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Molekulare Friiherkennung in der Medizin -

Konzept, Techniken, Perspektiven

Das Konzept der molekularen Friiherkennung hat mit der Entschliisselung des
menschlichen Genoms um die Jahrtausendwende erheblichen Aufschwung be-
kommen. Technologischer Fortschritt wird in den ndchsten Jahren umfang-
reiche, ja umfassende (komprehensive) molekulargenetische Untersuchungen
des Individuums in die Reichweite des diagnostischen Alltags bringen. In gewis-
sen Bereichen der Medizin, z. B. in der Infektiologie oder der Himato-Onkologie,
sind molekulare Diagnosen bereits heute obligater Standard. Im Falle polygene-
tischer, multifaktoriell bedingter Krankheiten haben molekulargenetische Tests
heute jedoch nur in Ausnahmefillen einen klinisch relevanten Stellenwert. Neue
Biomarker, meistens Proteine oder Metaboliten, sind nicht selten durch kompre-
hensive, molekulare Verfahren (,-omics“) identifiziert worden. Nur die genaue
Kenntnis der diagnostischen und prognostischen Aussagekraft und der Limita-
tionen eines molekularen Tests erlaubt seine sinnvolle Anwendung.

Einleitung

Es gibt in der Medizin nur wenige
Krankheiten, denen nicht ein asympto-
matisches Stadium vorausgeht. Ein sol-
ches Zeitfenster, so kurz es auch sei, ist
immer eine Gelegenheit, um mit geeig-

neten MafSnahmen Erkrankung zu ver-
hindern. Eine potentiell bedrohliche
Krankheit frith zu erkennen und einer
wirksamen, verhéltnisméafigen Thera-
pie zuzufiihren ist eine hochst wert-
und sinnvolle Maf$nahme. Wiisste man
beispielsweise, welche arteriosklero-

0
m
I

gesund

FRUHERKENNUNG

gesund prasymptomatisch krank

Abbildung 1 Das Konzept der Friiherkennung. Im Verlaufe seines Lebens entwi-
ckelt ein Mensch Krankheiten oder er bleibt gesund. Fast allen Krankheiten geht
ein asymptomatisches Stadium voraus. Molekulare Friitherkennung ist dann hilf-
reich, wenn man die Zeit, die bis zum Krankheitsausbruch bleibt, fiir wirksame,
individuelle Pravention oder Therapie nutzen kann.

tische Plaque im Koronarbett wann
genau rupturieren wird, kénnte man
viele Herzinfarkte durch eine recht-
zeitige, perkutane Angioplastie der
Kranzarterien verhindern. Dieses Kon-
zept der Fritherkennung einer Krank-
heit im asymptomatischen Stadium
(Abb. 1) hat mit der Entwicklung leis-
tungsfihiger, molekularmedizinischer
Verfahren in den letzten Jahren Auf-
schwung erhalten.

Die wichtigsten, genetischen
Untersuchungsverfahren

Der Begriff ,,molekulare Diagnostik™ ist
nicht auf den Nachweis und die Analy-
se von krankmachenden Genen in DNA
oder RNA beschrénkt. Genetische Un-
tersuchungen im engeren Sinn haben
jedoch wegen ihrer Prézision, Sensitivi-
tat und Spezifitat den Begriff ,moleku-
lare Diagnostik” in den letzten Jahren
zunehmend besetzt. Deshalb werden,
um begriffliche Klarheit zu schaffen,
die wichtigsten genetischen Testver-
fahren, die in der Humanmedizin zur
Anwendung kommen, hier kurz be-
sprochen (Tab. 1).

Zytogenetik

Die Zytogenetik ist wohl eines der &ltes-
ten Laborverfahren welches fiir gene-
tische Untersuchungen zur Anwen-
dung kommt. Technisch-praktisch
nutzt dieser Test die Tatsache, dass
sich die Chromosomen einer Zelle im
Rahmen der Mitose so entflechten und
aufwickeln, dass sie als Einzelpartikel
sichtbar werden. Die Lange der Chro-
mosomenarme und das typische Ban-
denmuster bei der Anfarbung erlaubt
die Identifikation von Chromosomen-
anomalien.

FISH

Bei der sogenannten FISH (fluorescent
in situ hybridization) werden mit einem
Fluoreszenzfarbstoff versehene Oligo-
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nukleotide an komplementére, chro-
mosomale DNA-Abschnitte gebunden
(hybridisiert). Im Normalfall werden so
die beiden Allele eines Gens in einem
einzelnen Zellkern (doppelter Chro-
mosomensatz) sichtbar gemacht.

Sscp

Der sogenannte SSCP (single strand
conformational polymorphism) beruht
darauf, dass die gelelektrophoretische
Beweglichkeit eines DNA-Stranges von
seiner Konformation abhéngt. Diese
wird von seiner Nukleinsduresequenz
beeinflusst. Wenn ein Genomabschnitt
aus Zell-DNA mittels PCR amplifiziert
wird und das PCR-Produkt auf einem
Gel getrennt, wandern mutierte und
nicht-mutierte DNA-Strédnge unter-
schiedlich weit. Die SSCP ist so sensitiv,
dass Punktmutationen, also auch SNPs
(single nucleotide polymorphisms),
identifiziert werden kénnen.

RFLP
Der sogenannte RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism) niitzt die

grofle Vielfalt von Restriktionsenzy-
men aus, welche von Bakterien produ-
ziert werden und welche DNA an en-
zym-typischen Stellen sehr spezifisch
schneiden. Fiir viele Genpolymorphis-
men findet sich ein Restriktionsenzym,
das diese verdnderte Stelle in der DNA
spezifisch erkennen und schneiden
kann. Der RFLP ist ein einfacher, au-
genfilliger, schneller und technisch
wenig aufwendiger Test

Gensequenzierung

SchliefSlich erlaubt die Gensequenzie-
rung die Identifikation der einzelnen
Nukleinsédurensequenzabfolge. Sie ist
der direkteste Beweis fiir das Vorliegen
einer bestimmten Genvariante oder
Mutation.

Obwohl einige dieser Verfahren keine
aufwendige oder teure Infrastruktur
brauchen, werden genetische Tests mit
Vorteil in dafiir speziell akkreditierte
Laboratorien geschickt. Eurogentest
ist eine europdische Inititative, welche
im Bereich der genetischen Testdurch-

fithrung Standards entwickelt, einsetzt
und iberpriift (http://www.eurogen-
test.org/laboratories/). In der Schweiz
stellt die Schweizerische Gesellschaft
fur Medizinische Genetik eine Liste
authorisierter Labors zur Verfiigung
(www.sgmg.ch).

Das Konzept der Friih-
erkennung im Zeitalter der
molekularen Medizin

Fiir die molekulare Fritherkennung
einer Krankheit ware es ideal, wenn
bestimmte Genvarianten oder Gen-
sequenzmuster mit dem Erkrankungs-
risiko eng verkniipft wéren. Dies ist
z.B. fur Infektionskrankheiten, einem
Sonderfall der erworbenen, geneti-
schen Erkrankungen, der Fall.

Beispiel 1: der Nachweis von retrovi-
raler HIV-spezifischer RNA im Blut ist
die Basis fiir die Diagnose ,,HIV-Infek-
tion® Sie geht unbehandelt mit grofier
Sicherheit in die bekannte, erworbene
Immunschwéachekrankheit AIDS tiber

Tabelle 1 Die wichtigsten, hdufig gebrauchten molekulargenetischen Untersuchungsverfahren.

Test Besonderheiten
Zytogenetik Orientierende Untersuchung auf das Vorliegen grober genetischer VerChde-
(Chromosomenanalyse) rungen (z.B. Monosomien, Trisomien, Deletionen, Translokationen etc.).

Untersuchungsmaterial: Metaphasenchromosomen

Fluoreszierende in situ Hybridisierung
(FISH)

kerne)

Nachweis umschriebener, bekannter Genvariationen (z.B. Translokationsstellen,
Y-Chromosom, Homo- und Heterozygotie, loss of heterozygosity LOH etc.)
Untersuchungsmaterial: Metaphasenchromosomen oder Gewebe (Interphasen-

Einzelstrangkonformations-
polymorphismus (SSCP)

Untersuchungsmaterial: PCR-Produkt

Orientierender Suchtest zur Identifikation einer Genvariante (z.B. Punktmuta-
tion) in einem mittels serieller PCR amplifizierten Gen.

RestriktionsfragmentlChgen-

Identifikation einer Genvariante (z.B. Punktmutation) mit Hilfe eines DNA-

polymorphismus (RFLP) schneidenden, sequenzspezifisch aktiven Enzyms.
Untersuchungsmaterial: PCR-Produkt
Gensequenzierung Bestimmung der NukleinsChiresequenz eines Genabschnittes (einige hundert

gungstest.
Untersuchungsmaterial: PCR-Produkt

Nukleotide). Geeignet fI die Identifikation neuer Mutationen oder als Best[di-
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und stellt im Sinne der Fritherkennung
also eine ,asymptomatische® Vorstufe
einer Krankheit dar.

Lagen krankheitsrelevante Genprofile
oder Polymorphismen in der Keimbahn
vor, wéren sie bei jedem Individuum
postkonzeptionell unveranderlich vor-
gegeben und konnten jederzeit (d.h.
auch schon im jugendlichen Alter) un-
tersucht werden. Ein derartiger Test
miisste naturgemafd nur ein einziges
Mal im Leben gemacht werden und er
wire in idealer Weise geeignet fiir eine
Friithdiagnose.

Diese Voraussetzungen mogen fiir
klassische, hereditdre monogenetische
Krankheiten mit hoher Penetranz bis
zu einem gewissen Grad erfiillt sein.
Beispiel 2: ein Tréger von mehr als 40
CAG-Repeats (dies sind repetitive Ab-
folgen von 3 Nukleotiden: Cytosin-
Adenin-Guanin und die Anzahl solcher
Repeats ist bei Personen, die an Chorea
Huntington erkranken, erhéht) im
Huntington-Gen von Chromosom 4
erkrankt praktisch immer an dieser
schweren, neuropsychiatrischen Krank-
heit.

Fiir die viel haufigeren, komplexen po-
lygenen Erkrankungen haben sich der-
artige molekulargenetische Tests bis
heute nicht durchgesetzt. Die Kklini-
schen Grenzen rein genomischer Dia-
gnoseverfahren liegen darin begriindet,
dass in den seltensten Féllen die gene-
tische Veranlagung allein determiniert,
ob eine Krankheit ausbricht oder nicht.
Mehrheitlich sind Umweltfaktoren als
kranheitsauslosende Mechanismen in-
volviert.

Beispiel 3: Eine Tragerin einer FaktorV-
Leiden-Mutation hat ein nur leicht er-
hohtes Risiko an einer Thromboembo-
lie zu erkranken. Wenn die betreffende
Person aber raucht oder Ovulations-
hemmer einnimmt, steigt dieses Risiko
sprunghaft an [1].

GENETISCHE VERANLAGUNG

B | UMWELTFAKTOREN

- Ernahrung

- Rauchen, Drogen

- Bewegungsarmut, Sport
- iatrogene Lasionen

C | KRANKHEITSAKTIVITAT
- Entziindung

- Fieber

- Herzinfarkt

- Metastasen

- Osteopenie

& A /

Familienanamnese ‘

/ 0\
O

Genomsequenzierung

Anamnese

Klinische Untersuchung

Bildgebung, Proteom,
Transkriptom, Metabolom

Abbildung 2 Medizinische Methoden zur Friiherkennung. A. Die genetische Ver-
anlagung kann durch die Familienanamnese oder durch mehr oder weniger voll-
standige genetische Testungen abgeschatzt werden. B. Schadliche Umweltfak-

toren

lassen sich am einfachsten durch die Anamnese erfassen. C. Die

Krankheitsaktivitat kann mit der klinischen Untersuchung, bildgebenden Verfah-
ren aber auch mit umfassenden Expressionsanalysen (Transkriptom, Proteom, Me-

tabolom) beschrieben werden.

SchliefSlich ist gut bekannt, dass es ge-
netische Konstellationen gibt, die den
Auspragungsgrad einer krankheitsaus-
l6senden Mutation mitigieren und des-
halb deren Penetranz reduzieren kon-
nen. Das bedeutet, dass ein Mensch
zwar eine bestimmte Mutation trégt,
aber dennoch nicht erkrankt. Um hier
nicht unnétig Angste zu schiiren sieht
man grundsétzlich davon ab, Gentests
ohne Kklinische Verdachtsdiagnose
durchzufiihren. Diesem Umstand wird
in der Praxis der medizinischen Gene-
tik dadurch Rechnung getragen, dass
man einen Patienten (Propositus) in
der Regel nur dann auf das Vorliegen
einer krankheitsauslosenden Genva-
riante hin untersucht, wenn er selber
manifeste Krankheitszeichen aufweist.
Gelingt der Nachweis einer entspre-
chenden Mutation kann es sinnvoll
sein, Verwandte auch im asymptoma-
tischen Stadium daraufhin zu untersu-
chen. Dies insbesondere dann, wenn

gute préaventive MafSnahmen bestehen.
Das Wissen um hereditére, vererbbare
Krankheiten wird in einer Familie oft
tabuisiert. Wegen der fiir das Individu-
um je nachdem sehr schwerwiegenden
Bedeutung und unveridnderlichen Na-
tur der Ergebnisse ist der Umgang mit
genetischen Untersuchungen beim
Menschen in der Schweiz gesetzlich
(http://www.admin.ch/ch/d/sr/
¢810_12.html) geregelt.

Umfassende Fritherkennung zielt da-
rauf ab, genetische Veranlagung (Pré-
disposition), schadigende Umweltfak-
toren und préklinische Krankheits-
aktivitdt fiir den einzelnen Patienten
zu erfassen (Abb. 2), eine moglichst ge-
naue Diagnose vorzunehmen um da-
raus dann die bestmdgliche, personali-
sierte Behandlung abzuleiten. Diese
Idee ist nicht neu. Doch wihrend frii-
her Familienanamnese und korperliche
Untersuchung die einzigen Methoden
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Tabelle 2 Technologien die zur umfassenden Charakterisierung biologischer Untersuchungsproben (Gewebe, Serum oder
Plasma, Korperfliissigkeiten etc) angewendet werden.

Verfahren

Prinzip und Besonderheiten der Methoden

NukleinsChire-Chips
oder -Arrays

Verschiedene Oligonukleotide werden analog zur Mikrochip-Technologie auf ein TrCerma-
terial aufgebracht (spotted). Auf kleinstem Raum kChnen so viele NukleinsOiresequenzen
als detektierende Proben vorgelegt werden (zum Beispiel: alle relevanten Einzelnukleotid-

polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNP) des menschlichen Genoms).
Durch die rasterartige Anordnung kChnen die einzelnen Oligonukleotidspezies wie die
Felder eines Schachbretts identifiziert werden. Eine Testprobe, welche NukleinsChirefrag-
mente enth[t, wird mit dem Array inkubiert, und die spezifisch bindenden, komplemen-
tOren DNA-Sequenzen durch Einfl¥bung sichtbar gemacht.

Untersuchungsmaterial: NukleinsCiregemische (Genome, Transkriptome)

Phagen-Bibliotheken

Bakteriophagen sind Viren, welche in Bakterien leben.Oird das Phagengenom genetisch
modifiziert, werden die entsprechenden Gene auch in den Phagen-tragenden Bakterien
e[primiert. Diese symbiotisch lebenden Mikroorganismen kChnen dazu verwendet werden,
Proteinliganden (z.B. AntikCkper) zu eCprimieren. Oerden nicht nur einige wenige, sondern
[@lle denkbar mElichen[Bindungsmotive so eChrimiert, spricht man von einer Phagen-
Bibliothek. Diese enthOt problemlos mehrere Millionen einzelner Liganden und kann
Suche[perimente (Screenings) herangezogen werden. Dabei werden aus der gesamten
Bibliothek [Ene Liganden identifiziert,die am besten ein bestimmtes Molekd erkennen
und binden.
Untersuchungsmaterial: Proteingemische (Proteom)

HPLCOMassenspektrometrie

Mit diesem Verfahren werden komple[® biologische Materialien chromatographisch

aufgetrennt und die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen bis auf die molekulare
Ebene genau charakterisiert.
Untersuchungsmaterial: Protein- und Peptidgemische (Proteom),
Metaboliten (Metabolom, Lipidom).

*High-performance liquid chromatography

waren, um den hereditir-genetischen
Hintergrund einer Erkrankung und de-
ren Manifestationsgrad oder ,Phéno-
typen” zu erfassen, stehen heute um-
fassende, sogenannte ,.komprehensive*
Testverfahren (Tab. 2) zur Verfiigung,
mit denen die Gesamtheit der Gene
(=,Genom®), die Gesamtheit der Prote-
ine (=,Proteom®) und beliebige weitere
~-ome” (z.B. Transkriptome, Metabolo-
me, Lipidome) eines einzelnen Men-
schen, seiner Gewebe und Organe, un-
tersucht werden konnen [2]. Den
nukleinsdurebasierten,  genetischen
Krankheitsmerkmalen werden Biomar-
ker gegeniibergestellt. Ein Biomarker
ist ein Indikator eines physiologischen
oder pathogenen Prozesses, der einer
objektiven Messung zugénglich ist [3].
Biomarker (z.B. der Blutdruck, das
CRP, das HbA1lc usw) sind mit der Zeit

verdnderliche Parameter, wahrend-
dem Genpolymorphismen oder -muta-
tionen in den betroffenen Zellen und
Geweben in der Regel unverénderlich
vorliegen. Ergédnzt werden diese Me-
thoden durch moderne bildgebende
Verfahren (sog. ,molecular imaging”
[4]), welche bestimmte molekulare
Krankheitsmerkmale im Kérperinnern
(wie z.B. Entziindung in einer arterio-
sklerotischen Plaque) nachweisen kon-
nen. Fiir die schnelle und einfache Er-
fassung einer Exposition gegeniiber
schéddlichen Umwelteinfliissen bleibt
die Anamnese heute weiterhin konkur-
renzlos.

Die Vision der prazisen, molekularen
Diagnose erhielt mit der vollstdndigen
Sequenzierung des menschlichen Ge-
noms um die Jahrtausendwende grof3-
en Auftrieb [5], doch das Angebot an

guten, validierten molekularen Test-
verfahren hinkt bis heute der grofien
Nachfrage im Bereich der haufigen,
komplexen und erworbenen, gene-
tisch bedingten Krankheiten hinterher
(Abb. 3).

Der Ruf nach translationaler
Medizin

Um die klaffende Liicke zwischen dem
riesigen Wissensschatz, den die Ent-
schliisselung des menschlichen Ge-
noms gehoben hat, und der sinnvollen,
niitzlichen medizinisch-klinischen An-
wendung zu schlieflen, erklang der Ruf
nach translationaler Medizin: Kluge
und geschickte ,,Ubersetzer” waren ge-
fragt: Arzte, die mit Patienten und
Grundlagenwissenschaftern sprechen
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und beide verstehen konnten. Mit die-
sem Schritt wurden relevante klinische
Fragestellungen definiert und formu-
liert, auf welche die heute unglaublich
leistungsfahige Biomedizin mehr oder
weniger gut antworten kann. Es gibt
heute kaum einen Bereich der Medizin
mehy, in den die molekulare Medizin
und entsprechende Testverfahren nicht
Einzug gehalten hétten. Doch nur in
wenigen Fachern haben sie sich gegen
die etablierten Labortests durchgesetzt
oder diese sogar als quasi Goldstan-
dard-Verfahren abgel6st. Ein Beispiel
dafiir ist sicher die Infektiologie, dort
wiederum vor allem die globale Epide-
miologie, wo molekulare Friitherken-
nung in den letzten Jahren einen revo-
lutiondren Charakter angenommen
hat: HIV, SARS, H5N1, HIN1, um nur
einige wenige Beispiele zu nennen. Nur
Google - Spiegel der menschlichen
Neugier ! - ist heute gleich schnell oder
gar schneller als molekulargenetische
Tests [6].

Wohin geht die Reise?

Das Wissen um den genetischen Bau-
plan verschiedener Organismen (in-
klusive des Menschen), die leistungs-
fahigen, umfassenden molekularen
Untersuchungsmethoden und letztlich
die Leichtigkeit der IT-basierten, elek-
tronischen Archivierung all dieser In-
formationen erdffnet faszinierende
Perspektiven fiir die Entwicklung der
Medizin. Wenn heute die klinisch rich-
tigen und wichtigen Fragen gestellt
werden, sind bemerkenswerte Thera-
pieerfolge moglich (Beispiel: Imatinib
bei Chronisch myeloischer Leukidmie
oder TNF[Blockade bei rheumatoider
Arthritis). Der Aufwand fiir die sorgfal-
tige, klinische Priifung innovativer Di-
agnose- und Behandlungsverfahren
darfjedoch nicht unterschétzt werden.
So hat man in den letzten Jahren gleich
mehrmals schmerzlich erfahren miis-

sen, dass Surrogatmarker, welche zur
schnelleren Abschétzung eines schein-
bar giinstigen Therapieeffektes heran-
gezogen wurden, die harten Endpunkte
(z.B. kardiovaskuldre Ereignisse bei li-
pidmodulierenden oder blutzucker-
senkenden Therapien) in klinischen
Studien nicht ersetzen [7]. Wir selber
haben in einer eigenen kleinen Fall-
Kontrollstudie untersucht, ob bekann-
te, mit kardiovaskuldren Ereignissen
und Myokardinfarkt assoziierte Gen-
polymorphismen auch bei unseren Pa-
tienten mit symptomatischer Arterio-
sklerose gehduft vorkommen. Von 9
untersuchten SNPs fand sich nur ein
einziger signifikant gehauft bei den ar-
teriosklerosekranken Patienten, und 6
waren sogar hédufiger bei asymptoma-
tischen Patienten [8]. Wir haben fest-
gestellt, dass die sorgfiltige, moglichst
umfassende klinische Untersuchung
jedem der von uns untersuchten Poly-

morphismen, aber auch den neuen Bio-
markern der Arteriosklerose, zur Fin-
schatzung der Krankheitsaktivitdt weit
iiberlegen ist [9]. Diese eigene Be-
obachtung ist fiir den Kliniker trost-
lich: es braucht heute wirklich grofle
Wiirfe um Altbewihrtes, Gutes deut-
lich zu tibertreffen. Dann wird Innova-
tion allerdings spiirbar, indem sie das
Erscheinungsbild von Krankheiten ra-
dikal verdndert (Beispiel: Erregerkul-
tur, Resistenzpriifung und Antibioti-
katherapie bei bakteriellen Infekten;
Koronarangiographie und katheterba-
siertes Revaskularisationsverfahren bei
Arteriosklerose; Nachweis der bcr-abl
Translokation und Therapie mit Imati-
nib bei Chronisch myeloischer Leuka-
mie). Verlieren wir als Arzte nicht den
Mut, diese Art des echten Behandlungs-
Fortschrittes fiir unsere Patienten zu
fordern! Die Zeit fiir derartige Meilen-
steine ist reif.

Angebot

Chorea Huntington
Polyzystische Nierenkrankheit

Debrisoquin-Polymorphismus
Faktor V Leiden
Erworbene Gendefekte, z.B.

Mammakarzinom
AIDS
H1N1-Infekt

Arteriosklerose
Osteoporose
Adipositas

Monogene, hereditare Krankheiten, z.B.

Polymorphismen mit Pradisposition, z.B.

Chronisch Myeloische Leukamie

Polygene, komplexe, partiell hereditare Krankheiten, z.B.

Nachfrage

Abbildung 3 Das Angebot und die Nachfrage an molekularen Tests. Lange Zeit
waren die molekulargenetischen Tests fiir die Diagnose der klassischen, mono-
genen hereditaren Leiden reserviert. Heute holen die im klinischen Alltag deutlich
wichtigeren erworbenen genetischen Krankheiten (Infekte und Tumore) auf. Der
grofte Nachholbedarf an klinisch niitzlichen, molekulargenetischen Testverfahren
besteht im Bereich der polygenen, komplexen Erkrankungen.
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Molecular tests in modern medicine —
concepts, technical aspects and future
direction

Early diagnosis by molecular tests has
increasingly catched attention after
deciphering the complete human ge-
nome sequence in 2001. Meanwhile,
complete genome sequencing will
soon become availble for each indi-
vidual. Molecular testing is standard
of care in certain infectious or malig-
nant diseases. Novel biomarkers are
emerging as a result of modern com-
prehensive procedures (transcriptom-
ics, proteomics, metabolomics etc).
However, hype and hope are particu-
larly close in this field and responsible
conduct by clinicians will ensure ben-
eficial use of new tests.
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