Ingo Helbig und Sarah McKeown vom Children's Hospital of Pennsylvania geben einen aktuellen Uberblick iiber die
klinische Arbeit und Forschungsarbeit zu STXBP1

Charlene:

Hallo, guten Tag. Ich bin Charlene Son Rigby, Prasidentin und Mitbegriinderin der STXBP1-Stiftung. Ich freue mich sehr
darauf, unsere Forschungs-Webinar-Reihe zu starten, die Teil des STXBP1-Bewusstseins-Monats ist, der in diesem Monat,
im September, stattfindet. Heute begriiRen wir Ingo Helbig und Sarah McKeown vom Kinderkrankenhaus von Philadelphia.
Ingo Helbig ist Oberarzt in der Abteilung fiir Neurologie am CHOP und Assistenzprofessor flir Neurologie und Padiatrie an
der Universitat von Pennsylvania. Er leitet den genomischen und datenwissenschaftlichen Kern des Epilepsie-
Neurogenetik-Initiativprogrammes. Dr. Helbig ist ein anerkannter Experte auf dem Gebiet der Stérungen der neurologischen
Entwicklung und insbesondere der STXBP1-bezogenen Storungen. Ich mochte ihm fiir sein langjahriges Engagement flr
STXBP1-Patienten danken. Sarah McKweon schlie8t sich uns ebenfalls an. Sie ist genetische Beraterin der Epilepsie-
Neurogenetik-Initiative bei CHOP. Bevor wir mit den Prdasentationen beginnen, werden Sie sicher Fragen an unsere
Referenten haben. Um eine Frage zu stellen, klicken Sie bitte auf die Schaltfliche F&A unten auf lhrem Zoom-Bildschirm.
Dann kdnnen Sie |hre Frage in das F&A-Fenster eingeben. Wir halten die Fragen bis zum Ende der Prasentationen zurlick.
Jetzt Gbergebe ich das Wort an Ingo und Sarah.

Sarah:

Hallo zusammen. Mein Name ist Sarah. Wie Charlene schon sagte, bin ich eine genetische Beraterin des
Kinderkrankenhauses von Philadelphia. Ingo und ich freuen uns sehr, heute bei Ihnen zu sein, um lhnen ein wenig Gber
STXBP1 und einige der Fortschritte zu berichten, die wir im vergangenen Jahr erfahren haben.
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Und wenn Sie mir einen Moment Zeit geben, werde ich einfach meinen Bildschirm freigeben, damit Sie unsere Prasentation
sehen kdonnen. Nur einen Augenblick. Okay, Dr. Helbig und ich arbeiten im Kinderkrankenhaus von Philadelphia zusammen,
um Menschen zu versorgen, die von STXBP1-bezogenen Storungen sowie anderen genetischen Epilepsien betroffen sind.
Wir arbeiten in der ENGIN-Klinik oder in der Klinik der Epilepsie-Neurogenetik-Initiative, um Menschen mit STXBP1 zu
versorgen. Und so mochten wir heute in unserem Vortrag eine kleine Einfiihrung in die Genetik von STXBP1 geben. Wie
das Gen funktioniert und wie verschiedene Variationen bei dieser Erkrankung Krankheiten verursachen kénnen. Ebenso,
wie STXBP1 als Protein funktioniert und wie genetische Unterschiede in STXBP1 Krankheiten verursachen kénnen. Ich
mochte auch eine Einfiihrung dariiber geben, wie man einen genetischen Testbericht liest und wie man den Code
entziffert, den man sieht, wenn man eine genetische Diagnose von STXBP1 erhalt. Wir mochten Sie auch tber unsere
Arbeit in der ENGIN-Klinik auf dem Laufenden halten, in der wir Giber 50 Personen mit STXBP1-assoziierten Stérungen
gesehen haben. Und wir mdchten mit lhnen lber einige der Beobachtungen sprechen, die wir auf Forschungsbasis und auf
klinischer Basis gemacht haben.

Und so beginne ich mit einer Einflihrung in die Funktion von STXBP1 im Gehirn und einigen genetischen Konzepten, die
Ihnen hoffentlich helfen werden, einige unserer Forschungsarbeiten zu verstehen und in einen besseren Kontext zu stellen.



Um also von Anfang an etwas Gber STXBP1 zu erfahren, missen wir eine Gehirnzelle, ein Neuron, heranzoomen und
betrachten.
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Denn STXBP1 ist ein wichtiges Protein, das es den Neuronen ermdglicht, Nachrichten untereinander zu leiten und
Nachrichten von einer Zelle zur anderen weiterzuleiten. So ist STXBP1 insbesondere an der Verschmelzung von Vesikeln
oder diesen Blasen beteiligt (die Sie oben im Bild sehen), die chemischen Botschaften enthalten, die von einer Zelle zur
anderen weitergeleitet werden missen. Damit diese Blasen ihre Botschaften von einer Zelle zur anderen senden kdnnen,
missen sie sich mit der AuBenseite der Zelle verbinden und ihren Inhalt freisetzen. Und genau an dieser Stelle sitzt
STXBP1, welches dieses Vesikel an die AuRenseite der Zelle zieht oder verschmilzt, so dass es diese Botschaft freisetzen und
dann Informationen an die nachste Zelle weiterleiten kann. Es ist also entscheidend an diesem Fusionsprozess beteiligt.
Und dies im Bild rechts oben ist nur eine Visualisierung dessen, wie das STXBP1-Protein aussieht, wenn es an dieser
Verbindungsstelle sitzt und diesen Prozess vorantreibt.
Und jetzt, da wir wissen, was das STXBP1-Protein tut, mdchte ich ein wenig dariiber sprechen, wie genetische
Veranderungen dieses STXBP1-Protein anders oder untypisch funktionieren lassen kdnnen. Wir wissen also, dass die
Variationen, genetischen Variationen oder Mutationen im STXBP1-Protein fast immer de novo auftreten, d.h. dass sie bei
einem Kind brandneu sind und nicht von einem Elternteil vererbt und nicht durch Familien weitergegeben werden. Und es
gibt viele verschiedene Arten von genetischen Variationen, die STXBP1 verursachen kdnnen. Aber von der Art der
Variation, die dazu fiihrt, dass dieses Gen atypisch funktioniert, wissen wir, dass einige Menschen genau die gleiche
Variation haben kénnen und sehr, sehr unterschiedliche Symptome voneinander haben. Und andere Menschen haben
unterschiedliche Variationen und haben sehr, sehr dhnliche Erscheinungsformen. Und es ist noch viel mehr Forschung
notig, um herauszufinden, warum das so ist und warum unsere STX-Patienten so unterschiedlich sind. So kénnen wir diese
genetischen Unterschiede, die im Gen vorkommen kénnen, und wie sie zu Krankheiten fiihren kénnen, besser verstehen.



INTRODUCTION TO GENETICS
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Chromosome

Ich mochte einen Schritt zurlickgehen und Ihnen einen Rahmen fir einige genetische Begriffe geben, die wir oft

verwenden, wenn wir Uiber genetische Stérungen sprechen. Genau hier auf dieser Folie oben habe ich also ein
Chromosom, und ein Chromosom enthalt die Gesamtheit unserer genetischen Information. Es enthalt sehr eng
gewundene DNA, und Sie kénnen sehen, dass sich das Chromosom auf dieser Folie auflést. Das Chromosom I6st sich auf,
und Sie kénnen die DNA-Helix sehen. Und wenn Sie die DNA-Helix ganz auftrennen, sehen Sie, dass unsere DNA aus einem
Buchstabencode besteht, A, T, G und C, und diese Buchstabencodes bilden Gene wie STXBP1.

DNA TO PROTEIN

ATGACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGACATAACAAG
TACTGCCTAGTCGGUGTTCGCLTTAACCGCTGTATIGTT

Und so haben wir hier oben auf der Folie unser STXBP1-Gen, und dieses Gen liefert einen Bauplan oder gibt Anweisungen,
wie das STXBP1-Gen in ein STXBP1-Protein, die Struktur am unteren Ende der Folie, umgewandelt werden kann. Und noch
einmal, hier ist, wie STXBP1 aussieht oder eine Darstellung davon, wie dieses Protein auf der Folie hier aussieht. Wenn wir
Unterschiede im genetischen Code haben, kann dies zu Unterschieden in dem Protein fiihren oder zu einem Protein, das



nicht funktioniert und die Symptome von STXBP1 verursachen kann. Und nur zur Auffrischung oder Wiederholung dessen,
was ich vorhin gesagt habe, wissen wir, dass STXBP1 (iberwiegend oder im Wesentlichen immer aufgrund von de novo
Mutationen auftritt, d.h. es gibt eine neue Mutation bei der betroffenen Person.

STXBP1INHERITANCE
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Sarah McKeown

Parents
Unaffected Unaffected
ppontaneous r:-n_xr. on oocurs curing
Children i evepmert

II N

Unaffected ffected Affected Unaffected

[XRD) U5 Nasionat Libeary of Madicne g Children's Hospital
« 1 of Philadelphia’

Deshalb ist diese Person auf der Unterseite des Dias lila schattiert. Und die genetische Veranderung wird von keinem der
beiden Elternteile der Person lbertragen. Und es gibt diese ganz neuen Mutationen, die bei Menschen vorkommen. Sie
kénnen sehr unterschiedlich aussehen, und ich werde die verschiedenen genetischen Variationen durchgehen, die STXBP1
Mutationen verursachen kénnen.

Die Uberwaltigend haufigste Ursache von STXBP1 ist also die Missense Variation. Fast 50% unserer STX-Patienten haben
Missense Variationen, die ihre Krankheit verursachen.

MISSENSE VARIANT
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Missense Variationen treten auf, wenn es einen Schreibfehler im DNA-Code gibt, der zu einem falschen Baustein eines
Proteins oder auch Aminosdure genannt, fihrt. Also ein falscher Proteinbaustein, der ersetzt werden soll. So kann man
zum Beispiel auf dieser Folie sehen, dass dieses Protein aus einer Kette von His, das fiir Histidin steht, bestehen soll. Aber
stattdessen haben wir Histidin durch ein Prolin ersetzt, und das wiirde dazu fiihren, dass das Protein nicht richtig
funktioniert. Und wenn lhr Kind eine Missense Variation in diesem Gen hat, wird es auf dem genetischen Bericht so
aussehen wie unten im Bild rechts. An der 190. Stelle des Proteins sollte also ein Arginin vorhanden sein, aber stattdessen
gibt es ein TRP oder Tryptophan, das ersetzt wird und dadurch das Protein schadigt.
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Wir sehen auch Nonsense Mutationen bei vielen unserer STX-er. Diese Nonsense Mutationen entstehen also durch eine
Anderung der Schreibweise im genetischen Code, durch die das Protein vorzeitig abgeschnitten wird, anstatt eine andere

Aminosaure zu ersetzen. Siehe STOP unten im Bild.
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Wenn lhr Kind also eine Nonsense Variation hat, wird es ziemlich dhnlich aussehen wie das, was wir auf dem letzten Dia
gesehen haben. An der 235. Position soll es ein Arginin geben, aber stattdessen gibt es einen Stopp. Und das ist es, woflr
der Stern im Bild oben steht. Er steht fir einen Stopp.
Eine verwandte Variation zu einer Nonsense Variation, die einige Leute haben, nennt man Frameshift Variation. Und diese
Variation ist insofern dhnlich, als sie das Protein vorzeitig abbricht. Der Unterschied besteht jedoch darin, dass es falsche
Aminosauren gibt, die der Kette hinzugefligt werden, bevor das Protein vorzeitig abgeschnitten wird. Und wenn Sie sich
den genetischen Bericht Ihres Kindes anschauen, werden Sie genau das sehen wie unten im Bild. An der 130. Position soll
also stattdessen ein Leucin vorhanden sein, aber es wird durch ein ASP ersetzt.

FRAMESHIFT VARIANT p-Leu130Asyy
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Es kommt zu einem Frameshift, und es werden 11 Aminosauren hinzugefiigt, die sich von dem unterscheiden, was
passieren soll, bevor das Protein stoppt und abgeschnitten wird. Und das ist es, was der Stern (den man hier im Bild oben
nicht sehen kann, aber nach Asp stehen soll) bedeutet. Auch hier bedeutet der Stern "Stopp".

Es gibt noch ein paar andere Variationen, die STXPB1 verursachen kdnnen. Eine davon wird als SpleiRstellen-Variation
bezeichnet. Wenn das STXBP1-Gen in ein Protein umgewandelt wird, muss es einige Zwischenschritte durchlaufen, in
denen es nach unten verarbeitet und in ein Protein umgewandelt wird.

SPLICE SITE VARIANT
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Und so gibt es einige genetische Informationen, die auf diesem Weg herausgenommen und nicht direkt in ein Protein
umgewandelt werden miissen. So wiirden wir zum Beispiel im Bild oben wollen, dass dieser DNA-Code Exon 1, Exon 2,
Exon 3 liest, aber es kann Mutationen geben, die durch diesen roten Stern reprédsentiert werden, die ihn so machen, dass er
zusatzliche genetische Information enthalt, wie diesen blauen Balken oben im Bild. Oder es fehlt eine genetische
Information. In diesem Beispiel sehen Sie also, dass wir kein Exon 2 haben und wir wollen, dass Exon 2 in unser Protein
aufgenommen wird. Und so wiirde es also auf dem genetischen Bericht, wie im Bild unten, aussehen, wenn lhr Kind eine
Variante der Spleil3stelle hat, die sein STXBP1 verursacht.



SPLICE SITE VARIANT
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Und eine letzte Variante, und das ist dann die seltenste Variante, die wir sehen, die uns zu STXBP1 fiihren kann, sind grol3e
Deletionen oder Duplikationen des gesamten STXBP1-Gens oder eines Teils des Gens. Und diese Variationen, wie im Bild
unten, sind nicht etwas, das wir haufig bei unseren STX-Personen sehen, sondern sie sind auch ein wichtiger Beitrag zu
dieser genetischen Diagnose und etwas, worauf man achten muss, wenn man versucht, eine Diagnose zu finden.

Sarah McKeown

Duplication of STXBP1 on chromosome 9
May involve other genes

Deletion of STXBP1 on chromosome 9
May involve other genes

7% of individuals have a pathogenic deletions/duplications #L.J Children's Hospital
involving chromosome 9 « | of Philadelphia

Wenn wir also das STXBP1-Protein nehmen, stellt es im Wesentlichen eine Masse von verschiedenen Aminosauren dar, die

gebindelt sind. Und wenn wir das Blindel nehmen und es auftrennen und von einem Ende zum anderen strecken wiirden,
sdhe es so aus wie unten im Bild.



STXBP1 VARIANTS IN OUR PATIENTS 11@ ;'
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Links ist der Anfang des STXBP1-Proteins. Rechts ist das Ende des Proteins. Und hier aufgelistet im Bild haben wir die
verschiedenen Variationen des Gens, die 45 unserer STX-er, die an unserer Forschung beteiligt sind. Jede einzelne ihrer
Variationen ist entlang des Proteins angeordnet. Man kann sehen, dass sich die Variationen bei den Menschen tber die
gesamte Lange des Proteins erstrecken, und manchmal wird bei den Menschen das gesamte Gen geloscht. Und obwohl es
wichtig ist, zu verstehen, was dieser genetische Code fiir jede einzelne Person bedeutet, wissen wir, dass verschiedene
genetische Variationen dazu flihren kdnnen, dass Menschen die gleiche genetische Variation haben kénnen und trotzdem
sehr, sehr unterschiedliche Symptome voneinander haben. Alles, was diese Variationen bewirken kdnnen, ist, dass eine
Kopie des Gens typischerweise nicht funktioniert, und das fiihrt zu Symptomen von STXBP1.

Und zuletzt ein kurzes Wort dazu, wie STXBP1 diagnostiziert wird.

Es kann nur selten mit einem Test diagnostiziert werden, der als Microarray bezeichnet wird und nach fehlenden oder
zusatzlichen Chromosomenstiicken sucht, die das STXBP1-Gen enthalten. Dr. Helbig und ich haben zwei Menschen
getroffen, die mit dieser Testmethode diagnostiziert wurden. Am hdufigsten wird die Diagnose durch die Sequenzierung
des Gens gestellt, die durch ein Gen-Panel oder durch die Sequenzierung des gesamten Exoms erfolgen kann.

Ein Gen-Panel ist also ein Test, bei dem ein bestimmter Satz von Genen heranzoomt und nach Unterschieden sucht, die die
Symptome verursachen kdnnen, die uns zur Durchfiihrung des Tests veranlassen. So ist zum Beispiel ein gemeinsames
Gen-Panel ein Epilepsie-Panel, und STXBP1 findet sich auf den meisten Epilepsie-Gen-Panels. Und wenn wir versuchen, den
Grund fir die Epilepsie einer Person herauszufinden, wiirden wir empfehlen, einige der haufigsten genetischen Ursachen
der Epilepsie zu untersuchen, zu denen STXBP1 gehort. Wir kdnnen auch die Sequenzierung des gesamten Exoms
durchfihren, bei der wir uns im Wesentlichen jedes Gen, das wir auf einmal untersuchen kénnen, ansehen und nach
Unterschieden suchen, von denen wir glauben, dass sie Unterschiede hervorrufen kénnen, von denen wir glauben, dass sie
unseren Patienten diagnostizieren kénnen.



HOW IS STXBP1 DIAGNOSED?

Sarah McKeown

Chromosomal microarray + Detects missing or extra pieces of a chromosome that
include STXBP1
2 individuals diagnosed by array

Gene panel * Test 10-1000 genes at once
» Finds differences in the STXBP1 gene code sequence
« 23 diagnosed by gene panel

Whole exome sequencing » Tests exons of ~20,000 genes simultaneously in
comparison to a child’s parents
« 20 diagnosed by whole exome

Als letzten Punkt moéchte ich kurz ein bestimmtes Konzept erwahnen oder kurz auf ein bestimmtes Konzept eingehen, von
dem einige Leute vielleicht gehort haben, als sie ihre STXBP1-Diagnose erhielten, und das nennt man Mosaizismus oder
elterlichen Mosaizismus. Das kommt also am haufigsten vor, wenn Eltern die Frage stellen: "Wenn ich also ein weiteres
Kind bekdme, wie stehen die Chancen, dass ich ein weiteres Kind mit STXBP1 bekommen kdnnte, jetzt, da ich schon ein
Kind mit STXBP1 habe? Und die Standardantwort, die wir geben wiirden, ist, dass die Wahrscheinlichkeit, ein weiteres Kind
mit STXBP1 zu bekommen, bei weniger als 5% liegt. Aber wir haben in diesem Vortrag bereits erklart, dass STXBP1
Uberwiegend durch ganz neue genetische Mutationen in einer Person verursacht wird. Einige Leute fragen: "Wie kann es
sein, dass es moglich ist, dass ich ein weiteres Kind mit dieser Krankheit bekommen habe? Und die Antwort ist elterlicher
Mosaizismus. Wir wissen also, dass Menschen, die STXBP1 haben, es haben, weil jede einzelne Zelle in ihrem Korper eine
Krankheit hat, die durch eine Veranderung in diesem Gen verursacht wird.

Aber es ist jedoch moglich, dass eine Krankheit nur in einigen Zellen des eigenen Korpers Veranderungen hervorruft. Zum
Beispiel dieser gelbe Abschnitt unten im Bild, der sich bei dieser Person hier befindet. Das Blau steht also fiir Zellen, die
keine STXBP1-Variation haben, Gelb steht fiir eine krankheitsverursachende Variation, und so wiirde diese Person kein
STXBP1 haben, weil die meisten ihrer Zellen keine krankheitsverursachende Veranderung haben, aber Sie kénnten
trotzdem das Potenzial oder die Moglichkeit haben, diese Krankheit in der Zukunft weiterzugeben, ohne es zu wissen. Und
daher riihrt diese Chance ein weiteres Kind mit STXBP1 zu bekommen. Aber aus unserer klinischen Erfahrung kénnen wir
sagen, dass dies etwas ist, was wir bei STXBP1 sehr selten sehen.



PARENTAL MOSAICISM IN STXBP1
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Wir kennen also eine Person oder ich habe eine Person gesehen, die selbst ein Mosaik von STXBP1 hat. Und wir sind bisher
noch nicht auf Falle von elterlichem Mosaizismus gestoRen, aber das bedeutet nicht, dass sie nicht da draulSen sind. Es
handelt sich um etwas, Gber das schon friiher berichtet wurde, was wir aber in unserer eigenen klinischen Erfahrung nicht
gesehen haben, und wir gehen davon aus, dass es recht selten vorkommt. Und nachdem wir nun einige der Grundlagen
der Funktionsweise von STXBP1 im Gehirn und der verschiedenen genetischen Variationen, die Krankheiten verursachen
kénnen, behandelt haben, wollen wir Gber unsere Erfahrungen mit STXBP1 in der Klinik und in der Forschung sprechen.
Wie ich bereits sagte, sehen wir Patienten im Rahmen unseres ENGIN Frontier Program oder des Epilepsy Neurogenetics
Initiative Program, einem Programm, in dem wir Gentests in die Versorgung aller Menschen mit Epilepsie und verwandten
Stérungen der neurologischen Entwicklung integrieren.

ENGIN FRONTIER PROGRAM

Sarah McKeown

#1: Integrate genetics into
epilepsy care

#2: Personalized plan for
every patient

#3: Novel treatments,
clinical trials, discover
cures

Epilepsy Neurogenetics Initiative
(ENGIN)
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Und wenn Sie zu uns in die ENGIN-Klinik kommen, werden Sie von einem multidisziplindren Team betreut. Das bedeutet
ein Team, das sich aus einer vielfaltigen Gruppe von Fachleuten aus dem Gesundheitswesen zusammensetzt, darunter ein
Kinderneurologe und ein genetischer Berater, der, wenn Sie die Diagnose STXBP1 haben, Dr. Helbig und ich sein werden,
die Sie sehen werden.

MULTIDISCIPLINARY CLINIC

Sarah McKeown

 ENGIN clinic consists of:
Child Neurologist
Genetic Counselor
Physical Therapist
Occupational Therapist
Social Worker

Research team

» Team works together to create best plan of care for our patients

Wir haben auch eine Physio- und Ergotherapeutin, eine Sozialarbeiterin und ein Forschungsteam, das jedem Kind, das an
der Forschung beteiligt sein mochte, die Moéglichkeit gibt, sich zu beteiligen, wenn es sich dafiir entscheidet oder wenn

seine Eltern sich dafiir entscheiden. Und jetzt Glbergeben wir das Wort an Dr. Helbig, der direkt auf einige unserer
Erfahrungen mit STXBP1-bezogenen Stérungen eingehen wird.

Ingo Helbig:

Vielen Dank, Sarah. Also, Sarah und ich hatten irgendwie geplant, dieses Gesprach zu teilen, und ich denke, das war
eigentlich ein sehr guter Ubergang. Wir wollten Sie auf den neuesten Stand bringen, wie STXBP1 aussieht, wenn wir das in
der klinischen Praxis sehen.



OUR STXBP1 EXPERIENCE

» September 2020
* >50 individuals with STXBPi1-related disorders seen in ENGIN
* 45 individuals enrolled in Epilepsy Genetics Research Project (EGRP)
* EGRP includes 1,200 individuals with epilepsy

 STXBP1 Research Cohort

* Age ranges 0-43 years
» Total of 152 observational patient years
* Median age of 3.7 years

\J Children’s Hospital
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Wir haben mehr als 50 Kinder mit STXBP1 gesehen, hauptsachlich Kinder mit STXBP1, wie Sie oben im Bild sehen. Die
meisten der Familien, die wir gesehen haben, sind an unserem Forschungsprojekt, unserer Naturkunde-Studie, beteiligt.
Und die Art von grolRem Vorteil, den wir jetzt haben, ist, dass wir unsere STXer im Grunde mit vielen, vielen anderen
Kindern mit neurologischen Entwicklungsstérungen oder mit Epilepsien vergleichen kénnen. Unsere Art von
Forschungskohorte umfasst 45 Personen. Wir haben eine sehr groRe Altersspanne zwischen null und 43 Jahren. Alles in
allem werden wir uns hier mit mehr als 150 Jahren STX-Patientendaten beschaftigen, die wir hier gesehen haben. Und die
Art der Patienten im Median ist in unserer Kohorte etwa vier Jahre alt. Wenn wir also dartiber nachdenken, woher wir
unsere Informationen bekommen, ist dies unsere eigene Kohorte, wenn wir STXBP1 in der Forschung verwenden.

WHERE DOES INFORMATION ON STXBP1 COME F

* EGRP cohort (Ganesan et al., 2020)

* 45 individuals seen in ENGIN clinic
* 152 observational patient years

 Large international exome cohort (Galer et al., 2020)
* 14 individuals with STXBP1 compared to 832 individuals with DEE
* 31,742 data points

 Systematic review of literature
* 310 individuals with STXBP1 (all individuals ever reported)
* Clinical information harmonized to 389 features and reviewed
* 12,274 individual clinical data points

¢ Children’s Hospital
= 4 [ of Philadelphia

Das ist unsere eigene Art von Patientencode bei CHOP vor Ort, wo wir sehr detaillierte Daten lber unsere Patienten haben,
die wir personlich gesehen haben. Wir haben uns auch eine andere Kohorte angesehen, die unsere STX-Patienten



vergleicht, die durch Exom-Sequenzierung diagnostiziert wurden. Es gibt also einen Test, der STXBP1 unter vielen, vielen
anderen Genen findet, bei dem wir mehr als 30.000 Datenpunkte haben. Und dann haben wir sozusagen einen Uberblick
Uber alle STX-Daten von allen Individuen, die jemals veréffentlicht wurden und Gber die jemals berichtet wurde. Wir haben
auch 310 Individuen. Und das sind wiederum mehr als 12.000 Datenpunkte, die wir uns ansehen.

Und ich werde versuchen, lhnen einen Uberblick tiber die Art der Verbindung und die Zusammenfassung all dieser
Datensatze zu geben.

CLINICAL DATA POINTS FOR STXBP1
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Nachste Folie bitte, Sarah. Lassen Sie mich also diesen Punkt oder diesen kleinen Punkt hier im Bild oben erklaren, und wir
haben tatsachlich die letzten 48 Stunden daran gearbeitet, dies in das richtige Format zu bringen. Unten sehen Sie also das
Alter unserer Patienten. Ganz links sehen Sie die Geburt. Rechts ist das Alter von 40 Jahren zu sehen. Und die Art der
grauen Linien, die die Zeitspanne darstellen, tber die wir Daten fir eine einzelne Person mit STXBP1 haben. All diese
blauen Punkte sind Informationen aus unseren Krankenakten. Jedes Mal, wenn Sie also zu einem Arzt gehen und lhr Arzt
etwas in den Computer eingibt, sind dies Daten, die wir abrufen kénnen, wenn dies in unserer Institution geschieht. Und
was wir mit diesen Daten irgendwie zeigen wollten, ist, dass wir viele Informationen vor allem (ber jlingere Kinder haben.
Es gibt also viele dichte Daten, bei denen wir sie wirklich recht gut auswerten kénnen. Aber wir haben auch einige
Informationen Uber Kinder, die alter sind. Néachste Folie, bitte. Das sind im Grunde unsere 150 Jahre. Wenn wir das alles



zusammenzahlen, ist das eine riesige Menge an Beobachtungsdaten tber unsere STX-er, die wir bereits haben.

CLINICAL DATA POINTS FOR STXBP1

Observational data of 45

individuals with STXBP1
across 152 patient years

0

10 20 30
# Children's Hospital

¢« 1 of Philadelphia
Nachste Folie, bitte. Was wir hier unten im Bild gemacht haben, ist eine Art Vergleich, den wir uns vor einigen Monaten
angeschaut haben, aber wir haben sozusagen die Frage gestellt, was beim STX blich ist und was anders ist. Und die
Bemerkung, die ich hier gemacht habe, ist im Grunde genommen, dass, wenn wir liber naturwissenschaftliche Studien
nachdenken, diese mit STX gar nicht so einfach sind, denn gerade, wenn wir langfristige Nachuntersuchungen betrachten,
miissen wir wirklich wissen, was gemeinsam und was unterschiedlich ist. Und was Sie hier sehen kdnnen, ist eine Art
Landschaft, die wir Landschaft nennen. So wissen wir zum Beispiel, dass SXTBP1 mit sechs Monaten wirklich stark mit
kindlichen Spasmen verbunden ist, und in unserer Art von Kohorte hier im Kinderkrankenhaus von Philadelphia ist es das
einzige Gen, das diese Art von starker Assoziation aufweist. Es ist also das wichtigste Gen, das wir bei kindlichen Spasmen

finden.
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Nachste Folie bitte, Sarah. Es gibt also zwei Dinge, auf die ich nur anhand unserer eigenen Daten hinweisen wollte, und ich
weil3, dass einige dieser Fragen ein wenig kontrovers diskutiert wurden. In den Beobachtungsdaten, die wir haben, und in
allen Daten, die wir aus anderen Ubersichtsarbeiten kennen, sehen wir also keine Hinweise darauf, dass Kinder mit STXBP1
eine grolRere Regression zeigen.

LESSONS FROM 45 INDIVIDUALS WITH S

¢ Individuals with STXBP1 do not appear to show regression
* Our cohort is mainly limited to younger children
 Limited information about adults with STXBP1

* STXBP1 does not appear to be a lifetime-limiting disorder
* No patient death in 152 observed patient years, but data is limited
 Conceptually different to conditions where early death is common

s Children's Hospital
¢ 1 of Philadelphia

Es gibt einige Krankheitsbilder, bei denen eine Regression haufig auftritt. Es gibt einige Stoffwechselkrankheiten. Es gibt
einige Leukodystrophien, eine Krankheitsklasse, bei der dies sehr haufig ist und bei jedem Kind auftritt. Wir missen sagen,
dass unsere Kohorte hauptsachlich auf kleine Kinder beschrankt ist. Wir haben einige Informationen (ber altere Personen,
aber bei keiner der Personen haben wir irgendeine Art von dauerhafter Regression gesehen. Die nachste Folie, bitte. Was
wir auch nicht gesehen haben, sind alle Todesfélle von Patienten in der Anzahl der Patientenjahre, die wir beobachtet
haben. Und das beschrankt sich eigentlich nur auf die Anzahl der Jahre, die die Patienten in unserer Obhut waren. Es gibt



also eine sehr unvoreingenommene Ansicht dazu. Und ein Punkt, auf den ich hinweisen wollte, der fiir mich immer wichtig
ist, wenn ich mit STX-Familien spreche, ist, dass STX keine der Krankheiten ist, bei denen wir wissen, dass der Mechanismus
dafiir verantwortlich ist. Es gibt also einige biochemische Veranderungen. Es gibt einige Stoffwechselkrankheiten, bei
denen ein Enzym nicht funktioniert, aber wir wissen, dass die meisten Kinder in einem bestimmten Alter leider irgendwie
sterben. Und das ist nicht das, was wir bei unseren STX-Patienten sehen.

Néachste Folie bitte, Sarah. Ich glaube, Charlene hat um diese Folie gebeten. Wir haben das sozusagen eingebaut, es
handelt sich also um so genannte Phdnogramme, und ich werde Ihnen am Ende ein Phanotyp zeigen. Lassen Sie mich also
vielleicht einen Schritt zuriickgehen und Ihnen ein wenig erklaren, was wir zu erreichen versuchen.

PHENOGRAM OF STXBP1
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Wenn Sie an die 104 Teilnehmerinnen und Teilnehmer denken, die wir gerade in diesem Moment am Telefon haben, und
wir alle méchten ein bestimmtes Merkmal nennen, das unsere Kinder oder unsere Patienten haben. Wir wiirden uns eine
Reihe von Begriffen ausdenken, und all diese Begriffe sind moglicherweise nicht miteinander kompatibel. Also brauchten
wir jemanden, der dies und das, was wir in unseren Datensatzen gemacht haben, tUbersetzt. Wir haben im Grunde
Technologien entwickelt, um dies automatisch zu Gbersetzen, damit wir Informationen aus verschiedenen Quellen
miteinander vergleichen kénnen. Wenn wir dies tun, kdnnen wir tatsachlich in allen Arten von Epilepsie-Studien, die in den
letzten Jahrzehnten durchgefiihrt wurden, die Frage stellen, wo STXBP1 als eine in gewisser Weise tberraschende Antwort
auf die Epilepsie eines Kindes gefunden wurde. Was hatten diese Kinder tatsachlich? Wenn ich also zuriickgehe und mir
diese gesammelten Informationen anschaue, die Art der klinischen Daten, was haben wir dann gefunden? Und die Art und
Weise, wie Sie sich orientieren, alles, was an dieser linken oberen Ecke oder an diesen roten Punkten ganz oben im Bild
oben auftaucht, das sind klinische Merkmale. Das sind klinische Befunde, die bei unseren STX-Patienten haufiger vorkamen
als bei allen anderen. Haufiger als bei unseren SCN2A-Kindern und haufiger bei vielen dieser Epilepsiepatienten, die keine
genetische Antwort haben.

Und was wir hier sehen, ist, dass die fehlende Sprache, die Verzogerung, die Ataxie gemeinsame Merkmale sind. Wir
sehen, dass die Epilepsie eigentlich auf der rechten Seite ist. In einer Kohorte, die hauptsachlich aus Patienten mit Anfallen
besteht, haben also die STX-Patienten weniger Anfalle, auch wenn dies immer noch haufig vorkommt. Aber das gibt uns
eine Vorstellung davon, dass es vielleicht einige Profile gibt, an die wir irgendwie herankommen kénnen. Und dies ist
sozusagen auf unserer nachsten Folie zu sehen.
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Es handelt sich hier also um einen kleinen Baum, und was wir hier getan haben, ist, dass wir all die verschiedenen Arten
von Begriffen, die von lhren Arzten und den Fachkriften des Gesundheitswesens verwendet werden, miteinander
verbunden haben, und sie verbinden sich irgendwie miteinander. Und wir stellen einfach die Frage: Was sind die
Merkmale, die bei unseren STX-Kindern hervorstechen? Auch hier kdnnen Sie die gleichen Daten besuchen, die Sie zuvor
gesehen haben. Und wieder sieht man Sprachlosigkeit, EEG-Befunde, Ataxie, Dysmetrie, was mit Ataxie zusammenhangt.
Und das sind im Grunde genommen eine Art Profile in unseren STX-ern, an die wir langsam heranzukommen versuchen.
Und Sie wissen das wahrscheinlich aus lhrer eigenen Art der Diskussion mit anderen Familien, dass STX nicht bei jedem
Kind die gleiche Krankheit ist. Nein, es gibt viele verschiedene Merkmale, aber was Sie versuchen zu erreichen, ist zu
versuchen zu verstehen, was dafiir wirklich spezifisch ist und was nicht spezifisch ist, denn wenn Sie Ergebnisstudien,
Studien zur Naturgeschichte durchfiihren méchten, miissen wir ein besseres Gespiir dafiir haben, worum es bei STX geht.



STXBP1IN ALL 310 INDIVIDUALS REPOR
IN THE SCIENTIFIC LITERATURE

k!linical feature lFrequency |

Neurodevelopmental abnormality 0.89

Seizures 0.85

Global developmental delay 0.72

EEG abnormality 0.67

Interictal epileptiform activity 0.64

Abnormality of movement 0.62

Delayed speech and language development 0.55

Abnormal muscle tone 0.50

Abnormality of higher mental function 0.49

Intellectual disability 0.47

Focal-onset seizure 0.45

Epileptic spasms 0.45

Absent speech 0.44 e . :

EEG ‘\itl}:;inerdned epileptiform discharges 0.44 Clinical information
Gait disturbance 0.43 harmonized across 389
Generalized-onset seizure 0.41 different clinical features in
EEG with focal epileptiform discharges 0.40 310 individuals
Muscular hypotonia 0.39

luntary movement

Hier ist nun also die gesamte Literatur zu STXBP1. Wir haben also einige unserer jungen Arzte und uns selbst jeden

einzelnen Bericht eines STX-Patienten, der jemals veroéffentlicht wurde, durchgehen lassen und versucht, dies alles
zusammenzufassen und zu sehen, wie das Gesamtprofil aussieht.

Und das sind 310 Personen, die, wie wir feststellen, Giber ausreichende Daten verfligen. Und wir wissen, dass wir bei fast
jedem Menschen Entwicklungsanomalien sehen, also bei 90%. Krampfanfalle sind bei 85% haufig. Und dann haben wir
noch andere Merkmale, wie z.B. die Sprachlosigkeit, die Sie vorhin gesehen haben und die bei 44% vorhanden ist. Dies ist
ein Merkmal, das wir in der Klinik recht haufig sehen, dass die meisten unserer Kinder non-verbal sind. Hypotonie ist
etwas, das irgendwie hervorsticht. Und das sind solche Ideen, wie wir ein STXBP1-Profil finden kénnen und wie wir
verstehen kdnnen, welche Art von Krankheitsbildern und welche Art von Langzeitergebnissen unsere Patienten haben.

Sarah:

Und so sprach Dr. Helbig also mit Ihnen viel liber das, was wir aus der bisherigen Literatur wissen und was wir auch aus
unserer eigenen klinischen Erfahrung kennen. Und ich méchte ein wenig weiter eintauchen in unsere eigenen klinischen
Erfahrungen mit 45 Menschen, die STXBP1 haben, und die Bandbreite der Symptome und Merkmale, die sie zeigen. Wir
wissen also, dass Entwicklungsverzogerungen und geistige Behinderungen bei praktisch jeder Person mit STXBP1 auftreten
und dass diese Behinderungen von leicht bis schwer reichen, wobei die meisten Kinder schwere geistige Behinderungen
haben. Wir wissen, dass etwa 80% der Kinder, die wir sehen, keine Sprache zur Kommunikation verwenden. Und Anfille
sind ebenfalls sehr haufig. Die meisten Kinder, die wir sehen, haben also Anfalle, aber Epilepsie sieht bei jeder Person, die
STXBP1 hat, anders aus. Wah