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Hintergrund

Unter dem Begriff Next Generation Se-
quencing (NGS) werden all jene neueren
Verfahren der DNA-Sequenzierung zu-
sammengefasst, die auf der massiven Par-
allelisierung aller hierfiir notwendigen
enzymatischen Reaktionen in sehr klei-
nen Volumina beruhen. Die Entwicklung
der NGS-Technologie hat weite Teile der
Medizin nicht nur wissenschaftsmetho-
disch verdndert. So lasst sich dank NGS
ein menschliches Genom in einer der
Sanger-Sequenzierung nahe kommenden
Qualitat derzeit schon fiir etwa € 10.000
(Summe aus Biochemie und Bioinforma-
tik) sequenzieren. Uber Jahre hinweg ha-
ben sich die relativen Kosten der Erzeu-
gung von DNA-Sequenzdaten in immer
kiirzeren Zeitraumen halbiert, und dieser
(relative) Preisverfall hat lingst den Ab-
wirtstrend bei elektronischen Speicher-
medien tiberholt (B Abb. 1). Mit dem da-
durch in greifbare Néhe gertickten ,,1000-
Dollar-Genom® schickt sich das NGS nun
auch an, die (genetische) Diagnostik zu
durchdringen. Nach Abklingen manch
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Next Generation
Sequencing in der
diagnostischen Praxis

Von der Variante zum Befund

anfénglicher Euphorie hat sich jedoch ge-

zeigt, dass ein Einsatz des NGS in der Pa-

tientenversorgung auf lange Sicht nur fiir

hinreichend penetrante genetische Vari-

anten sinnvoll ist. So steht das NGS derzeit

v. a. in 2 Anwendungsbereichen vor dem

Durchbruch in die klinische Routine:

== in der Onkologie zur molekularpa-
thologischen Subtypisierung klinisch
nicht unterscheidbarer Tumortypen
und zur Therapiesteuerung im Rah-
men einer sog. personalisierten Medi-
zin sowie

== in der Humangenetik zur Diagno-
se monogener Erkrankungen, die fiir
sich betrachtet zwar selten sind, in ih-
rer Gesamtheit aber eine Vielzahl von
Patienten und ihre Familien schwer
und oftmals tiber Jahre hinweg belas-
ten.

Diagnostische Anwendungen aufler-
halb dieser beiden Paradigmen sind der-
zeit noch nicht umfassend etabliert. In
der vorliegenden Arbeit soll dementspre-
chend nur der zweite Anwendungsbe-
reich, d. h. die molekularpathologische

Bewertung von Keimbahnvarianten, in
seiner aktuellen Entwicklung naher be-
leuchtet werden.

Die NGS-basierte Diagnostik mono-
gener Erkrankungen zielt entweder auf
die Gesamtheit des Genoms (3-10° Ba-
senpaare; ,whole genome sequencing®,
WGS), dessen proteinkodierende Berei-
che (laut ENSEMBL/GENCODE Ver-
sionl9 etwa 21.000 Gene, entsprechend
etwa 5-107 Basenpaaren; ,whole exome
sequencing, WES) oder eine von der kli-
nischen Fragestellung abhingige Aus-
wahl von Genen (,gene panels®). Beim
WES und der Sequenzierung von ,,ge-
ne panels“ werden die Zielbereiche zu-
néchst in einem vorgelagerten Schritt an-
gereichert. Diese Anreicherung ist jedoch
mit zusdtzlichen Kosten verbunden und
birgt die Gefahr zusitzlicher Fehler, so-
dass es auch bei einer gezielten Sequen-
zierung sinnvoll sein kann, zunachst das
Gesamtgenom zu sequenzieren und die
anschlieffende klinische Interpretation
der Sequenzdaten auf das Exom oder das
»gene panel® zu beschrianken. Nach wie
vor werden kleinere ,,gene panels“ auch
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Abb. 1 < Entwicklung
il der relativen Kosten fir
DNA-Sequenzierung

1990 1992 1994

mit der herkommlichen Methodik nach
Sanger sequenziert.

Problem: Befunderstellung fiir
neue genomische Varianten

Das menschliche Genom ist hochst va-
riabel und die allermeisten darin be-
findlichen Varianten sind ohne patho-
logische Relevanz. Dieses Faktum macht
die Ergebnisbewertung einer genom-
weiten Mutationssuche - von wenigen
Ausnahmen abgesehen - duferst kom-
pliziert. Selbst viele exonische Varian-
ten sind nach heutigem Wissensstand
schwer oder gar nicht klinisch interpre-
tierbar. Bei der diagnostischen Anwen-
dung des NGS in der Humangenetik ist
also die Ergebnisbewertung und nicht
die Ergebnisgewinnung das wesentliche
Problem. Viele Einrichtungen, die den-
noch bereits heute NGS in der Diagnos-
tik einsetzen, haben an dieser Stelle einen
Kompromiss in Form abgestufter Befun-
de entwickelt. Der ,,herkémmliche® Be-
fund enthilt nur Varianten, die in be-
kannten (d. h. im Onlinekatalog Men-
delian Inheritance in Man, OMIM, auf-
gefiithrten) Krankheitsgenen lokalisiert
und einer anerkannten funktionalen Be-
wertung zuginglich sind. Dabei handelt
es sich um Genvarianten, die auch durch
die Sanger-Sequenzierung von Kandida-
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tengenen entdeckt worden wiren. Der
»NGS-Befund® enthalt zusitzlich grund-
lagenwissenschaftliche Daten (z. B. aus
In-vitro-Experimenten oder Tiermodel-
len), die sich mit den verbleibenden Mu-
tationen durch eine teils spekulative mo-
lekularpathologische Interpretation in
Verbindung bringen lassen.

In der humangenetischen diagnosti-
schen Praxis wird die klinische Interpre-
tation von NGS-Daten wohl noch einige
Zeit hinter den technischen Mdglichkei-
ten zuriickbleiben, maf3geblich weil das
Wissen um die Bedeutung der meisten
Varianten unzureichend ist oder schlicht-
weg fehlt. Daher wird im Folgenden das
Konzept einer Datenbank vorgestellt, die
reichhaltige Informationen zu Genotyp
und Phinotyp einer Vielzahl von Patien-
ten mit monogenen Erkrankungen syste-
matisch, zentral und unter Beriicksich-
tigung aller ethischen und rechtlichen
Rahmenbedingungen zusammenfiihren
soll. Durch diese Datenbank liefe sich im
Lauf von etwa 2-3 Jahren die Evidenzba-
sis schaffen, ohne die eine sachgerechte
Befunderstellung auf der Grundlage von
NGS-Daten nach Ansicht der Autoren
nicht méglich ist.

(Sanger-Sequenzierung,

Next Generation Sequen-
cing) und Festplattenspei-
cher. (Adaptiert nach [11])

0.1
2012

DNA-Sequenzierung in der mo-
lekulargenetischen Diagnostik

Nach ersten Anfingen in der Frithzeit der
Molekularbiologie nahm die molekular-
genetische Diagnostik mit der Entwick-
lung der Polymerasekettenreaktion (PCR,
ab dem Jahr 1985) und der nichtradioak-
tiven DNA-Sequenzierung nach Sanger
(4-Farben-Kapillarsequenzierung, ab
dem Jahr 1994) jeweils einen groflen Auf-
schwung.

Sanger-Sequenzierung versus
Next Generation Sequencing

Herkommlicherweise geht die molekular-
genetische Diagnostik von einer Auswahl
moglicher Krankheitsgene aus, die sich
aus der jeweiligen klinischen Verdachts-
diagnose ergibt. Diese Liste lasst sich ge-
méfd Erfolgsaussichten der Diagnostik
grob priorisieren, wobei neben Kausali-
tatserwagungen auch die Grof3e der ein-
zelnen Gene eine Rolle spielt. Dieser Rei-
hung folgend werden die Gene dann Exon
fiir Exon mittels Sanger-Sequenzierung
nach auffilligen Mutationen durchsucht.
Die (4tiologische) Bewertung der dabei
aufgefundenen Varianten erfolgt durch
einen Abgleich mit Datenbanken be-
kannter Mutationen oder unter Verwen-
dung bioinformatischer Verfahren, wie



z. B. der In-silico-Vorhersage des Einflus-
ses der Mutation auf das entsprechende
Genprodukt. Darauf aufbauend wird ein
abschliefSender Befund erstellt.

Durch die NGS-Technologie wird die-
ses Vorgehen quasi auf den Kopf gestellt.
Die Parallelisierung des Sequenzierungs-
prozesses und der daraus resultierende
hohe Durchsatz erlauben es, die Diagnos-
tik statt mit einer sorgfaltig priorisierten
Liste nun mit einer geeigneten Voraus-
wahl von Genen (,gene panels®) zu be-
ginnen oder sich gleich fiir die Sequen-
zierung des gesamten Exoms oder Ge-
noms des Patienten zu entscheiden. Die
Probleme der NGS-basierten Diagnostik
stehen also nicht am Anfang sondern am
Ende der labortechnischen Untersuchung
- und zwar in Form einer Vielzahl poten-
ziell krankheitsverursachender Varianten,
die es zu interpretieren und in einen ab-
schliefenden medizinischen Befund be-
ziiglich des klinischen Phanotyps zu iiber-
fihren gilt.

Molekulargenetische Diagnostik
mit NGS-Technologien

Ein Blick auf die technischen Abldufe der
NGS zeigt, dass es sich hierbei um einen
weitestgehend hypothesenfreien Ansatz
handelt, dessen Uberlegenheit sich erst
beim parallelen, ungezielten Durchsu-
chen moglichst vieler genomischer Be-
reiche zeigt. Durch den sinnvollen Ein-
satz der NGS werden daher nicht unbe-
dingt die Kosten der einzelnen Diagnos-
tik gesenkt, sondern es wird eher die Un-
tersuchung einer ungleich grofieren Zahl
von Genen als bisher zu vergleichbaren
Kosten ermoglicht.

Sequenzierung des kompletten
Genoms (,whole genome
sequencing”, WGS)

Die Sequenzierung eines kompletten
menschlichen Genoms ist nicht nur theo-
retisch machbar, sie wurde auch bereits
in groflerem Umfang, z. B. im Rahmen
des 1000-Genomes-Projekts [1], praktisch
durchgefiihrt. Beim WGS wird die geno-
mische DNA eines Individuums in Frag-
mente von 100-500 bp zerlegt (die opti-
male Fragmentgrofie ist plattformabhén-
gig), anschlieflend amplifiziert, in Frag-
mentbibliotheken tberfiihrt und so in

den Sequenzierungsprozess eingebracht.
Dabei fallen je nach Technologie fiir ein
Genom Hunderte von Millionen ,,reads”
an (d. h. Sequenzfragmente von 50-500
Basenpaaren), von denen zwar die DNA-
Sequenz, nicht aber die Lage im Genom
bekannt ist. Diese muss vielmehr bioin-
formatisch durch Abgleich mit einer Re-
ferenzsequenz ermittelt werden. Idealer-
weise sollte am Ende das gesamte Genom
gleichmiaflig mit ,,reads” abgedeckt sein.
In der Realitdt variiert diese Abdeckung
(»coverage®) jedoch erheblich.

Sequenzierung des

kompletten Exoms (,whole

exome sequencing”, WES)

Wegen des hohen Durchsatzes bei NGS ist
eine diagnostische Beschriankung auf we-
nige Gene allein zur Steigerung der Kos-
teneffizienz nicht sinnvoll. Trotzdem kon-
nen die Arbeitsabldufe auch bei NGS so
an die Moglichkeiten der Technologien
angepasst werden, dass die Datenerzeu-
gung aus ein und derselben Probe fallab-
héngig optimiert wird. So lassen sich z. B.
durch eine Einschrinkung der Sequen-
zierung auf das Exom die verfahrensab-
hingigen Kosten pro Individuum erheb-
lich senken und dennoch die klinisch re-
levanten Sequenzinformationen grofSten-
teils gewinnen. Eine solche Einschrén-
kung wird in der Praxis durch die geziel-
te Anreicherung der Exone in den Frag-
mentbibliotheken ermdéglicht. In einem
2. Schritt konnte dieselbe Fragmentbib-
liothek des Patienten aber auch fiir eine
WGS verwendet werden.

Sequenzierung

krankheitsbezogener,gene panels”
Selbst beim Einsatz von NGS kann es gute
Griinde geben, sich im konkreten Fall auf
eine iberschaubare Liste von Kandidaten-
genen zu beschranken. Sie ist z. B. sinn-
voll, wenn die klinische Symptomatik ge-
niigend Hinweise auf spezifische gene-
tische Ursachen liefert. Fiir eine Reihe von
Erkrankungen wurden daher in Abhén-
gigkeit von der jeweiligen NGS-Plattform
krankheitsbezogene ,,gene panels“ zusam-
mengestellt. Diese enthalten jeweils etwa
10-50 Gene. Nach gezielter Anreicherung
der Exone, Spleifistellen und Kontrollre-
gionen werden diese gemeinsam in einem
einzigen Sequenzierungsvorgang unter-

Hier steht eine Anzeige.
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sucht. Eine Priorisierung ist hierbei nicht
erforderlich, da alle Panelgene im selben
Arbeitsgang sequenziert werden.

Interpretation und
Befunderstellung

Die iiber viele Jahre in der molekularen
Diagnostik monogener Krankheiten ge-
sammelten Erfahrungen haben das lang-
vermutete Phanomen der genetischen He-
terogenitat klinisch identischer Krank-
heiten in unerwartetem Mafle bestatigt.
Sowohl die Zahl als auch die Variabilitat
der fiir eine phinotypisch mehr oder we-
nig klar definierte Krankheit verantwort-
lichen Gene ist i. d. R. erheblich grosser
als bis dato angenommen. Dies wirft fiir
die molekulargenetische Diagnostik viele
neue Probleme auf. So wird nur in Einzel-
fillen eine in einem bestimmten Fallkon-
text identifizierte neue Sequenzvariante
allein dadurch, dass sie in einer einschla-
gigen Datenbank aufgefiihrt ist, als krank-
heitsverursachend zu identifizieren sein.
Stattdessen ist eher damit zu rechnen, dass
sich die meisten Listen bekannter Krank-
heitsgene als unvollstandig erweisen. Dies
gilt insbesondere fiir solche Krankheiten,
die eine variable Symptomatik und unter-
schiedliche klinische Verldufe aufweisen,
wie z. B. mentale Retardierung, generali-
sierte Entwicklungsverzogerung, gestorte
Sprachentwicklung und Autismus. Viele
dieser Krankheiten, die in der humange-
netischen Praxis eine erhebliche Bedeu-
tung haben, werden tiberhaupt erst durch
eine umfassende Nutzung von NGS mo-
lekulardiagnostisch fassbar.

Zweifellos werden die allermeisten
krankheitsspezifischen Kataloge ursich-
licher genetischer Varianten schon allein
wegen der zeitlichen Progredienz der Ein-
fihrung des NGS zunéchst unvollstindig
bleiben. Zumindest bei den monogenen
Erkrankungen kann man allerdings da-
von ausgehen, dass eine einmal als patho-
gen erkannte Variante fiir jeden weiteren
Fall gleicher Symptomatik ebenfalls dtio-
logisch relevant sein diirfte. Zudem wurde
erst kiirzlich nachgewiesen, dass Neumu-
tationen urséchlich fiir einen erheblichen
Teil aller schwerwiegenden kindlichen
Entwicklungsstorungen sind [2]. Ange-
sichts der stark eingeschrankten Repro-
duktion der davon Betroffenen ist dieser
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Zusammenfassung

Next Generation Sequencing (NGS) erlaubt
die Untersuchung des kompletten Exoms
oder Genoms eines Patienten mit vertretba-
rem zeitlichem und finanziellem Aufwand.
Dieser diagnostische Quantensprung hat
neben rechtlichen, ethischen und 6konomi-
schen Aspekten auch vielféltige Auswirkun-
gen auf die Patientenversorgung. Die weit-
gehende Einfiihrung des NGS in die Routi-
nediagnostik steht momentan jedoch noch
vor vielen Hiirden. Insbesondere ist zu er-
warten, dass mittels NGS eine Vielzahl selte-
ner Varianten bei einem Patienten entdeckt
wird, die nach derzeitigem Wissensstand kli-
nisch nicht hinreichend klar interpretierbar
sind. Als einen ersten Schritt zur Losung die-
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ses Problems wird das Konzept einer Daten-
bank vorgestellt, die systematisch genotypi-
sche und phénotypische Informationen aus
dem Versorgungskontext in Deutschland in-
tegrieren soll. Die so entstehende Ressour-
ce ware nicht nur von groRem wissenschaftli-
chem Interesse. Sie béte vordringlich den kli-
nisch tatigen Humangenetikern die notwen-
dige Evidenzbasis fiir eine zuverldssige Be-
wertung ihrer patientenbezogenen Sequen-
zierungsdaten.

Schliisselworter
Datenbank - Diagnose - DNA - Mutation -
Genetische Polymorphismen

Abstract

Next generation sequencing (NGS) allows
whole exome or whole genome sequencing
for a given patient to be performed timely
and at reasonable cost. This diagnostic quan-
tum leap not only has various legal, ethical
and economical aspects but will naturally al-
so impact upon patient care. Currently, how-
ever, the wide-spread introduction of NGS in-
to routine diagnostics is facing many obsta-
cles. In particular, it is to be expected that
NGS will identify a large number of rare vari-
ants in a given patient that are of (yet) un-
known clinical significance. As a first step to-

Next generation sequencing in diagnostic
practice. From variant to diagnosis

wards solving this problem, we introduce the
concept of a database that will systematical-
ly integrate genotypic and phenotypic infor-
mation from the German health care context.
Not only will this resource be of great scien-
tific value, but the database shall also provide
human geneticists with the evidence base
necessary for the reliable evaluation of their
patient-related sequencing data.

Keywords
Database - Diagnosis - DNA - Mutation -
Polymorphism, genetic

Zusammenhang nicht weiter verwunder-
lich. Dank NGS sind die benannten Fille
jedoch endlich auch diagnostisch zugéng-
lich geworden, und die Beurteilung der
pathogenetischen Relevanz von Neumu-
tationen diirfte ebenfalls erheblich von ei-
ner verlasslichen, frei verfiigbaren Daten-
basis genetischer Varianten profitieren.

Eine Datenbank fiir
genomische Varianten und
klinische Phdnotypen

Der Zugang zu einer stets aktuellen und
verlédsslich kuratierten Datenbank pa-
thogenetisch relevanter Sequenzvari-
anten ist fiir die Sicherung einer hinrei-

chenden Qualitit und Effizienz der mo-
lekulargenetischen Diagnostik unabding-
bar. Kommerzielle Anbieter entwickeln
gegenwartig Geschéftsmodelle zum NGS,
die auf proprietdrem Wissen iiber die ent-
sprechenden Genotyp-Phanotyp-Bezie-
hungen beruhen. Es steht jedoch zu be-
fiirchten, dass die daraus resultierende
Konkurrenzsituation und Abgrenzung
zwischen verschiedenen (6ffentlichen
und privaten) Datenressourcen dem Ge-
samtziel einer verbesserten Diagnostik
eher abtréglich sein werden. Vordring-
liches Ziel einer von der Technologie-
und Methodenplattform fiir die vernetzte
medizinische Forschung (TMF) e. V. ko-
ordinierten Initiative ist es deshalb, eine
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Abb. 2 A Minore Allelhdufigkeit (MAF) seltener SNP in einer reprasentativen 1-Mb-Region auf Chro-
mosom 16p. Etwas mehr als die Halfte (9976/17580, entspricht 56,7%) aller SNP zeigte in den 1092
Individuen des 1000-Genomes-Projekts eine MAF unter 1%; mehr als 45% (7988) wiesen eine MAF
<0,5% auf. Mehr als ein Drittel dieser seltenen SNP (3449/9976, entspricht 34,5%) kam sogar nur auf
einem einzigen von 2184 Chromosomen vor. Diese Zahl schlief3t allerdings die meisten Sequenzie-

rungsfehler ein

Datenbank pathogenetisch relevanter Se-
quenzvarianten zu etablieren, die frei von
finanziellen, wissenschaftlichen oder poli-
tischen Partikularinteressen moglichst al-
le Interessenvertreter aus der NGS-basier-
ten Diagnostik einbindet. Die Liicke zwi-
schen bekannten und aktuell nicht (oder
nur schwer) interpretierbaren Varianten
wird sich nachhaltig nur schlieflen lassen,
wenn alle einschlagigen NGS-Befunde
zeitnah und vollstindig einem qualifi-
zierten Interessentenkreis verfiigbar ge-
macht werden. Da dies selbstverstiandlich
unter Wahrung aller Belange der Daten-
sicherheit und des Datenschutzes zu ge-
schehen hat, miissen Art und Umfang der
Datenerfassung und der Datenkommuni-
kation auf das zur Erfiillung des diagnos-
tischen Zwecks notwendige Minimum be-
schrénkt bleiben.

Kurzer historischer Exkurs

Seit der Entwicklung einer reproduzier-
baren Darstellung von Chromosomen
in der Metaphase [3] sind Varianten des
menschlichen Genoms molekular cha-
rakterisiert und dokumentiert worden —
sehr frith z. B. die Trisomie 21 [4]. In der
Folge wurden zwar immer mehr und im-
mer neue numerische und strukturel-

le Chromosomenaberrationen entdeckt,
aber erst Jahrzehnte spiter gelang es, sie
systematisch und mit klinischen Phino-
typinformationen versehen zu katalo-
gisieren [5]. Mit dieser damals noch ge-
druckten Datenbank erhielten Zytogene-
tiker und genetische Berater erstmals die
Moglichkeit, wiederholt auftretende chro-
mosomale Aberrationen zuverlédssig diag-
nostisch zu bewerten. Vor etwa 20 Jahren
wurde dann die Human Gene Mutation
Database (HGMD) [6] mit dem Ziel etab-
liert, alle in der wissenschaftlichen Litera-
tur publizierten Mutationen zusammen-
zutragen, die sachlich begriindet als ur-
sichlich fiir eine monogene Erkrankun-
gen angesehen werden konnten. Eine Re-
cherche in HGMD erlaubt somit die dia-
gnostische Einordnung von Genverén-
derungen mit hohem positiv pradikti-
vem, aber nur geringem negativ pradik-
tivem Wert. Der mit ,,allelic variants“ be-
zeichnete Eintrag in der OMIM-Daten-
bank (http://www.omim.org. Zugegriffen:
24. Januar 2014) verfolgt letztendlich das
gleiche Ziel wie HGMD. Eine dhnliche,
vermutlich aber deutlich umfangreichere
Aufgabe wird auch die hier vorgeschlage-
ne Datenbank genomischer Varianten aus
NGS erfiillen, mit dem Unterschied, dass
dieser Katalog schon von Anbeginn nicht

mehr in gedruckter Form wird publiziert
werden konnen.

Inhalt und Umfang der
NGS-Datenbank

In seiner aktuellen Fassung (,,build 137)
enthalt die Single-nucleotid-polymor-
phism(SNP)-Datenbank (dbSNP) des
National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBIL, http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/SNP. Zugegriffen: 24. Januar 2014)
mehr als 53 Mio. Varianten des mensch-
lichen Genoms, und jede Sequenzierung
wird zum Nachweis eines nicht unerheb-
lichen Teils dieser Varianten bei einem
einzelnen Individuum fithren. Aller-
dings kommen fiir eine autosomal-rezes-
sive Erkrankung vermutlich nur Varian-
ten mit einer Allelfrequenz unter 5% als
kausal in Betracht; bei autosomal-domi-
nanten Erkrankungen wird die Grenze so-
gar unter 0,5% liegen. Dieses Filterkrite-
rium diirfte aber die Anzahl der poten-
ziellen Datenbankeintrage nicht wesent-
lich verringern. Ein Blick in eine reprasen-
tative 1-Mb-Region auf Chromosom 16p
(B Abb. 2) zeigt, dass mehr als ein Drittel
aller SNP eine minore Allelhdufigkeit von
unter 1% aufweist. Von diesen wiederum
trat mehr als die Halfte nur auf einem ein-
zigen Chromosom der 1092 Probanden
des 1000-Genomes-Projekts [1] auf. Daher
sollen in die hier vorgestellte NGS-Daten-
bank nur solche Varianten aufgenommen
werden, deren Kausalitit nach einhelliger
Einschétzung der Mitteiler und der Kura-
toren hinreichend belegt ist. Dies schlief3t
durchaus und ausdriicklich auch Mutatio-
nen ein, die erstmalig bei einem Patienten
gefunden wurden. Schliefilich besteht fiir
solche Eintréage im Bedarfsfall, d. h. bei er-
neutem Nachweis der gleichen oder einer
iiberlappenden Variante in einem ande-
ren Patienten, die Moglichkeit des geziel-
ten Kontakts mit dem Mitteiler im Sinne
einer drztlichen Konsultation.

Neben Varianten, die nur eine oder
wenige Basenpaare betreffen, enthalt das
menschliche Genom auch grofiere De-
letionen, Insertionen und Duplikatio-
nen, die z. T. auch als Copy-number-Va-
rianten (CNV) bezeichnet werden, sowie
umfangreiche Inversionen. Trotz der ge-
ringen Wahrscheinlichkeit, mit der eine
mehrfache Identifikation solcher geneti-
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scher Verdnderungen als kausal fiir unab-
héngige Erkrankungsfille ohne verwandt-
schaftlichen Zusammenhang zu erwar-
ten ist, sollten auch sie in die Datenbank
aufgenommen werden. Selbst wenn eine
100%ige Ubereinstimmung der Sequenz-
veranderung bei rekurrenten Neumuta-
tionen nicht zu erwarten ist, so enthalten
Position und Umfang groferer submikro-
skopischer Verdnderungen u. U. wertvol-
le Information fiir die Interpretation be-
nachbarter oder iiberlappender Mutatio-
nen.

Rechtliche und ethische Aspekte

Die Durchfithrung medizinisch indi-
zierter gendiagnostischer Mafinahmen ist
in Deutschland seit 2012 durch das Gendi-
agnostikgesetz (GenDG) geregelt. Danach
ist eine genetische Untersuchung zu Zwe-
cken der Krankenversorgung allein den
dafiir qualifizierten Personen und Labo-
ren vorbehalten (§5, §7) und sie ist grund-
sitzlich an die Aufkldrung (§9) und Ein-
willigung (§8) der Betroffenen gekniipft.
Die Ergebnisse der Untersuchung sind
normalerweise 10 Jahre aufzubewahren
und nach Ablauf dieser Frist zu 16schen,
solange die Betroffenen nicht schriftlich
etwas anderes verfiigen (§12). Dies be-
deutet, dass die Ubertragung eines gene-
tischen Befunds in eine Datenbank wie
die hier vorgeschlagene ebenfalls der auf-
geklarten Einwilligung bedarf. Bei den da-
fir in Frage kommenden Patienten wird
es sich in vielen Fillen um nichteinwilli-
gungsfihige Minderjahrige handeln. Die
Einwilligung in die Speicherung von de-
ren NGS-Daten muss also zunéchst durch
die Erziehungsberechtigten erfolgen und
gegebenenfalls bei Erreichen der Einwilli-
gungsfihigkeit durch die Patienten erneu-
ert werden.

Die in der NGS-Datenbank zusam-
mengefithrten Informationen sollen pri-
mar die Befunderstellung aus NGS-Daten
sukzessive auf eine immer breitere und zu-
verldssigere Basis stellen. Daneben werden
sich die Daten jedoch auch als wertvoll fiir
die Beantwortung wissenschaftlicher Fra-
gen erweisen. Zweifellos dient die Daten-
bank an dieser Stelle ausschlieSlich Drit-
tinteressen. Da die Daten aber im Versor-
gungskontext erhoben wurden und dort
zum Zeitpunkt der Ubernahme bereits
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zweckdienlich waren, und da wegen der
vorgesehenen Anonymisierung die Ri-
siken fiir die Betroffenen minimal sind,
stellt die NGS-Datenbank nach Ansicht
der Autoren kein Instrument der fremd-
niitzigen Forschung im Sinne der Dekla-
ration von Helsinki dar. Vielmehr ist in
ihrer Verwendung fiir die Diagnosestel-
lung im Falle ebenfalls Erkrankter und
in der Erforschung der Genotyp-Phéno-
typ-Beziehungen ein nicht anders zu er-
zielender Gruppennutzen zu sehen, der
diese Verwendung ethisch rechtfertigt (s.
z. B. [12]).

Eine offentlich zugangliche Sammlung
von NGS-Varianten, wie die hier vorge-
schlagene, muss der besonderen Schutz-
wiirdigkeit genetischer Daten in jedem
nur denkbaren Umfang Rechnung tragen.
Die verfiigbar gemachten genetischen und
klinischen Informationen werden zwar
vollstindig anonymisiert. Allerdings lasst
sich nicht ausschlieflen, dass allein durch
die Detailliertheit der phénotypischen
Beschreibung, die fiir eine sinnvolle kli-
nische Nutzung der Datenbank erforder-
lich sein wird, fiir einzelne Patienten ein
Risiko der Re-Identifizierung besteht. Aus
diesem Grund bedarf es fiir den Betrieb
der vorgeschlagenen Datenbank eines be-
sonderen Datenschutzkonzepts, das die-
ser Gefahr wirksam vorbeugt. Denkbar
sind Erweiterungen generischer Daten-
schutzkonzepte, wie z. B. desjenigen der
TMF e. V., das bereits an mehreren Stel-
len erfolgreich an den Einsatz im mole-
kulargenetischen Forschungskontext an-
gepasst wurde [7].

Internationale Aktivitaten

Angesichts des weltweit zunehmenden
Einsatzes von NGS fiir diagnostische Zwe-
cke verwundert es nicht, dass sich auch in
anderen Léandern Initiativen gebildet ha-
ben, um die daraus hervorgehenden In-
formationen zu katalogisieren und fiir
Dritte nutzbar zu machen. Beispielhaft
sei hier zunichst das sog. ClinVar-Projekt
genannt, das sich zum Ziel gesetzt hat, ein
frei zugéngliches offentliches Archiv fiir
Varianten des menschlichen Genoms mit
Bezug zum klinischen Phinotyp zu etab-
lieren (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cl-
invar/. Zugegriffen: 24. Januar 2014, [8]).
Alktuell gibt es Bestrebungen der National

Institutes of Health (NIH), ClinVar mit ei-
ner Férderung von 25 Mio. US-Dollar zu
einer ,clinical genome resource® (Clin-
Gen) zu erweitern. Diese soll dann (dhn-
lich wie im hier vorgestellten Konzept ei-
ner deutschen NGS-Datenbank) US-ame-
rikanischen Diagnostiklaboren als zentra-
le Referenz fiir medizinisch relevante ge-
netische Varianten dienen [13]. Das wie
ClinVar ebenfalls in den USA angesie-
delte Projekt eines Exom-variant-Ser-
vers (EVS) ist aus dem Exome-sequenci-
ng-Projekt (ESP) hervorgegangen, einer
vom National Heart, Lung and Blood Ins-
titute (NHLBI) geforderten Forschungs-
initiative (http://evs.gs.washington.edu/
EVS/. Zugegriffen: 24. Januar 2014, [9]).
Der EVS enthilt derzeit exomweite Se-
quenzdaten von mehreren tausend Pati-
enten. Das in England angesiedelte und
von der Européischen Union geforder-
te Projekt ,,Gen2Phen" verfolgt neben der
Datensammlung und der Etablierung der
notwendigen Informationstechnologiein-
frastruktur auch das Ziel, die fiir die In-
terpretation humaner Genomvarianten
relevanten Informationen aus Modellor-
ganismen in die Datenbank mit einzube-
ziehen [10].

Zweifellos wird es in Zukunft sinnvoll
sein, all diese nationalen Aktivititen in-
ternational tibergreifend zusammenzu-
fithren. Auch die hier skizzierte deutsche
Initiative versteht ihre Planungen in die-
sem Sinne. Allerdings sollte die Einbrin-
gung sensibler und schutzbediirftiger ge-
netischer Daten aus verschiedenen nati-
onalen Quellen nach Ansicht der Auto-
ren auf nationaler Ebene koordiniert wer-
den. Nur so ldsst sich die Einhaltung der
einschldgigen rechtlichen und ethischen
Vorgaben garantieren. AufSerdem wird ei-
ne gut etablierte nationale Datenbank ei-
nen deutlich signifikanteren Beitrag zu
umfangreicheren internationalen Initia-
tiven leisten konnen, als viele kleine In-
sellésungen. Und nicht zuletzt ist anzu-
merken, dass alle genannten Datenbank-
initiativen entweder noch im Aufbau be-
griffen sind, wie etwa ClinGen, und ihre
Nutzbarkeit und Niitzlichkeit somit noch
nicht absehbar ist, oder dass sie mafigeb-
liche Defizite aufweisen. Ein Abgleich mit
HGMD hat beispielsweise einen sehr ge-
ringen negativ pradiktiven Wert, da der
Datenbank ,,nur® eine Literaturrecherche



zugrunde liegt und viele krankheitsverur-
sachende Mutationen nicht mehr in pro-
minente wissenschaftliche Publikationen
eingehen. Zudem enthélt HGMD nur
sehr basale Phanotypinformationen und
wire daher fiir eine klinische Anwendung
nicht spezifisch genug. Das ESP-Projekt
bezieht sich mit dem EVS wiederum nur
auf Herz-, Lungen und Bluterkrankungen
und enthilt zudem relativ kryptische Pha-
notypinformationen.

Fazit fiir die Praxis

= Zweifellos steht NGS erst am Anfang
eines qualifizierten Einsatzes in der
molekulargenetischen Routinediag-
nostik. Fiir die klinische Interpretation
einer Vielzahl der dabei aufgedeckten
Varianten fehlt (noch) die notwendi-
ge Evidenzbasis.

== Um diesen Mangel schnell, sachge-
recht und nachhaltig zu beheben,
sind richtungsweisende Entschei-
dungen hinsichtlich der Schaffung ei-
ner deutschen NGS-Datenbank und
ihrer internationalen Vernetzung er-
forderlich. Eine solche Datenbank
wiirde nicht nur die diagnostische Si-
cherheit erh6hen, sie wiirde auch da-
zu beitragen, den Einsatz der NGS in
der Krankenversorgung maglichst
kosteneffizient fiir die Gemeinschaft
der Krankenversicherten zu gestalten.
Und nicht zuletzt ware sie ein her-
ausragendes Translationsprojekt zwi-
schen Wissenschaft und Krankenver-
sorgung.

== Die rechtlichen Rahmenbedingun-
gen einer klinischen NGS-Datenbank
sind in Deutschland weitestgehend
durch das Gendiagnostikgesetz und
die Datenschutzgesetzgebung abge-
steckt. Daher wird es in den kommen-
den Jahren v. a. humangenetischer,
epidemiologischer und bioinformati-
scher Anstrengungen bediirfen, um
durch die vorgeschlagene Datenbank
die Anwendung von NGS in der hu-
mangenetischen Diagnostik und der
personalisierten Medizin in Deutsch-
land auf eine nachhaltige inhaltliche
Grundlage zu stellen.
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