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Das menschliche Genom -
viel komplexer als vermutet

Ressourcen und Anwendungen fiir die Hochdurchsatz-Funktionsanalyse von Krankheitsgenen

Stefan Wiemann, Ingo Schupp, Stephanie Bechtel, Dorit Arlt, Ozgr Sahin, Meher Majety, Ruth Wellenreuther,
Heiko Rosenfelder, Jitao Zhang, Christian Schmidt, Alexander Mehrle, Florian Hahne, Annemarie Poustka,
Rainer Pepperkok, Philippe Bastiaens, Helmut Blécker, Michael Bcher, Karl Kéhrer, Ginther Michel, André Bahr,
Jurgen Lauber, Birgit Ottenwalder, Dagmar Heubner, Werner Mewes, Andreas Hérlein

Bis vor wenigen Jahren ist man davon ausge-
gangen, dass Gene wie auf einer Perlenschnur
aufgereiht auf unseren Chromosomen vorlie-
gen und dass jedes Gen fiir ein spezifisches
Produkt — also entweder ein Protein oder ein
RNA-Molekil — kodiert. Von diesen und vielen
weiteren Vorstellungen musste man sich auf-
grund neuer Erkenntnisse verabschieden. Unser
Genom ist wesentlich komplexer als lange ver-
mutet wurde, und diese Komplexitat setzt sich
auch in der Regulierung der Gene und ihren
Aktivitdten fort. Im Hinblick auf die relativ
geringe Zahl von Genen (ca. 30 000) in jeder
unserer Zellen — mit der wir uns Gbrigens kaum
von dem winzigen Fadenwurm C. elegans
unterscheiden — wurde inzwischen klar, dass
der Regulierung von Genen und deren Funktio-
nen eine zentrale Bedeutung fir die Erhaltung
von Gesundheit oder die Entwicklung von
Krankheiten zukommt. Die Wissenschaftler im
Verbundprojekt SMP Cell haben es sich daher
zur Aufgabe gemacht, sowoh! auf molekularer
als auch auf zelluldrer Ebene die Funktionen
von Genen und Genprodukten zu erforschen

Abb.1: Eine Zelle im Fluoreszenzmikroskop, bei der

einzelne Bestandteile unterschiedlich gefarbt wurden,
um in einem Funktionsassay die hervorgerufenen
Verdnderungen besser erkennen zu kénnen.

sowie deren Fehlfunktionen im Krankheitsge-
schehen zu entschlisseln. Die Experimente
werden Uberwiegend im Hochdurchsatz durch-
gefiihrt. Uber die Ziele und die Struktur der
SMP Cell wird ausflihrlich auf der Webseite
www.smp-cell.de informiert. Anhand von drei
Schwerpunkten soll hier der Beitrag der SMP
Cell zur krankheitsorientierten Genomfor-
schung im NGFN exemplarisch verdeutlicht
werden.

Auf Umwegen zu den Genen

Die meisten Gene des Menschen liegen
auf den Chromosomen nicht in zusammenhan-
genden Blocken oder ,Sdtzen” vor, sondern
sind von scheinbar unwichtigen Abschnitten
unterbrochen. Dies macht es zum einen schwie-
rig, die Gene Uberhaupt zu entdecken, und zum
anderen ist es unmoglich, diese Gene im Labor
direkt fiir die Herstellung von Proteinen oder
anderen Genprodukten zu verwenden. Statt-
dessen muss ein Umweg (ber sogenannte
cDNAs gegangen werden. Solche cDNAs wer-
den aus einem Zwischenprodukt der Zellen, der
mRNA, hergestellt. Sie kdnnen in Bakterien ver-
mehrt und anschlieBend in vielen verschiede-
nen Experimenten weiter verwendet werden.
Aus der Sequenz, also der Abfolge der Basen-
bausteine, kann abgeleitet werden, welches
Protein von der jeweiligen cDNA kodiert wird,
und dieses Protein kann schlieBlich auch gen-
technisch produziert werden. Einige dieser
sogenannten rekombinanten Proteine werden
inzwischen routineméBig bei der Arzneimittel-
herstellung eingesetzt (z. B. menschliches Insu-
lin), da die Funktion dieser Proteine sowie
deren veranderte Aktivitat oder Fehlfunktion in
Krankheiten (in dem Beispiel der Insulin-
abhangigen Diabetes Typ 1) bekannt sind.

Flr die meisten Proteine des Menschen ist
die Funktion hingegen nicht geklart. Viele der
Gene sind noch nicht als cDNAs vorhanden und
kénnen daher auch nicht effizient auf ihre

Funktion untersucht werden. Wissenschaftler
der SMP Cell bilden das einzige europdische
Konsortium, das in groBem MaBstab menschli-
che Gene in Form von cDNAs kloniert, also eine
Genbibliothek erstellt, aus der Proteine kiinst-
lich hergestellt und auf ihre Funktion unter-
sucht werden kénnen (siehe auch den Ab-
schnitt: Zellulare Funktionsassays). Mehrere
tausend cDNAs wurden inzwischen von diesem
Konsortium produziert und werden anderen
Projekten des NGFN zur Verfiigung gestellt. Mit
dieser Ressource bringt sich die SMP Cell auch
in ein internationales Projekt ein, in dem alle
weltweit fiihrenden Genom-Projekte gemein-
sam an einer vollstandigen ,Bibliothek” der
menschlichen Gene arbeiten, um diese fir die
Wissenschaft und Industrie als Basis fiir die
systematische Funktionsanalyse verflgbar zu
machen. Die Bibliothek dieser ORFeome Colla-
boration (www.orfeomecollaboration.org) ist
bereits jetzt die groBte frei zugangliche Res-
source menschlicher Gene weltweit und bildet
damit eine entscheidende Voraussetzung zur
systematischen zelluldren Genfunktionsanaly-
se. Bis zum Friihjahr 2008 sollen die meisten
menschlichen Gene in diese Bibliothek aufge-
nommen werden, wozu die SMP Cell einen
wichtigen Beitrag liefert.

Kompliziertes Zusammenspiel

Die erstaunlich geringe Zahl an Genen
lasst vermuten, dass das Zusammenspiel von
Genen und Genprodukten komplizierter sein
muss als urspriinglich angenommen wurde.
Deshalb miissen alle Aktivitaten innerhalb
unserer Zellen streng kontrolliert werden, um
den Ausbruch von Krankheiten zu vermeiden.
Das richtige Verhéltnis zwischen Wachstum und
Zelltod ist z. B. entscheidend fiir die Vermei-
dung von Krebs, der meist durch Stérungen
gerade dieser zentralen Prozesse in einer oder
wenigen unserer vielen Milliarden (genauer: ca.
10") Zellen eingeleitet wird.
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Abb.2: Detail eines Roboters fur Hochdurchsatz-
Funktionsassays.

Bis vor kurzem wurde davon ausgegan-
gen, dass Proteine in linearen Prozessen arbei-
ten, vergleichbar einer ProduktionsstraBe mit
einem Anfangs- und einem Endpunkt. Dieser
Blick auf unsere Proteine und deren Wirkungen
hat sich jedoch gewandelt. Proteine arbeiten
und funktionieren in Netzwerken, bei denen
Einfllisse an verschiedenen Stellen unterschied-
liche Wirkungen hervorrufen kénnen. Insbeson-
dere flir das Verstandnis der molekularen Ursa-
chen von Krankheiten ist es daher wichtig, die
zugrundeliegenden Proteinnetzwerke zu analy-
sieren.

In der SMP Cell arbeiten Wissenschaftler
verschiedener Fachrichtungen zusammen, um
in Funktionsassays zu untersuchen, wie Zellen
auf Stérungen normaler Abldufe reagieren.
Daraus konnen die Forscher schlussfolgern,
welche Funktion die untersuchten Proteine
haben. In diesen Funktionsassays werden ein-
zelne Proteine in Zellkulturen entweder (iber
das normale MaB hinaus produziert (Uberex-
pression der Proteine mithilfe der Reagenzien
aus der oben beschriebenen Genbibliothek),
oder die in diesen Kulturen natiirlich vorkom-
mende Menge an Protein wird vermindert. Fur
letzteren Ansatz wird eine Technologie einge-
setzt, fir deren Entdeckung Craig Mello und
Andrew Fire den Nobelpreis erhielten: Die
sogenannte RNA Interferenz. Bei dieser Tech-
nologie werden einzelne Gene gezielt ausge-
schaltet, wodurch die Herstellung der kodierten
Proteine vermindert wird. Diese beiden experi-
mentellen Ansatze sind komplementar, in Funk-
tionsassays kann folglich sowohl ein Zuviel als
auch ein Zuwenig an Proteinen erreicht und im
Anschluss die Konsequenz fiir die Zellen unter-
sucht werden.

In der SMP Cell wurden solche Funktions-

assays fir den Hochdurchsatz etabliert. Insbe-
sondere krebsrelevante Prozesse, wie z. B. das
Wachstum der Zellen und die Verbreitung von
Krebszellen wahrend der Metastasen-Bildung,
werden mithilfe dieser Hochdurchsatztechnolo-
gien untersucht. Ziel ist es, neue Ansatze fiir die
Diagnose und Therapie von Krebserkrankungen
— vor allem von Brustkrebs — zu entdecken.
Weitere Funktionsassays wurden entwickelt,
um die Reifung von neuronalen Zellen zu unter-
suchen, und um Proteine zu identifizieren, die
den Cholesterinstoffwechsel beeinflussen. In
diesen Ansatzen werden die Ergebnisse mit
bekannten Informationen verkniipft und da-
durch neue Erkenntnisse gewonnen und verdf-
fentlicht. Die identifizierten Gene befinden sich
derzeit in einem als Validierung bezeichneten
Prozess: Mithilfe von Patientenproben soll
untermauert werden, dass diese Gene ursach-
lich mit den jeweiligen Krankheiten verkniipft
sind. AuBerdem wird (iberpriift, ob diese Gene
als diagnostische Marker und eventuell als
Ansatzpunkte flir neue Therapien verwendet
werden konnen.

Hochdurchsatz:

Daten, Daten, Daten ...

Schon der Begriff ,Hochdurchsatz” zeigt
an, dass in diesem Forschungszweig eine groBe
Menge an Daten gesammelt wird. Dies ist zum
einen auf die groBe Zahl unserer Gene und Pro-
teine zurlickzuflihren, zum anderen auf die
Vielzahl von experimentellen Ansdtzen, mit
denen die Funktion und Krankheitsrelevanz
dieser Molekile entdeckt werden soll. Die
Experimente sind sehr aufwéndig und werden

LI Edb http://www.lifedb.de
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zum groBen Teil von Robotern durchgefiihrt.
Wissenschaftler der SMP Cell entwickeln Soft-
ware zur Steuerung dieser Roboter sowie zur
Verfolgung einzelner Proben Uber die verschie-
denen Prozesse hinweg: ein sogenanntes La-
bor-Informations-Management-System (LIMS).

Zudem kann ein ,whole-genome Screen”,
also die Analyse aller menschlichen Gene,
abhangig vom jeweiligen Experiment mehrere
Terabyte an Daten liefern. Diese missen zu-
nachst gefiltert werden, um Signale vom Rau-
schen zu trennen. Im Anschluss mussen diese
Daten mit statistischen Methoden analysiert
werden, um positive von negativen Signalen zu
unterscheiden. In der SMP Cell arbeiten Infor-
matiker, Bioinformatiker und Biologen gemein-
sam daran, LIMS Systeme und statistische Algo-
rithmen zu erstellen und anzuwenden. Spezifi-
sche Benutzeroberflaichen machen die Daten
schlieBlich derart sichtbar, dass sie mit der Viel-
zahl bereits im Internet vorhandener Daten zu
denselben Molekilen verkniipft und so die
relevanten Informationen schnell erkannt wer-
den kdnnen.

Was ist ein Gen?

Mit der Entschliisselung des genetischen
Codes, des sogenannten Buch des Lebens, er-
hoffte man sich umfassende Erkenntnisse (iber
die Ursachen von Gesundheit und Krankheit.
Tatsachlich ist das menschliche Genom inzwi-
schen fast vollstandig sequenziert, die Abfolge
der einzelnen Bausteine also bekannt. Anstatt
aber die erwarteten Antworten zu erhalten,
haben sich neue Fragen und Erkenntnisse erge-
ben, die eine unerwartete Komplexitat und
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Abb.3: Die LIFEdb Datenbank dient der Verknipfung experimenteller Daten aus der SMP Cell mit allgemein

zugdnglichen Informationen und zur Veréffentlichung neuer Erkenntnisse im Internet.
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Dynamik unseres Genoms erkennen lassen. Im
Internet-Lexikon Wikipedia wird der Begriff
Gen noch definiert als ,ein Abschnitt auf der
Desoxyribonukleinsaure (DNA), der die Grund-
informationen zur Herstellung einer biologisch
aktiven Ribonukleinsaure (RNA) enthalt” (Au-
gust 2007). Die Erkenntnisse aus dem Verbund-
projekt SMP Cell haben aber gezeigt, dass diese
wie auch alle anderen bisher gemachten Defini-
tionen flir den Begriff Gen so nicht stimmen.
Aus einem Gen kénnen namlich auch ver-
schiedene RNAs hergestellt werden, die véllig
unterschiedliche Produkte und Funktionen
haben. AuBerdem werden standig neue Gene

und sogar ganze Genklassen entdeckt. Sowohl
in der Grundlagenforschung als auch in der
krankheitsrelevanten Forschung ist daher noch
viel Arbeit ndtig, um die Zusammenhange und
das Funktionieren unserer Erbinformation
sowie deren Zusammenspiel mit Umweltfakto-
ren verstehen zu konnen. Die Projekte der SMP
Cell sind unmittelbar und auf mehreren Ebenen
in diese Forschung involviert. Sie tragen damit
wesentlich zur Erforschung der Lebensgrundla-
gen und Krankheitsursachen bei, wodurch Vor-
aussetzungen geschaffen werden, um neue
Strategien zur Vorbeugung und Behandlung
dieser Krankheiten zu entwickeln. Mit seinen

Ressourcen, Technologien und krankheitsrele-
vanten Applikationen ist das Verbundprojekt
SMP Cell auch fiir die zukiinftige Forschung
aufgestellt und wird weiterhin auf internatio-
nalem Niveau wichtige Beitrdge zum Verstand-
nis von Krankheiten liefern.

Kontakt

Dr. Stefan Wiemann

Abteilung Molekulare Genomanalyse
Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ)
in der Helmholtz-Gemeinschaft

Im Neuenheimer Feld 580, 69120 Heidelberg
E-Mail: s.wiemann@dkfz.de
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