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Zusammenfassung

Genetische Erkrankungen, welche sich bereits in der frihen Neonatalperiode
klinisch prasentieren machen einen signifikanten Anteil neonataler Morbiditat und
Mortalitat aus. Kongenitale Anomalien manifestieren sich oft bereits pranatal, doch
manche prasentieren sich erst postnatal in den ersten Lebensstunden und -tagen.
Sie reichen von milde bis hin zu schweren Fehlbildungen und internistischen
Krankheitsbildern, welche intensivmedizinisch behandelt werden mussen. Eine
frihe Diagnosestellung ist wegweisend fur korrekte therapeutische als auch
frhzeitige praventive Mallnahmen, nur so kann das Outcome der betroffenen

Kinder deutlich verbessert werden.

In der Vergangenheit wurde oftmals aus Kostengrinden, der langen Dauer
zwischen Probenentnahme und Befundibermittiung sowie dem fraglichen Nutzen
einer genetisch bestatigten Diagnose auf genetische Testungen in der Neonatologie
verzichtet. Heute weil® man, dass genetische Tests in vielen Fallen die Ursache fur
neonatale Missbildungen oder Krankheiten herausfinden kénnen. Vor allem da sich
in den letzten Jahrzehnten die Dauer bis zur Befundibermittiung der genetischen
Testungen wesentlich verkurzt hat und die Kosten fur eine Diagnostik wesentlich

reduziert werden konnten.

Next-Generation-Sequencing wird sogar von vielen Experten als Diagnostik der
ersten Wahl bei Verdacht auf (mono-)genetische Erkrankungen in der
neonatologischen Intensivmedizin  empfohlen. Durch eine frihzeitige
Diagnosestellung kann die Morbiditat als auch Mortalitat von Neugeborenen und

Sauglingen reduziert werden.

Das Ziel dieser Arbeit ist es einen Uberblick (iber die aktuelle Datenlage zur
genetischen Diagnostik, insbesondere mittels Next-Generation-Sequencing, in der
neonatologischen Intensivmedizin sowie dessen Indikationen, Herausforderungen
und Limitationen zu erbringen. Weiters wird eine Pipeline zur Empfehlung der
klinischen Vorgehensweise zur genetischen Diagnostik in der Neonatologie
beschrieben.

Ein Teil dieser Arbeit berichtet zudem Uber den zukinftigen Einsatz und die

Limitationen von NGS im Neugeborenen-Screening.
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Abstract

Genetic disorders that present clinically in the early neonatal period account for a
significant proportion of neonatal morbidity and mortality. Congenital anomalies
often manifest themselves prenatally but some only present postnatally in the first
few hours and days of life. They range from mild to severe malformations and
diseases that need to be treated in intensive care. An early diagnosis is
groundbreaking for correct therapeutic as well as initial preventive measures, only

in this way it is possible to improve the outcome of the affected children significantly.

In the past, genetic testing in the neonatal intensive care unit was often rejected for
reasons of cost, the long time between taking a sample and reporting the results
and the questionable benefit of a genetically confirmed diagnosis. Today we know
that genetic tests can in many cases find the cause of neonatal malformations or
diseases. Especially since the time it takes for the results of genetic tests to be
transmitted has been significantly reduced in the last few centuries and the costs for

diagnostics have also been significantly reduced.

Next-generation sequencing is even recommended by many experts as the first line
for diagnostics in cases of suspected (mono)genetic diseases in neonatal intensive
care medicine. Early diagnosis can reduce both neonatal and infant morbidity and

mortality.

The aim of this work is to provide an overview of the data on genetic diagnostics, in
particular on the use of next-generation sequencing in neonatal intensive care
medicine as well as their indications, challenges and limitations. Furthermore, a

pipeline for genetic diagnostics in the neonatal intensive care unit is described.

Part of this work also reports on the future use and limitations of NGS in newborn

screening.
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1 Einleitung

Bereits seit den 1960er Jahren sind genetische Testungen im Gesundheitssystem
im Einsatz. Zu Beginn noch in Form reiner Chromosomenanalysen durch das
Mikroskop, haben sich die Technologien heute bis hin zur Sequenzierung eines
gesamten Genoms entwickelt. Diese ist durch die stetig sinkenden Kosten und

verkurzte Dauer im medizinischen Alltag immer prasenter. (1) (2)

Genetische Erkrankungen, welche sich bereits in der frGhen Neonatalperiode
klinisch prasentieren, machen einen signifikanten Anteil neonataler Krankheitsbilder
und neonataler Mortalitat aus. In den USA werden kongenitale Anomalien als
haufigste Ursache fir neonatale Morbiditat und Mortalitdt beschrieben. Diese
manifestieren sich oft bereits pranatal und werden durch Ultraschalluntersuchungen
detektiert, doch manche prasentieren sich erst postnatal in den ersten
Lebensstunden und -tagen. Sie reichen von milden bis hin zu schweren
Fehlbildungen und internistischen Krankheitsbildern, welche intensivmedizinisch

behandelt werden mussen. (3) (4)

Doch nicht nur kongenitale strukturelle Anomalien bedirfen meist einer
neonatologisch-intensivmedizinischen Behandlung, auch schwere systemische
Erkrankungen eines oder mehrerer Organsysteme sind Ursache flr die notwendige
Behandlung von Neugeborenen. Sie haben einen wesentlichen Einfluss auf die
Morbiditat als auch Mortalitat der Kinder. Eine korrekte und frihzeitige
Diagnosestellung stellt sich meist als schwierig dar, da das Krankheitsbild klinisch
noch nicht vollstdndig ausgepragt sein kann oder aufgrund der Unreife
beziehungsweise der Frihgeburtlichkeit ein eindeutiger klinischer Hinweis auf ein

Syndrom oder eine Erkrankung fehlen kann. (5) (2)

Eine frGhe Diagnosestellung ist jedoch wegweisend, sowohl fur Kkorrekte
therapeutische als auch praventive MaRnahmen. Zusatzlich kann eine frihzeitige
Diagnose Uber die Prazisionsmedizin das Outcome der betroffenen Kinder deutlich

verbessern.

Wurde in der Vergangenheit aus Kostengrinden, der langen Dauer zwischen
Probenentnahme und Befundlibermittlung sowie dem fraglichen Nutzen einer

genetisch bestatigten Diagnose auf genetische Testungen in der Neonatologie




oftmals verzichtet, weil® man heute entsprechend der aktuellen Datenlage, dass
genetische Tests in vielen Fallen die Ursache fur neonatale Missbildungen oder
Krankheiten herausfinden kénnen. Vor allem da sich in den letzten Jahrzehnten die
Dauer bis zur Befundibermittlung der genetischen Testungen wesentlich verkirzt
hat. Doch nicht nur durch die Verminderung der Dauer und Kosten genetischer
Tests, auch durch die technologischen Erneuerungen nehmen genetische

Testungen einen immer wichtigeren Stellenwert in der Klinik ein. (2)

Das Next-Generation-Sequencing, genauer bezeichnet das Whole-Genome-
Sequencing beziehungsweise das Whole-Exome-Sequencing, wird inzwischen
sogar von vielen Experten als Diagnostik der Wahl bei Verdacht auf (mono-)
genetische Erkrankungen in der neonatologischen Intensivmedizin empfohlen.
Doch wie oft eine solche Diagnostik auch zum Auffinden einer kausalen Variante
beitragt, wird laut der Datenlage sehr variabel angegeben. Insbesondere da der
Nachweis einer Variante, auch wenn als pathogen oder wahrscheinlich pathogen
beschrieben, nicht zwangslaufig kausal ist. Der kausale Zusammenhang zwischen
Genotyp und Phanotyp bleibt oftmals hypothetisch und ist abhangig von

entsprechenden Nachweisen in der Literatur. (6)

Doch stellen sich bei der inzwischen weitreichenden genetischen Diagnostik mittels
WGS auch ethische Fragestellungen, wie man beispielsweise mit dem Nachweis
einer Variante unklarer Signifikanz umgehen sollte. Weiters muss bedacht werden,
dass bei weitreichenden genetischen Tests ein Nachweis genetischer
Erkrankungen mit Erkrankungsbeginn im spateren Leben der Kinder gefunden
werden kénnten. Ebenso kann eine mogliche Anlagetragerschaft verschiedener
Erbkrankheiten beim betroffenen Kind nachweisbar sein, welche das weitere Leben

des Kindes dauerhaft beeinflussen wirde. (6)

Obwohl durch das Neugeborenen-Screening in Osterreich bereits seit den
Sechzigerjahren alle Neugeborene auf zum Grolteil seltene angeborene
Erkrankungen nach der Geburt getestet werden, sind doch viele Krankheitsbilder
und krankheitsverursachende genetische Veranderungen durch diese Testung
noch nicht abgedeckt. Daher steht der Nutzen der neuen Technologien wie einer
vollstandigen Genomsequenzierung als neue Form des Neugeborenen-Screenings

zur Diskussion. (7)




2 Indikationen

Eine stationare Aufnahme an einer neonatologischen Intensivstation hat zahlreiche
Indikationen. Der Grofteil stellt nicht wie oftmals vermutet eine Fruhgeburtlichkeit
dar, in vielen Fallen zeigen die Neugeborenen eine perinatale Erkrankung unklarer
Atiologie oder eine oder mehrere strukturelle Fehlbildungen, welche einen
Aufenthalt an einer Intensivstation bedurfen. Rund sechs Prozent aller Geburten

zeigen eine genetische Grunderkrankung oder angeborene Fehlbildungen. (8) (9)

Insbesondere monogenetische Erkrankungen, welche durch Veranderungen
beziehungsweise Varianten in einzelnen Genen verursacht werden, stellen in der
Neonatalperiode einen groRen Anteil und Impact an genetisch bedingten
Auffalligkeiten dar. Obwohl die meisten monogenetischen Erkrankungen selten
sind, ist das Auftreten einer solchen jedoch haufig, da inzwischen bereits tber 3000
monogenetische Erkrankungen bekannt sind. Monogenetische Erkrankungen

kénnen durch NGS besonders effektiv nachgewiesen werden. (10)

Seltene Erkrankungen sind definiert als Erkrankungen, welche weniger als eine
Person von 2000 betreffen. Diese sind jedoch laut der Datenlage in der
neonatologischen als auch padiatrischen Intensivmedizin haufig, betreffen sie doch
rund sechs Prozent der Bevolkerung. Seltene Erkrankungen sind in 80 Prozent der
Falle einer genetischen Ursache zuzuschreiben und prasentieren sich in einem
Grolteil der Falle bereits im Kindesalter und sind fur einen signifikanten Anteil der
neonatologischen und padiatrischen Intensivaufenthalte ursachlich. Seltene
Erkrankungen sind in 35 Prozent die Ursache fur die Mortalitat im ersten
Lebensjahr. (11)

Die besondere Herausforderung der genetischen Diagnostik in der Neonatologie
stellt der klinisch meist noch nicht voll ausgepragte Phanotyp dar, der es Arztinnen
oftmals erschwert eine korrekte Verdachtsdiagnose zu stellen. Hinzu kommt die
Frihgeburtlichkeit mancher Kinder als auch die genetische Heterogenitat. Selbst
wenn eine genetische Ursache fur das klinische Zustandsbild vermutet wird, ist
durch die intrinsische Heterogenitat das Auffinden einer kausalen Mutation

beziehungsweise passender Kandidatengene erschwert. (8)

In vorliegenden Daten zu genetischer Diagnostik in der Neonatologie wurden vor

allem Neugeborene mit strukturellen Anomalien, wie zum Beispiel angeborener




Herzfehler, Neuralrohrdefekte oder Lippen-Kiefer-Gaumenspalten, einer
genetischen Untersuchung unterzogen. Doch nicht nur strukturelle Malformationen
auch internistische Auffalligkeiten kbnnen Klinikerlnnen an eine genetische Ursache
denken lassen. Metabolische Auffalligkeiten konnen hierbei vor allem greifend
werden, wie beispielsweise eine Laktatazidose oder erhdhte Ammoniak Werte im
Blut. Weiters konnte bei neurologischen Auffalligkeiten wie Krampfanfallen,
muskularer Hypotonien oder Malformationen eine genetische Grunderkrankung
ursachlich sein. Zusatzlich sollte insbesondere bei Versagen eines oder sogar
mehrerer Organsysteme ohne klinische Erklarung im Neugeborenenalter an eine

genetische Ursache gedacht werden. (2) (6) (8)

Bereits seit vielen Jahrzehnten zahlen die Karyotypisierung und Microarray-
Untersuchungen zur genetischen Basisdiagnostik, auch im Bereich der
Neonatologie haben sich diese bereits etabliert. Neuere, weitreichendere
Technologien, wie beispielsweise ein Whole-Genome-Sequencing und ein Whole-
Exome-Sequencing, stehen nun immer mehr im Mittelpunkt der genetischen
Diagnostik und kommen dank stetig wachsendem Forschungsstand nun auch im
Bereich der neonatologischen Intensivmedizin zum Einsatz. Denn eine fruhzeitige

Diagnosestellung kann das Outcome der Kinder signifikant verbessern.

Ob NGS dazu einen adaquaten Beitrag leisten kann, um mit einer korrekten,
anderweitig nicht stellbaren Diagnose zu einer Adaption der Therapie und somit zu

einem verbesserten Outcome fuhren kann, wird kontrovers diskutiert. (2) (12)

3 Inzidenz

<Weltweit sterben jedes Jahr schatzungsweise 295.000 Neugeborene vor Erreichen
der 4. Lebenswoche an angeborenen Anomalien und damit verbundenen

Komplikationen.* (13)

Diese durch die WHO im Jahr 2010 beobachtete Anzahl kongenitaler Anomalien,
welche sich in einem veranderten Genotyp, Phanotyp oder in beidem aul3ern
konnen, kann sowohl durch Teratogene, Infektionen, soziobkonomisch als auch
genetisch bedingt sein. Jedoch scheint der Anteil an genetisch bedingten Anomalien
bis dato unklar zu sein. Zum Teil bleiben viele angeborene Anomalien auch




idiopathisch. Die Folgen dieser angeborenen Anomalien konnen von leicht bis
schwerwiegend reichen und sind eine Gruppe sehr heterogener klinischer
Erkrankungsbilder. (13)

Genetische Erkrankungen machen einen hohen Anteil an neonataler Morbiditat und
Mortalitat aus. Daten aus Europa belegen eine Pravalenz angeborener
Malformationen von fast drei Prozent, wovon rund 15 Prozent einer genetischen

Ursache zuzuschreiben waren. (4)

Eine Studie aus den USA zwischen den Jahren 2011 und 2017 zeigt eine Inzidenz
von 22 Prozent an genetischen Erkrankungen, welche fur die Mortalitat von

Neugeborenen und Sauglingen im ersten Lebensjahr verantwortlich waren. (14)

Das Baby-Seq Projekt konnte eine Inzidenz von genetischen Grunderkrankungen
mittels Whole-Exome-Sequencing scheinbar gesunder Sauglinge in mehr als neun

Prozent der Falle nachweisen. (15)

4 Technologien

FUr viele Jahrzehnte war die Zytogenetik der diagnostische Schritt der Wahl,
insbesondere bei angeborenen Fehlbildungen. Durch die rasche Weiterentwicklung
genetischer Testungen ist es im Jahr 2022 an der Stanford Universitat mdglich
geworden ein Genom eines Patienten in unglaublichen finf Stunden und zwei
Minuten zu sequenzieren wie Gorzynski et al. publizierten. Dies flihrte sogar zu
einem Eintrag in das Guinness-Buch der Rekorde. Anders als beim klassischen
NGS, wobei kurze DNA-Fragmente sequenziert werden, wurden hierbei durch
Long-Read Sequenzierung langere DNA-Abschnitte, aus Zehntausenden
Basenpaaren, bewahrt und sequenziert. Durch die von Pacific Biosciences und
Oxford Nanopore vertriebene Sequenziertechnologie kdnnen bis mehrere hundert
Kilo-Basenpaare an Reads sequenziert werden. Dadurch konnen diese
anschlieBend leichter zusammengesetzt werden. Klarer Vorteil ist hierbei die
Abdeckung von Guanin/Cytosin-reichen Regionen und die komplette

Sequenzierung von gewunschten Zielregionen. (16)




4.1 Zytogenetik

Fir viele Jahrzehnte war die Zytogenetik die Standarduntersuchung der Wahl bei
klinischen Hinweisen auf genetische Erkrankungen. Die Chromosomenanalyse war
und ist nach wie vor ein wichtiger Bestandteil der genetischen Diagnostik und stellt
oftmals den ersten diagnostischen Schritt dar. Sie zeigt vor allem strukturelle und

numerische Chromosomenabberationen sowie Aneuploidien auf. (17)

Zu Beginn durch Farbemethoden dargestellte Chromosomen im Karyogramm, hat
sich die zytogenetische Diagnostik in den letzten Jahrzehnten durch Steigerung des
Auflésungsvermoégens jedoch deutlich verbessert. Dies gelang vor allem durch die
Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung und in Folge durch die Comparative genomic
hybridization.  Insbesondere  strukturelle ~ Chromosomenabberationen  wie

Mikrodeletionen konnten so nun einfacher identifiziert werden. (18)

Durch die FISH-Diagnostik konnte molekularzytogenetisch die farbige Darstellung
ausgewahlter Abschnitte eines beziehungsweise mehrerer Chromosomen in der
Metaphase erfolgen. Damit ist sie eine sehr sensitive und vor allem wenig
zeitintensive diagnostische Methode und kann sowohl strukturelle als auch

numerische Chromosomenabberationen detektieren. (18)

Insbesondere die Array-CGH nimmt nach wie vor einen gro3en Stellenwert in der
Diagnostik beispielsweise von Dysmorphiesyndromen oder bei globaler
Entwicklungsverzogerung ein. Hierbei wird die Intensitat zweier mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierter Desoxyribonukleinsaure-Fragmente miteinander
verglichen. Bei der Array-CGH erfolgt die Hybridisierung einer Patientinnen-DNA
und einer Kontroll-DNA auf einem sogenannten Microarray. Durch diese Methode
konnen Kopienzahlveranderungen mit einer Grélke von 50 bis 100.000
Basenpaaren leicht nachgewiesen werden, welche aufgrund ihrer Gro3e in der
konventionellen Zytogenetik nicht darstellbar waren. Seit vielen Jahren ist diese die
Diagnostik der Wahl fur Patientinnen mit multiplen kongenitalen Anomalien und

Dysmorphien, globaler Entwicklungsretardierung und Intelligenzminderung. (2)

Nachteil dieser schnellen und vergleichsweise kostengunstigeren
Untersuchungsmethode ist, dass hierbei kleine Einzelnukleotid-Polymorphismen,
kleine Deletionen und Insertionen sowie kleinere Kopienzahlvarianten nicht

detektiert werden kdnnen. (19)




4.2 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung, auch Kettenabbruchsynthese genannt, gilt nach wie

vor als Goldstandard in der DNA-Sequenzierung.

Heute noch als Ruckgrat der Gendiagnostik ist die Sanger-Sequenzierung, welche
auf einer Enzymreaktion basiert, nach wie vor im Einsatz. Dem in Folge einer DNA-
Denaturierung vorliegende DNA-Einzelstrang wird ein Primer angelagert und durch
die DNA-Polymerase wird der Doppelstrang komplementar synthetisiert. Es werden
nun vier grundsatzlich idente Sequenzieransatze gebildet, wobei jeweils eine der
vier Basen als Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) hinzugefigt wird. Die
ddNTP’s enthalten keine 3’-Hydroxylgruppe. Da aus diesem Grund keine
Verknlipfung an das nachste anzulagernde Nukleotid erfolgen kann, kommt es zum
Kettenabbruch. So entstehen in Folge viele DNA-Strange unterschiedlicher Lange
mit jeweils demselben ddNTP am Ende. Durch die nachfolgende Gel-
Elektrophorese werden die vorliegenden Fragmente der Lange nach aufgeteilt.

Meist sind die Primer radioaktiv markiert, um die Sichtbarkeit herzustellen. (17) (18)

4.3 NGS- Next Generation Sequencing

Unter NGS versteht man das sogenannte Next-Generation-Sequencing, eine
Gruppe von neuen diagnostischen Technologien in der genetischen Testung. Im
Gegensatz zur Sanger Sequenzierung, welche auf der Analyse einzelner
Fragmente nacheinander beruht, erfolgt beim NGS die Parallelsequenzierung
kurzer DNA-Fragmente. AnschlieRend koénnen die Reads durch moderne
Computersoftware in Sequenzen umgeschrieben werden. So konnten grofl3e Gene
beziehungsweise ganze Gen-Panels in wesentlich kurzerer Zeit sequenziert

werden. (1)

Durch die Einfuhrung dieser Methoden konnte die Anzahl der sequenzierten DNA-
Abschnitte massiv erhdéht werden. NGS ermoglichte nicht nur eine klonale
Sequenzierung, sondern auch durch parallele Sequenzierung einen wesentlichen
Fortschritt in Dauer und Sensitivitat der Diagnostik. Zudem ist durch diese Methoden

die Sequenzierung sowohl des gesamten Genoms einer Patientln als auch von




Genabschnitten, wie beispielsweise Exons, moglich. Diese Untersuchung ist jedoch

meist nach wie vor mit einem hohen Kosten- und Zeitaufwand verbunden. (2) (17)

4.3.1 Gen-Panels

Gen-Panels sind eine Art der genetischen Testung, bei welcher auf eine
genauestens zuvor festgelegte Gruppe an Genen getestet wird, welche mit der
klinische Verdachtsdiagnose assoziiert sind. Diese konnen wenige einzelne oder
auch viele hunderte Gene umfassen und werden durch die Recherche fur das
Krankheitsbild relevanter Gene aus Datenbanken und der Literatur erstellt. Diese
werden in Folge in ein laborbasiertes Genkit eingeschlossen. Diese bilden die
Grundlage eines virtuellen Genpanels, welche fur die Daten aus WGS oder WES

herangezogen werden konnen. (11) (18)

Diese seit vielen Jahren im Einsatz stehende genetische Diagnostik ist durch das
geringere Datenvolumen und durch die Vermeidung von Nebenbefunden
gekennzeichnet. Sie stellt die derzeit sicherste Methode der NGS Diagnostik dar.
Zusatzlich sind Gen-Panels im Vergleich zu einer gesamten Genomsequenzierung
mit wesentlich niedrigeren Kosten und vermindertem Aufwand verbunden. Naturlich
mussen auch Gen-Panels einer regelmafigen Evaluierung unterzogen werden, da
stetig neue krankheitsverursachende Gene und Varianten identifiziert werden.
Limitiert wird diese diagnostische Methode insbesondere durch die fehlenden Loci,
welche durch das klinische Zustandsbild zunachst nicht in Betracht gezogen
werden. (18)

4.3.2 WES (Whole-Exome-Sequencing)

Das Whole-Exome-Sequencing ist eine inzwischen weit verbreitete und
vielgenutzte Methode des NGS, insbesondere durch die inzwischen doch
uberschaubaren Kosten und durch vorgefertigte Anreicherungs-Kits. Beim Whole-
Exome-Sequencing wird das Exom einer Probandln, also samtliche protein-
kodierende Abschnitte von Genen, sequenziert, wenn auch nicht hundert Prozent

des Exoms abgedeckt werden kann. Obwohl es nur einen Bruchteil des




menschlichen Genoms einnimmt, liegt hier die Mehrzahl krankheitsverursachender
Veranderungen. Daten belegen, dass das Exom etwa ein Prozent der DNA
ausmacht und Veranderungen dabei fur Uber 90 Prozent der genetischen
Erkrankungen ursachlich sind. Durch WES lasst sich jedoch ein signifikanter Anteil
genetischer Ursachen fur Krankheitsbilder nicht nachweisen, wie beispielsweise
einige strukturelle Varianten und Kopienzahlvarianten (CNV’s), Translokationen
oder Veranderungen im mitochondrialen Genom. Ebenso kann entsprechend die
nicht-kodierende Region des Genoms, das Intron, nicht dargestellt werden.
Inzwischen ist es moglich ein WES in weniger als 3 Tagen abzuschlieen. (2) (17)
(18)

4.3.3 Rapid- WES und Rapid- WGS

In den letzten Jahren konnten sowohl das WGS als auch das WES weiterentwickelt
werden, insbesondere in Hinblick auf die bis dato doch lange Dauer zwischen
Probenentnahme und Diagnoselbermittlung. Das sogenannte Rapid-WGS und
Rapid-WES soll diese Dauer auf wenige Tage bis sogar Stunden verklrzen. Bei
Rapid-WES werden zwei Prozent des Genoms, so gut wie alle bekannten Exons,
und Rapid-WGS circa 90 Prozent des Genoms untersucht. Daten belegen, dass
insbesondere bei kritisch kranken Neugeborenen mit Verdacht auf eine genetische
Ursache des Krankheitsbildes diese Art der genetischen Diagnostik aufgrund der

verkurzten Dauer von Vorteil ist. (20)

4.3.4 WGS (Whole-Genome-Sequencing)

Durch das Whole-Genome-Sequencing ist es als Teil des NGS gelungen das
gesamte menschliche Genom 2zu entschlisseln. Hierbei werden alle
Nukleotidsequenzen von samtlichen Chromosomen des Menschen sequenziert und
in Folge durch verschiedene Informatiksysteme analysiert. Vorteil dieser Methode
ist der unglaublich hohe Datensatz in verhaltnismaRig kurzer Zeit.

Nachteile sind die hohen Kosten, die lange Dauer der Sequenzierung als auch das
Auftreten vieler Varianten unklarer Signifikanz. Obwohl Berichte und Daten zeigen,
dass WGS durchaus in wenigen Stunden durchgeflihrt werden kann, ist in der




Praxis doch die Zeit zwischen Untersuchungseinleitung und Diagnoseubermittlung
weitaus langer. (2) (17)

4.4 Trio- genomic Sequencing

Kongenitale Erkrankungen sind oftmals durch de-novo Mutationen verursacht.
Ohne das Next-Generation-Sequencing war es fruher meist kaum oder nicht
moglich bei nicht eindeutigen klinischen Erkrankungsbildern die ursachliche

Variante festzustellen. (1)

Zur weiteren Interpretation durch NGS gefundener Varianten ist es maoglich die
Kindseltern miteinzubeziehen. Hierbei werden auch die Eltern auf die gefundene
Variante untersucht, um so ein Vererbungsmuster erkennen zu kénnen oder auf die
Segregation schlieRen zu kénnen. Diese Form der Analyse wird als Trio-Analyse
bezeichnet und hilft die Pathogenitat von Varianten zu verstehen. Dennoch muss
bedacht werden, dass auch hierbei meist nicht nur eine abweichende Variante
gefunden wird, sondern meist multiple. Es ist somit eine weitere Aufgabe das

passende Kandidatengen zu identifizieren. (1)

Um de-novo Varianten identifizieren zu kénnen ist die Trio-Sequenzierung die
Methode der Wahl, da die gefundene Variante des Kindes bei den nicht betroffenen
Eltern fehlt und somit den Verdacht auf eine de-novo Variante und dessen

Pathogenitat unterstitzt. (10)

Die Trio-Analyse kann auch fiur die Diagnose von rezessiven Erkrankungen
herangezogen werden, wobei Eltern Trager einer Erkrankung sind und das Kind in

Folge homozygoter Erkrankter ware. (1)

Vorliegende Daten zeigen, dass eine signifikant héhere Rate an Diagnosen mit Trio-
Analyse im Vergleich zu einer Single- Analyse, wo nur die genetischen Daten der
Patientin erhoben werden, gefunden werden konnten. Dem gegenlber stehen die

damit verbundenen hdheren Kosten. (21)

Die RAPIDOMICS Studie aus Kanada zeigte in einer Trio-basierten Analyse von 25
Kindern an der Neonatologie mit Verdacht auf eine genetische Ursache ihrer
klinischen Auffalligkeiten, dass 60 Prozent der Kinder durch Rapid- Trio- ES

innerhalb einer Woche eine Diagnose erhielten. (8)
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Abbildung 1 Genomic testing strategies and clinical heterogeneity (11)

Abb.1: “Genome-wide assays used in clinical genetics have developed from

traditional methods for visualizing chromosomes using a light microscope to

assaying copy number variation across the genome and to sequencing the entire

genome. As the resolution of the test increases, the number of detectable variants

also increases. Although this increase in the number of variants leads to an increase

in diagnostic yield across a range of conditions, it also substantially increases the

likelihood of detecting incidental findings and variants of uncertain clinical

significance.” (11)
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5 Genetische Teststrategien in der neonatologischen
Intensivmedizin

Einige Studien sehen das NGS mit seinen Technologien als empfohlene
diagnostische Testung erster Wahl bei Neugeborenen mit Verdacht auf eine

monogenetische Erkrankung. (2) (8) (19)

Vorteile einer genetischen Diagnostik konnen im Langzeit Management der Kinder
liegen, da dadurch erkrankungsspezifische Therapien, Medikamente oder sogar
Diaten eingeleitet beziehungsweise adaptiert werden konnen. Eine entsprechende
spezialisierte Abteilung und arztliche sowie pflegerische Betreuung kann eingeleitet
werden, um so den Kindern die bestmdgliche Betreuung zukommen zu lassen. Im
Gegensatz dazu kann eine genetisch bestatigte Diagnose auch zur Beendigung
einer (intensiv-) medizinischen Behandlung fihren oder unnétige Untersuchungen
und Therapien vermeiden und zur friheren Einleitung einer palliativen Situation
fuhren. Da genetische Erkrankungen eine der Hauptursachen fur neonatale
Mortalitat darstellen, ist die friihzeitige Diagnose fir das Outcome und die weiteren
therapeutischen MaRnahmen essenziell und dauert bis dato meist noch zu lange.
(2) (9)

Die besondere Herausforderung in der neonatologischen Intensivmedizin ist es
zunachst eine Verdachtsdiagnose stellen zu koénnen. Viele monogenetische
Erkrankungen zeigen in der frihen Lebensperiode keine der bekannten
Hauptsymptome. Zusatzlich sind die Grande flr eine neonatologische
intensivmedizinische Betreuung oft multifaktoriell und selten rein durch kongenitale
Anomalien bedingt. Vorliegende Daten sehen vor allem bei neurologischen
Symptomen wie Krampfanfallen, neuromuskuldren oder metabolischen

Auffalligkeiten einen Nutzen in der genetischen Diagnostik. (6) (22)

Doch muss man hinterfragen, wie oft es dabei tatsachlich zum Nachweis einer
bekannt pathogenen Variante kommt und nicht zu teils multiplen Varianten mit
unklarer Signifikanz. Zusatzlich stellt sich die Frage, sollte eine bekannt pathogene
Variante nachgewiesen werden koénnen, inwieweit ist diese ursachlich fur die

klinischen Auffalligkeiten beziehungsweise die Erkrankung des Kindes?
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5.1 Datenlage

5.1.1 Whole-Exome-Sequencing

Whole-Exome-Sequencing wurde bereits zu Beginn des zweiten Jahrzehnts in der
Padiatrie und insbesondere der Neonatologie klinisch etabliert. Durch die rasche
Diagnostik und die rasche Sequenzierung zahlreicher Gene hat sich das WES
durchgesetzt. Inzwischen gibt es daher zahlreiche klinische Studien zum Einsatz

des Whole-Exome-Sequencing in der neonatologischen Intensivmedizin. (2) (23)

In einer frihen prospektiven Arbeit aus dem Jahr 2015 von Stark et al. konnte eine
diagnostische Rate von Uber 57 Prozent fur Kinder mit Verdacht auf
monogenetische Erkrankung im Alter von null bis zwei Jahren, welche klinisch
multiple kongenitale Anomalien und Dysmorphien zeigten, erzielt werden. Single
Whole-Exome-Sequencing wurde hierbei durchgefiuhrt und flhrte in Folge in 32,6

Prozent zu einer Anderung im klinischen Management der Kinder. (24)

Ahnlich konnte 2017 retrospektiv von 66 Kindern der Neonatologie mit klinischem
Verdacht auf eine monogenetische Erkrankung durch Exom-Sequenzierung in 25
Patientinnen eine relevante Diagnose gestellt werden. Dies entspricht einer
diagnostischen Rate von 37,9 Prozent, mit einer medianen Diagnostikdauer von
acht Tagen. (25)

Wie Meng et al. in einer 5-Jahres-Periode ab 2011 zeigten, wurden 278 Kinder in
den ersten 100 Lebenstagen in einem Krankenhaus in Texas in eine Studie zur
Diagnostik mittels Exom-Sequenzierung nach Evaluation durch eine Genetikerln
eingeschlossen. Es erfolgte zunachst die Single-Exom Analyse, in Folge, sobald
diese zuganglich war, die Trio-Exom-Sequenzierung und schliellich auch die
Rapid-Exom-Sequenzierung. Insgesamt konnte in 102 Kindern eine kausale
pathogene oder wahrscheinlich pathogene Variante entsprechend dem klinischen
Phanotyp aufgezeigt werden. Dies entspricht einer diagnostischen Rate von uber
36 Prozent, wobei die Trio-Exomanalyse in Bezug auf Dauer, diagnostischer Rate
und Einfluss auf das klinische Management der Single-Analyse signifikant
uberlegen war. Insgesamt wurde das klinische Management in 52 Prozent der

eingeschlossenen Falle adaptiert. (26)
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Auch in Taiwan konnte mittels Standard Whole-Exome-Sequencing an einer
padiatrischen Intensivstation eine diagnostische Rate von Uber 52 Prozent erzielt
werden. Die eingeschlossenen Probandinnen zeigten klinisch den Verdacht auf
eine genetische Grunderkrankung und es wurden in der Diagnostik rund 50.000 bis
100.000 Varianten gefunden. (27)

Mittels Ultra-Rapid-Trio-WES konnten Wang et al. im Jahr 2020 eine diagnostische
Rate von fast 70 Prozent erzielen. Die Testung erfolgte innerhalb von nur 24
Stunden und konnte in 23 der 33 eingeschlossenen Probandinnen der NICU und

PICU mit Verdacht auf eine genetische Erkrankung eine Diagnose erbringen. (28)

Eine prospektive Studie aus Australien aus dem Jahr 2020 analysierte einhundert
kritisch kranke Kinder aus zwolf verschiedenen australischen neonatologischen
sowie padiatrischen Intensivstationen mit klinischem Verdacht auf eine
monogenetische Erkrankung. Die Diagnostik erfolgte mittels Trio-Ultra-Rapid-
Exom-Sequencing. Die mediane Zeit von Probengewinnung bis zur Ubermittlung
der Ergebnisse waren nur drei Tage. Die Diagnostik mittels Whole-Exome-
Sequencing wurde durch Ansatze erweitert, wie beispielsweise mitochondriale
Genomsequenzierung, zusatzliche Phanotypisierung und Nutzung von
internationalen Datenbanken fur neue Assoziationen zwischen dem sequenzierten
Genotyp und dem klinischen Phanotyp. Es konnte hierbei eine diagnostische Rate
von 51 Prozent erzielt werden. In 76 Prozent aller Patientinnen mit molekularer
Diagnose und auch in elf Prozent aller eingeschlossenen Probandlnnen ohne
Diagnosebefund flhrte die genetische Diagnostik zu einer Veranderung im

klinischen Management. (29)

Im Rahmen des Rapid-Inpatient-Genomic-Testing (RIGhT) Programms aus
GroRbritannien wurde eine Studie etabliert, welche Rapid-Whole-Exome-
Sequencing an kritisch kranken Kindern anwendete, die klinisch den Verdacht auf
eine monogenetische Erkrankung zeigten. Eingeschlossen wurden Kinder, welche
nach Ansicht einer Genetikerln geeignet waren und einen Verdacht auf
monogenetische Erkrankung hatten und vermutlich klinisch von einer raschen
genetischen Diagnose profitieren wirden. Von den eingeschlossenen 46 kritisch
kranken Kindern erhielten 20, entsprechend 43 Prozent, eine molekulare Diagnose.
In 52 Prozent der Kinder hatte die Diagnostik eine Anderung des klinischen
Managements zur Folge. (30)
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Die RAPIDOMICS-Studie aus Kanada zeigte mittels Trio-basiertem Exome-
Sequencing, mit restriktiv auf rein OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
bekannten krankheitsverursachenden eingeschlossenen Genen, nach Validierung
mittels Sanger- Sequenzierung, eine diagnostische Rate von 60 Prozent.
Eingeschlossene Patientinnen zeigten klinische Auffalligkeiten wie Krampfanfalle
unklarer Ursache, multiple Malformationen, metabolische oder neurologische
Symptome mit Verdacht auf eine genetische Atiologie. Patientinnen mit Verdacht
auf eine Chromosomenabberation wurden nur nach Vorliegen einer negativen
Array-Untersuchung eingeschlossen. Die vorlaufigen Befunde konnten dank Rapid-
ES innerhalb von einer Woche ubermittelt werden, was einen deutlichen Vorteil
gegenuber Standard-ES mit einer durchschnittlichen Dauer von Uber 50 Tagen

zeigte. (8)

Das Baby-Seq Projekt aus Boston beschreibt eine prospektive Studie mit 159
Neugeborenen, wobei sowohl gesunde als auch kranke Neugeborene der
neonatologischen Intensivstation in zwei Gruppen unterteilt und so entweder eine
Standard-Diagnostik sowie das standardisierte Neugeborenen-Screening
unterzogen wurden oder eine Genomsequenzierung erhielten. In der Datenanalyse
erkrankter Neugeborener der neonatologischen Intensivstation, welche jedoch nicht
vorab auf den Verdacht einer genetischen Erkrankung selektiert wurden, konnte
dennoch mittels Whole-Exome-Sequencing kein Nachweis einer Erkrankung
beziehungsweise einer kausalen Variante fur die jeweilige Indikation erfolgen, was
sich durch die Randomisierung und Single- Analyse erklaren lieRe. Zusatzlich ware
hierbei die Diagnostik von de-novo Mutationen nicht moglich gewesen und es
wurden rein Phanotyp-assoziierte Gen-Panels in die Diagnostik inkludiert. Durch
WES liel3 sich jedoch in rund 10 Prozent der Falle ein Risiko fir die Entwicklung
eines Krankheitsbildes im Kindesalter und in rund vier Prozent der Falle ein Risiko
fur die Entwicklung eines Krankheitsbildes im Erwachsenenalter nachweisen. Ein
positiver Tragerstatus fur rezessive Erkrankungen konnte jedoch in tiber 80 Prozent
der hierbei einbezogenen Falle nachgewiesen werden. (15)

Chinesische Daten aus Hongkong aus dem Jahr 2020 zeigten, wie Rapid-Whole-
Exome-Sequencing in der Diagnostik padiatrischer Intensivpatientinnen eingesetzt
werden kann. Rund 102 Familien mit Kindern welche vermutlich eine

monogenetische Grunderkrankung hatten wurden in die Trio-basierte Analyse
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miteinbezogen. Es konnte eine diagnostische Rate von 31 Prozent erreicht werden,
die mediane Dauer von Probengewinnung bis Befundubermittlung lag bei elf Tagen.

Klinischen Impact hatte die Diagnostik in 88 Prozent aller Probandinnen. (31)

Eine grol3e chinesische Studie aus dem Jahr 2021 mit einer Kohorte von Gber 2300
Neugeborenen mit kraniofazialen Deformitaten, Anomalien des ZNS,
kardiovaskularen, intestinalen, skelettalen und urogenitalen Malformationen,
Infektionen, hamatologischen Auffalligkeiten sowie mit Hinweisen auf metabolische
Erkrankungen, zeigte eine Diagnoserate mittels Exom-Sequenzierung von Uber
2700 Genen, welche fur eine monogenetische Erkrankung ursachlich sind, von tber
zwolf Prozent. In diesen zwolf Prozent erbrachte NGS eine bekannt pathogene oder
vermutlich pathogene Variante zur Darstellung, welche als ursachlich flr das
klinische Zustandsbild der Kinder bezeichnet wurde. Rund 190 der 284
Neugeborenen, welchen mittels NGS eine Diagnose gestellt werden konnte, zeigten
Single-Nukleotid-Polymorphismen beziehungsweise kleinen Insertionen oder
Deletionen (Indels). Dreiundneunzig der eingeschlossenen Patientinnen zeigten
eine Aneuploidie oder Kopienzahlvariante, kausal flir den Phanotyp. Ein
Neugeborenes zeigte sowohl eine pathogene strukturelle als auch
Kopienzahlvariante. Sie beschreiben daraus resultierend einen Benefit der
padiatrischen Versorgung und Pflege beziehungsweise Adaption der Therapie in
fast 50 Prozent der Falle. (22)

5.1.2 Whole-Genome-Sequencing

Whole-Genome-Sequencing ist wie bereits beschrieben eine aufkommende
Methode zur frihzeitigen Diagnose kritisch kranker Kinder der neonatologischen
und padiatrischen Intensivstation. Die diagnostische Rate wird hierbei sehr variabel
angegeben. In den USA konnte beispielsweise durch Rapid-WGS mit gezielter
phanotypassoziierter Analyse eine diagnostische Rate von 45 Prozent (17 von 38
kritisch kranken Kindern) erzielt werden. (32)

Clark et al. haben, trotz einer sehr kleinen Studienpopulation von sieben akut
kranken Kindern, im Jahr 2019 eine diagnostische Rate durch Trio-

Genomsequenzierung mit automatisierter Phanotypisierung und Interpretation, von
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43 Prozent nachgewiesen, eine Adaption des klinischen Managements erfolgte bei
allen diagnostizierten und bei 43 Prozent aller getesteten Kindern. Der Median der
Dauer von Probengewinnung bis zur Diagnoselbermittlung belief sich auf nur

zwanzig Stunden. (33)

Auch in GroR3britannien konnte im Jahr 2018 mittels Trio-WGS in 24 kritisch kranken
Kindern der padiatrischen Intensivstation (medianes Alter 15,86 Monate), welche
den Verdacht einer zugrundeliegenden monogenetischen Erkrankung erbrachten,

eine diagnostische Rate kausaler Varianten von 42 Prozent erzielt werden. (34)

Willig et al. berichten von 35 intensivpflichtigen Probandlnnen, welche aufgrund
einer durch eine Neonatologln gestellten Verdacht auf eine genetische Erkrankung,
sowohl mit standardisierten genetischen Testverfahren als auch mit Trio-Rapid-
Whole-Genome-Sequencing getestet wurden. Bei dieser Methode wurden beinahe
alle Gene bekannter monogenetischer Erkrankungen innerhalb von rund 50
Stunden mit Rapid-WGS getestet. Rund 20 dieser 35 getesteten Sauglinge erhielten
dadurch eine Diagnose, welche mittels Sanger Sequenzierung bestatigt wurde.
Dies entspricht einer Diagnostikrate von 57 Prozent der eingeschlossenen
Patientinnen. Achtzehn der eingeschlossenen Patientinnen davon konnten mit
Standardtestungen nicht identifiziert werden, neun erhielten eine Diagnose, welche
vorab klinisch nicht im Verdacht stand. Die Ergebnisse berichten von einer
signifikant héheren Diagnostikrate mittels Rapid-Whole-Genome-Sequencing im

Vergleich zu den Standardverfahren. (35)

Wang et al. haben im Jahr 2020 auf eine optimierte Trio-Genomsequenzierung
zurtckgegriffen und die Sequenziertiefe flr die ProbandInnen bei 40-50 x und flr
ihre Eltern 8-10 x gelegt, um vor allem die Dauer der Diagnostik zu minimieren.
Eingeschlossen wurden 130 Kinder der neonatologischen und padiatrischen
Intensivstation mit Verdacht auf zugrundeliegender genetischer Erkrankung. Bei 62
von den 130 ProbandInnen konnte eine pathogene Variante nachgewiesen werden
und das bei einer diagnostischen Dauer von Probenentnahme bis zur
Befundibermittlung von im Durchschnitt nur 94 Stunden. Die diagnostische Rate
entsprach hierbei Uber 47 Prozent. (36)

Daten aus GrofRbritannien aus dem Jahr 2019 zeigten, dass Neugeborene und
kritisch kranke Kinder einer neonatologischen und padiatrischen Intensivstation
mittels Trio-Whole-Genome-Sequencing als First-Line Diagnostik einen klinischen
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Benefit erfahren. In der Studie wurden 106 Neugeborene, beziehungsweise
insgesamt 195 Probandinnen, und in 90 Prozent der Falle auch deren Eltern,
eingeschlossen, bei welchen klinisch der dringliche Verdacht auf eine
monogenetische Erkrankung besteht. Eingeschlossene Probandlnnen zeigten
kongenitale Anomalien, neurologische und metabolische Auffalligkeiten unklarer
Genese, IUGR, nekrotisierende Enterokolitis mit Notwendigkeit zur chirurgischen
Intervention sowie weitere kritische klinische Zustandsbilder unklarer Genese mit
Verdacht auf genetische Ursache. Insgesamt konnte eine diagnostische Rate
mittels WGS von 21 Prozent erreicht werden, an der neonatologischen
Intensivstation lag die Rate bei 13 Prozent, an der padiatrischen Intensivstation bei
25 Prozent. Durch den Genotyp gesteuerten Ansatz konnten mittels WGS
pathogene Varianten identifiziert werden, welche vermutlich mit einem Phanotyp
gesteuerten nicht erkannt worden waren. Die Diagnostik war somit mit dem
bekannten Genotyp und der in Folge phanotypassoziierten Varianteninterpretation
deutlich erleichtert. (12)

Bereits im Jahr 2018 konnten Farnae et al. nachweisen, dass von 42
eingeschlossenen akut erkrankten Kindern der neonatologischen als auch
padiatrischen Intensivstation (teils kongenitale Anomalien, teils multi-systemische
Symptome), nur rund zehn Prozent mit Standardtestverfahren wie Micro-Array
Untersuchungen, diagnostiziert wurden. Im Vergleich dazu konnten 18 der 43
Kinder, entsprechend 43 Prozent, mittels Rapid- WGS eine Diagnose erhalten. Das
entspricht einer signifikant hoheren diagnostischen Rate. In Folge flhrte die Rapid-
WGS Diagnostik in 31 Prozent der eingeschlossenen Patientinnen zu einer
Adaption der klinischen Behandlung. Im Median dauerte die Diagnostik dennoch 23
Tage, insbesondere da vor der Diagnoseubermittlung Bestatigungstestungen
durchgefuhrt wurden. (9)

Dem Gegenuberstehend konnten Van Diemen et al. aus den Niederlanden nur in
etwa 30 Prozent der eingeschlossenen Falle eine kausale Mutation durch Single-
Whole-Genome-Sequencing nachweisen, welche anschlielend mittels Sanger
Sequenzierung bestatigt wurden. Die Einschlusskriterien fur die Kinder von
neonatologischen und padiatrischen Intensivstationen wurden hierbei strenger
gestellt. Kinder mit klinischem Verdacht auf eine bekannte genetische Erkrankung
wurden direkt der gezielten genetischen Analyse unterzogen ohne Einschluss in
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das WGS. Insgesamt konnten hier also nur sieben von 23 in der Studie
eingeschlossener Kinder eine kausale Veranderung gefunden werden, jedoch ware
bei sechs von diesen Kindern keine genetische Diagnostik anhand der Kilinik
herangezogen worden. Die mediane Dauer von Probenentnahme bis zur

Diagnoseubermittlung waren hierbei nur 12 Tage, ein klarer Vorteil des WGS. (37)

5.1.3 Vergleichsstudien

,Die NSIGHT2 war eine prospektive, randomisierte, kontrollierte, verblindete Studie
(RCT) mit akut kranken Séuglingen, hauptséchlich von der NICU, PICU und CVICU
am Rady Children’s Hospital, San Diego (RCHSD), um die Wirksamkeit und
Ergebnisse zwischen r'WGS und rWES mit Single- als auch Trio- Analyse zu
vergleichen. Experten wéahlten aus der elektronischen Gesundheitsakte einige
klinische Merkmale aus, die fiir die Krankheit jedes Kindes reprasentativ sind, und

ordneten sie mit VAAST genetischen Erkrankungen zu“ (20)

In der NSIGHT1- Studie, welche an einer neonatologischen und padiatrischen
Intensivstation durchgefuhrt wurde, konnte der signifikante Unterschied zwischen
genetischen Standardtestungen und Trio-Rapid-Whole-Genome-Sequencing
aufgezeigt werden. Eingeschlossen wurden hierbei 65 Kinder mit schwerer
Erkrankung unbekannter Atiologie zwischen 2014 und 2016. Die
Studienteilnehmerlnnen wurden teils-verblindet und randomisiert. Zweiunddreilig
der Probandinnen erhielten Rapid-Trio-WGS, 33 Probandinnen genetische
Standardtestungen wie Micro-Array, NGS Paneldiagnostik, Whole-Exome-

Sequencing oder Methylierungs-spezifische PCR. (38)

Zehn von 32 Fallen, entsprechend 31 Prozent, konnten mittels Rapid-Trio-WGS
eine Diagnose erhalten. Am Tag 10 erfolgte die Entblindung der Kinder fur die
Randomisierung, fir sieben der 33 Kinder der Kontroligruppe, welche
Standardtestungen erhielten, forderten Kliniker die cross-over Diagnostik zu Rapid-
Trio-WGS. In der Intention-to-treat Analyse zeigte sich, dass innerhalb von 28
Tagen 31 Prozent der Kinder, welche mittels Standardtestung und Rapid-WGS eine
Diagnose erhielten, der Gruppe mit genetischer Standardtestung ohne WGS
signifikant Gberlegen war. In der Gruppe mit Standardtestung konnte lediglich eine
diagnostische Rate von drei Prozent erreicht werden (eines von 33 Kindern). (38)
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Die Conclusio der Studie =zeigte, dass Trio-Rapid-WGS plus genetische
Standardtests eine signifikant hohere diagnostische Rate zeigten als bei Kindern
welche nur Standardtests erhielten. Die Dauer bis zur Diagnose zeigte sich ebenso
deutlich kirzer. (38)

Eine folgende Kohortenstudie aus San Diego, USA, von Kingsmore et al. zeigte im
Jahr 2019, dass in 19 Prozent der Falle von Kindern mit Erkrankungen unklarer
Atiologie NGS zu einer Diagnosefindung flhrte. Von 189 eingeschlossenen akut
kranken Kindern, mit einem strengen Zeitfenster von maximal 96 Stunden seit
Aufnahme beziehungsweise Auftretens der klinischen Symptome, erhielten 95
Rapid- WES und 94 Rapid-WGS. Ergebnisse erbrachten eine diagnostische Rate
von 19 Prozent fir Rapid-WGS (18 von 94) sowie eine diagnostische Rate von 20
Prozent (19 von 95) fir Rapid-WES, welche sich somit nicht signifikant
unterschieden. Die Dauer beider Untersuchungen bis zur Befundibermittlung
unterschied sich im Median nicht signifikant. Insgesamt erbrachte die Studie eine
Inzidenz genetischer Erkrankungen von 24 Prozent und war somit hoher als einige
andere Studien zuvor. Mittels Rapid-WGS konnten in Summe jedoch mehr als
doppelt so viele Nukleotidvarianten, welche als pathogen und wahrscheinlich
pathogen eingestuft werden, nachgewiesen werden. Aus vorliegender Datenlage
heraus zeigte jedoch die Trio-Sequenzierung keinen signifikanten diagnostischen
Vorteil im Vergleich zur Single- Analyse. Insgesamt wurde hierbei das klinische

Management bei 28 Prozent der Kinder adaptiert. (20)

Daten aus China aus dem Jahr 2019 belegen bei einer Studienpopulation von 202
eine diagnostische Rate von tber 36 Prozent mit Trio-Rapid-Genome-Sequencing.
Sie verglichen dazu das Single-Exome-Sequencing, welches im Vergleich nur in
knapp 20 Prozent der Falle zu einer Diagnose fuhrte. Eingeschlossen wurden
hierbei Kinder der neonatologischen als auch padiatrischen Intensivstation mit
einem Altersspektrum von Neugeborenen bis zu 13-Monate alten Kindern mit
angeborenen Malformationen sowie Fehlbildungen des Herz-Kreislauf-Systems
und des Zentralnervensystems sowie schweren metabolischen Erkrankungen,
Infektionen und Immundefekten. Interessanterweise zeigte sich das Trio-Genome-
Sequencing nicht nur in der diagnostischen Rate im Vorteil, auch zeitlich war die
Trio-Analyse mit im Median 7 Tagen der Single-Analyse (im Median 20 Tage) klar
uberlegen. (39)
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5.1.4 NGS-Panel-Diagnostik

Vorliegende Daten aus Kanada von Daoud et al. aus dem Jahr 2014 erbrachten mit
Trio-Next-Generation-Sequencing fir 8 der 20 eingeschlossenen Neugeborenen
eine Diagnose, dies entspricht einer Diagnoserate von 40 Prozent. In vorliegenden
Daten wurden ausschlie3lich Neugeborene mit komplexem klinischen Zustandsbild
ohne bekannte Atiologie nach Einschatzung einer Genetikerln eingeschlossen.
Kinder mit Verdacht auf Chromosomenabberationen wurden ausgeschlossen.
Daoud et al. haben, anders als die meisten NGS Studien, die Sequenzierung auf
ein Gen-Panel mit 4813 Genen, welche assoziiert waren zu den jeweiligen
Phanotypen und als krankheitsrelevant eingestuft wurden, beschrankt. In zwei
dieser acht durch NGS diagnostizierten Kinder kam es in Folge zu einer Adaption
der Therapien. In allen diagnostizierten Fallen half die korrekte Diagnosestellung in
Hinblick auf die Prognose und ermoglichte eine korrekte Beratung Uber das

Rezidivrisiko bei moglichen nachfolgenden Schwangerschaften. (40)

Dementsprechend sieht die Datenlage den Nutzen einer NGS Diagnostik fur kritisch
kranke Neonaten sehr kontrovers, die Zahlen wie oft NGS zu einer kausalen
Diagnose kommt, variieren. Insbesondere durch die Komplexitat der Interpretation
der vorliegenden Daten nach NGS Diagnostik bedingt, ist die Diagnosefindung
durch NGS erschwert. Normalerweise ist man davon abhangig, dass die
gefundenen Varianten bereits durch andere Studien als pathogen klassifiziert
wurden oder zumindest von Patientinnen mit ahnlichen Symptomen berichtet
wurde, was oftmals nicht der Fall ist und die Interpretation deutlich erschwert. Doch
auch Varianten welche als bekannt oder bekannt pathogen gelten, sich klinisch

jedoch (noch) nicht manifestiert haben, missen berlcksichtigt werden. (6)
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Table 1

Studies of exome and whole genome sequencing in pediatric inpatient populations

Publication (First Turnaround Diagnostic Change in
Author, Ref#), Year Study Population® Study Type Test” Time Rate Management®
Studies with all patients located in NICU
Clark et al,™ 2019 n = 7, neonates; NICU Prospective GS (trio) 20 h (median) 43% 100% of diagnosed
(43% of tested)
Elliot et al, 22 2019 n = 25, neonates; NICU Prospective ES (trio) 7 d (mean) 60% 83% of diagnosed (60%
of tested)
Freed et al,”® 2020 n = 46, neonates; NICU Prospective ES (trio) 9 d (mean) 43% 95% of diagnosed (52%
of tested)
Studies with patients in mixed ICU settings
Willig et al,* 2015 n = 35, infants; NICU or Retrospective GS 23 d (median) 57% 65% of diagnosed (37%
PICU of tested)
van Diemen et al,** n = 23, infants; NICU or Prospective GS 12 d (median) 30% 71% of diagnosed (22%
2017 PICU of tested)
Meng et al,*® 2017 = 63, infants; any ICU Retrospective ES 13 d (median) 37% 52% of diagnosed (19%
of tested)
Petrikin et al,”” 2018 = 32, infants; NICU or RCT GS 14 d (median) 31% 48% of diagnosed (15%
PICU of tested)
Mestek-Boukhibar n = 24, infants; PICU Prospective GS (trio) 8.5 d (median) 42% 100% of diagnosed
et al,”” 2018 (24% of tested)
French et al,*® 2019 n = 195, pediatric; NICU Prospective GS (trio) 4.5 wk (median) 21% 65% of diagnosed (13%
or PICU of tested)
sanford et al,*® 2019 n = 33, pediatric; PICU Retrospective GS 13 d (mean) 45% 24% of diagnosed (12%
of tested)
Wu et al,?' 2019 n = 40, pediatric; PICU Prospective ES 6 d (mean) 52% 81% of diagnosed (25%

of tested)

(continued on next page)

Abbildung 2 NGS in pé&diatrischen Populationen (2)
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Table 1

NICU, PICU or
inpatient ward

(continued)
Publication (First Turnaround Diagnostic Change in
Author, Ref#), Year Study Population® Study Type Test® Time Rate Management®
Wang et al,** 2020 = 33, infants; NICU or Prospective ES 24 h {(median) 69% 43% of diagnosed (23%
PICU of tested)

Wang et al,** 2020 n = 130, pediatric; NICU Prospective GS (trio) 3.8 d (median) 48% 48% of diagnosed (23%

or PICU of tested)

Chung et al,** 2020 n = 102, pediatric; NICU Prospective ES 11 d {(median) 31% 88% of diagnosed (27%

or PICU of tested)

Wu et al,** 2021 n = 202, pediatric; PICU Prospective GS (tria) 7 d (median) 36% 21% of diagnosed
("immediate”
changes only; 8% of
tested)

Sweeney et al,*® 2021 n = 24, infants; NICU or Retrospective GS 5-10d 43% 45% of diagnosed (20%

CIcU of tested)
Studies with patients in ICU or inpatient setting
Farnaes et al,?” 2018 n = 42, infants; any ICU Retrospective GS 23 d (median) 43% 72% of diagnosed (31%
or of tested)
inpatient ward
Lunke et al,*® 2020 n = 108, neonates; Prospective ES 3d (range 2-7) 51% 76% with and 11%

without diagnosis
(44% of all tested)

Abbreviation: PICU, pediatric intensive care unit.

# Inclusion criteria and patient populations not uniform across studies. In general, “neonate is less than 2 months of age, "infant” less than 12 months, and

“pediatric” less than 10 years. Most patient populations had a wide variety of organ system involvement. Amount of prior genetic workup also variable.
® If not noted, sequencing was either proband-only or a mix of proband-only, trio, and other familial approaches.

© Excluding cases where only change was genetic counseling, familial risk assessment, outpatient referral, or long-term management change. Not including

impact of negative cases or variants of uncertain significance, except where specified.

Abbildung 3 NGS in pé&diatrischen Populationen Il (2)
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Table 2

Studies of exome and whole genome sequencing in pediatric inpatient populations

Publication (First Turnaround Diagnostic Change in
Author, Ref#), Year Study Population Study Type Test Time Rate Management
n =2303 46,8% of SNV/Indel
Yang et al.*', 2022 neonates; NICU Prospective ES unknown 12,30% diagnoses
n =95 r'WES 11,2d
Kingsmore et al.”®, 2019 NICU, PICU, CVICU Prospective (trio; solo) (median) 20% unknown
n=94 r'wWGS 11,0
Kingsmore et al.”®, 2019 NICU, PICU, CVICU Prospective (trio; solo) (median) 19% unknown
Ceyhan-Birsoy et al."s, n =159 WES 9,4%
2019 nursery (healthy), NICU Prospective (single) unknown (childhood-onset disease) 100% of diagnosed
Ceyhan-Birsoy et al.®, n=_85 WES 3,5%
2019 nursery (healthy), NICU Prospective (single) unknown (adult- onset disease) 100% of diagnosed
Ceyhan-Birsoy et al.®, n=29 WES
2019 NICU Prospective (single) unknown 0% unknown
Ceyhan-Birsoy et al.®, n=159 WES 88% (Carrier status for
2019 nursery (healthy), NICU Prospective (single) unknown recessive diseases) unknown
NGS-Panel 15,2 wk
Daoud et al.?®, 2016 n=20 Prospective (trio) (median) 40% unknown
WES
Stark et al.??, 2016 n =80 Prospective (single) 134 d (median) 57,50% 32,6% of diagnosed
ES 8d
Powis et al.®, 2018 n =66 Retrospective (trio; single) (median) 37,90% unknown

Abbildung 4 NGS in padiatrischen Populationen Il
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5.2 Conclusio

Die Daten aus den letzten Jahren zum Einsatz von NGS Technologien in der
padiatrischen und neonatologischen Intensivmedizin haben stetig zugenommen.
Die diagnostische Rate mittels NGS Technologien variiert insbesondere da die
Einschlusskriterien sehr unterschiedlich gefasst wurden. Sollte klinisch bei den
Probandinnen der eindeutige Hinweis auf eine monogenetische Erkrankung
bestehen, ergab sich entsprechend automatisch in den Ergebnissen der Studien

eine hohere Positivrate. (22)

Trotz inzwischen zahlreich vorliegender Studien zum Einsatz von sowohl Whole-
Exome-Sequencing als auch Whole-Genome-Sequencing mit und ohne Gen-Panel

l&sst sich pauschal kein Vorzug einer der beiden Techniken feststellen.

In den Daten aus dem letzten Jahrzehnt zur genetischen Diagnostik in der
padiatrischen und neonatologischen Intensivmedizin konnte sowohl das Whole-
Exome-Sequencing als auch das Whole-Genome-Sequencing in einem Grolteil der

Falle eine ahnliche diagnostische Rate von meist 30 bis 50 Prozent erreichen.

Vergleichsstudien konnten nachweisen, dass klinisch WES und WGS gleichgestellt
werden kdnnen, jedoch zeigten sich die Next-Generation-Sequencing Technologien

den alleinigen genetischen Standardtestungen signifikant Gberlegen. (20) (38)

In erster Linie muss stets die Frage der Interpretation der Ergebnisse und deren
Nutzen in Bezug auf die weitere Behandlung und Betreuung des Kindes beachtet
werden. Im Einsatz von NGS in der Neonatologie sollte man vorab stets Uberlegen,
ob eine Chance besteht durch eine Diagnose einen klinischen Vorteil fir das weitere
beziehungsweise das (Uber-)Leben des Kindes und dessen Familie generiert
werden kann. Die Datenlage zur NGS Diagnostik in der Neonatologie beschreibt
einen sehr variablen Benefit in Bezug auf den Outcome und die daraus

resultierenden Kosten.

Die weitreichende Aufklarung der Kindseltern in dieser besonders schwierigen
Situation an der neonatologischen Intensivstation stellt eine besondere
Herausforderung dar. Es muss bereits vorab determiniert werden, welche Befunde

den Kindseltern mitgeteilt werden und welche nicht.
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Zusatzlich sind potenzielle Risiken einer diagnostischen Genomsequenzierung
nicht aulRer Acht zu lassen. In vielen Fallen wird NGS in Betracht gezogen, wenn
keine eindeutige klinische Verdachtsdiagnose gestellt werden kann. Jedoch ergibt
sich daraus in vielen Fallen leider keine therapeutische Konsequenz oder gar
Heilung. Dennoch kann eine Diagnosestellung durch NGS in der neonatologischen
Intensivmedizin eine Unterstlitzung beim Therapierickzug und Einleiten einer
palliativen Pflege sein. Zusatzlich kann durch eine definierte Diagnosestellung die
Verarbeitung der oft schwerwiegenden Situationen und Zukunftsaussichten der

Kindseltern bezuglich weiterer Fertilitatsentscheidungen erleichtert werden. (6)

Generell spielt die genetische Testung in der Neonatologie eine grof3e Rolle, da
genetische Erkrankungen in der Neonatalperiode einen grof3en Anteil an Morbiditat
und Mortalitat haben. Durch die rasche Weiterentwicklung der Technologien sowie
Reduktion an Dauer und Kosten wird diese mehr und mehr im klinischen Alltag
prasent. Gerade an der Neonatologie, wo eine akut progressive Erkrankung eine
rasche Diagnostik erfordert, wird NGS in den Mittelpunkt rlicken. Laut aktueller
Datenlage lasst sich pauschal eine diagnostische Rate von durchschnittlich 40
Prozent erwarten. Eine Anderung im klinischen Management ergibt sich laut der
Datenlage in ebenso uber 40 Prozent der diagnostizierten Falle. Viele Studien
beschreiben, wenn auch klinisch fraglich, einen Kostennutzen durch den verkiirzten
Spitalsaufenthalt nach frihzeitig erhaltener genetischer Diagnose. Die Evidenz
zeigt deutlich, dass der Einsatz von NGS in der neonatologischen Intensivmedizin
von groRem Nutzen ist. Wichtigster Anteil liegt jedoch nach wie vor an einer
fachkompetenten genetischen Phanotyp-Analyse und Interpretation gefundener

Varianten. (2)
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6 Test-Algorithmus

Der Aufbau einer idealen Pipeline flr eine genetische Diagnostik mittels Next-
Generation-Sequencing Technologien fur die neonatologische Intensivmedizin soll
eine frihzeitige Diagnosestellung ermdglichen, den Outcome der Kinder verbessern
und somit die Weichen fur weitere therapeutische MalRnahmen setzen, hohe
Langzeitkosten fir das Gesundheitssystem vermeiden, die Pravalenz genetischer
Erkrankungen aufzeigen und somit die Genotyp-Phanotyp Korrelationen in der

Neonatologie besser zu verstehen. (12)

In erster Linie sollte zunachst immer, sofern moglich, bei Verdacht auf das Vorliegen
einer genetischen Grunderkrankung eine Genetikerln beziehungsweise ein in
Humangenetik ausgebildeter Mediziner oder Medizinerin hinzugezogen werden, um

die beste Teststrategie etablieren zu kdnnen.

Bei klinischem Verdacht auf eine monogenetische Erkrankung, multiplen
Malformationen oder unklarer kritischer Erkrankung sollte nach detaillierter
klinischer Anamnese, Erhebung der Familienanamnese und Untersuchung eine
Kategorisierung nach HPO-Terms erfolgen. Diese zielen mittels standardisiertem
Wortindex darauf ab phanotypische Auffalligkeiten bei Erkrankungen beschreiben

zu konnen.

Zunachst muss grundsatzlich abhangig vom klinischen Setting entschieden werden.
Viele periphere Kliniken haben vor Ort keine Moglichkeit fur Karyotypisierung oder
gar Array-Untersuchungen. Wichtigstes Kriterium fur den Entscheid der weiteren
genetischen Diagnostik stellt das klinische Zustandsbild des Kindes dar. Zeigt das
Kind klinisch ein sehr schweres Erkrankungsbild, wobei es gilt, moglichst rasch eine
Diagnose zu stellen, ist es ratsam eine Testung mit rascher Befundibermittlung zu
wahlen. Zeigt sich klinisch ein stabiles Zustandsbild des Kindes und befindet sich
dieses in einem peripheren Krankenhaus ohne genetisch ausgebildete Spezialisten,
empfiehlt die Datenlage eine genetische Vorstellung an einer Abteilung fur

Humangenetik. (2)

Haben sich pranatal in den Ultraschalluntersuchungen wahrend der
Schwangerschaft bereits fetale Anomalien gezeigt und wurde bis zur Geburt aus
verschiedenen Griinden keine Abklarung durchgeflihrt, sollte postnatal in erster

Linie eine Karyotypisierung oder Array-Untersuchung durchgefuhrt werden. Bei
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klinischem Verdacht auf eine Mikrodeletion und Mikroduplikation kommen sowohl
die Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung als auch eine MLPA-Analyse in Frage. Die
MLPA Analyse, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, kann durch
Multiplex PCR Dosisunterschiede von Genen beziehungsweise von
Genabschnitten messen. Sie kommt insbesondere zum Nachweis von

Kopienzahlvarianten zum Einsatz.

Sollte ein klinisch nicht spezifischer Verdacht auf eine Chromosomenabberation
vorliegen, kann bei klinischen Fragestellungen wie globaler
Entwicklungsretardierung oder Dysmorphiezeichen eine molekulare

Karyotypisierung erfolgen. (19)

Stellt sich klinisch kein eindeutiger Hinweis auf Aneuploidien oder bekannte
strukturelle chromosomale Defekte, sollte, nach eingehendem klinischem Work-Up
durch eine Genetikerln oder in Genetik ausgebildete Padiaterin, laut aktueller
Datenlage aus Kosten- und Zeitgrinden eher auf ein Whole-Exome-Sequencing
zurtckgegriffen werden als auf ein Whole-Genome-Sequencing. Zusatzlich hat
WES sich durch neueste Technologien dem Stand des WGS angenahert. Sollte
jedoch ein Whole-Exome-Sequencing ohne Detektion von Kopienzahlvarianten nur
zur Verfugung stehen, sollte laut Literatur auf ein Whole-Genome-Sequencing
zurlckgegriffen werden. Dies auch insbesondere, wenn durch Exom-
Sequenzierung oder durch eine Panelanalyse keine Ursache gefunden werden
konnte. (2)

Ob in der neonatologischen Intensivmedizin bei Verdacht auf zugrundeliegende
genetische Erkrankung in erster Linie auf ein Whole-Exome-Sequencing oder direkt
auf ein Whole-Genome-Sequencing zurltickgegriffen wird, sollte abhangig vom
klinischen Zustandsbild des Kindes, den Eigenschaften der jeweiligen Testung im
zustandigen Labor sowie abhangig von eventuell vorangegangenen genetischen

Testungen im interdisziplinaren Setting erfolgen.

Der Datenlage zufolge ware bei akut kritisch krankem Kind in klinisch schlechtem
Zustandsbild und drohender Mortalitat ein Trio-WGS unter Einbezug der Eltern zu
erwagen. In Fallen mit negativem Ergebnis aus WGS Untersuchungen oder dem
reinen Auffinden von Varianten mit unklarer Signifikanz sollte eine klinische
Reevaluierung sowie die Testung naher Angehoériger, sofern noch nicht
durchgefuhrt, erfolgen. (19)

28



Generell ware aktuell dennoch die Empfehlung in erster Linie eine Whole-Exome-

Sequencing Diagnostik durchzufuhren, da die WES Technologien sich verbessert

haben und in den meisten Zentren nach wie vor kostengunstiger sind als ein Whole-

Genome-Sequencing. Dies sollte jedoch

Zustandsbild und der genetischen Fragestellung erfolgen.

(Familien-)Anamnese,
Stammbaum

Klinische Untersuchung/
Phénotyp Assessment

(HPO-terms)

Phanotyp zuordenbar

immer abhangig von Kklinischem

Phanotyp nicht eindeutig

V.a. Chromosomale
Abberation

Zytogenetik

V.a. Monogenetische

Klinisch stabiles
Zustandsbild

Erkrankung bzw.
Kandidatengene
vorliegend

Kritischer klinischer
Zustand

Panelanalyse

Einzel-Gen-Analyse (Trio-)WES

(Trio-) WGS

Karyogramm/FISH/Array

Abbildung 5 Test-Algorithmus: Empfehlung zur genetischen Testung in der Neonatologie
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7 Auswirkungen auf den klinischen Outcome

Eine genaue genetische Diagnose hat einen relevanten Anteil am Outcome der
betroffenen Kinder und Familien. Nicht nur allein durch die mdgliche klinische
Prognosestellung, auch durch maligeschneiderte Therapien und adaquate
Nachbetreuung, kann die richtige Diagnosestellung einen wesentlichen Faktor
erflllen. (19)

Eine genetische Diagnose kann auch im Setting der neonatologischen
Intensivmedizin durch die Adaption von Therapie, Medikation oder Diat sowie durch
die Einleitung weiterer diagnostischer Schritte und die Vermeidung unndétiger

weiterer diagnostischer Testungen, einen unmittelbaren Einfluss haben. (2)

In den meisten vorliegenden klinischen Studien wurden Neugeborene mit Verdacht
auf das Vorliegen einer genetischen Grunderkrankung eingeschlossen. Diese
wurden durch Genetikerlnnen oder interdisziplindr mit Neonatologlnnen,
Padiaterinnen und Genetikerlnnen bestimmt. In vielen Fallen fuhrte dies zwar zu
hohen diagnostischen Raten aber in Folge potenziell auch zu verzogerter
Diagnostik nicht genetisch bedingter Grunderkrankungen, welche sich klinisch

jedoch uberlappend zeigten. (41)

Wie Dimmock et al. in einer klinischen Umfrage nach der NSIGHT-Studie bezlglich
des klinischen Nutzens der erbrachten Diagnostik erhoben, war laut Klinikern die
Genomsequenzierung in 77 Prozent aller beteiligten Kinder von klinischem Nutzen.
Hierbei wurden insbesondere Anderungen im klinischen Management sowie

Auswirkungen auf den Outcome und die familiare Situation der Kinder erfragt. (41)

Wie die Rapidomics Studie bereits aufzeigen konnte, hatte die korrekte und vor
allem rasche Diagnosestellung durch (Rapid-)ES sowie Panel-Diagnostik und
Mikroarray Untersuchung in mehr als 80 Prozent der Falle einen Einfluss auf die

weitere medizinische Versorgung der Neonaten. (8)

Die Daten von Daoud et al. erbrachten mit Trio-Next-Generation-Sequencing eine
Diagnoserate von 40 Prozent. Bei 25 Prozent der diagnostizierten Kinder kam es in
Folge zu einer Adaption der Therapie. In allen diagnostizierten Fallen half die
korrekte Diagnosestellung in Hinblick auf die Prognose und weitere Betreuung der
Kinder. (40)
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Klinischen Impact auf die weitere Versorgung der Kinder konnte in 65 Prozent aller
diagnostizierten Falle aufgezeigt werden und in Folge zu Einleitung eines palliativen
Settings, einer Anderung in medikamentdse, operative oder diatetische
Maflnahmen und sogar zu der Einleitung einer spezialisierten arztlichen Betreuung
fuhren. (10)

Eine frihzeitige Diagnosestellung durch NGS in der neonatologischen
Intensivmedizin kann, neben der Moglichkeit einer adaquaten Therapie, Medikation,
Diat und Pflege, auch eine Unterstlitzung beim Therapiertickzug und Einleiten einer
palliativen Pflege sein. Oftmals wird diese Entscheidung durch die definitive
Diagnose sowohl den behandelnden Arzten als auch den Kindseltern erleichtert.
NGS flhrt jedoch in vielen Fallen zu einer Diagnose mit unklarer klinischer

Prognose.

Doch NGS kann neben einer Therapieadaptierung und Prognosestellung auch in
anderen Aspekten von groRem Nutzen sein. Einerseits kann durch eine definierte
Diagnosestellung die Verarbeitung der oft schwerwiegenden Situation den
Kindseltern erleichtert werden. Die manchmal lange Odyssee bis zur korrekten
Diagnosestellung und die schwerwiegenden Schuldgefuhle der Eltern konnen
dadurch beendet beziehungsweise entlastet werden. Andererseits konnen durch

das Wissen der Genomik weitere Fertilitatsentscheidungen erleichtert werden. (6)

In samtlichen herangezogenen Studien zeigte die vorliegende Datenlage, dass die
NGS Diagnostik stets in mindestens zehn Prozent der diagnostizierten Falle,

durchschnittlich in 60 Prozent aller Falle, einen klinischen Nutzen erbrachte. (2)

8 Limitationen des Einsatzes von NGS in der
Neonatologie

Insbesondere das Whole-Genome-Sequencing ist eine Technologie, welche durch
aktuell immer weiter sinkende Kosten und immer geringer werdender Dauer der
Diagnostik in den Mittelpunkt der genetischen Testungen ruckt. Jedoch gibt es

derzeit noch Limitationen zum Einsatz dieser Diagnostik im klinischen Alltag.

In den vorliegenden Studien zu NGS in der neonatologischen Intensivmedizin

variieren die Zahlen zur Diagnosefindung mittels NGS stark, insbesondere da die
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Einschlusskriterien zum Teil sehr streng und zum Teil sehr locker gefasst wurden.
In einigen der vorliegenden Studien wurden nur Kinder eingeschlossen, welche
durch klinische Expertise einen eindeutigen Hinweis auf eine monogenetische

Erkrankung zeigen, somit ergibt sich hier meist eine héhere Positivrate. (22)

In vielen Fallen in der neonatologischen Intensivmedizin wird laut Datenlage NGS
in Betracht gezogen, wenn keine eindeutige klinische Verdachtsdiagnose gestellt
werden kann. Daraus ergibt sich jedoch in vielen Fallen leider keine therapeutische

Konsequenz oder gar Heilung. (6)

Viele der derzeit vorliegenden Studien zeigten bisher kaum auf welchen Benefit die
Kinder und deren Familien in Folge der NGS Diagnostik haben. Eine hohe
diagnostische Rate entspricht nicht automatisch einer Anderung im klinischen

Management und einem Impact auf den klinischen Outcome.

Eine Kosten-Nutzen Abwagung wird in den meisten Studien ebenso nicht getroffen.
Viele Studien beschreiben zwar eine Kostenreduktion durch die Vermeidung
unndtiger weiterer Diagnostik und Therapie einer mittels NGS gewonnenen
Diagnose, jedoch sollte immer klinisch vom Zustandsbild des Kindes abhangig
entschieden werden, welche therapeutische Mallnhahme indiziert ist und welche
nicht.  Zusatzlich kann eine Diagnosestellung durch NGS den
Krankenhausaufenthalt, selbst in dadurch eingerichtetem palliativem Setting, nicht
kostenrelevant verklrzen. Eine genetische Diagnose kann, selbst wenn diese dafur

proklamiert werden, dabei nicht entscheidender Faktor sein. (9) (42)

Eine merkliche Kostenreduktion kann lediglich durch eine kostengunstigere
diagnostische Variante erreicht werden, beispielsweise kann je nach Labor ein
Whole-Exome-Sequencing im Vergleich zu einer Gen-Panel Untersuchung

kosteneffizienter sein. (23)

Durch die je nach Labor langere Dauer von Probengewinnung bis zur
BefundUbermittlung kann es zu einer Verzégerung der praferablen Therapie und
Pflege kommen, insbesondere wenn das klinische Zustandsbild des Kindes eine
palliative Pflege klar bevorzugen wirde. Dadurch kann der Prozess des Ablebens
des Kindes weiter verzégert werden, jedoch ohne Chance auf Uberleben oder gar
Heilung. Diese wenig sinnbringende Intensivpflege sowie deren Kosten steht der

Absicherung der Kindseltern und Mediziner einer gesicherten, nicht heilbaren
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Grunderkrankung gegenuber. All dies ist jedoch abhangig von der Aufklarung und
Zusammenarbeit zwischen betroffenen Familien und den behandelnden
Medizinern. (6) (41)

Insbesondere die diagnostische Technologie groRerer struktureller Varianten
einzelner Loci fehlt es noch an ausreichender Sensitivitat und Spezifitat. Aktuelle
Sequenziermethoden haben eine begrenzte diagnostische Breite von GC-reichen
als auch homologen DNA-Regionen. Das Whole-Exome-Sequencing zeigt natirlich
bei intrinsischen und nicht-kodierenden Varianten als auch bei CNV’s und
Deletionen sowie Duplikationen eine niedrigere Sensitivitat als das Whole-Genome-
Sequencing. Jedoch ist auch WGS durch die Interpretation der Varianten mit

unklarer Signifikanz und Varianten, welche in Introns liegen, eingeschrankt. (43)

Die grofdte Herausforderung stellt jedoch nach wie vor die Variabilitat des Genoms
dar. Die Interpretation gefundener Varianten kostet viel Zeit und in einem grof3en
Anteil der Falle zeigen gefundene Varianten eine unklare Signifikanz. Die
Pathogenitat und die Ursache fiir das klinische Zustandsbild, um die Symptome des
Betroffenen zu erklaren, ist somit mit viel zeitlichem Aufwand verbunden und leider
nicht immer sicher nachweisbar. Gibt es zu gefundenen und in Frage kommenden
Varianten keinerlei bereits berichtete ahnliche Symptome, ware eine funktionelle
Testung notwendig, um den Zusammenhang nachweisen zu konnen. Durch das
stetig zunehmende Wissen und durch die verbesserte Analyse steigt jedoch die
Anzahl bekannter Varianten. (1) (10)

Zusatzlich sind falsch-positive Befunde eine Limitation im Bereich des NGS. ,Wo
die A-priori-Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses niedrig ist, wird
auch ein hoch spezifischer Test ein nicht akzeptables Mal3 an falsch positiven

Ergebnissen erbringen.” (1)

Hierbei konnte eine in den Datenbanken als bekannt pathogene oder
wahrscheinlich pathogene Variante als Ursache fur die Erkrankung herangezogen
werden, obwohl diese nicht krankheitsverursachend ist. Diese ,Uberinterpretation®
gefundener Varianten ist durch die Ausweitung der Datenmengen stetig steigend
und koénnte durch die niedrige Vortestwahrscheinlichkeit verstarkt werden. Die
Assoziation kann erst durch die verstarkte Auspragung des Phanotyps im Verlauf
oder auch durch die steigenden Berichte desselben Krankheitsbilds und derselben
Variante bestatigt werden. Infolgedessen kann es auch zu falsch positiven
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Befunden kommen, da durch nicht ausreichende Datenlage eine Variante als
Variante mit unklarer Signifikanz eingestuft werden muss. Weiters konnte es zu
Fehlern im Detektieren der Varianten als auch in der Kommentierung kommen. Die
haufigste Fehlerquelle scheint jedoch die Missinterpretation gefundener Varianten
in intrinsischen Regionen und nicht bekannt krankheitsverursachenden Genen zu
sein. (10)

Nicht auRer Acht zu lassen sind dennoch die Kosten und der zeitliche Aufwand einer
NGS Diagnostik, trotz in den letzten Jahren deutlich gesunkener finanzieller und
personeller Aufwendungen. Nicht nur die Kosten fur das Equipment und Personal,
auch die Speicherung der Daten und Analyse tragen zu den hohen Kosten bei. Eine
weitreichende Aufklarung der Eltern und der Einsatz eines multiprofessionellen
Teams in der Aufarbeitung des klinischen Falls sowie die Interpretation und

Befundubermittlung tragen zu dem hohen Zeitaufwand bei. (19)

9 Die genetische Beratung

,§ 69.

(1) Eine genetische Analyse des Typs 2, 3 oder 4 einschliel3lich einer genetischen
Analyse im Rahmen einer prénatalen Untersuchung, darf nur nach Vorliegen einer
schriftlichen Bestétigung der zu untersuchenden Person durchgefiihrt werden, dass
sie zuvor durch einen in Humangenetik/medizinische Genetik ausgebildeten
Facharzt oder einen fiir das Indikationsgebiet zustédndigen Facharzt (iber deren
Wesen, Tragweite und Aussagekraft aufgekléart worden ist und aufgrund eines auf
diesem Wissen beruhenden freien Einverstédndnisses der genetischen Analyse
zugestimmt hat. Werden diese Untersuchungen prénatal durchgefiihrt, so miissen
Aufklarung und Zustimmung der Schwangeren auch die Risiken des vorgesehenen

Eingriffes umfassen.” (44)

Wie im vorliegenden Gesetzestext muss eine genetische Beratung immer von
einem Facharzt oder einer Facharztin fir Genetik oder einem im entsprechenden

Indikationsgebiet ausgebildeten Facharzt/Facharztin durchgeflhrt werden. (44)

Ziel der genetischen Beratung ist es dem Ratsuchenden, in vorliegendem Szenario
den Kindseltern, die Ursache, das Krankheitsbild und dessen Verlauf und Prognose
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einer fraglichen genetischen Erkrankung so weit wie moglich zu erlautern. Die
Kindseltern mussen Uber Tragweite der Erkrankung, mogliche weitere Betroffene in
der Familie sowie Uber die Bedeutung flr das weitere Leben des Kindes aufgeklart
werden. Sie sollten Uber die Art der genetischen Testung sowie dessen Ablauf und
Dauer informiert werden. Es muss eine detaillierte Aufklarung Uber das Auffinden
sowohl pathogener Varianten als auch Varianten unklarer Signifikanz durchgefuhrt
werden. Die mogliche Detektion einer Anlagetragerschaft muss ebenso vorab mit
den Kindseltern besprochen werden. All dies soll in verstandlicher Sprache und in
angemessenem Setting erfolgen. Vor allem im intensivmedizinischen Setting ist
eine zusatzliche Hilfestellung durch Psychologen oder Sozialarbeiter in der

Beratungssituation empfohlen. (18)

In der genetischen Beratungssituation erfolgt nach initialer Klarung der
Fragestellung, die Eigen- und, vor allem im Neonatologie Setting, die
Familienanamnese. Informationen zum klinischen Zustandsbild und Phanotyp des
Kindes sollten klinisch erhoben werden. Die Kindseltern sollen in weiterer Folge
Uber Verdachtsdiagnosen und das weitere diagnostische Vorgehen informiert
werden. (18)

Far Eltern von Kindern, welche Patientinnen an der neonatologischen
Intensivstation sind, gibt es besondere Herausforderungen. Sie sind mit einer
Situation konfrontiert, auf welche sie sich meist nicht vorbereiten konnten und
welche verlangt sich immer wieder rasch zu adaptieren. Eltern schwer kranker
Kinder sind mit einer Reihe an Emotionen konfrontiert, seien es Schuldgefuhle
aufgrund des klinischen Zustandsbildes dem Kind gegenuber oder auch das Gefihl
kein vollwertiger Elternteil zu sein, was vor allem auf das fehlende Bonding
zurtckzufihren ist. Diese Gefuihle und Herausforderungen betreffen alle Eltern -
sogar Mediziner, wie Janvier et al. in ihrer Arbeit Uber den Einfluss eines kranken
Kindes an der NICU von Eltern aus dem medizinischen Fachbereich beschrieben
haben. (45)

Sie beschreiben nicht nur ihre eigenen Erfahrungswerte, sondern beschreiben
sowohl den teils lebenslangen negativen Impact wie eine posttraumatische
Belastungsstérung, sondern auch positive Transformationen wie das
posttraumatische Wachstum. Dies bezeichnet einen positiven Entwicklungsprozess
auf personlicher Ebene nach einer vorangegangenen traumatischen Erfahrung.
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Obwonhl die in der Arbeit beteiligten Personen allesamt aus dem medizinischen
Bereich stammten, sowohl Arzte als auch Pflegepersonal teils selbst im
intensivmedizinischen Bereich tatig, waren sie nicht auf die Herausforderungen
vorbereitet. Sie beschreiben ebenso wie alle betroffenen Eltern ein Gefuhl des
Kontrollverlustes, eine Hilflosigkeit in Anbetracht von medizinischen
Entscheidungen und die schwierige Gradwanderung zwischen Optimismus und

Realismus. (45)

Vor allem in Bezug auf genetische Fragestellungen und Testungen sind Eltern an
der neonatologischen Intensivstation vor noch gro3ere Herausforderungen gestellt.
Genetische Testungen kdnnen sowohl negativen als auch positiven Einfluss auf die
Familien haben. Oftmals erbringt jedoch eine genetische Diagnose im NICU Setting
keinen Hinweis auf adaquate therapeutische Optionen und fihrt manchmal auch zu
keiner adaquaten Prognosestellung. Eltern miussen daher in diesem Setting
besonders weitreichend durch Klinikerlnnen und Genetikerlnnen Uber die weiteren
Folgen sowohl pra- als auch postdiagnostisch aufgeklart werden. Die Komplexitat

einer genetischen Testung muss aufgezeigt werden.

Insbesondere bei einem palliativen Setting sollten vor der genetischen Testung
intensive Gesprache Uber den Einfluss der Testergebnisse gefuhrt werden, um die
Erwartungshaltung der Kindseltern entsprechend zu adaptieren. Zusatzlich gilt es
insbesondere den Eltern in dieser schwierigen Situation so weit wie mdglich das
Gefuhl der Schuldhaftigkeit zu nehmen. (6)

In der Literatur finden sich zwar auch Krankheitsbilder, welche in Folge der
genetischen Diagnostik einer adaquaten Therapie zugefuhrt werden konnten, wie
beispielsweise beim Vorliegen eines Dravet-Syndroms, in vielen Fallen ist diese
aber unabhangig vom klinischen Handling. Sie kénnen dennoch beispielsweise
dazu beitragen das klinische Management auf ein palliatives Setting umzustellen,

insbesondere in Hinblick auf die Akzeptanz der Kindseltern zu diesem Vorgehen.

Weiters kann eine genetische Diagnostik vor allem fiir Kindseltern von Vorteil sein,
wenn diese planen weitere Kinder zu bekommen. So kann in indizierten Fallen eine
entsprechende Pranataldiagnostik oder sogar Praimplantationsdiagnostik

empfohlen werden.

36



Folgend der NSIGHT Studie wurde mittels Fragebogen die Zufriedenheit der
Kindseltern bezlglich der Aufklarung und genetischen Genomsequenzierung
erhoben. Obwohl nur 23 Prozent der beteiligten Probandinnen eine genomische
Diagnose durch NGS erhielten, haben mehr als 90 Prozent aller beteiligten Eltern
angegeben adaquat aufgeklart worden zu sein und 97 Prozent aller Elternteile
beteiligter Kinder gaben an einen Nutzen aus der genetischen Diagnostik gezogen
zu haben. Knapp mehr als 50 Prozent der Eltern gaben an die Testung nicht zu
bereuen, funf der 117 eingeschlossenen Probandinnen gaben an Schaden infolge
der genetischen Diagnostik fortgetragen zu haben. In der folgenden Nachforschung
wurde durch einen Elternteil bestatigt, dass es zu einer Schadigung von Kind und
Eltern, im Zusammenhang mit negativen Ergebnissen beziehungsweise keine
Diagnose erlangt zu haben, kam. Zwei der beteiligten Elternteile gaben an aufgrund
von Stress oder Verwirrtheit einen Nachteil davongetragen zu haben und zwei

leugneten in weiterer Folge eine fragliche Schadigung. (46)
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10 Genomische Sequenzierung aller Neugeborenen- A
way to go?

10.1 Das Neugeborenen-Screening in Osterreich

Das Neugeborenen-Screening, eine Untersuchung auf angeborene Stoffwechsel-
und hormonelle Erkrankungen, gibt es bereits seit den 1960er Jahren in Osterreich.
Uber die nachsten Jahrzehnte haben sich die Konditionen fiir das Neugeborenen-
Screening laufend verandert, zahlreiche Erkrankungen konnten zum
Screeningverfahren hinzugefligt werden, aufgrund von stetig wachsendem Wissen

zu Pathogenitat, Diagnostik und Therapie. (7)

Die meisten der eingeschlossenen Erkrankungen sind zwar insgesamt selten,
jedoch ohne frihzeitige Therapie mit teilweise fatalen Folgen fur das weitere Leben
der Kinder. Die getesteten Erkrankungen zeigen in den seltensten Fallen bereits in
den ersten Lebensstunden und -tagen Symptome, eine frihzeitige Therapie ist aber
zum Beispiel bei der Spinalen Muskelatrophie oder Phenylketonurie essenziell fur
das langfristige Outcome der Neugeborenen. Alle eingeschlossenen Erkrankungen
haben anerkannte Therapie- sowie Testoptionen, eine bekannte Pathogenitat und
ein vertretbares Kosten-Nutzen-Verhaltnis. Das Screening erfolgt mittels
Blutabnahme in den ersten Lebensstunden beziehungsweise -tagen Uber eine
Trockenfilterkarte. Das Neugeborenen-Screening hat sich seit der Einfuhrung in den
Sechzigerjahren in vielen Landern weltweit etabliert, wenn auch in sehr
verschiedenen Konstellationen abhangig von Gesundheitssystemstrukturen, Politik,
Finanzierung, fachlicher Kompetenzen und der Zustimmung der allgemeinen
Bevolkerung. (7) (47)

Durch das Neugeborenen-Screening konnten in Osterreich in den letzten
Jahrzehnten Uber 2500 Kinder diagnostiziert und somit rechtzeitig einer
therapeutischen Konsequenz unterzogen werden, womit die Mortalitat und
Morbiditat deutlich gesenkt werden konnte. Bis dato erfolgt dieses Screening unter
anderem durch die Tandem-Massenspektrometrie. Diese Technologie Iasst es zu,

eine Vielzahl an Parametern zeitgleich zu erheben. (7)
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10.2 Die Zukunft des Neugeborenen-Screenings — Analyse
relevanter Fragen fiir den Einsatz von Genomsequenzierung
im Screening Programm

Bereits seit vielen Jahren gibt es immer wieder die Vision einer genomweiten
Diagnostik im Rahmen des Neugeborenen-Screenings zur Friherkennung
behandelbarer Erkrankungen. Sobald die Sequenziermethoden es zeitlich und
finanziell erlauben, stelle dies das ultimative Ziel der personalisierten Medizin dar.
(47)

Die stetige Weiterentwicklung der Technologien in der genetischen Diagnostik
erlaubt inzwischen sowohl eine Kostenreduktion als auch eine zeitliche Reduktion
bis zur Diagnoseubermittiung. Insbesondere durch das Whole-Genome-
Sequencing und durch das Whole-Exome-Sequencing konnten in Forschung und
Klinik bereits viele Fortschritte erzielt werden. Dadurch wirft sich die Frage auf, ob
eine Genom-Sequenzierung zukinftig das Neugeborenen-Screening ersetzen
konnte, um Varianten zu identifizieren, welche mit einem hohen Risiko verbunden
sind eine Erkrankung zu entwickeln. Diese Varianten konnten im Idealfall fir

vermeidbare oder behandelbare Erkrankungen verantwortlich sein. (48)

Im Baby-Seq Projekt beispielsweise konnte in drei der eingeschlossenen 159
Kinder, welche ein unauffalliges Standard Neugeborenen-Screening durchlaufen
hatten, mittels WES eine pathogene Variante krankheitsassoziierter Gene fur
Erkrankungen, welche auch im Neugeborenen-Screening enthalten waren,

nachgewiesen werden. (15)

In eine der groRten angelegten Vergleichsstudie zum Neugeborenen-Screening
wurden in Kalifornien die bisher standardmalig im Einsatz stehende
Tandemmassenspektrometrie mit Whole-Exome-Sequencing verglichen. Im
NBSeq Projekt wurden von 4,5 Millionen Neugeborenen zwischen 2005 und 2013
uber 1700 Trockenblutfilterkarten herangezogen. Weiters wurde ein Set von
Neugeborenen etabliert, welche initial ein positives Testergebnis erhielten im
Verlauf aber negativ auf die Erkrankung waren. Analysiert wurden in Folge 1190
Exome von 805 erkrankten Neugeborenen und 385 durch
Tandemmassenspektrometrie falsch positiv getesteter Neugeborener. WES hatte

eine Gesamtsensitivitat von 88 Prozent und eine Spezifitdt von 98,4 Prozent,
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verglichen mit 99,0 Prozent bzw. 99,8 Prozent fur die Standardtestung. Insgesamt
zeigte sich zusammenfassend eine deutlich geringere Sensitivitat und Spezifitat von

WES als mit Massenspektrometrie. (49)

Die Sensitivitat von WES allein war mdglicherweise zu gering, eine Sequenzierung
konnte jedoch viele behandelbare Erkrankungen identifizieren, vor allem
Mendelsche Erkrankungen, die oft unerkannt bleiben. Eine Genomsequenzierung
ware als Sekundartest nach einem positiven Standardtestergebnis wirtschaftlich

interessant. (49)

Durch Whole-Genome-Sequencing wirde man einen wesentlich weitreichenderen
Informationsfluss als durch das konventionelle Neugeborenen-Screening erreichen
und dadurch neben einer Ursache fir symptomatische Neugeborene auch andere
genetische Varianten finden, welche im Laufe des Lebens der Kinder zu
Symptomen oder Erkrankungen fuhren konnten. Diese im Falle doch
nebenbefundlich aufgetretenen Varianten kénnen bezuglich der Prognose und
klinischen Relevanz deutlich variieren. Obwohl rein aus technologischer als auch
finanzieller Sicht zuklnftig ein Whole-Genome-Sequencing als Neugeborenen-
Screening durchaus vorstellbar ware, stellt sich die Frage der Interpretation
gefundener Varianten. Derzeit sind die Aufarbeitung und Interpretation von
bisherigen Varianten mit unklarer Signifikanz mit einem grol’en Arbeitsaufwand

verbunden und bringen oft keine klare Antwort. (48)

Jedoch konnten die Informationen, welche durch eine genomweite Sequenzierung
in Zukunft gefunden werden konnen, quasi als Leitfaden flr das Leben der
Patientinnen herangezogen werden und so fur Prognosen von mdglichen

Erkrankungen als auch zur Prophylaxe und Therapie dienen. (48)

Derart tiefgehende genetische Informationen kdnnen jedoch nicht nur fur das Kind,
sondern auch fur potenziell betroffene Familienmitglieder herangezogen werden.
Zusatzlich kénnen genetische Informationen bezuglich des Auftretens von
Erkrankungen oder Symptomen im Erwachsenenalter des Kindes zu praventiven
Malnahmen bereits in den ersten Lebensjahren fiihren und so méglicherweise den

klinischen Outcome und die Lebensqualitat verbessern. (48)
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10.3 Herausforderungen

,Die Anwendung der Genomsequenzierung bei asymptomatischen Neugeborenen
verschérft viele dieser Herausforderungen und wirft tiefgreifende gesellschaftliche
Fragen lber Schadensvermeidung, Wohltétigkeit, Autonomie und die Bewahrung
der offenen Zukunft jedes Kindes auf.” (48)

Eine genomweite Sequenzierung aller Neugeborenen wirft jedoch viele nicht nur
finanzielle und technische, sondern auch ethische Fragen und Herausforderungen
auf. In erster Linie ist derzeit aufgrund der eingeschrankten klinischen Interpretation
gefundener Varianten mit unklarer Signifikanz eine genomweite Sequenzierung
aller Neugeborenen mit zu hohem Arbeitsaufwand und zu wenig klinischer Relevanz
verbunden. Insbesondere da bei vielen metabolischen Erkrankungen die Genotyp-

Phanotyp Korrelation vor allem in der Neugeborenen Periode sehr divers ist. (47)

Weiters ist die Dauer von der Probengewinnung bis zur Befundibermittlung in vielen
Fallen, insbesondere bei Erkrankungen, welche aktuell im Neugeborenen-
Screening untersucht werden, essenziell fur das Outcome der Kinder. Eine
genomweite Sequenzierung ware bis dato an vielen Standorten der genetischen
Diagnostik mit der Probenanzahl Uuberlastet und die Dauer bis zur
Befundubermittlung zu lange. Eine Verkurzung der diagnostischen Technologien
ware jedoch mit enormen Kosten verbunden und wirde auch die Dauer der

Interpretation gefundener Varianten nicht verandern. (48)

Doch nicht nur bekannt pathogene Varianten und Erkrankungen konnten mit der
Genomsequenzierung als Screening nachgewiesen werden, auch der Tragerstatus
fur beispielsweise die Zystische Fibrose konnte hiermit nachgewiesen werden. Die
Stigmatisierung von Kindern, welche als Carrier flir verschiedene Erkrankungen in
dieser Form des Screeningverfahrens identifiziert werden kénnten, ware somit
vorprogrammiert. Das Kind hat hierbei auch kein Mitentscheidungsrecht. Zusatzlich
konnte es hierbei zudem zu Veranderungen im familiaren Setting und zu

uberflissigen BehandlungsmalRnahmen kommen. (47)

Gerade hinsichtlich der zukinftigen Themen dazu, wie Versicherung und
Speicherung sowie Weitergabe von Daten, werfen sich viele ethische Fragen auf.
Die Speicherung solch groRer Datenmengen wurde eine grolde Herausforderung

darstellen. Diese kdnnte zwar somit im Laufe des Lebens des Kindes jederzeit
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erneut fur diagnostische Zwecke herangezogen werden, jedoch ist die Frage des
Datenschutzes fur die Sicherung des Zugriffs auf diese privaten Daten nicht geklart.
Derzeit ist es kaum vorstellbar eine anonyme Speicherung dieser sensiblen Daten

zu garantieren. Die Kosten flr eine solche sind derzeit auch nicht kalkulierbar. (47)

Ein Neugeborenes sollte genau wie jeder Erwachsene das Recht auf Nicht-Wissen
sowie das Recht auf Einwilligung im zustimmungsfahigen Alter besitzen durfen. In
vorliegendem Szenario wirde jedoch die Entscheidung bei den Eltern liegen,
welche aber gerade in Hinblick auf die weitere Verarbeitung der genomischen Daten
eine lebenslange Konsequenz hatte. In erster Linie musste in diesem Fall jedes
Elternpaar eine weitreichende Aufklarung erhalten. Zudem mussten personliche
Praferenzen, insbesondere bezilglich des Auffindens unklarer Varianten oder
Varianten mit einer klinischen Relevanz im spateren Leben des Kindes sowie der
Speicherung der Daten fur einen spateren Gebrauch, berucksichtigt werden. Dies
wirft jedoch grofde ethische Fragen auf, wie zum Beispiel inwieweit die
Befundibermittlung beziglich des Erwachsenenalters des Kindes betreffend, den
Eltern zukommen sollte. Die grof3te Herausforderung wirde hier die Grenzen der

Befundubermittlung und der Weite der genetischen Diagnostik darstellen. (47) (48)

Die vollstandige Genomsequenzierung konnte in Zukunft fur seltene genetische
Erkrankungen als diagnostisches Mittel der Wahl infrage kommen, vor allem flr jene
Erkrankungen, welche bis dato nicht im konventionellen Neugeborenen-Screening
detektiert werden konnen. Welche Erkrankungen hierbei jedoch herangezogen
werden sollten ist abhangig von der klinischen Relevanz, insbesondere maglicher
klinischer Praventionsmallnahmen und Therapien. Weiters miussten der
Schweregrad, die Penetranz und der Beginn der Erkrankungen miteinbezogen
werden. Die Konsequenz daraus ist, dass krankheitsverursachende Varianten,
welche effektive Therapieoptionen und praventive MalRnahmen haben, in diese
Form des Screenings miteinbezogen werden kénnten. Dies wurde jedoch eher

Genpanels als einer gesamten Genomsequenzierung entsprechen. (47)

Zusatzlich konnte bei einem Screening-Verfahren mittels Genomsequenzierung der
Tragerstatus fur verschiedene rezessive Erkrankungen nachgewiesen werden,
welches wie bereits erwahnt eine weitere ethische Frage der Befundubermittlung
aufwirft. (48)
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Die groRte Herausforderung wirde jedoch der fraglich positive und negative
pradiktive Wert der Genomsequenzierung darstellen. Bis dato ist wenig zu diesen
in der Genomsequenzierung asymptomatischen Patientinnen bekannt. Es muss
wohluberlegt sein, wie hoch die Sensitivitat einer Sequenzanalyse verschiedener
Erkrankungen im Vergleich zu herkdmmlichen Testverfahren ist, da diese

moglicherweise niedriger sein konnte. (47)

Das Auffinden moglicherweise pathogener Varianten oder Varianten unklarer
Signifikanz stellt eine groRe Herausforderung in der Befundibermittlung dar. Die
Frage, welche Zufallsbefunde, also Varianten, die nicht der klinischen Fragestellung
entsprechen, Ubermittelt werden sollten und welche nicht ist schwer zu beantworten.
(47)

Insbesondere falsch-positive Ergebnisse wirden zuklnftig zu einem enormen
Kostenaufwand als auch zu unnétigen Behandlungen und Belastungen fuhren. Ziel
der Genomsequenzierung ware es Phanotyp-abhangiges klinisches Management

mit Genotyp-basierter Therapie zu verbinden. (35) (48)

Da die positive Vorhersagewahrscheinlichkeit bei WGS niedrig ist, zeigt sich
dennoch bei diesem hochspezifischen Test ein hoher Level an falsch positiven

Ergebnissen.

Nach wie vor muss genauestens uberpruft und tberarbeitet werden, ob und wenn
ja, welche Sequenziertechnologien in das Neugeborenen-Screening zukinftig

eingebunden werden kdnnten und sollten.

Die Rentabilitat bei stetig steigender Nachfrage und Kostenreduktion genetischer
Tests in unserem Gesundheitssystem ist fraglich. Auch wenn die Technologien,
insbesondere in Bezug auf die Genomsequenzierung, immer kostengunstiger
werden, ist die Interpretation gefundener Varianten und die Befundibermittlung mit
einem hohen Personalaufwand und Ausbildungsaufwand derer verbunden. Die
Kosten flr die Datenspeicherung sowie Sicherung dieser sind schwer kalkulierbar.
Weiters gilt es die Kosten flir nachfolgende Untersuchungen wie
Bestatigungstestungen zu bedenken. Den Einfluss einer solchen Diagnostik,
insbesondere bei Varianten unklarer Signifikanz und Carrier-Status, auf die Familie

sowie das spatere Leben des Kindes, welches ein Recht auf Nicht-Wissen haben
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sollte, ist weitreichend. Rein den Vorteil einer Diagnostik fur Forschung oder weitere

Familienmitglieder sowie die Eltern zu bedenken ware fatal.

Es sollten nur Varianten beziehungsweise Erkrankungen in die Diagnostik
miteinbezogen oder in Folge an die Eltern Ubermittelt werden, durch welche das
betroffene Kind einen unmittelbaren oder im Kindesalter zeitnahen Benefit erfahrt.
Sei dies durch therapeutische oder praventive Mallnahmen. Daher ist es essenziell
vor einer solch weitreichenden genetischen Diagnostik ein weitreichendes
Aufklarungsgesprach mit den betroffenen Eltern zu fihren und diese Uber das
Testverfahren, die Ergebnisse sowie deren Folgen physischer und psychischer
Natur genauestens zu informieren. Weiters muss eine Aufklarung Uuber

nebenbefundlich gefundene Varianten und deren Konsequenz erfolgen.

Im Zusammenhang mit dem Neugeborenen-Screening erbringen die neuesten NGS
Technologien hohe Erwartungen bezlglich des Potenzials dieser weitreichenden
diagnostischen Mdglichkeit. Bis der weitlaufige Einsatz jedoch madglich ist mussen

noch viele rechtliche, soziale, ethische und finanzielle Aspekte geklart werden.
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