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Diese Handreichung ist als Hinweis fur die Implementierung des Whole Exome Sequencing (WES)
und des Whole Genome Sequencing (WGS) nach DIN ISO EN15189 formuliert worden. Sie stellt eine
Sammlung von Aspekten dar, die bei der Erfiillung der Normanforderungen helfen sollen. Sie spiegelt
den Stand der Diskussionen zum Zeitpunkt der Erstellung wider und hat keinen Anspruch auf Vollstan-
digkeit. Riickmeldungen und Vorschlége fiir Erweiterungen und Anderungen sind daher willkommen
und kénnen an die GfH-Geschéftsstelle gerichtet werden.

Begriffsbestimmungen

Die Begriffe WES und WGS werden hier beispielhaft fur alle analytischen Verfahren der Massiv-Paral-
lelen Sequenzierung verwendet, bei denen eine Auswahl/Eingrenzung der zu untersuchenden Gene
nicht primar auf der Basis von klinischen Befunden erfolgt/méglich ist (wie es z.B. bei der Zusammen-
stellung eines Gen-Panels der Fall ist). Vielmehr zielt der WES- bzw. WGS-Ansatz auf die Analyse der
Gesamtheit aller annotierten Gene bzw. der Gesamtheit des humanen Genoms ab. Das ,Clinical
Exome*” (Mendeliom) umfasst alle Gene, fir die eine klinische Relevanz/ein monogener Erbgang be-
legt ist. Alle Aussagen zu WES und WGS gelten im Folgenden sinngemal auch fur ,Clinical Exome*
und ,Mendeliom*.

Im Sinne der Norm und der Anlage zur Akkreditierungsurkunde ist der Begriff ,Analyt* als die Summe
aller analysierten Genbereiche zu definieren. Diese Definition erfolgt einerseits durch die Angaben des
Herstellers des Anreicherungs-Kits (Angabe der genauen Bezeichnung und Version), andererseits
durch die Einschrankungen, die sich ggf. im Rahmen der Etablierung/Verifizierung ergeben haben
(z.B. durch eine Negativliste der nicht ausreichend abgedeckten Bereiche).

Anwendungbereiche

WES bzw. WGS kénnen einerseits als einheitliche nass-chemische Workflows eingesetzt werden, die
die Daten fur die Auswertung von ,bio-informatischen®/virtuellen Sub-Panels liefert, die sich auf ver-
schiedene klinisch fassbare Fragestellungen beziehen. Fir diese klinisch eindeutig eingrenzbaren
Fragestellungen sind vorab auf den Untersuchungsanlass bezogene Core-Gene zu definieren. Pro
Fall muss die KBS in Abhangigkeit von der Indikation/dem Untersuchungsanlass Typ A-C-Gene defi-
nieren, fur die sie die erforderliche Coverage pro Base definieren muss (siehe Bauer et al.).

Andererseits kdnnen WES und WGS auch zur Abklarung der mdglichen genetischen Ursachen einer
komplexen, aber a priori nicht einzuordnenden Symptomatik/klinischen Entitat auch als ,first line“-Ana-
Iytik verwendet werden.

Anforderungen fur die Akkreditierung

Das Personal der KBS muss Erfahrungen im Bereich der NGS-Analytik vorweisen kdnnen. Neben der
beruflichen Qualifikation (z.B. FA fir Humangenetik oder Fachhumangenetiker) ist eine mehrjahrige
diagnostische Erfahrung in der molekulargenetischen Analytik von Sequenzveranderungen fir gene-
tisch heterogene Erkrankungen (incl. der Auswertung und Variantenbewertung) erforderlich.

Die Verifizierung/Validierung der gesamten NGS-Workflows soll mit Hilfe von geeignetem Referenz-
material erfolgen, dessen Variantendatensatze allgemein zugénglich sind, z.B. Genome-in-a-bottle-
Proben.



WES/WGS:

Dabei sollen alle Typen von molekularen Varianten, Gber die berichtet werden soll, berticksichtigt
werden (z.B. SNVs und CNVs).

Spezifitat und Sensitivitat des WES/WGS im Gesamtablauf sind zu ermitteln, z.B. anhand der
Gene fur ausgewahlte und/oder haufige Fragestellungen.

Zur Ermittlung der Robustheit des Gesamtverfahrens sollen Inter- und Intra-Assay-Vergleiche
durchgefihrt werden.

Es ist eine Risikoabschatzung einer méglichen Probenvertauschung vorzunehmen, ggf. ist eine
orthogonale Methode anzuwenden (Probenidentifikationspriifung z.B. durch ein SNP-Panel).

Die Ergebnisse der Verifizierung/Validierung sind nachvollziehbar zu dokumentieren und von ver-
antwortlichem Personal vor der Freigabe zu bewerten.

Relevante Anderungen sowohl der Laborprozesse als auch der bioinformatischen Module incl.
der Pathogenitatsbewertung miissen dokumentiert werden. Bei signifikanten Anderungen ist eine
erneute Validation des Gesamtprozesses notwendig.

Die Leistungskenndaten des Gesamtverfahrens, die in der Verifizierung ermittelt wurden, missen
den Einsendern auf Anfrage zur Verfliigung gestellt werden.

Die Kiriterien fiir die technische Freigabe eines NGS-Ansatzes sind auf der Basis der Verifizierung
zu definieren und fir jeden Lauf zu prifen. Dazu gehoéren u.a. die minimal erforderliche Abdeckung
pro Base (Coverage-Analyse) und die Ermittlung der nicht abgedeckten Bereiche, die in den Befund-
bericht aufzunehmen sind.

Die auf der Basis von NGS-Daten erstellten Befundberichte miissen Angaben (ber die eingesetzte
Methodik (Chemie, Gerate, Bioinformatik), Qualitdtsparameter und Pathogenitatsbewertung enthalten.

Unabhangig von der Darstellung der NGS-Analytik in der Anlage zur Akkreditierungsurkunde muss die
KBS die Zusammensetzung von virtuellen Gen-Panels in der ,,aktuellen Liste der Verfahren im (fle-
xiblen) Geltungsbereich“ der validierten Analyten fihren.

Ringversuche und Laborvergleiche

Teilnahme an methodischen Ringversuchen im Bereich NGS zum Vergleich der technischen
Leistungskenndaten (z.B. Coverage, Wiederfindungsrate von Varianten etc.).

Wenn mdoglich, Teilnahme an indikationsspezifischen Ringversuchen fir genetisch heterogene
Erkrankungen (z.B. HBOC). Neben den Qualitatsparametern der Analyse und der Liste der
ermittelten Varianten sollten solche RVs auch die Interpretation der Varianten und die Abfas-
sung eines Befundberichts umfassen.

Falls keine geeigneten Ringversuche zur Verfliigung stehen, sollen Laborvergleiche durchge-
fuhrt werden, die sich an den Kriterien fir RVs orientieren.
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