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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der post-genomischen Ara besteht eine der Hafgaben der Wissenschaft in der
Aufklarung der Funktion und dem Zusammenspiel vi€éene. Die Maus besitzt hier als
Modellorganismus einen besonderen Stellenwert, ida BReihe von Methoden zu deren
genetischen Veranderung zur Verfiigung stehen. ru@auf die Analyse der Genfunktionen
ware eine Maus-Stammzellbibliothek ideal, die séimé Gene und Mutationstypen umfasst.
Eine preiswerte und schnelle Mdglichkeit eine dgeatBibliothek zu schaffen ist die
chemische Mutagenese embryonaler Stammzellen (E®) Naethyl-N-nitrosoharnstoff
(ENU). Die Behandlung der ES-Zellen mit ENU resrttin Punktmutationen in der DNA,
die zu stillen-, loss of function-, gain of funatidMutationen und Exon-Deletionen flihren
kénnen. Diese Methode ist ungerichtet und bedankedan Nachhinein der Detektion der
induzierten Mutationen. Bisher etablierte Screenfiegfahren sind zeitaufwendig und
Ubertreffen den Arbeitsaufwand eines herkémmlidkeackouts.

Ziel der Arbeit war es, ein neuartiges Gen-getmelseScreening-Verfahren zu entwickeln,
das eine effiziente Transkriptom-weite DetektionUEMduzierter Exon-Deletions-Mutanten
erlaubt. Als Grundlage fir die Arbeit wurden ESiZel mit ENU mutagenisiert,
charakterisiert und Test-Bibliotheken angelegtsksl zwei Microarray Detektionsvarianten
mittels Skip- bzw. Junction-Oligonukleotidsondemrbeitet worden. Zumn-silico Synthese
der Sonden wurde eine Software in der Programnrigchp Perl entwickelt. In 'Proof-of-
Principle'’ Experimenten gelang es, die Umsetzbafleider Varianten zu bestatigen und
malf3gebliche Parameter wie Oligolange und die Aealgseinigter Zell-Proben aufzuklaren.
Das kostengtinstigere auf Skip-Oligonukleotidsondasierende Verfahren wurde optimiert
und an der Durchmusterung einer TestbibliothekadrpiDie Daten zeigten, dass die Anzahl
detektierbarer Mutationen dabei weit unter den HEuwvemen lag. Die eingeschréankten
Maglichkeiten, die Sequenz der Skip-Sonden zu dptiem, resultierten in Schwierigkeiten
hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitat des Arrajgas entwickelte System schien daher fur
Hochdurchsatz Durchmusterungen von Stammzell-Blloen nicht geeignet zu sein.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde erstmalokyfeich das Transkriptom einer Maus ES-
Zelllinie mittels llluminas Solexa Sequenzierungalysiert und Uber speziell angefertigte
Softwareprogramme das Potential der Technik zuelRiein von Exon-Splei3-Mutationen
gezeigt. Die geringe Sequenziertiefe, sprich Abdagk des Transkriptoms, und die
vergleichsweise hohen Kosten stehen einer Verwendlieser Technik als alternativem
Detektionsverfahren noch im Wege. Es ist jedoclusdlzen, dass im Zuge der technischen

Weiterentwicklung dieses Verfahren an Attraktivigétvinnen wird.
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Abstract

Abstract

In the post-genomic era, one of the main tasksfefsktience is to understand the functions
and interactions of many genes. The mouse is p&tic well suited to adress questions
concerning gene functions, because the mouse geams easy to manipulate. Ideally, a
mutant resource covering all mouse genes and diftenutation types would be available.

An inexpensive and fast method to generate sudhrary is the chemical mutagenesis of
embryonic stem cells (ES) with N-ethyl-N-nitroscaur@ENU). At the molecular level ENU
introduces point mutations into the genome, whiah lead to silent-, loss of function-, gain
of function-mutations and exon deletions. As ENUtagenesis is undirected it requires a
subsequent detection of induced mutations. Estadaliscreening procedures so far are time
consuming and exceed the workload of conventionatkouts.

The aim of the study was to develop a novel genesdrscreening process, which effectively
enables transcriptome-wide detection of ENU-indueeoh deletion mutations. ES cells were
mutagenized with ENU and characterized. A smalhiaec of mutagenized ES cells was
generated for the purpose of analysis. Two miceyadetection variants have been elaborated
based on skip-oligonukleotide probes and junctioobes respectively. For tha silico
synthesis of the probes we developed a softwatieeifPerl programming language. In proof-
of-principle experiments we succeeded in the cordtion of the feasibility of both
microarray options and were able to clarify reldyaarameters such as oligo-length and the
analysis of pooled samples. The less cost-intenswEnt based on the detection via skip-
probes was further optimized and tested by scrgeairsubset of the clone archive. The
results showed that the number of detectable namstivas far below expectations. Limited
opportunities to optimize the skip-sequence in gamesulted in the difficulties regarding to
specificity and sensitivity of the array. Thereftine developed system is not suitable for high
throughput screenings of exon deletion mutatioralies.

Subsequently we were able to successfully analygdranscriptome of a mouse ES cell line
by Illumina Solexa sequencing. Furthermore, custoaae software programs helped us to
demonstrate the potential of this technology fag tletection of exon splicing mutations.
However, at present the low sequencing depth aacdmparatively high cost preclude the
use of this technique as an alternative detectiathad of exon deletion mutations.
Nevertheless with regard to the rapid technicalettigment in this field of next generation

sequencing it is predicted that this detection metmight become an attractive alternative.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung des Modellorganismus Maus

Innerhalb des letzten Jahrhunderts hat sich diesMdus musculuszu dem herausragenden
Modellorganismus fiir genetische Forschung an Seargatentwickelt (Brown et al., 2006).

So war es auch das Genom der Maus, dessen Seqaehz der Sequenzierung des
menschlichen Genoms als néchstes Saugetiergensohksiselt werden sollte (Lander et al.,
2001; Mouse-Sequencing-Consortium 2002; Ventel. €2@01).

Linien Genom Lebenszyklus
_Inzucht - Saugetier - ATage Ostrus
- Auszucht -19 Autosomen - 20 Tage Trachtigkeit

- Rekombinante Inzucht - €a. 28.000 Gene - 4-8 Nachkommen pro Wurf
_Konsomisch - Divergenz Mensch:Maus 75 Mio. Jahre -7 Wochen bis zur Geschlechtsreife
- 99%der Gene haben - Lebensspanne 2 Jahre

\enxh“che Gegenspieler /

_— | ™

Ressourcen Genetische Manipulation Reproduktion
- Genom-Sequenz vollstandig -Knockout -Kilhlkonservierung von
- Vielzahl genetischer Marker - Konditionaler Knockout Spermium und Ovum
- Gene Trap’ Bibliotheken -Knockin - In vitro Fertilisation {IVF}

- Bibliotheken von Insertionsvektoren - ENU Mutagenese - Intracytoplasmatische
- BAC Bibliotheken -RNA Interferenz Spermien Injektion (ICS1)
- ENU Punktmutationss.

Abbildung 1: Der Modellorganismus Maus
Die Abbildung zeigt einige herausragende Eigensehafles Modellorganismus Maublfs musculuys mit
besonderem Hinblick auf das genetische Model MeeisiGdert nach (Hacking 2008).

Das groRRe Interesse der Wissenschaft an der Megisuia. darin begrindet, dass trotz 75
Millionen Jahren getrennter Evolution ihre anatarhes und physiologische Komplexitat
groRBe Ahnlichkeit zum Menschen aufweist. Zudem ssiwh die Genome von Maus und
Mensch ahnlich (40%-ige Identitat der SequenzBlguce-Sequencing-Consortium 2002)).
Auf Proteinebene lassen sich fur mehr als 80% detefre der Maus Orthologe im
Menschen identifizieren (Pennacchio 2003). Die Maieset sich daher als Modellsystem fur
Studien an, die zum besseren Verstandnis der komplEunktionsweise des menschlichen
Organismus und dessen Krankheiten beitragen (Natlah, 2002).

Im Vergleich zu anderen Saugetieren sprechen &irvidirwendung als Modellorganismus
Eigenschaften wie die einfache Zucht, die hohenfyva8en und die kurze Generationszeit.

Aufgrund ihrer geringen Grol3e ist die Haltung zudsaizsparend und damit kosteneffizient.
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Einleitung

Weiterhin steht eine grof3e Anzahl stabiler Inzuolgh zur Verfligung, die Untersuchungen
an genotypisch einheitlichen Tieren ermdglichen whd Experimente verschiedener
Laboratorien vergleichbar machen (Judd 2001).

Die Beliebtheit der Maus als Modellorganismus deldgischen Forschung ist heute mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch darauf zurlickzufiihrdass bis dato fur kein anderes
Wirbeltier so vielfaltige Techniken zur Manipulatides Genoms etabliert wurden wie fir die
Maus (Beckers et al., 2002). An dieser Stelle séien beispielhaft die DNA Injektion in
Pronuclei von Embryonen (Gordon et al.,, 1981) uma ldfektion von Embryonen mit
rekombinaten retroviralen (lentiviralen) Vektorebois et al., 2002) genannt. Besonders
hervorzuheben ist die Generierung chimarer M&ausechduManipulation der DNA
embryonaler Stammzellen mittels homologer RekontlmnaThomas et al., 1987) und der

anschlielBenden Mikroinjektion dieser Zellen in traere einer Blastozyste.

1.2 Embryonale Stammzellen der Maus

Die ersten embryonalen Stammzellen (embryonic stells, ES Zellen) der Maus konnten
1981 aus der inneren Zellmasse (inner cell madd) Mon Maus Blastocysten isoliert und in
Kultur gehalten werden. Dabei wurden Kultur Bedingen verwendet, die bereits fir die
Kultur von embryonalen Karzinomzellen (embryonicctaoma, EC cells) etabliert waren
(Evans et al., 1981; Martin 1981). Die ES Zellenremain der Lage, sichn vitro in
verschiedenste Zelltypen zu differenzieren und nbugektion in Mause Keimzelltumore
(Teratome) hervorzurufen (Martin 1981). Kurz nadbsdn grundlegenden Feststellungen
konnte gezeigt werden, dass die ES Zellen nactktiaje in Blastocysten, anders als EC
Zellen, in hohem Mal3e zu allen Geweben chimarerddaimklusive der Keimbahn, beitragen
konnten (Bradley et al., 1984). Dies eroffnete mipeaktischen Weg, Modifikationen in die
Keimbahn von Mausen und deren Nachkommen einzussdre Als genetischer Hintergrund
wurden mit wenigen Ausnahmen vornehmlich Linien W9, C57BL/6, DBA und deren
Hybride zur Isolation embryonaler Stammzellen verlet. Die meisten etablierten ES
Zelllinien weisen den mannlichen Genotypen (XY),aués insbesondere auf die Instabilitat
weiblicher ES-Zelllinien zurtckzufihren ist (Zvetkoet al., 2005).

Die beiden markanten Eigenschaften von Stammzelggnd ihre Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und ihre Pluripotenz, d.h. diagkait Zellen aller somatischen Gewebe
und der Keimbahn zu bilden. Eine funktionelle Defom embryonaler Stammzellen sollte
daher zwei Nachweise beinhalten: Zum einen musserZellen pluripotent sein, d.h. zur

Bildung aller drei embryonaler Keimblatter (Ektoater Endoderm, Mesoderm) beitragen
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Einleitung

kénnen und zum anderen mussen sie in der Lagdibeineine langeren Zeitraum in Kultur
die Pluripotenz auftrecht zu halten (Meissner gt24109).

Abbildung 2: Lichtmikroskopische Aufnahme embryonaler F1 Stammzellkolonien

Gezeigt sind sechs Kolonien embryonaler StammzelemMaus (F1-Stammzelllinie [2.1.8], Passage 18) a
einem feeder layeraus CD1 embryonalen Fibroblasten 2 Tage nachAiesplattieren. Die rundliche kugelige
Form ist eine typische morhologische Eigenschadlifterenzierter Stammzellkolonien. Die Aufnahme égte
100-fache lichtmikroskopische VergréRerung.

Fur den Erhalt des ES Zell Phanotyps wurden inldemen Jahren eine Reihe intrinsischer
Faktoren wie z.B. die beiden Transkriptionsfakto@nt-4 und Nanog und extrinsische
Faktoren wie z.B. LIF (leukemia inhibtory factorhdi BMP (bone morhogenetic protein)
identifiziert (Meissner et al., 2009; Yu et al.,08). Wéahrend erste oft als Marker fur den
pluripotenten ES-Zellstatus verwendet werden (Matset al., 2008), werden letztere den
Zellen mit dem Medium zur Verfigung gestellt. DagdRin LIF wird zum einen von einer
Schicht mitotisch inaktivierter embryonaler Fibragtien (MEF, mouse embryonic fibroblast),
auf der ES Zellen in der Regel kultiviert werderbbldung 2), den Zellen zur Verfiigung
gestellt, oder es wird dem Medium als rekombinaftegein beigefugt. LIF ist ein Cytokin
der IL6 Familie welches den gp130 Rezeptor binaet auf diesem Weg den JAK-STAT3
und Ras-MAPK Signalweg in ES Zellen der Maus aktivi Anhand von Studien konnte
gezeigt werden, dass Ll vivo keinen Einfluss auf die Entwicklung nimmt. Vielmeh
scheint es eine Rolle bei der Aufrechterhaltung Blestocysten bei verzégerter Einnistung
des Pra-Implantationsembryos in den Uterus zuapi@lichols et al., 2001). BMP wird dem
Medium als Bestandteil von fotalem Kalber Seruntaffealf serum, FCS) zugefligt. Dieses
Protein induziert die Expression vad (inhibitor of differentiation) durch den Smad
Signalweg und anderer Pro-Differenzierungs-Signgeveg(Ohtsuka et al., 2008) und
verhindert somit die Differenzierung der ES Zellen.
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Einleitung

Embryonale Stammzellen der Maus spielen heute @@ntscheidende Rolle in der
funktionellen Genomik, d.h. in der Funktionsbesdbiurg bisher uncharakterisierter Gene
insbesondere im Zusammenhang mit Studien zur Ekitwig und zu Krankheiten. Méglich

ist dies durch die bereits erwdhnte Fahigkeit dgfZellen zur homologen Rekombination
(Thomas et al., 1987). Zudem rickt neuerdings adsngielle therapeutische Potential der
ES-Zellen vornehmlich in den Vordergrund. Diesdmiurch Reprogrammierungs-Studien
unterstitzt in denen ES Zellen bzw. ES Zell dhei&ellen (iPS, induzierte pluripotente
Stammzellen) durch nuklearen Transfer und Transfektbestimmter regulatorischer
Schlussel-Gene aus differenzierten Zellen regemesierden konnten (Gurdon et al., 2008;
Jaenisch et al., 2008).

1.3 Mutagenese der Maus

Ein fundamentales Ziel der heutigen biologischers€laung des Post Genomischen Zeitalters
besteht in der Zuordnung von Funktionen zu GenergrdSequenz und Expressionsverhalten
weitestgehend bekannt sind (funktionelle Genoniligbei ist nicht nur die normale Funktion
von Interesse, sondern insbesondere auch die &all&ene bei der Entstehung menschlicher
Krankheiten, die auf Mutationen beruhen (Oliverakt 2007). Einer der effektivsten Wege
die Funktion eines Gens zu studieren ist idievivo Analyse der Phanotypen indivueller
Maus-Mutanten.

Die Rate spontaner Mutationen ist allerdings mitXTa 10%Locus viel zu gering, um auf
naturlichem Wege in kurzer Zeit eine ausreichendeahil interessanter Phanotypen erhalten
zu kénnen (Pretsch et al., 1994). Dies fuhrte zuEawicklung einer Vielzahl von Strategien
und Techniken zur Mutagenese der Maus.

Generell kdnnen vorwarts und riickwarts gerichtétat&gien unterschieden werden (‘forward
genetics', 'reverse genetics'). Bei den vorwartglggeten Strategien ist der Ausgangspunkt
typischerweise ein bestimmter Phanotyp, gefolgt den Charakterisierung des mutierten
Gens. In den rickwarts gerichteten Ansatzen isGasund dessen Sequenz bereits bekannt.
Die Analyse der Funktion basiert dann auf der Véde#nng des Gens (Zerstérung,
Uberexpression 0.4.) und der nachfolgenden Untewsur des resultierenden Phanotyps.
Man spricht bei den beiden Ansatzen daher auch Rbanotyp- bzw. Gen-getriebenen

Anséatzen (Soewarto et al., 2009).

1.3.1 Phanotyp-getriebene Anséatze

Bei Phénotyp-getriebenen Ansatzen werden im Voiteilde Annahmen zu den genetischen

Ursachen einer Erkrankung getroffen, sondern ddestenach genauer Analyse des Phanotyps
12
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ermittelt. Die Mutagenese erfolgt in der Regel Uhergerichtete physikalische bzw.
chemische Verfahren, die somit weitestgehend keBeguenzspezifitat unterliegen und
prinzipiell jedes Gen mutieren kdnnen. Zu den phaisgchen Verfahren zahlt beispielsweise

die Rontgenbestrahlunganzer Tiere (Muller 1927), die jedoch aufgrund deringen

Mutationseffizienz an Bedeutung verloren hat. Zudahen die Auspragungen der erzielten
Mutationen (in der Regel Umlagerungen und Delemyreehr unterschiedlich aus. Dennoch
wird die Bestrahlung von Zellen heute noch zur Gengng grof3er chromosomaler
Deletionen (mehrere Centimorgan) genutzt, die bd.der Aufklarung der Konsequenzen
segmentaler Haploidie oder der funktionellen Analyestimmter chromosomaler Bereiche
von grofl3em Nutzen sind (Schimenti et al., 2000;n&e et al., 1998).

Von weitaus grofRerer Bedeutung als die physikadisdhutagenese ist die chemische
Mutagenese, was in der hoéheren Effektivitat und wleniger komplexen Auspragung der
induzierten Mutationen begrtindet liegt. Als Beispifir chemische Mutagene seien hier N-
Ethyl-N-nitrosoharnstoff (ENU), Triethylmelamin (Mg, Procarbazin, Chlorambucil, Ethyl-
methansulfonat (EMS), Cyclophosphoamid und Dietlifdé genannt. Ende der 70er Jahre
erkannte dann Bill Russel, dass ENU (N-Ethyl-Nastharnstoffydas Agenz mit dem

hdchsten Mutagenisierungspotential fur die Prodwkbieliebiger Genmutationen in der Maus
ist (Russell et al., 1979). Mannlichen adulten M#iugGeneration GO) wird ENU mehrmals
intraperitoneal injiziert, wodurch Punktmutationensamtlichen Kdrperzellen inklusive der
prameiotischen Spermatogonien hervorgerufen wekdanen (Justice et al., 2000). Nach der
Verpaarung von Mannchen (GO) mit mutierten pranmgben Spermatogonien sind die
Nachkommen (G1) bereits heterozygot auf bestimmtéabnen und kdnnen sofort auf
dominante Mutationen untersucht werden (Rinchik 1198ussell et al., 1982). Um auf

rezessive Mutationen (Homozygote) screenen zu kynaerden die G2 Nachkommen
miteinander oder mit der Ausgangslinie der Genemall verpaart. Ist ein bestimmter
Phéanotyp feststellbar, muss im Anschluss darammlgierte Locus mittels Kreuzungen unter
Verwendung genetischer Marker eingegrenzt und Isitfeositionsklonierung ermittelt

werden. Die Generierung einer grof3en Anzahl veesigrier Phanotypen und die
anschlieBende Charakterisierung der Mutationsessignauf molekularer Basis ist sehr
aufwendig und wird daher nur in groRen Mutageneggpmmen durchgefuhrt (Hrabe de
Angelis et al., 2000; Nolan et al., 2000; Rathketlal., 2000). Die Mutationsraten betragen
ca. 0,4 bis 1 Punktmutationen pro Mbp, sodass imer éAnnahme von 1-3% codierender
Sequenz 10-25 funktionelle Mutationen pro Genomaeet werden kdnnen (Soewarto et al.,

2009). Dieser Phanotyp-getriebene Ansatz hat Hitigib der Erforschung menschlicher
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Krankheiten gegentber den Gen-getriebenen Anséatiienauf der gezielten Veranderung
bestimmter ausgewahlter Gene basieren, den klamemeily dass keine Annahmen zur
genetischen Ursache eines bestimmten Phénotyps arfeltf getroffen werden mussen.
Ausgehend von einem entsprechenden Phénotyp kddieegenetischen Ursachen gezielt
untersucht werden, die oft auf den verschiedengezanderungen von Allelen beruhen (Null
Allele, Allele mit eingeschréanktem Funktionsverlaster veranderter Funktion), fur die sich
im Vorfeld nur schwer Annahmen treffen lassen (Aedi+Arozena et al., 2008b).

1.3.2 Gen-getriebene Ansatze

Die Gen-getriebenen Ansatze der Mutagnenese ders Mmsieren in der Regel auf
molekularbiologischen Methoden, mit denen speziéktoren generiert werden, die dann in
das Genom, im Wesentlichen von ES-Zellen, integnegrden. Hier unterscheidet man
zwischen einer zielgerichteten und einer zufalliygegration in das Genom. Die Bovitro
veranderten embryonalen Stammzellen der Maus konaeim genauer Charakterisierung zur
Injektion in Blastocysten fur die Generierung chierédliere genutzt werden.

Die Methode der Genfallen (gene-tyast ein Beispiel flr eine ungerichtete Integrat@nes

Vektors in das Genom. Der gene-trap Vektor weist dnarakteristische Komponenten auf:
Eine Splei3-Akzeptor Stelle, ein promotorloses Repgen (i.d.R.lacZ) und einen
Selektionsmarker mit eigenem Promotor (z.B. das nN@inresistenz-Gen Neomycin-
Phosphotransferaseeg. Die Bestatigung der Integration des Vektors &as €&senom erfolgt
dann durch eine positive Selektion auf Neomycinsteste Zellen. Integriert der Vektor in
ein Intron so wird mittels der integrierten Spléikzeptor Sequenz ein Fusionsprotein aus
dem getroffenen Gen und dem Reporter-Gen gebdaétyelches selektioniert werden kann.
Die Integration in ein Intron bewirkt daher in deegel einen Verlust der Proteinfunktion und
kann so zur Generierung von Null-Mutanten genutetrden. Diese Standardvariante der
Gene-Trap Mutagenese hat den Nachteil, dass elekti®a die Expression des Gens in ES-
Zellen voraussetzt (Cecconi et al., 2000). In eirvesiter entwickelten System wurde daher
das Poly-Adenylierungssignal des unter konstitutizepression stehendereo Gens gegen
eine Spleil3-Akzeptor Stelle ausgetauscht. Das lafalge, dass nur bei einer Integration
innerhalb eines Gens Neomycin resistente Kolonidtreten, da nur dann tber die Fusion
mit der Poly-Adenylierungssequenz des betroffeneensG die Generierung eines
funktionsfahigen Proteins mdglich ist (Niwa et 4993). Zur anschliel3enden Identifizierung
des getroffenen Gens wird in Gene-Trap MutagendseNektorsequenz als Matrize fir eine
5'-RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) gé&xtu Da die Mutagenese ungerichtet

stattfindet, ist dies keine Methode, mit der FoesdWutanten fir das sie speziell interessante
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Gen generieren konnen. Vielmehr haben sich besen@ntippen gebildet, die grof3angelegte
Durchmusterungen (Screenings) durchfihren und HISEfaliotheken anlegen, aus denen

interessante Mutanten von Einzelnen erworben wekdenen (Araki et al., 2009; Friedel et

al., 2007; Hansen et al., 2003; Skarnes et al4200

Die wohl bekannteste und auch bedeutenste Gereletré Strategie zur Geninaktivierung ist

die des_Gene-Targetingl.h. der zielgerichteten Einfihrung einer Verkemuenz in einen

bestimmten genetischen Lokus basierend auf homolRgkombination in ES-Zellen. Dies
wurde erstmalig am Beispiel des Hypoxanthin Phospbsyl Transferase Gen&pft) der
Maus erfolgreich durchgefihrt (Doetschman et &87t Thomas et al., 1987).

Der verwendete Vektor enthélt dabei zwei der Insesstelle homologe Bereiche, die die
auszutauschende Sequenz umschliel3en. Darin enthatteunter anderem ein Gen zur
Positiv-Selektion auf die Integration (i.d.Reg. Ausserhalb des Bereichs befindet sich in der
Regel ein Negativ-Selektions Marker, Gber den Sile&druck auf die korrekte zielgerichtete
homologe Rekombination ausgetbt werden kann (zigmidin Kinase Gen) (Mansour et
al., 1988). Im einfachsten Fall, der GenerierumgeNullmutation kann so beispielsweise ein
Exon des zu zerstorenden Gens gegen eine NeomgsistBnz ausgetauscht werden. Neben
der Generierung von Null Mutationen (‘knock-out€Q) kénnen mit dieser Technologie tUber
sogenannte 'knock-in' Strategien je nach Aufbau We&tors eine Vielzahl anderer
Modifikationen am Genom der Maus vorgenommen wer@&zu zahlen beispielsweise die
Einfuhrung von Deletionen, Substitutionen von Fratemanen oder sogar die Einfihrung
von Punktmutationen (Sung et al., 2004). Zudemelassch Gber Weiterentwicklungen unter
Verwendung des Cre/LoxP Sytems aus BakteriophagenBldes Flp/Ftr Systems aus Hefe
mittlerweile konditionale Geninaktivierungen duréhfen (Gu et al.,, 1994; Vooijs et al.,
1998). Solche Strategien kénnen unter anderem damh verwendet werden, die artifizielle
Situation an der Integrationsstelle auf ein Minimaoareduzieren.

Dennoch weist diese Technik den Nachteil auf, dissDesign der spezifischen Vektoren
und die Selektion der korrekten Klone viel Zeit uidbeitsaufwand erfordert, was
insbesondere die Generierung verschiedener Aligl@ih bestimmtes Gen erschwert. Doch
sind es gerade die verschiedenen Allele eines BeiModell Maus, die als Grundlage fir die
Untersuchung menschlicher somatisch erworbenerkten von Bedeutung sind (Oliver et
al., 2007).

Zur Zeit exisitieren fur ca. 50% der bekannten GeéeeMaus Knockout-Modelle. Ziel eines

Projektes mit dem Namen 'Knockout Mouse ProjedD€) des National Institute of Health

15



Einleitung

ist es in naher Zukunft eine nahezu vollstandigéenifiche Bibliothek von Knockout
Mutanten zu erstellen (Austin et al., 2004).

Eine weiterer bedeutender Ansatz zur Inaktivierwon Genen basiert auf der RNA
Interferenz(Fire et al., 1998; Tuschl 2001). Lange doppetsfige RNA Molekile werden
dabei von dem EnzymICERIn 21 bis 23 bp lange Fragmente zerschnitten (dntatfering
RNAs, siRNA). Ein Strang wird dann von einem wedterEnzym unter Bildung deRisc
Komplexes (RNAi silencing complex) aufgenommen, deNA Molekile an der
komplementéren Sequenz schneidet und somit dieslbtéon dieses Gens mindert. Der
Vorgang wird daher auch als post-transkription&gsncing bezeichnet und funktioniert bei
fast allen hoher entwickelten Lebenwesen u.a. aleh Saugetier (Hannon 2002). Diese
biologische Antwort auf doppelstrangige RNA kanmns&ch als Werkzeug zur Manipulation
der Genexpression und damit zur Generierung vonatituten machen. Dazu fuhrt man
beispielsweise vektorvermittelt eine dem Zielgemgtementére short hairpin RNA (shRNA)
in das Genom einer ES-Zelle ein und bewirkt so Uther Expression der shRNA die
Herabregulation der Expression des Zielgens. Iralfdi kann so ein dem einer Nullmutation
entsprechender Phéanotyp erzielt werden (Kunathl.et2803). Die Methode bietet den
Vorteil, dass durch geeignete Wahl des Promotorsfaeh konditionale und
gewebespezifische Mutationen erreicht werden konBen Nachteil der Technik ist in dem
post-transkriptionellen Mechanismus an sich zu msehager nicht die Mdoglichkeit zur
Generierung verschiedener Allele eines Gens bietet.

Der in dieser Arbeit verfolgte Gen-getriebene Andagruht auf der chemischen Mutagenese

von embryonalen Stammzellen der Maus mit dem clerars Mutagen N-Ethyl-N-
nitrosoharnstoff (ENU). Dieser Ansatz wird im nadigenden Absatz im Detail erlautert,
doch sei hier bereits angemerkt, dass die Mutagemes sich ungerichtet erfolgt, die

Selektionstrategie jedoch Gen-getrieben erfolgemka

1.4 Chemische Mutagenese von ES Zellen der Maus mittetsNU

Anders als bei den weitverbreiteten Knockout Maztelbietet die Mutagenese mittels ENU
den entscheidenden Vorteil, dass ENU Punktmutationedie funktionellen Doméanen von
Genen einfigen kann. Dadurch kdnnen nicht nur Nuitationen generiert werden, sondern
auch verschiedenste Allele eines Gens (Hypomorghgermorphe oder neomorphe
Mutationen und Splei3 Varianten) (Noveroske et 2000), die besser die Situation in

menschlichen Patienten reflektieren, deren geretisgankheiten bzw. Pradispositionen auf
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einzelnen Nukleotid Polymorphismen (SNP) beruhere(&rto et al., 2009). Die Mutagenese
ist zudem nicht vektorvermittelt und hinterlassinkeartifiziellen Vektorsequenzen.

Ve
\CH2 T

O

Abbildung 3: Molekulare Struktur von N-Ethyl-N-nitr osoharnstoff (ENU)
ENU ist ein synthetisches alkylierendes Agenz, ivefcspeziell zu Mutagenese genutzt wird. Die Uagiogire
Ethylgruppe ist rot hervorgehoben.

Bei ENU handelt es sich um ein synthetisches akghdes Agenz, welches urspriinglich
produziert wurde, um prinzipielle Mechanismen derntdgenitat zu erforschen (Abbildung 3).
ENU wirkt direkt alkylierend auf Nukleinsauren, déine Verstoffwechslung der Substanz
im Vorfeld ist nicht notwendig (Noveroske et alQOB). Die Ethylgruppe wird dabei Uber
einen SN-Mechanismus direkt auf Sauerstoff- oder Sticks#ofikale Ubertragen, deren
Vorkommenin vitro undin vivo bestatigt werden konnten. Hierzu zéahlen im Splezialie

N*, N* und N’ Gruppen des Adenins, di€, ON° und N Gruppen des Guanins, di€,@" und

N°® Gruppen des Thymins und di€ Gnd N’ Gruppen des Cytosins (Shibuya et al., 1993). Die
Zelle reagiert auf die DNA Addukte mittels zellemge Reparatursysteme. Hierzu zahlen
beispielsweise die Nukleotid Exzisions ReparatUER) und die Reparatur mittels def-O
Alkylguanin-DNA-alkyltransferase (AGT). Letzteres nE/m ist vermutlich dafur
verantwortlich, dass generell seltener Mutationeris&€-Basenpaaren (~32-13%) als an AT-
Basenpaarungen festgestellt werden konnten. WetideRthylgruppen jedoch z.B. aufgrund
einer Sattigung der Reparaturenzyme nicht entfevatden die betroffenen Basen im Zuge
der nachsten DNA-Replikation nicht richtig erkanmdd falsche Nukleotide eingebaut
(Abbildung 4). Nach zwei Replikationsrunden haths@n einzelner Basenaustausch dann
manifestiert und kann nicht mehr von den zelleigeReparatursystemen erkannt werden
(Noveroske et al., 2000). Generell besteht einektidr Abhangigkeit der eingesetzten ENU
Mengen zu der erhaltenen Mutationsrate. Allerdik@snen zu hohe Dosen dazu fuhren, dass
die Tiere die Mutagenese nicht tUberleben oderl dikmiben bzw. Stammzellen sterben oder
ihre Keimbahngangigkeit verlieren (Chen et al., @00ustice et al., 2000; Munroe et al.,
2000; Weber et al., 2000). Andererseits existierthaein Grenzwert unter dem keine
Mutationen feststellbar sind, da die DNA-Reparatstesme nicht gesattigt sind (Noveroske et
al., 2000).

17



Einleitung
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Abbildung 4: Die mutagene Reaktion von ENU

A: Bildung eines Ethyl-DNA Adduktes und Fehlpaarummn O'-Ethylthymin. R steht fiir den Rest der DNA.
Die von ENU Ubetragene Ethylgruppe ist rot gekemreet B: Mechanismus eines ENU induzierten Basen
Austauschs. BEthylthymin ist in rot dargestellt. Blaue Buchstabtheben die Basensubstitutionen hervor (Abb.
in Anlehnung an Noveroske et al., 2000).

Prinzipiell sind 70 - 85% aller ENU induzierter BasSubstitutionen A-T zu T-A
Transversionen oder A-T zu G-C Transitionen. G-CCzG Transversionen werden in den
wenigsten Fallen beobachtet. Die Basen-Substitetioresultieren zu ca. 70% in nicht-
synonymen Aminosaure-Substitutionen von denen B&o &lissense Mutationen und die
restlichen Nonsense- bzw. Splei3-Mutationen ddestel Spleil3-Mutationen, gehen auf
Punktmutationen auf genomischer Ebene zuriick usdtreren in der Regel in der exakten
Deletion eines Exons auf Transkriptebene. Sie nraahié ca. 20% einen erheblichen Anteil
aller Mutationstypen aus sowohl in Phanotyp aldiandsen-getriebenen Ansatzen (Barbaric
et al., 2007; Chen et al., 2000; Greber et al. 5200stice et al., 1999). Obwohl ENU in der
Regel Punktmutationen induziert, wurden in wenigeéallen auch Kkleine Deletionen
beobachtet (Barbaric et al., 2007; Shibuya etLab3).
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1.5 Der Gen-getriebene Ansatz zur Mutationsdetektion inrENU mutierten
ES-Zellen der Maus

Gen-getriebene Ansatze zur Detektion chemisch iediez Mutationen wurden bereits an
einer Vielzahl klassischer Modellorganismen wAgabidopsis thaliana Ceanorhabditis
elegans Drosophila melanogasterdem Zebrafisch, der Ratte und der Maus erfolgreic
durchgefuhrt (Greber et al., 2005). In der Mausdsarbei der Mutagenese mit ENU zwei
verschiedene Ansatze unterschieden (Abbildung %)m Zeinen werden Gen-getriebene
Ansétze mitin vivo mutagenisierten Mausen und zum anderenimititro mutagenisierten
ES-Zellen praktiziert (Acevedo-Arozena et al., 200& etztere Variante wird in dieser Arbeit
verfolgt und daher genauer ausgefuhrt.

Invitro Invivo
ENU ENl‘Ij
MausEs Zellen il )
aus ellen ¥, Go _/5'?0.\
o m

—

—  Detektion von =
Mutationen *

Gewebe/DNA Archiv
Sperma Archiv

N2-Tank

Mutationen

Blastocysten-Injektion

-—

In vitro Fertilisation

Embryotransfer _m
l Embryotransfer
Chmidre Nachkommen l Wildtyp M
Test auf Keimbahntransmission \,_m
->Mutierte Mauslinie Mutierte Nachkormmen

Abbildung 5: Gen-getriebene Anséatze unter Verwendug vonin vitro bzw. in vivo Mutagenesen der Maus
Dargestellt sind die prinzipiellen Vorgehensweid@n Gen-getriebeneim vitro bzw. in vivo Mutagenesen der
Maus mittels ENU. (Abb. in Anlehnung an Soewarta02)

Das Ziel der ENU Mutagenese von ES Zellen der Maugenerell die Generierung einer
kryokonservierten Bibliothek von mutierten Stamnikdehen, welche die verschiedensten
Serien von Allelen fur jedes Gen von Interesseamad@ecker et al., 2006; Chen et al., 2000).
Zu Beginn der Arbeit lagen vier Veroffentlichungemr ENU-Mutagenese von Stammzellen
vor, die alle Genotyp-getriebene Ansatze verfolgiad erfolgreich zeigten, dass ES-Zellen
nach der Mutagenese ihre Keimbahngangigkeit behaltel zur Generierung chimarer Tiere

verwendet werden kénnen (Chen et al., 2000; Grebak, 2005; Munroe et al., 2000; Vivian
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et al., 2002). In einigen wenigen Fallen sind aBtt@notyp-getriebene Ansatze mit ENU
mutierten ES-Zellen durchgefihrt worden, da in @efnsatzen grundlegende zellulare
Prozesse wie z.B. Reparatur der DNA, Apoptose @iderenzierungsprozesse im Fokus
standen, sodass keine Untersuchungen an lebendenTawingend erforderlich bzw. nicht
maoglich waren (Glenister et al., 2000; Marschaklet1999; Munroe et al., 2000).

1.5.1 Mutationsfrequenzen

Wichtiger Parameter bei der Mutagenese von ES+Zediedie Mutationsfrequenz. Eine zu
hohe Frequenz kann mit dem Verlust der Keimbahngénginhergehen, wahrend eine zu
geringe Mutationsfrequenz die Wahrscheinlichkeit &ine beliebige Mutation deutlich
verringert (Greber et al., 2005). Zur Ermittlung déutationsfrequenz verwendet man einen
Negativ-Selektionstest, mit dem alle Klone mit ftiokalen Mutationen des Gens der
Hypoxanthin-guanin-phosphoribosyltransferasdprf) isoliert werden koénnen. Wird das
Purinanalog 6-Thioguanin (6-TG) dem Zellkultur-Mexh zugesetzt bewirkt HPRT die
Phosphorylierung des 6-TG, das dann in die DNAaagit wird. Dadurch werden Probleme
bei der Replikation der DNA verursacht, die letdigsh den Tod der Zelle bewirken. Da die
mannlichen ES-Zellen hemizygot bezuglich dst-Lokus sind (X-chromosomal), kdnnen
diese im Falle einer funktionellen Mutation dégrt Lokus die Selektion tGberleben (Hooper
et al., 1987). Die_Mutationsfrequenz afprt Lokus gibt daher die Anzahl resistenter ES-

Zellklone unter der Gesamtzahl selektionierter kl@m und ist ein Mal3 fur die Starke der
durchgefuhrten Mutagenese. Der lrevivo Mutagenesen adulter Mannchen verwendete Test
zur Bestimmung der Mutationsfrequenz ist der spehe Lokus-Test (SLT) (Barbaric et al.,
2007), der entsprechend die Haufigkeit bestimmiemBtypen widerspiegelt. Fir dievitro
ENU Mutagenese von ES-Zellen konnte gezeigt werdass die maximal erreichbarkeiprt
Mutationsfrequenzen mit denen dervivo Mutagenesen adulter Mannchen vergleichbar sind
(ca. 1:1000) (Chen et al., 2000). Greber et al0%2@rmittelten in ihren Experimenten unter
den Gesichtpunkten einer ausreichend hohen Musattamund der Erhaltung der Pluripotenz

der Stammzellen eine optimale Mutationsfrequenz M@500.

1.5.2 Durchmusterungsstrategien

In den Gen-getriebenen Ansatzen ist wie in den ®arfgetriebenen Ansatzen eine

Durchmusterungsstrategie festzulegen. Dies bemtiift einen den Aufbau der Bibliothek und

zum anderen die Technik mit der diese nach intarésa Mutationen durchsucht werden soll.

Fur den Aufbau der Bibliothek sind generell zweifdaren beschrieben (Chen et al., 2000;

Greber et al.,, 2005). Zum einen konnen die Zellachnerfolgter Mutagenese so auf
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Multiwell Platten verteilt werden, dass statistisghe limitierte Anzahl verschiedener Klone
pro well zu erwarten ist. Dabei ist allerdings v8eginn an sicherzustellen, dass die
darauffolgende Durchmusterungstechnik sensitiv gasty eine Mutation in einer derartigen
Verdunnung erfolgreich detektieren zu kénnen. Didese Alternative ist die Vereinzelung
der Klone durch manuelles Picken der Kolonien. Dies in Bezug auf die
Detektionssicherheit die sichere Variante und &tauch nachtragliches Durchmischen der
Klone (Pooling), erfordert allerdings zweifelsfignen deutlich hoheren Arbeitsaufwand, der
ein Screening je nach GréRRe der Bibliothek beagsunrentabel erscheinen lassen kann. Die
Wahl der Gré3e der Bibliothek ist wiederum abhangig der Mutationsfrequenz und damit
der erwarteten Wahrscheinlichkeit fur ein bestinsNkitationsereignis.

Fur die gezielte Durchmusterung (Screening) deti@heken (parallel angelegte DNA bzw.
RNA Archive) nach Punktmutationen in interessant@enen wurden bereits einige
Hochdurchsatz-Technologien erfolgreich etablieriese basieren in der Regel auf der
Detektion von Punktmutationen mittels HeterodugicedDazu wird zu Beginn eine
Amplifikation des interessanten Bereichs mittelsRP@hd eine anschlielRende Vermischung
von Wildtyp- und putativen Mutanten PCR Produktesrgenommen. Das PCR-Produkt
Gemisch wird hitzedenaturiert und anschlieRend ldit@hlung renaturiert. Dadurch bilden
sich neben Homoduplices auch Hetroduplices, di¢etnitverschiedener Verfahren einfach
detektierbar sind (Colbert et al.,, 2001). Hierzuhled insbesondere die physikalische
Trennung von Hetero- und Homoduplices Uber die Texatpr Gradienten Elektrophorese
(TGCE) (Li et al., 2002) oder die denaturierendeLBRDHPLC, denat. high performance
liquid chromatography) (Xiao et al., 2001). Ein teees Verfahren beruht auf der gezielten
enzymatischen Spaltung von Heteroduplices mittetstthdonuklease CEL1 aus Sellerie und
der anschlieBenden Gelelektrophoretischen Auftregrder PCR-Produkte (Colbert et al.,
2001). Die effektivste aber auch in Zeiten der ®egierungen der zweiten Generation noch
nicht effizienteste und mit Abstand noch kostemsteste Variante ist die direkte
Sequenzierung interessanter Bereiche im Hochdumleséahren. Aufgrund der rapiden
Entwicklung der Sequenzierverfahren der zweiten &Baion ist allerdings davon
auszugehen, dass es in naher Zukunft sowohl 6kaobnals technisch méglich sein wird,
ganze Genome und damit Zellarchive kostengunstigllph zu sequenzieren (Acevedo-
Arozena et al., 2008a).

Fur die gezielte Durchmusterung von RNA (cDNA) Bitheken nach interessanten Exon-
Deletionen wurde von Greber et al. (2005) ein PC&fahren publiziert (Nested Exon

skipping PCR), welches mittels sogenannter Exom@kg Primer in der Lage war, aus

21



Einleitung

hochgradig gepoolten cDNA Proben ENU mutierter EEB-Klone (100 Klone pro PCR-
Reaktion) Exon-Deletionen erfolgreich zu detekter®ie Exon-Skipping Primer waren
dabei so aufgebaut, dass ihre Sequenz aus demasti-ound stromabwaérts gelegenen Exons
des deletierten Exons zusammengesetzt war, d.hSeligenz des deletierten Exons wurde
Ubersprungen (skipped). Mit dieser Technik gelascaes einer Bibliothek von ca. 40.000
ENU mutierten ES-Zellklonen der Maus Exon-Deletionsanten der Exons 6 und 18 des
OnkogensKit zu isolieren und eine entsprechende MausmutanteelsniBlastocysten-

Injektion zu generieren.

1.6 Ziele dieser Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Entwicklung neuartiger Senengverfahren zur Mutationsdetektion in
ENU mutierten embryonalen Stammzellen der Mausldgnau dem von Greber et al. (2005)
publizierten Verfahren steht dabei die Detektionn vExon-Deletions Mutationen im
Mittelpunkt, da das zu entwickelnde Verfahren bdblg fir den Aufbau eines o6ffentlichen
Exon-Deletions Klon-Archivs genutzt werden soll.eDgeplante Durchmusterungsstrategie
weicht von den bisher beschriebenen Verfahren alil, sie ein paralleles Screening nach
maoglichst vielen putativen Exon-Deletionen in eingelzahl von Genen in einem Ansatz
verfolgt. Mit Hinblick auf die Arbeitsintensitat dndie Kosten eines grofRangelegten
Screenings soll die Sensitivitdt des Verfahrensndeh derart ausgepragt sein, dass die
Analyse gepoolter Proben maoglich ist.

Fur die Entwicklung der Screening-Verfahren sind \forfeld grundlegende Arbeiten und
Analysen erforderlich. Hierzu zahlen insbesondeeelsblierung von Positiv-Kontrollen, die
Generierung einer Bibliothek ENU mutierter embrylené&stammzellen fur Test-Screenings
und die Analyse des Transkriptoms der verwendeté&n Zellen. Auf Basis der oben
genannten Vorgaben soll im ersten Teil der Arbait Blicroarray basiertes Verfahren
entwickelt und hinsichtlich der Machbarkeit untexisuwerden. Als alternatives Detektions-
Verfahren wird in einem zweiten Teil der Arbeit ender parallel zur Durchfiihrung dieser
Arbeit neuaufkommenden Sequenzierverfahren dertew&eneration betrachtet.
Abschlie3end gilt es die Umsetzbarkeit beider Areséh grof3angelegten Screenings zur
Erstellung eines Exon-Deletions ES-Zell-Archivs amtechnischen, wissenschaftlichen und

wirtschaftlichen Gesichtspunkten zu diskutieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Alle allgemein gebrauchliche Chemikalien wiesen \gstens den Reinheitsgracda. auf und
wurden von folgenden Anbietern bezogen: AppliChddar(nstadt), BioRad Laboratories
(Miinchen), Calbiochem (Bad Soden), Carl Roth (Kahs), GE Healthcare Europe
(Freiburg), Gibco BRL (Eggenstein), Invitek (Bejlimnvitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas
(St. Leon-Rot), VWR (Darmstadt), Metabion (Martiest), New England BiolLabs
(Frankfurt), PegLab (Erlangen), Pharmacia (FreipuRgyomega (Madison, USA), QIAGEN
(Hilden), Roche Applied Science (Mannheim), Serteielberg), Sigma (Taufkirchen),
Worthington (Lakewood, NJ, USA).

2.1.2 Allgemeine Verbrauchsmateralien

Allgemein gebrauchliche Verbrauchsmaterialen wurdem folgenden Firmen bezogen:
Applied Biosystems (Darmstadt), Beckman Coultedléfton, USA), Biometra (Géttingen),
BioRad Laboratories (Munchen), Eppendorf (Hambujyco BRL (Eggenstein), Greiner
(Solingen), Heraeus (Osterode), Millipore (EschbokdWG Biotech (Mlunchen), Pharmacia
(Freiburg), Serva (Heidelberg), Schott Glaswerkai(), Sorvall (Bad Homburg), Whatman
(Maidstone, England), Zinsser Analytic (Frankfurt).

2.1.3 Gerate und spezielle Materialien

Agilent Microarrays, Scanner und Zubehor

Agilent Microarray Scanner AA Agilent (Waldbronn)
Feature Extraction Software (V. 9.3.1) Agilent (\dkadonn)
Hybridisierungskammer SureHyb Agilent (Waldbronn)
Hybridisierungsofen Agilent (Waldbronn)
Custom Gene Expression Microarray 4x44k Agilent [Weonn)
Custom Gene Expression Microarray 8x15k Agilent [Mgdeonn)
Hybridisation Gasket Slides 4x44k Agilent (Waldlbmdn
Hybridisation Gasket Slides 8x15k Agilent (Waldlbmdn
Atlas Glass Hybridization Chamber Clontech (Heidet)
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Geldokumentationsgerat und Zubehor
Alphalmager HP
AlphaEase FC Software (V. 4.1.0)

Alpha Innotech Corporation (San ldeanUSA)
Alpha Innotechpdoation (San Leandro, USA)

Gelelektrophorese-Apparaturen und Spannungswandler

Agarosegel-Apparaturen
BioRad PowerPac 200

lllumina Microarrays, Scanner und Zubehor
Microarray Scanner, BeadStation 500X
MouseRef-8 v1.1 Bead Chip

BeadArray Reader Software

BeadStudio Software (V. 1.5.1.3)

Inkubatoren
Innova CO-170

Innova 44

Kapillarsequenzierer
ABI 3730 DNA Analyzer

Mikroskope
Olympus CK2
Zeiss LSM 510 meta

Photometer
Ultraspec 2000
Nanodrop ND 1000

Solexa/lllumina Sequenzierer
lllumina 1G Sequencing Plattform
lllumina analysis pipeline (V. 2.2.3)
Solexa SSB Kit
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Wissenschatftliche WerkstatP1-MG (Berlin)

BioRad Laboratories (Minchen)

lllumina (Baego, USA)
lllumina (San Diego, USA)
lllumina (San Diego, YSA
lllumina (San egSA)

New Brunswick Scientific (NUrtingen)

New Brunswick Scientific (NUrtingen)

Applied Biosystems (Darmsiad

Olympus (Hamburg)

Zeiss (Jena)

Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden
Nanodrop Technologies (WilmingtdBA)

lllumina (San DeySA)
lllumina (S&mego, USA)
lllumina (San Diego, USA)
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Sterilbank
Cleanbench Herasafe

Thermocycler und Thermoblécke
Peltier Thermal Cycler PTC-225
Thermomixer 5436

Ultraschall-Bad
UTR200

Zahlkammer

Neubauer-Zahlkammer

Zentrifugen und Rotoren
Centrifuge 5415-D
Centrifuge 5810-R
SpeedVac SC110

2.1.4 Reaktionskits

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Gene Expression Hybridization Kit

Gene Expression Wash Buffer Kit

lllumina Hybridisierungs- und Waschreagenzien

lllumina TotalPrep RNA Amplification Kit

Invisorb Spin DNA Extraction Kit

Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUS, One-bar

NucleoSpin Extract
OligoTex mRNA mini Kit

SuperScript double stranded cDNA synthesis Kit

2.1.5 Spezielle Chemikalien und Lésungen

Cy3-Streptavidin

DMEM mit (L-Glutamin)
Ethidiumbromid

Foétales Rinderserum (FCS)

Heraeus (Osterode)

MJ Research (Walthad8A)
Eppendorf (Hamburg)

Hielscher Ultrasonics GmbH (Teltow)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Savant Instruments (NY, USA)

ApplBmsystems (Darmstadt)
Agilent (Waldbrgn
Agilent (Waldbronn)
llinen(San Diego, USA)
Ambion (Foster City, US#
Invitek (Berlin)
Agilent (Waldbronn)
Macherey und Nagel (Dtiren)
Qiagen (Hilden)
thogen (Karlsruhe)

Amersham Bioscience (Piscataws§A)J

Pan-Biotech (Nurnberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirche
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Leukaemia inhibitory factor (LIF) Francis Steward
Mitomycin C Roche Applied Science (Mannheim)
N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff (ENU) Sigma-Aldrich (Tdafchen)
Nichtessentielle Aminosaure Pan-Biotech (Nurnberg)
Penicillin/ Streptomycin Mix (100 x) Pan-Biotechijiberg)
TRIzol Reagenz Invitrogen (Karlsruhe)
B-Mercaptoethanol (500 x) Pan-Biotech (Nirnberg)
PBS ohne Ca und Mg (1 x) Pan-Biotech (Nurnberg)
Trypsin-EDTA (1 x) Invitrogen (Karlsruhe)
2.1.6 Enzyme

DNase | Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, U.
DNase |, RNase frei Roche Applied SciencafiMheim
EccRV New England Biolabs (Frankfu
GELase Epicentre Biotechnologies (Madison, U
M-MLV Reverse Transcriptase USB Corporation (Cleveland, US
Proteinase K New England Biolabs (Frankfu
RNase Cocktail Ambion (Foster City, US#
RNase H Ambion (Foster City, US#
TagPolymerase MPI-MG (Berlin)

2.1.7 Haufig verwendete Medien, Puffer und Losungen

DNA-Extraktions-Puffer

Tris-HCI, pH 8,5 100 mM

NaCl 100 mM

EDTA, pH 8,0 10 mM

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) 0,2% (wi/v)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

EDTA 05M

NaOH auf pH 8,0
Ladepuffer-Rot

Kresolrot 1 mM

Saccharose 60% (w/v)
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PCR-Puffer (10x)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50x)

Tris-EDTA-Puffer (TE)

DMEM ES-Medium

DMEM Standardmedium

Einfriermedium

SSC (20x)

Strip2-Puffer

Strip3-Puffer

Tris-HCI, pH 8,5 500 mM
(NH4)2SO4 200 mM
MgCl, ad mM
Tween 20 0,1% (v/v)
Tris 2M
Eisessig 5% (v/v)
EDTA, pH 8,0 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8 1mM
DMEM

FCS (hitzeinaktiviert, 50°C 45 min) 15% (v/v)
Nichtessentielle Aminosauren 1x
B-Mercaptoethanol 1x
Penicillin/ Streptomycin Mix 1x
LIF 1000 U/ml
DMEM

FCS (hitzeinaktiviert, 50°C 45 min)

15% (v/v)

Penicillin/ Streptomycin Mix 1x

DMEM Standardmedium

DMSO

NaCl

Na-Citrat, pH 7,0

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8

Tris-HCI, pH 7,5
MgClz

DTT

BSA

RNaseH
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Strip4-Puffer

Tris-HCI, pH 8,0 1,5mM
Triton-X-100 0,25%o
(V/v)
Tween 20 0,25% (v/v)
GuHCI 50 mM
Proteinase K 2 mgl/l

2.1.8 Maus-Zelllinien

In dieser Arbeit wurden embryonale Stammzellen entbryonale Fibroblasten der Maus
verwendet. Die embryonalen Stammzellen entstamraieem mannlichen F1-Hybrid der
beiden Inzuchtlinien C57BL/6J und 129Sv (Ausgangspge 11 wurde freundlicherweise
von Dr. Herrmann Bauer, MPI-MG zur Verfligung gdgteDiese Zelllinie zeichnet sich
durch eine hohere Keimbahngangigkeit im Vergleiahkden reinen Inzuchtlinien aus. Neben
dieser F1-Zelllinie wurde auch die Linie CGR8 manal genetischen Hintergrund 129Sv flr
Testmutagenesen verwendet. Embryonale Fibroblastemden aus Embryonen des
Auszuchtsstamms CD1 préapariert, da dieser Stamrmanpggrmalien eine hohere Wurfgrol3e
aufweist.

2.1.9 Maus Gehirn-Gewebe

Als unabhangige Referenzprobe fur die Sequenziedesglranskriptoms wurde mRNA aus
dem Hirn einer Maus verwendet. Das Hirn wurde eifh2r Wochen alten ménnlichen
C57BL/6J Maus entnommen, 2 x mit PBS gewaschen h&id-80°C aufbewahrt (Zur

Verfliigung gestellt von Dr. Ulrike Dohrmann).

2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Beglimgen unter Verwendung steril
verpackter Materialien und Loésungen durchgefuhrrtun@lage fir die angewandten
Methoden bildete das Buch 'Manipulating the Mous®EBy/o: A Laboratory Manual (Nagy et
al., 2003). Soweit nicht anders angegeben wurddikufteren bei 37°C, 5% C®und 95%

Luftfeuchtigkeit inkubiert. Medien und L&sungen wan vor der Verwendung auf 37°C

temperiert.

2.2.1 Ernten von Zellen

Zusammenhangende und an den Kulturschalen anhaft@etlverbande wurden durch
‘Trypsinieren' in Einzelzellsuspensionen aufgel®ss Kulturmedium wurde abgesaugt und
die Kulturschale zweimal mit PBS gewaschen. Ansfldnd erfolgte so lange eine
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Inkubation der Zellen mit einer Menge Trypsin-EDTAL.5), die ausreichte den Boden der
Schale zu benetzen, bis sich die Zellen von derrftalcbe l6sten. Gestoppt wurde die
Reaktion durch Zugabe von ca. 5 Volumen MEF Medi(@rl.7). Die Zellen wurden

abschlieBend fur 5 Minuten bei 250 x g pelletibds Zellpellet wurde dann je nach weiterer
Vorgehensweise (Expansion, Einfrieren) in dem estdpenden Medium resuspendiert bzw.

bis zur Extraktion von Nukleinsduren auf —80°C gela

2.2.2 Zahlen von Zellen und Zellkolonien

Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkamm2rl(3) gezahlt. ES-Zellen und MEFs
waren dabei aufgrund der deutlich runderen Form gedngeren Grof3e der ES Zellen
eindeutig zu unterscheiden. Stammzellen wurdennmem&Rig wahrend der Expansion und
vor der Konservierung gezahlt.

Stammzellkolonien auféeder layerh(2.2.4) wurden direkt auf der Kulturschale undem
Mikroskop bei 40-facher VergroRerung ausgezahitie Einter der Schale angebrachte Folie
erleichterte dabei die Arbeit, indem sie es ernobgd, Uber aufgedruckte Kreisausschnitte

(1/2 bis 1/36) Teilbereiche einer Platte auszuz@hle

2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Mauszellen

Pelletierte Zellen wurden zur Konservierung in elsém Einfriermedium resuspendiert und
in einer vorgekuhlten Styroporbox in einem —80°drBeschrank langsam heruntergekihlt,
um einer Bildung von Eiskristallen und damit dersgérung von Zellen vorzubeugen. Der
maximale Zelltiter betrug dabei 5x2@ellen pro ml. Nach 24 - 48h wurden die Zellen zur
langerfristigen Lagerung in flussigen Stickstofedibihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch Inkubati@s dRohrchens im Wasserbad bei 37°C.
Die aufgetaute Zellsuspension wurde schnellstmighgt 5-10 Volumen warmem MEF
bzw. ES-MEF (2.1.7) Medium verdinnt und die ZellanschlieRend pelletiert. Die
Kontaktzeit der Zellen mit dem toxischen DMSO ol moglichst kurz gehalten werden.
Das Zellpellet wurde dann in einer entsprechendengd Medium resuspendiert und auf das

gewilnschte Kulturschalenformat ausplattiert.

2.2.4 Embryonale Fibroblasten der Maus

Embryonale Stammzellen der Maus wurden in diesdyeiirauf einer Schicht mitotisch
inaktivierter embryonaler Fibroblasten (MEF) kuist, da diese der spontanen
Differenzierung der Stammzellen entgegenwirken.sBi&ellschicht wird auch al$eéder

layer bezeichnet.
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2.2.4.1 Isolation und Expansion embryonaler Fibroblasten

Anders als ES-Zellen lassen sich embryonale Fibsteh nicht unbegrenzt kultivieren, was
eine Isolation frischer MEFs in bestimmten Zeitdbsien erfordert. Schwangere Mause des
Stamms CD1 (2.1.8) wurden am 14. Tag p. c. durchicBbruch getdtet und anschlie3end
der Uterus entnommen. Nachdem Fruchtblase und i&@aeatfernt waren, wurden Kopf und
dunkelrot gefarbte Organe des Embryos entfernt, htker nur wenige Fibroblasten
vorkommen. Das restliche Gewebe wurde im Anschiogseinem Skallpell in wenig PBS
sehr fein zerkleinert bis es sich pipettieren lieiz durch die Freisetzung von DNA bedingte
Viskositdt wurde durch Zugabe von 100 Units DNasgré Embryo reduziert. Der
Gewebeverband wurde dann durch Zugabe von 1 misifrygDTA pro Embryo und
anschlieRender 15 minutiger Inkubation bei 37°C laichtem Schwenken in einem 50 ml
Falcon Réhrchen enzymatisch aufgeschlossen. Diktieeavurde durch Zugabe von 3 bis 5
Volumen warmem MEF Medium (2.1.7) gestoppt. Naameeilnkubationsphase von ca. 5
Minuten hatten sich grél3ere unverdaute Gewebephréitn Boden des Reaktionsgefalles
abgesetzt. Der die Einzelzellen enthaltende Ubmdsteurde in ein frisches 50 ml Falcon
uberfuhrt. Die Zellen wurden fur 5 Minuten bei c@ X g pelletiert, der Uberstand
abgenommen, das Pellet in warmem MEF Medium resulsge und erneut pelletiert. Das
Zellpellet wurde in so viel MEF Medium resuspentlielass drei Embryo-Aquivalente auf
eine 15cm Kulturschale (ca. 25 ml) ausplattiertdeer konnten. Nach ca. 16 Stunden wurde
das Medium gewechselt. Bei den der Kulturschaleettehden Zellen handelte es sich
grof3tenteils um Fibroblasten, die als Passage €idieret wurden.

Zur weiteren Expansion wurden konfluent bewachsé&ndturschalen trypsiniert, das
resultierende Pellet im Verhaltnis 1/3 zum vorhenigZelltiter in frischem MEF Medium
resuspendiert, erneut ausplattiert und die Fibstbtabis zur Konfluenz kultiviert (Passage
1). Durch zwei weitere Expansionszyklen (Trypsiaigy, 1/3 Verdinnung, Kultur bis zur
Konfluenz) konnte die Ausgangsmenge (Passage Opufodas 27-fache (Passage 3)
angehoben werden. Eine weitere Expansion wurdd maigenommen, da hohere Passagen
deutliche EinbuRen der Wachstumsgeschwindigkegteeiund nicht mehr zu Generierung
von feeder layerhgeeignet erschienen. Fibroblasten der Passage&d@ew zur Verwendung

als feeder lay€ermitotisch inaktiviert.

2.2.4.2 Inaktivierung embryonaler Fibroblasten

Die mitotische Inaktivierung der MEF erfolgte dur@ine 2 stindige Behandlung der
adherenten Zellen mit 10pg/ml des SpindelgiftesoMigcin C (2.1.5) (Martin et al., 1975) in
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MEF Medium. Die Fibroblasten wurden anschlie3enctizMal mit PBS gewaschen und
trypsiniert. So gewonnene inaktivierte MEF wurdear direkten Verwendung erneut
ausplattiert oder zur spateren Verwendung eingefrd2.2.3). Embryonale Stammzellen
wurden allerdings erst 24 Stunden nach Ausplattieler MEFs auf diesen kultiviert. Mit
Hinblick auf die Qualitat der Stammzellkultur selider Zelltiter zur Generierung vdeeder

layer so eingestellt werden, dass Fibroblasten die usthale anndhernd vollstandig

abdecken sich aber nicht gegenseitig tberwachsen.

2.2.5 Kultur embryonaler Stammzellen der Maus

Embryonale Stammzellen der hier verwendeten F1 Elinfe (2.1.8) wurden aufiéeder
layern aus teilungsinaktivierten CD1 MEFs (2.2.4) ku#n. Im Allgemeinen wurden 500
bis 2000 ES-Zellen pro ciKulturschalenoberfache ausplattiert, die zu Kadighten von
50 bis 500 Kolonien pro chfilhrten. Die Plattierungseffizienz war hauptséthlabhangig
von dem Zustand der Zellen, d.h. ob diese frisclyedaut oder bereits langer in Kultur
gehalten wurden. Das Medium wurde in der RegelZlbis 48 Stunden gewechselt. Soweit
nicht anders angegeben wurden ES-Zellen maximabdge Tauf der gleichen Kulturschale
kultiviert, um einer spontanen Differenzierung iesbndere grofRer ES-Zellkolonien
entgegenzuwirken. Beim Umplattieren (Passagierad)&infrieren erfolgte keine Trennung
der ES- Zellen von den Fibroblastenzellen, da déweteil an einer konfluent bewachsenen
Kulturschale nur maximal 1% betrug. Es wurde viet\auf eine sehr gute Vereinzelung der
Zellen wahrend der Passagen gelegt, da ES-Zellemusplattierten Zellaggregaten dazu
neigen spontan zu differenzieren. Die Anzahl dessBgen wurde fortlaufend vermerkt. Es
wurde versucht die Passagenanzahl mdglichst gemindnalten, da mit der Anzahl der

Passagen die Gefahr einer karyotypischen Verandauwmmmt (Eggan et al., 2002).

2.2.5.1 Zellkultur in Multititerplatten

Bei der Zellkultur in 96er Multititerplatten wurdgrundséatzlich auf Zentrifugationsschritte
verzichtet. Die Zellen waren somit nach der Pasdagkingerem Kontakt mit geringen
Mengen Trypsin-EDTA. Daher wurde hier ein Mediumhsa schon nach 6-12 Stunden
durchgefuhrt.

Einzelne Positionen einer eingefrorenen PlatteelieBich durch die Zugabe von warmem
Medium leicht herauspipettieren, wahrend die and@wesitionen bei zlgiger Vorgehenweise

gefroren blieben.
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2.2.5.2 Subklonieren embryonaler Stammzellkolonien

Die klonale Vervielfaltigung einer einzelnen Stanatfiolonie erforderte zunachst eine
geringe Koloniedichte (max.10/&nauf der Kulturschale, um eine saubere Trennung
einzelner Kolonien gewahrleisten zu kénnen. Weitewar eine gewisse Koloniegrof3e notig,
die in der Regel nach 6-8 Tagen Wachstum auf &ohale erreicht wurde. Die Kulturschale
wurde mit PBS gewaschen und so viel PBS in der |8alpelassen, dass es ausreichte den
Boden zu benetzen. Unter 40-facher VergroRerungievdie gewtinschte Kolonie mit einer
feinen Pipettenspitze leicht von defeeder-layergeldst, ruckartig mit einem Volumen von
10 pl PBS in die Spitze gesaugt und in 25 pl warimgpsin-EDTA Uberfuhrt. Nach wenigen
Minuten lie3en sich die Zellen der Kolonie vereinzesodass die Reaktion durch Zugabe von
ca. 220 pl ES-DMEM gestoppt werden konnte. Ein Yada von 250 pl wurde dann zur
weiteren Expansion der Stammzellen in eine fagder layerhbeschichtete Position einer

96er Multititerplatte pipettiert.

2.2.6 Karyotypisierung embryonaler Stammzellen

Stammzellen konnen im Laufe der Kultur karyotyopescAbberationen aufweisen. Da in
dieser Arbeit eine Bibliothek chemisch mutierter-BESlen angelegt werden sollte, wurden
Zellen der fur die Mutagenese verwendeten Passadel) (im Vorfeld auf eine

ordnungsgemale Anzahl von Chromosomen untersucht.

Abbildung 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eies Karyogramms einer Maus ES-Zelle (F1)

Die Lyse der Zellen in einer hypotonischen KCI-Ldgwnd die Fixierung der Chromosomen
wurde nach dem in dem Buch 'Manipulating the Moksabryo: A Laboratory Manual.’
veroffentlichen Protokoll durchgefuihrt (Nagy et, &003). Die Chromosomen wurden mit
einer 0,0001% (w/v) DAPI Lésung auf dem Objekttragegefarbt und durch Anregung des
Farbstoffes bei 364 nm mittels eines FluoreszenmsKopes sichtbar gemacht. Es wurden
funf Karyogramme erstellt, von denen alle einemmaden Karyotypen aufwiesen (Abbildung
6).
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2.2.7 Chemische Mutagenese embryonaler Stammzellen

Zur chemischen Mutagenese embryonaler Stammzellenrdew das Mutagen
Ethylnitrosoharnstoff (ENU) genutzt. ES-Zellen weind dazu aufféeder layerh bis zur
Subkonfluenz kultiviert (2.2.5), trypsiniert und sm DMEM ES-Medium (2.1.7)
resuspendiert, dass der Zelltiter zwischen 0,5luktio Zellen pro ml Medium betrug (2.2.2).
Im Allgemeinen wurden Mutagenesen mit mehr als®%Zellen durchgefiihrt, da man bei
einer erwarteten Uberlebensrate von ca. 5% (Grebeal., 2005) und einer minimalen
Plattierungseffizienz von 10% Verluste von 99,5%zaweisen hat und ein Grof3teil der
Uberlebenden Zellen zur Bestimmung Higrt-Mutationsfrequenz (2.2.8) nétig ist.

Zur Mutagenese wurde frisch angesetztes ENU (Auwsiasung: 40 mM ENU in PBS) bis
zur gewuinschten Endkonzentration (i.d.R. 2 mM) dallsuspension zugesetzt. Die
Suspension wurde dann 90 Minuten bei 37°C leicldclg@enkt um eine gleichmafige
Verteilung des Mutagens zu gewahrleisten. Anschhe3vurden die Zellen abzentrifugiert,
zweimal mit PBS gewaschen und in ES-Medium aufgenem Ein Teil der mutagenisierten
ES-Zellen wurde sofort eingefroren (2.2.3), wahremd anderer Teil zur Bestimmung der
Uberlebensrate und der Mutationsfrequenz genutrtievu

Zur Ermittlung der von der Plattierungseffizienzrdisigten Uberlebensrate wurde ein
Aliquot der Stammzellen vor der ENU-Zugabe entnommed parallel bearbeitet. Nach
erfolgter 90 minudtiger Inkubation wurden dann dgheicMengen ENU und nicht ENU
behandelter Zellen auf Kulturschalen ausgesat. MaehTagen Kultur wurden die Kolonien
auf den Platten ausgezahlt und verglichen. Das alkmib angewachsener unbehandelter
Stammzellkolonien zu der Anzahl ausplattierter etelentspricht der Plattierungseffizienz,
wahrend das Verhéltnis mutagenisierter KoloniemdeuAnzahl unbehandelter Kolonien die

Uberlebensrate widerspiegelt.

2.2.8 Mutationsfrequenzen amHprt Locus

Der Erfolg und die Starke einer ENU-Mutagenese wudiirch denHprt-Selektionstest
Uberpruft (Hooper et al., 1987). Dieser Test ditas basierend auf einer negativen Selektion
mit dem Purin-Analog 6-Thioguanin (6-TG) auf soldB8-Zellklone zu selektieren, die eine
funktionelle Mutation desHprt-Gens aufweisen. Der Anteil solcher Mutanten ineein
Population chemisch mutagenisierter ES-Zellen ewtspder Hprt-Mutationsfrequenz und
erlaubt somit eine Beurteilung des Mutationseraigges.

Nach Ermittlung der Uberlebensrate (2.2.7) wurde gjroRe Anzahl (1 x 2puberlebender
ENU-mutierter ES-Zellen auf eine 15 cm Schale dfeedler layerausplattiert und kultiviert.

33



Material und Methoden

Vor Beginn der Selektion wurden die Stammzellkabonzweimal passagiert und die Zellzahl
dabei um eine 10er Potenz reduziert. Diese verléadgigkubationsphase (ca. 8-10 Tage) war
notig, damit noch vorhandenes HPRT-Enzym in derrmiallen Mutanten degradiert bzw.
ausgedunnt werden konnte. Die Reduktion der Zdllzalh jeder Passage sollte einer
Anhaufung redundanter ES-Zellklone, bedingt durak datlrliche Wachstum der Kolonien,
entgegenwirken. Mit der zweiten Passage wurden Zkden auf zwei Kulturschalen
aufgeteilt. Davon diente eine der Ermittlung deatt®rungseffizienz, d.h. es erfolgte keine
Zugabe von 6-TG und die angewachsenen Kolonienevundich 3 Tagen Kultur ausgezahlt,
wahrend die andere zur Selektion udprt-Funktionsmutanten genutzt wurde. Die Selektion
startete einen Tag nach der zweiten Passage dungabg von 10 pM 6-TG in das
Kulturmedium. Nach ca. 8 bis 10 Tagen Kultur wurd#ie 6-TG resistenten Kolonien
ausgezahlt und konnten je nach Bedarf subkloniertian. Die Mutationsfrequenz entsprach
dann der Anzahl 6-TG resistenter Kolonien dividiekrch die Anzahl angewachsener
Kolonien auf der unbehandelten Kulturschale. DigeRan spontan auftretendeprt-
Funktionsmutaten wurde durch Mitfihren einer Nufikolle, d.h. der Selektion auf 6-TG

resistenten Kolonien innerhalb einer nicht-mutagienien ES-Zellpopulation, kontrolliert.
2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente in dieser hider Analyse von Nukleinsaureproben.
Die Molekile werden dabei gemafd ihrer Wanderungsgesadigkeit im elektrischen Feld,
welches an eine Agarose-Gelmatrix angelegt istgetténnt. Die Gele wurden nach
Sambrook und Russell (Sambrook and Russell, 20@Destellt. Die Agarosekonzentration
richtete sich dabei im Wesentlichen nach der GrifseTyp der zu analysierenden Molekiile
(Tabelle 1). Die Elektrophorese fand in mit 1 x T&EL.7) gefillten Elektrophoresekammern
bei 5 bis 15 V/cm fur 30 - 90 min statt. Zur spéte¥isualisierung der Nukleinsauren enthielt
das Gel Ethidiumbromid (EtBr; 2.1.5) welches in pleistrangige Bereiche der
Nukleinsduremolekile interkaliert und bei Anregung UV-Licht der Wellenlange. = 302

nm fluoresziert. Die Dokumentation erfolgte tber Geldokumentationssystem (2.1.3).

Tabelle 1: Verwendete Agarosekonzentrationen in Agasegelen

Molekul-Typ Agarose (w/v)
Gesamt-RNA 1,0%
genomische DNA 0,8%
Fragmente > 1000 bp 1,0%
Fragmente 300-1000 bp 1,5%
Fragmente < 300bp 2,0%
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2.3.2 Spektrophotometrie

Fur spektralphotometrische Untersuchungen wurde Manodrop ND 1000 mit der
dazugehorigen Software nach Herstellerangaben welete Die Konzentration von
Nukleinsdureproben wurde Uber die Extinktion Bei= 260 nm ermittelt. Je nach
Nukleinsauretyp bietet die Software hier verschimedeEinstellungen, die eine direkte
Umrechnung der Extinktion in eine Konzentrationsebey ermdglicht (dsDNA: DNA50
entspricht 50 pg/ml bei einer Extinktion von 1 gesen mit einer konventionellen
Messkuvette mit einer Schichtdicke von 10mm; RNA=MD pg/ml; ssSDNA-33= 33 pg/ml).
Das Verhaltnis der Extinktionen bei Wellenlangemv60 nm und 280 nm diente der
Reinheitskontrolle der betrachteten Nukleinsaureeno Fir reine DNA-LOsungen wird ein
Wert von Aeo/Azgo = 1,8 erwartet, fir reine RNA-LOsungen ein Werth\@,gi/Azgo = 2,0.
Werte kleiner der erwarteten sind ein Anzeicheneiile Kontamination mit Proteinen oder
Phenol, die eine starke Absorption nahe 280 nm eigém.

Das Nanodrop-Instrument wurde weiterhin dazu beéndie spezifische Cyanine-3-Aktivitéat
(pmol/pg cRNA) in amplifizierten RNA-Proben zu beshen. Dieser Wert gibt Aufschluss
daruiber, ob bei der Amplifikation der RNA ausreictieCy3 eingebaut wurde, um bei der
nachfolgenden Hybridisierung auf Agilent-Microarsayentsprechende Signalintensitaten
erreichen zu kénnen. Die Extinktion Ber 550 nm wurde von der Software zur Berechnung
der vorhandenen Cy3-Konzentration genutzt. Die iipelze Aktivitat wurde dann wie folgt
berechnet (One-Color Microarray-Based Gene Expyas#inalysis Protokoll der Firma
Agilent Technologies, www.agilent.com):

Cy3-Konzentrabon (pmol/ )

Spezifische Aktivitat Cy3 (pmol Cy3/ug cRNA
P y3(p ySIHg )cRNA—Konzentra'bn (ra/ i)

Lag die Aktivitdt unter einem Wert von 9,0 pmol Qy§ cRNA wurde die Probe den
Herstellerangaben folgend nicht fur eine Hybridisigy genutzt.

2.3.3 Isolation von Gesamt-RNA

Analog zur Isolation genomischer DNA wurden ES-&ellzunachst geerntet (2.2.1),
gewaschen und pelletiert (1000 x g, 3 min). Maus)kurde vorab unter Verwendung von
flissigem Stickstoff gemorstert und dann der Isohatinterzogen. Die Isolation von Gesamt-
RNA erfolgte mit dem TRIzol-Reagenz (2.1.5) (Chowgreski et al., 1987) exakt nach dem
vom Hersteller zur Verfigung gestellten ProtokoNgshalb hier auf eine detaillierte
Beschreibung der Prozedur verzichtet wird. Die Aumigung basiert auf einer Extraktion mit

einem Phenol-Chloroform-Gemischs und einer andgbhiden Fallung mit 100% Isopropanol
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(v/v). Zum sofortigen Schutz vor moglichen RNasataminationen enthalt das Reagenz den
RNase-Inhibitor Guanidinisothiocyanat. RNA wurde dreser Arbeit durchweg in RNase
freiem Wasser (Qiagen) gelost.

- = —— -

Abbildung 7: Beispielhafte Darstellung der Integritatskontrolle isolierter Gesamt-RNA

Beispielhaft dargestellt ist die Ethidiumbromid mittelte Fluoreszenz von Gesamt-RNA aus 4 ES-Zglh)
nach elektrophoretischer Auftrenung in einem 1%tigAgarosegel. Es wurde jeweils 10% der Menge RNA
aufgetragen, die aus einem Well einer 6er-Mulfiligite isoliert werden konnte (~ 0,5-3 pg RNA). Sieharfe
der beiden Banden der ribosmomalen RNA und dabaleis (ca. 2:1) der 28S-RNA (obere Bande) zur-18S
RNA (untere Bande) deuten auf hohe Integritat debén hin.

Etwaige Kontaminationen der RNA-Proben mit genomescDNA wurden durch einen
anschlieBenden DNasel-Verdau beseitigt. Der Veeténigte in 1 x DNasel Inkubations-
Puffer (Roche) unter Zugabe von DNasel (0.25 U/INARund anschliel3ender Inkubation
fur 15 Minuten bei 37°C. Die Reaktion wurde gestagyrch Zugabe von EDTA (pH 8,0) in
einer Endkonzentration von 8 mM und einer 10 mageni Inkubation bei 75°C. Die RNA
wurde im Anschluss erneut mit Isopropanol gefatit un Wasser gelost. Gesamt-RNA, die
fur eine spatere Amplifikation mit dem 'Low RNA lmipLinear Amplification Kit PLUS' der
Firma Agilent gedacht war, wurde aufgrund einer Eehlung in dem Handbuch des Kits
nicht mit DNasel behandelt.

Die Integritat der Gesamt-RNA wurde gelelektroptisod (2.3.1) anhand der Scharfe und
der Intensitatsverhaltnisse der 28S-RNA und 18S-RB&nden Uberprift. Die RNA-
Konzentration wurde spektrophotometrisch (2.3.2) dem Nanodrop-Instrument ermittelt.
RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.3.4 lIsolation von messenger RNA

Messenger RNA diente in dieser Arbeit als Ausgaragermal fir die Synthese
doppelstrangiger cDNA (ds-cDNA), welche nachfolgemad einem Hochdurchsatz-
Sequenzierverfahren mittels Solexa-Technologie esezjart wurde. Die Aufreinigung von
MRNA aus Gesamt-RNA Proben erfolgte mit dem 'Gligo mMRNA mini Kit' (2.1.4) und
basiert auf der Bindung der polyA Schwanze der mRW#eklle an oligodT Molekile, die

an eine Kieselgelmatrix gebunden sind. Mit Ausnahiee Elution erfolgte die mRNA
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Extraktion entsprechend den Herstellerangaben. Alsgangsmaterial dienten 250 ug
Gesamt-RNA. Um eine héhere Ausbeute zu erreichemevdie mRNA abweichend vom
Protokoll zweimal mit einem groReren Volumen vor0 10l 70°C heiRem Puffer OEB
(Quiagen) eluiert. Das Eluat wurde anschlieendQyiitVol 3M Natrium-Acetat (pH 5,6)
und 2,5 Vol 96% Ethanol (v/v) versetzt und die alishde mRNA durch Zentrifugation
(14.000 x g , 30 min, 4°C) pelletiert. Das Pelletrde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen,
in 9 pl RNase freiem Wasser (Qiagen) gelost urgtirgktem Anschluss fir die Synthese von
ds-cDNA (2.3.6) genutzt.

2.3.5 Synthese einzelstrangiger cONA

Die Synthese einzelstrangiger cDNA (cDNA) entsprider reversen Transkription (RT)
einer RNA-Matrize in einzelstrangige DNA ausgehend einem an die RNA gebundenen
Oligonukleotid-Primer. In dieser Arbeit wird durchw ein oligodTs-Primer verwendet. Bei
den cDNA Molekilen sollte es sich daher weitestgedhem Kopien eukaryotischer mRNA
handeln, da nur diese einen Poly-A-Schwanz aufweise

Qualitatsgeprufte RNA und oligoddFPrimer (Tabelle 2) wurden zunéchst fur 5 min &&f®
erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis abgekiblese Schritte dienten der Auflésung
maoglicher Sekundarstrukturen und der Verhinderumgerelangsamen Ruckfaltung. Im
Anschluss wurden die restlichen Reaktionskompomeiff@belle 2) hinzugefigt und der
Reaktionsansatz fur 1h bei 37°C inkubiert. Einekiivéierung der Reversen Transkriptase
erfolgte durch 10 minutige Inkubation des Ansatzeis70°C. Eine weitere Aufreinigung der
cDNA erfolgte nicht. Sie konnte so als Matrize ier PCR (2.3.7) eingesetzt werden. Die

cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.

Tabelle 2: Zusammensetzung einer Erststrang-cDNA-S$ihese

Reaktionskomponente Menge
Gesamt-RNA 1-5ug
oligodTs-Primer 20 ng
dNTPs 10 nmol
M-MLV Reaktionspuffer 1x
M-MLV Reverse Transkriptase 100 U
H20 ad 50 pl

2.3.6 Synthese doppelstrangiger cDNA

Doppelstrangige cDNA (ds-cDNA) wurde unter Verwengudes 'SuperScript double

stranded cDNA synthesis Kit' (2.1.4) der Firma trogien hergestellt. Dabei wurde exakt

nach Herstellervorgaben gearbeitet. Als Ausgangsmadtdiente die wie unter Abschnitt
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2.3.4 aufgereinigte mRNA. Prinzipiell basiert dignBhese auf folgenden Schritten: Zunachst
wird ausgehend von einer mRNA-Matrize unter Verweryl eines oligodi-Primers die
Erststrang-cDNA analog zu Abschnitt 2.3.5 synthetisRNaseH bewirkt in einem nachsten
Teilschritt einen partiellen Abbau der RNA-Matriazeas dahingehend genutzt wird, dass
diese nun als Primer flr die Synthese des Zweiigsraienen konnen. Die Synthese wird von
einerE.coli DNA-Polymerase durchgefuhrt, wahrend eine Ligasendu enstandenen DNA-
Fragmente kovalent verknipft.

Doppelstrangige cDNA wurde nach Herstellerangabenit rRPhenol-Chloroform-
Isoamyalkohol-Extraktion aufgereinigt, mittels BEtloh und Ammonium-Acetat prazipitiert
und in TE gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20°Die DNA-Konzentration wurde
spektrophotometrisch ermittelt und die Grol3enviemg der cDNA-Fragmente auf einem

Agarose-Gel tUberpruft.

2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahrenclesin vitro die Vervielfaltigung eines
spezifischen DNA-Fragments bekannter Sequenz arl@dbllis et al., 1986; Saiki et al.,
1988). Prinzipiell lauft die Amplifikation in dréschritten ab: Durch Hitze wird die DNA-
Matrize in ihre Einzelstrange denaturiert. In eineweiten Reaktionsschritt wird bei
niedrigerer Temperatur eine Anlagerung kurzer stigbh hergestellter Oligonukleotid-
Primer an komplementéare Sequenzbereiche der Matb2dA ermdglicht. Ausgehend von
den 3-OH Enden der Primer erfolgt dann die SyrghéElongation) des jeweiligen
komplementaren DNA-Stranges mittels einer therniileta Polymerase. Die Wiederholung
dieser Reaktionsschritte fuhrt daher im Idealfall @ner exponentiellen Vermehrung des
durch die Primer begrenzten DNA-Fragmentes (Veronaipr der Anzahl der
Ausgangsfragmente um den Faktdr & = Anzahl der Zyklen). Die Zusammensetzung eines
Standard-PCR-Ansatzes ist in Tabelle 3 wiedergelbabelle 4 gibt Auskunft Gber das in
dieser Arbeit verwendete Standard-PCR-Thermoprd@ibweit nicht anders angegeben
erfolgte die Auswahl geeigneter Primersequenzearufuihilfenahme der Primer3 Software
(Rozen et al., 2000). Die Bezeichnung RT-PCR wirddieser Arbeit als Synonym daflr
benutzt, dass cDNA als Matrize in der PCR verwendatde. Der Erfolg der PCR wurde

generell auf Agarosegelen tberprift.
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Tabelle 3: Zusammensetzung eines Standard-PCR-Anga&ts

Die Primerkonzentrationen und die eingesetzte MeBg¢A-Matrize variierten je nach Primerpaar und
Beschaffenheit der Matrize (Qualitat und Typ desldkiils [cDNA, gDNA, PCR-Produkt]). Die verwendetet
Konzentration wurde jeweils in Vorversuchen ernftitted.R. wurden Primer mit Langen von 18 bis 22 b
verwendet.

Komponente Endkonzentration
PCR-Puffer 1x
dNTPs 400 puM
Primer 1 100 - 500 nM
Primer 2 100 - 500 nM
TagPolymerase 0,02 U/ul
DNA-Matrize 0,1 pg/ul -10 ng/pl
Wasser ad 50 pl

Tabelle 4: Thermoprofil einer Standard-PCR

Die fur die Primer-Anlagerung gewahlte Temperatahtete sich nach den Beschaffenheiten der Prifgr (
Wert) und wurde in Vorversuchen ermittelt. Je nadéinge der zu amplifizierenden Sequenz wurde die
Elongationszeit variiert.

Zyklen Reaktionsschritt Temperatur Zeit
1x Initialdenaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 20s
34 x Primer-Anlagerung 58-68°C 20s
Elongation 72°C 30 s /500 bp
1x Elongation 72°C 5 min

2.3.8 Microarray-Analysen

2.3.8.1 lllumina Genexpressions Microarays

Die kommerziell von der Firma lllumina vertriebendaus-Genexpressions Microarrays
wurden zur Analyse des Transkriptoms von Wildtyj EBNU-mutagenisierten embryonalen
Stammzellen der Maus genutzt. Es wurde der Mous8Rdf.1 Bead Chip Arrray (2.1.3)
genutzt, dessen Oligonukleotid-Zusammenstellungefamessionsanalysen der bis dato in
die RefSeg-mRNA Datenbank (Pruitt et al., 2007)halénen Transkripte erlaubte. Der
komplette Microarray bestand aus jeweils acht Feldanit identischer Oligo-
Zusammenstellung, was eine parallele Analyse vahRwben moglich machte.

RNA Isolation, DNase-Verdau und Qualitatskontraller Gesamt-RNA wurden wie bereits
beschrieben durchgefihrt (2.3.3). Fur die Hybretisng war im Vorfeld die Amplifikation
der in der Gesamt-RNA enthaltenen mRNA und der &intBiotin markierter UTP
Nukleotide (biotin-16-UTP) in diese copy-RNA (cRNAYtig. Die lineare Amplifikation
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basierte auf der von Eberwine (Eberwine 1996) aritglien Strategie und wurde mit dem
'lllumina TotalPrep RNA Amplification Kit' (2.1.4pach Herstellerangaben durchgefuhrt. Es
wurden je 700 ng cRNA auf ein Feld hybridisierteybridisierung, die Waschschritte, die
Farbung durch Bindung von Cy3-Streptavidin an dietiB markierten UTP und das
Auslesen der Lichtsignale erfolgte exakt nach deandtbuch des Herstellers (lllumina
BeadStation 500x System Manual_RevC, www.illumiamg Es wurde der Scanner
BeadStation 500x zusammen mit der BeadArray Re&détware verwendet (2.1.3). Zur
Prozessierung und Analyse der Microarray-Datentdielie BeadStudio Software (Version
1.5.1.3, 2.1.3). Netto-Signalintensitaten wurdent rdieser Software zunéchst durch
Subtraktion des lokalen Hintergrunds eines jedenigoabignals berechnet, die
Signalintensitaten von Oligo-Replikaten (15-77 Bosen/RefSeq) gemittelt und die Daten
gleichzeitig unter Verwendung der 'rank-invari@ytion (Kuhn et al., 2004) normalisiert. In
dieser Arbeit wurde ein RefSeq-Gen (Pruitt et2007) als transkribiert angesehen, wenn der
'detection-value' (Kuhn et al., 2004) einen Wef,99 aufwies. Streudiagramme (scatterplots)
und das Bestimmtheitsmal3 zum Vergleich des Trgptskns zweier Proben wurden ebenfalls

mit der BeadStudio Software erstellt.

2.3.8.2 Agilent Microarrays

Teil dieser Arbeit war unter anderem die DetektiEldU-induzierter Splei3-Mutationen in

ES-Zellen der Maus. Zu diesem Zweck wurden sogederanmaligonucleotide-Custom-

Microarrays' der Firma Agilent genutzt. Wie das Waustom' bereits andeutet, kdnnen
Oligonukleotid-Sonden beliebiger Sequenz in Langem 25 bis 60 bp nach Kundenwunsch
von Agilentin-situ direkt auf der Glasoberflache des Microarraysetstsogenannter Ink-Jet
Technologie synthetisiert werden. Neben den frelbaien Oligonukleotid-Sonden wurden
von der Firma Agilent automatisch solche Oligonokilde auf den Array aufgebracht, Gber
die nach der Hybridisierung mittels der Featurer&otion Software (V. 9.3.1) eine Rasterung
des Microarray-Bildes und damit eine genaue Zuandnder Oligonukleotide stattfand. Des
Weiteren wurden automatisch interne Kontroll-Oligkleotide aufgebracht. Zu dem
Amplifikationsansatz der zu hybridisierenden RNABen wurden ein Mix von Kontroll-

RNAs (One-color spike-ins) der Firma Agilent gegebedie an diese speziellen
Oligonukleotide binden sollten. Diese Kontroll-RNAsvaren in verschiedenen

Konzentrationen enthalten, sodass in der Auswerkorgrolliert werden konnte, ob eine
lineare Amplifikation der RNA-Probe stattgefundeat,hin welchem Signalintensitats-Bereich
lineare Ergebnisse zu erwarten waren und ab weldhiemsitidten von Hintergrundsignal

bzw. einer Signalsattigung ausgegangen werden &ofme Ubersicht zu den verwendeten
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Microarray-Formaten gibt Tabelle 5. Das finale Desiund die Zusammenstellung der
Oligonukleotid-Proben erfolgte Uber die von demtarAgilent zur Verfigung gestellte Web-
Applikation 'eArray’ (https://earray.chem.agileptiwearray). Es wurden 20 bp lange Agilent

Standard Linker (Spacer) Oligonukleotidsequenzendan 3'-Enden der Oligonukleotide
vorgesehen. Dieser Linker hat die Aufgabe einestakuthalters zwischen Oberflache des
Arrays und der Oligonukleotidsequenz und verbessertladurch die

Hybridisierungseigenschaften des eigentlichen @ligie Sequenz des Linkers ist

synthetisch erstellt und bis dato in keiner Seqdatenbank eines Organismus verzeichnet.

Tabelle 5: Verwendete Agilent One-Color Custom-Micoarrays
Die 8 x 15 K Microarrays waren erst ab Friihjahr 206rfugbar.

4x44 K 8 x15K

Felder / Microarray 4 8
Gesamtzahl Oligos / Feld 45220 15744
Verfugbare Oligos / Feld 43803 15208
Agilent Kontroll-Oligos 1417 536

RNA Isolation und Qualitatskontrolle der Gesamt-RNAirden wie bereits beschrieben
durchgefuhrt (2.3.3). Von einem DNase-Verdau wuirdedem Handbuch (One-Color
Microarray-Based Gene Expression Analysis Versiob, Svww.agilent.co explizit

abgeraten. Fur die Hybridisierung war die Amplifika der in der Gesamt-RNA enthaltenen
MRNA und der Einbau markierter Nukleotide in dieRNA (aRNA = amplified RNA) nétig.
Das dazu verwendetete 'Low RNA Input Linear Ampéfion Kit' (2.1.4) basierte auf der
linearen Amplifikation von RNA nach Eberwine (1996n Gegensatz zu dem Kit der Firma
lllumina (2.3.8.1) wurden mit diesem Kit CyanineC3P Nukleotide direkt in die aRNA
eingebaut, sodass eine nachtragliche indirekte uRg@rbiber die Bindung von Cy3-
Streptavidin an Biotin markierte UTP Uberflissigrder Die Amplifikation erfolgte strikt
nach Hersteller-Protokoll unter Verwendung von 4@ Gesamt-RNA. Der erfolgreiche
Einbau der Cy3-CTP Nukleotide wurde spektrophotoiset bestatigt (2.3.2). Die weitere
Aufreinigung der aRNA, die 16-stindige Hybridisiegqu bei 65°C und 10 rpm im
Hybridisierungsofen, die Waschschritte und das Searn(Agilent Microarray Scanner AA,
2.1.3) wurden exakt nach Handbuch durchgefuhrt. @& Waschschritten wurde auf den
optionalen Waschschritt mit Acetonitril verzichtefa in Raumen mit Ozon-Werten kleiner
110 pg/m3 gearbeitet werden konnte. Die Auswertdieg Microarray-Bilder, d.h. die
Zuordnung der Lichtsignale zu den entsprechendeigo@ikleotid-Sonden und die
Transformation der analogen Lichtsignale in digitdlVerte erfolgte mit der Feature
Extraction Software (V. 9.3.1). Die Analyse der 1&g und die genauere Beschreibung des
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Microarray-Designs wird in dem Ergebnisteil vorgemoen, da diese Teile der in dieser

Arbeit verfolgten Methodenentwicklung darstellen.

2.3.8.3 Wiederverwendung von Agilent-Microarrays

Angesichts der Tatsache, dass die Kosten eines Midroarrays basierenden

Screeningverfahrens durch Wiederverwendung einesayér drastisch gesenkt werden
kénnen, wurde ein bereits etabliertes Protokoll hirk@ et al., 2007) auf die Agilent-

Microarrays angewandt. Diese Protokoll basiert amfer alkalischen und enzymatischen
Degradierung der an Oligonukleotid-Proben gebunddRSA und einem Abbau restlicher

RNase mittels Proteinase K Verdaus.

Ein Dbereits genutzter Microarray-Objektrager wurdendchst fir 10 Minuten bei

Raumtemperatur in einem Standardfarbegefald mit 8l08aOH Ldsung unter leichtem

Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurde der Ohjagdr kurz mit Strip2-Puffer (2.1.7)

abgespilt und fir 5 Minuten bei RT unter leichterwhwenken in einem Farbegefald
gewaschen. Nach einer Zentrifugation (15 x g, 1)nmreinem 50 ml Reaktionsgefal® wurde
der trockene Array in eine Hybridisierungskammetld® Glass Hybridization Chamber,
2.1.2) mit 1,5 ml 37°C warmem Strip3-Puffer (2.1.@perfihrt und unter leichtem

Schwenken im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. NaStunde erfolgte die Zugabe von 75
pI RNase-Cocktalil (2.1.6). Nach einer weiteren 8euwurde der Objekttrager kurz in Strip2-
Puffer gewaschen und in eine frische Hybridisieskagnmer mit 2 ml Strip4-Puffer

Uberfuhrt (1h, 37°C). Danach wurde der Array fiMiBiuten bei 60°C mit 6 x SSC und fir 5
Minuten bei RT mit 0,1 x SSC gewaschen und durchtrfagation (s.0.) getrocknet. Der

Erfolg der Reinigung wurde durch einen abschlieBarfsican des Microarrays nach Protokoll
der Firma Agilent (2.3.8.2) Uberprift. Arrays wundenaximal dreimal verwendet, dabei

wurden keine Qualitats-Einbul3en festgestellt.
2.3.9 Sequenzierverfahren

2.3.9.1 Cycle-Sequencing

Die Sequenzierung von PCR-Produkten (2.3.7) edoigich der von Sanger (Sanger et al.,
1977) entwickelten Kettenabbruch Methode. Bei diesds ,Cycle-sequencing” bekannten
Methode findet im Vorfeld eine in-vitro-Amplifikadh der DNA statt, die durch
basenspezifische Kettenabbriiche gekennzeichnet ist.

PCR-Proben wurden im Vorfeld mit dem Invisorb SNA Extraction Kit der Firma

Invitek (2.1.4) nach Herstellerangaben aufgerejnigt Primer und Pufferreste zu entfernen.
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Die Amplifikation der PCR-Produkte und der Einbaar ddNTP erfolgte unter Verwendung
des 'BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Rit1(4) mit dem in Tabelle 6 angegebenen

Thermoprofil.

Tabelle 6: Thermoprofil Cycle-Sequencing
Die Primer-Anlagerungstemperatur richtete sich ramin T.-Wert des verwendeten Primers.

Zyklen Reaktionsschritt Temperatur Zeit
1x Initialdenaturierung 96°C 1 min
Denaturierung 95°C 10 s
25 X Primer-Anlagerung 58-64°C 5s
Elongation 60°C 4 min

Der Ansatz (10 pl) setze sich aus 3 ng PCR-Prod@d bp, 20 pmol des zu verwendenden
Primers und 2 ul BigDye Terminator Mix zusammenciNarfolgter Amplifikation wurde der
Ansatz mittels Ethanolfallung aufgereinigt, resuspert und auf den Kapillarsequenzierer
ABI 3730 (2.1.3) aufgetragen. Es wurde die SoftwARd Version 1.6.0 verwendet. Die
Sequenzierung wurde von einer Service-Gruppe am MiPthgefuhrt. Ein Analyse der
Sequenzdaten erfolgte mit der Software BioEdit ier deweils aktuellesten Version
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.htinl

2.3.9.2 lllumina/Solexa-Sequencing

lllumina/Solexa-Sequenzierung (Bentley 2006) ish &equenzierverfahren der zweiten
Generation (‘Sequencing-by-Synthesis') und erladdg parallele Sequenzieren mehrerer
Millionen DNA-Molekile aus einem Molekil-Gemisch.rifzipiell erfolgt hier die
Amplifikation einzelner DNA-Molekule auf der Obeditthe einer Durchflusskammer der
lllumina 1G Sequencing Plattform (2.1.3) gefolghwter Sequenzierung mittels Fluorophor-
markierter reversibler Kettenabbruchterminatoremo RZyklus wird eine Base eines
Ausgangsmolekils sequenziert. Bis Frihjahr 2008 ten36 Zyklen vollzogen worden. Die
Durchflusskammer besteht aus acht einzelnen Kammsodass acht Proben parallel
analysiert werden konnen. Auf der Oberflache jeidammer kdénnen mehrere Millionen
Molekile gebunden, amplifiziert und sequenziertdeer Eine graphische bzw. multimediale
Prasentation der Methode ist auf den Webseiten Hesstellers zu finden (u.a.
http://www.illumina.com/systems/genome_analyzemiim

Die Generation von DNA-Fragment Bibliotheken erfelgunter Verwendung von 0,5 ug
genomischer Maus-DNA bzw. Maus-ds-cDNA. Die DNA deirfir eine Stunde mit einem
UTR200 Ultraschallgerat bei 100% Amplitude und Byklus Modus auf eine Grdol3e von 300
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bis 400 bp geschert. Adapterligation und Amplifikat wurden streng nach Angaben des
Herstellers mit dem Solexa SSB Kit (2.1.3) durchigef. Im Speziellen wurden hier nach der
Adapterligation Fragmente mit einer Grof3e von 120 b70 bp aus einem 2%-igen
Agarosegel aufgereinigt und in der anschlieBendempliikation eingesetzt. Die
amplifizierten Proben wurden in einer Konzentratimn 2 pM auf die Durchflusskammer
geladen. Zur Generation der Daten (Sequenzen, t@isalerte) aus den entsprechenden
Bilddateien wurde die Illlumina-Pipeline Version 23 verwendet. Die Generation der DNA-
Bibliothek, das Auftragen der Proben und die Stengrder lllumina 1G Sequencing
Plattform wurden freundlicherweise von Tatiana Blina am MPI fir Molekulare Genetik

durchgefuhrt.
2.4 Bioinformatische Software und Datenbanken

2.4.1 Software

In dieser Arbeit wurde eine Reihe verschiedenegirmme genutzt, die insbesondere die

Arbeit mit DNA-Sequenzen ermoglichten und vereihtaa.

Tabelle 7: Software
Die Tabelle fuihrt alle Programme auf, die in diefebeit zur Analyse und Verarbeitung von Sequereaaat
genutzt wurden. Es wurde jeweils die aktuellstesiter genutzt.

Name Verwendungszweck Referenz

BioEdit DNA-Sequenzanalyse http://www.mbio.ncsu/&ilEdit/Bio
Edit.html

BioMart Data-Mining http://www.biomart.org/
BLAST DNA-Sequenzhomologie Analysen http://blasbin@m.nih.gov/Blast.cgi
ChemSketch| Zeichnen von Strukturformeln http://wasdlabs.com/chemsketch
eArray Design von Agilent Arrays http://earray.chagilent.com/earray/
ELAND DNA-Sequenzhomologie Analysen | Anthony J. Cox., Solexa Limited

von Solexa/lllumina Sequenzier
Ergebnissen

FatiGO Gen-Ontologie Analysen http://www.fatigo.org

Primer3 Primerdesign http://fokker.wi.mit.edu/prrd&nput.ht
m

UCSC Data-Mining, DNA- http://genome.ucsc.edu/

Genome Sequenzhomologie Analysen,

Browser BLAT

Microsoft Auswertung, Dokumentation, Grafikernttp://www.microsoft.com/
Office

Eine Zusammenstellung der genutzten kommerzieltriebenen bzw. frei zuganglichen

Software und deren allgemeine Verwendungszwecke Talbelle 7. Etwaige Details zur

44



Material und Methoden

Nutzung werden bei der Besprechung der jeweiligagelinisse gegeben. Geréte spezifische

Software ist unter 2.1 aufgefuhrt.

2.4.2 Spezielle Software

Fur spezielle Anwendungen zu denen keine Softwar@igbar war, wurden Programme in

der von Larry Wall 1987 entworfenen SkriptspradPerl” der Version 5.x geschrieben. Perl
ist eine leicht erlernbare interpretierte Prograersprache, die weite Verbreitung in der

Bioinformatik gefunden hat. Eine ihrer Starken ds¢ einfache Verarbeitung von Texten

mittels einer Vielzahl regularer Ausdriicke. DNA-8egzen kdnnen im weitesten Sinne auch
als Texte interpretiert werden, sodass sich Pest his Programmiersprache fir DNA-

Analysen anbietet.

Auf die in dieser Arbeit verwendeten Skripte wird Ergebnisteil an entsprechender Stelle
eingegangen, da sich ein Grof3teil der Algorithmest @us Ergebnissen vorangeganger

Untersuchungen und Uberlegungen entwickelt haben.

2.4.3 Datenbanken

In dieser Arbeit wurden verschiedene o6ffentlichfirgbare Nukleotid-Sequenz-Datenbanken
genutzt. Die Sequenzen dienten beispielsweise efisrénz flr die Suche nach Homologien

oder als Basis fur dim silico Oligo-Synthese.

Tabelle 8: Nukleotid-Sequenz-Datenbanken

Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verwerdetSequenz-Datenbanken. Ist keine eindeutige
Versionsnummer bzw. ein Zeitraum anstelle einedazitigen Download-Datums angegeben, so wurde bei de
Analysen die jeweils aktuellste Version verwendiese verwendeten Versionen kdnnen dann den Erggdmi
entnommen werden.

Sequenz- Version Datum/ Verwendungs | Link

Datenbank Zeitraum zweck

dbSNP126 NCBI Build 36 | 08.01.2008 SNP Abgleich tyww.ncbi.nlm.nih.

gov/

Ensembl NCBI Build 34- | 2005-2008 | Oligodesign, | http://www.ensembl.org

mouse 37 BioMart

Maus ESTs NCBI Build 37 | 27.11.2007 | ELAND, http://genome.ucsc.edu
(mm9) BLAST

Maus Genom | NCBI Build 36 | 20.05.2007 | ELAND, http://genome.ucsc.edu

(C57BL/6J) | (mm8) BLAST

Maus Genom 13.11.2007 | ELAND, http://www.ncbi.nlm.nih.

(Celera) BLAST gov/

Maus RefSeq | NCBI Build 37 | 21.09.2007 | ELAND, http://genome.ucsc.edu

MRNA (mm?9) BLAST

NCBI mouse | NCBI Build 34- | 2005-2008 | BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.

collection 37 (web-basiert) | gov/
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3 Versuchsbeschreibungen und Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zu der Eskluhg neuartiger Screeningverfahren
zur Detektion von Exon-Deletions Mutationen vorgamaeen. Dazu wurde zunéchst eine
Bibliothek ENU mutierter Stammzellen erstellt, diéas Ausgangsmaterial fir die
Durchmusterungsversuche darstellte. Nach der Ctaisikerung von Positiv-Kontrollen und
grundlegenden Voruntersuchungen wurde als erstate§te der Detektion ein auf der
Microarray Technologie basierendes Verfahren bbtedc Ein weiterer Teil der Arbeit
beschaftigte sich dann mit der Mdglichkeit neuat®equenzierverfahren, hier im speziellen

llluminas Solexa Sequenzier Technologie, fur di@lfse von Transkriptomen zu nutzen.

3.1 ENU-Mutagenese

Zur Etablierung neuer Screeningverfahren zur Motetiletektion in  embryonalen

Stammzellen der Maus war es zunachst notwendigyr8zzllen mit ENU zu mutagenisieren
und den Erfolg der Mutagenesen zu bestatigen, uengoentsprechende Bibliothek mutierter
Zellen fur die folgenden Experimente zu erstelldn. einer kleinen Anzahl 6-Thioguanin

resistenter Klone wurde das durch ENU-Mutagenes@zierte Mutationsspektrum durch

Sequenzierung detprt cDNA analysiert.

3.1.1 Generierung einer Test-Bibliothek ENU mutierter ESZellen

Ein entsprechendes ENU-Mutagenese-Protokoll waivdh fir Molekulare Genetik bereits
etabliert (Greber et al., 2005). Es war daher deiannt, dass bei einer ENU-Konzentration
von 2 mM und einer 90-mindtigen Inkubationszdgrt-Mutationsfrequenzen (2.2.8) von ca.
4 x 10* (= 1 von 2500 uberlebenden ES-Zellen tragt eimtfanelle Mutation imHprt-
Lokus) zu erwarten sind. Diese Frequenz hatte Iséckits als Standard in der Arbeitsgruppe
bewdahrt, da einerseits ausreichend Mutationserssgnn der DNA stattfanden, andererseits
die ES-Zellen durch die Mutationsdosis nicht wesgmt in ihrer Fahigkeit der
Keimbahngangigkeit beeintrachtigt wurden (Grebeal £2005).

Die ersten beiden Mutagenesen (2.2.7) dienten detr&lle der Mutationsbedingungen und
fanden daher unter Verwendung der Zelllinie CGRB Rigssage 16 (2.1.8) statt. Diese hat
gegeniber der F1-Zelllinie (2.1.8) den Vorteil, slage eine hohere Wachstumsrate aufweist
und ohne feeder-layer problemlos kultivierbar s vereinfacht die Kulturbedingungen und
beschleunigte somit die ersten Voruntersuchungeiimstellung der Mutationsbedingungen.
Der Nachteil dieser Zelllinie besteht in ihrer seahen Keimbahngangigkeit, was im Fall

dieser ersten Test-Experimente aber nicht von Bedguwar, da nur mit der F1 Zelllinie
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Bibliotheken aufgebaut werden sollten. In den ersieiden Mutagenesen der CGR8 Zelllinie
mit 2 mM ENU und 90-minutiger Inkubation konnteiprt-Mutationsfrequenzen um 1/2500
(4,58 x 10* (1/2184) bzw. 3,60 x 1H(1/2780)) erzielt werden (Tabelle 9). Da die Wetée
Parameter 'Uberlebensrate und Mutationsfrequeer' Fslwartungen entsprachen, wurden im
Anschluss zwei weitere Mutagenesen mit der Zedllinl (2.1.8) unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt. Diese Mutagenesen lieferten auchedén stellende Ergebnisse bezlglich der
zu erzielenden Mutationsfrequenz von ca. 1/250@ella 9 zeigt die Ergebnisse der vier

unabhangigen Mutagenesen.

Tabelle 9: Charakteristische Parameter unabhdngigeENU-Mutagenesen

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der im Text basblenen ENU Mutagenesen unter Verwendung von 2 mM
ENU und einer Inkubationszeit der Zellen von 90 idam.

ENU-Mutagenese Uberlebensrate Hprt-Mutationsfrequenz
#1 CGRS8-1 5,5% 4,58 x 10(1/2184)
#2 CGR8-2 6,8% 3,60 x 10(1/2780)
#3 F1-1 6,3% 4,82 x 10 (1/2075)
#4 F1-2 3,9% 3,45 x 10 (1/2901)

Kryokonservierte Zellen der ENU-Mutagenese #3 Fdudrden nach der Bestéatigung der
erfolgreichen Mutagenese zur Generierung einenéteiTest-Bibliothek ausplattiert und ca.
200 Kolonien wurden subkloniert (im Folgenden miRx@## bezeichnet) (2.2.5). Diese
Klone wurden einzeln weiter expandiert und Aliqgoats DNA/RNA-Extraktion und zur

Konservierung eingefroren (2.2.3).

3.1.2 ENU Mutationsspektren

Ein Ziel der Arbeit war, neuartige Screeningveréahfur die Detektion von Spleilmutationen
in ES-Zellen zu entwickeln. Daher war es von Bedegt die Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten solcher Mutationen erneut zu bestimmed mmit den bis dato bekannten Angaben
aus der Literatur (Chen et al., 2000; Greber e2805; Justice et al., 1999) von ca. 20%-iger
Wahrscheinlichkeit fir Exon-Deletionen abzugleichen

Hierzu wurde eine kleine Stichprobe von 25 6-TGstesten Klonen aus der Bestimmung der
Mutationsfrequenz der Mutagenese #3 F1-1 (Tabgllgifsichtlich des Vorkommens von
Exon-Deletionen auf Transkript-Ebene untersuchtARMNIrde aus den subklonierten ES-Zell
Klonen extrahiert (2.3.3), DNasel verdaut und nstt®ligodT Priming in cDNA (2.3.5)
umgeschrieben. Mittels RT-PCR (2.3.7) wurde damnsgabend von 1 pl cDNA Matrize ein
797 bp grolRes Fragment bestehend aus dem offesenabenen (ORF) und Teilen der 5’ und

3’ untranslatierten Bereiche (UTR) ddgrt Gens amplifiziert. Flr die Amplifikation wurden
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die in den UTR Bereichen platzierten Primer #HpARJFw und #Hprt UTR_Rev
verwendet. Abbildung 8 zeigt beispielhaft die gekélophoretische Auftrennung einiger
analysierterHprt PCR Produkte der untersuchten Funktionsmutantear. ll¢3 sich schon
eindeutig erkennen, dass die GroRe des PCR-PraddkteMutante RR1 Uber und die des
Amplifikates der Mutante RR15 unter der erwarteWiidtyp Fragmentlange von 797 bp
lagen. Dies deutete auf Spleildmutationen hin. Adas Produkt der Mutante RR21 zeigte
eine geringere Grol3e in der Gelelektrophorese (Dateht gezeigt). Fur die drei Klone
RR10, RR17 und RR22 konnten keldprt PCR-Produkte amplifiziert werden.

RR1 RR2 RR3 RR4 RR5 RR6 RR7 RR8 Hi®11 RR12 RR13 RR14 RR15RR16 WT N M

U------_-------

Abbildung 8: Gelelektrophoretische Auftrennung vonHprt RT-PCR Produkten

Dargestellt ist die Ethidiumbromid vermittelte Fiaezenz von RT-PCR Produkten nach elektrophoretisch
Auftrennung in einem 1 % igen Agarosegel. Es wurdemnul eines Reaktionsansatzes aufgetragen. Die
aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mittels RT-PCEs aem Hprt Transkript verschiedeneHprt
Funktionsmutanten mit den Primern Hprt UTR_Fw urmtHUTR_Rev generiert. WT = F1 Wildtyp Matrize;
M = GroRenstandard ,GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Eead800 ng; N = Negativ-Kontrolle (ohne Matrizen
DNA); RR =Hprt Funktionsmutante Nr.

Die PCR-Produkte wurden weiterhin saulenchromapgsgh aufgereinigt und mittels
Cycle-Sequencing analysiert (2.3.9.1). Die Sequeomg erfolgte jeweils aus beiden
Richtungen unter Verwendung oben genannter Hprt_BfiRer.

Die Ergebnisse der Sequenzierung sind tabellarisdrabelle 10 aufgefuhrt. Die zu Beginn
angestrebte Klonzahl von 25 reduzierte sich auhitBtredundante Klone, da fiir drei Klone
kein PCR- Produkt amplifizierbar war und drei Mutasereignisse redundant waren. In 11%
der Falle konnte demnach die Deletion eines Exawbéchtet werden. Den gréfiten Anteil
am Mutationsspektrum hatten die TA-AT Transversionat 44% aller Mutationen. In dem
sequenzierten Bereich deprt Transkripts liel3 sich fur den Klon RR6 trotz 6-Resistenz

keine Mutation erkennen.
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Tabelle 10: Mutationspektrum eines Sets von 22 6-Tiiguanin resistenten ES-Zell Klonen

Die Tabelle gibt einen Uberblick liber die mittelsgBenzierung ermittelten Mutationsereignisse in6ZPG
resistenten ES-Zell Klonen der Mutagenese #3 FIFabélle 9). Drei Mutationen aus dem gleichen
Selektionsexperiment traten mehrfach auf. Daduectuzierte sich die Anzahl nichtredundanter Klona 2@
auf 18. Die Positionen beziehen sich aufidpsgt Gen, (NM_013556).

Position in

Klon Mutation CDS Effekt
RR1 Insertion Exon 6 68 bp (Intron 5) an Exon ®pSt
RR 2 GC-TA Transversion 34 D->Y
RR 3, RR 23 TA-GC Transversion 158 V->G
RR 4 TA-AT Transversion 543 F->L
RR 5 GC-TA Transversion 119 G->V
RR 6 WT - -
RR 7,RR 20,RR 24 CG-TA Transition 527 P->L
RR 8 TA-AT Transversion 299 I->N
RR 9 TA-AT Transversion 389 V->D
RR 11 TA-AT Transversion 563 V->D
RR 12 TA-GC Transversion 407 |->R
RR 13 GC-AT Transition 47 G->D
RR 14 TA-AT Transversion 299 I->N
RR 15 Deletion Exon 8 Stop
RR 16 TA-AT Transversion 69 C -> Stop
RR 18, RR 25 TA-AT Transversion 389 V->D
RR 19 TA-AT Transversion 23 V->D
RR 21 Deletion Exon 6 Stop

3.1.3 Erwartete Haufigkeit von Exon-Deletionsmutanten

Anhand der ermittelten Mutationsfrequenzen Hest-Lokus, der Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten von Exon-Deletion irtlprt-Transkript und der Anzahl exprimierter Gene ertelg
im Vorfeld eine Abschatzung der H&aufigkeit mit déxon-Deletionen anzutreffen sind.
Hervorzuheben ist bei dieser Anndherung, dasscasusn eine reine Schatzung handelt, da
einige Pramissen getroffen wurden. Eine Annahmeeidiab die, dass sich die fur défprt
Transkript ermittelten Werte weitestgehend auf dearchschnitt der anderen Gene
Ubertragen lassehlprt besteht aus 9 Exons. Fir die durschnittliche AhaatExons in allen
RefSeq-Transkripten der Maus wurde ein Wert vonedriittelt. Da es sich bédprt zudem
um ein X-chromosomal lokalisiertes Gen handelt, dgubei dieser Schatzung auch eine
Verdopplung der Haufigkeit fir das Auftreten vonl@enen fur autosomal lokalisierte Gene
angenommen (Autosomale Gene ca 95,8%, ENSEMBL di&oF=F = 2 x 0,958 = 1,916).
Weiterhin basiert die Ermittlung dedprt-Mutationsfrequenz auf einer Selektion nach
Funktionsmutanten. Fir den Anteil von Exon-Deletioran allen Mutationstypen wurde ein
Wert von 20% angenommen, der denen in der Literahgegebenen Werten grofRerer
Stichproben von 19 bis 26% enstpricht (Barbarialgt2007; Chen et al., 2000; Greber et al.,

49



Ergebnisse

2005; Justice et al., 1999; Noveroske et al., 20D8)n im Rahmen dieser Arbeit ermittelten
Anteil von 11% lagen lediglich zwei Exon-Deletionzm Grunde.

Hprt Mutationsfrequenz der vervendeten Zellinie F1-1MF = 4,82 x 1¢

Anteil Exon-Deletionen: = 0,2

Faktor Verdopplung autosomal: ~A.916

Hypothetische Exon-Deletionsfrequenz: MEMF x R x F~1.85 x 10
Anzahl exprimierter Gene (vergl. 3.2): cA 7.475 Gene/Klon

Theoretisch detektierbare
Exon-Deletionen = MEX Ag ~ 1,38 funktionelle Exon-Deletionen pro Ki¢t/0,72)

Diese Schatzung sagt aus, dass bei einer betrachAgizahl von 7.475 Genen eine Exon-
Deletion in jedem 0,72ten Klon detektierbar seilites@1,38 Exon-Deletionen pro Klon). Da
in dem ersten Teil dieser Arbeit allerdings nurckel Exons betrachtet werden, die nicht den
ORF unterbrechen (ca. 31% aller Exons; berechrfetrahvon RefSeq Sequenzen) verringert
sich die Anzahl detektierbarer Exon-Deletionen @ung Deletion in ca. 2,32 ENU mutierten
Klonen. Grol3 angelegte Screenings mussen daher ges$chickt gewahlten
Durchmusterungsstrategien und sensitiven Methodeieten, um das parallele Screening

mehrerer Klone zu erméglichen und somit wirtsciaftsinnvoll zu sein.

1 A
0,9 A
0.8
0,7
0,6

0.5 A

Pll21

0.4 A
0.3 A
0.2 A
0,1 A

|

a 5.000 10,000 15.000 20,000 25.000

Anzahl ES-Klone

Abbildung 9: Detektions Wahrscheinlichkeit mindestas einer Exon-Deletion in einem bestimmten Gen in
Abhéngigkeit von der Anzahl untersuchter ES-Zell Kbne

Die Berechnung erfolgte mittels der Binominalvdtieg unter Verwendung der im Text beschriebenen
Annahmen und FaktorenicP = Py = () = MFE = (1 — MFg)" ¥, n = Anzahl betrachteter ENU mutierter ES-
Zell Klone, k = Anzahl ENU mutierter ES-Zell Klomait Exon-Deletions Mutation in einem bestimmten Gen
MFe = hypothetische Exon-Deletionsfrequenz (s. Téxty, Detektionswahrscheinlichkeit in Abhangigkeihuo
und n.

Mit Hinblick auf die kinftig geplante Anlegung em&S-Zell Archivs kann weiterhin unter

Verwendung der Binominal-Verteilung berechnet wardeie hoch die Wahrscheinlichkeit
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ist, in einem Archiv bestimmter Grol3e (n ES-ZelloKé) mindestens eine Exon-Deletion
(k>1) far ein bestimmtes Gen zu identifizieren. Diemtk nur unter oben beschriebenen
Annahmen erfolgen, sodass es sich mehr um eineh&®nmédg handelt. Die Ergebnisse sind
graphisch in Abbildung 9 dargestellt. Mit ungeféa®5%-iger Wahrscheinlichkeit kann

mindestens eine Exon-Deletion in einem bestimmten Gereits ab einer ES-Zell Archiv

GroRRe von ca. 16.500 Klonen identifiziert werdeit, 98%-iger Wahrscheinlichkeit ab einer
Grol3e von ca. 25.000 Klonen.

3.2 Genexpressions Untersuchungen

3.2.1 Genexpression in Wildtyp F1 ES-Zellen

Exon-Deletionen lassen sich am einfachsten unceairgbten durch Analyse der Transkripte
des jeweiligen Gens identifizieren. Ein Ziel dieggbeit war es, das Transkriptom einer
mutierten ES-Zelle global nach Exon-Deletions-Enesgen durchforsten zu kénnen. Daher
machte es Sinn zunachst festzustellen, welche @eder verwendeten Zelllinie exprimiert
waren, da nur bei diesen Genen der Nachweis eisgtibn auf Transkript-Ebene maoglich
ist.

Die bis dato zur Transkriptom-Analyse geeignetebtethode war die Messung der
Genexpression mittels der Microarray-Technologierkvurde im speziellen die Microarray
Plattform der Firma Illumina mit den kommerziellrireebenen MouseRef-8 v1.1 Bead Chip
Arrays genutzt (Kuhn et al., 2004). Damit konnte dixpression der im Maus RefSeq
Datensatz (Pruitt et al., 2007) erhaltenenen Trdptekanalysiert werden.

RNA aus Wildtypzellen der F1 Stammzelllinie wurdmliert, die Integritat bestatigt, nach
Protokoll mit dem lllumina TotalPrep RNA Amplifiaan Kit in aRNA umgeschrieben und
auf den Bead Chip Array hybridisiert. Die Ausweduand Qualitdtskontrolle erfolgte
automatisiert Gber die lllumina BeadStudio Softwarder Verwendung der unter 2.3.8.1
genannten Optionen. Der Array umfasste 23.775 dRedfiseq IDs eindeutig identifizierbare
Oligonukleotide fur 18.626 verschiedene RefSeq GeBmige Gene wurden durch
verschiedene Oligonukleotide mehrfach reprasentigstin unterschiedlichen Bereichen des
Transkripts platziert waren. Das Expressionsleveés Gens war in dieser Untersuchung
weitestgehend uninteressant. Von Bedeutung flr deslgerimente war nur die
Wahrscheinlichkeit, mit der nach diesem Experint&avon ausgegangen werden konnte, dass
ein Gen in der untersuchten Zelllinie unter denefpemen Kulturbedingungen exprimiert

wird.
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7475
RefSeq DO Detektions p-Wert> 0,99

B Detektions p-Wert< 0,99

Abbildung 10: Anzahl exprimierter RefSeq Gene in erhryonalen Stammzellen der F1 Linie

Dargestellt ist das Ergebniss einer Microarray Asalmit dem Ziel die Gene herauszufinden, die ®i¢@iger
Sicherheit in den Stammzellen der Zelllinie F1 éxpert sind. Hierzu wurde aRNA der F1 Zelllinie aeifhem
MouseRef-8 v1.1 Bead Chip Arrray (2.3.8.1) hybiiglisund die RefSeq Gene ermittelt, die einen Dedak p-
Wert> 0,99 aufwiesen. Insgesamt wurden 18.626 RefSeaedegn beriicksichtigt.

Fur 8.796 RefSeq Oligonukleotide bzw. 7.475 Ref&sme wurde ein Detektions p-Wert
(,detection p-value’) (Kuhn et al., 2004) gré3eeigh 0,99 erreicht (Abbildung 10). Fur diese
Gene konnte durch diesen Algorithmus demnach mitndestens 99%-iger

Wahrscheinlichkeit eine fehlerfreie Detektion uraimit Expression nachgewiesen werden.
Sollte ein Gen, welches durch mehrere Oligonukiotieprasentiert wurde, nur fir ein
Oligonukleotid einen Detektions p-Wert von 0,99veeiten, so wurde die Transkription des

Gens dennoch als bestatigt angesehen.

3.2.2 Transkriptom-Analysen ENU mutierter F1 ES-Zellen

Der Einfluss einer ENU Mutagenese auf das Transkmpvon F1 ES Zellen wurde
exemplarisch durch Microarray Analysen mit dem Maisf-8 v1.1 Bead Chip an drei ENU
Klonen betrachtet. Als Referenz Transkriptom diesite biologisches Replikat einer RNA
Probe des unter 3.2.1 verwendeten F1 Wildtyps.

Diese Untersuchung verfolgte hauptsachlich das £ial grobes Verstandnis davon zu
bekommen, inwieweit die gewdahlten Mutagenese Bediggn die globale Transkription
beeinflussen. Weiterhin, mit Hinblick auf die zunemn spateren Zeitpunkt entwickelte
Detektion von Exon-Deletion in diesen Klonen, k@mtie Daten zudem dazu verwendet
werden, den Einfluss einer solchen Deletion auEdkipression zu beurteilen.

Die RNA der Klone RRx000, RRx001 und RRx002 und/¥I RNA wurde wie bereits unter
3.2.1 beschrieben, vorbereitet, hybridisiert unttets der zugehdrigen Software analysiert.
Der Einfluss der Mutagenese wurde durch zwei Untdmngngen in Zahlen gefasst. Zum einen
wurde das Bestimmtheitsmall R? (Quadrat des Peacdmr Korrealtionskoeffizienten R)

eines Datensatzes eines ENU-Klons und des Wildtgiss Mald fiur den linearen
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Zusammenhang bestimmt und graphisch in Form vaitéplots' dargestellt. Zum anderen
wurde die Gesamtzahl detektierbarer und somit>gisiriert angesehener Gene (,detection
p-value> 0,99) bestimmt und aus diesen diejenigen herailtegefderen Signalintensitat im
Klon um mehr als das 3-fache vom Wildtyp abwich. Kantrollzwecken wurden auch die
Ergebnisse der beiden Wildtyp Replikate aus dewldmeiverschiedenen Hybridisierungs-

ereignissen verglichen.

Tabelle 11: Einfluss der ENU Mutagense auf das Traskriptom dreier ENU-Klone
Die als Referenz bezeichnete Probe stammt aus airen Hybridisierung (3.2.1) und ist ein biototies
RNA Replikat der F1 Wildtyp Zelle.

Detektierbare RefSeq Gene mit RefSeq Gene mit
>3-fach héherem Signal | >3-fach niedrigerem
ES-Zelle Refseq Gene R2 . : . . .
im Vergleich zur Signal im Vergleich
(p=0,99)
Referenz zur Referenz
F1 WT (Referenz) 7407 - - -
F1WT (3.2.1) 7475 0,9858 2 1
RRx000 7371 0,9555 200 106
RRx001 7078 0,9703 11 25
RRx002 7234 0,9732 74 25

Die Ergebnisse zeigen einen Trend dahin, dass diadénese einen negativen Einfluss auf
die Anzahl detektierbarer RefSeq Gene und damitdaiiGenexpression hat. In dem Klon
RRx001 sind nur noch 95,6% der Gene der Wildtyp eRelz mit 99%-iger

Wahrscheinlichkeit exprimiert. Allerdings wurdender Voruntersuchung zur Genexpression
in Wildtyp F1 Zellen (3.2.1) sogar 68 zusatzlicheariskripte detektiert. Aufgrund der

geringen StichprobengroRe und der einzigen Refek@inmen hier keine Angaben zur
Signifikanz der Aussage gemacht werden. Es lasst gedoch feststellen, dass das
Bestimmheitsmall Rz = 0,9858 fur den Vergleich déddn Wildtyp Transkriptome grof3er ist
als die R2-Werte der Vergleiche mit den Mutanteas Reigt die grol3ere lineare Abhangigkeit
zwischen den beiden Wildtyp-Proben (biologische IRafe aus unterschiedlichen

Hybridisierungen) im Vergleich zu der der Mutanterd der Wildtyp Probe (aus der gleichen
Hybridisierung) und untermauert somit den Einfldey Mutagenese auf die Expression
einzelner Gene. Dies wird auch durch die héhereaBhzler Gene mit mehr als 3-fach
verstarkter bzw. abgeschwachter ExpressionssidrRéergleich der Mutanten zur Referenz
deutlich. Dennoch konnten im Vergleich der Wildfymben zwei Gene mit deutlich

verstarkter (3,04- und 4,23-fach) und eins mit abpgeachter (3,84-fach) Signalintensitat
ermittelt werden. Ein durch die Mutagenese bedm@tend zur Uber- bzw. Unterexpression
ist anhand dieser drei Proben nicht belegbar; diprdSsion wird in beide Richtungen

beeinflusst.
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3.3 Microarray basierte Detektion von Exon-Deletions Muanten

Mit dieser Arbeit wurde das Ziel verfolgt durch ENMitagenese induzierte Exon-Deletionen
in embryonalen Stammzellen der Maus zu detektievéie bereits beschrieben sollte die
Detektion dabei global im Transkriptom erfolgenh.des wurde nicht nach Mutationen in
einzelnen speziellen Kandidaten-Genen gesucht,esores sollte das gesamte Transkriptom
parallel betrachtet werden.

Hinsichtlich der Detektion gab es in dieser Stualierdings eine wichtige Einschrankung. Es
sollte nur nach solchen Exon-Deletionsereignissesucht werden, die nicht zu einem
Abbruch des offenen Leserasters fihren. Auf Trapskbene betrachtet bedeutete dies, dass
nur solche Exon-Deletionen von Interesse warendbaen die Basenanzahl im deletierten
Exon ein Vielfaches von drei betrug. Fur diese Rdgin gab es verschiedene Grinde: Zum
einen sollten so reine Funktionsverlust-Mutantersgiof-function) ausgeschlossen werden,
da sich diese ES-Zell-Klone durch andere genetiddiugationsverfahren gunstiger und
gezielter herstellen lassen (1.3). Es sollte eio@zentration auf solche Mutanten erreicht
werden, die aufgrund eines fehlenden Exons nur Zerstorung einzelner Proteindoménen
aufweisen. Zum anderen war bekannt, dass mRNAs fehiterhaftem ORF Uber den
Mechanismus des 'RNA mediated decay' (McGlincyl.e2@08; Wen et al., 2008) abgebaut
werden konnen, was sie der angedachten Detektib ramskriptebene entziehen wirde.
Letztendlich kénnte so der Anteil zu untersuchenBedetionsereignisse im Sinne der
Technikentwicklung auf ein sinnvolles Mal3 reduziegrden. Der Anteil der Exons, deren
Basenanzahl ein Vielfaches von drei betragt, wunitéels eines Skriptes auf 31% ermittelt
(ENSEMBL 39).

Die zu Beginn der Arbeit aktuellste Methode zur Wmea der globalen Genexpression in
Zellen und Geweben war die Bestimmung der relativerpression anhand der
Hybridisierung von RNA-Proben auf Oligonukleotid-dvibarrays. Daher lag es nahe, ein auf
dieser Technologie basierendes System zur globBletektion von Exon-Deletionen zu

schaffen. Die dazu unternommenen Studien werddfolgenden genauer erlauert.

3.3.1 Allgemeine Voruberlegungen zum Array Design

Grundsatzlich betrachtet musste die Detektion Ubas Design der auf dem Array
synthetisierten, zur aRNA komplementaren, Oligoaakitle erfolgen. Dafir wurden zwei
Varianten in Erwagung gezogen, die schematischbibildung 11 dargestellt sind (Pan et al.,
2004). Die Oligonukleotid-Sequenz in Variante 1llteosich aus dem 3’-Ende des 5’-waérts

gelegenen Exons des deletierten Exons und dem de-EKies 3’-warts gelegenen Exons
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zusammensetzen. Bei einer zu detektierenden Deleta beispielsweise Exon 2 sollte das
Oligonukleotid damit am 5’-Bereich aus dem 3’-Behedes Exon 1 und am 3’-Bereich aus

dem 5’-Bereich des Exon 3 bestehen.

Skip
Variante 1 | 1 ”| 3 I Kein Signal in WT
Signal in Mutante (A Exon 2)

Junction 1 Junction 2

: —= — Signal in WT
Variante2 [T |2 3 ] : I
Signalreduktion in Mutante (A Exon 2)

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Oligonu&otid Aufbaus zur Detektion von Exon-Deletionen
Die Abbildung stellt schematisch die Positionierumigr Oligonukleotide auf ihren komplementéaren
Exonsequenzen dar. Die bunten Rechtecke verkodieraxons. Die Zahl in diesen gibt die Nummer drsris

im Wildtyp Transkript an. Die blauen Linien obernhaler Exons reprasentieren die Oligonukleotide.

Fur diese direkte Verknipfung von Exon 1 und ExasolBte daher auf dem Microarray nur
ein Signal zu detektieren sein, wenn es sich umbDaletionsereignis von Exon 2 handelt
(ausgenommen naturliches alternatives SpleiRenjatiante 2 setzt sich die Oligonukleotid-
Sequenz aus dem Ubergang von benachbarten Sequstrpemauf oder stromabwarts) zum
deletierten Exon zusammen. Fir das gezeigte Beidpiaction 2’ besteht der 5’-Bereich der
Sequenz somit aus dem deletierten Exon 2 und dBef@ich aus Exon 3. Hier wére bei der
Microarray-Hybridisierung bei einer Deletion vondfx2 eine Signalreduktion im Vergleich
zum WT-Referenzsignal fur dieses Oligo zu erwartéariante 2 erfordert demnach 2
Oligonukleotid-Sonden zur eindeutigen DetektioneeiDeletion. Diese Tatsache hatte keine
Auswirkungen auf die Anzahl nétiger OligonukleoSdnden und damit die Kosten, wenn
alle Exons eines Transkripts betrachtet wirden. iDalieser Studie nur solche Exon-
Deletionen selektiert werden sollten, die das aféeseraster nicht unterbrechen, erfordert
Variante 2 eine deutliche héhere Anzahl Sondevatsante 1.

Oligonukleotid-Sonden basierend auf dem Desigrivdeiante 1 werden im Folgenden ,Skip-

Oligos’ genannt, wahrend die der Variante 2 alsi¢iilon-Oligos’ bezeichnet werden.

3.3.2 Entwicklung einer Software zur Erstellung von Skip-und Junction-Oligos

Das Design der auf dem Oligonukleotid-Array zu bketisierenden Skip- bzw. Junction-
Oligo-Sequenzen musste automatisiert erfolgen kinde alleine weit Uber 30.000 Skip-
Oligos fur die in der F1 Zelllinie exprimierten Gei7.475) gestaltet werden mussten. Es
wurde daher ein Perl Skript entwickelt, welchesgahend von einer Exonliste Skip- oder
Junction-Oligos automatisiert erstellen konnte dacdhit die bioinformatische Grundlage fur

die Detektion von Exon-Deletionen hildete.
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Datengrundlage fur das Skript bildete eine Liste|clve alle Exons enthdlt, die in der F1-
Stammzelllinie aufgrund vorrangegangener Expressioalysen als exprimiert angesehen
werden konnten. Diese Exon-Liste wurde unter Angdde exprimierten Gene mittels der
BioMart Plattform aus der ENSEMBL Datenbank hergageriert (3.2.1 / z.B. ENSEMBL
46: 108.410 Exons von 295.164 in der Datenbankammitbnen RefSeq Exons). Neben der
Sequenz des Exons enthielt jeder Eintrag eine etigge Exon-ldentifikationsnummer, die
Ensembl-Gen Nummer, die Ensemble-Transkript Numnmned die Position des Exons
innerhalb des Transkripts. Aufgrund der Tatsachssddentische Exons in unterschiedlichen
Transkripten eines Gens aufgrund der Identifikamrmmer zunéchst als nicht-identisch
betrachtet werden, enthalt diese Liste einige Exonelkrfach. Dies erklart die hohe Anzahl an
Exons in der Liste im Vergleich zu der Anzahl vam i@.475 Genen.

Das entwickelte Skript bestimmt zunachst die Segléeage. Betragt die Lange aus bereits
genannten Grinden ein Vielfaches von drei, werdenfldnkierenden Exons anhand der
Transkript ID und der Exonpositionsnummer ermitigid analog der Beschreibung unter
3.3.1 zu Skip- oder Junction-Oligos vordefiniterng@n zusammengesetzt. Hier muss
angemerkt werden, dass fur das erste und letzte Exwes Transkript grundséatzlich keine
Skip-Oligonukleotide gestaltet werden konnten. dede erstellten Oligonukleotid wies das
Skript eine ldentifikationsnummer zu, Uber die anddisiert eine eindeutige Zuordnung zum
Oligo-Typ (Skip/Junction) und dem Deletionsereigden, Exon) in einer Datentabelle
maoglich war.

Da, wie bereits angemerkt, einige Gene durch mehiiganskripte in der Datenbank
reprasentiert sind und die Transkript ID als Scédlizur Identifikation zusammengehdriger
Exons verwendet wird, kommt es vor, dass identisghgos fir das gleiche Gen, basierend
auf unterschiedlichen Transkripten, gebildet werd®ss Skript sucht daher den produzierten
Oligodatensatz nach Redundanzen ab und entferrdogipeltes Oligo gleicher Gene, damit
keine Oligopositionen auf dem Array durch unnétigedundanzen belegt werden. Dieser
Weg mag umstandlich erscheinen, doch garantiesedi#/eg Uber die Transkripte, dass alle
bekannten Varianten alternativen SpleiRens einass Gerlcksichtigt werden. Nicht alle
Gene weisen ein Standard-Transkript (full-lengtlanBkript) auf in dem samtliche Exons
vereint sind. Unter Verwendung der ENSEMBL 41 Dasmk wurden so beispielsweise
37.219 Skip-Oligonukleotide generiert. Die fehlerdr Funktion des Skriptes wurde durch
manuelle Kontrolle der erstellten Sequenzen vorzddallig ausgewahlten Oligonukleotiden

bestétigt.
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Dieses Skript bildet auch das Basisgerust fur spaeiterentwicklungen (z.B. Analyse der
Exonsequenzen nach repetitiven Sequenzen), diataprechender Stelle im Detail erlautert

werden.

3.3.3 Technische Voriiberlegungen zum Microarray und zum Aray Design

Eine wichtige Voriberlegung war die zur technischRealisierung der Detektion mittels
Microarrays. Prinzipiell waren basierend auf 3.8rkei Detektionsvarianten denkbar: Die
Detektion mittels Skip-Oligos (Variante 1), mittelsnction-Oligos (Variante 2) oder mittels
einer Kombination beider Varianten. Darauf aufbaliewar die maximale Anzahl
Oligonukleotid-Sonden pro Array von groRer Bedegtuda sie die Anzahl parallel zu
betrachtender Deletionsereignisse beeinflusste. DMazahl erforderlicher  Skip-
Oligonukleotide wurde im Vorfeld durch VerwendungsdPerl Skriptes (3.3.2) auf ca. 38.000
berechnet, die der Junction-Oligos auf ca. 63.000.

Als technische Plattform fur die Untersuchungendeuardie Custom Microarrays der Firma
Agilent gewahlt. Hier standen zu Beginn der Arlazéi Einheiten mit Platz fir 1 x 128.000, 2
X 65.000 bzw. 4 x 44.000 Nukleotid-Sonden zu Veufigy Fir jede der drei Detektions-
varianten war ein Microarray-Typ denkbar. Dieseg@tiukleotid Microarrays boten zudem
entscheidende Vorteile gegentber Konkurrenz-Predukium einen wurde ein, bezogen auf
die Oligonukleotidlange (25-60 bp), frei zu gestatter Array mit bereits vorhandener
JInfrastruktur’ geboten: Der Array beinhaltete Koit-Oligonukleotide zur Ermittlung der
Hintergrundsignale und bot die Madglichkeit Gber -mybridisierte synthetische aRNA
(‘'spike-in" Kontrollen) die dynamische Breite dergr&alintensitaten zu erfassen. Die
Auswertung der Kontrollen erfolgte automatisierteiiltlie entsprechende Software. Dies
vereinfachte somit auch den direkten Vergleich h@alyiger Hybridisierungsereignisse.
Weiterhin stand mit der Web-basierten eArray Riattf (2.4.1) eine Oberflache zur
Verfliigung, mit der der Nutzer seine Oligonukleotadg dem Array automatisiert platzieren
konnte. Ausschlaggebend war letztendlich auch emisprechend gutes Preis-Leistungs-
Verhaltnis und die einfache Handbarkeit der Arrdysdes Eigenschaften, die mit Hinblick
auf kiinftig groRangelegte Screening Experimentktraalier Acht gelassen werden durften.
Eines der Haupt-Ziele dieser Arbeit bestand nurndaiese Design-Varianten hinsichtlich
ihrer praktischen Verwendbarkeit zu bewerten, umaufa aufbauend ein System zur
Detektion von Exon-Deletionen mittels Micro-Arraysl entwickeln, zu testen und zu
optimieren. Die Entwicklung war technisch gesehengsplant, dass aufbauend auf den
Ergebnissen einfacher Array-Designs Machbarkeit uschwachpunkte bzw. Starken
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analysiert und bewertet werden sollten, um diesgelsirisse in das Design nachfolgender

Arrays aufzunehmen.

3.3.4 Machbarkeitsstudie zur Detektion von Exon-Deletiona

Das 'Proof of Principle' Experiment soll zeigensglalie im vorrangegangenen Abschnitt
theoretisch beschriebenen Oligonukleotid Zusammeétusgen der Varianten 1 und 2 bzw.
eine Kombination beider Varianten zur Detektion vdaxon-Deletionen mittels
Oligonukleotid-Microarrays genutzt werden kdnnen.

Als biologisches Test-Material wurden das Trangknp (RNA) der ENU Mutante RR15 und
als Kontroll-Material das des F1 Wildtyps verwendeas Transkriptom der Mutante tragt
eine Deletion des Exon 8 dé#prt Transkripts und eignete sich daher hervorragesd al
Positiv-Kontrolle fur dieses Experiment. Es wurder tbewusst kein synthetisches Konstrukt
als Kontrolle verwendet, da das letztendliche #aller Detektion von Deletionen aus einem
Gemisch von RNA Molekilen, dem Transkriptom, bedtan

Den Hauptbestandteil des Experiments bildete danurlg und Durchfihrung des Oligo-
Designs. Wie bereits erwahnt, war das Hauptzigegten, ob mit den theoretisch erarbeiteten
Varianten eine Detektion von Deletionen, hier ine8pllen die Detektion einer Deletion des
Exon 8 desHprt-Transkripts, mdglich ist. Darauf aufbauend sotlenn bewertet werden,
welche der Varianten besser geeignet scheint bbweime Kombination beider Varianten
groReren Erfolg verspricht. Nebenbei sollte beblgreicher Detektion untersucht werden
inwieweit die Lange der Oligonukleotide den Erfolgner Detektion beeinflusst. Aus
Publikationen (Castle et al., 2003; Chou et alQ&ZM e et al., 2005) war bekannt, dass die
Lange Einfluss auf Spezifitat und Sensitivitat nimde langer das Oligonukleotid desto
hoher die Signalintensitat und damit die Aussialdhaschwach exprimierte Gene analysieren
zu konnen. Gleichzeitig steigt mit der Lange desig@iukleotids aber auch die
Wabhrscheinlichkeit fir unspezifische Kreuz-Hybridisngen mit komplementaren
Fragmenten anderer Transkripte. Es wurden dahgr $kid Junction-Oligos in einem von
Agilent synthetisierbaren Bereich zwischen 30 ufdB&senpaaren vorgesehen. Tabelle 12
gibt einen Uberblick uber die Oligonukleotid-Zusasmatellung des 'Proof-of-Principle’
Arrays.

Neben den funktionell zu bewertenden Skip- und tlonegligos desHprt Transkriptes fur
Exon 8 enthielt die Zusammenstellung alle anderkip-3und Junction-Oligos deklprt-
Transkriptes. Diese sollten dazu dienen, den Bagfluder Sequenz auf das
Hybridisierungsverhalten analysieren zu konnen. édgerne Negativ-Kontrolle, neben den

bereits von Agilent fest vorgegebenen internentkiblen des Arrays, wurde eine Sequenz
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aus Intron 7 deblprt Transkriptes zufallig ausgewahlt. Das VorkommenSequenz konnte
durch einen Blat (2.4) gegen die genomische Seqden&laus nur an entsprechender Stelle
im Genom nachgewiesen werden. Weiterhin wurdenek&neffer in einem Blast (2.4) gegen
die Maus EST-Datenbank erhalten.

Tabelle 12: Oligonukleotid Zusammenstellung des Pd-of-Principle Microarrays

Verknlpfung [Exon Nr.] / Anzahl Replikate Langen [bp]
Sequenz verschiedener
Oligos
Skip-Oligos 1-3,2-4,....,79 7 4 30, 40, 50, 60
[Hprt]
Junction-Oligo 1-2,2:3,...,89 8 4 30, 40, 50, 60
[Hprt]
Negativ- : ,
Kontrolle Intron 7 Base #1. bis Base #x (je 1 4 30, 40, 50, 60
nach Lange)

[Hprt]
,A_ufoI’I Skip- Zufallig aus_ge_wéhlte Skip-Oligos 14515 1 30, 40, 60
oligos exprimierter Gene

Da der Array mit diesen 256 Oligonukleotiden (Rlegtié eingeschlossen) noch nicht einmal
zu 1% gefullt war, wurden die freien Positionen eitem Set von 14.515 Skip-Oligos in drei
verschiedenen Langen (30, 40, 50 bp) aufgefilie Oligonukleotide daftr wurden zuféllig
aus einem Set ausgewahlt, welches im Vorfeld unterwendung des unter 3.3.2
beschriebenen Perl-Skripts generiert worden wateiiteank ENSEMBL 41). Dieses Set von
Auffull Skip-Oligos’ diente dem Zweck auf dem Agrain ,realistisches’ Mileu zu schaffen,
welches in kinftigen Hybridisierungen Standard $@éinnte.

3.3.4.1 Kontrolle der technischen Funktionalitat des Hybridisierungsexperiments

Die Daten der ersten Hybridisierung wurden zunacohistder Feature Extraction Software
von Agilent normalisiert und ausgewertet (2.3.8.2).Die  technischen
Hybridisierungsbedingungen des Custom-Arrays waamekt, da die Rohdaten alle Tests
passierten (Hintergrundsingale, Negativkontrolleositiv-Kontrollen, Rasterung). Weiterhin
entsprach die mittels 'Spike-In' Kontrollen (Agiteermittelte dynamische Breite flr einen
linearen Zusammenhang von Signalintensitat zu Plabeentration den Vorgaben Agilents
(hier Signalintensitaten von Ibbis 16 . Das bestatigte den Erfolg der vorrangegangenen
RNA Amplifizierung samt Labeling-Reaktion, sodas&mmdavon ausgehen konnte, dass
maogliche Problemursachen nicht in technischen Betai suchen sind. Die Signalintensitaten
der vier Oligoreplikate mit der Sequenz &iymt Intron 7, die als externe Negativ-Kontrollen
fungierten, lagen auch deutlich im Bereich des étgrunds (ca. < 82), wahrend in der

Wildtyp-Probe mit allenHprt Exon-Junction-Oligos Signalintensitaten deutlidbeii dem
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Hintergrund erzielt wurden. Diese Ergebnisse, digchtn mit Standard-Agilent
Oligonukleotiden erhalten wurden, zeigten, dassvdie Agilent ausgefiihrten Synthesen der
Oligonukleotide funktionierten und die Zuordnung éezelnen Signale im richtigen Raster
erfolgt war (Negativ-Kontrollen).

Signalintensitéten des Skip-Oligos ~ Hprt Exon 8 Signalintensitaten der Junction-Oligos
(Verknuipfung von Exon 7 & 9) Hprt Exon 7-8, 8-9
(Verknipfung von Exon 7 & 8 bzw. 8 & 9)
100000 -
100000 1
10000
10000 A
g 1000 1 ——Wt g [ —8— Wt (7-8)
g —=—RR15 £ 1000 ‘ —e— Wt(8-9)
£ EE —+—RR15(7-8)
g 100 - @
'(% 100 A —4—RR15(8-9)
10 1 10 §
1 . - S 1 - - \
30 40 50 60 30 40 50 60
Lange des Oligonukleotids [bp] Lange des Oligonukleotids [bp]

Abbildung 12: Signalintensitaten im Proof of Princple Experiment (Detektion vonHprt Deletion Exon 8)
Dargestellt sind die Mittelwerte (n=4) der mit aimeAgilent Custom Array (4x40k) aufgezeichneten
normalisierten Signalintensitaten fur Oligonukleetider beiden Detektionsvarianten in Abh&ngigkaih v
Oligonukleotidlange [bp] und hybridisierter ProkeRNA. Die Standardabweichung der Mittelwerte witotadh
senkrechte Linien an den Messpunkten widergegebenDetektionsvariante 1, Verwendung von Skip-Otigo
B = Dektionsvariante 2, Verwendung von Junctiong@di. Wt = hybridisierte aRNA synthetisiert aus Wil
F1 RNA. RR15 = hybridisierte aRNA synthetisiert aiesnHprt-Klon RR15 mit Deletion von Exon 8.

Nach erfolgreicher Bestéatigung aller Kontrollen wainit der technischen Funktionalitat des
Arrays und der Hybridisierung wurden die Signalnsigiten der fir die Detektion der
Deletion desHprt Exon 8 notigen Oligonukleotide (Skip-Oligo: ,Exdh (7-9)’; Junction-
Oligo: ,Exon 7-8 und Exon ,8-9) ausgewertet. Digignalintensitaten sind graphisch
dargestellt in Abbildung 12.

3.3.4.2 Detektion mittels Skip-Oligonukleotiden (Variante 1)

Mit dem Skip-OligonukleotidHprt Exon 8 lassen sich fur alle Nukleotidlangen mit de
Mutante RR15 deutliche Signale mit Intensitatensziven 3625 und 13074 erzielen, die in
Abhangigkeit von der Oligonukleotidlange zunehmemVergleich dazu liegt das Signal in
der Wildtyp-Probe bei 30 bp langen Nukleotiden m#1l noch deutlich im Intensitatsbereich
des Hintergrundsignals, steigt dann bei Langen #0nbp und 50 bp schnell Gber den
Hintergrund hinaus an und erreicht bei 60 bp-larffg@gmenten bereits eine Signalstarke von
16616, vergleichbar mit der der Mutante.
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Fur die Signalintensitaten der 30 bp langen Fragenkann man daher feststellen, dass dieses
Ergebnis vollstandig das aus den theoretischen Béslégungen zur Detektionsvariante 1
erwartete Ergebnis widerspiegelt: Ein Signal kannmit der Probe RR15 und nicht mit dem
Wildtyp erreicht werden, da die Verknipfung von Bxoé und Exon 9 nur in derflprt
Trankript der Mutante und nicht im Wildtyp vorkomns konnte somit gezeigt werden, dass
sich die theoretischen Uberlegungen zur Detektimn VExon-Deletionen mit Skip-

Oligonukleotiden praktisch umsetzen lassen.

Spezifitat des Skip-Oligos
'Hprt Exon 8 (7-9)'

500 1 4830

400 A
c ~
2z
S
=9
£ 300 A
2T
5§
35
g % 200 A
QL
c =
=i
£
g 0 100 H

36,3
22 0,38
30bp 40 bp 50 bp 60 bp
Lange des Oligonukleotids

Abbildung 13: Spezifitat des Skip-Oligos Hprt Exon 8’ in Abhéngigkeit von der Oligonukleotidlange
Dargestellt sind die Quotienten der Mittelwerte 4h=der mit einem Agilent Custom Array (4x40Kk)
aufgezeichneten, normalisierten Signalintensitatéer aRNA Probe RR15 zur Probe Wildtyp fir
Oligonukleotide der Detektionsvariante 1 in Abh@hgit von Oligonukleotidlange [bp].

Mit steigender Oligonukleotidlange nahern sich 8Slignalstarken von Mutante und Wildtyp

allerdings so sehr an, dass keine Spezifitdt dego@ikleotids mehr zu erkennen ist. Eine
Detektion der Deletion ist mit Oligonukleotiden v60 bp Lange nicht mehr mdglich. Dies

zeigt sich sehr gut in Abbildung 13 in der die \é@thisse der Signalintensitaten von Mutante
zu Wildtyp in Abhéngigkeit der Oligonukleotidlangeargestellt werden. Die Spezifitat der
Skip-Oligonukleotide nimmt mit zunehmender Langpanentiell ab.

3.3.4.3 Detektion mittels Junktion-Oligonukleotiden (Variante 2)

Die Detektion der Exon-Deletion mittels Junctiorigdk sollte basierend auf der geringeren
Signalintensitat der entsprechenden Oligonukleatidger Mutanten-Probe im Vergleich zur
Wildtypprobe erfolgen (autosomal lokaliserte Gelmeotretisch 50% des Wildtyp Signals im
linaeren Signalbereich). Grundsatzlich lasst sedtstellen, dass die erreichten Signalstarken

in der Wildtypprobe ausserhalb des Hintergrundsigeaeichs liegen und mit steigender
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Oligonukleotidlange erwartungsgemald zunehmen. Dimkfionalitat der aufgestellten
Oligonukleotide ist damit belegt. Zusatzlich fieiffadass die Intensitaten der Oligonukleotide
fur das Junction-Oligo 7-8 durchweg lUber denenJdestion-Oligos 8-9 lagen. Dies kann in
den unterschiedlichen GC-Gehalten begrindet s@me8 7-8 GC = 43%, 30mer 8-9 GC =
40%; 60mer 7-8 GC = 43%, 60mer 8-9 GC = 33%).

Spezifitat der Junction-Oligos
‘HprtExon 7-8 & Exon 8-9'
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Verhaltnis der durchschnitllichen
Signalintensitaten (Wt/ RR15)

Abbildung 14: Spezifitat der Junction-Oligos Hprt Exon 7-8 und Exon 8-9’ in Abhangigkeit von der
Oligonukleotidlange

Dargestellt sind die Quotienten der Mittelwerte 4h=der mit einem Agilent Custom Array (4x40Kk)
aufgezeichneten normalisierten SignalintensitatmaiRNA Probe Wildtyp zur Probe RR15 fir Oligonuaitide
der Detektionsvariante 2 in Abhangigkeit von deig&hukleotidlange [bp].

Die Signalstarken, die fur die beiden Oligonukldtygpen mit der Probe der Mutante RR15
erreicht werden, befinden sich bei einer Oligonaktdange von 30 bp im Bereich des
Hintergrundsignals und steigen mit zunehmender ébtldlange deutlich an. Fur die

Verbindung der Exons 7 und 8 werden bei einer Baszathl von 60 beispielsweise nahezu
die Intensitaten des Wildtyp Signals erreicht. Agatu der Beobachtung, die mit dem Skip-
Oligo mit der Wildtyp-RNA Probe gemacht worden sindmmt auch hier mit zunehmender
Lange des Oligonukleotids die Spezifitat deutlich. ®eutlich zu erkennen ist diese
Beobachtung in der graphischen Darstellung des ahmikses der Signalintensitaten von
Wildtyp- zu Mutanten-Signal (Abbildung 14). Dassesi Anfalligkeit gegeniber Cross-
Hybridisierungen jedoch sequenzabhangig ist, zeigh daran, dass die Spezifitdt des
Junction-Oligos (8-9) deutlich schwacher ausfali die des Oligos (7-8). Unklar ist warum;
eine Erklarung dafiir, dass die Spezifitat des Jomedligos 8-9 bei 30 bp geringer ausfallt
als bei den anderen Langen kann in der BerechnemgSgezifitat liegen. Hier ist der

Quotient von WT- zur Mutanten-Durschnittssignalimgigat berechnet worden. Da die
Signalintensitaten der 30 bp langen Oligonukleofiglenction 7-8 und 8-9) im Hintergrund
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und damit ausserhalb des linearen Bereichs lieggree sich diese Werte nicht zur Bildung
eines Verhdaltnisses. Fur die Ergebnisse sind daber absoluten Intensitaten

ausschlaggebend.

3.3.4.4 Zusammenfassende Auswertung des Proof of PrincipExperiments

Die Ergebnisse des Experiments zeigen anschautlels eine Detektion von Exon-
Deletionen mit beiden Detektionsvarianten moglsth Die Spezifitat der Detektion ist umso
hoher je kiurzer das verwendete Oligonukleotid aunhdMicroarray ist. Die besten Ergebnisse
wurden bei beiden Varianten mit Oligonukleotident nhiingen von 30 bp erreicht.
Oligonukleotidlangen ab 50 bp lieferten fur beidaridnten unbefriedigende Ergebnisse.
Hohere Signalintensitaten konnten jedoch mit |aagedukleotiden erzielt werden, was von
Vorteil bei Detektionen von Deletionen in schwagprémierten Genen sein kann. Spezifitat
und Sensitivitat stehen daher in beiden Variantandirektem Zusammenhang.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte die Detektidrasierend auf Skip-Oligonukleotiden
(Detektionsvariante 1) weiter etabliert und getesterden. Diese Entscheidung ist darin
begriindet, dass sich diese Methode rein auf diekileh eines Signals in der Mutante
beschrankt und ein eindeutiges Signal in Bezugdasfdeletierte Exon liefert. Im Falle der
Variante 2 sind fur den eindeutigen Nachweis ee&letion vergleichsweise 2 Sonden nétig.
Anhand einer Sonde kann nicht entschieden werdedae stromauf- oder das stromabwaérts
gelegene Exon im Transkript fehlt (3.3.1). Dahédis Variante 1 auch aus wirtschaftlichen
Gesichtspunkten zu befirworten.

Weiterhin wurde die Oligonukleotidlange von 30 bpundchst als Standard fir
Folgeexperimente ausgewahlt, da damit die spebkgtea Ergebnisse zu erwarten waren. Ob
die mit dieser Lange erreichbaren Signalintensitatgch bei schwach exprimierten Gene zur
Detektion ausreichen, gilt es zu analysieren. Digebknisse basieren auf dem stark
exprimertenHprt Transkript, welches nach den Experessionsanalyseser Zellinie F1
(3.2.1) an Position 476 der ,Expressions-Hitligght.

3.3.5 Pooling-Experimente mit Positiv-Kontrollen und ENU-mutierten ES-Zell-
Klonen

Ausgehend von den in Abschnitt 3.3.4 beschriebei®gebnissen wurde ein neue

Microarray-Struktur entwickelt, die die Detektioorv Exon-Deletionen mittels 30 bp langen

Skip-Oligonukleotiden ermdglichen sollte. Mit dieseAufbau sollten folgende Analysen
durchgefuhrt werden, die der Weiterentwicklung Besroarray-Designs dienen sollten:
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» Ermittlung falsch-positiver Signale anhand von WjifgtProben

» Bestatigung der Funktion des Micorarrays durch Kigie der Deletion vorHprt
Exon 8 in der Positiv-Kontrolle RR15 (Reproduktier Machbarkeitsstudie; 3.3.4)

» Test verschiedener Pooling-Verhéltnisse anhandDégéektion bekannter Deletionen
desHprt Transkripts zweier Positiv-Kontroll-Klone (RR1AExon8; BG15AExX0n6)

mit Hinblick auf die Kostenreduktion kiinftig angeter Screenings (vergl. 3.1.3)

Die in-silico Synthese der notwendigen Oligonukleotide erfolgté der unter 3.3.2
entwickelten Software. Unter Verwendung der ENSEMBLMaus Exon Datenbank und der
unter 3.2.2 ermittelten 7475 Genen, die in beidenT-Rvoben mit 99%-iger
Wahrscheinlichkeit als exprimiert angesehen werkiamen, wurden Skip-Oligonukleotide
fur 37.219 Exon-Deletionen entworfen. Die Deletiorf@hren nicht zu einer Unterbrechung
des ORF. Fur weitere Analysen und zur Kontrollehetht der Array zudem samtlichidprt
Skip-Oligonukleotide, dieHprt Junction-Oligonukleotide und die Oligonukleotidrfe
komplementar zu der bereits beschriebenen Sequenzn&ron 7 desHprt-Gens (vergl.
3.3.4). Die Zusammenstellung der Oligonukleotidedam Microarray ist mit Ausnahme der

von Agilent vorgegebenen Oligos in Tabelle 13 wigdgeben.

Tabelle 13: Oligonukleotid Zusammenstellung des Pding-Experiments

Verknlpfung [Exon Nr.] / Anzahl verschiedener | Replikate | Lange [bp]
Sequenz Oligos

Skip-Oligos 1.3, 2-4,....,7-9 7 5 30
[Hprt]
Junction-Oligo 1-2,2-3,...,89 8 5 30
[Hprt]
Negativ- :
Kontrolle [Hprt] Intron 7 Base #1 bis Base #30 1 5 30
Screening Skip-|  Alle Skip-Oligos der in der F1-
Oligos Linie exprimierter Gene (7407) 37219 L 30

Die Vorbereitung der RNA-Proben fir die Hybridisieg erfolgte wie unter Abschnitt 2.3.8.2
beschrieben. Fir die Analyse zusammengestellter -RMden verschiedener Mutanten
wurde die Gesamt-RNA aller Mutanten vor der aRNAWBgse anteilsmalig
zusammengefiihrt. Einen Uberblick tiber die hybrattein aRNA-Proben gibt Tabelle 14.
Analog zu 3.3.4.1 wurden zunéachst die Ergebnissed®i Feature Extraction Software
ausgewertet und normalisiert. Die technische Fonklitat der Hybridisierungen konnte
bestatigt werden. Hier erfillten alle Proben die VAgilent vorgegebenen Parameter. Auch
die Signalintensitaten fur die Negativ-Kontrollee(fsienz aus Intron 7 Hprt) lagen im Bereich

des Hintergrundsignals.
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Tabelle 14: Ubersicht tiber die hybridisierten RNA-Roben/-Pools

Wt sind biologische Wildtyp Replikate; RR15 = Posifentroll RNA der Mutante RR15 mit Deletion von
Hprt Exon 8; BG15 = Positiv-Kontroll RNA der MutanBG15 mit Deletion von Hprt Exon 6; RRx### RNA
aus ENU mutierten ES Zellklonen der Mutagenese F3.11.1)

Microarray Klon-ID Verdinnungsverhaltnis einer

[#Objektrager.#Feld] Gesamt-RNA in der Probe

1.1 Wt F1 Unverdiinnt

1.2 RR15 Unverdiunnt

1.3 RR15 + RRx004 1:2

1.4 Wt F1 Unverdinnt

2.1 Wg F1 Unverdiinnt

2.2 BG15 + RRx004 1:2

2.3 BG15 + RRx005 + RRx006 1:3

2.4 RR15 + BG15 + RRx004 + RRx005 + 1:5

RRx006

Um falsch-positive Signale (z.B. bedingt durch ral#tives Spleissen) auszuschliel3en,
wurden die Ergebnisse der drei unabhangigen WilBtgien analysiert. Es wurden zunachst
solche Sonden ermittelt, die Signalintensitaten wvorehr als dem dreifachen des
Hintergrundsignals aufwiesen. Diese Grenze wurde dusgewahlt, da keine Angaben zu
ahnlichen Untersuchungen vorlagen. Dadurch soléteargiert werden, dass nicht solche
Sonden als Falsch-Positiv eingestuft werden, dieadjegend schwache Signal aufgrund von
leichten Cross-Hybridisierungen mit beispielsweeggetitiven Elementen erzeugen.

Anhand der Wildtyp Proben konnten so insgesamt 1337219 Oligonukleotid-Sonden
ermittelt werden. Auch in den Proben der ENU-Mutantgaben diese 1023 Sonden
entsprechend deutliche Signale. Da es sich somiffalsch-positive Signale handelte, die
nicht auf einer Exon-Deletion basierten, wurdenséidoei der weiteren Analyse und
Weiterentwicklungen nicht bertcksichtigt. Eine BlAsalyse der 1023 Sequenzen gegen
dbEST ergab 100%-ige Treffer fir 54 Sequenzen. de&sen Sequenzen handelte es sich
daher um Splei3-Alternativen. Weiterhin wies eirof@eil der restlichen Sequenzen (74%)
einen GC-Gehalt gréf3er 60% auf.

Zusatzlich konnte die Funktion des Array-Designgluteh bestatigt werden, dass eine
eindeutige Detektion der Deletion vatprt Exon 8 aus der Mutante RR15 mdglich war.
Abbildung 15 zeigt die mit dem entsprechenden Qiligdeotid erzielten Signalintensitaten
fur Wty F1 (5,9) und Mutante RR15 (6207,6). Entsprechemg ¢ntensitaten zeigte diese
Skip Hprt Exon 8 Sonde auch bei der Hybridisierung gepodlt@ben (vergl. Tabelle 14).
Die Signalintensitat nimmt nahezu linear mit denrdémnungsverhaltnis ab. Eine Detektion

dieser Mutation aus einem 1:5 Pool war probleml|dgliah.
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Abbildung 15: Signalintensitaten ausgewahlter Sondeim Pooling Experiment

Dargestellt sind die Mittelwerte (n=5) der mit aimeAgilent Custom Array (4x40k) aufgezeichneten
normalisierten Signalintensitaten, die mit den Gtigkleotiden Skip Hprt Exon 8 (7-9) und Skip HpwoE 6
(5-7) in unterschiedlichen Proben (aRNA) erzieltreken. Die analysierten Proben entsprechen dentZetsa
aus Tabelle 14.

Anders verhalt sich die Detektion deprt Exon 6 Deletion Uber die entsprechende Skip-
Sonde (Exon 5-7). Hier betragt die Signalintensiaeiner 1:2 Verdinnung mit 127,0 nur
3,7% der der oben genannten Sonde. Bei einer lt8iviaung liegt das Signal mit einer
Intensitat von 16,9 deutlich im Bereich des Hintargls (ca. < 55). Im Vergleich zum
Wildtyp-Signal der Sonde ist zwar ein Unterschiedezkennen, doch ist fraglich, ob eine
unbekannte Mutation aufgrund eines derart geringerhaltnisses eindeutig zu erkennen
ware. Die geringe Signalintensitat lasst sich vetlictudurch den vergleichsweise geringen
GC-Gehalt der Sonde von nur 30% begriinden. Die &and Detektion der Deletion von
Exon 8 weist einen GC-Gehalt von 47% auf. Der GQdleder Sonde sollte daher bei der
Bewertung mdglicher Signale nicht ausser Acht gelasverden.

Auf Basis dieser Beobachtung wurden hinsichtlich Sigingenz zwei Hybridisierungen bei
55°C und 60°C anstelle von 65°C durchgefuhrt, dangere Hybridierungstemperaturen
auch von der Fa. ExonHit Therapeutics (Fehlbaumalgt 2005) bei kirzeren Sonden
erfolgreich angewendet wurden. Doch liel3en sichbdiediesen Temperaturen hybridisierten
Arrays nicht auswerten. Zum einen konnte das Rastdrt richtig platziert werden, zum
anderen machten unregelm&Rig verteilte intensivatejundsignale eine Auswertung

unmaglich.

66



Ergebnisse

3.3.6 Auswertung der ersten Pooling-Experimente hinsichith neuer Exon-

Deletionen

Die unter 3.3.5 nach allgemeinen Fragestellungeyaierten Proben wurden im Anschluss
hinsichtlich der Detektion bisher unbekannter EXa®ietionen untersucht. Hierzu wurde ein
Excel Programm verwendet, welches ausgehend vonndemalisierten Signalintensitaten
zunachst den Quotient des Signals aus ENU mutiertgse zu dem durchschnittlichen Signal
der drei Wildtyp Proben der jeweiligen Sonde ersfigt Unter Berucksichtigung der
Verdinnung der ENU-Probe war ein Quotienten groBedamit ein Hinweis auf eine
maogliche Exon-Deletion. Konsequenterweise hattemdenapp 10% aller Oligonukleotid-
Sonden weiter betrachtet werden mussen. Daher Wwuedeine weitere Schwelle eingefihrt,
die nur noch Quotienten groRer 5 betrachtete. D&xdavelle war frei gewdahlt, hatte aber
beispielsweise eine Detektion déprt Exon 6 Deletion (Abbildung 15) zweifelsfrei erkem
lassen. Die Anzahl putativer Mutationen lie3 sicadarch erneut um den Faktor 10
reduzieren, d.h. durchschnittlich waren immer noeh 370 putative Exon-Deletionen pro
Probe zu betrachten. Diese Zahl schien viel zu hmchpasste nicht annahernd zu der unter
3.1.3 beschriebenen Schétzung von ca. einer Exteti@e in 2,23 Klonen. Da jede ENU-
Mutante in mindestens zwei Proben enthalten warndewudas Programm dahingehend
erweitert, dass ein Abgleich der Ergebnisse debétraerfolgte und nur solche Exon-Skip
Sonden selektiert wurden, die in beiden Probenpesthend hohe Quotienten aufwiesen.
Diese Filterung reduzierte die Anzahl mdglicher ereMutationen auf 10 fir die 5

analysierten ENU-Mutanten (Tabelle 14).

Tabelle 15: Informationen zu putativen Exon-Deletimen

MGI Symbol Kennungen, die mit einem Asteriks (*)rsehen sind, weisen auf das Vorhandensein bekannter
Splei3-Varianten fur dieses Gen hin. Fur die Mwan{Mut) RRx005 und RRx006, hier mit 005 und 006
abgekirzt, war aufgrund des ausschlielBlich gemeiesaVorkommens in den Proben (Tabelle 14) keine
eindeutige Zuordnung moglich. Die SignalintensitatéSignalint.) sind jeweils fir das niedrigste
Poolingverhaltnis (P) angegeben. Signalintensité@tes Wildtyps (Wt) sind das arithmetische Mittek adrei
biologischen Replikaten. Der Quotient (Q) berechsiet wie folgt: Mut/Wt P

Sonden MGI . Exon| Signalint.
NI Sonden Name Symbol Ensembl Transkript ID NE Wi [ Mut

P Q Mutante

12507 skip_id_04399 Arnt*| ENSMUSTO0000001566466 | 6,0 92,8| 1:8 46,4 | 005+006

14032 | skip_id_ 07731 | Mgea6* ENSMUST000000434217 | 6,0| 181,8 1| 30,3 RR15

25511 skip_id_06458 Stk100 ENSMUST00000020p513 7,7| 140,9] 1| 18,3 RR15

28085 skip_id_19803 Phfi4t ENSMUST000000906338 55| 220,8] 1:2 80,3 BG15

31117 skip_id_15875 Hatl*l ENSMUST00000028408 6,5 140,00 1| 21,5 RR15

33902 skip_id_29462 Bublh ENSMUST00000038B34B | 20,3 293,4| 1:3 43,4 | 005+006

35035 skip_id_09425 Acinl ENSMUSTO000000227937 | 26,8 307,4| 1:3 34,4 | 005+006

43902 skip_id_26133 Nup37 ENSMUSTO00000052858 |10,0/ 891,2| 1:3 267,4| 005+006

13410 | hprt_skip_30mer_07 Hprt | ENSMUST00000026723 8 59| 6207,6 1 | 1052,1 RR15

11847 | hprt_skip_30mer_05 Hprt | ENSMUST00000026723 6 57| 127,0 1:2 44,6 BG15
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Zwei dieser Mutationen waren die beiden bekannteletidbnen von Exon 8 und 6 dekprt
Trankripts. Tabelle 15 gibt Informationen zu denghighen Mutationen. Fir 5 der 8 Gene
existieren Spleil3 Isoformen, von denen allerdingind den putativen Exon-Deletionen
enspricht. Die mit den spezifischen Sonden erziéiignalintensitaten liegen z.T. nur knapp
Uber dem Bereich des Hintergrundsignals und ereeicticht anndhernd die Starke digst
Exon 8 spezifischen Oligonukleotids. Dennoch siedtliche Unterschiede von Wildtyp zu
Mutante zu erkennen, u.a. auch bei dem sehr schesgmimierten Gerstk10(nur ca. 4,5%
der Signalintensitat dedprt Transkriptes nach Illumina Expressionsmessunge); 3

Bei genauerer Betrachtung der groRen Anzahl fateditiver Werte vor dem Abgleich der
Proben fiel auf, dass ein Grof3teil der gebildet€eotienten auf Signalintensitaten basierte,
die deutlich im Bereich des Hintergrund lagen. Diesgyte, dass Werte im Hintergrundbereich
(i.d.R. <50) und ausserhalb des linearen BereicdR(< 25), insbesondere im Vergleich
zwischen verschiedenen Array-Feldern, nicht mith&ibeit verglichen werden kénnen.
Weiterhin wurden bei 5 bis 50 Oligonukleotiden pharay sehr hohe Signalintensitaten

festgestellt, die auf Hybridisierungsartefaktenidérden.

Abbildung 16: Hybridisierungsartefakte

Die Abbildung zeigt einen Weg der Entstehung falgohitiver Signale aufgrund der Bildung von
Hybrididerungsartefakten auf der Oberflache desrddirays. Die Aufnahme wurde erstellt mit der Featu
Extraction Software und zeigt den Bereich um diedg&oNr. 6235 (skip_id_13239). Blaue Kreise begranze
Software basiert die einzelnen Positionen der Sonde inneren blauen Kreise beschreiben den Beggc in
die Auswertung der Signalintensitat einflie3t. Hegnalintensitat ist der besseren Anschaulichkieigefarbt
und nimmt von weif3, tber gelb, rot, grin, blauzisschwarz hin ab. A: Bereich um Sonde 6235 ohnef#t.

B: Bereich um Sonde 6235 mit Artefakt. Dieses Aakéfwurde als solches von der Feature Extractidiw@ee
erkannt (vergl. Text im Bild).

Ein Beispiel fur ein Artefakt gibt Abbildung 16. Biarend auf diesen Ergebnissen wurden in
nachfolgenden Untersuchungen alle auffalligen Sondke von der Feature Extraction
Software nicht automatisch als ,nicht gleichmalf&ickannt wurden, visuell Uberprift.
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3.3.7 PCR basierte Bestatigung moglicher Exon-Deletionen

Die Bestatigung moglicher Exon-Deletionen solltdtets PCR auf Transkriptebene (CDNA)
erfolgen. Dazu wurden zwei Primer-Systeme vorgaseltte nachfolgend graphisch
dargestellt sind (Abbildung 17). Analog zu den ur2e8.1 beschriebenen Oligonukleotid-
Sonden ist der Skip-Primer des Primersystems S Seguenzen der beiden Exons
zusammengesetzt, die stromauf- (c) und stromabwa)tses deletierten Exons (b) liegen.
Abweichend von den Skip Sonden sind nur die letzbesi bis vier Basen seines 3"-Endes
komplementéar zu dem 5°-Ende des Exons a. Im Faikr ®eletion von Exon b ist dieser
Primer vollstdndig komplementar zu der Sequenzspdass ausgehend von dessem 3"-Ende

eine Synthese stattfinden kann.

Mut. Wt
s Y |
3-4 bp
—_— ->

S A Exon Tus
Mut. Wt
s Y |

—_ <—
F A Exon LEE b

Abbildung 17: Schematische Darstellung der PCR Sysine zur Bestatigung von Exon-Deletionen

Die Abbildung zeigt schmematisch die im Text bemtene Vorgehensweise bei der Bestatigung von Exon-
Deletionen mittels PCR. Die schwarzen Linien vepgin das cDNA Molekill eines bestimmten Gens. Die
gestrichelte schwarze Linie deutet eine Deletiom detsprechenden Exon-Sequenz an. Die roten Pfeile
symbolisieren die Position der PCR Primer (PfeiB=Ende). Die grauen Rechtecke stehen symbolisch fii
Ausschnitte aus Agarosegelen. Im Falle einer estamt Amplifikation eines Produktes in der PCR nstrd
entsprechenden Primersystem sind schwarze Linieigeeeichnet, die die Ethidiumbromid vermittelte
Fluoreszenz der Produkte symbolisieren sollen. Betektion basierend auf einem Skip-Primer (linkgp u
einem entsprechenden Rickwarts-Primer (rechts). Betektion basierend auf zwei die Deletion flankielen
Primern. Mut. = PCR-Produkte eines mutierten ume£iWildtyp Allels. Wt = PCR-Produkt zweier Wildtyp
Allele.

Liegt keine Deletion vor, so kann dieser Primer zm#& dem grof3ten Teil seiner Sequenz an
Exon c binden, eine Synthese ausgehend von seiiéndg erfolgt dennoch nicht, da die

letzten drei bis vier Basen nicht komplementéar siBdtsprechend war aus Vorversuchen
bekannt, dass eine Ubereinstimmung von nur dreivigis Basen am 3'-Ende des Primers
nicht ausreichen ein Fragment zu amplifizieren éDahicht gezeigt.). In einer PCR

ausgehend von einer cDNA Matrize wird daher nur Piodukt erwartet, wenn das

untersuchte Transkript eine entsprechende ExontiDelaufweist.

Der Nachteil dieser Skip-Primer basierten PCR Istiarin, dass die Freiheiten zur

Gestaltung des Skip-Primers (Tm, repetitive Seqeenetc.) aufgrund der vordefinierten
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Position sehr eingeschrankt sind. Eine OptimierdegPCR-Bedingungen auf diesen Primer
ist im Vorfeld nicht ohne groRere Vorarbeiten mélglida kein bestéatigtes Matrizenmaterial
zur Verfligung steht.

Im Primersystem F flankieren die beiden PCR Prirdas deletierte Exon. Liegt keine
Deletion vor, so erhélt man in einer PCR nur Preelwion der Grol3e des Wildtyp-Fragments.
Im Falle einer Deletion sind verschiedene Amplifietasmuster denkbar, da neben dem
mutierten Allel auch das Wildtyp Allel exisitierZum einen kann neben dem Wildtyp
Produkt ein um die GroR3e des deletierten Exonsiétes Deletions Produkt gebildet werden.
Zum anderen kann sich das kleinere Produkt im ZggeAmplifikation durchsetzen oder erst
gar nicht bzw. nicht ausreichend amplifiziert werdefalls das mutierte Transkript
beispielsweise durch ,RNA mediated decay’ im Vaifabgebaut wurde.

M Nnp37 M Mgeab Phil4
F 5 r 5 r 5
wi 5 6 - Wit 5 6 - Wit RRI15S - Wi RRIS - Wi BRGI5 - Wi BGIS -
~

Abbildung 18: Bestatigung selektierter Exon-Deletioen mittels PCR

Die Abbildung zeigt die Ethidiumbromid vermittelteFluoreszenz von PCR-Produkten nach
gelelektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5%nigAgarosegel. Es wurden jeweils 10% eines PCR-
Ansatzes aufgetragen. F = Primersystem bestehesdzaei die Deletion flankierenden Primern; S =
Primersystem aus einem Skip-Primer und einem Rickv#imer; M = GrolRenstandard ,GeneRuler™ 100 bp
Plus DNA Ladder’, 500 ng; - = Negativ-Kontrolle fwh Matrizen DNA); Wt = Wildtyp F1 ES-Zell cDNA
Matrize; 5 = RRx005 cDNA Matrize; 6 = RRx006 cDNAalize; RR15/BG15 = cDNA der Klone als Matrize.

Diese mdglichen Amplifikationsmuster stellen bezsir Methode den Nachteil dar. Da beide
Methoden entsprechende Nachteile aufweisen, wuide parallele Anwendung beider
Systeme beschlossen. Eine elegante Methode war&/atigendung sogenannter Poison-
Primer (Edgley et al., 2002) gewesen. Nach einigernversuchen stellte sich allerdings
heraus, dass diese Methode einiges an Optimierthegsaorraussetzt und sich daher eher fur
gro3angelegte Screenings nach bestimmten wenigen-Bgletionen eignet, als flur die
Bestatigung einzelner Klone. Fur alle zu bestatigenExon-Deletionen (Tabelle 15) wurden
die beiden Primersysteme S und F erstellt (Pringeiesazen in Anhang). Die cDNA Synthese
erfolgte ausgehend von 1 pg Gesamt-RNA der ESKletie nach 2.3.5. Die PCR wurde wie
in Abschnitt 2.3.7 beschrieben durchgefuhrt unterwendung 1% des jeweiligen cDNA
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Ansatzes als DNA-Matrize. Die PCR-Produkte wurdescalielRend gelelektrophoretisch
aufgetrennt.

Fur die Transkripte der Gerent und Stk10 konnten mit beiden Primersystemen auch nach
diversen PCR Optimierungen (Tm, Primer-Konzentregig Matrize) und Austausch der
Primer keine Produkte amplifiziert werden (Dateohhigezeigt.). Beide Gene werden in F1-
ES Zellen schwach exprimiert (4,9%rht] bzw. 4,5% Btk1Q der Signalintensitat dadprt
Transkriptes nach lllumina Expressionsmessunge); Bestatigt werden konnten die Exon-
Deletionen in den Transkripten der Gévigea6(A Exon 17, 36 bp) undMup37(A Exon 8, 51

bp) tber die Skip-Primer Systeme (Abbildung 18)r Bn RRx006 war Trager der Exon-
Deletion inNup37 Die Deletion inMgea6war auch anhand des kleineren Produktes der PCR
mit den flankierenden Primern zu erkennen. FufTdanskripte der Genacinl, Bublh Hatl

und Phfl4 konnten Produkte mit dem flankierenden Primersysaenplifiziert werden, doch
waren hier keine Abweichungen vom Wildtyp-Amplifilk@ansmuster zu erkennen. Mit dem
Primersystem S konnten fur diese Transkripte kddnedukte amplifizert werden. Alle
amplifizierten Produkte entsprachen den im Vorfetchittelten Gro3en. Die Abbildung 18
zeigt reprasentativ fur diese vier Gene das Ankatfonsmuster deBhf14 Transkriptes.

3.3.8 Durchmusterung einer Test-Bibliothek ENU mutierter ES-Zellen

Basierend auf dem unter 3.3.5 erprobten Array-Desimd den daraus gewonnenen
Erkenntnissen wurde ein Array mit optimierter Ohg&leotid Zusammensetzung entworfen.
Es wurden folgende Veranderungen vorgenommen:
* Sonden mit falsch-positiven Signalen (1023 Oligesjden entfernt
» Aus den 54 Sonden der alternativ gespleil3ten Trgotekwurden 5 Spleif3-Ereignisse
mittels PCR unter Verwendung der Primersysteme ¢h rfsbbildung 17 bestatigt
(Abbildung 19). Die entsprechenden Skip-Sonden emirdann als interne Positiv-
Kontrollen auf dem Array plaziert (5 Replikate).
e Zur Analyse der Expressionslevel und damit eineétlichen internen Kontrolle zur
Vergleichbarkeit der als Ausgangsmaterial verwegri&esamt-RNA Proben, wurden
von 5 HaushaltsgeneA¢tb, B2m, Gabpd, Hprt, Ldh#l)e Oligonukleotid Sonden (50
bp) des lllumina Arrays tbernommen (5 Replikate).
Mit dieser Uberarbeiteten Array-Struktur war esotieéisch moglich 36.196 Exon-Deletionen
in 9363 Transkripten (7461 Genen) zu analysieraesé erweiterte Aufbau der Sonden-
Zusammenstellung wurde zunachst an drei biologisd®eplikaten von aRNA des F1 ES-
Zell Wildtyps und des Positiv-Kontroll Klons RR13:% Pool mit Wildtyp) getestet. Die
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Ergebnisse dieser Hybridisierungen waren sehr eddgn stellend, da alle technischen
Parameter die Anforderungen der Feature Extra@ioftware erfullten, die Intensitaten der
Kontroll-Sonden (Skip-Oligos der alternativ gesten Gene, Housekeeping Gene) unter den
vier Proben absolut vergleichbar waren und auchdeutliches Signal fur das Skip-Oligo
Hprt Exon 8 (Mut/WT Signalverhéltnis = 934) erzielt war

»'\i A+nxa7- V+rk1 - F+nl - Ecnb- pfz-;w | Mal Ensembl Transkript IDEXon PCR Produld [bp]
. Symbol Nr. |- Exon |+ Exon
Anxa7 | ENSMUST00000065504 6 514 580
Vrkl |ENSMUSTO00000085026 13 756 816
w o= Fnl | ENSMUST00000055226 25 454 727
- . Scrib | ENSMUST0000000260Q3 36 451 526
Zpf207 | ENSMUSTO00000053740 9 619 712

Abbildung 19: Bestatigung alternativ gesplei3ter Erns mittels PCR

Die Abbildung zeigt die Ethidiumbromid vermittelteFluoreszenz von PCR-Produkten nach
gelelektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5%nigAgarosegel. Es wurden jeweils 20% eines PCR-
Ansatzes aufgetragen. Aus den 54 Sonden altergatiplicter Exons wurden 6 Sonden ausgewahlt, die al
interne Positiv-Kontrollen auf Microarrays weitenwendung finden sollten. Zur Bestétigung diesep&iB-
Ereignisse wurden Primersysteme des Typs F nacidainlg 17 erstellt und PCR mit Wt F1 ES-Zell cDNK a
Matrize durchgefiihrt. Alle Ereignisse alternativBpleiBens konnten bestatigt werden, da Produkteddir
kleinere alternativ gesplei3te Transkript des jéigen Gens in allen Reaktionen amplifiziert wurd@ergl.
nebenstehende Tabelle.). M = GrélRenstandard ,GdagRul00 bp Plus DNA Ladder’ 500 ng; - = Negativ-
Kontrolle (ohne Matrizen DNA); + = Wildtyp F1 ES-ZeDNA Matrize.

Fur die Durchmusterung wurde ein Schema gewahlghge das Vorkommen eines Klon in
genau zwei Ansatzen mit jeweils 5 RNA Proben ermstigg. Diese 1.5 Pooling Schema (s.u.)
ermdglichte, dass die Hybridisierungskosten auf 4@#uziert werden konnten. Weiterhin
konnte die Auswertung analog zu 3.3.6 erfolgen,. dels fand ein Abgleich der
Signalintensitaten statt. Es wurden nur die Sonderausgefiltert, bei denen ein Klon in
seinen beiden Ansatzen mit der gleichen Sonde art@hten Quotient (> 5; Mut/Wt Signal)
aufwies. Insgesamt wurden 99 ENU-mutagenisierten&lder Mutagenese #3 F1-1 (3.1.1)
aufgeteilt auf 4 Gruppen a 25 Klone analysiert.eE@ruppe enthielt als Kontrolle den Klon
RRx006 mit der bestatigten DeletionNlup37
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Abbildung 20: Darstellung des genutzten Durchmustarngsschema einer Klon-Gruppe (25 Klone)

Die Abbildung verdeutlicht beispielhaft den Aufbainer der 4 Klon-Gruppen in dem Test-Experiment zur
Durchmusterung einer Biobliothek ENU mutierter E&IZn nach Exon-Deletions Mutationen. Jeder
Hybridisierungsansatz (C1-C5 und R1-R5) enthaltRIA 5 verschiedener Klone. Jeder Klon ist in ein€ém
und einem R Ansatz vertreten. Sonden, die in deelirissen der Ansétze R4 und C3 erhdhte Signaditéiten

im Vergleich zum Wt Signal aufweisen, deuten beispieise auf eine entsprechende Deletion in deaMeat
118 hin.

Fur jeden RNA Ampflikationsansatz von 5 RNA Prolvemrde zunéchst eine Stammldsung
der RNA-Proben erstellt, in der die Proben mit dlen Gesamt-RNA Mengen (w/v)
vertreten waren. Von diesem Gemisch Gesamt-RNA &uthnn 400 ng in die unter 2.3.8.2
beschriebene Amplifikation zu aRNA eingesetzt. AMleeiteren Amplifikations- und
Hybridisierungsschritte erfolgten streng nach Frolio Die erhaltenen Rohdaten wurden wie
bereits beschrieben zunachst Uber die FeaturedirmeSoftware normalisiert und analysiert.
Zwei der 40 Hybridisierungen (R13, C18) wurden aumgl unklarer Ergebnisse zur
Linearitat der Signalintensitaten verworfen unddesholt. Eine Vergleichbarkeit der Signale
der Haushaltsgene war danach fur alle Proben gageheslem wurden mit allen Proben
zufrieden stellende Signalintensitdten mit denes iaterne Kontrollen genutzten Skip-
Oligonukleotiden alternativ gespleil3ter Exons dsdral

Insgesamt erfullten 26 Skip-Sonden (Abbildung 2ik) uhter Abschnitt 3.3.6 beschriebenen
Vorgaben des Auswerte-Algorithmus: Das Verhaltres 8ignalintensitaten von Mutante zu
Wildtyp musste in genau einem Ansatz R und genaeneiAnsatz C (vergl. Abbildung 20)
grof3er 5 sein. Von der Moglichkeit, dass 2 Klone gleiche Mutation aufweisen, wurde hier
aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit abgeseligstaunlicherweise traten diese 26
putativen Mutationen in nur 19 der 99 untersucliteme auf. Eine der Exon-Deletionen war
die Deletion des Exon 8 Nup37(Klon RRx006), die als Positiv-Kontrolle eingedetairde.
Die erreichte Signalintensitat lag allerdings urder der vorherigen Hybridisierung (hier:
424,7 bzw. 385,3 (1:5), vorher: 651,8 (1:5); 3.3.Bei einer tieferen Betrachtung der
Signalintensitaten die mit den Sonden der moglicBgan-Deletionen erzielt wurden, fiel
auf, dass von den 52 betrachteten Intensitatem®g8 G100 Einheiten lagen (~ 69%), 24 davon
sogar im Bereich des Hintergrundsignals (ca. < Bhéiten). Der hochste Wert wurde mit

der Nup37 Exon 8 spezifischen Sonde erzielt. Im Vergleichzudabetrugen die
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Signalintensitaten der internen Skip-Positiv-Kohéno, die ebenfalls 30 bp lang sind,
zwischen 524 und 4199 Einheiten in den Wildtyp-lBrobDie 50 bp lange Sonde des
Haushaltsgen$sapd erreichte in den Wildtypproben sogar eine Durstintensitat von
194.544 Einheiten. Fur die Sonde spezifisch zuetim vonGrprf56 Exon 14 wurde in dem
Ansatz C eine sehr hohe Intensitét erzielt, deresathe unklar ist. Es handelte sich nicht um

ein Hybridisierungsartefakt (vergl. Abbildung 16).
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Abbildung 21: Signalintensitaten ausgewahlter Skig@ligonukleotid Sonden

Dargestellt sind die normalisierten Signalinterieiti(linke y-Achse) ausgewahlter Skip-Oligonukldeti die
mit dem unter 3.3.7 beschriebenen Agilent Micropaafgezeichnet wurden. Gezeigt sind die Intereitédtir
die 5 internen Positiv-Kontroll Skip-Oligonukleo#id (alternatives Spleil3ing; MGl Symbol durch ein
vorgestelltes + markiert) und fir die im Text besghenen 26 Sonden, deren Signale Hinweise aufnExo
Deletions-Mutation geben. Jede Sonde wird durchMi@s Symbol und das mégliche Deletions-Ereignif(z.
Exon 6) beschrieben. Fir alle Sonden ist die dgtuhigtliche Signalintensitat (n=3) der Wildtyp-Peob
angegeben (Positiv-Kontrollen n = 15, 3 Proben jmitc Replikaten). Fir die 26 selektierten Sonddn is
zuséatzlich die Signalintensitat in den beiden ldeling-Ansatzen (R und C, n=1) dargestellt, in dedas
Signal mind. 5 x groRBer als das des durchschiighc Wildtyp-Signals war (vergl. Text). Zu
Vergleichszwecken ist auf der rechten y-Achse zlisht die normalisierte Signalintensitat des jewgeih
Transkripts (lllumina Exoressions Array) aus deteur3.2.1 durchgefuhrten Expressionanalyse eingeret.

Gegen die Aussagekraft der Ergebnisse spricht, @asknapp 30% der Sonden mit
Signalintensitaten kleiner 100 Einheiten auch indestens einem der anderen Ansatzen einer
Klon-Gruppe erhéhte Signalintensitatsverhaltnigg®gr als 4 (aber kleiner als 5) festgestellt
werden konnten. Diese Schwankungen kénnen darauhée, dass sich die Intensitaten am
unteren Ende des Bereichs linearer Signalinteesitét16 bis 16 Einheiten) bewegen.
Abbildung 21 zeigt zusatzlich die Signalintensitételie in der Expressionsanalyse von
Wildtyp F1 ES-Zellen RNA mit einem lllumina Micraay fur das entsprechende Transkript
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erzielt wurden. Geht man davon aus, dass diesal8itgnsitaten ein relatives Malf3 fur die
Expressionsstarke des Gens sind, so kann man kelinekten Zusammenhang zu den
Signalintensitaten der Skip-Oligonukleotide sehlem.Vergleich zuHprt (starkste Illumina
Signalintensitat 2709 Einheiten) handelt es sitérdihgs bei dem Grof3teil der betrachteten
Transkripte um sehr schwach exprimierte Transkripiégr 10 Transkripte L{p5, Daglb,
Gpr56, Pdxk, Acbd4, Psmfl, Pik3r4, Khdrbs3, Nekdipsl) mit den eindeutigsten Skip-
Oligo Signalen wurde der Nachweis der DeletionetstPCR (vergl. 3.3.7) unternommen. Es

konnte allerdings keine Deletion bestatigt werdeatén nicht gezeigt).

3.3.9 Neugestaltung des Microarray Aufbaus

Die unzufrieden stellenden Ergebnisse der Durchenusy des Test-Bibliothek lie3en
Zweifel an der praktischen Umsetzbarkeit des Dainksystems und der Wirtschaftlichkeit
zu. Es wurde daher beschlossen zunachst die Dmtskariante mittels Skip-
Oligonukleotiden beizubehalten aber basierend da@muneues Test-System zu entwickeln,
welches madgliche Problemfaktoren verringert. Fotigetechnische Faktoren wurden anhand
voriger Ergebnisse als problematisch eingestulft:

* Oligonukleotidsequenz (GC-Gehalt, Repeats)

» Sensitivitdt (Expressionsstarke, Lange der Oligtentide, zu hohe

Verdinnung der Proben in Pools)

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde fiir das gepl&xeeriment entschieden zunéchst auf
Pooling zu verzichten und die Proben einzeln zuibideren. Um die Mehrkosten fiir diesen
Ansatz zu relativieren, wurde anstelle des 4 x Migroarray Formats das von Agilent seit
Sommer 2007 neu angebotene 8 x 15 k Format verweBike Anzahl zu betrachtender
Exon-Deletionen verringerte sich dadurch auf 15.ZB&ignisse. Zur Erhdhung der
Signalintensitaten wurde die Lange der Sonden visheb 30 bp auf 36 bp erhoht. Eine
weitere Erh6hung der Lange wurde zur Erhaltung remesreichenden Spezifitdt (vergl.
Abbildung 13) fur nicht sinnvoll erachtet. Auf Bagiler unter 3.3.2 entwickelten Software,
der Liste der 7.475 exprimierten Gene und einewuakdn Exon-Auflistung (BioMart,
Ensembl 46) wurden so 31.503 Sonden fur Exon-Deleti generiert, die den ORF des
Transkripts nicht unterbrechen. Das entwickeltel Béript wurde dahingehend erweitert,
dass der GC-Gehalt der Sonden zwischen 35% undl&fifagen musste, nicht mehr als 4
Wiederholungen einzelner Nukleotide (z.B. AAAAA) rkamen und mit der Sonde keine
100% Treffer in einem Blast gegen die Maus-EST Dlaaek erzielt werden konnten
(Extraktion falsch positiver Sonden). Dies redusetie Anzahl der Sonden auf 17.366. Um
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der maximal platzierbaren Anzahl von 15.208 Oligdaatiden unter Beriicksichtigung der
Kontrollen gerecht zu werden, wurden die 2.227 ®andler 17.366 entfernt, deren
Transkripte die schwachsten Signale in der Expoesanalyse (3.2.1) aufwiesen und die
Anzahl der Positiv-Kontrollen reduziert. Den finaldufbau des Arrays zeigt Tabelle 16.
Insgesamt konnten so 15.139 Deletions-Ereignissel.&98 Transkripten (3.885 Gene)

parallel analysiert werden.

Tabelle 16: Oligonukleotid Zusammenstellung des 8 X5k Arrays

Verknlpfung [Exon Nr.] / Anzahl verschiedener | Replikate | Lange [bp]
Sequenz Oligos

Skip-Oligos 1-3,2-4,.....7-9 7 3 36
[Hprt]
Junction-Oligo 1-2,2:3,...,89 8 3 36
[Hprt]
Housekeeping Actb, B2m, Gapdh, Hprt, Ldh1 5 3 50
Kontrollen (vergl. 3.3.8)
Skip-Kontrollen (Fn1, Exon 25,Vrk1, Exon 13; 3 3 36
(alt. gespleildt) Zpf207 Exon 9; vergl. 3.3.8)
Screening Skip-|  Alle Skip-Oligos der in der F1-
Oligos Linie exprimierter Gene (7407) 15.139 1 36

Fur die Anzahl von 3.885 Genen kann man die Abgzcimd@t nach 3.1.3 wiederholen und
erhalt fur den 8 x 15 k Array einen Wert von eipewarteten Detektion einer Exon-Deletion
in 7,8 Klonen. Es wurden insgesamt 30 ENU mutagenés Einzelklone, u.a. der Klon
RRx006 mit der Deletions-Mutation von Exon 8 Nup37 und 2 biologische Wildtyp
Replikate als Referenz hybridisiert. Die Vorberegu der aRNA Proben und die
Hybridisierung wurden nach Protokoll durchgefu2t3(3, 2.3.8.2). Die Auswertung und
Normalisierung der erhaltenen Signale erfolgte etsttder Feature Extraction Software
(2.1.3).

Zunachst wurde Uberpruft, inwieweit sich die Sigmahsitaten der Skip-Oligonukleotid
Positiv-Kontrollen durch die langeren Oligonukleieti von 36 bp im Vergleich zu der
vorherigen Hybridisierung verédndert haben. Ersiabhelweise konnte eine Zunahme der
Signalintensitaten nur fur eine der drei Sondernbhebtet werden (+37%). Mit den beiden
anderen Sonden wurden eine Abnahme der Intensité@ereichnet. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit den Sonden der Housekeeping Gene erdekn Lange von 50 bp zwischen den
alten und neuen Arrays nicht verandert wurde (Ahlyig 22). Dies lasst den Schluss zu, dass
zum einen die Intensitdten zwischen den verschedéaray-Formaten nicht vergleichbar
sind und zum anderen, dass mit diesem Array hitimbhder Verbesserung der Sensitivitat

das Ziel generell nicht erreicht werden konnte.
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Abbildung 22: Signalintensitaten der Positiv-Kontrdlen in 4 x 44 k und 8 x 15 k Arrays

Dargestellt sind die durchschnittlichen Signalisigiten der drei Positiv-Kontroll Skip-Oligonuklégte
(Zpf207, Fnl, VrkLund der finf Haushaltsgenagtb, B2m, Hprt, Gapdh, Ldhdie mit Wt F1 aRNA Proben
erzielt wurden. (4 x 44 k: 3 Proben mit je 5 Oligeplikaten; 8 x 15 k: 2 Proben mit je 3 Oligo-Rkaten).
Wahrend die Oligonukleotide der Haushaltsgene iddre Array-Formaten 50 bp lang sind, haben die Skip
Oligos auf dem 4 x 44 k Array eine Lange von 30 &pf dem 8 x 15 k Array eine Lange von 36 bp. Die
Standardabweichung der Mittelwerte wird durch seokte Linien auf den S&ulen dargestellt.

Die Auswertung hinsichtlich der Detektion neuer Bx2eletionen erfolgte analog zu der
bereits beschriebenen Verfahrensweise (3.3.6). ipassierten 22 Sonden die angewendeten
Filter. Diese Zahl erschien bei einer erwarteterzafh von ca. 2-3 Deletionen relativ hoch.
Da aus Kostengrinden nur Einzelhybridisierungenchigefiihrt wurden und somit kein
Abgleich zwischen zwei Anséatzen mit gleichem Prabaterial moglich war, konnten die
Ergebnisse auch auf Hybridisierungsartefakten lwrubaher wurde hier besonderer Wert
auf die visuelle Kontrolle der entsprechenden Sgymelegt. Bei 19 der 22 Signalpunkte
konnten tatsachlich Unregelmafiigkeiten in der Stnutestgestellt werden (z.B. Signalpunkt
nur zur Halfte oder fleckig leuchtend; vergl. Althihg 16), die von der Feature Extraction
Software nicht als solche erkannt worden warens®gignale wurden als Artefakte gewertet
und nicht weiter betrachtet. Erwartungsgemal kodigtdereits mehrfach bestatigte Deletion
des Exon 8 imNup37 Transkript der Mutante RRx006 erneut detektiertdea. Fur die
entsprechende Sonde konnte im Vergleich zum vayberi4 x 44 k Array, auch unter
Beriicksichtigung der Pooling-Verhéaltnisse, hiereetteutliche Zunahme der Signalintensitat
ermittelt werden (ca. + 70%). Allerdings war auafieeZunahme des Signals in der Wildtyp-
Probe zu beobachten. Weiterhin konnten anhand deridisierungsergebnisse eine Deletion
des Exon 2 im Gekpb4.113und eine Deletion des Exon 13 im Qdod1 detektiert werden
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(Tabelle 17). Der Versuch, diese beiden Mutationgttels der beiden PCR-Systeme nach
Abbildung 17 zu verifizieren, schlug fehl (Datencimi gezeigt.). Fur beide Transkripte

wurden keine Produkte mit dem Skip-Primersystenalegh. Mit den flankierenden Primern

konnten nur die dem Wildtyp entsprechenden Fragenamiplifiziert werden.

Tabelle 17: Informationen zu Deletions-Ereignissedes 8 x 15 k Arrays
Signalintensitaten des Wildtyps (Wt) sind das anighische Mittel aus zwei biologischen Replikaterer D
Quotient (Q) berechnet sich wie folgt: Mut/Wt

S(),\Tr(?len Sonden Name S';/ArStI)ol Ensembl Transkript ID Elil(?.n V?/Lgna&nji Q | Mutante
1677 ag4_skip12303 Epb4.113 ENSMUSTO00000077529 29 %759 171,3 RRx024
10378 ag4_skip29798 Mod1 ENSMUSE00000219622 |13 |5,19,1| 23,2 RRx02(
8913 ag4_skip02670 Nup37 ENSMUSTO00000052355 8 |[B¥435,1 62,8 | RRx006

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass generelle Verbesserung der
Sensitivitat nicht erzielt werden konnte. Es wuddiech die erweiterten-silico Synthese eine
Konzentrierung auf erfolgsversprechendere Oligoeniid-Sonden erzielt, allerdings wurde
daflr eine Reduktion detektierbarer Deletionen iauK genommen. Doch wirde diese
Konzentrierung und die Verwendung von 8 x 15 k gsraber nahezu eine Halbierung der
Kosten bedeuten, da bei gleichen Array-Kosten adgne 8 x 15k Array 8 statt 4 Proben
parallel analysiert werden kdnnen. Mit Blick auk derzielten Signalintensitaten lasst sich
festhalten, dass eine Detektion der beiden Deletitneignisse in den Transkripten von
Epb4.113und Mod1 aus 1:5 Pools sehr unwahrscheinlich gewesen v&oewurden diese
Ereignisse auch nicht mit dem unter 3.3.8 besbhrien Aufbau detektiert.

An dieser Stelle wurde auf eine Weiterentwicklungs dDetektionssystems aufgrund der
genannten Schwéchen verzichtet und stattdessen zdischenzeitlich entwicklete

Hochdurchsatzsequenzierung im Sinne der DetekibonExon-Deletionen untersucht.

3.4 Detektion von Mutationen mittels Hochdurchsatzsequezierung

Im Zuge der Resequenzierung ganzer Genome mittetpiedzierverfahren der zweiten
Generation (second generation sequencing) (Kinh,e2@07) und den ersten Versuchen diese
Verfahren der Analyse ganzer Transkriptome zugéhgtu machen (Barbazuk et al., 2007;
Cheung et al., 2006; Emrich et al., 2007; Webe.e2007), wurde in diesem Teil der Arbeit
die Idee verfolgt, diese Techniken zur DetektionLENduzierter Mutationen zu nutzen. Ein
Vorteil einer auf Sequenzierung basierten Detektionler in den vorangehenden Abschnitten
beschriebenen auf Microarray basierten Detektiomdevuinsbesondere in der Tatsache

gesehen, dass keine Vorauswahl auf bestimmte Seejuenfolgen muss.
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3.4.1 Aufbau des Experiments

Die in dieser Arbeit verfolgte Vorgehensweise Batektion von Exon-Deletionen mittels
Second Generation Sequencing lasst sich einfaathtsglsen: Doppelstrangige cDNA einer
ENU mutagenisierten ES-Zelllinie wird mittels Sake$equenzierung (2.3.9.2) sequenziert.
Die daraus resultierenden kurzen Sequenzfragmdméz 27 bp) werden im Anschluss
elektronisch mit einer Sequenz-Datenbank abgegiictie nur Sequenzfragmente mdglicher
Exon-Deletionen enthalt. Vollstandig homologe Sege® zwischen einem sequenzierten
Fragment (nachfolgend als ,Read’ bezeichnet) umgérebequenz der Datenbank sind dann
ein eindeutiger Hinweis auf eine entsprechende HE@etion in dieser Mutante, sofern
alternatives Spleil3en des Exons und Sequenzierfebégeschlossen werden kdnnen.

Aus dieser Aufgabenstellung heraus wurden folgevididensteine festgelegt, die es fir eine
zielgerichtete Gestaltung und Auswertung des DetiekExperiments zu betrachten galt:

1. Zunachst sollte untersucht werden, wie der Aufbau Rleferenzdatenbank mit den
Sequenzen moglicher Exon-Deletions Ereignisse statjen ist, um eine schnelle und
Ressourcen optimierte Analyse der zu erwartendeol3eygr Datenmengen zu
ermaglichen.

2. Es lagen bis dato keine Verdffentlichungen zur Asel eines Transkriptoms, im
Speziellen die Sequenzierung doppelstrangiger cDiNitels Solexa Sequenzierung
vor. Es musste daher Uberprift werden, ob eine [BR#gment Bibliothek, die
ausgehend von ds-cDNA als Matrize mit dem SolexB BB (2.1.3) erstellt wurde,
verwertbare Ergebnisse liefert.

3. Aufbauend auf diesen Ergebnissen musste geklademeffir wie viele Transkripte
Uberhaupt eindeutige Sequenzen erhalten werdenmendhoch die Abdeckung der
Transkripte mit den Reads ist. Existieren bestimi@attnische Befangenheiten? Ist es
zwingend erforderlich mit aufwendig normalisiereIDNA Bibliotheken zu arbeiten?

4. Abschliel3end sollte die Auswertung der Sequenzesidiitlich der Detektion von
Exon-Deletionen beispielhaft anhand der ENU MutdRRx006 (bestétigte Deletion
von Exon 8 ilNup37) erfolgen.

3.4.2 Entwicklung einer Exon-Deletions Referenzdatenbank

Die Qualitatskontrolle und der Abgleich der durabgB8enzierung generierten 27 bp langen
Sequenzfragmente sollte mittels ELAND (2.4.1) eyéol. Bei ELAND handelt es sich um
einen Algorithmus, der von lllumina speziell zumghich der millionenfachen Reads mit

Referenzsequenzen entwickelt wurde. Die Geschwkedigibertrifit BLAST um mehr als
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das Hundertfache, dafir ist die Analyse aber awaltlidh einfacher: Es werden von der
Software nur solche Sequenzen als homolog angeselemicht mehr als zwei nicht-
homologe Basen (nachfolgend als 'Mismatch' bezei¢hmaur Referenz aufweisen. Der
Anwender erhalt fir jedes sequenzierte DNA Molekéktimmte Ruckgabewerte, die an
dieser Stelle fur das Verstandnis spaterer Analymg@mand der nachfolgenden Abbildung

erlautert werden.

11 905815  GRARACACFASRATAT TCACAAFAGEA
L1 873.97 TTCTRGCTCTTTOGLARCGTTRTGTTT
11502102 GTTPAARACAAGOATATCAGGAFGTTT
1 1895 106  GTCTTCCACTTCARTCCCATCACCCAT
>1_1_822_880 TTTRCSTHEATAACCCGTTTATIGEALG
2117936877  GCACASTCTGARCATGAFGATGAGEAG
1.1 803915  TATRGTTICCTTCTTCTICTCTRATTT
1.1 933,125 GITTTACTTITIGTATRTRARTCTARGA
211890186 GTGRAGTCTGCCATCAGFAGRCTGARA
11783908  GGACGAGARGARAGCATTTATGCGATC
211 764 911 GGORCTACCATCCCCTTTTTCTIGTCA
11131330  RRCFCATGLCTTICTGLCAGTTTTTITT

refirna_nmd_sland_transcriptome, txt 22473030
reftirna_nnd_gland_transcriptome.txt 32614550
refHrna_nnd_sland_transcr iptome, tat 15137383
refMrna_nmd_sland_transcriptome, txt 44637113
refirna_nnd_z1and_transcriptome, txt 160350279
reftirna_nmd_zland_transcriptome, txt 19856397
reflirna_nmd_sland_transeriptome, txt 54932489
refirna_nnd_sland_transcriptome, txt 23232457
reftirna_mnd_sland_transcriptome.txt 16035356
refirna_mmd_sland_transcriptome, txt 34464540
refMrna_nmd_sland_transcriptome, txt 45624195
refirna_nmd_sland_transcriptome, txt 36129737
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Abbildung 23: Allgemeine Erlauterung der ELAND Ergebnisse

Die Abbildung zeigt beispielhaft anhand eines Ats#t einer Datei den grundsatzlichen Aufbau deARD
Resultate., Spalte 1dentifikationsnummer des sequenzierten Fragm@ead);_Spalte 2Sequenz des Reads;
Spalte 3:Art des Treffers gegen die RefereMdM = no match, kein TreffelQC = QC failure, keine Analyse
aufgrund zu schlechter Qualitat des Red&ld; = repeat masked (in dieser Arbeit nicht verwendgg) U1, U2

= unique match, eindeutiger Treffer in der ReferBi&zmit keinem, einem oder zwei 'mismatch&9;, R1, R2

= multiple exact matches, Read trifft mehrere Rmfesequenzen exakt mit keinem, einem oder zwei
'mismatches’]; Spalte #nzahl exakter Treffer; Spalte Bnzahl exakter Treffer mit einem 'mismatch’; Sp#t
Anzahl exakter Treffer mit zwei 'mismatches'; Spalt Name der Referenz-Datei; SpalteSBart-Position des
Reads in der Referenzsequenz; SpaltRi®hung des Reads im Vergleich zur Referenz (Forwrts, gleiche
Sequenz; R = Ruckwaérts = Komplementére SequenaiteSp0: Interpretation von N in der Sequenz (..’ =
unklar; ,D’ = Deletion einer Base; ,I' = Insertioginer Base); Spalte 11/1Position in dem Read und Typ in der
Referenz des 'mismatch’ in der ersten/zweiten Sutish.

Die Exon-Deletions Referenzdatenbank sollte alleglimben Exon-Deletionen bekannter
RefSeq Transkripte beinhalten. Die Erstellung dieSequenzen konnte mit dem bereits
beschriebenen Skript zun-silico Synthese von Skip-Oligonukleotiden erfolgen (3.3.2
Theoretisch kann man dies wie folgt formulierenr Eiine angedachte Deletion des Exons n
aus Transkript X wird das 3"-Ende des Exons n-1deih 5°-Ende des Exons n+1 zu gleichen
Anteilen zu einer Exon-Deletionssequenz verknupft.

Hier stellte sich die Frage, wie lang diese Seqeeriir eine optimale Analyse sein missen:
Bei 27 bp langen Reads durften die Referenzsequoemzét langer als 52 bp sein, um zu
gewaébhrleisten, dass ein Treffer eines AbgleichsRead und Referenz auch aussagt, dass der
Read mit mindestens einer Base Uber der Exongregte Da ELAND allerdings bis zu 2
Mismatches pro Read zulasst, die auch beide am #esldReads liegen kbnnen, waren nur
Referenzsequenzen mit Langen von maximal 48 bpldenkErgebnisse, die mit diesen 48
bp langen Referenzsequenzen erzielt worden waidterhallerdings den Nachteil gehabt,
dass die Wahrscheinlichkeit fur einen sicherenféredufgrund des Aufbaus der DNA aus 4

Basen nur 0,75 (p = 1-TMbetragen hatten. Die Wahrscheinlichkeit fiir eisieheren Treffer
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sollte fur uns grol3er als 99% sein, sodass untdidBsichtigung der 2 Mismatches noch 4
weitere Nukleotide (iber der Exongrenze liegen nemsgp = 1-1/4 = 0.996). Fir die
Referenzsequenzen wurden daher Langen von 42 lgmamgnen.

Diese Sequenzen wurden unter Verwendung aller NRefSeq Exonsequenzen (BioMatrt,
Ensembl 46; 295.164 Exons aller Transkripte) mihdeter 3.3.2 entwickelten Algorithmus
generiert (165.931 Deletionssequenzen). Da die skrgite eines Gens gleiche Exons
enthalten, wurden redundante Deletionssequenzen emunal berlcksichtigt (165.931
Deletionssequenzen). ELAND wirde Treffer auf difsguenzen sonst als R einstufen, was
zur Folge hatte, dass diese nicht mehr eindeutiguaainen waren. Die korrekte
Funktionalitat des Skriptes zur Erstellung der dbadrde durch die stichprobenartige
Kontrolle von 20 zuféllig gewahlten Sequenzen degtdDie Sequenz-Datenbank wurde als
db42 bezeichnet.

Es muss an dieser Stelle angemerkt werden, dasgledei den Sequenzen in der db42
Datenbank natirlich nur um Exonsequenzen handmtjndsilico nach oben genanntem
Muster zusammengestellt wurden. Auch wenn die Sespre hier als 'Exon-
Deletionssequenzen' bezeichnet werden, deuten efraficht zwangslaufig auf die
mutationsbedingte Deletion des entsprechenden BExianZum grofl3ten Teil wird es sich bei
den Treffern sogar um die Detektion alternativenefBens handeln. Es wird daher
nachfolgend auch allgemein von der Detektion eiB&en-Skip Ereignisses gesprochen.
Generell ist es unabdingbar neben der zu analyglereProbe eines mutierten Klons auch die
Probe einer Wildtypzelllinie zum Vergleich heranslnen. Zusatzlich kann ein Abgleich mit
der Maus EST Datenbank erfolgen.

Da ELAND in der vewendeten Version noch nicht eéffie mit mehreren FASTA Sequenzen
in einer Datei (multiple Fasta Datei Format) areikonnte und die Arbeit mit 165.931
Einzeldateien die Auswertung bedeutend verlangseitté, wurde mittels eines Perl-Skriptes
ein kunstliches Genom aus diesen Sequenzen e(gtfiscriptomedeland.pl) (Rosenkranz et
al.,, 2008). Dazu wurden Sequenzen durch 4 N (Baseep von einander getrennt
aneinandergefiigt und die jeweiligen Positionen midrmationen zur spateren Auswertung
mittels eines anderen Skripts in einer Datenbamkngekt. Zur automatisierten Analyse der
mittels ELAND erzeugten Datensatze (Abbildung 23urae ein Skript entwickelt
(eland_transcriptome_analysis.pl) (Rosenkranz et, &008), welches fur jede
Referenzsequenz die Anzahl der passenden ,Readgtadte. Die Funktionalitat der Skripte

wurde anhand einer kleinen Anzahl von Datensatzersfiick) bestatigt.
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3.4.3 Sequenzierung des ES-Zell Transkriptoms

Die Sequenzierung des Transkriptoms erfolgte parfilt die Wildtyp Stammzelllinie F1 und
den Klon RRx006 in einem Lauf, um absolut verglbete Bedingungen zu gewéahrleisten.
Aus beiden Zelllinien wurde zunachst mittels TRiR&dagenz Gesamt-RNA isoliert, ein
DNase-Verdau durchgefuhrt und die Integritat derARRontrolliert (2.3.3). Anschlie3end
wurde ausgehend von 250 pg Gesamt-RNA eine Extrakiier mRNA wie unter 2.3.4
beschrieben mit dem OligoTex mMRNA Mini Kit durchgkft. Die mRNA-Fraktion wurde
vollstandig in die sich unmittelbar anschlieRengatBese doppelstrangiger cDNA eingesetzt
(2.3.6). Die cDNA wurde abschlieBend in 15 pl TEIl6ge die Konzentration
spektrophotometrisch bestimmt und die GrolRenvargilder Fragmente auf einem 1.5%-
igen Agarosegel betrachtet. Die Ausbeute betrugéide Proben ca. 1.5 pug ds-cDNA. Die
Vorbereitung der Proben fur die eigentliche Seqiggreaktion, d.h. die Generierung von
DNA-Bibliotheken erfolgte ausgehend von 0,5 pg BNA streng nach Protokoll (2.3.9.2).
Die Sequenzierung auf der lllumina 1G Einheit deu@7 Zyklen, d.h. die resultierenden
Sequenzen waren 27 bp lang. Die Auswertung derel&su Rohdaten und damit die
Generierung der Sequenz- und Qualitdtsdaten wurdedem Goat Modul (Versionen:
Firecrest v1.8.28 und Bustard v1.8.28) der ,llluenRipeline v02.2.5 durchgefihrt.

Es galt zunéachst festzustellen, ob die Sequenzjeden ds-cDNA-Bibliotheken erfolgreich
war. Es wurde daher Uberprtft, ob ein erfolgreichegleich mit einer Transkript-Datenbank
maoglich war. Dazu wurde analog zu 3.4.2 mit demi@ktranscriptome4eland.pl ein
kinstliches Genom aller RefSeq Sequenzen (NCBuI8#dl 20.804 Transkripte) erstellt und
mittels ELAND ein Abgleich mit den Sequenzierdatdurchgefiihrt. Die Auswertung des
Abgleichs erfolgte mit dem Skript eland_survey.pelches eine Zusammenfassung der
ELAND Ergebnisse generiert. Die Ergebnisse zeigbella 18. An dieser Stelle muss
angemerkt werden, dass es sich bei der verwendétédtetelllinie um eine Kreuzung aus den
Inzuchtlinien C57BL/6J und 129/Sv handelt, wahrele verwendeten Referenzsequenzen
sich ausschlief3lich auf den C57BL/6J Hintergrundiddeen. Daher konnen in den Analysen
einige Reads des 129/Sv Genotypen nicht auftausthem, diese in einem Read mehr als 2
Basensubstitutionen zu C57BL76J aufweisen (ELAND).

Die Ergebnisse zeigen, dass die gewdahlte Stratelgie Proben-Vorbereitung die
Sequenzierung des Transkriptoms erlaubt. Fur 58,8de4-1 WT Reads (U+R) und 60,07%
der RRx006 Reads (U+R) konnten Treffer in der RgfBatenbank erzielt werden. In der
Wildtyp Probe wurden fur 14.434 RefSeq und in dérBEENU RRx006 Probe fur 14.358
RefSeq der untersuchten 20.904 Transkripte einglelReads (U0, U1, U2) ermittelt. Daraus
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kann gefolgert werden, dass der Anteil transkribrerGene ca. 69% in diesen
Stammzelllinien betragt und damit deutlich Uber démteil liegt, der mit Microarray

Analysen erfasst wird (ca. 40%, vergl 3.2.1).

Tabelle 18: ELAND Abgleich der Sequenzdaten gegenedMaus RefSeq Datenbank

Ingesamt wurden 82,42 x A®p in der F1 Wildtyp-Probe und 88,25 x®18p in der F1 RRx006 Probe
sequenziert. Im Vergleich dazu enthielt die RefBatenbank 20.904 Transkripte mit einer Gesamtarnzaihl
57.556.007 bp. Die Einstufung der Reads ist in khisig 23 wiedergegeben.

F1 Wildtyp F1 RRx006

Art der Reads Anzahl Reads % Anzahl Reads %
Gesamt 3.052.501 100 3.268.410 100
NM 1.153823 37,80 1.207.557 36,95
QC 111.651 3,66 97.589 2,99
RO 335.051 10,98 309.363 9,47
R1 75.216 2,46 63.035 1,93
R2 42.800 1,40 33.273 1,02
uo 999.929 32,76 1.230.297 37,64
Ul 224.791 7,36 218.998 6,70
u2 109.240 3,58 108.298 3,31

Zu den hohen Anteilen von Reads ohne Treffer (NM¥snhier angemerkt werden, dass sich
deren Anteil in weiteren tiefergehenden Analyseh anderen Datenbanken (z.B. dbEST,
2.4.3) und der Verwendung anderer Algorithmen ndettlich reduzieren lasst (Rosenkranz
et al., 2008). Dies liegt insbesondere darin bedgtindass nicht alle Transkripte in der
RefSeq Datenbank enthalten sind und der Homolodigiedch mittels ELAND, welcher nur

zwei 'Mismatch-Basen' akzeptiert, sehr stringent is

3.4.4 Abdeckung des Transkriptoms und Fehlerquellen

Ein weitere Frage, die fur die Bewertung dieser idde als Instrument zur genbasierten
Detektion von Mutationen von entscheidender Bedeytuar, war die nach der Abdeckung
des Transkriptoms. Unter der Annahme, dass die dgefSatenbank in ihrer Grol3e mit ca.
57.56 x 16 bp der des vollstandig transkribierten Transkripgoentspricht, ist die erreichte
Anzahl sequenzierter Basen von ca. 79,40 %(@bne QC Reads, Reads schlechter Qualitat)
prinzipiell ausreichend. Dies ist insbesondere ddamFall, wenn man beachtet, dass im Falle
der Wildtyp Probe fur nur 14.434 der 20.904 unteinsen RefSeq eindeutige Reads (U0, U1,
U2) und damit Expression nachgewiesen werden kqBmMe3).

Bedeutender fur die Frage nach der Abdeckung &sfatioch die Tatsache, dass die cDNA
Molekule der Transkripte aufgrund des unterschikdlstarken Expressionslevels der
jeweiligen Gene der Sequenzierung in unterschieelicAnzahlen zur Verfiigung stehen.
Sortiert man die 14.434 RefSeq Transkripte (F1 \Wagh der Anzahl der U Reads (unique,
eindeutige Treffer; vergl. Abbildung 23), so erkemman bereits, dass die Abdeckung
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deutlichen Schwankungen unterliegen muss. Als héciert wurden 51.889 U Reads flr
eine RefSeq Sequenz und als niedrigster 1 U Reatespen. Der Median betrug 23
eindeutige Reads pro Transkript, der Mittelweriogd 92,4 eindeutige Reads ungeachtet der
Lange der Transkripte.

Um einen detaillierten Eindruck der Abdeckung gewim zu kénnen, wurde zunachst die
relative Expression der Transkripte bestimmt. AlshEit wurde der Quotient aus der Anzahl
von U-Reads fir das jeweilige Transkript und déndge des Transkripts in Basen gewahlt,
da ein eindeutiger Zusammenhang von Transkriptlaogger Anzahl von U reads festgestellt
werden konnte (Rosenkranz et al., 2008). Die Eridglcimg fir die Arbeit mit dieser relativen
Transkription wurde zusatzlich dadurch bestatigt,assd ein  Vergleich der
Transkriptionsstarken, die mittels Solexa Sequenage und mittels lllumina Microarrays
ermittelt wurden, einen Pearson Korrelationskogfi'en von 0,7 ergaben. Ahnliche
Vergleiche unterschiedlicher Techniken ergaben ldbutschlechtere Koeffizienten (van
Ruissen et al., 2005; Weber et al., 2007). Die brbaltenen Ergebnisse entsprachen sogar
denen, die mit technischen Replikaten in den Velgén verschiedener Microarray
Plattformen erzielt wurden (Kuo et al., 2006). Datiukonnte gezeigt werden, dass sich
mitteles Solexa Sequenzierung die relative Haufigken Transkripten und damit die

Expressionstéarke erfassen lassen (Rosenkranz 20@8).
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Abbildung 24: Abdeckung des Transkriptoms nach Segenzierung nicht normalisierter cDNA

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil derdeintigen Reads der cDNA der F1 Wildtyp Stammzed|in

die auf den Anteil betrachteter Transkripte engfallwenn diese absteigend nach Expressionstéarkiersor
werden. Insgesamt wurden 1.333.960 U Reads und2@®8fSeq Transkripte betrachtet. Fir 14.434 (8%6)6

RefSeq Transkripte konnten eindeutige homologe &=zgn ermittelt werden.
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Fur die Untersuchung der Abdeckung des Transkriptamurden die Transkripte nach
relativer Transkriptionsstarke (U Reads pro kb)eilgend sortiert und der prozentuale Anteil
aller bis zu der angegebenen Transkriptionsstammpkementaren U Reads graphisch
dargestellt. Reprasentativ fur die beiden betraeht&tammzellklone (Wildtyp und Mutante
RRx006) sind die Ergebnisse der Wildtyp Sequenaiggin Abbildung 24 aufgefihrt.

Die Abbildung zeigt anschaulich, dass eine Abdegkdas Transkriptoms nicht anndhernd
erzielt werden konnte. Bereits 50% der eindeutigdReads fallen auf nur 2.6%, 75% der U
Reads auf nur 12.2% der der am starksten transkeh RefSeq Sequenzen. Folglich ist
damit zu rechnen, dass bei schwach exprimierteresent nur wenigen eindeutigen Reads
eine Detektion von Exon-Deletion basierend auf demer 3.4.1 erlauterten Verfahren unter
Verwendung nicht normalisierter cDNA nicht moglish

Neben der Abdeckung des Transkriptoms wurde waeitetietrachtet, inwieweit eine
Verteilung der einzelnen Reads innerhalb einesskrgots gleichmalig erfolgt. Aufgrund der
Tatsache, dass fir die Vorbereitung der ds-cDNA EIA einer poly(AJ Selektion
unterzogen wurde und die Synthese ausgehend vayoddli Primern stattfand, um den
erheblichen Anteil anderer RNA Molkile zu reduzieravurde mit einer bevorzugten Lage
der Reads am 3’-Ende des Transkriptes (3'-'bias@ahnet. Dieser Fehler sollte aufgrund der
eingeschréankten Prozessivitat der M-MLV Reversean3kriptase insbesondere bei langeren
Transkripten zum Tragen kommen. Zur Analyse digséglichen Fehlerquelle wurde die
Position innerhalb des Transkripts (5-Position adér Transkriptsequenz) fir jeden
eindeutigen Read ermittelt und in Zahlen gefassiofient aus Position in bp und Lange des
Transkripts). Fur jedes Transkript wurden diese té/gemittelt, sodass ein Wert nahe O eine
absoluten 5’-'bias’ und ein Wert nahe 1 einen ids'bsignalisierte. Um der Annahme
Rechnung zu tragen, dass langere Transkripte ei@estarkten 3’-'bias’ aufweisen, wurden
die Transkripte zuséatzlich in Gruppen verschieddré@mnge eingestuft. Die Untersuchung
wurde sowohl mit RefSeq Sequenzen, die Teile deruBd 5’- untranslatierten Bereiche
(UTR) enthalten, als auch mit den reinen codieran8equenzen (CDS) durchgefuhrt, um
den Einfluss der UTR Bereiche erfassen zu konnébi{dung 25).

Die Ergebnisse des Experiments belegen die Annallees eine verstarkte Anzahl der
Reads vom 3'-Ende des Transkriptes stammen. Dadf@i sich erwartungsgemal ein
verstarkter Trend zum 3’-'bias' bei langeren Trapsén beobachten. Unter Verwendung der
CDS als Referenz fallt der 3’-'bias’ etwas geringels, sodass man auf eine leichte

Anreicherung der Reads in der 3-UTR schliel3en kébie Ergebnisse zeigen, dass die
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Wahrscheinlichkeit fur die Detektion einer putatiiexon-Deletion nach dem beschriebenen
Verfahren im 5-Bereich des Transkriptes gegenuttem 3’-Bereich generell niedriger
einzustufen ist. Doch wurde diese Untersuchung actget der relativen Expression des
Gens und damit der Abdeckung des Transkriptes defthrt. Im Vergleich zur Abdeckung
des Transkriptes ist diese Fehlerquelle mit Hikbliauf die Wahrscheinlichkeit der

erfolgreichen Detektion einer Mutation allerdinds @ntergeordnet anzusehen.
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Abbildung 25: Untersuchung des 3’-'bias' als méglihe Fehlerquelle

Die Abblidung beschreibt die durchschnittliche Fiosialler eindeutigen Reads innerhalb eines Tnapisk Die
5'Anfangsposition auf der Referenzsequenz einesneleads in bp wurde dividiert durch die Lange des
Transkripts in bp. AnschlieBend wurde fur jedesiSkaipt der Mittelwert der Read spezifischen Wertmittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Transkriptsifisghen Werte einer jeden Gruppe. 0 = absolutdri&s, 1 =
absoluter 3'-'biasCDS: Codierende Sequenz des jeweiligen Gens als RefdRefSeq Refseq Transkript als
Referenz.

Weiterhin wurde der GC-Gehalt als mogliche Einfgré8e auf die Verteilung der Reads in
Betracht gezogen, da dieser bereits fir SAGE un&®Bntersuchungen beschrieben wurde
(Margulies et al., 2005; Siddiqui et al., 2006). zDawurde der GC-Gehalt der
Referenzsequenzen gegen den durchschnittlichen @@Gder komplementdren Reads
betrachtet. Die Referenzsequenzen wurden dabei prenteend ihrer relativen
Expressionsstarke als Maf3 fur die Abdeckung gruppReprasentativ sind die mit der
Wildtyp Linie erhaltenen Werte nachfolgend aufgefijiiabelle 1).

Generell konnte festgestellt werden, dass je hdrerelative Expression des Transkriptes

war, desto hoher lag der durchschnittliche GC-Qetel Reads. Dieser Trend ist nur schwer
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zu verstehen, doch ist sicher, dass diese Dimemgo&influssgrof3e im Vergleich zu der der

Gesamtabdeckung zu vernachlassigen ist.

Tabelle 19: Durchschnittlicher GC-Gehalt (%) von RéSeq und komplementiren Reads

Mittlerer GC- Mittlerer GC-
A?f;‘rt‘s'ggseeq Anzanl Gehalt (%) Gehalt (%)
RefSeq Reads
Alle Reads 3052501 50,30
Alle U Reads 14.434 1.333.960 50,36 49,63
>1000 Reads/RefSeq 146 487.730 50,41 52,26
1000-101 Reads/RefSeq 2.356 548.963 50,21 48,66
100-11 Reads/RefSeq 6.685 277.076 50,44 47,41
10-1 Reads/RefSeq 5.247 20.191 50,34 43,21

Die Beeinflussung der Ergebnisse durch moglichet&mmationen mit genomischer DNA

ist fur die Detektion von Exon-Deletionsmutanterf Basis der Exon-Deletionsdatenbank
eher als gering einzustufen. Dennoch wurde diesglibtikeit untersucht insbesondere mit
Hinblick auf die Qualitat der ermittelten relativéxpression der Gene. Hierzu wurde die
Verteilung von Reads innerhalb zweier grof3er gesohar Bereiche untersucht, die keine
Protein kodierenden Gene beinhalten (Gene-desdfts).diese beiden Bereiche konnte
gezeigt werden, dass Deletionen auf Chromosom53.11kb) und auf Chromosom 19 (845
kb) zu phanotypisch unauffalligen Mausen fuhrenkifdga et al., 2004). Aus diesem Grund
wurde ein ELAND Alignment des F1-WT Datensatzesegedas Maus Genom durchgefiihrt
und Reads innerhalb dieser Bereiche gezahlt. lasgesurden 40 Reads in dem Bereich auf
Chromosom 3 und 19 Reads auf Chromosom 19 fesligesteraus errechnet sich eine

durchschnittliche Kontamination mit genomischer DNAn einem Read pro 44,9 kb

genomischer DNA.

3.4.5 Durchmusterung der Sequenzdatensétze nach Exon-Déatmnen

Ungeachtet der Tatsache, dass die Abdeckung desskfigtoms mit sequenzierten
Fragmenten (Reads) generell zu gering erschieneumm Auflosung zu erreichen, die es
erlauben sollte nahezu alle Exon-Deletions Ereggmmufzuspiren, wurden die vorhandenen
Datensatze dahingehend analysiert. Fur relatik sprimierte Gene mit hoher Abdeckung
sollte weiterhin die Mdglichkeit der Detektion gbge sein.

Zusatzlich zu den Datenséatzen der beiden F1 Stalihone (Wildtyp und RRx006) wurde
ein weiterer Datensatz analysiert. Dieser stammseder parallelen Sequenzierung einer ds-
cDNA aus einer mRNA Probe des Gehirns einer 12 \WWockiten mannlichen C57BL/6J
Maus. Diese Probe wurde als unabhangige Referdomepm einer hier nicht weiter
beschriebenen Analyse zur Vergleichbarkeit von Esgionsdaten, die mittels Microarray
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Analysen und Sequenzierung gemessen wurden, ge(Rtxtenkranz et al., 2008). Aus
diesem Grund wurden die Datensétze hier wiedersrarelbhangige Referenz verwendet.
Alle drei Datenséatze wurden mittels ELAND gegen di®l2 Datenbank analysiert (3.4.2).
Die Rohergebnisse sind in der nachfolgenden Tabadleestellt (Tabelle 20). In die
Auswertung konnten nur eindeutige U-Reads einb&zagerden, da Reads der Kategorie R
nicht eindeutig zugeordnet werden kdnnen (vergbikdoing 23).

Tabelle 20: ELAND Abgleich der Sequenzdaten gegeriagdldb42 Datenbank

At der F1 Wildtyp F1 ENU RRx006 C57BL/6J Gehirn
Reads Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Reads Reads Reads
Gesamt 3.052.501 100 3.268.410 100 2.839.833 100
NM 2.938.155 96,25 3.167.724 96,92 2.717.028 95,48
QC 112.323 3,68 97.767 2,99 120.700 4,25
RO 0 0,00 0 0,00 1 0,00
R1 5 0,00 3 0,00 2 0,00
R2 18 0,00 12 0,00 28 0,00
uo 306 0,01 451 0,01 465 0,01
Ul 293 0,01 464 0,01 289 0,01
u2 1401 0,05 1989 0,06 1320 0,05

Die Gesamtanzahl eindeutiger Treffer betrug demmictie Wildtyp Probe 2000 Reads, fur
die ENU Probe 2904 Reads und fir die Referenz GeRmobe 2074 Reads. Da die
Gesamtzahl nichts Uber die Anzahl der putativerei8plbzw. Deletionsereignisse aussagt,
wurde in einem weiteren Schritt ein Abgleich degidtroben durchgefihrt.

Verteilung der Exon-Skip Ereignisse Verteilung der Reads

F1ENU, Gehirn F1-WT, F1

FI-WT, Gehirn
(515
2%

F1WT, FLENU
212
6%

F1 ENU, Gehirn
345
5%

F1-WT, Gehirn *
184
3%

Abbildung 26: Verteilung der méglichen Exon-Skip Erignisse auf die Proben und die Reads

Das linke Diagramm zeigt die Verteilung der insgats8335 detektierten verschiedenen Exon-Skip Eresgn
(ELAND Analyse gegen db42) auf die einzelnen Proben. Gruppen von Proben (Anzahl und Anteil in %).
Im rechten Diagramm werden die Anzahlen und Antddeeindeutigen Reads, die auf die GesamtheiBkigr
Ereignisse in der jeweiligen Probe bzw. Proben-@eupntfallen, dargestellt. In der Probe 'F1 ENWdsso
beispielsweise nur die exklusiv in dieser Probexenken Ereignisse zusammengefasst, in der Grugpé&/F
F1-ENU' alle Ereignisse, die in den beiden Pro&rWT' und 'F1 ENU' aber nicht in der Probe 'Géhirn
auftreten.F1-WT: Probe der F1 Wildtyp ES Zelllinigil ENU: Probe des F1 ENU RRxx006 ES-Zell Klons;
Gehirn: Probe des C57BL/6J Gehirns.
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Das linke Diagramm in Abbildung 26 zeigt, dass 84&%er 3.335 putativer Exon-Skip
Ereignisse exklusiv in den einzelnen Proben erihittarden. Ein zusétzlicher Abgleich mit
BLAT gegen das Maus Genom bestétigte, dass esh@&chdiesen Sequenzen nicht um
Kontamination mit genomischer DNA handelte. 16% Hegignisse sind in mehr als einer
Probe feststellbar. ErwartungsgemaR ist hier di@tgr Ubereinstimmung mit 212 Ereignissen
(6%) bei den beiden F1 ES-Zell Proben zu erkenwégiterhin fallt auf, dass die Anteile an
den Exon-Skip Ereignissen in der F1 ENU und deri®@eRrobe nahezu doppelt so hoch
waren wie die in der F1 Wildtyp Probe. Letztereshsim Einklang mit der Beobachtung,
dass alternatives Spleil3en in Gehirnzellen weibnagtet ist (Stamm et al., 2005).

Der rechte Teil der Abbildung 26 stellt die Veneigy der eindeutigen Reads auf die nach
Auftreten in den Proben gruppierten Skip-Ereignidae Dabei zeigt sich eine eindeutige
Umverteilung der Anteile im Vergleich zu der linkBarstellung. Die Anteile an Reads, die
auf die Proben Gruppen F1 WT + Gehirn und F1 ENGehirn fallen, sind als einzige kaum
verandert. Die Gruppe, welche die Exon-Skip Ereagmireprasentiert, die parallel in allen
drei Proben zu erkennen sind, weist die hochstealinan Reads (2.244) auf. Dies war in
einem gewissen Rahmen zu erwarten, da hier Readsin® Proben zusammengerechnet
wurden. Dennoch ist die durschnittliche Anzahl W88 Reads pro Exon-Skip Ereignis und
Klon deutlich héher als die in den einzelnen Protet der Proben-Gruppe der ES-Zelllinien
(F1 WT: 1,99 Reads; F1 ENU: 1,77 Reads; Gehirnb Rbads; F1 WT+ENU: 2,19 Reads).
Die Ursache dafir liegt darin begrindet, dass dsrseheinlicher ist ein den drei Proben
gemeinsames Spleil3-Ereignis zu ermitteln, wennrgéneele Reads pro Ereignis und Probe
auftreten. Letzteres kann allgemein in der Expogsdes Gens und/oder in dem Vorkommen
der Spleil3variante begrundet liegen.

Um den Zusammenhang der Anzahl der Reads fur exifgches Ereignis und der relativen
Expression in Zahlen zu fassen, wurde die Korm@tater Anzahl der Reads mit der unter
3.4.3 ermittelten relativen Expression der entdpeaden RefSeq untersucht. Fir die Probe
der F1 Wildtyp ES-Zelllinie betrug der Pearson'skloerealtionskoeffizient R = 0,43 , fur die
Probe der Mutante RRxx006 R = 0,41 und fur die 388 Gehirnzell-Probe R = 0,48. Alle
drei Korrelationskoeffizienten wiesen damit aufeegewisse Korrelation hin (Abbildung 27).
Fur die Differenzierung zwischen einem Exon-Delesiereignis und alternativem Spleil3en in
der ENU mutierten Probe RRx006 muss ein Vergleidh aer Wildtyp Probe F1-WT
erfolgen. Doch stellt sich hier die Frage wann Bitherheit davon ausgegangen werden
kann, dass es sich um ein Deletionsereignis hané@it die Mutante RRx006 lassen sich
1.178 exklusive Exon-Skip Ereignisse ermitteln, \d@nen allerdings 1.037 (88,0%) durch
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nur einen einzigen Read reprasentiert werden. tegatser fraglich, ob in der Wildtyp Probe

fur dieses Ereignis nur aufgrund der Tatsache, dassich um eine schwach ausgepragte
Variante alternativen Splei3ens handelt, kein Rmadugt wurde. Statistische Test machten
an dieser Stelle keinen Sinn, da die Stichprobdswiidir die einzelnen Ereignisse nur sehr
gering waren (1 Read, 1 Ereignis) und verschieage@sbl3en Einfluss auf die Detektion eines

Skip Ereignisses haben konnten.
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Abbildung 27: Korrelation zwischen der Anzahl ExonSkip spezifischer Reads und relativer Expression

In der Abbildung wird graphisch die Anzahl Exon4{®l8pezifischer Reads zu der relativen Expression de
zugeghdrigen RefSeq Sequenz (3.4.3) der F1-WT Pirolgeziehung gesetzt. Die Linie verkdrpert die den
Daten zugrunde liegende Trendlinie.

Zum eindeutigen Nachweis, ob es sich um eine Relatder alternatives Spleil3en handelt,
hatten mit allen exklusiven 1.178 Ereignissen derob® F1 ENU weitere
molekularbiologische Untersuchungen durchgefuhroere konnen, fir deren Ausmal3e diese
grundlegende Betrachtung des Sequenzierverfaheeiogh) nicht ausgelegt war. Die andere
Alternative war der Abgleich der betroffenen ExdhigSReferenzsequenzen der db42 mit der
EST Datenbank der Maus (dbEST). Dadurch ware edichogewesen, bekannte alternative
SpleiR-Ereignisse auszusortieren und so die Wadidathkeit fir ein Exon-
Deletionsereignis zu erh6hen. Doch liegen die Nalehtdieser Vorgehensweise auf der
Hand: Zum einen kann es sich bei dem putativentdelgereignis immer noch um ein bisher
nicht in dbEST erfasstes alternatives Spleil3ersdiix®ns handeln. Zum anderen gehen durch
die Selektion mogliche positive Exon-Deletions Kiaaten verloren. Fur die 119 Skip-
Ereignisse, fur die in allen drei Proben Readsraigih, konnte durch einen Abgleich gegen
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dbEST mittels ELAND gezeigt werden, dass diese P4 in dbEST bereits erfasst waren.
Bei einem Abgleich der exklusiven Ereignisse deldéyp ES-Zell Probe wurden fur 581 der
607 Ereignisse Treffer in dbEST erzeilt. Bei destlrehen 26 (4,3%) Ereignissen handelt es
sich daher, abgesehen von Fehlern im Zuge des [3@pkeider pra-mRNA und unter
Bertcksichtigung des Wildtyp Hintergrunds, um kisin dbEST nicht erfasste Ereignisse
alternativen Splei3ens. Alle 26 Ereignisse wurdigrdings jeweils nur durch einen Read
reprasentiert. Als Beispiel sei hier das Exon ENESB#00000102682 genannt, welches bis
dato als konstitutives Exon in allen drei Transtaipdes Gen$lc36alunter ENSEMBL
gefuhrt wird. Erstaunlich dabei ist, dass die Bmifieg dieses Exons (Lange 91 bp) zu einer
Veranderung des Leserasters fuhrt. Ein Abgleich Sguenzen der exklusiven Ereignisse
(1.178) der Mutante RRx006 gegen dbEST ergab Tréffie1.124 Sequenzen, 54 (4,5%)
waren unbekannt. Doch kann hier, wie bereits are@ndStelle ausfuhrlich erlautert wurde,
keine Aussage dazu getroffen werden, ob diese iissig Spleil3-Deletionen darstellen oder
nicht. Fur die Treffer der Mutante RRx006 bedeuties, dass trotz Gberzeugender Fakten,
der Sequenz, und dem damit belegten natirlicherkovemen dieser bis dato in EST
Datenbanken unbekannten Sequenz, experimentelkigléch gezeigt werden muss, dass es
sich um ein auf die Mutation zurtckzufiihrendes dirisi handelt.

Aus diesem Grund wurden exemplarisch 13 (~25%) Sferputativen Exon-Deletions
Ereignisse in der Mutante RRx006 zuféllig ausgetvahd mit Primersystemen analog zu
3.3.7 entsprechende PCRs durchgefuhrt.

Tabelle 21: Ergebnisse der PCR zur Bestatigung mégher Exon-Deletions Mutationen

Primersystem F und Primersystem S vergl. AbbildLingWt: Es wurde nur eine Bande in der erwarteteif3eé

des Wildtyp PCR-Produktes ermittelt; Mut: Es wuml@ eine Bande in der erwarteten Grél3e des mutierte
PCR-Produktes ermittelt; Wt+Mut: Es wurden zwei 8am entsprechend den erwarteten GréRen des Wildtyp
und des kleineren mutierten PCR-Produktes ermittelKein PCR-Produkt mit dem Skip Primersysterzielt;

'+’ PCR-Produkt der erwarteten Gro3e mit dem SRipmersystem erzielt; *Das Bandenmuster trat sowohl
unter Verwendung von WT als von RRx006 cDNA aufdén anderen Féllen konnte das Bandenmuster nur bei
Verwendung von RRx006 cDNA als PCR Matrize erhaltenden.

Primersystem Primersystem

Sonden Name MGI Symbol RefSeq ID Exon Nr. £ S
skip1.003700 Fni NM_010233 26 Wt -
skip1.014138 Tpd5211 NM_009413 2 Wt -
skip1.016954 Atp2bl NM_026482 3 Wt -
skip1.018778 Csrp2 NM_007792 5 Wt + Mut* -
skip1.105065 Sec31b NM_001033343 20 Wt + Mut
skip1.121294 Osbpl2 NM_144500 7 Wt -
skip1.169341 Tpkl NM_01386 6 Wt + Mut +
skip1.177973 Ap2a2 NM_007459 4 Mut +
skip1.197421 Cox4il NM_009941 4 Wt -
skip1.203294 0610040D20Rik NM_023153 5 Wt -
skip1.211338 Rps271 NM_026467 2 Wt -
skip1.212648 Ttcl2 NM_172770 2 Wt + Mut +
skip1.212923 Grit NM_177379 10 Wt -

91



Ergebnisse

Fur 4 der 13 betrachteten moéglichen Exon-Deletiaigrisse konnte mit dem Primersystem
F in der PCR mit RRx006 cDNA als Matrize das fimeeMutation charakteristische
Bandenmuster erhalten werden. Unter VerwendungRlowt cDNA war in allen Fallen nur
die Wildtyp Bande entsprechender GrofRe erkennbeas Destatigte in diesen Fallen das
Vorkommen einer ENU induzierten Exon-Deletion. heidler vier Félle konnte zudem in der
Probe der Mutante und nicht in der Wildtyp-Probe Machweis mit dem Skip-Primersystem
erfolgen. Fir das Skip-Ereignis skip1.018778 wurdeh beiden Matrizen cDNAs (WT +
ENU) und dem Primersystem F jeweils zwei Bandeneaterarteten GroéRen erhalten. Dies
zeigt, dass Exon 5 des Gebrsp2alternativ gespleifldt wird. Die deutlich geringémeensitat
der Bande des kleineren ,mutierten’ Produktes (Bilcht gezeigt) gab einen Hinweis auf
wesentlich schwéchere Expression dieser Variante.

Abschlie3end ist festzuhalten, dass die als Pesiintrolle angedachte Deletion des Exon 8
des GenfNup37in der Mutante RRx006 (3.3.6) nicht identifizieverden konnte. Dies ist
allerdings auch nicht verwunderlich, da fir die 82Bp lange RefSeq Sequenz des
TranskriptsNup37insgesamt nur 10 eindeutige 27 bp lange Readgtelinwerden konnten
(Ergebnis der Untersuchung aus 3.4.3).

Grundsatzlich kann festgehalten werden, dass miPdebe der Mutante RRx006 bei sonst
gleichen Versuchsbedingungen deutlich mehr TréifieExon-Skip Ereignisse erzielt wurden
als mit der Wildtyp Probe. Dennoch ist die staddtie Sicherheit mit der sehr geringen
Anzahl von Reads pro putativem Deletions-Ereigme$ 2u gering, um von einer eindeutigen

Deletion sprechen zu kdnnen.
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit sollte der Versuch unternommerrdea, neuartige Screeningverfahren zur
Detektion von Exon-Deletionsmutationen in embryenalStammzellen der Maus zu
entwickeln. Die Notwendigkeit fur die Entwicklungnes neuartigen Verfahrens enstand aus
der Motivation heraus, eine Bibliothek ENU mutier&ammzellen der Maus generieren zu
wollen, die fur nahezu jedes beliebige Gen ES-Rétine mit Exon-Deletionsmutationen
enthalt. Diese ES-Zell Bibliothek sollte Forscheim den verschiedensten Bereichen
biomedizinischer Forschung als Stammzellressounceseghnellen Generierung interessanter
Mausmutanten zur Verfigung gestellt werden.

Exon-Deletionsmutanten kénnen in vielen FeldernfFschung als Modellsysteme genutzt
werden. Strukturell betrachtet kénnen Exon-Deletiozu der Einfihrung vorzeitiger Stop-
Codons, zur Veranderung der Primarstruktur vonetmeh und zur Veranderungen der 5' und
3'-UTR Bereiche fuhren. Daraus resultierende Nulémten konnten beispielsweise direkt zur
Generierung einer Knockout Maus verwendet werdesraNderungen in der Primarstruktur
kénnen durch die Deletion von Proteindoméanen isszmete Phanotypen hinsichtlich der
Bindeeigenschaften, der intrazellularen Lokalisatiader enzymatischen Aktivitat, der
Stabilitat und/oder der Glycolisierungs- und Phasplerungsmuster von Proteinen
verursachen. Das sind Eigenschaften, die von hohleresse in der biologischen und
pharmazeutischen Forschung sind, deren genaue genaty der Regel jedoch eine Zeit-
intensive Generierung von Modellsystemen vorraas¢8tamm et al., 2005). Zudem werden
mit fehlerhaftem Splei3en eine Vielzahl menschlickeankheiten in Verbindung gebracht
(Faustino et al., 2003; Philips et al., 2000),déren Untersuchung die Klone der angedachten
Bibliothek eine wertvolle Ressource darstellen kénn

Die Durchmusterung ENU mutierter Stammzellen zurnéierung einer derartigen
Bibliothek setzt allerdings eine Technik vorraug ds erlaubt, im Hochdurchsatzverfahren
tausende von Klonen auf mogliche Mutationen zu pitidéen. Von besonderer Bedeutung
sind daher der Arbeitsaufwand und die Kosten, tiederartiges Screening mit sich bringen
wirde.

Zu Beginn dieser Studie lag eine Arbeit vor in dattels einer PCR basierten Technik im
Hochdurchsatzverfahren eine Bibliothek von ca. @0.ENU mutierten ES-Zellen nach
Exon-Deletionsmutanten durchmustert wurde (Grebal.£2005). Diese Technik ist sehr gut
geeignet um nach Mutationen in einem bestimmten @ersuchen. Die Durchmusterung

einer vergleichbar grof3en Bibliothek nach beliebigeeletionsmutanten im gesamten
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Transkriptom wiurde allerdings trotz Uberschaubavaterialkosten einen nicht tragbaren
Arbeitsaufwand bedeuten (Etablierung der PCR-SysterDurchfiihrung der PCR-
Reaktionen). Aus diesem Grund galt es die Umsekeliarines Screeningverfahrens
basierend auf der  Microarray-Technologie  zu untdren, da dieses
Hybridisierungsverfahren die simultane Analyse ¢ager Sequenzen ermdglichte. Zum Ende
der Arbeit ruckten im Zuge der technischen Weitevesklung immer mehr preiswerte
Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren in den FokusWiesenschaft, die nach Auffassung
vieler Wissenschaftler mit der Zeit Array basievierfahren ablésen werden (Metzker 2009).
Aus diesem Grund wurden die Grundlagen fir eine wéadung dieser

Sequenzierungstechnik ebenfalls betrachtet.

4.1 ENU-Mutagenese

Grundlage fur die Entwicklung der Durchmusterungsieken sollte eine Bibliothek ENU
mutierter Stammzellen mit entsprechenden Positintkadlen bilden. Die Mutationsfrequenz
der Test-Bibliothek sollte bereits der kinftig zurchmusternden Bibliothek entsprechen,
damit das zu entwickelnde System auch problemlestigmen werden kann. Fur das kunftige
System wurden Mutationsfrequenzeétp(t-Test, vergl. 1.5.1) von1:2000 bis 1:2500 avisiert,
da sich dieser Frequenzbereich in der Abeitsgrupgeits als geeignet erwiesen hatte
(Greber et al., 2005). Generell sind mit ENU-Mutaegge Mutationsfrequenzen von 1:1000
und niedriger beschrieben worden (Chen et al., 2000an et al., 2002). Neben dem Vorteil
der hoheren Detektions-Wahrscheinlichkeit fir eielidbiges Mutationsereignis, haben
hohere Frequenzen aber den Nachteil, dass dadligigerziel, die Generierung von Mausen
aus den ES-Zellen Uber den Weg der Blastocystekiion, deutlich erschwert wird. Dies
zeigte sich beispielsweise an der Untersuchung\igian et al. (2002), die versuchten ftr
die GeneSmad2und Smad4mittels ENU-Mutagenese Allele zu erzeugen, dakdieck-out
Modelle alle embryonal lethal waren. Von 20 ENU imden ES-Zell Klonen
(Mutationsfrequenz < I¥) mit nachgewiesener Mutation in einem der beiden&waren nur
13 karyotypisch normal. Von diesen 13 Klonen kormwiederum nur mit 5 Klonen eine
Keimbahntransmission erzielt werden. Als Ursachiirdeann die hohe Mutationsfrequenz
angesehen werden. Zudem erhdht eine hohere Mwatouienz auch die Anzahl der nétigen
Ruckkreuzungen  zur  Entfernung  weiterer  Mutationen achn  erfolgreicher
Keimbahntransmission.

Daher wurden zunéchst Mutagenesen durchgefuhrtdenit Ziel die Mutationsbedingungen

so weit kontrollieren zu konnen, dass die gewilresdhtitationsfrequenz indprt-Test um
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1:2500 betrug. Der einfacheren Zellkulturbedingumbalber wurden diese Versuche mit der
Zellinie CGR8 durchgefuhrt (3.1.1). Die daraus gemenen Erfahrungen wurden auf
Mutagenesen der Zelllinie F1 (C57BL/6Jx129Sv) (lagetn, da diese Zelllinie fur die
Erstellung der Klon-Bibliothek vorgesehen worden rwder heterogene genetische
Hintergrund wurde in Kauf genommen, da mit diesaililie in dem Institut bereits sehr gute
Ergebnisse bezlglich der Keimbahngangigkeit in krmgt Experimenten erzielt wurden.
Zudem betragt der Anteil an SNPs, die in der cetiden Sequenz von Genen lokalisert sind,
zwischen den beiden Inzuchtlinien nur ca. 1,5%r @KPs (Adams et al., 2005). Insgesamt
kann die Anzahl an SNPs in codierender SequenzcauB4.000 geschatzt werden. Der
Einfluss auf die sequenzbasierte Detektion von HReletions Mutationen nach den in dieser
Arbeit verfolgten Verfahren wurde daher als geenggestuft.

Bei der Mutagenese der F1-Zelllinie galt es herafiisden, ob die Hybridzelllinie unter
Verwendung gleicher Mutagenese-Bedingungen auchpesthende Mutationsfrequenzen
und Mutationsspektren aufweisen wirde. Untersciulee|Reaktionen auf ENU wurden von
verschiedenen Laboren bei der Mutagenese ganzere Twerschiedener genetischer
Hintergrinde beobachtet (Justice et al., 2000). Deezielten Uberlebensraten,
Mutationsfrequenzen (3.1.1) und Mutationsspekt@h.?) entsprachen allerdings denen der
Inzucht Zelllinie CGR8 (129Sv) und den Angaben digratur (Barbaric et al., 2007; Chen
et al., 2000). Jede grol3 angelegte Mutagenesetéefedem ausreichend Zellmaterial, um
daraus spéater problemlos ES-Zell Archive mit mels 250.000 Klonen generieren zu
kénnen, ohne erneute Mutagenesen durchfiihren zsemiis

Bei der Bestimmung der Mutationsspektren fiel alafss drei funktionelle Punktmutationen
desHprt-Lokus in mehreren Klonen auftraten. Die Redundahauf die Passagen vor der
eigentlichen 6-TG Selektion zuriickzufuhren, dieighdtaren um noch vorhandenes HPRT
Protein auszudinnen (2.2.8). Bei der InsertionlonkRR1 war davon auszugehen, dass eine
Punktmutation auf DNA-Level ein Spleil3signal erzelpw. ein kryptisches Signal aktiviert
hat. Der Klon RR6 war 6-TG resistent und die PC&elite eine schwach ausgepréagte
zusatzliche Bande, ca. 200bp kleiner als die WTdeadennoch liel3 sich keine Mutation auf
Transkript Ebene feststellen. Eine DNA-Sequenzigrbatte hier sicher Aufschluss geben
kénnen, war aber nicht zielfihrend fur das Projektkonnten zwei Exon-Deletionsmutanten
identifiziert werden, in denen exakt Exon 6 bzwok»8 fehlte, was jeweils in der Ausbildung
einer Nonsense Mutation resultierte. Dies bes#itidie Angaben der Literatur, in der
ausnahmslos die basengenaue Deletionen vollstarxgas beobachtet wurden (Barbaric et

al., 2007). Diese Klone waren sehr willkommen, aaas Kontroll-Basis zur Entwicklung
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des Micorarray basierten Detektionssystems an defer&zgenHprt eingesetzt werden
konnten. Die Arbeit mitin situ erstellten Exon-Skip Konstrukten und den daraus
resultierenden 'kunstlichen' Reaktionsbedingungemte so verhindert werden.

Als Vorbereitung fir kommende Test-Durchmusterungerur Etablierung der
Detektionsverfahren wurde eine kleine Test-BiblestlENU mutierter F1 ES-Zell Klone aus
der Mutagenese F1-1 erstellt, da fur diese Mutaggermite hdchste Mutationsfrequenz von
4,82 x 10" am Hprt-Lokus ermittelt wurde. An dieser Stelle muss dhrhimgewiesen
werden, dass es sich bei den einzeln gepicktenni@ioder Test-Bibliothek nicht wirklich
um reine Klone identischen genetischen Hintergrumaisdelt, da immer nur ein Strang der
Doppelhelix an einer bestimmten Position durch ENthyliert wird (Abbildung 4B)
(Noveroske et al., 2000). Durch Trennung der Chtatea in der Mitose entstehen so
verschiedene Klone innerhalb einer Kolonie. Bei damittelten Uberlebensraten von ca. 5%
(Tabelle 9) ist allerdings nicht mit einer Verdoppd der Klonanzahl zu rechnen. Einen
Einfluss auf die Ermittlung der Mutationsfrequenzemttels desHprt-Tests hat diese
Tatsache jedoch nicht, da dabei die Zellen nach Matagenese mehreren Passagen

unterzogen wurden.

4.2 Theoretische Detektionswahrscheinlichkeiten auf Traskript Ebene

Zu Beginn der Arbeit stand fest, dass die Durcherusty auf Transkriptebene stattfinden
sollte: Es ist naheliegend Exon-Deletionen in despileiRten mRNA zu detektieren, da sich
diese erst auf Transkriptebene manifestieren unauéetrachtende Datensatz im Vergleich
zur DNA deutlich reduziert ist (~95%). Zudem ist asfgrund nur schwach konservierter
SpleiRsignalsequenzen und der Vielzaldagierender Sequenz-Elemente (exonic/intronic
splicing enhancers) mit ebenfalls relativ degemse Konsensussequenzen sehr schwierig
auf genomischer Ebene gezielt Punktmutationen beudiltern, die zu einer
SpleiBmutationen fuhren kénnten (Blencowe 2006).l&deutender Nachteil der Transkript-
basierten Detektion ist allerdings die Tatsachesdar Mutationen in transkribierten Genen
identifizierbar sind. Damit war von Anfang an ausgdossen ein Archiv aufzubauen,
welches Exon-Deletions Mutanten fir nahezu jeddiellige Gen enthalten sollte. Diese
Restriktion wurde mit Hinblick auf die Komplexizitder Detektion auf DNA-Ebene so
akzeptiert.

Im Vorfeld der Methodenentwicklung musste theoottibetrachtet werden, mit wie vielen
Exon-Deletions Ereignissen pro Klon unter den gegebh Randbedingungen

(Mutationsfrequenz, Anzahl exprimierter Gene) zehren war. Die Ermittlung dieser
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KenngrolRe war erforderlich, um im Zuge der Entwick) des Detektionsverfahrens den
Arbeitsaufwand und die Kosten fiur eine Erstellunmmes Archivs und damit die
Wirtschaftlichkeit der Vorgehensweise abwagen zuniei.

Unter Verwendung einiger Annahmen wurde die Mutefcequenz fur eine funktionelle
Mutation amHprt-Lokus, die sich einfach fir jede Mutagenese nsttids beschriebenen 6-
TG Resistenztests (1.5.1) ermitteln lie3, auf eirdlgemeine Exon-Deletions-
Mutationsfrequenz von ca. 1.85 x“1Breignissen pro Lokus {bertragen. Zu den Annahmen
gehorte die Tatsache, dadprt als durchschnittliches grof3es und damit repraseesaGen
angesehen werden kann, sowohl in der Lange dessKrpts als auch in der Anzahl der
Exons. Fir Gene mit einer niedrigeren bzw. hohessmzahl an Exons ist die
Wahrscheinlichkeit fir eine SpleiBmutation erwieseMallen auch niedriger bzw. hdher
(Barbaric et al.,, 2007). Auf das gesamte Transknptgesehen (durchschnittlich 9,7
Exons/Gen), reprasentieHprt mit 9 Exons jedoch einen guten Durchschnitt. White
wurde eine Wahrscheinlichkeit von 20% fir das Aetén von Spleildmutationen aus der
Literatur und nicht der ermittelte Wert von 11% engmmen. Die Entscheidung dafir lag in
der héheren statistischen Sicherheit begriindetjulieh die Vielzahl externer Daten geboten
wurde. Hier muss angemerkt werden, dass die Antgilelenen Spleildmutationen angegeben
werden stark zwischen den Sequenz-basierten (caui@&Phanotyp-basierten Ansatzen (ca.
20%) variieren. Das liegt darin begrindet, das&i8plutationen haufiger (i.d.R. ca 2/3 aller
Exon-Deletionen) zu einer Verschiebung des Lesamastund damit zu einem
Funktionsverlust fuhren als einfache PunktmutationBaher sind diese in Phanotyp-
getriebenen Ansatzen Uberreprasentiert (Barbaricalet 2007). In Sequenz-basierten
Durchmusterungen ist allerdings die Mutationsratdgraind der Einbeziehung nicht-
funktionsrelevanter Punktmutationen auch deutliéihen anzusetzen. Beide Ansatze sind
daher nicht miteinander vergleichbar. Da es sichdeen Hprt-Test um einen Phéanotyp-
getriebene Selektion handelt, wird auch hier dgorechende Wert verwendet.

Fur die Abschéatzung der theoretisch detektierbaé®piteilmutationen pro Klon und die
spatere Auslegung des Detektionsverfahrens mussteen der Mutationsfrequenz die Gene
ermittelt werden, welche in der verwendeten F1 ESldie exprimiert werden. Diese
Analyse erfolgte mit einem Illumina Bead Chip ArrayalR3geblich fur die Entscheidung, ob
ein Gen als transkribiert angesehen wurde odert,nwar der Detektionswert (detection-
value, p) (Kuhn et al.,, 2004). In dieser Arbeit dem nur solche Gene als transkribiert
angesehen bei denen mindestens ein Oligonukleota&h @p-Wert gro3er als 0,99 aufwies,

d.h. man konnte zu 99% sicher sein, dass das @esktibiert wird und das Signal nicht
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falsch-postiv ist. Die Wahrscheinlichkeit wurde hesst so hoch gesetzt, um fir die weitere
Analyse in dieser Hinsicht Unsicherheiten auszusBeh. Fir insgesamt 7.475 der 18.626
RefSeq Gene galt0,99 in der Analyse einer Wildtyp F1 ES-Zell PrdBe2.1). Es wurden
demnach ca. 40% der Gene in der ES-Zelle als trinsit angesehen. Dieser Wert ist
vergleichbar mit einer unabhangigensilico Analyse von 249.200 EST Sequenzen in der
10.700 (ca. 36%) der betrachteten putativen 29@dife in embryonalen Stammzellen bzw.
frihen Embryostadien der Maus als transkribierteargen werden konnten (Sharov et al.,
2003). Weitere Analysen mit ENU-mutierten F1-Zedikén und biologischen Wildtyp
Replikaten in dieser Arbeit zeigten in einer unalgigen Hybridisierung vergleichbare
Ergebnisse und untermauerten die Richtigkeit dgslitrisses (3.2.2).

Unter Verwendung der Mutationsfrequenz und der Ahz@anskribierter und damit
analysierbarer Gene liel3 sich somit ein theoretisdWert von ca. 1,38 Deletionen pro
untersuchtem Klon abschatzen. Dieser Wert war vafdey Bedeutung, um im Zuge der
Methodenentwicklung einen Uberblick iber die zu atenden Kosten und damit die
Wirtschaftlichkeit und Machbarkeit eines grof3angtta Screenings zu erhalten.

4.3 Entwicklung eines Mikroarrays zur Detektion von Exan-Deletionen

4.3.1 Die Wahl der Technik

Die Mikroarray-Technologie ist ein bewéahrtes Vertahzur Messung der Gen-Expression in
den verschiedensten Geweben und Zelltypen. Im degdechnischen Fortschritts erweiterte
sich der Anwendungsbereich dieser Technologie engf ¥ielzahl anderer Gebiete wie z.B.
auf die Analyse alternativen Splei3ens, die Idéatifon der Ziele RNA bindender Proteine,
Chromatin-Immunopraziptations-Studien (ChlIP), Méthy-Analysen, die Detektion von
Polymorphismen und sogar die Resequenzierung ga@eaome (Mockler et al., 2005).
Grundlage fur diesen Entwicklungsfortschritt bikl@isbesondere die Mdglichkeit Arrays mit
hohen Anzahlen von Sonden generieren zu kdnnerh-(tegsity microarrays). Generell
standen zu Beginn der Arbeit zwei Systeme zur \genfig. Bei dem ersten System werden
PCR-Produkte, Oligonukleotide oder klonierte DNAa§mente mechanisch auf die
Oberflache eines Arrays aufgebracht (ca. 10.00@i®i800 Positionen) (Schena et al., 1995).
Das zweite System sieht eine direktesitu Synthese relativ kurzer Oligonukleotide (<100bp)
auf der Array-Oberflache vor (insbes. Fotolithodnapund Ink-Jet Technologie), wie sie
beispielsweise von den Firmen Affymetrix und Agtledurchgefihrt wird (Hughes et al.,
2001; Pease et al.,, 1994; Singh-Gasson et al.,)1®8se Oligonukleotid Mikroarrays
kénnen Millionen verschiedener Oligonukleotid-Piasien mit jeweils mehreren tausend
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Kopien des Oligonukleotids tragen und weisen zueéme hohere Spezifitat als klassische
cDNA Arrays auf (Mockler et al., 2005). Wahrend dassign neuer Mikroarrays bei der
klassischen Fotolithographie neue Masken erfordkgrglie Ink-Jet Technologie in der Lage
relativ unkompliziert und damit preisgiinstig neukg@nukleotid-Kompositionen in Langen
zwischen 25 und 60 bp zu erstellen (Hughes e2@0]).

Zu Beginn dieser Arbeit lagen Dbereits einige Arbeitvor in denen die Mikroarray-
Technologie zur Analyse alternativen Spleil3ens (ABhutzt worden war. Da die zu
detektierenden Exon-Deletionen nichts anderesl@matives Spleil3en ganzer Exons (Exon
Kasetten SpleiRen) darstellen, war es sinnvoll,baugnd auf den verdffentlichen
Ergebnissen, ein eigenes System zu entwickeln.

Der grofte Anteil der publizierten Arbeiten verwetel dabei bereits Oligonukleotid-
Mikroarrays. Hier zeigte sich, dass klassische kemnzisll weitverbreitete Genexpression-
Mikroarrays weniger geeignet waren, da sie nur gem@ligonukleotide pro Gen aufweisen
und diese oft in den 3'-UTR Bereichen platziertdeer (Lee et al., 2004). Erste erfolgreiche
Ergebnisse konnten mit dem Design Exon-spezifis&werden erzielt werden (Shoemaker et
al., 2001). Hu et al. (2001) untersuchten altevestiSpleilen an den 3' Enden von 1.600
Ratten mRNAs indem sie 20 Oligonukleotid-Sondedigse Bereiche platzierten (Hu et al.,
2001). Jedoch war das Design des Mikroarrays nadiogimal fur diese Anwendung.
Ebenso wurden sogenannte 'Tiling Arrays', bei demerunterschiedlichen Abstdnden
Oligonukleotide platziert wurden, fur die Ermittlyiwon Splei3-Stellen verwendet (Kampa et
al., 2004). Die erste Entwicklung eines reinen Bp#pezifischen Mikroarrays wurde zur
Analyse des konstitutiven Splei3ens der Hefe eheiliqClark et al., 2002). Hier wurden
zum ersten mal Exon-Junction Sonden verwendet, $dnden die Exon/Exon-Grenzen
Uberspannen und deren Sequenz damit nur komplemeatéfnRNA-Molekilen ist. Die
Verwendung und Optimierung von Exon-Junction Sorml@nAnalyse alternativen Spleil3ens
wurde daraufhin von zwei Forschergruppen anhandSgési3ens der GerieB1und ANXA7
bzw. CD44 und TMP2 validiert (Castle et al., 2003; Wang et al., 20@3¢ erste wahre grof3
angelegte Mikroarray-Studie zu alternativem Splei®erde 2003 verétffentlicht (Johnson et
al., 2003). Die Autoren hatten ein Mikroarray Desigasierend auf ca. 125.000 Exon-
Junction Oligonukleotid-Sonden erstellt, das esordtsch ermoglichte die Exon/Exon-
Grenzen von 10.000 menschlichen RefSeq-Genen zipriifen und so Vorhersagen fur
putative AS Ereignisse zu erstellen. Die Ergebnigaben deutliche Hinweise fur die
Bedeutung alternativen SpleiRens bei der Diffelmmnmig verschiedener Gewebetypen.

Basierend auf diesen guten Ergebnissen wurde &r @riteren grof3-angelegten Studie das
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Design des Mikroarrays von einer anderen Grupperndoemen und optimiert indem
zusatzlich zu Exon-Junction Sonden auch Exon-speh# Sonden hinzugenommen wurden,
um das Vorkommen verschiedener Varianten genauantdizieren zu konnen (Pan et al.,
2004). Auch wurden hier erstmalig Spleil3-spezifesctSonden verwendet, d.h.
Oligonukleotide deren Sequenzen aus den flankiereritkons eines alternativ gespleildten

Exons zusammengesetzt sind (in dieser Arbeit atsESkip Oligos bezeichnet).

Der bedeutenste Unterschied der Technik zur Detekéion Exon-Deletionen zu der des
alternativen  Spleil3en musste in  der Verwendung  alslochdurchsatz-
Durchmusterungsverfahren gesehen werden. Wahrendrdilyse alternativen Spleil3ens nur
den Vergleich einer geringen Anzahl verschiedernawvé&be- bzw. Zelltypen verfolgte, sollte
in dieser Arbeit der Grundstein fur eine Technik Burchmusterung tausender von Klonen
gelegt werden. Das bedeutete konkrekt, dass dilenileso einfach und damit so preisgunstig
gehalten werden sollte wie moglich. Hinsichtlichr de/irtschaftlichkeit gab es zwei
entscheidende Faktoren:

1. Anzahl der Oligonukleotide: Ziel war es nicht wieilden bereits veroffentlichten
Untersuchungen neben der reinen Detektion auch Ehkeressionstarken der
SpleiRvarianten zu untersuchen, sondern lediglich Ja/Nein-Signal zu erhalten,
welches eine putative Exon-Deletion anzeigt. Dadtand die Anzahl notwendiger
Oligonukleotide in direktem Zusammenhang zu einemsti@g der Kosten. Betrachet
man die Array Kosten allein, bringt die Verdopplunder notwendigen
Oligonukleotide eine Verdopplung der Materialkostemt sich. Es wurde daher
generell von Tiling Arrays aufgrund der Vielzahhidéigter Sonden abgesehen.

2. Pooling: Die Sensitivitat sollte so hoch sein, dassPooling von Proben erméglicht
wird. Allein die parallele Vorbereitung und Analygeeier Proben resultiert in einer
Kostenreduktion von 50%, ausgenommen des Arbeusads fur die Isolation der
RNAs.

Hinsichtlich der kostenrelevanten Eigenschaften dear die in der Literatur bereits
beschriebenen Verfahren betrachtet. So wurde dgéndaxon abgesehen zweifarbige
Mikrorray Analysen durchzufiihren. Der standige \feigh gegen eine Wildtyp-Referenz
verursacht nur zusatzliche Kosten fir die Berdltstg der Wildtyp Probe. Es wurde als
ausreichend erachtet, einige Analysen auf einfarbigArrays mit Wildtyp-Proben

durchzufiihren, um falsch positive Signale (d.h.haalternatives Splei3en) identifizieren zu
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kénnen und so Referenzwerte fir den Vergleich rait BErgebnissen ENU-mutierter Klone
zu schaffen.

Das grundlegende experimentelle Design der Oligatki Zusammenstellung des
Micorarrays basierte auf den Ergebnissen von Paal. g2004), da deren Design Spleil3-
spezifische Oligonukleotide bereits erfolgreichwendete. Exon-spezifische Sonden wurden
aus dem Ansatz von Pan ausgeklammert, da bei dbeSuach Exon-Deletionsmutanten kein
Bedarf an einem quantitativem Vergleich der Tramskarianten bestand. Das System von
Pan et al. (2004) wurde mit Hinblick auf die Kostedie eine hohe Anzahl von
Oligonukleotid-Sonden mit sich bringen, in dieserrbdit in zwei kombinierbare
Detektionsvarianten, der Detektion mittels Skip-diader mittels Junction-Sonden,
differenziert (Abbildung 11). Fur den Zweck dern@n Detektion einer Exon-Deletion
schienen die Exon-Skip Oligonukleotidsonden am dregfeeignet, da hier abgesehen von
Kreuz-Hybridisierungen ein reines Ja/Nein Signalexwarten war und theoretisch nur ein
Oligonukleotid pro Deletionsereignis notig war. SeeVariante stellte daher bezuglich des
Designs kostentechnisch die Minimalvariante dar.r Ngeringfligig teurer war die
Detektionsvariante mittels Junction-Sonden zu bmerZwar sind theoretisch zwei Sonden
notig, um das fehlende Exon genau angeben zu komloeh relativiert sich diese Anzahl,
wenn man das ganze Transkript betrachtet: EinetibmrSonde kann immer zur Detektion
zweier Spleil3-Ereignisse genutzt werden. Der gri@ehteil von Exon-Junction Sonden
gegenuber Skip-Sonden besteht allerdings darins das Falle einer Deletion nur eine
Reduktion der Signalintensitat zu erwarten ist §aoh Ja/Nein Signal. Andererseits erlaubt
diese Variante auch das Spleil3en des ersten wtdridExon zu tUberprifen. Die Verwendung
der Sondensysteme mit Blick auf die parallele Asalyon Proben (Pooling) lie3 sich im
Vorfeld schwer bewerten, da die Versuche in denlipebten Arbeiten zu alternativem
SpleiRen in verschiedenen Geweben natirlich nicbéroommen wurden. Prinzipiell war
hier die Detektion mittels Skip-Oligonukleotidensker zu bewerten, da Wildtyp Allele keine

Signale erzeugen sollten wie es bei den Junction&oallerdings der Fall ist.

4.3.2 Grundlagen der Micorarray-basierten Detektion

Fur die praktische Umsetzung einer Detektion vororEReletions Mutanten nach den

genannten Verfahren galt es im Vorfeld zwei Vorssiizungen zu betrachten: Zum einen die
technische Umsetzung auf einer Array-Plattform anch anderen die Verfahrensweise bei
dem Design des Arrays, d.h. der Zusammenstellun&aoeden.

Wir entschieden uns zugunsten der von Rosetta tngtecs Inc. entwickelten Ink-Jet

Oligonukleotid Microarrays der Firma Agilent (Hughet al., 2001). Diese boten gegentber
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den Custom-Arrays anderer Hersteller (zu Beginn @ebeit nur NimbleGen und
Combimatrix) entscheidende Vorteile hinsichtlichr ddexibilitat (insbes. frei wéhlbare
Lange der Oligonukleotide auch innerhalb eines ysyader guten Standardisierung, der
Handhabbarkeit und der Kontrolle der Arrays (ingerRositiv- und Negativ-Kontrollen,
Spike-In Kontrollen zur Ermittlung der dynamischBreite der Signalintensitaten) (2.3.8.2
und 3.3.3). So konnten auch standardisierte Re&gezur Vorbereitung und Verarbeitung
der Proben vom gleichen Hersteller erworben werdeneine durchgehende Kontrolle der
Analysen erlaubten. Zudem wurden bereits anderéieStudie sich mit der Verwendung von
Junction-Sonden beschaftigten, auf dieser Plattidunchgefuhrt (Castle et al., 2003; Pan et
al., 2004), sodass von einer einfachen Ubertragierg Ergebnisse ausgegangen wurde.
Bedeutenden Einfluss auf die Entscheidung fur Awilbatte auch der vergleichsweise
geringe Preis von ca. 500 € pro Glastrager unabbatayon welches Format, d.h. wie viele
verschiedene Arrays auf der Oberflache gewahlt amrdie Kosten konnten weiter dadurch
reduziert werden, dass die Arrays zweimal wiedeveedet werden konnen (Hahnke et al.,
2007). Das Kit fur die Probenvorbereitung kostete1c200 € fur 10 Reaktionen, wobei auch
hier die Kosten nahezu halbiert werden konnteneida RNA Amplifikation mit der Halfte
der Reagenzien ausreichend aRNA-Ausbeute fur Higieidingen eines 4x44k bzw. 8x15k
Feldes lieferte (Daten nicht gezeigt).

Fur die Zusammenstellung der Sonden mussten digeBegn der einzelnen Exons vorliegen.
Diese Information konnte aus ENSEMBL fir alle tlemisierten RefSeq Transkripte
abgefragt werden. Auf dieser Datengrundlage wuritte epezifische Software in Perl
entwickelt, welche die Zusammenstellung von Jumetiand/oder Skip-Sondem silico
ermdglichte (3.3.2).

Grundsatzlich bietet die Verwendung von Junctianw.bSkip-Sonden nur wenig Spielraum
hinsichtlich der sequenzbedingten biochemischeeri&ghaften der Oligonukleotide, da ihre
Sequenz durch die Exongrenze festgelegt ist. Btemm Nachteil an der Arbeit mit dieser Art
von Sonden, da bei Microarray-Analysen generell déan mit vergleichbaren
Schmelztemperaturen  {IWerte), geringen Tendenzen zur Bildung interner
Sekundarstrukturen und hohem Informationsgehalt nigee Wiederholungen, repeats)
erfolgversprechendere Ergebnisse liefern (Srinivast al., 2005). Castle et al. (2003)
analysierten im Detail anhand des SpleiRens deraham GeneRB1 und ANXA7 die
Faktoren, welche den gréf3ten Einfluss auf die gréathe Verwendung von Exon-Junction
Oligonukleotid-Sonden haben sollten. Dies warererinAuffassung nach die Lange des

Oligonukleotids und die Positionierung Uber der =Xa&renze. Dabei stellten sie fest, dass
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kurzere Oligonukleotide mit Langen von 35 bis 40s®&a Lange und eine zentrierte
Positionierung an der Exon-Grenze (x5 Basen) opéireegebnisse lieferten. Langere Sonden
neigten aufgrund der langen homologen Bereichealtaunativen Spleil3varianten (ca. 50%
der Sonden) zu starken Kreuzhybridisierungen urteidau falsch-positiven Ergebnissen.
Eine Verschiebung der Position des Oligonukleoticis+5 Basen um die Exon-Grenze hatte
hingegen kaum einen Einfluss auf die Spezifitdh. dinter den Oligonukleotiden eines
Ereignisses war in diesem Rahmen der Einfluss d@bm$lztemperatur vernachlassigbar.
Dennoch verwendeten Pan et al. (2004) ein Programaiches die Exon-Junction Sonden so
auf der Spleil3stelle positionierte, dass beideeTa#r Sonde je einen,dWert von 66°C +2°C
und die gesamte Sonde ebenfalls eingaWlert von 66°C £2°C aufwies. Dies flhrte in
Zusammenhang mit anderen Restriktionen (Vermeidwmgeinfachen Repeats wie CGG und
CCC und internen Basenpaarungen) allerdings zur eteduktion der untersuchbaren
Ereignisse alternativen SpleiRens um ca. 45%. Auffrder Ergebnisse von Castle et al.
(2003) und der Vermeidung drastischer Restriktion@sichtlich der Oligonukleotidqualitat
wurden in dieser Arbeit die Sonden zentriert angeer analog zu Johnson et al. (2004), d.h.
sie bestanden grundsatzlich zu gleichen Teilendaasbeiden verknipften Exon Sequenzen.
Srinivasan (2005) stitzt diese Vorgehensweise dsethe Aussage, dass die Verwendung
des T,-Wertes zur Abschatzung der Bindeeigenschafterclgléanger Sonden eher eine
untergeordnete Rolle spielen sollte, da die Reakdia der Array-Oberflache eine Binde- und
keine Schmelzreaktion darstellt. Die AusbildungeeiBDuplex wird seiner Meinung nach von
deutlich mehr Faktoren beeinflusst als die tempebadingte Auftrennung der Duplex. Auch
die von der Firma ExonHit Therapeutics in Zusammiagia mit Agilent zwischenzeitlich
vertriebenen Splei3-spezifischen Microarrays veten die Detektion mittels Junction-
Sonden, die zentriert positioniert sind (Fehlbaumale 2005). Fur die ersten 'Proof-of-
Principle Experimente' wurde daher im Vorfeld vidisdig auf eine Qualitatskontrolle der
Sequenzen hinsichtlich der Bindeeigenschaften ztgan eines breiten Spektrums
abgedeckter Spleif3stellen verzichtet. Die entwiek8bftware liel3 allerdings die Moglichkeit
offen, spater Funktionen dieser Art zu integrief@ie Lange der Sonden war frei wahlbar, da
trotz der umfangreichen Analyse von Castle et28l08) unter den publizierten Arbeiten kein
Konsens beziglich der Oligonukleotidlange herrsciastle et al., 2003; Johnson et al.,
2003; Pan et al., 2004; Relogio et al., 2005) uedas daher experimentell Gberprift werden
musste.

Fur die Etablierung des Detektionssystems war zliskteine Reduktion der parallel zu

betrachtenden mdglichen Detektionsereignisse awcbedgB.3), um die Kosten in den
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Vorversuchen maoglichst gering zu halten. Eine soflevReduktionsmaoglichkeit wurde in der

Variante gesehen, sich nur auf solche Exons zuédrneren, deren Deletion nicht zu einer
Unterbrechung des offenen Leserasters fuhrt. Pwtaus derart mutierten Transkripten
kénnten interessante Kandidaten fur die Funktioalyge bestimmter Proteindomanen
darstellen und unter Umstanden wertvoller als ré&nektionsverlustmutanten sein, die auch
einfacher mittels klassischer Knockout-Strategiemagiert werden konnen (1.3). Exon-
Deletionsmutationen, die aufgrund der Verschiebdeg Leserasters zur Induktion eines
frihzeitigen Stop-Codons fihren und damit den dgerieAbbau des Transkripts (Nonsense-
mediated mMRNA decay, NMD) verursachen kénnen, wiirsieh zudem einer Transkript-

basierten Detektion entziehen (McGlincy et al.,00/en et al., 2008). Daher wurde diese
Art der Restriktion in der Etablierung des Systeahs durchaus sinnvoll erachtet und die
Software dahingehend erweitert, dass Skip- bzwctlumSonden nur fir diese Exons erstellt

wurden.

4.3.3 Untersuchungen zur Machbarkeit

Die Machbarkeit des angedachten Detektionsverfahgait es zunachst in der Praxis zu
Uberprifen und noch offene Parameter wie die Detektariante, die Lange der
Oligonukleotide und das Vermdgen gepoolte Proberurmiersuchen zu klaren. Fir diese
Parameter konnten der Literatur keine eindeutigamssAgen bzw. Voruntersuchungen
entnommen werden (Castle et al., 2003; Johnsoh, &083; Pan et al., 2004; Relogio et al.,
2005).

Das unter 3.3.4 beschriebene Mikroarray-Design hnede die Betrachtung der
Detektionsvarianten bei verschiedenen Oligonukiétigen fur dasHprt Transkript, da
daflr Exon-Deletionsmutanten als Positivkontroliem Verfligung standen. Das Testsystem
war sehr nah an das geplante Mikroarray Designlahge um kein rein artifizielles System
zu schaffen, das sich anschlie3end nicht problefibestragen lasst. So wurde das geplante
Array-Format von 4x44k verwendet und der mit dest@ligonukleotiden bestiickte Array
wurde der Reaktionsumgebung wegen mit zufallig ewsdplten Skip-Oligonukleotiden
aufgefullt. Zudem wurde nattrliches Probenmateddl, eineHprt Exon 8 Deletionsmutante
anstelle von klonierten Isoformen verwendet, um @oriang an das biologische System zu
simulieren.

Anhand der Untersuchung konnte gezeigt werden, gtaszipiell eine Detektion der Deletion
des Exon 8 deBlprt Transkripts Gber beide Oligonukleotid-Detektionswaten moglich ist.
Entscheidenden Einfluss hatte dabei fir beide 8ysteallerdings die Lange der

Oligonukleotide. Ab einer Lange von 50 bp war ddetektion mittels Skip-Oligonukleotiden
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nicht mehr méglich. Bei den Junction-Oligonukleetidwar die Detektion abhangig von der
betrachteten Sonde. Dieses Ergebnis bezlglich demed. stand in Einklang mit den
zwischenzeitlich veroéffentlichen Daten der Fa. BEitidTherapeutics (Fehlbaum et al., 2005),
die in Zusammenarbeit mit Agilent ebenfalls an etetwicklung einer Mikroarray basierten
Analyse-Plattform fir alternatives SpleiRen aufiBa@er von Pan et al. (2004) beschriebenen
Vorgehensweise arbeiteten. ExonHit kam nach einergleich von Oligonukleotidlangen
zwischen 24 und 40 bp zu dem Schluss, dass die r2e4Q@kgonukleotide die hdchste
Spezifitat aufweisen. Das galt sowohl fur Skip- aleh fir Junction- und Exon- spezifische
Sonden. Trotz der hohen Spezifitat der 24mere wudech Fehlbaum et al. (2005)
beobachet, dass sogar bei 24meren jeweils nodO@éa.der Signalintensitat einer Skip- bzw.
Junction-Sonde durch Hybridisierung mit der nur 0% komplemetaren alternativen
SpleiRform bedingt waren. Srinivasan et al. (200&yennen dieses Problem 'half-junction
crosstalk' und sehen kirzere Sonden hinsichtlichSgezifitat biochemisch klar im Vorteil,
da bei diesen i.d.R. die Differenz zwischen demp\Wert des ganzen zu dem des halben
Oligonukleotids deutlich groR3er ist als dies beigan Oligonukleotiden der Fall ist. Da in
dieser Arbeit 30mere die von Agilent minimal empéste Oligonukleotidlange darstellten
und mit diesen die spezifischsten Ergebnisse énmzigtden, sollte diese Lange fur weitere
Untersuchungen vorerst Standard sein.

Die Entscheidung hinsichtlich des Detektionsverdalirfiel auf die kostengunstigere Variante
mittels Skip-Oligonukleotiden, da diese eine Pusielektion der Mutationen ermdglichte
und in dieser Arbeit im Vergleich der Signalstarketh eine héhere Spezifitat fir 30mer-
Oligonukleotide aufwies als die entsprechenden tlam®©ligonukleotide. Mit Hinblick auf
angedachtes Pooling verschiedener Proben hat Wiasante den entscheidenden Vorteil,
dass aufgrund der Positiv-Selektion nur qualitatitscheidend ist, ob ein Signal vorhanden
ist oder nicht. Bei der Variante mittels Junctioonen muss grundsatzlich quantitativ
betrachtet werden, ob eine eindeutige Abnahme dpraintensitat fir das Oligonukleotid
erfasst werden kann. Diese Entscheidung wird ershwit steigender Anzahl von Proben in
einem Pool, da die Intensitat erwartungsgemald gefienmaximale Wildtyp Intensitat
ansteigen wird.

Nachdem eine prinzipielle Machbarkeit mit den gel¢Een Rahmenbedingungen gegeben
war, galt es, die Kosten-Nutzen Parameter zu pyufém. die Moglichkeit Pools
verschiedener Transkriptome mutierter ES-Zell-Klaueuntersuchen (4.3.2). Hierzu wurde
das Array Design angepasst (30 bp Skip-Sonderg)3u8d zweHprt Positiv-Kontroll-Klone

mit Deletionen in Exon 8 und Exon 6 in verschiedeR®ols mit ENU-mutierten Klonen bis
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zu einer 1:5 Verdinnung analysiert. In allen Verdimgsstufen lielRen sich die vorhandenen
Deletionen ermitteln. Allerdings lag die Signalimsgat der Exon 6 spezifischen Skip-Sonde
bereits im Bereich des Hintergrundsignals wenn anadh deutlich Gber dem des Wildtyps.
Der Grund daftr wurde im geringen GC-Gehalt derdg@ovon nur 30% gesehen. Dies zeigte
auf, dass nicht nur Deletionen evtl. schwach exiriter Gene durch das Raster fallen
kénnen, sondern auch Sonden mit schwécheren Boelesihaften. Hybridisierungen bei
niedrigeren Temperaturen bewirkten leider keiner@gsserung dieser Situation. Im
Gegenteil, die Arrays wurden dadurch nicht mehmaubar (zu hohe Hintergrundsignale).
Restriktionen hinsichtlich des GC-Gehaltes bzw. TgdVertes wie sie von Fehlbaum et al.
(2005) und Pan et al. (2004) vorgenommen wurdemdevu als nicht zielfUhrend erachtet.
Unter den bereits gegebenen Restriktionen (keinderbrechung des ORF, Gen ist
exprimiert) bot die Mikroarray-Plattform mit knapigt.000 Oligonukleotidsonden genligend
Freiraum, um auch solche Sonden aufzunehmen. Arsééie wurden jedoch 1.023 Sonden
als falsch-positive gewertet, da diese auch mit\Wadtyp-Proben Signalintensitaten deutlich
Uber dem Hintergrundsignal lagen und damit fir fagende Untersuchungen wertlos
waren. Fur nur 50 dieser Sonden konnten TreffelemMaus EST Datenbank erzielt werden,
was diese jedoch eindeutig als unbekannte, d.ldaisnicht in RefSeq vertretene Ereignisse
alternativen SpleiRens aufzeigte. Dadurch wurdeogedindirekt auch die technische
Funktionalitat des Arrays bestétigt. Nahezu zwatt8rder restlichen Sonden wiesen einen
GC-Gehalt goRRer 60 % auf, was wiederum eine Rdsinikwie von Pan et al. (2004)
rechtfertigen wirde. Doch konnten die Sonden isatidrbeit auch so auf empirischem Weg
ausgeschlossen werden, was evtl. den Fehler minerze stringent bei den Restriktionen
vorzugehen.

Aus den Daten konnte insgesamt abgeleitet werdess, eine Detektion von Exon-Deletionen
mittels Skip-Oligonukleotid-Sonden mdglich ist. Behieidenden Einfluss hat dabei die Lange
der Sonden. Auch aus gepoolten Proben ist ein Naishvegrenzt moglich. Generell kbnnen
allerdings die biochemischen Eigenschaften der &oondd die Expressionsstarke des
Transkripts negativen Einfluss auf die Detektiorbéra Die Machbarkeit hinsichtlich der
Wirtschaftlichkeit des Systems lasst sich erst nbest-Studien beurteilen, da die Effizienz
nur aus der Praxis heraus beurteilt werden kann.UBérsuchungen mit 1:5 verdinnten
Proben in Pools beliefen sich die Materialkostegit@inkt 2008) auf ca. 35,00 € pro Probe,
die in grof3 angelegten Durchmusterungen sichenlocn reduziert werden kénnten.
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4.3.4 Detektion und Bestatigung neuer Mutations Ereigniss

Anhand der Daten, die im Rahmen der Pooling Expamim fir ENU-Mutanten generiert
worden waren, sollte erstmalig die Detektion unipeiter Deletions-Mutationen erprobt
werden. Prinzipiell zeigten alle die Sonden mogi¢tandidaten auf, deren Signalintensitat
Uber dem jeweiligen spezifischen Hintergundsigresd Wildtyps lagen. Das traf fur ca. 10%
der Sonden zu. Daher wurden alle jene Signale bgediltert, die mindestens das Flinffache
des Wildtypsignals betrugen, wobei der Wert 'Fiotifdrei gewahlt wurde, allerdings mit
Berucksichtigung der Untersuchungen an den Pasontrollen. Nahezu 1% aller Sonden
erfillten diese Vorgabe, was eine detaillierte 8ettung der Rohdaten und der
dazugehdrigen Bilder des Arrays unumganglich madb#dbei fiel auf, dass ein Grol3teil der
erhohten Signalintensitaten auf Hybridisierungg$akten basierte. Bei diesen sehr kleinen
Hybridisierungsartefakten, die z.T. exakt auf desifonen der Sonden lagen und nur durch
ihre nichtkreisrunde Auspragung von tatsachlichigm&en zu differenzieren waren, versagte
die automatische Erkennung der Feature Extractiofiwd@re. Die Grinde dafur sind
ungeklart. Hersteller und Literatur konnten keinkring bringen. Generell wurde héchste
Sorgfalt in Bezug auf die Reinheit der verwendd®magenzien und Reaktionsgefal3e gelibt
und soweit es maoglich war wurde nur mit speziellEnmal-Plastikware' gearbeitet. Flr
maogliche positive Signale wurde daher grundsatzkome Kontrolle vorgenommen. Um
falsch-positive Signale besser kontrollieren zurém wurde zuséatzlich die Tatsache, die
auch in den Durchmusterungen Standard war, ausgemass eine Probe grundsatzlich in
zwei Pools enthalten war und somit in beiden eitsgechendes Signal erkennbar sein
musste. Dadurch wurde die Anzahl der Kandidatenl@ufeduziert von denen 2 die beiden
Hprt Positiv-Kontrollen waren, was die Vorgehensweises dAuswerte-Algorithmus
bestatigte. Analog zu diversen anderen Veroffedmilingen, die sich mit der Detektion
alternativen SpleiRens auseinander setzten (Fehlbstual., 2005; Johnson et al., 2003;
Relogio et al., 2005), sollte eine BestatigungBasis von RT-PCR erfolgen. Alternativ ware
beispielsweise eine Bestatigung mittels NortherotBhoglich gewesen, doch standen die
Einfachheit und der Zeitaufwand der Technik im \@giund, was bei gré3er angelegten
Untersuchungen von enormer Bedeutung ist. Zushktzha der Standard-Analyse mit
flankierenden Primern um das deletierte Exon unch dmschlieBenden Vergleich der
Produktgrof3en wurde das von Greber et al. (2006)izerte Verfahren angewandt. Dabei
wurde ein Skip-Primer verwendet, sodass auch d&&-$Gtem eine positive Selektion auf
die Deletion bewirkt. Dies sollte in paralleler M@andung zu dem flankierenden System eine

Bestatigung ermdoglichen, falls beispielsweise dit@erunterregulation des mutierten Allels

107



Diskussion

die Amplifikation gegenuber dem Wildtyp Allel ersebrt (Greber et al., 2005). Uber dieses
Skip-System konnten zwei Mutationen bestatigt wer(3.7). Allerdings war nur bei der
Mutation inMgea6auch eine kleinere Bande mit dem flankierendenie®yzu erkennen. Fir
die Deletion inNup37kdnnten oben getroffene Annahmen zur erschwertaplifikation des
kirzeren Produkts aufgrund deulich reduzierter Matrmengen zutreffen. Fur zwei
Transkripte war gar keine Amplifikation zu erzieléfur die restlichen vier Produkte wurden
nur Wildtyp-Produkte erhalten. Da hier Mutationeithth mit Sicherheit ausgeschlossen
werden kdonnen, miuRten diese Kandidaten bei Interegsanderen Methoden (z.B. Northern-
Blot, Klonierung) genauer untersucht werden. DigpSkimer sind in ihrer Effektivitat
schwer zu charakterisieren und optimieren, weil.R.dkeine Positiv-Kontrollen zur
Verfigung stehen und die biochemischen Charakitaister Primer durch die festgesetze
Position auf dem Transkript schwer zu beeinfluss&md. Ein Problem, welches im
Allgemeinen auch den Umgang mit Skip- und JuncRoobes erschwert und die
Hauptschwierigkeit darstellt (Mockler et al., 200Bennoch stellt die RT-PCR aufgrund der
Einfachheit, Schnelligkeit und des Preises desalgeins eine gute erste Kontrollreaktion dar.

4.3.5 Umsetzung des entwickelten Verfahrens

Mit der Etablierung des Detektionsverfahrens nstt&8kip-Oligonukleotiden wurde die
Maoglichkeit geschaffen, eine Test-Bibliothek vonakpp 100 ENU-mutierten ES-Zellen
parallel nach Deletionen zu durchmustern. Der ekstay wurde dahingehend optimiert, dass
falsch-positive Klone generell entfernt wurden undbestatigte alternative Spleil3ereignisse
als interne Kontrollen aufgenommen wurden. Es wurd® Pools von jeweils 5 Klonen
angelegt und durchgéngig analysiert. Jeder Klon wa2 Pools reprasentiert, sodass eine
Kostenerparnis von ca. 40% gegeniber der einfadhatyse eines Klons mdglich war. Der
Klon mit der Mutation inNup37 diente als Kontrolle der ganzen Durchmusterung 4en
100 analysierten Klonen lieRen sich nach Durchlauflees Auswerte-Algorithmus 26
maogliche Mutationen in 19 Klonen feststellen. Diag deutlich unter der theoretisch zu
erwartenden Anzahl von ca. 43 Mutationsereignigdeireignis in 2,32 Klonen), konnte
jedoch seine Ursache in den schlechten Hybridisggeingeschaften bestimmter Skip-
Sonden oder der schwachen Expression bestimmteg adven, die eine Detektion deutlich
erschweren. Generell waren die erzielten Signailsitéten der Skip-Oligonukleotide im
Vergleich zu denen der internen Positiv-Kontrollalerdings sehr niedrig. Sollten die
entsprechenden Transkripte jedoch insgesamt stgpkingert sein, konnte dies bedeuten,
dass eine Detektion von Mutationen in schwach exprien Genen generell nicht moglich

sein sollte, da deren Signale ausschlie3lich imtadfdgnundbereich liegen kénnten. Daher
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wurde die Transkriptionsstarke der Transkripte aeit putativen Mutationen Uberprift, was
allerdings keinen direkten Zusammenhang zwischentekblen und Expressionstarke
erkenntlich machte. Die Aussagekraft der Hybridisigsergebnisse war dennoch
zweifelhaft, da sich viele der 26 Signale naheHiesergrunds bewegten. Zudem konnte von
10 ausgewahlten moglichen Mutationsereignissenekemittels der beiden PCR-Verfahren
verifiziert werden. Die Ursachen dafur blieben wamkl Generell wurde anhand der
Microarray-Daten davon ausgegangen, dass es sichdée detektierten Signalen um
maogliche Mutationen handelt, da deren Nachweiszawdi unabhéngigen Hybridisierungen
basierte. Den prinzipiellen Erfolg der Durchmustey mittels Microarray bestatigte zudem
die Tatsache, dass die Mutation Mup37 und samtliche Kontrollen (alternative Spleil3-

Ereignisse) identifiziert werden konnten.

4.3.6 AbschlielRende Optimierungsversuche

Die Schwachstellen des Systems wurden aufgrunctidezlten Ergebnisse weiterhin in der
geringen Signalintensitdt der Sonden nahe des tgmtedsignals gesehen und minderte
damit die Glaubwirdigkeit des Systems. Mal3geblinlgen dazu auch die negativen
Bestatigungsreaktionen mittels PCR bei, da diesdékannte alternative Spleil3-Ereignisse
problemlos funktionierten und auch in der Literaals Standardnachweisverfahren genutzt
wurden (Fehlbaum et al., 2005; Johnson et al.32B@logio et al., 2005).

Im Hinblick auf die generelle Diskussion tUber Séwsat und Spezifitat von Primern in
Abhangigkeit von der Oligonukleotidlange (Srinivaset al., 2005) wurde daher ein Array-
System mit langerer Oligonukleotidlange von 36 hp Erhdéhung der Signalintensitat
entworfen. Zudem wurden Restriktionen hinsichtlides GC-Gehaltes und der Repeats
analog zu den Arbeiten von Pan et al. (2004) uriddaem et al. (2005) vorgenommen. Aus
Kostengrinden und der reduzierten Anzahl von Oliggeotid-Sonden wurden dann
Hybridisierungen von 30 einzelnen Klonen auf eindeineren Array-Format durchgefihrt
(8x15k). Das Ziel der erhohten Signalintensitat rikenallerdings nicht erreicht werden,
maoglicherweise bedingt durch den Wechsel der Blatif Es wurde auch keine erhdhte
Anzahl von moglichen Mutationen festgestellt, ssdatie Optimierungsversuche als
gescheitert angesehen wurden. Generell wurden zusétzliche Mutationsereignisse
ermittelt, deren Nachweis aus Pools in der voraegeéén Durchmusterung vermutlich
aufgrund der schwachen Signale nicht mdglich war.

Letzendlich lieRBen die Zweifel an dem Detektionfal@ren, bedingt durch die geringen
Signalintensitaten und die geringe Anzahl deteldreMutationen, das System als nicht

kontrollierbar und zu teuer fir groRangelegte Darakterungen erscheinen. Fir die weitere
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Optimierung des Systems hatten Sonden einzeln imieMoim Detail hinsichtlich ihres
Hybridisierungsverhaltens erprobt werden muissens waormen Arbeitsaufwand und
finanzielle Mittel vorrausgesetzt hatte, die im Rem der Arbeit nicht mehr aufzubringen
waren. AbschlieRend kann noch diskutiet werdenegiolk parallele Verwendung von Skip-
und Junction -Sonden erfolgsversprechender gewe&en Der Vorteil hatte sicherlich in der
Tatsache bestanden, dass aufgrund der negativektiSel(Abnahme der Signalintensitat bei
Mutation) mittels Junction-Sonden die Informaticorivanden gewesen ware, ob eine Sonde
Uberhaupt ein zufrieden stellendes Signal erzWitdtyp Intensitéat). Diese Vorgehensweise
hatte jedoch mehr als eine Verdreifachung der Kob&nhaltet. Die Weiterentwicklung des
Systems wurde daher eher in der Ubertragung dee laef die neuaufkommenden
Hochdurchsatzsequenzierverfahren gesehen, sodassgeindlegende Betrachtung dieser

Verfahrensweise angegangen wurde.

4.4 Transkriptom Charakterisierung mittels Sequenzierung

Fur die globale Charakterisierung ganzer Transhmy@ existieren zwei unterschiedliche
Ansatze: Zum einen die Analyse mittels Hybridisreyuund zum anderen die Untersuchung
mittels Sequenzierung.

Die Hybridisierung modifizierter RNA auf Oligonuldgd-Microarrays erlaubt die
Betrachtung einer Vielzahl verschiedener Gewebschrénkt sich dabei allerdings auf nur
ausgewahlte Sequenzen (Lennon et al.,, 1991; Soutt@92). Die "Whole-genome tiling
Arrays" erlauben eine detailliertere Analyse deanBkriptoms konnten sich jedoch aufgrund
der sehr hohen Kosten und der Komplexitat der [atswertung nicht vollstandig
durchsetzen (Bertone et al., 2004; Cheng et aDbRM®udem eignen sich diese technisch
nicht zur Analyse alternativen SpleiRens. Arrayge dpeziell zur Analyse alternativen
SpleiRens entworfen wurden, weisen grundsatzlich Migchteil auf, dass sich nur bekannte
Transkripte charakterisieren lassen und sich datieheingeschrankten Mdoglichkeiten der
Selektion optimaler Sonden oft Probleme hinsichtliler Spezifitat ergeben (Calarco et al.,
2007; Pan et al., 2004). Diese Schwierigkeiten eaeigich auch bei den in dieser Arbeit
unternommenen Versuchen ein Array zur Detektionagen-induzierter Exon-Deletionen zu
etablieren, die in den vorrangehenden Kapiteln hrésgen wurden. Die resultierenden
Unsicherheiten der entwickelten Methode und diewsetigkeiten der Analyse genauer
Fehlerquellen sind diesem und den in der Literdteschriebenen Verfahren gemein
(Fehlbaum et al., 2005) und lieBen die AnalyseatsitSequenzierung als Alternative in den

Vordergrund treten. Hierzu trugen insbesonderepdigllel zu dieser Arbeit stattfindenden
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immensen technischen Weiterentwicklungen der Semgiererfahren zweiter Generation bei
(second generation sequencing, next generatioreseig [NGS]).

Generell weisen Sequenz-basierte Verfahren gegewiley-basierten die Vorteile auf, dass
keine Limitierung der Analyse durch die Vorauswadéit Sonden besteht, mit Hinblick auf die
analogen Signale der Arrays den digitalen Sign&keine Grenzen gesetzt sind und keine
komplexen Normalisierungen stattfinden mussen.rditgs wiesen die bisherigen Verfahren
wie z.B. der des EST (expressed sequence tag) Saquens, SAGE (serial analysis of gene
expression) (Velculescu et al., 1995) und MPSS $imaly parallel signature sequencing)
(Brenner et al., 2000) den Nachteil sehr hoher &wosiuf. Mittels SAGE und MPSS kdnnen
alternative Spleil3-Ereignisse nicht gefunden werdam Nachweis solcher Ereignisse wurde
bis dato die Analyse von EST-Datensatzen eingegétgpta et al., 2004). Neben den hohen
Kosten sind EST-basierte Ansétze jedoch sehr anféilir Fehler, die meist auf dem
Klonierungsschritt basieren. Der Vorteil der neiggn Sequenzierverfahren, wie z.B. Polony
Sequencing (Shendure et al., 2005), SOLID (Clooetaral., 2008), 454 Pyrosequencing
(Margulies et al.,, 2005) und die lllumina Solexachieologie (Bentley 2006), liegt
insbesondere in den grofen Datenmengen begringezudimmer moderateren Kosten
generiert werden konnen und in Zukunft wohl die liea eines humanen Genoms fur nur
1.000$ ermdglichen werden (Guryev et al., 2009).

Das Potential, diese Techniken zur Analyse ganzanskriptome (RNA-Seq, RNA short
read high-through-put sequencing) einsetzen zu édnwurde zunachst anhand der Polony
Multiplex Analyse an der Maus gezeigt (Kim et &007). Weitere Transkriptom-Analysen
auf der Basis einer Einzelnukleotidauflosung wurdenden PflanzeArabidopsis thaliana
Medicago truncatulaund Zea mayserfolgreich durchgefihrt (Cheung et al., 2006; Emet
al., 2007; Weber et al., 2007) und zeigten so digglMdhkeit auf, die Technik auch zur
Analyse des Transkriptoms mit Hinblick auf die Dtiien von Exon-Deletionsmutationen zu
nutzen. Aufgrund der héheren Anzahl kurzer Readkder grol3eren Datenmenge (Audic et
al., 1997) wurde in dieser Arbeit die Analyse nigtder Solexa Technologie gewahlt. Da bis
dato keine Protokolle und Veroéffentlichungen zuralyse von Transkriptomen mittels
llluminas Solexa Technolgie vorlagen, mussten mee 'Proof of Principle’ Experiment
zunachst die Machbarkeit erprobt und die Fehletgnehufgezeigt werden, bevor eine
Auswertung der Daten hinsichtlich der Mutationskiete vorgenommen werden konnte. Die
Suche nach potentiellen Exon-Deletionen konnte @ash mittels eines Abgleichs zu einer
Deletions-Referenzdatenbank erfolgen, die auf der die Etablierung des Microarrays

entworfenen Software zur Oligonukleotid-Synthessidate.
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4.4.1 Sequenzierung des Transkriptoms muriner Stammzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Proben murRRBIA mittels RNA-Seq sequenziert.
Dazu zahlte RNA der verwendeten F1 ES-Zelllinie, Rtes ENU-mutagenisierten Klons
RRxx006 mit bestatigter Exon 8 Deletionsmutation Naop37 und zu Kontrollzwecken
extrahierte RNA aus dem Gehirn einer 12 Wochematiénnlichen Maus. Dabei wurden auf
der lllumina 1G Plattform fiir alle drei Proben jélwemehr als 3 x 1027 bp Reads erzeugt,
entsprechend ca. 81 Mbp. Mehr als 58% der Read<sideelnen Proben wiesen direkte
Treffer in der RefSeq Datenbank auf und untermaunerdamit die erfolgreiche
Probenvorbereitung und Sequenzierung der RNA-Prodergleichbare Werte sind in einer
RNA-Seq Untersuchung des humanen TranskriptomsHEiR- und B-Zellen mittels Solexa
Sequenzierung auf identischer Hardware erzielt mordier konnten mit 50% der Reads
gegen das Humane Genom und mit ca. 7% gegen eied3Jpnction Datenbank Treffer
erzielt werden (Sultan et al., 2008).

Von den untersuchten 20.904 RefSeq-Transkriptemn&uim den ES-Zell Proben fir ca. 69%
der Referenzsequenzen mindestens ein eindeutigel Razeichnet, der die Expression des
Transkriptes in der Zellinie bestatigte. Mehr a8d8®der Transkripte wurden allerdings durch
zwei oder mehr Reads reprasentiert (Rosenkranzl.et2@08). Damit lag der Anteil
transkribierter polyA Sequenzen um ca. 29% hoherealdie vergleichbare Analyse mittels
llluminas RefSeq Microarray aufzeigte (3.2.1), wids die Sensitivitat des Sequenzier-
Verfahrens hinsichtlich der Ermittlung von Trangkionsstarken spricht. Die Gruppe um
Sultan et al. (2008) konnte ebenfalls 25% mehr skahierte Gene mittels RNA-Seq
identifizieren als in einer Microarray Analyse dgeichen RNA-Probe und zeigen, dass es
sich dabei gro3tenteils um sehr schwach exprimiedaskripte handelte, was die Sensitivitat
des Ref-Seq Verfahrens unterstreicht. Da statistggesehen die zuféllige Verteilung eines
Reads auf ein langeres Transkript wahrscheinlideer wurde fir die Berechnung der
Transkriptionsstarken der Quotient aus Gesamtzalkeatiger Treffer des Transkriptes und
dessen Lange in kb angenommen. So wurden beispisks\iir die Wildtyp Probe Werte
zwischen 64.788,57 und 0,06 Reads/kb erzielt, diemgite dynamische Breite der Methode
betonen. Fir den direkten Vergleich der Expressioken verschiedener RNA-Seq Ansatze
wuirde sich zusatzlich eine Einbeziehung der Gesslthtazn Reads empfehlen, um so eine
zusatzliche Normalisierung einzubringen. Weiterkemn die Expressionstarke auch auf die
Lange eines Exons bezogen werden, wie es von Setitaln (2008) beriicksichtigt wurde, um
Uber die Expressionstarke einzelner Exons detadhe Informationen zu alternativem

SpleiRen zu erhalten. Diese Verfeinerungen waretiggser Arbeit jedoch nicht erforderlich,
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da das Ziel in der qualitativen Detektion von Exogletionen gesehen wurde. Ein direkter
Vergleich der Expressionsstarken der TranskriptgeinF1 Wildtyp Probe, die mittels RNA-
Seq und Microarray ermittelt wurden, zeigte ein@arBon'schen Korrelationskoeffizienten
von 0,7. Eine ahnliche Studie, der Vergleich dempréssionstarken einelrabidopsis
Transkriptoms aus einem 454 Ref-Seq Ansatz mitneiAdH1 Array, ergab einen deutlich
schlechteren Koeffizienten von 0,45 (Weber et a007). Ein Wert von 0,7 ist sogar
vergleichbar mit den Korrelationen, die in Verglea von Microarray-Plattformen mit
technischen Replikaten berechnet wurden (Kuo ¢2806). Diese Feststellung stiitzt damit
die Funktionalitat des hier beschriebenen RNA-Sagafzes und unterstitzt die Verwendung
der normalisierten Expressionsstarken.

Eine bedeutende Vorraussetzung fiur die Detektion fxon-Deletionen bzw. Spleil3-
Varianten mittels Sequenzierung ist eine ausrethewshe Abdeckung des Transkriptoms
(Richard et al., 2010). Einer GroéRe von ca 57,580%bp des vollstandigen Maus RefSeq
Transkriptoms mit einer durchschnittlichen Expression 69% aller Transkripte stehen mit
den hier gezeigten Ergebnissen nur ca. 36,02°%bfp0eindeutig zuzuordnender Sequenzen
(U-Reads) beispielsweise aus der Wildtyp-Probe mj@lger. Einer groben Abschatzung nach
kann so mit einer Solexa Probe (‘lane’) unter dsgelgenen Bedingungen nur eine einfache
Abdeckung erzielt werden. Aufgrund der Verteilureg &eads nach der Expressionstarke der
Transkripte ist allerdings bei wenigen Transkripten einer sehr hohen Abdeckung und bei
vielen Transkripten mit einer sehr geringen Abdeckau rechnen. Diese Uberlegung wird
gesttitzt durch die hier gezeigte Studie zur Ventgjlder Reads, die aufzeigt, dass 25% aller
eindeutigen Reads auf nur 68 RefSeq Sequenzen.f&fewar daher davon auszugehen, dass
mit den hier sequenzierten Proben eine Detektion Matationen nur in stark exprimierten
Genen moglich ist. Aufgrund der zufélligen Vertedu der 27 bp-Fragmenten in den
Transkripten ist die zuféallige Positionierung eif&sads auf einer Exon-Exon-Verbindung in
schwach exprimierten Genen, die nur wenige Reafigeggen relativ unwahrscheinlich. Eine
Detektion mittels Oligonukleotid-Sonden auf einemcidarray ist hier wahrscheinlicher,
sofern die Sonde die notige Spezifitdt und Signedfisitat leisten kann, da das Transkript
vorrausgehenden Expressionanalysen nach in messhi@mrgen in voller LAnge vorhanden
sein sollte (ungeachtet der Option des mMRNA medidicay). Der zusatzlich messbare 3'-
'bias’ bedingt durch unvollstdndige reverse Trdapskn und anschlielender zweifacher
poly(A)*" Selektion bewirkt zwar die Unterbewertung der Fkaiptionsstarken in RefSeq
Experimenten, ist aber eher zweitrangig fur dieealaghte Mutationsdetektion, so lange

keine klare Abdeckung der Transkripte erreicht willemnach unterstitzen die hier
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gezeigten Ergebnisse die Feststellungen von Weladr €007), dass fur Anwendungen wie
z.B. der Ermittlung neuer Gene normalisierte cDNéwHen (Bogdanova et al., 2008) als
Ausgangsmaterial notwendig sind.

4.4.2 Abgleich der Sequenzdaten gegen die Exon-Skip Dateank db42

Die in dieser Arbeit generierten Sequenzdaten wieden Nachteil auf, dass keine

vollstandige Abdeckung des Transkriptoms erreichtd®, sodass nicht alle putativen Exon-
Skip Ereignisse detektierbar sein konnten. Richetrdal. (2010) gehen davon aus, dass
typische Sequenziertiefen, die nur ein bzw. zwéexo Reihen umfassen (ca. 8 Mio. Reads,
Stand der Technik 2008), nur die Detektion vondea. Halfte aller Exon-Exon Junctions der
transkribierten Gene erlaubt. Dennoch sollte ingshdere fir stark exprimierte Gene eine
ausreichende Abdeckung gewahrleistet sein, wasAaiseertung der Daten zu Testzwecken
durchaus legitimierte. Die Referenzdatenbank dbdthielt samtliche mogliche einfache

Exon-Skip Ereignisse der zugrunde liegenden MauSé&e Sequenzdatenbank. Das Skript
zur Generierung der Datenbank lieRe sich jedocltblenios auf das Fehlen mehrerer
benachbarter Exons ausweiten, wie es fur alteremtipleil3en durchaus ublich ist. In den
bekannten Publikationen zu ENU-induzierten Exonefdehen beschrénkte sich die Deletion
jedoch durchweg auf ein einzelnes Exon basierefficeimer entsprechenden genomischen
Punktmutation (Barbaric et al., 2007; Chen et20Q0; Justice et al., 2000; Noveroske et al.,
2000). In anderen Projekten, die sich vornehmlicghder Detektion alternativer Spleil3stellen
und der Detektion unbekannter Isoformen beschédtigeurden in der Regel zunachst
Abgleiche gegen das Genom durchgefiihrt und darafifasend die resultierenden NM

Reads gegen synthetische Spleil3-Junction Datenbamitersucht (Sultan et al., 2008). Diese
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass auch Transkrgie nicht in RefSeq enthalten sind,
betrachtet werden und neben den Skip-Varianten aédhtliche Junction-Varianten eines
Gens quantifizierbar sind. Zwischenzeitlich wurdeinige spezielle Software Programme
publiziert, die erfolgreich anhand bestimmter Temeungs-Codes von Introns und

empirischen ermittelten Werten die Identifikation Isoformen erlauben (Bryant et al., ; De
Bona et al., 2008; Trapnell et al., 2009). Fur diealysen werden dabei lediglich die

genomische Referenzsequenz und die RNA-Seq Darensérangezogen. Die in dieser
Arbeit beschriebene Vorgehensweise hat den Nagchitagds aufgrund der unvollstandigen
Grundlage der RefSeq Datenbank unbekannte Tramsknight erfasst werden und somit
Skip-Ereignisse ubersehen werden konnen. Der Vofiegt jedoch in der geringen

Datenmenge der db42 und der klaren Differenziervoig Exon-Junction und Exon-Skip

Ereignissen.
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Die Lange der Referenzsequenzen in db42 wurde ewsinter 3.4.2 beschriebenen Griinden
auf 42 bp festgelegt, um gré3tmagliche Sicherhed9(6%) in Bezug auf die Eindeutigkeit
der Sequenz bei einem theoretisch angenommenechgteiVorkommen aller moglichen
Nukleotidkombinationen zu schaffen. Insgesamt naussbd mindestens 6 Nukleotide eines 27
bp langen Reads uUber der Exon-Exon Grenze liegém. Hehleranfalligkeit des Solexa
Verfahrens ist nicht zu unterschatzen. In Studiemde gezeigt, dass die Fehlerrate zum 3'-
Ende eines jeden Reads deutlich zunimmt. Wahrend dateil fehlerhafter
Nukleotideinbauten bis einschliel3lich Base 15 ¢a%0betragt, nimmt der Anteil bis Base 27
auf mehr als 2% zu (Dohm et al., 2008). Diese Hiriatkung, dass der Read mindestens 6
Basen Uber der Exon-Grenze liegen muss, ist digiggnEinschrankung, die in der
Untersuchung vorgenommen wurde.

Anders als der Anzahl von Sonden bei der beschreblicroarray-Analyse ist der Anzahl
zu betrachtender Referenzsequenzen kein Limit gessbdass keine Einschrankung
hinsichtlich der Unterbrechung des Leserasters atlr Expression eines Transkripts
vorgenommen werden muss. Diese Tatsache stellt kitmen Vorteil des Verfahrens
gegenuber der Microarray Methode dar. Db42 entl@her 165.931 Sequenzen, die
samtliche Exon-Skip Ereignisse der RefSeq Datenbadkrspiegeln. Ob es sich dabei um
alternative Splei3-Ereignisse handelt, wurde vomherein offen gelassen, da bei weitem
nicht alle Ereignisse fur alle Zelltypen bzw. Gewebekannt sind, was generell einen
Abgleich mit einer Wildtyp Referenz erfordert.

Der Abgleich der Reads der beiden F1 ES-Zell Prabehder Maus-Gehirn Referenzprobe
fuhrte zu jeweils mindestens 2000 eindeutigen €raffgegen db42, die insgesamt 3.335
unterschiedliche Skip-Ereignisse reprasentiertereiher parallel durchgefihrten Studie mit
drei Mausgeweben (Gehirn, Leber, Muskel) konnte baier im Vergleich zu der
vorliegenden Arbeit ca. 4 mal h6heren Abdeckungemgaverden, dass alternatives Spleil3en
in 3.462 Genen der Maus auftrat (Mortazavi et 2008). Dass es sich dabei nur um einen
Bruchteil der Ereignisse alternativen SpleiRen Meus Transkriptoms handeln konnte,
wurde von den Autoren unterstrichen und auch nritudéerschiedlich starken Abdeckung je
nach Expressionstarke der Transkripte begrindet.Merteilung der Ereignisse alternativen
SpleiRens waren wie in der hier vorgestellten Wntelung auch sehr breit verteilt: Wahrend
die Gehirn-Probe 1250 exklusive Ereignisse aufwwearen es 276 fur das Muskelgewebe
und 284 fur die Leber-Probe. Trotz der h6heren Akdeg sind diese Werte vergleichbar mit
denen unserer Studie, in denen die Gehirn Probeusatzliche Referenz 1025 exklusive

Ereignisse und der Wildtyp der Stammzelllinie 60faes.
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Erstaunlich war, dass die Anzahl exklusiver Eresgaiin der Probe RRx006 um 94% hoéher
lag als in der Wildtyp-Probe. Wahrend man bei dén éxklusiven Skip-Ereignissen in der
Wildtyp Probe davon ausgegehen konnte, dass esusitlalternatives Spleilien handeln
musste, war die Beurteilung der 1179 Skip-Ereignigs der ENU-mutagenisierten Probe
schwierig. Eine abschliel3ende Beurteilung ware atihder RNA-Seq Daten nur moglich
gewesen, wenn man mit Sicherheit, d.h. bei einellsténdigen Abdeckung des
Transkriptoms, keine deratigen Ereignisse in deldijfp Referenz feststellen konnte. Die
Abdeckung war allerdings flir eine solche Betrachtuiel zu gering, sodass man fir den
grofdten Teil der Exon-Skip-Ereignisse zunachstradiieves Spleil3en als Ursache annehmen
musste. Ein Abgleich der 1179 Ereignisse gegen Mais-EST Datenbank, der eine
Eingrenzung auf bisher absolut unbekannte Ereigressmoglichte, zeigte dass fir 54 Skip-
Ereignisse keine Treffer erzielt wurden. Das ersprallerdings auch dem Anteil von 4,3%
Skip-Ereignissen fur die kein dbEST Treffer in d&idtyp-Probe erreicht wurde. Solange
keine ausreichenden Daten zu alternativem Spleiftesher dem Wildtyp entsprechenden
Zelllinie vorliegen, ware man gezwungen, fur sachéi exklusive Skip-Ereignisse einer
Mutanten-Probe einen alternativen Nachweis durchmeh. Wahrend diese Arbeit fur den
Nachweis einer neuartigen Spleil3 Isoform eines @enshaus gerechtfertig erscheint, so ist
der Arbeitsaufwand fur den Nachweis einer Mutageduzierten Exon-Deletion in einer
Durchmusterung tausender mutierter Klone wirtsdichftnoch nicht zu vertreten. Dennoch
wurde an einer kleinen Stichprobe von 13 der 54¢-&keignisse eine Kontrolle mittels PCR
durchgefuhrt und es konnten 4 zusatzliche Exoniidelemutationen in dem Klon bestétigt
werden. Dies zeigte, dass die Erwartungen hingithtl der beschriebenen
Mutationsfrequenzen generell gehalten wurde bzesealisogar deutlich unterschatzt wurde,
da nur ein Bruchteil des Transkriptoms sequenzied davon nur ein Bruchteil genauer
analysiert wurde. Die Abdeckung reichte jedoch nais, die Deletion von Exon 8 Nup37

in dem Klon RRxx006 zu bestatigen.

4.5 Potential der Transkriptom Durchmusterungsstrategien

Mit dieser Arbeit wurde der Versuch unternommemeri Gen-getriebenen Ansatz zur
Durchmusterung ENU mutierter ES-Zelllinien nach B®f@eletionsmutationen zu
entwickeln. Das Augenmerk der Strategie lag dabeftnauf der Durchmusterung nach
Mutationen in ausgewahlten Kandidaten-Genen, sondgelmehr auf der parallelen
Durchmusterung ganzer Transkriptome in groRangate@tudien. Der in dieser Arbeit

entwickelte Microarray basierte auf einer Detektmittels Exon-Skip Oligonukleotidsonden,
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die die minimalste und damit auch kostengunstigééeiante der Transkriptom-weiten
parallelen Durchmusterung darstellte. Der Arrayadte rein wirtschaftlich betrachtet die
Durchmusterung derart grol3er ES-Zell Klonbliothekdass fiur jedes transkribierte Gen
mindestens eine Exon-Deletionsmutation zur Verfigggestellt werden kdnnte. Der Versuch,
Uber optimale Oligonukleotidauswahl und Pooling H@sten so gering zu halten, dass das
System Zukunft hatte, resultierte in sehr hohenofgdgrungen an die Spezifitdt der Sonden.
Wahrend in 'Proof of Principle' Experimenten gutgdbnisse erzielt wurden, konnte das
System in Test-Durchmusterungen nicht bestehen,dida Anzahl detektierter Exon-
Deletionen weit unter den Erwartungen lagen. Daste®y wurde dadurch unwirtschatftlich.
Probleme wie der begrenzte Spielraum bei der WahBSdnden und der daraus resultierende
Kampf um die Spezifitdt bei ausreichender Signafisitdt der Sonden lie3en zudem nur
geringfuigige Optimierungsmaoglichkeiten offen. Alchie parallel entwickelte Systeme nutzen
deutlich mehr Oligonukleotidsonden zur Charakterisng alternativen Spleil3ens und wurden
auch intensiv in den letzten Jahren genutzt, wesdrt dennoch deutliche Einschrankungen
auf, die einer Verwendung als etablierter Standetbode im Wege stehen (Wang et al.,
2010). Aufgrund der enormen Kosten ist eine Verwegd derartiger Microarrays in
Hochdurchsatz-Durchmusterungen von Tausenden vomedlvorerst nicht denkbar.

Rein technisch betrachtet kommen keine Zweifel dags RNA-Seq das wohl derzeit grofite
Potential zur qualitativen als auch quantitativemekse alternativen SpleiRens aufweist und
damit durchaus als Option zur Detektion von Mutageluzierten Exon-Deletionen genutzt
werden kann. Vorraussetzung fur die praktische Wmsg in Durchmusterungen tausender
Klone sind dennoch zum einen die vollstandige Imfaiion Uber alternative Spleil3-
Ereignisse in der Wildtyp-Referenz und zum andeeame hohere und gleichmaligere
Abdeckung des Transkriptoms durch z.B. Verwendungrmalisierter cDNA als
Ausgangsmaterial bei gleichzeitig deutlich erhdt#erzahl von Reads. Letztendlich sind die
reinen Sequenzier-Kosten von ca. 800€ pro Prolokeser Arbeit noch deutlich zu hoch flr
die Verwendung in Durchmusterungsverfahren. HirtBaddh der Kosten pro bp wird
allerdings eine deutliche Reduzierung in naher &Aftkuaufgrund der rapiden
Weiterentwicklung der Techniken erwartet (Guryevakt 2009). Mit einem hohen Anstieg
der pro Reaktion ermittelten Sequenzmengen konnelesuin auch Methoden wie die
Multiplex Sequenzierung (Daines et al., 2009) zutkitzhen Kosteneinsparungen beitragen
und RNA-Seq fur Durchmusterungen interessant welaksen.
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6.3 Oligonukleotid-Primer

Nare Sequenz Seite
Hprt UTR_FW 5'-CTT ACC TCA CTG CTT TCC GG-3' 40
Hprt UTR_REV 5'-CTG GCA ACA TCA ACA GGA CTC-3' 40
oligodt 15 S5-TTTTTTTTITTTITTTITTTT-3' -
Arnt_Fw 5-  ACCTCACTT TGT GGT AGT CCA-3' 63
Arnt_Rev 5'-  TGC CCT GCA GAA GAT TAG3' 63
Arnt_Skip (Rev) 5'-CCA CAG GCT GGA CAG AAA CCT GGA- 3 63
Mgea6_Fw 5'-AGC CTT GGA AGG AGA ACG A-3' 63
Mgea6_Rev 5-TGG TCC AGA AGG TTC TCA GG-3' 63
Mgea6_Skip (Rev) 5'-ATT CTT ACC AGG GGC AGG CTG-3' 63
Stk10_Fw 5-ATC ACG CTG ATC GAG ATG G-3' 63
Stk10_Rev 5'-CAT CTG CTC CAG CTG CAG CTC-3' 63
Stk10_Skip (Rev) 5-TGC AGT TTT GAG CCC GGA-3' 63
Phfl4_Fw 5'-ATG GTG CCA AGG AGT GTA GC-3' 63
Phfl4_Rev 5'-CGC CTT CCA TCC ACA CTA GA-3' 63
Phfl4_Skip (Rev) 5'-AGG CAG CAG CAG AAG AGG CAA-3 63
Hatl Fw 5'-ACG CGT AAG TCC TTG CGG TC-3' 63
Hatl_Rev 5-TGT CAT GTA GCC TAC GGT CGC-3' 63
Hatl_Skip (Fw) 5'-GCT CGG AAA TGG CGG TTG CT-3' 63
Bublb_Fw 5'-GGT CAT GTC CAC ACT TCA GG-3' 63
Bublb_Rev 5'-AGC CTC CTC CTC TTC ATT CC-3' 63
Bublb_Skip (Rev) 5'-CTG CAG CAG CAG AAA CGA TA-3' 6 3
Acinl_Fw 5'-CAG CCG ACT CAT CCT CTA GC-3' 63
Acinl_Rev 5'-GCT GAC TTG GTC TGC AAC AG-3' 63
Acinl_Skip (Rev) 5'-CAA GCA GCA GCA GAA AAG GG-3' 6 3
Nup37_Fw 5'-ACA CCT GCA GGA TTT GGA AC-3' 63
Nup37_Rev 5-TCT GTC ACC CAG AAC AAG AGC-3' 63
Nup37_Skip (Rev) 5'-GAT ATC ACT CGG TCC AGG TG-3' 6 3
Anxa7_Fw 5'-GGA TAT CCT CCT GCA GGT CA-3' 65
Anxa7_Rev 5'-CAA CAT CCACAATTG CTT GC-3' 65
Vrkl_Fw 5'-AAG CCA GGT GAG ATC GCT AA-3' 65
Vrkl_Rev 5-GCT CTC AGA CAG GCC ATA CC-3 65
Fnl_Fw 5'-ATG CAC CGA TTG TCA ACA GA-3' 65
Fnl_Rev 5'-AGC TCT GCA ACG TCC TCT TC-3' 65
Scrib_Fw 5'-GGC AGC CAG AAT GAAGTC TC-3' 65
Scrib_Rev 5-TTG GGA TAA GGG AGG TGA TG-3' 65
Zpf207_Fw 5'-ACC TCT GAT GCC AGG TAT GC-3' 65
Zpf207_Rev 5'-GAT ATC ACT CGG TCC AGG TG-3' 65
Lrp5_Fw 5-TGG ATC GAC CGC CAG CAG CAG-3' 68
Lrp5_Rev 5'-GAG CTC ATC ACG GAC TTG CTG-3' 68
Lrp5_Skip (Fw) 5'-CTG CTG ACT TGT GGT GCT GTC-3' 68
Dagbl_Fw 5'-CTC CAT CCT GAA GAC CAC AGG GCT-3' 68
Dagbl_Rev 5'-CGT ACC AAC AGC CAT GCA GC-3' 68
Dagbl_Skip (Fw) 5'-GAC CAT GTC TCT CCA GGG AAT-3' 6 8
Gpr56_Fw 5'-GAG CTT CCT GCT CAG CGA G-3' 68
Gpr56_Rev 5-CAC TGT ACG TTA GTA GGA CAG-3' 68
Gpr56_Skip (Rev) 5'-GAG ATG GAG GTC CCT CTT GG-3' 6 8
Pdxk_Fw 5'-ATC CAG AGC CAT GTT GTC C-3' 68
Pdxk_Rev 5'-CAT ACA GTG CAG CAT GTC CAT-3' 68
Pdxk_Skip (Fw) 5'-GTT TTC AAA CCA CAC AGG TTAC-3' 68
Acbd4_Fw 5'-CCA GGC AGC AGT CAG CGT C-3' 68
Acbd4_Rev 5-TCC AGG TCC AGG TCT CTG GGT-3' 68
Acbd4_Skip (Fw) 5'-GAT GCC TGG AAC AGG GTG ATC-3' 6 8
Psmfl_Fw 5'-ATG CCC TCC GGT ATG AGT C-3' 68
Psmfl_Rev 5'-CAC AGG TAC ATG TCA TCG TAG-3' 68
Psmfl_Skip (Rev) 5-ATG GTC AGG GTT AGG TCC AA -3' 68
Pik3r4_Fw 5'-AGA TCT GGA ACA GCC AGA AGA-3' 68
Pik3r4_Rev 5'-CAT GTC TGA GCC AGC GGT CAG-3' 68
Pik3r4_Skip (Fw) 5'-GTG CTG GCT GTG CAT AGC TGT-3' 68
Khdrbs3_Fw 5-GTG CTC ATT GAA GTG TTC GCA -3' 68
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Khdrbs3_Rev
Khdrbs3_Skip (Fw)
Nek9 Fw

Nek9_ Rev

Nek9_Skip (Rev)
Mbtpsl Fw
Mbtpsl_Rev
Mbtps1_Skip (Fw)
Epb4.113_Fw
Epb4.1I13_Rev
Epb4.1I13_Skip (Fw)
Modl Fw

Modl Rev

Mod1_Skip (Rev)
skip1.003700_Fw
skip1.003700_Rev
skip1.003700_Skip (Fw)
skip1.014138_Fw
skip1.014138_Rev
skip1.014138_Skip (Fw)
skip1.016954 Fw
skip1.016954_Rev
skip1.016954_Skip (Rev)
skip1.018778-Fw
skip1.018778-Rev
skip1.018778-Skip (Fw)
skip1.105065_Fw
skip1.105065_Rev
skip1.105065_Skip (Fw)
skipl.121294 Fw
skipl.121294 Rev
skip1.121294 Skip (Fw)
skipl.169341 Fw
skipl1.169341 Rev
skip1.169341_ Skip (Fw)
skipl.177973_Fw
skipl1.177973_Rev
skip1.177973_Skip (Fw)
skipl.197421_Fw
skipl.197421 Rev
skip1.197421 Skip (Fw)
skip1.203294_ Fw
skip1.203294_Rev
skip1.203294_Skip (Fw)
skip1.211338_Fw
skip1.211338_Rev
skip1.211338_Skip (Fw)
skipl.212648 Fw
skipl.212648 Rev
skip1.212648_Skip (Fw)
skipl.212923 Fw
skipl.212923_Rev
skip1.212923_Skip (Rev)

5-AGT AGG CAT GAT GGT GAG GTG -3'
5-TCC TGT ATA CTG TTC AAA GAA AT
5'-ATA GCA GTG GCC TGT CCATC-3
5'-GAG CCT GCA ACC TGT CAAC-3
5'-ATC CAG CCG AGG GGG CCA GG-3'
5'-ACT GAC TGT CTA CCT GTG GAA G-3'
5'-CAT CTG CCT GCA GTG TCT GG-3'
5'-CAA GAT GCT CTC ACA GAA TAT-3'
5'-ATG CAT GGC TTC GAC GAC TTG-3'
5-CAC TCATTA GCA CAC CTG GC-3'
5'-CCT CAG AGG CCG TGA GGT CATC -3
5-TGG TTG TTATGG CCA TGG AGA-3'
5'-GTA GGA TCT GGT CAT AAT TAG-3'
5'-GTA TGC ATC TTG CAC AAT CTC AG-3
5-CCC AGC TCACTG ACC TAAGC-3
5-TGA ATG AGT TGG CGG TGA TA-3'
5-ACT GAC ACA GCAAACGGAT
5'-CCG CTA CAA GGA AGA GAT GG-3'
5-GTG TGC TGT GGA GTT CAG GA-3'
5-AGG CAG AGT TAATTCAGG T
5-CAA CTC AGT TGC GTA TAG CG-3'
5'-TCT TCC AGA ACC TTC CAT CAC-3'
5'-CAG AAA CTT CTC CAC AAA CTT C-3'
5-CTC GGT CAG ACC TCG TTA GC-3'
5-TGG TTT TCA CTG GAG GAA GG-3'
5-TCATTG GAG CTG GGA AGG G
5'-ATG CCT CCA GCA CCA ATT AC-3'
5'-CGG GCA TAA AGG AAT GAG AA-3'
5-GAG AAT GCA GCC TGC AGA A A-3'
5'-ATC ACA GAG TAC ATG GAG CAT-3'
5-ACA TCA CCA GGC ACATCACTG-3
5-GAC ATATGA GTT GAT CAG A
5-CAA CCACTT ATATGA TCT CA-3'
5-TTG ATG GCC ATG GTC CAG AG-3'
5-CTA CCT CCT CCAACCCCAA
5-TGA CAAGGC TCT TGA TGG CT-3'
5-TCT GTT GAT GCA GAC GTC AC-3'
5'-ACA CGG AAAAGC AGATTAG
5-TTG GCA AGA GAG CCATTT CT-3'
5'-AGC ATG GAC CAT TGG ATA CG-3'
5-GAT GAG AAAGTT CAGTTG T -3'
5-GTC GCATTG GTT CAT GAG TG-3'
5-GAT TCC CCG TTT CCC ATATT-3
5-CGATCC TCT CAC AGACGAA -3'
5'-AGC AGT TCG TCT CGG CGA CC-3'
5-CTT CAT AGC TCATTAGTGTTG C-3
5-GGA GCC GTC ACCATG CCC G TT G-3'
5-AGT CAC AGC CTG TCC TCA GCT-3'
5'-TCC CCA AGC CCT CAC TGT AG-3'
5-ATC CTG GGC ACT AAAGCC A
5'-TAG AGT CAG CTT GCT TCA GTG-3'
5'-CAT TCT GAG CTA CAG TAT TG-3'
5'-GAA CAA CTT GGA ATC ACC

c-3

A-3'

T-3

CA-3'

AT-3'

AT-3'

GT-3'

TTT C-3

G-8
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6.4 Abkirzungen

129Sv
6-TG

DAPI
db
db42
ddNTP
DICER
DMEM
DMSO
DNA
DNase
ds-cDNA
dsDNA
DTT

E. coli
EDTA
EMS
ENU
EST
ES-Zellen
EtBr
F1
FASTA

Inzuchtlinie der Maus
6-Thioguanin
Absorption des Lichts bei einer wellenlange vo0 a&

O°-Alkylguanin-DNA-alkyltransferase
Amplifizierte RNA
Adenosintriphosphat

Bezeichnung bestimmter Stammzellklone
Basic Local Alignment Search Tool
BLAST like alignment tool

Bone morhogenetic protein
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Auszuchtlinie der Maus
Komplementar DNA

Kodierende Sequenz eines Gens
CEL1-Endonuklease aus Sellerie
Inzuchtlinie der Maus

Chromatin immuno Precipitation
Copy RNA

Cytosintriphosphat

Cyanin-3

Delta, Deletion
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Datenbank

Exon-Deletions Datenbank
Didesoxyribonukleosid-Triphosphat
Helikase

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
doppelstrangige cDNA
doppelstrangige DNA

Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylmethansulfonsaure
N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff
Expressed sequence tags
Embryonale Stammzellen
Ethidiumbromid

Hybrid Stammzelllinie: Filialgeneration 1 (C578l x 129Sv)
Textbasiertes Format zur Speicherung von Sezgn
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FCS

G

g

GTP
GuHCI
HPLC
Hprt

Id

ID

IL6
iPS
JAK-STAT3
KO
LIF

M
MEF
MF
MGI
M-MLV
MPSS
Mut
NM
ORF

p

p. C.
PBS

PCR

pH

QC

R

RO, R1, R2
R2

RACE
Ras-MAPK
RefSeq
Risc

RNA
Rnase
RNA-seq

rr

RR

RT

SAGE
shRNA
SiIRNA

Fotales Rinderserum
Generation
Erdbeschleunigung

Guanintriphosphat
Guanidinhydrochlorid
High-performance liquid chromatography
Hypoxanthin Phosphoribosyl Transferase
Inhibitor of differentiation
Identifikationsnummer
Interleukin-6

Induzierte pluripotente Stammzellen
Signalweg
Knockout
Leukemia Inhibtory Factor
Molar
Embryonale Fibroblasten der Maus
Mutationsfrequenz
Mouse Genome Informatics
Moloney Murine Leukemia Virus
Massively Parallel Signature Sequencing
Mutante
Solexa Read ohne Treffer in der entsprechendseribank
Offenes Leseraster eines Gens
Wabhrscheinlichkeit
post coitum
phosphate buffered saline

Polymerase Kettenreaktion
Potentia Hydrogenii

Solexa Read schlechter Qualitat
Pearson’schen Korrealtionskoeffizient
Solexa Read der mehrere Referenzsequerite
Bestimmtheitsmaf3
Rapid Amplification of cDNA Ends
Signalweg
NCBI Reference sequenbatenbank
RNAI silencing complex
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Hochdurchsatz cDNA Sequenzierverfahren
Bezeichnung bestimmter Stammzellklone
Bezeichnung bestimmter Stammzellklone
Reverse Transkription bzw. Reverse Transkriptase
Serial Analysis of Gene Expression
Short hairpin RNA
Small interfering RNA
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SN,
SNP
SSC
ssDNA
TAE
TE
TGCE

Tm

Tris

TTP

uo, U1, U2
UTR

V.

viv

Vol

wiv

WT

Nukleophile Substitution (monomolekularer Mechamis)
Einzelnukleotid-Polymorphismen

Standard Saline Citrate

Einzelstrang DNA

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

Temperatur Gradienten Elektrophorese

Schmelztemperatur
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Thymidintriphosphat

Solexa Read der exakt eine Referenzsequift
Untranslatierter Bereich einer mRNA
Version

Volumen / Volumen

Volumen

Masse / Volumen

Wildtyp
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