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Die Entwicklung der DNA-Sequenzierung — vom
Genom eines Bakteriophagen zum Neandertaler*

Uschi Sundermann, Susanna Kushnir und Frank Schulz*

I m Jahr 1977 publizierten Sanger et al. die erste jemals be-
stimmte genomische DNA-Sequenz: die etwa 5.000 Basen-
paare eines Bakteriophagengenoms.!! Im selben Jahr verof-
fentlichte Sanger die nach ihm benannte Methode zur Se-
quenzierung von DNA, eine experimentelle Technik, die in
den kommenden Jahrzehnten die moderne Biochemie revo-
lutionieren sollte und fiir die Sanger zum zweiten Mal mit
dem Nobelpreis geehrt wurde.?™ Mit dem Ziel der Entziffe-
rung des menschlichen Genoms begann in den folgenden
Jahren eine massive Weiterentwicklung der Sanger-Sequen-
zierung (Tabelle 1). Das 1990 initiierte Humangenomprojekt
(HGP) fiihrte zu einem fabrikdhnlichen Ausbau der Sanger-
Sequenzierkapazititen in den beteiligten Instituten. Durch
Optimierung und weitgehende Automatisierung der einzel-
nen Arbeitsschritte riickte die Aufklarung komplexer Geno-
me in Reichweite.

In den frithen 1990er Jahren gelang dank dieser Ent-
wicklung die Bestimmung kleinerer bakterieller Genome!!
und 1996 bereits die des Genoms der Bickerhefe, Saccha-
romyces cerevisiae.! 2001, nach einem ganzen Jahrzehnt,
wurde parallel vom Konsortium des Humangenomprojektes
und Celera Genomics eine erste Sequenz des Humangenoms
publiziert.>! Diese noch liickenhafte Sequenz wurde 2004
nahezu vervollstindigt.”) Das Humangenomprojekt war ein
Meilenstein, jedoch waren die dabei eingesetzten Methoden
zeitaufwindig und teuer. Eine breite Anwendung, sei es in
einer eventuellen personalisierten Medizin oder zur routine-
miBigen Sequenzierung von Mikroorganismen, war zu die-
sem Zeitpunkt nach wie vor utopisch. Auch wenn die lau-
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Gensequenzierung - Fluoreszenz -
Genetischer Code - Nucleotide

Tabelle 1: Vergleich von Kosten und Zeitaufwand verschiedener Se-
quenzierungstechniken. Nur die kommerziell verfugbaren Techniken der
ersten und zweiten Generation sind beriicksichtigt. Mbp: 1x 10° Basen-
paare; Gbp: 1x10° Basenpaare.'

Jahr $/Mbp  Tage/Gbp  Anmerkung

1977  n.b. n.b. Didesoxy-Methode

1990  10x10° n.b. Beginn des HGP

1995  1x10° n.b. Einfithrung der Kapillarelektrophorese
1998  5x10° n.b.

2002  9x10*  260% Endphase des HGP

2005 60 3.0 Roche 454 GS FLX

2006 2 2.301 Illumina Solexa 1G

2007 2 1.6 AB SOLID System

[a] Der Zeitbedarf wurde fiir die gesamte Sequenzierungskapazitit des
HGP errechnet. [b] Der Zeitbedarf wurde fiir einen einzelnen Sequen-
zierungsautomaten bestimmt.

fenden Kosten fiir die Sequenzierung einer einzelnen Nuc-
leobase im Laufe des Humangenomprojektes dank der fort-
schreitenden Technik von ca. 10 US$ pro Base auf 0.09 US$
pro Base sanken (siche Tabelle 1), lagen die Gesamtkosten
fir die Entzifferung des menschlichen Erbguts bei ca. drei
Milliarden US$.*%

In diesen Tagen jedoch wurde, nur wenige Jahre nach
seiner Initiierung, das Neandertaler-Genomprojekt unter der
Leitung von Svante Piibo in Leipzig zum Erfolg gefiihrt.!'!]
Die etwa 3.2 Milliarden Basenpaare des komplexen Nean-
dertalergenoms wurden aus Jahrtausende alten kleinen
DNA-Fragmenten bestimmt. Die Startbedingungen fiir dieses
Projekt waren, bedingt durch den naturgeméf schlechten
Zustand des alten genetischen Materials und seine ver-
gleichsweise geringe Verfiigbarkeit, erheblich ungiinstiger als
fiir das HGP. Ein signifikanter Entwicklungssprung in der
Sequenzierung von DNA hat aber eine wesentlich schnellere
und okonomischere Entzifferung des Erbguts unseres pra-
historischen Verwandten erméglicht.

Dieser Entwicklungssprung lidutet nun eine neue Ara in
der biochemischen Forschung ein. Die ersten Schritte auf dem
Weg zu einer wirklich breiten Anwendbarkeit der Genom-
sequenzierung gelangen unabhingig voneinander durch ,,se-
quencing by synthesis“, entwickelt von 454 Life Sciences
unter der Leitung von Jonathan Rothberg!® und ,,multiplex
polony sequencing®, entwickelt von Shendure et al." Beide
Gruppen nutzten Fluoreszenzmikroskope als Detektoren in
der Sequenzierung, welche die simultane Sequenzierung
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mehrerer Hunderttausend DNA-Fragmente in winzigen
Mengen ermogliche — eine enorme Steigerung gegeniiber den
Sequenzierungen im 96er-Format der Didesoxy-Methode.
Die massive Parallelisierung trug maf3geblich dazu bei, dass
bereits die erste Version des Sequenzierungsautomaten von
454 Life Sciences Genomsequenzierungen zu einem Sechstel
der Kosten der Sanger-Methode versprach. Zu Beginn der
Entwicklung hatte die Sequenzierung durch Synthese zu-
néchst Startschwierigkeiten, da sie durch eine kleinere Lese-
lange der einzelnen Sequenzierungsldufe und geringere Ge-
nauigkeit der Reaktionen eingeschriankt war; in beiden Pa-
rametern war die Didesoxy-Methode auf ihrem hohen Ent-
wicklungsstand der neuen Technik iiberlegen. Die ,,sequen-
cing by synthesis“-Technik stand jedoch damals, anders als die
Sanger-Methode, erst am Anfang ihrer Entwicklung, und die
Léange der Fragmente, die ohne Einsatz der Bioinformatik in
einem Stiick sequenziert werden konnten (die Leseldnge)
stieg nach nur kurzer Entwicklungszeit von 100 tiber 250 auf
heute 400 bis 500 Basen."! Kurz nach Einfiihrung der 454-
Sequenzierungsplattform kamen zwei weitere konkurrieren-
de Systeme auf den Markt: die Illumina-Solexa-Plattform und
das SOLiD Sequencing von Applied Biosciences. Diese bei-
den Techniken senken die Kosten pro Basenpaar und erhhen
den Probendurchsatz gegeniiber der 454-Technik noch einmal
signifikant. Der Preis hierfiir ist allerdings eine geringere
Leseldnge, was die De-novo-Sequenzierung von Genomen
besonders in repetitiven Sequenzabschnitten erschweren
kann.

Gemeinsam bilden sie die so genannte 2. Generation der
Sequenzierungstechnik mit teilweise komplementidren Stér-
ken und Schwichen (die gegenwirtige Verbreitung der Sys-
teme in der Literatur ist in Abbildung 1 dargestellt). Allen
Techniken der zweiten Generation ist ein einleitender Frag-
mentierungsschritt der zu sequenzierenden genomischen
DNA gemeinsam, ein Schritt, der in Analogie zur Sanger-
Sequenzierung ablduft. Im Anschluss jedoch werden die
DNA-Fragmente nicht kloniert und in vivo amplifiziert, wie
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Abbildung 1. Ergebnis einer Literatursuche in SciFinder nach den kom-
merzialisierten Sequenzierungstechniken der 2. Generation: Zahl der
gelisteten Zitate pro Jahr (Stand: Juni 2010, Werte fiir 2010 extrapo-
liert). m: Roche 454 GS FLX; @: Illumina Solexa Sequencer; A: Applied

Biosystems SOLiID System.
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bei der Sanger-Technik, sondern durch Polymerasekettenre-
aktion (PCR) fiir die Sequenzierung verfiigbar gemacht
(Abbildung 2). Die nachfolgende Sequenzierung verlduft
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Abbildung 2. Ubersicht iiber die einzelnen Schritte in einer Sequenzie-
rungstechnik der 2. Generation. In einem ersten Schritt wird die geno-
mische DNA durch Scherkrifte in kleine Abschnitte unterteilt (A). An-
schlieRend werden diese in vitro mit kleinen DNA-Fragmenten ver-
knuipft und, im Fall der 454-Technik, der Polony-Sequenzierung (Polony
= Polymerase Colony) und des SOLiD-Systems, auf Festphasenkiigel-
chen immobilisiert (B). Durch eine Emulsions-PCR wird die DNA am-
plifiziert, ein Schritt, der den in der Sanger-Methode intrinsischen ,,clo-
ning bias“ vermeidet. Die Festphasenkiigelchen werden vereinzelt und
die Sequenzierungsreaktionen ohne chromatographische Schritte
durch Fluoreszenzmikroskopie detektiert. In der Solexa-Technik werden
die mit Oligonucleotiden markierten DNA-Fragmente durch Hybridisie-
rung auf einer festen Oberfliche immobilisiert, eine Amplifikation er-
folgt durch Bridge-PCR (D). Dadurch bilden sich Cluster identischer
DNA-Sequenzen auf der Oberfliche, die anschlieflend in Sequenzie-
rungsreaktionen ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden.

nach unterschiedlichen Prinzipien, in allen Fiéllen werden
aber hochauflosende Fluoreszenzmikroskope mit CCD-Ka-
meras als Detektoren eingesetzt. Dies ermoglicht eine mas-
sive Parallelisierung und damit einen sehr groen Proben-
durchsatz bei vergleichsweise geringen Kosten pro Basenpaar
(siehe Tabelle 1). Das Neandertaler-Genomprojekt setzte auf
eine Kombination aus dem 454-GS-FLX- und Illumina-Sol-
exa-GAII-System."!! Aus an vier verschiedenen Standorten
geborgenen Knochen wurden jeweils wenige hundert Milli-
gramm Knochensubstanz zur Gewinnung der DNA einge-
setzt.

Das sehr hohe Kontaminationsrisiko durch humane oder
sonstige Fremd-DNA erforderte den Einsatz speziell entwi-
ckelter Techniken. Teil der Ma3nahmen war die Verwendung
projektspezifischer Sequenzen in den zur Immobilisierung
der genomischen DNA eingesetzten kleinen Sequenzab-
schnitten. Zudem zeigten erste Untersuchungen, dass die
gewonnenen Proben bis zu 99% mikrobiellen Ursprungs
waren, eine Konsequenz der langen Lagerzeit. Die Gruppe
um Péibo setzte daher Restriktionsenzyme ein, die bevorzugt
GC-reiche bakterielle DNA-Sequenzen spalten. Hierdurch
gelang eine 4- bis 6-fache Anreicherung der Neandertaler-
DNA. Durch diese Mainahme wurde zwar zwangslaufig die
Abdeckung des Genoms reduziert, jedoch wurde dieser
Verlust in Kauf genommen, um mit einer drastisch verbes-
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serten Qualitdt der Sequenzierung das Genom mit 1-facher
Abdeckung zu entziffern. Ein weiterer wesentlicher Aspekt
der experimentellen Arbeit war der Grad an Kontamination
mit menschlicher DNA. Diese hatte im Vorfeld der Verof-
fentlichung zu Kritik an dem Projekt gefiihrt.'! Piibo et al.
nutzten zwei verschiedene statistische Analysen ihrer Daten
und schlossen aus beiden iibereinstimmend, dass der Anteil
menschlichen Genmaterials in den Proben bei unter 1 % liegt.
Zur Analyse der Sequenz wurde das Erbgut von fiinf mo-
dernen Menschen (eines San aus Siidafrika, eines Yoruba aus
Westafrika, eines Papua Neuguineers, eines Han-Chinesen
und eines franzosischen Européers) entschliisselt und mit den
Genomen des Neandertalers und des Schimpansen sowie dem
humanen Referenzgenom verglichen. Interessanterweise
wurde dabei eine signifikante Verwandtschaft des Neander-
talergenoms mit den europiischen und ostasiatischen, jedoch
nicht mit den afrikanischen Genomen festgestellt. Der Fluss
an genetischer Information lief nahezu vollstindig in Rich-
tung des modernen Menschen und macht einige Prozent un-
seres heutigen Genoms aus. Der Neandertaler steht Pddbo
et al. zufolge dem heutigen Menschen genetisch sehr nahe, es
handelte sich um einen engen Verwandten des anatomisch
modernen Menschen, und eine partielle genetische Vermi-
schung der beiden Spezies fand sehr wahrscheinlich nach dem
Verlassen des afrikanischen Kontinents statt. Die Entziffe-
rung des Neandertaler-Genoms demonstriert die enorme
Kapazitit der zweiten Generation an Sequenzierungstechni-
ken, die innerhalb kurzer Zeit zu einer weiten Verbreitung
der Systeme gefiihrt hat. Die Anwendungen der 2. Genera-
tion sind breit gestreut und reichen von der Analyse von
Metagenomen und Transkriptomen iiber das akkurate Se-
quenzieren (,,deep sequencing) zur Identifikation von Ein-
zelnucleotidpolymorphismen bis hin zu De-novo-Sequenzie-
rungen wie im Fall des Neandertaler-Genoms. Das héufig
diskutierte 1000$-Genom liegt mit diesen Systemen allerdings
noch in weiter Ferne.’) Daher wird bereits seit einigen Jahren
an einer dritten Generation gearbeitet, der ,,next next gene-
ration“.") Von diesen neuen Sequenzierungstechniken hat
noch keine die Marktreife, geschweige denn eine Anwendung
jenseits einzelner Modellversuche, erreicht. Wenn aber die
Entwicklung in dem derzeit atemberaubenden Tempo weiter
voranschreitet, handelt es sich wohl hierbei nur noch um eine
Frage einiger Jahre, bis die Sequenzierung von Genomen zu
einer Routinetechnik in biochemischen Labors geworden
sein wird. Die Auswirkungen dieser Entwicklung auf die
Natur- und Lebenswissenschaften ebenso wie auf die
menschliche Gesellschaft sind derzeit noch nicht klar abzu-
sehen — doch dass sie gewaltig sein werden, diirfte sicher sein.
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