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New sequencing technologies are currently revolutionizing the field of
genomic research. They enable researchers to investigate genomes and
transcriptomes at previously unachieved depth and level of detail. The
combination of functional genomics with next generation sequencing will
facilitate new experimental strategies for addressing complex biological
phenomena and will give us fundamental insights in the underlying geno-
me organization and biology of model organism.
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nicht nur einen Umbruch in der humanen
Genomanalyse gegeben [1], sondern auch im

B Durch die neuen Sequenzierungsverfah-
ren (Next Generation Sequencing, NGS) hat es

C

A Abb. 1: Next Generation Sequencing-Systeme in der Sequencing Core Facility am Max Planck
Institute for molecular Genetics. A, Illumina HiSeq 2000. B, lllumina Genome Analyzer lIx. C,
Roche GS FLX+. D, Roche GS Junior.

Bereich der Systembiologie. Es ist nun mog-
lich, die gesamte Genomsequenz von Model-
lorganismen innerhalb kiirzester Zeit zu
bestimmen. Hierbei ist mit den neuen Tech-
nologien sowohl die Erstentschliisselung (de
novo-Sequenzierung) als auch die verglei-
chende Analyse ganzer Genome zu einer Refe-
renzsequenz (Re-Sequenzierung) durchfiihr-
bar, womit sich vollig neue Ansitze fiir die
funktionelle Genomforschung ergeben [2, 3].

Technologische Voraussetzungen

Am Max Planck Institute for molecular Gene-
tics (MPIMG) werden gegenwaértig fiir die
Gesamtgenomanalyse zwei unterschiedliche
NGS-Technologien komplementar eingesetzt:
einerseits die Illumina-Plattformen, die auf
einer Sequenzierung durch Synthese beru-
hen. Hier werden in der Sequencing Core
Facility des MPIMG die HiSeq 2000- und
Genome Analyzer IIx-Gerdte verwendet
(Abb. 1A, B). Der Hauptvorteil dieser Tech-
nologie ist der enorme Sequenzdurchsatz. So
kann mit dem HiSeq 2000-System eine Daten-
menge von bis zu 600 Gigabasen pro Gerate-
lauf produziert werden. Allerdings ist bei die-
sem System gegenwartig die Leseldnge auf
100 Basen limitiert, wobei mittels der soge-
nannten paired end-Sequenzierung auch Frag-
mente von beiden Seiten mit dieser Leseldn-
ge entschliisselt werden konnen. Ein Gerate-
lauf bendtigt hier jedoch einen Zeitraum von
ungefahr zehn Tagen. Die zweite verwendete
technologische Plattform ist der Genome
Sequencer FLX+ von Roche/454 (Abb. 1C).
Bei diesem Gerit ist der Durchsatz zwar
wesentlich geringer, jedoch konnen hier Lese-
ldngen von bis zu 1.000 Basen erreicht wer-
den. Die Lange der Sequenzen unterliegt hier-
bei einer Verteilung, die bei den meisten Pro-
jekten einen Hauptpeak (modal read length)
von ungefahr 800 Basen erreicht (Abb. 2).
Der einzelne Sequenzierungslauf dauert hier
nur 20 Stunden. Fiir kleinere Projekte, wie
z. B. die Sequenzierung bakterieller Genome,
kommt auch das Benchtop-Gerit von Roche,
der GS Junior (Abb. 1D), zum Einsatz. Bei die-
sem Gerdt werden zwar nur ca. 40 Megabasen
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Hier steht eine Anzeige.
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A Abb. 2: Langenverteilung der Sequenzen eines typischen Roche GS FLX+-Geréatelaufs.

A, Sequenzldngen unterliegen einer Verteilungs

kurve. Die Hauptverteilung liegt bei diesem Lauf

bei 823 Basen. B, Die Sequenzmenge der high quality reads liegt bei 1,4 Millionen Sequenzen und

einer Gigabase.

K6001 vs S288c: 12482 diffs.
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A Abb. 3: Filterung der detektierten Sequenzvarianten zur Identifikation der funktionell relevan-

ten Variante. A, Durch Entfernen von nicht-uniq

uen Sequenzen und Abgleich zum Referenzstamm

konnten 13 reale Unterschiede identifiziert werden. B, Vier dieser Varianten fiihren zu einem Ami-

nosdureaustausch (rot).

Sequenzmenge mit einer Leseldnge von 400
bis 500 Basen erzeugt, jedoch bendétigt das
Gerat hierfiir auch nur zehn Stunden, sodass
es insbesondere fiir diagnostische Anwen-
dungen eine starke Verbreitung gefunden hat.

De novo-Genomsequenzierung

Fiir die de novo-Sequenzierung von Genomen
werden in der Sequencing Core Facility am
MPIMG diese beiden Technologien in der
Regel kombiniert. Hierbei wird mithilfe der
langen 454-Sequenzen eine sogenannte back-
bone-Sequenzierung durchgefiihrt. Es wird
hier zundchst eine fiinf- bis sechsfache Abde-
ckung der erwarteten GenomgroBe ange-
strebt. Diese Sequenzen werden dann mit
einer bedeutend groeren Menge an Illumina-

Daten erweitert. Hierbei sind die Fragment-
grofe und damit der Abstand der beiden
Sequenzen der paired end-Reaktionen ent-
scheidend, um eine moglichst gute Abde-
ckung des Genoms zu erreichen. In Abhan-
gigkeit von der GenomgroBe werden zunachst
Sequenzierungen mit 500 und 1.000 Basen
groBen Fragmenten durchgefiihrt. Mit diesen
wird eine bis zu 50-fache Abdeckung ange-
strebt. Erganzend werden hierzu noch soge-
nannte mate pair-Sequenzierungen durchge-
fiihrt. Bei diesem Verfahren kann mittels einer
Zirkularisierung von groBen DNA-Fragmen-
ten ein Abstand von bis zu 20 Kilobasen zwi-
schen den beiden komplementdren Sequen-
zen erreicht werden. Diese groBen definierten
Abstande sind wichtig, um die aus den vor-
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herigen Sequenzierungen mittels Assem-
blierung (Zusammenbau der einzelnen reads
zu groBeren Sequenzabschnitten) erzeugten
Genomfragmente in der richtigen Reihenfol-
ge auf dem Genom anzuordnen (auch als Scaf
folding bezeichnet). Der Aufwand bei einem
solchen Projekt hiangt stark von der Genom-
grofBe, jedoch auch von der Beschaffenheit
der DNA-Sequenz ab. So verfligen insbeson-
dere Pflanzengenome tiiber einen hohen
Anteil an repetitiven Elementen (sich wieder-
holende Sequenzmotive). Diese erschweren
durch ihre schlechte Zuordenbarkeit die
Assemblierung der entsprechenden Sequen-
zen. Generell ist neben der Sequenzierung
die Datenauswertung, also im Falle der
de novo-Sequenzierung die Assemblierung,
ein entscheidender Schritt. Es konnen hier
unterschiedlichste Programme verwendet
werden, wie z. B. Celera, SOAPdenovo oder
auch Programme der Geridtehersteller, wie
Newbler von Roche. Zusammenfassend ldsst
sich hier sagen, dass die NGS-Technologien
die klassische Sanger-Sequenzierung inzwi-
schen vollstindig aus dem Bereich der
de novo-Projekte verdrangt haben [4].

Re-Sequenzierung von
Modellorganismen

Gerade die Kombination der funktionellen
Genomik mit den Next Generation Sequencing-
Technologien ermoglicht es heute, neue expe-
rimentelle Strategien zu entwickeln, um so
komplexe biologische Phanomene zu addres-
sieren. So konnte kiirzlich in einer Studie im
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae W303-
K6001, der insbesondere in der Altersfor-
schung als Screeningsystem verwendet wird,
mittels NGS eine neue funktionelle Variante
des Enzyms Peroxiredoxin (Tsalp) identifi-
ziert werden. Bei dieser Studie wurde der
S. cerevisiae-K6001-Stamm zunéchst mittels
chemischer Mutagenese behandelt, und es
konnte eine Mutante (K6001-B7) isoliert wer-
den, die sich durch eine hohe Resistenz gegen-
iiber oxidativem Stress auszeichnet. Nach der
gingigen Lehrmeinung sind oxidativer Stress
und die Entstehung freier Radikale urséch-
lich am Alterungsprozess beteiligt [5]. Im Fol-
genden wurde sowohl das Genom des Aus-
gangsstamms K6001 als auch das der K6001-
B7-Variante vergleichend sequenziert. Insge-
samt konnten mehr als 12.400 Abweichun-
gen von der Referenzsequenz des Ausgangs-
stamms (S288c) identifiziert werden. Durch
einen Abgleich der sequenzierten Variante
mit dem ebenfalls analysierten Ausgangs-
stamm konnte diese Anzahl auf 13 Varianten
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eingegrenzt werden, von denen vier zu
einer missense-Mutation fiihren (Abb. 3).
Durch funktionelle Analysen konnte aus
diesen vier die ursédchliche Variante fiir
eine dominante Resistenz gegeniiber oxi-
dativem Stress identifiziert werden [6].

Diese Studie zeigt, dass die Re-Sequen-
zierung ganzer Genome mithilfe der neu-
en Technologien eine vielversprechende
Alternative fiir die Identifizierung neuer
funktioneller Allele im Bereich der klas-
sischen molekularen Genetik ermoglicht.

Ein weiterer Punkt, der bei der voll-
stindigen Re-Sequenzierung der Geno-
me von Modellorganismen auffillt, ist,
dass wir bisher relativ wenig iiber die
wirkliche genetische Komposition dieser
Organismen wissen. Im Falle des Sac-
charomyces cerevisiae-Stamms W303-
K6001 wurde in einer Folgestudie das
Genom erneut mit einer zweiten NGS-
Technologie analysiert. Auch ein
Abgleich dieser beiden Sequenzierun-
gen fiihrte zu mehr als 8.100 von der bis-
her bekannten Referenzsequenz abwei-
chenden Positionen. Hierbei waren allein
799 Gene betroffen, die fiir Faktoren mit
einer hohen Relevanz fiir die Physiolo-
gie und den Alterungsprozess codieren
[7]. Wenn man berticksichtigt, dass gera-
de dieser Hefestamm ein Standardwerk-
zeug in der Altersforschung darstellt, ist
dies ein erstaunliches Ergebnis, das deut-
lich macht, dass es zwingend erforder-
lich ist, die neuen Sequenzierungstech-
nologien auch zunéchst fiir eine umfas-
sende genetische Charakterisierung aller
gegenwartig verwendeten Modellorga-
nismen zu verwenden. |

Literatur

[1] The 1000 Genomes Project Consortium (2010) A
map of human genome variation from population scale
sequencing. Nature 467:1061-1073

[2] Burhans WC, Weinberger M (2010) Revisiting the
free radical theory using next-generation sequencing
technology. Aging 2:459-460

[3] GutIG (2010) 2nd generation DNA sequencing
meets functional genomics. Aging 2:541

[4] Kuhl H, Tine M, Beck A et al. (2011) Sequencing
and annotation of several Dicentrarchus labrax L. chro-
mosomes by applying Sanger- and pyro-sequencing
technologies on pooled DNA of comparatively mapped
BAC clones. Genomics 98:202-212

[5] Finkel T, Holbrook NJ (2000) Oxidants, oxidative
stress and the biology of ageing. Nature 408:239-247
[6] Timmermann B, Jarolim S, RuBmayer H et al.
(2010) A new dominant peroxiredoxin allele identified
by whole-genome resequencing of random mutageni-
zed yeast causes oxidant-resistance and premature
aging. Aging 2:475-486

[7] Ralser M, Kuhl H, Ralser M et al. (2012) The
Saccharomyces cerevisiae W303-K6001 cross-platform
genome sequence: insights into ancestry and physiolo-
gy of a laboratory mutt. Open Biol 2:120093

Korrespondenzadresse:

Dr. Bernd Timmermann

Max Planck Institute for molecular Genetics
Sequencing Core Facility

lhnestraBe 63

D-14195 Berlin

Tel.: 030-8413-1542
timmermann@molgen.mpg.de

AUTOREN

Markus Ralser

Bernd Timmermann

1999-2003 Biologiestudium an der Universitit Salzburg, Osterreich.
2003-2006 Promotion am Max Planck Institute for molecular Genetics
(MPIMG). 2006-2007 Postdoc in der Abteilung von Prof. Dr. H. Lehrach am
MPIMG. 2007-2011 Gruppenleiter der AG Molecular Biology of Metabolism
und der quantitativen Massenspektroskopie am MPIMG. Seit 2010 Grup-
penleiter der AG Systembiologie an der Universitdt Cambridge, UK.

1989-1994 Biologiestudium an der Universitat Osnabriick. 1995-1997
wissenschaftlicher Mitarbeiter in der AG Genomanalyse am Max-Delbriick-
Centrum, Berlin. 1998-2002 Gruppenleiter DNA-Sequenzierung bei der
GenProfile AG, Berlin. 2002-2007 Senior Scientist am Max-Plank-Institut
fiir molekulare Genetik (MPIMG), Berlin. Seit 2007 Leiter der Servicegrup-
pe Next Generation Sequencing am MPIMG. Seit 2010 Leiter der Sequen-
cing Core Facility der Max-Planck-Gesellschaft am MPIMG.

BlOspektrum | 05.12 | 18. Jahrgang




