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Next-Generation-Sequenzierung
–Next-Generation-Qualität in der
Pädiatrie

Die zunehmende Verfügbarkeit der Me-
thoden der Next-Generation-Sequenzie-
rung ist dabei, die Diagnostik in der Kin-
der- und Jugendmedizin grundlegend
zu verändern. Schon immer gehörte die
Versorgung von Kindern mit angebo-
renen Erkrankungen und komplexen
Fehlbildungssyndromen zum pädiatri-
schen Alltag. Allerdings ist es erst jetzt
zunehmend möglich, überhaupt eine
(genetische) Diagnose zu stellen. Die
nahezu explodierende Anzahl an Gen-
Krankheits-Assoziationen eröffnet viele
Möglichkeiten, die zugrundeliegendePa-
thophysiologie besser zu verstehen und
– in einer kleinen, aber steigenden Zahl
von Fällen – auch gezielt therapeutisch
einzugreifen. Auch werden Diagnosen
jetzt häufig schneller und in einem deut-
lich früherenKrankheitsstadium gestellt,
was nochmals andere Aspekte mit sich
bringt, wie z.B. Entscheidungen über
Therapieanpassung an zu erwartende
Krankheitssymptome in einem frühen
Stadium der Erkrankung. Dieser Beitrag
gibt einen kurzen Überblick über die am
häufigsten angewendete Methode der
Next-Generation-Sequenzierung in der
Pädiatrie, der Whole-Exom-Sequenzie-
rung (WES). Des Weiteren beleuchten
wir, welche Veränderungen diese Me-
thode für das behandelndeTeam und die
Familien mit sich bringen und bringen
werden. Wie sieht sie aus, diese Next-

LiteraturbeidenVerfassern.

Generation-Qualität in der Kinder- und
Jugendheilkunde?

Genetische Erkrankungen in der
Kinder- und Jugendheilkunde

Monogene Erkrankungen sind Erkran-
kungen, die durch pathogene Varianten
(Mutationen) in einem einzelnen Gen
verursacht werden. Einige Beispiele sind
in. Tab. 1 aufgeführt. Es sind seltene Er-
krankungen (Inzidenz <1:2000), betref-
fen in ihrer Gesamtheit aber viele pä-
diatrische Patienten. Außerdem sind sie
die häufigste Ursache für Todesfälle im
1. Lebensjahr.

Whole-Exom-Sequenzierung

Für dieWESwerden etwa 3–5ml EDTA-
Blut (bei Säuglingen genügen 2ml) zur
DNA-Extraktion aus Leukozyten benö-
tigt.Die proteinkodierenden, exonischen
DNA-Abschnitte werden zunächst ange-
reichert und in der Folge mehrfach pa-
rallel sequenziert. Danachwerden die er-
haltenen Sequenzdaten mit einer Refe-
renzsequenz verglichen. Abweichungen
von der Referenzsequenz werden als Va-
rianten bezeichnet. ImMittel finden sich
bei jedem Menschen etwa 30.000 Vari-
anten. Die Mehrzahl dieser Varianten ist
nicht krankheitsrelevant und es bedarf
mehrerer Filterschritte, um die patho-
gene(n) Variante(n) für eine monogene
Erkrankung zu identifizieren.

WES-Daten werden in allen Laboren
nach ähnlichen Algorithmen ausgewer-
tet. Die Datenfilterung beruht dabei auf
zwei Grundannahmen:
4 Krankheitsverursachende Varianten

führen zu Proteinveränderungen
und sind in der Gesamtbevölkerung
selten.

4 Durch Abgleich mit verschiedenen
Datenbanken können Varianten
herausgefiltert werden, die in der
gesunden Normalbevölkerung bisher
nicht bzw. selten (Allelfrequenz
<1% bei autosomal rezessiven,
<0,1% bei autosomal dominanten
Erkrankungen) vorkommen.

Die öffentlich zugänglichen Datenban-
ken Exome Aggregation Consortium
(ExAC; exac.broadinstitute.org) undGe-
nome Aggregation Database (gnomAD;
gnomad.broadinstitute.org) beinhalten
Exom- bzw. Genomsequenzierungs-
datensätze von aktuell etwa 130.000
gesunden Kontrollpersonen. Diese Da-
ten sind zusammen mit der eigenen
Sequenzdatenbank essenziell für die
Varianteninterpretation.

Klinische Exomanalyse

Die frei zugängliche Datenbank Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM;
www.omim.org) listet momentan (Stand
07. April 2018) 5218 Krankheitsbilder
auf, für die eine molekulargenetische
Basis als bekannt angenommen werden
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Tab. 1 Beispiele fürmonogene Krankheitsbilder in der Pädiatrie

Typische Leitsymptome Beispielhafte(s) Krankheits-
bild(er)

Anzahl (n) der in OMIM geliste-
ten Gen-Krankheits-Assoziationen
(26. Juli 2018) nach Suchbegriff*

Anzahl bekannter
Krankheits- und
Kandidatengene

Entwicklungsverzögerung±
Intelligenzminderung

Sehr viele „Developmental delay“ n~ 5294 >565

Muskelschwäche±CK-Erhöhung Myopathie (z. B. Muskeldystrophie
Duchenne)

„Myopathy“ n~ 368 >70

Bewegungsstörung (z. B. Ataxie, Dystonie) Sehr viele „Movement disorder“ n~ 3925 >65

Epilepsie Sehr viele (z. B. Othahara- oder
Dravet-Syndrom)

„Epilepsy“ n~ 498 >269

Schwerhörigkeit Sehr viele (z. B. Pendred-Syndrom) „Deafness“ n~ 1697 >142

Verminderte Sehfähigkeit Sehr viele „Blindness“ n~ 310 >200
*Beschränkt auf Ergebnisse mit phänotypische Beschreibung, molekulargenetische Basis bekannt; enthält auch nicht monogene Krankheitsbilder (z. B.
Mikrodeletionssyndrome)
CK Kreatinkinase; OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

kann. Mutationen in 3941 verschiede-
nen Genen, also etwa einem Fünftel der
bekannten Gene des Menschen, sind
ursächlich für diese Krankheiten.

Die klinische WES-Analyse be-
schränkt sich auf die Suche nachpotenzi-
ell krankheitsverursachenden Varianten
in Genen, die in OMIM gelistet wer-
den (Krankheitsgene). Ist eine beim
Patienten gefundene Variante hier als
krankheitsauslösend beschrieben, wird
sie als pathogen eingestuft und berich-
tet. Finden sich unbekannte Varianten in
einem Gen, helfen Softwareprogramme
bei der Einschätzung der Pathogenität.
Die Variante kann als wahrscheinlich
pathogen oder als Variante unklarer Si-
gnifikanz (VUS) berichtet werden. Hier-
bei wiegt selbstverständlich stark, ob der
klinische Phänotyp des Patienten mit
den in der Fachliteratur beschriebenen
Krankheitssymptomen übereinstimmt.
Dies unterstreicht die Wichtigkeit ei-
ner guten klinischen Phänotypisierung
(und die Mitteilung dieser Information
an das WES-Auswerte-Team). Ebenso
wichtig ist die Stammbaumerhebung/
Familienanamnese, da für die verschie-
denen Krankheitsgene unterschiedliche
Erbgänge typisch sind (autosomal domi-
nant, autosomal rezessiv, X-gebunden,
mitochondrial).

Finden sich in den OMIM-Genen
keine bekannten Varianten, kann die
Analyse auf alle menschlichen Gene
ausgedehnt werden, jedoch handelt es
sich dann im strengen Sinn nicht mehr
um eine klinische WES-Analyse, son-
dern um eine Untersuchung mit gewis-

sem Forschungscharakter. Varianten, die
hierbei als potenziell krankheitsverur-
sachend eingeschätzt werden, bedürfen
idealerweise funktioneller Bestätigung
(biochemische Untersuchungen z.B. in
kultivierten Hautfibroblasten) oder zu-
mindest des Nachweises über denselben
Phänotyp in mehreren Patienten. So
kann dann eine neue Gen-Krankheits-
Assoziation hergestellt werden.

Generell ermöglichen die für die
Exomsequenzierung generierten Daten
auch eine gezielte Auswertung bezüg-
lich „copy number variation“ (CNV),
z.B. Deletionen, und Varianten in der
mitochondrialen DNA. Dies ist aber
abhängig von der Erfahrung des ausfüh-
renden Labors, gegebenenfalls empfiehlt
sich die zusätzliche Durchführung eines
konventionellen Arrays.

Idealerweise sollten nicht nur die Se-
quenzdatendesKinds vorliegen, sondern
auch eine Analyse als Eltern-Kind-Trio
(TRIO-WES) erfolgen. Diese Analyse ist
insbesondere wichtig bei genetischen Er-
krankungen, die nicht vererbet werden,
sondern de novo entstanden sind (häufig
z.B. bei Epilepsie, Entwicklungsverzöge-
rung oder Intelligenzminderung). Gene-
rell ist eine Trio-WES leichter auszuwer-
ten, da die elterlichenDaten als Vergleich
vorliegen und sofort nachvollziehbar ist,
obz.B.beirezessivenErkrankungen2Va-
rianten beim Kind auch tatsächlich bial-
lelisch vorliegen. Dieser Zeitaspekt sollte
insbesondere bei kritisch kranken Kin-
dern berücksichtigt werden.

Mit den oben genannten Schritten
und in der interdisziplinären Zusam-

menschau von Klinik/Phänotyp und der
Möglichkeit funktionellerbiochemischer
Diagnostik gelingt es, je nach Indikation,
in bis zu 50% aller Fälle eine genetische
Diagnose zu stellen (. Abb. 1).

Dass eine Diagnosestellung nicht im-
mer gelingt, kann verschiedene Gründe
haben:
4 Krankheitsauslösende Varianten

können nicht erkannt werden, wenn
z.B. das betroffene Gen noch nicht als
Krankheitsgen beschrieben ist oder
der klinische Phänotyp vom bisher
beschriebenen abweicht. Daher emp-
fiehlt sich eine regelmäßige Reanalyse
der Exomsequenzierungsdaten z.B.
im 2-jährlichen Abstand.

4 Varianten können in Abschnitten
des Genoms liegen, die bei der WES
nicht erfasst werden (etwa 1–2% aller
exonischen Abschnitte, intronische
Abschnitte, regulatorische Elemente).
Daher kann bei negativer WES eine
Whole-Genome-Sequenzierung
sinnvoll sein.

4 Bestimmte genetische Erkrankungen
(z.B. Trinukleotidexpansionen wie
beim Fragilen-X-Syndrom oder der
Friedreich’schen Ataxie) können
mit WES ebenfalls nicht erfasst
werden und erfordern eine separate
Abklärung.

4 Auch werden chromosomale Auf-
fälligkeiten (z.B. Ringchromosom,
komplexe chromosomale Aberratio-
nen) nicht erfasst, sodass die WES
die Karyotypisierung nicht ersetzen
kann.
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4 Bei Verdacht auf Erkrankungen
aufgrund von mitochondrialen
DNA-Veränderungen ist zu beachten,
dass eine Gewebespezifität vorliegen
kann und die WES aus Blut die
Veränderung nicht erfassen kann.
Hier empfiehlt sich eine separate
Analyse der mitochondrialen DNA,
insbesondere auch bei Verdacht auf
mitochondriale Deletion(en), da
diese ebenfalls in der WES nicht
detektiert werden können.

Phänotypisierung – wie viel
Diagnostik ist vor der WES
notwendig und sinnvoll?

Die Auswertung der WES-Daten ist
abhängig von der Qualität der vorange-
gangenen Phänotypisierung, allerdings
kann die Exomsequenzierung bei sehr
unspezifischen klinischen Symptomen
wie globale Entwicklungsverzögerung
auch zu Befunden führen, die eine nach-
geordnete Phänotypisierung erfordern
(„reverse phenotyping“). Eine sorgfältige
Erhebung der Anamnese, der Famili-
enanamnese inklusive eines Stamm-
baums über drei Generationen sowie ei-
ne ausführliche klinisch-neurologische
Untersuchung sind selbstverständlich
vorher durchzuführen. Der anfordernde
Arzt muss danach gut abwägen, welche
(invasiven) Untersuchungen vor einer
Exomsequenzierung gerechtfertigt sind,
da sie entweder für eine Behandlungs-
entscheidung essenziell sind oder bei
der Auswertung der Exomsequenzie-
rungsdaten helfen könnten. Unzählige
ungerichtete Screeninguntersuchungen
können so vermieden werden und wie-
gen die (relativ) hohen Kosten der WES
auf, wie mehrere Studien gezeigt haben.
Aufgrund der fehlenden Detektions-
möglichkeit des Fragilen-X-Syndroms
sollte diese Untersuchung ergänzt wer-
den. Ebenso sollte die CNV-Analyse
mithilfe von Arrays aus oben geschil-
derten Gründen gegebenenfalls ergänzt
werden. Somit wird immer deutlicher,
dass die neuen genetischen Untersu-
chungsmethoden, wenn sie gezielt ein-
gesetzt werden, eigentlich ökonomisch
von klarem Vorteil sind. Das wird auch
zunehmend von den Krankenkassen
so gesehen. Zudem ist eine zu breite

und unkritische Anwendung von WES
durch die Etablierung und Filterfunktion
der Medizinisch-genetischen Zentren in
Österreich eher unterbunden. Pragmati-
scherweise erscheint also ein Genetics-
first-Ansatz medizinisch und ökono-
misch gerechtfertigt.

Wie kommt der Patient zu einer
Diagnose – und wie kommt
die Diagnose wieder zum
Patienten?

Die Exomsequenzierung an sich und die
gefundenen seltenen Erkrankungen er-
fordernein enormesDetailwissen, das ei-
ne meist internationale Teamarbeit über
die Spezialisierungsgrenzen hinaus er-
fordert.

Wie bei der Durchführung aller Un-
tersuchungen, sollte auch eine WES im-
mer als Ziel haben, dass das Untersu-
chungsergebnis eine für den Patienten
bzw. dessen Eltern relevante Informati-
on beinhaltet oder für die Behandlung
entscheidend ist. Und genauhier liegt so-
wohl die Herausforderung, als auch die
Chance.Die.Abb.1zeigt,wie eineholis-
tische Betreuung von Kindern (z.B. mit
Entwicklungsverzögerung) mit seltenen
Erkrankungen an einem Kinderzentrum
aussehen könnte.

Die Hauptaufgabe des Kinderzen-
trums ist es, so schnell wie möglich
und mit so wenigen (invasiven) Unter-
suchungen wie möglich eine fundierte
Diagnose zu stellen und die Betreuung
bzw. Behandlung des Patienten zu koor-
dinieren. Jeder, der mit der Betreuung
dieser Kinder beschäftigt ist, weiß, dass
die Patienten häufig eine lange Odyssee
mit vielen Arztbesuchen und Untersu-
chungen hinter sich haben, bevor eine
Diagnose gestellt wird. EinKindmit Ent-
wicklungsverzögerung wird manchmal
zuerst dem Neuropädiater, manchmal
dem Humangenetiker und manchmal
dem Spezialisten für angeborene Stoff-
wechselerkrankungen vorgestellt. Immer
wieder stellen sich solche Patienten auch
in der Akutambulanz mit einer Einwei-
sung zur stationären Abklärung vor.

Um die Zeit optimal zu nutzen und
die Anzahl der Arztkontakte bzw. Un-
tersuchungen (und somit auch Kosten)
zu minimieren, empfehlen wir, alle Kin-
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Zusammenfassung
Die Exomsequenzierung ermöglicht
es, bei immer mehr Patienten mit
z. B. Entwicklungsverzögerung den
zugrundeliegenden genetischen Defekt
zu diagnostizieren. Hierdurch vermehrt
sich unser Wissen zur Pathophysiologie
und es eröffnen sich einer kleinen, aber
steigenden Zahl von Patienten gezielte
Therapieoptionen. Dieser Beitrag beleuchtet
die Möglichkeiten und Limitierungen
der Methode und ihre Auswirkungen auf
den Alltag des Facharztes für Kinder- und
Jugendheilkunde.

Schlüsselwörter
Next-Generation-Sequenzierung · Exomse-
quenzierung · Entwicklungsverzögerung ·
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Next-Generation Sequencing:
Next-Generation Quality in
Pediatrics

Abstract
Exome sequencing enables diagnosis
of the underlying genetic defect in
a growing number of patients with, for
example, developmental delays. This
increases our knowledge of the underlying
pathophysiology and opens up therapeutic
intervention to a small but growing number
of patients. This article examines the
opportunities and limitations of exome
sequencing and its influence on daily
pediatric practice.

Keywords
Next-generation sequencing · Exome
sequencing · Developmental delay · Mental
retardation · Genetics
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Gelöst
Kandidaten
Ungelöst

72/175 = 41 % 

Behandlungs-/Versorgungskonsequenz
(16/112 = 14%)
• PNPO, SLC19A3, HCFC1, CUBN

(gezielte medikamentöse Behandlung)
• POLG, 2xSCN1A 

(Vermeidung bes�mmter Medikamente, 
Lebensmi�el)

• MED23, PDHA1, SLC37A4, SLC7A7, G6PC
(gezielte Diät)

• PHOX2B
(gezielte Tumorsuche und -behandlung)

• ASSC1, ETFA, DGUOK
(Therapielimi�erung)

63/175 = 36  % 

40/175 = 23 % 

Abb. 19 Ergebnisse und
Auswirkungen auf die
weitere Behandlung aus
175 Exomsequenzierun-
gen der Universitätsklinik
fürKinder-undJugendheil-
kunde Salzburg

Sprechstunde für ungeklärte Erkrankungen  am Kinderzentrumniedergelassener
Kinderfacharzt
oder Hausarzt Allgemeine Pädiatrie

+ Neuropädiatrie
* Angeborene Stoffwechselerkrankungen

+ Humangene�k
ggf. andere pädiatrische Spezialisten 

(Kardiologie, Gastroenterologie)

Anamnese, Familienanamnese inkl. 
Stammbaum, klinisch-neurologische 

Untersuchung

ggf. Gehöruntersuchung
ggf. Augenärztliche Untersuchung

(Neuro)psychologische Testung
Entwicklungstestung

ggf. appara�ve Diagnos�k z.B. MRT, EEG

TRIO-Whole Exome Sequenzierung (Dauer ca. 1-2 Monate),  Diagnos�k auf Fragiles X 
ggf. zusätzliche CNV- Analyse mi�els Array erwägen

Besprechung der Ergebnisse, Verdachtsdiagnosen

Einigung auf das diagnos�sche Vorgehen

Festlegung eines fallführenden Arztes als Ansprechpartner für Zuweiser, Eltern. Dieser 
bespricht bisherige Ergebnisse und das Vorgehen mit den Eltern und informiert den Zuweiser.

Diagnose (30-50% Erfolgsquote) Keine Diagnose (-> Reevaluierung)

Festlegung des weiterbehandelnden 
Arztes als Ansprechpartner für Zuweiser

und Eltern. Dieser bespricht zusammen mit 
dem Humangene�ker die Diagnose und das 

weitere Vorgehen mit den Eltern.

ggf. Laboruntersuchungen in Blut und Urin

ggf. weitere Phänotypisierung und 
Bestä�gungsdiagnos�k

Zuweisung

Informa�on

gemeinsame 
Weiterbetreuung

ggf. gezielte Therapie

gezielte humangene�sche Beratung

Informa�on über Erkrankung

ggf. gezielten Kontakt herstellen zu anderen 
Pa�enten, Selbsthilfegruppe 

Informa�on

Abb. 28 AblaufschemaEvaluierungeines entwicklungsverzögertenKinds anderUniversitätsklinik für Kinder- und Jugend-
heilkunde Salzburg.CNV „copy number variation“; EEGElektroenzephalographie;MRTMagnetresonanztomographie
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der in einer gemeinsamen Sprechstunde
bzw. im Rahmen einer tagesstationären
Aufnahme der genannten Disziplinen zu
sehen. Wie in . Abb. 1 gezeigt, können
dann auch zeitnah ergänzende Unter-
suchungen durchgeführt werden, insbe-
sondere, wenn sie eine Behandlungsrele-
vanz haben. Genauso ist hier die Abklä-
rung von Hör- bzw. Sehverlust zu er-
wähnen, da sich hierbei in der Regel
Behandlungsmöglichkeiten bieten. Wei-
terhin sollte ein fallführender Arzt be-
nannt werden, der während des diagnos-
tischenProzesses dieKoordinationüber-
nimmt und Ansprechpartner für Zuwei-
serunddieEltern ist.Wird innerhalbdie-
serAbklärung eineDiagnose erzielt, soll-
te festgelegt werden, welcher Arzt bzw.
welche Fachrichtung die weitere Betreu-
ung des Patienten übernimmt und in
der weiteren Folge sollte ein gemein-
sames pädiatrisch-genetisches Diagno-
segespräch stattfinden. Der fallführende
Arzt hat nunvielfältigeAufgaben: Litera-
turrecherche, Information des zuweisen-
den Kinderfacharztes oder Hausarztes,
Information der Eltern, falls gewünscht
auch Herstellen eines Kontakts zu ande-
ren Patienten, Überweisung an ein auf
die gefundene Erkrankung spezialisier-
tes Kinderzentrum, Evaluation gezielter
Therapiemöglichkeiten (. Abb. 2), z.B.
im Rahmen von Studien.

Patienten, bei denen keine Diagnose
gestellt wurde, sollten in 1- oder 2-jährli-
chemAbstand erneut vorgestellt werden.

Die Bündelung des Wissens und die
standardisierte Patientenversorgung er-
laubenes, auchPatientenmit seltenenEr-
krankungengemäß„evidence-basedbest
practice“ zu behandeln und eröffnet so-
mit eineNext-Generation-Qualität inder
Kinder- und Jugendheilkunde.
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Anhang

Abb. 38 Die ParacelsusMedizinische Privatuniversität zeichnete Ende Juni imRahmendes Science
Get Togethers Priv.-Doz. Dr.med. Dr. SaskiaWortmann als Forscherin des Jahres (Kategorie Klinische
Fächer) und Priv.-Doz. Dipl.-Ing. Dr. JohannesMayr (Kategorie Theoretische Fächer) als Forscher des
Jahres aus. Beide arbeiten und forschen an der Universitätsklinik für Kinder- und Jugendheilkunde
Salzburg (© PMU/wildbild)
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