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Seit der Verdffentlichung der Sequenz des menschlichen
Genoms vor nunmehr zehn Jahren verzeichnen wir einen
exponentiellen Anstieg in der Aufklarung der zugrunde
liegenden Gendefekte genetischer Erkrankungen. Aktuell
sind die molekularen Ursachen fiir ca. 3000 Erkran-
kungen bereits bekannt. Dies entspricht jedoch nur der
Halfte der derzeit definierten genetischen Erkrankungen,
und tdglich werden neue Krankheitsentitéten entdeckt,
was aufgrund der vermuteten Genzahl von ca. 22000
nicht verwundern sollte. Die Aufklarung der Krankheits-
ursachen genetischer Erkrankungen ist in mehrfacher
Hinsicht sowohl fiir die betroffenen Patienten als auch
fiir den medizinischen Fortschritt wichtig. Die Kenntnis
der molekularen Ursache ermdglicht eine dtiologische
Diagnostik bei klinisch komplexen Erkrankungen, wel-
che wiederum aus der Kenntnis des jeweilig zu erwar-
tenden Krankheitsverlaufs eine Optimierung der Behand-
lung zulédsst. Ferner ermdglicht das Verstindnis der
molekularen Pathomechanismen die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansétze.

Atiologische Diagnoseklirung verbessert
therapeutisches Management

So kann zum Beispiel eine frithkindliche Innenohr-
schwerhorigkeit ein isolierter Defekt des Ohres sein, wel-
cher durch ein Cochlearimplantat addquat behandelt ist.
Hinter einer Innenohrschwerhorigkeit kann sich jedoch
auch eine komplexere lonenkanalerkrankung verbergen,
welche mit klinisch schwer diagnostizierbaren kardia-
len Reizleitungsanomalien und dem Risiko fiir einen
plotzlichen Herzstillstand einhergeht. Oder die Innen-
ohrschwerhorigkeit stellt das erste Symptom einer lang-
sam fortschreitenden Stoffwechselerkrankung dar, welche
unerkannt und unbehandelt zu weiteren Organschiden
und Intelligenzminderung fiihrt.

Daneben gibt es zahlreiche weitere Entitdten, die als
Krankheitsursache in Frage kommen. Ahnliches gilt fiir
viele heterogene Krankheitsgruppen, wie zum Beispiel
die geistige Behinderung, Klein- oder Grosswuchs, Er-
krankungen des Bindegewebes und vieles andere mehr.
Aufgrund der grossen klinischen und molekularen Hete-
rogenitdt ist die Diagnosestellung aber oft schwierig
und héufig von einer leidvollen Odyssee geprédgt. Der
Nachweis eines bekannten Gendefektes ermdglicht in
der Regel eine klare Diagnosestellung mit entsprechen-
der Klarheit iiber zu erwartenden Krankheitsverlauf,
Komplikationsspektrum und therapeutische Optionen.
Ferner ist die Kenntnis iiber die molekularen Mecha-
nismen definierter Krankheitsentitdten die Vorausset-

zung fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze.
Besonders eindriicklich ist dies bei Krankheitsgruppen,
die bislang als vdllig unheilbar galten, wie z.B. bei der
geistigen Behinderung. Beim Fragilen-X-Syndrom, der
bislang héufigsten und am besten erforschten mono-
genen Form der geistigen Behinderung, liegt eine ver-
mehrte Signaltransduktion eines synaptischen Glutamat-
rezeptors vor. Fiir diesen Glutamatrezeptor steht ein
relativ spezifischer Antagonist zur Verfiigung, welcher
im Tierversuch zu einer deutlichen Besserung der Sym-
ptomatik fithrte. Dieser Wirkstoff ist auch beim Men-
schen gut vertrdglich und wird derzeit in klinischen
Studien in Tablettenform an Patienten mit Fragilem-X-
Syndrom verabreicht und in seiner Wirksamkeit zur
Verbesserung der kognitiven und adaptiven Fahigkeiten
iberpriift.

Limitationen bisheriger diagnostischer
Verfahren

Fehlt ein klarer klinischer Verdacht auf eine bestimmte
Krankheit oder kommen zahlreiche Gene als Krank-
heitsursache in Frage, stosst die genetische Diagnostik
mit den klassischen Techniken jedoch schnell an ihre
Grenzen. Lediglich fiir neurokognitive Erkrankungen
und komplexe Fehlbildungssyndrome, bei denen haufig
Chromosomenanomalien ursédchlich sind, steht seit
kurzem mit der hochauflésenden molekularen Chromo-
somenanalyse mittels «Array-CGH» ein effektives Werk-
zeug zur Verfiigung, das zu einem wirtschaftlichen Preis
erlaubt, genomweit Hunderte von verschiedenen be-
kannten Chromosomenerkrankungen mit einem einzi-
gen Test zu diagnostizieren. Dennoch bleibt auch hier-
bei ein betrachtlicher Teil der Erkrankungen ungeklart.

Next-Generation-Sequenzierung —
ein Quantensprung

Der klassische Weg der erstmaligen Identifizierung eines
Krankheitsgens fiihrte {iber die Entdeckung eines Gen-
lokus (durch eine wegweisende Chromosomenver-
dnderung bei einem Schliisselpatienten oder durch eine
Kopplungsanalyse in grossen Familien) zum Mutations-
nachweis mittels der klassischen Sequenzierung nach
der Sanger-Technik. Letztere ist zeitaufwendig und
teuer, so dass nur die Einengung auf wenige potentielle
Kandidatengene innerhalb des mutmasslichen Genlokus
einen Mutationsnachweis erlaubte. Aus diesem Grund
wurden bislang vor allem solche Erkrankungen aufge-
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klart, die einen ganz charakteristischen Phédnotyp auf-
weisen oder fiir die Familien mit mehreren Betroffenen
fiir eine Kopplungsanalyse zur Verfiigung standen. Spo-
radische Erkrankungen und solche, die sehr heterogen
und klinisch schwer gruppierbar sind, konnten bislang
hingegen nur vereinzelt aufgeklirt werden. Hier hat die
Etablierung der neuen Sequenzierverfahren, die als mas-
sive parallel, ultra-deep oder next generation bezeichnet
werden, im Verlaufe des letzten Jahres eine Trendwende
eingeleitet. Mit diesen im Folgenden als NGS abgekiirzten
Verfahren gelingt es innerhalb von wenigen Wochen,
ein gesamtes menschliches Genom zu sequenzieren.
Schwierig ist derzeit jedoch noch die Interpretation die-
ser hiufig auch noch sehr fehlerbehafteten Datenfiille,
insbesondere da bislang vor allem Kenntnisse zu kodie-
renden Genvarianten vorliegen. Diese fiir Eiweisse kodie-
renden Gene machen nur ca. 1,5% unseres Genoms aus.
Deshalb und aus Griinden der Zeit- und Kostenerspar-
nis sowie der Generation zuverldssiger Daten wird der-
zeit vor allem die Sequenzierung des menschlichen
«Exoms» angewendet, das heisst eben dieser Regionen,
die fiir Gene kodieren. Mit der Exomsequenzierung las-
sen sich nunmehr auch krankheitsverursachende Gene
bei sehr seltenen oder extrem heterogenen Erkrankungen
aufkliren [1-4].

Dieses Verfahren ermdglicht jedoch nicht nur einen
Quantensprung in der Aufkldrung bislang unerforschter
Krankheitsentitidten, sondern auch bei der Diagnostik
bereits aufgeklédrter, heterogener Erkrankungen. So wer-
den derzeit vielerorts fokussierte Sequenzierprotokolle
etabliert, bei denen jeweils zahlreiche Gene, die als
Krankheitsursache eines bestimmten Symptoms, wie z.B.
Schwerhorigkeit, Netzhauterkrankungen oder Epilepsie,
bekannt sind, mit einem Sequenzierdurchgang analy-
siert werden konnen. Es bleibt allerdings abzuwarten,
ob es am Ende nicht doch einfacher und wirtschaftlicher
ist, bei allen Fragestellungen eine komplette Exom-
Sequenzierung durchzufiihren und dann jeweils nur
die Gengruppe zu analysieren, die fiir die jeweilige Pro-
blematik in Frage kommt. Da derzeit die Funktion der
allermeisten Gene noch gar nicht bekannt ist, héatte
eine Exomsequenzierung zudem den Vorteil, dass bei
Bekanntwerden neuer krankheitsspezifischer Gene die
bereits erhobenen Daten einfach nur neu analysiert
werden miissten und nicht stdndig ein neuer krank-
heitsspezifischer Assay durchgefiihrt werden miisste.
Ob jedoch Qualitidt und Handhabung der bei der Exom-
sequenzierung generierten grossen Datenmengen wirk-
lich der gezielten Analyse von krankheitsspezifischen
Gengruppen vorzuziehen ist, wird sich kiinftig zeigen
miissen.

Die Datenanalyse nimmt derzeit auch weit mehr Kapa-
zitdt in Anspruch als deren Generierung. Pro Indivi-
duum werden nédmlich bei der Exomsequenzierung ca.
20000 Sequenzvarianten detektiert, wovon die aller-
meisten harmlose Polymorphismen darstellen. Die
Kunst besteht nun darin, die relevanten Veranderungen
zu erkennen und fiir den jeweiligen medizinischen
Kontext richtig zu interpretieren. Andererseits fiirchten
manche Gruppen, die Fiille der Informationen konnte
dem einzelnen Individuum eine zu grosse Biirde aufer-
legen. Eine fachkundige Aufklarung itber mogliche Zu-
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fallshefunde und iiber das Recht auf Nichtwissen im Vor-
feld solch einer Analyse ist daher unerlisslich. Da die
meisten bislang vorliegenden Erkenntnisse mit hohem
pradiktivem Wert sich jedoch auf seltene Erkrankungen
beschrianken, ist die Gefahr derzeit noch gering, dass
bei solch einem Gentest eine Fiille von préadiktiven Zu-
fallsbefunden erhoben wird.

Dass solche Zufallsbefunde jedoch auch positive Auswir-
kungen haben konnen, wurde in einer Podiumsdiskussion
an der kiirzlich in Montreal stattgefundenen inter-
nationalen Humangenetiktagung veranschaulicht. Hier-
bei wurden drei der ersten Menschen, die ihr Genom
zur individuellen Sequenzierung und Veroffentlichung
zur Verfligung gestellt hatten, tiber ihren Umgang damit
befragt. Wie zu erwarten, war der Erkenntnisgewinn
bei diesen gesunden Individuen, welche alle drei selbst
Genetiker waren, aufgrund unseres limitierten Wissens
noch gering. Der beriihmte Entdecker der DNA-Struktur,
James Watson, berichtete jedoch, dass bei ihm eine Ver-
anlagung zu langsamer Verstoffwechslung bestimmter
Medikamente vorliege. Hétte er dies frither gewusst,
hétte man die schwere Arzneimittelreaktion verhindern
konnen, die nach Behandlung seines Sohnes mit solchen
Medikamenten aufgetreten war. Seong-Jin Kim, Leiter
eines koreanischen Sequenzierlabors, schlug hingegen
frohlich Nutzen aus der an sich unerfreulichen Erkennt-
nis, dass bei ihm Risikofaktoren fiir Altersblindheit auf-
grund einer Makuladegeneration festgestellt wurden.
Mit diesem Argument habe er ndmlich seine Frau iiber-
zeugen konnen, den alten Fernseher durch einen neuen
LED-Fernseher zu ersetzen, weil dieser die Augen schone
und deshalb bei dieser Veranlagung empfohlen werde.
Ein weiteres Anwendungsgebiet fiir NGS ist das Hetero-
zygotenscreening bei Paaren mit Kinderwunsch. Viele
jeweils seltene, aber schwere frithkindliche Erkrankun-
gen folgen einem autosomal rezessiven Erbgang und
treten deshalb in der Regel nur dann auf, wenn beide
Eltern heterozygote Ubertrager sind. In der Ashkenazi-
jidischen Beviélkerung, innerhalb derer eine bestimmte
Gruppe von solchen Erkrankungen besonders haufig vor-
kommit, ist es deshalb schon linger gang und gébe, vor
Umsetzung des Kinderwunsches oder gar schon vor der
Hochzeit einen Test auf Anlagetrigerschaft fiir diese
hédufigen Erkrankungen durchfithren zu lassen. Nur
wenn beide Eltern Anlagetrdger fiir die gleiche Erkran-
kung sind, besteht ein erhohtes Risiko fiir die Nach-
kommen. Je nach individuellen Wertvorstellungen und
Lebenskonzepten fithrt dies dann zur Wahl eines anderen
Partners, Verzicht auf eigene Kinder oder Durchfithrung
einer gezielten vorgeburtlichen Diagnostik auf diese Er-
krankung. Hierdurch wurde in den letzten 40 Jahren
z.B. die Haufigkeit der in der Regel frithkindlich letalen
Tay-Sachs-Erkrankung in dieser Bevdlkerung von ur-
spriinglich 1:3600 um 90% reduziert. Die Arbeiten von
Bell und Kollegen [5] erweiterten dieses Konzept des pré-
konzeptionellen Heterozygotenscreenings jiingst auf die
Allgemeinbevdlkerung. In dieser ersten Pilotstudie, bei
der 104 Personen auf 448 schwere frithkindliche Er-
krankungen untersucht wurden, waren die Probanden im
Schnitt Ubertréiger von 2,8 (0-7) solcher Erkrankungen.
Bevor solche Screeningtests in der Praxis Anwendung
finden kénnen, miissen jedoch erst deren effektiver
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Nutzen und die damit einhergehenden gesellschaftli-
chen und ethischen Implikationen gekldrt werden.

Fazit

Mit der Einfithrung der Next-Generation-Sequenzie-
rung werden sowohl Forschung als auch Diagnostik auf
eine neue Ebene gehoben, die fiir die nahe Zukunft
einen enormen Erkenntnisgewinn und eine ungeahnte
Verbesserung und Effektivitidtssteigerung der diagnos-
tischen Moglichkeiten bringen wird. Die Verwendung
dieser potenten Werkzeuge im diagnostischen Bereich
bedarf aber eines entsprechenden Verantwortungs-
bewusstseins mit entsprechender Schulung von Arzten
und Patienten.
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