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analyse von sogenannten microRNAs (miRNAs)
eingesetzt. MicroRNAs sind kleine, 21bp lange
nichtkodierende RNAs deren Bedeutung fir die
Tumorentstehung in den letzten Jahren deutlich
wurde. Es wurden bisher mehrere hundert miR-
NAs im menschlichen Genom identifiziert, die
eine Vielzahl von Genen, inshesondere auch
Onkogene, posttrankriptionell steuern. Eine
Sequenzierung von pra-miRNA Bibliotheken
verschiedener ~ Tumorentitdten  erméglicht
sowohl eine relative Quantifizierung der miR-
NAs als auch die Identifikation von Mutatio-
nen, die eine weitreichende Fehlregulation ver-
ursachen. Die vergleichende Sequenzierung
von miRNA Bibliotheken mit Hilfe der Genome
Sequencer FLX System erlaubt es, prézise Vor-
hersagen (iber die Zusammenstellung der
miRNA Expression und Sequenzmutationen zu
machen, die sowohl fiir grundlegende Fragen
der Tumorigenese, als auch fiir diagnostische
Applikationen eingesetzt werden kénnen.

Technologieentwicklung

und Ausblick

Noch liegen die Kosten fiir die Entschlis-
selung eines menschlichen Genoms im Millio-
nen-Euro-Bereich. Eine individualisierte Se-
quenzierung des gesamten menschlichen Ge-

noms, welches Grundlage einer personalisier-
ten Medizin ware, ist unter diesen Umstdnden
finanziell noch nicht darstellbar. Es ist daher
notwendig Methoden zu entwickeln, die die
gezielte Sequenzierung von relevanten subge-
nomischen Bereichen ermdglichen wie zum
Beispiel einer groBen Anzahl von Exons, ausge-
suchter Promotoren oder aber auch gréBerer
Genomabschnitte, die Gene enthalten, bei de-
nen man ein Zusammenhang mit einem
bestimmten Krankheitsbild vermutet. Das DKFZ
arbeitet zurzeit mit einem Industriepartner an
der Entwicklung von Reagenziensystemen und
Hardware, die diese gezielte subgenomische
Fraktionierung unter Umgehung der bisherigen
arbeits- und zeitintensiven Subklonierung zu
ermdglichen. Dadurch soll mittelfristig der Ein-
satz der Hochdurchsatzsequenzierung fir das
Patientenscreening einsetzbar werden und die
Sequenzanalyse von klar zu definierenden
genomischen Regionen ermdglicht werden.

Das internationale Streben nach neuen
Hochdurchsatzsequenzierungstechnologien
zielt mittelfristig darauf ab, die Kosten weit
genug zu senken, um eine individualisierte
Genomsequenzierung zu ermdglichen. Das
1000-Dollar-Genom ist hier das international
gesetzte Ziel [1,4].
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Autismus mit einem Spektrum an Verhaltensstorungen

Ursachenforschung zwischen Phdanotyp und Genotyp im internationalen Netzwerk

Sabine M. Klauck’, Fritz Poustka? und Annemarie Poustka’

Autismus ist eine neuropsychiatrische Erkran-
kung mit einem definiertem Spektrum an Ver-
haltensstorungen, die in der internationalen
Klassifikation der Erkrankungen (ICD-10) in der
Gruppe der tiefgreifenden Entwicklungsstérun-
gen in drei Symptomkomplexe eingeteilt wer-
den (Abb. 1). Stérungen der sozialen Interakti-
on und Kommunikation betreffen unter ande-
rem das Verstandnis von Emotionen und sozia-
len Verhaltensweisen anderer Menschen und
somit der Unfdhigkeit soziale Kontakte zu
knipfen. In vielen Féllen wird eine gestorte
oder fehlende Sprachentwicklung festgestellt.
Sehr ausgepragt konnen restriktive Interessen
und stereotype Aktivitaten sein, die sich bei-
spielsweise in sich wiederholenden Tatigkeiten,

ritualisierten Tagesablaufen aber auch schwe-
ren Selbstverletzungen manifestieren. Fir die
Diagnose Autismus missen die Entwicklungs-
storungen bereits vor dem Erreichen des 3.
Lebensjahres vorliegen und bleiben lebenslang
erhalten. Autismus gilt als Prototyp der Autis-
mus-Spektrum-Storungen (ASS), zu denen wei-
terhin der atypische Autismus, das Asperger-
Syndrom, die desintegrative Storung des Kin-
desalters und das Rett-Syndrom gehdren. In
neueren epidemiologischen Studien werden die
Pravalenzzahlen bei Einschluss der verschiede-
nen Subtypen autistischer Stérungsbilder zwi-
schen 0,6 — 1% angegeben. Das bedeutet, dass
eines von 100-150 Kindern zumindest eines
oder mehrere Symptomatiken der ASS aufweist.

Patienten mit ASS haben haufig noch andere
neurologische Stoérungen oder Erkrankungen,
besonders geistige Behinderung in mindestens
30% und Epilepsie in circa 20% der Falle. Auf-
fallig ist auch, dass Jungen etwa 3- bis 4-mal
so haufig betroffen sind wie Madchen (1,2).

Genetik des Autismus

Bereits in den ersten Beschreibungen von
Leo Kanner (1943) und Hans Asperger (1944)
wurde ein genetischer Defekt als urséchlich
vermutet. Epidemiologische Untersuchungen
anhand von Familien- und Zwillingsstudien
deuten auf eine Erblichkeit von mehr als 90%
hin. Umweltfaktoren spielen eine eher unter-
geordnete Rolle bei der Entstehung der ASS.
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Abb. 1: Symptomkom-
plexe der Autismus-
Spektrum-Stérungen laut
der internationalen
Klassifikation der Er-
krankungen (ICD-10).
Stérungen in diesen
Arealen sollten fir eine
gesicherte Diagnostik
bereits vor Ende des 3.
Lebensjahres vorliegen.

Somit hat die autistische St6rung innerhalb der
kinderpsychiatrischen Erkrankungen den stérk-
sten genetischen Einfluss. Zwillingsuntersu-
chungen wiesen bei enger Phanotypdefinition
(Vollbild des Autismus) Konkordanzraten von
63% bei monozygoten Zwillingspaaren und
0% bei dizygoten Zwillingspaaren auf. Bei wei-
ter gefassten diagnostischen Kriterien betru-
gen die Konkordanzraten entsprechend 82%
bzw. 10%. Das Wiederholungsrisiko bei Ge-
schwistern liegt bei 3-8% und ist damit deut-
lich héher im Vergleich zur Allgemeinbevdlke-
rung. Zudem zeigen Verwandte ersten Grades
iiberzufdllig haufig milde, subklinische Auspra-
gungen sozialer und kommunikativer Proble-
me, einen sogenannten ,breiteren Phanotyp”
des Autismus. Dies spricht flir eine genetische
Disposition, die in seltenen Fallen bei den
Nachkommen zu einer schweren autistischen
Stérung fiihrt (2).

In 10-15 % der Falle mit einer Autismus-
Symptomatik liegt ein monogenetischer Defekt
bekannter Atiologie als Ursache fiir die Erkran-
kung zugrunde. Diese werden als syndromaler
Autismus bezeichnet und hauptsachlich nicht
zu den ASS gerechnet. Hierzu gehdren unter
anderem das Fragile X-Syndrom (instabile Tri-
nukleotidsequenz in der Promoter-Region des
FMR1-Gens), die tuberdse Sklerose (TSC Gene
auf den Chromosomen 9 und 16), das Smith-
Lemli-Opitz Syndrom (Mutation im Gen der 7-
Dehydrocholesterol-Reduktase, DHCR7-Gen),
aber auch das Rett-Syndrom mit Mutationen im
Gen fiir das Methyl-CpG-Bindungs-Protein 2,
MECP2. Das Rett-Syndrom mit zeitweiligem
gleichen Verlauf der Krankheit wie bei ASS, an
dem hauptsachlich Madchen erkranken und
dessen Gendefekt auf dem X-Chromosom liegt,
nimmt somit eine Sonderstellung innerhalb der
ASS ein, bei dem der genetische Defekt bereits
bekannt ist. Bei allen anderen ,idiopathi-

oziale Interaktion
und Kommunikation

Sprachentwicklung

und -
reotype Aktivitét

schen” ASS ist die genetische Ursache bisher
noch weitgehend unbekannt, wobei inzwi-
schen ein komplexes multifaktorielles Verer-
bungsmodell mit einer unbekannten Anzahl
von interagierenden Genen angenommen wird.
Jedes einzelne dieser sogenannten Anfllig-
keitsgene (engl. susceptibility genes) tragt
somit zur Erkrankung bei, jedoch erst eine kri-
tische Anzahl von funktionell gestérten Krank-
heitsgenen iiber einem Schwellenwert fiihrt zur
Vollauspragung der Krankheit. Zur Zeit geht
man von mindestens 3-4 Anfalligkeitsgenen
beim Autismus aus, wobei aber auch bis zu 100
Gene diskutiert werden. Neuroanatomische
und bildgebende Verfahren lassen vermuten,
dass diese Gene an der frilhen Entwicklung des
Gehirns beteiligt sind und somit auch Gehirn-
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strukturen beeinflussen. Weiterhin wird anhand
von einzelnen biochemischen Studien abgelei-
tet, dass Transduktionswege von Neurotrans-
mittern (z.B. Serotonin und Dopamin) und zu
diesen Systemen gehdrende Gene oder Rezep-
toren involviert sein kdnnen. Dies wird zuneh-
mend durch die in jungster Zeit erhaltenen
Ergebnisse der molekulargenetischen For-
schung beim Autismus erhartet (1,2).

Untersuchungen an deutschen

Patienten im internationalen

Netzwerk

Das Ziel der molekulargenetischen Unter-
suchungen an einem deutschen Patientenkol-
lektiv von autistischen Probanden ist, an der
Aufklarung der spezifischen Defekte oder Va-
riationen im Genom, die zur Symptomatik des
Autismus flihren, sowohl im nationalen als
auch besonders internationalen Kontext mitzu-
wirken. Dazu werden seit mehr als 15 Jahren
von Prof. Fritz Poustka und seinen Mitarbeitern
an der Klinik fur Psychiatrie und Psychothera-
pie des Kindes- und Jugendalters des Univer-
sitatsklinikums Frankfurt/M. betroffene Pro-
banden, Eltern und gegebenenfalls auch be-
troffene Geschwister rekrutiert. Die Patienten
werden mit den international akzeptierten Un-
tersuchungsinstrumenten ADI-R und ADOS
nach ,Gold Standard”-Kriterien diagnostiziert,
um eine genaue Phénotypdefinition des auti-
stischen Storungsbildes zu erhalten. Dadurch
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Abb. 2: Ergebnisse von insgesamt 11 unabhéngigen genomweiten Kopplungsanalysen und vier Folge-Studien an

Patientenkollektiven mit Autismus-Spektrum-Stérungen. Die vertikalen Balken kennzeichnen die Bereiche mit sig-

nifikanten (rot) oder suggestiven (griin, blau) statistischen Ergebnissen. MLS, maximum multipoint lod score.
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Abb. 3: Modell zur
Erkldrung genetischer
Ursachen des Autismus
bei der Synaptogenese
von glutamatergen Syna-
psen. Mutationen in den
gekennzeichneten Gen-
produkten wurden
jeweils in wenigen Pati-
enten bzw. Familien mit
Autismus gefunden.
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wird es moglich, Datensatze im internationalen
Kontext zu vergleichen und zusammenzufiih-
ren. Das genetische Material in Form von Blut-
proben wird fir die anschlieBenden molekular-
genetischen Studien unter der Leitung von Prof.
Annemarie Poustka in der Abteilung Molekula-
re Genomanalyse am Deutschen Krebsfor-
schungszentrum in Heidelberg weiter bearbei-
tet. Im Verlauf der langjahrigen Studie haben
wir dafiir bisher mehr als 550 Familien mit auti-
stischen Symptomen erfasst und dabei etwa
1500 Blutproben zur Isolierung von DNA, RNA
und zur Etablierung von permanenten lympho-
blastoiden Zellinien aufgearbeitet.

Die DNA-Proben der Familien wurden zur
Durchfiihrung von genomweiten Kopplungs-
analysen (engl. genome screens), Assoziations-
studien mit zielgenauen polymorphen Markern
in verschiedenen Genombereichen und inner-
halb von Kandidatengenen, sowie der spezifi-
schen Analyse auf Mutationen und Variationen
in identifizierten Kandidatengenen eingesetzt.
Die Einbindung der deutschen Arbeitsgruppen
in das ,International Molecular Genetic Study
of Autism Consortium” (IMGSAC) (www.well.
ox.ac.uk/~maestrin/iat.html) ermdglichte uns
die Beteiligung an mehreren Genome Screens
mit DNA-Proben von inzwischen mehr als 300
Familien mit betroffenen Geschwisterpaaren,
die unter anderem Genomregionen auf Chro-
mosom 2q, 7q, 16p und 17q in Zusammenhang
mit Autismus identifizierten (1,2,3). Insgesamt
wurden durch Genome Screens an verschiede-
nen anderen internationalen Patientenkollekti-
ven bisher auf fast allen Chromosomen des
menschlichen Genoms sowohl signifikante wie

>< Funktionsstérung
durch Mutation

suggestive positive Kopplungen zu DNA-Mar-
kern gefunden, wobei aber nur Regionen auf
den Chromosomen 2, 3, 7, 16 und 17 in meh-
reren Studien auffallig wurden (Abb. 2). Mit der
Grindung des Autism Genome Project (AGP)
Konsortiums  (http://autismgenome.org/) und
damit dem weltweiten Zusammenschluss ver-
schiedener Autismus-Konsortien sind die deut-
schen Arbeitsgruppen auch auf dieser Ebene
des internationalen Netzwerks an der Auf-
klarung der genetischen Ursachen von Autis-
mus beteiligt. Der bisher aufwendigste Geno-
me Screen an mehr als 1200 Geschwisterpaar-
Familien identifizierte einen weiteren interes-
santen Genombereich auf Chromosom 11p12-
p13, der ein Gen fiir ein Glutamattransporter-
Protein enthalt (4). AuBerdem wurden gleich-
zeitig mehr als 200 auffallige , Copy number
variations” (CNVs) identifiziert, deren Relevanz
im Hinblick auf die Atiologie zum Autismus zur
Zeit in der zweiten Phase des Projekts zusam-
men mit den signifikanten Genomregionen und
Genen analysiert wird.

Ursachen in Stérungen

der Konnektivitit und

Synapsenbildung

Seit einiger Zeit gewinnt die Hypothese
der Storung der Konnektivitat im Gehirn von
Betroffenen mit ASS als eine wesentliche Ursa-
che immer mehr Bedeutung. Dies wiederum
passt sehr gut zur Annahme einer Stérung der
Bildung von Synapsen und Dendriten. Die in
den letzten 3-4 Jahren erhaltenen Ergebnisse
der molekulargenetischen und morphologi-
schen Untersuchungen von Patienten mit Autis-

Glossar

ADI-R, autism diagnostic interview-
revised. Das Autismus Diagnostische
Interview-Revision umfasst einen Fragen-
katalog an Eltern oder standige Betreuer
zu zurtickliegenden und derzeitigen Sym-
ptomen aus den drei die Diagnose eta-
blierenden Verhaltensdomdanen der ASS.

ADOS, autism diagnostic observation
schedule. Beobachtungsskala mit ver-
schiedenen strukturierten Aufgabenstel-
lungen, psychodramatischen und Inter-
view-Elementen zur Einschatzung des
aktuellen Verhaltens mit zuverlassigen
diagnostischen Algorithmen zur Diagno-
sestellung von Patienten mit ASS.

ASS Autismus-Spektrum-Stérungen.

Assoziationsstudien untersuchen, ob
bestimmte DNA-Marker im Genom Uiber-
zuféllig hdufig bei erkrankten Personen
im Vergleich zur Normalbevélkerung vor-
kommen. Dies ist ein Hinweis, das sich
an dieser Stelle oder in der Nahe ein
Anfélligkeitsgen fiir die untersuchte
Krankheit befindet.

Copy number variations (CNVs) sind
Genombereiche, die zwischen 10.000
und 5 Millionen Basenpaaren groB sein
kénnen und individuell in unterschiedli-
cher Kopienzahl vorliegen. Fihren diese
zu Funktionsverlusten bei Genen kénn-
ten sie krankheitsverursachend sein.

Glutamat st der wichtigste erregende
Neurotransmitter im zentralen Nerven-
system.

Lymphoblastoide Zellinien sind per-
manente Zellinien, die durch Transforma-
tion von B-Lymphocyten mit dem hu-
manpathogenen Epstein-Barr-Virus eta-
bliert werden. Sie dienen in der medizi-
nischen Wissenschaft als permanente
Quelle zur Isolierung von DNA und RNA
von Probanden unter Vermeidung wie-
derholter Blutabnahmen.

Préavalenz ist die Krankheitshaufigkeit
innerhalb einer Population/Bevélkerung.
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mus deuten sehr stark auf Stérungen der Syna-
psenbildung in bestimmten Gehirnarealen hin,
die bei kognitiven Prozessen eine Rolle spielen.
Dazu gehort das limbische System mit Struktu-
ren wie dem Hippocampus, Amygdala und
Hypothalamus. Es gibt Hinweise, dass es vor
allem im Hippocampus von Patienten mit Autis-
mus zu verminderter Bildung von dendritischen
Fortsdtzen und damit zu weniger Verschaltun-
gen von Neuronen kommt. Die molekularen
Ursachen kénnten in der Funktionsstérung von
Genen liegen, die an der Synaptogenese von
glutamatergen, d.h. erregenden Synapsen be-
teiligt sind. Dafiir spricht die Entdeckung von
einigen seltenen Mutationen in den Neuroligin-
Genen NLGN3 und NLGN4X in wenigen Famili-
en mit Autismus zuerst durch Jamain und Kol-
legen (2003). Das AGP Consortium konnte
CNVs in zwei Familien identifizieren, die zum
Verlust des Gens Neurexin 1 (NRXNT) fiihren
(4). Weiterhin wurden durch Durand und Kolle-
gen (2007) in drei Familien Mutationen im Gen
SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat
domain 3) nachgewiesen. Die von diesen Ge-
nen kodierten Proteine sind durch ihre Funkti-
on bei der Ausbildung von pra- und postsynap-
tischen Strukturen maBgeblich an der Synapto-
genese von glutamatergen Synapsen beteiligt
(Abb. 3). Wir konnten kiirzlich in zwei Familien
mit Autismus zwei unterschiedliche Mutationen
im ribosomalen Protein L10 (RPL10) identifizie-

ren, die zu einem modulierenden Funktionsver-
lust bei der Translation fiihren (5). Eine vermin-
derte Translationsrate konnte bei der Aushil-
dung von postsynaptischen Dendritenfortsat-
zen wahrend der Gehirnentwicklung in be-
stimmten Arealen zu verminderten Neuronen-
verschaltungen flihren. Diese Hypothese soll in
Zukunft in Zellkultursystemen und in Tiermo-
dellen weiter verfolgt werden.

Ausblick

Die wissenschaftlichen Anstrengungen der
letzten zehn Jahre haben in zunehmenden MaB
dazu geflhrt, dass das Krankheitshild des Autis-
mus sowohl auf der Ebene der neuropsychiatri-
schen Diagnostik als auch im Hinblick auf die
genetischen Ursachen immer besser verstanden
wird. Die Fortschritte bei der Untersuchung von
genetischen Markern mit Hochdurchsatz-Tech-
nologien in immer gréBeren Patientenkollekti-
ven erlaubt die Zuordnung von relevanten
Genombereichen und Feinkartierung bis zur
Identifizierung von krankheitsrelevanten Anfal-
ligkeitsgenen. Das Verstandnis der funktionellen
Interaktion der beteiligten Gene und deren Gen-
produkten sollte es in Zukunft erméglichen, ver-
schiedene Subtypen der ASS gegeneinander
abzugrenzen, eine friihzeitige differenzierte Ver-
haltenstherapie bei Patienten zu initiieren und
gegebenenfalls auch zu einer gezielten Medika-
mentenentwicklung beizutragen.
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Einstellungen deutscher Kinderwunschpaare zum
Embryo und zur Praimplantationsdiagnostik (PID)
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Wahrend weltweit die Anzahl préimplantati-
onsdiagnostischer Tests steigt (Sermon et al.,
2005) und nach Expertenschétzungen bereits
mehrere 1000 Kinder nach erfolgreicher PID
geboren wurden (Kuliev and Verlinsky, 2005),
wird die PID derzeit in Deutschland nicht prak-
tiziert. Ein gewichtiger Grund ist die umstritte-
ne Rechtslage nach dem deutschen Embryo-
nenschutzgesetz (ESchG), mit dem die Entste-
hung Uberzahliger Embryonen und Forschung
an Embryonen verhindert werden soll (vgl.

Ziegler 2004: 89). Die PID findet darin keine
ausdrlickliche  Regelung. Nach  Meinung
flihrender Juristen ist die PID nach der derzeiti-
gen Rechtslage nicht generell verboten, sie gilt
aber derzeit als unpraktizierbar. Der , Diskussi-
onsentwurf zu einer Richtlinie zur PID"” die von
der Bundesdrztekammer im Jahr 2000 publi-
ziert wurde, fiihrte zu einer kontroversen De-
batte um die PID. In seinem Mehrheitsvotum
kommt der Nationale Ethikrat (2003) zu dem
Schluss, dass durchaus legitime Anwendungs-

bereiche fir die PID bestehen. Demnach soll
PID ausnahmsweise zugelassen werden fiir:

a)Paare, die ein hohes Risiko tragen, ein Kind
mit einer schweren und nicht wirksam thera-
pierbaren genetisch bedingten Erkrankung
oder Behinderung zu bekommen, und die mit
dem Austragen eines davon betroffenen Kin-
des in einen existenziellen Konflikt geraten
wiirden;
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