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Zusammenfassung

Viele in Deutschland lebende Menschen haben einen eigenen oder familiaren Migrationshintergrund.
Mit diesen Immigranten ist eine beispiellose gesellschaftliche und kulturelle Vielfalt in unser Land
gekommen, die unser Zusammenleben unendlich bereichert. Als Folge der Einwanderung beobachten
wir aber auch eine Zunahme bestimmter Erkrankungen, die wir in der Vergangenheit kaum kannten.
Eine dieser ,neuen” Erkrankungen ist die Sichelzellkrankheit (SCD), eine gravierende angeborene
Bluterkrankung, die in Deutschland vergleichsweise selten auftritt, global gesehen aber die haufigste
monogene Erbkrankheit Gberhauptist. Die SCD kann unerkannt schon im Sauglings- oder Kleinkindalter
zum Tod, zu lebensbedrohlichen Komplikationen oder zu kdrperlicher und geistiger Behinderung fuhren.
In vielen Landern ist die SCD daher Teil der staatlichen Neugeborenenscreening (NBS)-Programme.
Als Untersuchungsmethoden kommen vor allem die Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC),
die Kapillarelektrophorese (CE) und die isoelektrische Fokussierung (IEF) zum Einsatz.

Wir konnten bereits zeigen, dass die SCD auch bei in Deutschland geborenen Kindern so haufig auftritt,
dass hierzulande ein NBS geboten wére. Ein wesentlicher Hinderungsgrund sind jedoch die Kosten, die
Uberwiegend durch die separate Messmethodik verursacht werden (v.a. Hardware,
Verbrauchsmaterialien und Personal).

Die Tandemmassenspektrometrie (MS/MS) ist als Screeningmethode fiir zahlreiche andere
Zielerkrankungen schon seit langem im Einsatz. Tandemmassenspektrometer sind daher in allen
deutschen Screeninglaboren vorhanden und das Personal ist in der Anwendung hochqualifiziert. Die
Einfihrung eines NBS auf SCD in Deutschland ware unserer Einschatzung nach sehr viel
wahrscheinlicher, wenn die MS/MS sich als probate Methode erweisen wirde. Wir und andere
Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass die MS/MS grundsatzlich zum NBS auf SCD geeignet ist.
Allerdings ist dazu eine separate Messung der Probe erforderlich, wahrend die anderen
Zielerkrankungen des NBS in der gleichen Messung detektiert werden kdnnen. Durch eine separate
Messung erhéhen sich die laufenden Kosten aber erheblich, da die doppelte Messzeit pro Probe
erforderlich ist und entsprechende Zusatzkosten entstehen.

Ziel der beantragten Studie war daher - neben der Etablierung der MS/MS im klinischen Alltag - die
Uberpriifung, ob in der gleichen MS/MS-Messung neben dem SCD-Screening auch ein Screening auf
Tyrosindmie und Biotinidasemangel moglich ist. Beide Erkrankungen sind bereits im deutschen NBS-
Programm enthalten, werden aber aktuell noch mit separaten Methoden untersucht. Durch eine
Bindelung in einer Untersuchung koénnten die Kosten deutlich gesenkt werden, was die Einfihrung
eines SCD-Screenings unter 6konomischen Aspekten erheblich wahrscheinlicher machen wirde.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten wir mehr als 100.000 Neugeborene auf eine SCD
screenen. 50.000 Kinder wurden auferdem auf Tyrosinamie und Biotinidasemangel untersucht.

Dabei wurden zwoélf Kinder mit einer SCD, finf mit einem partiellen oder vollstandigen Biotinidase-
Mangel und ein Kind mit einer Tyrosindmie identifiziert. Nebenbefundlich fielen drei Kinder mit einer
beta-Thalassaemia major, einer anderen schweren Bluterkrankung auf. Bei allen Kindern wurden die
Verdachtsdiagnosen im Verlauf bestétigt. Falsch-negative Befunde sind uns bislang nicht zur Kenntnis
gekommen.

Fazit: Ein synchrones Screening auf alle drei (vier) Erkrankungen ist mittels MS/MS zuverléssig

maoglich.
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Detaillierter Bericht

Problemstellung

Die SCD ist eine Erkrankung des roten Blutfarbstoffs Hamoglobin. Sie wird autosomal-rezessiv vererbt
und ist durch das Auftreten der Hamoglobinvariante S (HbS) charakterisiert, die das normale
Hamoglobin (HbA) weitgehend oder vollstandig ersetzt. Von den weltweit jahrlich etwa 300.000-400.000
an einer SCD leidenden Neugeborenen werden etwa zwei Drittel in Westafrika geboren, allein 80.000-
100.000 in Nigeria. Darliber hinaus gibt es hohe Pravalenzen im gesamten ,Malaria-Girtel* vom
Mittelmeerraum bis nach Sidostasien [1-4]. Fur Deutschland gibt es bislang nur unvollstindige
epidemiologische Daten. Expertenmeinungen zufolge werden hier pro Jahr vermutlich zirka 150 Kinder
mit einer SCD geboren. Die Zahl der Neudiagnosen steigt seit Jahren kontinuierlich [5]. Durch den
erheblichen Fluchtlingszustrom gab es in den letzten Monaten auRerdem einen akuten Anstieg der
Patientenzahl [6-9].

HbS hat im Gegensatz zu HbA die Eigenschaft, nach Sauerstoff-Abgabe zu polymerisieren. HbS-
Polymere fithren zu einer Anderung der Form (,Sichelzellen®) und zu einer Reduktion der Flexibilitat der
Erythrozyten. Sichelzellen kdnnen Gefal3verschlisse verursachen, die zu starksten Schmerzen sowie
zu akuten und chronischen Organschaden fuhren. Die Lebensqualitét der Betroffenen wird massiv
beeintrachtigt, ihre Lebenserwartung ist signifikant verkurzt [4].

Die Notwendigkeit eines NBS auf SCD leitet sich aus der Tatsache ab, dass lebensbedrohliche
Komplikationen der Erkrankung schon im Sauglings- und Kleinkindalter auftreten koénnen,
insbesondere, wenn die SCD noch nicht diagnostiziert worden ist. Dies sind vor allem akute Anamie-
Episoden (u.a. durch Milzsequestrationen) und Infektionen mit bekapselten Bakterien, die Patienten mit
einer SCD aufgrund ihrer funktionellen Hypo-/Asplenie nicht adaquat abwehren kénnen. Durch eine
frlhzeitige Diagnose und eine anschlieBende praventive Behandlung (u.a. Aufklarung, Impfungen,
Penicillinprophylaxe) kénnen diese schweren Komplikationen zum gréf3ten Teil vermieden werden [10-
14].

Das deutsche NBS hat derzeit 15 Zielkrankheiten, die mit biochemischen Methoden untersucht werden.
Am haufigsten kommt die Tandemmassenspektrometrie (MS/MS) zum Einsatz. Aber auch
immunometrische, fluorimetrische und photometrische Testverfahren werden fir bestimmte
Erkrankungen genutzt. Pro Jahr werden kumulativ zirka 600 Erkrankungen detektiert, was bei einer
Geburtenzahl von etwa 800000 pro Jahr einer Pravalenz von etwa 1:1300 entspricht
(http://lwww.screening-dgns.de/Pdf/Screeningreports/DGNS-Screeningreport-d_2016.pdf).

Der entscheidende Nachteil der drei international im NBS auf SCD eingesetzten Methoden (HPLC, CE
und IEF) mit Blick auf eine Integration in das deutsche NBS-Programm ist, dass sie nur geeignet sind,
Neugeborene mit einer SCD zu identifizieren und daher erganzend zu den Methoden durchgefiihrt
werden mussen, die zum Nachweis der anderen Zielkrankheiten im NBS angewendet werden.

Die meisten Erkrankungen im deutschen NBS werden mittels MS/MS detektiert. Die unterschiedlichen
Formen der SCD lassen sich grundséatzlich auch mit der MS/MS nachweisen [15, 16]. Eine Umstellung
der Diagnostik auf MS/MS hatte daher enorme praktische und letztlich auch 6konomische Vorteile. Die

allgemeine Akzeptanz eines NBS auf SCD liel3e sich damit deutlich erhéhen. Nachteilig ist allerdings,
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dass eine separate Messung der Probe erforderlich ist, um nach SCD zu suchen, wéhrend alle anderen

Erkrankungen in einer einzigen Messung detektiert werden kénnen.

Projektziele

Uber einen Zeitraum von zwei Jahren sollten alle Neugeborenen, deren Proben im Berliner NBS-Labor
untersucht wurden, mittels MS/MS auch auf SCD getestet werden. Es sollte gezeigt werden, dass ein
NBS auf SCD mit der MS/MS unter den Rahmenbedingungen des deutschen NBS-Programms und des
deutschen Gesundheitssystems umsetzbar ist. AuBerdem sollte gezeigt werden, dass ein MS/MS-
Screening auch noch kostenginstiger als ein Screening mit HPLC, CE und IEF ist. Ein weiteres
wichtiges Ziel war die Generierung umfassender epidemiologischer Daten fir Berlin und Brandenburg.
Zusatzlich wollten wir untersuchen, ob das Testsystem, das uns von der Arbeitsgruppe um Prof. Neil
Dalton (London) im Rahmen einer Kooperation kostenfrei zur Verfligung gestellt wurde, geeignet ist, in
der gleichen Messung neben einer SCD auch eine Tyrosindmie und einen Biotinidasemangel beim
Neugeborenen zu detektieren. Die Einfihrung eines NBS auf Tyrosindamie in Deutschland wurde am
15.03.2018 beschlossen, auf einen Biotinidasemangel werden bereits alle Neugeborenen in
Deutschland gescreent. Allerdings geschieht dies photometrisch in einer eigenstandigen Untersuchung,
die eingespart werden kdnnte, wenn eine Detektion per MS/MS maoglich wére. Lie3en sich also in der
gleichen Messung neben der SCD auch Tyrosindmie und Biotinidasemangel untersuchen, wére die
Screening-Untersuchung auf SCD mittels MS/MS sehr viel 6konomischer und ihre Einflhrung damit
auch deutlich wahrscheinlicher.

Durchfiihrung des Projektes
Zielkrankheiten
Alle SCD sind durch die Mutation HBB:c.20A>T charakterisiert. Diese Mutation fuhrt phanotypisch zur
Hamoglobinvariante HbS und kommt meist homozygot vor. Es gibt aber auch compound heterozygote
und sehr selten dominante SCD. Neben der HbS-Mutation haben die Betroffenen dann eine zweite
Mutation in trans oder in cis. Haufig ist dies eine B-Thalassamie-Mutation oder eine Veranderung, die
zum Auftreten einer weiteren Hamoglobinvariante, z.B. HbC fihrt.
Priméare Zielerkrankungen waren folgende klinisch relevanten Genotypen der SCD:

e Homozygote HbS-Krankheit (HbSS-Krankheit, friher: ,Sichelzellanamie®)

e HbS/B-Thalassamien (inkl. Subtypen wie HbS/Lepore)

e HbS/C-Krankheit

e HbS/E-Krankheit

e HbS/DPuniab-Krankheit

e HbS/OAab-Krankheit

e HbS/HPFH-Krankheit
Die Zielerkrankungen haben mit Ausnahme der HbS/B*-Thalassamien gemeinsam, dass sich im Blut
der betroffenen Kinder neben dem fetalen Hamoglobin (HbF) HbS nachweisen lasst, aber kein HbA.
Diese pathognomonische Konstellation macht man sich diagnostisch zunutze. Es handelt sich um

eine rein qualitative Aussage, was die Verlasslichkeit der Diagnostik erheblich erhdht.
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Bei den HbS/B*-Thalassamien ist eine residuelle HbA-Produktion unterschiedlichen Ausmalies
nachweisbar. Bei einer hohen Restproduktion sind diese Erkrankungen nur schwer von einem
Heterozygotenstatus zu unterscheiden. Eine spezifische Detektion dieses Subtyps der SCD ist daher
nicht moéglich. Sehr seltene Genotypen, u.a. die wenigen dominant vererbten SCD, lassen sich
maoglicherweise diagnostizieren, waren aber formal keine Zielerkrankungen [17, 18].
Es gibt andere klinisch relevante Hamoglobin-Erkrankungen als die SCD, die im NBS auf SCD mehr
oder weniger verlasslich als Nebenbefunde detektiert werden kénnen. Dies sind im Wesentlichen:

e [B-Thalassaemia major

e [B-Thalassaemia intermedia

e HbE/B-Thalassamie

e HbH-Krankheit

¢ andere nicht-sichelnde Hamoglobinopathien

Screeningpopulation

Werden nur Neugeborene mit einer definierten ethnischen Herkunft untersucht, so wirkt das
stigmatisierend und potentiell benachteiligend. Umgekehrt koénnten Kinder aber auch dadurch
benachteiligt werden, dass sie nicht gescreent werden, weil sie kein offensichtliches Erkrankungsrisiko
haben, aber trotzdem betroffen sind. Vor diesem Hintergrund gentigt ein gerichtetes Screening nicht
mehr den heutigen ethischen Anspriichen.

Auch aus praktischen Grinden ist ein universelles Screening meist einfacher umzusetzen als ein
gerichtetes. Viele Familien mit Migrationshintergrund sind schon Uber mehrere Generationen in
Deutschland, so dass das Erkrankungsrisiko eines neugeborenen Kindes nicht mit einer ausreichenden
Sicherheit aufgrund der mutmalfilichen ethnischen Herkunft, seiner Hautfarbe oder gar seines Namens
abgeschatzt werden kann.

Um eine moglichst vollstandige ldentifikation erkrankter Neugeborener sicherzustellen und eine
Stigmatisierung bestimmter Risikogruppen zu vermeiden, ist ein universelles Screening aller in

Deutschland geborenen Kinder indiziert.

Screeningmethodik

Die MS/MS trennt und identifiziert Molekule aufgrund ihrer Masse und Ladungseigenschaften. Vor der
Messung wurde das in der Blutprobe enthaltene Hamoglobin mittels Trypsins verdaut. Die entstandenen
Peptide wurden detektiert und quantifiziert. Die gefunden Mengen wurden ins Verhaltnis zu Standards
und zu anderen Peptiden in der Probe gesetzt. Gesucht wurde nach der pathognomonischen
Konstellation: Nachweis von HbF und HbS bei gleichzeitiger Abwesenheit von HbA. Automatisierte
Systeme sind geeignet, einen hohen Probendurchsatz zu verarbeiten. Dies ist bei den enormen
Probenzahlen im NBS unabdingbar.

Screening-positive Proben wurden erneut untersucht. Bestatigte sich der Befund, wurde die betroffene
Familie telefonisch benachrichtigt und in unsere Spezialsprechstunde fir Hamoglobinopathien
eingeladen. Dort erfolgte eine ausfihrliche Aufklarung Uber die Bedeutung des Befundes und eine

erneute Blutentnahme, die zur molekulargenetischen Absicherung des Screening-Ergebnisses diente.
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Auf diese Weise stellten wir sicher, dass alle Neugeborenen mit einer SCD sofort eine verlassliche

Diagnose und optimale Betreuung erhielten.

Ergebnisse
Neugeborenenscreening auf SCD
Insgesamt wurden 100652 Neugeborene im Rahmen des Projektes untersucht. Dabei wurden zwolf

Kinder mit einer SCD und nebenbefundlich drei Kinder mit einer beta-Thalassaemia major

identifiziert. Die beta-Thalassaemia major war formal keine Zielerkrankung, wird aber methodisch
bedingt mitdetektiert. Es handelt sich um eine schwere Blut-Erkrankung, bei der die Betroffenen

lebenslang Transfusionen zum Uberleben benétigen.

Neugeborenenscreening auf Biotinidase-Mangel und Tyrosindmie

Es ist uns gelungen, die MS/MS-Methodik zum SCD-Screening so zu modifizieren, dass wir in der
gleichen Messung auch Tyrosinamie und Biotinidase-Mangel verdachtige Proben identifizieren konnten.
Zum Screening auf Biotindasemangel haben wir den Patientenproben das Substrat Biocytin zugesetzt,
das von Biotinidase zu Biotin umgesetzt wird sowie das Substrat 5-Aminolavulinsaure, das unter
enzymatischer Vermittlung der Porphobilinogensynthetase zu Porphobilinogen metabolisiert wird. Diese
Reaktion wird durch Succinylaceton gehemmt, das bei der Tyrosinamie in gro3en Mengen anfallt. Durch
Messung der Verhaltnisse von Biocytin zu Biotin bzw. 5-Aminolévulinsaure zu Porphobilinogen kann
daher eine Aussage Uber die Aktivitat der Biotinidase bzw. Uber die Menge an Succinylaceton (niedrig
bei Gesunden, hoch bei Tyrosindmie Typ I) geschlossen werden.

Die Madifikation der Messmethodik hat etwas mehr als ein Jahr in Anspruch genommen, so dass wir
nach Etablierung der Methodik noch 50.000 Proben auf Biotinidase-Mangel und Tyrosindmie

untersuchen konnten. Dabei wurden finf Kinder mit einem Biotinidasemangel und ein Kind mit

einer Tyrosinamie identifiziert.

Kosten

Die Gesamtkosten fur Hardware, Verbrauchsmaterialien und Personal lagen mit ziemlich genau drei
Euro pro Probe etwas hoher, aber letztlich in der gleichen GréRenordnung wie bei einem isolierten
Screening auf SCD mittels MS/MS, HPLC oder CE. Dafir entfallen bei dieser Methodik die Zusatzkosten
der bislang separaten Messung auf Biotinidasemangel (ca. 1,40 EUR) bzw. der etwas komplexeren
Probenaufarbeitung beim Screening auf Tyrosindmie (ca. 0,80 EUR). Die Mehrkosten des SCD-

Screenings liegen daher in einem Bereich zwischen 0,50 EUR und 1,00 EUR.

Sensitivitat und Spezifitat

Die Spezifitat des NBS auf SCD mittels MS/MS war in unseren Handen 100%. Bisher konnten in unserer
Einrichtung alle positiven Befunde im Screening bestétigt werden, d.h. es gab keine falsch-positiven
Befunde. Zur Sensitivitdt kbnnen wir naturgeman nur eingeschrénkte Angaben machen. In der Vorstudie
haben wir bei 25.000 untersuchten Kindern keine Abweichung zwischen MS/MS-Ergebnis und Befund

der CE beobachtet. AuRerdem sind uns bis heute (bei einer Nachbeobachtungszeit von inzwischen
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immerhin bis zu 30 Monaten) bislang keine Kinder mit falsch-negativen Screeningbefunden bekannt

geworden.

Restumee
Erfreulicherweise konnten alle Projektziele erreicht werden:

1) Es wurden > 100.000 Neugeborene mittels MS/MS auf SCD gescreent und 50.000
Neugeborene auf Tyrosinamie und Biotinidasemangel. Dabei konnten insgesamt 18+3 kranke
Kinder identifiziert werden (12x Sichelzellkrankheit, 5x Biotinidasemangel, 1x Tyrosindmie und
3x beta-Thalassaemia major als Nebenbefund).

2.) Es konnte gezeigt werden, dass eine Probe in der gleichen MS/MS-Untersuchung durch
Optimierung der Messbedingungen zuverlassig auf Sichelzellkrankheit, Tyrosindmie und
Biotinidase-Mangel (und beta-Thalassaemia major) untersucht werden kann.

3.) Die Kosten fir ein SCD-Screening mittels MS/MS liegen in der gleichen GréRenordnung wie
bei Anwendung einer der anderen etablierten Methoden (HPLC, CE, IEF). Dadurch, dass in der
gleichen Untersuchung aber auch noch eine Testung auf Tyrosindmie und Biotinidasemangel
durchgefuhrt werden kann und so an anderer Stelle Kosten eingespart werden kénnen, ergeben
sich Zusatzkosten durch das SCD-Screening in einer GrélRenordnung von 0,50 EUR bis 1,00
EUR.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben internationale Beachtung befunden. Das Projekt wurde
bei der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Neugeborenenscreening e.V. im Juni 2018 mit
dem Best Abstract Award ausgezeichnet. Aul3erdem haben wir den Preis fiir das beste Poster bei der
Annual Academy of Sickle Cell and Thalassemia Conference (ASCAT), der wichtigsten européischen

Konferenz zum Thema Sichelzellkrankheit, im Oktober 2018 erhalten.
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