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SuperSAGE, eine Variante des SAGE-Verfahrens, in Kombination mit modernen Hochdurchsatz-
Sequenzierungsverfahren erfasst und quantifiziert selbst sehr seltene Transkripte mittels
26 Basenpaar-Tags. Die Genauigkeit der Tag-Zuordnung mithilfe dieses Verfahrens erlaubt
die simultane Genexpressionsanalyse mehrerer Organismen, zum Beispiel zur Studie von
Parasit-Wirt Beziehungen. Im Gegensatz zu vielen anderen Tag-basierten Verfahren, treten
bei SuperSAGE keine PCR-bedingten systematischen Messabweichungen auf.

Genexpressionsanalysen sollen Daten darii-
ber liefern, welche Gene in einer biologischen
Probe wo abgelesen werden, und wie haufig
die Transkripte dieser Gene vorkommen.
Grundsatzlich lassen sich , Array-“ und ,Tag“-
basierte Verfahren unterscheiden.

Auf Microarrays werden spezifische Oli-
gonukleotide komplementar zu bekannten
cDNA-Sequenzen einzelstrangig syntheti-
siert und fixiert. Die Position fur jedes Gen,
das somit auf der Matrix reprasentiert wird,
ist bekannt. Fluoreszenz-markierte RNA oder
cDNA der zu untersuchenden Probe wird
mit diesem Array hybridisiert. Auf Basis der
Position der emittierten Fluoreszenzsignale
wird dann ermittelt, welches Gen abgele-
sen wurde, wobei die Signalintensitat als
Anhaltspunkt fur die Starke der Expression
dient.

Tag-basiertes Gene Expression
Profiling

Tag-basierte Verfahren zur Analyse der Gen-
expression beruhen darauf, von jedem Tran-
skript ein moglichst reprasentatives Stiick
—den ,Tag"—zu gewinnen und moglichst viele
dieser Tags zu sequenzieren und zu zahlen.
Tag-basierte Verfahren zeigen gegeniber
vielen Array-basierten Anwendungen meh-
rere Vorteile. Zum einen ldsst sich mit Tag-
basierten Verfahren sehr viel zuverlassiger
feststellen, wie haufig ein bestimmtes Tran-
skript vorliegt. Aufgrund der genauen und
sensitiven Quantifizierung der Transkripte
lassen sich auch seltene Transkripte erfassen
und analysieren. Zum anderen kénnen auch
unbekannte Transkripte analysiert werden,
was mit Microarrays nicht moglich ist. Mit
dieser als ,,offene Architektur” bezeichneten
Eigenschaft konnen deshalb auch Organis-
men untersucht werden, deren Genom noch
nicht oder nur unzureichend analysiertist. Da
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sich mit Microarrays nur Gene wiederfinden
lassen, die zuvor auf den Microarray aufge-
bracht wurden, handelt es sich hierbei um
eine ,geschlossene Architektur®. Interessan-
terweise werden mit Tag-basierten Verfahren
selbst bei vermeintlich gutuntersuchten
Organismen wie Maus und Mensch immer
noch viele bislang unbekannte Transkripte
identifiziert™.

Genaue Quantifizierung
und seltene Transkripte

Die hohe Genauigkeit Tag-basierter Verfah-
ren bei der Quantifizierung der Genexpres-
sion resultiert daraus, dass das einfache
Zahlen von Tags wesentlich genauer ist als
die Auswertung semi-quantitativer Lichtsi-
gnale der Microarrays. Zudem kénnen bei
Arrays falsch-positive Lichtsignale von kreuz-
hybridisierten (zum Beispiel sehr dhnlichen)
Transkripten emittiert werden. Hierdurch
kommt es zu falsch-positiven Ergebnissen.
Zudem entsteht ein Hintergrundsignal,
durch das hauptsachlich die Information
Uber selten abgelesene Gene verlorengeht.
Dies ist besonders gravierend, da im Nor-
malfall 9o % bis 95% der verschiedenen
Transkripte einer Zelle in nur ein bis finf
Kopien vorkommen, also seltene Transkripte
sind (Abbildung1). Unter ihnen befinden sich
Transkripte von wichtigen Rezeptor- und
Signaltransduktions-Proteinen sowie Tran-
skriptionsfaktoren, die Reaktionskaskaden
auslosen und von groRer Bedeutung fir
den Stoffwechsel sind. Gelingt die Analyse
der seltenen Transkripte, konnen bestimmte
Stoffwechselwege — zum Beispiel in friihen
Tumorstadien — erkannt werden, was sie
moglicherweise flir die Tumordiagnostik, un-
ter Umstanden auch Prognostik qualifiziert.
Die Qualitat Tag-basierter Verfahren hangt
von zwei Faktoren ab:
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I Der Anzahl der Tags, die sequenziert
werden. Je mehr Tags flr eine Analyse
zur Verfligung stehen, desto besser wird
die Aussagekraft, und umso mehr seltene
Transkripte konnen erfasst werden. Um
etwa ein Transkript zu erfassen, das in
hunderttausend Transkripten nur einmal
vorkommt, missen theoretisch hundert-
tausend Tags sequenziert werden. Sollen
zudem noch statistisch abgesicherte
Aussagen lber die Menge des Transkriptes
gemacht werden, so sollten etwa 5-mal so
viele Tags analysiert werden.

I Der Genauigkeitder Zuordnung eines jeden
Tags zum zugehorigen Transkript. Ist der
Tag unspezifisch und passt zu mehreren
Transkripten, ist er fir eine Analyse un-
brauchbar.

SAGE und Weiterentwicklungen

Das bekannteste Tag-basierte Verfahren
ist die von Velculescu et al3 vorgestellte
SAGE (serial analysis of gene expression,
Abb. 2). Diese und davon abgeleitete Tech-
niken nutzen die Eigenschaft bestimmter
Restriktionsenzyme, DNA entfernt von ihrer
Erkennungssequenz zu schneiden. So wird
von jedem zuvor an eine Matrix gebundenen
cDNA-Molekiil ein Tag mit diesem ,Tagging-
Enzym®, gewonnen. Die Stelle, an welcher
der Tag entsteht, wird durch ein moglichst
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Abb.1: SuperSAGE-Analyse der Milz von
Méausen (Mus musculus). Selbst bei
mehr als 447.000 analysierten Tags
stammen mehr als 75 % von Tanskrip-
ten, die in nur geringer Kopienzahl
(1-5 Kopien) vorkommen. Lediglich 8 %
der Tags sind in 21-100 facher Kopien-
zahl vorhanden (Kooperationsprojekt
mit Prof. Dr. Charles Dinarello, Univer-
sity of Colorado, Denver).
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Tab.1: Vorteil des 26 Bp langen SuperTags. Transkript-Tags, die sich in den ersten 18 Bp nicht
unterscheiden und daher nicht mit LongSAGE (Mmel)-Tags identifiziert werden kon-
nen, konnen erst durch die zusatzliche Information der SuperTags eindeutig zugeord-

net werden.
Technik Tag-Lange
Sage 14 bp
LongSage 18 bp
SuperSage 26 bp

LongSAGE: 18 Bp I
_ SuperBAGE: 26 0p

e-value (NCBI BLAST)
105

0,34

0,00002

_ BLAST-Hit | Bus mamculos, Scomm = 43

CATOATEGITCACARtCE ACOMTART
CATOATRGC TEACAACCH TRRATAALR
CATOOTRECTCACARCTA TCCETAAT

CATQOTRGCTCACAACCE TCTOTAGA

CATGUTGECTCACAMECK TCMGTATE

haufig schneidendes Enzym bestimmt, dem
»Anchoring-Enzym*“. Nach Verdau mit dem
Anchoring-Enzym entsteht eine Schnittstel-
le, an welche ein Linker ligiert wird, der die
Erkennungstelle flr das Tagging-Enzym ent-
halt. Bei SAGE schneidet das Tagging-Enzym
Bsmfl 14 Basenpaare (Bp) entfernt von seiner
kinstlich erzeugten Erkennungsstelle den Tag
ab, der Tag ist deshalb bei SAGE 14 Bp lang. Je
zwei Tags werden daraufhin zu einem , Ditag"
ligiert und dieser mittels PCR amplifiziert.
Vor der Markteinfihrung hochparallelisierter
Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren wurden
die Ditags anschlieBend konkatamerisiert,
also seriell hintereinander ligiert und kloniert.
In einem Klon konnten so 30 bis 50 Tags se-
quenziert werden, was die Sequenzierkosten
seinerzeit erheblich reduzierte.

Ditag-Sicherheit

Der Ditag erfullt eine wichtige Funktion: Da
Ditags aufgrund ihrer geringen Menge per
PCR vervielfaltigt werden mussen, besteht
die Gefahr, dass bestimmte Ditags prafe-
rentiell amplifiziert werden, es entsteht ein
systematischer Messfehler. Der Ditag bietet
eine Sicherheit, um dies zu verhindern: Da
statistisch jede Tag-Kombination im Ditag
nur einmal vorkommt, lassen sich alle durch
die PCR entstandenen Kopien von Ditags
erkennnen, die spater im Datensatz auftau-
chen. Werden also bestimmte Ditags durch
die PCR prdrerentiell kopiert, konnen diese
LAusreilder” bioinformatisch eliminiert wer-
den. Zudem haben alle Ditags die gleiche,
durch die Tags definierte GrofRe, so dass der
bekannte, GroRRen-basierte PCR-Messfehler
verhindert wird. Tag-basierte Verfahren, die
aufdiese,Ditag-Sicherheit” verzichten, wei-

16 | 9. Jahrgang | Nr. 1/2008

W repand domain 34 (VW)

Iisa gt b BARE Crun OOmsplE (k)

Tumosr rcroeis Inciod [hgond) supeciamiy, mesbor 10 {Tnlef10)
FlomerioeTaRn MR 2ppar-anooding gene | Fomez)

Masnoes phoigphain mdrmetnes 1, ranachpl varmnd 4 [Mpid)

sen mitunter einen starken systematischen
Messfehler auf (z. B. MPSS#; cDNA-Endens).

Da mit SAGE und davon abgeleiteten
Methoden auch polyadenylierte Antisense-
Transkripte erfasst werden, ist die Technik
nicht allein auf Protein-kodierende mRNA
beschrankt. Mit steigender Kenntnis uber
,hon-coding” RNAs (ncRNAs) gewinnt diese
Information zunehmend an Bedeutung.

Die Nachteile der urspriinglichen SAGE-
Technik, die letztlich den Microarrays den
Weg bereiteten, waren einerseits die gerin-
ge Genauigkeit bei der Zuordnung der nur
14 Bp kurzen Tags (zu kurz als PCR-Sonde),
andererseits die aufwendige und teure Her-
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stellung, Klonierung und Sequenzierung der
Tag-Konkatameren. Bei ,LongSAGE", einer
von Saha et al. 2002° vorgestellten, verbes-
serten Version, konnte der Tag mit Hilfe
des Tagging—Enzyms Mmel zwar auf 18 Bp
verlangert werden. Die Genauigkeit der Zu-
ordnung des Tags zum Transkript war jedoch
immer noch unzureichend. In einer deutsch-
japanischen Kooperation wurde deshalb das
,SuperSAGE“-Verfahren entwickelt’. Bei dieser
neuen SAGE-Version werden die Tags mit
dem Tagging-Enzym EcoP15l um weitere acht
Basenpaare auf 26 Bp verlangert, es entstehen
sogenannte SuperTags. Ein Vergleich der Zu-
verlassigkeit der Zuordnung, ausgedruickt durch
den ,e-value” des NCBI-BLAST-Programms
(Tabelle 1) zeigt die enorme qualitative
Verbesserung durch den Einsatz des 26 Bp
langen Tags. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich,
lassen sich viele Transkripte erst durch die
zusatzliche Information der 26 Bp langen
SuperTAGs unterscheiden. Mit SuperSAGE ist
damit der erste Nachteil der urspriinglichen
SAGE-Technik — die schlechte Zuordnung von
Tag zum Transkript - iberwunden. Der zweite
grof3e Nachteil von SAGE — die hohen Kosten
und der enorme Aufwand zur Herstellung
der SAGE-Bibliotheken —wird durch eine wei-
tere technologische Neuerung aufgehoben:
neue Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren,
insbesondere das Picoliter-Pyrosequenzieren
von Roche (,454-Sequencing”). Mit diesen
Verfahren kénnen heute Hunderttausende
bis Millionen von 25 bis 400 Bp kurzen Se-
quenzabschnitten parallel sequenziert wer-
den. Werden die Ditags mit diesen Verfahren
direkt sequenziert, entfallt zum einen das sehr
aufwendige Konkatamerisieren und Klonieren,
zum anderen reduzieren sich die Kosten der
Sequenzierung um ein Vielfaches.

Hochdurchzatz- Zahlen der Tags,

N i — Sequenzierung - Zuordnung zu Datenbanken

Neus Transkripte mit SuparSAGE:
RACE, Klon-ldeniifirnumg

Abb.2: Schema von SAGE und Varianten. Ein spezifischer Tag jedes Transkripts wird enzyma-
tisch gewonnen, je zwei der Tags zu einem Ditag ligiert. Diese Ditags konnen heute
mit Hochdurchsatzsequenzierern kostengiinstig und in groRer Anzahl sequenziert
werden. Bei SuperSAGE werden langere Tags von 26 Bp Lange analysiert.
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Tab. 2: Gene Expression Profiling mittels SuperSAGE im Vergleich zu Microarrays

Microarrays (geschlossene Architektur) SuperSAGE (offene Architektur)

Analyse beschrankt auf bekannte Transkripte;
neue Transkripte kdnnen nicht entdeckt werden

seltene Transkripte werden schlecht oder nicht erfasst
Falsch-positive Signale durch Kreuz-Hybridisierung
semiquantitative Lichtsignale

starke Umwelteinflisse (Ozon etc.)
beeintrachtigen Datenanalyse

Genexpressionsanalyse mit
SuperSAGE/454Sequencing

Keine der bisherigen Hochdurchsatz-Sequen-
zierungsmethoden zur Tag-Analyse kommt
ohne PCR aus, und auch die Emulsion-PCR
der 454-Sequenziermethode ist sehr anfallig
fiir einen PCR-basierten Fehler. Deshalb ist
die genaue Quantifizierung der Transkripte
von Hochdurchsatz-sequenzierten DNA-Frag-
menten unterschiedlicher Lange und Eigen-
schaften (,Monotags”, DNA-Enden) ohne
die zuvor beschriebene Ditag-Sicherheit nicht
moglich4s. SuperSAGE vereint deshalb als ein-
ziges Verfahren eine Messabweichungs-freie
Amplifikation von Ditags gleicher GrofRe mit
genauer Annotation der Tags und erreicht
mit moderner Hochdurchsatz-Sequenzierung
eine hohere Genauigkeit der Transkriptions-
Analyse. Soermoglicht SuperSAGE erstmals zu
vertretbaren Kosten hochauflésende Genex-
pressionsanalysen, wobei seltene Transkripte
erfasst und neue Transkripte identifiziert
werden kdnnen.

Die neuen Hochdurchsatz-Sequenzierungs-
moglichkeiten erlauben aulRerdem die kosten-
gunstige Analyse normalisierter cDNA, etwa
von nicht-Modell-Organismen. Die quantita-
tive Analyse der SuperTAGs kann somit um die
qualitative Analyse der Volllangen-Transkripte
erganzt werden.

Entdeckung neuer Gene

Daruber hinaus konnen die mit SuperSAGE
neu endeckten Transkripte sehr einfach ge-
nauer analysiert werden, da sich von den 26
Bp langen Tags hochspezifische PCR-Primer
ableiten lassen. So kann beispielsweise mit-
tels 3'- und 5-RACE ein zuvor unbekanntes
Volllangen-Transkript schnell und zuverlassig
ermittelt werden. Zur Identifikation von Klo-
nen in einer Gen- oder cDNA-Bank kénnen
SuperSAGE-Tags zudem als spezifische Son-
den eingesetzt werden.

Mit SuperSAGE lassen sich zudem die Tran-
skriptome mehrerer Organismen in ihrem
Wechselspiel untersuchen’. Aufgrund der
Transkript-Spezifitdt der 26 Bp-Tags kdnnen
die Transkripte eindeutig den verschiedenen
Organismen zugeordnet werden. So konnen
etwa Wechselwirkungen zwischen einem
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Bekannte und unbekannte Transkripte konnen
analysiert werden

seltene Transkripte werden genau quantifiziert
verlassliche Daten auf Basis von 26 Bp-Tags
genaue Quantifizierung durch Zéhlen der Tags
kein Umwelteinfluss auf Datenanalyse

Parasit oder Pathogen und dessen Wirt auf
Transkriptom-Ebene sehr genau erfasst wer-
den.Damit gehoren die Isolation und separate
Untersuchung der Transkriptionsmuster von
Pathogenen und ihren Wirten der Vergangen-
heit an.

Um sich den einzigen Vorteil der Microar-
rays, die geringeren Analysenkosten, zunutze
zu machen, kénnen die 26 Bp-SuperTAGs fir
Hochdurchsatz-Analysen auch direkt auf
einen Microarray gespottet werden und so
in kurzester Zeit fur jeden Organismus ein
Expressions-Microarray hergestellt wer-
dené.

Der Vergleich von Genexpressionanalysen
mittels SuperSAGE und Microarrays (Tabelle
2) zeigt zahlreiche Vorteile von SuperSAGE
gegenlber Microarrays. Fur Studien, die eine
zuverlassige Quantifizierung aller Transkripte
— inklusive neuer, seltener und non-coding-
Transkripte — erfordern, ist SuperSAGE des-
halb die Technologie der Wahl.
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