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Forschung

Hochdurchsatz gegen den Krebs:
Gemeinsam geht's besser!

Das Zusammenspiel von Genen und Proteinen wird im Nationalen Genomforschungsnetz erforscht, um neue
Ansatzpunkte fiir die Diagnose und Therapie von Tumorerkrankungen zu finden. Jetzt biindeln die Systematisch-
Methodischen Plattformen RNA und Cell ihr Know How im NGFN-Projekt ,, Funktionelle Netzwerke der
Genexpression” um wichtige Schnittstellen bei der Tumorentstehung zu identifizieren.

Holger Siiltmann, Ruth Wellenreuther, Stefan Wiemann, Silke Argo und Annemarie Poustka

Krebs wird durch St6rungen der komplexen biolo-
gischen Vorgange in Zellen und Zellverblinden
verursacht. Nur die Kenntnis dieser Vorgénge wird
es ermdglichen,die besten Angriffspunkte flir spe-
zifische Therapien von Tumoren bei gleichzeitiger
Minimierung der Nebenwirkungen zu finden.

Auf der Suche nach geeigneten Angriffs-
punkten hat sich die Analyse von Genexpressions-
mustern mit Hilfe von sogenannten ,, DNA-Chips”
(Microarrays) innerhalb weniger Jahre zu einer der
wirkungsvollsten Methoden der systematischen
Datengewinnung fir funktionelle Studien ent-
wickelt. Veranderungen der Genaktivitdten in
Krankheitsgeschehen kénnen mit dieser Techno-
logie genomweit, exakt und schnell untersucht
werden. Auf diese Weise werden in der Syste-
matisch—Methodischen  Plattform-RNA  (SMP-
RNA) Experimente durchgefiihrt, die Aussagen
Uber die Expression nahezu aller menschlichen
Gene in einer Tumorprobe liefern. Das Ergebnis
solcher genomweiten Expressionsstudien  sind
meist Listen mit vielen hundert, im Vergleich zur
Jnormalen”  Zelle, differentiell ~exprimierten
Genen.

Die Rolle differentiell exprimierter Gene
und ihrer Genprodukten (Proteine) in Tumoren,
lasst sich sehr gut in zelluldren Systemen unter-
suchen. Die SMP-Cell hat zu diesem Zweck eine
Reihe spezifischer zelluldrer Hochdurchsatz-
Assays etabliert, die es erlauben, die Auswirkun-
gen der veranderten Genexpression direkt in Zel-
len und hier insbesondere in Tumor-relevanten
Prozessen zu beobachten.

SMP-RNA und SMP-Cell biindeln ihre im
Nationalen Genomforschungsnetz (NGFN) eta-
blierten Ressourcen und Technologien in dem
gemeinsamen Projekt ,Funktionelle Netzwerke
der Genexpression”. Zentrales Element dieses
Projektes ist das , Effektorgen-Profiling”, in dem
die RNA-Interferenz (RNA) in zelluléren Systemen
mit der Microarraytechnologie verkniipft wird, um
Effektor”-Gene zu identifizieren und deren kom-
plexe Interaktionen in der Zelle zu modellieren.

Das Ziel ist, hierdurch neue Ansatzpunkte (Tar-
gets) fur die Tumordiagnose und die gezielte
Tumortherapie zu definieren.

Profile verraten

Tumor-Gene

Bereits in der ersten Forderphase des
NGFN hat die Genexpressions-Gruppe in der
SMP-RNA Microarrays fiir die Analyse von Nie-
renzell-, Brustdriisen- und Gehirntumoren herge-
stellt und in vielen kooperativen Projekten mit Kli-
nikern genutzt. Aus diesen Projekten liegt eine
Fillle von Signaturen der Genexpression vor. So
wurden im Nierenzellkarzinom molekulare Mus-
ter gefunden, die der histopathologischen Eintei-
lung entsprechen. In bestimmten Mammakarzi-
nomen korreliert die Genaktivitat mit der Expres-
sion des Ostrogenrezeptors und mit morphologi-
schen Charakteristika der Tumoren.

Seit 2003 konzentriert sich die Gruppe
auf die Prozessierung und Anwendung von glo-
balen Microarrays mit 37.500 menschlichen
cDNA-Klonen. Bis Ende 2004 sind ca. 4.000 die-
ser Arrays prozessiert und in verschiedenen
kooperativen Studien mit klinischen Partnern ein-
gesetzt worden. So zeigte sich ein Genexpressi-
onsmuster, mit dem eine Vorhersage der Meta-
stasierung von klarzelligen Nierenzellkarzinomen
mdglich wird. Eine andere Studie zur differenziel-
len Genexpression in Prostatakarzinomen besta-

Proliferation

Abb. 1: In der Systema-
tisch-Methodischen Platt-
form (SMP) -Cell werden
am DKFZ Heidelberg
Kandidatengene auf ihre
Funktionen in verschie-

G/S Kontrollpunkt

denen Tumor-relevanten
Prozessen, beispielsweise
im Zellzyklus, getestet.

Apoptose

tigte die aus der Literatur bereits bekannten Mar-
ker und assoziierte darliber hinaus eine Reihe wei-
terer Gene mit dieser Krebsform.

Die klinischen Kooperationen im Bereich
der Microarray-Analyse flihrten — unter Verwen-
dung einer Vielzahl von Gewebeproben von
Tumorpatienten — zur Identifizierung von mehre-
ren Tausend differentiell exprimierten Genen.
Hieraus haben wir 1.500 differenziell exprimierte
Gene flir weitere in den folgenden Abschnitten
beschriebene Analysen in den SMPs RNA und Cell
ausgewahlt. Diese Auswahl beruht auf Verglei-
chen zwischen Tumor- und Normalgewebe (Nie-
ren- und Prostatakarzinom), verschiedenen Tu-
mor-Subtypen (Mammakarzinom oder Gehirntu-
moren), Tumorstadien (z. B. Metastasierung) und
Tumor-Differenzierung (Grading). Einige charak-
teristische Tumor-relevante Gene sind Teil dieser
Auswabhl, die Funktionen der meisten enthaltenen
Gene im Zusammenhang mit Tumoren sind jedoch
nicht bekannt.

Kandidatengene zeigen

ihre Funktionen

In der SMP-Cell wurden zelluldre Assays
entwickelt, die ein breites Spektrum Tumor-rele-
vanter molekular- und zellbiologischer Prozesse
abdecken (Abb. 1): Ein moglicher Einfluss auf die
Zellteilung wird mit einem Proliferations-Assay
(BrdU-Einbau wahrend der S-Phase des Zellzy-
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(6}

Ansatzpunkte fiir

™Y 7
i i K ] [ )
Diagnose/Therapie ‘?\/ l ’|) l\’o
o l ®
Effektorgen-Profile:
Suppressioni i
(RNAI) Funktionell

charakterisierte Gene

klus) sowie mit verschiedenen MAPKinase-Assays
(aktivierte p44/42, ERK 1/2 und aktivierte p38,
PKB/Akt) untersucht. Verringerter programmierter
Zelltod dagegen wird in einem Apoptose-Assay
(aktivierte Caspase-3) erkennbar. Ein Assay fir
Kontakt-unabhangiges Wachstum wird u.a. mit
Cakil und Caki2 Nierenzellkarzinom-Zelllinien
durchgefiihrt.

Das experimentelle Design der Assays
wurde so gewahlt, dass sowohl aktivierende als
auch inhibierende Effekte in den transfizierten
Zellen gemessen werden kénnen. Weitere Assays
werden in der SMP-Cell im Rahmen von NGFN-2
entwickelt und eingesetzt. In einer ersten Studie,
in der iiber 100 verschiedene Proteine auf ihren
Effekt in der DNA-Replikation untersucht wurden,
fielen 16 Proteine als Modulatoren des Zellzyklus
auf. In Kombination mit den Microarray-Ergebnis-
sen konnte zudem eine unmittelbare Tumorrele-
vanz festgestellt werden.

Einsatz neuer Technologien

Die rasche Fortentwicklung der RNA-
Interferenz (RNAI) in den letzten Jahren hin zu
einem hochwertigen Werkzeug fiir die funktio-
nelle Genomforschung wird genutzt, um mit Hilfe
von RNAi-Screens in den zelluldren Assays die in
Tumoren differentiell exprimierten Gene heraus-
zufiltern, die einen unmittelbaren Einfluss auf die
jeweils untersuchten Prozesse haben. Die Funk-
tionsweise der RNAI wurde ausfuhrlich in dem
Artikel Uber die SMP RNAi (GenomXPress 4/04)
beschrieben. Um ein umfassendes Bild der Gen-
funktionen zu erhalten, wurde allerdings ein
Ansatz gewahlt, in dem die Reprimierung der Ex-
pression spezifischer Gene — mittels RNAi — durch
die gerichtete Uberexpression ihrer Proteine —
mittels Expressions-Plasmiden — komplementiert
wird. Interessanterweise bewirken ein Zuviel und
ein Zuwenig der jeweils untersuchten Proteine
haufig keine gegensatzlichen Resultate; vielmehr

Genexpressions-
muster -

Funktionsassays

Abb. 2: Das Projekt
Funktionelle Netzwerke
der Genexpression” im
Nationalen Genomfor-
schungsnetz zielt auf die
Identifizierung bisher
unerkannter Geninterak-
tionen, um diese als
potentielle Ansatzpunkte
Zellilnre fir neue Targets zur Dia-
gnose und Therapie von
Tumorerkrankungen
nutzbar zu machen.

weisen die Ergebnisse der in NGFN-1 durchge-
fuhrten Analysen auf wesentlich komplexere Zu-
sammenhdnge wie Konzentrationsabhangigkei-
ten hin. Vor einem Screening in den Assays wird
zunachst die endogene Expression der Kandida-
tengene mittels quantitativer RT-PCR validiert.
Hierfir werden die gleichen Primer/Sonden-Sets
verwendet, mit denen im weiteren Verlauf des
Projektes der RNAi-induzierte ,Knock-down”
verifiziert wird.

Das Ergebnis jedes Assays werden Gene
sein, die den hier getesteten Tumor-relevanten
Prozess durch ihr Fehlen verandern und so als Pro-
zess-relevant identifiziert werden konnen. Die
Gene werden zusatzlich durch den komplementa-
ren Ansatz, die gerichtete Uberexpression in den
selben Assays, kontrolliert. Hierfiir werden voll-
standige cDNAs mit GFP- und YFP-Tags versehen
und in die Zellen transfiziert.

Auf dem Pfad der Interaktionen

Zentrales Element des gemeinsamen Pro-
jekts ist die Aufdeckung komplexer Netzwerke der
Genregulation. Als Basis der Analysen werden wir
Gene verwenden, die signifikante Auffalligkeit in
zelluldren Assays zeigen, krankheitsrelevante
funktionelle Domédnen aufweisen sowie eine
Homologie zu bekannten, an Tumor-relevanten
Prozessen beteiligten Genen, haben. Die Wirkun-
gen und Interaktionen dieser Gene im zelluldren
Kontext werden wir genomweit mit einer Metho-
de untersuchen, die wir als ,Effektorgen-Profi-
ling” (Abb. 2) bezeichnen. Wissen wir zum Bei-
spiel (iber ein bestimmtes Gen aus den zellularen
Assays, dass es in einem bestimmten Prozess
einen Effekt hat, erhebt sich die Frage, auf wie
viele und welche der menschlichen Gene dieses
Gen wiederum wirkt. Fiir das Effektorgen-Profi-
ling kombinieren wir dabei die Methode der RNAi
mit dem Expression Profiling mit Hilfe von Micro-
arrays. Wir transfizieren siRNA gegen das zu

untersuchende Gen in Zellen geeigneter Zellkul-
tursysteme, um seine endogene Expression zu
unterdriicken und um hieraus den Effekt des feh-
lenden Genproduktes auf weitere Gene im Zell-
kontext zu erkennen. Wir isolieren die RNA aus
diesen Zellen und hybridisieren sie auf die huma-
nen globalen Microarrays (37.500 Gene und
ESTs), die uns erlauben, ein genomweites Expres-
sionsprofil zu erstellen und damit die Mehrzahl
der Effektorgene zu erfassen.

Wir erwarten, dass unter den Effektorge-
nen neben funktionell nicht charakterisierten
auch bekannte, gut charakterisierte Gene zu fin-
den sein werden, die aber bislang nicht mit biolo-
gischen Prozessen in Tumoren in Verbindung
gebracht wurden. Diese Gene sind die Ankniip-
fungspunkte an bekannte Signalwege und damit
die Schnittstellen fiir die Erweiterung des Ver-
standnisses der Netzwerke. Weitere Gene unbe-
kannter Funktion werden mdglicherweise Bin-
deglieder zwischen bisher getrennten Signalwe-
gen sein und unser Verstandnis der intra- und
interzelluldren Signalgebung erweitern.

Einblicke in ein

komplexes Zusammenspiel

Weder die zelluldren Assays, noch die
Expressionsprofile allein werden uns prazise Aus-
sagen (iber das komplexe Zusammenspiel von
Genen und Proteinen ermdglichen. Erst detaillier-
te Analysen von Kandidatengenen ordnen die
Proteine in einzelne Signalwege ein und machen
Ubergeordnete Netzwerke sichtbar. Effektorgene,
die in unabhdngigen Profilierungen verschiedener
Tumor-relevanter Gene des gleichen Prozesses
identifiziert werden, gehéren mdglicherweise
zum selben regulatorischen Netzwerk und kon-
nen einander beeinflussen. Diese Einfliisse sollen
validiert werden, indem die Expression der aus-
gewdhlten Gene in siRNA-behandelten Zellen mit
gRT-PCR gemessen wird. Jene Proteine, fiir die
eine direkte Interaktion vermutet wird, sollen auf
ihre Ko-Lokalisation untersucht und mit Hilfe der
Massenspektrometrie direkt verifiziert werden.
Daten aus anderen Projekten der SMP-Cell (z.B.
Proteinlokalisation, Annotation) werden wesentli-
che Beitrage zur Stiitzung der Aussagen leisten.

Modellierung

biologischer Netzwerke

Die umfassende statistische Analyse der
Hochdurchsatzdaten ist ein essentieller Bestand-
teil des Projektes. Uberpriifung und Sicherung der
Datenqualitat stehen an erster Stelle, sie werden
durch die in die SMP-RNA und SMP-Cell inte-
grierte Bioinformatik gewahrleistet.

GenomXPress 1/05
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Die Entwicklung neuer Analysetools und
die Datenanalyse der Hochdurchsatzexperimente
sind eng mit den Nasslaborarbeiten verzahnt. Me-
thoden, die hier entwickelt und bereits etabliert
wurden, sind zur Normalisierung von Microarray-
Daten sowie zur Klassifizierung von Tumoren und
Genen geeignet. Das Software-Tool “arrayMagic”
war ein weiterer Schwerpunkt der Entwicklung. Es
stellt nun eine automatisierte Prozessierungs-
pipeline flr groBe Microarray-Datensatze (bis zu
mehreren hundert Arrays) dar und bietet umfang-
reiche Optionen zu Qualitatskontrolle, Normali-
sierung und Datenkombination.

Neben den Analysetools fiir Microarray-
daten haben wir eine statistische Analyse fir die
zelluldren Assays entwickelt. Die vorhandenen

Glossar

Methoden werden durch explorative Analysen (z.
B. Clustering) sowie vielfaltige Mdglichkeiten der
Daten-Visualisierung ergdnzt. Alle entwickelten
Tools wurden als Softwarepakete in die frei ver-
fugbare Analyse-plattform R [Bioconductor;
(www.bioconductor.org)] implementiert.

Hier laufen die

Féden zusammen

Die Modellierung biologischer Netzwerke
der Genregulation (Abb. 2) ist der integrierende
und schlieBende Schritt des Projektes. Hier laufen
die Faden zusammen aus der Identifizierung in
Tumoren differentiell exprimierter Gene mittels
Expressionsprofilen, ihrer in zellularen Funktions-
assays gefundenen Relevanz flir Tumorprozesse,

Arrays: \orlage, welche benutzt wird, um biologisches Material wie z. B. Nukleinséuren,
Peptide oder Proteine in hoher Dichte aufzutragen und zu binden. Arrays bestehen aus
oder beinhalten eine feste Tragersubstanz dlie es erlaubt, groBe Mengen an Proben in ge-
regelten Abstdnden aufzubringen, so dass diese fir parallele Experimente genutzt werden

kénnen.

Assay: Testsystem, hier fur die Untersuchung von zelluldren Vorgangen wie
2.B. des Zellwachstums und des programmierten Zelltodes (Apoptose)

Expression: Auch Genexpression genannt. Die Umsetzung der genetischen Information
von der DNA (iber RNA in Proteine. Man unterscheidet das Kopieren der DNA in RNA
(Transkription) und das Ubersetzen des genetischen Codes an den Ribosomen in fertige

Proteine (Translation).

PCR: Methode, mit der DNA-Abschnitte im Reagenzgefal3 vervielfacht werden (Amplifika-
tion). Zu den speziellen Formen der PCR gehort die ri-PCR, in deren Verlauf zunachst aus
der Zelle isolierte mRNA (s.u.) mit Hilfe eines Enzyms, der reversen Transkriptase, in CONA
umgeschrieben wird, die dann als Ausgangspunkt fir die DNA-Amplifikation dient.

RNA: Einzelstréngige Nukleinsduremolekdile. Es gibt verschiedene Typen von RNA in einer
Zelle, eine der wichtigsten ist die Boten- oder messenger RNA (mRNA), die Vorlage zur
Proteinsynthese. Doppelstrang-RNA ist typisch fiir bestimmte RNA-Viren. Seit langem ist
bekannt, dass Doppelstrang-RNA das menschliche Immunsystem zur Bildung bestimmter
Molekile anregt und antivirale Mechanismen, die die Entstehung von Proteinen unspezi-
fisch hemmen ausl6st.

RNA-Interferenz-Technik (RNAi) Eingesetzte doppelstrangige RNA-Stiicke, auch SIRNA
genannt (small interfering RNA), fihren zur Zerstérung von mRNA, die zu einem der bei-
den Strange komplementdr ist. Die SIRNA, die dabei eine optimale Lange von 21 Nukleoti-
den besitzen sollte, aktiviert unter Komplexbildung spezifische Proteine der Zelle, die dann
die mRNA an entsprechender Stelle spalten. Die Genaktivitat wird damit vollsténdig einge-
stellt.

Tags: Markierungen die an einen Zellbaustein angeftet werden um ihn in der Zelle sicht-
bar zu machen. Beispiele sind das griin oder gelb fluoresziernde Protein (GFP und YFR Y
fir yellow).

dem Effektorgen-Profiling auf Basis prozess-rele-
vanter Gene, den Detailexperimenten mit priori-
sierten Effektorgenen und letztlich jenen Interak-
tionen, die in der Forschungsgemeinschaft bereits
bekannt sind. Die in silico Modellierung ist jedoch
mehr, als lediglich der Versuch zur Integration der
Datenflut. Computersimulierte Modellvorstellun-
gen sollen es uns ermdglichen, die Diversitat mog-
licher Interaktionen systematisch durchzuspielen.
Experimente, die virtuell nur Sekunden einneh-
men, wilrden im ,Nasslabor’ viele Monate For-
schungsarbeit fordern.

Ausblick

Die Modellierung von Netzwerken der
Genexpression wird in dem gemeinsamen Projekt
der SMPs RNA und Cell im NGFN ein umfassen-
des Bild komplexer biologischer Vorgénge entste-
hen lassen. Die Analyse bisher unerkannter Gen-
interaktionen wird es uns erméglichen, Schnitt-
stellen zu Tumor-relevanten Prozessen zu identifi-
zieren und somit neue Ansatzpunkte fiir Diagno-
se und Therapie von Tumorerkrankungen liefern.

Kontakt

PD Dr. Holger Stiltmann

PD Dr. Stefan Wiemann

Deutsches Krebsforschungszentrum — DKFZ
Abt. Molekulare Genomanalyse, TP 3
Heidelberg

E-Mail: h.sueltmann@dkfz.de

Literatur

o Arlt, D. et al, 2005. Functional profiling discovers
16 cancer relevant cell cycle modulators. Eingereicht.

e Buness, A. etal.,. 2005. arrayMagic: two-colour cDNA
microarray quality control and preprocessing. Bioinfor-
matics 21(4): 554-556.

e Gentleman, R.C. et al. 2004. Bioconductor: open
software development for computational biology
and bioinformatics. Genome Biol 5: R80.

Epub 2004 Sep 2015.

o Siltmann, H. and A. Poustka. 2004. Recent advances in
transcription profiling in human cancer. Curr. Opin.
Mol. Therap. 6(6), 593-399.

e Siltmann, H., A. von Heydebreck, W. Huber, R. Kuner,
A. BuneBB, M. Vogt, B. Gunawan, M. Vingron, L. Fiizesi,
and A. Poustka. 2005. Gene expression in kidney can-
cer is associated with cytogenetic abnormalities, meta-
stasis formation, and patient survival. Clinical Cancer
Research 11(2), 646-655.

o Wiemann, S., D.H. Arlt, W. Huber, R. Wellenreuther, S.
Schleeger; A. Mehrle, S. Bechtel, M. Sauermann, U.
Korf, R. Pepperkok, H. Stltmann, and A. Poustka.
2004. From ORFeome to biology: a functional geno-
mics pipeline. Genome Res 14: 2136-2144.






