1000-DOLLAR-GENOM

Das Projekt
personliches Genom

Spatestens in zehn Jahren durfte es so weit sein: Jeder hatte die

Moglichkeit, den Text seiner personlichen DNA zu erfahren.

Von George M. Church

ach seinem Start in den
1990er Jahren entfaltete sich
das World Wide Web nur
scheinbar  fast iber
Nacht. Erfahrungsgemif$ benétigen Neu-
erungen wenigstens ein Jahrzehnt, bis sie
marktreif sind und sich durchsetzen. In
diesem Fall existierte bereits eine Infra-
strukeur: Seit Jahren hatte sich das Inter-
net aufgebaut, und plétzlich wurde klar,
dass wesentliche benétigte Ressourcen,
darunter PCs, in ihrer Zahl eine kriti-
sche Schwelle iiberschritten hatten.
Auch Visionen und Marktkrifte trei-
ben die Entwicklung und Verbreitung
neuer Technologien voran. So begann
das amerikanische Raumfahrt-Programm
als Vision der Regierung. Erst viel spiter
forcierten die militirische und zivile
Nutzung von Satelliten eine rentable
Weltraumindustrie. Die nichste techno-
logische Revolution kénnte die Biotech-
nologie betreffen. Zunehmend lisst sich
ausmalen, Mirkte, Visionen,
Entdeckungen und Erfindungen diese

Umwilzung wohl vorantreiben werden

IN KURZE

wie

welche

und welche Mindesterfordernisse an In-
frastruktur und Ressourcen dafiir erfiillt
sein miissen.

Etwa ein Dutzend Forscher, zu denen
ich gehérte, brachte 1984/85 die Idee
vor, das Genom des Menschen komplett
zu entziffern. Ziel des Vorhabens war,
eine menschliche DNA-Sequenz voll-
stindig zu lesen — das menschliche Ge-
nom zu sequenzieren, wie wir dazu sag-
ten. Die eigentliche Arbeit begann dann
um 1990 und wurde unter dem Namen
Humangenomprojekt bekannt. Fiir das
Unterfangen, an dem Forscher vieler
Lander teilnahmen, veranschlagten wir
15 Jahre. Im Jahr 2005 sollte ein mensch-
liches Genom entziffert vorliegen. Bereits
ein paar Jahre frither kam die Sequenzie-
rung der einfacheren 93 Prozent dieses
Erbguts zum Abschluss.

Das Humangenomprojekt sollte drei
Milliarden Dollar kosten. In seinem Ver-
lauf kamen so viele technische und me-
thodische Neuerungen zu Stande, dass
man heute die DNA eines Menschen fiir
zwanzig Millionen Dollar sauber genug
entziffern kann, um aus den Daten Nut-
zen zu zichen. Das bedeutet aber: Der

Um die Moglichkeiten der Biotechnologie voll auszuschépfen, missten die
Verfahren so preiswert und einfach zu handhaben sein wie PCs. Das gilt auch fir

die Genom-Sequenzierung fiir jeden.

Das Lesen von DNA wird durch automatisierte und schnellere Verfahren immer
O0konomischer. Forscher versuchen beispielsweise, Einzelschritte einzusparen,
mit immer weniger Material auszukommen und Prozesse millionenfach parallel

ablaufen zu lassen.

Wie sind umfassende personliche genetische Daten zu verwalten? Wer darf
und soll zu ihnen Zugang haben? Das Projekt personliches Genom (Personal
Genome Project) widmet sich auch diesen wichtigen Aspekten.
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Aufwand ist immer noch so hoch, dass
fast nur ausgewiesene Sequenzierzentren
dies leisten kénnen, zudem nur mit der
finanziellen Ausstattung grofler For-
schungsprojekte.

Unter dem Schlagwort »1000-Dollar-
Genome« wurde das Versprechen populir,
eine Gesamtsequenzierung der DNA von
Einzelpersonen erschwinglich zu machen.
Der Preis miisste so niedrig sein, dass es
vielen Menschen die Sache wert erscheint,
einmal im Leben eine personliche Sequen-
zierung ihres kompletten Genoms vorneh-
men zu lassen, sodass man die Daten auf
einer Diskette gespeichert zum Arzt mit-
nehmen kann. Bis es so weit sein wird,
muss die Entwicklung der Technologien
weiter gewaltig vorangetrieben werden.
Doch die Anstrengung lohnt. Durch die
Maglichkeit, DNA kostengiinstig zu le-
sen, wird sich nicht nur die Gemeinde der
Genomforscher vervielfachen. Auch die
Anzahl sequenzierter menschlicher Geno-
me wird stark wachsen. Das wird helfen,
genetische Unterschiede zwischen Indivi-
duen herauszuarbeiten — zum Nutzen des
Einzelnen nicht nur im Krankheitsfall.

Die Vision reicht noch weiter. Eines
Tages konnte man unter Humangeno-
mik auch alles Genmaterial der gesamten
dufleren und inneren Umwelt des Men-
schen fassen, widriges und giinstiges. So
wie wir heute Wetterkarten anschauen,
werden wir zukiinftig vielleicht tiglich
checken, welche Mikroben und potenzi-
ellen Allergieausloser sich in und um uns
befinden. Zugleich kénnten Nanotech-
nologie und industrielle Biotechnologie
mit ihrem groflen Entwicklungspotenzial
Okosysteme nach »intelligenten« Mate-
rialien und Mikroorganismen absuchen,
die sich zur industriellen Produktion oder
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zur Beseitigung von Umweltverschmut-
zung nutzen lassen.

Allerdings kosten solche Grofiprojek-
te hohe Summen. Die amerikanischen
Nationalen Gesundheitsinstitute finan-
zieren unter dem Stichwort »revolutio-
nire Genomsequenzierungstechnologien«
gegenwirtig zwei Forschungsprogramme,
wobei sich die Wissenschaft der Heraus-
forderung stellt, bis zum Jahr 2009 ein
Menschengenom fiir 100000 Dollar und
bis 2014 fiir 1000 Dollar sequenzieren zu
konnen. Als Anreiz vorstellbar wire eben-
so ein hoch dotierter Preis — dhnlich wie
in der amerikanischen Weltraumfor-
schung der X-Preis — fiir die erste For-
schergruppe, die eines dieser Ziele er-
reicht. Betrachtet man die jiingere Ent-
wicklung, sind wir vermutlich gar nicht
mehr so weit vom Ziel entfernt. Das Po-
tenzial scheint gegeben, dass der Durch-
bruch zu einer Genomsequenzierung fiir
20000 Dollar um das Jahr 2010 gelingen
koénnte. Da wird es hohe Zeit, sich nun
auch tiber soziale und ethische Folgen der
Errungenschaft Gedanken zu machen.

Ziel: schnell, genau, sparsam
Zunichst aber zu den ilteren und neue-
ren Verfahren der DNA-Sequenzierung,.
Jedes hat seine Vor- und Nachteile, die
man bei der Wahl der Vorgehensweise
gegeneinander abwigen muss. Zum Bei-
spiel gibt es genaue, aber langsamere Ver-
fahren; bei manchen kann man relativ
lingere DNA-Stiicke auf einmal se-
quenzieren; bei einigen bendtigt
man besonders wenig Materi-
al und so weiter. Grundle-
gende Schritte der gin- 4
gigen Verfahren ha- ll__,"'
ben die Forscher >
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Die Vision, das Erbgut eines jeden
Menschen schnell und preiswert zu
erfassen, halten Genetiker heute
nicht mehr fiir eine Utopie.



1000-DOLLAR-GENOM

D> gewissermaflen der Natur abgeschaut.

Sie benutzen deren Werkzeugkasten, ha-
ben die Mechanismen nur fiir ihre Zwe-
cke abgewandelt und verfeinert. Das
menschliche Genom besteht aus 3 Milli-
arden Nucleotidpaaren, und jedes Nuc-
leotid enthilt eine der vier so genannten
Kernbasen Adenin, Cytosin, Guanin
oder Thymin, abgekiirzt A, C, G und T.
Diese vier Basen stellen sozusagen das
Alphabet fiir die kodierte genetische In-
formation dar. Thre Abfolge galt es im
Humangenomprojekt zu erfassen.

Die Genetiker machen sich zu Nutze,
dass sich in einem DNA-Doppelstrang,
in der DNA-Leiter, jeweils A nur mit T
(und umgekehrt) und G nur mit C als
Gegeniiber paart. Diese beiden Basen-
paare bilden quasi die Leitersprossen (sie-
he Kasten unten). Die strenge Paarungs-
regel bedeutet zugleich, dass die eine Sei-

te der Erbleiter die komplementire
Sequenz zur anderen Seite aufweist.
Wenn man den einen Halbstrang liest,
kennt man den anderen.

Die drei Milliarden Basenpaare ver-
teilen sich auf 23 Chromosomen. Von
denen besitzt ein Mensch normalerweise
zwei Sitze, einen vom Vater, einen von
der Mutter, also zusammen 46 Chromo-
somen. Die beiden Sitze unterscheiden
sich allerdings zu 0,01 Prozent. Das be-
deutet genau genommen, dass ein indi-
viduelles Genom des Menschen nicht
drei, sondern sechs Milliarden Basenpaa-
re aufweist.

Wie aber »liest« man eine Basense-
quenz? Im Prinzip kénnte man dazu
schlicht einen physikalischen Sensor ein-
setzen, der die Unterschiede der vier Mo-
lekiile noch unter der Nanometerebene
erfasst. Mit einem Rastertunnelmikros-

Wie Zellen ihre DNA kopieren

Viele Verfahren nutzen die Regel, dass sich die vier Basen der Nucleotide — der Baustei-
ne im Erbstrang — nur komplementar paaren: Adenin (A) nur mit Thymin (T), und Cyto-
sin (C) nur mit Guanin (G). Diese Paare bilden gewissermalfen die Sprossen der DNA-

Leiter.

Dadurch ist die genetische Botschaft im Grunde auf beiden Einzelstrdngen vorhan-
den, wenn auch »im Negativ« —in der komplementaren Sequenz. Zellen nutzen das,
um ihre DNA zu vervielfaltigen und Ablesefehler zu beheben.

Wenn eine Zelle die DNA eines Chro-
mosoms kopiert, wird der Doppelstrang
getrennt. Jeder Einzelstrang bildet flr
das Enzym Polymerase eine Matrize, an
der es die komplementaren Basen eine
nach der anderen anbaut. Auf einem der
beiden gegenlaufigen Strange muss das
Enzym Ligase die neuen Basen zu ei-
nem Strang verkntpfen.

Nucleotid

DNA-Strickleiter

Polymerase
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kop zum Beispiel lassen sich die vier Ba-
sen zwar unterscheiden. Allerdings wiire
das fiir unsere Zwecke viel zu langwierig.
In einigen Schritten zumindest setzen die
gebriuchlichen Sequenzierungsmethoden

daher lieber chemische Verfahren ein.

Besonders wenige Ablesefehler
Zunichst gilt es bei den meisten iibli-
chen Vorgehensweisen, die DNA-Stii-
cke, die sequenziert werden sollen, be-
trichtlich zu vervielfachen. Erst die gro-
B¢ Zahl namlich liefert spiter von den
einzelnen Basen ein ausreichend grof3es
Messsignal (siehe Kasten rechts).

Bis heute eine der gebriuchlichsten
Sequenzierungsmethoden, wenn auch
mit den Jahren wesentlich weiterentwi-
ckelt, war und ist das Prinzip, das der
englische Biochemiker Frederick Sanger
in den 1970er Jahren erdachte. Er erhielt
dafiir 1980 den Nobelpreis fir Chemie
— seinen zweiten! (Den ersten bekam er
1958 fiir die Entschliisselung des Insu-
lins, die erste Entschliisselung eines Pro-
teins.) Das Sanger-Verfahren in seinen
neueren Versionen bildete auch das Ge-
riist fiir das Humangenomprojekt. Im
Labor sagen manche dazu »Sequenzie-
rung durch Auftrennung«. Denn dabei
werden viele unterschiedlich kurze Se-
quenzen erzeugt, die am Ende mit einem
in Laserlicht fluoreszierenden Erken-
nungsmolekiil bestiicke sind. Diese Se-
quenzen werden dann nach ihrer Linge
in einem Gel elektrophoretisch vonei-
nander getrennt (Einzelheiten siche Kas-
ten rechts, unten). Am Ende liest ein
Detektor die Fluoreszenzsignale in der
Reihenfolge, in der sie ihn passieren.
Wil diese Reihenfolge der Linge der er-
zeugten Sequenzen entspricht, gibt sie
die Abfolge der Basen im urspriinglichen
DNA-Strang wieder.

Das Sanger-Verfahren liefert zwar
recht genaue Daten, das heifSt besonders
wenige Ablesefehler, doch auch die neu-
eren Versionen bleiben immer noch
recht zeitintensiv und teuer. Deswegen
suchen Forscher nach alternativen Me-
thoden, bei denen insbesondere die Zeit
fordernde Prozedur der elektrophoreti-
schen Auftrennung entfille. Sie versu-
chen auflerdem durch wesentlich ver-
kleinerte Reaktionsansitze den Material-
verbrauch zu minimieren — Stichwort
Miniaturisierung. Und sie setzen auf Ra-
tionierung durch paralleles Erfassen von
Millionen DNA-Fragmenten gleichzeitig
im selben Durchgang,.
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Bewdhrte Methoden der DNA-Sequenzierung

Klonieren (Vervielfaltigen) von DNA-Stlcken in Bakterien

Die Polymerase-Kettenreaktion dient dazu, einzelne DNA-

Fragmente in kurzer Zeit millionenfach zu kopieren. Immer

wieder wird der Doppelstrang aufgetrennt und beide Einzel-

“ strange werden komplementér erganzt. Die Polymerase braucht
dazu eine Startsequenz (einen Primer), ein kurzes, bereits kom-
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Modernes Sanger-Verfahren: Sequenzieren anhand der Lange und Markierung abgelesener Fragmente

Das Reaktionsgefal® enthalt auRer normalen Nucleotiden

markierte Abbruchbausteine. Erwischt die Polymerase
beim Kopieren des Strangs einen davon, kann sie nicht fort-
fahren. Je nach Lange sitzt am Ende jedes Strangs das zur
Matrize an der Stelle komplementare Nucleotid.
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markierte Kopien viele parallele Proben

plementéares Stlick, an dem sie ansetzt.

Ergebnis

‘GRAFIKEN DIESER DOPPELSEITE:

TERESE WINSLOW

Auftrennen der markierten Fragmente nach der Lange durch
Elektrophorese; Lesen der Markierung mit Laserlicht

Unter dem Schlagwort »Sequenzie-
rung durch Synthese« werden oft jene
Verfahren gefasst, bei denen direkt zum
Lesen der Basen Mechanismen genutzt
werden, die eine Zelle verwendet, wenn
sie DNA kopiert oder repariert. Diese
Vorginge zeichnen sich in der Natur
durch hohe Prizision aus. Zunichst eini-

ge Grundlagen: Zu einer Zellteilung
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muss die Erbsubstanz verdoppelt wer-
den. Die DNA-Leiter trennt sich dafiir
in zwei Einzelstringe. Nun tritt ein En-
zym — die Polymerase — in Aktion. Es
bewegt sich an den Einzelstringen ent-
lang und katalysiert Base fiir Base, ge-
nauer gesagt Nucleotid fiir Nucleotid,
die komplementire Sequenz. (Das Prin-
zip ist im Kasten links veranschaulicht.)

Die Polymerase nimmt also einen vor-
handenen Strang als Vorlage, als Matrize,
um auf die andere Seite die richtigen Ba-
sen zu setzen. Um diese miteinander zu
verkniipfen, hilft ihr an einem der Strin-
ge wegen der verschiedenen Leserichtung
ein zweites Enzym — ecine Ligase. Dieses
kann auch sonst kurze Nucleotidsequen-
zen miteinander verbinden.
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Sequenzieren bei der Synthese

Wie liest man DNA noch effizienter? Auch die meisten neuen Sequenziermethoden imitieren teilweise die Natur. Enzyme sorgen
wiederum dafiir, dass fiir jede Position auf der Matrize stets die richtige komplementare Base gefunden wird. Welche das ist, wird
aber sofort erfasst, wenn sich die Base anlagert. Zwei wichtige solche Verfahren sind hier dargestellt.

Jede neue Base wird gleich
wahrend der Synthese gelesen

| Die Matrize wird mit Suchschablonen
schrittweise abgegriffen

Die Matrize ist an einer Oberflache verankert. An einem Ende |
tragt sie eine Startsequenz flr die Polymerase (a). Die neuen
Nucleotide tragen, bis sie angelagert werden, einen Fluores- |
zenzmarker (b). Nach jedem einzelnen Schritt, Base flir Base,

Die kurzen Suchschablonen tragen nur in der Mitte ein regu-
lares Nucleotid. Je nachdem, welche Base dieses Nucleotid
aufweist, sind sie verschieden markiert (b). Die Startsequen-
zen (a) sind jeweils auf ein bestimmtes unbekanntes Nucleo-

werden die Ubrigen Reagenzien abgewaschen und die neu |
eingebaute Base mittels Laserlicht identifiziert (c). Vor dem
nachsten Syntheseschritt wird ihre Markierung entfernt. |

Matrize
Poly- -
merase
I— Nucleotid
mit
Fluoreszenz-

Start-
sequenz

GRAFIKEN DIESER DOPPELSEITE:

TERESE WINSLOW

signal.

Variante Biolumineszenz: |

lone entfernt.

Laserlicht

marker

Hierbei erzeugt ein Leuchtprotein
beim Einbau eines jeden neuen Nu- | - g
cleotids ein basenspezifisches Licht-

Fluoreszenz- —#

tid der Matrize ausgerichtet. Das Enzym Ligase bindet die
passende Suchsequenz an (c). Zum Lesen eines anderen Nu-
cleotids werden die vorige Startsequenz und die Suchschab-

spezielle
Startsequenz

Trlrl ﬂ:_‘
HTRRRTRR AR sychecralonen
ML | T
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gesuchte
Position

Die Genomforscher imitieren jeweils
Teile dieser Prozesse. Sie verfolgen so vie-
le Ansitze dazu, dass hier nur wenige ge-
nannt werden kénnen. Bei einem gern
angewandten Verfahren, Basen-Verlinge-
rung (base extension) genannt, registriert
man schrittweise quasi in Echezeit, wel-
che Base eine Polymerase gerade angefiigt
hat (Kasten oben, links). Oder man be-
nutzt kurze Suchsequenzen (Suchschab-
lonen), die nur in der Mitte ein normales
Nucleotid mit einer der vier Basen auf-
weisen, und erfragt damit gezielt eine be-
stimmte Basenposition. In dem Fall sorgt
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eine Ligase dafiir, dass an ein bestimmtes
vorangehendes, zur Matrize komplemen-
tires Sequenzstiick jeweils die korrekte
Suchsequenz angekniipft wird — die mit
dem passenden Nucleotid, also auch der
passenden Base (Kasten oben, rechts).
Die Technik heifft im Laborjargon Liga-
tion, sozusagen Anbindung.

Die jeweils angefiigten Basen kann
man prinzipiell auf mehrere Arten nach-
weisen. Frither wurden oft radioaktive
Markierungen benutzt. Heute verwendet
man meist entweder Fluoreszenz oder
Biolumineszens. Die Fluoreszenzsignale,

fir jede Basensorte eine andere Farbe,
sind mit dem Lichtmikroskop nachweis-
bar. Damit arbeiten unter anderem
Michael Metzker und seine Kollegen an
der Baylor-Universitit in Waco (Texas),
Robi Mitra von der Washington-Univer-
sitdt in St. Louis (Missouri), mein eige-
nes Labor an der Harvard-Universitit in
Cambridge (Massachussetts) sowie unse-
re Projektmitarbeiter bei der Agencourt
Bioscience Corporation.

Recht elegant, doch technisch zu-
nichst aufwindig ist aber auch der Trick,
Licht erzeugende Proteine einzusetzen,
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die sich bei vielerlei Lebewesen finden.
Glithwiirmchen diirften das bekannteste
Beispiel fiir solche Biolumineszenz sein.
Bei dieser Art der Sequenzierung pro-
duzieren solche Proteine jeweils Licht,
wenn an den Gegenstrang der DNA eine
weitere Base angehiingt wird (siche Kas-
ten links, Bild links unten). Die Licht-
proteine werden infolge des Bindungs-
geschehens durch dabei entstehendes Py-
rophosphat angeregt. Dieses Verfahren
entwickelte Mostafa Ronaghi, der heute
an der Stanford-Universitit (Kalifornien)
arbeitet. Das System verwenden auch
die Firmen Pyrosequencing/Biotage und

454 Life Sciences.

Der Trick mit den Polonien

Beide Sorten von Lichtsignalen sind na-
tiirlich  winzigst und darum  einzeln
schwer zu erfassen. Eher gelingt das,
wenn viele Molekiile gleichzeitig auf-
leuchten. Deswegen pflegen die Forscher
zahlreiche Kopien einer DNA-Sequenz
auf einmal durchzumessen — was natiir-
lich mehr Kosten verursacht und im gan-
zen Ansatz auch linger dauert. Das ehr-
geizige Ziel einiger Wissenschaftler ist
nun, Fluoreszenz wihrend der Sequen-
zierung eines einzelnen DNA-Strangs
aufzufangen. An diesen Entwicklungen
arbeiten Stephen Quake vom California
Institute of Technology sowie Wissen-
schaftler von Helicos Biosciences und
Nanofluidics. Bisher ist dieser Ansatz
nicht ausgereift genug und darum zwei-
schneidig, denn noch werden dabei etwa
fiinf Prozent der Signale iibersehen. Das
bedeutet, dass man jedes zu entziffernde
DNA-Stiick entsprechend 6fter abarbei-
ten muss — SO lange, bis seine Sequenz
liickenlos vorliegt.

Ein GrofSteil der Arbeitsgruppen hilt
deswegen nach wie vor an Verfahren fest,
bei denen viele Kopien der DNA-Frag-
mente zugleich untersucht werden. Frii-
her lief§ man die Genomstiicke von Bak-
terien vervielfiltigen (siche Kasten S. 33,
1). Heute gibt es etliche so genannte
zellfreie Methoden, um reichlich DNA-
Kopien zu erhalten. Sie alle sind letztlich
Varianten der so genannten Polymera-
se-Kettenreaktion (gern als PCR abge-
kiirzt). Dabei verdoppelt das Enzym Po-
lymerase zyklisch wiederholt die DNA-
Menge cines Ansatzes, was schnell zu
riesigen Mengen fithrt (siche Kasten S.
33, 2). An neuen Methoden dieses Prin-
zips sind die Forscher recht erfindungs-
reich (siehe Kasten rechts, a und b).
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Die Wortneuschépfung  »Polony«

(oder Polonie), an sich im Plural verwen-
det, steht fiir ein winziges Reagenzsys-
tem, von denen sich eine Vielzahl neben-
einander unterhalten lassen. Der Begriff
meint sozusagen ecine Kolonie eines

durch Polymerase vervielfiltigten einzel-
nen DNA-Stiicks — einen Pulk desselben
Fragments.

Eric Kawashima vom Serono Phar-
maceutical Research Institute in Genf,
Alexander Chetverin von der Russischen

Matrize == \

Kugelchen

Miniaturisierte zellfreie Verfahren

Millionen Kopien durch »Polonien«

Damit die Fluoreszenzsignale stark genug sind, verwendet man gern Millionen iden-
tische DNA-Stlcke gleichzeitig. In mdglichst kleinen »Reaktionskammern« lauft
eine Polymerase-Kettenreaktion flir viele verschiedene Strange parallel. So schafft
man Polonien — regelrechte Kolonien der DNA-Stlicke.

iy o,
Polonien

identische Kopien
im Cluster

Unterlage mit Eintiefungen

B Die Polonien entstehen in Vertiefungen auf einem Glastréager oder einem Gel.

Matrize
Verbindungsstiick |

I Die Polonien entstehen in Trpfchen an Polonie an Kugelchen

einem Kugelchen. Die Tropfchen befinden
sich in einer Ol-Emulsion.

ma

Ol-Emulsion mitTrépfchen
als Reaktionskammern

Zigfach parallel gelesen

Beim »Multiplexing« werden Tausende oder Millionen verschiedene DNA-Fragmen-
te gleichzeitig sequenziert. Das Prinzip lasst sich fir die im Kasten auf der linken Sei-
te links gezeigte Methode anwenden, wobei diesmal einzelne Strange gelesen wer
den (unteres linkes Bild). Bei einer anderen Methode werden Polonien an Kliigelchen
(siehe oben, b) zu Millionen auf ein Gel aufgebracht, um sie dann mit Suchschablo-
nen zu entziffern. Das Bild rechts unten zeigt nur 0,01 Prozent der Gesamtflache ei-
nes solchen Ansatzes.
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Arrangement mit Einzelmolekilen Fluoreszenzsignale von Polonien
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> Akademie der Wissenschaften und Mit-

ra, der damals an der Harvard-Universi-
tit arbeitete, erzeugten viele solche Po-
lonien nebeneinander direkt auf einer
Gelschicht oder auf einem glisernen Ob-
jekttriger, wie er vielen vom Mikrosko-
pieren her bekannt sein mag. Auf der
Unterlage hatten sie dicht bei dicht, aber
riumlich getrennt, einzelne DNA-Frag-
mente verteilt und jedes sich, wie oben
beschrieben, millionenfach mittels Poly-
merase vervielfiltigen lassen. Die Anord-
nung war so gewihlt, dass jedes Frag-
ment praktisch sein eigenes winziges
Vervielfiltigungslabor hatte und dass je-
des Fragment schliefSlich einen getrenn-
ten Pulk, einen einzelnen Cluster bilde-
te. Die Analogie mit einer Bakterienko-
lonie, die aus einer einzelnen Mikrobe
entsteht, liegt dabei gar nicht so fern. Al-
lerdings passen auf einen wenige Qua-
dratzentimeter groffen Objekttriger Mil-
liarden DNA-Polonien. Die einzelnen
Cluster messen, bei einem Femtoliter
Volumen, nur einen Mikrometer.

In Abwandlung dieser Methode ldsst
man Polonien auf winzigen Kiigelchen
wachsen, von denen sich jeweils eins in

einem Oltropfchen befindet, wobei viele
davon fein verteilt in einer Fliissigkeit
schwimmen. In dem Fall sind die Ol-
tropfchen die Reaktionskammern. An je-
dem der Kiigelchen hingt ein anderes
DNA-Stiick, von dem viele Kopien her-
gestellt werden. Zur eigentlichen Sequen-
zierung werden die Kiigelchen auf Schab-
lonen mit vielen feinen Vertiefungen
tibertragen oder auf einem Gel fixiert.
Auch hierbei werden Millionen Proben
nebeneinander aufgebracht und die darin
enthaltene DNA gleichzeitig sequenziert.

Suche nach individuellen Genen

Ein anderes iibergeordnetes Verfahren
sollte erwihnt werden: das »Sequenzie-
ren durch Hybridisierung« (ohne Abbil-
dung). Diese Vorgehensweise wird gern
angewandt, um bei einer schon bekann-
ten Gensequenz nach Variationen zu su-
chen. Das System wird hiufig kommer-
ziell genutzt. Affymetrix, Perlegen Sci-
ences und Illumina setzen es ein. Das
Prinzip ist, zunichst viele kurze DNA-
Einzelstringe in jeder denkbaren Basen-
kombination zu synthetisieren und diese
geordnet auf einen groflen Glastriger

Nur noch Stunden wiirde es dauern, bis das komplette Genom eines Menschen mit
dieser Methode erfasst ware. Der einfache DNA-Strang wandert in einem elekt-
rischen Feld durch eine Membran. Dazu muss er eine feine Pore queren, durch (b
die er knapp hindurchpasst. Jedes Nucleotid blockiert kurz die Porendffnung (a).
Dadurch andert sich vorlibergehend die elektrische Leitfahigkeit der Membran,
aber Grof3e und Dauer sind bei jeder der vier Basen etwas anders (b und c).
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aufzubringen. Dariiber gibt man Kopien
des DNA-Stiicks, das untersucht werden
soll. Sie lagern sich dort an, wo sie ihr
komplementires Gegenstiick finden. Je
genauer sich beide Teile aneinander fii-
gen kénnen, umso kriftiger wird das da-
bei auftretende Fluoreszenzsignal ausfal-
len. Illumina fiigt anschliefend noch
eine Einzeldirektsequenzierung (wie im
Kasten S. 34 links gezeigt) hinzu.

Ein vollig anderes Prinzip als die bis-
her genannten Methoden, das viel ver-
spricht, ist die »Nanoporen-Sequenzie-
rung« (siche Kasten unten), eine Idee
von Dan Branton von der Harvard-Uni-
versitit, Dave Deamer von der Univer-
sitit von Kalifornien in Santa Cruz und
mir. Ausgenutzt werden Unterschiede
in den physikalischen Eigenschaften
der Basen im DNA-Strang. Langfristig
koénnte das eine Methode der Wahl wer-
den, denn sie wire schnell und kosten-
giinstig. Man liest einzelne DNA-Einzel-
stringe, indem man sie durch feine Po-
ren einer Membran schickt, iiber der
eine elekerische Spannung liegt. Dabei
verursacht jede Basensorte eine etwas an-
dere Schwankung in der elektrischen

Sequenzieren mit Nanoporen
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Leitfihigkeit der Membran. Diese Me-
thode entwickeln zurzeit Agilent Tech-
nologies und andere Unternchmen mit
interessanten Varianten, zum Beispiel
mit Fluoreszenzsignalen.

Welche Sequenzierungssysteme der
nichsten Generation werden sich durch-
setzen? Auf welche Eigenschaften wird es
dabei ankommen? Zwei kiirzlich verof-
fentlichte Studien bieten einen interes-
santen Vergleich. Beide lieferten Daten
zur Effektivitdt, wenn man ganze Geno-
me liest. Die eine fithrte meine eigene
Forschungsgruppe an der Harvard-Uni-
versitit durch, die andere machten Wis-
senschaftler der Firma 454 Life Sciences.
In beiden Studien war der Sequenzum-
fang mit 30 Millionen Basenpaaren pro
einzelnem Durchgang gleich.

1700 Basenpaare pro Sekunde

Bei dem System, das mein Team be-
schrieb, verwendeten wir zur Sequenzie-
rung Suchschablonen und Ligasen wie
in Kasten S. 34, rechts, beschrieben. Um
die untersuchte DNA zu vervielfiltigen,
nahmen wir Polonie-Kiigelchen, zum
Identifzieren der Fluoreszenzsignale der
einzelnen Basen ein iibliches digitales
Mikroskop. Die Forscher von 454 Life
Sciences benutzten einen ihnlichen Po-
lonie-Vervielfiltigungsansatz. Die Polo-
nien kamen auf eine Schablone mit Ein-
tiefungen und die Basensequenzen wur-
den per Biolumineszens nach dem
Einzelschrittmessprinzip erfasst wie in
Kasten S. 34, links, beschrieben.

Der Vergleich ergab: Unser System
las etwa 400 Basenpaare pro Sekunde,
das der anderen Gruppe leistete 1700
Basenpaare pro Sekunde. Wir bekamen
pro drei Millionen Basenpaaren weniger
als einen Fehler — bei siebenfacher Abde-
ckung (sieben Durchlidufen zur Fehlerab-
sicherung). Die anderen erhielten — mit

einer 43fachen Abdeckung — einen Feh-
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ler pro 2500 Basenpaare. Die Menge der
erforderlichen Reagenzien hingt von der
Grofle der Trigerkiigelchen ab. Unsere
Kiigelchen hatten einen Mikrometer
Durchmesser, die im anderen Ansatz 28
Mikrometer in 75 Pikoliter fassenden
Eintiefungen.

Und der Kostenvergleich? Die der-
zeit beste elektrophoresegestiitzte Se-
quenzierung kostet einen Dollar pro 150
Basenpaare fiir die fertige Erfassung. Un-
ser System schaffte fiir einen Dollar 1400
Basenpaare, also etwa neunmal so viel
wie tiblich. Fiir die Studie von 454 Life
Sciences liegen mir diesbeziiglich keine
Angaben vor.

Die Experten erwarten, dass die
Sequenzierung der sechs Millionen Ba-
senpaare eines individuellen mensch-
lichen Genoms sehr bald fiir 100000
Dollar zu machen sein wird. Die weitere
Preisabsenkung mit Sequenziermetho-
den der nichsten Generation erfordert
grundsitzliche Eingriffe an den Randbe-
dingungen. Nachdem nun alle Systeme
automatisiert laufen und darum mensch-
liche Arbeitszeit immer weniger ins Ge-
wicht fille, stellen Reagenzien und Ge-
ritschaften heute den grofiten Kosten-
faktor dar. Die Miniaturisierung hat den
Reagenzienverbrauch im Vergleich zu
frither bereits um den Faktor eine Milli-
arde (10°) reduziert. Beim konventionel-
len Sanger-Verfahren rechnete man noch
in Mikrolitern (millionstel Litern) — heu-
te sind es Femtoliter (107" Liter).

Beim Sammeln der Rohdaten errei-
chen die Apparaturen schon eine Rate
von ecinem Gigabyte (einer Milliarde
Bytes) pro Minute. Da Computer, die
diese Informationen verarbeiten, mehre-
re Milliarden Operationen pro Sekunde
leisten, sind das Entscheidende nun die
Engpisse etwa durch eine Elektrophore-
se, eine Enzymreaktion oder andere Zeit

raubende physikalische oder chemi- >
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Auf dem Weg zur persdnlichen Genomsequenz

JOHN SOARES

1000-DOLLAR-GENOM

In vielen Landern werden heute Blutproben
Neugeborener auf die Erbkrankheit Phe-
nylketonurie hin untersucht — eine Stoff-
wechselstorung, die unbehandelt schwere
Entwicklungsdefekte erzeugt. Zunehmend
wird es auch moglich, individuell genetisch
zu testen, ob der Organismus eines Pati-
enten auf ein bestimmtes Medikament

Uberhaupt ansprechen wirde, etwa bei
manchen Formen von Lungenkrebs. Auch
sonst reagieren Menschen auf Wirkstoffe
nicht gleich. Welche Dosierung im Einzel-
fall angebracht ist, kénnen Arzte inzwi-
schen vielfach mit entsprechenden Labor-
tests herausfinden (siehe Spektrum der
Wissenschaft 5/2005, S. 96).

Doch die steigende Nachfrage nach per
sonlichen Genomdaten betrifft nicht nur
den medizinischen Bereich. Wer wusste
nicht gern, ob er von Karl dem Grof3en ab-
stammt oder einem der Krieger von
Dschingis Khan? Und mit wem alles er na-
her verwandt ist? Mancher mag sich fra-
gen, wie Gene im Wechselspiel miteinan-
der und mit der Umwelt sein Aussehen
und Wesen, seine Vorzige und Schwa-
chen gebildet haben. In der Zukunft durfte
die Wissenschaft manche Antwort hierauf
aus riesigen Datensatzen herauslesen.

George M. Church, Autor dieses Ar-

tikels, will wie andere Freiwillige
seine Genomsequenz offentlich machen.
(Im Hintergrund Bilder von Polonien)

Schon wird Besorgnis laut, Betrliger
und Geschéftemacher, Versicherungen,
Arbeitgeber, Polizei, selbst Freunde oder
Nachbarn koénnten derlei Informationen
missbrauchen. Niemand kann vorhersa-
gen, wie es sich in der neuen Ara leben
wird. Um fUr sie gerUstet zu sein, haben
meine Kollegen und ich das »Projekt per
sonliches Genom« ins Leben gerufen. Im
Grunde ist das nur der natirliche nachste
Schritt nach dem Humangenomprojekt,
der Entzifferung eines kompletten mensch-
lichen Genoms.

Um mogliche Nutzen und Risiken zu
erkennen, die auftreten kénnen, wenn je-
dermanns Genomsequenz zuganglich ist,
wollen wir Freiwillige finden, die der Of-
fentlichkeit die Daten ihres Genoms so-
wie aller korperlichen Merkmale und Ei-
genschaften zur Verfiigung stellen. Das
heilt, zu dieser Information werden die
kompletten DNA-Sequenzen der 46 Chro-
mosomen gehodren, dazu Datensatze aller
medizinischen Unterlagen, zudem aber
auch umfangreiche Daten von Genakti-
vitaten und Proteinen, von Koérper und
Gesichtsmalien, von modernen medizi-
nischen Aufnahmen des Koérperinnern —

>

sche Prozesse. Limitierend wirken auch
insgesamt zu langsame oder zu raumgrei-
fende, mithin zu locker gepackte Arran-
gements. Jedes Pixel zihlt.

Zudem ist bei solchen Rationierun-
gen abzuwigen, wozu man die Daten be-
notigt. Die neueren Methoden eignen
sich meist nur fiir vergleichsweise kurze
DNA-Stiicke aus 400 bis 500 Basenpaa-
ren. Das alte Verfahren las 800 Paare. Aus
so kurzen Stiicken das Genom eines neu-
en Organismus zu rekonstruieren, wire
wesentlich aufwindiger als frither mit
den lingeren Fragmenten. Darauf kime
es jedoch in unserem Fall gar nicht an,
wenn vor allem der medizinische Nutzen
gefragt ist. Denn eine Gesamtversion des
menschlichen Genoms, an der man sich
orientieren kann, liegt ja schon vor. Beim
Sequenzieren weiterer menschlicher Ge-
nome méchte man vor allem einzelne in-
dividuelle Varianten im Vergleich zu be-
kannten Sequenzen erkennen.

Auch die erforderliche Genauigkeit
richtet sich nach dem Zweck der Daten.
Benétigt man sie, wie gesagt, zur medizi-
nischen Diagnostik, miisste man die Le-

38

sefehlerrate vielleicht noch unter den ge-
genwirtigen Standard von 0,01 Prozent
senken (einen Fehler auf 10000 Basen).
Denn dies bedeutet immerhin 600000
Fehler pro individuelles Genom. Gewe-
betypen klassifizieren und herausfinden,
welche Gene darin aktiv sind, kann man
schon anhand von Stichproben mit vier
Prozent falschen Angaben. Auch in der
okologischen Forschung geniigen oft
grobe genetische Stichproben. Zwanzig
Basenpaare konnen bei manchen Ansit-
zen ausreichen, um einen Organismus in
einem Okosystem zu identifizieren.

Bis die Genomsequenzierung fiir je-
dermann erschwinglich sein wird, bleibt
noch viel zu tun. Angesichts des knappen
gesetzten Zeitrahmens bedeutet das er-
hebliche Anstrengungen. Es kommt bei-
leibe nicht nur darauf an, die Entziffe-
rungsprozedur nochmals erheblich zu be-
schleunigen und zu verbilligen. Sondern
wir miissen auf die Neuerung auch vor-
bereitet sein. So brauchen wir beispiels-
weise Datensysteme, mit denen ganz
normale Arzte etwas anfangen konnen.
Von jedem einzelnen Patienten miissten

sie die — sagen wir zehn — speziell bei ihm
vorhandenen wichtigsten genetischen Va-
rianten kennen, die gerade fiir diesen
Menschen besonders krankheits- oder
behandlungsrelevant sein kénnten.

Problem Privatsphéare

Ein zentraler Aspekt sind die méglichen
Folgen fiir den Einzelnen, wenn solche
Verfahren und Daten weiten Kreisen zu-
ginglich sind. Zum Humangenompro-
jekt gehérte von Anfang an ein mit 10
Millionen Dollar pro Jahr finanziertes
Programm, das den ethischen, juristi-
schen und sozialen Auswirkungen des
Vorhabens galt. Das fiihrte zu einigen
wichtigen Entscheidungen.

Die Mitwirkenden kamen iiberein,
alle anfallenden Daten binnen einer Wo-
che zu verdffentlichen, was es so noch nie
gegeben hatte. Auch setzten wir uns da-
gegen ein, die Natur des Menschen zu
kommerzialisieren. Spezielle Anstrengun-
gen wurden unternommen, um die Ano-
nymitit der verdffentlichten Genom-
daten zu wahren: Zur Sequenzierung
wurden die Chromosomen mehrerer Per-
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kurz alles, was zuklnftig zu einem per
sonlichen  Gesundheitsprofil gehodren
kdnnte. Zusatzlich sollen von jedem Teil-
nehmer Zelllinien zentral aufbewahrt
werden. Der Zweck: Jedermann kann
auf diese Daten zugreifen und daran Hy-
pothesen und Modelle prifen. Und die
Hoffnung: Die Erkenntnisse flhren zu
neuen Erklarungsmodellen.

Hier ein einfaches Beispiel dafiir, welche
Vorteile die offene Handhabe von derlei
Daten haben kann: Im Rahmen des Hu-
mangenomprojekts stehen einige per
sonliche medizinische Details im Netz —
so auch von mir. Eines Tages meldete
sich ein Hdmatologe vom anderen Ende
des Landes. Er meinte, eine Uberpri-
fung meiner Cholesterinwerte sei Uber
fallig. Ich kam dem nach, woraufhin
meine Medikation geandert wurde und
ich meine Ernahrung umgestellt habe.
Letztlich verdanke ich also der Veroffent-
lichung einiger meiner personlichen Da-
ten, dass zumindest ein Risikofaktor
drastisch gesenkt wurde. In Zukunft
wirde eine genomische Software die-
serart Warnungen geben.

Ein internes Gremium meiner Fakultat
an der Harvard-Universitat hat das Pro-
jekt personliches Genom (englisch: Per
sonal Genome Project, PGP) geneh-
migt. Wie immer bei Studien an Men-
schen mussen die Teilnehmer vorher
Uber Risiken in Kenntnis gesetzt wer
den. AuRBerdem kdénnen sie sich Uber Er
fahrungen friherer Teilnehmer informie-
ren lassen, bevor sie der Datenfreigabe
zustimmen. Letztlich ist die offene Hand-
habe fUr alle Beteiligten weniger riskant
als die umgekehrte Situation, wenn ge-
schitzte Daten versehentlich oder ab-
sichtlich veroffentlicht werden.

Wie beim Humangenomprojekt auch
soll der freie Datenzugang neue Entde-
ckungen erleichtern. Daneben lasst sich
austesten, wie die Allgemeinheit darauf
reagiert, zum Beispiel beim Versiche-
rungsschutz.

Anfangs werden private Spenden
noch helfen, die Versuchspersonen ge-
gen genetische Diskriminierung abzusi-
chern. In dieser ersten Phase muss Pro-
fit also keine groe Rolle spielen.
Dennoch durften Versicherungen das
Projekt interessiert beobachten.

sonen gemischt. Doch bleiben wichtige
Fragen. Wie zum Beispiel ldsst sich sicher-
stellen, dass niemand personenbezogene
genetische Informationen missbraucht, ob
nun Wissenschaftler, Versicherungen, Ar-
beitgeber, Gerichte, Schulen, Adoptions-
stellen oder Regierungen? Wie kann man
gewihrleisten, dass die Privatsphire bei
Entscheidungen iiber Schwangerschaften
oder medizinische Behandlungen gewahrt
wird bezichungsweise dass Eingeweihte
sich korrekt und fair verhalten?

All dem miissen wir genauso rigoros
nachgehen wie im Labor den technolo-
gischen Neuerungen und rein biologi-
schen Fakten. Ein Kreis von Wissen-
schaftlern hat darum das »Projeke per-
sonliches Genom« ins Leben gerufen
(siche Kasten oben). Wir wollen Risiken
und Nutzen untersuchen, die eine Ara
mit sich bringen kénnte, in der die Men-
schen ihr Genom sequenzieren lassen.

Die meisten wissen, dass es nirgends
eine letzte Sicherheit gibt. Wer in Aktien
investiert, akzeptiert das Risiko und das
komplexe Verhalten der Mirkee. Auch
sonst im Leben wigen wir in vielem die
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Wahrscheinlichkeiten fiir einen Gewinn
gegen den Einsatz ab. Wer hitte wohl zu
Zeiten der ersten Computer gedacht,
dass sie einmal grofle 6konomische, sozi-
ale und wissenschaftliche Umwilzungen
bringen wiirden? Fiir das Genomzeitalter
sollten wir auf dhnlich revolutionire Ver-
inderungen gefasst sein. <

George M. Church ist Professor fiir Gene-
tik an der Harvard-Universitat in Cambridge
(Massachusetts) und Direktor des dortigen
Zentrums fir Computergenetik. Er leitet
mehrere andere amerikanische Forschungs-
zentren, halt zehn US-Patente und berédt
mehr als 20 Firmen.

Das neue Genom. Spektrum der Wissen-
schaft, Dossier 1/2006

The race for the $1000 Genome. Von R.F.
Service in: Science, 17. Marz 2006, S. 1544

Advanced sequencing technologies: Me-
thods and goals. Von J. Shendure et al. in:
Nature Reviews Genetics, Bd. 5, Mai 2004,
S.33%5
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Weblinks zum Thema finden Sie bei www.
spektrum.de unter »Inhaltsverzeichnis«.
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