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Das Deutsche cDNA Netzwerk —
Functional genomics und Proteomics

Stefan Wiemann*, Rainer Pepperkok?, Wilhelm Ansorge?, André Bahr®, Helmut Blocker?,
Dagmar Heubner®, Karl Kéhrer®, Hans-Werner Mewes’, Brigitte Obermaier®, Annemarie Poustka*

'DKFZ Heidelberg, 2EMBL Heidelberg, *Qiagen AG Hilden, ‘GBF Braunschweig, "AGOWA GmbH,

*Heinrich Heine Universitat Dlsseldorf, ‘GSF MIPS Miinchen, ®Medigenomix GmbH

Im DHGP wurde 1996 das Deutsche cDNA Kon-
sortium gegriindet. Dieses Konsortium vereint
acht Institutionen, davon drei Firmen (AGOWA
GmbH, Medigenomix GmbH, Qiagen AG), drei
Zentren der Helmholtz Gemeinschaft (DKFZ,
GBF, GSF), eine Universitat (Heinrich Heine Uni-
versitat Dusseldorf), sowie das EMBL als inter-
nationale Einrichtung. Die Zielsetzung des Kon-
sortiums als eines von drei Projekten vergleich-
barer GroBe weltweit neben der Mammalian
Gene Collection in den USA, und dem NEDO
Projekt in Japan, ist die systematische Klonie-
rung und Sequenzierung von humanen Genen
auf Basis von cDNA Analyse in einer globalen
Kooperation (Wiemann et al., 2001, Imanishi et
al., eingereicht). Zundchst im DHGP, inzwischen
auch innerhalb des NGFN hat das Deutsche
cDNA Konsortium circa 500.000 cDNA Klone
hergestellt, von denen (iber 200.000 als ESTs
sequenziert wurden. Kirzlich wurde die Zahl
von 10.000 Klonen Uberschritten, die in voller
Ldnge sequenziert worden sind. Diese cDNAs
decken insgesamt 33 Megabasen an Sequenz
ab, was der sequenzierten Ldnge etwa des
humanen Chromosoms 21 entspricht (http://
mips.gsf.de/projects/cdna). Wahrend die Se-
quenzen des Konsortiums in die EMBL/Gen-
bank/DDBJ Datenbanken eingegeben werden,
sind samtliche Klone iiber das RZPD verfligbar.
Vor vier Jahren wurde das cDNA Konsortium zu
einem Netzwerk erweitert, in dem auch die
funktionelle Charakterisierung und Analyse der
von den cDNAs kodierten Proteine in den Fokus
aufgenommen wurde (Wiemann et al., 2003).
Dieser Prozess erfolgte in mehreren Schritten,
die mit der systematischen Analyse der sub-
zelluldren Lokalisation dieser Proteine begann
(Simpson et al., 2000). Da die Funktion eines
Proteins zum einen von seiner z.B. katalyti-
schen Aktivitdt abhangt, zum anderen aber ins-
besondere auch von seiner natiirlichen Umge-
bung, ist die Kenntnis beider Parameter uner-
lasslich fiir die vollstandige Charakterisierung

eines jeden Proteins. Die Umgebung, das Habi-
tat eines Proteins, definiert die moglichen Inter-
aktionen, die ein Protein eingehen kann durch
die Verfiigbarkeit der natirlichen Interaktions-
partner (z.B. Protein, DNA, Lipid). Unsere Arbei-
ten stellen also einen ersten Schritt hin zur
funktionellen Charakterisierung von Proteinen
dar. Bisher wurden (iber 500 Proteine lokali-
siert. Da wir die offenen Leserahmen fiir die
Subklonierung in Expressionsvektoren in das
Gateway Klonierungssystem von Invitrogen
einbringen, erdffnet sich fiir uns ein weites
Spektrum von Vektoren, mit denen die Proteine
in verschiedenen Systemen exprimiert werden
kénnen.

Insbesondere im NGFN konnten die Arbeiten
zur funktionellen Analyse der Proteine substan-
tiell erweitert werden. Innerhalb des Netzwerks
wurde inzwischen eine Pipeline etabliert, in die
Proteine aus dem cDNA Konsortium, aber auch
Proteine von externen Kooperationspartnern
eingeschleust und analysiert werden kdnnen.
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Diese funktionelle Pipeline ist um drei wesent-
liche Komponenten aufgebaut.

1. Am EMBL, in der Abteilung von Rainer Pep-
perkok, wurde ein high-content screening Mi-
kroskop entwickelt, das fiir die automatische
Akquirierung von mikroskopischen Images im
96well MaBstab eingesetzt wird.

2. Eine Reihe von funktionellen, Zell-basierten
Assays wurden am EMBL (Protein Sekretion,
Golgi Integritat, Protein Tyrosin-Phosphorylie-
rung) und am DKFZ (Zell-Proliferation, Apopto-
se, MAPKinase signalling, Calcium Signalling)
etabliert, die es erlauben mit automatisierten
Methoden die Einflisse der zu untersuchenden
Proteine auf krankheitsrelevante Prozesse in
der Zelle zu untersuchen. Dies geschieht durch
Uberexpression der Proteine (mithilfe der
cDNAs) und durch ,Unterexpression” mittels
RNAI. Neben der Automatisierung dieser Assays
wurden auch statistische Methoden entwickelt,
mit denen auch relativ geringe Einfliisse der
Proteine auf die untersuchten Prozesse detek-
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Abb. 1: Das Deutsche cDNA Netzwerk
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tiert werden konnen.

3. Dieselben von den cDNAs kodierten Protei-
ne werden auch mit Proteomics-Ansatzen bear-
beitet. So werden systematisch Protein-Protein
Interaktionen mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-Sys-
tem untersucht, die Proteine werden rekombi-
nant exprimiert, gereinigt und auf Protein-
Arrays analysiert.

Die fiir die einzelnen Proteine ermittelten Daten
werden (iber die Datenbank www.dkfz.de/LIFEdb
der Offentlichkeit zugénglich gemacht und
standig erweitert (Bannasch et al., 2004).
Innerhalb des NGFN ist das Deutsche cDNA
Netzwerk in ein Konsortium von mehreren Sys-
tematisch  Methodologischen  Plattformen
(SMP) eingebunden. Diese Plattformen gene-
rieren zusatzlich zu den funktionellen Daten
aus zellbiologischen Ansdtzen weitere Informa-
tionen zu den Genen, Transkripten und Protei-
nen, hin zu Maus-Modellen, wodurch sich

durch Daten-Integration letztlich ein umfassen-
des Bild (Abb. 1) fur diese Molekile und deren
Einfluss in funktionelle und regulatorische We-
ge und deren Veranderungen in gesunden und
kranken Zusténden ergibt. Dieses Konzept ist
bereits jetzt fur Kooperationen offen, in denen
wir die funktionelle Plattform verfiigbar ma-
chen. Parallel wird das Portfolio der durchge-
flihrten Assays und Analysen auch in Koopera-
tionen standig erweitert, um eine mdglichst
groBe Zahl der sehr diversen Proteine funktio-
nell charakterisieren zu kénnen.
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Humangenomforscher werfen ihre Netze

Partnering Days fur NGFN 2 am 25./26. August 2003 in Bonn

Christina Schroder, Verein zur Forderung der Humangenomforschung e.V.,
Florian Becke, Technologietransferstelle im NGFN

. Scientists want to cast nets, not to be caught
in them” charakterisierte Nikolaus Zacherl mit
den Worten von Gottfried Schatz sehr treffend
die Erwartungshaltung der Teilnehmer zu Be-
ginn der Partnering Days im Bonner Hotel Mari-
tim, also in der Nachbarschaft des Bundesmini-
steriums fur Bildung und Forschung (BMBF).

Die Veranstaltung war vom BMBF und dem Pro-
jektmanagement des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes (NGFN) fir den 25. und 26.

August 2003 organisiert worden und bildet den
Auftakt fiir die weitere staatliche Férderung der
deutschen Humangenomforschung ab 2004.
Grundlage fiir die Partnering Days und das wei-
tere Verfahren ist das Konzept zum NGFN 2,
welches im Friihjahr 2003 erarbeitet und
Anfang August veroffentlicht wurde (siehe
auch GenomXPress 2/03, Seiten 12-13). Die
Partnering Days wurden den Humangenomfor-
schern aus akademischen Forschungseinrich-

aus

tungen, Kliniken und Industrie als Informati-
ons- und Kontaktbdrse angeboten. Sie sollte
bereits im Vorfeld der Bekanntmachung zur
Koordinierung der Antragstellung fir das
BMBF-Forderprogramm NGFN 2 beitragen.
Uber 400 Teilnehmer waren der Einladung ge-
folgt.

Peter Lange, Unterabteilungsleiter Gesundheit
und Biowissenschaften im BMBF, kiindigte bei
der Erdffnung der Partnering Days an, dass die

Nikolaus Zacherl, Forschungsinstitut fir Molekulare
Pathologie GmbH, Wien und Vorsitzender des Vereins
zur Forderung der Humangenomforschung e.V.

Peter Buckel, Xantos Biomedicine, und Thomas Ried,
National Cancer Institute, USA moderierten die
Projektvorschldge aus dem Indikationsbereich Krebs

GroRes Interesse: Plenarsitzung wéhrend
der Partnering Days NGFN 2
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