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injiziert. Im sich entwickelnden Zebrafischembryo konnten nun
durch das im Plasmid enthaltene Reporterprotein GFP Kar-
diomyozyten mit Expression der verschiedenen cMLC-1 Formen
in vivo analysiert werden. Es zeigte sich, dass nur die wild-typ
Form (cMLC-1*) und die phosphomimetische Form (cMLC-1°"*")
in der Lage sind, die Kontraktilitat von laz Kardiomyozyten zu ver-
bessern. Die Phosphorylierungs-defiziente Form (cMLC-1°""**) war
nicht in der Lage, die Kontraktilitdt zu erhéhen. In diesen Ergeb-
nissen zeigte sich somit eine besondere Bedeutung der Phos-
phorylierungsstelle Serin 195 in cMLC-1.

Ausblick

Die Zebrafisch-Mutante ,lazy susan” bietet erstmalig Einblick in
einen neuen, cMLC-1-abhdngigen Mechanismus, der fir die Auf-
rechterhaltung der Kontraktilitdit von Kardiomyozyten in vivo
essentiell ist. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wére es vor-
stellbar, durch medikamentdse Beeinflussung der Serin 195 Phos-
phorylierungsstelle eine Verbesserung der Herzleistung zu errei-
chen.
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fur die quantitative
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ddCt

:Ein Softwarepaket zur relativen Quantifizierung des
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RT-qPCR Daten
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und Jitao David Zhang

Die Real-Time quantitative Polymerase-Kettenreaktionen (kurz:
RT-gPCR) ermdglicht im Gegensatz zur einfachen PCR neben der
Vervielfaltigung von Nukleinsduren auch die quantitative Bestim-
mung der Genexpressionen. Haufig wird dieses Verfahren dazu
verwendet, um festzustellen, ob und in wie fern Gene z.B. in Krebs-
zellen unterschiedlich reguliert werden. Dies wird ermdglicht,
indem Fluoreszenz-Messungen direkt wahrend eines jeden Ver-
vielféltigungszyklus durchgeflihrt werden. Die daraus resultieren-
den Ct-Werte (Cycle Threshold) dienen anschlieend als Input fir
verschiedene Algorithmen, welche eine Quantifizierung des
Expressionslevels der untersuchten Gene durchfiihren. Am haufig-
sten werden diese Berechnungen mit Hilfe einer Standardkurve
oder nach der AACt-Methode[1] durchgefiihrt, wobei letztere
Methode zwar wesentlich zeitsparender aber schwieriger zu reali-
sieren ist. Bislang wurde die Quantifizierung des Expressionslevels
mit Hilfe der AACt-Methode haufig mittels Tabellenkalkulationen
oder kleineren Skripten durchgefiihrt, da sich die Anschaffung
kommerzieller Anwendungen in den meisten Féllen nicht lohnt.
Eine visuelle Darstellung der Ergebnisse ist daher meist nicht
gegeben. Um diese Liicke zu schlieen, entwickelten wir am Deut-
schen Krebsforschungszentrum in Heidelberg im Rahmen des
NGFN Verbundes IG-Cellular Systems Genomics das Softwarepa-
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ket ddCt.ddCtist das erste freie Softwarepaket, welches zahlreiche
Funktionen zur Qualifizierung und Visualisierung von RT-gPCR
Daten bereitstellt.

R und Bioconductor als Riickgrat

fiir biologisch-statistische Auswertungen

Die ddCt-Software wurde als R-Paket im Rahmen der Bioconduc-
tor-Community[2] entwickelt. Die Programmiersprache R wird von
vielen Statistikern und Biologen verwendet, um Informationen
aller Art statistisch auszuwerten und die Ergebnisse mittels Grafi-
ken und Schaubildern zu visualisieren. R zeichnet sich dabei vor
allem durch seine leichte Erweiterbarkeit mit neuen Algorithmen
und durch eine Vielzahl an Visualisierungsmaoglichkeiten aus, was
die Akzeptanz von R zunehmend steigert. Die Community hinter R
ist dabei mittlerweile auf eine GroRe angewachsen, dass sich aus
ihr eine eigenstandige Gemeinschaft namens Bioconductor gebil-
det hat, die sich speziell mit Themen der Analyse und Visualisie-
rung von Daten aus der Genomforschung beschiftigt. Die Aus-
wertung von Datensdtzen aus Microarrays, Zellbasierten-Assays
und jiingst auch Next-Generation Sequenzierung sind einige der
vielen Themen fir die sich die Bioconductor-Community mit
Erfolg einsetzt. Dieser Erfolg ist nicht zuletzt mit dem open-source
Charakter der R-Pakete verknlpft, die frei zugéanglich und von
jedermann genutzt und erweitert werden kdnnen. Erweiterungs-
pakete, die in die Bioconductor Gemeinschaft aufgenommen wer-
den sollen, miissen jedoch spezielle Richtlinien einhalten, um den
Anwendern, meist Biologen und Mediziner, spater den Umgang
mit dem Paketen zu erleichtern und um einheitliche Standards zu
gewadhrleisten. So muss z.B. jedes Paket Uiber eine so genannte Vig-
nette verfligen, die sowohl eine Dokumentation als auch ein aus-
fiihrbares Beispielskript enthalt. Dadurch wird den Forschern eine
umfassende und kontextbezogene Einfiihrung in das jeweilige
Paket geboten. Das Softwarepaket ddCt ist eine solche Erweite-
rung, die einen Begutachtungsprozess durchlaufen hat und
anschlieBend in Bioconductor aufgenommen wurde.
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Abb. 1: Grafische Darstellung der Expressionsverdnderungen zwischen zwei ver-
schiedenen Testgruppen. Die blau markierten Balken mit der Aufschrift ,Normal1”
und ,Normal2” stehen stellvertretend fiir Proben aus gesundem Gewebe, wihrend
die gelben Balken ,Tumor1”und ,Tumor2” Proben aus erkrankten Geweben wider-
spiegeln. Man erkennt sofort, dass das Gen ,Gene2” in beiden Tumorproben hoch
exprimiert wird, wihrend die Expression des Gens ,Gene1"dort vergleichsweise nied-
rig reguliert ist. Bei Genen, fiir die keine Expression nachgewiesen wurde, kann dies
mit einem ND (Undetermined / Not Detectable) verdeutlicht werden, wie es fiir das
"Gene1" mit Probe "Tumor1" gezeigt ist. Das Gen ,GAPDH" ist als Referenz-Gen fest-
gelegt und dient zur Normalisierung. Die Grafik wurde mithilfe der in Listing 1 abge-
bildeten R-Befehle erstellt.

ddCt fiir AACt Berechnungen

Das ddCt-Paket ermdglicht die automatische Quantifizierung der
Genexpression mit Hilfe des AACt —Algorithmus. Als Input dienen
die von TagMan-Sonden stammenden Daten. Dabei wird bei der
Berechnung stets mindestens ein Referenz-Gen (in den meisten
Fallen ein konstitutiv exprimiertes Gen wie GAPDH oder COPB2)
mitgefiihrt, welches in allen Proben gleichermallen exprimiert
sein sollte und somit als gemeinsame Basis fuir die Quantifizierung
genutzt werden kann. Zudem missen eine oder mehrere Refe-
renz-Proben angegeben werden, die mit den Test-Proben vergli-
chen werden kénnen. Das Ergebnis der Berechnung ist ein in R
gekapseltes Objekt, welches als Text-, CSV- oder HTML-Datei aus-
gegeben und mit Hilfe zahlreicher weiterer zur Verfligung stehen-
der Funktionen visualisiert werden kann. So ist es beispielsweise
mdglich das gewonnene R-Objekt als gitterbasiertes Saulendia-
gramm (siehe Abbildung 1) anzuzeigen oder es in einer Vielzahl
anderer Formate abzuspeichern (z.B. PNG, JPEG oder PDF). Diese
Funktionalitat hat sich bereits in mehreren Projekten des Nationa-
len Genomforschungsnetzes (NGFN) bewdhrt, die insbesondere
im Verbund 1G-Cellular Systems Genomics durchgefiihrt werden.
Beispielsweise konnte Dr. Ulrich Tschulena mit Hilfe von ddCt das
Expressionslevel von Genen bestimmen, die bei der Apoptose und
der Regulation des Zellzyklus eine Rolle spielen[3]. Die Forscher-
gruppe nutzte in diesem Zusammenhang vor allem auch die
Visualisierungsmoglichkeiten der Software, um die entsprechen-
den Schaubilder zu den Expressionslevels zu generieren. Auch
wurde in Projekten von Dr. Ozgiir Sahin auf das ddCt-Paket zuriick-
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%) library ("ddct")

|> sdmframe <- SDMFrame (c("exl.csv","exZ.csv"))

!> result <- ddCtExpression(sdmframe,
calibrationSample=c{"Normall", "Normal2") ,

housekeepingGenes=c (" GAPDH"))

|> errBarchart (result)

Listing 1: Auflistung aller R-Aufrufe[5], die fiir die Erzeugung des in Abbildung 1 dar-
gestellten Diagramms notwendig waren. Die Rohdaten in ,ex1.csv”und ,ex2.csv”
werden mit dem Aufruf von ,SDMFrame” eingelesen. ,ddCtExpression” fiihrt den
AACt-Algorithmus mit den in ,sdmframe” gespeicherten Ct-Werten aus und spei-
chert das Ergebnis der RT-qgPCR-Berechnung in dem R-Objekt ,result” Daraus wird
dann mithilfe des Aufrufes ,errBarchart” das Sdulendiagramm erzeugt.

gegriffen, um das Muster von microRNA-Expression in verschie-
den Gastrointestinalen Stromatumor Typen (GIST) zu identifizie-
ren[4]. Dartiber hinaus verfiigt ddCt aber auch tber die Moglich-
keit die Berechnung samt Grafikausgabe automatisch ablaufen zu
lassen, wodurch auch grof3e Datensdtze automatisiert ausgewer-
tet werden kdnnen. Dabei hat der Anwender die Wahl zwischen
einem Kommandozeilen-basierten R-Skript oder mehreren aus-
fihrbaren Vignetten [5]. Schon wenige Befehle (siehe Listing 1)
ermdglichen so einen Vergleich der Expressionslevels mehrerer
Proben sowie eine visuelle Darstellung der Ergebnisse wie in
Abbildung 1. Neben diesen zahlreichen Funktionen steht dem
Benutzer eine detaillierte Dokumentation und eine Schritt-fiir-
Schritt Anleitung zur Verfligung, die eine schnelle und einfache
Anwendung erleichtert. Das R-Paket steht unter folgendem link
als open source zum Download bereit: www.bioconductor.org/
packages/devel/bioc/html/ddCt.html
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