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T
Das personalisierte Genom

B. Streubel

Im Jahr 2001 gelang nach langjihrigen, multinationalen Bemiihungen die erfolgreiche
Entschliisselung des menschlichen Genoms. Das Jahr 2008 gilt als Startpunkt der per-
sonalisierten Genomanalysen, da hier erstmals das Genom einer Person, namlich des
Entdeckers der chemischen DNA-Struktur, James Watson, vollstindig sequenziert wur-
de. Ein wesentlicher Unterschied zur Genomsequenzierung im Jahr 2001 war hierbei,
dass im Gegensatz zu der konventionellen Sangersequenzierung eine neue Sequenzier-
technologie, die so genannte massive Parallelsequenzierung, zur Verfiigung stand, die
diese personalisierte Genomanalyse erst ermaoglichte. Wahrend die Entschliisselung des
menschlichen Genoms in den Jahren 1990-2001 mehrere Milliarden Dollar kostete,
sind die Kosten fiir Genomuntersuchungen mittlerweile dermafSen gefallen, dass die
neuen Technologien bereits in die Routinelabordiagnostik Einzug gehalten und dabei

neue Moglichkeiten, z. B. bei der non-invasiven Pranataltestung, eroffnet haben.

Grundlagen

Das humane Genom stellt die Grundlage fiir
den Bauplan des Menschen dar und defi-
niert alle Korperfunktionen. Kein Bauplan
gleicht exakt dem anderen, die Ubereinstim-
mung ist jedoch sehr hoch und liegt bei
ungefihr 99,5 %. Die interindividuellen Ab-
weichungen beinhalten sowohl kleine Zu-
gewinne/Verluste chromosomalen Materials
als auch Anderungen in der Sequenzabfol-
ge des genetischen Codes (Polymorphismen
und Mutationen). Neben den ,normalen“
Schwankungen des genetischen Codes, die
uns alle einzigartig machen, kann es auch
zu krankmachenden Veranderungen kom-
men. Krankmachende Mutationen in einem
Gen konnen unter anderem zu monogenen
Erbkrankheiten fithren, wie z. B. der zysti-
schen Fibrose. Bei den so genannten chro-
mosomalen Erkrankungen kénnen Zuge-
winn/Verluste ganzer Chromosomen (z. B.
Trisomie 21) bzw. Teile von Chromosomen
(z. B. Mikrodeletionssyndrome) vorliegen.

Alt versus Neu

Konventionelle Untersuchungstechniken
verlangten bisher zumeist eine gezielte Fra-
gestellung. Insbesondere war es im Routine-
alltag hinsichtlich des Verdachts auf eine

genetische Erkrankung unrealistisch, eine
Vielzahl von Genen zu untersuchen, weil es
zu ressourcenintensiv war. Durch die zwangs-
laufige Fokussierung auf eine klar umrisse-
ne klinische Fragestellung war auch die Be-
ratungssituation tiberschaubar.

Mittlerweile haben sich die Spielregeln
insofern geiandert, als es nunmehr moglich
ist, Ratsuchende genomweit in hoher Auf-
16sung zu untersuchen. DNA-Microarrays
konnen mittlerweile als State of the Art bei
postnatalen zytogenetischen Fragestellun-
gen angesehen werden und halten auch als
,second-tier test“ in der Pranataldiagnostik
Einzug. Die Sequenzanalyse aller Gene
(Exomanalyse) kann inzwischen als labor-
technisch dhnlich aufwendig angesehen
werden wie die Analyse eines einzigen gro-
3eren Gens mittels konventioneller Tech-
niken. Schon aus Kostengriinden werden
die neuen Sequenziertechniken zwangslau-
fig die alten Techniken verdringen und so-
mit ist eine Auseinandersetzung mit dem
Technologiefortschritt notwendig.

Wie funktioniert es?

Mehrere Hochdurchsatzsequenziertechno-
logien (Massenparallelsequenzierungen) ste-
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hen bereits zur Verfiigung, die mehrere gde-

meinsame Arbeitsschritte aufweisen:

1. Die DNA wird in kleine Bruchstiicke ge-
schnitten und die freien Enden mit Adap-
tern versehen.

2. Die Fragmente werden tiber Adapter an ei-
ner festen Oberflache verankert.

3. Die verankerten Fragmente miissen ver-
vielfacht werden, um gentigend Signal-
starke fiir die Auslesung zu erzielen.

4. Die eigentliche Sequenzierreaktion findet
statt, wobei unterschiedliche Plattformen
unterschiedliche Systeme verwenden. Der
Sequenzstrang wird komplementar nach-
gebaut und hierbei die eingebauten Baustei-
ne abgelesen. Die Auslesung kann optisch er-
folgen (Fluoreszenzsignale) oder auch tiber
andere Technologien bei neueren Generatio-
nen, z. B. tiber pH-Schwankungen. Dabei
konnen die Sequenzen von beiden Rich-
tungen gelesen werden.

5. Die einzelnen Sequenzen werden wie bei
einem Puzzle im Computer zum Gesamt-
genom zusammengesetzt und mit einem
Standardgenom verglichen.

Mittlerweile gibt es schon technische Weiter-
entwicklungen - insbesondere solche, die
eine komplette Durchsequenzierung einzel-
ner Zellen moglich machen sollen. Prinzipiell
wurde auch schon gezeigt, dass das fetale Ge-
nom non-invasiv aus dem Blut der Mutter ana-
lysiert werden kann. Auch wenn die Genom-
sequenzierung (Sequenzierung des gesamten
Erbmaterials, also auch der nicht fiir Proteine
kodierenden Abschnitte) derzeit noch zu teu-
er ist, kann eine Exomsequenzierung (Sequen-
zierung aller Exone aller Gene) mit einer
moglichen Verarbeitungszeit von einer Woche
bei (stark fallenden) Preisen von ca. € 2000
realistisch angesehen werden. Eine Firma er-
wartet, die Reagenzienkosten fiir ein Genom
im zweiten Halbjahr 2013 auf unter € 1000
zu senken.

Wonach konnen wir fragen?

Natiirlich konnen unterschiedlichste Frage-
stellungen mit den neuen Technologien bear-
beitet werden. Prinzipiell bleibt jedoch die
Fragestellung nach monogenen Erkrankun-
gen als wesentlich fiir die genetische Bera-
tungssituation bestehen und soll hier niher
betrachtet werden. Fiir eine gezielte Frage-
stellung, wie zum Beispiel die Frage nach ei-
nem Ubertrigerstatus bei bekannter familii-
rer Mutation einer monogenen Erkrankung,
bleibt die Situation im Sinne einer zweistufi-
gen genetischen Diagnostik gleich. Zuerst

kommt es zu einer Eingrenzung auf ein Kan-
didatengen, gefolgt von der eigentlichen La-
boruntersuchung mit Ergebnismitteilung. Hier-
bei ist es irrelevant, welche Technik angewandt
wird, solange die Qualitat den vorgegebenen
Standards entspricht.

Allerdings ist in der genetischen Beratungs-
situation die Eingrenzung auf ein Gen haufig
nicht moglich, wie zum Beispiel bei einem
kranken Kind mit unklarer genetischer Er-
krankung, einem Fetus mit multiplen Fehlbil-
dungen fraglicher genetischer Ursache, mul-
tiplen Aborten, Konsanguinitit des Paares usw.
In all diesen Féllen kann man oftmals keine
Priorisierung eines Kandidatengens vorneh-
men. Durch die neuen Technologien ist dies
allerdings nicht notwendig, weil die zweistufi-
ge Labordiagnostik auf eine Stufe reduziert
werden kann. Dies bedeutet, dass — momentan
aus Kostengriinden — das Exom (zukiinftig ver-
mutlich das Genom) ohne erforderliche Kan-
didatengenpriorisierung vorab durchsequen-
ziert wird. Somit verschiebt sich die Heraus-
forderung von einer vorgeschalteten klini-
schen Diagnose vor der Laboruntersuchung
zu einer nachgeschalteten Dateninterpreta-
tion nach der Laboruntersuchung.

Die Nadel im Heuhaufen

Die Herausforderungen an die Bioinformatik
und Dateninterpretation sind sehr hoch. Man
muss davon ausgehen, dass jeder Mensch 3-4
Millionen Varianten im Genom aufweist und
fiir eine monogene Erkrankung nur eine Va-
riante relevant ist. Weiters schatzt man die
Zahl an monogenen Erkrankungen auf tiber
5000, wobei die Halfte noch ungeklart ist. So-
mit muss in der Datenanalyse zwangsldufig
eine Kandidatenpriorisierung erfolgen, die
einerseits automatisiert, andererseits auf die
individuelle Fragestellung angepasst ist. Eine
grobe Schitzung, dass zumindest 85 % der
monogenen Erkrankungen auf eine Verande-
rung im kodierenden Bereich (d. h. Genab-
schnitte, die fiir ein Genprodukt die notwen-
dige Information liefern) zuriickzufithren
sind, reduziert die Suche vom Gesamtgenom
auf 2 % und somit folglich die Variantenan-
zahl von mehreren Millionen auf unter 50.000.
Weitere technische Reduktionen sowie der
Ausschluss aller Varianten, die voraussichtlich
keinen Effekt auf das Genprodukt haben (stille
Mutationen), reduzierten die Anzahl auf unge-
fahr 5000 Varianten. Ein weiterer wesentli-
cher Schritt ist der Vergleich mit der In-house-
Variantendatenbank sowie offentlichen Varian-
tendatenbanken, der die Anzahl typischerwei-
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se um tiber 95 % reduziert. Somit bleiben tibli-
cherweise 150-500 Varianten ibrig, die po-
tenziell pathogen sind. Ab diesem Schritt wird
die individuelle Kandidateneinschrankung
wesentlich; das bedeutet, dass fiir die weitere
Analyse die klinischen Informationen aus der
Beratung einflieRen miissen. Hierbei kom-
men mehrere Strategien zur Anwendung
(u. a. kopplungsbasiert, Homozygotie, de novo,
doppelter Treffer, Kandidatenselektion). Ex-
emplarisch sei hier die Arbeitshypothese ei-
ner Neumutation bei autosomal-dominantem
Erbgang angefiihrt. Die Neumutationsrate
betragt tiblicherweise 0—3 Mutationen in der
nachfolgenden Generation (bei ansteigender
Neumutationsrate ab einem elterlichen Alter
von tber 30 Jahren); somit ist durch die Se-
quenzierung eines Betroffenen und beider
Elternteile tiblicherweise eine sehr rasche Ein-
grenzung moglich, aber natiirlich auch teurer.

Neue Moglichkeiten in der Tumor-
genetik

Die neuen Hochdurchsatztechnologien sind
nicht nur auf die Detektion von Keimbahn-
mutationen beschrankt, sondern kénnen auch
fir die Analyse erworbener Mutationen bei
Tumoren angewandt werden. Bei Brustkrebs
wurde kurzlich gezeigt, dass das Tumorge-
nom interindividuell sehr heterogene Muta-
tionsspektren aufweist. Diese Zusatzinforma-
tionen werden moglicherweise zukiinftig thera-
pierelevant werden, erganzend zu bereits gut
etablierten genetischen Markern wie dem
HER2-neu-Status. Der Vorteil der neuen Tech-
nologien ist hierbei, dass rasch das individu-
elle Mutationsspektrum des Tumors ermit-
telt und somit auch eine Anhaufung weiterer
Mutationen im Krankheitsverlauf monitiert
werden kann. Eine weitere Option ist auch
das ,ultra-deep sequencing, d. h. dass das
Tumorgenom vielfach sequenziert wird und
somit auch Mutationen in kleinen Subklo-
nen erfasst werden konnen. Mutationsana-
lysen sind dabei nicht notwendigerweise auf
eine Tumorbiopsie angewiesen, sondern auch
an freier Tumor-DNA bestimmbar, die aus ei-
ner Blutabnahme der Patienten bestimmt
werden kann.

NIPT

Eine in letzter Zeit medial breit diskutierte
weitere Anwendung der DNA-Testung an frei
im Blutserum vorkommender DNA ist die
non-invasive Prinataltestung. Auch hier gibt

es mehrere unterschiedliche Techniken, wo-
bei die meisten Anwendungen die Vorteile
der Massensequenzierung ausniitzen. Die im
Serum vorhandene fragmentierte DNA (an-
teilig ungefahr 95 % Mutter, 5 % Kind) wird
wie oben beschrieben mit einem Adapter ver-
bunden und in weiterer Folge werden die Se-
quenzen ausgelesen. Die einzelnen Sequen-
zen werden den jeweiligen Chromosomen
zugeordnet und z. B. bei einer Uberrepri-
sentation des kindlichen Chromosoms 21 ent-
sprechend mehr Sequenzen vom Chromo-
som 21 ausgelesen. Es ist zu erwarten, dass
zukiinftige non-invasive Tests zumindest dhn-
liche Parameter aufweisen werden wie ein
FISH-Schnelltest und somit Informationen
tiber mehrere Chromosomen in wenigen Ta-
gen liefern konnen.

Ausblick

Die genetische Labordiagnostik andert sich
momentan grundlegend und wird einen we-
sentlichen Einfluss auf die klinische Genetik
und somit Beratungssituation haben. Unab-
hangig von der Weiterentwicklung der Tech-
nologien wird man mit einem enormen Zu-
gewinn an Informationen konfrontiert wer-
den. Die fiir die jeweilige Fragestellung und
personliche Situation der Ratsuchenden an-
gepasste Analyse, Interpretation der Daten
und Vermittlung der Information wird eine
wesentlich grofdere Herausforderung darstel-
len als die technische Machbarkeit. Nur durch
eine verstarkte interdisziplindre Zusammen-
arbeit zwischen Frauenirzten, Kinderarzten
und Humangenetikern wird sichergestellt
werden konnen, dass die Flut an Informatio-
nen, die die neuen Technologien mit sich
bringen, auch wirklich zum grofRtmoglichen
Benefit der Patienten fiihrt.

Anmerkung:

Ein Symposion zum Thema
,,Next GENEration in der Genetik.
Quo vadis Prinataldiagnostik?*
findet am 12. April 2013 in Wien statt.

Korrespondenzadresse:

Univ.-Prof. Dr. Berthold Streubel
Universitdatsklinik fiir Frauenheilkunde
Medizinische Universitdat Wien

A-1090 Wien, Wahringer Girtel 18-20
E-Mail:
berthold.streubel@meduniwien.ac.at
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