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1. Einleitung und Zielsetzung

Hypoglykdmien gehdren zu den haufigsten metabolischen Erkrankungen im Kindesalter und
weisen eine grofle Heterogenitat hinsichtlich ihrer klinischen Manifestation und ihres
Ursachenspektrums auf. Die haufigste Form sind die transienten neonatalen Hypoglykamien,
welche eine voribergehende Anpassungsstorung darstellen, die in der Regel innerhalb der
ersten zwei bis drei Lebenstage spontan sistiert (Stanley et al., 2015). Hypoglykamien, die
jenseits der Neonatalperiode auftreten bzw. persistieren, umfassen ein breites Spektrum an
Differentialdiagnosen,  z.B.  endokrinologische = Erkrankungen und  angeborene
Stoffwechselerkrankungen (Schlune et al., 2014), oder komplexe/syndromale Erkrankungen,
bei denen Hypoglykdmien nur eine Facette eines Uibergeordneten Krankheitsbildes darstellen
(Zenker et al., 2023). Zudem gibt innerhalb der jeweiligen Krankheitsbilder unterschiedlichste
Schweregrade  von  Hypoglykdmiemanifestationen.  Diese  beinhalten = schwere
Hypoglykadmieneigungen, die mit einem hohen Risiko fur neurologische Schaden verbunden
sind (Banerjee et al., 2019; Muukkonen et al., 2019; Roeper et al., 2020), bis hin zu milden
Hypoglykadmieneigungen, die nur in pragnanten Ausldsesituationen klinisch symptomatisch

werden (Metwalley & Farghaly, 2024; Wolfsdorf et al., 2024).

Aufgrund des vielfaltigen Spektrums an Ursachen und klinischen Manifestationen existieren
bis heue zahlreiche unbeantwortete Fragen rund um das Thema kindlicher
Hypoglykamieerkrankungen. Diese erdffnen vielfaltige Forschungsmdglichkeiten, mit denen
wir uns als Gruppe bereits seit vielen Jahren intensiv beschéaftigen, und welche in der
folgenden Einflhrung zum Verstandnis des Kontextes dargestellt seien. Schwerpunkt der hier
vorgelegten Arbeit soll dann anschlielend insbesondere die Beschreibung von neuen

komplexen/syndromalen Hypoglykdmieerkrankungen sein.

1.1. Management und Folgen transienter neonataler Hypoglykdmien

Transiente Unterzuckerungen gehdren zu den haufigsten Anpassungsstérungen der
Neonatalperiode. Etwa ein Drittel der Neugeborenen weist Hypoglykdmie-pradisponierende
Risikofaktoren auf, z.B. Friihgeburtlichkeit, ein geringes Geburtsgewicht (,small for gestational
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age“, SGA), maternaler Diabetes in der Schwangerschaft, oder jegliche Form von perinatalem
Stress (Infektion, Asphyxie, prolongierte/erschwerte Geburt, etc.). Von diesen Kindern mit
Risikofaktoren manifestiert sich eine Hypoglykamie bei etwa 50%. Somit ist statistisch ca. 15%
aller Neugeborenen von einer Hypoglykamie betroffen (Harris et al., 2012). Trotz dieser
Haufigkeit gibt es bis heute nur eine begrenzte Evidenzbasis flr die Festlegung
standardisierter Managementkonzepte und Leitlinien, z.B. hinsichtlich Indikation, Haufigkeit
und Grenzwerten fur ein Blutzuckerscreening, oder Art, Intensitat, und Blutzuckerzielwerten
einer therapeutischen Intervention. Diese Herausforderungen haben wir 2022 in einem Review
zusammengefasst (Roeper et al., 2023). So unterscheiden sich die Leitlinien zum
Management der neonatalen Hypoglykamie weltweit zum Teil deutlich. In Deutschland gibt es
bislang keinen formulierten Konsensus/keine Leitlinie zum Screening und Management von
neonatalen Hypoglykéamien auRerhalb des spezifischen Kontextes eines maternalen Diabetes
in der Schwangerschaft. Auch machen verschiedene internationale Leitlinien Entscheidungen
zum Screening bzw. zur Therapie einer Hypoglykdmie von der klinischen Symptomatik
abhangig, jedoch konnten wir kiirzlich zeigen, dass die klinische Symptomatik in hohem Male
unzuverlassig und damit weitestgehend ungeeignet zur Erkennung und Therapiestratifizierung
von neonatalen Hypoglykdmien ist (Hoermann, Mokwa, et al., 2022). Auch besteht weiterhin
Unklarheit hinsichtlich geeigneter Cutoffs fur die Erkennung und Therapie der neonatalen
Hypoglykdmie — nicht zuletzt mit Blick auf eine sinnvollen Balance gegenlber der
Uberbehandlung von wenig gefahrdeten Neugeborenen. Wahrend die bisherige Studienlage
hinsichtlich den Folgen milder neonataler Hypoglykdmien zwischen 36 und 45mg/dI
uneinheitlich ist (McKinlay et al., 2017; Harris et al., 2016; Kaiser et al., 2015; Shah et al., 2022;
Shah, Harding, Brown, & McKinlay, 2019; Shah, Harding, Brown, & Mckinlay, 2019; van
Kempen et al., 2020), konnten wir kurzlich erstmals zeigen, dass Kinder welche transiente
neonatale Hypoglykdmien <30mg/dl| erlitten haben, im Alter von 7-11 Jahren unter anderem
einen 4,8 Punkte niedrigeren Gesamt-lIQ aufwiesen als die Kontrollgruppe (Roeper et al.,
2024). Diese Arbeit unterstreicht die Sinnhaftigkeit eines strukturierten Managements zur

Verhinderung von zwar quantitativ geringen, aber eine Vielzahl von Neugeborenen
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betreffenden potentiellen Hypoglykamiefolgen. Um zukiinftig Managementkonzepte mit
besserer Evidenzbasis entwickeln zu kdnnen, fuhren wir derzeit eine Studie mit insgesamt 678
Neugeborenen durch, in der wir ein strukturiertes neonatales Managementkonzept prospektiv
evaluieren, einschlieRlich langfristiger Verfolgung der eingeschlossenen Probanden im

Hinblick auf deren neurologische Entwicklung (Hoermann, Roeper, et al., 2022).

1.2. Pathogenese des transienten Hyperinsulinismus und Hyperinsulinismus bei

Frihgeborenen

Die mit Abstand haufigste neonatale Hypoglykdmiemanifestation stellen transiente,
insulinvermittelte Hypoglykdmien in den ersten 48-72 Lebensstunden dar (Stanley et al.,
2015). Jedoch gibt es auch Kinder, bei denen die Hypoglykamieneigung sehr ausgepragt ist
und auch Uber Wochen als sogenannter transienter Hyperinsulinismus (THI) persistieren kann,
der dann haufig einer medikamentésen Behandlung bedarf, i.d.R. mit Diazoxid. In einer
Beobachtungsstudie an Sauglingen mit THI konnten wir zeigen, dass diese in der Regel
pradisponierende Risikofaktoren aufweisen, und dennoch in einem relevanten Anteil erst mit
Verzdgerung und dann deutlich niedrigeren Blutzuckerwerten diagnostiziert werden, weil ein
standardisiertes postnatales Screening derzeit in Deutschland noch nicht durchgangig

stattfindet (Hoermann et al., 2021).

Neben einem maternalen Diabetes in der Schwangerschaft ist der wichtigste
Pradispositionsfaktor fir einen transienten Hyperinsulinismus perinataler Stress
verschiedenster Ursachen (u.a. niedriges Geburtsgewicht = small for gestational age/SGA,
Frihgeburtlichkeit, Infektion, Asphyxie etc.). Dies hat im angloamerikanischen Raum zur
mittlerweile gebrauchlichsten Bezeichnung ,perinatal stress-induced hyperinsulinism* (PSHI)
gefuhrt. Bislang war unklar, mit welchem genauen Pathomechanismus der perinatale Stress
zu einer gesteigerten Insulinausschittung fihrt. Bislang publizierte Hypothesen zu dieser
Frage (Stanescu & Stanley, 2022; Stanley et al., 2023) sind nur mit maRiger Evidenz/sehr

begrenzten Originaldaten belegt (Yang et al., 2021).
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Jedoch gibt es umfangreiche Daten aus einem fetalen Schafmodell, welche einen direkten
Einfluss von Katecholaminen auf Betazellen zeigen. So konnte insbesondere eine
Insulinsuppression wahrend einer pranatalen Katecholaminexposition gezeigt werden, gefolgt
von einer hyperresponsiven Insulinsekretion nach Beendigung der Katecholaminexposition —
die entsprechenden umfangreichen Originaldaten wurden von Limesand et al in einem Review

zusammengefasst (Limesand & Rozance, 2017).

Basierend auf diesem Schafmodell haben wir eine Studie an humanen Neugeborenen
durchgefiihrt, in der wir die Spiegel von Katecholaminen und Katecholaminmetaboliten in
Nabelschnurblut und Amnionflissigkeit von gesunden Neugeborenen und Neugeborenen mit
verschiedenen Risikofaktoren flir Unterzuckerungen gemessen haben, und diese mit den
postnatalen Blutzuckerverlaufen korreliert haben (Hoermann et al., 2024). In dieser Arbeit
konnten wir zeigen, dass neugeborene Kinder mit Risikofaktoren fur Unterzuckerungen
signifikant erhéhte Katecholaminspiegel im Nabelschnurblut und Fruchtwasser im Vergleich
zu Neugeborenen ohne Risikofaktoren aufwiesen, und die Héhe der Katecholaminspiegel mit
der Anzahl der postnatalen Hypoglykdmien und deren Therapiebedarf korrelierte. Dies stellt

den ersten Beleg fur dieses Modell an humanen Neugeborenen dar.

Eine weitere Beobachtung, welche in diesem Zusammenhang stehen kdnnte, ist das teilweise
ungewodhnlich verzogerte Auftreten eines transienten Hyperinsulinismus bei sehr kleinen
Frihgeborenen (Hoermann et al, 2023). In der frihen Therapiephase sind kleine
Frihgeborene i.d.R. relativ krank und bedirfen umfangreicher medizinischer Unterstitzung,
sodass relativ hohe endogene und ggf. auch iatrogene Katecholaminspiegel vorstellbar sind,
welche zu einer Insulinsuppression in der frihen Behandlungsphase, mit anschlieRender
hyperresponsiver Insulinsekretion und damit einhergehender Hypoglykdmieneigung nach
Stabilisierung jenseits der ersten Lebenswochen fuhren kdnnte. Dieser Hypothese gehen wir
aktuell ebenfalls in einer Pilotstudie nach, in der wir prospektiv Katecholamine und
Katecholaminmetabolite in regelmaRig gesammelten Urinproben von sehr Kkleinen

Frihgeborenen (<1500g Geburtsgewicht/<32+0 Schwangerschaftswochen) bestimmen, und
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unter anderem mit Urin-C-Peptidwerten und den Blutzuckerwerten korrelieren

(DRKS00026230).

1.3. Komplexe/syndromale und neue monogene Hypoglykdmieerkrankungen durch

Storungen der Insulinsekretion oder -wirkung

Bis heute ist im klinischen Alltag ein relevanter Anteil an Patienten mit persistierenden,
mutmalilich genetischen Hypoglykamieerkrankungen durch eine Stdrung Insulinsekretion
oder -wirkung genetisch nicht abschlieRend klarbar. Beispielsweise verbleiben Falle mit
Diazoxid-responsivem kongenitalem Hyperinsulinismus in Uber 50% ohne spezifische
genetische Diagnose (Kapoor et al., 2013; Snider et al., 2013), obwohl diese mit groiter

Wahrscheinlichkeit genetisch bedingt sind.

Die mittlerweile breit verfugbare Exom- bis hin zu Genomsequenzierung kann in einem
solchen Kontext extrem umfassende molekulargenetische Daten und damit Wissenszuwachs
generieren. Beispielsweise wird hierdurch die genetische Heterogenitat verschiedener
Erkrankungen klarer, unter anderem hinsichtlich Uberlappungen zwischen pathogenetisch
oder phanotypisch verwandter Erkrankungen. Auch kénnen genetische Befunde Hypothesen
hinsichtlich Ubergeordneter Krankheitsbilder generieren, die unter Umstadnden zum
Untersuchungszeitpunkt klinisch-phanotypisch noch gar nicht vermutet wurden bzw. bekannt
sind. Auf diese Weise ist in der jungeren Vergangenheit zunehmendes Wissen um komplexe
und syndromale Ursachen genetisch bedingter Hypoglyamieerkrankungen entstanden

(Kostopoulou et al., 2021; Zenker et al., 2023).

Andererseits wird durch die breit angelegten molekulargenetischen Untersuchungstechniken
die Auswertung solcher Datensatze, d.h. insbesondere die Bewertung der Krankheitsrelevanz
von gefundenen Sequenz- oder Strukturverdnderungen, zu einer immer groferen
Herausforderung. Dies ist beispielsweise dann der Fall, wenn Sequenzveranderungen
bioinformatisch zwar plausibel auf eine Veranderung der Proteinfunktion schlieRen lassen, das
betroffene Gen jedoch noch nicht als krankheitsursachlich im Zusammenhang mit dem

Untersuchungsanlass vorbeschrieben ist. Diese Konstellation bietet wiederum eine Chance,
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neue Krankheitsmechanismen zu identifizieren, bedarf jedoch weiterer wissenschaftlicher

Aufarbeitung, um den ursachlichen Zusammenhang zu untermauern.

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel der hier vorgelegten Habilitationsschrift ist die Darstellung von Herangehensweisen zur
ursachlichen Klarung und naheren Charakterisierung seltener bzw. neuer komplexer
Hypoglykamieerkrankungen. Hierzu kommen breit angelegte molekulargenetische
Untersuchungen, erganzt um verschiedene molekularbiologische Aufarbeitungen, und die
systematische ldentifizierung und Beschreibung weiterer Betroffener Uber internationale
Kooperationen/Selbsthilfeorganisationen zur Anwendung. Die ersten beiden Arbeiten
identifizieren neue genetische Ursachen fir einen kongenitalen Hyperinsulinismus, deren
molekulare Pathogenese durch erganzende mechanistische Untersuchungen plausibilisiert
wird. Die anschlieBenden beiden Arbeiten beschreiben seltene bzw. neue syndromale
Hyperinsulinismusformen, wahrend die letzten beiden Arbeiten ein neues Spektrum von
hypoinsulinamischen Hypoglykamieerkrankungen durch Aktivierung des Post-Insulinrezeptor-

Signalwegs darstellen.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Kongenitaler Hyperinsulinismus beim Menschen und Insulinsekretionsstérung in der

Maus durch biallelische DNAJC3 Varianten

Congenital Hyperinsulinism in Humans and Insulin Secretory Dysfunction in Mice Caused by Biallelic DNAJC3

Variants. Welters A, Nortmann O, Wérmeyer L, Freiberg C, Eberhard D, Bachmann N, Bergmann C,
Mayatepek E, Meissner T, Kummer S. Int J Mol Sci 2024, 25(2), 1270

Beim kongenitalen Hyperinsulinismus (CHI, nach dem angloamerikanischen Congenital
Hyperinsulinism) handelt es sich um eine Erkrankung, die sich durch eine unphysiologisch
gesteigerte Insulinausschuttung auszeichnet. Infolge dessen kommt es zu einer teils
erheblichen Neigung zu hypoketotischen, hyperinsulindmischen Hypoglykdmien mit
reduzierter Fastentoleranz und teilweise sehr hohem Kohlenhydratbedarf zur Vermeidung von
Hypoglykamien (Stanley, 2016). Die bekannten genetischen Ursachen betreffen insbesondere
kritische Signalwege innerhalb der pankreatischen Betazelle — z.B. den ATP-abhangigen
Kaliumkanal (ABCC8/KCNJ11), oder andere Gene/Stoffwechselwege, welche direkt oder
indirekt die intrazellulare ATP-Konzentration und damit die Depolarisation der Betazelle
beeinflussen (Galcheva et al., 2019). Diese wiederum fihrt zur Offnung spannungsabhangiger
Calciumkanale (CaV1.2), und der Calciuminflux dann zur Insulinexozytose. Zudem gibt es
auch Formen eines CHI, bei denen der CHI eine Facette eines Ubergeordneten/syndromalen
Krankheitsbildes darstellt (Zenker et al., 2023) — bei Letzteren sind haufig Genveranderungen
ursachlich, deren genaue Auswirkungen auf die Betazell-Physiologie zum Teil nur

eingeschrankt oder gar nicht verstanden sind.

Die hier besprochene Arbeit leitete sich aus einer Studie aus dem Jahr 2014 ab, in der
Patient:innen mit kongenitalem Hyperinsulinismus eine deutlich breiter angelegte genetische
Diagnostik angeboten wurde als zum damaligen Zeitpunkt Ublich (DRKS00006874). Diese
umfasste unter anderem auch solche Gene, die damals nur im Zusammenhang mit einem
monogenen Insulinmangel oder anderen Erkrankungen mit klinischer oder molekularer

Uberlappung zu kongenitalem Hyperinsulinismus beschrieben waren. Wissenschaftliches Ziel
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war es, neue Krankheitsmechanismen/Ursachen flr Hypoglykamieerkrankungen zu

identifizieren, welche nicht Bestandteil der klinischen Routinediagnostik sind.

Beschrieben wird eine Patientin, welche an einem persistierenden CHI litt, welcher mit
Diazoxid behandelt wurde. Zudem bestanden ein ausgepragter Kleinwuchs und eine milde
primare Hypothyreose. Umfangreiche klinische Untersuchungen sowie diverse
molekulargenetische Untersuchungen hatten zuvor keine kausale Erklarung fir den

Symptomkomplex erbracht.

Im Rahmen der Studie fanden sich zwei compound-heterozygote Varianten, ¢.83-2A>G und
c.566delT (p.Trp186Glyfs*14), im DNAJC3-Gen, beide Eltern waren jeweils Trager einer der
Varianten. Nach bioinformatischer Analyse ergibt sich aus der ersten Variante der Verlust einer
Akzeptor-Splice-Site, wahrend aus der zweiten Variante ein Stopcodon resultiert, welches
einen Strangabbruch in der Proteinsynthese zur Folge hat. In der Zusammenschau lieRen sich
beide Varianten nach Kriterien des American College of Medical Genetics (ACMG) als
pathogen klassifizieren (Richards et al., 2015). Zudem ist bei beiden Varianten bereits aus den
genetischen Befunden ein loss-of-function hinsichtlich der Gen- bzw. Proteinfunktion

abzuleiten (Splice-site Veranderung, und Stoppcodon mit Trunkierung des Proteins).

Jedoch war ein Funktionsverlust dieses Gens zum damaligen Zeitpunkt lediglich im
Zusammenhang mit einem syndromalen monogenen Diabetes beschrieben worden (Synofzik
et al., 2014). Erst parallel zum weiteren Projektverlauf wurden Einzelfallberichte publiziert, die
ebenfalls im jungen Alter eine Hypoglykdmieneigung aufwiesen (Ocansey et al., 2022; Ozon
et al.,, 2020), sodass die Hypoglykdmien ein systematisch auftretender Bestandteil des

klinischen Phanotyps zu sein schienen.

Ein Pathomechanismus zum im Verlauf der Erkrankung auftretenden Diabetes sowie der
progredienten neurodegenerative Komponente wurde bereits in weiteren experimentellen
Studien beschrieben: DNJAC3 codiert fur ein das gleichnamige Protein DNAJC3 (Synonym
ERj3), welches am endoplasmatischen Retikulum (ER) eine Rolle fir den Schutz vor ER-

Stress spielt, unter anderem indem es als Co-Chaperon gemeinsam mit dem Binding
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Immunoglobulin Protein (BiP) zur korrekten Faltung von Proteinen beitragt (Pauwels et al.,
2022). Ein Knock-out dieses Proteins fuhrt zu ER-Stress und Apoptose, spezifisch in der

Betazelle zu einem progredienten apoptotischen Betazellverlust (Ladiges et al., 2005).

Ziel der Arbeit war es, zur Klarung des Pathomechanismus fur die offensichtlich systematisch
und insbesondere zu Beginn der Erkrankung auftretenden hyperinsulinamischen
Hypoglykdmien beizutragen. Zum Verstandnis ist entscheidend, dass das ER-Lumen eine
vielfach héhere Calciumkonzentration als das Cytosol aufweist (im Ruhezustand 100-800uM
vs. 50-100nM). Dieser Gradient ist prazise reguliert, und Voraussetzung fir ein korrektes
Handling der intrazelluldaren Calciumhomdostase und damit von calciumassoziierten
Signalwegen. Hierflr spielt der Sec61-Kanal-Komplex in der Membran des ER eine wichtige
Rolle. Dieser Kanal transportiert Polypeptide in das ER-Lumen, und fungiert auRerdem als
,Ca?" leakage channel“, d.h. nach einem Proteintransport verliert das ER entlang des
Konzentrationsgradienten Calcium ins Cytosol, bevor der Kanal vollstandig schlie3t (Lang et
al.,, 2011). Fdr einen korrekten Schlielvorgang ist wiederum das vorgenannte BiP
entscheidend (Schauble et al., 2012), welches wiederum von der intakten Funktion zweier Co-
Chaperone, unter anderem dem DNAJC3-codierten ERj6 abhangt (Schorr et al., 2015). So
entstand also nach Publikation der Daten von Schorr im Jahr 2015 die Hypothese flrr unsere
Studie, dass ein Funktionsverlust des DNAJC3 zu einem gesteigerten Calcium-Leakage aus
dem ER ins Cytosol flhrt, und die erhéhten cytosolischen Calciumspiegel wiederum zunachst
im jungen Alter eine gesteigerte Insulinexozytose ganz unabhangig vom ATP-Gehalt der
Betazelle und deren Depolarisation zur Folge hat. Spater Uberwiegt dann mutmallich der
progrediente Betazellverlust, sodass die Hypoglykdmieneigung in einen Insulinmangel und

damit Diabetes Ubergeht.

Fur die Untersuchungen konnten wir heterozygote C57BL/6-Dnajc3™&e3Wel/Mmmh (P58'PX)
Mause vom Mutant Mouse Resource and Research Centers beziehen, die dort mittels
kinstlicher Befruchtung aus kryokonservierten Spermien des originalen Mausstammes
(Ladiges et al., 2005) hergestellt wurden. Nach Zucht der entsprechenden homozygoten

P58/PK- sowie Wildtyp (WT) Tiere erfolgten ab dem jlingstmdglichen Alter, welches unter
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Tierschutzerwagungen moglich war, Fastentests und Glukosetoleranztests (Alter 3-8
Wochen). Aullerdem wurden im Alter von 4-6 Wochen Pankreasinseln isoliert (Yesil et al.,

2009), und Insulinsekretionsassays an den isolierten Inseln durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich, dass bei den P58'™ Mausen in vivo bereits im jungen Alter von 4 Wochen
der Betazellverlust Uberwiegt, sichtbar an hdheren Nichternblutzuckern (Abbildung 1a),
hoheren Glukosewerten nach Glukosebelastung (Abbildung 1b), und niedrigeren

Insulinspiegeln (Abbildung 1c).
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Abbildung 1: (a) Niichternblutzucker nach 16h Fasten in 3-8 Wochen alten DNAJC3 knock-out
(K.O.) Tieren im Vergleich zu C57BL/6 Kontrolltieren (je n=7). (b) Blutzuckerwerte im
intraperitonealen (i.p.) Glukosetoleranztest (1,6mg/g" body weight). (c) Plasma
Insulinkonzentration wéhrend des i.p. Glukosetoleranztest. Signifikanztest mit zweiseitigem
Student’s t-test. Alle Angaben entsprechen Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05. Die
Abbildung entspricht der unverédnderten Figure 1 der Orginalpublikation (Welters et al., 2024).
Abdruck nicht genehmigungspflichtig (Open-Access-Publikation).
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Die anschlieRenden in-vitro Untersuchungen an den aus jungen Tieren isolierten Inseln
zeigten jedoch noch eine andere Facette, welche unsere Hypothese plausibilisieren. Zwar
sehen auch die isolierten Inseln der K.O. Tiere morphologisch im Vergleich zu Inseln von
Wildtyp-Tieren bereits mit 4-6 Wochen deutlich verandert aus (Abbildung 2a). Auch weisen die
Inseln der DNAJC3 K.O. Mause weniger Gesamt-Insulin-Content auf als die Kontrollmause

(Abbildung 2b).

Bemerkenswerterweise zeigte sich jedoch die Insulinsekretion normalisiert auf den Basalen
Insulingehalt sowohl unter Stimulation mit 2mM als auch mit 20mM Glukosegehalt im Medium

in K.O. Tieren deutlich héher als in Kontrollmausen (Abbildung 2c und 2d).
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Abbildung 2: (a) Représentative lichtmikroskopische Abbildung von Pankreasinseln von 4-6
Wochen alten DNAJC3 K.O. Inseln im Vergleich zu Kontrollen. (b) Insulin content von isolierten
Inseln aus 3 Wochen alten Tieren (jeweils n=5 Inseln). (c) und (d) Insulinsekretion aus Inseln
von 3 bzw. 8 Wochen alten Tieren unter 2mM und 20mM Glukosegehalt im Medium.
Signifikanztestung mit zweiseitigem Student’s t-Test, Alle Angaben entsprechen Mittelwert +
Standardabweichung. *p<0,05. Die Abbildung entspricht der unverdnderten Figure 2 der
Orginalpublikation (Welters et al., 2024). Abdruck nicht genehmigungspflichtig (Open-Access-
Publikation).
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In der Zusammenschau zeigen diese Daten also bereits sehr friih im Alter von 4 Wochen den
einen Verlust an absoluter Insulinsekretionskapazitat in vivo sowie an Insulincontent in
isolierten Inseln — dies reflektiert in erster Linie den Verlust an kumulativer Betazellmasse
durch Apoptose, wie dies auch bereits in den zuvor diskutierten Literaturstellen an &lteren
Tieren gezeigt wurde. Die Untersuchungen, welche die relative Sekretionsleistung der noch
vorhandenen Betazellen abbilden, ergeben jedoch eine deutlich gesteigerte Insulinsekretion

in Inseln der K.O. Tiere im Vergleich zu Inseln von Kontrolltieren.

Dieser Befund stitzt die klinische Beobachtung und die Hypothese, dass der metabolische
Phanotyp eines DNAJC3-Funktionsverlustes biphasisch ist. Die einzelne Betazelle zeigt eine
gesteigerte Insulinsekretion, welche anfanglich bei noch groRRer absoluter Betazellmasse zu
einer Hypoglykdmieneigung in Form eines kongenitalen Hyperinsulinismus fuhrt. Mit
zunehmender Betazell-Apoptose Uberwiegt dann irgendwann der Betazellverlust und resultiert
absolut gesehen in einem Insulinmangel. Die zwar hier experimentell nicht explizit gezeigte,
jedoch naheliegende Erklarung liegt dabei in der gestorten intrazellularen
Calciumhomoostase, d.h. einem gesteigerten Calcium-Leakage aus dem endoplasmatischen
Retikulum, mit konsekutiv gesteigerter, calciumgetriggerten Insulinexozytose. Wahrend alle
bislang bekannten genetischen Hyperinsulinismusursachen hinsichtlich der Insulinfreisetzung
im intrazellularen ATP-Gehalt bzw. Influx von extrazellularem Calcium konvergieren, handelt
es sich hier um die erste Hyperinsulinismusform, deren molekulare Ursache in einer gestérten
intrazellularen Calciumbalance liegt, d.h. dem gesteigerten Efflux von Calcium aus dem ER

ins Cytosol.
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2.2. Hyperinsulinamische Hypoglykamien assoziiert mit einer Variante des CaV1.2

Calciumkanals mit gemischten Gain- und Loss-of-function Effekten

Hyperinsulinemic Hypoglycemia Associated with a CaV1.2 Variant with Mixed Gain- and Loss-of-Function

Effects. Kummer S, Rinné S, Seemann G, Bachmann N, Timothy K, Thornton P, Pillekamp F, Mayatepek E,
Bergmann C, Meissner T, Decher N. Int J Mol Sci 2022, 23(15), 8097

Auch die zweite vorgestellte Arbeit hat ihren Ausgangspunkt in einer Patientin mit einem
kongenitalen Hyperinsulinismus, bei der eine Sequenzvariante im Kandidatengen CACNA1C

gefunden wurde, deren biochemische Relevanz nun naher zu validieren war.

CACNA1C codiert fur die Alpha 1 C-Untereinheit des spannungsabhangigen Calciumkanals
Cav1.2. Er hat eine malgebliche Rolle in der Regulation des Aktionspotentials des
Kardiomyozyten. Aktivierende Mutationen im CACNA7TC sind als Ausléser des Timothy
Syndroms (TS) beschrieben. Hierbei kommt es durch eine verminderte Inaktivierung des
Kanals und dadurch bedingt erhohter intrazellularer Kalziumkonzentration zu kardialen
Arrhythmien im Sinne eines Long-QT-Syndroms, aber auch weiteren syndromalen Aspekten
wie kognitiven Einschrankungen, Autismus, Syndaktylien und Immunschwache (Splawski et
al., 2004). Auch wurden vereinzelt Hypoglykamien in diesem Kontext berichtet, jedoch weder

klinisch ndher beschrieben, noch ursachlich genauer zugeordnet.

Anderseits spielt der Cayv1.2 Kanal eine wichtige Rolle in der Betazellphysiologie, und ist dort
wesentlich am Calciuminflux als Trigger der Insulinsekretion beteiligt (Schulla et al., 2003;
Tuluc et al., 2021). Insofern sind die fir diesen Kanal codierenden Gene auch interessante

Kandidatengene als Ursache fir einen CHI.

In der Arbeit wird eine zum Zeitpunkt der Publikation 17-jahrige Patientin besprochen, bei der
im Sauglingsalter ein kongenitaler Hyperinsulinismus diagnostiziert wurde. Im Kontext der
bereits zuvor erwahnten klinischen Studie (DRKS00006874) wurde bei Ihr eine heterozygote
Sequenzvariante ¢.1679T>C p.(Leu566Pro) im CACNA1C Gen gefunden. Typische klinische
Befunde eines Timothy-Syndroms fanden sich bei ihr nicht, sondern lediglich ein pragnanter

Hyperinsulinismus. Auch konnte die Sequenzvariante allein auf Basis der genetischen
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Befunde nicht als ,pathogen® oder ,wahrscheinlich pathogen* klassifiziert werden (Richards et

al., 2015), sondern verblieb formal als ,Variante unklarer Signifikanz® (VUS).

Aufgrund der oben dargelegten Bedeutung des Gens in der Physiologie der Betazelle sowie
der Beschreibungen von Hypoglykdmien als bislang nicht genauer charakterisiertes
Nebensymptom des klassischen Timothy Syndroms entschieden wir uns fir eine genauere
mechanistische Aufarbeitung der Sequenzvariante in-vitro. Dies erfolgte in Kooperation mit
der Gruppe um Prof. Niels Decher in Marburg, der auch bereits die elektrophysiologischen
Studien in der Erstbeschreibung des Timothy-Syndroms durchgeflihrt hatte. Die Messungen

hat S. Rinné aus unserer Autorengruppe in Marburg durchgefihrt.

Dabei wurden Wildtyp Cay1.2"T oder die mutierten Cay1.2-%%¢" Kanéle zusammen mit deren
B2b und o280 Untereinheiten in Xenopus Oozyten coexprimiert und elektrophysiologisch

charakterisiert. Die erhobenen Daten seien hier in Auszugen orientierend dargestellt.

Die mutierten Kanale zeigten in einzelnen Aspekten einen Funktionsverlust (Loss-of-function),
in Form einer verzogerten Inaktivierung (Abbildung 3a), reduzierten Spannungsamplitude

(Abbildung 3b), und einer Reduktion der Peak-Spannung (Abbildung 3c).

Abbildung 3: (a) Spannungsverldufe der Cay1.2%T (schwarz) und Cay1.2L%6P Kanéle von einem
Ausgangspotential von -80mV, mit Spannungsstufen von 1s Dauer von -70 bis +60mV in 10mV
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Steigerungen. (b) Current-Voltage Verhéltnis von n=19 Cayv1.2%T (schwarz) und n= 14
Cav1.2L566F Kandélen, aufgezeichnet von 3 unabhéngigen Batches von Oozyten. (c) Relative
Peak-current Amplituden normalisiert auf Cay1.2%7. ** p<0,01, *p<0,05. Die Abbildung
entspricht den unverdnderten Panels F, G, und H der Figure 1 der Originalpublikation (Kummer
et al., 2022). Abdruck nicht genehmigungspflichtig (Open-Access-Publikation).
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Andererseits fand sich ein Gain-of-function durch eine verzdgerte spannungsabhangige
Inaktivierung von Cay1.2%%%° im Vergleich zu Cay1.2"7. Abbildung 4a zeigt die
durchschnittlichen Currents bei einer Spannung von +20mV, bei der die Inaktivierung
Cay1.2"%%P Jangsamer verlauft als in der WT-Variante. Auch gemessen Uber verschiedene

Spannungsbereiche von +10 bis +40mV ist die Inaktivierung langsamer (Abbildung 4b).
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Abbiildung 4: Kinetik der spannungsabhéngigen Inaktivierung von Cay1.2%T (schwarz) und
Cay1.2L566P | (a) Durchschnittliche Currents bei +20mV, aufzeichnet von einem Ruhepotential
von -80mV, getriggert mit Spannungsanstieg (iber 1s auf +20mV (n=17 Cay1.2"7 (schwarz) und
n=21 Cay1.2L566"  (b) Zeitkonstanten der Inaktivierung bei unterschiedlichen Aktionspotentialen
wéhrend der ersten 200ms der Inaktivierung. **p<0,01, *p<0,05. Die Abbildung entspricht den
unverénderten Panels A und B der Figure 2 der Originalpublikation (Kummer et al., 2022).
Abdruck nicht genehmigungspfilichtig (Open-Access-Publikation).

Zudem fand sich ein Gain-of-function durch eine Verschiebung der Spannungsabhangigkeit

der Inaktivierung, und eine reduzierte Inaktivierung im Ruhezustand (hier nicht dargestellt).

In der Zusammenschau zeigt der CaV/1.2-°%®" Kanal sowohl loss-of-function Aspekte
(reduzierte peak current Amplituden), als auch verschiedene gain-of-function Merkmale
(verminderte und verlangsamte  spannungsabhangige Inaktivierung, veranderte

Spannungsabhanigigkeit, und reduzierte Steady-state-Inaktivierung).

Nun stellte sich die Frage, welche Relevanz diese spezifischen elektrophysiologischen
Merkmale des Kanals fur die Funktion von Betazelle und Kardiomyozyten auf zellularer Ebene
haben. Die Konstruktion eines in-vitro Zellkulturmodells ist methodisch leider weder mittels
Transfektion noch durch Knock-in mittels CRISPR/Cas9 gelungen. Deswegen entschieden wir

uns als Surrogat fur die Untersuchung in In-Silico-Modellen, d.h. die Auswirkungen der
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elektrophysiologischen Kanaleigenschaften auf Zellebene durch etablierte
Computersimulationsmodelle zu validieren. Zur Simulation der Betazelle verwendeten wir ein
Modell von Riz et al. (Riz et al., 2014), zur Simulation des Kardiomyozyten ein Modell von ten
Tusscher und Panfilov (ten Tusscher & Panfilov, 2006) — diese wurden umgesetzt von G.
Seemann aus unserer Autorengruppe. Verglichen wurden jeweils die Auswirkungen der
elektrophysiologischen Charakteristika der Wildtyp-Variante (Cay1.2""), der hier neu
beschriebenen Variante (Cayv1.2"%%%F), sowie der haufigsten beim Timothy-Syndrom
vorkommenden Variante (Cay1.2%4%R). Im Folgenden sind die wesentlichsten Befunde aus

diesen Modellen in Ausziigen zusammengefasst.

Das In-Silico-Modell der Betazelle zeigte, dass die elektrophysiologischen Charakteristika der
Cay1.2"%%" Variante in erster Linie bei Depolarisation zu einer leichter anregbaren und
langeren Burst-Phase, das heit Oszillationen des Membranpotentials nach Erregung
(Abbildung 5a), mit konsekutiv erhéhtem intrazellularen Calciumniveau (Abbildung 5b) im
Vergleich zur Cay1.2"T flihrte. Die klassische TS-Variante Cay1.2%4%R zeigte diesbeziiglich

einen zwar ahnlichen, aber weniger ausgepragten Effekt als die Cay1.2-%%67 Variante.

vV, (mV)

- L566P
4 G406R

250 ms

Abbildung 5: (a) Burst-Verhalten der nach Riz et al simulierten Betazellen in Abhéngigkeit der
entsprechenden Kanalvariante Cay1.2%7, Cay1.2L566PR und Cay1.264%6R. (b) Korrespondierende
Calciumoszillationen der jeweiligen Kanalvarianten. Die Abbildung entspricht den
unverénderten Panels C und D der Figure 5 der Originalpublikation (Kummer et al., 2022).
Abdruck nicht genehmigungspfilichtig (Open-Access-Publikation).
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Im In-silico-Kardiomyozyten-Modell fand sich als pragnantester Befund eine deutliche
Verlangerung des simulierten Aktionspotentials fiur die ,klassische® Timothy-Syndrom
Cay1.26408R Kanalvariante, wahrend die hier neu beschriebene Cay1.2%66P Kanalvariante eine
deutlich geringere Verlangerung des Aktionspotentials zur Folge hatte (Abbildung 6a). Dies
spiegelt sich dann auch in einem deutlich pragnanteren simulierten Calciuminflux fir die
Cay1.26408R Variante, wahrend der Calciuminflux der Cay1.2%6P Variante dem der

Wildtypvariante dhnelte (Abbildung 6b).
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Abbildung 6: (a) In-silico-Modell mit Simulation des ventrikuldren Aktionspotentials fiir
Cay1.2WT, Cay1.2CG406R ynd Cay1.2566P, (b) Simulation der korrespondierenden intrazellulédren
Calciumkonzentrationen wéhrend des ventrikuldren Aktionspotentials in Zellen mit den
jeweiligen Cay1.2 Kanalvarianten. Die Abbildung entspricht den unverdnderten Panels B und
C der Figure 4 der Originalpublikation (Kummer et al., 2022). Abdruck nicht
genehmigungspflichtig (Open-Access-Publikation).

In der Zusammenschau zeigen also sowohl die elektrophysiologischen Studien auf
Kanalebene als auch die In-silico-Simulationsmodelle auf zellularer Ebene sehr spezifische
Charakteristika der einzelnen Kanalvarianten, die sich untereinander klar unterscheiden, und

bemerkenswert gut die klinischen Charakteristika der jeweiligen Patienten widerspiegeln.

So findet sich bei der hier neu beschriebenen Patientin, welche die Cay1.2%%5" Kanalvariante
tragt, eine pragnante Hypoglykamieneigung als Ausdruck der gesteigerten Insulinsekretion,
damit vereinbar zeigt das In-silico-Betazellmodell basierend auf dieser Kanalvariante eine sehr
pragnante Neigung zu ,Bursts® und leichterer Erregbarkeit des Membranpotentials mit
entsprechend pragnantem Calciuminflux. Die Betazell-Simulation fur die ,klassische®

Cay1.2%4%R  Timothy-Syndrom Kanalvariante zeigt sich diesbezliglich deutlich milder
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verandert, passend zu lediglich sporadischen Hypoglykdmien als Nebensymptom bei

Patienten mit Timothy Syndrom.

Umgekehrte Ergebnisse zeigen sich dann fir die In-silico-Modelle im Kardiomyozyten, wo die
Cay1.26406R  Timothy-Syndrom Kanalvariante sehr deutlich verlangerte simulierte
Aktionspotentiale mit entsprechend gesteigertem Calciumeinstrom zur Folge hat — passend
zum ausgepragten Long-QT-Syndrom dieser Patienten. Dagegen findet sich in der Simulation
der hier neu berichteten Cay1.2%¢%PKanalvariante eine deutlich geringere Verlangerung des
Aktionspotentials, und eine allenfalls diskrete Steigerung des simulierten Calciumeinstroms —
wiederum passend dazu, dass unsere Patientin kardiologisch keine krankheitsrelevanten
Auffalligkeiten aufweist (allenfalls eine bemerkenswerterweise grenzwertig hoch-normale

QTc-Zeit).

Eine Limitation unserer Arbeit ist das Fehlen von in-vitro Daten, die die Konsequenzen der
Cay1.25%6P Kanalvariante in Betazellen, d.h. spezifisch den Hyperinsulinismus-Phanotyp,
funktionell validieren — dies wurde in der Arbeit lediglich auf Basis eines Simulationsmodells
gezeigt. Dennoch reflektieren die im Paper umfassend dargestellten Experimente einen sehr
distinkten Phanotyp dieser spezifischen Kanalvariante, der sich deutlich von einer klassischen
Timothy-Syndrom Kanalvariante und vom Wildtyp unterscheidet, und in den genutzten In-
Silico-Modellen bemerkenswert hohe Ubereinstimmung mit dem klinisch korrespondierenden
Phanotyp hat. Insofern halten wir es fur gerechtfertigt, CACNA1C-Genvarianten zukunftig in

die Differentialdiagnose des kongenitalen Hyperinsulinismus einzubeziehen.

Zudem erscheint es sinnvoll, dass Hypoglykdmien als ein potentielles Nebensymptom des
Timothy Syndroms aufmerksam gescreent und verfolgt werden. Diesbezlglich haben wir als
Erganzung der mechanistischen Aufarbeitung in unserem Paper auch nach Patienten mit
Hypoglykamien im Kontext eines klassischen Timothy-Syndroms gesucht. Dies erfolgte in
Zusammenarbeit mit Katherine Timothy, der Erstbeschreiberin des Syndroms, welche Uber
ihre eigenen Kontakte nach Familien mit Hypoglykdmien im Kontext eines Timothy Syndroms
gesucht hat. Hierdurch konnten wir 5 Familien identifizieren, die uns z.T. extrem umfangreiche

Behandlungsdokumentationsunterlagen zur Verfligung gestellt haben, die wir in einem
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Supplementary Appendix unseres Papers in einigen Kernaspekten zusammengefasst haben.
Hieraus lie3en sich jedoch — bei zumeist nur begrenzter bis fehlender Aufarbeitung der
Hypoglyamieepisoden — kaum belastbare Schlussfolgerungen insichtlich der metabolischen
Situation ableiten. Bemerkenswert war jedoch, dass zwei der Patienten im Kontext einer
Hypoglykamieepisode in eine kardiale Dekompensation gemiindet und verstorben sind, dies

also zumindest bei einigen Patienten relevant zur Morbiditat und Mortalitat beitragt.
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2.3. Persistierende hyperinsulindmische Hypoglykdmien bei Kindern mit Rubinstein-Taybi

syndrom

Persistent hyperinsulinaemic hypoglycaemia in children with Rubinstein-Taybi syndrome. Welters A, Khairi R,

Dastamani A, Bachmann N, Bergmann C, Gilbert C, Clement C, Hurst J, Quercia N, Wasserman J, Meissner
T, Shah P*, Kummer S* (*geteilte Senior-Autorenschaft). Eur J Endocrinol 2019; 181(2)121-128

Gegenstand dieser Arbeit ist die Beschreibung einer neuen Assoziation einer syndromalen
Erkrankung mit einem kongenitalen Hyperinsulinismus (CHI). Wie bereits diskutiert verbleibt
trotz rasant wachsendem Wissen um genetische Zusammenhange bis heute ein relevanter
Anteil von Patienten mit einem CHI ohne sichere genetische Zuordnung. Eine
Herausforderung stellt insbesondere auch die Diagnose von syndromalen
Hyperinsulinismusformen dar - unter anderem, da haufig eine genetische Diagnostik bei
Kindern mit CHI bereits im Sauglingsalter erfolgt, sich viele Merkmale syndromaler
Erkrankungen erst im spateren Verlauf charakteristisch herausbilden. Insofern ist die klinische
Zuordnung/Verdachtsstellung syndromaler Erkrankungen im Sauglings- oder jungen
Kleinkindalter haufig noch deutlich erschwert. Andererseits ergeben sich heutzutage auch aus
der molekulargenetischen Diagnostik Verdachtsdiagnosen, deren Plausibilitdt dann im
Abgleich mit klinischen Features validiert werden muss (,reverse Phanotypisierung“). So
erfolgt mittlerweile insbesondere bei genetisch heterogenen Erkrankungen in der Regel keine
Einzelgensequenzierung mehr, sondern eine Untersuchung auf Exom- (oder sogar Genom-)-
Basis, sodass je nach bioinformatischer Auswertestrategie z.T. auch ,benachbarte”
Verdachtsdiagnosen, oder solche auflerhalb der eigentlichen Untersuchungsindikation

sichtbar werden konnen.

Ausgangspunkt fir die hier zusammengefasste Arbeit ist ein klinischer Fall, bei dem eine
molekulargenetische Diagnostik aufgrund eines zu diesem Zeitpunkt noch nicht naher klinisch
zugeordneten syndromalen Hyperinsulinismus erfolgt ist. Hierbei fand sich zunachst
unerwartet eine heterozygote de-novo c.4505C>T p.(Pro1502Leu) Variante im EP300 Gen,
klassifiziert als wahrscheinlich pathogen gemall ACMG-Kriterien (Richards et al., 2015).

Neben den haufigeren CREBBP-Genveranderungen sind Varianten im EP300 Gen als seltene
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Ursache flr ein Rubinstein-Taybi-Syndrom (RSTS) beschrieben. Die reverse
Phanotypisierung der Patientin zeigte sich dann hierzu Uberraschend gut passend, mit
verschiedenen typischen Merkmalen dieser Erkrankung. Eine Literaturrecherche erbrachte zu
diesem Zeitpunkt lediglich einen weiteren publizierten Fall mit RSTS, bei dem nebenbefundlich
Hypoglykdmien berichtet waren (Costain et al., 2018). Deshalb nahmen wir mit der
internationalen Selbsthilfegruppe (CHI International) und anderen Hyperinsulinismuszentren
weltweit auf, und konnten hieriber zwei weitere Patient:innen mit RSTS und einem CHI
identifizieren, beide betreut im Great Ormond Street Hospital in London (einmal EP300-,
einmal CREBBP-assoziiert). Aufierdem kontaktierten wir die Familie und betreuenden Arzte
der bereits publizierten Patientin mit ebenfalls EP300-assoziertem RSTS (betreut im Hospital

For Sick Children, Toronto, Kanada).

Anhand der so international zusammengetragenen Fallserie konnten wir einige neue
Erkenntnisse beschreiben. In Anbetracht der Seltenheit der beiden Diagnosen RSTS und CHI
mit Inzidenzen von ca. 1:125.000 bzw. 1:40.000-50.000, (L6pez et al., 2018; Stanley, 2016)
Ubersteigt das gleichzeitige Auftreten bei vier Kindern sicherlich das statistisch erwartbare Mal}
eines zufalligen Zusammentreffens. Zudem ist bemerkenswert, dass die Erkrankung bei drei
der vier Patient:innen molekular auf Varianten im EP300-Gen zurtickzufuhren ist, obwohl dies
im Vergleich mit CREBBP die deutlich seltener molekulare Ursache darstellt (8% vs. 50-60%,
(Lépez et al., 2018)). Klinisch zeigte sich die Hypoglykdmieneigung unterschiedlich responsiv
auf die First-Line-Therapie mit Diazoxid — zwei Patienten zeigte ein gutes Ansprechen,

wahrend zwei auf andere Therapiemodalitaten zurtickgreifen mussten.

Somit identifiziert Arbeit einen CHI als neue Facette des RSTS, und erweitert das Spektrum
der syndromalen CHI-Formen im Sinne einer Assoziation. Seit unserer Veroéffentlichung ist
somit die Analyse der Gene EP300 und CREBBP weitestgehend Standard in der

Differentialdiagnostik des syndromalen CHI (Zenker et al., 2023).
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2.4. Vergleichende Metaanalyse des Kabuki-Syndroms mit und ohne hyperinsulindmische

Hypoglykamien

Comparative meta-analysis of Kabuki syndrome with and without hyperinsulinemic hypoglycemia. Hoermann

H, El-Rifai O, Schebek M, Lodefalk M, Brusgaard K, Bachmann N, Bergmann O, Roeper M, Welters A, Salimi
Dafsari R, Blankenstein O, Mayatepek E, Christesen H, Meissner T, Kummer S. Clin Endocrinol 2020; 93(3)

346-354

Das Kabuki-Syndrom (KS) ist eine seltene genetische Erkrankung, welche urspriinglich durch
die funf Leitsymptome Wachstumsretardierung, charakteristische Facies, Skelettanomalien,
dermatoglyphische Abnormalitaten und intellektuelle Einschrankungen charakterisiert wurde
(Niikawa et al., 1988). Mittlerweile sind 2 Gene als ursachlich fir das KS beschrieben worden
- KMT2D auf Chromosom 12 (Ng et al., 2010), und KDM6A auf dem X-Chromosom (Lederer
et al., 2012). Auch haben sich internationale Konsensuskriterien zur Diagnose etabliert (M. P.

Adam et al., 2019).

Auch endokrine Erkrankungen sind als Teil des Symptomspektrums beschrieben (M. Adam &
Hudgins, 2005), unter anderem auch hyperinsulindmische Hypoglykdmien bei 0,3-4% der
Patient:innen mit KS (M. P. Adam et al., 2019; Geneviéve et al., 2004) — dies ist deutlich
haufiger als in der Normalbevdlkerung. Auch in eigenen Beobachtungen im CHI-Kollektiv
unseres und auch anderer Zentren fanden sich im Zuge der jiingst deutlich breiter angelegten
genetischen Differentialdiagnostik tGberraschend haufig Diagnosen eines Kabuki-Syndroms —
nicht selten auch als ,Zufallsbefund“ aus der molekulargenetischen Diagnostik, z.B. bei
Sauglingen, bei denen die klinischen Merkmale u.U. noch nicht charakteristisch auf diese

spezifische syndromale Diagnose hinwiesen.

Andererseits bleiben die molekularen Erklarungen fiir diese Assoziation zwischen KS und CHI
bislang noch ungeklart, zum Beispiel ob die hyperinsulinamischen Hypoglykdamien mit einem
spezifischen molekularen Subtyp des KS assoziiert sind, oder in Anbetracht der X-
chromosomalen Lokalisation des KDM6A-Gens mit einem bestimmten Geschlecht. Insofern
entschieden wir uns, die in der Literatur vorbeschriebenen 17 Patienten mit KS und CHI mit

der Beschreibung 7 bislang unpublizierten Patient:innen aus unserem sowie kooperierenden
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Zentren in einer Metaanalyse zusammenzufassen, und mit einer gro3en Kohorte von n=373

KS Patient:innen (M. P. Adam et al., 2019) zu vergleichen.

Bemerkenswerterweise fielen die Hypoglykdmien bei der Uberwiegenden Mehrzahl der
Patient:innen mit KS und CHI bereits am ersten Lebenstag auf. Fast alle zeigten ein gutes
klinisches Ansprechen auf Diazoxid, i.d.R. waren nur moderate Dosierungen von ca. 5-
6mg/kg/d in der Dauertherapie notwendig. Jedoch trugen die Ubrigen Merkmale des KS
relevant zur Morbiditdt bei, z.B. verschiedene perinatale @ Komplikationen,

Ernahrungsstérungen in der friihen Kindheit oder kardiovaskulare Anomalien.

In der statistischen Analyse zeigte sich, dass Patient:innen mit KDM6A-assoziiertem KS
signifikant wahrscheinlicher einen CHI entwickelten als Patient.innen KMT2D-assoziiertem KS
(21,8% vs. 3,5%, p <0,001). Anders ausgewertet hatten Patient:innen mit KS und CHI deutlich
haufiger Varianten in KDM6A als Patient:innen mit KS ohne CHI (12/24 = 50%, vs. 43/373 =
11,5%, p<0,001). Die sonstigen phanotypischen Merkmale unterschieden sich nicht
nenneswert zwischen KS-Patient:innen mit und ohne CHI. Das mittlere Alter bei Diagnose des
KS unterschied sich nicht signifikant zwischen KDM6A (32,9 Monate, Range 2-118) und

KMT2D-assoziiertem KS (34,9 Monate, Range 6-168, p=0,497).

In der Zusammenschau unserer Daten ist somit insbesondere die Haufung von X-
chromosomalen KDM6A Varianten in Patienten mit KS und CHI bemerkenswert. Auch betrifft
dies Uberraschend haufig Madchen, obwohl diese im Heterozygotenstatus ein zweites X-
Chromosom mit einem intakten Allel aufweisen. Die phanotypische Relevanz erklart sich in
dieser Konstellation Uber das Muster der X-Inaktivierung, d.h. das Wildtyp-Allel des nicht-
betroffenen X-Chromosoms muss 4entsprechend inaktiviert sein — dies konnte auch flr

einzelne Patienten unserer Kohorte belegt werden.
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2.5. Hypoinsulinamische hypoketotische Hypoglykadmien durch aktivierende genetische

Mosaike der Phosphoinositol-3-Kinase

Hypoinsulinemic, hypoketotic hypoglycemia due to mosaic genetic activation of Class 1A PI3-Kinase. Leiter

S, Parker V, Welters A, Knox R, Clark G, Payne F, Lotta L, Harris J, Guerrero-Fernandez J, Gonzalez-Casado
I, Garcia-Mifiaur S, Wareham N, Martinez-Glez V, Barroso I, Meissner T, Davies S, Hussain K, Temple K,
Barreda-Bonis A, Kummer S*, Semple RK* (*geteilte Senior-Autorenschaft). Eur J Endocrinol 2017;
177(2)175-186

In den vorangegangenen Abschnitten sind Dbereits verschiedene syndromale
Hyperinsulinismusformen dargestellt worden, die metabolisch durch pragnante
hypoketotische, hyperinsulinamische Hypoglykdmien charakterisiert sind. In den folgenden
beiden Arbeiten wird eine neue Gruppe von Erkrankungen charakterisiert, welche durch eine
genetische Aktivierung hinter dem Insulinrezeptor eine Uberlappende metabolische Signatur

besitzt, jedoch nicht durch eine Hyperinsulinamie ausgeldst wird.

Ausgangspunkt fur diese Projekte sind ebenfalls ungewohnliche eigene Patienten, deren
Erkrankungen durch vorbekannte Krankheitsentitdten bzw. genetische Erklarungsmodelle

ursachlich nicht suffizient zuzuordnen waren.

Eine Patientin litt an einem segmentalen ,Uberwuchssyndrom®, d.h. dysproportioniert
Uberschieliendem Kdérperwachstum, sowie ausgepragten hypoketotischen Hypoglykdmien bis
dahin ungeklarter Genese. Die Diagnostik in Hypoglykamie zeigte ein metabolisches Profil
sehr ahnlich einem kongenitalen Hyperinsulinismus mit charakteristisch erniedrigte
Ketonkoérper, supprimierte freie Fettsauren - d.h. typischen Anzeichen einer gesteigerten

Insulinwirkung - jedoch ohne nachweisbar erhohtes Insulin in Hypoglykamie.

Im Verlauf erschien ein Fallbericht, welcher zwei Patienten mit einem nahezu identischen
klinischen Phanotyp beschrieb, bei denen aktivierende Mutationen im AKT2-Gen als Ursache
gefunden werden konnten (Hussain et al., 2011). Hierbei handelt es sich um eine
entscheidende Schnittstelle im Post-Insulinrezeptor-Signalweg, Uber die sowohl metabolische
Wirkungen des Insulinsignalwegs vermittelt, als auch Wachstumsprozesse aktiviert werden
(hypoketotische Hypoglykamien mit supprimierten freien Fettsduren, und ein ,segmental

overgrowth® in betroffenen Geweben). Diese Genveranderung war als somatisches Mosaik
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nachgewiesen worden, d.h. sie ist post-zygotisch wahrend der Embryonalentwicklung
entstanden und betraf somit nicht alle Gewebe bzw. Lokalisationen des Korpers gleichmalig,
sondern nur die Gewebe, die im Verlauf der Embryonalentwicklung aus der genetisch

veranderten Zelle entstanden.

Entsprechend haben wir mit der Autorengruppe um Robert Semple in Cambridge/UK Kontakt
aufgenommen und eine entsprechende Diagnostik veranlasst. Dabei fand sich auch bei
intensiver Suche einschlieBlich Auswertungen hinsichtlich Mosaikerkrankungen keine
Veranderung im AKT2-Gen. Aufgrund des extrem ahnlichen phanotypischen Bildes hielten wir
dennoch eine analoge Erkrankung aus dem gleichen Signalweg flr wahrscheinlich, und
untersuchten entsprechend weitere Gene des Signalweges. Dabei fand sich eine somatische
Veranderung c¢.2176G>A p.Glu726Lys im PIK3CA-Gen. Dieses Gen codiert flr eine
katalytische Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), d.h. liegt im Signalweg
zwischen Insulinrezeptor und dem vorbeschriebenen AKT2-Gen. Erganzende
Phosphorylierungsstudien, die in Cambridge an Fibroblasten unserer Patientin durchgefihrt
wurden, bestatigten eine gesteigerte AKT-Phosphorylierung an zwei verschiedenen
Phosphorylierungsstellen im Signalweg unterhalb der PI3K als Ausdruck der Uberaktivierung

des Signalweges (Patient 1 in Abbildung 3A und 3B).
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Abbildung 3: AKT-Phosphorylierung an den Bindungsstellen Thr307/309 (A) bzw. Ser473/474 (B)
in Hautfibroblasten. Die Prozentzahlen in den S&ulen stellen die Mutationslast der jeweiligen
somatischen Genverédnderung innerhalb der untersuchten Patientenzelllinie dar. Gepoolte,
normalisierte  Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert +
Standardabweichung. Signifikanztestung mittels One-way ANOVA und post hoc Dunnett’s test.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Die Abbildung entspricht den unverénderten Panels
A und B der Figure 4 der Originalpublikation (Leiter et al, 2017). Abdruck nicht
genehmigungspflichtig (Open-Access-Publikation).
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Aktivierende Genveranderungen der PI3K sind bislang in erster Linie als Ursachen fur
Erkrankungen mit dem Leitsymptom eines ,,overgrowth® verschiedenster Gewebe bekannt. Die
zugrundeliegenden Genveranderungen treten in der Regel somatisch/postzygotisch auf, d.h.
betreffen nicht alle Kérperzellen, sondern nur einen begrenzten Anteil des Individuums je nach
Zeitpunkt des Auftretens der Genveranderung in der Embryonalentwicklung. Deshalb ist die
entsprechende klinische Erscheinung ausgesprochen heterogen, und umfasst verschiedene
bislang vorwiegend klinisch charakterisierte Erkrankungen wie z.B. ,Fibroadipose hyperplasia
or Overgrowth* (FAQO), ,Hemihyperplasia Multiple Lipomatosis® (HHML), ,Congenital
Lipomatous Overgrowth“, ,Scoliosis/Skeletal and Spinal (CLOVES) syndrome®,
.Megalencephaly-Capillary Malformation® (MCAP). Diese werden mit zunehmender
Aufklarung der Uberlappenden genetischen Ursachen mittlerweile zumeist unter dem Begriff
,PIK3CA-related overgrowth spectrum® (PROS) zusammengefasst (Keppler-Noreuil et al.,

2015; Kurek et al., 2012; Lindhurst et al., 2012).

Im Rahmen der Suche nach phanotypisch ahnlichen Patient:innen fanden sich im Verlauf zwei
weitere Kinder, die neben den genannten syndromalen Charakteristika ebenfalls
Hypoglykdmien mit identischem metabolischem Profil aufwiesen. Bei einem konnte ursachlich
ebenfalls eine Variante im PIK3CA-Gen gefunden werden (c.365G>A, p.Gly118Asp), bei
einem weiteren eine Sequenzvariante ¢c.1117G>A, p.Gly373Arg im PIK3R1-Gen, welches fur

die die zweite, regulatorische Untereinheit der PI3K codiert.

Unsere Daten zeigen erstmals, dass es eine metabolische Facette dieser PI3K-assoziierten
Erkrankungen mit Aktivierung des darunter liegenden Pathways gibt, die sich durch
hypoketotische, hypoinsulindmische Hypoglykdmien mit supprimierten freien Fettsduren
auszeichnet. Erganzend haben wir anschlieBend insgesamt 22 Patienten mit lokalisierter,
PIK3CA-assoziierter Overgrowth-Erkrankung (PROS) orientierend metabolisch charakterisiert
(Nuchternblutenthahme morgens), und konnten zumindest in den durchgefihrten
Untersuchungen und im jeweiligen Untersuchungsalter der Patienten keinen Anhaltspunkt fur

eine metabolische Facette bei diesen Patienten finden. Entsprechend scheint der
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metabolische Phanotyp nur einen Teil der Patienten zu betreffen. Wir diskutieren in unserer
Arbeit, dass dies am ehesten mit dem Verteilungsmuster und Auspragungsgrad der
genetischen Aktivierung zusammenhangt, d.h. insbesondere diejenigen Patient:innen betrifft,
bei denen das genetische Mosaik insbesondere metabolisch relevante Gewebe wie z.B. die

Leber einschlie3t, und dort beispielsweise die Glykogenolyse supprimiert.
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2.6. Ein erweitertes klinisches Spektrum der hypoinsulindmischen hypoketotischen

Hypoglykdmien durch genetische Aktivierung des Post-Insulinrezeptor-Signalweges

An_expanded clinical spectrum of hypoinsulinaemic hypoketotic hypoglycaemia. Welters A, Leiter SA,

Bachmann N, Bergmann C, Hoermann H, Korsch E, Meissner T, Payne F, Williams R, Hussain K, Semple
RK*, Kummer S* (*geteilte Letztautorenschaft). Orphanet J Rare Dis 2023 18:360; doi: 10.1186/5s13023-023-
02954-5

Diese Arbeit stellt ein Folgeprojekt der zuvor dargestellten Publikation dar, in der wir erstmals
einen sehr distinkten metabolischen Phanotyp von Pl3K-assoziierten Erkrankungen gezeigt
hatten. Seitdem haben wir gemeinsam mit den Kooperationspartnern weitere klinische
Beispiele dieser Erkrankungen gesehen, die weitere Schlussfolgerungen erlauben und in der

nachfolgend dargestellten Arbeit zusammengefasst wurden.

In den bislang publizierten Patienten/Fallserien war durchgangig das Symptom ,Overgrowth*
das wesentliche Merkmal, welches in Richtung einer Dysregulation im PI3K-AKT-Signalweg
aufmerksam machte, und somit gewissermafien notwendige Voraussetzung war, Uberhaupt

diesen Differentialdiagnosen nachzugehen.

Hier beschreiben wir nun erstmals Patienten, die keine relevanten syndromalen
Charakteristika oder Overgrowth-Symptome aufwiesen (Individuen 1 und 2 des Artikels).
Exemplarisch dargestellt sei hier ein Patient, den wir zur Zweitmeinung in unserem Zentrum
gesehen haben, und der bislang als kongenitaler Hyperinsulinismus behandelt wurde
(Individuum 1, 11). Ausgepragte Hypoglykamien ab dem ersten Lebenstag waren anfangs nur
schwer zu kontrollieren, auch zeigten die Ublichen Therapien eines CHI weitestgehend
wirkungslos (Diazoxid, Octreotid). Letztendlich erfolgte eine intensive Ernahrungstherapie,
dann kam es im Kleinkindalter zum weitestgehenden Sistieren der Hypoglykéamieneigung. Eine
von uns initiierte genetische Diagnostik erbrachte keine Veranderungen in den bekannten CHI-
assoziierten Genen, jedoch eine heterozygote ¢.323G>A p.(Arg108His) Variante im PIK3CA-
Gen. Zu dieser Aminosaure-Sequenzvariante gab es bereits publizierte funktionelle Analysen,
welche eine  Uberaktivierung der PI3K-Aktivitat durch  diesen  p.(Arg108His)
Aminosaurechange gezeigt haben (Oda et al., 2008), sodass die Variante gemall ACMG-
Kriterien (Richards et al., 2015) als pathogen gewertet werden konnte.
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Bei retrospektiver Durchsicht der auswartigen Behandlungsunterlagen zeigte sich, dass in
mehreren Blutentnahmen in Hypoglykdmie im frihen Sauglingsalter zwar jedes Mal alle
typischen Zeichen einer Insulinwirkung vorhanden waren (Hypoketose, supprimierte freie
Fettsduren), jedoch lediglich einmal ein mild erhdhtes Insulin von 3,9mU/I messbar war,
wahrend vier weitere Blutentnahmen in Hypoglykdmie adaquat supprimierte Insulinwerte
zwischen <0,1 und 0,8mU/I und C-Peptid-Werte von <0,3ng/ml zeigten — untypisch fir einen
CHI. Auch bei retrospektiver Durchsicht der Behandlungsunterlagen und genauer
Untersuchung des Patienten in Kenntnis des genetischen Befundes fanden sich keinerlei
Overgrowth-Aspekte, die auf eine Differentialdiagnose im Post-Insulinrezeptor-Pathways

hingedeutet hatten.

Die genauere Auswertung der next-generation sequencing (NGS) Daten zeigte die detektierte
PIK3CA Sequenzvariante in 50% von 597 Ablesungen, was fir eine heterozygote Variante

und gegen eine postzygotisch entstandene Mosaikvariante spricht.

Dieser Patient stellt somit den ersten berichteten Fall mit einer genetisch gesicherten, nicht-
syndromalen, nicht-mosaikbedingten, post-Insulinrezeptor-Hypoglykamieerkrankung dar,
welche mit Ausnahme der Insulinspiegel in Hypoglykdmie exakt einem kongenitalen
Hyperinsulinismus gleicht. Analog zur Terminologie in anderen endokrinologischen Systemen
haben wir in unserem Paper fir dieses Krankheitsbild die Bezeichnung

.Pseudohyperinsulinismus® vorgeschlagen.

Diese ausgesprochen pragnante metabolische Signatur eines Pseudohyperinsulinismus fand
sich im Folgenden noch bei weiteren Individuen — teilweise mit der Hypoglykdmieneigung als
einzige klinische Auffalligkeit (12), teilweise mit typischen Features einer Overgrowth-
Erkrankung (15 und 16). Jedoch fand sich bei diesen drei Betroffenen trotz umfangreichster
genetischer Diagnostik keine eindeutige genetische Erklarung, obwohl der metabolische
Phanotyp bei allen dreien, und der Overgrowth-Phanotyp bei I5 und 16 sehr pragnant auf eine

Stdrung in diesem Signalweg hinweist.
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Zuletzt berichten wir zwei Individuen (I3 und 14), welche wir als ,mild-syndromalen
Pseudohyperinsulinismus® charakterisiert haben. 13 fiel zunachst Uber die syndromale
Komponente im Sinne eines Megalencephaly-Capillary Malformation (MCAP)-Syndroms auf,
die Hypoglykamieneigung war zu diesem Zeitpunkt nicht klinisch apparent, sondern wurde erst
durch ein Blutzuckerscreening nach Stellung der syndromalen Verdachtsdiagnose detektiert.
14 fiel zunachst Uber eine symptomatische Hypoglykamieneigung auf, wahrend die typischen
syndromalen Features erst im Rahmen der Hypoglykdmiediagnostik klinisch detektiert wurden.
Bei 13 konnte ursachlich eine Mosaik-PIK3CA-Genvariante ¢.2740G>A p.(Gly914Arg)

gefunden werden, bei 14 konnte keine sichere genetische Ursache zugeordnet werden.

Aus den hier berichteten Patienten kénnen wir schlussfolgern, dass man Post-Insulinrezepor-
Pathway  Erkrankungen auch (ber das Leitsymptom der hypoketotischen,
hypoinsulinamischen Hypoglykadmie im Sinne eines ,Pseudohyperinsulinismus® identifizieren
und dann anhand der nichtmetabolischen Features weiter klassifizieren kann. Hierfir schlagen
wir die Unterteilungen in ,non-syndromic pseudohyperinsulinism®, ,mildly syndromic
pseudohyperinsulinism® und ,overgrowth-dominated or syndromic pseudohyperinsulinism*

vor.

Trotz einer sehr distinkten Klinik, die sehr suggestiv auf eine Stérung im PI3K-AKT-Signalweg
hinweist, bleiben einige dieser Patienten genetisch zum aktuellen Zeitpunkt unklar. Dies
suggeriert, dass die Stérungen in diesem Pathway in ihrer genetischen Grundlage
offensichtlich komplexer sind als bislang bekannt, d.h. zum Beispiel Mechanismen umfasst,
die mit den im Paper dargestellten Untersuchungsmethoden nicht ganzlich abbildbar sind (z.B.
intronische oder epigenetische Veranderungen). Dennoch erscheint es sinnvoll und
notwendig, diese metabolische und klinische Signatur auch ohne spezifische genetische

Erklarung der Verdachtsdiagnose einer Erkrankung dieses Pathways zuzuordnen.
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3. Diskussion

Die hier vorgelegten Arbeiten erbringen einen relevanten Erkenntnisgewinn hinsichtlich

verschiedener komplexer Stérungen der Insulinsekretion bzw. -wirkung.

Es werden zwei neue genetische Ursachen eines kongenitalen Hyperinsulinismus (CHI)
dargestellt. Der CHI zeichnet sich durch einen sehr spezifischen metabolischen Phanotyp aus,
und bei einer Uber die ersten Lebensmonate persistierenden Symptomatik besteht grolRer
Konsens, dass es sich in der Regel um eine genetisch bedingte Erkrankung handelt (Stanley,
2016). Die Mehrzahl der bislang molekular geklarten Hyperinsulinismusursachen bzw. -
mechanismen betreffen entweder den ATP-abhangigen Kalikumkanal (Kare-Kanal) der
Betazelle, oder konvergieren Uber direkte oder indirekte Veranderung des intrazellularen
Energiestoffwechsels in einem veranderten ATP-Gehalt, und damit ebenfalls im Karp-Kanal
und einem veranderten Depolarisationsverhalten der Betazelle (Galcheva et al., 2019). Im
Gegensatz dazu stellen die hier neu beschriebenen Mechanismen die ersten Beschreibungen
molekularer Hyperinsulinismus-Ursachen dar, die mit einer unmittelbar gestorten zellularen

Calciumhomdostase die Insulinsekretion triggern.

Besonders herauszuheben ist die Pathogenese der DNAJC3-assoziierten Erkrankung, bei der
unserer Hypothese zufolge eine rein intrazellular gestdrte Calciumhomdoostase vorliegt, d.h.
ein vermehrter Calcium-Efflux aus dem endoplasmatischen Retikulum ins Cytosol ursachlich
fur die Regulationsstérung ist, und nicht wie bei allen bekannten Formen des CHI ein Influx
Uber membranstandige Calciumkanale. Bemerkenswert ist zudem, dass zwei ganz
unterschiedliche molekulare Funktionen eines einzelnen Gens/Proteins in einem biphasischen
Verlauf einer Erkrankung minden. Zum einen die Funktion als Co-Chaperon fur eine korrekte
Proteinfaltung (Pauwels et al., 2022), deren Stérung langfristig zu einem progredienten
apoptotischen Betazellverlust durch ER-Stress fuhrt (Ladiges et al., 2005; Lytrivi et al., 2021).
Zum anderen die Funktion zur Kontrolle eines Calcium-Leakage Uber Sec61-Kanale aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Schorr et al.,, 2015), dessen Stérung in den noch
funktionsfahigen Betazellen eine gesteigerte Insulinsekretion hervorruft, solange in-vivo der
apoptotische Betazellverlust noch nicht den glykédmischen Phanotyp dominiert (in unserer
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Arbeit gezeigt). Parallel zu unserer mechanistischen Aufarbeitung sind weitere
Patientenbeispiele publiziert worden, die wir in unserer Arbeit zusammengefasst haben,
sodass mittlerweile insgesamt 7 individuelle Patientiinnen verdffentlicht sind, die
hyperinsulindmische  Hypoglykamien in Zusammenhang mit einem biallelischen
Funktionsverlust von DNAJC3 aufwiesen (Lytrivi et al., 2021; Ocansey et al., 2022; Ozon et
al., 2020; Synofzik et al., 2014; Welters et al., 2024). Somit hat sich DNAJC3 als ein neues
Hyperinsulinismusgen etabliert, welches mittlerweile in neuen differentialdiagnostischen
Genpanels bereits routinemaRig Berlcksichtigung findet, da andere/spezifischere
extrapankreatische DNAJC3-assoziierte Features bei Sauglingen/jungen Kleinkindern noch
fehlen bzw. subtil sein kénnen. Interessanterweise gibt es im Mausmodell mittlerweile Daten,
dass eine Behandlung mit dem Chaperon 4-Phenylbutyrat (4-PBA) den Rulckgang von
Betazellmasse und -funktion in DNAJC3-Knock out Mausen reduzieren kann (Han et al.,
2015). Diese Substanz ist als Natriumphenylbutyrat zur Therapie von Harnstoffzyklusdefekten
zugelassen. Insofern waren weitere klinische Studien erwagenswert, ob Natriumphenylbutyrat
bei DNAJC3-Erkrankungen beim Menschen zu einem verzdgerten Betazellabbau und ggf.

sogar neurodegenerativen Phanotyp flhrt.

Bei der CACNA1C-assoziierten Erkrankung ist das Erklarungsmodell hervorzuheben, Gber
welches die Organselektivitat bzw. -praferenz des klinischen Phanotyps (Herz im Sinne eines
Long-QT Syndroms vs. Pankreas im Sinne von hyperinsulindmischen Hypoglykdmien) durch
die unterschiedlichen molekularen Veranderungen eines Gens erklarbar werden. Wir konnten
zeigen, dass zwei unterschiedliche Missense-Sequenzveranderungen im codierten
Kanalprotein ganz distinkte elektrophysiologische Charakteristika hervorrufen. Diese flhren
Ubersetzt in in-silico Simulationen von Kardiomyozyten und Betazellen zu sehr
unterschiedlichen, mutationsspezifischen zellularen Effekten, die wiederum gut die

charakteristischen klinischen Merkmale der jeweils betroffenen Mutationstrager widerspiegeln.

Diese mutationsspezifischen Effekte in unterschiedlichen Zellen bieten entsprechend ein
Erklarungsmodell fir unterschiedliche klinische Phanotypen infolge verschiedener genetischer

Varianten in einem Kanalprotein, und stellen ein mdgliches Erklarungsmodell dar, warum in
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publizierten Fallserien nur ein Teil der Patienten mit einem klassischen Timothy-Syndrom
wissentlich von Hypoglykamien betroffen ist (z.B. 36% in der Arbeit (Splawski et al., 2004)).
Interessanterweise wurden mittlerweile auch Patienten mit hyperinsulininamischen
Hypoglykamien assoziiert mit Varianten im CACNA1D-Gen publiziert, welches fur eine
Untereinheit des CaV1.3 Calciumkanals codiert (De Mingo Alemany et al., 2020; Flanagan et
al., 2017). So etablieren sich zunehmend Gene, welche flr Untereinheiten von pankreatischen

Betazell-Calciumkanalen codieren, als Ursache eines kongenitalen Hyperinsulinismus.

Als Limitation ist festzustellen, dass beide Arbeiten (DNAJC3 und CACNA1C) ihren Ursprung
in klinischen Fallen haben, und der Umfang der mechanistischen Aufarbeitung derjenigen
einer primar klinisch fokussierten Forschungsgruppe entspricht. Entsprechend plausibilisieren
die erhobenen Daten die Hypothesen zum jeweiligen pathogenetischen Modell, stellen jedoch
keinen definitiven Beweis des pathogenetischen Mechanismus in allen Facetten und auf allen
Ebenen dar. So konnten wir in der DNAJC3-Arbeit die gesteigerte Insulinsekretion in isolierten
Inseln eines Mausmodells zeigen, belegen jedoch nicht experimentell — z.B. durch Calcium-
Imaging-Versuche - die gestorte intrazellulare Calciumhomoostase. In der CACNA1C-Arbeit
konnten wir sehr pragnante elektrophysiologische Charakteristika herausarbeiten, die
Translation dieser Befunde in die Betazelle jedoch erfolgte in einem in-siliko-Modell, wahrend
die Entwicklung eines in-vitro Betazell-Modells nicht im Rahmen einer primar klinisch

fokussierten Forschungsgruppe realisierbar war.

Beide Projekte spiegeln andererseits aber die Chancen wider, die sich aus der klinischen
Forschung an Patienten mit seltenen Erkrankungen ergeben. Wahrend die Entwicklung von
Tiermodellen zur molekularen Aufklarung der Funktion von Genen oder Proteinen oft zeitlich
und personell sehr umfangreicher Ressourcen bedurfen, ergibt sich durch Patient:innen mit
definierten genetischen Erkrankungen bzw. Veranderungen die Chance, wertvolle
Erkenntnisse Uber die biologische Relevanz bestimmter Gene, Proteine oder Pathways im
humanen Setting zu gewinnen. Entsprechend verstehen wir Arbeiten wie die beiden
vorgenannten Projekte mit Blick auf die molekularen Zusammenhange eher als

hypothesengenerierend, deren Alleinstellungsmerkmal und Wert sich jedoch aus der
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Zusammenschau mit der klinischen Fallbeschreibung ergibt. Die wissenschaftliche
Herangehensweise ,bedside-to-bench® setzt dabei die Kooperation mit Laborgruppen voraus,
mit denen primar klinisch motivierte Fragestellungen bzw. Hypothesen in Form eines gut
priorisierten, pragmatischen experimentellen Designs soweit plausibilisiert werden kénnen,
dass dies einen Erkenntnisgewinn hinsichtlich molekularer Zusammenhange Kklinischer

Phanomene ermoglicht.

Die anschlielend diskutierten Arbeiten konnten durch internationale Kooperationen u.a. das
Rubinstein-Taybi-Syndrom als neue syndromale Hyperinsulinismusform etablieren, und die
grolte Fallserie und Metaanalyse zu Patienten mit Kabuki-Syndrom und CHI

zusammenstellen.

Beiden Arbeiten ist gemeinsam, dass in den von einem CHI betroffenen Kohorten die
eigentlich seltenere genetische Ursache des jeweiligen Syndroms Uberreprasentiert war. Drei
von vier Kindern mit Rubinstein-Taybi Syndrom und CHI wiesen Varianten im EP300-Gen auf,
welche in Kohorten mit Rubinstein-Taybi Syndrom ohne CHI nur fir 8-10% der RST Falle
verantwortlich waren und haufig subtilere klinische Features aufweisen (Fergelot et al., 2016;
Lopez et al., 2018). Der genaue molekulare Zusammenhang zwischen EP300 oder CREBBP
und dem CHI bleibt bislang bislang spekulativ. Einerseits spielen die codierten Proteine p300
und CBP Uber eine Histonacetyltransferase-Aktivitat als Koaktivatoren fiir transkriptionelle
Vorgange eine Rolle in der Betazellentwicklung, jedoch weisen Mause ohne P300 oder CBP-
Aktivitdt eher reduzierte Alpha- und Betazellmassen und eine Glukoseintoleranz durch
Hypoinsulinamie auf (Wong et al., 2018). Andererseits scheint der molekulare Mechanismus
des Rubinstein-Taybi Syndroms insgesamt auf eine globale Stérung von
Transkriptionsmechanismen durch veranderte Histonmodifikationen zurtickzufiihren zu sein
(Izumi, 2016), sodass auch indirekte Effekte auf die Betazellfunktion, d.h. vermittelt Gber
andere Loci, als Erklarung fir einen Hyperinsulinismus vorstellbar sind — dies erfordert noch

weitere Studien.
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Auch bei Kindern mit Kabuki Syndrom und CHI fanden sich deutlich haufiger Varianten in
KDMG6A als bei Kindern mit Kabuki-Syndrom ohne CHI. So konnten wir statistisch nachweisen,
dass Patientiinnen mit KDM6A-assoziiertem KS signifikant wahrscheinlicher einen CHI
entwickelten als Patient:innen KMT2D-assoziiertem KS (21,8% vs. 3,5%, p <0,001), was auf
eine spezifische Relevanz des X-chromosomalen KDMG6A-Gens fir die Insulinsekretion
hindeutet. Mdglicherweise gibt es auch eine mechanistische Uberschneidung mit der
Beobachtung, dass auch beim Turner Syndrom (Fehlen eines X-Chromsoms = 45,X Karyotyps
bei Madchen) eine Assoziation mit einem Hyperinsulinismus beschrieben wurde, welche mit

einer Haploinsuffizienz des KDM6A-Locus in Verbindung gebracht wurde (Gibson et al., 2018).

Die Arbeiten zum Rubinstein-Taybi Syndrom und zum Kabuki-Syndrom stellten zum
Publikationszeitpunkt die jeweils groRten Fallserien von Patienten der jeweiligen syndromalen
Erkrankungen mit gleichzeitigem CHI dar, und sind somit die jeweils validesten
Informationsquellen fir Entscheidungsfindungen fiir deren Management. Auch zeigen beide
Fallserien, dass sich nicht selten primar aus der genetischen Diagnostik die syndromale
Verdachtsdiagnose ergeben hat — teilweise, weil die spezifischen Merkmale des jeweiligen
Syndroms zum Zeitpunkt der genetischen Diagnostik noch nicht charakteristisch ausgebildet
waren (z.B. im Sauglingsalter), oder aber nicht korrekt auf die jeweilige Ubergeordnete
Erkrankung hingedeutet wurden. Dies unterstreicht die Relevanz gut durchdachter
Sequenzierstrategien sowie einer guten Zusammenarbeit zwischen Genetikern und Klinikern

fur die Differentialdiagnostik seltener Blutzuckerregulationsstérungen.

Zuletzt wurden zwei Arbeiten dargestellt, welche ein breites Spekirum an
Hypoglykamieerkrankungen durch eine konstitutive Aktivierung des Post-Insulinrezeptor-
Signalweges beschreiben. Nach unserer ersten Veroéffentlichung von 2017 konnten unsere
Beobachtungen mittlerweile auch in weiteren Kohorten bzw. Patienten mit PIK3CA-
assoziierten Erkrankungen reproduziert werden (McDermott et al., 2018; Stutterd et al., 2018).
Hypoglykamien scheinen dabei insbesondere Patient:innen mit diffus verteilten genetischen

Mosaiken zu betreffen, wahrend bei Patienten mit lokal sehr begrenzten Mosaiken und zum
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Teil mit sehr entstellendem Uberwuchs insbesondere der Extremitdten bislang keine
relevanten metabolische Folgen beschrieben wurden. Entsprechend reflektiert der
metabolische Phanotyp wahrscheinlich, ob bzw. wie umfangreich metabolisch relevante
Gewebe in das genetische Mosaik einbezogen sind. Die teilweise sehr kurze Fastentoleranz
einiger Patienten Ilasst beispielsweise auf eine fehlende Mobilisierbarkeit von
Glykogenvorraten in Fastensituationen schliel3en, d.h. deutet auf eine Einbeziehung der Leber
in das genetische Mosaik mit konstitutiver Suppression der Glykogenolyse hindeutet. Die
niedrigen freien Fettsduren und Ketonkoérper in Hypoglykdmie wiederum reflektieren die
supprimierte Lipolyse durch ein konstitutives Insulinsignal, sodass in solchen Fallen das
Einbeziehung weiter Teile des Fettgewebes in das genetische Mosaik anzunehmen ist. In der
Zwischenzeit wurden auch weitere Berichte von Hypoglykdmien bei Patienten mit wiederum
anderen genetischen Erkrankungen aus dem post-Insulinrezeptor-Signalweg publiziert,

beispielsweise PTEN und PPP2R5D (Maines et al., 2021).

Wahrend diese Erkrankungen bislang ausschlielich als ultra-seltene, komplex-syndromale
Krankheitsbilder im Kontext somatischer Genveranderungen des Pathways beschrieben
waren, konnten wir in unserer zuletzt diskutierten Arbeit erstmals auch nicht-syndromale
Patienten mit Keimbahnmutationen als Ursache beschreiben, und solche mit identischer
metabolischer und klinischer Signatur, aber ohne identifizierbare molekulare Veranderungen
in dem Signalweg. So erscheint eine beschreibende klinische Diagnose auf Basis der
metabolischen Signatur eines ,Pseudohyperinsulinismus® sinnvoll, um diese Patienten klar
von einem kongenitalen Hyperinsulinsmus abzugrenzen, denen sie teilweise — abgesehen
vom Insulinspiegel — frappierend ahneln kdnnen, und insofern ein hohes Risiko flr
Fehldiagnosen aufweisen. Die korrekte Zuordnung dieser Patienten kdnnte zukunftig auch
zunehmende therapeutische Relevanz bekommen, da mittlerweile auch erste Berichte zur
erfolgreichen Therapie von PIK3CA-assoziierten Hypoglykdmien mit dem PI3K-Inhibitor
Alpelisib existieren (Nasomyont et al.,, 2023). Mit zunehmendem Verstandnis dieser
molekularen Zusammenhange wurden mittlerweile sogar erfolgreiche Therapieversuche mit

Alpelisib  fir  Hypoglykdmieerkrankungen  hochrangig  publiziert, welche bei
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Insulinrezeptoraktivierung im Kontext eines Hyperinsulinismus oder IGF2-vermittelten ,Non-
islet-cell tumor® Hypoglykamien durch Blockade des Post-Insulinrezeptor-Pathways eine
Verbesserung der Hypoglykamieneigung erreichen konnten (Cahn et al., 2023; Dauleh et al.,
2024). Diese Entwicklungen verdeutlichen, wie schnell sich der rasante Wissenszuwachs der
letzten Jahre, ausgehend vom molekularen Verstandnis sehr seltener Erkrankungen, auch

unmittelbar in verbesserten Therapiekonzepten widerspiegelt.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend definieren die hier dargestellten Forschungsvorhaben eine Reihe neuer
Erkrankungen aus dem Spektrum komplexer Hypoglykdmieekrankungen durch Stérungen der
Insulinsekretion bzw. -wirkung. Sie verdeutlichen den Stellenwert klinischer Forschung, die
von seltenen Patienten bzw. ungewdhnlichen Krankheitsentitaten ausgeht, und durch enge
Kooperationen mit grundlagenwissenschaftlich arbeitenden Gruppen die Relevanz von
Genen, Proteinen oder Pathways am humanen Modell verdeutlichen kann. Die so im Kontext
einer klinisch fokussierten Forschung gewonnen Erkenntnisse konnen wiederum Hypothesen
bzw. l|deen flr weitere grundlagenwissenschaftlich orientierte Arbeiten oder Gruppen
hervorbringen. Andererseits zeigen die Arbeiten den Stellenwert von engen internationalen
und interdisziplinaren Kooperationen in der Forschung zu seltenen Erkrankungen, bei denen
der Erkenntnisgewinn haufig aus der Aggregation seltener Patienten bzw. klinischer Befunde

resultiert, welche die Beschreibung systematischer Phanomene ermdglicht.

Die im Rahmen der dargestellten Projekte aufgebauten Netzwerke und Kompetenzen sind
wiederum fir unsere Forschungsgruppe auch zukilnftig eine wertvolle Facette und Plattform,
die universitare Medizin eines Uberregional ausgewiesenen
Spezialbereichs/Referenzzentrums  nachhaltig mit akademischem  Fortschritt und

wissenschaftlichem Erkenntnisgewinn zu verbinden.
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