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Next Generation Sequencing —

High Speed-Diagnostik in der Krankenversorgung

Abb. 1: Der MiSeq Bench-Sequenzer

Angesichts der enorm hohen Kosten der DNA-Sequenzierung
war es bislang undenkbar, mehr als ca. 5 Gene diagnostisch zu
untersuchen. Der Einsatz von Next-Generation-Sequenzierung
(NGS) hat den Preis pro sequenzierter Base gegeniiber dem
bisher {iblichen Verfahren nach Sanger mehr als 10.000-fach
reduziert. Damit erdffnen sich ungeahnte Moglichkeiten fir
die molekulargenetische Diagnostik in der Krankenversorgung.

Bei der herkommlichen DNA-Sequenzierung nach Sanger
handelt es sich um eine Methode aus den 1970er Jahren, bei
der nur einzelne DNA-Abschnitte eines Gens nach Amplifikati-
on durch Polymerasekettenreaktion (PCR) sequenziert werden
kdnnen. Dies ermoglichte nur die Mutationsanalyse weniger
Gene bei betroffenen Patienten, da die Untersuchung aller
infrage kommenden Gene oft Kosten im fiinfstelligen Bereich
bedeutet.

Die NGS-Technologie ermoglicht hingegen die schnelle, paralle-
le Untersuchung von bis zu einigen hundert Genen.
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Abb. 2: Die Anwendung des NGS Lipid Panels erbrachte eine pathogene
Splice Site Mutation im LDLR Gen eines Patienten mit familidrer Hypercho-

lesterindmie

Die zu sequenzierenden Genabschnitte werden hier entweder
durch Multiplex-PCR amplifiziert oder durch Hybridisierung
von entsprechenden Sonden angereichert. Im Jahr 2010 wur-
de erstmalig die erfolgreiche Verwendung von NGS bei der
Suche nach krankheitsrelevanten Mutationen demonstriert,
indem ein bislang unbekanntes Krankheitsgen durch die
gleichzeitige Untersuchung alle proteinkodierenden Gene nach
Anreicherung identifiziert werden konnte.

Im Vergleich zu der herkdmmlichen Technologie nach Sanger
bietet die NGS eine vergleichbare Sensitivitat bei einem deut-
lich niedrigeren zeitlichen Aufwand. Dank kontinuierlich sin-
kender Kosten und der Einfiihrung von kleineren Sequenzier-
gerdaten (siehe Abb. 1) in den letzten zwei Jahren, kann das
NGS nun ebenfalls flir die Krankenversorgung im Rahmen der
so genannten Genpanel-Diagnostik eingesetzt werden.

Unter der Genpanel-Diagnostik versteht man den Einsatz der
NGS-Technologie zur Untersuchung von bis zu einigen hundert
Genen, die alle mit einem dhnlichen klinischen Krankheitsbild
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assoziiert sind. Zurzeit etablieren wir im Labor Berlin GenPa-
nels zum Einsatz in der Diagnostik zahlreicher Krankheiten.
Hierzu zahlen beispielsweise die Kardiomyopathie, die
Schwerhorigkeit, Erkrankungen des Lipidstoffwechsels, be-
stimmte Immundefekte, Erkrankungen des Bindegewebes,
Skeletterkrankungen und familiare Aortenerkrankungen. Nach
der Ermittlung der DNA-Sequenz in den Exons dieser Gene
sowie aller Sequenzabweichungen (Varianten) wird mithilfe
verschiedener bioinformatischer Verfahren nach krankheitsre-
levanten Mutationen in den im Panel reprasentierten Genen
gesucht.

Beispiel: Lipid Panel

Mutationen in den Gene fiir APOB, LDLR, LDLRAP1, und PCSK9
kdnnen familiare Hypercholesterolamie verursachen. Mutatio-
nen in einer Reihe weiterer Gene sind mit anderen hereditdren
Storungen des Lipidstoffwechsels assoziiert. Unter Umstanden
kann die Identifikation einer Mutation, in einem von den ge-
nannten Genen, Einfluss auf die indizierte Therapieform ha-
ben. Zum Beispiel kann bei Hypercholesterinamie in der Regel
von einer guten Wirksamkeit der Statin-Therapie ausgegan-
gen werden. Die Wirksamkeit dieser Therapie ist jedoch bei
Patienten mit homozygoter oder doppelt heterozygoter

Das Wichtigste auf einen Blick

Die Genpanel-Diagnostik durch NGS erbringt:
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Mutationen im LDLR-Gen herabgesetzt. Stattdessen ist bei
diesen Patienten eine Lipid-Apherese zu erwagen.

Das Lipid-Panel deckt Gene, in denen Mutationen mit mono-
genen Lipidstoffwechselstdrungen assoziiert sind sowie zu-
satzlich Gene, in denen Veranderungen das Risiko fiir kardi-
ovaskuldre Krankheiten modifizieren und damit die Therapie-
ziele mitbestimmen (z.B. LPA und APQE) ab. Der Nachweis
einer bekannten genetischen Ursache fiir die familidare Hyper-
cholesterolamie kann von grof3er Bedeutung fiir die friihe
Identifizierung von ebenfalls betroffenen Verwandten ersten
Grades sein — je friiher mit einer Lipid-senkenden Therapie
begonnen werden kann, umso besser die Prognose. Abb. 2
zeigt eine heterozygote Mutation in einem Exon des LDLR-
Gens.
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umfassende Untersuchung aller seltenen und haufigen Varianten mit Bezug zur gegebenen Symp-
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