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ZUSAMMENFASSUNG

Die vollstdndige Sequenzierung des menschlichen Genoms de-
monstriert als ein grundlegendes Beispiel eindrucksvoll die Ent-
stehung einer groRen Datenmenge (engl.: big data) in Wissen-
schaft und Medizin. Die Entschliisselung des menschlichen
Genoms stellt das bemerkenswerte Ergebnis multidisziplinarer
Zusammenarbeit dar und gilt als eines der groRten und erfolg-
reichsten Vorhaben der Menschheitsgeschichte. Die Bedeutung
dieser Entdeckung lag nicht nur darin, die Sequenz von 3,2 Milli-
arden Nukleotiden des humanen Genoms zu identifizieren, son-
dern in Zukunft auch krankheitsassoziierte Variationen zu verste-
hen und dieses Wissen auf individualisierte Behandlungsansdtze
der personalisierten Medizin anzuwenden. Die Genomik hat sich
seitdem mit bemerkenswerter Geschwindigkeit weiterentwickelt.
Hierzu haben im Wesentlichen digitale, technologische Fortschrit-
tein der Sequenzierung, Computer- und Bioinformatik wesentlich
beigetragen. Die dadurch entstandenen groBen genomischen
Datenmengen haben den Begriff ,big data“ hervorgebracht. Die

heutige bioinformatisch geleitete Einzelfallanalyse genetischer
Befunde im Krankheitskontext erfordertin der Regel die Verwen-
dung mehrerer groBer Datenmengen. Diese Datenmengen liegen
in Form von strukturierten genetischen Datenbanken vor und
werden bspw. im Rahmen von in silico Analyseprogramme und
Allel-Haufigkeitsanalysen verwendet. Die aktuellen Technologien
der Hochdurchsatzsequenzierung sind in der Lage kostengtinsti-
ge und qualitativ hochwertige Daten zu erzeugen. Dies reicht von
der Analyse mit gezielten krankheitsassoziierten Gen-Panels, tiber
die Exom Analyse, bis hin zur Entschliisselung des gesamten Ge-
noms. Diese neuen Mdoglichkeiten haben die Diagnostik von Erb-
krankheiten revolutioniert und wirken sich auf die Diagnostik der
genetischen Schwerhorigkeit aus.

Die Analyse der genetischen Grundlagen der vererbbaren Form
des Horverlusts ist aufgrund groBer genetischer Heterogenitat
und klinischer Variabilitdt in 2-facher Hinsicht eine besondere
Herausforderung. Es sind bereits tiber 150 Gene bekannt, die an
nicht-syndromalen und syndromalen Formen des Horverlusts
beteiligt sind. Das Mutationsspektrum eines einzelnen Horver-
lust-assoziierten Gens kann mehrere zehn bis hunderte von pa-
thogenen Varianten aufweisen. Dariiber hinaus kann die Inter-
pretation neuer Varianten eine Herausforderung darstellen,
insbesondere, wenn widerspriichliche Informationen in Daten-
banken hinterlegt wurden. Detaillierte und strukturierte phano-
typische Informationen haben sich in der Diagnostik einiger
Formen des Horverlusts als duRerst vielversprechend erwiesen,
sind aber bisher nicht fir alle genetischen Formen von Schwer-
horigkeit nutzbar. Wahrend mit enormer Geschwindigkeit stan-
dig neues Wissen sowohlim diagnostischen als auch im wissen-
schaftlichen Kontext entsteht, stellt diese iberwdltigende
Menge an Informationen eine zunehmende Herausforderung
fiir Facharzte dar. Die fachérztliche Versorgung tibernimmt hier
neue Aufgaben und fungiert als Schnittstelle zwischen dem
humangenetisch-diagnostischen Labor und dem Patienten. Zu
diesen Aufgaben gehort die fachbezogene genetische Beratung
und die klinische Einordnung von genetischen Befunden.

Diese Ubersicht soll als Referenz fiir HNO-Arzte dienen, die einen
Einstieg in die Molekulargenetik der Schwerhdorigkeit erhalten
mochten. Es erfolgt die Darstellung von Schliisselkonzepten der
molekulargenetischen Diagnostik. Gerade die komplexen Pro-
zesse, die der Identifizierung und Interpretation von genetischen
Varianten zugrunde liegen, wéren ohne die die enormen zur
Verfligung stehenden Datenmengen nicht denkbar. Insofern
sind ,,big data“ unabdingbare Voraussetzung, um genetische
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Daten im konkreten Einzelfall zu filtern und gerade fiir den kli-
nisch tatigen Arzt im Kontakt mit dem Patienten Giberschaubar
und nutzbar zu machen.

ABSTRACT

The completion of the human genome, the most fundamental
example of big data in science and medicine, is the remarkable
product of multidisciplinary collaboration and is regarded as one
of the largest and most successful undertakings in human history.
Unravelling the human genome means not only identifying the
sequence of its more than 3.2 billion nucleotide bases, but also
understanding disease-associated variations and applying this
knowledge to patient-tailored precision medicine approaches.
Genomics has moved at a remarkable pace, with much of the pro-
pelling forces behind this credited to technological developments
in sequencing, computing, and bioinformatics, that have given
rise to the term “big genomics data.” The analysis of genetics data
in a disease context involves the use of several big data resources
that take the form of clinical genetics data repositories, in silico
prediction tools, and allele frequency databases. These exceptio-
nal developments have cultivated high-throughput sequencing
technologies that are capable of producing affordable high-qua-
lity data ranging from targeted gene panels to exomes and geno-
mes. These new advancements have revolutionized the diagnostic
paradigm of hereditary diseases including genetic hearing loss.

Dissecting hereditary hearing loss is exceptionally challenging

due to extensive genetic and clinical heterogeneity. There are
presently over 150 genes involved in non-syndromic and com-
mon syndromic forms of hearing loss. The mutational spectrum
of asingle hearing loss associated-gene can have several tens to
hundreds of pathogenic variants. Moreover, variant interpreta-
tion of novel variants can pose a challenge when conflicting in-
formation is deposited in valuable databases. Harnessing the
power that comes from detailed and structured phenotypicin-
formation has proven promising for some forms of hearing loss,
but may not be possible for all genetic forms due to highly vari-
able clinical presentations. New knowledge in both diagnostic
and scientific realms continues to rapidly accumulate. This over-
whelming amount of information represents an increasing chal-
lenge for medical specialists. As a result, specialist medical care
may evolve to take on new tasks and facilitate the interface bet-
ween the human genetic diagnostic laboratory and the patient.
These tasks include genetic counselling and the inclusion of ge-
netics results in patient care.

This overview is intended to serve as a reference to otolaryngolo-
gists who wish to gain an introduction to the molecular genetics
of hearing loss. Key concepts of molecular genetic diagnostics will
be presented. The complex processes underlying the identification
and interpretation of genetic variants in particular would be incon-
ceivable without the enormous amount of data available. In this
respect, "big data" is an indispensable prerequisite for filtering
genetic data in specific individual cases and making it clear and
useful, especially for clinicians in contact with patients.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin

C Cytosin

CADD engl. Combined Annotation Dependent
Depletion

cac engl. Comprehensive Cochlear Implant Center

CNV engl. copy number variation

COLT11A2 engl. collagen type XI, alpha-2

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

DFNA2A engl. deafness, autosomal dominant 2 A

DFNA3A engl. deafness, autosomal dominant 3 A

DFNA6/14/38 engl. deafness, autosomal dominant 6/14/38

DFNA13 engl. deafness, autosomal dominant 13

DFNB1A engl. deafness, autosomal recessive 1A

DFNB16 engl. deafness, autosomal recessive 16

dNTP Desoxynukleotid

DVD engl. Deafness Variation Database

E Embryonales Entwicklungsstadium

EVS engl. Exome Variant Server

EXAC engl. Exome Aggregation Consortium
Browser

G Guanin

Gb Gigabase

GJB2 engl. gap junction protein beta 2

GJB6 engl. gap junction protein beta 6

GME engl. Greater Middle Eastern Variome
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gnomAD engl. genome aggregation database

HGMD engl. Human Gene Mutation Database

HGP engl. Human Genome Project

HPO engl. Human Phenotype Ontology

KCNQ4 engl. Potassium voltage-gated channel
subfamily KQT member 4

LOVD engl. Leiden Open Variation Database

MAF engl. minor allele frequency

NIH engl. National Institutes of Health

mRNA engl. messenger ribonucleic acid

MYOTA engl. myosin IA

P Postnatales Entwicklungsstadium

PCR Polymerase-Kettenreaktion

SHIELD engl. Shared Harvard Inner-Ear Laboratory
Database

SIFT engl. Sorting Intolerant from Tolerant

STRC engl. stereocilin

T Thymin
WFS1 engl. wolframin ER transmembrane
glycoprotein

1. Glossar

Abdeckung Die Sammlung von ausgerichteten Sequenzierungsle-
sungen (engl. read) (iber einem Nukleotid oder einem Zielbereich.
Ablesungen Ein kurzes Fragment der Sequenz (engl. Reads).
Autosom Chromosom, das nicht zu den Gonosomen (Geschlechts-
chromosomen) gehéren.

Baits ,Koder“, Capture-Sonden, die aus Oligonukleotiden bestehen,
die zu einer Zielregion fiir die Sequenzierung komplementdr sind.
CFTR Ein Gen, das fiir einen Chloridkanal kodiert und an der autoso-
mal rezessiven Mukoviszidose beteiligt ist.

Desoxynukleotid Modifiziertes Desoxynukleotid, dem eine 3 * Hy-
droxylgruppe fehlt, um die DNA-Kettenverldngung bei der Sanger-
Sequenzierung zu hemmen.

DNA-Bibliothek Eine Sammlungvon amplifizierten DNA-Fragmen-
ten fir die Hochdurchsatz-Sequenzierung.

Exom Der Teil des Genoms, der potentiell fiir Proteine kodiert.
Exomsequenzierung Sequenzierung aller Exons in kodierenden
Genen.

Exon Eine Region eines Gens, das fiir ein Protein kodiert.

Genom Der komplette DNA-Satz in einem Organismus.

Gigabase 10° Nukleotide.

GJB2 Ein Gen, das fiir das gap-junction-beta-2 (Connexin-26) ko-
diert, das einen autosomal-rezessiven (DFNB1A) und autosomal-do-
minanten (DFNB3A) Horverlust verursacht.
Hochdurchsatz-Sequenzierung Ein skalierbares und relativ kos-
tengiinstiges Sequenzierungsverfahren, das von Gen-Panels bis zur
kompletten Genomsequenzierung reichen kann.

Indel Ein Begriff fiir die Insertion oder Deletion einer oder mehrerer
Basen in einem Genom.

In silico Paneldiagnostik Ein Berechnungsfilter, der auf Exom- oder
Genomsequenzierungsdaten angewendet wird, der die Varianten fiir
die Analyse in einer ausgewdhlten Teilmenge von Genen einschrankt.

S34

In silico Vorhersageprogramme Computerwerkzeuge, die die Pa-
thogenitdt von Varianten vorhersagen.

Intron Eine nicht kodierende Region eines Gens zwischen zwei ko-
dierenden Exons.

Kilobase 1,000 Nukleotide.

Kopienzahl-Variation Deletionen oder Duplikationen von chromo-
somalen Regionen, die die Anzahl der Genkopien beeinflussen.
Liicken Eine Region, die wahrend der Sequenzierung meist aus tech-
nischen Griinden schlecht abgedeckt oder ibersehen wird.
Megabase 1,000,000 Nukleotide.

missense-Veranderung Eine Nukleotidsubstitution, die eine Ami-
nosdure verandert.

Mooresches Gesetz Eine Beobachtung, dass sich die Anzahl der
Transistoren auf einer dichten integrierten Schaltung alle 2 Jahre ver-
doppelt und damit die Kosten fiir Transistoren halbiert werden.
nicht-synonyme Verdanderung Eine Nukleotidsubstitution, die die
Aminosauresequenz verdndert.

Niedrige Allelfrequenz Die Haufigkeit des weniger verbreiteten Al-
lels.

nonsense-Veranderung Nukleotidsubstitution, die zu einem vor-
zeitigen Stoppcodon wéhrend der Transkription fiihrt.
Panel-Diagnostik Sequenzierung ausgewdhlter Gene, die fiir eine
bestimmte Krankheit relevant sind.

Phdnome Die umfassende Beschreibung des Phdnotyps und des
Krankheitsverlaufin einem Individuum.

Sanger-Sequenzierung Eine Art der Sequenzierung, die ein Ket-
tenverldngerungsabbruch mit chemisch modifizierten Dideoxynu-
kleotiden verwendet. Mit dem Verfahren wird eine DNA-Sequenzi-
erung ermoglicht.

SpleiR-Verdnderung Eine Variante, die das normale Gen-SpleiRen
wihrend der Ubersetzung beeinflusst.

Start gain variant Eine Variante, die eine neue Ubersetzungsiniti-
ierungsstelle verursacht.

Start loss variant Eine Variante, die die normale Ubersetzungsini-
tiierungsstelle stort.

Stop gain variant Eine Variante, die zu einem vorzeitigen Stoppco-
don wdhrend der Transkription fiihrt.

Stop loss variant Eine Variante, die das Terminator-Codon entfernt
und zu einem verldngerten Transkript fiihrt.

STRC Ein Gen, das fir Stereocilin kodiert, ein Strukturprotein in der
Stereozilien der &uReren Haarzellen des Innenohrs, das einen auto-
somal-rezessiven Horverlust verursacht (DFNB16).

synonyme Verdanderung Nukleotidsubstitution, die die Aminosau-
resequenz nicht verandert.

Terabase 1072 Nukleotide.

Variante Eine Abweichungvon der Referenzsequenz.
Zusatzbefund Ein genetisches Testergebnis, das nichts mit der pri-
madren Krankheitsindikation zu tun hat.

2. Big data im Zeitalter der Genomik

,Big data“ ist mittlerweile ein allgegenwdrtiger Begriff im Gesund-
heitswesen. Fiir die Bereiche Genetik und Genomik ist diese ,,groRRe
Datenrevolution“ geradezu tragend. Es erscheint mittlerweile un-
maoglich, aussagekraftige Ergebnisse zu gewinnen und diese zu in-
terpretieren, ohne auf die groRen Datenmengen - ,big data“ — der
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in zahlreichen Datenbanken gespeicherten genomischen Informa-
tionen zuzugreifen. Das grundlegendste Beispiel fiir ,,big data“ in
diesem Bereich ist die menschliche Genomsequenz, die im einfachs-
ten Sinne als Blaupause fiir die Aufklarung der DNA-Sequenz der
mehr als 20000 Gene im menschlichen Genom dient. Im Jahr 2003
wurde die vollstandige Sequenzierung des menschlichen Genoms
im Rahmen des Humangenomprojekt (engl.: Human Genome Pro-
ject; HGP) offiziell erreicht. Die Vollendung des HGP stellt einen be-
merkenswerten Meilenstein dar, der das Verstdndnis der genetischen
Variation im menschlichen Genom (iberhaupt erst umfassend er-
maoglicht und weiter beschleunigt hat. Diese enorme internationale
Forschungsanstrengung hatte neben den beiden im Vordergrund
stehenden Zielen alle Gene des Menschen zu identifizieren und die
gesamte Sequenz der 3,2 Milliarden Basenpaare der DNA des Men-
schen zu analysieren auch technologische Aufgaben — ndmlich rele-
vante Technologien fiir die Sequenzierung und Datenanalyse zu fin-
den. Dies fiihrte mit einer gewissen zeitlichen Verzégerung etwa ab
dem Jahr 2006 zu einer sich eherim Hintergrund vollziehenden, tech-
nologischen Revolution insbesondere im Bereich der Sequenzier-
Technologien. In Folge konnte von der generischen Analyse des hu-
manen Genoms auf die Analyse einer hohen Anzahl individueller Ein-
zelgenome und funktioneller Element tibergegangen werden. Aus
dem HGP entwickelten sich daher in Folge weitere Projekte. Seit
2003 verfolgt das Projekt ENCODE (ENCncyclopedia Of DNA Ele-
ments) des National Institutes of Health (NIH) das Ziel, die funktio-
nalen Elemente des menschlichen Genoms zu identifizieren und
deren Rolle fiir die Genregulation zu beschreiben. Das im Jahr 2006
initiierte Projekt PGP (Personal Genome Project) mochte allen Men-
schen den Zugang zu ihrem Genom verschaffen, um damit eine in-
dividualisierte medizinische Behandlung zu ermdglichen. Zunachst
sind mindestens 100 000 Teilnehmer vorgesehen. Im Rahmen des
Projekts 1000-Genomes konnte bereitsim Jahr 2012 ein Katalog ge-
netischer Varianten von mehrals 1000 Personen aus weltweit 14 ver-
schiedenen Populationen veréffentlicht werden. Im Jahr 2015 erfolg-
te eine Erweiterung auf 2504 Personen. Im dem seit 2008 aktiven,
spezifisch auf Krebserkrankungen ausgerichteten Internationalen
Krebsgenom-Konsortium (International Cancer Genome Consorti-
um; ICGC, http:/[icgc.org) sollen 50 Tumorarten von 25000 Patien-
ten umfassend molekular analysiert werden. Alle diese Datenbanken
tragen standig neue ,big data“ Bausteine bei und verbessern fort-
laufend unser Verstandnis der normalen und der krankheitsassozi-
ierten genetischen Vielfalt.

Die Variationen im menschlichen Genom tragen nicht nur zu un-
seren einzigartigen Eigenschaften bei, sondern bestimmen haufig
auch die Chancen fiir eine gezielte Behandlung im Krankheitsfall. Das
menschliche Genom ist das Ergebnis von Generationen von Migra-
tion, Selektion und Anpassung. Natdirlich auftretende Fehler wah-
rend der Meiose konnen sowohl kleine als auch groRe Verdnderun-
gen, die als genetische Variation bezeichnet werden, in unser Genom
einbringen. Hiervon kénnen viele als gutartig oder polymorph an-
gesehen werden, wahrend andere Verdnderungen ausl6send fiir Er-
krankungen und damit pathogen sein kénnen. Diese Verdnderun-
gen kdnnen einzelne Nukleotide, auch als Basen bezeichnet (Adenin
(A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C)), oder mehrere Millionen
Nukleotide im Genom betreffen. Verdnderungen kénnen aber auch
ganze Chromosomen (z. B. Monosomie, Trisomie) einbeziehen oder
den Austausch von genetischem Material innerhalb verschiedener
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Teile eines einzelnen Chromosoms (intrachromosomale Rekombi-
nation) oder zwischen verschiedenen Chromosomen (interchromo-
somale Rekombination) beschreiben.

2.1 Genetische Variation - gutartig oder pathogen?

Das Exome Aggregation Consortium (EXAC) hat die Exomsequenzen
(Protein-kodierende Sequenz) von 60 706 Individuen zusammenge-
tragen und stellt diese Daten (iber eine Internet-basierte Plattform
insbesondere auch im Hinblick auf die Frequenz und funktionelle Be-
deutung von genetischen Varianten zur Verfiigung. Aus dieser bis-
her groBten Exom-basierten Sequenzierstudie wird abgeschatzt,
dass beim Menschen in der Protein-kodierenden Sequenz das Aqui-
valent von einer Variante pro acht Nukleotidpositionen vorliegt [1].
Die Entschliisselung von Variations-Mustern ist schwierig, da die Va-
riation einer ungleichmédRigen Verteilung folgt und die Dichte der
Variation durch Mutationseigenschaften und selektive Auswahl be-
einflusst wird.

Eine weitere wichtige Form der genetischen Variation ist die Ko-
pienzahl-Variation (engl.: Copy Number Variation; CNV). Die CNVs
sind definiert als Duplikationen und Deletionen eines DNA-Ab-
schnitts mit 50 bis zu 3000000 Basenpaaren. Auf Basis dieser Art
der genetischen Variation kdnnen bis zu 9,5 % des Genoms bei ge-
sunden Menschen variieren und an ,,Gewinnen“ (Genduplikationen)
oder ,Verlusten“ (Gendeletionen) beteiligt sein [2]. Folglich kénnen
die 3,2 Milliarden Nukleotide, die sich normalerweise in unserem
Genom befinden, um £9,5% variieren. Dies zeigt eindrucksvoll die
Widerstandsfahigkeit des menschlichen Genoms auch gegeniiber
z.T. groRen Verdnderungen.

Eine der grundlegenden Aufgaben der klinischen Interpretation
genomischer Daten ist die Differenzierung zwischen normaler und
pathogener Variation [3-9]. In den letzten 15 Jahren seit der Ent-
schliisselung der menschlichen Genomsequenz hat die Genomfor-
schung damit begonnen, Toleranz und Intoleranz fiir Variation ndher
zu charakterisieren. Hierfir werden bei gesunden und erkrankten
Individuen die Veranderungen der Gene verglichen, die bei Erkran-
kungen wiederholt betroffen sind. Da sich das Wissen auf Basis der
immer schnelleren und préziseren Sequenziertechnologien in hoher
Geschwindigkeit weiterentwickelt besteht in diesem Gebiet eine er-
hebliche Entwicklungsdynamik.

3. Wegbereiter flir die Genomik-Revolution

Der Weg zum menschlichen Genom (> Abb. 1) hat seine Wurzeln
auch an Universitdt Tibingen. Der aus einer bekannten Mediziner-
familie stammende Arzt Friedrich Miescher entdeckte und isolierte
hierim Jahr 1869 das Nuklein (> Abb. 2) aus den Kernen von weiBen
Blutkérperchen [10]. Miescher hatte nach seinem Medizinstudium
in Basel zunachst vor eine klinische Ausbildung zu durchlaufen, dann
aber aufgrund der seit seiner Kindheit bestehenden Schwerhérigkeit
bewusst auf eine klinische Tatigkeit verzichtet und sich der Forschung
in Tlibingen zugewandt [10]. Obwohl Miescher die Bedeutung sei-
ner Entdeckung nicht vollstandig erkannte, vermutete er dennoch,
dass die Substanz, die er isoliert hatte, die Molekiile der Vererbung
darstellen. Dies wurde 75 Jahre spater, im Jahr 1944, durch die klas-
sischen Experimente von Avery, MacLeod und McCarty bestdtigt
[11,12].ImJahr 1953 wurde die Struktur der DNA durch Watson und
Crick aufgeklart, die auf Daten von Rosalind Franklin und Maurice
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Die ,DNA-Revolution®

1869: 1977: 1990:
Friedrich Miescher Frederick Sanger, Allan offizieller
entdeckt das Maxam und Walter Beginn des
Nuklein Gilbert bahnen Humanen
DNA-Sequenzierung Genomprojekts
1953: 1985:
Watson und Crick Kary Mullis
beschreiben die entwickelt PCR

molekulare Struktur der
Nukleinsauren

1995: 2000: 2005:

erstes Genom Genom der Frucht-  Einfithrung
eines Organismus fliege sequenziert next generation
entschlisselt: sequencing
Hdmophilus influenzae

1994: 1999: 2003:
detaillierte humane erste humane
Genomkarte mit
5840 loci

Humanes Genom Project
Sequenz vollstandig
entschliisselt

Chromosom
Sequenz publiziert

> Abb. 1 Die DNA-Revolution. Zeitleiste ausgewdhlter Meilensteine aus denen die moderne Molekulargenetik hervorgegangen ist. Der Beginn
datiert das Jahr 1869 mit der Entdeckung des Nukleins durch den schwerhérigen Mediziner Friedrich Miescher in Tiibingen.

Wilkins aufbauten. Hierdurch entstand das Gebiet der Molekularbio-
logie [13, 14]. Mehr als zwei Jahrzehnte nach der Entdeckung der
Struktur der DNA entstanden die ersten beiden ,zuverldssigen® Se-
quenzierungsmethoden. Die Maxam-Gilbert-Sequenzierung [15]
basiert auf chemischer Spaltung. Diese Technik verwendet eine ra-
dioaktiven Markierung von DNA-Fragmenten, die an jedem der Nu-
kleotide (Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin) chemisch gespalten wer-
den, um die Reihenfolge zu bestimmen [16]. Eine alternative Form
der Sequenzierung wurde nach einem der Entwickler, Fredrick San-
ger, benannt (Sanger-Sequenzierung) und basiert auf veranderten
Ribosezuckern (> Abb. 3a) [17]. Diese Methode wird auch als ,,chain-
termination“ oder ,Di-deoxy-Technik” bezeichnet, weil sie Dideoxy-
nukleotide (ddNTPs) verwendet, denen eine 3'-Hydroxylgruppe
fehlt, wodurch die Verlangerung einer wachsenden Nukleotidkette
gestoppt wird. Unter Verwendung von 4 verschiedenen dNTP/
ddNTP-Mischungen, von denen jede einem Nukleotid entspricht, in-
tegriert die DNA sowohl normale dNTPs, die eine Verldngerung des
DNA-Strangs ermdglichen, als auch ddNTPs, die zu einem zufilligen
Abbruch des DNA-Strangs fihren (> Abb. 3b). Die Sequenzfragmen-
te werden auf ein Gel aufgetragen und die Nukleotidabfolge kann
bestimmt werden. Die Maxam-Gilbert-Sequenzierungsmethode war
jahrzehntelang weit verbreitet, weil sie direkt DNA-Fragmente ana-
lysierte, wahrend die friihen Methoden der Sanger-Sequenzierung
eine klonale Amplifikation eines DNA-Fragments erforderten. Nach
weiteren Entwicklungen tibertraf jedoch die Popularitdt der Sanger-
Sequenzierung die der Maxam-Gilbert-Sequenzierung, sodass sie
tiber ein Vierteljahrhundert die am hdufigsten genutzte Sequenzie-
rmethode darstellte und auch heute noch wegen ihrer Zuverldssig-
keit in der Validierung weit verbreitet ist.

Im Jahr 1985 wurde die Polymerase-Kettenreaktion (engl: poly-
merase chain reaction; PCR) entwickelt. Hierbei wurden zwei Primer-
Paare verwendet, die einen Abschnitt der zu kopierenden DNA flan-
kieren. Diese Idee spielte eine Vorreiterrolle in der modernen Mole-
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kularbiologie [18]. Diese Methode war auch grundlegend fir das
Humangenomprojekt, das Ende der 80er Jahre geplant und 1990 of-
fiziell gestartet wurde [19]. In der damaligen westdeutschen Regie-
rung gab es beziiglich der ethischen Fragen starken Widerstand
gegen dieses Projekt [20]. Dennoch war Deutschland eines von nur
6 Landern, die gemeinsam fast die gesamte Sequenzierung im Hu-
mangenomprojekt [21] durchfihrten.

Im Jahr 1994 wurde die erste Humangenomkarte mit 5840 Loci
verdffentlicht. Dies stellte einen groRen Fortschritt in der genetischen
Kartierung dar und unterstiitzte die Bemiihungen zur Identifizierung
von Genen erheblich [22]. Im folgenden Jahrwurde der erste Organis-
mus, Haemophilus influenzae, [23] sequenziert, vier Jahre spater folg-
te das menschliche Chromosom 22, das zweitkleinste der Autosomen
[24]. Das Genom von Drosophila melanogaster wurde im Jahr 2000 se-
quenziert [25] und ebnete den Weg fiir die Erforschung konservierter
Gene, die fiir Erbkrankheiten beim Menschen verantwortlich sind [26].
Die Komplettierung der menschlichen Genomsequenz im Jahr 2003
erdffnete nicht nur eine neue Ara in der Medizin, sondern beférderte
auch bedeutende Entwicklungen in der DNA-Sequenzierung und den
damit verbundenen Computertechnologien. Weniger als 2 Jahre spa-
ter, im Jahr 2005, entstand die erste Hochdurchsatz-Sequenzierungs-
methode in der Gruppe von George Church [27], die einen neuartigen
zyklischen Array- und Multiplex-Sequenzieransatz verwendete, der
die Kosten fiir die Sequenzierung auf etwa ein Neuntel der Kosten der
Sanger-Sequenzierung senkte. Diese transformative Methode wurde
2007 zur ,Methode des Jahres* gewdhlt [28].

4. Entwicklung von Hochdurchsatz-
Sequenziertechnologien

Die Sequenzierung eines menschlichen Genoms dauerte im Human-
genomprojekt fast 15 Jahre und kostete $3 Milliarden USD. Heute

Vona B et al. Big data in der... Laryngo-Rhino-Otol 2019; 98: S32-557



» Abb. 2 Friedrich Miescher und die Entdeckung der Nukleinsduren. a Friedrich Miescher (geboren am 13. August 1844, gestorben am 26. August
1895) war ein Schweizer Mediziner. Nach seinem Medizinstudium suchte Miescher wegen seiner Schwerhérigkeit nach einem Fach ohne Patienten-
Interaktion. Er beschloss daher, seine Karriere der medizinischen Forschung zu widmen und ging aus diesem Grund nach Tiibingen zu Felix Hoppe-
Seyler an die ,Wiege der Biochemie*“. Dort entdeckte er 1869 die Nukleinsdure, den Grundstoff der Erbsubstanzen DNA und RNA. b Reagenzglas mit
Nuklein aus Lachssperma, von Friedrich Miescher beschriftet und mit seinem Namen versehen (um 1871). ¢ Schlosslabor Tiibingen ,Wiege der
Biochemie, in dem Felix Hoppe-Seyler das Himoglobin, und Friedrich Miescher die Nukleinsdure entdeckte. (Mit freundlicher Genehmigung des

Museums der Universitat Tibingen; MUT)

kann diese Aufgabe in nur 19,5 Stunden fiir 1000 US $ [29, 30] aus-
gefiihrt werden. Die DNA-Sequenziertechnologie existiert seit den
1970er Jahren und hat sich zu einer unverzichtbaren Technologie in
der molekulargenetischen Diagnostik entwickelt. Die Sanger-Se-
quenzierung, die zur ersten Entschliisselung des menschlichen Ge-
noms verwendet wurde, gilt aufgrund ihrer Zuverldssigkeit und Ge-
nauigkeit von bis zu 99,999 % [31] immer noch als ,Goldstandard“
der Sequenzierung. Eine moderne Version dieser Sequenzierungs-
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methode findet heute noch breite Anwendung [17,32]. Die Jahre un-
mittelbar nach der Entschliisselung des menschlichen Genoms waren
gepragtvon der Entwicklung kommerzieller Hochdurchsatz-Sequen-
ziergerdte (Anmerkung: Die Begriffe Hochdurchsatz-Sequenzierung,
Next Generation Sequenzierung und massive parallele Sequenzierung
werden synonym verwendet) (> Abb. 4). Diese Sequenziertechnolo-
gien haben die generierte Datenmenge um mehrere GroRenordnun-
gen gesteigert. Diese Steigerung ermdglichte eine massive Kosten-
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> Abb. 3 Sanger-Sequenzierung. Eine Darstellung der modifizierten modernen Sanger-Methode. Ein Primer bindet an ein amplifiziertes Template
und eine Erweiterung um ein einzelnes Nukleotid erfolgt. Die Erweiterung mit Standard-Deoxynukleotiden (dATP, dGTP, dCTP, ein dTTP, nicht darge-
stellt) erfolgt bis zur Integration eines fluoreszierend markierten Dedeoxynukleotids (ddATP (orange), ddGTP (blau), ddCTP (grtin), ddTTP (rot)),
sodass die wachsende DNA-Kette abbricht. Nach mehreren Zyklen werden die DNA Fragmente mit einem Gel nach ihrer Lange getrennt und die
Reihenfolge der Nukleotide entsprechend der Sortierung der fluoreszenz-markierten Fragmente bestimmt.
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»Abb. 4 Entwicklung der Sequenzierkosten tiber die vergangenen Jahrzehnte. Vergleich der Kosten (in US$) und der generierten Datenmenge pro Jahr
wahrend der Weiterentwicklung der Sequenziergerate. Da die Gerdtekapazitat in Gigabasen (Gb) (Gb/Lauf, rot, rechte y-Achse) zunahm, entsprach dies
einem starken Riickgang der Sequenzierungskosten tiber die Zeit (Kosten/Gb, blau, linke y-Achse). Die Kostenschatzung ist nur bis 2014 verfiigbar.

reduktion Gber einen relativ kurzen Zeitraum (> Abb. 5). Seit etwa
2007 hat die Reduktion der Sequenzierkosten sogar das Mooresche
Gesetz fiir die Reduktion von Rechenkosten deutlich Gibertroffen.
Das Mooresche Gesetz besagt, dass sich die Rechenleistung alle 2
Jahre verdoppelt und damit die Kosten halbiert werden. Im Jahr 1998
erzeugte der Sequenzer ABI3730xl (Thermo Fisher Scientific) 84 Ki-
lobasen Daten pro Lauf [21]. Mit dem 2005 vorgestellten Genome
Analyzer (lllumina) System konnten 1,3 menschliche Genome pro
Jahr (lllumina) sequenziert werden, das waren 1 Gigabasen pro Lauf
[33]. Dieser Technologiesprung wurde weiterentwickelt und brach-
te innerhalb von 10 Jahren um das Jahr 2008 eine Verbesserung der
Sequenzleistung von 102 Kilobasen pro Tag auf 102 Kilobasen pro
Tag [34]. Ein weiterer bemerkenswerter Fortschritt warim Jahr 2014
das HiSegX Ten System (lllumina), das 1,8 Gigabasen pro Sequenzi-
erreaktion erzeugte und damit erstmals die 1000 US $-Grenze fiir
ein menschliches Genom unterschritt. Das aktuelle NovaSeq 6000
System (lllumina) kann bis zu 6 Terabasen Sequenzdaten in weniger
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als zwei Tagen erzeugen. Mit Blick auf die Zukunft scheint es sehr
wahrscheinlich, dass sich diese Entwicklungen fiir Sequenzierge-
schwindigkeit und Kostenreduktion fortsetzen werden. Das Sequen-
zierunternehmen lllumina will das 100-Dollar-Genom in den néchs-
ten 10 Jahren erreichen [35].

Diese Sequenzierungstechnologien gingen mit anderen Entwick-
lungen in der Digitalisierung wie der Datenspeicherung, dem paral-
lelen Rechnen, der Weiterentwicklung der CPU-Architektur und der
Erfindung des World Wide Web einher. Dies hat ebenfalls zur Kos-
tensenkung beigetragen. Der sprunghafte Anstieg der Datenmenge
und der starke Riickgang der Kosten machen diese Methoden allge-
mein fiir den einzelnen Patienten zuganglich und ermdglichen es der
Forschung und klinischen Labors, groRe Datensétze von Hundert-
tausenden von Personen zu generieren. Diese Datensatze sind ent-
scheidend, um neue Zusammenhdnge bei Erkrankungen aufzude-
cken und die Annotation des gesamten Katalogs pathogener Vari-
anten des Menschen zu unterstiitzen. Die Umstellung auf ,,big data“
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in der Erforschung des Genoms hat enorme Auswirkungen auf die
Diagnostik und auch die Behandlung von Patienten in allen Krank-
heitsbereichen. Die Schwerhorigkeit ist aufgrund der zugrundelie-
genden genetischen Komplexitat ein besonders interessantes und
herausforderndes Beispiel.

5. Die Genetik des Horverlustes

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation treten genetische
Stérungen mit einer Pravalenz von 10 pro 1000 Geburten auf [36]
und betreffen lebenslang bis zu 1 von 17 Personen [37]. Schwerho-
rigkeit ist die hdufigste kongenitale sensorische Stérung, die ein bis
2 von 1000 Neugeborenen betrifft [38]. Mehr als die Hélfte der sen-
sorischen Horstérungen sind genetisch bedingt (> Abb. 6). Ein Hor-
verlust tritt iberwiegend nicht-syndromal (70 %) auf, kann aber auch

KOSTEN PRO GENOM
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Teil eines klinischen Syndroms (30 %) sein [39]. Horverlust wird klas-
sischerweise nach dem Vererbungsmuster der Mendelschen Regeln,
autosomal-rezessiv (77 %), autosomal-dominant (22 %), X-chromo-
somal (1 %) und mitochondrial (<1 %) vererbt [39]. Im Gegensatz zu
manchen autosomal-rezessiven genetischen Stérungen wie z. B. Mu-
koviszidose, die durch pathogene Varianten in nur einem einzigen
Gen (CFTR) diagnostiziert werden kénnen, ist der erbliche Horverlust
eine genetisch stark heterogene Erkrankung, an der mehrere hun-
dert Gene beteiligt sind. Im Fall der Mukoviszidose sind bis zu 70 %
der bei Patienten mit europdischer Ethnizitat entdeckten Varianten
mit einer Deletion von 3 Basenpaaren verbunden, die fiir einen Ver-
lust der Aminosaure Phenylalanin (p.Phe508del) kodieren [40]. Im
Gegensatz hierzu haben die Bemihungen, die molekulare Genetik
des Horverlusts zu entschlisseln, bereits zur Beschreibung von tau-
senden Varianten der derzeit bekannten Gene fir nicht-syndromale
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» Abb. 5 Darstellung der DNA-Sequenzierungskosten und dem Mooreschen Gesetz. Das Mooresche Gesetz (engl.: ,Moore’s law*“) besagt, dass eine
Kostenreduktion alle 2 Jahre durch Verdoppelung der Rechenleistung integrierter Schaltkreisen in Rechenmaschinen erfolgt. a Kosten pro Genom
und b Kosten pro Megabase, von 2001 bis 2018 folgen einem nahezu identischen Profil. In beiden Analysen liegt der Kostenriickgang seit 2007

deutlich Gber dem Mooreschen Gesetz.
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> Abb. 6 Anteil von Umweltfaktoren und genetischen Faktoren bei angeborenem Horverlust. Etwa bei der Halfte der Patienten ist der Horverlust auf

eine genetische Ursache zuriickzufiihren.
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» Abb. 7 Anzahl der nicht-syndromalen und syndromalen Gene, die einen Horverlust verursachen (Hereditary Hearing Loss Homepage [41]).

a |dentifizierung der 175 Gene, die im Laufe der Zeit entdeckt wurden (schwarz), in nicht-syndromale (orange) und syndromale (rot) Kategorien
eingeteilt. b Betrachtung der Anzahl der Gene pro Jahr: nicht-syndromale Gene, die einen Horverlust verursachen (schwarz), aufgeteilt nach Verer-
bungsmuster, rezessiv (blau), dominant (grau) und X-chromosomal (gelb), sowie mitochondriale Vererbung (griin). ¢ Eine Ubersicht iiber nicht-
syndromale und syndromale Gene, die auf der ,Hereditary Hearing Loss Homepage*“ dargestellt sind. Gene, die sowohl an autosomal-dominanten
und rezessiven als auch an nicht-syndromalen und syndromalen Horverlust beteiligt sind, werden jeweils einzeln in der jeweiligen Kategorie darge-

stellt. N ist die Anzahl der identifizierten Gene.

[41] und syndromale [42] Formen des Horverlusts gefiihrt (> Abb.
7a,b). Die ,Deafness Variation Database” (DVD) hat mit einem Gen-
Set von 152 Genen bereits (iber 8 000 pathogene Varianten erfasst
[42]. Zum Vergleich: Die Human Gene Mutation Database (HGMD)
ist eine umfassende Sammlung aller bekannter Keimbahnvarianten,
die mit menschlichen Erkrankungen assoziiert sind. Diese Datenbank
(HGMD Professional 2018.2) enthdlt derzeit rund 225 000 Varian-
ten, von denen die Giberwiegende Mehrheit als pathogen klassifiziert
ist [43]. Der relativ hohe Anteil an pathogenen Varianten allein fir
Horverlust unterstreicht die fiir diese Sinneserkrankung vorliegen-
de genetische Komplexitat.

Die ,,Hereditary Hearing Loss Homepage* beschreibt derzeit 175
Gene fiir Horverlust (> Abb. 7a). Dazu gehéren 161 nicht-syndro-
male Horverlust-Loci, von denen 122 Gene identifiziert wurden.

540

Diese nicht-syndromalen Horverlust-Gene wurden als ca. 70 auto-
somal-rezessive, 40 autosomal-dominante und 5 X-chromosomale
Horverlust-assoziierte Gene sowie 7 mitochondriale Horverlust-as-
soziierte Varianten klassifiziert. Weiterhin sind in dieser Datenbank
derzeit 53 Gene fiir syndromalen Horverlust dokumentiert (> Abb.
7c¢). Die genetische Heterogenitat des Horverlusts erschwert die In-
terpretation der Befunde. Sowohl die hohe Anzahl der beteiligten
Gene, als auch die hohe Anzahl pathogener Varianten fiir jedes Gen
tragen zu dieser Komplexitdt bei. Trotz dieser Komplexitat wurden
erhebliche Fortschritte bei der Aufkldrung genetischer Schwerho-
rigkeit erzielt. Dies ist der Entwicklung groRer Datenbanken und Bio-
informatik-Programme zu verdanken, einschlieBlich jener, die spe-
ziell fir die Genetik von Horverlust entwickelt wurden.
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6. Veranderung der Diagnostik fiir Horverlust

Ohne die in der heutigen Form verfligbaren Moglichkeiten der Hoch-
durchsatz-Sequenzierung beruhte die konventionelle klinische Eva-
luationen auf einer Reihe von klinischen Untersuchungen, um ein
moglichst detailliertes phanotypisches Bild zu erhalten, das eine ge-
richtete molekulargenetische Analyse leitete (> Abb. 8) [44,45].Im
Ausschlussverfahren folgte dann haufig die molekulargenetische Ein-
zeluntersuchung mit der Sequenzierung des Connexin-26-Gens
GJB2. Mutationen im Gen GJB2 sind in erster Linie mit einer autoso-
mal-rezessiven Form des nicht-syndromalen Horverlusts assoziiert.
In Deutschland ist dieses Gen fiir die Diagnose von etwa jedem fiinf-
ten Patienten mit genetischem Horverlust verantwortlich [46]. In
einer eigenen Studie haben wir bei ca. 17 % der Cochlea-Implantat-
Kandidaten, die sich einer molekulargenetischen Untersuchung auf
Horverlust unterzogen, pathogene Varianten von GJB2 [47] identifi-
ziert. In den vergangenen Jahrzehnten wurde der Erfolg dieses Scree-
ning-Verfahrens durch die geringe Ldnge des G/B2 Gens, die eine ein-
fache Sequenzierung ermdglicht, und die relativ hohe Diagnoserate
unterstiitzt [48]. Wenn die klinische Evaluation auf eine bestimmte
Form eines syndromalen Horverlust hinwies, wurde versucht auf der
Basis dieser klinischen Verdachtsdiagnose eine gezielte Sangerse-
quenzierung von Kandidatengenen durchzufiihren. Die Leitung der
genetischen Analyse durch phdnotypische Daten konnte bei einer
genetisch hochheterogenen und phanotypisch sehr variablen Er-
krankung wie der Schwerhérigkeit jedoch nur begrenzten Erfolg bie-
ten und beschrédnkte sich daher auf wenige Gene mit einer klaren
Genotyp-Phanotyp-Korrelation. Die molekulargenetischen Unter-
suchung von Einzelgenen war langsam, arbeitsintensiv, teuer und
fiihrte oft zu wenig informativen Ergebnissen bzw. lieBen die gene-
tische Ursache ungeklart [49]. Dariiber hinaus sind die meisten For-
men des Horverlusts nicht-syndromal, das heiRt klinisch konnten
keine spezifischen phanotypischen Merkmale identifiziert werden.
Damit war die Diagnostik nach Ausschluss einer G/B2-Mutation hin-
aus auf Basis von Einzelgenuntersuchungen eine Herausforderung
und konnte nicht erschépfend durchgefiihrt werden. Die phénoty-
pische Variabilitdt von Schwerhérigkeit macht es nahezu unméglich,
eine pradiagnostische Hypothese durch klinische Untersuchung und
audiologische Befunde aufzustellen. Das reine Screening anderer
Kandidaten Gene war zu teuer, zu langwierig und oft auch metho-
disch auf wenige Gene beschrankt.

In zuriickliegenden Jahrzehnt hat sich ein richtungsweisender
Ubergang von der Einzelgen-Sequenzierung zur Hochdurchsatz-Se-
quenzierung fiir die genetische Diagnostik vieler Erkrankungen, ins-
besondere auch des Horverlusts, vollzogen [50]. Mithilfe dieser Tech-
nologie kénnen bis dahin unvorstellbar groBen Datenmengen gene-
riert und ausgewertet werden. Trotz der fiir die Schwerhérigkeit
bestehenden genetischen Heterogenitat konnen in kurzer Zeit und
zu geringen Kosten verwertbare Ergebnisse erzielt werden. Aktuel-
le diagnostische Ansdtze nutzen entweder erkrankungsspezifische
Gen-Panels oder die Exom-Sequenzierung. Das Exom umfasst die
potenziell fiir Proteine kodierenden Regionen der DNA, die etwa 1
bis 2% des gesamten Genoms ausmachen. Der strategische Uber-
gang zu den Methoden der Hochdurchsatz-Sequenzierung verdn-
dert das diagnostische Vorgehen in der Patientenversorgung. Die
deutlich verbesserte Zuganglichkeit der genetischen Diagnostik
riickt damit in im Verhaltnis zu breit angelegten klinischen Untersu-
chungenin den Vordergrund.
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> Abb. 8 a Klassische Abfolge der Hordiagnostik. Die Reihenfolge
beginnt mit Anamnese, klinische Untersuchung, audiologische
Priifung, Bildgebung, Zusatzuntersuchung (z. B. Labordiagnostik,
Schilddriisenfunktionspriifung, EKG), Konsiluntersuchungen (z.B.
Ophthalmologie, Neurologie, Kardiologie) und endet schlieBlich mit
der humangenetischen Untersuchung auf Basis der Einzelgendiag-
nostik. Genetische Ursachen konnen nach diesem Vorgehen per
Ausschlussdiagnostik in der Regel nur angenommen werden, kénnen
aber meist nicht direkt nachgewiesen werden. b Zukiinftige Abfolge
der Hordiagnostik unter Einbeziehung einer umfassenden geneti-
schen Diagnostik. Der direkte Nachweis einer genetischen Ursache
wird bereits nach der Anamnese, klinischen Untersuchung und
audiologischen Priifung angestrebt. Der klinische Phdnotyp kann bei
der genetischen Befundbeurteilung wertvolle Hinweise liefern. Im
Falle des Nachweises einer syndromalen Form der Schwerhdrigkeit
kénnen dann gezielt weiter Zusatzuntersuchung und Konsiluntersu-
chungen veranlasst werden. Verdandert nach Léwenheim, 2014 [45].
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Die Hochdurchsatz-Sequenzierung bietet mehrere entscheiden-
de Vorteile gegeniiber Einzelgen-Ansdtzen, z. B. werden zeitgleich
viele Patienten in einem standardisierten Verfahren im Labor unter-
sucht. Insbesondere kdnnen alle bekannten Gene im Zusammen-
hang mit Horverlust in einer einzigen Reaktion sequenziert und pa-
rallel analysiert werden. Dies ermdglicht einen hypothesenfreien Zu-
gang zur genetischen Diagnostik. Da Syndrome wie Usher- oder
Pendred-Syndrome erst Jahre nach Beginn eines Horverlusts klinisch
als syndromale Erkrankung aufféllig werden, war es bisher kaum
maoglich, in diesen Féllen die genetisch bedingte Horstdrung vor Auf-
treten der Gibrigen Symptome trotz eingehender klinischer Untersu-
chung genau zu diagnostizieren. Bei syndromaler Schwerhérigkeit
kann eine friihe Diagnose vor Eintreten von Begleitsymptomen kli-
nische Untersuchungen ersparen, ermdglicht eine prognostische
Einschatzung und eine Beratung iiber weitere Behandlungsméglich-
keiten [50]. Bei nicht-syndromaler Schwerhdorigkeit konnen betrof-
fene Patienten mit gut charakterisierten pathogenen Varianten
ebenfalls eine prognostische Bewertung und eine personalisierte
Auswahl von Therapie und Horrehabilitation nutzen.

6.1 Gen-Panel-Diagnostik bei Horverlust

Gen-Panels stellen einen selektiven und spezifischen Ansatz fiir die
molekulargenetische Diagnostik dar, da sie auf krankheitsassoziier-
te Gene in einem bestimmten Krankheitsgebiet fokussieren. Das Pa-
nel-Design beinhaltet die Auswahl von Genen auf der Grundlage des
aktuellen Wissens fiir ein individuelles ,Kéder“-Design (engl.: bait
design). Diese Kéder werden aus Oligonukleotiden hergestellt, die
komplementar zu denen fiir eine bestimmte Erkrankung in Frage
kommenden Zielregionen/Exons ausgewéhlt werden. Anreicherung
(engl: ,Targeted Genomic Enrichment*“) oder ,Sequence Capture”
sind Begriffe, die die Auswahl der gew(inschten DNA-Regionen zur
Amplifikation und Anreicherung bei der Erstellung einer sogenann-
ten Sequenzierungsbibliothek beschreiben. Eine Bibliothek enthalt
den kompletten Satz von ausgewdhlten und angereicherten Frag-
menten, die fiir das Krankheitsbild von Interesse sind. Bevor Gen-Pa-
nels in einem diagnostischen Bereich verwendet werden, durchlau-
fen sie Gen-Auswahl- und Designschritte. Dariiber hinaus werden
die Sequenzierungsdaten zundchst einer Validierung und Optimie-
rung auf Qualitdt und Homogenitdt unterzogen. Dies hat zur Folge,
dass die Sequenzierungsabdeckung (engl.: Coverage) tiber den Gen-
Satz hinweg eine groBere Homogenitdt mit weniger ,Liicken“ (oder
Basen mit schlechter oder keiner Abdeckung) aufweist. Der Einsatz
methodisch gut abgedeckter Gene ist wichtig fir eine umfassende
Sequenzanalyse der Varianten, die sich in diesen Regionen befinden
kénnen. Gen-Panels besitzen also den Vorteil einer spezifisch auf eine
bestehende klinische Fragestellung wie der Schwerhorigkeit gerich-
tete Diagnostik bei gleichzeitig hoher qualitativer Aussagekraft.

6.2 Exom-Diagnostik bei Hoérverlust

Die Exom-Sequenzierung reichert alle derzeit bekannten Gene und
Gen-Isoformen an und beschrankt sich nicht auf die fir ein bestimm-
tes Krankheitsgebiet bekannten Gene. Es gibt viele kommerziell er-
haltlich Kits zur Bibliothekserstellung fiir die Exom-Sequenzierung, die
standig verbessert werden. Viele Anbieter erlauben es den Anwendern
auch, den Gehalt an spezifischen ,,K6dern“ zu erh6hen, um die ge-
wiinschte Sequenzierung von Zielregionen zu verbessern. Auch kon-
nen bekannte pathogene Varianten, die sich nicht in exomischen Re-
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gionen befinden und ansonsten véllig ibersehen werden wiirden, mit
einbezogen werden. Da Exome einen wesentlich gréReren Anteil der
genomischen Sequenz im Vergleich zu Gen-Panels anreichern, ist die
Sequenzierqualitdt von Exom-Datensétzen im Vergleich zu Gen-Pa-
nels tendenziell geringer. Entgegen diesem Ruf einer geringeren dia-
gnostischen Qualitdt ist die exombasierten Diagnostik jedoch nach
deutlicher Optimierung inzwischen erfolgreich in das klinische Umfeld
integriert [51-54]. Die Sanger-Sequenzierung von eingeschrankt ab-
gedeckten Regionen kann diese Methode gut erganzen.

Bei der Exom-Sequenzierung wird die Analyse fiir die Diagnostik am
effizientesten durch ein so genanntes in silico Gen-Panel gesteuert. Ahn-
lich den priméren Gen-Panels wird hier die Analyse auf klinisch relevan-
te Gene beschrankt, um Zeit zu sparen und eine Diagnose z{igig stellen
zu kénnen. Dieser Genauswahlprozess ermdglicht eine Analyse, die alle
Gene umfasst, die fiir den spezifischen Phdnotyp des Patienten von kli-
nischer Bedeutung sind und die einen bestimmten Abdeckungsgrenz-
wert erfiillen. Dies er6ffnet verbesserte Moglichkeit zur Variation dieser
Geninhalte als dies bei klassischen primaren Gen-Panels der Fall ist, die
auf einen festen, immer gleichen Gen-Satz beschrankt sind.

6.3 Vor- und Nachteile von Gen-Panels und exomba-
sierten Diagnostikansdtzen

Es gibt mehrere Vorteile bei der Auswahl von Gen-Panels fiir Horver-
lust gegeniiber der Exom-Sequenzierung. Ein Argument fiir die Aus-
wahlvon Gen-Panels gegentiber der Exom-Sequenzierungist, dass die
produzierten Daten spezifisch fiir die in Frage stehende Primarerkran-
kung sind. Dies bedeutet, dass Gene, die mit anderen Erkrankungen
in Zusammenhang stehen, nicht sequenziert werden und die Analyse
und die genetischen Ergebnisse auf die primare Indikation beschrankt
bleiben. Mit anderen Worten: Laboratorien, die die Gen-Panel-Diag-
nostik nutzen, miissen nicht das Potenzial von Sekundarbefunden be-
riicksichtigen, die fiir den Patienten von klinischer Bedeutung sein
kénnen, aber nicht in Zusammenhang mit der primdren Indikation
stehen. Expertengruppen des American College of Medical Genetics
haben Richtlinien fir die Meldung von Sekundarbefunden in mindes-
tens 59 medizinisch verwertbaren Genen bei der klinischen Genom-
sequenzierung empfohlen [55]. Die (iberwiegende Zahl dieser Gene
betrifft autosomal-dominante Erkrankungen, die typischerweise erst
im Erwachsenenalter symptomatisch werden. Zuféllige Varianten wer-
den unabhdngig vom Alter des Patienten gemeldet, jedoch sind Er-
krankungen, die zum Neugeborenen-Screening gehéren, ausge-
schlossen. Im Jahr 2013 veréffentlichte die Deutsche Gesellschaft fiir
Humangenetik Richtlinien fiir die Riickmeldung von Zusatzbefunden,
die das Zustimmungsverfahren und das Recht des Patienten, diese Er-
gebnisse nicht zu kennen oder nicht zu erhalten, beinhalten [56]. Diese
Richtlinien spezifizieren keine sekundaren Befunde, die in einem be-
stimmten Satz von Genen gefunden wurden, vielmehr werden vier
Kategorien definiert, in die eine Variante fallen kann. Es wird v. a. er-
mutigt, Zusatzbefunde zu melden, fiir die Behandlungsmethoden
existieren und iber die Betroffenen informiert werden wollen. Damit
geht die Exom-Sequenzierung inihrer diagnostischen Abdeckung aber
weit (iber die urspriingliche Fragestellung bspw. einer bestehenden
Schwerhorigkeit hinaus. Fiir den eine genetische Untersuchung ver-
anlassenden Facharzt gehen die moglichen Befunde dann auch po-
tenziell weit (iber das eigene Fachgebiet hinaus.

Da bei der Sequenzierung von vordefinierten Gen-Panels im Ver-
gleich zur Exom-Sequenzierung eine kleinere und spezifisch auf eine
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Erkrankung ausgerichtete Gruppe von Genen angereichert und ana-
lysiert wird, ist die Abdeckung der Gene in der Regel viel héher, und
das spezifische ,bait design“ kann sehr gut auf schwer zu sequenzie-
rende Regionen abzielen (d. h. GC-reiche Regionen, repetitive DNA-
Sequenzen, die als Tandem-Wiederholungen bezeichnet werden,
und ungleichmaRig fragmentierte DNA-Bereiche). Dies bedeutet,
dass die Sensitivitdt (Falsch-Negativ-Rate) und Spezifitat (Falsch-Po-
sitiv-Rate) von Detektionsvarianten deutlich verbessert werden
kann. Weiterhin konnen falsch-positive Ergebnisse aus Hochdurch-
satz-Sequenzierungsdaten zuverldssig mittels Sanger-Sequenzierung
entdeckt und validiert werden. Die einheitliche Abdeckung unter-
stiitzt auch eine konsistentere Detektion von Kopienzahl Abweichun-
gen. Die Daten, die bei der Gen-Panel-Sequenzierung generiert wer-
den, sind deutlich kleiner als bei der Exom-Sequenzierung. Dies ver-
einfacht auch die Datenspeicherung wesentlich.

Die Exom-Sequenzierung wiederum bietet einige Vorteile gegen-
tiber den primdren Gen-Panels. So besteht die Moglichkeit die erho-
benen Daten zu einem spdteren Zeitpunkt erneut zu analysieren und
neu-ursachliche Gene einzuschlieBen. Dies kann fir Patienten, bei
denen die Analyse der bekannten Gene ergebnislos bleibt zur Diag-
nosesicherung beitragen. Die Geschwindigkeit der Entwicklungen
in der Genom-Diagnostik fiihrt zur Identifikation immer neuer Gene.
Gen-Panels erfordern eine regelmaRige Aktualisierung der Genin-
halte und werden anschlieRend einer Validierung unterzogen. Erst
nach diesen Schritten kann die DNA des Patienten erneut tiberpriift
werden. Dieses Verfahren ist aufwendiger und teurer als die Gene-
rierung eines Exom-Datensatzes. Bei der Exom-Sequenzierung kon-
nen molekulargenetische Untersuchungen von Patienten mit einer
Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen parallel gepriift werden,
und dadurch die Durchlaufzeiten fir Laboruntersuchungen deutlich
reduziert werden. Bei primaren Gen-Panels sind je nach Labor und
Anzahl der Testanforderungen miissen die Labors oft mehrere Wo-
chen oder sogar Monate Wartezeit erforderlich, bis genligend DNA
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von Patienten mit der Fragestellung Horverlust eingetroffen ist, um
ein Gen-Panel zu erstellen und zu sequenzieren.

6.4 Diagnostische Aufklarungsraten

Obwohl die bereits umfangreiche Liste der am Horverlust beteilig-
ten Gene derzeit noch unvollstandigist [57], haben sich die diagnos-
tischen Aufkldrungsraten bei genetisch bedingten Horverlusten in
Deutschland [47,58,59] und weltweit [60] seit der Implementierung
von Hochdurchsatz-Sequenzierungsansatzen in die Routinediagnos-
tik deutlich verbessert. Um dies zu veranschaulichen, wird eine Reihe
von Studien dargestellt, die Giber diagnostische Aufklarungsraten
einschlieRlich GJB2 auf der Basis von Hochdurchsatzsequenzierung
berichten (> Abb. 9). In diesen Studien variierte die Methodik von
Gen-Panels [58,61-63] bis hin zur Exom-Sequenzierung [54], die
Anzahl der analysierten Gene war nicht einheitlich, und auch die Ana-
lyse der Kopienzahl-Variation wurde nicht in allen Studien konse-
quent durchgefiihrt. Die diagnostischen Aufkldrungsraten reichten
in Abhangigkeit von der Anzahl der eingeschlossenen Gene von 16 %
in einer Studie, die 19 Gene auf einem Oligo-Hybridisierungs-Array
[64] umfasste, bis zu 54 % [47] einer eigenen Untersuchung, in der
ein Gen-Panel mit bis zu 128 Genen fiir Horverlust verwendet wurde.
Betrachtet man die in den verschiedenen Studien am haufigsten von
Mutationen betroffenen Gene (> Tab. 1), so zeigt sich, dass sich die
finf am haufigsten betroffenen Gene z. T. unterscheiden. Die Aus-
nahme bleibt G/B2, das stets als das am haufigsten betroffene Gen
identifiziert wird. Die unterschiedlichen Ergebnisse konnen mit dem
unterschiedlichen ethnischen Hintergrund der Patienten und derva-
riablen Anzahl der untersuchten Gene und Patienten erklart werden.

Eine umfassende molekulargenetische Diagnostik sollte die Ana-
lyse der Kopienzahl-Variation [65] beinhalten. Eine der bisher groR-
ten Studien zu dieser Thematik ergab, dass etwa 15% der von Hor-
verlust betroffenen Patienten mindestens eine Kopienzahl-Variation
in einem mit Horverlust assoziierten Gen trugen. Bei Patienten mit
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» Abb. 9 Diagnostische Aufkldrungsraten in ausgewahlten Hochdurchsatz-Sequenzierungsstudien. a Ubersicht iiber die diagnostische Aufklarungs-
rate bei Patienten mit Horverlust, die sich einem Gentest unterziehen. b Es besteht eine positive Korrelation zwischen der diagnostischen Aufkla-

rungsrate und der Anzahl der untersuchten Gene.
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> Tab. 1 Die am haufigsten betroffen Gene aus ausgewahlten Studien.

Zazo Seco et al.,
2016

Hernandez
etal., 2010

Autor Sloan-Hegen

etal., 2016

Land USA USA Niederlande

Patienten 44 1119 200
GJB2 1. 1.
MYO15A 5. 3.
SLC26A4 3.
MYO7A 1.

CDH23 2.

OTOF

USH2A 3.

T™C1

MYO6

TECTA

STRC

LOXHD1 4.
TRIOBP

OTOA

GJB6

B

gesicherter erblicher Schwerhdorigkeit hatten 18,7 % eine Variation
der Kopienzahl, die zu der genetischen Diagnose beitrug. Das Gen
STRC ist das hdufigste von Kopienzahl-Variationen betroffene Gen.
STRC kodiert fiir das Protein Stereocilin, das in den Stereozilien der
duReren Haarzellen lokalisiert ist. STRC weist in der europdischen Be-
volkerung eine hohe Deletions-Trdgerrate von ca. 1,6 % auf, die fast
so hoch ist wie die bekannte c.35delG-Trdgerrate (1,89 %) fiir G/B2 in
der gleichen Population [48]. Folglich sollte insbesondere fiir das Gen
STRC (DFNB16) eine Analyse sowohl auf Deletionen als auch auf pa-
thogene Varianten [65-70] erfolgen. STRCist nur ein Beispiel fiir die
Notwendigkeit zum Einschluss der Kopienzahl-Variation.

Die zunehmende Verbesserung der Aufklarungsraten mit bis zu
50% in der molekulargenetischen Diagnostik belegt, dass bei allen
Patienten mit Horverlust eine Hochdurchsatz-Sequenzierung zu
empfehlen ist [49]. Patienten mit negativen genetischen Befunden
und fortbestehendem klinischem Verdacht auf eine hereditdre
Schwerhérigkeit sollten in den folgenden Jahren einen erneuten Test
in Erwdgung ziehen, da sich das Wissen iber Gene und Variantenty-
pen immer weiterentwickelt. Unter Beriicksichtigung von nicht-sy-
nonymen Mutationen, SpleiRstellen-Mutationen (engl.: ,splice-site
mutations“), Indels (Insertionen und Deletionen) und Kopienzahl-
Variationen in den kodierenden Regionen eines Gen-Panels konnte
in Zukunft eine diagnostische Aufklarungsrate von 88,3 % erreicht
werden [49] (> Abb. 8b). Die aktuellen Fortschritte in der Genomik
weisen darauf hin, dass auch nicht-kodierende Regionen des Genoms
an einer Erbkrankheit beteiligt sind [71]. Das AusmaR der Beteiligung
von Verdnderungen in den nicht-kodierenden Regionen des Genoms
fir Horverlust muss noch aufgeklart werden. Allerdings sind krank-
heitsassoziierte intronische Varianten mit mehr als 20 Nukleotiden
aus kodierenden Exons und so genannten ,deep intronic“-Varianten,

S44

Baux et al., Alkowari et al., Sommen et al., Tropitzsch et al.,
2017 2017 2016 2013
Frankreich Katar Belgien Deutschland
207 81 160 families 154
1. 1. 1.
4. 2. 3.
2 2
1.
3.
4.
2.
5.

die nichtin Standard-Gen-Panels und Exomen erfasst wiirden, bereits
invielen Beispielen der Genetik von Schwerharigkeit beteiligt [72,73].
Es ist naheliegend anzunehmen, dass in Zukunft ein erheblicher An-
teil der schwerhérigen Patienten mithilfe von Varianten nicht-kodie-
render Regionen diagnostiziert werden kann, die Auswirkungen auf
die Genexpression und das normale SpleiBen von Genen haben.

Die molekulargenetische Diagnostik ist auf eine qualitativ hochwer-
tige Sequenzierung sowie effektive Analysestrategien der Bioinforma-
tik angewiesen, die den Ausschluss nicht relevanter Varianten unter-
stiitzen und gleichzeitig relevante Varianten fiir die Expertenanalyse
enthalten. Die Priorisierung der Varianten erfolgt typischerweise durch
den Einsatz verschiedener Tools und Datenbanken, von denen viele im
ndchsten Abschnitt kurz beschrieben werden. Da sich die Hochdurch-
satz-Sequenzierungimmer weiterverbreitet, steigt auch die Anzahl der
Tools und GréRe der Datenbanken exponentiell an.

7. Computer Ressourcen

Die Bioinformatik setzt rechenintensive Methoden zur Aufbereitung
und Analyse von Daten ein, um biologisch und medizinisch relevante
Ergebnisse zu erhalten. Vorgelagerte bioinformatische Prozesse, die
an Hochdurchsatz-Sequenzierungsdaten beteiligt sind, kdnnen im
Rahmen dieser Ubersicht nurkurz angesprochen werden. Sie beinhal-
ten Datenvorverarbeitungsschritte, die die Ausrichtung von Lese- oder
Sequenzierungsdaten auf die Referenzsequenz des menschlichen Ge-
noms beinhalten, sowie Nachverarbeitungsschritte, die die Entfernung
von Duplikaten und die Neukalibrierung der Basisqualitat beinhalten.
Auch diese Verfahren wurden kontinuierlich verbessert, um die Ge-
nauigkeit der Identifizierung von Varianten zu erh6hen. Das durch-
schnittliche Exom enthalt Giber 20 000 Varianten, von denen 500 als
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selten oder (noch) nicht in Varianten-Frequenzdatenbanken beschrie-
ben sind [74]. Auch die Varianten, die in Gen-Panels nachgewiesen
werden, kdnnen extrem selten sein oderin der Interpretation unklar
bleiben. Es gibt eine Vielzahl von Programmen (engl.: ,tools*), die
zur Unterstiitzung der Analyse eingesetzt werden kénnen, die in
» Tab. 2 zusammengefasst sind. Der folgende Abschnitt beschreibt,
wie diese Datenbanken und Programme auf Hochdurchsatz-Sequen-
zierungsdatensdtze angewendet werden.

Mehrere Datenbanken enthalten Informationen Giber menschli-
che Gene, wie GeneCards [75] und die ,,Online Mendelian Inheritance
in Man“ (OMIM) [76] Webseite. Diese Ressourcen enthalten Zusam-
menfassungen {ber klinische und funktionelle Informationen zu den
derzeit charakterisierten Genen. In Bezug auf Horverlust listet die
~Hereditary Hearing Loss Homepage*“ [41] die Orte und Gene auf,
die an nicht-syndromalem Horverlust beteiligt sind. Auch die hdu-
figsten Syndrome mit Horverlust sind verzeichnet. Viele Laboratori-
en wahlen die Genlisten fiir ihre Gen-Panel-Inhalte fiir die Panel-Se-
quenzierung mithilfe dieser Datenbanken aus.

LVariant Frequency Database“ Repositorien wurden von groBen
Netzwerken internationaler Kollaborationen entwickelt, um Infor-
mationen tiber Haufigkeit von Varianten im Exom oder Genom dar-
zustellen. Die Kenntnis der Haufigkeit einer Variante kann die Inter-
pretation enorm erleichtern. Wenn z. B. ein Patient einen autosomal-
dominanten Horverlust hat und eine seltene Variante nicht nurin
einem heterozygoten Zustand vorliegt, sondern bei anderen ver-
mutlich normal hérenden Patienten homozygot auftritt, dann
spricht dies gegen die Pathogenitdt im Rahmen eines autosomal-
dominanten Erbgangs. Bei Schlussfolgerungen ist somit Vorsicht ge-
boten, wie am weiter unten beschriebenen Beispiel von G/B2
¢.35delG gezeigt wird. Dennoch sind diese Datenbanken niitzliche
Werkzeuge, um die Haufigkeit einer Variante zu verstehen und damit
Belege fiir oder gegen Pathogenitat zu liefern. Zu beachten ist je-
doch, dass nur, weil eine Variante haufig ist, das per se nicht unbe-
dingt bedeutet, dass sie gutartig ist oder umgekehrt, weil eine Vari-
ante selten oder neu ist, sie nicht notwendigerweise pathogen ist.

Eine der ersten Datenbanken zur Dokumentation von geneti-
schen Variationen war die ,Database of Short Genetic Variants“, spa-
ter abgekiirzt dbSNP [77], die alle identifizierten genetischen Varia-
tionen wie einzelne Nukleotidpolymorphismen und Indels in den Ge-
nomen des Menschen und vieler anderer Arten dokumentieren soll.
Weitere unabhédngige Datenbanken haben sich im Laufe der Jahre
entwickelt, wie der ,exome variant server” (EVS), der die Exomda-
tenvon 6500 europdischen und afroamerikanischen Individuen ent-
halt [78]. Noch groRere Datenbanken, wie der ,,Exome Aggregation
Consortium Browser“ (ExAC), der Variantenfrequenzen aus den
Exomdaten von 60706 Individuen zeigt. Die EXAC wurde spater auf
123136 Exome und 15496 Genome in einer erweiterten Datenbank
namens ,,Genome Aggregation Database“ (gnomAD) [1] erweitert.
In dieser Datenbank wurden die Variantenfrequenzen in vielen Teil-
populationen wie Latino, Nicht-Finnisch-Europdisch und Finnisch-
Europdisch, Afrikanisch, Ashkenazi-Jiidisch, Ostasien, Stidasien und
»andere* Individuen, die diesen Populationen nicht zugeordnet wer-
den kénnen, untersucht. Wahrend der Entwicklung dieser Daten-
banken wurde deutlich, dass es viele unterreprasentierte Subpopu-
lationen gab, die die Entwicklung einer Reihe anderer Datenbanken
auslosten, namlich des ,,Greater Middle Eastern Variome*“ (GME), das
die Exomdaten von 2498 Individuen aus verschiedenen Lindern des
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Nahen Ostens [79] und des ,Iranome*, das die Exomdaten von 800
Individuen aus 8 verschiedenen ethnischen Gruppen im Iran enthdlt
[80]. Weitere Anstrengungen zur Erfassung der genomischen Vari-
ationin seltenen und isolierten menschlichen Populationen werden
notwendig sein, um die einzigartigen Varianten zu verstehen, die
nurin diesen Populationen existieren. Von diesen seltenen Popula-
tionen kann man viel Giber das menschliche Genom und den Zusam-
menhang zwischen Varianten und Krankheiten lernen.

Eine der aussagekraftigsten Strategien zur Bestimmung der Pa-
thogenitdt einer Variante ist die funktionelle Validierung und expe-
rimentelle Priifung. Dies ist jedoch in klinischen Labors nicht m6g-
lich, die genetische Ergebnisse innerhalb eines begrenzten Zeitrah-
mens an ihre Auftraggeber melden miissen. Klinische Genetiker sind
daher fir die Analyse der Pathogenitét von Missense-Varianten auf
in silico-Pathogenitdtsvorhersagen ausgewichen. Diese Programme
verwenden Algorithmen, die fiir Varianten Pathogenitatswerte zu-
weisen, die Informationen (iber die evolutionare Konservierung und
den Einfluss der Aminosduresubstitution auf die Proteinstruktur be-
riicksichtigen [81]. Da die klinische Validierung in diesen Program-
men nicht durchgefiihrt wird, werden in der Regel mehrere Program-
me parallel genutzt, um die moglichen Ergebnisse zu verstehen. Ei-
nige dieser Programme sind in > Tab. 2 dargestellt. Das Programm
»MutationTaster” [82] und ,,PolyPhen-2* [83] untersuchen die Wir-
kung von Aminosduresubstitutionen auf die Proteinstruktur, wah-
rend ,SIFT* [84, 85] zusatzlich die Wirkung von Indel-Varianten auf
die Struktur vorhersagt.

Messenger RNA (mRNA) SpleiBen ist der Prozess des Entfernens
der intronischen Sequenz, die keine Aminosauren kodiert, und des
SpleiRens der kodierenden exonischen Sequenz zu einem einzigen
Transkript. Genetische Varianten, die den normalen Spleiprozess
storen, konnen die Genexpression und die resultierenden Protein-
produkte wesentlich beeinflussen und zur Entstehung genetischer
Erkrankungen beitragen [86, 87]. Varianten, die das korrekte Splei-
Ren von Genen beeinflussen, kénnen weit entfernt von den norma-
len Intron-Exon-Sequenzgrenzen liegen. Es ist wichtig, die moglichen
Auswirkungen dieser Varianten zu verstehen. Daher wurde eine
Reihe von Programmen entwickelt, wie z. B. ,Human Splicing Fin-
der” [88], ,GeneSplicer” [89], ,MaxEntScan“ [90] und ,NNSPLICE“
[91]. Diese Programme vergleichen die normale und die alterierte
Sequenz auf eine Verdnderung in konservierten Sequenzen, die fiir
den Ablauf normaler SpleiBmechanismen verwendet werden.

Die Interpretation von Varianten und deren Ubersetzung in ver-
wertbare klinische Ergebnisse stellt eine groRe Herausforderung dar.
Gerade vor dem Hintergrund der Flut von genomischen Daten, die
derzeit relativ kostengtinstig und einfach zu generieren sind, haben
klinische Genetiker die Aufgabe, viele seltene Varianten zu verstehen,
die ein Mosaik normaler Variationen und potenziell krankheitsrelevan-
ter Veranderungen darstellen. Eine Reihe von Datenbanken wie ,,Clin-
Var® [92], ,HGMD* [43] und die ,Leiden Open Variation Database*“
(LOVD) [93] dokumentieren Interpretationen von Varianten im klini-
schen Kontext. Wenn Varianten in diesen Datenbanken enthalten sind,
bieten siein der Regel eine Interpretation und einen Link zu Publikatio-
nen, die diese Interpretation und klinische Informationen beschrei-
ben. Viele dieser Datenbanken sind auf Experten angewiesen, die diese
Informationen weitergeben, oder sie haben einen Stab von Varianten-
Kuratoren, die dies fiir die Datenpflege tun. Es besteht die Gefahr, dass
die Pathogenitat der verdffentlichten Varianten nicht genau verstan-
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den wird oder der Grad der Unsicherheit nicht korrekt kommuniziert
wird. Somit kénnen irrtimlich aufgenommene Varianten diese Da-
tenbanken mit Fehlinformationen ,,verschmutzen*. Folglich sind diese
Datenbanken daflir bekannt, dass sie falsch-positive Ergebnisse ent-
halten auch wenn sie eine sehr hilfreiche Quelle fiir klinische Geneti-
ker sein kénnen. Fehlinformationen kénnen sich ungtinstig auf die Di-
agnosestellung fiir die Patienten auswirken, zu einer ineffizienten Nut-
zung der Ressourcen fithren und die Entdeckung wahrer Gen- und
Variantenassoziationen behindern [94]. 8,5% der Varianten, die bei
HGMD als krankheitsassoziiert gemeldet wurden, waren auch in einem
Pool von Giber 1000 asymptomatischen Individuen vorhanden, was
darauf hindeutet, dass diese Varianten moglicherweise falschlicher-
weise mit einer Krankheit in Verbindung gebracht wurden oder die
Penetranz niedriger als erwartet war [8].

Die Folgen einer falschen Priorisierung von Varianten betreffen
auch die Identifizierung von Genen und fiihren zu falschen Gen-
Krankheitsassoziationen. Im Jahr 2014 wurde das Gen MYOTA als Gen
fiir autosomal-dominante nicht-syndromale Schwerhérigkeit dis-
qualifiziert. Dies gelang durch die Beobachtung einer disharmoni-
schen Segregation von einer Missense- und 2 Nonsense-Varianten
in 3 verschiedenen Familien [95]. In allen 3 Familien wurde die mo-
lekulargenetische Diagnose durch andere Gene fiir Schwerhérigkeit
gesichert, die dem Phédnotyp der Patienten entsprachen. Dies unter-
streicht die Bedeutung der Analyse einer umfassenden Anzahl von
mit Horverlust assoziierten Genen, um eine Diagnose stellen zu kon-
nen. In diesen Familien wurden auch bei normal hérenden Personen
die vermutete pathogene Variante MYO1A nachgewiesen, was auch
klar gegen eine Pathogenitat spricht. Falsch assoziierte Gene kdnnen
erhebliche Auswirkungen auf die genetische Beratung, das Krank-
heitsmanagement und sogar auch auf die Familienplanung haben.

Dariiber hinaus verwenden klinische Laboratorien, die Varianten
und klinische Informationen austauschen, unterschiedliche Inter-
pretationskriterien, weshalb diese Informationen sorgfdltig gepriift
werden missten. Die ,deafness variation database” (DVD) [42] ist
die einzige von Experten kuratierte Datenbank, die der Kommentie-
rung jeder Variante in jedem Schwerhdorigkeits-Gen gewidmet ist.
Die strenge Analyse der in dieser Datenbank enthaltenen Varianten
hat zuvor als ,pathogen* erkannte Varianten als ,gutartig” neu re-
priorisiert. Dies erfolgte auf der Grundlage der Haufigkeit der gemel-
deten Varianten in mehreren Populationen und der Ber{icksichtigung
der Unterschiede dieser Varianten iber mehrere Populationen hin-
weg. Die Studie, aus der die DVD hervorging, ergab, dass 93 Varian-
ten von Genen fiir Schwerhorigkeit von ,pathogen* zu ,,gutartig“ re-
kategorisiert wurden. Dies entsprach iber 4 % der identifizierten Va-
rianten. Diese Datenbank ist auch mit einem ,,machine-learning“
basierten audiometrischen ,,Profiling-Tool“ namens ,AudioGene*“
[96-98] verbunden, um Genotypen aus audiometrischen Daten von
autosomal-dominanten Formen von Horverlust vorherzusagen. Daten-
banken wie AudioGene nutzten Unterschiede in autosomal-dominan-
ten Audiogrammen und berticksichtigen Alter und Fortschreiten des
Horverlusts [98]. Einige Beispiele von AudioGene werden im Zusam-
menhang mit der Bedeutung des ,,Phdnoms* beschrieben (> Abb. 12).

Das Verstandnis der Genexpression im Innenohrist im klinisch di-
agnostischen Umfeld weniger relevant, ist aber bei der Identifikation
neuer Schwerhdrigkeits-Gene von wesentlicher Bedeutung. Tradi-
tionelle Expressionsdatenbanken enthalten eine Vielzahl von Gewe-
ben, aber keine Informationen tiber die Expression von Genenim In-
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nenohr. Um dieses Defizit auszugleichen, sind eine Reihe von Daten-
banken entstanden, die sich auf die Expression von Genen im
Innenohr spezialisiert haben. Die ,,Shared Harvard Inner-Ear Labora-
tory Database” (SHIELD) [99] nutzt die RNA-Sequenzierung, um
einen Uberblick iiber die Genexpression von 4 Entwicklungsstadien
(E16, PO, P4 und P7) der Maus-Cochlea und Utrikel zu erhalten. Eine
weitere Datenbank namens ,,gEAR Portal“ [100] enthdlt Genexpres-
sionsinformationen aus verschiedenen Entwicklungsstadien der
Maus sowie Zebrafische. Expressionsmuster fiir das humane Innen-
ohr sind nur fragmentarisch vorhanden.

8. Hochdurchsatz-Sequenzierungsanalyse

Fiir Facharzte der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, die keine eigenen
praktischen Erfahrungen in der genetischen Datenanalyse haben, ist
es eine Herausforderung, die unterschiedlichen Verfahren der Hoch-
durchsatzsequenzierung in ihrer diagnostischen Validitat einzuord-
nen. Die Diskussion um falsch-positive Ergebnisberichte zeigt [101],
dass die Varianteninterpretation sehr komplex ist. Der ndchste Ab-
schnitt zielt darauf ab, die wichtigsten Schritte zu entmystifizieren,
zu vereinfachen und darzustellen wie Hochdurchsatz-Sequenzie-
rungsdaten aktuell verarbeitet und analysiert werden.

Gen-Panel-, Exom- und Genom-Sequenzierungsdaten bestehen
aus Millionen von Ablesungen (engl.: ,reads“), die in einer FASTQ-
Datei enthalten sind. Jede Probe hat 2 FASTQ-Dateien (read 1 und
read 2), die die bidirektionale Ausrichtung der Sequenzierung dar-
stellen (> Abb. 10). Diese Dateien enthalten auch Basisaufruf- und
Qualitatsinformationen und werden als Sequenzeingabe fiir die Aus-
richtung oder Abbildung auf die menschliche Referenzgenom-
sequenz verwendet. Bei der Ausrichtung werden die Millionen von
Ablesungen von kurzen DNA-Abschnitten an der richtigen Stelle des
menschlichen Referenzgenoms organisiert. Die Visualisierung der
Leseausrichtung kann die Tiefe oder Abdeckung pro Basis anzeigen,
d.h. die Anzahl der Ablesungen an jeder Basisposition (> Abb. 10).
Nach dem Ausrichten der Ablesungen werden Varianten aufgerufen,
die dann einer sogenannten Variantenfilterung unterzogen werden,
die benutzerdefinierte Parameter verwendet, um die fiir die manu-
elle Analyse verbleibenden Varianten zu reduzieren (> Abb. 11).

Die Variantenfilterung kann auf eine Teilmenge von Genen be-
schrankt werden, z. B. auf diejenigen, die an autosomal-rezessiven
oder autosomal-dominanten Horverlust-Genen beteiligt sind, wenn
das familidre Vererbungsmuster klar genug ist, um dies zu unterschei-
den. Ebenfalls von groBem Interesse sind Varianten in und neben der
kodierenden Sequenz, sodass in der Regel ein Filter verwendet wird,
um intronische Varianten zu entfernen, die moglicherweise nicht von
Interesse sind. Obwohl in den Vor- und Nachbearbeitungsschritten
bereits eine Reihe von Qualitdtskontrollschritten durchgefiihrt wer-
den, verbleiben viele Varianten niedriger Qualitdt in den Daten, die
durch die Anwendung von Qualitdtsgrenzen entfernt werden miissen.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Filterung gegen niedrige Al-
lelfrequenzen (engl.: minor allele frequencies; MAFs). MAFs werden
berechnet als die relative Haufigkeit des weniger hdufigen (kleinen)
Allels oder der Variante in den Allelen, die in einem Pool von sequen-
zierten Individuen identifiziert wurden. Zum Beispiel identifiziert
eine bestimmte Population mit 50 Individuen eine Person mit einer
heterozygoten Variante. Fiinfzig Personen haben jeweils 2 Allele, also
insgesamt 100 Allele. Die MAF wiirde wie folgt berechnet werden [1

Vona B et al. Big data in der... Laryngo-Rhino-Otol 2019; 98: S32-557



Terminologie der Hochdurchsatz-Sequenzierung:

Intron

[ Eon |

Intron

1 Exon [

Amplicon g

. = betroffen, ¢
O = nicht betroffen, ¢

Stammbaumlegende:

. = betroffen,s
|:| = nicht betroffen,&

Anlagerung an die

\ / Referenz-Sequenz
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» Abb. 10 Hochdurchsatz-Sequenzierung am Beispiel der G/B2 c.35delG-Deletion. a Eine visuelle Darstellung einiger Merkmale der Hochdurchsatz-
Sequenzierung. b Stammbaum einer Familie, mit normal hérenden Eltern und 2 betroffenen Kindern. Frauen werden durch Kreise dargestellt. Man-

ner werden durch Quadrate dargestellt. Das Symbol + steht fiir die normale DNA-Sequenz, das Symbol -

fir die Deletion. + /- zeigt eine Person, die

heterozygot ist und -/- zeigt eine Person, die homozygot fiir die c.35delG-Deletion ist. Unterhalb des Stammbaums sind reprasentative Sanger-
Sequenzierungsbilder mit der heterozygoten und homozygoten Deletion dargestellt. Eine Visualisierung von c.35delG mit Sequenzierung zeigt
homozygote c und heterozygote d Deletionen. Die Deletion wird durch eine Liicke in der gelesenen Farbfolge dargestellt. Diese Bilder wurden mit

dem Integrative Genomics Viewer [1] von gnomAD visualisiert.

Wechselalternatives Allel]/[100 Allele gesamt] fiir eine Haufigkeit
von 0,01 (1 %) bei den getesteten Personen. Die Einstellung optima-
ler MAF-Schwellenwerte ist wichtig, um haufige Varianten, die wahr-
scheinlich gutartig sind, deutlich zu reduzieren [42] . Optimale MAF-
Schwellenwerte fiir Horverlust wurden in groBen Kohorten aus meh-
reren Labors evaluiert, die Expertenempfehlungen ermdoglicht
haben. MAF-Schwellenwerte werden als <0,00007 (0,007 %) fiir Va-
rianten in autosomal-rezessiven Horverlustgenen und<0,00002
(0,002 %) fiir Varianten in autosomal-dominanten Hoérverlustgenen
empfohlen [102].

Ein weiterer gdngiger Filterparameter ist die Auswahl des Varian-
tentyps. Durch die Auswahl von nicht-synonymen Varianten (,,mis-
sense, splice, indel, stop gain und stop loss, sowie start gain und start
loss*) wiirden bspw. alle synonymen Varianten entfernt, obwohl sy-
nonyme Varianten fir die Beeinflussung der ,,SpleiBlandschaft“ von
Interesse sein kdnnen, welche die Proteinfunktion stark beeintrach-
tigen kdnnte. Ein weiterer Filterschritt besteht darin, jede Variante
mithilfe verschiedener Pathogenitdtsvorhersage-Tools zu analysie-
ren und zu dokumentieren, ob die Vorhersageergebnisse jede Vari-
ante als pathogen oder gutartig bewerten. Wéahrend nicht jede Va-
riante in gut untersuchten Genen in klinisch orientierten Varianten-
datenbanken dokumentiert ist, werden diese Datenbanken

Vona B et al. Big data in der... Laryngo-Rhino-Otol 2019; 98: $32-S57

referenziert, um festzustellen, ob eine bestimmte Variante bereits
bei einem Patienten interpretiert wurde.

Auch die Konservierung von Nukleotid- und Aminosduresequen-
zen wird berticksichtigt, da Varianten, die hochkonservierte Nukleo-
tide und Aminoséuren betreffen, a priori wahrscheinlich eher patho-
gensind [103]. PhyloP-Scores messen durch den Vergleich mehrerer
Arten den Grad der evolutiondren Konservierung in Nukleotiden,
indem sie beurteilen, ob die Substitutionsraten langsamer oder
schneller als erwartet sind [104]. Die phyloP-Werte reichen von — 14
(nicht konserviert) bis 6,4 (hochkonserviert). Grantham-Distanzen
bewerten den evolutiondren Abstand zwischen 2 Aminosauren unter
Berticksichtigung der biochemischen und physikalischen Eigenschaf-
ten von Aminosauren und reichen von 0 bis zu einem maximalen Ab-
stand von 215. Je weiter 2 Aminosduren voneinander entfernt sind,
desto geringerist deren ,,Austauschbarkeit“ und desto héherist die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Austausch von Aminosauren pathogen
ist[105, 106].

SchlieBlich kann die Festlegung von vordefinierten , Allel-
Balance“-Werten (Verhdltnis der Anzahl der Ablesungen mit der Va-
riante zur Anzahl der Ablesungen mit der Referenzbasis) je nach Ver-
erbung Varianten zeigen, die homozygot oder heterozygot erschei-
nen. Es wird erwartet, dass 50 % der Ablesungen eine Variante zeigen
wiirden, wenn eine heterozygote Variante vorhanden ist, obwohl
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Hochdurchsatz Sequenzierdaten (big data)

* —
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» Abb. 11 Schema zur Hochdurchsatz-Sequenzierungsanalyse mit Variantenfilterung von Hochdurchsatz-Sequenzierungsdaten und Folgeschritten.

diese , Allel-Balance“ bei Ablesungen hoher Qualitdt hohe Abwei-
chungen aufweisen kann. Bei einer homozygoten Variante wird er-
wartet, dass 100 % der Ablesungen die Variante zeigen. Die Sanger-
Sequenzierung wird zur Validierung von Varianten empfohlen, die
»Allel-Balance“-Werte aufweisen, die von den akzeptierten Grenzen
(engl: ,Cutoffs*) abweichen [49] .

Nachdem die Varianten im Rahmen der Anamnese des Patienten,
durch Segregationstests oder durch Test von zusdtzlichen betroffe-
nen oder nicht betroffenen Familienmitglieder analysiert und erheb-
lich reduziert worden sind, kénnen Fehlinterpretationen von Varian-
ten vermieden werden.

9. Beispiel einer Variantenanalyse aus GJB2

Eine europdische Familie mit nicht betroffenen Eltern fragt geneti-
sche Tests fiir ihre beiden Kinder an (> Abb. 10b), die jeweils einen
angeborenen, hochgradigen Horverlust aufweisen. Das Vererbungs-
muster in dieser Familie scheint einem autosomal-rezessiven Mus-
terzu folgen. Nach der genetischen Untersuchung stellt sich heraus,
dass die Kinder im Gen GJB2 im homozygoten Zustand eine einzige
Nukleotiddeletion (c.35delG) haben, wéahrend ihre Eltern beide he-
terozygot sind. Diese Deletion ist die hdufigste Ursache fiir genetisch
bedingten Horverlust in Europa. Die Hochdurchsatz-Sequenzie-
rungsdaten zeigen, dass die betroffenen Kinder homozygot sind,
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wobei 100 % ihrer Ablesungen die Deletion zeigen (> Abb. 10c). Die
nicht betroffenen Eltern sind heterozygot, wobei etwa die Hdlfte
ihrer Ablesungen die Deletion und die andere Halfte die korrekte Se-
quenz zeigt (> Abb. 10d). Die GJB2-Genexpression ist gut untersucht,
sieistin den Stiitzzellen und den Haarzellen des vestibuldren und coch-
ledren Epithels wahrend mehrerer Entwicklungsstadien der Maus vor-
handen. Obwohl dieses Gen und diese Variante gut charakterisiert
sind, liefert es ein gutes Beispiel dafiir, wie wichtig es ist, Expertenricht-
linien fiir die Variantenfilterung anzuwenden, um nicht einen poten-
ziell signifikanten Befund zu tibersehen, sondern auch eine korrekte
Assoziation zwischen Variante und Erkrankung zu gewahrleisten.

» Tab. 3 zeigt eine Zusammenfassung der Informationen aus den
verschiedenen Ressourcen, die fiir die Variantenanalyse verwendet
werden. GJB2 kodiert das gap-junction-beta-2-Gen, das am besten
fur nicht-syndromalen Horverlust (DFNB1A) bekannt ist, aber auch
mit autosomal-dominantem nicht-syndromalem Horverlust
(DFNA3A) assoziiert ist. Dariiber hinaus ist G/B2 mit einer Reihe von
autosomal-dominanten Syndromen wie dem Bart-Pumphrey-Syn-
drom, dem Hystrix-like-Ichthyosis-Taubheits-Syndrom, dem Kerati-
tis-Ichthyosis-Taubheits-Syndrom, Keratoderma und Palmoplantar
mit Taubheit und dem Vohwinkel-Syndrom verbunden. Es gibt der-
zeit iber 400 bekannte Varianten fiir das Gen GJB2, die in HGMD [43]
dokumentiert sind, wobei das c.35delG die haufigste Variante bei
nicht-syndromalen Horverlust ist. Diese Variante hat eine MAF von
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> Tab. 3 Ein Beispiel fiir eine abweichende Interpretation der homozygoten Deletion von GJB2 c.35delC.

Datenbank

GeneCards

Hereditary Hearing Loss
Homepage

OMIM

dbSNP
GME
EXAC

EVS
gnomAD

Iranome

ClinVar

The Connexin-deafness
Homepage

DVD
HGMD
LOVDv. 3.0

CADD
MutationTaster
PolyPhen-2
SIFT

Human Splicing Factor
GeneSplicer
MaxEntScan

NNSPLICE

phyloP

Grantham distance

gEAR Portal

SHIELD

AudioGene

Informationen

GJB2-Informationen

Gap Junction Protein Beta 2; assoziiert mit Vohwinkel-Syndrom und Keratodermie, palmoplantar mit Taubheit, sowie autosomal-
dominant (DFNA3A) und autosomal-rezessiv (DFNB1A) Horverlust.

DFNA3A, DFNB1A

Gap Junction Protein beta-2; beteiligt am Bart-Pumphrey-Syndrom, autosomal-dominant (DFNA3A) und autosomal-rezessiv
(DFNB1A) nicht-syndromaler Horverlust, Hystrix-like-Ichthyosis-Taubheit-Syndrom, Keratitis-ichthyosis-Taubheitssyndrom,
Keratodermie und palmoplantar mit Taubheit und Vohwinkel-Syndrom.

Allelfrequenz Analyse der c.35delG-Variante
MAF =0,002; Klinische Bedeutung: pathogen
Gesamtanzahl der Allele (Varianten): 5, keine homozygoten Individuen in 1.984 Allelen (992 Individuen); MAF = 0,00252

Gesamtanzahl der Allele (Varianten): 733, einschlieRlich 3 homozygoter Individuen in 121.352 Allelen (60.676 Individuen);
MAF=0,00604

Gesamtanzahl der Allele (Varianten): 93, keine homozygoten Individuen in 12.425 Allelen (6.212 Individuen); MAF = 0,00748

Gesamtanzahl der Allele (Varianten): 1.721, darunter 10 homozygote Individuen in 275.002 Allelen (135.501 Individuen);
MAF=0,006258

Gesamtanzahl der Allele (Varianten): 3, keine homozygoten Individuen in 1.600 Allelen; MAF = 0,00187575
Klinisch orientierte Datenbanken zur Varianteninterpretation

Klinische Bedeutung: Pathogen von 26 Einsendern, keine Konflikte bei der Interpretation der unterschiedlichen Pathogenitat.
Bedingungen: Taubheit, autosomal-rezessiv 1A, verstimmelnde Keratodermie, Hystrix-like-Ichthyosis-Taubheit-Syndrom,
autosomal-dominante Keratitis-ichthyosis-Taubheitssyndrom, Keratodermie palmoplantdrer Taubheit, Knochelpolster, Taubheit
und Leukonychie-Syndrom, Taubheit, autosomal-dominant 3a, digene G/B2/GJB6 Taubheit, nicht-syndromaler Horverlust und
Taubheit, Horverlust, bilateraler sensorineuraler Horverlust, bilateraler leitfahiger Horverlust, schwerer sensorineuraler Horverlust,
nicht-syndromaler Horverlust, rezessiver, Taubheit

Autosomal-rezessive nicht-syndromale Taubheit

Pathogener, autosomal-rezessiver, nicht-syndromaler Horverlust
Taubheit, autosomal-rezessiv 1
Pathogen
In silico Pathogenitdtsvorhersage Programme zur Variantenanalyse
Score: 24.9
Krankheit verursachend
Nicht bewertet
Nicht bewertet
Programme zur Vorhersage von SpleiRvarianten
Kein signifikanter Effekt vorhergesagt
Kein signifikanter Effekt vorhergesagt
Kein signifikanter Effekt vorhergesagt
Kein signifikanter Effekt vorhergesagt
Analyse Konservierung
Nicht bewertet
Nicht bewertet
Genexpressions-Datenbanken

Exprimiert in PO Maushaarzellen, P1 Haarzellen, Stiitzzellen und nicht-sensorischen Zellen, E16.5 und PO Maus cochledres und
vestibuldres sensorisches Epithel.

FACS-sortierte Haarzellen und Ganglienzellen: Expression in Utrikel und Cochlea embryonal und postnatal (E12, E13, E16, PO,
P6 und P15).

Audiometrisches Profilierungswerkzeug

Gen nicht enthalten

Die volle Position der G/B2 c.35delG Loschung ist Chr13(GRCh37):g. 20763686, NM_004004.5:c.35del, p.Gly12Valfs*2
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» Abb. 12 2- und 3-dimensionale Darstellungen von Audiogrammen, erstellt mit AudioGene, einem Programm zur Verarbeitung von Sequenzier-
daten und Audiogrammen durch maschinelles Lernen. Der Horverlust durch die Gene a KCNQ4, b WFST und ¢ COLT1A2 manifestiert sich mit deutlich
unterschiedlichen Audioprofilen. Bilder mit Genehmigung von Smith R] [96-98].

0,002 (0,2 %) bis 0,007 (0,7 %), je nach Datenbank. In der Literatur
sind Tragerraten von bis zu 0,0189 (1,89 %) in Europa beschrieben
[48]. Bei Einhaltung der Expertenempfehlungen zur Filterung einer
autosomal-rezessiven Erkrankung wiirde jede Variante mit einem
MAF = 0,00007 (0,007 %) aus der Analyse entfernt, wodurch auch
diese wichtige Variante entfernt wiirde. Fiir die Entstehung der
c.35delG-Deletion wird ein sogenannter Griindereffekts (engl.:
~founder effect”) vermutet. Hier stammt die Variante von einer ein-
zelnen Person, die sie an Nachkommen weitergegeben hat [107].
Viele Varianten von Horverlust konnen als Griindermutationen klas-
sifiziert werden, die besonders hohe MAFs aufweisen kdnnen. Diese
alten Varianten, die vor vielen tausend Jahren entstanden sind, wur-
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den durch Zeit und Raum getragen. Deshalb enthalten Analysericht-
linien auch eine Liste von Genen, die MAF-Cutoff-Empfehlungen
nicht einhalten. Auch GJB2 gehort zu den Genen, fiir die Ausnahmen
gelten. Bei genauerer Betrachtung der ,gnomAD*“-Varianten werden
insgesamt 1721 Varianten unter 275002 Allelen (132501 Individu-
en) mit Sequenzierungsdaten zu dieser Position gemeldet. In dieser
Datenbank sind auch 10 homozygote Patienten erfasst, die keine
schweren Kinderkrankheiten hatten und deren Verwandte ersten
Grades gesund waren. Da der Horverlust durch die c.35delG-Deletion
sehrfriih im Leben auftritt, ist zu erwarten, dass diese Personen nicht
in die Datenbank aufgenommen werden. Die Entwickler der Daten-
bank weisen jedoch darauf hin, dass einige Personen mit schwerer
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Erkrankung, die in einer geringeren Haufigkeit als in der Allgemein-
bevolkerung [1] auftritt, falschlicherweise in die Datenbank aufge-
nommen wurden. Dies ist eine wichtige Erkenntnis, die bei der Ver-
wendung verschiedener Allelfrequenz-Datenbanken zu beachteniist.
Sie er6ffnet aber auch die Mdglichkeit fiir mehrere Erkldrungsversu-
che. Bei unvollstandiger Penetranz kann z. B. auch bei Normalhéren-
den eine Deletion nachgewiesen werden. Fiir diese spezielle Varian-
te ist dies unwahrscheinlich, wurde aber fiir 2 weitere Varianten in
GJB2 (p.Met34Thr und p.Val37lle) [102] festgestellt. Es konnte auch
bedeuten, dass ein Horverlust bei diesen Personen nach der Rekru-
tierung auftrat, was nicht riickverfolgbar ist.

Die klinisch orientierten Datenbanken wie ,The Connexin-deaf-
ness Homepage*“ [108], die DVD [42], HGMD [43], und LOVD v.3.0
[93] stimmen darin Giberein, dass diese Variante pathogen ist, mit
einem mdglichen Vorbehalt. ClinVar zeigte 27 Eintrage flir diese De-
letion. Elf spezifizierte autosomal-rezessive nicht-syndromale Hor-
verluste und 11 weitere hatten Eintrdge mit der Auflistung ,Horscha-
den“ oder ,nichtvorhanden“, was bedeutet, dass die Einsender keine
Bedingung oder Vererbungsart angegeben haben. Drei ClinVar-Zu-
sender gaben an, dass diese Variante an einem autosomal-dominan-
ten Horverlust beteiligt sei (Einreichungen: SCV000487402.1,
SCV000700274.1 und SCV000536698.1). In einem dieser Beitrage
wurden mehrere autosomal-dominante syndromale Formen von
Horverlust und autosomal-rezessivem nicht-syndromalem Horver-
lust erwdhnt (SCV000536698.1) und ein anderer Antragsteller fiihr-
te an, dass diese Variante mit autosomal-dominanten Syndromen
assoziiert sei. Ein letzter Eintrag listete diese Variante als an digener
Taubheit beteiligt auf (G/B2/GJB6) (SCV00000038810.5). Nach die-
sen Angaben ware auch die M&glichkeit eines autosomal-dominan-
ten Horverlustes bei den Tragereltern erhdht. Fiir den Laien kdnnen
solche ClinVar-Eintrdge Verwirrung in der Interpretation stiften.

Nur 2 der 4 beschriebenen Pathogenitatsvorhersage-Tools sind
in der Lage, diese Deletion zu bewerten. PolyPhen-2 und SIFT liefern
Vorhersagen tiber Substitutionen. Der CADD-Score [109] fiir diese
Deletion betragt 24,9, d. h. er liegt maximal bei etwa 0,5 % der schad-
lichen Variationen im menschlichen Genom. ,MutationTaster* hat
diese Deletion als krankheitsverursachend eingestuft. Es wird nicht
vorhergesagt, dass die SpleiRung durch diese Anderung signifikant
beeintrachtigt wird. Die Analyse der Konservierung des Nukleotids
(phyloP) und der Aminosaure (Grantham-Distanz) kann nur Substi-
tutionen und nicht Deletionen beurteilen, sodass diese nicht in der
Lage sind, bei der Interpretation zu helfen.

Nattirlich kénnen Kliniker anhand von Literatur und klinischen Do-
kumenten tiber den Zusammenhang der c.35delG-Deletion bei G/B2
mit Horverlust die Kinder mit GJB2-assoziiertem Horverlust und die
Eltern als Trager sicher diagnostizieren, was fir Wiederholungsbe-
rechnungen bei erneutem Kinderwunsch hilfreich sein kann.

10. Vom Genom zum Phanom

Nach der auRergewdhnlichen Leistung des Humangenomprojektes,
die Referenzsequenz des menschlichen Genoms zu liefern, ergaben
sich viele Herausforderungen in Bezug auf die effektive Anwendung
dieses Wissens auf Erbkrankheiten. Die Kenntnis der ,Anatomie“ des
menschlichen Genoms kann keine direkte Aussage (iber die in den
Genotypen kodierten Phdnotypen machen. Da jedoch ein Grol3teil
der Theorie und Praxis der Medizin mit einem Phanotyp beginnt, war
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es sinnvoll, das Wort ,,Phdnom* kurz nach der Beschreibung des Ge-
noms einzufiihren [110].

Die Phdnomik erfasst den natiirlichen Verlauf einer Krankheit und
beschreibt das genaue Spektrum der Krankheitssubtypen und -kom-
plikationen sowie weitere phénotypische Informationen [111]. Ana-
log dazu zielt die Phanomik darauf ab, die gleichen zentralisierten,
gut etablierten, vernetzten und konsolidierten Strategien zur Be-
schreibung des natiirlichen Verlaufs aller Phanotypen, die die Geno-
mik bereits flir Annotationen, Methoden und Standards fiir die genaue
Beschreibung jedes genomischen Elements besitzt, zur Verfiigung zu
stellen [112]. Die effektive Umsetzung von phdanombasierten For-
schungsansdtzen erfordert neue Informatik- und Datenanalysestra-
tegien [113]. Die Entwicklung der ,Human Phenotype Ontology*
(HPO) Datenbank bietet eine standardisierte Terminologie phano-
typischer Anomalien zur Rationalisierung der ,phanotypischen” Dif-
ferenzialdiagnostik [114]. Die HPO hat derzeit Giber 13000 Begriffe
und Giber 156 000 Eintrdge zu Erbkrankheiten und hat sich als leis-
tungsfahiges Werkzeug zur Verbesserung der Exom- und Genom-
analyse erwiesen. Durch die Integration von HPO-Terminologie, die
eine rationalisierte , tiefe Phanotypisierung” (engl.: deep phenoty-
ping) von Patienten ermdglichte, konnten im NIH ,,Undiagnosed Di-
sease Program“ undim ,,Undiagnosed Diseases Network* die mole-
kulare Diagnose verbessert werden. Die erneute Analyse von Exom-
Sequenzierungsdaten von bisher ,nicht diagnostizierbaren®
Patienten hatte die diagnostische Lsung von zusdtzlichen 10-20 %
der Patienten zur Folge [115, 116]. Die HPO-Datenbank enthalt der-
zeit Giber 1600 Ergebnisse mit dem Wort ,Horverlust”. Eine spezifi-
sche Terminologie konnte die Liste der genetischen Erkrankungen
mit Horverlust schnell von 1600 auf mehrere Dutzend eingrenzen.
Die Kenntnis des gesamten Phdnotyps versehen mit einer optimier-
ten Terminologie kann die Genomanalyse erheblich erleichtern.
HPO-Begriffe werden derzeit in Bioinformatik-Pipelines der Hoch-
durchsatz-Sequenzierung integriert, um die Analysegeschwindig-
keit bei Patienten mit pathogenen Varianten in bereits identifizier-
ten und charakterisierten Genen deutlich zu erhéhen.

Horverlust hat die besondere Herausforderung einer ausgeprag-
ten klinischen Heterogenitdt des Phanotyps. Auch bei Personen in
der gleichen Familie, die die gleiche Variante segregieren, kann ein
heterogener Phdnotyp die genaue Charakterisierung des Horver-
lusts erschweren. Durch die Untersuchung einer groBen Anzahl von
Patienten mit Horverlust mit pathogenen Varianten im gleichen Gen
konnten mehrere Gene identifiziert werden, die robuste Assoziatio-
nen aufweisen. Dies wurde insbesondere bei autosomal-dominan-
tem Horverlust untersucht und hat zur Entwicklung eines Tools ,, Au-
dioGene“ gefiihrt [96, 98]. Dieses auf ,machine learning*“ basierende
Programm analysiert audiologische Profile von Patienten mittels eines
computergestiitzten Clustering-Algorithmus und priorisiert die wahr-
scheinlichsten Gene fiir autosomal-dominanten Horverlust fiir das
Mutationsscreening. Beim Vergleich der pradiktiven Leistung von ,,Au-
dioGene“ mit einer Expertengruppe, die die wahrscheinlichsten auto-
somal-dominanten Gene auflistet, die an Patienten mit verfiigbaren
Audiogrammdaten beteiligt sein konnten, Gbertraf ,,AudioGene* die
Expertengenvorhersage um 33 % [96]. Die Weiterentwicklung von
~AudioGene* fiigt dem Audioprofil nun eine dritte Dimension hinzu:
das Alter [98]. Dieses zusatzliche Merkmal ist von klinischer Bedeu-
tung fiir den autosomal-dominanten Horverlust, da die meisten For-
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men des dominanten Horverlustes progressiv sind. Das Alter wird
leicht durch Farbe auf einer 3-dimensionalen Oberflache visualisiert.
Die drei in » Abb. 12 gezeigten Beispiele zeigen die zwei- und
dreidimensionale Darstellung der Gene KCNQ4 (DFNA2A), WFST
(DFNA6/14/38) und COL11A2 (DFNA13). Die AudioGene Profile in 2-
und 3-dimensionalen Formen des Gens KCNQ4 zeigen einen charak-
teristisch progressiven, hochfrequenten Horverlust (> Abb. 12a).
Vergleicht man dies mit den Audioprofilen fiir die Gene WFS1 mit
progressivem, niederfrequentem Horverlust (> Abb. 12b) und CO-
L711A2 mitrelativ stabilem Mittelfrequenz- und progressivem, hoch-
frequentem Horverlust (> Abb. 12c), kann man sich vorstellen, wie
stark dies fiir die Vorhersage der zugrundeliegenden genetischen Fak-
toren sein kann, die bei einer genetisch heterogenen Erkrankung wie
Horverlust hilfreich sind. Dieses Tool bietet eine diagnostische Strate-
gie zur Unterstiitzung genauer genetischer Tests und ist ein Beispiel
fir die Verkniipfung von audiologischen ,big data“ mit der Genetik.

11. Die Perspektiven der Hochdurchsatz-
Sequenzierung

,Big data“ hat das Gebiet der Diagnostik genetischer Schwerhdrigkeit
revolutioniert. Moderne Sequenzierverfahren haben das Potenzial,
wichtige medizinische Diagnosen zu entschliisseln, und so die Patien-
tenversorgung erheblich zu beeinflussen und die personalisierte Medi-
zin zu unterstiitzen. Das Feld zeichnet sich aktuell durch standige groRe
Fortschritte aus und nicht jede Variante in unserem Genom ist derzeit
bekannt und wird richtig verstanden. Die Aussage von Cynthia C. Mor-
tons American Society of Human Genetics Presidential Address im Jahr
2014 betonte, dass wir unsim gegenwartigen Zustand der Genetik ge-
rade an einem besonderen Punkt befinden: ,,we find ourselves building
the plane aswe are flyingit“[117]. Esist einfach die Unsicherheiten des
Gebiets von ,,big data“ als Zeichen zu interpretieren, dass das Gebiet
wenig Nutzbares zu bieten hat. Aber die Wahrheit ist, dass die Genomik
wabhrscheinlich eine immer gréRere Rolle in der Patientenversorgung
spielen wird. Eines Tages werden wir hoffentlichin der Lage sein, fast alle
Patienten auf molekulargenetischer Grundlage zu diagnostizieren, sogar
solche mit hdchst-seltenen genetischen Stérungen.

Es ist schwer vorauszusehen, ob in der Zukunft jedes Neugebore-
ne bei der Geburt einem genetischen Screening unterzogen wird, um
Betroffene zuidentifizieren, bevor die Symptome auftreten. Das Scree-
ning kann von gezielten Gen-Panels bis hin zur Genomsequenzierung
reichen, um die falsch-positive-Rate zu reduzieren, die z. B. beim Stoff-
wechsel- und Hérscreening von Neugeborenen auftreten kann. Die
Beflirworter der Genomik sehen in dieser Technologie ein groRes Po-
tenzial, das die Voraussetzungen fiir eine lebenslange personalisierte
medizinische Versorgung schafft. Dies kdnnte zusatzliche Informatio-
nen bei gefdhrdeten Personen unter bestimmten Bedingungen bie-
ten. Eine rigorose Erforschung der medizinischen und ethischen Im-
plikationen wird hoffentlich die vorteilhaftesten Wege aufzeigen und
gleichzeitig die Wiinsche und Rechte der Patienten respektieren.

Die genetische Landschaft des Horverlustes ist noch lange nicht
vollstdndig charakterisiert und fiir jede ,,Bekannte* scheint es eine
lange Liste von ,Unbekannten* zu geben. Patienten, profitieren von
der molekulargenetischen Diagnose, gewonnen aus der massenhaf-
ten Zusammenfiihrung multidisziplindrer groRer Datenmengen. Pa-

S54

tienten ohne genetische Diagnose trotz genetischer Diagnostik kon-
nen in der Zukunft die genetische Untersuchung wiederholen. Mit
der Weiterentwicklung der Genomdaten und ,,big data“ Methoden
kénnen zunehmend Gene identifiziert und charakterisiert werden.
Eines Tages kann es dadurch maoglich sein, dass jeder Betroffene rou-
tinemaRig seine genetische Diagnose erhalt.

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Eine genetische Untersuchung in Form einer Gen-Diagnostik
sollte nach Anamnese, korperlicher Untersuchung und
audiologischer Untersuchung fiir die Diagnose einer
Schwerhorigkeit erfolgen. Eine Gen-Diagnostik kann
nachfolgende diagnostische Verfahren, die invasiv sein
konnten, vermeiden. Die Gen-Diagnostik erlaubt es, den
Patienten und seine Familie beziiglich Therapieoptionen und
Familienplanung zu beraten. Diese bilden die Grundlage fiir
die Entwicklung einer personalisierten Medizin und in Zukunft
einer moglicherweise maRgeschneiderten Pharmakotherapie
oder einer individuellen molekularen Therapie.
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