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METHODEN & ANWENDUNGEN

Vergleichende Genomanalyse

Ist das Schimpansen-Genom

sequenziert?
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Die Sequenzierung des menschlichen Genoms ist ein Meilenstein der bio-
wissenschaftlichen Forschung. Die Abfolge von ca. 3 Mrd. Basenpaaren
beinhaltet die Information, das System ,Mensch* zu begreifen. Welche
Gene und sonstigen funktionellen Bereiche kodiert sind und welche Auf-
gabe sie haben, sind vordringliche Fragestellungen der Genomanalyse.
Der Vergleich von Genomsequenzen zwischen Arten liefert wichtige Hin-

weise.

Vergleichende Genomanalyse

B Regionen, deren DNA-Sequenz liber wei-
te Distanzen konserviert geblieben ist, sind
vielversprechende Kandidaten bei der Suche.
Deswegen wurde in den vergangenen Jahren
weltweit die Sequenzierung vieler eukaryo-
tischer Genome initiiert. Trotz der technolo-
gischen Fortschritte ist die Bestimmung einer
Genomsequenz mit der gleichen Vollstan-
digkeit und hohen Qualitat wie beim Men-
schen immer noch enorm zeit- und kostenin-
tensiv. Die Erstellung einer Rohversion (wor-
king draft, WD) durch genomweite Sequen-
zierung von Zufallsfragmenten (whole genome
shotgun, WGS), die groBe Teile des Genoms
mit guter bis sehr guter Qualitdt abdeckt,
macht dabei nur einen geringen Anteil aus.
Fiir viele Fragestellungen reicht ein WD aus.
Entsprechend sehen viele Genomprojekte
eine abschlieBende Vervollstandigung der
Sequenz (finishing) nicht vor. Dieser Verzicht
ist im Falle des Schimpansengenoms proble-
matisch.

Das Schimpansengenom - ein
»besonderer Fall“

Der Schimpanse (Pan troglodytes) ist unser
nachster lebender Verwandter. Sein Genom
unterscheidet sich von dem des Menschen in
nur ~1,2 %1131, Diese Zahl sinkt noch einmal
um etwa die Hélfte, wenn ausschlieBlich pro-
teinkodierende Sequenzen verglichen wer-
den* %!, Der genetische Unterschied ist damit

nur etwa zehnfach hoher als zwischen zwei
zufillig ausgesuchten Menschen!®, Unter den
vergleichsweise wenigen genetischen Unter-
schieden zwischen Mensch und Schimpanse
sollten sich diejenigen identifizieren lassen,
die fiir ,,typisch menschliche“ Merkmale ver-
antwortlich sind. Weiterhin hofft man Gene zu
identifizieren, die in einer der beiden Arten
mehr proteinverandernde Nukleotidaustau-
sche angesammelt haben als erwartet. Sol-
che Gene konnten in der betroffenen Art an
Bedeutung verloren haben und einem gerin-
geren Selektionsdruck ausgesetzt seinl’],
Alternativ kann es sich auch um Gene han-
deln, die unter positiver Selektion stehen!®-10!
(Abb. 1). Vom Vergleich mit entfernteren
Arten zum Vergleich Mensch-Schimpanse hat
folglich ein Paradigmenwechsel stattgefun-
den. Nun machen die kleinen Unterschiede
die gewiinschte Information aus, nicht lan-
ger die Sequenzahnlichkeit. Darum kommt
der Genauigkeit der Schimpansengenomse-
quenz eine besondere Bedeutung zu. Recht-
fertigt das den groBen Aufwand der Uber-
flihrung des WD in eine dem Humangenom
qualitativ gleichwertige ,finale“ Sequenz?

Kleine Ursache ...

Der Vorteil einer ,finalen“ Schimpansense-
quenz lasst sich am besten abschatzen, wenn
man die gleiche Analyse mit beiden Varianten
durchfiihrt und die Ergebnisse vergleicht.
Dafiir hatten wir 2005 einen Datensatz erstellt

(ptrHQ), der in seiner Sequenzqualitit der
humanen Genomsequenz entspricht (172 kb;
Fehlerrate: < 1/10.000 bp; Coverage: 8-10)11,
Die verwendeten Sequenzen umfassen 653
Exons aus 54 Genen von den Chromosomen
21 und X. 137 kb (79 %) waren durch ent-
sprechende Sequenzen im Schimpansen-WD
(panTrol) vertreten und bildeten die Grund-
lage der Analyse. Die Abdeckung der X-chro-
mosomalen Bereiche durch die WD-Sequenz
war mit 78 % geringer als die der Regionen
von Chromosom 21 (84 %). Dieser Unterschied
erklart sich aus der WGS-Sequenzierstrate-
gie und hat seine Ursache darin, dass die WD-
Sequenzen dem Genom eines mannlichen
Schimpansen entstammen, das im Gegensatz
zu zwei Kopien jedes Autosoms nur eine des
X-Chromosoms enthilt.

Der direkte Vergleich der beiden Schim-
pansen-Datensédtze (ptrHQ und ptrWD) ergab
Unterschiede in 425 Positionen (0,3 %). Ein
Teil kann auf allelische Variationen zuriick-
gefiihrt werden, da die Sequenzen von unter-
schiedlichen Individuen stammen. Der Wert
von 0,3 % liegt allerdings deutlich tiber den
erwarteten 0,08-0,13%, die in friiheren Stu-
dien als mittlerer Sequenzunterschied zwi-
schen Schimpansen-Individuen ermittelt wor-
den sind['% 18], Somit liegt nahe, fiir einen
GroBteil Sequenzierfehler im ptrWD-Daten-
satz als Ursache anzunehmen. Tatsachlich
weisen 328 der 425 differierenden Positio-
nen (77 %) im WD niedrige Qualitédt (Q* <40,
d. h. Fehlerrate: > 1/10.000 bp) auf.

Der Vergleich der beiden Schimpansen- mit
den entsprechenden menschlichen Exonse-
quenzen liefert weitere Hinweise auf Sequen-
zierfehler im ptrWD. Bei einem Sequenz-
unterschied von ca. 1 % zwischen Mensch und

* Q (Qualitats- bzw. Konfidenzwert) - MaB fiir die
Sequenzqualitét, Grad der Ubereinstimmung zwischen
experimentell bestimmter und tatséchlicher Basen-
abfolge. Der Q-Wert berechnet sich aus der Fehler-
wahrscheinlichkeit P_ einer entsprechenden Position
in der experimentell bestimmten Sequenz gemaB

=-10*log,,(P,). Q = 40 entspricht 1 Fehler/
10.000 bp bzw. einer Genauigkeit von 99,99 %,
Q =20, 1 Fehler/100 bp bzw. 99 %.
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Schimpanse bzw. ca. 0,1 % zwi-
schen zwei Schimpansen liegt die
Wahrscheinlichkeit, dass eine
Position, in der sich beide Arten
unterscheiden, gleichzeitig poly-
morph bei den Schimpansen ist,
in der GroBenordung von 0,01 x
0,001 = 107 (1/100.000 bp). In
einem Vergleich von 137 kb soll-
ten daher nahezu alle Basenaus-
tausche zwischen Mensch und
Schimpanse beobachtet werden,
unabhéngig von der herangezo-
genen Schimpansensequenz. Der
ptrHQO-Datensatz weist 436 Unter-
schiede zur menschlichen
Sequenz auf (Tab. 1), die alle
auch im ptrWD-Vergleich erfasst
werden. Allelische Variationen
der Schimpansensequenzen sind
in dieser Analyse daher tatsach-
lich vernachlédssigbar. Im Ver-
gleich ptrWD-human werden hin-
gegen 103 zusitzliche Unter-
schiede gefunden, die durch die
ptrHQ-Daten nicht unterstiitzt
werden.

... groBe Wirkung

Diese 103 Differenzen stellen ver-
mutlich Sequenzierfehler im WD
dar. Dies entspréache einer Feh-
lerrate von < 1/1.000 bp - eine
GroBenordnung, die den Stan-
dardanforderungen vergleichen-
der Genomanalysen geniigt. Im
vorliegenden Vergleich protein-
kodierender Sequenzen zwischen
Mensch und Schimpanse hat die-
se kleine Fehlerrate jedoch weit-
reichende Konsequenzen: Engt
man die Betrachtung auf Nukle-
otidaustausche ein, die einen
Aminosdureaustausch zur Folge
hétten, erhoht sich der Anteil an
Unterschieden aufgrund von
Sequenzierfehlern (,falsch Posi-
tive“) von 19% (103/539) auf
25 %. Dies bewirkt, dass einzelne
Gene Hinweise auf positive Selek-
tion liefern, die sich mit den
ptrHQ-Daten nicht bestatigen las-
sen.

Trotz dieser offensichtlichen
Problematik gibt es eine Mog-
lichkeit, WD-Sequenzen fiir sol-
che Analysen heranzuziehen,
falls die Sequenzqualitdt beriick-
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A Abb. 1: Proteinsequenzen der dualspezifischen Phosphatase DUSP9. Vor allem die katalytische Domane ist
stark konserviert (gelbe Linie, funktionelle Aminosauren durch Pfeile, aktives Zentrum durch Rahmen mar-
kiert). Von insgesamt sieben Nukleotidunterschieden Mensch-Schimpanse (ptrHQ) fiihren fiinf zu Aminoséure-
austauschen (rote Punkte) und deuten auf positive Selektion hin. Vier der Austausche liegen auBerhalb, ein
weiterer innerhalb der katalytischen Doméne.

sichtigt wird. 75 % der 103 ver-
mutlich falsch positiven Diffe-
renzen fallen auf Positionen im
WD mit Q <40 (65%, Q < 20).
Beriicksichtigt man nur Positio-
nen mit Q > 40, erhéht man die
Spezifitdt der Analyse von 81 %
auf 93 % (Tab. 1), d. h. 93% der
gefundenen Mensch-Schimpan-
se-Unterschiede werden durch
den ptrHQ-Datensatz unterstiitzt.
Dieser Gewinn geht allerdings
auf Kosten der Sensiti-

vitdit. Nur 86% der
Unterschiede werden

noch gefunden, da die
verbleibenden Positio-

nen von der Analyse
ausgeschlossen werden.

Eine Limitierung auf Q

> 20 hingegen liefert bei
vergleichbarer Spezifitit

(92 %) immer noch eine
Sensitivitat von 96 %.

Initiativen zur Ver-
besserung des
Schimpansen-WD

Unvollstandige Sequenz-
abdeckung, Sequenzier-

fehler sowie nicht aufzulosende
Gentrukturen in duplizierten
Bereichen (Abb. 2) sind Proble-
me aller WDs. Unsere Studie
zeigt, dass WD-Sequenzen in der
komparativen Analyse eng ver-
wandter Spezies wie Mensch und
Schimpanse dennoch zufrieden-
stellende Resultate erbringen
konnen, wenn Qualitdtskriterien
angemessen berticksichtigt wer-
den. Ein zuverldssiger und voll-

stdndiger Katalog der geneti-
schen Differenzen ist jedoch nur
mit einer ,finalen“ Sequenzas-
semblierung zu erstellen. Seit der
Originalpublikation des Schim-
pansengenoms (panTro1[3)) ist
dank des Einsatzes des Genom-
Sequenzierzentrums der Wa-
shington University (St. Louis,
USA) die Abdeckung des WD von
3,6 auf 6 angehoben worden (pan-
Tro2). Der resultierende Anstieg
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A Abb. 2: Der humane VCX-Locus enthalt drei

sehr dhnliche, paraloge Gene. Derartig komplexe

Strukturen kann eine WGS-Strategie im Gegensatz zu klonbasierter Sequenzierung a priori nicht
auflésen. Die beiden dargestellten Schimpansen-BACs (ptrHQ) beinhalten drei Kopien des zu VCX
orthologen Gens (ptrVCX), wobei die flankierenden Gene (ptrPNPLA4 bzw. ptrKAL 1) die eindeuti-
ge Zuordnung zum humanen Locus ermdglichen. Die Nukleotididentitat zwischen den ptrVCX-
Kopien betragt 99 %, zwischen den humanen Paralogen VCX, VCX2 und VCX3 hingegen 94-98 %,
sodass die beiden auf BAC2 gelegenen Gene tatsachlich als Kopien von ptrV/CX angesehen wer-
den miissen. Ein zu VCX2 orthologes Gen ist daher auf einem Klon zu erwarten, der BAC1 und

BAC2 verbindet.

Nukleotiddifferenzen®
Mensch-Schimpanse

gemein-
sam®

unikal®

Spezifitatd

Sensitivitat®

alle Positionen 436 103 539 81 % entspricht 100 %
Q=20 418 36 454 92 % 96 %
Q=40 374 26 400 93 % 86 %

Arbeitsversion (ptrWD) représentiert werden

représentiert werden
d gemeinsam/gesamt
¢ gemeinsam/436

2 bezogen auf 136.547 im Schimpansen-WD enthaltene Positionen des Datensatzes
b Differenzen Mensch-Schimpanse, die sowohl durch finale Sequenz (ptrHQ) als auch durch Sequenzen der

¢ Differenzen Mensch-Schimpanse, die ausschlieBlich durch Sequenzen der Arbeitsversion (ptrWD)

Tab. 1: Identifikation echter Nukleotidunterschiede zwischen Mensch und Schimpanse unter Beriick-
sichtigung von Schimpansen-WD-Positionen mit niedriger bzw. mittlerer Sequenzqualitat.

der Sequenzqualitdt zusammen mit der Abde-
ckung von mittlerweile ca. 97 % des euchro-
matischen Teils des Schimpansengenoms
stellt eine profunde Datenbasis dar. Dabei ist
das durch ein internationales Konsortium
unter Beteiligung von drei deutschen Sequen-
zierzentren analysierte Schimpansen-Chro-
mosom 21 das einzige Autosom in finaler Qua-
litat['*, Eine entsprechende Sequenz der
pseudoautosomalen Anteile des Y-Chromo-
soms wurde in zwei Projekten parallel
bestimmt!'> 1], In beiden Fillen wurde das
Chromosom eines Vertreters der westafrika-
nischen Unterart analysiert, sodass die unab-
héangig ermittelten Ergebnisse auf systema-
tische Fehler hin untersucht werden konnen.
Andererseits wurde durch mangelnde
Abstimmung die Chance verpasst, am Bei-
spiel des Y die Chromosomen von zwei Unter-
arten zu vergleichen. Ein vom deutschen
Nationalen Genomforschungsnetz (NGFN2)
gefordertes Konsortium (MPIMG Berlin, FLI
Jena, HZI Braunschweig) arbeitet seit 2005
an der Uberfithrung von Teilen des X-Chro-
mosom-WDs in die finale Sequenz (www.

science.ngfn.de/10_440.htm). Dabei werden
BAC-Klone anhand ihrer Endsequenzen in
silico kartiert und zur Erhohung der lokalen
Abdeckung niedrig-redundant sequenziert.
Mit der fiir Mitte 2008 geplanten Fertigstel-
lung wird dann 40 Mb hochwertige Sequenz
u. a. sehr genreicher Regionen sowie von
etlichen Genen mit Assoziation zu X-gekop-
pelter mentaler Retardation zur Verfligung
stehen. Es bleibt zu hoffen, dass in Zukunft
das gesamte Schimpansengenom schritt-
weise, moglicherweise durch den Einsatz neu-
er Sequenziertechnologien, in finale Qualitét
iberfiihrt werden kann. Dies wiirde uns dem
Verstandnis dessen, was uns zu Menschen
macht, einen entscheidenden Schritt ndher
bringen.
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