gen codiert fur einen Natrium/lodid-Symporter (NIS), der an der
basolateralen Membran der Schilddrusenfollikelepithelzelle lod aktiv aus dem Blut in
die Zelle transportiert [109] (Abbildung 3). Das Glykoprotein besteht aus 13
Transmembranproteinen und wird auller in der Schilddrise auch im Magen, den
Speicheldrisen sowie in der laktierenden Brust exprimiert [110]. Bei Patienten mit
mutiertem NIS ist der lodtransport gestort, was sich in einer Szintigraphiediagnostik
als geringe bis fehlende Anreicherung von radioaktivem lod in der Schilddriuse zeigt
[109, 111]. Dennoch kann durch die TSH-Stimulation der Defekt mit einer Struma
einhergehen [109]. Das Erkrankungsalter der Patienten mit mutierten NIS kann
variieren und hangt malgeblich von der Restaktivitat des Proteins und der
lodversorgung des Patienten ab [112]. Aus diesem Grund konnen Patienten ein
normales Neugeborenenscreening aufweisen und erst spater durch Symptome
auffallen [68]. Bezuglich der Therapie wurde festgestellt, dass Patienten mit einer NIS-
Restaktivitat neben L-Thyroxin von einer zusatzlichen lodsupplementation profitieren

und auch eine lod-Monotherapie maoglich ist [50].
SLC26A4/PDS

SLC26A4 oder Pendrin (PDS) ist ein multifunktionaler Anionenaustauscher, der in der
Schilddruse, im Innenohr, in der Niere, in den Speicheldrisen und in den Atemwegen
exprimiert wird [12, 48]. In der Schilddrise wird in der apikalen Membran Uber PDS
lod in Form von | aus der Zelle in das Follikellumen abgegeben, wo die
Schilddrisenhormonbiosynthese erfolgt [13] (Abbildung 3). Im Innenohr beeinflusst
das Protein durch den CI/HCO3" Austausch die Zusammensetzung der Endolymphe
[13]. AulRerdem haben Patienten mit einem mutierten PDS in vielen Fallen eine
Mondini-Malformation und einen erweiterten vestibularen Aquaedukt [113]. Ein
Funktionsverlust von PDS kann sich klinisch als Pendred-Syndrom, eine angeborene
meist beidseitige Schwerhdorigkeit, die mit einer Struma einhergeht, au3ern [13, 114].
Der Phanotyp bei SLC26A4 Mutationen kann allerdings sehr variabel sein [50, 115].
So kann neben dem Pendred-Syndrom auch ein Horverlust mit normaler
Schilddrisenfunktion oder nur eine Schilddrisenmanifestation auftreten [50, 115]. Die
Form der Hypothyreose ist meistens mild, wodurch die Gefahr besteht, im
Neugeborenenscreening nicht erkannt zu werden [48]. Die Struma entsteht haufig erst
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im Verlauf der Kindheit, kann aber auch unmittelbar postpartal auffallen [116].
Aulerdem kann der Phanotyp durch die Einnahme von lod positiv beeinflusst werden
[50].

G

TG ist das haufigste in der Schilddrise vorkommende homodimere Glykoprotein und
dient im iodierten Zustand als Speicherform der Schilddrisenhormone [50] (Abbildung
3). Durch Mutationen im TG-Gen konnen sowohl quantitative als auch funktionelle
Defekte des TG Proteins, wie beispielsweise TG-Transportstorungen entstehen [48].
Klinisch konnen TG-Mutationen ein Spektrum von einem euthyreoten Stoffwechsel bis
hin zu schweren Formen der CH verursachen [117]. AuRerdem gehen sie haufig mit
einer angeborenen Struma oder einer Struma, die kurz nach der Geburt auftritt, einher
[118]. Charakteristisch fur TG-Defekte ist ein fast immer sehr niedriger oder nicht
nachweisbarer TG-Wert im Blutserum bei gleichzeitig erhohtem TSH-Wert, weshalb in
diesem Fall eine TG-Genuntersuchung empfohlen wird [50, 118]. Szintigraphisch zeigt

sich eine hohe Anreicherung von radioaktivem lod in der Schilddruse [118].
TPO

TPO ist das Schlusselenzym der Schilddrisenhormonbiosynthese [33]. Das Ham-
Protein liegt als ein in der apikalen Membran verankertes Transmembranprotein vor
und katalysiert in mehreren Schritten die lodierung von TG [33, 119] (Abbildung 3).
Mutationen im TPO-Gen sind eine der haufigsten Ursachen fur eine
Hormonbiosynthesestorung bei permanenter CH [120, 121]. Die meisten Patienten mit
mutiertem TPO leiden unter einer schweren CH mit einer Struma, wobei auch Falle
ohne vergrolRerte Schilddrise oder sogar Hypoplasien beschrieben sind [119, 122,
123]. Diagnostisch gehen TPO-Defekte mit einem normalen bis hohen TG-Wert und
einer hohen lod-Anreicherung in der Szintigraphie einher [48, 120]. Bei diesen
Patienten ist eine lebenslange Hormontherapie notwendig [50]. In der
Schwangerschaft einer erkrankten Frau sollte zudem mittels Ultraschall nach einer
fetalen Struma gescreent werden, um fruhzeitig einen vererbten Defekt zu erkennen
[50].

DUOX2/THOXZ2 und DUOXAZ2

DUOX2 generiert als NADPH-Oxidase zusammen mit seinem Aktivierungsfaktor
DUOXA2 Wasserstoffperoxid fur TPO-katalysierte Reaktionen [45]. Der
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Enzymkomplex ist in der apikalen Membran der Follikelepithelzellen lokalisiert [124,
125] (Abbildung 3).

FUr Mutationen in DUOX2 wurden bisher sowohl Falle mit autosomal-rezessiver
Vererbung als auch mit autosomal-dominanten Erbgang beschrieben, wobei bei
krankheitsverursachenden heterozygoten Mutationen eine Haploinsuffizienz vermutet
wird [68, 126]. Das klinische Bild kann sehr variabel sein und sowohl mit einer
permanenten als auch vorribergehenden CH einhergehen [126, 127]. Ein mdglicher
Grund hierfur ist die kompensatorische Gewinnung von Wasserstoffperoxid durch
DUOX1, wodurch eine Restaktivitat erhalten bleibt [127]. In der Regel prasentieren
sich Patienten mit DUOX2-Mutationen jedoch mit einer Struma, hohen TG-Werten und
TSH-Werten sowie niedrigen fT4-Werten [128]. Therapeutisch ermdglicht eine
gesteigerte lod-Zufuhr das DUOX1 generierte Wasserstoffperoxid besser zu nutzen
[129]. Bei Patienten mit einer transienten CH aufgrund einer DUOX2-Haploinsuffizienz
sollte auf die Schilddrisenfunktion, besonders bei vermehrtem lodbedarf z.B. in der

Schwangerschaft, geachtet werden [50].

DUOX2 wird weiterhin eine Rolle bei Schilddrisenanlagestérungen und entzindlichen

Darmerkrankungen zugeschrieben [52].

Mutationen in DUOXAZ2, dem Aktivierungsfaktor von DUOX2, aufdern sich klinisch als
milde permanente oder transiente CH [45, 68]. Die Vererbung erfolgt autosomal-
rezessiv, wobei in einem Fallbeispiel eine heterozygote Mutation als Ursache fur eine
transiente = CH angenommen  wird [48, 130]. Auch hier wurden
Kompensationsmechanismen durch DUOXA1 in vitro nachgewiesen [131]. Es bendtigt
jedoch noch weitere Untersuchungen von DUOXAZ und Fallbeschreibungen, um den

Pathomechanismus von DUOXA2-Mutationen genauer zu verstehen.
1YD (DEHAL1)

Das Transmembranprotein lodotyrosin-Dehalogenase 1 (IYD/ DEHAL1) ist in der
apikalen Follikelepithelmembran lokalisiert und ermoglicht durch die lodidabspaltung
von MIT und DIT eine Wiederverwendung von lod zur
Schilddrisenhormonbiosynthese [49] (Abbildung 3). Neben der Schilddruse wird /YD
auch in der Leber und Niere exprimiert [132]. Klinisch fallen Patienten mit einem /YD-
Defekt erst durch eine Struma in der Kindheit auf, da das Neugeborenenscreening
unauffallig bleibt [133]. Diagnostisch kdnnen /YD-Mutationen auf3erdem mit einer
erhohten Sekretion von MITs und DITs im Urin und einer hohen lodanreicherung in
der Schilddruse in der Szintigraphie einhergehen [133].
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In den letzten Jahren wurde auRerdem beobachtet, dass Patienten mit CH unabhangig
von ihrem Phanotyp verschiedene Varianten in mehreren Kandidatengenen der
Anlage- und Hormonbiosynthesestorung aufwiesen [7, 134, 135]. Daraus wird
geschlussfolgert, dass es neben Mutationen in nur einem Kandidatengen auch
polygene Ursachen fur CH geben muss [134]. Das konnte ein madglicher
Pathomechanismus bei sporadisch aufgetretenen Fallen von CH sein [134].
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2.3 SLC26A7-Gen

Aufgrund fruherer Studien wurde postuliert, dass die Anlagestorung den grof3ten Anteil
der primaren CH verursacht [68]. Neuere Veroffentlichungen zeigen hingegen, dass
die normal angelegte Schilddrise (Glandula in situ /GIS) bei CH-Patienten haufiger
vorkommt als bislang angenommen und in einigen Bevdlkerungsgruppen wie in Italien
und Mazedonien den grof3eren Anteil der Falle ausmacht [5, 6, 8]. Die gestiegene
Inzidenz von CH insgesamt und die Zunahme der GIS-Falle lassen neben den
bekannten Genmutationen bei Hormonbiosynthesestérungen weitere genetische
Ursachen vermuten [7, 8, 68].

Im Rahmen moderner DNA-Sequenzierungstechniken (Next-Generation-Sequencing
(NGS)) wurden Mutationen von SLC26A7 neu bei CH-Patienten entdeckt [52]. Im
Folgenden soll auf die SLC26-Genfamilie allgemein eingegangen werden sowie die
Struktur und Funktion von SLC26A7 naher beschrieben werden.

2.3.1 SLC26 Genfamilie
Die Familie der SLC26-Transporter (solute linked carrier 26) umfasst 11 Gene:
SLC26A1-SLC26A11, die mit Ausnahme des Pseudogens SLC26A70 fur

multifunktionale Anionenaustauscher und Anionenkanale codieren [12].

Die Proteinstruktur dieser Transporter besteht aus einem N-terminalen
zytoplasmatischen Segment, gefolgt von 10-14 hydrophoben Transmembrandoméanen
und einer zytoplasmatischen C-terminalen Region [12]. Am C-terminalen Ende
befindet sich die, fur SLC26 charakteristische, STAS Domane [136]. Die STAS (Sulfate
Transporter and Anti-Sigma factor antagonist)-Region ist ein konservierter
Genbereich, dem eine Bedeutung bei der Lokalisation des Proteins und bei der
Bindung sowie Interaktion mit anderen Proteinen zugeschrieben wird [136].
Mutationen innerhalb dieses Bereiches konnen mit einem Funktionsverlust und einer
fehlerhaften Oberflachenexpression einhergehen, wie Untersuchungen von
krankheitsverursachenden Mutationen in der STAS-Domane von SLC26A3 zeigen
[137, 138]. Aullerdem befindet sich am C-terminalen Ende bei den SLC26-
Transportern mit Ausnahme von SLC26A1, A2, A5 und A11 das PDZ-Motiv [14]
(Abbildung 5). Es handelt sich um eine Proteininteraktionsstelle, die vermutlich
regulatorische Proteine und Transporter wie NHE3 und CFTR binden kann [139]. Eine
genauere Proteinstrukturanalyse von SLC26-Proteinen wurde bisher nicht
durchgefuhrt [12]. Es wird jedoch angenommen, dass die SLC26-
Transmembrandomanen als homomere Oligomere angeordnet sind [12]. Dabei ist
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umstritten, wie viele Untereinheiten gebildet werden. Wahrend Detro-Dassen et al.
eine Dimerstruktur beschreiben, gehen Hallworth und Nichols von einer
Tetramerstruktur aus [140, 141]. Die Untereinheiten selbst scheinen die Anionen-
Translokationswege zu formen [12, 142]. Aullerdem befinden sich innerhalb der
Transmembrandomanen zwei Regionen, die eine grol’e Homologie zwischen den
SLC26-Transportern aufweisen [14]. Zum einen die Sulfattransporter-Konsens-
Signatur (Prosite), die eine Rolle fur den Anionentransport zu haben scheint und zum
anderen eine hochkonservierte Region am C-terminalen Ende (Saier Motiv) [14]
(Abbildung 5). Die Mutationen von SLC26A2 an den Positionen N425 und L483, die
innerhalb dieser Region liegen, konnen krankheitsverursachend sein [14, 143].

Extrazellularraum
o~ NN C )

T T T T T T T T T T
Zellmembran M M M M M M M M M M
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zytoplasma / L D J_ N |
Prosite Motiv Saier Motiv
N-Terminus STAS

\‘\:l C-Terminus
PDZ-Motiv

Abbildung 5: Strukturmodell der SLC26-Proteine: Die SLC26-Proteine bestehen aus 10-14
Transmembrandomanen, einer N-terminalen Region und einem C-terminalen Ende. Die beiden Enden liegen im
Zytoplasma, genauso wie die am C-terminalen Ende gelegene STAS-Region. Die STAS Region ist charakteristisch
fur Proteine der SLC26-Genfamilie. Besondere Regionen sind weiterhin das Prosite Motiv (eine Sulfattransporter-
Konsens-Signatur), das Saier Motiv (eine hochkonservierte Region) sowie das PDZ Motiv (eine
Proteininteraktionsstelle). TM= Transmembrandomane, STAS= Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor
antagonist; modifiziert nach [14]

Die Funktion der SLC26-Proteine ist der multifunktionale Austausch von Anionen
[142]. Dabei konnen Substrate wie CI, OH, HCOs3, I, SCN-, NO3", Formiat, Sulfat,
Oxalat und Glyoxylat von extra- nach intrazellular oder umgekehrt transportiert werden
[12, 142]. SLC26A7, A9 und A11 konnen zusatzlich zur Funktion als
Anionenaustauscher auch als Anionenkanal fungieren [144-146]. Die SLC26-Proteine
unterscheiden sich in ihrer Selektivitat fur bestimmte Anionen [12]. Wahrend SLC26A6
beispielsweise fast alle Anionen transportiert, scheint SLC26A4 spezifisch fur den
Austausch von monovalenten Anionen zu sein [14]. Diese Selektivitat sowie die
Transportkapazitat wird durch die strukturelle Faltung beeinflusst und kann sich durch

Mutationen verandern [147]. Der Austausch kann je nach SLC26-Protein, Substrat und
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Zielgewebe elektroneutral oder elektrogen erfolgen [142, 148]. Ebenfalls abhangig
vom jeweiligen SLC26-Protein ist das gewebsspezifische Expressionsmuster [14]. So
wird SLC26A11 weitverbreitet im Korper exprimiert, SLC26AS5 hingegen vor allem im
Innenohr [14]. DarlUber hinaus wird die Funktion der Anionenaustauscher durch
Interaktionen mit anderen Proteinen beeinflusst [148]. Es konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass der Cl- und OH/HCOs3" -Transport von SLC26A3, A4 und A6 durch CFTR
aktiviert wird [148].

Der Funktionsverlust von SLC26A2, SLC26A3 und SLC26A4 ist beim Menschen mit
angeborenen Erkrankungen assoziiert: Mutationen in SLC26A2 kdnnen verschiedene
Arten der Osteochondrodysplasie wie z. B. die Diastrophische Dysplasie hervorrufen,
der Ausfall von SLC26A3 kann eine kongenitalen Chloriddiarhoe verursachen und
SLC26A4-Mutationen gehen mit dem Pendred-Syndrom oder der isolierten
sensorineuralen Schwerhorigkeit (DFNB4) einher [149, 150]. Somit spielen die SLC26-
Proteine eine wichtige Rolle in der normalen Entwicklung des Skeletts, der Physiologie
des Horens, der Schilddrisenhormonbiosynthese sowie der Chlorid- und Bikarbonat-
Homoostase beim Menschen. In Studien mit S/lc26-Knockoutmausen werden zudem
weitere Manifestationen beschrieben. So erkranken Mause ohne funktionsfahiges
Slc26a1 oder Slc26a6 an einer Urolithiasis und Slc26a7-Knockoutmause an einer
renal-tubularen Azidose [15, 151, 152]. Der Funktionsverlust von Sic26a5 geht mit
einer Schwerhorigkeit einher [153]. Hypochlorhydrie kann durch den Knockout von
Slc26a7 oder Slc26a9 hervorgerufen werden und das Fehlen von Slc26a8 fuhrt zur
Unfruchtbarkeit der mannlichen Mause [15, 154, 155]. Eine Ubersicht zu den einzelnen
SLC26-Genen und ihre wichtigsten Eigenschaften mit Ausnahme von SLC26A7 findet
sich im Anhang in Tabelle 14.

2.3.2 Struktur und Funktion von SLC26A7

Das SLC26A7-Gen (SUT2) ist auf dem Chromosom 8 lokalisiert und codiert fur ein 656
Aminosauren (AS)-langes Protein, das den charakteristischen Aufbau von SLC26-
Proteinen widerspiegelt: ein N- und C-terminales zytoplasmatisches Ende, die durch
12 Transmebrandomanen voneinander getrennt werden [156-159] (Abbildung 5). Das
C-terminale Ende enthalt die fur die Funktion und Oberflachenexpression wichtige
STAS-Region sowie das PDZ- Interaktionsmotiv [10, 158]. Eine grof3e AS-Homologie
innerhalb der SLC-Genfamilie weist SLC26A7 zu dem SLC26A4-Protein auf und wird
wie SLC26A4 in der Schilddrise und Niere exprimiert [10]. Abbildung 6 zeigt die
Ergebnisse der SLC26A7-RNA Expression aus 27 Gewebeproben von 95 Individuen,
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wobei die Expression in der Schilddrise mit Abstand am starksten ist [160]. Aul3erdem
kommt SLC26A7 im Magen, in hochendothelialen Venolen, in der Reissner Membran
des Innenohrs, im Auge, in der Zahnschmelzentwicklung und in Nebenhodengangen
vor [161-166].

RPKM

Samples

Abbildung 6: SLC26A7 RNA-Expression in humanem Gewebe: Die Ergebnisse des Sequenzier-Projekts HPA RNA-
seq normal tissues geben die RNA-Expression von SLC26A7 aus 27 Gewebeproben von 95 Menschen an.
SLC26A7 wird mit RPKM von fast 200 am starksten in der Schilddrise exprimiert, gefolgt von der Niere mit einem
RPKM von ca.10. RPKM= Reads per kilobase of transcript per Million mapped [160]

Je nach Gewebe kann SLC26A7 als Anionenaustauscher oder als reiner Anionenkanal
fungieren [12]. Am haufigsten wird in der Literatur die Funktion von SLC26A7 als CI
/HCO3J"- Austauscher oder als Anionenkanal mit erhohter Cl-Selektivitat und geringer
HCO3- und OH- - Permeabilitdt beschrieben [144, 162, 167]. Die Aktivitat des CI- -
Kanals ist dabei sehr empfindlich gegenuber Inhibitoren wie zum Beispiel 4,4'-
Diisothiocyanostilben-2,2'-disulfonsaure (DIDS), Diphenylamin-2-carbonsaure und
Glybenclamid und kann durch diese gehemmt werden [144]. Zusatzlich wird seine
Aktivitat durch den pH-Wert beeinflusst und steigt im sauren Milieu an [144]. Neuere
Studien zeigen aulRerdem eine Funktion von SLC26A7 als lodid-Transporter in der
Schilddrise [10, 168].

Da der Knockout von Slc26a7 in Mausen zu einer renalen tubularen Azidose sowie
einer Veranderung der Magensaureproduktion fuhrt, soll im Folgenden genauer auf
die Funktion und Lokalisation von SLC26A7 im Magen und in der Niere eingegangen
werden [15].

SLC26A7 im Magen

Im Gastrointestinaltrakt wird SLC26A7 ausschlieRlich im Magen und dort vor allem in
den Belegzellen exprimiert [162]. Durch Immunfloureszenzfarbungen konnte die
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Lokalisation von SLC26A7 in der basolateralen Membran der Belegzellen
nachgewiesen werden [162, 169]. Weitere funktionelle Experimente in Oozyten
zeigen, dass SLCZ26A7 als CI/HCOs- Austauscher funktioniert, der sowohl bei
basischem als auch bei saurem pH-Wert aktiv ist [162]. Der CI/HCO3- Austausch an
der basolateralen Membran spielt eine wichtige Rolle bei der Magensaureproduktion,
so kann ein gestorter CI/HCOz3™- Austausch die erniedrigte Produktion der Magensaure
sowie die Hypochlorhydrie bei Slc26a27-/- Mausen erklaren [12, 15]. Im Gegensatz
dazu gehen Kim et al. viel mehr von einer Funktion als Cl-Kanal aus, der durch
Erhéhung der intrazellularen H* lonen an Selektivitat zunimmt [164]. Er kdnnte durch
die Aufnahme von CI- direkten Einfluss auf die HCI-Produktion haben [15]. Um die
genaue Funktion von SLC26A7 in Belegzellen zu verstehen, bedarf es weiterer

Untersuchungen.
SLC26A7 in der Niere

Der Knockout von Slc26a7 in Mausen verursacht auch eine renal-tubulare Azidose,
die sich in einer metabolischen Azidose und alkalischem Urin auflert [15].
Untersuchungen der Expression von SLC26A7 in der Niere zeigen, dass SLC26A7
zum einen in der basolateralen Membran von Schaltzellen Typ A des Sammelrohrs
und zum anderen in der subapikalen Region von proximalen Tubuluszellen exprimiert
wird [167, 170, 171].

Der Nachweis von SLC26A7 in subapikalen Kompartimenten des proximalen Tubulus
wurde bisher nur von Dudas et al. beschrieben, wobei die Funktion nicht untersucht
wurde [170]. Es wird vermutet, dass SLC26A7 hier zum CI- Basenaustausch beitragt
oder als saureaktiver Cl-Kanal fur das saure Milieu in subapikalen Endosomen fungiert
[170].

Im aulleren medullaren Sammelrohr (OMCD) wird SLC26A7 in der basolateralen
Membran von Typ-A-Zellen exprimiert, wobei die Oberflachenexpression abhangig
vom Kaliumgehalt und der Osmolaritat der Umgebung ist [172]. Wahrend SLC26A7 im
isotonen Medium eine zytoplasmatische Verteilung aufweist, fiUhrt Hyperosmolaritat
und Hypokaliamie zur Verankerung von SLC26A7 in der Plasmamembran [172]. In der
basolateralen Membran wirkt SLC26A7 als Cl-und HCO3s™-Austauscher, wie anhand
von Untersuchungen in MDCK-Zellen (Madin-Darby-Hundenieren-Zellen) dargelegt
werden konnte [173]. Weitere funktionelle Versuche mit diesen Zellen zeigen, dass die
Haufigkeit der SLC26A7-Proteine im hyperosmolaren Medium ansteigt und bei sauren
pH-Werten abnimmt [173]. In anderen Studien konnte zudem die Zunahme der
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Transporteraktivitat von SLC26A7 und ein Anstieg der SLC26A7-mRNA um 300%
sowie der Protein Expression um das 3,5-fache bei Hyperosmolaritat beobachtet
werden [167, 171]. Wahrend die Expression fur SLC26A7 in Ratten mit 3-tagigem
Wasserentzug anstieg, sank die Expression von AE1 (Anion Exchanger 1) [171]. AE1
ist ein weiterer CI/HCO3- Austauscher, der zusammen mit SLC26A7 in der
basolateralen Membran des Sammelrohrs lokalisiert ist und ebenfalls, wenn mutiert,
eine renal-tublare Azidose verursachen kann [171]. Ein Knockout einer der beiden
Kanale in Mausen fuhrt zur vermehrten Bildung des anderen [15, 174]. SLC26A7 spielt
neben AE1 im OMCD als CI/HCOzs-Austauscher eine wichtige Rolle fur die
Bikarbonat-Ruckresorption und die Regulierung des Zellvolumens, insbesondere unter
hyperosmolaren Bedingungen. Ein Verlust des Proteins verursacht eine Storung im
Saure-Basen-Haushalt und kann bei Mausen mit einer renalen-tubularen Azidose
einhergehen [15].

In Patienten mit defekten SLC26A7 wurden bisher jedoch keine Veranderungen des
Saure-Base-Haushaltes beobachtet [10, 11, 175]. Eine mogliche Erklarung dafir ist,
dass SLC26A7 in der menschlichen Niere eine andere Funktion erfullen kdnnte, wie
Unterschiede bei der SLC26A7-Expression in der Niere zwischen Nagetieren und
Menschen vermuten lassen [176]. In der menschlichen Niere wird SLC26A7 neben der
Expression im OMCD auch in den extraglomerularen Mesangiumzellen (EMC)
nachgewiesen [176]. Die EMC gehdren zum juxtaglomerularen Apparat der Niere, der
unter anderem den renalen Elektrolythaushaltes reguliert [16].
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2.4 Die Rolle von SLC26A7 bei kongenitaler Hypothyreose

Im Gegensatz zu Knockout-Mausen konnten bei menschlichen Individuen bisher keine
Funktionseinschrankungen der Niere, des Magens oder Veranderungen des Saure-
Basehaushaltes festgestellt werden [10, 11, 175]. In neuen CH-Screeninganalysen
wurden jedoch, mit Hilfe von Whole Exome Sequening (WES) SLC26A7-
Veranderungen bei Patienten mit kongenitaler Hypothyreose detektiert und als
krankheitsverursachend beschrieben [9-11, 175, 177]. Im Folgenden soll die Rolle von
SLC26A7 bei kongenitaler Hypothyreose untersucht werden, indem zuerst auf die
Funktion von SLC26A7 in der Schilddrise allgemein eingegangen wird und
anschlie3end bisher beschriebene Patienten mit SLC26A7- Mutationen charakterisiert

und analysiert werden.

241 SLC26A7 in der Schilddruse

SLC26A7 wird mit Abstand am starksten in der Schilddrise exprimiert (siehe
Abbildung 6) [160]. Untersuchungen zur genaueren Lokalisation von SLC26A7 in der
Schilddruse, zeigen widerspruchliche Ergebnisse [10, 11]. Wahrend Ishii et al. mit Hilfe
immunhistochemischer Analysen von menschlichem Schilddriusengewebe sowie
Immunfluoreszenz-Analysen von SLC26A7-transfizierten MDCK-Zellen eine apikale
und laterale Lokalisation in Thyreozyten nachweisen konnten, wird SLC26A7 in Anti-
Flag Immunfarbungen bei Slc26a7-FLAG-Mausen intrazellular, nahe der
basolateralen Membran detektiert [10, 11]. In beiden Untersuchungen zeigt sich
jedoch, dass eine Mutation der STAS-Domane mit einem Verlust der
Oberflachenexpression einhergeht [10, 11]. SLC26A7 kann dann nur noch
zytoplasmatisch nachgewiesen werden [10, 11]. Dieses Phanomen ist bereits bei
anderen SLC26-Genen wie SLC26A3 und SLC26A4 beschrieben worden [137, 178].
Weiterhin kommt es durch den Verlust der STAS-Region zu einem Funktionsverlust,
wie Ergebnisse elektro- und optophysiologischer Messungen der Mutation
p.GIn500Ter zeigen [10].

SLC26A7 hat in der Schilddrise eine Funktion als lodid-Transporter, was durch die
grole Homologie zwischen SLC26A4 und SLC26A7 vermutet wurde und von Ishii et
al. bestatigt wurde [10, 11]. Dafur wurde intrazellulares lodid nach Zugabe von
radioaktivem Nal nach 5 min in SLC5A5 und SLC26A7/SLC5AS transfizierten Nthy-
Zellen gemessen und miteinander verglichen [10]. Die SLC26A7/SLC5A5
transfizierten Zellen wiesen dabei signifikant niedrigere lodidspiegel auf, was darauf
hindeutet, dass lod nach extrazellular transportiert wird [10]. Ein weiterer Versuch
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wurde mit Hilfe eines Zweikammern Kultursystem mit semipermeabler Membran und
MDCK-Zellen statt Nthy-Zellen durchgefiihrt [10]. Ahnlich wie zuvor wurde radioaktives
Nal in die untere Kammer gegeben und nach 45min die Konzentration von lodid der
oberen Kammer bestimmt [10]. Die lodid Konzentration war bei den SLC26A7/SLC5A5
transfizierten MDCK-Zellen hoher als bei den Zellen, die nur mit SLC5AS transfiziert
waren [10]. Beide Experimente zeigen, dass SLC26A7 eine Funktion als lodid-
Transporter hat und die Anionen von intra- nach extrazellular transportiert werden, was
zur Annahme der Lokalisation in der apikalen Membran als weiterer lodid-Transporter
neben SLC26A4 passen wuirde [10]. Somit kann sich SLC26A7 auf die
Schilddrusenhormonbiosynthese auswirken. Cangul et al. konnten keinen durch
SLC26A7 vermittelten lodid-Ausstrom nachweisen [11]. Sie gehen davon aus, dass
SLC26A7 als pH-regulierender Transporter, die pH-abhangige Enzymaktivitadten wie
von DUOX2 und TPO beeinflusst und so Einfluss auf die Hormonbiosynthese haben
konnte [11].

Aulerdem wurde die Wirkung von TSH auf SLC26A7 in der Schilddrise anhand von
murinen FRTLS5-Zellen untersucht [168]. Durch TSH wurde die mRNA-Expression
sowie Aktivitat der SLC26A7-Promoterregion vermindert, aber die Anreicherung in der
Zellmembran gefordert [168]. Ohne TSH-Stimulation wurde SLC26A7 vermehrt im
Zytoplasma detektiert [168]. Somit konnte TSH die Aktivitat von SLC26A7 fordern,
indem es fur die Verankerung in der Plasmamembran durch beispielweise
Phosphorylierung der STAS-Region sorgt, wie bereits fur SLC26A4 und SLC5A5
beschrieben wurde [168, 178-180].

Ahnlich wie in menschlichem Gewebe ist auch in der Schilddriise der Maus die mRNA-
Expression von SLC26A7 deutlich erhoht und ein Verlust von SLC26A7 ist mit einer
Hypothyreose assoziiert [11]. Experimente mit Slc26a7-Knockout-Mausen haben
gezeigt, dass die Hypothyreose am 14. Tag nach der Geburt auftritt [11]. AuRerdem
kam es bei den S/c26a7-/- Mausen zur Entwicklung einer Struma, wobei das Gewicht
der Schilddrise am 14. Tag postpartum verglichen mit dem Wildtyp fast doppelt so
hoch war [11]. Histologische Untersuchungen zeigten vergrof3erte Follikel bei
normalen bis hypertrophen Thyreozyten [11, 181]. Insgesamt waren mannliche Mause
starker von der Hypothyreose betroffen als die weiblichen Tiere [181]. AulRerdem
wurde kein Unterschied der Schilddrisenfunktion zwischen Mausen mit heterozygoten
SLC26A7-Veranderungen und dem Wildtyp festgestellt [11].
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2.4.2 Beschriebene Mutationen in SLC26A7 bei Patienten

Zou et al., Cangul et al., Ishii et al., Bruellman et al. und Acar et al. haben in funf
voneinander unabhangigen Veroffentlichungen bei 19 Patienten mit angeborener
Schilddrisenhormonbiosynthesestorung  Mutationen im  SLC26A7-Gen  als
krankheitsverursachend beschrieben [9-11, 175, 177]. In diesen Studien wurden
Patienten mit diagnostizierter angeborener Hypothyreose mit Hilfe von WES auf
ursachliche Gene untersucht [9-11, 175, 177]. Die Diagnose CH wurde bei den
meisten Patienten im Rahmen des Neugeborenenscreenings gestellt [10, 11]. Mit Hilfe
von bildgebenden Verfahren wie Ultraschall sowie erhohten TG-Werten im Blut konnte
eine Hormonbiosynthesestorung bei vorhandener Schilddrise nachgewiesen werden
[9-11, 175, 177]. Bekannte andere krankheitsverursachende Mutationen wurden
ausgeschlossen [9-11, 175, 177].

Die von Zou et al. beschriebenen Schwestern zeigten neben der Mutation im
SLC26A7-Gen auch eine heterozygote TG-Mutation, c.95G>A, p.R32H [9]. Die altere
Schwester zeigte zusatzlich eine heterozygote Mutation in SLC26A4, c.1363A>T,
p.1455F [9]. Die beiden heterozygoten Mutationen wurden als Ursache fur die CH als
unwahrscheinlich erachtet, da die Mutter mit denselben heterozygoten Mutationen in
TG und SLC26A4 keine CH entwickelte [9].

Die Entwicklung einer Struma wurde in 13 von 19 beschriebenen Patienten beobachtet
[9-11, 175, 177]. Dabei zeigten sich grof3e Unterschiede bei diesen Patienten in Bezug
auf das Strumawachstum und das Therapieansprechen unter L-Thyroxin-Gabe [9-11,
175, 177]. Die phanotypische Variabilitat zeigte sich bei den Zou et al. beschriebenen

Schwestern sogar innerhalb einer Familie [9].

Bei einem Patienten von Ishii et al. wurde auRerdem ein ungewohnlich hoher TG-Wert
von 2600ng/ml gemessen [10]. In den anderen Veroffentlichungen wurden keine
genauen Angaben zu gemessenen TG-Werten gemacht.

Die TSH-Werte bei Diagnosestellung waren ahnlich wie das Strumawachstum sehr
unterschiedlich (von 6.0mU/| bis >1500mU/l) [11].

Insgesamt wurden in der gnomAD Datenbank bisher 46 krankheitsverursachende
Varianten von SLC26A7 beschrieben, wobei der grof3te Anteil in der europaischen
Bevdlkerung detektiert wurde [182]. Eine Analyse bezlglich der Haufigkeit von
krankheitsverursachenden SLCZ26A7-Varianten zeigte, dass die durchschnittliche
weltweite Tragerfrequenz 0,144% betragt [182].
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien
In Tabelle 2 werden die Verbrauchsmaterialien fur die experimentellen Methoden 3.2
mit den Hersteller-und Ortsangaben angegeben.

Verbrauchsmaterialien Name / Hersteller, Ortsangabe

e 20ul Sapphire Filterspitzen / Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Pipettenspitzen . . )

e 200ul Pipettenspitzen / Sarstedt, NUmbrecht

e 1000yl Pipettenspitzen / Sarstedt, NUmbrecht

o 2ml Reagiergefalle / Sarstedt, Numbrecht

e 1,5ml Reagiergefalle / Sarstedt, Numbrecht

e 0,2ml Quali PCR Tube Streifen GO03-A / Kisker Biotech
GmbH & Co. KG, Steinfurt

e 0,2ml PCR SoftTubes / Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Reagiergefalle

Tabelle 2: Die verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Namen- und Herstellerangaben

3.1.2 Gerate
Die Gerate fur die experimentellen Methoden 3.2 zur Untersuchung des SLC26A7
Gens sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Gerat Name / Hersteller, Ortsangabe

¢ Nano Drop 2000 / Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Spectrophotometer
USA

e SLG Vortexer, Charley 2 / Sud Laborbedarf GmbH,

Reagenzglasschittler .
Gauting
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Zentrifugen

Universal High Speed Centrifuge Z 323 K/ Hermle
Labortechnick GmbH, Wehingen

Rotanta 450 R / Hettich, Tuttlingen

Centrifuge 5415 D / Eppendorf, Hamburg

Mini Centrifuge C-1200 / National Labnet Co.,
Woodbridge NJ, USA

Sprout Mini Centifuge / Heathrow Scientific, lllinois,
USA

Thermozykler

GeneAmp PCR System 9700 / Applied Biosystems,
Waltham USA

2720 Thermo Cycler / Applied Biosystems, Waltham
USA

Thermo Scientific Arktik Thermocycler / Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

GeneTouch Thermal Cycler / Bioer, Hangzhou, China

Waagen Europe 1000 / Gibertini Elettronica SRL, Mailand,
Italien
LC 4200 / Satorius, Gottingen
MW 7869, 900 Watt mit Grillfunktion / Severin
Mikrowelle
Elektrogerate GmbH, Sundern (Sauerland)
Spannungsgeber Consort E835 / Consort bvba, Turnhout, Belgien

Elektrophoresesystem

PerfectBlue Gel System Mini L, Modell 40-1214 / PeglLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen

LED Lichterkammer

Agarose-Gel Imaging System / Nippon Genetics,

Dueren

Heizblock

Mixing Block MB-102 / Bioer, Hangzhou, China
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e 3130 Avant Genetic Analyzer / Applied Biosystems,

Sequenzer
Waltham USA
e Finnpipette (0,5 -10 pl, 5—40 pl, 40 — 200 pl, 200 — 1000
Pipetten ul) / Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

e Research Plus 10, 100, 200, 1000 / Eppendorf, Hamburg

Tabelle 3: Die verwendeten Gerate mit Namen- und Herstellerangaben

3.1.3 Reagenzien
Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 4 mit Hersteller- und Ortsangabe den
entsprechenden Labormethoden zugeordnet.

Labormethoden Reagenzname / Hersteller, Ortsangabe

¢ 10x Reaktionspuffer BD / Axon Labortechnik GmbH,
Kaiserslautern

e Magnesiumchlorid [25mM] / Axon Labortechnik GmbH,
Kaiserslautern

PCR

e HPLC- H20 / Merck, Weiterstadt

e dNTP’s [1,25mM] / Promega, Madison, USA

e Betain [5M] / Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e Taq DNA Polymerase | [5U/pl] / Roche, Mannheim

e Agarose Basic / AppliChem, Darmstadt

o TBE-Puffer (siehe Tabelle 5)

e Midori Green Advance DNA Stain / Nippon Genetics

Gelelektrophorese Europe GmbH, Duren

e DNA-Ladepuffer (siehe Tabelle 5)

e 100 BP Ladder /New England BioLabs Inc., Ipswich,
USA

e Exonuclease | [20000 U/ml] / New England BiolLabs
Inc., Ipswich, USA

PCR Produkt
. e Shrimp Alkaline Phosphatase [1000U/ml] / New
Aufreinigung

England BioLabs Inc., Ipswich, USA

e HPLC- H20 / Merck, Weiterstadt
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s . ¢ 5x Sequenzierungspuffer / Starseq, Mainz
equenzierun
a g e BigDye Terminator v.3.1 / Starseq, Mainz

e HPLC- H20 / Merck, Weiterstadt

nach Sanger

¢ 100% Ethanol / Honeywell Riedel-de-Haen, Seelze
e 70% Ethanol (siehe Tabelle 5)

e Natriumacetat, pH 5.2 [3M] (siehe Tabelle 5)

e HPLC- H20 / Merck, Weiterstadt

e Hi-Di™ Formamide / Applied Biosystems, Darmstadt

Fallung der
Sequenzprodukte

Tabelle 4: Die verwendeten Reagenzien mit Namen- und Herstellerangaben

3.1.4 Puffer und Lésungen
Die verwendeten Puffer und Losungen sind mit den dazu bendtigten Reagenzien in

Tabelle 5 angegeben.

Losungen, Puffer Reagenzien Hersteller, Ortsangabe
1x TE Puffer Tris Base [10mM] Roth, Karlsruhe
EDTA [1mM] Roth, Karlsruhe

= In 11 H20 I6ésen, pH 8,0

=>» Lo6sung autoklavieren

10 x TBE Tris Base [90mM] Roth, Karlsruhe
Borsaure [90mM] Roth, Karlsruhe
EDTA [1,25mM] Roth, Karlsruhe

= In 11 H20 I6ésen, pH 8,3
=>» L6sung autoklavieren

DNA- Ladepuffer | 0,175g Orange G Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
15g Sucrose BioRad, Hercules, USA

= [n 50ml H20 losen
=>» sterilfiltrieren

3M Natriumacetat | Natriumacetat [82,03M] Roth, Karlsruhe

=>» In 250ml H20 I6sen
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=> mit Essigsaure titrieren auf pH
5,2
= mit 500ml H20 aufflllen

Tabelle 5: Die verwendeten Puffer und Lésungen und ihre Reagenzien

3.1.5 Primer

Die Primer, die fur die PCR und Sequenzierung anhand der genomischen Sequenz
ENST00000523719.5 von Ensembl erstellt wurden, wurden von der Firma metabion
international AG, Planegg synthetisiert. In Tabelle 6 sind die Primersequenzen flur

jedes Exon mit der jeweiligen experimentell ermittelten Annealing Temperatur

aufgelistet.
Exon Primername Primersequenzen Annealing
Temperatur

Ex. 1 1F 5-GGAGAAGCACTTGAAGCC-3' 58°C
' 1R 5-GAATTGGTGTACAAGACAGAC-3'

Ex. 2 2F 5-GTCAGGTTCATGTAGATTC-3 54°C
' 2R 5-CTCTTAATACTCACCTAG-3

Ex 3 3F 5'-GACCAACTTAACACTGAACC-3* 58°C
' 3R 5-GTAGGCAACTATATCCATAAG-3

Ex 4 4F 5-GTAGACATCTCTGCAATC-3* 58°C
' 4R 5-“GCAATTACCTTGGCTACAC-3

Ex 5 S5F 5-CACAGAGGAGGGGACAGTG-3' 58°C
) 5R 5-CCTAGTCACTGTGTGGACAC-3

Ex. 6 6F 5-GAACCTAACAATGTGCTCAG-3 58°C
' 6R 5-GCATACCTTAAGTCACACTC-3

Ex 7 7F 5-GATGAAGCCAGAAGAGTC-3' 58°C
) 7R 5-GCTGAGGGTTACTACAGAC-3

Ex 8 8F 5'-CACTCCTGTATCCTGTAG-3' 58°C
) 8R 5-GTAAGAGGTGAAGTCTAGG-3'

Ex. 9 9F 5-CTGTCGAGTCAGAGTTTCTG-3 58°C
) 9R 5-GTGAACAATCAATGTCAGG-3

Ex. 10 10F 5-CTTGCTCATTGTAAGCACC-3 58°C
' 10R 5-CACCACTAGAGGGAGCTTTG-3

35



£y 11 11F 5-CAGTTTGTCAGCTGTCAC-3' 58°C

: 11R 5-GTGGTAGCTTTCCACACCTC-3"
£y 1o 12F 5-GTTCGCTTTTCAAGAGAG-3' 58°C

: 12R 5-GTACAAGTCTCAAATGAC-3'
Ex 13 13F 5 CTGAGAGTCTGATGGAGC-3' 54°C

' 13R 5 GTAGTACTATATGTTACAG-3'
£y 14 14F 5-GCCTCTGTTGTTAACCTC-3" 58°C

: 14R 5 CACATATGTACCACTGGAAG-3"
£y 15 15F 5. GTCTAGGCTACTGCCTCCTG-3" 58°C

' 15R 5-GTGCTGTAGTACCTGCAAC-3"
Ex 16 16F 5 CTGAAAAGAATGCTAGTG-3' 54°C

: 16R 5 GAGTAGAGGGAAGAGGAC-3
£y 17 17F 5 CACCTGAAATTGCATTCC-3' 58°C

: 17R 5-GAAGCTGAATAGGATCTC-3'
18F 5-CTCTGGTGGTTTGACTTC-3 58°C

Ex. 18/Ex.19 18R 5-CCAATCCTCAGAGCGGTG-3"
19F 5-CTGGTTGCAGAGTCAGCAG-3" 56°C

19R 5-CAACTTACAGCACAATAG-3'

Ex. 20

20F 5 CTTTTTGGTTGTTTAGATCC-3" 58°C

20R 5-CCAACAAAGCTTCAGTGG-3"

Tabelle 6: Die verwendeten Primersequenzen fur SLC26A7. F=Forward, R=Reverse

3.1.6 Patienten

Insgesamt wurden 20 Patienten ausgewahlt und auf Veranderungen im SLC26A7-Gen

untersucht. Bei 16 Kandidaten wurden vorab genetische Untersuchungen in den bisher

bekannten Kandidatengenen durchgefuhrt. 4 Patienten wurden nur anhand ihres

Phanotyps prospektiv ausgewahlt. Ein Uberblick (iber die Ergebnisse der

Gendiagnostik und zu den klinischen Merkmalen, Geschlecht, Struma-Entwicklung

und Laborparameter der einzelnen Patienten geben die Tabelle 7 und Tabelle 8.

Patienten-Nr. Heterozygote Heterozygote Mutation in Unklare Variante
TG-Mutation Kandidatengenen
Patient 1 X TPO, TG
Patient 2 X PDS
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Patient 3

Patient 4

Patient 5 DUOX2

Patient 6

Patient 7 DUOX2

Patient 8

Patient 9 X

Patient 10 DEHAL1

Patient 11 X DUOX2 TPO
Patient 12

Patient 13

Patient 14 X DUOX2
Patient 15

Patient 16

Patient 17 prospektiv ausgewahlt
Patient 18 prospektiv ausgewahlt
Patient 19 prospektiv ausgewahlt
Patient 20 prospektiv ausgewahlt

Tabelle 7: Ergebnisse der genetischen Voruntersuchungen der ausgewahlten Patienten in den Kandidatengenen
fir CH. X= vorhanden, TG= Thyreoglobulin, TPO= Thyreoperoxidase, PDS= Pendrin (PDS), DUOX2= Dualoxidase
2, DEHAL 1= lodotyrosin-Dehalogenase 1

Patienten-Nr. Geschlecht Struma TSH-Wert (mU/l)* | TG-Wert (ng/ml)
Patient 1 mannlich X K.A. k.A.
Patient 2 mannlich 72 40
Patient 3 weiblich X 704 >3000
Patient 4 weiblich X 270 >300
Patient 5 weiblich X 41 k.A.
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Patient 6 weiblich X 383 372
Patient 7 weiblich 299 100
Patient 8 mannlich 111 k.A.
Patient 9 weiblich 135 120
Patient 10 | weiblich 87 >300
Patient 11 mannlich K.A. k.A.
Patient 12 mannlich X 73 2400
Patient 13 mannlich K.A. 113
Patient 14 | weiblich 3217 k.A.
Patient 15 | weiblich 149 63
Patient 16 weiblich 135 15
Patient 17 weiblich X K.A. 5}
Patient 18 mannlich X >250 k.A.
Patient 19 mannlich X 202 NB
Patient 20 | weiblich X k.A. ™

Tabelle 8: Die klinischen Merkmale Geschlecht, Struma, TSH-Wert und TG-Wert der ausgewahlten Patienten.
*TSH-Wert im Neugeborenenscreening, "Neugeborenenscreening war unauffallig, im Alter von 2 Monaten
gemessener TSH-Wert. X= vorhanden, k.A.= keine Angaben, ™= erhoht, NB= Normbereich
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3.2 Methoden

3.2.1 Auswahl der Patienten

Aus einem Patientenkollektiv, das im Rahmen diagnostischer Abklarung von
Schilddriisenerkrankungen im Labor der AG | fir Molekulare
Endokrinologie, Universitatsmedizin Mainz untersucht wurde, und bei denen eine
Einwilligungserklarung nach dem Gendiagnostikgesetz zur molekulargenetischen
Untersuchung vorlag, wurden 20 Patienten ausgewahlt (Abbildung 7). Die
Auswabhlkriterien basieren auf den unter 2.4.2 aufgefuhrten klinischen Phanotypen der
Patienten mit in der Literatur beschriebenen SLC26A7-Mutationen [9-11, 175, 177].

Eingeschlossen fur die Untersuchung des SLC26A7-Gens wurden nur Patienten mit

einer Hypothyreose auf Grund einer Hormonbiosynthesestorung.

Im nachsten Schritt wurden anhand genetischer Voruntersuchungen Patienten mit
homozygoten oder compound-heterozygoten Mutationen in einem der bisher
bekannten Kandidatengenen ausgeschlossen. Patienten ohne Mutationen und mit
heterozygoten Mutationen in einem oder zwei unterschiedlichen Kandidatengenen, die
nicht als ursachlich fur die Erkrankung zu betrachten sind, wurden hingegen

eingeschlossen.

Bei dieser Patientengruppe wurde zudem das klinische Profil analysiert. Ausgewertet
wurden dazu: Arztbriefe, Uberweisungen, Laborparameter, Bildgebung und
Therapieverlaufe, soweit vorhanden. Ausgeschlossen wurden hierbei Patienten mit
Tumorleiden, syndromalen Erkrankungen wie Trisomie 21 und Pendred-Syndrom,
sowie Patienten, die erst im Verlauf eine Hypothyreose entwickelten und diese nicht
bereits im Sauglingsalter aufgetreten war.

Aus den 665 Patienten wurden so insgesamt 16 Kandidaten ausgewahlt. 4 weitere
Patienten wurden prospektiv, nur anhand ihres klinischen Profils (CH mit

Hormonbiosynthesestorung und Struma) eingeschlossen.
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665 Hypothyreose-Patienten mit Hormonbiosynthesestérungen

Genetische
Voruntersuchungen Patienten mit
-NIS homozygoten und
> compound
-TG heterozygoten
Mutationen in einem
- DUOXA2 7 Kandidatengen
4/
- THOX2
A4

- DEHALT » Patienten ohne Mutationen

in einem Kandidatengen
-PDS » Patienten mit
-TPO heterozygoten Mutationen

in 1-2 unterschiedlichen

Kandidatengenen
Klinsches Profil Tumorpatienten,
- Arztbriefe Down-Syndrom,

- ) | Pendred-Syndrom,
- Uberweisungen keine CH,
- Laborparameter kein Verdachtauf CH
- Bildgebungen
- Therapieverlaufe
Y A

» Angeborene Hypothyreose (Neugeborenenscreening,
erhohte TSH-Werte)

» Nachgewiesene Schilddriise (Sonographie, Szintigraphie,
TG-Wert Erhdhung, Struma)

A 4 A 4

4 Kandidaten 16 Kandidaten

— nur nach Klinik: CH — genetische Voruntersuchung
und Struma ausgewahlt _ Kklinisches Profil

Abbildung 7: Schema zur Patientenauswahl: Aus 656 Patienten mit Hypothyreose auf Grund einer
Hormonbiosynthesestdrung, die im Labor der AG ....... fur Molekulare Endokrinologie auf ursachliche Mutationen in
den bisherigen Kandidatengenen untersucht wurden und bei denen eine Einwilligungserklarung nach dem
Gendiagnostikgesetz vorlag, wurden Patienten ohne und mit heterozygoten Mutationen in ein bis zwei
unterschiedlichen Kandidatengenen eingeschlossen. Ausgeschlossen wurden Patienten mit homozygoten und
compound heterozygoten Mutationen in diesen Genen. Im nachsten Schritt wurden die Patienten nach dem
klinischen Profil analysiert. Dabei wurden 16 Patienten ausgewahlt, bei denen eine angeborene Hypothyreose bei
nachgewiesener Schilddriise vorlag. 4 Patienten wurden nur auf Grund des klinischen Bild eingeschlossen. Nicht
weiter untersucht wurden Patienten mit Tumoren, Down-Syndrom, Pendred-Syndrom, ohne angeborene
Hypothyreose und ohne Verdacht auf angeborene Hypothyreose. Insgesamt wurden 20 Kandidaten ausgewahlt.
CH = Kongenitale Hypothyreose, NIS = Natrium-lodid-Symporter, TG = Thyreoglobulin, DUOXAZ2 = Dual Oxidase
Maturation Factor 2, THOX2 = Dual Oxidase, DEHAL1 = lodotyrosin-Dehalogenase 1, PDS = Pendrin,
TPO = Thyreoperoxidase, grau: Ausschlusskriterium, weif3: Einschlusskriterium
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3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifizierung der Exons von SLC26A7 wurde fur die PCR-Reaktion ein Mastermix
aus 2,5yl 10x PCR Puffer, 1,5yl MgCl, (c=15mM), 11,75yl HPLC H, 0, 2l
dNTPs/Desoxyribonukleosid-Triphosphate (c=1,25mM), 3ul Betain (c=5M) und 0,254l
Taq Polymerase (c=5 U/ul) angesetzt. Zusatzlich wurden jeweils 1ul forward- und
reverse Primer (c=10uM) und 2ul Template DNA (c=10ng/ul) hinzu pipettiert. Alle oben
genannten Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Bei den Exonen 2 und 13 wurde
anstelle der 3ul Betain zusatzlich 3ul HPLC H20 verwendet.

Fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die DNA zu Beginn bei 94°C 1 min
denaturiert. Darauf folgten 40 Zyklen bestehend aus 3 Schritten, je 1 min:
Denaturierung der DNA bei 94°C, Annealing bei 54-58°C (siehe Tabelle 9) und
Elongation bei 72°C. Nach abschliel3ender Elongation fur 10 min bei 72°C wurde das
PCR-Produkt bis zum nachsten Schritt bei -20°C eingefroren.

3.2.3 Agarosegelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelektrophorese wurde das Ergebnis der PCR Uberpruft. Fur die
Herstellung des 1%igen Agarosegels wurde 1g Agarose durch Erhitzen in 100ml
1xTBE-Puffer aufgeldst und anschliel3end auf 60-70°C abgekunhlt, um 3ul Midori Green
Advance DNA Farbstoff zum Anfarben der PCR-Produkte hinzugegeben. Das
Gemisch wurde auf einem Geltrager mit einem Kamm fur 20-25 Taschen verteilt und
danach 25 min bei Raumtemperatur polymerisiert. Fur die Gelelektrophorese wurden
anschlieend jeweils 5yl PCR-Produkt (3.2.2) mit Syl Orange Ladepuffer (3.1.4)
vermischt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Als GroRenstandard wurde ein
100bp-Marker verwendet. Die PCR-Produkte wurden bei 130V Spannung in 1XTBE
Elektrophoresepuffer der GroRe nach aufgetrennt und anschliefend unter blauem
LED-Licht sichtbar gemacht. Die PCR-Produkte wurden weiterverwendet, wenn sich
eindeutige Banden in einer plausiblen Gro3e abzeichneten und die negative Kontrolle
keine Bande anzeigte.

3.2.4 Exonuclease-Phosphatase-Verdau

Die PCR-Produkte (3.2.2) wurden durch die Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
und die Exonuklease | enzymatisch aufgereinigt, wodurch einzelstrangige DNA wie
Primer und Phosphatreste von nicht eingebauten dNTPs verdaut werden. Hierfur
wurden zu 20ul PCR-Produkt 0,2ul Exonuklease | (c=20 U/pl) und 0,8ul SAP (c=1 U/ul)
hinzu pipettiert und mit 3ul HPLC H20 auf ein 24pul Reaktionsvolumen aufgefulit.
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Das Reaktionsgemisch wurde fur 30min bei 37°C inkubiert. Nach dem enzymatischen
Verdau wurden die Enzyme fur 15min bei 85°C inaktiviert und bis zum nachsten Schritt

der Sequenzierung bei -20°C gelagert.

3.2.5 Sequenzierungsreaktion nach Sanger

Die Sequenzierung der SAP-aufgereinigten PCR-Produkte wurde nach der
Kettenabbruchsmethode von Sanger durchgefuhrt. Hierzu wurde ein Mastermix aus
1ul 5x Sequenzierungspuffer, 1ul BigDye Terminator v.3.1. Sequenzierungspremix
und 4ul HPLC H20, 5pl aufgereinigtes PCR-Produkt (3.2.4) und 1pl des
entsprechenden Sequenzierprimers (c=5uM) (Tabelle 9) je Reaktion hinzu pipettiert.
Alle oben genannten Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt.

Fir die Sequenzierungsreaktion wurde die DNA zu Beginn bei 96°C fur 1 min
denaturiert. Anschliefend wurden 25 Zyklen durchlaufen, bestehend aus 2 Schritten:
Denaturierung der DNA fur 10s bei 96°C, Annealing und Elongation fur 4min bei 60°C.
Bei PCR-Proben, die bei der Annealingtemperatur 54°C amplifiziert wurden, wurde ein
zusatzlicher Annealingschritt fur 5s bei 50°C durchgefuhrt. Falls die Probe nicht direkt

weiterverarbeitet wurde, erfolgte eine Lagerung bei -20°C.

3.2.6 Fallung der Sequenzreaktion und elektrophoretische Auftrennung

Um Storungen bei der elektrophoretischen Auftrennung der Sequenzen durch
Uberschussige Didesoxynukleotide zu verhindern, wurde eine Alkoholfallung
durchgefuhrt. Hierfur wurden 12ul der Sequenzreaktion (3.2.5) mit 2ul 3M
Natriumacetat (pH=5,2), 55ul 100% Ethanol und 8ul HPLC H20, in einem 1,5ml
Reaktionsgefald gut vermischt. AnschlieRend wurden die Proben bei 4°C und 13365 x
g 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Durch Hinzugeben
von 400ul 70% Ethanol und erneuter 30-minatiger Zentrifugation bei 18°C und 13365
x g wurden die Natrium-Salzreste rausgewaschen. Nachdem der Uberstand vorsichtig
dekantiert wurde, wurde das DNA-Pellet 10 min bei 70°C getrocknet. Das gefallte
Sequenzierungsprodukt wurde jeweils in 15ul deionisiertem Formamid gel6st und
elektrophoretisch aufgetrennt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit Hilfe

der Kapillarelektrophorese im 3130 Avant Genetic Analyzer.

3.2.7 Auswertung der Sequenzen
Fur die Auswertung wurden die Sequenzen mit Hilfe des Computerprogramm
Sequencher 5.1 von Gene Codes (Ann Arbor, USA) graphisch als
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Elektropherogramme dargestellt. Die Sequenzen wurden mit der Wildtypsequenz
ENST00000523719.5 von Ensembl [159] verglichen und ausgewertet.

3.2.8 in silico-Analysen
Abweichungen der Sequenzen von der Wildtypsequenz ENST00000523719.5 wurden
mit Hilfe von in silico-Analysen bewertet.

Zur Unterscheidung von Polymorphismen und Mutationen wurden Variants of
unknown significance (VUS) mit Hilfe von den Datenbanken dbSNP [183], gnomAD

[184] und Exome Variant Server [185] charakterisiert.

Mutationsanalysen von Varianten mit einer MAF (Minor Allele Frequency) < 0,001%
und Veranderungen, die in den Datenbanken bisher nicht hinterlegt worden sind,
wurden mit dem in silico Programm Mutation Taster auf ihr krankheitsverursachendes
Potential untersucht (vgl. 5.4, 5.5) [186]. Das Programm analysiert die Varianten unter
Berucksichtigung von regulatorischen Domanen, phylogenetischen Eigenschaften mit
Hilfe des phyloP/phastCons Score, mRNA Splicing und vergleicht die Veranderung mit
bereits beschriebenen Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP), den Daten aus dem
1000-Genome-Projekt sowie mit Informationen Uber krankheitsverursachende
Varianten aus ClinVar-NCBI und der Human Gene Mutation Database (HGMD) [187].
Der Vorteil von Mutation Taster gegenuber den bekannten in silico-Programmen SIFT
und Polyphen ist, dass auch Intronbereiche und Veranderungen mehrerer Basen

untersucht werden konnen [187].

Die Spleilanalysen (Kapitel 5.4, 5.5) wurden mit den Programmen ESEfinder und
SpliceAID durchgefuhrt [188, 189]. ESEfinder untersucht die Sequenz auf mogliche
Exonic Splice Enhancer und mogliche Spleildstellen sowie Bindungsstellen fur
SRproteine [188]. Beide sind wichtig fur den Prozess des alternativen Spleil3ens und
somit fur die Herstellung der mRNA [190]. Veranderungen im Spleilen kdnnen zu
unterschiedlichen Protein-Isoformen fuhren, die mit einer abweichenden, sogar
krankheitsverursachenden Funktion einhergehen konnen. Das Programm SpliceAID
untersucht ebenfalls die Sequenz auf Bindungsstellen fur Proteine, die an die pra-
MmRNA binden und das Spleilen beeinflussen [191]. Wahrend ESEfinder nur
Bindungsstellen fur SRProtein berucksichtigt, wird bei SpliceAID eine groere Vielzahl
an Proteinbindungsstellen analysiert [190-192]. Trotz dieser Vorhersageprogramme
muss die Auswirkung durch Mutationen und Varianten auf das Spleilen immer
experimentell nachgewiesen werden und kann nicht ausschlief3lich anhand von in

silico-Analysen festgemacht werden.
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Um Veranderungen des Proteins graphisch darstellen zu koénnen, wurde das
Programm SWISS-Model verwendet (vgl. 5.4, 5.5) [193]. SWISS-Model konfiguriert
hierflr eine noch nicht erfasste Proteinstruktur anhand von erfassten homologen 3D-
Proteinmodellen [194].

Zusatzlich wurden Analysen zu Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von STRING
durchgefuhrt [195]. In der Datenbank STRING werden sowohl bekannte als auch
vorhergesagte Protein-Protein-Interaktionen angezeigt (Kapitel 5.4) [196]. Das
angezeigte Netzwerk umfasst sowohl physikalische als auch funktionelle Interaktionen
[196]. Die Analysen basieren hauptsachlich auf dem Wissen der Datenbanken, Ko-
Expressionsanalysen, Vorhersagen bezuglich des genomischen Kontexts,

Laborexperimente und Textmining, der Analyse von Textdaten [196].
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

FUr die Untersuchung des SLC26A7-Gens wurden 20 Patienten anhand klinischer und
genetischer Charakteristika wie in 3.2.1 beschrieben ausgewahlt. Bei allen Patienten
wurde eine angeborene Hypothyreose diagnostiziert. Bei 16 Patienten wurden keine
ursachlichen Mutationen in den bisher bekannten Kandidatengenen flr
Schilddrisenhormonbiosynthesestorungen PDS, TPO, THOX2, NIS, TG, DUOXAZ,
DEHAL1 detektiert. Weitere 4 Patienten wurden nur anhand ihrer Klinik (CH und
Struma) eingeschlossen. In Abschnitt 3.1.6 werden die Charakteristika Geschlecht,
Struma und heterozygote Mutationen in Kandidatengenen zu den jeweiligen Patienten
aufgelistet.

4.1.1 Auswahlkriterien
Aufgrund der unter 3.2.1 dargestellten Auswahl der untersuchten Patienten erscheint
folgendes Vorgehen flur die Praxis geeignet:

Patienten mit CH und nachgewiesener Schilddrise (z.B. mittels Sonographie,
Szintigraphie, messbares TG), bei denen Tumorerkrankungen, Down-Syndrom und
Pendred-Syndrom ausgeschlossen werden konnen und fur die keine homozygote oder
compound heterozygote Mutation in einem bekannten Kandidatengen nachgewiesen

werden konnte, sollten in jedem Fall auf eine SLC26A7 Mutation untersucht werden.

Anhand der rein klinischen Auswahlkriterien CH in Kombination mit einer vergroRert
nachgewiesenen Schilddrise (Struma) wurde bei einem von vier auf diese Weise
prospektiv ausgewahlten Patienten eine bisher nicht beschriebene Veranderung in
SLC26A7 detektiert, sodass eine Aufnahme der Untersuchung von SLC26A7 in die
Routinediagnostik von CH aufgrund einer Hormonbiosynthesestorung sinnvoll
erscheint.

4.2 Etablierung der Methoden

4.2.1 Generieren der Primersequenzen

Fur die Primersequenzen wurde die genomische Sequenz ENST00000523719.5 von
Ensembl verwendet [159]. SLC26A7- ENST00000523719.5 besteht aus 20 Exonen
und kodiert fur ein Protein mit 656 Aminosauren. Bei der Datenbankrecherche via
Ensembl finden sich fur SLC26A7 viele Polymorphismen [159]. Die Haufigkeit der

beschriebenen Polymorphismen in den Primersequenzen wurde in den Datenbanken

45



TOPMed und gnomAD Uberprift und betragt hochstens <0.001. Mit Hilfe von Blast
wurden die erstellten Primer auf Spezifitat (Query Cover) getestet.

Alle Primersequenzen entsprechen einer Lange von ca. 20bp, sodass PCR-Produkte
von 340bp-850bp entstehen. Insgesamt wurden 40 Primersequenzen erstellt. Mit
Ausnahme von Exon 18-20, wurde fur jedes Exon ein forward-und ein reverse-Primer
etabliert. Exon 18 und Exon 19 haben wegen ihrer kurzen Lange und des kleinen
Introns einen gemeinsamen forward- und reverse-Primer, fur Exon 20 wurden
aufgrund der Exonlange von 695bp zwei forward- und reverse-Primer bendtigt, um das
Exon 20 in zwei Uberlappenden Fragmenten fur die Mutationssuche zu amplifizieren.

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 6 aufgelistet.

4.2.2 Etablierung der PCR-Bedingungen

Die PCR-Bedingungen fur SLC26A7 wurden mit DNA von Kontrollpatienten etabliert.
Durch Variieren der Betain-Konzentration (0-5M) und der Annealing Temperaturen
(54-58°C) konnte ein geeignetes PCR-Protokoll fir SLC26A7 erstellt werden (siehe
Tabelle 9). Bis auf Exon 2, 13, 16 und 20 (Primer 19) wurden die PCR-Produkte mit
Zugabe von 5M Betain und bei der Annealing Temperatur von 58°C, wie in 3.2.2
beschrieben, generiert.
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Exon Primer PCR-Prod. (10pm) |Annealing [Zusdtze Sequenz.primer (5pM)
1F

Ex. 1 1R 1F/1R 346bp |58°C 1 M Betain 1R
2F

Ex. 2 2R 2F/2R 744 bp |54°C / 2F
3F

Ex. 3 3R 3F/3R 848 bp |58°C 1 M Betain 3R
4F

Ex. 4 4R 4F/4R 555 bp |58°C 1 M Betain 4R
5F

Ex. 5 5R 5F/5R 629 bp |58°C 1 M Betain 5R
6F

Ex. 6 6R 6F/6R 502bp [58°C 1 M Betain 6R
7F

Ex. 7 7R 7F/7R 525 bp |58°C 1 M Betain 7F
8F

Ex. 8 8R 8F/8R 569 bp |58°C 1 M Betain 8F
9F

Ex. 9 9R 9F/9R 616 bp [58°C 1 M Betain 9F
10F

Ex. 10 10R 10F/10R 568 bp |58°C 1 M Betain 10F
11F

Ex. 11 11R 11F/11R 437 bp [58°C 1 M Betain 11R
12F

Ex. 12 12R 12F/12R 648 bp |58°C 1 M Betain 12R
13F

Ex. 13 13R 13F/13R 409 bp [54°C 1 M Betain 13R
14F

Ex. 14 14R 14F/14R 410 bp [58°C 1 M Betain 14F
15F

Ex. 15 15R 15F/15R 650 bp |58°C 1 M Betain 15F
16F

Ex. 16 16R 16F/16R 337 bp |54°C 1 M Betain 16F
17F

Ex. 17 17R 17F/17R 489 bp [58°C 1 M Betain 17F
18F

Ex. 18/Ex.19|18R 18F/18R 609 bp |58°C 1 M Betain 18F
19F
19R 19F/19R 547 bp |56°C 1 M Betain 19R
20F

Ex. 20 |20R 20F/20R 701 bp|58°C 1 M Betain 20F

Tabelle 9: PCR-und Sequenzierprotokoll fir SLC26A7. F=forward, R=Reverse, bp=-Basenpaare, Ex.=Exon, PCR-
Prod.=PCR-Produkt, Sequenz.primer=Sequenzierprimer
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Abbildung 8 - Abbildung 10 zeigen die Etablierungsschritte der PCR-Produkte bei den

unterschiedlichen, experimentell ermittelten Annealing Temperaturen.

Im ersten Versuch wurden alle PCR-Produkte mit dem Zusatz von 5M Betain
aufbereitet und zur Amplifizierung die Annealing Temperatur von 58°C verwendet. Die
amplifizierten PCR-Produkte wurden mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese (wie in
3.2.3 beschrieben) elektrophoretisch nach der GroRe aufgetrennt. Ein 100bp Marker
diente zur Kontrolle der GroRe der PCR-Produkte. Wie in Abbildung 8 zu sehen, konnte
bei fast allen Exonen ein PCR-Produkt vervielfaltigt werden. Bei den Exonen 2,13,16
und 20 (Primer 19) wurden keine Banden sichtbar (roter Rahmen). Daher wurde in
einem zweiten Schritt fur diese Exone die Annealing Temperatur auf 56°C gesenkt.
Zudem wurden zum jeweiligen Exon PCR-Produkte mit und ohne Zusatz von 5M
Betain angefertigt. Das Bild der Agarosegelelktrophorese in Abbildung 9 zeigt, dass
Exon 2 ohne Betain Zugabe und Exon 20 (Primer 19) mit und ohne Betain Zusatz
amplifiziert wurden (grune Pfeile). Bei den Exonen 13 und 16 kam es zu keiner
sichtbaren Bande im Agarosegelbild. Aus diesem Grund wurde in einem dritten
Versuch die Annealing Temperatur fur die Exone 2, 13 und 16 erneut auf 54°C
gesenkt. Wie im vorherigen Schritt wurde jeweils eine PCR mit und ohne der Zugabe
von 5M Betain erstellt. Die Abbildung 10 zeigt, dass bei 54°C alle PCR-Ansatze

vervielfaltigt wurden (grune Pfeile).
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100bp 1+ 1- 2+ 2-3+ 3- 4+ 4- 5+5- 6+ 6-7+ 7- 8+ 8- 9+ 9. 10+10-

100bp 11+11- 12+12- 13+13- 14+14- 15+15- 16+16- 17+17- 18+18- 19+ 19- 20+20-

Abbildung 8: 1. Etablierungsschritt: Agarosegel der PCR von SLC26A7 Exon 1 - 20 bei 58°C Annealing Temperatur
und 5M Betain Zusatz. Alle PCR-Produkte wurden bei 58°C amplifiziert mit Ausnahme von Exon 2, 13, 16, 20

(Primer 19), markiert durch rote Rahmen. bp= Basenpaare, + = Kontroll-DNA, - = Negativkontrolle ohne DNA, rote
Rahmen = Bande nicht eindeutig sichtbar
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100bp 2+ 2b- 2- 13+ 13b-13- 16+16b-16- 19+19b-19-

T . s St st

Abbildung 9: 2. Etablierungsschritt: Agarosegel der PCR von SLC26A7 Exon 2, 13, 16, 20 (Primer 19) mit und ohne
Betain bei 56°C Annealing Temperatur. Nur die PCR-Produkte von Exon 2 ohne Betain-Zusatz und Exon 20 (Primer
19) mit und ohne Betain wurden deutlich amplifiziert (griine Pfeile). Bp= Basenpaare, + =mit Kontroll-DNA und 5M
Betain, b- = mit Kontroll-DNA ohne 5M Betain, - = Negativkontrolle ohne DNA, griiner Pfeil = Bande sichtbar

100bp 2+ 2b- 2- 13+13b-13- 16+16b-16-

Abbildung 10: 3. Etablierungsschritt: Agarosegel der PCR von SLC26A7 Exon 2,13,16 mit und ohne Betain bei
54°C Annealing Temperatur. Alle PCR-Produkte der Exone 2, 13, 16 mit und ohne Betain wurden amplifiziert (griine
Pfeile). bp= Basenpaare, + =mit Kontroll-DNA und 5M Betain, b- = mit Kontroll-DNA ohne 5M Betain, - =
Negativkontrolle ohne DNA, griiner Pfeil = Bande sichtbar

4.2.3 Etablierung der Sequenzierung
Fiar die Etablierung der Sequenzierungsprimer wurden die aufgereinigten PCR-
Produkte (3.2.4) der Kontroll-DNA jeweils mit dem forward- und reverse Primer
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(c=5uM) sequenziert. AnschlieBend wurde das Sequenzierprodukt gefallt und
elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.6). Mit Hilfe des Programms Sequencher von Gene
Code wurden die Elektropherogramme beider Primer miteinander verglichen und der
Primer verwendet, der das bessere graphische Ergebnis der Elektropherogramme
aufwies. Abbildung 11 zeigt am Beispiel von Exon 3 die unterschiedlichen Qualitaten
der Sequenzergebnisse bei Verwendung des forward- und reverse Primers. Fur dieses
Exon wurde der reverse-Primer als Sequenzierprimer in das Standardprotokoll
aufgenommen, da er weniger Storfrequenzen im Hintergrund verursacht als der
forward-Primer. Das Protokoll der verwendeten Sequenzierprimer fur SLC26A7
befindet sich in Tabelle 9.

Referenz ‘CAGACACTGIGTICTGGGATARTGTTGGCACHMCAGGTGACCCAAGGTAATGTATIGCATITGAGTTICC
&

223;’,:!:::2? ‘CAGACACTGTIGTCTGGGATAATGTIGGCAGHEEMCAGGTGACCCAAGGTAATGTATIGCATTITGAGTTTCC
Exon3 CAJACACTGTGTCTGGEATAATGTTGGCAGHERICAGGTGACCCAcGTARTGTATIGCATTIGATTTCE

‘CAGACACTGTGTCTGGGATAATGTIGGCAGHEECAGGTGACCCAAG

B10_SLC28AT K1 3R Fragment bases 2430-434
LA TG T TG G A G A GGTGACTCC A J
3R: T AJ AA d T JAA I T T I T I IAIT I I | B |
N f\ / £ A .“.
A A WA ANAAA
VIR, \ o I Y AR /A / \ \/
B05_SLC28A7 K1 3F Fragment bases 245
3F: AT GTTGGCALG A
AT 6GTTGGCAGTTCARA A

Abbildung 11: Elektropherogramm von SLC26A7 Exon 3 mit Forward- und Reverse- Sequenzierprimer. Der
Reverse-Sequenzprimer fir Exon 3 weist ein graphisch besseres Ergebnis ohne Storfrequenzen im Hintergrund
auf verglichen mit dem Forward-Sequenzprimer fir Exon 3. F=Forward-Sequenzierprimer, R=Reverse-
Sequenzierprimer
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4.3 Auswertung der Sequenzen

4.3.1 Polymorphismen in SLC26A7

Insgesamt wurden 22 Polymorphismen erfasst und mit den Ergebnissen der
Datenbanken dbSNP, gnomAD und Exome Variant Server verglichen. In Tabelle 10
werden die Polymorphismen mit ihnrem HGVS (Human Genome Variation Society) -
Namen und ihrer rs-ID benannt, sowie ihre Lokalisation und die Auswirkung auf die
Genfunktion beschrieben. Die Allelverteilung der Polymorphismen wird aulRerdem
innerhalb des Kollektivs und innerhalb der Bevolkerung anhand der Datenbank von
TOPMed (Global Population; Sample Size :125568) miteinander verglichen.

HGVS Name/ Exon/  Allelverteilung des Allelverteilung in Gen-
rs-ID Intron  Patientenkollektivs der Bevélkerung* funktion
c.-32_-35delTAAA/ | 5UTR  W=3 (AATA)8AA=42299 2KB
rs541944018 Het=10 delTAAA=83269 Ineean
Homo=7 Variante
c.193+213 T>G/ Intron  W=19 T=124985 Intron
rs146878317 3-4 Het=0 G=583 Variante
Homo=1
c.194-155 G>A/ Intron  W=2 G=60967 Intron
rs4734009 34 Het=10 A= 64601 Variante
Homo=8
C.477+47 C>T/ Intron  W=2 C=49011 Intron
rs10107622 56  Het=0 T=76557 Variante
Homo=9
€.643 A>G, Exon7 W=18 A=121881 Missense
pleZ1oval Het=2 G=3687 Variante
Homo=0
€.796-194 del T/ Intron  W=3 TT=30747 Intron
rs35850164 78 Het=7 delT=94821 Variante
Homo=10
c.879-79 G>A/ Intron  W=18 G=121879 Intron
rs16912284 89  Het=2 A=3689 Variante
Homo=0
c.879-160 A>G/ Intron  W=18 A=121860 Intron
rs16912282 89  Het=2 G=3708 Variante
Homo=0
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c.1026+108 C>T/
rs7012287

€.1203 T>C,
p.Leud401Leuw/
rs10109254

c.1219-13 G>A/
rs16912443

c. 1489-161 C>T/
rs77237305

c.1489-26 C>T/
rs10099092

c.1561 A>G,
p.T521A/
rs141931769

c.1626+213 G>A/
rs1448679

c.1627-64 A>G/
rs142599083

c.1777-4 C>T/
rs16912805

c.1936-131 T>A/
rs11986042

c*121 C>T/
rs10504905

c*199 G>A/
rs9297895

Intron
9-10

Exon
11

Intron
11-12

Intron
14-15

Intron
14-15

Exon
15

Intron
15-16

Intron
15-16

Intron
17-18

Intron

19-20

3UTR

3UTR

W=1
Het=5
Homo=14
W=14
Het=5
Homo=1
W=18
Het=2
Homo=0
W=17
Het=2
Homo=1
W=19
Het=1
Homo=0
W=19
Het=1
Homo=0
W=19
Het=1
Homo=0
W=19
Het=0
Homo=1
W=17
Het=2

Homo=1

W=18
Het=2
Homo=0
W=18
Het=1
Homo=1
W=16
Het=3

Homo=1

C=23422
T=102146

T=91055
C=34513

G=121745
A= 3823

C=120054
T=5514

C=111587
T=13981

A=125400
G=168

G=121983
A=3585

A=123578
G=1990

C=115919
T=9649

T=121972
A=3596

C= 114044
T=11524

G=108682
A=16886

Intron

Variante

Synonyme

Variante

Intron

Variante

Intron

Variante

Intron

Variante

Missense

Variante

Intron

Variante

Intron

Variante

Spleil®
Region/
Intron

Variante

Intron

Variante

3UTR

Variante

3UTR

Variante
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c*374 G>T/ 3UTR  W=18 G=114571 3UTR
rs35568710 Het=1 T=10997 Variante
Homo=1
c*435 C>T/ 3UTR  W=18 C=125407 3UTR
190502117 Het=2 T=161 Variante
Homo=0

Tabelle 10: Gesamtubersicht der gefundenen SLC26A7- Polymorphismen bei den untersuchten Patienten.
*(TopMed/Global Population) Sample Size: 125568. UTR= untranslatierte Region, W= Wildtyp, Het= heterozygot,
Homo= homozygot, A= Adenin, T= Thymin, C= Cytosin, G= Guanin, del= Deletion
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4.3.2 Mutationen in SLC26A7
Unter den 20 untersuchten Patienten wurde bei einem Patienten (Patient 3) eine
Mutation in Exon 14 festgestellt (Tabelle 11).

HGVS Name/ Exon/  Allelverteilung des  Allelverteilung in  Genfunktion

rs-ID Intron  Patientenkollektivs  der Bevélkerung*
c.1432 1433delGT, | Exon W=19 TG=125567 Frameshift
p.V478KfsX11/ 14 Het=0 delTG=1 Mutation/
rs751908708 Homo=1 vorzeitiges
Stopcodon

Tabelle 11: Gesamtlbersicht der gefundenen SLC26A7- Mutationen bei den untersuchten Patienten.
*(TopMed/Global Population) Sample Size: 125568. W= Wildtyp, Het= heterozygot, Homo= homozygot, A= Adenin,
T= Thymin, C= Cytosin, G= Guanin, del= Deletion

4.3.2.1 c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11

Die Sequenz des Patienten 3 zeigt eine Deletion der Basen GT im kodierenden
Bereich des Exon 14 (Abbildung 12). Durch die homozygote Deletion wird eine
Verschiebung des Leserasters verursacht. Statt der Aminosaure Valin (V), wie in der
Wildtypsequenz, codiert das neue Basentriplett AAG fur die Aminosaure Lysin (K). Auf
Grund der Frameshift-Mutation kommt es aul3erdem nach 11 Aminosauren zu einem
vorzeitigen Stopcodon. Das mutierte Protein ist somit 169 Aminosauren kurzer als der
Wildtyp, wodurch wahrscheinlich die letzte Transmembrandoméane verkurzt ist und es
zum Wegfall der STAS-Region kommt (Abbildung 5).
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Referenzsequenz

TIGATIAGGARATIGACTIGTITTA

Patient 2
Patient 4
Patient 12
Patient 3
Patient 1
Exon 14
DV1_SLEIRAT_174_08_14F Fragmaet tasas #171-177
LI T &AATTT A G A G C A AT G AC T A3
TTHRT T T ORGHRELHAT G G
n |
. choaa LT ha ' |
Patient2 i/ A AN A A f A AAANT
R ATRVETS RYASTAYATRTAURYI!
'y
T T AAT T T CAGAGLE & A
Patient 4 l'r { ll Ill. A AT ANoal LA NA R .'..v\ \ f\ I | DA A fﬂ'l II ll f I
1 l“\ | \ |.k ".v | ;_‘II _t »‘l’;\‘ 1/ \““ |‘I4_. |_‘jl ..v J vy ". 11 IRUAN I}‘I N L \ | A ll.
L I I 3 37T T T CA G &G C 4 AT T AT AAAAAAT AT G AAAGA
FTTRARAT T T CAR & ) CHnT G T AT nnnnnnT nl
. () A
Patient 12 f\ |
Patient 3
Patient 1

Abbildung 12: Sequenz von SLC26A7 Exon 14: Patient 3 weist die Mutation ¢.1432_1433delGT, p.V478KfsX11
auf. Patienten 2,4,12 und 1 entsprechen an dieser Stelle der Referenzsequenz.

Zur Untersuchung der Atiologie der Mutation wurde die Familie der Patientin,
bestehend aus dem Vater, der Mutter und einem jungeren Bruder, untersucht. Die
Eltern der Patientin sind miteinander blutsverwandt. Die Ergebnisse der
Sequenzierung (Abbildung 13) zeigen, dass bei allen 3 Familienmitgliedern eine
heterozygote Variante der Mutation c.1432_1433delGT vorliegt. Bei der Mutter und
dem Bruder sind keine klinischen Anzeichen einer Schilddrisenerkrankung
vorhanden, sie sind gesund. Der Vater wird auf Grund einer Autoimmunthyreoiditis mit
150ug L-Thyroxin behandelt.
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A. Familienstammbaum von Patient 3

C—1L

Mutter Vater

Patient 3 Bruder

B. Sequenzierung des Exon 14 von SLC26A7 der Familienmitglieder

.1432_1432delGT, p.v478KfsX11

v

A12_SLC20AT_| 14F Fragment bases #181.184
A I [ T ] A T AT A A A A A A
6 C ART Bl BE R EELEE R EREEE
A

Patient 3: /\/\/ /\CA/\/ /\/\A/\/\N\A/\/\/\/\/\/

A

C R G

12_SLC28AT_P38 07 14F Fragment bases #171-174
T

A -

Vater:

Mutter:

Bruder:

Abbildung 13: (A) Stammbaum der Familie von Patient 3 und (B) Sequenzierung des Exon 14 von SLC26A7 der

Familienmitglieder: Die blutsverwandten Eltern und der Bruder sind heterozygote Trager der Mutation

¢.1432_1432delGT. Die Mutter und der Bruder sind gesund, der Vater weist eine Autoimmunthyreoiditis auf. Der

Patient 3 ist ein homozygoter Trager der Mutation und an konnataler Hypothyreose erkrankt.
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4.3.3 Noch nicht beschriebene Veranderungen in SLC26A7

Bei der Sequenzierung der 20 Patienten wurden 3 Veranderungen in SLC26A7
gefunden, die in den Datenbanken dbSNP, gnomAD und Exome Variant Server bisher
noch nicht beschrieben worden sind. Um die VUS bewerten zu konnen, wurden
zusatzlich 20 Kontrollen sequenziert und auf diese Veranderungen untersucht. Die
Allelverteilung innerhalb des Patientenkollektivs und innerhalb der Kontrollen, sowie
Name und Lokalisation der Veranderung sind in Tabelle 12 aufgelistet. Die

Auswirkungen der Veranderungen auf die Genfunktion sind unbekannt.

HGVS Name/ Exonl  Allelverteilung des Allelverteilung der Gen-

rs-ID Intron  Patientenkollektivs Kontrollen (20) funktion
€.796-123 C>A/- Intron  W=19 W=20 unbekannt
7 Het=1 Hete=0
Homo=0 Homo=0
€.1259 1267dupTG | Exon wW=19 W=20 unbekannt
Homo=1 Homo=0
c.1935+176 del T/- | Intron  W=18 W=19 unbekannt
19 Het=1 Hete=1
Homo=1 Homo=0

Tabelle 12: Gesamtubersicht der noch nicht beschriebenen Veranderungen in SLC26A7 bei den untersuchten
Patienten. * (TopMed/Global Population) Sample Size: 125568. W= Wildtyp, Het= heterozygot, Homo= homozygot,
A= Adenin, T= Thymin, C= Cytosin, G= Guanin, del= Deletion, ins=Insertion, dup= Duplikation

4.3.3.1 c.796-123 C>A

Bei Patient 6 liegt im Intronbereich zwischen Exon 7 und 8 ein Basenaustausch von
Cytosin zu Adenin an der Stelle ¢.796-123 (Tabelle 12) als heterozygote Veranderung
vor (Abbildung 14). Die Transversion wurde bisher in den Datenbanken noch nicht
beschrieben und tritt auch bei den Kontrollen nicht auf.
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Referenzsequenz CTGTGCAAETGCI:—.GATT?—.TTCTTGATGIITATGGGACATGAGA:—.

Patient 6 lcTeHGIETGCTAGATTATTCTTGATGTTTATGGGACATGAGAR
Patient 6 (Wdh.) cTcTGIETGCTAGATTATTCTTGANGT T TATGGGACATGAAR
Kontrolle 1 CTGTGCAABTGCTAGATTATICTIGATGTTTATGGGACATGAGAA

Patient 6

Patient 6 (Wdh.)

A \/\AA/\/\ MN M

Abbildung 14: Sequenz von SLC26A7 Intron 7: Patient 6 ist Trager der VUS ¢.796-123 C>A. Kontrolle 1 entspricht
der Referenzsequenz.

4.3.3.2 ¢c.1259_1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ

Die Sequenz von Exon 12 bei dem Patienten 19 zeigt eine homozygote Insertion der
Basen TGCTAATAC im codierenden Bereich (Abbildung 15). Bei der Insertion
c.1259 _1267dupTGCTAATAC handelt es sich um eine Duplikation der vorherigen
Basen, wodurch das Leseraster erhalten bleibt. Diese Veranderung ist bisher

unbekannt und wurde nur bei diesem Patienten identifiziert.

Referenzsequenz ACGITTTATIICTA

Kontrolle 1
Patient 19 :
Patient 19 (Wdh)  acerTT18F1TCEAGTCTCTCCTT6CAAGCATTNTTCET6TG66AETGAAGGGARGETAA! CT
Exon 12 T61GTCCTTGCARGCATTATIGTTGTGGGACTGARGGGARTGCTAATAC
1666 ACTGAAGGGGA AT
T6 66 ACTGARAGG G A AR
A
Kontrolle 1 I A \ f‘. ;
. in/ / A A A A
\ Il \ ‘ [AWAVA 1
\ | /\L I\ /\/ \/ /\;‘ .‘ .‘ \ \// \/‘ YA VVVVY \,’/ v/\j\
G AGIMT T T AAAAAAATA
T66AT T TAARARARARATA
Patient 19
”-, AN ’\ N\ ‘\‘ AN A
\) AVAVAVAVATAY \[ V'

Abbildung 15: Sequenz von SLC26A7 Exon 12: Patient 19 weist die VUS ¢.1259_ 1267dupTGCTAATAC auf.
Kontrolle 1 entspricht der Referenzsequenz.

Die Untersuchung der Familienmitglieder auf c.1259_ 1267dupTGCTAATAC zeigte,
dass bei allen die Veranderung heterozygot auftritt mit Ausnahme der Schwester, ihre
Sequenz entspricht an dieser Position dem Wildtyp (Abbildung 16).
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A. Familienstammbaum von Patient 19

C—1]

Mutter Vater

O I

Patient 19 Schwester Bruder

B. Sequenzierung des Exon 12 von SLC26A7 der Familienmitglieder

c.1259_1267dupTGCTAATAC

Patient 19:

\/
0_SLC20AT 20 20 12F Fragment Bases 2455473

Mutter:

Vater:

Wildtyp:

Abbildung 16: (A) Stammbaum der Familie von Patient 19 und (B) Sequenzierung des Exon 12 von SLC26A7 der
Familienmitglieder: Die blutsverwandten Eltern und der Bruder sind heterozygote Trager der Variante
c.1259 1267dupTGCTAATAC. Die Schwester weist die Variante nicht auf und entspricht dem SLC26A7 Wildtyp.

4.3.3.3 ¢c.1935+176 del T

Die Patienten 7 und 15 zeigten eine Deletion der Base Thymin im Intronbereich
zwischen Exon 19 und 20. Bei Patient 7 liegt diese Veranderung in homozygoter Form
und bei Patient 15 in heterozygoter Form vor (Abbildung 17). Diese Variante wurde
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bislang nicht beschrieben, allerdings trat sie auch bei den Kontrollen einmal
heterozygot auf (Tabelle 12).

GGTAARAGAATGTTITCCATTICTTITI TS

Referenzsequenz
Patient 15
Patient 7
Kontrolle 1

B04_SLC26AT7 11 14 18F Fragment bases 2515-520
T

T T T C C A:T T T T T A A T
. -G 01y 1 VR 6 GE LR LT 1 BRG]

Patient 15 » 7 S
./ \l"\ ,/ I\/\,‘i\ / " .""‘ \'\J"' \ “f \f

Ay T 1 ¢clt 11 "'T'
P T CIT 71 1 1
Patient 7 . f
ay l\‘ Il '\l' i/ Y .'("-"I ~ Y .'. ‘ . / P
”."‘ \\ /"‘ \ /\-’ '\V:', '\\j '\u."“ \U,f '-‘_/ \ /\/\, \ / ,f VA "/* e f,,:
G11_SLUZLAT K1 1
T T ¢ 1T 1T 17T G T T AT A AAC
T 1 C 1T 1T 1T 11 1 G 1T 1T ATAAALC
Kontrolle1 . .

LAYWAYAVAWA IN &
'Y IVAVAVAVE A

Abbildung 17: Sequenz von SLC26A7 Intron 19: Patient 7 und 15 weisen die VUS ¢.1935+176 del T auf. Kontrolle
1 entspricht der Referenzsequenz.

4.3.4 Zusammenfassung

Bei der Untersuchung von SLC26A7 wurden bei 20 ausgewahlten Patienten (siehe
3.2.1) insgesamt 22 Polymorphismen, eine Mutation und drei Veranderungen, die in
den Datenbanken bisher nicht beschrieben worden sind, identifiziert.

Bei den 22 Polymorphismen handelt es sich um 14 Varianten innerhalb der
Intronbereiche, eine 2KB upstream Variante, vier 3’'UTR Varianten, zwei missense und
eine synonyme Variante innerhalb der Exonregion (Tabelle 10). Die Polymorphismen
wurden mit den Datenbanken dbSNP, gnomAD und Exome Variant Server
abgeglichen und traten mit einer MAF von >0,001% auf.

Patient 3 wies die Mutation c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 in Exon 14 auf
(Abbildung 12). Durch die Deletion der Basen Guanin und Thymin kommt es zum
frhzeitigen Abbruch der Translation und somit zu einem verkurzten SLC26A7-Protein,
bei dem die STAS-Region fehlt (siehe 4.3.2.1, Abbildung 5).

Zusatzlich konnten drei bisher nicht beschriebene Veranderungen erfasst werden
(Tabelle 12). Die beiden Varianten ¢.796-123 C>A und c.1935+176 del T liegen im
Intronbereich, wahrend die Variante ¢.1259 1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ
im Exon 12 lokalisiert ist. Unter den ausgewahlten Patienten traten die Varianten
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€.796-123 C>A und ¢c.1259_1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ jeweils nur einmal
auf und kamen nicht bei 20 durchgefuhrten Kontrollen vor. Im Gegensatz dazu wurde
die Variante ¢.1935+176 del T insgesamt bei zwei Patienten identifiziert sowie einmal
innerhalb der Kontrollgruppe.
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5 Diskussion

5.1 Auswabhlkriterien der Kandidaten und Patientenkollektiv

Die Auswahlkriterien fur die in dieser Arbeit untersuchten Patienten orientierten sich
an den bisher in der Literatur beschriebenen Patientenfallen mit SLC26A7-Mutationen
[9-11, 175, 177].

Die Festlegung der Auswahlkriterien erwies sich als schwierig, da sich die
Fallbeschreibungen der bisher publizierten Falle teilweise unterscheiden [9-11, 175,
177]. So wurden sowohl Patienten mit als auch ohne Struma beschrieben [9-11, 175,
177]. Ein Patient zeigte einen stark erhohten TG-Wert, wahrend dieser in anderen
Veroffentlichungen nicht angegeben wird [10]. Bei Zou et al. finden sich neben der
SLCZ26A7-Mutation weitere heterozygote Mutationen in TG und SLC26A4 [9]. Hierbei
entsteht die Frage nach einer polygenen Atiologie im Zusammenhang mit SLC26A7
(vgl. 2.2.4). Anhand der genannten Merkmale von Patienten bereits beschriebener
Veranderungen in SLC26A7 wurden zur Auswahl der zu untersuchenden Patienten
die folgenden Kriterien entwickelt: Es wurden alle Patienten eingeschlossen, die eine
Struma oder eine normal angelegte Schilddrise hatten, erhohte TG-Werten aufwiesen
und bei denen die Untersuchung der bisher bekannten Kandidatengene flr
Schilddrisenhormonbiosynthesestorungen keinen klassischen Befund ergab.
Zusatzlich wurden 4 Patienten phanotypisch ausgewahlt, um zu untersuchen, ob sich
SLC26A7- Mutationen auch klinisch diagnostizieren lassen.

Ein Problem beim Einschluss der untersuchten Patienten war, dass uneinheitliche und
teilweise unvollstandige Angaben beim Einsenden zur molekulargenetischen
Untersuchung Uubermittelt wurden. Untersuchungen wie Sonographie, die der
Diagnostik der CH dienen (Kapitel 2.2.3), sind oft untersucherabhangig. Auch die
Laborwerte TSH, fT3 (freies T3), fT4 und TG mussen immer mit den laborspezifischen
und altersentsprechenden Referenzwerten betrachtet werden [79, 81]. Hinzu kommt,
dass nicht immer alle Laborparameter angegeben wurden. So sind bei 5 von 20
Patienten keine genauen TSH-Werte bekannt (siehe Tabelle 8). Da der TG-Wert nicht
fester Teil der Routinediagnostik ist und meist erst im Verlauf bestimmt wird (Kapitel
2.2.3), sind hier nur bei 12 von 20 Patienten die Werte bekannt (siehe Tabelle 8).
Zudem ist zu beachten, dass der TG-Wert physiologisch durch den TSH-Wert
beeinflusst wird [197]. So ist durch den TSH-Anstieg eine TG-Erhohung zu erwarten.
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Unter Beachtung der oben genannten Auswahlkriterien (Abbildung 7) gelang es,
SLC26A7-Varianten zu detektierten. Aus 665 CH-Patienten, die auf Grund von
Hormonbiosynthesestérungen im Labor von | .ntersucht
wurden und werden, wurden 20 Patienten durch prazise Ein- und Ausschlusskriterien
ausgewahlt, unter denen eine Mutation: c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 sowie drei
bisher unbekannte Varianten: ¢.796-123 C>A, c¢.1259 1267dupTGCTAATAC
(p-Q423LinsLIQ), ¢.1935+176 del T in SLC26A7 identifiziert wurden (Kapitel 4.3). Der
Patient 19 mit einer bisher unbekannten Duplikation ¢.1259 1267dupTGCTAATAC,
p.Q423LinsLIQ wurde nur anhand seines Phanotyps prospektiv ausgewahlt (vgl.
3.1.6). Somit kdnnen Patienten mit SLC26A7-Varianten auch anhand von klinischen
Kriterien CH und Struma ausfindig gemacht werden. Daher ist eine Aufnahme von
SLCZ26A7 in die Routinediagnostik bei dieser Klinik ist zu diskutieren.

Die Patienten, bei denen Mutationen und unbekannte Varianten gefunden wurden,
zeigten alle hochgradig erhohte TSH-Werte, 3 von 5 Patienten wiesen eine Struma auf
und die TG-Werte waren bei 4 von 5 Patienten erhoht, insbesondere bei dem Patienten
mit der ursachlichen Mutation (siehe Tabelle 8). Diese Merkmale decken sich mit den
bereits veroffentlichten Fallbeschreibungen [9-11, 175, 177].

5.2 Sequenzen und Datenbanken

5.2.1 Sequenzen

In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung des SLC26A7-Gens die Methode der Sanger-
Sequenzierung angewandt. Hierfur wurden im ersten Schritt die PCR-Primer fur die
Exonabschnitte von SLC26A7 erstellt, im nachsten Schritt durch experimentelles
Ermitteln von Annealing-Temperaturen ein zuverlassiges PCR-Protokoll etabliert und
abschliefend geeignete Sequenzierungsprimer entwickelt und angewandt. Dieses
PCR- und Sequenzierungsprotokoll von SLC26A7 (siehe Tabelle 9) ist gut
reproduzierbar und damit ideal fur die Routinediagnostik geeignet.

Die Methoden des NGS, darunter WES, wurden in den beschriebenen
Veroffentlichungen bevorzugt angewendet, um groRere Sequenzdaten bis hin zum
ganzen Genom zu sequenzieren und um neue Gene im Zusammenhang von
Erkrankungen zu detektieren [9-11, 175, 177, 198]. Das Sequenzieren und Auswerten
grolRer Datenmengen mit Hilfe dieser Methode ist jedoch sehr komplex und kann zu
Sequenzfehlern fuhren, was die Auswertung im Hinblick auf die klinische Relevanz
erschwert [198, 199]. Deshalb werden durch NGS gefundene Mutationen mit Hilfe des
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Goldstandards, der Sanger Sequenzierung, validiert [10]. Die Sequenzen in dieser
Arbeit wurden nach der Sanger Methode angefertigt, weshalb davon ausgegangen
werden kann, dass die gefundenen Varianten sicher vorliegen. Aul3erdem spiegeln die
Sequenzabbildungen ohne grolRes ,Hintergrundrauschen® die aulerst gute Qualitat
der angefertigten Sequenzen und des etablierten SLC26A7-Protokolls wider.

5.2.2 Datenbanken

Die in dieser Arbeit identifizierten Veranderungen wurden mit den Datenbanken
gnomAD, dbSNP und Exome Variant Server verglichen [183-185]. Diese Datenbanken
verwalten eine Vielzahl an grol3en Sequenzierungsprojekten, die das Genom von
unzahligen Menschen weltweit sequenziert haben [183-185]. Somit wurde in dieser
Arbeit eine grole, bevoOlkerungsunabhangige Vergleichsgruppe angewendet, um
Polymorphismen von Mutationen unterscheiden zu konnen. Grundsatzlich ist zu
bedenken, dass diese Daten mittels WES produziert werden, wodurch Fehler in den
Datenbanken besonders bei der Beurteilung von VUS nicht ausgeschlossen werden

konnen.

5.3 Polymorphismen in SLC26A7

Fur die verwendete Referenzsequenz ENST00000523719.5 von Ensembl wurden, wie
bereits unter 4.2.1 erwahnt, sehr viele Polymorphismen in den Datenbanken
beschrieben [159]. Beim Auswerten der 20 Patienten sind insgesamt nur 22
Polymorphismen aufgetreten. Das sind weniger Polymorphismen als den
Datenbanken zufolge zu erwarten waren. Eine mogliche Erklarung konnte die auf NGS
basierende Datengrundlage in den verwendeten Datenbanken sein (vgl. 5.2), die
durchaus fehleranfallig ist. Die NGS-Ergebnisse werden ungepruft in die Datenbanken

integriert.

AulBerdem liegt bei den Polymorphismen c.-32_-35delTAAA, c.477+47 C>T, c.796-
194 del T und c.1026+108 C>T innerhalb der hier untersuchten Patienten, sowie
innerhalb der vergleichenden Bevolkerungsgruppe von TOPMed die Abweichung des
Allels haufiger vor als das Referenzallel (siehe Tabelle 10). Hier ist ein Fehler in der

hinterlegten Referenzsequenz stark anzunehmen.

Bei dem Polymorphismus ¢.194-155 G>A tritt die Base Adenin innerhalb der
Kandidaten haufiger auf als die Referenzbase Guanin: Unter den 20 Kandidaten
entsprechen nur 2 dem Wildtyp, die Base Adenin kommt an dieser Stelle hingegen bei

8 Patienten in homozygoter Form und bei 10 Patienten in heterozygoter Form vor
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(siehe Tabelle 10). Die Haufigkeit der Vergleichsgruppe von TOPMed (G=60967 /
A=64601, Sample Size=125568) entspricht jedoch dem angegebenen Referenzallel
Adenin. Das kann durch bevdlkerungsabhangige Allelexpression erklart werden. So
zeigen die Ergebnisse des ALFA (Allele Frequency Aggregator)- Projekt, dass an der
Position ¢.194-155 die Base Adenin beispielsweise haufiger in der europaischen
Bevolkerung exprimiert wird [200]. In der African American Population kommt
hingegen haufiger die Base Guanin vor (Abbildung 18) [200]. Somit kann das
Referenzallel abhangig von der zu untersuchenden Bevolkerung Adenin oder Guanin

sein.

ALFA Allele Frequency
The ALFA project provide aggregate allele frequency from dbGaP. More information is available on the project page including descriptions, data access, and terms of
use.

Release Version: 20201027095038

Search:

Population Group * Sample Size Ref Allele Alt Allele
Total Global 27556 G=0.44404 A=0.55596, C=0.00000
European Sub 16798 G=0.30438 A=0.69562, C=0.00000
African Sub 6034 G=0.7761 A=0.2239, C=0.0000
African Others Sub 200 G=0.825 A=0.175, C=0.000
African American Sub 5834 G=0.7744 A=0.2256, C=0.0000
Asian Sub 158 G=0.316 A=0.684, C=0.000
East Asian Sub 102 G=0.373 A=0.627, C=0.000
Other Asian Sub 56 G=0.21 A=0.79, C=0.00

Latin American 1 Sub 292 G=0.455 A=0.545, C=0.000
Latin American 2 Sub 2770 G=0.5563 A=0.4437, C=0.0000
South Asian Sub 110 G=0.336 A=0.664. C=0.000

Abbildung 18: ALFA Allele Frequency fur den Polymorphismus ¢.194-155 G>A, [200]

5.4 Mutation in SLC26A7

Patient 3 zeigt an den Positionen c.1432_1433 eine homozygote Deletion der Basen
GT, die zu einer Verschiebung des Leserasters und nach 11 Aminosauren zu einem
verfrihten Abbruch der Aminosaurensynthese fuhrt. Durch den Translationsabbruch
entsteht wahrscheinlich ein Protein, das insgesamt 169 Aminosauren kirzer ist als der
SLC26A7-Wildtyp. Bei dieser Veranderung handelt es sich um eine Mutation, da die
Variante in Datenbanken eine MAF <0,001% aufweist und auch nicht innerhalb der 20
Kontrollpatienten aufgetreten ist. Mit Hilfe von in silico-Analysen wird im Folgenden die
Bedeutung der Mutation im Hinblick auf die Funktion von SLC26A7 und CH diskutiert.
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5.41 c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11
Patientin 3

Die Patientin zeigte nach einer komplikationslosen Schwangerschaft keine
Auffalligkeiten bei der Geburt. Das Geburtsgewicht betrug 3140g und die Korperlange
lag bei 52 cm, was im Normalbereich der Perzentile liegt. Die Diagnose CH wurde im
Rahmen des Neugeborenenscreenings gestellt und vier Tage spater durch einen stark
erhohten TSH-Wert von 704 mU/l (NW: 0,2-4,2 mU/L) und erniedrigte fT3-Werte von
1.8 pg/ml (NW: 2.3-4.9 pg/ml), fT4-Werte von 0.3 ng/dl (NW: 0.9-1.7 ng/dl) bestatigt.
Der gemessene TG-Wert von Uber 3000 ng/ml (NW: bis 50 ng/ml) deutete auf eine
Schilddrisenhormonbiosynthesestorung hin. Auflerdem wurde mittels Sonographie
eine vergrolerte, hyperperfundierte Schilddrise mit orthotoper Lage bei der Patientin
nachgewiesen. Bei der klinischen Untersuchung wurden bis auf einen leichten Ikterus
und einen Hypotonus keine weiteren Auffalligkeiten festgestellt. Die Patientin wurde
umgehend mit einer Dosis von 50 pg/d L-Thyroxin behandelt und zeigte im
Therapieverlauf eine euthyreote Stoffwechsellage sowie eine normale Entwicklung.
Die Struma bildete sich zurtck. Bei der molekulargenetischen Untersuchung wurden
in den bisher bekannten Kandidatengenen keine ursachlichen Mutationen gefunden.

Die Eltern der Patientin stammen ursprunglich aus dem Iran und sind blutsverwandt.
Nach der Tochter bekamen die Eltern einen weiteren Sohn (Abbildung 13). Bei der
Mutter und dem jungeren Bruder liegen keine Schilddrusenstorungen vor. Der Vater
ist an einer Autoimmunthyreoiditis erkrankt, die mit 100 pg/d L-Thyroxin behandelt
wird. Die Mutation wurde von den Eltern vererbt, die beide heterozygote Trager sind.

Der jungere Bruder ist ebenfalls heterozygoter Konduktor.
Lokalisation der Mutation

Die Mutation befindet sich an der Position der 478. Aminosaure (Wildtyp: Valin/
c.1432_1433delGT: Lysin). Phobius und Ensembl zeigen an, dass diese Aminosaure
im Protein hinter der letzten Transmembrandoméane und vor der STAS-Domane
lokalisiert ist (Abbildung 19 und Abbildung 20). Durch den frihzeitigen Abbruch der
Translation wirde demnach die STAS-Domane verloren gehen, wie die Abbildung 19
und Abbildung 20 darstellen. Man geht davon aus, dass durch den Verlust der STAS-
Region SLC26A7 nicht mehr an der Membranoberflache exprimiert werden kann und
die Funktion als lodid-Transporter verloren geht, wie Ishii et al. experimentell
nachgewiesen haben [10].
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Abbildung 19: Ensembl-Darstellung: Protein Domanen fir SLC26A7, ENST00000523719.5 [159]. Vergleich der
Proteindomanen der Mutation p.V478KfsX11 mit dem Wildtyp: Durch den vorzeitigen Abbruch der Translation
durch die Mutation p.V478KfsX11 entfallt die STAS-Domane (rote Markierung).

Wildtyp: p.VA78KfsX11:

SLC26A7 ID p.V478KfsX1l

®
FT  TOPO_DOM 1 65 CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 1 65 CYTOPLASMIC.
PT  TRANSMEM 66 93 ET  TRANSMEM 66 93
FT  TOPO_DOM 94 98 NON CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 94 98 NON CYTOPLASMIC.
FT  TRANSMEM 99 115 FT  TRANSMEN 99 115
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FT ‘TRANSMEM 145 165 FT TRANSMEM 145 165
FT  TOPO_DOM 166 170 WON CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 166 170 NON CYTOPLASMIC.
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FT TOPO_DOM 246 256 CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 246 256 CYTOPLASMIC.
PT  TRANSMEM 257 277 FT  TRANSMEM 257 277
PT TOPO_DOM 278 303 NON CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 278 303 NON CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 304 327 PT TRANSMEM 304 327
FT TOPO_DOM 328 347 CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 328 347 CYTOPLASMIC.
PT TRANSMEM 348 367 FT TRANSMEM 348 367
FT TOPO_DOM 368 378 NON CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 368 378 NON CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 379 397 PT TRANSMEM 379 397
PT ‘TOPO_DOM 398 401 CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 398 401 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 402 424 FT  TRANSMEM 402 424
FT TOPO_DOM 425 443 NON CYTOPLASHIC. FT  TOPO_DOM 425 443 NON CYTOPLASMIC.
PT, H%
FT) TOPO_DOM 470 656 CYTOPLASMIC. PT ‘TOPO_DOM 471 487 CYTOPLASMIC.
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Abbildung 20: Phobius- Analyse: Analyse der Transmembrandomanen und Signalpeptide von SLC26A7 Wildtyp
und p.V478KfsX11 [201]. Durch die Mutation p.V478KfsX11 entsteht ein um 169 Aminosauren verkirztes Protein,
wodurch die letzte zytoplasmatische Domane verglichen mit dem SLC26A7 Wildtyp fast vollstandig entfallt (rote
Markierung).
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Mutations-und Splei3analyse

Die in silico Mutationsanalyse durch das Programm Mutation Taster sagt eine
Veranderung der Spleil3-Stellen vorher und prognostiziert die Frameshift-Mutation mit
verfrihtem Stopp-Codon als krankheitsverursachend (Abbildung 21).

M u t; documentation
i mutation tsting
Prediction disease Causing Model: complex_aae, prob: 1 ( ion due to NMD, real probability is shown anyway)  (explain)
Summary hyperlink
*« NMD
« amino acid sequence changed
« frameshift

« protein features (might be) affected
« splice site changes

analysed issue  analysis result

name of alteration no title

alteration (phys.  chr8:92375710_92375711delGT
location)

HGNC symbol SLC26A7

Ensembl transcript ENST00000523719

ID

UniProt peptide ~ Q8TES4

alteration type deletion

alteration region  CDS

DNA changes €.1432_1433delGT
cDNA.1704_1705delGT
9.153989_153990delGT

AA changes V4T8Kfs*11

position(s) of 478 (frameshift or PTC - further changes downstream)

altered AA

if AA alteration in

cos

frameshift yes

known variant Variant was neither found in EXAC nor 1000G.
Search EXAC.

protein features  start (aa) end (aa) feature details
470 656 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). lost
492 641 DOMAIN STAS. lost
521 521 CONFLICT T->A(in Ref. 4; AAI14475). lost
641 656 REGION Membrane targeting. lost

Abbildung 21: Mutation Taster Vorhersage zu c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 [186]. Die Veranderung
€.1432_1433delGT, p.V478KfsX1 wird als krankheitsverursachend eingestuft.

Auch die Spleilanalysen mit ESEfinder und SpliceAID sagen unterschiedliche
SpleilReigenschaften verglichen mit dem Wildtyp voraus.

Das in silico-Programm ESEfinder zeigt, dass sich die Position einer
Verzweigungsstelle (branch site) im Vergleich zum Wildtyp um 2 bp zum 5Ende
verschiebt und sich ihre Wahrscheinlichkeit von 1.27 auf 2.63 erhoht (Abbildung 22).
AuRerdem geht durch die Deletion die Bindungsstelle fur das SRProtein SRSF5
(SRp40 round 3 winner/ gruner Balken) verloren, wie in Abbildung 23 dargestellt wird.
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Wildtyp: c.1432_1433delGT:

5 5

||||||||||||

AAGAGCAATGACTIGTIAAGT ATAARARARARATATGEG FhAGAGECARATGACTAHAGTATARAGARAARATG ATGE
BranchSite BranchSite
5SS_U2_human threshold: 0 5SS_U2_human threshold: 0
3SS_U2_human Position*/Site/Score 3SS_U2_human Position*/Site/Score
5SS_U2_mouse 4 (-29)  GAGCAAT  0.82500, 55S_U2_mouse 4 (-27).  GAGCAAT  0.82500
3SS_U2_mouse 7 (-26) CAATGAC! 3,53980! 3SS_U2_mouse 7 (-24) CAATGAC 3.53980
.Branchsite 13 (C20y " ercrand 1-27.:;'01 BranchSite 11 (-20). GACTAAQ  2.63020

Abbildung 22: ESEfinder-Analyse der Splice Sites: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit c.1432_1433del GT [188].
Durch die Deletion der Basen GT an den Positionen ¢.1432 und c.1433 (roter Pfeil) bei c.1432_1433delGT
kommt es zu einer Erh6hung der Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer BranchSite (lila Balken/ rote
Markierung).

Wildtyp: c.1432_1433delGT:
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||||||||||||||||||||||||||||||||

—_—
AAGTATAARARARARATATGEG R AGAGCARTGATCETARAGTATARARARAAATA TGS
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SRSF2
SRSF5
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SRSF5 SRSF6 SRSF5 SRSF6
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10 (-23)i TGACTGT| 2.87539]i 16 (-17)| TAAGTA| 3.02231 14 (-17), TAAGTA  3.02231

Abbildung 23: ESEfinder-Analyse der Bindungsstellen von SRProteinen: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit
c.1432_1433del GT [188]. Durch die Deletion der Basen GT kommt es zu einem Wegfall der Bindungsstelle fiir das
Protein SRSF5, die beim SLC26A7 Wildtyp vorliegt (griner Balken/ rote Markierung).

In der SpliceAID-Analyse werden weitere Protein-Bindungsstellen innerhalb der
Sequenz untersucht, die eine Rolle beim RNA-Splei3en spielen. Die mutierte Sequenz
verursacht den Wegfall der Bindungsstelle fir das Protein Fox-1 und Fox-2. Es
entsteht bei der Mutation jedoch eine neue Bindestelle fir das hnRNP DL Protein
(Abbildung 24). Die Proteine Fox-1, Fox-2 und hnRNP DL spielen eine regulatorische
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Rolle beim alternativen Spleilen und der Gentranskription (siehe 5.4.1, Auswirkungen

auf die Proteinfunktion).

Wildtyp: c.1432_1433delGT:
10 10

9 9

8 8

7 7

6 G 6
S5 85
C 4 C 4
03 03
R 2 R 2
E1l E1

CAAGAGCAAUGAC ' AGUAUAAAAAAUAUG CAAGAGCAAUGACUAAGUAUAAAAAAUAUG
110 120 130 110 4 120

-1 -1

-2 -2

-3 -3 hnRNP

-4 -4

-5 -5

-6 Sam68 SLM-2 -6 Sam68 SLM-2
-7 Fox-2 Samé68 =7 Samé68

-8 Sam68 -8 Samé8
-9 SLM-2 Samé68 -9 SLM-2 Samé68
-10 SLM-2 -10 SLM-2

SLM-2 SLM-2
SLM-2 SLM-2

Abbildung 24: SpliceAID-Analyse: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit c.1432_1433del GT [189]. Durch die Deletion
der Basen GT (roter Pfeil) kommt es zu einem Verlust der Bindungsstelle fiir die Proteine Fox-1 und Fox-2
(dunkelroter Balken). Gleichzeitig kommt es durch die neue Basensequenz zu einer Bindungsstelle fir das
Protein hnRNP DL (tlrkiser Balken).

Auswirkungen auf die Proteinfunktion

Die Mutation ¢.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 der Patientin 3 wird in den in silico-
Analysen als krankheitsverursachend prognostiziert. Die Position der Mutation und der
frihzeitige Abbruch der Translation fliihren zu einem deutlich verklrzten Protein. Das
3-D Proteinstrukturmodell von SWISS-MODEL (Abbildung 25) fir p.V478KfsX11 sagt
voraus, dass aullerhalb der Membran eine gro3e Struktur des Proteins wegfallt, die
der STAS-Region entspricht.
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Wildtyp p.V478KfsX11

Abbildung 25: SWISS-MODEL: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit p.V478KfsX11 [193]. Im 3-D Modell sieht man bei
p.V478KfsX11 verglichen mit dem SLC26A7 Wildtyp den Verlust einer Proteinstruktur, die au3erhalb der
Membrandomane liegt (roter Pfeil). Diese Region entspricht der STAS-Region in SLC26A7.

Die STAS-Region ist ein charakteristische Domane der SLC26-Familie, die am C-
terminalen Ende im Zytoplasma vorliegt und eine entscheidende Rolle bei der lonen
Austauschfunktion und Oberflachenexpression des Proteins spielt (vgl. 2.3.1) [12].
Durch den Verlust dieser membranstabilisierenden Region ist anzunehmen, dass die
Proteinfunktionalitat wesentlich beeinflusst wird. Das wurde bereits in SLC26A3, einem
anderen Gen der SLC26-Genfamilie, experimentell gezeigt [137, 138]. Mutationen
innerhalb der STAS-Region haben hier zum Verlust der Membranlokalisation und
verandertem Transportverhalten gefuhrt [137]. Es wurden zwei Gruppen von
Mutationen unterschieden: Wahrend bei der Mutation AY526/7 in SLC26A3 eine
Reduktion des CI/HCO3 -Austausches um 47% gegenlber dem Wildtyp und eine
eingeschrankte Oberflachenexpression nachgewiesen wurde, konnte bei den
Mutationen 1544N, 1675/6ins, und G702Tins in SLC26A3 keine signifikante CI/HCOz
-Austauschaktivitat oder Lokalisierung in der Membran mehr gezeigt werden [137].
Ursachlich hierfur ist bei den Mutationen 1675/6ins und G702Tins in SLC26A3 die
Fehlfaltung der STAS-Domane [137]. Interessanterweise kommt es durch AY526/7
und 1544N in SLC26A3 zu keiner funktionellen Beeintrachtigung der STAS-Region
selbst [137]. Es wird davon ausgegangen, dass die durch AY526/7 und 1544N
verursachten Funktionseinschrankungen von SLC26A3 durch eine gestorte Interaktion
der STAS-Domane mit anderen Proteinregionen von SLC26A3 ausgelost werden
[137]. Ahnliche Beobachtungen wie bei SLC26A3 konnten fiir die Mutation
p.F631LfsX8 in SLC26A7 gezeigt werden. Die Verkurzung von SLC26A7 durch die
Mutation p.F631LfsX8, bei der es verfuhrt zum Abbruch der Translation kommt, fUhrte
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ebenfalls zu einem veranderten Expressionsverhalten [11]. Das mutierte Protein wurde
nicht mehr in der Membran lokalisiert, sondern lag intrazellular vor [11]. Ishii et al.
konnten zusatzlich nachweisen, dass die lod-Transportfunktion durch den Verlust der
STAS-Domane verloren geht [10]. Die in dieser Arbeit gefundene Mutation
p.V478KfsX11 bewirkt einen friheren Abbruch des Proteins als p.F631LfsX8 und fuhrt
zum kompletten Wegfall der STAS-Region (Abbildung 43), wodurch vergleichbare
Auswirkungen auf die Expression und Funktion stark anzunehmen sind. Daruber
hinaus konnte der Funktionsverlust von SLC26A7 Folgen fur Protein-Protein-
Interaktionen haben. Dies wurde bislang nicht untersucht. Die Abbildung 26 zeigt die
Analyse der Protein-Protein-Interaktionen fur SLC26A7 von String. Dabei wird auf
Grund von Textmining, einer Analyse von Textdaten, unter anderem eine Interaktion
zu SLCb5AS vorhergesagt. SLC5AS/NIS ist ein bereits bekanntes Kandidatengen fur
Schilddrisenhormonbiosynthesestérungen bei CH und Mutationen in SLC5A5 kdnnen
wie bei SLC26A7 mit Struma-Bildung einher gehen (vgl. 2.2.4). Aul3erdem wurde bei
Patienten mit mutierten SLC5A5 ebenfalls eine erhohte Blutserum TG-Konzentration
gemessen [202]. Als Na*/I'-Symporter, der lod aus der Blutbahn in die Thyreozyten
transportiert, spielt NIS eine wichtige Funktion bei der lod-Aufnahme (vgl. 2.1.3).
SLC26A7 hingegen scheint, wie SLC26A4, am lod-Transport nach extrazellular
mitzuwirken (vgl. 2.4.1). Da beide Transporter am lod-Stoffwechsel der Schilddrise
beteiligt sind und eine Mutation in einem dieser beiden Gene ein klinisch ahnliches
Krankheitsbild hervorruft, ist eine gegenseitige Interaktion durchaus denkbar. Fir
andere Mitglieder der SLC26-Genfamilie wurden bereits wichtige Protein-Protein-
Interaktionen beschrieben [12, 14]. So aktivieren sich die STAS-Domane von
SLC26A3 und die R-Doméane von CFTR gegenseitig [12]. Der Verlust der STAS-
Domane von SLC26A7 konnte somit auch auf andere Proteine Einfluss haben und im
Bezug zu SLC5AS5 beispielsweise zu einer schweren Form der CH fuhren. Um diese
Uberlegung bestatigen, sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig. Weiterhin
werden durch die Mutation veranderte Spleileigenschaften in der Analyse von
Mutation Taster (Abbildung 21) vorhergesagt. Die durchgefuhrte SpleiRanalysen mit
ESE-finder und SpliceAID bestarken diese Vermutung (Abbildung 22-24). Durch die
Mutation p.F631LfsX8 fallen die Bindungsstellen fur die Proteine Fox-1 und Fox-2, die
das alternative Spleil3en regulieren, weg. Fox-1 und Fox-2 spielen beispielsweise eine
wichtige Rolle bei der Erythropoese [203]. Durch die Bindung von Fox-1 und Fox-2 an
UGCAUG-Elementen des Proteins 4.1R kommt es zur Aktivierung eines

Spleilprozesses, der zum Einschluss von Exon 16 fuhrt, wodurch die Affinitat des
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Proteins 4.1R fur Spektrin und Aktin erhoht wird [203]. Dieser Vorgang ist bedeutsam
fur die Differenzierung zu Erythrozyten [203]. Aullerdem wird durch die Mutation
p.F631LfsX8 eine neue Bindungsstelle fur das Protein hnRNP DL gebildet. Das Protein
hnRNP DL zeigt auch eine wichtige regulatorische Funktion beim alternativen Splei3en
sowie der Expression von Genen [204]. Beispielsweise ist die Uberexpression von
hnRNP DL Uber die Regulation des CAMKV-Gens in APP/PS1-Mausen, einem
Mausmodell fur Alzheimer, mit einer verbesserten kognitiven Leistungsfahigkeit
assoziiert, wahrend eine Herunterregulation zu Gedachtnisdefiziten fuhrt [204].
Zusatzlich wird dem Protein hnRNP DL eine Rolle bei der Differenzierung von
Muskelgewebe nachgewiesen [205]. Mutationen in hnRNP DL sind mit der
Gliedergurteldystrophie, einer erblichen Muskelerkrankung assoziiert [205]. Um die
genauen Auswirkungen der Spleilveranderungen durch p.F631LfsX8 auf das Protein
SLC26A7 und seine Funktion zu verstehen, bedarf es jedoch in vitro Untersuchungen.

SLC4A9
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SLC4A2

N SLC26A1 A/
SLC4A4
SLC26A7 "..o
/\GF’ALPN @ N
o
Nt SLC4A3
-
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|
Known Interactions Predicted Interactions Others
L from curated databases 99— gene neighborhood g ™ textmining
(—" experimentally determined —" gene fusions (D= co-expression
(= gene co-occurrence L protein homology

Abbildung 26: STRING Analyse Uber die Protein-Protein Interaktionen von SLC26A7 [195]. Mit dem Protein
SLC26A7 werden zahlreiche Proteine anhand von Textdatenanalysen (Textmining/ hellgriine Linie) in Verbindung
gebracht. Aus den bisher bekannten Kandidatengenen fiir Schilddriisenhormonbiosynthesestérungen wird fiir
SLC5AS5 eine Interaktion mit SLC26A7 vorhergesagt (lila Kugeln).
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Fazit

Zusammenfassend ist auf Grund der Ergebnisse der in silico-Analysen und der
Vergleich von Untersuchungen ahnlicher Mutationen anzunehmen, dass die
gefundene Mutation p.V478KfsX11 zum Funktionsverlust von SLC26A7 fuhrt und bei
der Patientin 3 ursachlich fur die CH ist.

5.5 Noch nicht beschriebene Veranderungen in SLC26A7

Die Veranderungen c.796-123 C>A (Patient 6, vgl. 5.5.1) und ¢.1935+176 del T
(Patient 7 und 15, vgl. 5.5.2) in den Intronbereichen von SLC26A7 sowie
c.1259 _1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ in Exon 12 (Patient 19, vgl. 5.5.3)
wurden in den Datenbanken bisher nicht hinterlegt. Innerhalb der untersuchten
Kontrollen trat die Variante ¢.1935+176 del T einmal in heterozygoter Form auf. Um
beurteilen zu konnen, ob es sich bei den Varianten um Polymorphismen oder
krankheitsverursachende Mutationen handelt, wurden sie mit Hilfe von in silico-

Analysen weiter untersucht.

5.5.1 ¢.796-123 C>A
Patient 6

Die Patientin 6 ist das zweite Kind gesunder Eltern. Schilddrisenerkrankungen sind in
der Familie nicht bekannt. Sie kam nach komplikationsloser Schwangerschaft in der
38. Schwangerschaftswoche per Sectio bei Beckenendlage zur Welt. Postpartal wurde
die Patientin kurzzeitig bei anhaltender auffalliger Atmung und kurzzeitigem O2-Bedarf
intensivmedizinisch betreut. In den ersten Tagen nach Geburt zeigte sie sich schlafrig,
trank nicht ausreichend und wurde Uber eine Sonde zusatzlich ernahrt. Im
Neugeborenenscreening fiel ein erhohter TSH-Wert von 383muU/I (NW: 0,2 - 4,2mU/)
auf. Die Diagnose CH wurde am 6. Lebenstag mit einem exzessiv erhohten TSH-Wert
von 741mU/l und einem erniedrigten fT4-Wert von 0,4 ng/dl (NW: 0.9-1.7ng/dl)
bestatigt. Zudem war der TG-Wert mit 372ng/ml (NW: bis 50ng/ml) erhoht. Bei der
sonographischen Untersuchung der Schilddrise stellte sich eine orthotope Struma
dar. Die L-Thyroxin Therapie wurde mit 50ug eingeleitet. Darunter konnte ein
adaquater TSH-Abfall und eine klinische Verbesserung erreicht werden, sodass die
Dosis angepasst wurde. In den Kontrolluntersuchungen zeigte sich unter Therapie
eine normale Entwicklung der Patientin. Die molekulargenetische Untersuchung der
Kandidatengene auf CH aufgrund einer Hormonbiosynthesestérung zeigte keine
ursachlichen Mutationen.
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Lokalisation der Variante

Die heterozygote Variante ¢.796-123 C>A der Patientin 6 ist im Intronbereich zwischen
Exon 7 und Exon 8 lokalisiert.

Mutation-und Splei3analyse

Die in silico-Analyse von Mutation Taster bezeichnet die VUS ¢.796-123 C>A als
Polymorphismus. Jedoch wird nicht ausgeschlossen, dass sich der Basenaustausch
durch die Veranderung des Spleildverhaltens auf das Protein und damit auf seine
Funktion auswirken kann (Abbildung 27).

Mute
mutation t’sting

(explain)

Summary hyperink
« protein features (might be) affected
« splice site changes

analysed issue

analysis result

name of alteration no title

alteration (phys. location) chr8:92350255C>A show variant in all transcripts |GV
HGNC symbol SLC26A7

Ensembil transcript ID ENST00000523719

UniProt peptide Q8TES54

alteration type single base exchange

alteration region intron

DNA changes g.128534C>A

known variant

Variant was neither found in EXAC nor 1000G.

Search ExAC.
protein features start (aa) end (aa) feature details

255 275 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
276 306 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
307 327 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
328 343 TOPO_DOM Extracellular (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
344 364 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
365 383 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
384 404 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
405 425 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
426 448 TOPO_DOM Extracellular (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
449 469 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)

470 656 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
492 641 DOMAIN STAS. might get lost (downstream of altered splice site)
521 521 CONFLICT T->A(in Ref. 4; AAI14475). might get lost (downstream of altered splice site)
641 656 REGION Membrane targeting. might get lost (downstream of altered splice site)

Abbildung 27: Mutation Taster Vorhersage zu c.796-123 [186]. Die Veranderung c.796-123 C>A wird als
Polymorphismus eingestuft.

Die Ergebnisse der SpleiRanalysen von ESEfinder und SpliceAID verstarken die
Annahme, dass sich das Spleien durch den Basenaustausch von C zu A im

Intronbereich andern kénnte.
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Der Vergleich der Splice Sites mit der Wildtypsequenz in der Analyse von ESEfinder
zeigt den fast vollstandigen Wegfall einer Verzweigungsstelle (branch site) an der
Position der Transition (Abbildung 28). Die Wahrscheinlichkeit fir das Vorhandensein
einer Verzweigungsstelle reduziert sich von 1.93 auf 0.06. Der Einfluss einer neu
entstandenen Verzweigungsstelle kann durch die Wahrscheinlichkeit von 0.1 als
gering angesehen werden. Zudem kommt es zum Verlust zweier Bindungsstellen fir
die regulatorischen SRProteine SRSF2 und SRSF6, wie die Abbildung 29 zeigt.

Wildtyp: €.796-123 C>A:

4 4

httttatttatttttgaaagtctgtgcagafectagattattottgatgtttatgggacat

attttatttatttttgaaaetcteteca gctagattattcttgatgtttatgggacat

BranchSite BranchSite

5SS_U2_human 0 .5ss_uz_human threshold: 0
Iass U2_human Eostion]/S /S cor 35S_U2_human Position*/Site/Score :
.W 5 (-57) tntttntf 1.03960? lsssiuzimouse 5 (=57) tatttat! 1.08960
| e ——————— | - 12 (-50 ttttgaa 1.78960: e 1hh o o 12 (-50 ttttgaa 1.78960¢
SSS_UZL 24 (-38) gtgcaac 1.92960 WL I 24 (-38) gtgcaaa 0.0SBBDI
Werancnsiee 42 (-20).  tcttgat  2.80740 25 (-37)  tgcaaat 0. }_q_}gol
48 (-14)  tgtttat  0.33410 42 (-20)  tottgat  2.80740
48 (-14) tgtttat 0.33410

Abbildung 28: ESEfinder-Analyse der Splice Sites: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit ¢.796-123 C>A [188]. Durch
den Basenaustausch von Cytosin zu Adenin in ¢.796-123 C>A (roter Pfeil) kommt es zu einer starken Reduzierung
der Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen der BranchSite an Postion 24 bis 38 (rote Markierung). Weiterhin entsteht
Uberlappend zu dieser mit sehr niedriger Wahrscheinlichkeit eine neue Bindungsstelle fiir eine Verzweigungsstelle
(rote Markierung), sodass insgesamt mit einem Wegfall der Bindungsstellen fiir BranchSites durch die Veranderung
€.796-123 C>A zu rechnen ist.
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€.796-123 C>A:

4 4

httttatttatttttgaaagtctgtgcaahtgctagattattcttgatgtttatgggacat

SRSF1
ISRSF1 (IgM-BRCA1)
ISRSF2
SRSF5

httttatttatttttgaaagtctgtgca

ISRSF1
ISRSF1 (IgM-BRCA1)
[SRSF2
SRSF5

|SRSF6

gctagattattcttgatgtttatgggacat

SRSF2 SRSF5 SRSF8 SRSF2 SRSF5 SRSF6
threshold: 2.383 threshold: 2.67 threshold: 2.676 2383 267 »
Position*/Site/Score Position*/Site/Score Position*/Site/Score Position*/Site/Score Position*/Site/Score P
g | 19 (-43) agtctata 2.45610!|i 50 (-12) tttatga 3.15032
a

Abbildung 29: ESEfinder-Analyse der Bindungsstellen von SRProteinen: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit c.796-123
C>A [188]. Durch den Basenaustausch von Cytosin zu Adenin in ¢.796-123 C>A (roter Pfeil) kommt zum Verlust
der Bindungsstellen fur die Proteine SRSF2 (blauer Balken/ rote Markierung) und SRSF6 (gelber Balken/ rote
Markierung).

Die SpliceAID-Analyse stellt ebenfalls Unterschiede bei Bindungsstellen fur
regulatorische Spleifproteine von ¢.796-123 C>A verglichen mit dem Wildtyp dar. Die
Bindestellen fir die Proteine SRp40 und MBNL1 entfallen, wahrend neue Bindestellen

fur die Proteine SLM-2 und Sam 68 entstehen (Abbildung 30).

Wildtyp: €.796-123 C>A:
10 10
9 ETR-3 9 ETR-3
8 8
7 7 3
6 SRp40 6
S5 S5
C 4 TIALL C 4 TIALlL
03 TIALl 03 TIALl 1
R 2 TIA-1 R 2 TIA-1
E1l E1
auuuuauuuauuuuugaaagucugugcagcpgcuagauuauucuugauguuuaugggacau
160 150

110 120 130 140 150

MBNL1 HuB

hnRNP I (PTB)

Cl

auuuuauuuauuuuugaaagucugugcada@hgcuagaunauucuugauguuuaugggacau
110 120 30 140 5 160
HuB

SLM-2
Sam68

hnRNP I (PTB)

KSRP hnRNP Al hnRNP F -6 KSRP hnRNP Al hnRNP F
=7 hnRNP C hnRNP H1 =7 hnRNP C hnRNP H1
-8 HuR HuR hnRNP H2 -8 HuR HuR hnRNP H2
-9 P Cl hnRNP H3 -9 hnRNP H3

P C2
HuB HuB SLM-2

HuD HuR

P Cl

P C2
HuB HuB SLM-2
HuD HuR

Abbildung 30: SpliceAID-Analyse: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit c. 796-123 C>A [189]. Durch den
Basenaustausch von Cytosin zu Adenin in ¢.796-123 C>A (roter Pfeil) kommt es zum Verlust der Bindungsstellen
fur die Proteine SRp40 (roter Balken) und MBNL1 (hellgriiner Balken) und es entsteht eine neue Bindungsstelle fiir
die Proteine SLM-2 und Sam68 (grauer Balken).
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Beurteilung der Variante

Die Variante c.796-123 C>A lag bei einer Patientin in heterozygoter Form vor. Diese
Veranderung im Intronbereich von SLC26A7 wurde zuvor weder in den Datenbanken
noch unter den untersuchten Kontrollen beobachtet. Die Analyse von Mutation Taster
identifiziert diesen Basenaustausch als Polymorphismus. Es wird angenommen, dass
wahrend der Transkription Anderungen im Spleilverhalten vorkommen. Die Analysen
von ESEfinder und SpliceAID zeigen den Verlust einer branch site und der
Bindungsstellen fur SRProteine sowie Veranderungen bei der Bindung von
regulatorischen Spleikproteinen. Anderungen und Auswirkungen des SpleiRverhalten
durch Varianten werden von den Datenbanken haufig Ubersehen oder bei
Veranderungen ohne Leserasterverschiebung als unbedeutend gewertet [206].
Intronbereiche spielen eine wichtige Rolle fur das Spleilden sowie fur die Regulation
der Genexpression [207, 208]. Bisher sind jedoch nur wenige
krankheitsverursachende Spleilmutationen in Intronbereichen beschrieben worden
[206]. Darunter auch Mutationen innerhalb der Branch site, die sowohl zum
Uberspringen von Exonen sowie zur Retention von Intronbereichen filhren kénnen
[206]. Die Variante ¢.796-123 C>A kann demzufolge trotz der Annahme eines
Polymorphismus durch das veranderte Spleildverhalten Auswirkungen auf das Protein
SLC26A7 haben. Um die genaue Bedeutung dieser SpleilRveranderungen durch
€.796-123 C>A zu klaren, mussen experimentelle in vitro Untersuchungen

durchgefuhrt werden (vgl. 5.7.1).

5.5.2 c.1935+176del T
Patientin 7 und Patientin 15

Die Patientin 7 fiel im Neugeborenenscreening durch einen hohen TSH-Wert von
299mU/I (NW: 0,2-4,2 mU/l) mit erhohtem TG-Wert von 100ng/ml (NW: bis 50 ng/ml)
auf. Sonographisch wurde eine Schilddrise nachgewiesen, sodass von einer CH auf
Grund eines Hormonbiosynthesedefekts auszugehen ist. Die Patientin wird seit Geburt
mit L-Thyroxin behandelt.

Bei der Patientin 15 lag der TSH-Wert im Screening bei 149mU/I (NW: 0,2-4,2 mU/I).
Dieser stieg in der Kontrolluntersuchung auf 397,65mU/l an. Der gemessene fT4-Wert
von 0,26pg/ml (NW: 0.9-1.7 ng/dl) und der fT3-Wert von 1,25pg/ml (NW: 2.3-4.9 pg/ml)
bestatigten die Diagnose der CH. Die Blutserumkonzentration von TG betrug

63,2ng/ml (NW: bis 50 ng/ml). Es erfolgte eine unmittelbare L-Thyroxin Substitution,
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worunter sich eine gute Entwicklung des Kindes zeigte. Sonographisch stellte sich die
Schilddruse nicht vergroRert dar.

Lokalisation der Variante

Die VUS ¢.1935+176 del T befindet sich im Intronbereich zwischen Exon 19 und Exon
20.

Mutations-und Splei3analyse

Die Analyse von Mutation Taster prognostiziert die Deletion der Base Thymin an der
Position ¢.1935+176 als Polymorphismus. Zusatzlich werden Veranderungen im
Spleillen angenommen, wodurch auch die Proteinfunktion beeinflusst werden konnte
(Abbildung 31).

Mut:

;3 : mutation t@sting

(explain)

Summary

analysed issue

name of alteration
alteration (phys. location)
HGNC symbol

Ensembl transcript ID

UniProt peptide
alteration type
alteration region
DNA changes

known variant

protein features

hyperlink
« protein features (might be) affected
+ splice site changes

analysis result

no title
chr8:92406443_92406443delT
SLC26A7

ENST00000523719

Q8TE54

deletion

intron
0.184722_184722delT

Variant was neither found in EXAC nor 1000G.
Search EXAC.

start (aa) end (aa) feature details

470 656 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
641 656 REGION Membrane targeting.  might get lost (downstream of altered splice site)

Abbildung 31: Mutation Taster Vorhersage zu ¢.1935+176 del T [186]

Die Spleilanalyse von ESEfinder zeigt keine Veranderungen durch die Variante
c.1935+176 del T im Vergleich zum Wildtyp. Die Splice Sites sowie die Bindungsstellen
der SRProteine bleiben gleich (Abbildung 32 und Abbildung 33).
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Wildtyp:

c.1935+176 del T:

3

heaatgtttcecattcttttettftlageccagttataaaec

agaatgctcccattczttctzfeqccagtcataaac

5SS_U2_h
.. 3ss_uz_numan BranchSite . 58S_U2_human BranchSite
_U2_human threshold: 0 3SS_U2_human threshold: 0
. g::_ﬁz_mouse Position*/Site/Score 58S_U2_mouse Position*/Site/Score
Jz_mouse H T H 7 38S_U2_mouse i i H
e i -31)j i i — 7 (-30)]  tttccat!  1.06010
.Branchsite | 7.(=31)|  tttccat| = 1.06010] | i i
27 (-11); cagttat; 2.38180; 26 (-11)i cagttat] 2.38180;

Abbildung 32: ESEfinder-Analyse der Splice Sites: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit c.1935+176 del T [188]. Durch
die Deletion der Base Thymin in ¢.1935+176 del T (roter Pfeil) kommt es zu keiner Veranderung der Splice Sites

gegeniber dem SLC26A7 Wildtyp.

Wildtyp:

SRSF2
threshold: 2.383

Position*/Site/Score
24 (-14)

ggccagtt% 2 .80377§

c.1935+176 del T:

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

hgaatgtttccattcttttttaggccagttataaac

t

SRSF1
SRSF1 (IgM-BRCA1)
ISRSF2

SRSF2
threshold: 2.383

Position*/Site/Score
23 (-14)]

ggccaqtt% 2.80377%

Abbildung 33: ESEfinder-Analyse der Bindungsstellen von SRProteinen: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit
€.1935+176 del T [188]. Durch die Deletion der Base Thymin in c.1935+176 del T (roter Pfeil) kommt es zu keiner
Veranderung der Bindungsstellen fiir SRProteine gegentiber dem SLC26A7 Wildtyp.

Eine Anderung der SpleiReigenschaften durch die Variante ¢.1935+176 del T wird

jedoch von der Analyse SpliceAID angezeigt (Abbildung 34). Hier ist der Verlust

zahlreicher Bindungsstellen fir Spleil3proteine festzustellen. So entfallt beispielsweise
die Bindung der Proteine SLM-2, SLM-1, hnRNP K, hnRNP E1. Die Bindung durch das
Protein hnRNP C2 entsteht neu durch ¢.1935+176 del T.
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Wildtyp: c.1935+176 del T:

10 SLM-2 10

9 ETR-3 SLM-1 9 ETR-3

8 8 L1

7 7 3

6 6 TIA-1 Samé68
S5 S5
C 4 C 4
o 3 o3
R 2 R 2
E1 E 1

agaauguuuccauucuuuuu ggccaguuauaaac agaauguuuccauucuuuuuuaggccaguuauaaac
|10 |20 |30 |10 120 |30

-1 ] N -1 I 7

-2 HuB -2 HuB HuB |

-3 -3 hn Cl

-4 -4

-5 -5 | |

-6 -6 HuR Samé68
=7 SLM-2 =7 HuR SLM-2
-8 DAZAP1 -8 hnRNP C1

-9 HuR -9 hnRNP Cl
-10 HuR -10 hnRNP C2

hnRNP C1 hnRNP C1
hnRNP C1 hnRNP C2

Abbildung 34: SpliceAID-Analyse: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit ¢.1935+176 del T [189]. Durch die Deletion der
Base Thymin in ¢.1935+176 del T (roter Pfeil) kommt es zum Verlust der Bindungsstellen fir die Proteine SLM-2,
SLM-1, hnRNP K, hnRNP E1 und zur neuen Bindungsstelle fiir das Protein hnRNP C2.

Beurteilung der Variante

Die Variante c.1935+176 del T trat bei zwei Patienten sowohl homozygot als auch
heterozygot auf. Diese Veranderung im Intronbereich ist in den Datenbanken nicht
hinterlegt. Innerhalb der 20 durchgefuhrten Kontrollen wurde diese Variante ebenfalls
detektiert. Sie kam bei einer Kontrolle als heterozygote Veranderung vor. Die Analyse
von Mutation Taster stuft die Variante c.1935+176 del T als Polymorphismus ein,
wobei sich Proteineigenschaften durch andere Splicesites verandern konnten. Eine
Analyse der Splicesites sowie der SRProtein-Bindungsstellen hingegen zeigt keine
Veranderungen durch c.1935+176 del T. Lediglich die weitere Untersuchung mit
SpliceAlID zeigt ein abweichendes Bindungsmuster von Proteinen, die das Spleil3en
beeinflussen konnen. Insgesamt zeigen die durchgefuhrten in silico-Analysen, sowie
die Haufigkeit innerhalb der untersuchten Patienten und Kontrollen, dass es sich bei
der Variante ¢.1935+176 del T sehr wahrscheinlich um einen Polymorphismus handelt.
Das sollte gegebenenfalls in den Datenbanken erganzt werden. Um ein verandertes
SpleilRverhalten beweisen zu kdnnen, muss dieses beispielweise anhand von in vitro

Untersuchungen gezeigt werden (vgl. 5.7.1).
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5.5.3 ¢.1259_1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ
Patient 19

Der Patient mit der Duplikation ¢.1259 1267dupTGCTAATAC ist das 3. Kind einer
funfkopfigen Familie. Die Schwangerschaft sowie die Geburt verliefen
komplikationslos. Wahrend der Schwangerschaft wurde die Mutter auf Grund einer
Jodmangelstruma mit 200ug/d Jodid behandelt. Das Geburtsgewicht mit 3450g und
die Korperlange mit 54cm lagen im Normbereich. Die Geburt erfolgte in der
40.Schwangerschaftswoche. Im Neugeborenenscreening fiel der Patient durch einen
erhohten TSH von 202mU/l (NW: 0,2-4,2 mU/l) auf, der in der Kontrolluntersuchung 2
Tage spater bis auf 405mU/l anstieg. Trotz leicht erhdhtem fT3-Wert von 5,8pg/ml
(NW: 2,3-4,9 pg/ml) bestatigte der fT4-Wert von 0,5ng/dl (NW: 0,9-1,7 ng/dl) die
Diagnose einer CH. Klinisch zeigte der Patient eine angeborene Struma und eine
leichte Makroglossie. Es wurde eine L-Thyroxin Therapie begonnen, worunter der
Patient sich normal entwickelte. Im 11. Lebensjahr wurde ein Auslassversuch
durchgefuhrt. Im Rahmen des Auslassversuches entwickelte der Patient erneut eine
mit Struma einhergehende Hypothyreose, sodass man die L-Thyroxin Substitution
fortsetzte. Darunter zeigt der Patient eine euthyreote Stoffwechsellage.

In der Familie ist nur bei der Mutter eine Schilddrisenerkrankung bekannt, die wegen
einer Jodmangelstruma behandelt wird. Die Duplikation wird von den Eltern vererbt,
die beide heterozygote Trager sind (Abbildung 16). Der altere Bruder ist ebenfalls
heterozygoter Trager. Die Schwester ist nicht Tragerin der Mutation.

Lokalisation der Variante

Das Duplikat ¢.1259 1267dupTGCTAATAC in Exon 12 kodiert fur eine Stelle im
Protein, die im Bereich der vorletzten Transmembrandomane liegt, wie die Grafiken

von Ensembl und Phobius veranschaulichen (Abbildung 35 und 36).

p.Q423LinsLIQ:

ENSP00000428849.1 ——
Transmeml brane heli — — T E— — —

Low complexity (Seg)
Superfamily

Pfam

Abbildung 35: Ensembl-Darstellung: Protein Domanen fur SLC26A7, ENST00000523719.5 und Position der
Duplikation ¢.1259_1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ (roter Pfeil/ rote Markierung) [159].
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Wildtyp: p.Q423LinsLIQ:

FT TOPO_DOM 1 65 CYTOPLASMIC.
FT  TOPO_DOM 1 65 CYTOPLASMIC. FT  TRANSMEM 66 93
FT  TRANSMEM €6 93 FT  TOPO_DOM 94 98 NON CYTOPLASMIC.
R E om0 =
FT TOPO_DOM 116 144 CYTOPLASMIC. S: TT,FOPP O"S‘DOEH i:g iég CETOFLASMIC,
i: Tomsgs i:: igg NON CYTOPLASMIC FT TOPO_DOM 166 170 NON CYTOPLASMIC.
P mAnews A1 ie1 FT TRANSMEM 171 191
FT TOPO DOM 192 202 CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 192 202 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 203 220 FT  TRANSMEM 203 220
FT  TOPO_DOM 221 225 NON CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 221 225 NON CYTOPLASMIC.
FT  TRANSMEM 226 245 FT TRANSMEM 226 245
FT  TOPO_DOM 246 256 CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 246 256 CYTOPLASMIC.
FT  TRANSMEM 257 277 FT TRANSMEM 257 277
FT TOPO_DOM 278 303 NON CYTOPLASMIC. FT TOPO_DOM 278 303 NON CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 304 327 FT TRANSMEM 304 327
FT  TOPO_DOM 328 347 CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 328 347 CYTOPLASMIC.
FT  TRANSMEM 348 367 FT  TRANSMEM 348 367

PT TOPO_DOM 368 378 HON CYTOPLASMIC. FT  TOPO_DOM 368 378 NON CYTOPLASMIC.
o = 9 9 MR 9 9

[RANSMEN
LRANSMEM
o memobod 232 :gi FT  TOPO_DOM . 398 403
- 5 : - FT  TRANSMEM 404 427
OP0_DOM 378 33

TR
FT TRANSMEM 444 469 - : °
FT TOPO_DOM 470 656 CYTOPLASMIC. FT  TRANSMEM 447 472

CYTOPLASMIC. CYTOPLASMIC.

NON CYTOPLASMIC. NON CYTOPLASMIC

7/ FT  TOPO_DOM 473 659 CYTOPLASMIC.
/7
Phobius posterior probabilities for SLC26A7 Phobius posterior probabilities for c.1299_1267dupTGCTAATAC

1 1

0.8 0.8
2 2

g 0.6 g e
- &

5 04 5 o
5 5
8 é
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transnesbrane ——  cytoplasmic = rnon cytoplasmic signal peptide == transmenbrane ——  cytoplasnic non cytoplasmic signal peptide ==

Abbildung 36: Phobius- Analyse: Analyse der Transmembrandomanen und Signalpeptide von SLC26A7 Wildtyp
und p.Q423LinsLIQ. Bei p.Q423LinsLIQ verlangert sich die rot markierte, zytoplasmatische Domane und
Transmembrandomane [201].

Mutations- und SpleiBanalyse

Die Mutationsanalyse von Mutation Taster stuft die Duplikation als Polymorphismus
ein. Es wird jedoch auch beschrieben, dass es durch den Einbau der Basen zu einer
Veranderung der Aminosaurensequenz kommt und die das Spleillen beeinflussen
koénnte. Diese Veranderung des Proteins, hatte vermutlich Einfluss auf die Funktion
(Abbildung 37).
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Mutz:

mutation tsting

(explain)

Summary hyperlink
« amino acid sequence changed
« protein features (might be) affected
* splice site changes
analysed issue analysis result
name of alteration no title
alteration (phys. location) chr8:92365177_92365178insTGCTAATAC
HGNC symbol SLC26A7
Ensembil transcript ID ENST00000523719
UniProt peptide Q8TE54
alteration type insertion
alteration region CDS
DNA changes ¢.1267_1268insTGCTAATAC
cDNA.1539_1540insTGCTAATAC
0.143456_143457insTGCTAATAC
AA changes insertion of more than 2 AA
-421L Score: -, -4211 Score: -, -421L Score: - explain score(s)
position(s) of altered AA 421
if AA alteration in CDS
frameshift no
known variant Variant was neither found in EXAC nor 1000G.
Search EXAC.
protein features start (aa) end (aa) feature details
405 425 TRANSMEM Helical; (Potential). lost
426 448 TOPO_DOM Extracellular (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
449 469 TRANSMEM Helical; (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)

470 656 TOPO_DOM Cytoplasmic (Potential). might get lost (downstream of altered splice site)
492 641 DOMAIN STAS. might get lost (downstream of altered splice site)
521 521 CONFLICT T ->A(in Ref. 4; AAI14475). might get lost (downstream of altered splice site)
641 656 REGION Membrane targeting. might get lost (downstream of altered splice site)

Abbildung 37: Mutation Taster Vorhersage zu ¢.1259_1267dupTGCTAATAC [186]. Die Veranderung
¢.1259_1267dupTGCTAATAC wird als Polymorphismus eingestuft.

Eine weitere Mutationsanalyse wurde mit Hilfe von Polyphen durchgefihrt. Polyphen
prognostiziert, dass der Austausch der Aminosaure Glutamin durch Leucin an dieser
Position (Aminosaure 423) wahrscheinlich krankheitsverursachend ist, weil es sich hier
um eine hoch konservierte Aminosaure handelt (Abbildung 38). Ebenso
krankheitsverursachend werden die Verschiebungen der Aminosauren an Position
425 von Arginin zu Isoleucin und 426 von Asparginsaure zu Glutamin gewertet
(Abbildung 38). Diese Analyse konnte jedoch nicht fur die gesamte Duplikation LIQ
(Leucin, Isoleucin und Glutamin) durchgefuhrt werden, da nur die Veranderung einer

einzelnen Aminosaure Uberpruft werden kann.
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A Protein Acc  Position AA1; AA; Description

Q8TES4 423 Q L Canonical; RecName: Full=Anion exchange transporter; AttName: Full=Solute carrier family 26 member 7; Length: 656
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.997 (sensitivity: 0.41; specificity: 0.98)

0.08 0.2 0140 0.60 0.8 1.00
Protein Acc  Position AAq AA; Description
QBTES4 424 F L Canonical; RecName: Full=Anion exchange transporter; AltName: Full=Solute carrier family 26 member 7; Length: 656
Results
[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation Is predictedtobe  BENIGN with a score of 0.273 (sensitivity: 0.91; specificity: 0.88)

.00 0.20 0,48 6.60 8.0 1160
C' Protein Acc  Position AA; AA; Description
QBTES4 425 R I Canonical; RecName: Full=Anion exchange transporter; AltName: Full=Solute carrier family 26 member 7; Length: 656
Results
[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

8.0 8.20 0,48 0,60 0.80 1.00
Protein Acc  Position AAq AA; Description
Q8TES4 426 D Q Canonical; RecName: Full=Anion exchange transporter; AltName: Full=Solute carrier family 26 member 7; Length: 656
Results
[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1,000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

Abbildung 38: Polyphen-Analyse zu p.Q423L, p.F424L, p.R425I, p.D426Q [209].

A. Die Variante p.Q423L wird als wahrscheinlich krankheitsverursachend eingestuft mit einem Score von 0,997
(Sensitivitat:0,41; Spezifitat:0,98)

B. Die Variante p.F424L wird als wahrscheinlich benigne eingestuft mit einem Score von 0,273 (Sensitivitat:0,91;
Spezifitat:0,88)

C. Die Variante p.R425| wird als wahrscheinlich krankheitsverursachend eingestuft mit einem Score von 0,999
(Sensitivitat:0,14; Spezifitat:0,99)

D. Die Variante p.D426Q wird als wahrscheinlich krankheitsverursachend eingestuft mit einem Score von 1
(Sensitivitat:0,00; Spezifitat:1)

Die Veranderung im SpleiBverhalten wurden mit ESEfinder untersucht. Durch die
Insertion entstehen zusatzliche Verzweigungsstellen (branch sites), die fir die Bildung
des Spliceosoms eine Rolle spielen. Die Wahrscheinlichkeiten fur das Vorhandensein
der beiden neuen Verzweigungsstellen liegen bei 0.19 und 3.73, wie in Abbildung 39
dargestellt. Zudem entstehen durch die veranderte Basensequenz neue
Bindungsstellen fir die SRProteine SRSF2 und SRSF5 (Abbildung 40).
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Wildtyp:

w

~

-

5SS_U2_human
3SS_U2_human

c.1259_1267dupTGCTAATAC:

QCIGRHGGGRRTGCTﬂRTﬂC1ﬂGTTCCGRGﬁTTTRﬁﬂR

BranchSite
threshold: 0
Position*/Site/Score
12 (-29) TGCTAAT Jo
23 (-18) TTCCGAG 1.
25 (-16) CCGAGAT:! 0.
29 (-12) GATTTAA 0.
30 (-11) ATTTAAA 0.

BranchSite

threshold: 0
Position*/Site/Score
12 (-38) TGCTAAT. 3.72590
20 (-30) CTGCTAA. 0.18760
21 (-29) TGCTAAT:  3.72590
32 (-18) TTCCGAG! 1.29970
34 (-16) CCGAGAT 0.47510
38 (-12) GATTTAA 0.63580
39 (-11) ATTTAAA.  0.56800

Abbildung 39: ESEfinder-Analyse der Splice Sites: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit ¢.1259 1267dupTGCTAATAC
[188]. Durch die Duplikation der Basen TGCTAATAC (roter Pfeil) kommt es zu zwei neue Bindungsstellungen fiir
BranchSites (lila Balken), wobei die Wahrscheinlichkeit, dass eine Anderung der BranchSite an Position 20

resultiert mit 0,19 sehr gering ist (rote Markierung).

Wildtyp:

al:TGaﬁGEEaﬁTG:TﬁﬁTﬁc1a5T7EcGacaTTTﬂanﬁﬁﬁﬁ

SRSF1 SRSF1 (IgM-BRCA1) SRSF2
1.956 : 1.867 2.383
Position*/Site/Score Position*/Site/Score Position*/Site/Score

| 2 (-39) cTGAAGG 1.96982|

2 (-39)] CTGAAGG 2.23870i|

9 (-32) \  3.50171

| 25 (-16) CCGAGAT 2.12433i|i

22 (-19)| GTTCCGAG 3.29663]

c.1259_1267dupTGCTAATAC:

5

SRSF1
threshold: 1.956

SRSF1 (IgM-BRCA1)
threshold: 1.867

SRSF2
threshold: 2.383

SRSF5
threshold: 2.67

Position*/Site/Score.

Position*/Site/Score

Position*/Site/Score

Position*/Site/Score

T2 oo crammcd] 1.96987]

T2 48] cromncd] 2.23870

| 34_(-16)| cooacat| 2.12433

9 (-41)| GAaTGeTa 3.50171
18 (-32)| TACTGCTA| 2.46275
31_(-19)| GTTCCGAG 3.29663

17 (-39)] Amacrac] 3.87437

Abbildung 40: ESEfinder-Analyse der Bindungsstellen von SRProteinen: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit
c.1259_1267dupTGCTAATAC [188]. Durch die Duplikation der Basen TGCTAATAC (roter Pfeil) entstehen zwei
neue Bindungsstellungen fiir die Proteine SRSF2 (blauer Balken/ rote Markierung) und SRSF5 (grtiner Balken/

rote Markierung).

Die weitere Spleillanalyse mit dem in silico-Programm SpliceAID zeigt ebenfalls die

Entstehung neuer Bindungsstellen fir Proteine, die an der Spleiregulation beteiligt
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sind. Durch die Duplikation kdnnen erneut die Proteine SLM-2, Sam68, QKI und
zusatzlich auch die Proteine SRp40 und MBNL1 binden (Abbildung 41).

Wildtyp: c.1259_1267dupTGCTAATAC:

-
o

Samé68
Sam68

Sam68
SRp40 Sam68

HNWD OO ©Wo
HNWSOOD oo

mxOoan
[l e NeN ]

ACUGAAGGGAAUGCUAAUACAGUUCCGAGAUUUAAAAAAA ACUGAAGGGAAUGCUAAUACQUGCUAAUACAGUUCCGAGAUUUAAAARRAA
|10 120 |30 |40

-1 | -1

-2 | -2

-3 | -2 -3

-4 68 -4

-5 -5

-6 ZRANB2 8 hnRNP Al -6 hnRNP Al

-7 hnRNP H3 2 hnRNP C -7 hnRNP C

-8 HuR hnRNP U -8 HuR hnRNP U

-9 hnRNP HI| hAnRNP P (TLS) -9 AnRNP P (TLS)

-10 hnRNP H2 hnRNP A2/B1 -10 hnRNP A2/B1
hnRNP F QKI HuB HuD hnRNP F QKI HuB HuD

hnRNP D hnRNP D

Abbildung 41: SpliceAID-Analyse: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit ¢.1259 1267dupTGCTAATAC [189]. Durch die
Duplikation der Basen TGCTAATAC (roter Pfeil) entsteht erneut eine Bindungsstelle fiir die Proteine SLM-2,
Sam68, QKI (blau, grau und rosafarbiger Balken) und eine neue Bindungsstelle fir das Protein MBNL1
(hellgriiner Balken).

Beurteilung der Variante

Bei Patient 19 wurde im Exon 12 von SLC26A7 die Duplikation
c.1259 _1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ gefunden. Bei dieser Veranderung
kommt es zur Insertion von 9 Basenpaaren, die bisher weder in den Datenbanken noch
in den Kontrollen aufgetreten ist. Die Mutationsanalyse Mutation Taster interpretiert
diese VUS als Polymorphismus, da es zu keiner Verschiebung des Leserasters
kommt. Dieser Analyse widersprechen die Untersuchungen von Polyphen. Die
Analyse Uber den Austausch der Aminosauren an Position 423, 425 und 426 zeigen,
dass an dieser Position hoch konservierte Aminosauren vorliegen und eine Anderung
der ursprunglichen Aminosauren wahrscheinlich schadliche Auswirkungen auf das
Protein SLC26A7 hat (Abbildung 38). Diese Analyse kann jedoch nicht den Einfluss
der gesamten Duplikation interpretieren, da immer nur einzelne Aminosauren
untersucht werden kdnnen. Auf Grund des unveranderten Leserasters sind die Effekte
der Variante ¢.1259 1267dupTGCTAATAC, die innerhalb der Transmembrandomane
lokalisiert ist, schwer interpretierbar. Mit Hilfe des in silico-Programms SWISS Model
wurde deshalb eine 3-D-Proteinstruktur modelliert (Abbildung 42). Im Vergleich zum
Wildtyp Iasst sich eine Abweichung in Form einer verlangerten Transmembranstruktur

erkennen. Durch die Veranderung der Transmembrandomanenstruktur sind
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Auswirkungen auf die Anionentranslokationswege und somit auf die Proteinfunktion

vorstellbar (vgl 2.3.1).

Wildtyp: p.Q423LinsLIQ:

Abbildung 42: SWISS-MODEL: Vergleich SLC26A7 Wildtyp mit p.Q423LinsLIQ [193]. Der griine Kasten markiert
im 3-D Modell die Stelle der Mutation. Dabei Iasst sich in p.Q423LinsLIQ gegenuber dem SLC26A7 Wildtyp eine
verlangerte Proteinstruktur in diesem Bereich erkennen.

Hinzu kommt, dass sich die chemischen Eigenschaften der zusatzlich eingebauten
Aminosauren Leucin, Isoleucin und Glutamin von denen der SLC26A7 Wildtyp-
Aminosauren an den Positionen 423, 425 und 426 unterscheiden (siehe Tabelle 13).
Durch diese Unterschiede beispielsweise in Polaritat der Aminosauren sind Effekte auf

die Proteinstruktur anzunehmen.

Chem.Eigenschaften

Position der AS AS, WT AS, p.L483P (WT—> p.Q423LinsLIQ)
423 Glutamin Leucin polar  — unpolar
424 Phenylalanin Leucin unpolar — unpolar
425 Arginin Isoleucin basisch — unpolar
426 Asparaginsaure Glutamin sauer — polar

Tabelle 13: Vergleich der chemischen Eigenschaften der Aminosauren 423-426 des SLC26A7 Wildtyp mit der
Variante SLC26A7 p.L483P.
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Aulerdem befindet sich die Variante p.Q423LinsLIQ in unmittelbarer Nahe einer
hochkonservierten Region der SLC26-Genfamilie (vgl.2.3.1). Mutationen innerhalb
dieser Region kdnnen zum Funktionsverlust fuhren und ursachlich fur Erkrankungen
sein [14, 143]. So wurden die Mutationen p.N425D und p.L483P, die innerhalb dieser
Region lokalisiert sind, in SLC26A2 bei Patienten mit Achondrogenesie Typ IB und
Atelosteogenesis als krankheitsverursachend beschrieben [143]. Dadurch wird die
Annahme, dass p.Q423LinsLIQ einen negativen Effekt auf die Eigenschaften von
SLC26A7 hat, bestarkt.

Zusatzlich geben die ESEfinder  und SpliceAID  Analysen von
c.1259_1267dupTGCTAATAC einen grol3en Effekt auf das SpleiRen an. Es entsteht
zum einen mit hoher Wahrscheinlichkeit eine neue branch site, zum anderen kommt
es zu neuen Bindungsstellen fur die SRProteine 2 und 5 sowie weiterer Proteine, die
das Spleilen beeinflussen. Die neuen Bindungsstellen konnen im Rahmen des
alternativen SpleiRens zu Veranderungen der Proteinfunktion fuhren. Beim
Prostatakarzinom wurde beispielsweise die, durch einen Single Nukleotid
Polymorphismus entstandene, neue Bindungsstelle fur das SRProtein 5 (SRp40) im
KLF6-Gen mit einem erhohten Krebsrisiko assoziiert [210]. Um herauszufinden, ob
durch ¢.1259 1267dupTGCTAATAC krankheitsverursachende SLC26A7 Isoformen
entstehen und wie sich diese auf die Funktion auswirkt, bedarf es weiterer

Untersuchungen.

Die Ergebnisse der Analysen lassen insgesamt annehmen, dass sich die Variante
c.1259 _1267dupTGCTAATAC auf Grund der Seltenheit, der Lokalisation, der
Anderung der chemischen Eigenschaften und dem veranderten SpleiRen negativ auf
die Eigenschaften des Proteins SLC26A7 auswirkt. Trotz der Einstufung als
Polymorphismus durch Mutation Taster, sprechen andere Analysen fur einen
negativen Effekt. Es ist zu beachten, dass Veranderungen, die zu einem veranderten
SpleiBverhalten fuhren, haufig bei Protein basierten Analyseprogrammen
fehlinterpretiert werden [206]. Inwieweit sich das Protein durch die Variante in seinen
Eigenschaften verandert und ob das Splei3en einen Funktionsverlust bewirkt, muss
durch weiterfuhrende Experimente geklart werden (vgl.5.7.1).

5.6 Ursachliche Mutationen im SLC26A7-Gen bei CH

SLC26A7 wurde neu im Zusammenhang mit angeborener Hypothyreose beschrieben
[9]. Mittels WES wurde das Gen bei CH- Patienten detektiert und Untersuchungen mit
Slc26a7- Knockoutmausen zeigen, dass der Verlust dieses Gens zu Hypothyreose

90



und Struma fuhrt [9-11, 175, 177]. Slc26a7-Knockoutmausen leiden zudem unter einer
renalen tubularen Azidose sowie Veranderungen der Magensaureproduktion [15].
Diese Funktionseinschrankungen konnten bei menschlichen Individuen bisher nicht
beobachtet und nachgewiesen werden [10, 11]. Die genaue Funktion sowie
Lokalisation von SLC26A7 in der Schilddrise ist umstritten, wobei es sich
wahrscheinlich um einen lodid-Transporter handelt [10, 11]. Vor Beginn dieser Arbeit
wurden 7 Mutationen in SLC26A7 ursachlich fur CH beschrieben (Abbildung 43) [9-11,
175, 177]. Das klinische Bild dieser Patienten zeigte sich gegenuber den Knockout-
Mausen variabler, wobei die meisten Patienten hohe TSH-Werte und eine Struma
aufwiesen [9-11, 175, 177]. Zusatzlich beschriebene Besonderheiten waren ein
deutlich erhohter TG-Wert sowie heterozygote Mutationen in SLC26A4 und TG neben
den ursachlichen SLC26A7-Mutationen [9, 10].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die gezielte Auswahl der Patienten eine
weitere, neue Mutation in SLC26A7 detektiert werden. Die hier gefundene Mutation
p.F631LfsX8 fuhrt zur Verschiebung des Leserasters, wodurch es zum verfrihten
Abbruch der Translation kommt. Das verkurzte Protein, falls es Uberhaupt exprimiert
wird, wird als krankheitsverursachend prognostiziert. Untersuchungen von Ishii et al.
zeigen, dass durch den Verlust der STAS-Doméane die Oberflachenexpression
verloren geht und die Transportfunktion verandert ist (Abbildung 43) [10]. Somit scheint
diese Mutation in SLC26A7 ursachlich fur die CH der Patientin zu sein, auch wenn die
genaue Funktion von SLC26A7 in der Schilddruse noch nicht abschliel3end geklart ist.
Die Diagnose der Patientin wurde anhand eines stark erhohten TSH-Wertes bei
Geburt gestellt. Zusatzlich fiel ein hoher TG-Wert von 704 mU/I (NW: 0,2-4,2 mU/L)
sowie eine hyperperfundierte, vergrof3erte Schilddrise auf. Mutationen in weiteren
Kandidatengenen wurden bei der Patientin ausgeschlossen. Der Phanotyp der
Patientin mit der homozygoten Mutation p.F631LfsX8 entspricht somit dem klinischen
Bild der meisten CH-Patienten mit SLC26A7- Mutationen [9-11, 175, 177]. Im
Gegensatz zu Cangul et al. wurde eine polygenetische Komponente von SLC26A7
nicht beobachtet [11].

Es gilt weiterhin zu klaren, ob die durch VUS ¢.1259 1267dupTGCTAATAC
entstandene SLC26A7-Variante ursachlich fur die CH des Patienten ist. Trotz eines
gleichbleibenden Leserasters geht die Duplikation mit einem Austausch der
Aminosauren und somit Veranderungen der chemischen Eigenschaften einher.

Zudem werden Veranderungen im SpleiRverhalten angenommen. Eine Auswirkung
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auf die Proteinfunktion ist somit stark anzunehmen. Bisher wurden jedoch noch keine
Spleilmutationen fur SLC26A7 beschrieben.

p.C273fsX p.E311Gfs28X p.Q423LinsLIQ

— AN 7\ ™\ C ) ( %
. L ;,\(\/,1 )
T [ T
M M

+ | p.V478KfsX11

T T T T T
M M M M M M /
1 2 - I 9 0 1 12
11 | L
/o ) o N )
.—-"/./
N-Terminus p.Q194PfsX7 p.R227X  p.I309Mfs9X e p.Q500X

STAS
p.F631LfsX8 ==}

\ N
. C-Terminus

Abbildung 43: Bisher publizierte SLC26A7- Mutationen von Patienten mit CH mit der neu gefundenen Mutation
p.V478KfsX11 und der VUS p.Q423LinsLIQ am SLC26A7-Proteinmodell; modifiziert nach Ishii et al. [10]

5.7 Ausblick

5.7.1 Untersuchungen des SpleiBverhaltens

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Veranderungen detektiert, die bisher nichtin den
Datenbanken beschrieben wurden. Bei zwei dieser Varianten wird in in silico-Analysen
ein verandertes Spleillverhalten gegenuber dem Wildtyp vorhergesagt. Um zu prufen,
ob die Veranderung des Spleilens den Funktionsverlust von SLC26A7 bewirkt und
somit krankheitsverursachend ist, bedarf es experimenteller Untersuchungen. Hierbei
ware besonders interessant die Variante ¢.1259_ 1267dupTGCTAATAC in SLC26A7
zu untersuchen, da diese Veranderung innerhalb des codierenden Bereichs vorliegt
und die alleinige Basenverschiebung von Glutamin zu Leucin als
krankheitsverursachend vorhergesagt wird. Um nachzuweisen, ob durch die VUS
Splice-Varianten von SLC26A7 entstehen, kann aus der Schilddrise extrahierte
mRNA der Patienten durch RT-PCR (Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion) zu cDNA umgeschrieben werden und nach Amplifizierung und
Sequenzierung der spezifischen Sequenz kdnnen Veranderungen der Sequenz

gegenuber dem Wildtyp festgestellt werden. Durch Einbringen der cDNA in einen
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Vektor und Expression des Proteins in Bakterien, die dann das zugehorige Protein

synthetisieren, konnen strukturelle Proteinanalysen angeschlossen werden.

Eine weitere Methode =zur Untersuchung des Spleilverhaltens, wenn kein
Schilddrusengewebe der Patientin zur Verfugung gestellt werden kann, ist die
Verwendung eines Spleildvektors. Hierfur wird zuerst der genomische Abschnitts des
mutierten Exons mit flankierenden Introns und Exons amplifiziert und aufgereinigt, um
ihn anschlieBend in einen geeigneten Spleillvektor (z.B. RHCglo von Singh und
Cooper) einzufugen. Fur das Einschleusen des PCR-Produkts in den Vektor ist es
wichtig, dass der Vektor und das Insert die gleichen Schnittstellen aufweisen. Der
RHCglo- Vektor enthalt beispielsweise die Schnittstellen BamHI und Xhol, diese
konnen durch den Einsatz entsprechender Primer in das PCR-Produkt eingefligt
werden. Anschliellend muss der Vektor mit dem mutierten Exon zur Amplifizierung in
Bakterienzellen transformiert werden, um ausreichend Plasmid-DNA in eukaryotische
Zellen (z.B. HelLa-Zellen) zu transferieren. In den transfizierten Zellen wird nun
wahrend einer Inkubationszeit der mutierte Genabschnitt transkribiert. Zur
Untersuchung des neu entstandenen Transkripts wird die RNA aus diesen Zellen
isoliert, mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben und nach Amplifizierung und
Aufreinigung sequenziert. Durch die Untersuchung der cDNA-Sequenz konnen die
Auswirkungen der Mutation auf das SpleilRverhalten im Vergleich zum Wildtyp gezeigt

werden.

5.7.2 Aufnahme von SLC26A?7 in die Routinediagnostik

Es mussen weitere Patienten mit ursachlichen SLC26A7-Mutationen detektiert und
charakterisiert werden, um das Verstandnis der Rolle von SLC26A7 auf die
Schilddrisenhormonbiosynthese zu verbessern. Bisher wurden nur wenige Patienten,
die einen Kklinisch variablen Verlauf aufweisen, auf SLC26A7 untersucht [9-11, 175,
177]. Dabei ware auch die Bedeutung von erhohten TG-Werten genauer zu
untersuchen. Weiterhin gilt es bei Patienten mit SLC26A7-Mutationen den Verlauf und
die Therapie, der sich bisher als variabel erwies, zu beobachten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mit Hilfe der unter 4.1.1 erstellten
Auswahlkriterien CH-Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit eine SLC26A7-Mutation
detektiert werden konnte. Die zielgerichtete Patientenauswahl fand einen Patienten
mit einer ursachlichen SLC26A7-Mutation c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 sowie
drei weitere bisher unbekannte Veranderungen €.796-123 C>A,
c.1259 _1267dupTGCTAATAC (p.Q423LinsLIQ), ¢c.1935+176 del T in SLC26A7,
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darunter ein prospektiv ausgewahlter Patient. Der Patient mit der SLC26A7-Mutation
c.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 zeigte neben dem erhdhten TSH-Wert einen stark
erhohten TG-Wert und eine Struma. Die klinischen Befunde entsprechen bereits
beschriebenen Beobachtungen bei CH-Patienten mit SLC26A7-Mutationen [9-11, 175,
177].

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit einer Untersuchung von
SLC26A7 bei der molekulargenetischen Diagnostik einer CH aufgrund einer
Hormonbiosynthesestorung, vor allem bei Patienten mit Struma und TG-Erhéhung. Die
aktuelle europaische Guideline von 2021 empfiehlt bereits die Aufnahme des neu
entdeckten Gens SLC26A7 als Teil der genetischen Diagnostik [52].
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen einer molekulargenetischen Untersuchung von CH-Patienten mittels WES
wurde 2018 das Gen SLC26A7 erstmals im Zusammenhang mit CH beschrieben [9].

Die CH ist mit einer Inzidenz von ca. 1:2000-4000 die haufigste angeborene
endokrinologische Erkrankung [1, 53]. Der Mangel an Schilddrisenhormonen kann
schwerwiegende Folgen fur die Entwicklung des Kindes haben, die durch eine
frihzeitige Therapie verhindert werden konnen [1, 2]. Ursachen fur die CH sind
Anlagestorungen und Hormonbiosynthesestorungen [4].

SLC26A7 gehort zur SLC26-Genfamilie, die fur Anionentransporter kodieren [12].
Untersuchungen zu SLC26A7 zeigen, dass es im Menschen am starksten in der
Schilddrise exprimiert wird und dass der Knockout von Sic26a7 in der Maus mit einer
Hypothyreose und Struma einhergeht [11, 160]. Die genaue Funktion von SLC26A7 in
der Schilddruse ist jedoch noch unklar, wobei eine Funktion als lodid-Transporter
wahrscheinlich ist [10, 11].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Patienten mit einer
Schilddrisenhormonbiosynthesestorung auf Mutationen in SLC26A7 untersucht.
Diese hatten eine normale oder vergrof3erte Schilddrise, sowie 50% von ihnen eine
erhohte Blutserum-TG-Konzentration. So wurden aus insgesamt 665 Hypothyreose-
Patienten mit Hormonbiosynthesestérungen, die im Labor der AG | EGEGIN
Molekulare Padiatrische Endokrinologie untersucht wurden, 20 Patienten ausgewahlt.
Davon waren 16 Kandidaten bereits molekulargenetisch voruntersucht und hatten
keine ursachlichen Mutationen in den bereits bekannten Kandidatengenen. Vier
weitere Patienten, die zuvor nicht hinsichtlich der bisher bekannten Kandidatengene
untersucht wurden, wurden ebenfalls analysiert. Es wurde zur Analyse des SLC26A7-
Gens ein PCR- und Sequenzierungsprotokoll etabliert und die Sequenzen mit Hilfe
von in silico-Analysen untersucht und diskutiert. Alle Protokolle sind sehr gut
reproduzierbar, weswegen die Untersuchung von SLC26A7 auch in die

molekulargenetische Routinediagnostik aufgenommen werden kann.

Insgesamt wurden bei den 20 untersuchten Patienten eine neue ursachliche
SLC26A7-Mutation, die im Laufe dieser Arbeit publiziert wurde [211], drei bisher noch
nicht beschriebene Veranderungen sowie 22 Polymorphismen detektiert.

Die Mutation c¢.1432_1433delGT, p.V478KfsX11 einer CH-Patientin fuhrt sehr
wahrscheinlich aufgrund der Verschiebung des Leserasters zu einem verfrihten
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Stopp-Codon. Durch den vorzeitigen Abbruch der Translation wirde die STAS-
Domane nicht exprimiert. Die STAS-Domane ist eine fur die SLCZ26-Genfamilie
charakteristische Region, die essentiell fur die Funktion und Oberflachenexpression
des Proteins ist [136]. Folglich geht der Verlust dieser Domane mit Veranderungen der
Funktion einher und SLC26A7 wird nicht an der Oberflache exprimiert [10]. Da die
Patientin keine Mutationen in den bisher bekannten Kandidatengenen aufwies, scheint

diese Mutation ursachlich fur die CH zu sein.

Von den drei bisher nicht beschriebenen Veranderungen handelt sich bei der Variante
c.1935+176 del T wahrscheinlich um einen Polymorphismus. Fur die beiden anderen
VUS ¢.796-123 C>A und c.1259 1267dupTGCTAATAC, p.Q423LinsLIQ werden
Veranderungen im SpleiRverhalten vorhergesagt, die sich auf die Struktur und
Funktion des Proteins auswirken konnen. Um dies nachzuweisen, bedarf es weiterer
experimenteller Untersuchungen. Die Variante ¢.1259_1267dupTGCTAATAC,
p.Q423LinsLIQ scheint trotz des gleichbleibenden Leserasters einen negativen Effekt
auf das SLC26A7 Protein zu haben, da die Aminosaure Glutamin an der Position 423
stark konserviert ist und hier ein alleiniger Basenaustausch als pathogen vorhergesagt

wird.

Diese Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei CH-Patienten mit Verdacht auf eine
Schilddrisenhormonbiosynthesestorung eine Untersuchung des SLC26A7-Gens
empfehlenswert ist. SLC26A7 sollte als weiteres Kandidatengen in die
molekulargenetische  Routinediagnostik  fur  Schilddrisenhormonbiosynthese-

stérungen aufgenommen werden.
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Anhang

Name Haupt- Funktion Assoziierte Besonderheiten und
vorkommen Erkrankungen wichtige Funktionen
Mensch/
Knockout-méuse
SLC26A1 Leber, Austauscher: | Urolithiasis, S04 -Transport:
(Sat-1) Darm, Oxalate, Hyposulfatémie, Aktivierung durch extrazellularen
Niere Glyoxalat, Hypersulfaturie, ClI- -Konzentration, Halogenide,
. Formiat und Laktat
Cl, ,
Hyperoxalurie,
302 SOq4 -Transport in der Niere:
4 Nephrokalzinose,
Aktivierung von SLC26A1 durch
sauren pH-Wert
SLC26A2 Chondrozyten, Austauscher: | Chondrodysplasien Chondrodysplasien:
2-
(DTDST) Plazenta, SO+, Unfahigkeit extrazellulares Cystein
. Oxalat, als Quelle von S04 fir
Niere,
cr Sulfatierung zu nutzen, was zu
Darm, , Stérungen im  Aufbau  der
Schweildriise, OH extrazellularen Matrix fiihrt
Lunge Darm:
Rolle von SLC26A2 in
Kolonkarzinom vermutet;
SLC26A2-Hochregulation in
Morbus Chron
SLC26A3 Spermien, Austauscher: | Congenitale CFTR:
(DRA,CLD) Darm Cl, Chloriddiarrhoe Gegenseitige Aktivierung durch
OH direkte Interaktion der STAS-
, Domane von SLC26A3 mit der R-
HCOs, Domane von CFTR
Oxalat, Darm:
SO.* In der intestinalen Mucosa

teilweise an Na*/H* -Austauscher
NHE3

elektroneutrale

gekoppelt fur die
NaCl-

Reabsorption

Verminderte mRNA-Expression in

Colitis ulcerosa Patienten und bei
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EPEC, C.rodentium colitis -

Infektionen
Pankreas:

Gemeinsam mit CFTR flir die
HCO3-Sekretion und Cl-

Ruckresorption verantwortlich

Spermien:

Rolle bei der CI/HCO3-
Homoostase wahrend der
epididymalen Reifung und

Kapazitation

Tumorsuppresor-Gen:

herunterreguliert in Adenomen

SLC26A4
(Pendrin/PD
S)

Innenohr,
Schilddrise,
Niere,

Speichel-

drisengang,
Atemwege,
Brustdrise,
Endometrium,

Plazenta

Austauscher:

Cr,

COsg,

I,
Formate,
Nitrate,
SCN-

(Selektivitat
far
monovalente

lonen)

DFNB4

sensorineurale

(isolierte

Schwerhorigkeit),

Pendred-Syndrom

Innenohr:

Mutationen in SLC26A4 flihren zu

einem veranderten CI/HCO3™-
Austausch, wodurch sich die
Zusammensetzung der

Endolymphe andert und es zu
Megaotolithen und Malformationen

der Otolithen kommt
Schilddrise:

Keine Schilddriisenmanifestation

bei Knockout-Mausen

Transkription wird durch TG, TSH

und lod beeinflusst

Niere:

In Typ B-Zellen zusammen mit
SLC4AS8 fir die ClI-Reabsorption

verantwortlich

Atemwege:

Durch 1I-4 vermittelten CI/SCN- -
Austausch kommt es zur Bildung
Milieus

eines antimibrobiellen

durch die Lactoperoxidase

SLC26A4- Hochregulation in
Asthma und COPD-Modellen
beobachtet
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SLC26A5 Innenohr, Motorprotein | nicht syndromale | Verénderte Transporteigenschaft
(Prestin) Gehirn der &uBeren | Schwerhérigkeit mit ___Unterschieden _in __den
, Haarzellen konservierten hydrophoben

Herz, Regionen:

Milz, SLC26A5 fungiert als

Hoden Motorprotein, bei dem CI und
HCO3- als Spannungssensoren
funktionieren
Innenohr:

Motorprotein der auleren
Haarzellen, das an der
oszillierenden  Langenénderung
und somit an der Verstarkung des
Innenohrsignal beteiligt ist;
Im Menschen kommt es nicht zur
Taubheit
Angeborene Hypothyreose:
Bei Ratten wurde ein TRE (Thyroid
Response Element) gefunden,
wodurch T3 Einfluss auf Slc26a5-
Expression hat.

SLC26A6 Niere, Austauscher: | Urolithiasis, Pankreas:

(Pat-1, Darm, Cr, Hyperoxaldmie, Gemeinsam mit CFTR fur die

CFEX) Pankreas, Format, Hyperoxalurie HCOgz-Sekretion und Cr-
Ruckresorption verantwortlich

Herz, HCOg3,

Niere:

Muskel, OH-,

Rolle beim Cl-/Formiat Austausch

Magen, SO, im proximalen Tubulus

Osophagus, Oxalat, Darm:

Plazenta Nitrat In den Belegzellen des Magens
wird SLC26A6 mit H*/K*-ATPase
koexprimiert;

Im Duodenum wird SLC26A6 mit
SLC26A3 koexprimiert
SLC26A8 Spermatozyten, | Austauscher: | Unfruchtbarkeit beim | Spermien:
(Tat-1) Spermien, cr, ménniichen Unfruchtbarkeit auf Grund von
Geschlecht
2 . . .

Gehirn S04, unbewegblichen Spermien mit

reduziertem ATP-Gehalt;
Oxalat

Beim unfruchtbaren Mannern

bisher nur bei einem Mann mit
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SLC26A8-

Veranderung festgestellt

Asthenozoospermie

SLC26A9 Gehirn, Austauscher: | Hypochlorhydrie Hemmung des CI/HCO3s
Cr, Austausches durch NH4* und
Lunge,
HCOs sauren pH
Magen
Kanal:
Cl
(hohe
Selektivitat),
HCOs'
(geringe
Selektivitat)
SLC26A10 - Pseudogen - Bisher beim Menschen kein
vollstandiges Protein mit intakter
STAS-Domane nachgewiesen
SLC26A11 Ubiquitar Austauscher: | - Niere:
2-
(KBAT) SO+, In der apikalen Membran von Typ
Cr, A interkalierten Zellen:
Kolokalisation mit vH*-ATPase
Oxalat,
HCOs'
Kanal:
Cl

Tabelle 14: Ubersicht der SLC26-Gene mit Ausnahme von SLC26A7, Tabelle nach [12, 14]
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