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Next Generation Sequencing (NGS) ermdglicht als Hochdurchsatzverfahren die umfassende
Analyse des menschlichen Genoms. Entwicklung und diagnostischer Einsatz des NGS sind aber
mit biocinformatischen und ethischen Herausforderungen verbunden. Der Beitrag beschreibt die
Methodik, erldutert Chancen und Herausforderungen und zeigt anhand der nicht-invasiven
pranatalen Testung (NIPT) und eines klinischen Fallbeispiels aktuelle spezifische Anwendungen
und Probleme des NGS auf.

Stichworter: Humangenetik, Next Generation Sequencing (NGS), Exom, Big Data, nicht-invasive pranatale Testung
(NIPT), seltene Erkrankungen, personalisierte Medizin, humangenetische Beratung

1 Einleitung

Die Verwendung der in den letzten Jahren entwickelten Next Generation Sequencing (NGS)-
Strategien in der Grundlagenforschung hat zu einem enormen Wissenszuwachs beigetragen, auf
dem Gebiet der Humangenetik insbesondere bei der Entdeckung neuer krankheitsrelevanter
Gene und krankheitsverursachender genetischer Veranderungen (Mutationen). Diese neuen
Erkenntnisse erlauben Einsichten in das Zustandekommen von angeborenen Erkrankungen, sie
helfen aber auch, grundlegende biologische Prozesse zu verstehen: Mutationen zeigen namlich,
wie Ablaufe richtig funktionieren sollten.

Ebenso revolutioniert der Einsatz des NGS die genetische Diagnostik: Wahrend bis vor einigen
Jahren durch Verwendung der klassischen Verfahren (z.B. Chromosomendiagnostik, Sanger-
Sequenzierung) nur grofRe oder ausgewahlte Veranderungen erfasst werden konnten, ermdglicht
das NGS nun die Erfassung aller Veranderungen im Erbgut. Dieser Schritt ist eine wesentliche
Grundlage fUr die sogenannte personalisierte bzw. Prazisions-Medizin.

1.1 Aufbau des menschlichen Genoms

Das menschliche Kerngenom ist mit Ausnahme weniger Zellen diploid und besteht aus etwas
mehr als sechs Milliarden Basenpaaren (bp), die in den Kdorperzellen auf 46 Chromosomen (22
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Autosomenpaare und die beiden Geschlechtschromosomen X und Y) verteilt sind. Keimzellen
sind dagegen haploid. Insgesamt ist die Erbinformation des Menschen auf 3,27 x 10° bp = 3,27
Gigabasenpaaren (Gbp) = 3.270 Megabasenpaaren (Mbp) = 3.270.000 Kilobasenpaaren (kbp)
gespeichert. Allerdings sind von diesem Genom nur ca. 2,5% relevant fir ca. 19.000
proteinkodierende Gene (Abb. 1).

Humanes Genom

Kerngenom Mitochondriales
3,27 Gbp Genom 16,5 kbp
|
I ]
Gene und Extragenische
genbezogene DNA DNA
25% 75%
l ] I ]
o eree || o Nehtsodirence e || Repative
Seque{nzen Sequenzgg‘(sz;]/?. Introns) Sequr—.:]nzen gg‘.l,ﬁ
25% 45%

Abb. 1: Zusammensetzung des menschlichen Genoms. Der Anteil der proteinkodierenden und regulatorischen
Sequenzen betragt nur 2,5% (angelehnt an: http://geneticssuite.net/files/Two%20human%20genomes_0.jpg).

Krankheitsverursachende (pathogene) Veranderungen sind derzeit in ca. 4900 Genen berichtet.
Es wird geschatzt, dass sie zu ca. 85% in den Exons lokalisiert sind [1], so verandern sie die
Proteinstruktur und -funktion. Ungefahr 15% der Mutationen betreffen regulatorische Abschnitte
in nicht-kodierenden Genabschnitten, insbesondere die fiir das SpleiRen notwendigen DNA-
Erkennungsstellen an den Intron-Exon-Ubergingen sowie Promotoren.

Die humangenetische Diagnostik ist derzeit auf Exons und zugehdrige regulatorische Abschnitte,
also das Exom, ausgerichtet, da dort die Mehrzahl der bekannten pathogenen Punktmutationen
lokalisiert und die Interpretation von Veranderungen in diesen Bereichen einfacher ist.

1.2 Bisherige Methoden der humangenetischen Diagnostik

Wahrend die Chromosomendiagnostik und die DNA-Chip-Analyse den Zugewinn oder Verlust nur
grolRerer DNA-Abschnitte erfassen, werden in der molekularen humangenetischen Diagnostik
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Veranderungen von Einzelbasenpaaren erfasst. Die bisher eingesetzten Methoden basieren
meist auf einer Polymerasekettenreaktion (PCR) und umfassen entweder Tests, die auf eine
spezifische Mutation ausgelegt sind (s. [2]), oder solche, die die Analyse der
Einzelbasenpaarabfolge in einem ausgewahlten Abschnitt erlauben.

In der molekularen Routinediagnostik hat sich zunachst die DNA-Sequenzierung nach Sanger
durchgesetzt: Diese auch als Kettenabbruch- oder Didesoxymethode bezeichnete Technik stellt
den Goldstandard zur Aufklarung einer DNA-Sequenz und zum Nachweis von Punktmutationen
dar (s. [2; 3]). Die zu analysierende Sequenz wird i.d.R. auf der Basis eines spezifischen PCR-
Produkts erzeugt. Je nach Sequenzierautomat kénnen Sequenzen von 300 bis 1000 bp Lange
analysiert werden. Selbst Gerate, die 96 Proben in einer Stunde parallel sequenzieren kénnen,
wuirden fur ein gesamtes menschliches Exom, d.h. fir alle 19.000 Gene, etwa 13 Tage bendtigen.
Jedes der Exons musste mit mindestens einem spezifischen Primerpaar in Einzelansatzen mittels
PCR amplifiziert und dann sequenziert werden, die Kosten wirden sich auf mehrere Millionen
Euro belaufen. Entsprechend aufwandiger ist die vollstandige Sequenzierung des menschlichen
Genoms: Tatsachlich kostete die 2001 abgeschlossene Sequenzierung der durch James Watson
und Craig Venter mittels Sanger-Methode charakterisierten Genome mehrere Milliarden Dollar
und dauerte mit einer Vielzahl von Sequenzierautomaten mehrere Jahre.

2 Next Generation Sequencing (NGS): Ein Hochdurchsatzverfahren

Mit der Entwicklung verschiedener Verfahren, die unter dem Begriff NGS zusammengefasst
werden (vgl. Tab. 1), kann die bisherige Begrenzung der Sequenzierkapazitat umgangen werden.
Mittlerweile steht eine Vielzahl von NGS-Plattformen und -Verfahren zur Verfiigung, denen allen
die schnelle und kostengunstige Analyse einer grol3en Zahl von DNA-Fragmenten gemeinsam ist.
Damit kdnnen ganze Genome innerhalb kurzer Zeit mit vertretbaren Kosten sequenziert werden.
Dieser Quantensprung wird besonders deutlich an den rapide sinkenden Preisen fur
Sequenzierleistungen: Kosteten diese mittels Sanger-Sequenzierung im Jahre 2000 noch 3,7
Milliarden US-$ pro Genom, so fiel der Preis mit den ersten NGS-Geraten im Jahre 2006 auf zehn
Millionen US-$, und aktuell betragen die Sequenzierkosten fiir ein Genom weniger als 1000 US-$.

NGS wird mittlerweile fur viele Fragestellungen in der Forschung eingesetzt, dabei wird nicht nur
DNA analysiert, sondern uUber RNA-Analytik und weitere sogenannte ,Omic“-Technologien
kénnen z.B. auch (indirekt) Genprodukte und Gen-Protein-Interaktionen untersucht werden (zur
Ubersicht: [4]). In der humangenetischen Diagnostik steht derzeit der Nachweis
krankheitsverursachender Mutationen im Vordergrund (s. Fallbeispiel in Kasten 2), eine weitere
zunehmend relevante Anwendung ist die nicht-invasive vorgeburtliche Diagnostik an zellfreier
fetaler DNA aus mutterlichem Blut (s. Abschnitt 3).
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Vorteile

- das gesamte Genom wird erfasst,
also auch die nicht-kodierenden
Abschnitte

- neue Gene und
krankheitsassoziierte Sequenzen
konnen identifiziert werden

- alle proteincodierenden Bereiche
des Genoms werden erfasst

- auch neue Gene kdnnen
identifiziert werden

- besonders fur Krankheiten mit
unspezifischen klinischen
Merkmalen geeignet

- gezielte Charakterisierung von
Genen, in denen
krankheitsverursachende
Mutationen bekannt sind

- nicht nur krankheitsspezifische
Gene, sondern auch solche von
Krankheiten mit ahnlichen
Merkmalen werden untersucht
(Differentialdiagnose)

- besonders fur Krankheiten mit
unspezifischen klinischen
Merkmalen geeignet

- gezielte Charakterisierung von
Genen, in denen Mutationen bei
der spezifischen Erkrankung
bekannt sind

- geringe Wahrscheinlichkeit fur
Zusatzbefunde
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Nachteile

- Wahrscheinlichkeit fur
Zusatzbefunde ist sehr hoch

- Wahrscheinlichkeit fur Nachweis
unklarer Ergebnisse ist sehr hoch

- riesige Datenmengen mussen
ausgewertet, interpretiert und
gespeichert werden

- Wahrscheinlichkeit fur
Zusatzbefunde ist sehr hoch

- Wahrscheinlichkeit fir Nachweis
unklarer Ergebnisse ist erhoht

- nicht-kodierende Abschnitte
werden i.d.R. nicht analysiert

- grol3e Datenmengen mussen
ausgewertet und interpretiert
werden

- Wahrscheinlichkeit fur
Zusatzbefunde ist erhoht

- Wahrscheinlichkeit fir Nachweis
unklarer Ergebnisse ist erhoht

- neue Gene/Mutationen werden
nicht erfasst

- nicht-kodierende Abschnitte
werden i.d.R. nicht analysiert

- groBe Datenmengen mussen
ausgewertet und interpretiert
werden

- kaum flexibel: sollen neue Gene
eingeschlossen werden, muss
das Panel angepasst werden

- Mutationen in Genen, die zu
ahnlichen klinischen Merkmalen
fuhren (Differentialdiagnosen),
werden nicht erfasst

- nicht-kodierende Abschnitte
werden i.d.R. nicht analysiert

Tab. 1: Ubersicht (ber verschiedene NGS-Formate, die im Rahmen der humangenetischen Forschung und Diagnostik
eingesetzt werden oder verwendet werden konnten (wichtige Begriffe siehe auch Glossar in Kasten 2).
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2.1 Methodisches Vorgehen beim NGS

Beim NGS sind die Laborablaufe (2.1.1) und die Datenanalyse (2.1.2) zu unterscheiden, beide
Phasen bestehen aus mehreren Schritten und nehmen jeweils mehrere Tage in Anspruch (Abb.
2).

Library preparation

LE (Vorbereiten der DNA-Probe, u.a. Fragmentierung, 2 Tage
-] Anlagerung von Adaptoren, Anreicherung mittels PCR)
Hgs] -
3 Template preparation ]
8 (Vorbereiten der Fragmente fir die anschlieBende
O Sequenzierreaktion, z.B. Bridge amplification) L 1.7 Tage, abhéingigvon Umfa ng und
-‘% Sequenzierreaktion und Lauf Sequenziergerat
— (z.B. Sequencing by Synthesis, Erzeugung der
Primardaten) B
Q Primare Datenanalyse
g (Base calling, Alignment) 24 Tage*
(O
% Sekundare Datenanalyse 4-12 Stunden®
C (Variant Calling, Qualitatsfilterung)
Q
"(.B' Tertidre Datenanalyse 1 Stunde* + 2-14 Tage fir
D (u.a. Abgleich mit Variantendatenbanken, Varianten- Interpretation, Variantenselektion
Filterung, Pathogenititsabschitzung) und Priorisieru ng durch
Wissenschaftler sowie weitere
Abklarung

Abb. 2: Gesamtibersicht Gber die Labor- und Auswerteschritte beim Next Generation Sequencing am Beispiel eines Exoms.
Die Darstellung ist exemplarisch: Im Labor kdnnen auch andere Anreicherungs- und Sequenzierstrategien verwendet
werden; die Dauer der einzelnen Schritte bei der Datenanalyse ist jeweils abhangig von der Rechenkraft und von der
GroRe des Datensatzes (siehe *). Erlduterungen im Text (Abschnitt 2.1), wichtige Begriffe im Glossar (Kasten 1).

2.1.1 Laborablaufe

Die verfugbaren NGS-Strategien unterscheiden sich zwar in den verwendeten Reagenzien und
Laborprotokollen (zur Ubersicht: [5, 6]), umfassen aber in der Regel die gleichen wesentlichen
drei Schritte, die hier beispielhaft skizziert werden (Abb. 2 und 3).

a) Vorbereitung der DNA-Proben (Library Preparation)

Die zu untersuchende DNA-Probe wird zundchst enzymatisch oder mechanisch in kleine
Fragmente geschnitten (fragmentiert; Abb. 3a), wobei die Fragmentlange von der
entsprechenden Anwendung abhangt. Anschliefend werden kunstliche kurze DNA-Stlicke an die
DNA-Fragmente angehangt, die als Adaptoren bezeichnet werden. Sie setzen sich u.a. aus

Heft 1/1 Jahrgang 2018 Seite 5von 18



www.bu-praktisch.de praktisch

Primersequenzen zusammen, die fur das NGS als Startpunkte dienen. Weiterhin kénnen sie
individuelle Sequenzen, sogenannte Barcodes oder Indices (vgl. Kasten 2) beinhalten, die die
gleichzeitige Analyse von DNAs verschiedener Personen erlauben (Abb. 3a).

Zur Anreicherung der DNA kdnnen u.a. PCR-basierte Verfahren eingesetzt werden, z.B. wenn
ausgewahlte Gene analysiert werden sollen (Multigen-Panel, vgl. Tab. 1). Dabei werden Tausende
PCR-Reaktionen in einem Ansatz parallel durchgeflhrt. Je nach Zahl der Zielfragmente bietet es
sich aber auch an, diese durch spezifische Sonden, bei denen es sich um Oligonukleotide
(,Oligos") handelt, zu binden, um sie gezielt aus dem urspringlichen Fragmentierungsgemisch
anzureichern.

Liegt die DNA fragmentiert, mit Adaptoren versehen und spezifisch angereichert vor, spricht man
von einer DNA-Bibliothek (Library).

b) Vorbereitung der Sequenzierproben (Template preparation)

Zur Vorbereitung der erzeugten DNA Library fur die anschlieBende Sequenzierreaktion werden
einzelstrangige Vorlagen in groRBer Zahl generiert. Von den derzeit verfigbaren Methoden wird
hier exemplarisch die sogenannte Brlckenamplifikation (Bridge Amplifikation, Abb. 3a)
beschrieben. Die geschnittenen DNA-Fragmente werden denaturiert und an eine Glasplatte, eine
sogenannte Durchflusszelle (Flow cell oder Flow chip, vgl. Kasten 2) angelagert, indem einer der
beiden an die DNA-Fragmente angebrachten Adaptoren an komplementare kurze DNA-Sonden
auf der Glasplatte bindet (Abb. 3a). Dieses Oligonukleotid dient dann als Primer flr die
anschlieBende Amplifikation, es entsteht ein neuer Gegenstrang. Der Ursprungsstrang wird
durch Denaturierung entfernt. Der Neustrang stellt nun die Verlangerung des an die Flow cell
gebundenen Oligos dar. Sein freies Ende kann nun ebenfalls wieder an ein komplementares
Oligonukleotid auf der Flow cell binden. Wie zuvor dient dieses als Primer und wird verlangert, es
kommt zur Bruckenbildung (Abb. 3a). Das entstandene doppelstrangige PCR-Produkt wird
denaturiert, und diese Schritte werden zyklisch wiederholt. Durch die fortlaufende
Bruckenamplifikation der zuvor gebundenen Einzelstrange entstehen nach und nach sogenannte
Cluster aus DNA-Fragmenten gleicher Sequenz, die schlielich als Vorlage fur die eigentliche NGS-
Reaktion dienen. Der beschriebene Vorgang wird als Clustergenerierung (Cluster generation)
bezeichnet.

¢) Sequenzierreaktion und Lauf

Die Sequenzierreaktion kann mittels verschiedener Methoden erfolgen, im vorgestellten
Laborablauf ist dies das sogenannte Sequencing by Synthesis (Abb. 3b; Kasten 2): Der gegen einen
Teil der Adaptorsequenz gerichtete Primer lagert sich an das an die Flow cell gebundene
einzelstrangige DNA-Fragment an, anschlieBend erfolgt wie bei einer PCR der Einbau des
komplementaren Nukleotids, wobei jedes der vier Nukleotide mit einem individuellen
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist (Abb. 3b).
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Abb. 3: Laborablauf (vgl. Abb. 2) beim Next Generation Sequencing am Beispiel der Brickenamplifikation (siehe a) und des
Sequencing by Synthesis (siehe b). Es sei darauf verwiesen, dass auch andere Strategien zur Verfigung stehen. (* Der
Barcode wird vom Primer/Adapter ausgehend mit sequenziert.)
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Je nach eingebautem Nukleotid wird der jeweilige Farbstoff zur Fluoreszenz angeregt und das
Lichtsignal vom Gerat detektiert. Danach wird das Fluoreszenzsignal abgespalten, und das
nachste Nukleotid kann eingebaut werden. Diese Vorgange werden Uber viele Zyklen wiederholt.

Beim beschriebenen Prinzip spricht man von sogenannten ,reversiblen Terminatoren”. Sie
erlauben einen Einbau von aufeinanderfolgenden fluoreszenzmarkierten Nukleotiden in den
DNA-Strang. Hier besteht der grundsatzliche Unterschied zur klassischen Sanger-Sequenzierung,
bei der ein Einbau eines fluoreszenzmarkierten Nukleotids zum Kettenabbruch fuhrt.

Die Abfolge der Lichtsignale wird digital gespeichert und dient als Grundlage flir die weitere
(bio)informatische Analyse.

2.1.2 Datenanalyse

Die von der NGS-Plattform erzeugten digitalen Daten stellen die Primardaten dar (Abb. 2), die in
eine Nukleotidabfolge Ubersetzt werden, indem eine Software die auf der Flow cell pro Zyklus
detektierten Lichtsignale ermittelt und einem Nukleotid zuordnet. Man bezeichnet dies als Base
calling (Kasten 2). Da die DNA-Cluster und damit die Fluoreszenzsignale teilweise sehr eng bei
einander liegen, kann es zu Uberlagerungen von Lichtsignalen und damit zu einer schlechteren
Auswertbarkeit kommen. Dies ist ein Qualitatsparameter beim NGS (vgl. Abschnitt 2.2.1).

Ergebnis des Base calling ist eine Abfolge von Nukleotiden, wobei fur jedes einzelne Nukleotid die
Angabe erfolgt, mit welcher Wahrscheinlichkeit dieses tatsachlich vorliegt. Die gesamte
Nukleotidabfolge eines Fragments heil3t Read (Kasten 2).

Nach digitaler Erzeugung der Reads ist zunachst unklar, welchen Teilen des Genoms sie jeweils
entsprechen. Im Rahmen der primdren Datenanalyse (Abb. 2) werden die einzelnen Reads mit
Hilfe von Computerprogrammen ihrer Stelle im humanen Referenzgenom, welches online unter

https://www.genome.qgov/ éffentlich zuganglich ist, zugeordnet. Man nennt dies Alignment.

Da der gleiche DNA-Abschnitt aus hunderten oder tausenden Zellen vorliegt, ist das gleiche
Nukleotid in hunderten bis tausenden von Reads vorhanden. Man spricht hier von
Sequenziertiefe oder Coverage (Kasten 2). Dieses Potential des NGS wird auch als massives
paralleles Sequenzieren oder Ultratief-Sequenzieren (Ultradeep sequencing, auch Deep sequencing,
Kasten 2) bezeichnet und ist insbesondere flr den Nachweis von geringen Anteilen veranderter
DNA in einer Probe wichtig, z.B. bei der nicht-invasiven pranatalen Testung (NIPT, s. Abschnitt 3).

Im Rahmen der sekunddren Datenanalyse (Abb. 2) wird ermittelt, an welchen Positionen sich
die untersuchte DNA vom Referenzgenom unterscheidet. Bei diesem Variant calling mussen
Sequenzierartefakte herausgefiltert werden, die z.B. anhand der geringen Qualitét eines
Nukleotidsignals identifiziert werden kénnen. Verschiedene Programme und Algorithmen stehen
auch hier zur Verfugung. Nach dieser Qualitatsfilterung bleiben bei Analyse eines Exoms bis zu
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40.000 Varianten Uubrig, die dann im Hinblick auf ihre Pathogenitat, d.h. auf einen
Zusammenhang mit den klinischen Merkmalen des Patienten, untersucht werden mussen. Bei
dieser tertidren Datenanalyse werden die Varianten eines Patienten mit Variantendatenbanken
- Single nucleotide polymorphism (SNP)-Datenbanken - verglichen. Auf diese Weise werden
haufige, pathogenetisch nicht relevante Varianten herausgefiltert (Abb. 2 und 4; vgl. Abschnitt
2.2.1). Nach dieser Filterung bleiben nur noch ca. 2% der Varianten Ubrig. Die weitere Filterung
richtet sich nach der Plausibilitat, also nach der Frage, ob die Mutation ein klinisches Bild erklart
(vgl. Abb. 3 sowie Abschnitt 2.2).
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Abb. 4: Beispielhafte Darstellung fur Variantenzahlen nach einer Whole Exome Sequencing-Analyse (vgl. Tab. 1) und
verschiedenen bioinformatischen Filterungen.

Kriterien bei dieser Pathogenitatsabschatzung sind unter anderem:

e der funktionelle Schweregrad der Variante: Funktionsverlust-Mutationen (Loss-of-function-
Mutationen, z.B. Leseraster- oder Stopmutationen) werden i.d.R. von vorneherein als
schwerwiegender eingestuft als Varianten, die funktionell gleichartige Aminosauren
austauschen (neutrale Mutationen) oder die Proteinsequenz gar nicht verandern (stille
Mutationen). Von den durchschnittlich 250 bis 300 Funktionsverlust-Mutationen, die jedes
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Individuum tragt, finden sich 50 bis 100 Varianten in Genen, fur die ein Zusammenhang mit
einem Krankheitsbild bekannt ist. Fir die funktionelle Charakterisierung von Varianten
stehen zahlreiche digitale Werkzeuge zur Verfugung [7].

die Rolle des betroffenen Gens im Stoffwechsel: Es ist zu prifen, ob das Gen zu einem
bestimmten Merkmal beitragt (z.B. Wachstumsgen: Mutationen fihren maoglicherweise zum
Kleinwuchs) und/oder ob sogar Mutationen in diesem Gen als Ursache der Erkrankung
bekannt sind.

der zugrundeliegende Erbgang: Sind mehrere Geschwister betroffen, aber beide Eltern
gesund, spricht dies flr einen autosomal-rezessiven Erbgang, elterliche Blutsverwandtschaft
ist hierfir ein weiterer Hinweis. Beim autosomal-dominanten Erbgang sollte ein Elternteil
betroffen sein, oder man geht von einer Neumutation (de novo) aus. Haufig kann hier die
Analyse nicht nur des Patienten, sondern auch seiner Eltern und Geschwister hilfreich sein.
Bei jedem Menschen finden sich 30 bis 40 neu entstandene Varianten (de novo variants) [8],

praktisch

die nicht bei den Eltern nachweisbar sind.

Barcoding Individuelle Markierung von vorbereiteten Proben verschiedener
Patienten fur den NGS-Lauf, so dass diese zwar gemeinsam auf dem
Gerat analysiert, aber dann getrennt ausgewertet werden kdnnen
(anderes Wort: /ndexing).

Base calling Computerbasierter Prozess, bei dem die im NGS-Lauf erzeugten
Primdrdaten in Form digitaler Bilder in eine Nukleotidfolge
umgewandelt werden.

Coverage Abdeckung eines Fragments bei einer gewahlten Sequenziertiefe (in
%).
Deep sequencing NGS-Anwendung, bei der die Zahl der Reads wesentlich hoher ist als

die Lange der zu untersuchenden Sequenz.

Flow cell / Flow chip Glastrager, auf dem die zu sequenzierenden DNA-Fragmente durch
Bindung an komplementare Adaptoren immobilisiert werden.

Indexing Anderes Wort fur Barcoding.
Read Nukleotidsequenz, die beim NGS erzeugt wird.

Sequencing by Synthesis Methode des NGS, bei dem die Sequenzinformation wahrend der
Neusynthese eines komplementaren Stranges ausgelesen wird.

Kasten 1 : Glossar von Begriffen, die im Zusammenhang mit Next Generation Sequencing haufig verwendet werden.
Weitere Begriffe, die sich auf verschiedene NGS-Formate beziehen, sind in Tab. 1 aufgefuhrt.
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2.2  Herausforderungen der Methode

2.2.1  Humangenetische Forschung

Wahrend die Laborablaufe (Wet Lab) mittlerweile schon gut etabliert sind, ist die Erzeugung,
Speicherung, Auswertung und Interpretation der NGS-Daten (derzeit noch) mit grofRen
Herausforderungen verbunden, welche insbesondere bioinformatische und auch finanzielle
Aspekte betreffen.

Die Anschaffungskosten fir eine NGS-Plattform liegen derzeit zwischen ca. 100.000 € und
500.000 €. Welches Gerat gewahlt wird, hangt v.a. vom Probenaufkommen und von der
Fragestellung ab: Ein kleineres Gerat ist fUr die Untersuchung eines klinischen Exoms (vgl. Tab. 1)
ausreichend, dagegen wadre ein vollstandiges humanes Genom damit nur sehr teuer und
zeitaufwandig zu analysieren. Bei Groligeraten ist der Preis pro untersuchter Base wesentlich
gunstiger, lohnt sich aber erst bei einem hohen Probenaufkommen.

Die Masse der Primardaten, der Abgleich mit Referenzsequenzen sowie die Speicherung der
digitalen Daten (Big Data) erfordert immense IT-Kapazitaten [9]. Mit der Menge der erzeugten
Daten steigen die Kosten fur deren Berechnung und Archivierung, dies kann den
Anschaffungspreis eines NGS-Gerates um ein Vielfaches Ubersteigen.

Das Nadeldhr bei der Durchfihrung von NGS-Experimenten ist derzeit noch die Interpretation
und Auswertung. Hierbei muss man sich vor Augen flihren, dass die Menge der auswertbaren
Daten exponentiell zunimmt: Wertete man frilher pro Patient nur einzelne Gene aus, so kénnen
es mittels NGS Hunderte bis Tausende Gene werden. Diesem Quantensprung tragt die im
Vergleich zur Sanger-Sequenzierung veranderte Auswertung Rechnung, bei der nicht mehr Base
fir Base im Elektropherogramm betrachtet wird, sondern eine Liste von Varianten unter
anderem Uber Parameter wie Coverage und Anzahl der Reads (vgl. Kasten 1) beurteilt wird.

Von besonderer Bedeutung ist die Qualitatskontrolle der Primardaten (vgl. Abschnitt 2.1.2): Sie ist
einerseits Voraussetzung fUr die Sicherheit der Ergebnisse, aber auch Grundlage fur die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen Uber einen langeren Zeitraum und zwischen Laboratorien.

Far die klinisch-genetische Interpretation ist die hohe genetische Variabilitat des menschlichen
Genoms eine erhebliche Herausforderung (vgl. Abschnitt 2.1.2): Hier muss der Humangenetiker
entscheiden, ob und welche genetische Variante tatsachlich ursachlich fur eine Erkrankung oder
ohne klinische Bedeutung fur den Trager ist [10]. Um das Ausmal3 der natirlichen Variabilitat des
Menschen zu ermitteln, wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt und
die Daten in oOffentliche Datenbanken eingespeist. Eines dieser Projekte ist das 1000-Genome-
Projekt [11], ein internationales Projekt, das im Oktober 2012 die Erbgutdaten von mehr als 1.000
Menschen verdffentlicht hat. Dabei wurden u.a. etwa 15 Millionen SNPs berichtet. Solche
Einzelnukleotid-Varianten, aber auch Veranderungen ganzer DNA-Blocke sind jedoch nicht
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unbedingt krankheitsverursachend; es gibt viele Beispiele fur nicht-pathogene Veranderungen in
proteinkodierenden Exons, die sogar die Aminosaureabfolge eines Proteins verandern, dessen
Funktion aber nicht beeinflussen (vgl. Abschnitt 2.1.4).

2.2.2 Humangenetische Diagnostik und Beratung

Es ist zu erwarten, dass mit der rasanten Zunahme an genetischen Daten und Wissen viele der
beschriebenen technischen und bioinformatischen Probleme geldst werden; Erfahrungen mit
friheren Screeningtests (z.B. DNA-Chips [3]) legen dies nahe. Immer mehr an Bedeutung gewinnt
nun die Interpretation und Ubermittlung der Befunde durch den Humangenetiker.

Zunachst muss klar sein, dass bei weitem nicht fur alle genetisch bedingten Erkrankungen die
Ursache molekular geklart werden kann: Mit den derzeitigen bioinformatischen Werkzeugen sind
nicht alle Arten von Veranderungen nachweisbar, z.B. werden Deletionen oder Duplikationen je
nach GroRRe noch nicht verlasslich erfasst.

AulRerdem beschrankt sich die Diagnostik i.d.R. auf Bereiche des Genoms mit bekannter
Funktion, also auf das klinische Exom, das mittels Clinical exome sequencing untersucht wird (vgl.
Tab. 1), oder auf bestimmte Gene, in denen Mutationen als krankheitsverursachend bekannt
sind. Die hier eingesetzten Multigen-Panels (vgl. Tab. 1) sind fur bestimmte Erkrankungen oder
Erkrankungsgruppen spezifisch (z.B. Epilepsie-Panel).

Hierin unterscheidet sich die diagnostische Anwendung des NGS von der in der Forschung, wo es
gerade darum geht, durch die Sequenzierung ganzer Exome oder sogar Genome neue
krankheitsrelevante Gene und Mutationen zu identifizieren. So kénnten in der Diagnostik z.B.
Patienten mit einer bestimmten Kleinwuchsform auf Mutationen im [GF2-Gen untersucht
werden, da fiir dieses Gen Mutationen bekannt sind. Dagegen sind Untersuchungen des Gens fur
den zelluldren Rezeptor von IGF2 (/GF2R) derzeit nicht sinnvoll, da Mutationen in IGF2R zwar
funktionell zu Kleinwuchs fuhren kénnten, aber noch nicht beschrieben wurden.

Zur wesentlichen Aufgabe eines Humangenetikers gehort es, die Pathogenitat einer Variante,
insbesondere von Single nucleotid polymorphisms (SNPs, auch Single nucleotid variants bzw. SNVs
genannt), abzuschatzen, also zu ermitteln, ob eine identifizierte Variante tatsachlich die
Erkrankung eines Patienten erklart oder nicht  (Plausibilitatsprifung oder
Pathogenitatsabschatzung, vgl. Abschnitt 2.1.2). Zwar besteht die Moglichkeit, diese
Veranderungen nach moglichem Schweregrad einzuteilen [12], dies hilft aber nicht immer weiter,
und die Diagnose bleibt dann unklar.

Einen Hinweis kann die Haufigkeit einer Variante geben: Wird sie in mehr als 1% der
Normalbevolkerung beobachtet, handelt es sich bei einer seltenen Erkrankung des Patienten
meist um eine apathogene Veranderung. Allerdings gibt es einzelne krankheitsverursachende
Varianten, die haufiger sind als 1%, umgekehrt sind auch die meisten seltenen SNPs (und CNVs,
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Copy number variations) apathogen. Die Haufigkeit einer Variante ist auch abhangig von der
ethnischen Herkunft einer Person: Wahrend z.B. die Mutation p.Phe508del (,AF508") im CFTR-
Gen (Ursache der autosomal-rezessiv erblichen Mukoviszidose) mit einem Anteil von 4-5% in der
deutschen Bevdlkerung relativ haufig ist, kommt sie in Finnland viel seltener vor [2].

Zur Pathogenitatsbewertung einer Variante wird neben ihrer Haufigkeit auch ihre evolutionare
Konservierung bertcksichtigt, d.h., ob im gleichen Gen verschiedener Taxa (z.B. einzelner
Tierarten oder ganzer Tierstdmme) an einer bestimmten Stelle immer die gleiche Base auftritt,
oder ob es Variationen gibt. Bioinformatische Programme, die die genannten Parameter
berucksichtigen, helfen bei der Plausibilitatsabschatzung.

Ein wichtiger Aspekt in der humangenetischen Diagnostik und Beratung sind Zusatzbefunde: Da
man in vielen Genen nach Veranderungen schaut, erhdht sich nicht nur die Wahrscheinlichkeit,
die ursachliche Mutation fur eine diagnostizierte Erkrankung zu finden, sondern auch die
Moglichkeit, Ergebnisse zu erhalten, die nicht mit der urspringlichen Fragestellung in Verbindung
stehen, aber dennoch Bedeutung fur die untersuchte Person und/oder ihre Verwandten haben
konnen. Daher ist eine umfassende Aufkldarung Uber ,Wesen, Bedeutung und Tragweite” von
Zusatzbefunden im Vorfeld von humangenetischen Untersuchungen vorgesehen [13], aufgrund
des Umfangs der Testung aber oft kaum umsetzbar. Es ware insbesondere bei Exom- und
Genom-Untersuchungen nahezu unmodglich, die Betroffenen Uber alle denkbaren
Zusatzergebnisse im Vorfeld einer Untersuchung aufzuklaren. Dieses Problem und mogliche
Losungen werden in Fachkreisen derzeit intensiv diskutiert [14]. Das stets geltende Recht auf
Nicht-Wissen muss auch und insbesondere im Zusammenhang mit der méglichen Erhebung von
Zusatzbefunden gewahrt werden.

Mit der Entwicklung und dem Einsatz von NGS-basierten Tests ist man aber auch dem Ziel einer
personalisierten Medizin erheblich naher gekommen. In der personalisierten Medizin soll jeder
Patient die Therapie erhalten, die fur ihn spezifisch angepasst ist. Das betrifft z.B. die individuelle
Reaktion auf Arzneimittel: So koénnen genetische Veranlagungen bedingen, dass ein
Narkosemittel vertragen wird oder Nebenwirkungen hervorruft, oder ob ein Medikament wirkt
oder nicht, neben Brustkrebs oder Leukamien z.B. auch bei Mukoviszidose (Cystische Fibrose,
CF): Hier wird derzeit untersucht, ob die Substanz Ataluren bei Patienten, die die Mutation
p.G542X im CFTR-Gen tragen, zur Behandlung eingesetzt werden kann (zur Ubersicht: [15]). In
Zellkulturexperimenten wurde nachgewiesen, dass Ataluren diese Stopmutation unterdricken
kann, so dass wieder ein funktionelles Protein entsteht.

Kritisch zu betrachten ist die Kommerzialisierung von Gentests [16]: Immer mehr Firmen bieten
international frei verkaufliche und profitorientierte Gentests direkt an (direct-to-consumer genetic
testing, DCT), ohne dass moglicherweise eine klinische Notwendigkeit besteht und ohne dass eine
kompetente Aufklarung und Ergebniserlauterung erfolgen [17]. In diesem Zusammenhang sei
auch auf die Berichterstattung in den Medien verwiesen, die einerseits auf den ersten Blick
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aufklarerisch und um Differenzierung bemuht erscheint, andererseits aber auch unkritisch oder
oberflachlich sein kann.

Wissenschaftlich fundierte Informationen lassen sich im Internet ebenso leicht finden wie
populdrwissenschaftliche, journalistische, von Laien verfasste oder kommerzielle Quellen. Titel
wie ,An agenda for personalized medicine” (https://www.nature.com/articles/461724a) und

.Growth of genome screening needs debate” (https://www.nature.com/articles/476027a) zeigen
die Beschaftigung der internationalen Wissenschaftlergemeinde mit den Herausforderungen von
und den Anforderungen an das NGS. Auf der Suche nach seridsen und aktuellen Informationen
zum Stand der Forschung und zur Gesetzeslage auch in Deutschland und insbesondere nach
Beitragen von Fachleuten zur gesellschaftlichen Diskussion, auch in Form von Positionspapieren,
sei aullerdem die Homepage der Deutschen Gesellschaft fur Humangenetik unbedingt
empfohlen (https://www.gfhev.de).

3 Spezifische Anwendungen des NGS

3.1 Nicht-invasive Pranatale Testung (NIPT)

Da mit zunehmendem miutterlichen Alter die Wahrscheinlichkeit fur ein Kind mit Trisomie 21,
aber auch mit anderen numerischen Chromosomenstérungen (Trisomien der Chromosomen 13
und 18) steigt, wird in der Bundesrepublik Deutschland insbesondere Schwangeren ab 35 Jahre
eine vorgeburtlich (pranatale) Testung angeboten. Diese besteht derzeit i.d.R. in der
mikroskopischen Chromosomendarstellung aus Fruchtwasser (Amniozentese). Nachteile dieser
invasiven Methode sind vor allem das Risiko, dass es durch den Eingriff selbst zu einer Fehlgeburt
kommen kann, und der spate Zeitpunkt der Diagnose, falls Konsequenzen wie ein
Schwangerschaftsabbruch gezogen werden sollten.

Aus diesem Grunde wurde in der Vergangenheit das nicht-invasive Ersttrimester-Screening
entwickelt. Dieses leitet aus Ultraschallbefunden (z.B. Nackenfaltentransparenz) und
Hormonwerten im Blut der Schwangeren eine Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen z.B. einer
Trisomie beim Fet ab. Eine sichere Aussage ist aber nur Gber weitere Methoden (Amniozentese,
weiterer Ultraschall) moglich. Der Anteil falsch-positiver Testergebnisse liegt bei 3-5%.

In den letzten Jahren findet nun auch zunehmend das NGS Anwendung in der pranatalen
Diagnostik (vgl. Tab. 2). Seine hohe Sensitivitdat ermoglicht es, zellfreie fetale DNA, die aus
abgestorbenen Zellen des Feten bzw. der Plazenta stammt und aus dem vendsen Blut der
Schwangeren gewonnen wird, molekular zu charakterisieren. Derzeit kénnen Trisomien,
zuklnftig auch Einzelgen-Mutationen bestimmt werden. Insbesondere das massive
Parallelsequenzieren durch NGS erlaubt es, einzelne fetale Molekulle vor dem Hintergrund
mutterlicher DNA zu identifizieren. Verschiedene Strategien sind hierflir entwickelt worden (zur
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Ubersicht: [16]). So kann mit Hilfe von SNPs zwischen miitterlichem und fetalem Genom
unterschieden und auch die relative Menge fetaler DNA bestimmt werden.

Jahr Entwicklung

1997 Nachweis zellfreier DNA eines Feten im Blut einer Schwangeren

1999 Nachweis, dass sich diese zellfreie fetale DNA nach der Geburt abbaut

2000 Nachweis zellfreier fetaler RNA im mutterlichen Blut

2004 Nachweis, dass zellfreie DNA von Mutter und Fet unterschiedliche Lange haben
2007 Entwicklung eines PCR-Ansatzes zum Trisomie 21-Nachweis an mutterlichem Blut
2008 Entwicklung von NGS-Tests zum allg. Trisomie-Nachweis

2010 Sequenzierung eines gesamten fetalen Genoms aus zellfreier DNA

2011 Einfihrung des NGS-basierten NIPT in die Routineanwendung

Tab. 2: Entdeckungen und Entwicklungen, die zur nicht-invasiven pranatalen Testung (NIPT) und deren Anwendung
beigetragen haben.

Die Vorteile des NIPT im Vergleich zu invasiven Verfahren der Pranataldiagnostik wie einer
Fruchtwasseranalyse sind der friihe Zeitpunkt der Analyse (eine NIPT kann bereits vor der 10.
Schwangerschaftswoche erfolgen) und das Fehlen des Risikos, durch den Eingriff selbst eine
Fehlgeburt auszulésen. Die werdende Mutter hat damit die Mdoglichkeit, zu einem frihen
Zeitpunkt der Schwangerschaft Informationen Uber eine mogliche angeborene Behinderung
ihres Kindes zu erhalten und selbstbestimmt eine Entscheidung zu treffen.

Demgegenuber stehen insbesondere die ethischen Aspekte des NIPT, da das Verfahren zu einem
sehr frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft prinzipiell eine sehr umfassende Aussage zu den
genetischen Merkmalen des ungeborenen Kindes erlaubt: Fir welche angeborenen oder
erblichen Erkrankungen soll eine NIPT angeboten werden? Wie erfolgt die Aufklarung der
Ratsuchenden? Wie ist der Umgang mit Zusatzbefunden (vgl. Abschnitt 2.2.2)? Wie wird mit der
Anlagetragerschaft fir autosomal-rezessive Erkrankungen oder autosomal-dominante
Erkrankungen umgegangen, die erst spater im Leben auftreten (z.B. Brustkrebs)? Wie kann ein
Missbrauch verhindert werden (z.B. frihzeitige Geschlechtsbestimmung)?

Eine Beflrchtung bei EinfUhrung der NIPT besteht weiterhin in der moglichen gesellschaftlichen
Neubewertung von Behinderungen und gesundheitlichen Stérungen sowie in der Moglichkeit,
dass Druck auf werdende Mutter ausgelbt wird, eine NIPT durchfihren zu lassen. (,Das kann
man doch vorher testen.”, ,Das muss doch heute nicht mehr sein.”)
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Vor diesem Hintergrund sollte man sich die Haufigkeit angeborener Behinderungen und den
Anteil genetischer Ursachen bewusst machen: 3-5%  aller Neugeborenen weisen eine
Behinderung auf, aber in nur 0,8-1% der Falle ist eine Chromosomen- oder Genveranderung die
Ursache. Damit hat der groéR3te Teil der Behinderungen des Menschen nicht genetische Ursachen
und entzieht sich der Erfassung durch die NIPT.

3.2  Klinisches Fallbeispiel einer seltenen Erkrankung

Der zehnjahrige Nils (Name geandert) wird zur Abklarung der modglicherweise genetischen
Ursache seiner klinischen Merkmale in der genetischen Beratung vorgestellt. Er ist derzeit 127 cm
groR und wiegt 30 kg, damit ist er wesentlich kleiner als gleichaltrige Jungen. Bereits seine
Geburtsmalle lagen weit unter dem Durchschnitt. Daneben zeigt er eine grol3e Stirn, ein leicht
dreieckiges Gesicht. Seine Schneidezahne sind auffallig grol3, einige andere Zahne sind dafur gar
nicht ausgebildet. Er sieht und hort schlecht und hat einen Herzfehler. Seine geistige Entwicklung
ist leicht verzogert. Er wurde schon in mehreren Krankenhausern und Instituten vorgestellt.
Aufgrund der klinischen Merkmale wurden verschiedene Syndrome vorgeschlagen (z.B. Noonan-
Syndrom, Silver-Russell-Syndrom).

Diese Odysee hat Nils und seine Familie immer wieder fragen lassen, was er hat, wie die
Prognose ist, ob es nicht andere Kinder mit ahnlichen Symptomen und auch gleichen
Erfahrungen gibt. Bei dem aktuellen Besuch in der humangenetischen Beratung wird die neue
Moglichkeit angesprochen, mittels NGS an einer Blutprobe von Nils alle Exons im Hinblick auf
eine ursachliche Mutation hin zu untersuchen. Die Familie erklart sich hiermit einverstanden. Das
NGS des klinischen Exoms ergab, dass Nils heterozygoter Trager einer zwei Basenpaare-Deletion
in Exon 10 des ANKRD11-Gens ist. Mutationen in diesem Gen werden autosomal-dominant
vererbt, sie fuhren zum sog. KBG-Syndrom. Dabei handelt es sich um ein seltenes
Kleinwuchssyndrom, fiir das bisher nur ca. 20 Patienten in der Literatur beschrieben wurden.
Damit gehort es zur Gruppe der seltenen Erkrankungen.

Diese Fallbeschreibung zeigt die Probleme fur Familien, die von einer solchen seltenen
Erkrankung betroffen sind: Da diese Erkrankungen selten sind, sind sie meist unbekannt und
werden nicht oder erst sehr spat diagnostiziert. Auch gerichtete Behandlungen sind nur fur
einzelne der Erkrankungen bekannt, da u.a. die Erfahrung hierzu fehlt. Die Familie von Nils wurde
in einer abschlieBenden genetischen Beratung Uber das Ergebnis des NGS informiert, dabei
wurde auch die Bedeutung fur die potentielle Familienplanung von Nils und seinen Verwandten
erklart. Da das KBG-Syndrom autosomal-dominant vererbt wird, hatten Kinder von Nils eine
Wahrscheinlichkeit von 50%, ebenfalls an diesem Syndrom zu erkranken. Fur die Eltern und
Geschwister von Nils besteht dagegen keine erhdhte Wahrscheinlichkeit, da die Veranderung bei
Nils neu entstanden war.
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