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Abstract

Technische und wissenschaftliche Fortschritte in der Ge-
netik haben unser Verstandnis von Krankheit in allen
Bereichen der Medizin malgeblich verandert. In der pa-
diatrischen Immunologie hat die Aufklarung monogen
bedingter Erkrankungen, die auf einer Fehlregulation
des Immunsystems beruhen, zu neuen grundlegenden
Erkenntnissen uber die vielfdltigen Funktionen des
Immunsystem gefihrt. Zunehmend sind Krankheiten des
Immunsystems einer spezifischen therapeutischen Inter-
vention zuganglich. Insofern kommt der genetischen Ur-
sachenfindung bei der diagnostischen Abklarung eines
Patienten im Hinblick auf das klinische Management eine
besondere Bedeutung zu. Klinisch tatige Arzte sollten da-
her mit den Maglichkeiten und Grenzen aktueller mole-
kulargenetischer diagnostischer Verfahren vertraut sein.

Einfluss der Genetik
auf die klinische Medizin

Die Genetik als medizinisches Anwendungsgebiet be-
fasst sich mit der Erforschung genetisch bedingter Varia-
bilitét und deren Auswirkung auf die Entstehung von
Krankheiten. Der rasante Fortschritt in der genetischen
Forschung, insbesondere die Entschlisselung des huma-
nen Genoms im Jahr 2001, sowie die stetige Weiterent-
wicklung molekulargenetischer Technologien haben
ganz wesentlich dazu beigetragen, dass wir die geneti-
schen Grundlagen von Gesundheit und Krankheit besser
verstehen. So lassen sich mit Hilfe molekulargenetischer

Methoden nicht nur Genmutationen identifizieren, welche
eine Krankheit verursachen oder den Entstehungspro-
zess einer Erkrankung mafgeblich beeinflussen, sondern
auch immer ofter Aussagen wber den Verlauf einer Er-
krankung oder das Ansprechen auf therapeutische Inter-
ventionen machen. Wissenschaftliche genetische Er-
kenntnisse sind ein zentraler Motor bei der Entwicklung
neuer diagnostischer Verfahren sowie neuer zielgerich-
teter Behandlungsansatze und nehmen daher eine
Schlusselrolle bei der medizinischen Innovation ein. Ge-
netische und genomische Informationen haben damit
weitreichenden Einfluss auf alle Sektoren der Medizin.

Den Moglichkeiten der molekulargenetischen Diagnostik
und der kontinuierlichen Zunahme an genetischem Wis-
sen stehen fur den klinisch tatigen Arzt Herausforderun-
gen gegenUber, die mit der Anwendung molekulargene-
tischer Technologien und der Interpretation genetischer
Daten verbunden sind. Immer mehr mussen Arzte auf
der Grundlage meist sehr komplexer Informationen indi-
viduelle diagnostische und therapeutische Entscheidun-
gen treffen. So lassen sich im Rahmen der individuali-
sierten  Medizin,
krankheits- und therapierelevante Gene, zunehmend
mafsgeschneiderte Therapien ableiten. Dies trifft beson-

basierend auf dem Wissen um
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Tabelle 1: Web-basierte regelmaBig aktualisierte Informationsquellen zu genetisch bedingten Erkrankungen

Web-Adresse Beschreibung

OMIM - Online Mendelian
Inheritance in Man

GeneReviews

Orphanet

WWWw.omim.org

www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK1116

www.orpha.net/
national/DE-DE/index/
startseite

Katalog humaner Gene und genetisch bedingter Krankheiten; Beschreibung von
Genfunktionen, Krankheitsphanotypen und Krankheitsmechanismen; umfassende
Literaturangaben und Links zu Gen- und Protein-Datenbasen; kuratiert von der
Johns Hopkins University, Baltimore, USA

Ubersicht tiber qut erforschte genetisch gedingte Krankheiten mit klinisch relevanten
Informationen zu Diagnose, Differential-diagnose und Therapie; umfassende
Literaturangaben und Links zu weiteren Datenbasen; kuratiert vom National Center
for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine und National
Institutes of Health, Bethesda, USA

Verzeichnis seltener Krankheiten; Informationen tber Leitlinien, Expertenzentren,
Diagnostikleistungen, Forschungsprojekte, Register, klinische Studien und Pati-
entenorganisationen; Literaturangaben und Links zu weiteren Datenbasen;
Orphanet Deutschland wird von der Medizinischen Hochschule Hannover kura-
tiert, Orphanet International wird vom Institut National de la Santé et de la

Recherche Médicale (INSERM) und der Europaischen Kommission kuratiert

ders fur die padiatrische Immunologie zu, da sich zahl-
reiche genetisch bedingte Erkrankungen, die mit einer
Immundysrequlation einher gehen, mit einem grofer
werdenden Arsenal an Biologika gezielt behandeln las-
sen®. Daher ist es besonders wichtig, sich kontinuierlich
7u informieren und interdisziplindr zu vernetzen, um
neue wissenschaftliche Zusammenhange Uber Krank-
heitsmechanismen zu verstehen und Evidenz-basierte
Entscheidungen im Interesse des Patienten treffen zu
konnen. Eine Moglichkeit sich Uber genetisch bedingte
Erkrankungen zu informieren, stellen unabhangige, quali-
tatsgesicherte und standig aktualisierte Informations-
plattformen im Internet dar, auf die Arzte zugreifen kon-
nen, um sich erganzend zu informieren (Tab. 1) @3.

Molekulargenetische Diagnostik

Die Entwicklung molekulargenetischer Methoden, insbe-
sondere die Entwicklung der unter dem Begriff des Next
generation sequencing (NGS) zusammengefassten neuen
Sequenziertechnologien, haben die genetische Diagnostik
revolutioniert und wesentlich zur Identifizierung neuer
krankheitsrelevanter Genen beigetragen. Die Technolo-

gie des NGS ermoglicht die simultane Sequenzierung
multipler Regionen des Genoms oder des gesamten Ge-
noms innerhalb kurzer Zeit. Das Exom umfasst alle Exons
(Expressed regions) der ca. 23.000 Protein-kodierenden
Gene des Menschen, die zusammen lediglich etwa 1,5 %
des gesamten Genoms ausmachen. Da bei monogenen
Erkrankungen ca. 85 % aller Mutationen in Protein-ko-
dierenden Genabschnitten liegen, stellt die Exom-Se-
quenzierung (Whole exome sequencing) eine sinnvolle
Methode fur die Identifizierung krankheitsrelevanter
Mutationen dar (Tab. 2). Mit der Exom-Sequenzierung
lassen sich vor allem Punktmutationen und kleinere De-
letionen/Insertionen qut identifizieren, wobei mittlere
oder grolsere Deletionen/Insertionen sowie schwache
Mosaike je nach Analyseverfahren nicht sicher auffindbar
sind. Wichtige Voraussetzung fur eine akkurate Daten-
analyse ist vor allem eine ausreichende Sequenziertiefe,
die eine moglichst vollstandige Abdeckung des Exoms
und die Identifizierung heterozygoter Genvarianten ge-
wahrleistet.

Bei einer Panel-Sequenzierung werden nur gezielt aus-
gewahlte Gene, die fur eine Krankheit oder eine Krank-
heitsgruppe relevant sind, sequenziert (Tab. 2).
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Tabelle 2: Molekulargenetische Methoden zum Nachweis genetischer Veranderungen

Einzelgen-Sequenzierung

Exom-Sequenzierung

Panel-Sequenzierung

Ermittlung der Basenabfolge eines Genabschnitts, der zuvor per
PCR amplifiziert wurde, mittels Kettenabbruch-Synthese nach
Sanger

Sequenzierung der Protein-kodierenden Abschnitte (Exons) aller
Gene mittels Next generation sequencing.

Bei der Auswertung werden in der Regel nur ausgwahlte
Gene, die fir eine bestimmte Erkrankung oder eine Erkran-
kungsgruppe relevant sind, analysiert. In diesem Fall spricht
man auch von Panel-Analyse. Da aber das gesamte Exom
sequenziert wurde, konnen bei einer Reevaluation weitere
andere Gene in die Auswertung mit einbezogen werden.

Parallele Sequenzierung mehrerer Gene, die fir eine bestimmte
Erkrankung oder eine Erkrankungsgruppe relevant sind,
mittels Next generation sequencing. Es kénnen nur die

Punktmutationen, kleine Deletionen oder
Insertionen

Punktmutationen, kleine Deletionen oder
Insertionen, je nach Sequenziertiefe auch
Mosaike

Punktmutationen, kleine Deletionen

oder Insertionen, Mosaike

sequenzierten Gene ausgewertet werden.

Sequenzierung des gesamten Genoms mittels Next generation

Genom-Sequenzierung sequencing

Zunehmend wird statt einer Panel-Sequenzierung eine
Panel-Analyse durchgefuhrt. Hierbei erfolgt eine Exom-
Sequenzierung, jedoch werden bei der Datenauswer-
tung nur gezielt ausgewdhlte Gene, also ein Panel, ana-
lysiert. Diese Vorgehensweise ermoglicht es, im Rahmen
einer Reevaluation der Exom-Daten, andere bisher nicht
ausgewertete Gene nachtraglich zu analysieren.

Trotz hoherer Kosten und besonderer Anforderungen an
Computerkapazitat, hat die Genom-Sequenzierung
(Whole genome sequencing) inzwischen Einzug in die
Routinediagnostik gefunden. So besteht seit 2022 fir be-
stimmte gesetzlich versicherte Patienten an ausgewahlten
Zentren fir Seltene Erkrankungen (www.se-atlas.de) im
Rahmen eines interdisziplindren Fallmanagements, die
Moglichkeit einer Genom-Sequenzierung.

Die Frage, welche genetische Untersuchung zu welchem
Zeitpunkt am sinnvollsten ist, hangt von der klinischen
Prasentation eines Patienten ab. So ist bei Vorliegen kli-
nisch eindeutiger Symptome eine Einzelgen-Sequenzie-
rung (Tab. 2) sinnvoll. Bei klinischen Symptomen, die

Punktmutationen, kleine Deletionen oder
Insertionen, Gendosis-Variationen (Copy
number variants), mitochondriale Gene,
je nach Sequenziertiefe auch Mosaike

sich nicht sicher einer bestimmten Erkrankung zuordnen
lassen, ist unter den aktuellen Randbedingungen eine
Exom-Sequenzierung zu empfehlen. Dies gilt insbeson-
dere dann, wenn aufgrund der Stammbaumdaten ein
monogener Erbgang angenommen werden kann. Die
Exom-Sequenzierung kann aber auch bei Patienten ohne
auffallige Familienanamnese, die einen besonders un-
gewohnlichen oder schweren Verlauf oder einen sehr
fruhen Krankheitsbeginn aufweisen, eingesetzt werden.
Zudem erlaubt die parallele Exom-Sequenzierung der El-
tern eines erkrankten Kindes, selbst wenn diese nicht
von der Erkrankung betroffen sind, die Identifizierung
von de novo-Mutationen. Insgesamt wird die Diagnose-
rate mittels Exom-Sequenzierung auf ca. 25 % geschatzt,
wobei unter Kleinkindern eine Diagnoserate von bis zu
50 % erzielt werden kann®?.

Bei weiterhin unklaren Fallen kann eine Genom-Sequen-
zierung zielfuhrend sein, da mit dieser Methode auch
tiefe intronische oder requlatorische Sequenzen, die das
Splicing von Gen-Transkripten verdndern konnen, erfasst
werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
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Tabelle 3: Einteilung von Gen-Varianten nach ACMG-Kriterien

m Wahrscheinlichkeit, pathogen zu sein [ Interpretation, weiteres Vorgehen

1-benigne < 0,001

D= \_Nahrscheinlich 0,001 - 0,049
benigne

3 - Variante unklarer

Signifikanz 0,05-0,949
4 - wahrscheinlich 0,95 - 0,99
pathogen

5 - pathogen > 0,99

Genom-Sequenzierung in den kommenden Jahren die
Exom-Sequenzierung als primares genetisches Diagnose-
verfahren abldsen wird.

Fur bestimmte Fragestellungen, beispielsweise bei Verdacht
auf grobstrukturelle chromosomale Aberrationen, spielen
andere etablierte Methoden der molekulargenetischen Dia-
gnostik wie die Array-CGH (Comparative genomic hybridiza-
tion) oder die Chromosomenanalyse weiterhin eine Rolle.
Die Kldrung der genetischen Ursache einer Erkrankung
ist nicht nur for den betroffenen Patienten, sondern
auch fur die gesamte Familie von grolSer Bedeutung. So
eroffnet die molekulargenetische Sicherung der Diagnose
die Moglichkeit, weitere Familienmitglieder gezielt auf
Mutationsstatus oder Anlagetragerschaft zu untersuchen,
Aussagen Uber das Wiederholungsrisiko zu machen so-
wie MaRnahmen fur eine vorgeburtliche Diagnostik zu
ergreifen.

Interpretation von Varianten unklarer
Varianz

Der Kenntnis aller Gen-Varianten des Exoms eines Indi-
viduums steht die Schwierigkeit gegentber, die geneti-
schen Daten hinsichtlich ihrer pathogenetischen Rele-

« nicht krankheitsrelevant
+nicht krankheitsrelevant

- nicht sicher krankheitsrelevant

- unter Beriicksichtigung weiterer Kriterien wie Art der
Mutation, Populationsfrequenz, funktionelle Daten etc.
kann die Einschatzung der Krankheitsrelevanz von niedrig
bis hoch variieren

- eine Reevaluation ist sinnvoll, z. B. nach Segregations-
analyse der Variante in der Familie

+ krankheitsrelevant
- krankheitsspezifische MaBnahmen erforderlich

- krankheitsrelevant
«krankheitsspezifische MaBnahmen erforderlich

vanz zu interpretieren. Ein weiterer Aspekt ist die Frage,
wie man mit sekundaren Befunden wie beispielsweise
Mutationen in Onkogenen umgeht, die nicht im Zusam-
menhang mit der betrachteten Erkrankung stehen. Dies
sollte im Vorfeld einer Diagnostik mit dem Patienten
bzw. den Eltern eines erkrankten Kindes besprochen
werden.

Nach den Leitlinien des American College of Medical Ge-
netics and Genomics wird fur die Interpretation von
Sequenz-Varianten eine Klassifizierung empfohlen, die
sich danach orientiert, mit welcher Wahrscheinlichkeit
eine Gen-Variante pathogen ist ®. Demnach werden Va-
rianten in 5 Klassen mit zunehmenden Grad an Pathoge-
nitat eingeteilt, wobei die Finteilung verschiedene Evi-
denzkriterien bertcksichtigt wie populationsbezogene
Allelfrequenzen, bioinformatische Vorhersagen zur funk-
tionellen Auswirkung einer Variante, Segregationsdaten
sowie experimentelle Daten zur Funktion (Tab. 3).

Wenn bei der Analyse des Exoms oder Genoms eines
Patienten eine Gen-Variante identifiziert wird, bei der
unklar ist, ob diese Variante tatsachlich ursachlich mit
der Krankheit zusammenhdngt, wird diese als Variante
unklarer Signifikanz (VUS) bezeichnet. Solche VUS



machen den gréfSten Anteil aller Varianten aus. In der
Regel sind weitere Informationen erforderlich, um fest-
zustellen, ob die Variante mit einer Krankheit in Zusam-
menhang steht. Hierzu z3hlt die Segregationsanalyse,
mit der geprift wird, ob alle Familienmitglieder, die die
Variante tragen, auch an der betrachteten Krankheit er-
krankt sind. Weiterhin konnen neue wissenschaftliche
Erkenntnisse oder experimentelle Untersuchungen auf
Forschungsbasis Aufschluss dber die funktionelle Aus-
wirkung einer Variante geben. Da diese Einflussgrofsen
einem stetigen Wandel unterliegen, kann die Interpre-
tation von VUS als dynamischer Prozess betrachtet
werden. Daher sollte bei Vorliegen einer VUS gegebe-
nenfalls in regelmafligen Abstanden eine erneute Evalu-
ation und Interpretation erfolgen.

Fazit fiir die Praxis

* Genetische Faktoren spielen eine zentrale Rolle
bei der Pathogenese zahlreicher Krankheitsbilder,
die mit einer Fehlrequlation des Immunsys-
tems einhergehen.

* Fir eine zunehmende Anzahl an Erkrankungen
des Immunsystems stehen gezielte Therapien
zur Verfiigung. Daher kommt der Sicherung der
genetischen Diagnose eine entscheidende
Rolle zu.

* Die molekulargenetische Abklarung eines Pati-
enten sollte in Abhangigkeit von der Symptom-
konstellation erfolgen. Bei eindeutigen Sympto-
men kann als Erstes die Einzelgen-Sequenzierung
erfolgen. NGS-basierte Methoden wie die

Exom-Sequenzierung sind bei unklarer Sympto-

matik sinnvoll.

* Da das Wissen iber die genetischen Ursachen
von Immundefekten stetig zunimmt, sollten
molekulargenetische Befunde, die im Rahmen
einer Exom-Sequenzierung erhoben wurden,
bei weiterhin unklarer Diagnose regelmafSig
reevaluiert werden.
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