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Die Sequenzierung des humanen Genoms
reprasentiert einen der gréfiten Fort-
schritte der modernen Biologie. Urspiin-
ge dieses Vorhabens gehen zuriick auf die
Entdeckung der DNA-Struktur 1953 durch
James Watson, Francis Crick und Rosalind
Franklin. Etwa 20 Jahre spater wurden die
ersten Sequenziertechnologien entwickelt:
Die Sanger-Methode 1975 und die Ma-
xam-Gilbert-Methode 1977. Einen wei-
teren Durchbruch auf dem Wege zu den
heutigen Sequenziertechnologien brach-
te die Moglichkeit, DNA mit Mitteln der
PCR (,,polymerase chain reaction®) un-
begrenzt zu vervielfiltigen. Diese Metho-
de entwickelte Kary Mullis 1983. Von die-
sem Zeitpunkt an vergroflerten sich die
Sequenzierkapazititen immer mehr und
gipfelten in der Entwicklung von Sequen-
ziertechnologien der zweiten Generation.

Fortschritte auf dem Gebiet der auto-
matischen Sequenzierung lauteten 1990
den Start fiir das humane Genompro-
jekt ein, in dessen Rahmen das gesamte
menschliche Genom entschliisselt wurde.
In einer internationalen Anstrengung mit
Beteiligung von iiber 1000 Wissenschaft-
lern wurde die fertige Sequenz 2001 ver-
offentlicht [1]. Heutzutage ist es moglich,
diesen Aufwand, der (iber mehrere Jahre
unter Einsatz enormer Ressourcen betrie-
ben werden musste, auf wenige Tage bis
Wochen zu reduzieren und Sequenzdaten
fir die Diagnostik bereitzustellen.
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In der Tat, die Entwicklung von Sequen-
ziertechnologien der zweiten Generati-
on (454 von Roche, ,,Genome Analyzer®
von Illumina und SOLiD von Applied Bio-
systems) hat einen enormen Fortschritt
in der Analyse von Genomen erbracht
[2, 3]. Der eigentliche Durchbruch kam
durch die Entwicklung lokalisationsspe-
zifischer Sequenzierungen. Das bedeutet,
dass durch Immobilisierung der zu se-
quenzierenden DNA-Fragmente und an-
schliefender lokusspezifischer Datenana-
lyse die parallele Sequenzierung von Mil-
lionen von DNA-Fragmenten ermdéglicht
worden ist. Dabei emittieren Fluoreszenz-
marker entweder durch eine Ligationsre-
aktion (SOLiD), eine Polymeraseaktivi-
tat oder eine gekoppelte Luziferaseaktivi-
tat wahrend der Sequenzierung Licht, das
anschlieflend in die DNA-Sequenz umge-
setzt werden kann. Damit werden die Se-
quenzierungen in einer digitalen Art und
Weise durchgefiithrt und kénnen durch
bioinformatische Analysealgorithmen
prozessiert werden [4, 5, 6]. Diese parallele
Sequenzierung ist im Besonderen fiir he-
terogenes Gewebe geeignet, da bereits ge-
ringe Mengen an Sequenzabweichungen
detektiert werden konnen, die insbeson-
dere in der Tumorbiologie von grofier Be-
deutung sein kénnen [7 8].

Dieser technische Fortschritt berech-
tigt die grofien Erwartungen, die auf die
Sequenzanalysen mit Technologien der

zweiten Generation gesetzt werden. Es
formieren sich grof3e internationale Kon-
sortien wie z. B. das ICGC (,,Internatio-
nal Cancer Genome Consortium“) oder
TCGA (,,The Cancer Genome Atlas®),
die sich zum Ziel gesetzt haben, durch
Sequenzierung einer grofien Anzahl von
Tumoren Verdnderungen zu detektieren,
die einer Vielzahl an Tumoren zugrunde
liegen.

Nachteile der
FFPE-Gewebeproben

Bisherige Untersuchungen, auch solche
im Rahmen dieser groflen Sequenzier-
projekte, basieren auf Gewebeproben,
die entweder aus frischem Gewebe ent-
nommen oder sofort nach der Entnahme
in fliissigem Stickstoff eingefroren wor-
den sind. Diese Vorgehensweise stellt ei-
nen entscheidenden Engpass dar: Einer-
seits haben Chirurgen bei der Tumorent-
nahme nicht immer die Zeit und die Ge-
legenheit Gewebeproben sofort einzufrie-
ren, andererseits wurden von vielen inter-
essanten Proben in der Vergangenheit kei-
ne Gefrierproben asserviert.

In den pathologischen Abteilungen al-
ler Krankenhduser werden Gewebepro-
ben routineméflig zunichst in Forma-
lin fixiert und anschlieflend in Paraffin
(FFPE) eingebettet. Diese Form der Kon-
servierung ist auch eine gangige Metho-
de, wenn es darum geht, grofle Gewebe-
banken anzulegen, in denen Proben iiber
viele Jahre hinweg gesammelt werden.
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Zusammenfassung

Bisher sind Hochdurchsatz-Sequenzierungen
von Tumorproben ausschlieBlich an DNA aus
eingefrorenem Gewebe durchgefiihrt wor-
den. Die Gefrierpraparation von Geweben ist
jedoch relativ umstandlich, und die meisten
Gewebebanken greifen deshalb auf eine Me-
thode der Formalinfixierung und Paraffinein-
bettung (FFPE) zuriick. Insbesondere in den
Instituten fiir Pathologie wird Gewebe auf die-
se Weise konserviert und gelagert. Ein Nach-
teil dieser Art der Gewebearchivierung ist es
allerdings, dass viele moderne molekularbio-
logische Techniken an solchen Proben nicht
durchgefiihrt werden kénnen, da in ihnen
die DNA fragmentiert und teilweise querver-
netzt mit Proteinen vorliegt. In den letzten
Jahren wurde eine neue Technik, die Sequen-
ziertechnologie der zweiten Generation, ent-
wickelt. Mit dieser Technologie ist es moglich,
gesamte menschliche Genome innerhalb von
Tagen zu sequenzieren. Wir konnten zeigen,
dass mit diesen Methoden auch FFPE-prapa-
riertes Gewebe verwendet werden kann. Da-
bei konnen sowohl Gesamtgenom-Sequen-
zierungen als auch eine gezielte Anreiche-

rung von genomischen Subregionen, ge-
folgt von Sequenzierungen, mit dhnlich guter
Qualitat wie von Gefriergewebe durchgefiihrt
werden. Dariiber hinaus kdnnen die neuen
Sequenziertechnologien nicht nur fiir die De-
tektion von Mutationen, sondern gleichzeitig
auch fiir die Detektion von Kopienzahlveran-
derungen eingesetzt werden.

Unser Nachweis, dass auch FFPE-archi-
viertes Gewebe fiir diese modernen genom-
weiten Sequenziertechnologien verwendet
werden kann, eroffnet neue Wege, Materi-
al bereits durchgefiihrter Studien zu reana-
lysieren und ermdglicht gleichzeitig den Zu-
griff auf Proben gro3er Gewebebanken und
anderer Institutionen. Insbesondere Samm-
lungen von Instituten fiir Pathologie bzw.
Museen sind jetzt zuganglich fiir DNA-Se-
quenzanalysen.

Schliisselworter

Funktionelle Genomanalyse - Sequenzier-
technologien - FFPE-Gewebe - Mutations-
detektion - Kopienzahldetektion

High-throughput sequencing of frozen
and paraffin-embedded tumor and normal tissue

Abstract

Until now high-throughput sequencing of
tumor samples relied on DNA isolated from
fresh frozen tissues, the preparation of which,
however, is relatively laborious. The use of
preserved material, i.e. from tissue banks,
could help to avoid this limitation and would
enable the reanalysis of diverse clinical tri-
als. So far we have shown that formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue sam-
ples can be used for genomic re-sequenc-
ing processes. FFPE samples are amply avail-
able from surgical tumor resections and his-
topathological diagnosis, and comprise tis-
sue from precursor lesions, primary tumors,
and lymphogenic and/or hematogenic me-
tastases. To generate models which predict
the response to therapy, FFPE tissue also has
the advantage that it is available from a va-
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riety of clinical trials. Second generation se-
quencing techniques are not only applica-
ble to snap frozen and FFPE tissues for whole
genome analyses but also for targeted rese-
quencing approaches. In addition, the de-
tection of copy number variations and muta-
tions in FFPE tissues can be obtained within
one sequencing run.

The possibility of using genome-wide
technologies irrespective of the mode of stor-
age facilitates the retrieval of useful material
and is a prerequisite for subsequent compu-
tational modelling approaches.

Keywords

Functional genome analysis - Sequencing
technologies - FFPE tissue - Mutation
detection - Copy number detection

Der Nachteil dieser Technik ist es jedoch,
dass viele molekularbiologische Tech-
niken an derartigen Proben nicht durch-
gefithrt werden konnen, da die Verwen-
dung von Formaldehyd zu einer Querver-
netzung von DNA mit an sie gebundenen
Proteinen fithrt und damit die DNA fiir
viele modifizierende Enzyme nicht mehr
zuginglich ist [9]. Dariiber hinaus liegt
DNA aus FFPE-Materialien oft fragmen-
tiert vor, sodass Techniken wie z. B. PCR
nicht durchgefiihrt werden kénnen. Ins-
gesamt ist die Qualitét wie auch die Quan-
titdt derartiger DNA stark beeintrachtigt.

Material und Methoden

Im Hinblick auf die zukiinftige Tumorge-
netik erhebt sich daher die wichtige Frage,
ob DNA aus FFPE-Geweben fiir Sequen-
zierungen mit Techniken der zweiten Ge-
neration verwendet werden kann.

Um diese Frage beantworten zu kon-
nen, haben wir systematische Untersu-
chungen durchgefiihrt. Unterschiedliche
Asservierungsbedingungen wie auch ver-
schiedene DNA-Extraktions-Methoden
wurden eingesetzt, um die Tauglichkeit
der DNA fiir ihre Verwendung in den mo-
dernen Sequenziertechnologien zu prii-
fen. Unter anderem haben wir in unseren
Versuchen Ischdamiezeiten zwischen 20 bis
tiber 360 Minuten, Fixationszeiten bis zu
72 Stunden sowie Lagerungszeiten bis zu
18 Jahren vorgegeben.

Fir die Experimente haben wir Ge-
webeproben verwendet, deren einer Teil
in Stickstoff eingefroren und der andere
parallel als FFPE-Material prapariert wor-
den ist. Der Gehalt an Tumorgewebe wur-
de unter dem Mikroskop bestimmt und
auf mindestens 70% angesetzt. Nach der
Préparation der Sequenzierbibliotheken
wurden die Proben auf einem ,,Genome
Analyzer® der Firma Illumina sequen-
ziert und jeweils auf Verdnderungen der
Kopienzahl und der Nukleotidaustausche
(Polymorphismen und Mutationen) hin
untersucht.

Ergebnisse

Ein bedeutender Vorteil der modernen
Sequenziertechnologien besteht darin,
dass sowohl Betrachtungen der Kopien-
zahl als auch Mutationsuntersuchungen



in ein und demselben Experiment durch-
gefithrt werden konnen. Konventionelle
Methoden der Kopienzahldetektion um-
fassten bisher Array-basierte Techniken
wie CGH- (komparative genomische Hy-
bridisierung-) Arrays oder FISH- (Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung-) Unter-
suchungen, die sich auf einzelne kleine
DNA-Regionen beschrinken. Fiir Muta-
tionsuntersuchungen wurden meist San-
ger-Sequenzierungen benutzt [10].

Umfangreiche bioinformatische Ana-
lysen unserer Ergebnisse ergaben, dass wir
in beiden Arten der Gewebepréparation
ahnliche Veranderungen detektieren kon-
nen. So fanden sich die gleichen Kopien-
zahlveranderungen, und auch in der An-
zahl und Art der Nukleotidaustausche tra-
ten keine Signifikanzunterschiede auf.

Interessanterweise konnten wir zei-
gen, dass die Sequenzierung zu einer dem
244 K Array von Agilent vergleichbaren
Auflosung fithrt und somit bei vergleich-
baren Kosten eingesetzt werden kann [11].
Die Konstanz der Abdeckung der geno-
mischen DNA ist in beiden Préparations-
techniken vergleichbar, wobei wir eine et-
was hohere Sequenzierleistung bei FFPE-
Gewebe benétigen, um auf die gleiche Ab-
deckung der DNA zu kommen.

In Bezug auf die Detektion von Verédn-
derungen auf dem Nukleotidniveau fan-
den wir bei 8-facher Sequenzierung ei-
ne Ubereinstimmung von mehr als 90%
zwischen den beiden Gewebetypen. Aller-
dings muss man hier auch beriicksichti-
gen, dass die Sequenzierungen zu einem
sehr frithen Entwicklungsstand der Tech-
nologien und mit einer relativ geringen
Abdeckung der DNA durchgefiihrt wor-
den sind. Es finden sich etwas mehr Ver-
anderungen in FFPE-Gewebe als in Ge-
friergewebe mit einem relativ hoheren
Anteil an Mutationen (d. h. noch nicht in
der Datenbank bekannten Polymorphis-
men), ein Umstand, der vermutlich durch
DNA-Schdden in FFPE-Gewebe verurs-
acht worden ist. Eine Vergroflerung der
Sequenzierleistung fithrt Gibrigens auch
zu einer noch besseren Ubereinstimmung
der Veranderungen zwischen den beiden
Gewebetypen, und wir sehen einen nega-
tiven Einfluss von tibermaf3ig langen Fi-
xationszeiten.

Fazit

Generell lasst sich sagen, dass FFPE-Ge-
webe fiir die Sequenziertechnologien
der zweiten Generation verwendet wer-
den kdnnen, allerdings sollte, wenn
moglich, dem Gefriergewebe der Vorzug
gegeben werden. Auf jeden Fall zeigen
unsere Untersuchungen, dass fiir beson-
dere Fragestellungen auf grof3e Gewebe-
banken und deren FFPE-Proben zuriick-
gegriffen werden kann. Damit konnen

z. B. bereits durchgefiihrte klinische Me-
dikamentenstudien neu analysiert wer-
den, mit dem Ziel, herauszufinden, war-
um eine Patientensubgruppe auf eine
bestimmte Behandlung nicht angespro-
chen hat, wahrend bei der anderen gu-
te Erfolge erzielt werden konnten [12, 13,
14,15].

Wenn auch von groBtem Interesse, so ist
die Verwendung dieser Sequenziertech-
nologien keinesfalls auf die Tumordia-
gnostik beschrankt. Viele genetische Er-
krankungen, seien sie nun monogene-
tisch oder auch komplex genetisch be-
dingt, profitieren bereits von den Fort-
schritten in der DNA-Sequenzanalyse.
So, wie vor wenigen Jahren die Array-
CGH-Diagnostik in die Routinediagnos-
tik eingefiihrt worden ist, wird in naher
Zukunft diese zweite Generation an Se-
quenziertechnologien Einzug in der Kli-
nik halten. Erste Ringversuche zur Er-
mittlung der Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse an unterschiedlichen Standor-
ten sind bereits im Gange und erste Da-
ten zeugen von sehr guter Reproduzier-
barkeit. Es bleibt somit als nachster und
wichtigster Schritt, ethische Bedenken
im Hinblick auf genetische Diagnostik zu
addressieren und MafBnahmen zu ergrei-
fen, die den individuellen Schutz der Pa-
tienten gewahrleisten.
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