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1. Aufgabenstellung 

Die Identifizierung von krankheitsrelevanten Genen ist über ihre Kartierung im 

Genom auf der Grundlage des Vererbungsmusters der zugehörigen Phänoty-

pen möglich. Dieses überaus bewährte Prinzip der positionellen Klonierung 

setzt die Möglichkeit der effizienten Genotypisierung von vielen Individuen 

voraus. Das Mikrosatellitenzentrum am MDC war ursprünglich dafür konzi-

piert, überschaubare Genotypisierungsleistungen zur Kartierung monogen 

bedingter Erkrankungen zu erbringen. Für die verstärkte Anwendung des 

gleichen Forschungsansatzes auf komplexe Erkrankungen war der Ausbau 

der Einrichtung zu einem leistungsfähigen Genkartierungszentrum mit ent-

sprechend erweitertem Labordaten-Management vorzunehmen. Komplexe 

Erkrankungen machen die Untersuchung wesentlich größerer Studienkollekti-

ve erforderlich und setzen eine umfangreiche und qualifizierte Betreuung auf 

den Gebieten der genetische Epidemiologie und statistische Genetik voraus. 

Neben der Hochdurchsatz-Genotypisierung von Mikrosatelliten sollten Analy-

severfahren für Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) eingeführt werden. 

Genomweite hochdichte Markersätze für das Humangenom und auch ver-

schiedene Tiermodelle waren zu erstellen und in Kooperationsprojekten an-

zuwenden. 

 

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgeführt wurde 

Das Mikrosatellitenzentrum war bereits zu Beginn der Förderung eine gut 

funktionierende Struktureinheit, die ihre Kompetenz auf dem Gebiet der Gen-

kartierung schon eindrucksvoll unter Beweis gestellt hatte. Allerdings war bis 

dahin vor allem die Analyse monogen bedingter Erkrankungen vorgenommen 

worden. Für die verstärkte Bearbeitung von Projekten, die die Analyse multi-
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faktorieller Erkrankungen zum Inhalt hatten, war eine drastische Erweiterung 

der Genotypisierungskapazitäten sowie ein Einbeziehen von SNP-Markern in 

das Untersuchungsprogramm erforderlich. Die Diversifizierung und Erweite-

rung der Genotypisierung bei laufendem Betrieb stellte erheblich höhere An-

forderungen an das Labordatenmanagement und den gesamten bioinformati-

schen Support als zuvor.   

 

3. Planung und Ablauf des Vorhabens 

Zunächst galt es, die Kapazität und den Durchsatz der Genotypisierung für 

Mikrosatellitenmarker zu steigern. Die Typisierung von Mikrosatelliten-

Markern wurde im Zeitraum der Förderung von Platten-Sequenzierautomaten 

komplett auf Kapillar-Sequenzierer umgestellt und damit eine erhebliche Stei-

gerung der Arbeitsproduktivität erzielt. Ferner wurde die Kapazität der Platt-

form durch die Einführung des 384er Mikrotiterplatten-Formats sowohl auf der 

PCR- als auch auf der Pipettierrobotterstrecke stark erweitert. Kleinere Pro-

jekte können nach wie vor parallel im 96er Format bearbeitet werden, wo-

durch die hohe Flexibilität der Plattform gewährleistet blieb. Neben der Erwei-

terung und Optimierung der Typisierung von Mikrosatelliten wurde die Typi-

sierung von SNP-Markern im mittleren Durchsatz etabliert. Nach eingehender 

Testung verschiedener Verfahren wurden bevorzugt das Pyrosequencing™ 

und die 5’-Exonuklease-Methode mit Fluoreszenz-Resonanz-Energie-

Transfer (FRET) -Detektion (TaqMan™) eingesetzt. Diese Techniken bieten 

eine große Flexibilität beim Einsatz der SNP-Typisierung für unterschiedliche 

Fragestellungen, u.a. wurde eine neue Anwendung des Pyrosequencing™ 

zur Analyse von Methyl-SNPs ausgearbeitet. 

 

Das „Laboratory Information Management System“ (LIMS) wurde schrittweise 

ausgebaut und an die steigenden Anforderungen angepasst. Zur Verbesse-

rung der Auswertung wurden die neuesten Analyseprogramme implementiert 

und eigene Routinen zur Verbesserung des Datenflusses und zur Vereinfa-

chung der Auswertung geschrieben. Parallel zur Etablierungs- und Optimie-

rungsarbeit wurde die Bearbeitung von zahlreichen Projekten vorgenommen. 
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4. wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft wurde 

Mikrosatelliten-Marker-Panel lagen bereits von Généthon und CHLC (Marsh-

field) vor. Diese wurden in modifizierter Form etabliert und dabei an die spe-

ziellen Bedürfnisse des GMC angepasst. Ferner wurden Markersätze für das 

Maus- und Rattengenom etabliert. 

 

 

 

 

 

 

Im Zusammenhang mit der Erforschung komplexer Erkrankungen sind die 

SNP-Marker ins Zentrum des Interesses gerückt. Sie sind wesentlich häufiger 

im Genom anzutreffen (1/200-600 bp) und lassen daher eine feinere Kartie-

rung zu, mittels Kopplungsungleichgewichtskartierung (LD-Mapping). 

 

 

     Sets of microsatellite markers at GMC 
>1000  human markers, no gaps >5.5 cM 
 (GMC set + weber9 set + additional markers) 
>300  mouse markers 
>200  rat markers 
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SNPs konnten mit fortschreitender Projektdauer aus den öffentlichen Daten-

banken extrahiert werden, mussten jedoch vielfach vor ihrer Anwendung ex-

perimentell validiert werden, um Marker mit ausreichender Allelfrequenz zu 

ermitteln. In einigen Fällen machte sich jedoch eine Resequenzierung von 

Kandidatengenen erforderlich, um geeignete SNPs zu identifizieren. Zur Typi-

sierung der SNPs wurde auf publizierte und kommerziell erhältliche Techno-

logien zurückgegriffen und diese auf ihre Eignung für die Bearbeitung der Pro-

jekte unserer Partner geprüft.  

 

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen 

Das Genkartierungszentrum ist zentraler Ansprechpartner für genetischen 

Kartierungsprojekte in Deutschland mit europaweiter Ausstrahlung. Es liegt in 

der Natur der Arbeitsteilung zwischen diesem hochspezialisierten Labor und 

den klinischen Partnern, dass der Großteil der Projekte auf der Basis von um-

fangreichen Kooperationen bearbeitet wird. Eine enge Zusammenarbeit be-

steht weiterhin auf dem Sektor der genetisch epidemiologischen Datenanaly-

se mit dem Institut für Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie 

der Universität Bonn (Prof. Wienker) sowie den entsprechenden Partnern an 

der GSF (Prof. Wichmann) und dem DKFZ (PD Dr. Chan Claude). Seit Feb-

ruar 2002 besteht zusätzlich eine intensive Kooperation im Rahmen der Ge-

netisch-Epidemiologischen Methodenzentren des NGFN. 

6. Erzielte Ergebnisse 

Ein neues Mikrosatelliten-Marker-Panel wurde etabliert, das die Software-

gestützte Datenanalyse deutlich vereinfacht. Die vorhandenen Sätze wurden 

genutzt, um ein neues hochdichtes Marker-Panel zu implementieren mit ei-

nem durchschnittlich <5cM betragenden Markerabstand. Mehrere Genom-

Scans für multifaktorielle und monogene Erkrankungen wurden damit erfolg-

reich durchgeführt:  
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Nach eingehender Testung verschiedener SNP-Typisierungsverfahren wur-

den bevorzugt das Pyrosequencing™ und die 5’-Exonuklease-Methode mit 

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) -Detektion (TaqMan™) ein-

gesetzt. Diese Techniken bieten eine große Flexibilität beim Einsatz der SNP-

Typisierung für unterschiedliche Fragestellungen, u.a. wurde eine neue An-

wendung des Pyrosequencing™ zur Analyse von Methyl-SNPs ausgearbeitet 

(Uhlmann et al. 2002). 

Phenotype   Collaboration Publication 
   
Asthma   Wjst, Wichmann, München Wjst et al. 1999  
Atopic dermatitis  Lee, Wahn, Berlin   Lee et al. 2000  
    European consortium 
Idiopathic generalised  Sander, Berlin   Sander et al. 1999 
   epilepsy    European consortium  Sander et al. 2000 
Mite sensitisation  Deichmann, Freiburg  Kurz et al. 2000  
Obesity   Hebebrand, Marburg  Saar et al. 2003 
Psoriasis   Schmitt-Egenolf, Berlin  Jacob et al. 1999 
    Traupe, Münster   Lee et al. 2000  
Schizophrenia  Stöber, Würzburg   Stöber et al. 2000b 
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Das bisher ausschließlich auf Mikrosatelliten angelegte LIMS erfuhr eine um-

fangreiche Erweiterung. Es wurde bei laufendem Betrieb des GMC das Si-

chern- und Archivieren der Genotypdaten (jaehrlicher Zuwachs ueber 100 

GB) über das netzbasierte Backup-System ARKEIA auf eine stabile Basis ge-

stellt. Zur Verbesserung der Auswertung wurden die neuesten Analysepro-

gramme implementiert (ALLEGRO, ARLEQUIN, FBAT, GENEHUNTER, 

GRR, SIMCROSS/SIMWALK, TDT-PC u. a.) und eigene Routinen zur Ver-

besserung des Datenflusses und zur Vereinfachung der Auswertung ge-

schrieben. Es wurden leistungsfähige Auswertestationen eingerichtet, auf de-

nen die Anwendungen sowohl unter Unix als auch Windows/DOS32 nutzbar 

sind. Spezielle Programmentwicklungen wurden zur Abschätzung von Haplo-

typen vorgenommen. Bedingt durch die geringe Information einzelner SNP-

Loci werden SNP-Haplotypen immer bedeutsamer. Diese können sich über 

recht grosse „Linkage Disequilibrium“-Blöcke erstrecken. Wir habe sowohl für 

genotypisierte Samples von Einzelindividuen als auch Kernfamilien Program-

me entwickelt, die ohne Kenntnis der Phaseninformation im Genotyp für Ein-
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zelindividuen oder Kernfamilien Haplotypen und Haplotypfrequenzen ab-

schätzen. Die so gewonnenen Haplotypen können genutzt werden, Assoziati-

onsstudien von Haplotypen für dichotome oder quantitative Merkmale durch-

zuführen. Dabei können die Assoziationsstudien für die Maximum-Likelihood-

Punktschätzungen der Haplotypen durchgeführt werden (vor allem anwend-

bar, wenn die wahrscheinlichste Haplotypschätzung weit von den nächst 

wahrscheinlichen entfernt ist), es kann aber auch, wenn es konkurrierende 

Haplotyp-Zerlegungen gibt, über die Anwendung des Metropolis-Hastings-

Algorithmus ein Sampling über die verschiedenen Zustände durchgeführt 

werden. In Simulationen und ersten Anwendungen auf reale Daten (Knob-

lauch et al. 2002, Hum.Mol.Genetics 11:1477:85, Poster SNP2002, 2002 

Reykjavik) wurde die Anwendbarkeit des Algorithmus demonstriert. Zusätzlich 

können die Programme zur Haplotype-Schätzung benutzt werden, fehlerhafte 

Genotypen bzw. Rekombinationen zwischen eng benachbarten SNP aufzu-

finden, was umso wichtiger ist, als SNP-Mendelfehler an einem einzelnen Lo-

cus schwerer festzustellen sind als bei Mikrosatelliten. 

 

7. voraussichtlicher Nutzen 

Der Ausbau des Mirkosatellitenzentrums zum Gene Mapping Center führte zu 

einer erheblichen Verbesserung der Infrastruktur und Leistungsfähigkeit des 

Zentrums. Die Einrichtung wurde dadurch in den Stand gesetzt, als zentrale 

Genotypisierungsplattform im NGFN in Erscheinung zu treten und die Ge-

nomforschung in Deutschland international wettbewerbsfähig zu gestalten. 

Bei den meisten Projekten handelt es sich um Grundlagenforschung mit der 

Zielsetzung des besseren Verständnisses der Ursachen und Molekular-

pathomechanismen komplexer Erkrankungen. Es bedarf eines längeren An-

laufs bis zur Umsetzung derartiger Resultate in wirtschaftliche Erfolge. Über 

die Eingrenzung der Lokalisation relevanter Gene im Genom lassen sich je-

doch Kandidatengene identifizieren, deren Varianten in den pathologischen 

Prozess involviert sein können. Die Erkennung derartiger Varianten erlaubt 

die Erkennung eines Risikopotentials sowie Hinweise auf mögliche therapeu-

tische Angriffspunkte.  
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Kandidatengene mit ihren Varianten sowie daraus ableitbare Therapiekonzep-

te lassen sich gegebenenfalls patentrechtlich schützen. Die Aufklärung der 

Rolle eines Gens führt zu neuen Hypothesen über die Verwicklung weiterer 

Gene desselben „Pathways“. Genetische Varianten von Interaktionspartnern 

sind gute Kandidaten für die anderen involvierten Gene. Es werden eine Fülle 

von Hypothesen für fortführende funktionelle und zellbiologische Studien ge-

neriert.  

Die erfolgte Patentanmeldung für PyroMeth (Uhlmann et al. 2002), einer Me-

thode zur effizienten Quantifizierung des Methylierungsgrades von Cytosinen 

verspricht eine potentielle Anwendung in der Testung von Biomarkern im Zu-

sammenhang mit einem Krankheitsgeschehen, beispielweise in der Krebs-

diagnostik und -therapiekontrolle. 

 

8. während des Vorhabens bekannt gewordener Fortschritt an anderen Stel-

len 

Das Genkartierungszentrum ist eine für Deutschland einmalige Einrichtung 

mit hoher strategischer Bedeutung für die nationale Genomforschung. Inter-

national gibt es vergleichbare akademische Einrichtungen nur in den USA, 

Frankreich und Großbritannien.  
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