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NEUE STICHWORTER ZU 5 HUMANGENETIK

Das neue Stichwort Erbgange haben wir bereits seit langerer Zeit als eigenes Kapitel im Lernskript fiir den
BMS. In der neuesten Auflage des Band 1 entspricht es > Kapitel 5.3 Erbginge ab Seite 269.

Die Priimplantationsdiagnostik (PID) ist ein Verfahren der genetischen Diagnostik, das vor dem Eintritt
einer Schwangerschaft ansetzt. Wahrend bei der prinatalen Diagnostik genetische Fragestellungen wiih-
rend einer bestehenden Schwangerschaft abgeklirt werden, wird bei der PID genetisches Material unter-
sucht, bevor ein Embryo in die Gebarmutter tibertragen wird. Das funktioniert nur im Kontext der assis-
tierten Reproduktion, also vor allem bei in-vitro Fertilisation (IVF) oder der intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion (ICSI), weil der frithe Embryo dabei zunéchst im Labor entsteht und kultiviert wird. In
der Humangenetik ist die PID deshalb ein klassisches Beispiel dafiir, wie zytogenetische und molekular-
genetische Methoden in ein konkretes medizinisches Vorgehen eingebettet werden (Band 1,
Kap. 5.11.3).

DEFINITION Die Prdimplantationsdiagnostik (PID) ist die genetische Untersuchung eines sehr friihen Em-
bryos (oder von mit ihm in Zusammenhang stehenden Strukturen) mit dem Ziel, genetische Verdnderungen
festzustellen, bevor es zum Embryotransfer kommt. In aktuellen Kontexten wird dafiir haufig auch der Begriff
prdimplantationsgenetische Testung (PGT) verwendet.

PID wird dann relevant, wenn fiir ein Paar ein klar erhohtes Risiko besteht, eine schwere genetische Er-
krankung oder eine relevante Chromosomenstorung weiterzugeben. Ein typisches Szenario sind bekannte
monogene Erkrankungen in der Familie, etwa wenn beide Eltern Tréger einer autosomal-rezessiven Muta-
tion sind oder wenn bei einem Elternteil eine autosomal-dominante Mutation vorliegt, die mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zu einer Erkrankung fiihrt. Ein zweites klassisches Szenario sind Chromosomenumlagerun-
gen, zum Beispiel balancierte Translokationen bei einem Elternteil, die zwar bei der betroffenen Person
selbst oft keine Symptome machen, aber bei der Bildung von Keimzellen zu unbalancierten Chromosomen-
ausstattungen im Embryo fithren kénnen (vgl. Band 1, > Kap. 5.8.3 Chromosomenmutationen im Band
1, Seite 296-297). In solchen Fallen kommt es nicht selten zu wiederholten Fehlgeburten oder ausbleibender
Einnistung, weil viele Embryonen biologisch nicht entwicklungsféhig sind. Genau hier wird verstandlich,
warum in der genetischen Diagnostik explizit auch ein praimplantationsgenetisches Screening als An-
wendung genannt wird: Man versucht, chromosomale Auffilligkeiten bereits sehr friih zu erkennen.

Der Ablauf lasst sich gut verstehen, wenn man ihn in drei grof8e Schritte denkt:
1. Embryonen erzeugen

2. Material gewinnen

3. genetisch analysieren und entscheiden.

Zunidchst werden im Rahmen einer IVF/ICSI mehrere Eizellen befruchtet. Die entstandenen Embryonen
werden im Labor kultiviert, weil sie nur so zu einem Zeitpunkt untersucht werden kénnen, an dem eine
Biopsie moglich ist. Danach wird eine sehr kleine Zellprobe entnommen. In der Praxis existieren dafiir
unterschiedliche Ansitze, die jeweils ihre eigenen Vor- und Nachteile haben: Man kann genetisches Ma-
terial aus den Polkdrpern gewinnen (das betrifft in erster Linie die miitterliche Genetik), man kann im
frithen Teilungsstadium einzelne Zellen entnehmen oder — was heute hiufig bevorzugt wird - im Blasto-
zystenstadium mehrere Zellen aus dem Trophektoderm (Band 1, > Kap. 2.2.2 und > 2.2.3) biopsie-
ren. Der Vorteil der spateren Biopsie ist, dass man oft mehr Material erhélt und die Analyse dadurch sta-
biler wird; gleichzeitig muss man im Hinterkopf behalten, dass Trophektodermzellen nicht identisch mit
der inneren Zellmasse sind, aus der der Embryo selbst entsteht.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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0.1 Schematische Darstellung der PID. [L143]

Im Anschluss erfolgt die eigentliche genetische Analyse. Das genetische Material wird zunachst vervielfal-
tigt, bevor konkrete Tests durchgefithrt werden. Dann wird - abhingig von der Fragestellung — gezielt
nach einer Mutation gesucht oder es wird die Chromosomenausstattung auf Auffilligkeiten gepriift. Das
Ergebnis miindet schliefllich in eine Entscheidung dariiber, ob ein Embryo transferiert wird oder ob Em-
bryonen kryokonserviert werden und der Transfer zu einem spiteren Zeitpunkt stattfindet.

Inhaltlich kann man die PID danach einteilen, was man eigentlich untersuchen mochte. Fiir unsere Zwe-
cke ist diese Unterscheidung wichtig, weil sie erklart, warum unterschiedliche Methoden eingesetzt wer-
den und warum manche Fehlerquellen bei einer Fragestellung gravierender sind als bei einer anderen.
Bei der Testung auf monogene Erkrankungen geht es um eine klar definierte Mutation in einem be-
stimmten Gen (Band 1, > Kap. 5.8.4). In solchen Fillen ist die Voraussetzung meist, dass die familidre
Mutation vorher eindeutig identifiziert wurde. Die Diagnostik zielt dann auf die Frage ab, ob diese Vari-
ante im untersuchten Material nachweisbar ist oder nicht. Hier sind PCR-basierte Ansitze und Sequen-
zierung besonders relevant, weil man gezielt definierte DNA-Abschnitte analysieren kann.

Bei der Testung auf strukturelle Chromosomenverinderungen (Band 1, > Kap. 5.8.3) steht nicht eine
einzelne Base oder ein einzelnes Gen im Fokus, sondern die Frage, ob Chromosomenstiicke fehlen, dop-
pelt vorliegen oder falsch verteilt sind. Das ist die klassische Briicke zur Zytogenetik, weil strukturelle
Aberrationen ein zentrales Diagnostikfeld darstellen (Karyogramm, FISH, moderne Kopienzahlverfah-
ren).

Bei der Testung auf Aneuploidien (Band 1, > Kap. 5.8.2) geht es um die Chromosomenzahl, also da-
rum, ob ein Chromosom zu viel oder zu wenig vorhanden ist. Diese Form wird héufig als Screening ver-
standen, weil sie nicht ,,die eine familidre Mutation“ beantwortet, sondern eine allgemeine Risikofrage zur
Chromosomenausstattung des Embryos.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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NEUE STICHWORTER ZU 5 HUMANGENETIK

Methodisch greift die PID auf genau jene Werkzeuge zuriick, die man aus der molekularen und zytogene-
tischen Diagnostik kennt, nur eben unter den erschwerten Bedingungen ,,wenig Material und ,,hohe
Anforderungen an Sicherheit“. Dass PCR, Sequenzierung und Microarrays zu den klassischen Techniken
gehoren, wird im Kontext der genetischen Diagnostik in unseren Texten ausdriicklich genannt (
Kap. 6.8.1, Band 1, > Kap. 5.11.3).

PCR-basierte Verfahren sind besonders dann sinnvoll, wenn man eine gezielte Fragestellung hat, also
etwa eine konkrete Mutation oder einen klar begrenzten Abschnitt.

Fiir breitere Fragestellungen — etwa, wenn man viele Regionen gleichzeitig beurteilen will — spielt Sequen-
zierung eine grofe Rolle.

Gleichzeitig passt diese Idee gut zu dem, was ihr in der Molekulargenetik {iber Hochdurchsatzverfahren
und deren Bedeutung fiir die moderne Diagnostik lernt (Band 1 > Kap. 6.5).

Array-basierte Verfahren konnen vor allem dort hilfreich sein, wo man Muster tiber viele Genorte hin-
wegsehen mochte, etwa bei Expressions- oder Kopienzahlfragestellungen.

VERSTANDNIS+ Die ,beste Methode* gibt es nicht. In der Praxis ist entscheidend, dass die Methode zur
Fragestellung passt. Eine hochauflosende Sequenzierung bringt euch nichts, wenn ihr eigentlich nur wissen
wollt, ob ein ganzes Chromosom fehlt. Umgekehrt kann ein reiner Chromosomentest eine monogene Erkran-
kung nicht sicher ausschlieien.

Die Préanataldiagnostik umfasst alle Untersuchungen, die wihrend einer bestehenden Schwangerschaft
durchgefiihrt werden, um Informationen iiber die Entwicklung des Fetus zu gewinnen. Ein zentraler Teil
davon ist die préinatale genetische Diagnostik, also die Abklarung, ob beim Fetus chromosomale oder
genetische Auffilligkeiten vorliegen. Damit ist die Prénataldiagnostik ein direktes Anwendungsfeld
dessen, was wir im Rahmen der genetischen Diagnostik bereits kurz als ,,pranatales Screening” kennenge-
lernt haben (Band 1 > Kap. 5.11.3).

Im Gegensatz zur Praimplantationsdiagnostik (PID), die vor einer Schwangerschaft im Rahmen von IVF/
ICSI ansetzt, findet die Pranataldiagnostik in vivo statt. Das verandert nicht nur die medizinische Situati-
on, sondern auch die psychologische und ethische Dimension: Entscheidungen beziehen sich nicht mehr
auf ,,welcher Embryo wird transferiert®, sondern auf den Umgang mit Befunden innerhalb einer beste-
henden Schwangerschaft — weshalb genetische Beratung und eine saubere Kommunikation hier beson-
ders wichtig sind (Band 1 > Kap. 5.11.2).

DEFINITION Pranataldiagnostik bezeichnet diagnostische und screeningbasierte Untersuchungen in der
Schwangerschaft, die der Beurteilung von fetaler Entwicklung, Gesundheit und moglichen Fehlbildungen die-
nen.

Prénatales Screening sind Untersuchungen, die vor allem eine Risikoeinschdtzung liefern (z.B. ,,erhchtes
Risiko fiir eine Aneuploidie“), ohne den Befund endgiiltig zu beweisen.

Prénatale Diagnostik im engeren Sinn meint Verfahren, die eine méglichst eindeutige Abklarung ermogli-
chen, typischerweise durch die Untersuchung fetalen (oder plazentaren) Zellmaterials.

Das Ziel pranataler Untersuchungen ist grundsitzlich zweigleisig. Einerseits geht es darum, die normale
Entwicklung zu begleiten und strukturelle Auffélligkeiten moglichst frith zu erkennen. Andererseits kann
es darum gehen, bei konkreten Risiken genetische Ursachen abzuklaren. Typische Fragestellungen sind
dabei Chromosomenstorungen (z.B. numerische Aberrationen wie Trisomien), groflere strukturelle
Verinderungen (Deletionen/Duplikationen) oder - bei bekannter Familienanamnese — auch monogene
Erkrankungen.

Hier sieht man bereits die Verbindung zur genetischen Diagnostik: Chromosomenaberrationen werden
klassisch zytogenetisch erkannt (Karyogramm, FISH), wihrend Mutationen und feiner aufgeloste Ver-
anderungen eher in den Bereich molekulargenetischer Methoden fallen (PCR, Sequenzierung, Microar-
ray).

Nicht-invasive Verfahren haben gemeinsam, dass sie keine direkte Entnahme von fetalem Gewebe aus
der Gebarmutter erfordern. Damit sind sie in der Regel risikodrmer, liefern aber haufig Screening-Infor-
mationen.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Ein Grundpfeiler ist die Ultraschalldiagnostik. Sie dient nicht nur dem ,Schauen, ob alles da ist, son-
dern liefert systematisch Informationen iiber Wachstum, Organentwicklung, Plazenta, Fruchtwasser-
menge und mogliche strukturelle Fehlbildungen. In der Praxis spielen dabei auch sogenannte Marker
eine Rolle, also Ultraschallbefunde, die statistisch mit bestimmten Chromosomenstorungen hiufiger vor-
kommen. Entscheidend ist jedoch: Ein Marker allein ist selten beweisend, sondern verdndert primir die
Risikoeinschitzung.

> N =
Abnormal

0.2 Beispiel einer Nackendichtemessung des Fetus zur Abschatzung des Risikos einer Trisomie 21 [E1170-002]

Neben dem Ultraschall gibt es biochemische Screenings aus miitterlichem Blut, bei denen bestimmte
Hormon- oder Proteinmarker gemessen und gemeinsam mit klinischen Daten (z. B. Alter der Schwange-
ren) zu einer Risikoberechnung zusammengefiihrt werden. Hier gilt derselbe Grundsatz: Das Ergebnis ist
eine Wahrscheinlichkeitsaussage, keine genetische Diagnose.

In den letzten Jahren hat auflerdem die Analyse von zellfreier DNA im miitterlichen Blut (hdufig als NIPT
- nicht-invasiver Prinataltest — bezeichnet) eine grofie Rolle bekommen. Das Prinzip ist, dass in der
Schwangerschaft DNA-Fragmente, die vor allem aus der Plazenta stammen, in der miitterlichen Blutbahn
nachweisbar sind. Diese DNA kann mit modernen molekulargenetischen Analyseverfahren ausgewertet
werden, um Hinweise auf bestimmte Aneuploidien zu finden. Wichtig ist dabei, dass auch dieser Ansatz
ein Screening ist: Er kann das Risiko stark verdndern, ersetzt aber nicht automatisch eine diagnostische
Bestatigung durch invasive Verfahren, wenn klinisch eine eindeutige Abkliarung notwendig wird.

Invasive Verfahren liefern typischerweise diagnostischere Aussagen, weil sie auf Zellmaterial basieren,
das genetisch untersucht werden kann. Der entscheidende Unterschied ist also nicht ,,invasiv = besser*,
sondern: Invasiv bedeutet, dass man biologisches Material gewinnt, das fiir Zytogenetik und Molekular-
genetik geeignet ist.

Hiufig besteht die Indikation fiir invasive Pranataldiagnostik erst nach Anwendung von nicht-invasiven
Methoden, die ein gewisses Risiko fiir Fehlbildungen aufzeigen.

Ein klassisches Verfahren ist die Amniozentese (Abb. A) unten), bei der Fruchtwasser entnommen wird.
Im Fruchtwasser befinden sich fetale Zellen, die kultiviert und genetisch untersucht werden kénnen.
Eine weitere etablierte Methode ist die Chorionzottenbiopsie (Abb. B) unten). Dabei wird, wie der Name
bereits vermuten ldsst, Zottengewebe der Plazenta entnommen. Der grofle Vorteil liegt darin, dass dieses
Verfahren relativ frith in der Schwangerschaft moglich ist und zeitnah genetisch ausgewertet werden
kann. Gleichzeitig muss man biologisch sauber denken: Plazentagewebe kann in manchen Fallen gene-
tisch nicht perfekt dem Fetus entsprechen (z. B. im Rahmen eines plazentaren Mosaizismus), weshalb
Befunde immer im Kontext interpretiert werden.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
Alle Rechte vorbehalten, auch firr Text- und Data-Mining, Kl-Training und &hnliche Technologien.




NEUE STICHWORTER ZU 5 HUMANGENETIK
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0.3 A) Schemazeichnung zur Amniozentese. Durch die untere Bauchdecke und die Uteruswand wird eine Nadel in die
Amnionhohle eingefithrt. Dann wird eine Spritze angesetzt und Fruchtwasser (Amnionflissigkeit) fiir diagnostische Zwe-
cke entnommen.

B) Schemazeichnung zur Chorionzottenbiopsie Chorionzottenbiopsie. Zwei Biopsiemethoden sind dargestellt: (1) mit ei-
ner Spinalnadel durch die miitterliche Bauchdecke, (2) durch Vagina und Zervikalkanal unter Verwendung eines bieg-
samen Kunststoffkatheters. [L141]

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Seltener, meist in speziellen Fragestellungen, wird die Chordozentese (Ent-
nahme fetalen Blutes aus der Nabelschnur) eingesetzt. Sie kann beispielsweise dann relevant werden, wenn
sehr rasch Blutparameter oder bestimmte genetische Analysen aus fetalem Blut benétigt werden. Aufgrund
der hoheren Invasivitdt ist sie nicht das Standardverfahren fiir ,,jedes“ genetische Risiko, sondern eher ein
spezialisiertes Werkzeug.

Hat man Material gewonnen, greifen prinatale Analysen im Kern auf dieselben Methoden zuriick, die ihr
aus der genetischen Diagnostik kennt. Zytogenetisch kann man Chromosomen numerisch und strukturell
beurteilen (z. B. tiber Karyogramm oder zielgerichtet iiber FISH).

Molekulargenetisch kann man gezielt DNA-Abschnitte vervielfiltigen (PCR), DNA-Sequenzen bestim-
men (Sanger oder NGS) oder iiber Array-basierte Verfahren grofiere genomische Muster erfassen.
Wichtig ist dabei, dass die Methode immer zur Fragestellung passen muss. Wenn die Frage lautet , liegt
eine Aneuploidie vor?*, braucht man keine Einzelbasenauflosung, sondern ein Verfahren, das Kopien-
zahlen zuverldssig erkennt. Wenn die Frage lautet ,trdgt der Fetus die bekannte familidre Mutation?*,
braucht man eine zielgerichtete molekulargenetische Analyse. Dass Molekulargenetik grundsitzlich die
Ebene ist, auf der Struktur und Funktion der Gene analysiert werden, bildet dabei die Basis fiir diese Di-
agnostik (Band 1, > Kap. 6).

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Unter Methoden der Gentechnik versteht man alle molekularbiologischen Werkzeuge, mit denen man
Erbinformation gezielt untersuchen, vervielfiltigen, ,lesen“ und (in manchen Anwendungen) auch
verdndern kann. Dabei geht es in der Praxis fast immer um sehr konkrete Fragen: Ist eine bestimmte
DNA-Sequenz vorhanden? Wie viel davon? Welche Variante liegt vor? Wie unterscheidet sich eine Probe
von einer anderen? — und je nach Fragestellung braucht man eine andere ,, Auflésung®: manchmal reicht
der Blick auf ganze Chromosomenabschnitte, manchmal muss man einzelne Basen unterscheiden.
Gemeinsam ist vielen Verfahren ein typischer Ablauf: Probe gewinnen > DNA/RNA aufbereiten -> Sig-
nal erzeugen (z.B. durch PCR-Amplifikation oder Sequenzierung) — Daten auswerten (hiufig mit Bio-
informatik) - Befund interpretieren. Genau hier setzen die folgenden Kapitel an: von der PCR als
Grundwerkzeug, iiber Sequenzierverfahren (Sanger/NGS) und Genomanalyse bis hin zu Anwendungen
wie genetischem Fingerabdruck sowie gentechnischen Veranderungen (rekombinante DNA, Vektoren,
CRISPR/Cas).

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) findet ihr unter > Kapitel 5.11.3 Genetische Diagnostik - Moleku-
largenetische Methoden S. 314. Band 1.

Eine kurze Erwidhnung dieses Kapitels findet sich bereits im Band 1in > Kap. 5.11.3 Genetische Diagnos-
tik — Molekulargenetische Methoden auf Seite 314.

Die DNA ist das Trdgermolekiil der genetischen Information und besteht — wie wir bereits beim Aufbau
der DNA gesehen haben - aus einer Basenabfolge aus Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin. Die DNA-
Sequenzierung beschiftigt sich nun mit einer sehr konkreten Frage:

In welcher Reihenfolge stehen diese Basen tatsichlich in einem DNA-Abschnitt?

Genau diese Reihenfolge (Basensequenz) ist die ,,Schrift“ des Genoms. Wer sie lesen kann, kann Mutatio-
nen finden, Gene vergleichen, Erbkrankheiten diagnostisch einordnen oder bei Tumoren nachvollziehen,
welche Veranderungen im Erbgut aufgetreten sind.

VERSTANDNIS+ Oft klingt Sequenzierung so, als wiirde man einfach ,,DNA anschauen®. In Wahrheit ist Se-
quenzierung eher wie das Lesen eines sehr langen Textes, der aus nur vier Buchstaben besteht — und in dem
schon ein einziger falscher Buchstabe (z. B. ein Basenaustausch) eine groBe Bedeutung haben kann. Genau
deshalb ist Sequenzierung ein zentrales Werkzeug der modernen Genetik und Medizin.

Bevor wir uns einzelne Methoden ansehen, ist es wichtig zu verstehen, was Sequenzierung im Kern leistet.
In den meisten Sequenzierverfahren wird DNA nicht als endlos langer Doppelstrang ,,am Stiick” gelesen,
sondern man arbeitet mit einem Grundprinzip: DNA wird in viele kleinere Stiicke zerlegt, diese Stiicke
werden ausgelesen, und anschlieflend wird aus den vielen gelesenen Fragmenten wieder ein Gesamt-
bild rekonstruiert.

DEFINITION Ein Read ist ein ,ausgelesenes DNA-Stiick“, also das Sequenzresultat eines einzelnen Frag-
ments.

Als Coverage (oder Sequenziertiefe) bezeichnet man, wie oft eine bestimmte Position im Genom im Mittel
durch Reads abgedeckt ist (z.B. 30x).

Ein Referenzgenom ist eine Vergleichssequenz, an die Reads rechnerisch ,angelegt“ werden, um Unterschie-
de zu erkennen.

Der Variantenaufruf (Variant Calling) ist der bioinformatische Schritt, in dem Abweichungen zur Referenz
identifiziert werden (z.B. Basenaustausche oder kleine Einfiigungen/Verluste).

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Wenn man Sequenzierung als Prozess zusammenfasst, dann lauft es — stark vereinfacht - so ab:

Zuerst braucht man eine DNA-Probe (z. B. Blut, Speichel, Gewebe).

Diese DNA wird anschlieffend so vorbereitet, dass ein Sequenziergerit damit arbeiten kann. Dazu gehort
fast immer eine Fragmentierung in kleinere Abschnitte und das Anfiigen technischer ,Hilfssequenzen®,
die man Adapter nennt.

Danach werden die Fragmente tatsachlich ausgelesen.

Am Ende steht aber nicht automatisch ,,die perfekte Genomsequenz®, sondern eine sehr groffle Menge an
kurzen Sequenzen, die mithilfe von Software geordnet, gepriift und interpretiert werden miissen.

Sequenziergerite konnen nicht einfach irgendeinen DNA-Doppelstrang ,ansaugen und ablesen. Damit
DNA technisch bearbeitbar wird, erstellt man eine Library. Eine Library ist eine Sammlung aus vielen
DNA-Fragmenten, die so vorbereitet wurden, dass das Gerit sie erkennen, vervielfiltigen und auslesen
kann.

Typischerweise beginnt das Ganze mit der Isolation von DNA. Danach wird die DNA fragmentiert, also
in kleinere Stiicke zerlegt. Das kann mechanisch (z.B. durch Scherkrifte) oder enzymatisch passieren.
Anschlieflend werden an die Fragmentenden meist Adapter angefiigt. Diese Adapter sind kurze, bekann-
te DNA-Sequenzen. Sie erfiillen mehrere Aufgaben: Sie dienen als ,,Griff fiir das System, erméglichen die
Bindung an eine Oberfliche (je nach Technologie) und liefern definierte Startstellen fiir die Auslese-Re-
aktionen.

Oft wird die Library zusatzlich amplifiziert, also vermehrt. Das hat den einfachen Grund, dass ein einzel-
nes DNA-Molekiil ein extrem schwaches Signal liefert. Mehr Kopien bedeuten ein besser messbares Sig-
nal. Gleichzeitig muss man im Hinterkopf behalten, dass Amplifikation auch Verzerrungen erzeugen
kann: Manche Fragmente werden leichter vervielfiltigt als andere.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Wenn ihr spater im klinischen Kontext Sequenzierungsbefunde seht, dann ist
es nicht unwichtig zu wissen, dass bereits die Probenqualitdt und die Library—Herstellung Einfluss darauf
haben, welche Regionen gut und welche schlecht erfasst werden. Nicht jede ,,fehlende Mutation“ ist wirklich
nicht vorhanden — manchmal wurde die Region schlicht technisch schlecht abgedeckt.

Die klassische Methode der Sequenzierung nennt sich Sanger-Sequenzierung. Sie ist heute nicht unbe-
dingt das Werkzeug fiir riesige Genomprojekte, aber sie ist konzeptionell sehr wichtig — und eignet sich
sehr gut, wenn man einzelne Abschnitte gezielt tiberpriifen mochte.

Das zentrale Prinzip der Methode nach Sanger ist der Kettenabbruch. Damit DNA-Polymerasen DNA
verldngern konnen, brauchen sie ein freies 3’~OH-Ende, an das das néichste Nukleotid angehangt wird.
Wenn man jedoch spezielle Nukleotide verwendet, denen genau dieses 3’~OH fehlt, kann die Synthese
nicht weitergehen. Diese speziellen Nukleotide heiflen Didesoxynukleotide (ddNTPs).

DEFINITION Ein ddNTP (Didesoxynukleotid) ist ein Nukleotid, dem das 3’-OH fehlt. Wird es eingebaut,
stoppt die DNA-Synthese, weil keine weitere Phosphodiesterbindung entstehen kann.

Wie lauft das praktisch?

Man setzt eine Reaktion an, die eine DNA-Polymerase, eine Vorlage (Matrize) und normale Nukleotide
enthilt. Zusitzlich gibt man eine geringe Menge fluoreszenzmarkierter ddNTPs hinzu. Wihrend die Poly-
merase den Strang verldngert, wird gelegentlich statt eines normalen Nukleotids ein ddNTP eingebaut —
und genau dann bricht die Kette ab. So entstehen sehr viele DNA-Fragmente unterschiedlicher Linge, die
jeweils an einer bestimmten Base enden. Trennt man diese Fragmente nach Lange (klassisch per Kapillar-
elektrophorese), kann man aus der Reihenfolge der Signale die Basenabfolge rekonstruieren.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Der Trick ist nicht, dass Sanger ,,ein einzelnes Molekiil perfekt liest“, sondern
dass man viele Abbruchprodukte bekommt, die zusammen eine Art Leiter bilden. Aus dieser Leiter kann man
dann die Reihenfolge ablesen.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
Alle Rechte vorbehalten, auch fiir Text- und Data-Mining, KI-Training und &hnliche Technologien.
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Wihrend Sanger gut fiir einzelne, gezielte Sequenzen ist, hat die moderne Genetik einen enormen Schritt
gemacht, indem man Sequenzierung massiv parallelisiert hat. Genau das meint man mit Next Genera-
tion Sequencing (NGS; > Abb. 6.27 S. 338 Band 1): Sehr viele DNA-Fragmente werden gleichzeitig
sequenziert. Dadurch wird es moglich, nicht nur einzelne Gene, sondern ganze Genpanels, Exome oder
sogar komplette Genome in vertretbarer Zeit zu analysieren.

Das Grundgefiihl bei NGS ist wichtig: NGS liefert typischerweise nicht ,einen langen perfekten Text*,
sondern Milliarden kurzer Textschnipsel, die anschlieflend rechnerisch geordnet werden miissen. Diese
Schnipsel sind die Reads. Je nach Verfahren sind sie z.B. 75, 150 oder 300 Basen lang. Haufig werden
Reads als paired-end erhoben, d.h. man liest beide Enden eines Fragments. Dadurch kann man besser
bestimmen, wo das Fragment im Genom hingehort, vor allem in schwierigen Regionen.

Viele NGS-Plattformen arbeiten nach dem Prinzip des Sequencing by Synthesis: DNA wird schrittweise
verlangert, und nach jedem Einbau wird registriert, welche Base eingebaut wurde. Damit das Signal stark
genug ist, erzeugt man vor dem eigentlichen Lesen haufig sogenannte Cluster - also viele identische Ko-
pien desselben DNA-Fragments an einem Ort. Je nach Technologie kann die Amplifikation z. B. {iber eine
Oberflichen-Vermehrung (klassisch: ,,Briickenamplifikation®) oder iiber eine Emulsions—PCR auf Mi-
krokiigelchen erfolgen. Danach laufen die Auslesezyklen, in denen Basen nacheinander eingebaut und
detektiert werden.

VERSTANDNIS+ NGS ist wie das Lesen eines Buches, bei dem ihr nicht Seite fiir Seite bekommt, sondern
sehrviele kurze Satzfetzen. Erst durch Uberlappungen und durch den Abgleich mit einem Referenztext kann
man rekonstruieren, wo welcher Satz hingehort — und wo Buchstaben abweichen.

Fiir Menschen ware dieser Prozess mit einem immensen Aufwand verbunden — fiir Computer ist es jedoch um
einiges einfacher diese Art des Zusammensetzen von Informationen zu einem passenden Gesamtbild zu be-
werkstelligen.

Nach dem Sequenzieren ist die Arbeit nicht vorbei, sondern beginnt in gewisser Weise erst richtig. Zu-
ndchst wird das Rohsignal in Basen iibersetzt (Basecalling). Danach wird gepriift, ob die Datenqualitit
ausreichend ist. Schlechte Reads oder sehr unsichere Basenpositionen werden herausgefiltert oder mar-
Kiert.

Sequenzierung Basenaufruf / Rohdaten / Ausrichtung und
(Illumina-Technologie, Oxford
Nanopore Technologies...)

Basenbestimmung Rohleseungen Assemblierung

Abdeckung
>
—>
@ Qualitétskontrolle Referenz-
Transkriptom/Genom
Datenanalyse l

Volcano plot

Annotation

<—

T kript 1/ T kript 2/
[ i T ens

H [ s 1 I

Log2FC

Normalisierung und
differentieller Expressionsanalyse
Funktionelle Anreicherungsanalyse (GO, KEGG...)
RNA-Modifikationsanalyse
Integrative Analyse

0.4 Weiterverarbeitung der Rohdaten der Sequenzierung [E1519]
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Der nichste grofie Schritt ist das Alignment, also das rechnerische Anlegen der Reads an ein Referenz-
genom. Wenn ein Read gut an eine Stelle passt, nimmt man an, dass dieses Fragment aus genau dieser
Region stammt. Hat man das fiir Millionen Reads gemacht, kann man pro Genomposition sehen, welche
Basen dort in der Probe tatsdchlich hiufig gelesen wurden. Wenn sich an einer Stelle in vielen Reads eine
Base zeigt, die von der Referenz abweicht, spricht das fiir eine Variante.

Dabei unterscheidet man typischerweise zwischen SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms bzw. Basen-
austauschen) und Indels (kleinen Insertionen/Deletionen). Dariiber hinaus gibt es grofiere strukturelle
Varianten wie Kopienzahlveranderungen (CNVs) oder Translokationen. Je nachdem, welche Sequenzier-
strategie und welche Readldngen man nutzt, erkennt man bestimmte Variantentypen besser oder schlech-
ter.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM In der Praxis ist nicht nur die Variante wichtig, sondern auch ihre Einordnung.
Eine gefundene Mutation ist nicht automatisch krankheitsauslosend. Jeder Mensch tragt sehrviele Varianten
in sich. Der klinische Schritt ist daher immer:

1. Passt die Variante zum Phanotyp?

2. Verdndert sie die Proteinstruktur (z. B. nonsense/missense)?

3. Betrifft sie Spleif3stellen oder regulatorische Regionen?

4. Und wie sicher ist der technische Nachweis?

Ein hiufig unterschétzter Punkt ist die Frage, wie sicher ein Basenaufruf eigentlich ist. NGS-Daten sind
nicht fehlerfrei. Deshalb verwendet man Qualitétsscores, die angeben, wie wahrscheinlich ein Fehler an
einer Base ist. Ein gingiges Konzept sind sogenannte Phred-Scores: Je hoher der Score, desto geringer
die angenommene Fehlerwahrscheinlichkeit.

DEFINITION Der Phred-Score (Q) ist ein logarithmisches Ma# fiir die Fehlerwahrscheinlichkeit:
Q =-10 l0g10(Pfehler)

Das klingt erstmal mathematisch, aber der MedAT-Kern ist simpel: Ein héherer Q-Score bedeutet, dass
man einer Base stirker vertrauen kann. Haufig begegnet euch als Richtwert Q30, was ungefihr einer
Fehlerwahrscheinlichkeit von 1 zu 1000 entspricht (also statistisch ein Fehler pro 1000 Basen).
Mindestens genauso wichtig ist die Coverage. Wenn ihr eine Position nur einmal lest (1x), konnt ihr
schwer entscheiden, ob eine Abweichung eine echte Variante oder ein Messfehler war. Wenn ihr dieselbe
Position aber z.B. 30-mal lest (30x) und in vielen Reads immer wieder dieselbe Abweichung seht, wird
die Aussage deutlich stabiler.

Um das Gefiihl dafiir zu bekommen, kann man sich eine Mini-Rechnung anschauen: Angenommen, ihr
habt 600 Millionen Reads mit einer Linge von 150 Basen. Dann wurden insgesamt 600.000.000 150 =
90.000.000.000 Basen ,gelesen. Das menschliche Genom hat ungefihr 3.000.000.000 Basenpaare.
90.000.000.000 / 3.000.000.000 ergibt etwa 30. Das entspricht grob einer 30x Coverage iiber das Genom,
was fiir viele Fragestellungen eine iibliche Groflenordnung ist.

VERSTANDNIS+ Coverage ist wie ,mehrfach Korrekturlesen®“. Einmal lesen reicht oft nicht, um Tippfehler
von echten Unterschieden zu trennen. Mehrfaches Lesen reduziert Unsicherheit.

In der Medizin sequenziert man selten ,einfach alles®, sondern wihlt je nach Fragestellung eine passende
Strategie. Wenn man bereits weif$, welche Gene typischerweise relevant sind (z. B. bei bestimmten Tumo-
ren oder bekannten Erbkrankheiten), nutzt man hiufig Genpanels. Diese Panels fokussieren nur ausge-
wihlte Gene oder Genabschnitte. Der Vorteil ist, dass man diese Regionen sehr tief abdecken kann (hohe
Coverage) und dadurch Varianten sicherer findet. Auflerdem ist es schneller und giinstiger als eine Ge-
nomsequenzierung.

Wenn man breiter suchen méchte, aber sich dennoch auf die wichtigsten kodierenden Bereiche konzen-
triert, kann man eine Exomsequenzierung (WES) durchfiihren. Das Exom umfasst die Exons, also die
protein—kodierenden Teile der Gene. Viele krankheitsrelevante Varianten liegen tatséchlich in diesen Be-
reichen. Dennoch ist das Exom nicht ,,alles: Introns und viele regulatorische Regionen werden dabei nur
eingeschrinkt erfasst.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Am umfassendsten ist die Genomsequenzierung (WGS), bei der das gesamte Genom untersucht wird.
Damit kann man auch Varianten in nicht-kodierenden Regionen besser erfassen und strukturelle Ver-
anderungen oft besser beurteilen. Gleichzeitig steigt die Datenmenge enorm, und auch die Interpretation
wird komplexer.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Gerade im Tumorbereich ist Sequenzierung so wichtig, weil Tumoren oft soma-
tische Mutationen tragen. Diese sind nicht in jeder Kérperzelle vorhanden und werden nicht ,klassisch ver-
erbt“, konnen aber fiir Prognose und Therapieentscheidungen relevant sein. Sequenzierung ist deshalb ein
Kernbaustein der Prazisionsmedizin.

So leistungsfihig Sequenzierung ist, sie hat Grenzen. Eine haufige Fehlerquelle ist schon die Probe selbst:
Ist die DNA stark degradiert oder kontaminiert, leidet die Qualitat. Technisch konnen bestimmte Regio-
nen schwerer sequenzierbar sein, etwa sehr GC-reiche Abschnitte oder repetitive Sequenzen. Auch das
Alignment kann problematisch werden, wenn Reads in mehreren Regionen dhnlich gut passen — dann
kann eine falsche Zuordnung entstehen.

Ein weiterer klassischer Punkt ist zu geringe Coverage: Varianten konnen iibersehen werden, wenn eine
Region nur schwach abgedeckt ist. Aulerdem gibt es biologische Situationen wie Mosaizismus, bei dem
eine Variante nur in einem Teil der Zellen vorkommt. Dann ist das Mutationssignal ,,verdiinnt und
schwerer sicher nachzuweisen.

VERSTANDNIS+ ,Nicht gefunden® ist nicht immer ,,nicht vorhanden®. Bei Sequenzierung ist die Aussage-
kraft immer an Qualitét, Coverage und die Art der Fragestellung gebunden.

Unter Genomanalyse versteht man alle Methoden, mit denen man das Erbgut einer Zelle oder eines Or-
ganismus untersucht, vergleicht und interpretiert. Im Gegensatz zur ,klassischen® Genetik, die oft von
einem Merkmal ausgeht und dann nach der Ursache sucht, beginnt die Genomanalyse héufig direkt bei
der DNA: Man fragt, welche Verinderungen im Genom vorliegen, wie grof§ sie sind, wo sie sitzen und
ob sie funktionell relevant sein kénnten.

Dabei ist wichtig zu verstehen, dass ,,Genom® nicht nur ,Gene® bedeutet. Ein grofler Teil des eukaryoti-
schen Genoms besteht aus nicht direkt protein-kodierenden Bereichen, darunter repetitive Sequenzen,
regulatorische Abschnitte und viele Regionen, deren Funktion nicht auf den ersten Blick erkennbar ist.
Genau deshalb braucht man unterschiedliche Methoden: Manche Verfahren sind gut, um grofie chromo-
somale Verinderungen zu sehen, andere sind stark bei kleinen Sequenzvarianten — und wieder andere
analysieren eher die Aktivitit bzw. Regulation von Genen.

VERSTANDNIS+ Die zentrale Frage der Genomanalyse ist fast immer: Was ist die passende ,,Auflésung“?
Wenn du wissen willst, ob ein ganzes Chromosom zu viel vorhanden ist, brauchst du keine Basen-fiir-Ba-
sen-Sequenzierung. Wenn du aber eine Punktmutation suchst, hilft dir ein Karyogramm nicht weiter. Genom-
analyse heif3t deshalb auch: die richtige Methode fiir die richtige Fragestellung auswahlen.

Das Genom kann auf sehr unterschiedliche Weise verandert sein. Manche Verdnderungen betreffen nur
ein einziges Basenpaar, andere verindern ganze Chromosomenabschnitte oder sogar die Chromoso-
menzahl (Band 1 > Kap. 5.8).

DEFINITION Eine Variante ist eine Abweichung von einer Referenzsequenz.

Ein SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ist ein Basenaustausch an einer einzelnen Position.

Ein Indel ist eine kleine Insertion oder Deletion (Einfiigung/Verlust weniger Basen).

Eine CNV (Copy Number Variation) ist eine Kopienzahlverdanderung eines DNA-Abschnitts (z. B. Deletion oder
Duplikation).

Als strukturelle Varianten bezeichnet man gréBere Umbauten wie Inversionen, Translokationen oder groe
Insertions/Deletionen.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
Alle Rechte vorbehalten, auch fiir Text- und Data-Mining, KI-Training und ahnliche Technologien.
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Zusatzlich muss man unterscheiden, wo die Verdnderung auftritt:
Keimbahnvarianten sind in (fast) allen Zellen vorhanden und konnen vererbt werden.
Somatische Varianten entstehen im Laufe des Lebens in einzelnen Zelllinien (z. B. Tumoren) und
sind typischerweise nicht vererbbar.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Gerade in der Onkologie ist diese Unterscheidung extrem wichtig: Tumorpro-
file basieren hdufig auf somatischen Mutationen, wéhrend bei klassischen Erbkrankheiten der Fokus auf
Keimbahnvarianten liegt. In beiden Féllen ist die technische Frage aber dhnlich: Welche Variante ist vorhan-
den und wie zuverldssig wurde sie nachgewiesen?

Bevor irgendein Gerét etwas messen kann, braucht man geeignetes Ausgangsmaterial. In der Praxis be-
ginnt Genomanalyse daher fast immer mit der Probengewinnung (z.B. Blut, Speichel, Gewebe) und der
DNA-Isolation. Anschlieflend priift man, ob die DNA ausreichend konzentriert, nicht zu stark frag-
mentiert und frei von Inhibitoren ist (z. B. Substanzen, die PCR-Reaktionen storen konnen).

Je nachdem, welche Methode man einsetzen mdchte, wird die DNA dann weiterverarbeitet: Fiir PCR-
basierte Verfahren braucht man hiufig nur geringe Mengen, fiir Microarrays oder Sequenzierung wird
meist eine definierte Menge und Qualitdt benétigt, und bei manchen Techniken (z. B. NGS) wird die DNA
zusitzlich gezielt fragmentiert und mit technischen Adaptersequenzen versehen (Library-Herstellung; s.
oben).

VERSTANDNIS+ Viele ,Fehler“in der Genomanalyse sind keine echten biologischen Fehler, sondern starten
bereits bei der Probe: Schlechte DNA-Qualitat kann dazu fiihren, dass bestimmte Regionen nicht zuverldssig
erfasst werden. Das ist auch der Grund, warum Befunde oft Qualitdtsangaben enthalten (z.B. ,Abdeckung/
Coverage“, Messgiite oder Kontrollmarker).

Wenn man vermutet, dass die Ursache einer Auffélligkeit eine grofle chromosomale Verinderung ist -
also etwa eine Aneuploidie (z. B. Trisomie) oder eine grof3e Translokation —, dann beginnt man oft auf der
Ebene der Chromosomen.

Ein klassisches Verfahren ist die Karyotypisierung (Band 1 Kap. 5.8.2, Abb. 5.24 und
Abb. 5.25): Chromosomen werden in der Metaphase sichtbar gemacht und nach Grofle, Zentromerlage
und Bandenmuster geordnet. Damit kann man grofle Aberrationen erkennen, aber die Auflosung ist be-
grenzt: Kleine Deletionen im Bereich weniger hundert Kilobasen siecht man damit unter Umstdnden nicht.
Fiir gezieltere Fragestellungen gibt es FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; vgl. Band 1
Kap. 5.11.3; > Abb. 5.43). Hier werden fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden eingesetzt, die an komple-
mentire Sequenzen binden. Das ist besonders praktisch, wenn man eine konkrete Region iiberpriifen
mochte, etwa bei Verdacht auf eine bestimmte Mikrodeletion oder bei bestimmten Tumortranslokatio-
nen.

DEFINITION Bei der FISH binden fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden an eine komplementére Zielsequenz in
Chromosomen oder Zellkernen. So kann man das Vorhandensein, die Lage oder die Anzahl bestimmter DNA—
Abschnitte sichtbar machen.

Ein weiteres Konzept ist die vergleichende Genomhybridisierung (CGH; comparative genomic hybridization)
bzw. als moderne Variante die Array—CGH. Hier vergleicht man DNA einer Probe mit DNA einer Referenz und
erkennt Kopienzahlverdnderungen im Genom. Das ist besonders niitzlich bei unklaren Entwicklungsstorun-
gen oder wenn man Deletionen/Duplikationen vermutet, die im Karyogramm ,,zu klein“ wéaren.

Sobald die Fragestellung in Richtung kleiner Varianten geht (SNPs, kleine Indels, Punktmutationen),
arbeitet man auf Sequenzebene - entweder direkt durch Sequenzierung oder indirekt iber Methoden, die
Sequenzunterschiede ,,sichtbar machen.

Ein sehr hdufiges Grundwerkzeug ist die PCR (Band 1 > Kap. 5.11.3; > Abb. 5.44). Mit ihr kann man
einen bestimmten DNA-Abschnitt gezielt vervielfiltigen, um ihn anschlieffend weiter zu untersuchen. In
der Diagnostik wird PCR nicht nur zum ,Mehrmachen® genutzt, sondern oft auch als Messinstrument: Bei
der qPCR (Realtime-PCR) wird wéhrend der Amplifikation ein Fluoreszenzsignal gemessen, wodurch

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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man Riickschliisse auf die Ausgangsmenge der DNA ziehen kann. Das ist zum Beispiel relevant, wenn man
bestimmte Erregerlasten quantifiziert oder Kopienzahlveranderungen grob abschitzen méchte.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Noch praziser in der Quantifizierung kann die digitale PCR sein: Hier wird die
Probe in sehr viele kleine Reaktionsraume aufgeteilt. Am Ende zdhlt man, in wie vielen dieser ,,Mini—PCRs*
ein Signal entstanden ist. Das ist besonders niitzlich, wenn man seltene Varianten in einem Hintergrund aus
viel ,,normaler* DNA finden mdchte (z. B. Tumor-DNA in Blut).

Auch Restriktionsenzyme spielen in der klassischen Genomanalyse eine Rolle. Sie schneiden DNA an
spezifischen Erkennungssequenzen. Wenn eine Mutation eine Schnittstelle erzeugt oder zerstort, kann
man daraus ein charakteristisches Fragmentmuster erhalten (Stichwort Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus; RELP).

Die aktuell wichtigsten Verfahren fiir detaillierte Genomanalyse sind jedoch die in > Kap. 6.8.1 beschrie-
benen Sequenzier— und Array-Technologien. NGS ermdglicht eine hochparallele Sequenzierung sehr
vieler DNA-Fragmente, wodurch man - je nach Design - Genpanels, Exome oder ganze Genome analy-
sieren kann. Ergidnzend dazu liefern SNP-Arrays Informationen {iber hiufige Varianten (SNPs) und
konnen auch Hinweise auf Kopienzahlverinderungen oder Verlust von Heterozygotie geben.

VERSTANDNIS+ Sequenzierung beantwortet primér: Welche Base steht wo?

Arrays beantworten oft eher: Welche bekannte Variante ist vorhanden? bzw. Wie ist die Signalstdrke (- Kopi-
enzahl)?

Beide konnen ,genomweit“ sein — aber sie messen unterschiedliche Dinge.

Ein Genomdatensatz ist erst dann medizinisch sinnvoll, wenn man ihn einordnet. Das gilt besonders fiir
Sequenzierdaten, weil jeder Mensch sehr viele Varianten trégt. Der entscheidende Schritt ist also nicht
nur das ,Finden®, sondern das Bewerten: Handelt es sich um eine harmlose Variation, eine potenziell
krankheitsrelevante Verdnderung oder um eine Variante unklarer Bedeutung?
Typischerweise betrachtet man dabei unter anderem:

Liegt die Variante in einem Exon, an einer Spleifistelle oder in einer regulatorischen Region?

Verindert sie die Proteinsequenz (z. B. missense, nonsense) oder ist sie ,,still“?

Wie héufig ist sie in der Bevolkerung (selten vs. haufig)?

Passt sie zur Klinik/Anamnese?

Wie sicher ist der technische Nachweis (Qualitat, Coverage, Kontrollen)?

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM In Befunden werden Varianten oft nach klinischer Relevanz kategorisiert (z. B.
»pathogen®, ,wahrscheinlich pathogen®, ,,unklar“, ,wahrscheinlich benigne, ,benigne“). Die Genomanaly-
se stellt also nicht nur eine labortechnische Dienstleistung dar, sondern benétigt im medizinischen Kontext
zwingend eine klinische Interpretation.

Genomanalyse ist heute in vielen Bereichen angekommen. Bei seltenen Erbkrankheiten kann Sequenzie-
rung helfen, die genetische Ursache fiir Krankheiten zu finden - besonders dann, wenn mehrere Gene
infrage kommen. Bei Tumorerkrankungen werden genomische Verdnderungen genutzt, um Diagnosen
zu prézisieren und teilweise Therapien zu steuern (z.B. zielgerichtete Therapien bei bestimmten Mutati-
onsprofilen). In der Prinatal- und Reproduktionsmedizin (> Kap. 5.11.5) spielen genetische Tests
ebenfalls eine Rolle, allerdings immer eingebettet in ethische und beratende Rahmenbedingungen.

So leistungsfihig Genomanalyse ist: sie hat auch ihre Grenzen. Manche Regionen des Genoms sind schwer
zu analysieren, zum Beispiel hochrepetitive Abschnitte.

Manche Variantentypen werden von manchen Methoden schlecht erfasst: Eine Sequenzierung kann zwar
Buchstaben lesen, erkennt aber Kopienzahlverdnderungen manchmal weniger robust als ein Array; ein
Array sieht Kopienzahlverdnderungen gut, ,liest aber keine neue unbekannte Punktmutation.

Ein weiteres Problem ist Mosaizismus: Wenn eine Variante nur in einem Teil der Zellen vorkommt, ist
das Signal schwach und kann iibersehen werden.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Auflerdem gibt es den Faktor ,,Zufallsbefund“: Je grofSer die Analyse (z. B. WGS), desto hoher die Wahr-
scheinlichkeit, etwas zu finden, das nicht zur aktuellen Fragestellung passt, aber medizinisch relevant sein
konnte — oder eben nicht.

Der genetische Fingerabdruck ist eine Methode, mit der man anhand ausgewéhlter DNA-Abschnitte
Personen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit unterscheiden oder Verwandtschaftsbezichungen iiber-
priifen kann. Der Name ist dabei gut gewéhlt: So wie ein klassischer Fingerabdruck nicht ,den ganzen
Korper“ beschreibt, sondern ein sehr charakteristisches Muster nutzt, analysiert der genetische Fingerab-
druck nicht das gesamte Genom, sondern bestimmte Stellen, die sich zwischen Menschen besonders
stark unterscheiden.

Wichtig ist hierfiir das Grundverstdndnis: Es geht nicht darum, welche Gene jemand hat oder welche Ei-
genschaften daraus entstehen, sondern darum, ob eine DNA-Spur zu einer Person passt oder ob die
DNA-Muster zueinander kompatibel sind (z. B. bei Vaterschaftstests). Genau deshalb spielt der geneti-
sche Fingerabdruck eine grofie Rolle in der Forensik, in der Abstammungsdiagnostik und bei der Identifi-
zierung von Personen, etwa nach Katastrophen.

VERSTANDNIS+ Wenn von ,,DNA-Identifizierung” die Rede ist, ist fast nie gemeint, dass man ,,das ganze
Genom sequenziert“. Stattdessen nutzt man kleine, sehrvariable DNA-Bereiche, die wie ein Barcode funkti-
onieren.

Damit der genetische Fingerabdruck funktioniert, braucht man DNA-Bereiche, die sich zwischen Men-
schen unterscheiden, aber gleichzeitig bei jeder Person stabil sind (also nicht in jeder Zelle anders). Ge-
nau hier kommen repetitive DNA-Abschnitte ins Spiel, insbesondere Tandemwiederholungen (Band
1 > Kap. 5.7): kurze Sequenzmotive, die direkt hintereinander mehrfach vorkommen.

Bei Eukaryoten besteht ein grofier Anteil des Genoms aus repetitiven Sequenzen; dazu zihlen unter ande-
rem Tandemwiederholungen.

Diese repetitiven Bereiche sind fiir den genetischen Fingerabdruck deshalb so praktisch, weil sich vor al-
lem die Anzahl der Wiederholungen von Mensch zu Mensch stark unterscheiden kann. Und genau
diese Wiederholungszahl kann man messen.

DEFINITION Ein Lokus ist eine definierte Position im Genom.
Ein Allel ist eine Variante eines DNA-Abschnitts an einem bestimmten Lokus (im Kontext der Tandemwieder-
holungen meist: eine bestimmte Wiederholungszahl).

VERSTANDNIS+ Beim genetischen Fingerabdruck sind nicht ,neue Basen* oder ,Mutationen* die Haupt-
idee, sondern etwas viel Einfacheres: Zdahlen. Man schaut, wie oft ein bestimmtes Muster wiederholt ist.
Diese Zahl kann sich zwischen Personen unterscheiden — und ergibt zusammen {iber mehrere Loci ein sehr
individuelles Profil.

In der Praxis begegnet euch vor allem der Begriff STR (Short Tandem Repeats; Band 1 > Kap. 5.7). STRs
sind kurze Wiederholungseinheiten (oft nur wenige Basen lang), die im Genom an vielen Stellen vorkom-
men. Eine Person kann z.B. an einem STR-Lokus 10 Wiederholungen haben, eine andere 14. Diese Wie-
derholungszahl wird dann als Allel interpretiert.

Altere Konzepte arbeiten mit VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats; Band 1 > Kap. 5.7), meist
langeren Wiederholungseinheiten (,Minisatelliten®). Das Prinzip ist gleich: variable Wiederholungszahl,
aber STRs sind technisch heute meist deutlich praktischer.

Ein entscheidender Punkt fiir das Verstindnis ist die Diploidie: Der Mensch besitzt (abgesehen von weni-
gen Ausnahmen) von jedem autosomalen Lokus zwei Kopien, eine miitterliche und eine viterliche. Das
bedeutet: Im STR-Profil hat man an einem Lokus typischerweise zwei Allele (z.B. 12/15). Sind beide
gleich, spricht man von homozygot (z. B. 14/14), sind sie unterschiedlich, von heterozygot (z.B. 10/13).

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
Alle Rechte vorbehalten, auch fiir Text- und Data-Mining, KlI-Training und &hnliche Technologien.
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AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Dieses ,,zwei Allele pro Lokus“-Prinzip ist genau der Grund, warum STR—Profi-
le so gut fiir Verwandtschaftstests funktionieren: Ein Kind muss an jedem betrachteten Lokus ein Allel von der
Mutter und eines vom Vater geerbt haben.

Damit aus einer DNA-Spur ein verwertbares Profil wird, braucht man mehrere Schritte. Egal ob Forensik
oder Abstammungstest: Man startet mit einer Probe (z.B. Speichel, Blut, Haarwurzel, Gewebe), isoliert
DNA und analysiert dann die relevanten Loci.

Historisch wichtig ist die RFLP-Analyse (Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus; s. Abb. un-
ten). Dabei wird DNA mit Restriktionsenzymen geschnitten; Unterschiede in der Lange der entstehenden
Fragmente konnen auf unterschiedliche Wiederholungszahlen oder Schnittstellen hinweisen. Diese Me-
thode brauchte jedoch vergleichsweise viel und gut erhaltene DNA, was in der Praxis nicht immer gege-
ben ist.

DNA ;I |l\
Exon Exon

(kodierende Region) Intron (kodierende Region)
(nicht-kodierende)

RN

\ \ /
Hochvariierende repetitive Sequenzen,
genannt:

Variable Number of Tandem Repeats [VNTRSs]

In Gegenwart von:
Restriktions-
endonuklease

¢ 2
\)\ | /ﬁ/(

Restriktions Fragment-L&ngen Polymorphismus [RFLP]

0.5 Beispiel eines Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus [E1520]

In der modernen Routine dominiert deshalb meist die PCR-basierte STR-Analyse (Band 1,
Abb. 5.44 Seite 314). Der Grund ist logisch: STR-Bereiche lassen sich mit PCR gezielt vervielféltigen, und
PCR funktioniert auch mit sehr kleinen DNA-Mengen. Meist amplifiziert man gleich mehrere STR-Loci
gleichzeitig (Multiplex—-PCR), wobei die Primer fluoreszent markiert sein konnen. Danach trennt man die
PCR-Produkte nach Gréfe, typischerweise per (Kapillar-)Elektrophorese. Aus der Fragmentlidnge kann
man auf die Wiederholungszahl schlieffen, weil mehr Wiederholungen ein lingeres DNA-Stiick ergeben.
Was am Ende entsteht, ist kein ,, Text“ wie bei einer Sequenzierung, sondern ein Profil: An jedem be-
trachteten Lokus stehen zwei Zahlen (die Allele), und die Gesamtheit dieser Zahlenkombinationen ergibt
den genetischen Fingerabdruck.

VERSTANDNIS+ Ein STR-Profil ist ein wenig wie ein Zahlenschloss mit vielen Ringen: Ein einzelner Ring (ein
Lokus) ist noch nicht super eindeutig, aber viele Ringe zusammen ergeben eine Kombination, die extrem
selten zufdllig identisch ist.

Ein ganz wichtiger Punkt ist auch hier die Interpretation. Wenn zwei STR-Profile iibereinstimmen, be-
deutet das: Die DNA-Spur ist mit der DNA dieser Person kompatibel. Je mehr unabhéngige Loci man

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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vergleicht, desto unwahrscheinlicher wird es, dass eine zufillige, nicht verwandte Person das gleiche Pro-
fil besitzt.

Daraus kommt die typische statistische Aussage: Man berechnet eine Zufallstrefferwahrscheinlichkeit
(random match probability). Vereinfacht gesagt multipliziert man die Wahrscheinlichkeit der Allelkom-
binationen iiber mehrere Loci (unter Annahmen wie Unabhingigkeit der Loci und bekannten Allelfre-
quenzen in einer Population). Dadurch werden die Zahlen schnell extrem klein.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Nah verwandte Personen teilen mehr Allele als zufdllige Unverwandte. Des-
halb ist es in der Praxis relevant, ob man einen Datenbank—Match als ,,einzig plausible Person® interpretiert
oder ob z.B. ein Bruder statistisch ebenfalls gut passen kdnnte. Es gilt das Grundprinzip: Verwandtschaft
erhoht Profildhnlichkeit.

Der genetische Fingerabdruck hat mehrere klassische Einsatzgebiete. In der Forensik wird er genutzt, um
DNA-Spuren von Tatorten mit Referenzproben (z.B. von Verdéchtigen) zu vergleichen oder Datenban-
ken nach passenden Profilen zu durchsuchen. In der Abstammungsdiagnostik (z.B. Vaterschaftstest)
nutzt man die Mendel-Logik: Ein Kind muss an jedem untersuchten STR-Lokus ein Allel mit der Mutter
und eines mit dem biologischen Vater teilen. Passt das iiber viele Loci hinweg, steigt die Wahrscheinlich-
keit der Vaterschaft sehr stark; passen mehrere Loci nicht, kann man Vaterschaft meist sicher ausschlie-
Ben.

Auflerdem ist die Methode relevant bei der Identifizierung unbekannter Personen, z. B. nach Katastro-
phen oder bei Vermisstenfillen, wenn Vergleichsmaterial vorhanden ist.

VERSTANDNIS+ Merke: Forensik fragt meist ,,von wem stammt die Spur?“, Abstammungstests fragen ,,pas-
sen die Vererbungsregeln?“. Beides nutzt dieselbe Technik, aber die Logik der Interpretation ist unterschied-
lich.

So ,eindeutig” ein genetischer Fingerabdruck wirkt, er hat Grenzen. Ein Klassiker: Eineiige Zwillinge
besitzen (praktisch) dasselbe Genom und sind mit Standard-STR-Profilen nicht unterscheidbar. Ein wei-
terer Punkt sind Mischspuren, wenn DNA von mehreren Personen in einer Probe enthalten ist. Dann
sieht man an einem Lokus nicht mehr nur zwei Allele, sondern potenziell mehr - und die Interpretation
wird deutlich anspruchsvoller.

Auch die Qualitat der DNA spielt eine grof8e Rolle. Stark degradierte DNA fiithrt dazu, dass manche Loci
nicht mehr zuverldssig amplifiziert werden (Allel-Dropout). Zusitzlich kann PCR typische Nebenpro-
dukte erzeugen, z.B. sogenannte ,,Stutter-Artefakte (kleine Nebenpeaks), die man bei der Auswertung
kennen muss.

Wenn wir in der Molekulargenetik iiber Gene, DNA und Genexpression sprechen, klingt das zunachst oft
sehr ,theoretisch®. Spétestens beim Thema gentechnisch verinderte Organismen wird aber klar, dass
dieses Wissen eine direkte praktische Anwendung hat: Man kann Erbinformation nicht nur lesen (z. B.
Sequenzierung), sondern auch gezielt verandern. Ein gentechnisch verdnderter Organismus (GVO) ist
dabei ein Lebewesen, dessen Erbgut mit molekularbiologischen Methoden so verandert wurde, dass die
Veranderung nicht (oder zumindest nicht in dieser Form und Geschwindigkeit) durch klassische Kreu-
zung und Selektion zustande kommen wiirde.

Wichtig ist dabei ein sauberes Begriffsverstandnis: ,Gentechnisch verdndert bedeutet nicht automatisch
Hkiinstlich® im Sinne von ,,komplett neu erfunden®, sondern hiufig, dass man gezielt eine bestimmte In-
formation erginzt, entfernt oder umschreibt. Das kann ein einzelnes Gen betreffen, aber auch regulatori-
sche Bereiche, die steuern, wann und wie stark ein Gen exprimiert wird. Gerade diese Regulation ist
entscheidend dafiir, ob eine Veranderung im Genom iiberhaupt zu einem beobachtbaren Merkmal (Pha-
notyp) fiihrt.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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VERSTANDNIS+ Ein GVO ist nicht dadurch ,besonders“, dass er DNA besitzt — DNA haben alle Lebewesen.
Der entscheidende Punkt ist, dass man eine genetische Information gezielt verandert, um eine bestimmte
Eigenschaft zu erreichen oder zu untersuchen. Die Logik dahinter ist dieselbe wie bei der Proteinbiosynthese:
DNA trdgt die Information, und iber RNA und Protein wird daraus Funktion.

Damit Gentechnik verstindlich wird, lohnt sich eine kurze Einordnung der ,,Bauteile® eines funktionsfi-
higen genetischen Konstrukts. Wenn ein Genprodukt (Protein oder RNA) im Zielorganismus entstehen
soll, reicht es in der Regel nicht, nur ,irgendeinen DNA-Abschnitt® einzubauen. Man braucht vielmehr
eine Art funktionelles Paket: eine Kontrollregion (Promotor/Enhancer), eine kodierende Sequenz (oder
die Sequenz der gewiinschten RNA) und hiufig Signale fiir ein korrektes Ende (Terminator/Polyadenylie-
rungssignal, je nach System; vgl. Band 1 > Kap. 6.3.2 Eukaryotische Gene im Band 1 Seite 326).

DEFINITION Ein Transgen ist ein Gen bzw. DNA-Abschnitt, derin einen Organismus eingebracht wurde und
dort (typischerweise) neu ist.

Ein Vektor ist ein ,Transportmittel“ fiir DNA (z.B. ein Plasmid), das den Einbau oder die Vermehrung einer
DNA-Sequenz ermoglicht.

Ein Promotor ist eine DNA-Region, an die die Transkriptionsmaschinerie bindet und die Start und Stérke der
Genexpression wesentlich bestimmt.

Ein Selektionsmarker ist ein Merkmal (z. B. Resistenz), mit dem man Zellen identifizieren kann, die das ge-
wiinschte DNA-Konstrukt tatsdchlich aufgenommen haben.

Im Grunde ist das Ziel der Gentechnik, dass am Ende in der Zelle die Information des eingebrachten oder
verdnderten DNA-Abschnitts genutzt wird - also transkribiert und ggf. translatiert wird. Genau des-
halb hingen GVO-Eigenschaften stark davon ab, ob das Konstrukt im richtigen Zelltyp, zur richtigen Zeit
und in der richtigen Menge aktiv ist.

Unter rekombinanter DNA versteht man DNA, die aus Abschnitten unterschiedlicher Herkunft kiinst-
lich zusammengesetzt wurde. Das Grundprinzip dahinter ist — konzeptionell - erstaunlich logisch: Man
nimmt eine gewiinschte Sequenz, verkniipft sie mit einem geeigneten Vektor und bringt dieses Konstrukt
in Zellen ein. Anschlieflend werden jene Zellen ausgewihlt, bei denen der Transfer tatsdchlich funktio-
niert hat.

Hiufig werden in der Praxis Plasmide eingesetzt. Plasmide sind kleine, ringformige DNA-Molekiile, die
besonders in Bakterien vorkommen und sich unabhingig vom bakteriellen Chromosom vermehren kon-
nen. Sie eignen sich daher gut als ,DNA-Taxi. In der Biotechnologie nutzt man dieses Prinzip seit Jahr-
zehnten, etwa um Mikroorganismen dazu zu bringen, bestimmte Proteine in groflen Mengen herzustel-
len.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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Nach der Transformation des rekombinanten Plasmids in E. coli werden
Fremd- und Antibiotikaresistenzgene exprimiert. Bakterien mit dem Plasmid
lassen sich selektieren, weil sie trotz vorhandenen Antibiotikums wachsen.

0.6 Plasmide als Vektoren — ein Grundschritt der Genklonierung, um z.B. Fremd-DNA in Escherichia coli einzubringen.
[R297]

VERSTANDNIS+ Hier sieht man sehr schdn den Unterschied zwischen ,,Genetik“ und ,,Gentechnik“: Die
Genetik erklart, wie Information wirkt und vererbt wird. Die Gentechnik nutzt dieses Wissen, um Information
gezielt zu verdndern oder zu verwenden.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Ein Klassiker ist die Herstellung von rekombinanten Proteinen (z.B. Hormone
oder Enzyme) durch genetisch modifizierte Mikroorganismen oder Zelllinien. Das ist keine ,,Spielerei“, son-
dern einer der Griinde, warum moderne Medizin viele standardisierte Biopharmazeutika in hoher Reinheit zur
Verfiigung hat.

Damit ein Organismus gentechnisch verandert werden kann, muss die gewiinschte genetische Verande-
rung zunéchst in die Zellen gelangen. Wie das funktioniert, hangt stark davon ab, ob man Bakterien oder
Tiere betrachtet.

Bei Bakterien ist der DNA-Transfer vergleichsweise ,einfach®, weil viele Bakterien DNA aus ihrer Umge-
bung aufnehmen koénnen oder man sie dazu bringen kann, DNA aufzunehmen. In der Praxis wird das
genutzt, um Plasmide in Bakterien einzuschleusen, die dann das gewiinschte Genprodukt exprimieren
oder das Plasmid vervielfiltigen.

Bei Tieren (und auch beim Menschen im Kontext gentechnisch verdnderter Zellen) gibt es verschiedene
Moglichkeiten, DNA oder ein Editier-System in Zellen zu bringen. Hier sind neben direkten Einbrin-
gungsstrategien auch virale Vektoren als Konzept wichtig, weil Viren natiirlicherweise sehr gut darin
sind, genetisches Material in Zellen zu transportieren.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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0.7 Einbringen eines Gens mit einem viralem Vektor zur Expression eines therapeutischen Proteins [L231]

In der Praxis werden gentechnisch veranderte Organismen nicht ,aus einem einzigen Grund® hergestellt,
sondern in mehreren groflen Bereichen.

In der Landwirtschaft geht es hdufig um Eigenschaften wie Schadlingsresistenz, Krankheitsresistenz oder
Toleranz gegeniiber bestimmten Umweltbedingungen. Das Ziel ist oft, Ertrige zu stabilisieren oder den
Einsatz bestimmter Pflanzenschutzmafinahmen zu reduzieren. Gleichzeitig ist das ein Bereich, in dem
Fragen zu Umweltfolgen, Resistenzentwicklung und Koexistenz mit nicht-verdnderten Pflanzen beson-
ders relevant sind.

In der Medizin und Biotechnologie sind GVO (oder gentechnisch verdnderte Zellen) zentrale Werkzeu-
ge. Mikroorganismen konnen so verdndert werden, dass sie therapeutische Proteine herstellen. In der
Forschung erméglichen genetisch verdnderte Modellorganismen (z. B. Knockout-Modelle) das Verstand-
nis von Genfunktionen: Wenn ein Gen fehlt oder verdndert ist, kann man beobachten, welche Konsequen-
zen das fiir einen Organismus hat. Das ist eine sehr direkte Strategie, um Gen-Funktion-Beziehungen
herzustellen.

In der Grundlagenforschung sind aufierdem sogenannte Reporter—Systeme wichtig: Man koppelt z. B.
die Aktivitit eines Promotors an ein messbares Signal, um zu sehen, wann und wo ein Gen aktiv ist. Damit
wird Genregulation praktisch ,,sichtbar®.

VERSTANDNIS+ Viele Anwendungen wirken nach aufien sehr unterschiedlich (Pflanze, Bakterium, Maus-
modell), folgen aber derselben Logik: DNA-Information gezielt verindern — Anderung der Genexpression —
Anderung von Eigenschaften.

In den letzten Jahren hat sich ein Begriff praktisch zum Synonym fiir modernes Gene Editing entwickelt:
CRISPR-Cas. Wihrend klassische Gentechnik héufig darauf beruht, dass man eine neue DNA-Sequenz
(ein Transgen) in eine Zelle ,,hineinbringt“ und anschlieflend hoftt, dass sie stabil eingebaut und passend
exprimiert wird, ermoglicht CRISPR-Cas etwas deutlich Préziseres: Man kann das Genom an einer de-
finierten Stelle verdndern. Damit wird Gentechnik in vielen Féllen von einem ,Einfiigen® zu einem ge-
zielten Bearbeiten.

Urspriinglich stammt CRISPR-Cas aus Bakterien. Dort dient es als eine Art adaptives Abwehrsystem
gegen Viren (Bakteriophagen): Das Bakterium ,,merkt” sich Sequenzen von Angreifern und kann bei er-
neutem Angriff diese fremde DNA gezielt erkennen und zerschneiden. In der Biotechnologie macht man
sich genau dieses Prinzip zunutze, nur dass nun nicht mehr virale DNA im Fokus steht, sondern eine ge-
wiinschte Zielsequenz im Genom.

Tafrali: MedAT Lernskript fir den BMS (Band 1). ©2026. Elsevier GmbH, Deutschland.
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DEFINITION CRISPR steht fiir Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats und bezeichnet
wiederholte DNA-Abschnitte im bakteriellen Genom, die mit ,,Erinnerungsstiicken“ (Spacer) an frithere Viru-

sinfektionen kombiniert sind.
Cas-Proteine (CRISPR-associated) sind Enzyme, die — vereinfacht gesagt — als molekulare Scheren fungie-

ren und DNA schneiden kénnen.
Die guide RNA (gRNA) ist eine kurze RNA, die die Zielsequenz bestimmt: Sie bindet iiber Basenpaarung an die

komplementdare DNA—Region und fithrt das Cas—Protein genau dorthin.
Ein PAM—Motiv (protospacer adjacent motif) ist eine kurze DNA-Sequenz in der Ndhe des Ziels, die viele

Cas—Enzyme als ,,Startsignal® brauchen, um tiberhaupt schneiden zu kénnen.

VERSTANDNIS+ Das Entscheidende an CRISPR-Cas ist nicht, dass es ,irgendeine neue DNA“ hineintragt,
sondern dass es die Zelle dazu bringt, an einer bestimmten Stelle einen gezielten Schnitt (oft einen Doppel-
strangbruch) zu setzen. Was danach passiert, ist nicht mehr,,Magie“, sondern normale Zellbiologie: Die Zelle
muss reparieren — und genau diese Reparatur erzeugt dann die genetische Veranderung.

Wie entsteht durch CRISPR eine Verdnderung?
Wenn Cas an der Zielstelle schneidet, entsteht ein DNA-Schaden. Und damit sind wir wieder bei einem

zentralen Konzept der Molekulargenetik: DNA-Reparatur (Band 1 > Kap. 6.2.3). Zellen besitzen Me-
chanismen, um Doppelstrangbriiche zu beheben, und zwei Wege sind dabei besonders wichtig: das
Nicht-homologe End-Joining (NHE]) und die homologe Rekombination (Band 1 > Abb. 6.11).
Beim NHE] werden die Enden ,,direkt“ wieder zusammengefiigt. Das ist schnell, aber nicht perfekt: Hau-
fig gehen dabei einzelne Nukleotide verloren oder es werden kleine Stiicke hinzugefiigt. Genau diese
kleinen Verdnderungen (Insertionen/Deletionen) konnen dazu fithren, dass ein Gen nicht mehr korrekt
gelesen wird — man erhilt funktionell oft einen Knockout (Gen wird ausgeschaltet).
Die homologe Rekombination ist dagegen préziser, weil sie eine Vorlage nutzt (z. B. die Schwesterchro-
matide). In der Gentechnik kann man dieses Prinzip ausnutzen, indem man der Zelle eine passende ,,Vor-
lage® anbietet, die eine gewiinschte Sequenzinderung enthalt. Dann kann - vereinfacht gesagt — nicht nur
»geflickt®, sondern gezielt umgeschrieben werden (Knock-in).
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me Editing mit der CRISPR/Cas-Methode [L231]
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Mit CRISPR-Cas kann man GVO herstellen, deren genetische Veranderung auf den ersten Blick ,,kleiner®
wirkt als bei klassischer Transgenese. Statt ein zusdtzliches Gen einzubauen, kann man z.B. eine beste-
hende Sequenz leicht verandern, eine Funktion abschalten oder regulatorische Bereiche anpassen. Gerade
deshalb taucht in Diskussionen oft die Frage auf, ob jede CRISPR-Veranderung automatisch ,,gleich“ zu
bewerten ist wie das Einbringen eines fremden Gens. Biologisch gesehen bleibt aber entscheidend: Es
handelt sich um eine gezielte molekularbiologische Verinderung des Genoms - und damit um Gen-
technik im engeren Sinn.

AUS DEM MEDIZINSTUDIUM Im medizinischen Kontext ist CRISPR-Cas besonders deshalb spannend, weil
man theoretisch krankheitsverursachende Varianten gezielt korrigieren kdnnte. Praktisch stehen dabei aber
wichtige Herausforderungen im Vordergrund: Wie bringt man das System sicher in die richtigen Zellen? Wie
verhindert man unerwiinschte Schnitte? Und wie kontrolliert man, dass das Ergebnis tatsdchlich wie geplant
ausfallt (und nicht als Mosaik aus verschiedenen Reparaturprodukten entsteht)?

Auch CRISPR-Cas ist nicht ,fehlerfrei“. Ein Begriff, der oft fillt, sind Off-Target-Effekte: Das sind
Schnitte an Stellen, die der Zielsequenz dhnlich genug sind, um versehentlich mit erkannt zu werden.
Auflerdem ist das Ergebnis nach dem Schnitt nicht immer exakt vorhersagbar, weil Reparaturmechanis-
men - insbesondere NHE] - kleine, variable Veranderungen erzeugen konnen. Dadurch kénnen in einer
Zellpopulation verschiedene leicht unterschiedliche Varianten entstehen.

Ein weiterer klassischer Punkt ist, dass Gene Editing nicht nur ,,Gen an/aus® bedeutet: Man kann auch
regulatorische Bereiche treffen und damit die Genexpression verdndern, ohne die Proteinsequenz selbst
zu dndern. Das kniipft direkt an das Kapitel zur Genregulation an: Entscheidend ist oft nicht nur welches
Gen vorhanden ist, sondern wann und wie stark es exprimiert wird.

Fiir viele Anwendungen reicht es nicht, ,,zu glauben®, dass eine Veranderung geklappt hat — man muss sie
nachweisen. Prinzipiell kann man auf verschiedenen Ebenen nachweisen:

Auf DNA-Ebene kann man gezielt nach der eingebrachten oder verinderten Sequenz suchen, z. B. mit
PCR-basierten Methoden oder durch Sequenzierung. Auf RNA-Ebene kann man priifen, ob das Gen
tatsachlich transkribiert wird (z.B. iiber RNA-Analysen). Und auf Protein-Ebene kann man testen, ob
das erwartete Protein gebildet wird (z.B. iiber immunologische Nachweisverfahren). Welche Ebene am
sinnvollsten ist, hangt davon ab, ob man die reine Existenz der Veranderung oder die tatsachliche Ex-
pression/Wirksamkeit {iberpriifen mochte.
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