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Afkortingen

A adenosine

AD autosomaal dominant

adRP autosomaal dominante retinitis pigmentosa
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AMP adenosine monofosfaat
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N. opticus Nervus opticus

NGS Next-generation sequencing

NHGRI National Human Genome Research Institute
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PCR polymerase chain reaction
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SAMENVATTING

Samenvatting

Probleemstelling. Erfelijke netvliesaandoeningen zijn een heterogene groep aandoeningen,
gekarakteriseerd door de degeneratie van fotoreceptoren en/of retinaal pigment epitheel (RPE)
in het netvlies of retina. Ze worden gekenmerkt door een grote genetische heterogeniteit,
hetgeen een moleculaire diagnose van deze aandoeningen bemoeilijkt. Dit is nochtans van
groot belang voor het inschatten van de prognose van de aandoening, voor reproductieve

beslissingen en niet in het minst voor toekomstige retinale gentherapie.

Doelstelling. De doelstelling van deze masterproef was het ontwikkelen van een nieuw next-
generation sequencing (NGS) platform voor hoge doorvoer en parallelle sequentie-analyse
van ziektegenen betrokken bij een selectie van netvliesaandoeningen, meer bepaald Leber
Congenitale Amaurosis (LCA), retinitis pigmentosa (RP), Usher type IIA en maculaire

dystrofieén.

Patiénten en methoden. Hiertoe werd een nieuw protocol ontwikkeld voor amplicon
sequentie-analyse op de Illumina Genome Analyzer. Verschillende condities en methoden

werden uitgetest op controle DNA en op DNA van een LCA patiént.

Resultaten. Er werden primers ontwikkeld en uitgetest voor 559 amplicons afkomstig van 21
genen. Het eigenlijke protocol bestaat uit drie onderdelen: (1) kwantitatieve PCR (qPCR), (2)
ligatie en (3) fragmentatie. (1) Voor de qPCR werd een protocol geoptimaliseerd dat toelaat
om zowel korte als lange amplicons te amplificeren onder uniforme condities, namelijk met
een geselecteerde commerci€le mastermix en een ‘lang’ qPCR-protocol. (2) Het ligatie-
protocol bestond uit groeperen van qPCR-producten en zuivering door middel van kolommen.
Deze zuivering werd gevolgd door een end-it stap om blunt end-fragmenten te genereren, en
een ligatie van deze fragmenten. (3) Op het ligatieproduct werd een grootte selectie
uitgevoerd, met als doel fragmenten kleiner dan 500 baseparen te verwijderen. Fragmentatie
van de geselecteerde ligatieproducten tot 300 baseparen — wat de gewenste lengte is voor
sequentie-analyse op de Illumina Genome Analyzer - gebeurde op een Covaris toestel. Het
uitvoeren van dit protocol op patiénten met LCA, RP, Usher type IIA en maculaire
dystrofieén, het maken van een sequentie-bibliotheek en de sequentie-analyse op de Illumina

Genome Analyzer maakte geen deel uit van deze masterproef.

Conclusie: Er werd een piloot NGS platform ontwikkeld voor 21 ziektegenen betrokken bij
LCA (16), RP (9), Usher type IIA (1) en maculaire dystrofieén (4). Het uitgevoerde
onderzoek draagt bij tot de proof-of-concept van dit ligatieprotocol.
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1. Inleiding

1.1 Erfelijke netvliesaandoeningen
Erfelijke netvliesaandoeningen vertegenwoordigen een heterogene groep monogenische
aandoeningen, gekenmerkt door degeneratie van de fotoreceptoren en/of het retinaal pigment
epitheel (RPE) in de retina.
De omzetting van licht naar elektrische signalen is een belangrijke functie van het netvlies.
Deze elektrische signalen gaan via de N. opticus naar de visuele cortex, waar ze worden
geinterpreteerd. De retina bekleedt de binnenste laag van het oog en kan opgedeeld worden in
(1) de macula, met de gele vlek of fovea, verantwoordelijk voor scherpte- en kleurenzicht en
(2) de retinale periferie, verantwoordelijk voor het perifeer gezichtsveld en nachtzicht.
Histologisch bestaat de retina uit 10 lagen (figuur 1B). De negende laag bevat de
fotoreceptoren of lichtgevoelige cellen, die kunnen opgedeeld worden in twee types:
0 Staafjes: voornamelijk terug te vinden in de retinale periferie en verantwoordelijk voor
nachtzicht.
0 Kegeltjes: fotoreceptoren geconcentreerd in de gele vlek en belangrijk voor
kleurenzicht.
Waar de N. opticus het oog verlaat zijn er geen fotoreceptoren aanwezig, dit is de blinde vlek.
Onder de fotoreceptoren bevindt zich het retinaal pigment epitheel (RPE), de tiende cellaag.
De RPE cellen zijn zeer nauw met elkaar verbonden en vormen een bloed-retina barriere,

hetgeen stofuitwisseling tussen capillairen en de retina bemoeilijkt (figuur 1) [1].
A B =
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cC 4 _ Figuur 1: (A) Doorsnede van een humaan oog. (B) De

histologische lagen van de retina. De rode kaders duiden het retinaal
pigment epitheel (RPE) en de staafjes (zwart) en de kegeltjes (rood-
groen- blauw) aan. (C) Een normale oogfundus (rechteroog). De
kleine cirkel stelt de gele vlek voor, de grote cirkel duidt de macula
aan [2].
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De fototransductie cascade en de retinoid of vitamine A of visuele cyclus spelen een
belangrijke rol in de omzetting van een lichtprikkel in een elektrisch signaal. In de
fototransductie cascade valt een foton in op een fotoreceptor. Dit resulteert in de omzetting
van l1-Cis-retinal, een vitamine A isomeer, naar all-trans-retinal. Via een cascade wordt
membraan hyperpolarisatie geinduceerd hetgeen uiteindelijk als signaal via de N. opticus naar
de visuele cortex wordt doorgegeven. In de retinoid cyclus, die plaats vindt in zowel de
fotoreceptoren als het RPE, wordt het all-trans retinal opnieuw omgezet naar 11-Cis retinal
[1].

Erfelijke netvliesaandoeningen tasten naar schatting ongeveer 1 op 3.000 individuen aan in de
Westerse wereld [3]. Doorgaans zijn deze aandoeningen genetisch zeer heterogeen. Eén enkel
fenotype kan veroorzaakt worden door mutaties in één of verschillende genen. Omgekeerd
kunnen mutaties in één gen, of zelfs één specifieke mutatie, aanleiding geven tot verschillende
fenotypes [4]. Momenteel zijn er minstens 43 loci en 173 genen, verantwoordelijk voor deze

aandoeningen, gekend. Dit aantal stijgt zeer snel (figuur 2) [5].
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Figuur 2: Het aantal gemapte en geidentificeerde genen van januari 1980 tot en met januari 2010 [5].

Hieronder zullen enkele van deze aandoeningen meer in detail besproken worden.

1.1.1. Leber Congenitale Amaurosis

Leber Congenitale Amaurosis (LCA) omvat een groep erfelijke netvliesaandoeningen die
klinisch gekenmerkt worden door een ernstig visusverlies in het eerste levensjaar, nystagmus
en een vlak electroretinogram. Deze klinische kenmerken kunnen sterk variabel zijn. LCA
kan geisoleerd of syndromaal voorkomen. Het Alstrém syndroom, de ziekte van Batten, het
Joubert syndroom, peroxisomale aandoeningen en het Senior-Leken syndroom zijn hiervan
belangrijke voorbeelden. De prevalentie van LCA varieert tussen 1/30.000 en 1/80.000. LCA

is verantwoordelijk voor ongeveer 5% van alle erfelijke retinopathieén.
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De aandoening is niet enkel klinisch, maar ook genetisch zeer heterogeen. Er zijn reeds 1
locus en meer dan 400 mutaties in 15 ziektegenen beschreven [5]. In ongeveer 30 a 40% van
alle LCA-patiénten is de moleculaire oorzaak echter onbekend. De gekende ziektegenen
spelen een rol in verschillende essenti€éle retinale ontwikkelingsfuncties en fysiologische
signalisatiepaden waaronder fotoreceptor morfogenese, de fototransductiecascade, de
vitamine A cyclus, guanine synthese, fagocytose van de buitenste segmenten en intra-
fotoreceptor ciliair transport. In het algemeen zijn mutaties in CEP290, GUCY2D en CRB1
het meest frequent (figuur 3). Er zijn founder mutaties gekend, onder meer een unieke
intronische CEP290 mutatie (¢.2991+1665A>QG) die aangetroffen wordt in ongeveer 20% van
de LCA-patiénten in Noordwest Europa. De aandoening wordt voornamelijk autosomaal

recessief overgeérfd. Autosomaal dominante overerving is zeldzaam [6].

CEP290

RD3
LRAT
MERTK
TULP1
CRX
LCAS
ROH12
RPGRIP1

GUCY2D

IMPDHT RPEBS

Figuur 3: Prevalentie van LCA-geassocieerde mutaties. Mutaties in 14 LCA-geassocieerde genen. Mutaties
in CEP290 (15%), GUCY2D (12%) en CRB1 (10%) vertegenwoordigen het grootste aandeel. Bij ongeveer 30%
van de patiénten blijft de moleculaire oorzaak onbekend [6].

AIPLT

1.1.2. Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa (RP) omvat een groep erfelijke netvliesaandoeningen gekarakteriseerd
door progressief gezichtsverlies te wijten aan degeneratie van staafjes en nadien de kegeltjes
in de retina. Dit gezichtsverlies is zeer variabel en uit zich door verlies van nachtzicht tijdens
de adolescentie, gevolgd door tunnelzicht en uiteindelijk tot volledig visusverlies. Bij 20 tot
30% van de patiénten is er een associatie met syndromen zoals Usher syndroom (USH),
Bardet-Biedl syndroom en de ziekte van Refsum [7,8]. Het is een vaak voorkomende oorzaak
van erfelijke blindheid/slechtziendheid. Met een incidentie van 1 op 4.000 zijn wereldwijd
ongeveer 1 miljoen mensen aangetast [7].

Er zijn momenteel 8 loci en 48 ziektegenen geidentificeerd [5]. RP kan autosomaal dominant
(adRP) (30-40%), autosomaal recessief (arRP) (40-50%), of X-gebonden (5-15%) overgeérfd
worden [7,8]. Complexe overervingspatronen zoals digenische overerving en effecten van
genetische modifiers werden reeds beschreven [6]. In zeldzame gevallen kan er sprake zijn

van mitochondriale overerving [8]. Samen zijn mutaties in RHO (adRP), USH2A (arRP) en
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RPGR (X-gebonden RP) verantwoordelijk voor 30% van de RP-patiénten. Andere gekende
ziektegenen zijn slechts verantwoordelijk voor een klein aantal van de totale groep patiénten.
In ongeveer 50% van de gevallen blijft de oorzaak van RP ongekend (figuur 4) [7].
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Figuur 4: Prevalentie van RP-geassocieerde genen. (A) Ziektegenen voor arRP. arRP vertegenwoordigt 50-
60% van RP. In ongeveer 30% van de arRP patiénten blijft de oorzaak onbekend. (B) Ziektegenen voor adRP.
adRP vertegenwoordigt 30-40% van RP. Mutaties in RHO vertegenwoordigen het grootste aandeel (25%). Bij de
helft van de adRP patiénten blijft de oorzaak onbekend. (C) X-gebonden RP vertegenwoordigt 5-15% van RP.
Mutaties in RPGR omvatten het grootste aandeel (80%) [8].

1.1.3. Usher syndroom type I1A

Mutaties in USH2A zijn niet enkel betrokken bij niet-syndromaal arRP, maar ook bij Usher
syndroom type IIA (figuur 4). Het Usher syndroom (USH) omvat een groep recessieve
aandoeningen gekenmerkt door zowel gehoor- als gezichtsverlies. USH vertegenwoordigt
ongeveer de helft van patiénten met gecombineerd gehoor- en gezichtsverlies. De prevalentie
wordt geschat op 3 tot 6 per 100.000. Klinisch is USH opgedeeld in 3 subtypes: USHI, USH2

en USH3. Ze zijn van elkaar te onderscheiden volgens de ernst en progressiviteit van het
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gehoorverlies, en de aan- of afwezigheid van vestibulaire dysfunctie. RP komt voor in alle
subtypes. De diagnose van USH2 wordt gesteld op klinische basis. Voor USH2 zijn er drie
gekende ziektegenen: USH2A, GPR98 (VLGR1) en WHRN, respectievelijk verantwoordelijk

voor 80%, 15% en een mineure fractie van de gevallen [9].

1.1.4. Erfelijke maculaire dystrofieén

Deze heterogene groep erfelijke aandoeningen wordt gekenmerkt door een grote klinische
variabiliteit met verlies van het centrale zicht en atrofie van de macula en het onderliggende
RPE. De aanvangsleeftijd verschilt tussen de verschillende types maculaire dystrofieén, maar
de meeste komen voor het 20™° levensjaar tot uiting.

De aandoeningen zijn genetisch zeer heterogeen, met zowel autosomaal dominante,
autosomaal recessieve, X-gebonden als mitochondriale overervingsvormen. De meeste van

deze aandoeningen zijn echter zeldzaam (tabel 1) [10].

1.1.4.1. Ziekte van Stargardt

De ziekte van Stargardt is de meest voorkomende maculaire dystrofie. De aandoening wordt
gekenmerkt door een verlies van het centraal zicht en een typisch maculair beeld. De klinische
presentatie, ernst van de aandoening en aanvangsleeftijd zijn zeer variabel. De aandoening
vangt meestal aan tussen 10 en 20 jaar, maar kan zich ook vroeger of later manifesteren. De
prevalentie ligt tussen 1 op 8.000 en 1 op 10.000.

De ziekte van Stargardt wordt autosomaal recessief overgeérfd en wordt veroorzaakt door
mutaties in het ABCA4 gen. Er werden reeds meer dan 400 verschillende mutaties en
varianten in ABCA4 beschreven. Mutaties in ABCA4 kunnen ook aanleiding geven tot arRP en

cone-rod dystrofie [10,11].

1.1.4.2. Ziekte van Best

De ziekte van Best, ook wel vitelliforme maculaire dystrofie genoemd, wordt gekenmerkt
door een gele subretinale maculaire afzetting, een atrofiezone in het RPE en subretinale
fibrose [10]. De aanvangsleeftijd varieert van kinderleeftijd tot in de zesde decade, met een
gemiddelde rond de vierde decade. De ernst van de aandoening is sterk variabel, maar de
visuele prognose is relatief goed [10,12].

De ziekte van Best is één van de meest voorkomende autosomaal dominante retinale
dystrofieén. Er werd reeds gereduceerde penetrantie beschreven. Meer dan 100 verschillende

mutaties in BEST1 werden reeds beschreven in de ziekte van Best [10,12].
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1.1.4.3. Adulte vitelliforme maculaire dystrofie

De klinische kenmerken van adulte vitelliforme maculaire dystrofie vertonen sterke
overeenkomsten met deze van de ziekte van Best. De grote verschillen zijn een latere
aanvangsleeftijd, gemiddeld na de vijfde decade, en een trager ziekteverloop. De aandoening
komt vaker voor bij vrouwen dan bij mannen [12].

Adulte vitelliforme maculaire dystrofie komt voornamelijk sporadisch voor, maar in een klein
aantal families is er een autosomaal dominante overerving. De aandoening wordt bij ongeveer
20% van de patiénten veroorzaakt door mutaties in PRPH2 (RDS) en bij ongeveer 25% door

mutaties in BEST1. Bij de overige patiénten blijft de oorzaak onbekend [10,12,13].

1.1.4.4. Fundus dystrofie van Sorsby
De fundus dystrofie van Sorsby is een zeer zeldzame aandoening gekenmerkt door
nachtblindheid in de derde decade en verlies van centraal zicht in de vijfde decade. De

aandoening wordt autosomaal dominant overgeérfd en wordt veroorzaakt door mutaties in

TIMP3 [10].

Naast de hogervermelde fenotypes, kunnen mutaties in ABCA4, BEST1, PRPH2 en TIMP3
aanleiding geven tot andere, zeldzamere maculaire dystrofieén en retinale aandoeningen

(tabel 1).

Tabel 1: Gekende ziektegenen voor maculaire dystrofieén [10-13].

Gen Aandoening Overervings-
vorm
Ziekte van Stargardt AR
(éﬁlcl\:/lA6401691) Cone-rod dystrofie AR
Retinitis pigmentosa AR
Ziekte van Best AD
Adulte vitelliforme maculaire dystrofie AD
BEST1 (VMD2) Autosomaal dominante vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC) AD
(OMIM 607854) Microcornea, rod-cone dystrofie, cataract en posterior
staphyloma (MRCS) syndroom AD
Autosomal recessive bestrophinopathy AR
o . ) AD
Adulte vitelliforme maculaire dystrofie AD
Patroon dystrofie AD
PRPH2 (RDS) Centrale areolaire choroidale dystrofie (CACD) AD
(OMIM 179605) Cone en Cone-rod dystrofie
Butterfly-shaped pigmentaire dystrofie AP .
Retinitis pigmentosa AD en digenisch
(ROM1)
(EIIVI'\I/IIVIID::LSSSSZG) Fundus dystrofie van Sorsby AD
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1.1.5. Behandeling

De huidige behandelingen van RP zijn gericht op het vertragen van het degeneratieve proces
[8]. Met uitzondering van LCA bestaan er tot op heden geen genezende behandelingen voor
RP, maculaire dystrofieén en USH [3,14-16]. Sinds 2008 zijn er bij de mens echter

veelbelovende klinische studies van retinale gentherapie voor erfelijke blindheid lopend.

1.1.5.1. Retinale gentherapie

Gentherapie is het inbrengen van genetisch materiaal in een cel met een therapeutische
doelstelling. Afhankelijk van de aandoening is de doelstelling verschillend:

1. Het vervangen van een gemuteerd ziektegen.

2. Het aanreiken van extra kopijen van een gen.

3. Doelgerichte inhibitie van genexpressie.

4. Doelgericht vernietigen van specifieke cellen.

De gentransfer kan ex vivo of in vivo plaats vinden. Bij ex vivo gentransfer worden de
doelwitcellen geisoleerd, opgegroeid in cultuur en door middel van gentransfer wordt het
gendefect gecorrigeerd. Vervolgens worden de gecorrigeerde cellen terug in het lichaam
geplaatst. Bij in vivo gentransfer wordt het therapeutische gen aangebracht met behulp van
een drager of vector. Deze vector kan een liposoom, een recombinant virus of een plasmide

zijn [17].

De laatste jaren werd veel onderzoek verricht naar de ontwikkeling van gentherapie voor
erfelijke netvliesaandoeningen. Dit heeft recent geleid tot de initiatie van enkele fase I
klinische studies bij de mens [3,14-16,18]. In vivo gentherapie van erfelijke
netvliesaandoeningen is mogelijk door enkele unieke eigenschappen van het oog. Ten eerste
is het oog relatief gemakkelijk toegankelijk en heeft het een natuurlijke subretinale ruimte
waarin een bolus van een therapeutische oplossing kan geinjecteerd worden. Door de
aanwezigheid van de bloed-retina barri¢re is lekkage naar de systemische circulatie, en
bijgevolg ook de immunologische respons, minimaal. Tenslotte kan het oog relatief
eenvoudig klinisch geévalueerd worden op visuele functie en structurele veranderingen van de

retina [3,6].

Sinds 2008 vonden verschillende fase I klinische studies plaats die het effect bestudeerden
van gentherapie bij LCA patiénten met mutaties in RPE65. Deze RPE65 mutaties zijn

verantwoordelijk voor ongeveer 6-16% van de LCA gevallen [14,19] en voor 2% van de arRP
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patiénten [19]. RPEGS5 komt tot expressie in het RPE waar het een sleutelrol speelt in de
retinoid cyclus (figuur 5) [15,16].

all-trans-retinol
all-trans-retinal dehydrogenase /

light %;/V wcme (RDH12)

visual pigments all-trans-retinol
photoreceptors

( interphotoreceptor matrix

lecithin retinol
RPE acyltransferase
(LRAT)
retinyl esters

\ /en‘no:‘d isomero-
11-cis-retinol hydrolase (RPE65)

Figuur 5: Retinoid cyclus. RPEBS5 speelt een rol in de omzetting van all-trans-retinol naar 11-cis-retinol [6].

11-cis-retinal

De drie eerste studies hadden als doel het veiligheidsaspect en de doeltreffendheid van
gentherapie te onderzoeken bij 9 patiénten (3 per studie) [15,16,18]. Een vierde studie
bestudeerde de dosage van de vector en het leeftijdseffect bij 12 patiénten tussen 8 en 44 jaar
[14]. De studies toonden afwezigheid van blijvende nadelige effecten [14-16,18]. Er werd een
verband aangetoond tussen de leeftijd van de patiént en het effect van de therapie (groter op
jongere leeftijd), vermoedelijk te wijten aan een betere preservatie van de retina op jonge
leeftijd [14]. Twaalf maanden na de behandeling bleken geteste patiénten nog steeds gezond
en zonder ernstige vector-gerelateerde bijwerkingen. Ook was de verbetering in visuele
functie nog aanwezig in de onderzochte individuen [20].

Andere kandidaatgenen voor retinale gentherapie zijn logischerwijs nauw verwant met
RPEG5-gerelateerde retinale dystrofie. In de retinoid cyclus bevinden zich nog drie
ziektegenen voor erfelijke netvliesaandoeningen, namelijk LRAT, RDH12 en ABCA4. Lrat-
deficiénte muizen werden reeds met succes behandeld door middel van gentherapie [21].
LRAT mutaties zijn echter zeldzaam als oorzaak van retinale dystrofieén. ABCA4 werd tot
voor kort te groot bevonden voor packaging in virale vectoren. Recent werd aangetoond dat
recombinante genomen tot 9 kilobasen kunnen opgenomen worden in een AAV5-gebaseerde
vector. Subretinale injectie met het therapeutische gen in Abcad-deficiénte muizen toonden
een verbeterde retinale morfologie en functie aan [22]. Gentherapie in RDH12 deficiénte
diermodellen werd nog niet ge€valueerd [3].

Er werden niet enkel gentherapeutische experimenten uitgevoerd op diermodellen deficiént
voor genen/eiwitten die een rol spelen in de retinoid cyclus. Met wisselend succes werden
reeds genen uit de fototransductiecascade, het ciliair transport, structurele eiwitten en andere

domeinen getransduceerd [3,6].
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1.1.6. Genetische testen

De grote klinische en genetische heterogeniteit van erfelijke netvliesaandoeningen zorgt voor
een grote uitdaging op gebied van genidentificatie, mutatie-analyse en het ontwikkelen van
genspecifieke therapieén. Moleculair genetisch onderzoek is belangrijk om de klinische
diagnose te bevestigen. In sommige gevallen laat dit toe om de patiént een accuratere
prognose te geven op basis van genotype-fenotype correlaties indien deze gekend zijn. Er is
bovendien een meer gerichte klinische follow-up mogelijk voor extra-oculaire manifestaties
wanneer het genotype gekend is [4,6,7].

Moleculair genetisch testen biedt ook perspectieven voor reproductieve beslissingen, zoals
prenatale diagnostiek, of preimplantatie genetische diagnostiek (PGD). Presymptomatische
diagnostiek bij late-onset aandoeningen zoals RP kan een leidraad bieden voor ondermeer
beroepskeuze en een optimale visuele begeleiding. Tenslotte is moleculaire diagnostiek van

belang in het licht van genspecifieke therapieén, zoals retinale gentherapie (zie 1.1.5.1) [6,7].

1.1.6.1. Huidige genetische test

Moleculair genetisch testen is mogelijk op verschillende manieren. Sommige testen zijn
ontwikkeld om snel gekende mutaties te onderzoeken (allel-specifieke testen, direct mutatie-
detectie). Bij andere testen wordt de coderende sequentie van één of meerdere genen onder de
loep genomen. Dit biedt de mogelijkheid om nog niet eerder beschreven ziekteveroorzakende
mutaties op te sporen. Allel-specifieke testen zijn echter vaak goedkoper en bieden sneller een
resultaat [4].

Apex chips. In het DNA Laboratorium van het Centrum voor Medische Genetica Gent
(CMGQG) [23] worden genetische testen voor LCA, RP, de ziekte van Stargardt en USH2A
aangeboden. De eerstelijnstest is gebaseerd op Arrayed Primer Extension (APEX) chips van
de firma Asper Ophthalmics (Estland) [24]. De APEX technologie combineert microarray-
gebaseerde toepassingen met mini-sequenering. Op een chip zijn oligonucleotiden
aangebracht die hybridiseren met doelwit DNA, geamplificeerd met behulp van de
polymerase kettingreactie (PCR). De oligosequentie eindigt net voor het nucleotide van
interesse. Na de hybridisatiestap volgt een primer extensie stap met behulp van een DNA
polymerase, waarbij vier uniek fluorescent gelabelde 3°,5’-dideoxyribonucleoside trifosfaten
(ddNTPs) de reactie stoppen. Het fluorescent signaal komt overeen met het nucleotide op
deze doelwitplaats [24].

Asper Ophthalmics biedt verschillende testen aan voor retinale aandoeningen (tabel 2).
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Tabel 2: De chips van de firma Asper Ophthalmics voor diagnostiek van LCA, RP, de ziekte van
Stargardt en USH. Per chip staan het aantal geteste genen, het aantal onderzochte sequentievariaties en de
verschillende genen aangeduid. In de kolom CMGG staan de genen waarvoor bij een negatief chipresultaat
sequentie-analyse uitgevoerd wordt [23,24].

AANTAL AANTAL
AANDOENING GENEN VARIANTEN GENEN CMGG

Ziekte van Stargardt
Cone-rod dystrofie 1 558 ABCA4 ABCA4
arRP

CA4, FSCN2, IMPDH1,
NRL, PRPF3, PRPF31,
adRP 16 385 PRPF8, PRPH2, RHO, Geen sequentie-analyse
ROM1, RP1, RP9, CRX,
TOPORS, PNR

CERKL, CNGA1, CNGB1,
MERTK, PDEGA, PDEGB,
PNR, RDH12, RGR,
RLBP1, SAG, TULP1,
CRB, RPE65, USH2A,
USH3, LRAT

arRP 19 594 Geen sequentie-analyse

AIPL1, CRB1, CRX,
GUCY2D, LRAT, TULP1, AIPL1, CRB1, CRX,

MERTK, CEP209, RDH12, | GUCY2D, CEP209, RPE65
RPGRIP1, LCAS, RPEG5

LCA 13 641

CDH23, MYO7A,
PCDH15, Harmonin,
SANS, USH2A, VLGR1,
USH3A, Whirlin

USH 9 612 USH2A

Deze chips bevatten echter enkel gekende ziekteveroorzakende mutaties, bijgevolg kunnen
geen nieuwe mutaties met deze methode gedetecteerd worden. De klinische mutatiedetectie
ratio’s van deze chips zijn variabel, athankelijk van de indicatie en de populatie: (1) LCA
chip: ongeveer 60% in de Belgische LCA-populatie [25]; (2) ABCA4-chip: meer dan 70%
voor de ziekte van Stargardt; (3) arRP- en adRP-chip: ongeveer 20% voor arRP en adRP; (4)
Usher-chip: ca. 20% voor de ziekte van Usher (De Baere E. Persoonlijke communicatie).
Stroomafwaartse sequentie-analyse. Indien de eerste stap van de test negatief is, kan een
tweede test aangevraagd worden voor de volgende aandoeningen: (1) LCA: Sanger sequentie-
analyse van 6 prevalente ziektegenen (tabel 2); (2) de ziekte van Stargardt: Sanger sequentie-
analyse van de coderende regio van ABCA4; (3) USH2A: Sanger sequentie-analyse van de
coderende regio van USH2A [23].

Voor RP (arRP en adRP) wordt niet routinematig sequentie-analyse aangeboden in een
tweede tijd. Mutaties in veel genen zijn immers verantwoordelijk voor slechts een klein
percentage van de RP gevallen. In het kader van onderzoek kunnen bepaalde stalen toch
verder uitgewerkt worden [23]. Routine testing voor X-gebonden RP wordt uitbesteed aan het
National Genetics Reference Laboratory in Manchester (Verenigd Koninkrijk) [26].

Andere. De genetische test voor de ziekte van Best en vitelliforme maculaire dystrofie bestaat

respectievelijk uit Sanger sequentie-analyse van het BEST1 (VMD2) en PRPH2 (RDS) gen
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(tabel 2). Voor Sorsby dystrofie wordt tot op heden geen routine testing van TIMP3
aangeboden.

Momenteel gebeurt mutatiescreening door middel van sequentie-analyse in het CMGG met
behulp van de Sanger sequeneringmethode. Deze methode werd voor het eerst beschreven in
1977 en is sinds het begin van de jaren 90 de voornaamste DNA sequeneringstechniek. In
zijn huidige vorm worden fluorescent gelabelde ddNTPs in ondermaat toegevoegd aan een
mengsel van de vier niet-gelabelde deoxyribonucleotide trifosfaten (dNTPs) en DNA
polymerase. Bij het inbouwen van een ddNTP stopt de elongatie, dit is de terminatie. Door
capillaire electroforese worden de sequentie-producten gescheiden. De gedetecteerde
fluorescentie wordt bepaald door de aard van het ingebouwde ddNTP [17,27,28]. Voor
sequentiebepaling van DNA kunnen tot 500-600 baseparen gelezen worden met een

accuraatheid van bijna 100% [27]. Deze techniek is echter relatief duur en arbeidsintensief.

1.2 Next-generation sequencing
Next-generation sequencing (NGS) technologieén, ook wel now-generation sequencing of
second-generation sequencing genoemd, zijn recent ontwikkelde sequeneringstechnieken.
Deze nieuwe strategieén voor sequenering zijn ontstaan op 4 niveau’s:
1. Het Humaan Genoom Project (HGP) heeft de conventionele sequeneringstechnieken
zo geoptimaliseerd dat er nog weinig kostprijsvermindering mogelijk is.
2. De beschikbaarheid van whole genome assemblies van het menselijke genoom maakt
van het mappen van short-read sequenties een sterke strategie.
3. Een steeds groter aantal verschillende moleculaire technieken maakt sequeneren
mogelijk voor een groter aantal biologische fenomenen.
4. Technologische vooruitgang in verschillende domeinen, zoals microscopie, biochemie
en dergelijke, laat alternatieve strategieén voor DNA sequenering makkelijk toe.
Bij NGS wordt het doelwit-DNA gesequeneerd door herhaalde cycli van enzymatische
manipulatie en datacollectie gebaseerd op beeldvormingstechnieken. De commercieel
beschikbare NGS-platformen zijn momenteel: de 454 technologie (Roche Applied Science),
Solexa technologie (Illumina Genome Analyzer), het SOLiD platform (Applied Biosystems),
de Polonator (Dover/Harvard) en de HeliScope Single Molecule Sequencer technologie
(Helicos) [26].

De ontwikkeling en snelle evolutie van deze technologieén wordt gestimuleerd door onder
andere de Advanced Sequencing Technology Development Award, de X PRIZE foundation en

het Personal Genome Project (bijlage 1) [29-31].
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1.2.1. Principe van NGS

Hoewel de verschillende platformen een verschillende sequeneringsbiochemie hebben, is de
werkwijze zeer gelijkaardig. Een staalbibliotheek wordt aangemaakt door willekeurige
fragmentatie van DNA, gevolgd door een ligatie van adaptoren. Vervolgens worden de
fragmenten clonaal geamplificeerd om clusters te vormen. De sequeneringstechniek bestaat
uit alternerende cycli van enzym-gedreven biochemische reacties en een beeldvorming-
gebaseerde verzameling van data. De sequeneringstechniek zelf wordt gekenmerkt door
‘sequencing by synthesis’, dit is een seri€le extensie van doelwit-DNA met behulp van een
primer. Het enzym dat deze reactie drijft kan een polymerase of een ligase zijn. Per cyclus

wordt de array gevisualiseerd en worden de gegenereerde data verzameld (figuur 6) [26].

a DMNA fragmentation b DNA fragmentation
= — e [ — | ] —
'-._\ | I [ = 1 - ——
= — — — = — — —
= : = m—
| — | mem—— [ ."‘\ — _— ]
In vivo cloning and amplification In vitro adaptor ligation
3 — > —
\ = =
Cycle sequencing Generation of polony array
3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)
5-.. CTGAT {primer)
...CTGAT(:’?D 7
L CTGATCT z
.CTGATCTA ",.D _—
~CTGATCTAT g — —
...CTGATCTATG O e ;
..CTGATCTATGC e ]
Polymerase ...CTGATCTATGCT -
dNTPs LLCTGATCTATGCTC

Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG

Electrophorsesis Cyclic array sequencing
(1 read/capillary) (>105 reads/array)
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3

5? ol © 9
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A
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Figuur 6: Werkwijze van conventionele sequenering en NGS.

(a) Shotgun Sanger sequenering. Het doelwit genomische DNA wordt gefragmenteerd en gecloneerd in een
plasmide vector. Deze vector wordt gebruikt om E. coli te transformeren. Het plasmide DNA wordt vervolgens
uit de bacteri€le kolonies geisoleerd. Als alternatief kan het doelwit-DNA geamplificeerd worden met behulp
van PCR. Tijdens de eigenlijke sequeneringsreactic worden fluorescent gelabelde ddNTPs in ondermaat
toegevoegd aan een mengsel van vier niet-gelabelde dNTPs en DNA polymerase. Bij het inbouwen van een
ddNTP stopt de elongatie. Vervolgens wordt met behulp van capillaire electroforese de plaats van de
ingebouwde nucleotide bepaald. Het fluorescente label bepaalt de aard van de ingebouwde nucleotide.

(b) Het doelwit DNA wordt gefragmenteerd en aan adaptoren geligeerd. Vervolgens worden deze fragmenten
clonaal geamplificeerd, resulterend in kolonies, ook wel ‘polonies’ genoemd. De kolonies worden cyclisch en in
parallel gesequeneerd en gevisualiseerd [26].
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De verschillende platformen hebben uiteraard elk hun eigen specificaties (tabel 3).

Tabel 3: Verschillende specificaties per platform [28,32-35].

Platform el Leeslengte el e NESPILS
(firma) bibliotheek NGS chemie (b )g run toestel Accuraatheid
aanmaken P (dagen) (USD)
454 GS FLX
Titanium Emulsie PCR | Pyrosequenering 250-450 0,35 500.000 > 99,5%
(Roche)
Solexa GAu Bridge | Reversibele 75-100 2-9,5 540.000 > 99 %
(Illumina) amplification | terminatoren
SOLID 3 Ligatie met
(Applied Emulsie PCR 9 50 7-14 595.000 > 99,94 %

Biosystems) kliefbare probes

Polonator . Ligatie met niet- o
(Dover/Harvard) Emulsie PCR | | licfbare probes 26 > 170.000 2 98 %
HeliScope Emulsie PCR | Reversibele 25-55 8 999.000 > 99,99 %
(Helicos) terminatoren

NGS wordt gekenmerkt door een lagere kostprijs en een hogere throughput in vergelijking
met conventionele (Sanger) sequeneringmethoden. De kostprijs per 1000 basen bijvoorbeeld
is theoretisch 1,5 euro voor het Illumina platform. Voor de Sanger methode kost het

sequeneren per fragment 2 euro [26].

1.2.2. lllumina (Solexa) Genome Analyzer (GAie)

Het Solexa sequeneringsplatform is sinds 2006 commercieel beschikbaar. Begin 2007 werd
het bedrijf Solexa overgenomen door Illumina en door deze samenwerking is het lllumina

Genome Analyzer platform tot stand gekomen [32,36].

Het werkingsmechanisme van dit NGS platform bestaat uit drie grote delen. De eerste stap,
het aanmaken van een staalbibliotheek, is wverschillend voor de verschillende soorten
startmateriaal: genomisch DNA (gDNA), PCR-product (amplicon), RNA en ChIP'-DNA. Op
dit startmateriaal kunnen twee types sequenering uitgevoerd worden: single-read en paired-
end sequenering. Door gebruik te maken van multiplex identifiers (MIDs) of indexen, korte
nucleotide adaptoren toegevoegd aan het einde van een DNA fragment, kunnen verschillende
patiénten in één laan van een run samen gesequeneerd worden. Momenteel zijn er 96 indexen
beschikbaar voor de Illumina (Solexa) Genome Analyzer [32]. In deze masterproef zullen 12
indexen gebruikt worden.

Onderstaand wordt aan de hand van figuur 9 single-read sequenering van gDNA beschreven.

' Chromatine immunoprecipitation (ChIP) is selectief voor DNA gebonden aan een eiwit.
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1. BIBLIOTHEEK AANMAKEN

Fragmentatie — ligatie. Gezuiverd gDNA wordt gefragmenteerd met behulp van de Covaris
Adaptive Focused Acoustics™, of Covaris AFA™, tot een lengte van 300 baseparen (bp) (A).
Op deze fragmenten wordt end-repair uitgevoerd met behulp van een T4 DNA polymerase en
een Klenow enzym. De uiteinden van de fragmenten worden blunt end gemaakt door de 3’-
overhang te verwijderen en de 5’-overhang aan te vullen. Een adenosine wordt aan het 3’-
uiteinde toegevoegd (B). Tijdens de TA-ligatiestap waarbij een adaptor aan het fragment
wordt geligeerd verhindert dit adenosine zelfligatie van het fragment en bevordert het de
ligatie aan de adaptor die een 3’-thymine overhang bevat (C). Het ligatieproduct wordt
gezuiverd op een agarosegel. Ongeligeerde adaptoren en adaptordimeren worden verwijderd.
Door het uitsnijden van een 2 millimeter breed gelbandje wordt een Size selection of grootte
selectie op de fragmenten uitgevoerd. Enkel fragmenten van de gewenste grootte worden

uitgesneden.

Amplificatie. Met behulp van PCR-amplificatie wordt het DNA aangereikt. Deze amplificatie
heeft vier belangrijke doelstellingen:
1. De geamplificeerde fragmenten bevatten sequenties die hybridisatie aan de primers,
gebonden op de flow cell, mogelijk maken.
2. Enkel fragmenten met adaptoren aan beide uiteinden worden geamplificeerd.
3. Adaptordimeren worden geélimineerd.
4. Deze stap zorgt voor voldoende materiaal voor kwantificatie van de uiteindelijke
staalbibliotheek.
Bij multiplexen worden fragmenten van indexen voorzien tijdens deze PCR. Dit gebeurt met
behulp van een ‘3-primer’ PCR (figuur 7). Het reactiemengsel van deze PCR bevat naast
dNTPs, polymerase en buffer drie verschillende primers:

1. De rood-gele primer bevat een bridge amplification sequentie (rood), nodig voor

amplificatie.
2. De blauwe primer bevat een extra sequentie, nodig voor het inbouwen van de indexen
die aanwezig zijn in de blauw-groen-zwarte primer.

3. De blauw-groen-zwarte primer bevat dezelfde extra sequentie als in de blauwe primer,

een index (groen) en een bridge amplification sequentic (zwart) nodig voor
amplificatie.
De complementaire sequentie van de sequeneringsprimer bevindt zich reeds in de adaptoren

(geel en blauw).
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Figuur 7: 3-primer PCR met adaptorsequenties (geel en blauw) en de drie verschillende primers [32].

De grootte van dit aangerijkt product word geanalyseerd met de Agilent 2100 Bioanalyzer
[37]. Met behulp van de FLUOstar OPTIMA wordt de concentratie bepaald (D) [38]. Het
dubbelstrengige DNA wordt gedenatureerd met behulp van natriumhydroxide en verdund tot

een concentratie van ongeveer 6 pM [32].

2. VORMING DOELWIT-DNA CLUSTERS

In het ‘Cluster Station’ vindt de vorming van doelwit-DNA clusters plaats. Het enkelstrengig
DNA van de staalbibliotheek hybridiseert aan een single-molecule array, ook wel een flow
cell genoemd. Deze flow cell is gecoat met twee verschillende oligonucleotidesequenties, de
primers die complementair zijn aan de adaptoren. Vanaf deze primer elongeert een DNA-
polymerase het gehybridiseerd fragment. Het dubbelstrengige DNA wordt gedenatureerd en
de orginele streng wordt weggewassen. De nieuwe streng is covalent gebonden aan het flow
cell oppervlak (E).

Het DNA van de nieuwe streng buigt om en het vrije uiteinde van het fragment hybridiseert
aan de complementaire primersequentiec op de flow cell, zodat het fragment als het ware een
‘brug’ vormt. Tijdens de bridge amplification verlengt een polymerase het fragment en een
dubbelstrengige brug wordt gevormd (F). Het DNA wordt gedenatureerd. Deze stappen
worden gedurende verschillende cycli herhaald. De gevormde amplicons clusteren samen op
één punt op de flow cell. Het dubbelstrengige DNA wordt een laatste maal gedenatureerd en
het DNA dat niet covalent gebonden is aan een primer, wordt weggewassen. Zo worden
clusters van enkelstrengig DNA, met een 5°- naar 3’-oriéntatie, gevormd. Deze stap heet
‘linearisatie’ (G). Meer dan 40 miljoen van dergelijke clusters kunnen zo gevormd worden,
met elk ongeveer 1.000 clonale kopijen van het doelwit DNA-fragment [26,32]. Na deze
linearisatie volgt de ‘combined blocking’. Het 3’-uiteinde van de DNA-fragmenten wordt

geblokkeerd zodat de fragmenten niet meer kunnen ombuigen en een brug vormen met de
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complementaire primersequentie. De laatste stap op het ‘Cluster Station’is de hybridisatie van

de sequeneringsprimer aan de adaptorsequentie die de doelwitsequentie flankeert (H) [32].

3. SEQUENEREN

De sequenering zelf gebeurt in de lllumina Genome Analyzer;e. De sequenering is gebaseerd
op de ‘sequencing-by-synthesis’ technologie, waarbij iedere cyclus bestaat uit de extensie met
één base. Sequeneringsreagens wordt over de flow cell aangebracht. Dit reagens bevat de vier
‘reversible terminator’ nucleotiden en gemodificeerd DNA-polymerase. Het gemodificeerd
DNA-polymerase bouwt één van de vier nucleotiden in. De gebruikte nucleotiden bevatten op
het 3’-uiteinde een terminatorgroep, zodat er slechts één nucleotide per cyclus geincorporeerd
kan worden. Het zijn ‘reversible terminators’ of omkeerbare terminatoren. De verschillende
nucleotiden dragen ook elk één van de vier verschillende fluorescente labels. Na incorporatie
wordt het nucleotide gelocaliseerd en geidentificeerd met behulp van zijn fluorescent label en
een Charged Coupled Device (CCD) camera. De terminator groep en het fluorescente label
worden afgesplitst, waarna de cyclus zich herhaalt (I-K) [26,36]. De indexen worden in een
extra stap gesequeneerd (figuur 8). De volgorde van de 6 basen bepaalt de identiteit van het
staal [32].

Read 1 Index Read

DNA

insert

Index

FTrrrrrrri 7777!7777

Figuur 8: (A) De sequeneringsprimer hybridiseert aan de complementaire nucleotidesequentie (geel). (B) De
index primer hybridiseert in een tweede sequeneringscyclus aan diens complementaire nucleotidesequentie
(groen). Zeven sequeneringsreacties bepalen de volgorde van de 6 basen en aldus de identiteit van het staal [32].
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Figuur 9: Workflow Illumina (Solexa) Genome Analyzer [32].

Per run worden 80 tot 100 miljoen sequenties per flow cell in parallel gesequeneerd. Eén flow
cell bevat 8 lanen waarop met behulp van indexen 12 verschillende stalen kunnen aangebracht
worden. Dit resulteert in een hoge throughput, tot 20 gigabasen. De maximale leeslengte
bedraagt momenteel 2 maal 100 bp. Deze leeslengte wordt bereikt met de paired-end methode
[32,35]. Met een accuraatheid groter dan 99% is de Illumina een uiterst efficiént
sequeneringsplatform. Vooral bij het sequeneren van homopolymeren heeft de Illumina een

voordeel ten opzichte van de andere platformen [32].
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1.3 Doelstelling en werkplan van deze masterproef

Erfelijke netvliesaandoeningen worden gekenmerkt door een grote genetische heterogeniteit,
hetgeen een moleculaire diagnose van deze aandoeningen bemoeilijkt. De huidige
mutatiedetectie methoden voor deze aandoeningen zijn duur, arbeidsintensief en hebben een
relatief lage klinische sensitiviteit, athankelijk van de indicatie en populatie. De lagere
kostprijs en hogere doorvoer van NGS ten opzichte van de conventionele mutatiedetectie
methoden kan een oplossing bieden. Een moleculaire diagnose is nochtans van groot belang
voor het inschatten van de prognose van de aandoening, voor reproductieve beslissingen en

niet in het minst voor toekomstige retinale gentherapie.

De algemene doelstelling van deze masterproef was het ontwikkelen van een piloot NGS
platform voor een selectie van erfelijke netvliesaandoeningen.

De specifieke doelstelling was hoge doorvoer en parallelle sequentie-analyse van 21
ziektegenen betrokken bij:

1. Leber Congenitale Amaurosis (LCA): AIPL1, CEP290, CRB1, CRX, GUCY2D,
IMPDH1, IQBC1(NPHP5), LCA5, LRAT, MERTK, RD3, RDH12, RPE6G5, RPGRIP1,
SPATAT7 en TULPL.

2. Retinitis pigmentosa (RP): CRX, IMPDH1, LRAT, MERTK, RPE65, SPATA7, TULP1,
USH2A en ABCA4

3. Usher type ITA: USH2A

4. Maculaire dystrofieén: ABCA4, BEST1,PRPH2 (RDS), TIMP3

Hiertoe werd een protocol ontwikkeld voor amplicon sequenering op het Illumina NGS

platform, bestaande uit volgende onderdelen:

qPCR

Zuivering

End-it

Zuivering

Ligatie

Size selection

Fragmentatie

Sequenering
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2. Materiaal en Methoden

2.1 Kwantitatieve polymerase ketting reactie (gPCR)
2.1.1. Principe

Polymerase ketting reactie laat de selectieve amplificatie toe van een doelwit nucleotide
sequentie. Dit wordt mogelijk gemaakt door de hybridisatie van primers op het doelwit-DNA.
De primers worden zo gekozen dat de synthese van de nieuwe streng aan een primer in de
richting van de bindingsplaats van de andere primer is. Deze gevormde strengen kunnen op
hun beurt als doelwit voor een nieuwe synthese gebruikt worden wat een kettingreactie

veroorzaakt met een exponenti€le aanmaak van PCR-product [18].

Een conventionele PCR bestaat uit een cyclische herhaling van drie onderdelen:
e Denaturatie van het DNA bij een temperatuur tussen 93 en 96 graden Celcius (°C).
e Primerbinding bij een temperatuur tussen 50 en 70 °C, athankelijk van de smelt-
temperatuur van de gevormde duplex.
e Elongatie of DNA synthese. De primers initiéren de synthese van een nieuwe
complementaire DNA-streng door middel van een DNA-polymerase in aanwezigheid
van de vier dNTPs [18,39].
Deze cycli vinden plaats in een ‘thermal cycler’ waarin de duur en de temperatuur van iedere

stap geprogrammeerd kan worden [39].

Kwantitatieve PCR (qPCR), ook wel real-time PCR genoemd, combineert deze DNA
amplificatie met het onmiddellijk, in real-time, detecteren van product. Door de aanwezigheid
van primers, oligonucleotide probes gelabeled met een fluorofoor of door gebruik te maken
van een intercalerende kleurstof wordt de onmiddellijke detectie van het amplicon mogelijk
gemaakt. De grootte van het fluorescent signaal is gerelateerd met de hoeveelheid amplicon

aanwezig in de reactie tijdens de cyclus [39].

2.1.2. DNA stalen

Volgende stalen worden gebruikt om de testen uit te voeren:
e Human genomic DNA van de firma Roche [40]. Dit product bevat DNA van hoog
moleculair gewicht (>50 kilobasen) geisoleerd uit leukocyten.

e Een controle DNA staal van een LCA-patiént met mutaties in CEP290.
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2.1.3. Primers

2.1.3.1. Primerdesign

Voorafgaand aan een qPCR moeten primers ontworpen worden. Deze primers zorgen voor
een specifieke amplificatie van een doelwit nucleotidesequentie. De primers gebruikt in deze
masterproef werden ontworpen met behulp van PrimerXL, een in huis ontwikkeld hoge

doorvoer primerdesign pipeline [41].

De primers worden ontworpen volgens qPCR condities. Ze bevinden zich in een regio tot 400
basen stroomop- en afwaarts van het exon en voldoen aan de volgende voorwaarden:

e Intronische sequentie: Naast het exon moeten de primers ook minstens 40 basen

intronische sequentie 5’ en 3’ van het exon overspannen.

e Overlap: Indien een fragment opgesplitst wordt in verschillende amplicons bedraagt
de overlap tussen deze amplicons minstens 20 basen.

e Primerlengte: een optimale lengte van 20 basen, een minimum en maximum lengte
van respectievelijk 16 en 30 basen.

e Ampliconlengte: verschillende minimum en maximum ampliconlengtes worden

gebruikt:
0 250 - 500 basen (gebruikt voor de qPCR-testen)
0 500 — 1500 basen (gebruikt voor de qPCR-testen)
0 60 — 400 basen (gebruikt voor het finaal design)
0 60— 600 basen (gebruikt voor het finaal design)

e Primer Tm: een optimale primer smelttemperatuur (Tm) van 60 °C, een minimum en
maximum Tm van respectievelijk 57 °C en 63 °C. Het verschil in Tm tussen de
forward en reverse primer bedraagt maximum 2 °C.

e Primer GC%: een optimaal primer GC-percentage van 50%, een minimum en
maximum primer GC-percentage van respectievelijk 30% en 80%.

e Primer SNP: Er werden geen SNPs toegelaten in de primer.

e Secundaire structuren: er werden geen loops toegelaten in de primers en de Gibbs vrije

energie werd zo laag mogelijk gehouden.
Voor amplicons waarvoor geen primers konden ontworpen worden volgens bovenstaande
voorwaarden, worden primers ontworpen volgens alternatieve voorwaarden gebruikt:

e Ampliconlengte: verschillende alternatieve minimum en maximum ampliconlengtes

worden gebruikt:
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0 60 - 800 basen voor de amplicons MERTK extra E9EnsD,
MERTK extra E12A en MERTK extra E12B.

110 - 450 basen voor het amplicon IMPDH1 400 E17A.
110 - 650 basen voor het amplicon MERTK 600 E19C.
110 — 700 basen voor het amplicon TULP1 600 EI15B.
210 - 550 basen voor de amplicons CEP290 IVS26 en
MERTK 400 E18EnsB.

O O O O

e Primer Tm: De reverse primer van het amplicon RDH12 400 E1NCBI heeft een
smelttemperatuur van 45 °C.
De gebruikte primerdesigns en primerparen zijn terug te vinden in bijlage 2.
Door de combinatic van het ‘lange’ en het ‘korte’ primerdesign daalt het totaal aantal
geselecteerde amplicons, het totaal aantal baseparen en bijgevolg de kostprijs voor primers,
qPCR en sequenering (bijlage 2.3). De primers uit het 400 en het 600 design worden aan de
hand van BED files ingeladen in de USCS genome browser en manueel geselecteerd [42].
e Het 400 design wordt gekozen indien het 400 en het 600 design één amplicon omvat.
e Het 600 design wordt gekozen indien het 400 design twee amplicons en het 600
design één amplicon omvat.
e Een manueel geselecteerde combinatie van de designs wordt gebruikt indien een exon

werd opgesplitst in verschillende fragmenten in beide designs.

2.1.3.2. Primerverdunning

Voor het verdunnen van de primers wordt gewerkt met de TECAN EVO® pipetteerrobot [43].
Deze robot laat toe om met een hoge capaciteit, een hoge reproduceerbaarheid en een hoge
accuraatheid primers te verdunnen.

Tabel 4: De concentratie van werkoplossingen per mastermix. Dit is de concentratie waarnaar de Stock
primers verdund worden. Door toevoeging van 1 tot 2 pl primer aan de mix van mastermix, DNA en water wordt
de eindconcentratie bereikt. Er wordt gestreefd naar een volume van 2ul voor 1 reactie. Dit volume is beter
pipetteerbaar door de TECAN EVO® pipetteerrobot.

Concentrat_le Volume voor 1 reactie Eindconcentratie
Werkoplossing
1,5 uM 1,25 pl 0,25 UM
EUROGENTEC
0,5 UM 2l 0,2 uM
1,5 uM 1yl 0,2 uM
KAPA
1 uM 1 pl 0,2 uM
1,5 uM 1,25 l 0,25 uM
BIORAD
0,625 uM 2 ul 0,25 UM
QUANTA 1,5 uM 1,25 ul 0,25 uM
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De primers worden met RNase-vrij water verdund tot de concentratie nodig voor de qPCR
volgens de specificaties van de gebruikte mastermix (tabel 4). Voor de aanmaak van lage
primerconcentraties (0,5 en 0,625 uM) wordt eerst naar een tussenoplossing van 20 uM

verdund.

2.1.4. Mastermixen

Vier verschillende qPCR mastermixen worden gebruikt: De custom made mastermix
(Eurogentec), de KAPA SYBR" Fast, de SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad) en de
PerfeCta™ SYBR®™ Green SuperMix (Quanta). Deze mastermixen bevatten het polymerase,
de intercalerende fluorescente stof, de ANTPs, de buffer en de zouten. Iedere mastermix heeft
zijn eigen specificaties (tabel 5).

Tabel 5: Samenstelling van de reactiemengsels van de verschillende mastermixen. Vier mastermixen
worden gebruikt: Eurogentec, KAPA SYBR® Fast, SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad) en PerfeCta™
SYBR" Green SuperMix (Quanta). Per mastermix wordt het volume, eindvolume en de eindconcentratie van
iedere component vermeld.

EUROGENTEC
3,75 pl Mastermix buffer ix| 2,5 pl Mastermix buffer 1x
1 pl Doelwit DNA 0,7 ng/ul 1 pl Doelwit DNA 0,8 ng/pul
1,5 pl H20 0,5 pl H20
1,25 pl Primer mix F/R 0,25 uM 1 pl Primer mix F/R 0,2
7,5 pl TOTAAL 5 ul TOTAAL
KAPA
3,75 ul Mastermix buffer ix| 2,5 pl Mastermix buffer 1x
1 pl Doelwit DNA 0,7 ng/ul 1 pl Doelwit DNA 0,7 ng/ul
1,75 pl H20 0,5 pl H20
1 pl Primer mix F/R 0,2 uM 1 pl Primer mix F/R 0,2
7,5 pl TOTAAL 5 ul TOTAAL
BIORAD
3,75 pl Mastermix buffer 1x 2,5 pl Mastermix buffer 1x
1 pl Doelwit DNA 0,7 ng/pul| 0,35 pl Doelwit DNA 0,7 ng/pl
1,5 pl H20 0,15 pl H20
1,25 pl Primer mix F/R 0,25 pM 2 pl Primer mix F/R 0,625 uM
7,5 Il TOTAAL 5 pl TOTAAL
QUANTA
3,75 pl  Mastermix buffer 1x
1 pl Doelwit DNA 0,7 ng/ul
1,5 yl H20
1,25 pl  Primer mix F/R 0,25 uM

7,5 pl TOTAAL

2.1.5. gPCR-protocol

Alle gPCRs worden uitgevoerd met de LightCycler® 480 van de firma Roche [40].

De stappen die voor een qPCR uitgevoerd moeten worden staan beschreven in bijlage 3.
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2.1.6. Data-analyse

Data-analyse van de qPCR gebeurt aan de hand van de volgende referentiewaarden:

De quantification cycle (Cq). De Cq-waarde is het punt waar de fluorescentie een
vooraf bepaalde drempelwaarde overschrijdt.

De eindpuntfluorescentie.

De qPCR-efficiéntie.

De specificiteit van de amplificatie.

De amplicon lengte.

Het amplicon nucleotide percentage.

Volgende programma’s worden gebruikt:

De qPCR-efficiéntie wordt berekend met behulp van real-time PCR miner [44]. Deze

berekeningen zijn gebaseerd op de single-curve amplification techniek en zijn
onafhankelijk van een standaardcurve.

R, een programmeertaal en grafisch programma voor statistische analyse werd
gebruikt voor de analyse van de data en de aanmaak van grafieken [45].

Voor de analyse van de specificiteit wordt gebruik gemaakt van de Caliper in

combinatie met het programma mellfire.ugent.be/brdwilde/Sandbox/.

2.2 Poolen van de amplicons

Na de qPCR en voorafgaand aan de eerste zuiveringsstap worden de amplicons gegroepeerd.

Volgende stappen worden doorlopen:

Vortex en centrifugeer de 384-well gPCR platen 10 minuten op 1500 rpm.
Pipetteer per well eenzelfde volume qPCR-product, 3 of 4 pul, samen in een 1,5 ml
epje.

Vortex en centrifugeer kort vooraleer de volgende stappen aan te vangen.

2.3 Zuivering

2.3.1. Principe

Door middel van een zuiveringsreactie worden overtollige primers, nucleotiden, polymerasen

en zouten verwijderd zodat zuiver DNA bekomen wordt. Voor de zuivering worden

zuiveringskolommen van QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN) gebruikt [46].
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De zuivering gebeurt in drie stappen (figuur 10):

1. Onder de juiste zuurtegraad (pH) en zoutconcentratie adsorbeert het DNA aan het
silica membraan van de kolom. Onzuiverheden zoals primers, nucleotiden, enzymen,
agarose, kleurstoffen, olie, detergenten en zouten adsorberen niet maar stromen door
het membraan van de kolom, in het opvangreservoir.

2. Overgebleven zouten en buffer worden weggewassen met behulp van een tweede,

ethanolhoudende buffer.
3. Het gezuiverde DNA wordt geélueerd in Tris-buffer.
Met deze kolommen kan tot 10 pg DNA met een grootte van 100 basen tot 10 kilobasen
\ f

_ Y
/

Figuur 10: Werkwijze van de QIAquick zuiveringskolom. Stap 1: DNA wordt aangebracht op het silica
membraan, terwijl onzuiverheden doorstromen. Stap 2: Overgebleven zouten en buffer uit stap 1 worden weg-
gewassen. Stap 3: DNA wordt ge€lueerd in Tris-buffer [46].

gezuiverd worden met een opbrengst van 95% [46].

DNA binden Wassen Elueren

2.3.2. Protocol

De stappen doorlopen voor een zuiveringsreactie met de QIAquick zuiveringskolommen zijn

beschikbaar in bijlage 4.

2.4 Concentratiebepaling
2.4.1. NanoDrop® ND-1000

2.4.1.1. Principe

Door middel van de NanoDrop technologie kan de concentratie van DNA, RNA, eiwit en
andere biomoleculen bepaald worden. Het is een spectrofotometrisch systeem dat zowel het
ultra violet (UV) als het zichtbaar spectrum bevat. De golflengten 260 en 280 nm en de ratio
260/280 zijn belangrijk voor DNA meting en het bepalen van de zuiverheid.

Het staal, met een volume tussen 1 en 2 ul, wordt aangebracht op het contactpunt van het
voetstuk van de Nanodrop. Met behulp van oppervlaktespanning, gegenereerd door een lichte
druk tussen de contactpunten van het voetstuk en de staalarm, vormt het staal een kolom
(figuur 11). Vervolgens wordt de spectrummeting uitgevoerd door twee optische vezels

aanwezig in de contactpunten. De optische vezel in het voetstuk zendt licht uit van een Xenon
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lamp. Het spectrum wordt gemeten in de optische vezel in de staalarm die een

spectrofotometer met CCD array bevat [47].

lower
measurement
pedestal
\‘\.
A

v

upper
measurement
pedestal

Figuur 11: Staalkolom op de NanoDrop® ND-1000. Het onderste voetstuk bevat een optische vezel met Xenon
lamp. De staalarm bevat een optische vezel met spectrofotometer [47].

2.4.1.2. Protocol
Voor het bepalen van de DNA concentratic wordt de NanoDrop® ND-1000 van de firma
NanoDrop technologies gebruikt [47]. De doorlopen stappen zijn beschikbaar in bijlage 5.

2.4.2. Molecular Probes PicoGreen® Assay op de FLUOstar OPTIMA

2.4.2.1. Principe

Met de FLUOstar OPTIMA, van de firma BMG LABTECH [38], kan een staal gedetecteerd
worden door middel van vier verschillende methoden: meten van de fluorescentie intensiteit,
luminescentie, time-resolved fluorescentic en de UV/Vis absorbantie. Bij gebruik van
PicoGreen®™ probes wordt de fluorescentie intensiteit gemeten. De probes binden bij de juiste
zoutconcentratie zeer specifiek aan dubbelstrengig DNA. De FLUOstar OPTIMA meet de
fluorescentie van een staal met behulp van een Xenon lamp en een photomultiplier tube, een
zeer specifieke detector voor 240-900 nm licht. Een controlestaal wordt steeds meegelopen in
verschillende verdunningen, om een standaardcurve te kunnen opstellen. De exacte
concentratice DNA wordt aan de hand van deze curve bepaald.

2.4.2.2. Protocol

De stappen doorlopen voor het bepalen van de DNA concentratie door middel van de

Molecular Probes PicoGreen® Assay op de FLUOstar OPTIMA zijn beschikbaar in bijlage 6.
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2.5 A/T additie
2.5.1. Principe

Het doel van deze reactie is de conversic van blunt end-fragmenten naar sticky end-
fragmenten met behulp van een Taq polymerase. Dit polymerase bouwt 5’ en 3’ extra dNTPs
in. Afhankelijk van het toegevoegd dNTP, adenosine (A) of thymidine (T), ontstaat een A of
T overhang. Fragmenten met zo’n overhang worden sticky end-fragmenten genoemd en
hebben een hogere ligatie-efficiéntie dan fragmenten zonder deze overhang, de blunt end-

fragmenten.
A B

S

OH
I 5’ '
5 5

5
OH I
Figuur 12: Sticky versus blunt end-fragmenten. (A) Sticky end-fragmenten met een 5’-overhang. (B) Blunt
end-fragmenten zonder overhang.

2.5.2. Protocol

De stappen die doorlopen worden voor een A/T additie zijn beschikbaar in bijlage 7.

2.6 End-it reactie
2.6.1. Principe

De end-it reactie is een ligatie-gebaseerde additie van nucleotiden aan de uiteinden van een
fragment. Hierdoor worden sticky ends omgezet naar blunt ends (figuur 12). Deze reactie gaat

de eigenlijke ligatie vooraf.

2.6.2. Protocol

Voor de end-it reactic wordt gebruik gemaakt van de End-It™ DNA End-Repair Kit van de
firma Epicentre Biotechnologies [48]. Deze kit laat toe om DNA-fragmenten met sticky ends,

blunt ended te maken. Het gebruikte protocol is beschikbaar in bijlage 8.

2.7 Ligatiereactie
2.7.1. Principe

Een DNA-ligase is een enzym actief tijdens de DNA-replicatie. Het enzym katalyseert met
behulp van ATP de vorming van fosfodi€sterbruggen tussen een 3’-OH en een 5’-PO, groep.
Dit enzym kan ook gebruikt worden om DNA fragmenten covalent te binden. Deze

fragmenten kunnen sticky of blunt ends hebben (figuur 13) [49].
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Figuur 13: Ligatie van twee DNA fragmenten met sticky ends. Met behulp van T4 DNA ligase en 2 ATP
moleculen worden de fragmenten geligeerd. Bij deze reactic worden 2 adenosine monofosfaten (AMP) en 2
pyrofosfaten (PPi) gevormd [49].

2.7.2. Protocol

De ligatie wordt uitgevoerd met de Fast-Link™ DNA Ligation Kit van de firma Epicentre
Biotechnologies [48]. Deze kit is ontworpen om DNA snel en efficiént in een vector te
ligeren. In deze masterproef wordt de kit echter gebruikt om PCR-producten aan elkaar te

ligeren. De doorlopen stappen zijn beschikbaar in bijlage 9.

2.7.3. Analyse

De ligatie-efficiéntie wordt getest met behulp van qPCR. Er wordt nagegaan welke amplicons
aan elkaar geligeerd zijn en in welke mate ligatie plaats gevonden heeft .

Twee verschillende qPCR-protocollen en twee types primers worden gebruikt.

2.7.3.1. Interne primers

Interne primers kunnen gebruikt worden om de efficiéntie van ligatie te testen. Deze primers
overspannen het ligatiepunt van twee amplicons (figuur 14). Door amplificatie met behulp
van qPCR wordt gecontroleerd welke amplicons geligeerd zijn en in welke mate de ligatie
plaats gevonden heeft. De primers worden ontworpen met behulp van RTprimerDB. Via de in
silico PCR van de UCSC Genome Browser en Primer-BLAST worden primers gecontroleerd
op respectievelijk de aanwezigheid van SNPs en de specificiteit [42,50,51]. Veertien lange en
tien korte amplicons worden geselecteerd. Ieder amplicon heeft maximum é¢én interne primer
(bijlage 10).

A B

-7 i

Figuur 14: Interne primers. (A) Primers van 2 amplicons. Oranje en blauwe primers van respectievelijk het
eerste en tweede amplicon. (B) Het ligatieproduct van deze amplicons. De groene primers zijn interne primers
die het ligatiepunt van de beide amplicons overspannen.

Als mastermix wordt KAPA SYBR® Fast met een eindvolume van 5 pl gebruikt in
combinatie met het lange protocol (KAPA lang) (tabel 5 en bijlage 3).
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2.7.3.2. Reverse complement primers
Reverse complement primers kunnen gebruikt worden om de efficiéntie van de ligatie te
testen. Deze primers zijn het reverse complement van de originele primers van het amplicon.
Bij een qPCR met deze primers wordt enkel het ligatiepunt van twee amplicons
geamplificeerd (figuur 15). Zo wordt gecontroleerd welke amplicons geligeerd zijn en in
welke mate de ligatie plaats gevonden heeft.
De primers worden ontworpen door het omgekeerde complement van de originele primers te
nemen. Dit wordt gedaan met behulp van een reverse complement software op internet [52].

A B

Figuur 15: Reverse complement primers. (A) Primers van 2 amplicons. Oranje en blauwe primers van
respectievelijk het eerste en het tweede amplicon. (B) Het ligatieproduct van deze amplicons. De groene primers
zijn de reverse complement primers van de blauwe en oranje primers.

De ontworpen set reverse complement primers bevat primers afgeleid van 32 forward en 32
reverse primers uit de 400 en 600 primerdesigns. De helft van de primers is afkomstig van het
lange design (600 bp), de andere helft van het korte design (400 bp). De helft van de primers
zijn ontworpen om zelfligatie te testen, dit is de ligatie van het 3’- en 5’-uiteinde van
hetzelfde amplicon (figuur 16). Een kwart van de primers is afkomstig uit de onvertaalde

regio’s (UTRs) van het gen (bijlage 11).

Figuur 16: Zelfligatie. De 3 en 5’ uiteinden van het amplicon zijn geligeerd aan elkaar. De groene primers
kunnen gebruikt worden om zelfligatie te testen met behulp van qPCR.

De Eurogentec mastermix met een eindvolume van 5ul worden gebruikt in combinatie met
het bijhorende gPCR-protocol (Eurogentec(RC)) (tabel 5 en bijlage 3). Met dit protocol is het
enkel mogelijk om één ligatiepunt te detecteren. Verschillende aan elkaar geligeerde

amplicons zullen niet geamplificeerd worden.
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2.8 Microchip electroforese
2.8.1. Principe
Microchip technologie, ook wel lab-on-chip (LOC) of micro Total Analysis System (uTAS)

genoemd, is gericht op het reduceren van processen tot zeer kleine dimensies. Ze worden
gekenmerkt door kleine volumes staal, hoge doorvoer, relatief korte analysetijd en
automatisatie van het proces. Deze technologie kan gebruikt worden voor de analyse van
RNA, DNA en eiwit.

De microchip technologieén gebruiken chips bestaande uit twee samengebonden glazen
platen. In één van de glazen platen zijn microkanalen geétst. De andere plaat bevat reservoirs
voor staal en buffer, met toegang tot de kanalen. Een chip omvat enkel functionele elementen,
zoals systemen voor staalbehandeling, een scheidingskolom of een reactiesysteem en een
detectiesysteem.

Microchip electroforese kan toegepast worden op DNA, RNA of gedenatureerde eiwitten
negatief geladen door interactie met sodium dodecyl sulfaat (SDS)-moleculen. Met behulp
van een stroom bewegen de fragmenten zich over de kolom. De kolom bevat polymeren die
functioneren als ‘zeef” zodat de fragmenten gescheiden worden volgens grootte (figuur 17.A).
Een intercalerende fluorescente kleurstof kleurt de fragmenten zodat ze gedetecteerd kunnen
worden. Om de grootte van een fragment te kunnen bepalen, wordt per chip een sizing ladder
meegelopen. Na de detectie evalueert de software de gegenereerde data zodat de grootte en

relatieve concentratie van de fragmenten kan bepaald worden (figuur 17.B) [53].
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Figuur 17: Microchip electroforese. (A) Voorbeeld van een microchip met reservoirs voor staal (sample),
buffer, kleurstof, ladder. In het midden de kolom waarop de fragmenten gescheiden worden. (B) Voorbeeld van
een elektroferogram. De eerste en de laatste piek zijn merkers. Fragmenten 1 tot 7 zijn fragmenten van een
verschillende grootte, waarbij 1 het kleinste en 7 het grootste fragment is. Hoe groter de fluorescentie, hoe hoger
de concentratie van het fragment aanwezig in het staal. De relatieve concentratie kan berekend worden aan de
hand van de fluorescentie van de merkers [53].
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Drie verschillende microchip electroforese technologieén worden gebruikt voor de analyse
van fragmenten: de MCE®-202 MultiNA, de Labchip® GX en de 2100 Bioanalyzer. De

basiskenmerken van deze systemen zijn gelijk, doch de specificaties verschillen (bijlage 12).

2.8.2. Protocol

2.8.2.1. MCE®-202 MultiNA
De MCE®-202 MultiNA van de firma Shimadzu Biotech kan gebruikt worden voor grootte-
en concentratiebepaling van DNA en RNA [54].

Voor analyse worden verschillende kits gebruikt:
0 DNA-1000 voor analyse van fragmenten tussen 100 en 1.000 basenparen.

0 DNA-2500 voor analyse van fragmenten tussen 100 en 2.500 basenparen.

Per 3 pl staal wordt 7 pl water toegevoegd om een totaalvolume van 10 pl te bekomen.

2.8.2.2. Labchip® GX 11
De Labchip® GX II van de firma Caliper LifeSciences kan gebruikt worden voor de grootte-

en concentratiebepaling van DNA, RNA en eiwitten [55].

Voor analyse wordt de DNA 5K Assay Version 2 kit gebruikt. Deze kit kan fragmenten tot
5.000 bp analyseren.

Per 3l staal wordt 17ul water toegevoegd om een totaalvolume van 20 pul te bekomen.

2.8.2.3. Agilent 2100 Bioanalyzer

De Agilent 2100 Bioanalyzer van de firma Agilent Technologies wordt gebruikt voor de
grootte- en concentratiebepaling van DNA, RNA, eiwitten en volledige cellen [37].

Voor de analyse van DNA-fragmenten wordt de Agilent DNA 7500, 12000 en de High
Sensitivity Kit gebruikt. Het protocol gebruikt voor deze kits staat beschreven in bijlage 13.
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2.9 Size selection
2.9.1. Principe

Het doel van deze stap is om kleine, niet-geligeerde PCR-fragmenten te verwijderen. Deze
size selection gaat de fragmentatie vooraf omdat de Covaris AFA™ kleine fragmenten minder
efficiént fragmenteert dan grote. Deze selectie laat ook toe om kleine amplicons, niet-
geincorporeerde dNTP’s, primers, primerdimeren, zouten en andere contaminanten te
verwijderen.

Het Agencourt AMPure systeem is gebaseerd op solid-phase reversible immobilization
(SPRI) technologie, die gebruik maakt van magnetische beads, gecoat met carboxyl. Bij hoge
zout- (1,25 M) en polyethyleen glycol (PEG) concentraties bindt DNA aan het oppervlak van
de beads. Met behulp van een magnetisch veld worden de beads uit de oplossing getrokken.
Dit wordt gevolgd door een wasstap met behulp van ethanol en vervolgens wordt het

gezuiverde product ge€lueerd in elutie buffer.

{, Agencourt
AMPure XP {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer Transfer
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Figuur 18: SPRI methode uitgevoerd met AMPure beads [56].

De methode is snel, relatief goedkoop en vermijdt filtratie en centrifugatie stappen [54].

2.9.2. Protocol

Voor de size selection van het ligatieproduct wordt gebruik gemaakt van Agencourt AMPure
systeem van de firma Beckman Coulter Genomics [57]. In deze masterproef worden

fragmenten tot 500 bp verwijderd. Het gebruikte protocol is beschikbaar in bijlage 14.

2.10 Fragmentatie
2.10.1. Principe

In de Covaris AFA™ worden akoestische energiegolven uitgezonden van een komvormige
transducer, die de energiestroom convergeert en focusseert naar het punt van interesse (figuur
19). Als gevolg van de intensiteit van de energiegolven worden in het staal ‘bellen’ gevormd.
Deze bellen krimpen en zetten uit tot de bel uiteindelijk implodeert. Dit veroorzaakt een korte

maar krachtige energiestoot die het staal kan fragmenteren.
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De duur en de intensiteit van deze energiegolven bepalen tot welke lengte er gefragmenteerd
wordt [56].

Figuur 19: Covaris AFA™ [58].

Om de fragmentatie efficiént te laten doorgaan is er minimaal 300 a 500 ng en maximaal 3 ug

dubbelstrengig DNA nodig.

2.10.2. Protocol

Fragmentatie van de geligeerde fragmenten wordt uitgevoerd met de Covaris Adaptive
Focused Acoustics™, of de Covaris AFA™, van de firma Covaris [58]. Voor fragmentatie
wordt het ligatieproduct met TE buffer aangelengd tot 100 pul. Om een lengte van 300 bp te

bekomen, worden volgende instellingen gebruikt:

Duty Cycle 10%
Intensiteit 4

Cycles per Burst 200
Tijd (seconden) 120

2.11 Sequeneren

De fragmenten worden gesequeneerd op een Illumina Genome Analyzer;. [32]. Het
sequeneren zelf is geen onderdeel van de masterproef, maar zal na dit protocol uitgevoerd
worden door medewerkers van het NXTGNT consortium. NXTGNT is een interdisciplinair,
interfacultair platform van de Universiteit Gent, opgericht voor next-generation
genoomanalyse. NXTGNT beschikt over twee NGS platformen: de 454 sequencer van de
firma Roche Applied Science en de Illumina Genome Analyzere van de firma Illumina [59].
Het sequeneren van de stalen verloopt volgens de stappen beschreven in 1.2.5. Illumina

(Solexa) Genome Analyzer.
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3. Resultaten

3.1 gPCR

Met als uitgangspunt een zo gelijk mogelijk coverage van alle amplicons is het belangrijk om
met een equimolaire hoeveelheid van alle amplicons, per pati€ént en tussen patiénten
onderling, te starten. Gezien bij de start van deze masterproef nog geen maximale grootte van
gPCR amplicons met een efficiénte amplificatie gekend was, werden intitieel primerdesigns
gecreéerd voor amplicons met een lengte gaande van 250 tot 1500 bp. Op deze amplicons

werden vervolgens verschillende gPCR-mastermixen en qPCR-protocollen uitgetest.

3.1.1. gPCR mastermix kits

Met 4 verschillende mastermixen werd qPCR uitgevoerd op de primersets 500 en 1500
(bijlage 2). De uniformiteit van de verschillende amplificatiecurven werd vergeleken (figuur
20). Volgende parameters werden geévalueerd:

1. de Cg-waarde ligt bij alle mastermixen rond 25, wat men verwacht gezien uitgegaan werd
van dezelfde hoeveelheid startmateriaal. Deze is het meest uniform bij BioRad en vertoont
de meeste spreiding bij Eurogentec (figuur 21). De Cq-waarde onderging geen invloed
van de lengte bij BioRad, maar vertoonde respectievelijk een (i) zwakke, (ii) milde en (iii)
sterke stijging volgens de lengte bij (i) KAPAlang en Quanta, (ii)) KAPA en (iii)
Eurogentec (bijlage 15 en 16).

20,455

Eurogentec KAPA

18.455]
16.455
14,456
124561
10,456
84551
455
4455

2456

0456

it & E & fo 13 & 13 2 X B N M 7 4o 4 T2 8 8 6 m B

54.435]
@45 BioRad
44,435/
39.435]
34,435
29.435]
24.435)
19.435]
14.435]
3435
4.435|

12 1 6 8 o 13 16 19 22 H @ 3 ¥ a7 b 4B T2 1 f 3 0  ® B % ® = 3

Figuur 20: Amplificatiecurves van de vier mastermixen (bijlage 15).
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Figuur 21: Boxplot Cq van de vier mastermixen.
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2. De efficiéntie, berekend met real-time PCR miner, vertoonde een daling volgens lengte bij
KAPA, KAPAlang en Quanta (bijlage 16 en 17). Bij Eurogentec was een initi€le daling
van de efficiéntie en vervolgens een sterke stijging volgens ampliconlengte
waarneembaar. Bij BioRad was er een lichte daling en vervolgens een uniforme efficiéntie
volgens de ampliconlengte zichtbaar (bijlage 16).

3. De specificiteit werd geanalyseerd met de MCE®-202 MultiNA voor de 16 lange en 16
korte amplicons (bijlage 16). Aspecificke amplicons werden hieruit geselecteerd door
visuele inspectie.

Tabel 6: Aspecifieke amplicons per design.

Design EGT KAPA | KAPAlang | BioRad | Quanta
500 5 0 / 0 4
1500 14 7 6 3 3

Er werd geopteerd om in verdere stappen de BioRad mastermix, wegens meest uniforme

amplificatie, en een primerdesign tot 400 en 600 bp te gebruiken.

3.1.2. BioRad: Lang en kort qPCR-protocol

Er werd qPCR werd uitgevoerd op één van de zes NGS primerplaten: LCA1 (bijlage 2). Er
werd een lang en een kort qPCR-protocol uitgevoerd om het effect op de amplficatie van
lange amplicons te testen. De Cqg-waarde, de efficiéntie, de eindpuntfluorescentie en de
specificiteit werden vergeleken (bijlage 3). De amplificatic was het meest uniform bij het

lange protocol (figuur 22 en 23).
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Figuur 22: BioRad amplificatiecurves van de plaat LCA1 bij een lang en een kort gPCR-protocol.
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Figuur 23: Boxplot Cq-waarden, efficiéntie en eindpuntfluorescentie van het lange en het korte protocol.
De specificiteit werd geinspecteerd op de MCE®-202 MultiNA en de Labchip® GX II. Het
elektroferogram werd per amplicon ingedeeld in één van drie categorieén:

e Goed: één sterke piek dus specifiek.

o Licht aspecifiek: één sterke piek en enkele kleinere pieken.

e Sterk aspecifiek: geen pieken of verschillende pieken van gelijke sterkte.

Het totaal aantal geteste amplicons was 96. Het korte protocol telde 5 sterk aspecifieke
amplicons en 6 licht aspecifieke amplicons. Het lange protocol telde 3 sterk aspecifieke en 5

licht aspecifieke amplicons.

3.1.3. BioRad: Primers NGS project

Nadat de optimale qPCR condities werden bepaald, werden deze uitgetest op alle primers
geselecteerd voor het retina NGS-project. Deze werden verdeeld over zes 96-well platen:
LCA1-LCA4, ABCA4, USH2A (bijlage 2). Deze hebben betrekking op vier aandoeningen,
en overspannen 21 genen, 394 exonen en 559 amplicons. Voor de LCA platen werden drie

replicates gebruikt, voor ABCA4 en USH2A gaat het om vier replicates.

3.1.3.1. NGS primers

De primers die gebruikt werden voor het retina NGS platform werden manueel geselecteerd
uit het 400 en 600 primerdesign. Er werd gestreefd naar amplicons met zo weinig mogelijk
overtollige en overlappende basen. Door de twee designs te combineren, werd een
ampliconlengte bekomen die 1,55 keer groter is dan de geselecteerde exonlengte plus de 40
bp stroomop- en afwaarts van het exon. Indien enkel het 400 of 600 design gebruikt was, zou

de ampliconlengte meer dan 2 maal groter zijn (tabel 7 en bijlage 2.3).
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Tabel 7: Specificaties van de beide primerontwerpen en de uiteindelijke primerselectie. Het aantal
amplicons bij de beide ontwerpen en bij de uiteindelijke selectie. Het aantal amplicons uitgezet als procent van
het aantal exonen. De totale lengte van de amplicons en de totale lengte ten opzichte van de totale exonlengte
plus 80 bp.

Design 400 Design 600 Selectie
Aantal amplicons 962 695 559
% aantal exonen 244,16 176,40 141,88
Totale lengte (bp) 298,216 303,347 223,444
% exon lengte +

207,33 210,90 155,35
80 (bp)
3.1.3.1. gPCR

Er werd een qPCR uitgevoerd met de NGS primerset, de BioRad mastermix en het lange
protocol. De geamplificeerde producten werden geévalueerd aan de hand van de Cq-waarden,
de efficiéntie, de eindpuntfluorescentie en de specificiteit. Er werd gestreefd naar een zo
uniform mogelijke amplificatie. De cumulatieve distributie beschrijft de distributie van een
variabele. Bij uniforme amplificatie geeft de distributie een steile rechte. Bij ongeveer 80%
van de amplicons werden uniforme Cq-waarden en efficiéntie gezien (figuur 24 en bijlage
18).
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Figuur 24: Cumulatieve distributie van de Cg-waarden en efficiénties van de amplicons.
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De specificiteit van de amplificatie werd geévalueerd met behulp van de Labchip® GX II. De
criteria werden bepaald volgens de specificaties van het toestel, meer bepaald:

e Een ampliconlengte die niet meer dan 20% afwijkt van de verwachte lengte.

e Een concentratie van het amplicon groter of gelijk aan 70% van de totale DNA-

concentratie in de reactie.

In totaal werden 137 van de 559 amplicons aspecifiek bevonden volgens deze criteria.
De amplificatie bleek sterk genathankelijk. Amplicons met een hoog GC-percentage en lage
vrije energie bleken minder uniform te amplificeren. De invloed van het gebruikte primerpaar

op de amplificatie uniformiteit was te verwaarlozen (bijlage 18).

Volgende criteria werden gebruikt voor het selecteren van amplicons met een slechte
amplificatie:
e Aspecificiteit volgens de specificaties van de Labchip® GX II (zie 3.1.2.).
e Andere criteria, die manueel ge€valueerd werden (bijlage 18):
0 Vreemde amplificatiecurve
Te late amplificatie
Te vroege amplificatie

Eindfluorescentie te laag

O O O O

Eindfluorescentie te hoog

3.1.4. BioRad: Slechte amplicons

Voor de amplicons die een slechte ampificatie vertoonden bij gebruik van het voorgaande
protocol werden twee verschillende qPCR-protocollen vergeleken, met annealings-
temperaturen van respectievelijk 60 °C en 62 °C.

Er was geen noemenswaardig verschil tussen de twee qPCR-protocollen wat betreft de Cq-

waarde, de efficiéntie, de eindpuntfluorescentie en de specificiteit (figuur 25 en bijlage 20).
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Figuur 25: Amplificatiecurves van de ‘slechte’ amplicons met verschillende protocollen.
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3.2 Ligatie
Na de qPCR volgt de ligatie die uit verschillende stappen bestaat:

Zuivering End-it Zuivering Ligatie
(QIAquick - (End-1t™ DNA End-Repair Kit - (QIAquick - (Fast-Link™ DNA Ligation Kit
Qiagen) Epicentre Biotechnologies) Qiagen) - Epicentre Biotechnologies)

Na iedere zuiveringsstap wordt de concentratie van het product gemeten met behulp van de
NanoDrop”® ND-1000. Deze concentratie geeft een idee van de hoeveelheid DNA gebruikt in
de end-it en ligatiereactie. Verschillende condities werden getest om de verschillende stappen
voorafgaand aan de ligatie en de eigenlijke ligatie, zo optimaal mogelijk te laten doorgaan en

om het protocol zo gebruiksvriendelijk mogelijk te maken, met het oog op diagnostiek.

3.2.1. Ligatieprotocol

In een eerste ligatie-experiment werden twee condities uitgetest (bijlage 21):

e Sticky end- (door middel van A/T additie) versus blunt end-ligatie. A/T additie vond
plaats na de end-it stap. Fragmenten met sticky ends zouden immers een ligatie-
voordeel hebben.

e Ligatie gedurende 15 minuten bij 20 °C (kamertemperatuur) versus 1 uur bij 16 °C.
De ligatie zou beter verlopen als deze voor een langere periode op een lagere
temperatuur doorgaat.

Deze test werd uitgevoerd op het BioRad qPCR-product uit het experiment 3.1.1. Tien
amplicons uit het korte (250-500) en tien amplicons uit het lange (500-1500) design werden
onderling geligeerd. De efficiéntie van de verschillende ligatiecondities werd gecontroleerd

door middel van qPCR met interne primers (bijlage 10).

De ligatie bleek het meest efficiént door te gaan zonder de A/T additie en gedurende 1 uur bij
16 °C. Dit resultaat was zichtbaar zowel bij de lange als de korte amplicons. De Cq-waarde is
een indicator voor de aanwezige hoeveelheid uitgangsmateriaal. Een lage Cq-waarde duidt op
veel startmateriaal terwijl een hoge Cqg-waarde wijst op een kleinere hoeveelheid
startmateriaal. De Cqg-waarden bleken gemiddeld hoger te zijn bij A/T additie en bij 15
minuten op 20 °C (figuur 26 en bijlage 22). Wegens een pipetteerfout bij de bereiding van de

mastermix was de qPCR van de conditie Lo16 niet gelukt.
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Figuur 26: Boxplot Cq van de ligatie qPCR voor korte en lange amplicons. K en L duiden respectievelijk op
korte en lange amplicons. At en o duiden op A/T additie of geen A/T additie. De cijfers 16 en 20 verwijzen naar
het ligatieprotocol.

In verdere experimenten werd geopteerd om de ligatie gedurende één uur bij 16 °C te laten

doorgaan, zonder een voorafgaande A/T additie.

3.2.2. End-it

De efficiéntie van de ligatie zonder een end-it stap werd uitgetest, aangezien dit het protocol
zou vereenvoudigen (wegvallen end-it en zuiveringsstap).
Als startmateriaal werden drie verschillende pools gebruikt atkomstig van experiment 3.1.3.:
1. De amplicons afkomstig van de 4 LCA qPCR-platen.
Deze pool bevat 6 ul product per amplicon (3 ul product van 2 replicates).
2. De amplicons afkomstig van de ABCA4 qPCR-plaat.
Deze pool bevat 12 pl product per amplicon (4 ul product van 3 replicates).
3. De amplicons atkomstig van de USH2A qPCR-plaat.
Deze pool bevat 12 pl product per amplicon (4 ul product van 3 replicates).
Deze pools werden, onafthankelijk van elkaar, in parallel geligeerd (bijlage 23). Het resultaat
werd gecontroleerd door middel van qPCR met reverse complement primers (bijlage 11). In
de plaat met primers werden manueel drie permutaties gemaakt, zodat 64 (LCA) en 32
(ABCA4 en USH2A) verschillende combinaties van geligeerde amplicons geanalyseerd

konden worden.

Er was een duidelijk verschil merkbaar tussen de ligatiereactie met en zonder de end-it stap.
De reacties met end-it hebben een beduidend lagere Cq-waarde, hetgeen duidt op een hoger

aantal geligeerde amplicons (figuur 27 en bijlage 24).
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Figuur 27: Amplificatiecurves van de reverse complement gPCR. Links de reactie met een end-it stap, rechts
de reactie zonder end-it stap.

Ligatie met een UTR-exon bleek niet beter of slechter door te gaan dan ligatie aan een
coderend exon. De amplicons voor zelfligatie bleken over het algemeen een lagere Cq-waarde
te hebben, wat geinterpreteerd kan worden als een groter aantal amplicons die aan zichzelf
geligeerd zijn. Indien er geen zelfligatie is verwacht men immers dat de Cq-waarde van deze

zelfligatie amplicons gelijk is aan de Cg-waarde van amplicons zonder zelfligatie (bijlage 24).

In verdere experimenten werd geopteerd om voorafgaand aan de ligatie steeds een end-it stap

uit te voeren.

3.2.3. Verdunningsreeks

Aan de hand van een verdunningsreeks werd gezocht naar de optimale hoeveelheid
startmateriaal voor de ligatic. Twee verschillende qPCR pools werden in parallel gebruikt:
LCA en USH2A. Per pool werden drie zuiveringsreacties uitgevoerd. Deze werden
gegroepeerd en vervolgens werden op dit product vier parallelle end-it reacties uitgevoerd.
Eén van deze reacties werd onmiddellijk gezuiverd (product A) terwijl de andere drie eerst
gegroepeerd en vervolgens gezuiverd werden (product B). Deze stappen konden niet in één
reactie doorgaan omwille van het maximumvolume van de zuiveringsreacties. De aanmaak
van product B had als doel de hoogst mogelijke concentratie te bekomen. Van dit product
werd ook de verdunningsreeks gemaakt, bestaande uit de volgende zeven verdunningen:
onverdund, 1/3, 1/5, 1/10, 1/25, 1/50 en 1/100 (bijlage 25). De ligatic werd aan de hand van
gPCR met reverse complement primers geévalueerd. Dezelfde primerpermutaties uit 3.2.2.

werden gebruikt.
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In de LCA-pool bleek onverdund product B het beste resultaat te geven. Deze verdunning gaf
de laagste Cq-waarde wat duidt op een grote hoeveelheid startmateriaal en dus ook geligeerd
product (figuur 28). In de USH2A-pool scoorde product A het beste. De resultaten van
product B zijn echter niet zoals verwacht (bijlage 26). Een mogelijk verklaring is dat de
ligaties van product A bij LCA en product B bij USH2A niet goed hebben plaatsgevonden.
De concentratie van de stalen werd na de laatste zuiveringsstap voor de eigenlijke ligatie
gemeten. De resultaten van deze metingen zijn niet opvallend afwijkend voor beide pools. Dit

kan dus geen verklaring bieden voor deze afwijkende resultaten (bijlage 26).
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Figuur 28: Boxplot Cg-waarden van de verschillende verdunningen bij LCA en USH2A.

De reverse complement primerset, die gebruikt werd om de efficiéntie van de ligatie te testen
(bijlage 11), bevat enkele primerparen ontworpen om zelfligatie na te gaan. Dit is de ligatie
van het 5’-uiteinde van het amplicon aan het 3’-uiteinde van hetzelfde amplicon. Dit type van
ligatie is niet wenselijk voor het NGS project aangezien dit geligeerde fragment in een latere
size selection stap zal verwijderd worden. Er wordt gestreefd naar een ligatieprotocol waarin
de proportie zelfligatie minimaal is.

In de LCA pool bleken de zelfligatic amplicons in alle LCA-verdunningen, met uitzondering
van product A een lagere Cq-waarde te hebben. In de USH2A-pool was dezelfde trend
ongeveer zichtbaar, maar moet men rekening houden met het feit dat deze resultaten niet zijn
zoals verwacht. In de LCA-pool is ook zichtbaar dat er relatief gezien meer zelfligatie

plaatsvindt bij een sterkere verdunning, doch deze trend is zeer zwak (bijlage 26).
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3.2.4. Herhaling van de verdunningsreeks

Het voorgaande experiment werd herhaald om de reproduceerbaarheid na te gaan. In de drie
pools (LCA, USH2A en ABCA4) werden vier verdunningen getest: product A, product B
onverdund, 1/3 en 1/5. Bij deze herhaling werd product A enkel getest bij de LCA- en de
ABCAA4-pools wegens te weinig startproduct voor de USH2A-pool. De conditie van product
A werd licht aangepast om dichter bij het end-it experiment (3.2.2.) aan te leunen. In de
laatste zuiveringsstap werd zoveel mogelijk end-it product gebruikt om de zuiveringsreactie

en ligatiereactie optimaal te laten doorgaan (bijlage 27).

Product B onverdund bleek het beste resultaat te geven in de LCA- en ABCA4-pool (laagste
Cg-waarde). De resultaten van de USH2A-pool liggen eerder dicht bij elkaar, waardoor geen

uitgesproken ‘beste conditie’ te onderscheiden is (figuur 29).
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Figuur 29: Boxplot van de Cg-waarden van de verschillende verdunningen bij LCA, ABCA4 en USH2A.
Wat de zelfligatie amplicons betreft, was dezelfde trend merkbaar als in experiment 3.2.3. In
dit experiment bleken de zelfligatie amplicons in alle verdunningen een lagere Cq-waarde te
hebben dan in de ‘gewone’ amplicons. Dat er relatief gezien meer zelfligatie plaats vindt bij

sterkere verdunning is minder uitgesproken dan in het voorgaande experiment (bijlage 28).

3.3 Size selection

Na de ligatie volgt een size selection met behulp van het Agencourt AMPure systeem.
Fragmenten van een bepaalde lengte worden geselecteerd en kleinere fragmenten worden
verwijderd. Deze stap gaat de fragmentatic met behulp van de Covaris AFA™ vooraf,
aangezien dit toestel fragmenten kleiner dan 500 bp minder efficiént fragmenteert. Deze
fragmenten, voornamelijk bestaande uit niet-geligeerde amplicons, zijn dus minder gewenst in

het te fragmenteren product. .
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Op het ligatieproduct uit experiment 3.2.4. werd een size selection uitgevoerd. Het resultaat
werd geanalyseerd met behulp van de Agilent 2100 Bioanalyzer en de Agilent DNA 12000
Kit. Het product voor en na de AMPure size selection werd vergeleken. Het product voor de
AMPure stap was te sterk aangelengd om goed gedetecteerd te kunnen worden door de
Agilent chip. Product B bleek de beste conditie te zijn voor ABCA4 en LCA. Fragmenten
kleiner dan 500 bp werden efficiént verwijderd. Het is ook duidelijk dat de ligatie is
doorgegaan, aangezien een piek zichtbaar is rond 1800 bp (figuur 30). De resultaten in de
USH2A-pool zijn onduidelijk (bijlage 29).
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Figuur 30: Product B na AMPure size selection. De lengte van het gemiddelde ABCA4-fragment is 1815 bp.
De lengte van het gemiddelde LCA-fragment is 1836 bp. De lengte van het gemiddelde USH2A-fragment is
2157 bp. Producten kleiner dan 500 bp zijn afwezig. De x-as wordt weergegeven in seconden [s] en kon wegens
een afwijking in de software niet in [bp] gezet worden.

Er werd geopteerd om product B te gebruiken als voorbereiding op de sequenering van het

staal met de lllumina Genome Analyzer .

De minimale hoeveelheid DNA nodig voor fragmentatie op de Covaris AFA™ ligt tussen de
300 en 500 ng in 100 ul. De concentratie van het product na size selection werd gemeten door
middel van de Molecular Probes PicoGreen” Assay op de FLUOstar OPTIMA. Deze techniek
is veel nauwkeuriger dan de NanoDrop® ND-1000 voor het meten van dubbelstrengig DNA.

Aan de hand van een verdunningsreeks van een controle DNA-staal kan een standaardcurve
gemaakt worden (figuur 31). De concentratie van de stalen kan berekend worden volgens de

vergelijking ‘y =ax+b’ waarbij a de richtingscoéfficiént en b het snijpunt met de y-as is (tabel
8).
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Tabel 8: Aantal ng DNA aanwezig per staal en de

overeenkomstige relatieve fluorescentie eenheid %‘
(Rfu). Aan de hand van deze tabel kan de
richtingscoéfficiént en het snijpunt met de y-as %
berekend worden. ©
Standaardcurve o S|
ng Rfu g "
0 264 2 8
0,25 761 g
0,5 1313 g 84
1 2494 o
5 10691 g 1
10 20349
15 29735 o
T T T T T T T
20 39842 0 5 10 15 20 25 30
30 57706

aantal ng DNA

Richtingscoéfficiént = 1928,3

Snijpunt met de y-as = 612.7 Figuur 31: Standaardcurve.

Staal Rfu ng/ul | r?‘?(b Tabel 9: Resultaat van de fluorescentiemeting. Per
eschikbaar | siaa] de Rfu en de concentratie (ng/ul) berekend volgens

LCA_B 16259 8,1 195 de vergelijking. Per staal staat ook de hoeveelheid
ABCA4 B | 31500 16,0 384 dubbelstrengig DNA beschikbaar in 24 pl, het volume

verkregen na size selection met AMPure beads.
De hoeveelheid dubbelstrenging DNA beschikbaar voor fragmentatie is voldoende bij de
ABCA4-pool maar te laag bij de LCA-pool (< 300 ng) (tabel 8).

3.4 Het volledige protocol

Het volledige protocol, gaande van qPCR tot en met fragmentatie op de Covaris AFA™, werd
doorlopen. Als startmateriaal werd DNA van een patiént gebruikt. Twee verschillende
protocollen werden gebruikt voor de stappen voorafgaand aan de ligatie (bijlage 30). Het
tweede protocol (P2) is goedkoper en eenvoudiger dan het eerste (P1). Er is bij P2 echter

meer kans op verlies van DNA.

De gebruikte primers zijn afkomstig van de vier LCA-primerplaten (bijlage 2). Bij het
pipetteren van de qPCR-platen werd de LCA1-primerplaat twee maal gebruikt en de LCA2-
plaat niet. De amplicons van deze plaat werden niet opgenomen in dit experiment. De
amplificatiecurves van deze amplicons waren vergelijkbaar met deze in voorgaande
experimenten, waarbij dezelfde primers gebruikt werden (bijlage 31.1).

De AMPure size selection verliep naar wens in beide protocollen (bijlage 31.2). De
concentratie van de stalen werd met de Molecular Probes PicoGreen™ Assay op de FLUOstar
OPTIMA gemeten. De concentratie van alle stalen was groter dan de maximaal meetbare

concentratie met deze techniek. Er werd geopteerd om de stalen na AMPure size selection te

45



RESULTATEN

verdunnen. Deze stalen zijn het startmateriaal voor de Covaris AFA™. De stalen werden
aangelengd tot 100 pl. De hoeveelheid DNA aanwezig voor P1 en P2 waren respectievelijk
5716 en 2998 ng in 100 pl staal. De maximale hoeveelheid DNA die gefragmenteerd kan
worden door de Covaris AFA™ is 5 ug DNA. P1 overschrijdt deze waarde. Er werd
geopteerd om het staal in drie groepen te verdelen: A, B en C. Deze groepen werden
afzonderlijk gefragmenteerd. De fragmentatie-efficiéntie is athankelijk van de duur van de
energiestroom. Verschillende tijden tussen één en vijf minuten, werden gebruikt.
Fragmentatie gedurende twee minuten bleek ideaal om de gewenste lengte van 300 bp te

verkrijgen (figuur 32 en bijlage 31).
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Figuur 32: Product na 2 minuten fragmentatie op de Covaris AFA™. De afwijkende curve van staal P2 B is
vermoedelijk te wijten aan de aanwezigheid van een luchtbel in het staal tijdens fragmentatie.
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4. Bespreking

Sinds 2005 is er een omwenteling in sequeneringstechnologieén, met een verschuiving van
conventionele Sanger sequenering naar NGS. Gedurende het Humaan Genoom Project (HGP)
domineerde de geautomatiseerde Sanger sequeneringstechnologie. Ondanks de technische
vooruitgang die het HGP met zich meebracht, bleven er beperkingen, zoals de doorvoer,
capaciteit en relatief hoge kostprijs. De NGS technologie biedt hierop een antwoord. NGS kan
aangewend worden voor een brede waaier aan toepassingen: onderzoek naar regulerende
sequenties en varianten in een specifieke regio van of in het volledige genoom, de novo
sequeneren van genomen, transcriptoomanalyse, profilering van epigenetische merkers en
chromatine structuren, classificatie van nieuwe dier- en plantensoorten [35]. Het brede
spectrum van mogelijkheden, de verschillende NGS platformen en de snelle evolutie van deze

technologie laten het toe om de juiste techniek voor een specifieke toepassing te vinden.

Het doel van deze masterproef was het ontwikkelen van een high-throughput NGS platform
voor moleculaire diagnostiek van gekende retinale ziektegenen. Ondanks de beschikbaarheid
van verscheidene commerciéle NGS platformen sinds de laatste vijf jaar, is de impact op
diagnostick nog vrij beperkt gebleven [60]. Wat diagnostieck betreft voor retinale
aandoeningen, zijn er twee commerci€le NGS-testen beschikbaar voor in totaal 7 arRP-
genen’. Deze testen worden aangeboden door GeneDx, een Amerikaans bedrijf
gespecialiseerd in diagnostische tests voor zeldzame genetische aandoeningen [61] en Gendia,
een bedrijf dat een waaier aan genetische testen aanbiedt (Antwerpen, Belgi€). Naast deze test

voor arRP biedt Gendia ook diagnostische NGS-testen aan voor 12 andere aandoeningen [62].

Via het interfacultaire NXT-GNT consortium heeft het CMGG toegang tot de Illumina
Genome Analyzere en de 454 sequencer van Roche. Het Roche platform wordt momenteel
meer gebruikt voor amplicon sequenering in het kader van diagnostieck dan het Illumina
platform, aangezien de leeslengte tot 500 bp meer aanleunt bij de gemiddelde lengte van een
PCR-product. Een nadeel van deze ‘één amplicon/één read’ strategie is echter dat voor
amplicons kleiner dan 500 bp ook een volledige read gebruikt wordt, waardoor de capaciteit
van het toestel niet volledig benut wordt. In deze masterproef werd geopteerd om een protocol
te ontwikkelen voor sequenering op het Illumina platform. In het protocol geoptimaliseerd in

deze masterproef wordt een selectie gemaakt van amplicons die zo dicht mogelijk gelegen

2 USH2A, EYS, CRB1, PDEGA, PDE6B, ABCA4, RPE65 en CNGAL
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zijn bij de intron-exon grenzen, en worden alle amplicons eerst geligeerd en vervolgens
gefragmenteerd. Het eindmateriaal van dit protocol kan gesequeneerd worden op het [llumina
platform en vereist geen grote leeslengte. De doorvoer van de Illumina Genome Analyzere is
hoger dan deze van de 454 sequencer, en de kostprijs per base is lager. Deze argumenten

motiveerden de keuze voor het Illumina platform.

Het nieuwe protocol bestaat uit amplicon sequenering door qPCR amplificatie van de doelwit
DNA-sequenties, gevolgd door ligatie en fragmentatie. Aangezien het de bedoeling is dit
protocol te gebruiken in een diagnostische context, was het van belang om dit eenvoudig en
gebruiksvriendelijk te houden. Aangezien dit NGS platform moet kunnen gebruikt worden in
diagnostiek, werd geopteerd voor amplicon sequenering in plaats van capturing van de
doelwitgenen door middel van microarrays of ‘in oplossing’ [37,63]. Capturing
technologieén laten immers niet toe een doelwitregio volledig te capteren, en zijn nog zeer

duur.

4.1 Primerdesign

In vergelijking met de verschillende primerdesigns afzonderlijk, was het door de combinatie
van verschillende primerdesigns mogelijk het totaal aantal geselecteerde amplicons en het
totaal aantal baseparen overspannen door deze amplicons, te verminderen. Deze vermindering
heeft ook een effect op de kostprijs van de gebruikte primers, de qPCR en de sequenering. Het
ontwerpen van deze primers en het manueel selecteren van de juiste combinaties is zeer

arbeidsintensief, maar dit hoeft slechts éénmalig te gebeuren bij een goede selectie.

4.2 gPCR

De doelstelling van de qPCR amplificaties was een zo uniform mogelijke amplificatie van de
doelwit sequenties. Verschillende qPCR mastermixen en protocollen werden getest. De
amplificaties werden geévalueerd aan de hand van de Cg-waarden, de specificiteit, de
eindpuntfluorescentie en de efficiéntie. De BioRad mastermix, in combinatie met een zelf
ontwikkeld ‘lang’ qPCR-protocol, amplificeerde zowel korte als lange amplicons op een zeer
uniforme wijze. De efficiéntie van de amplificatie bleek voornamelijk gehinderd te zijn door
intrinsieke kenmerken van de doelwit DNA sequentie: een hoog percentage aan guanine en
cytosine basen en de aanwezigheid van secundaire structuren. Een hogere annealings-
temperatuur bleek geen merkbaar verschil te geven op de amplificatie van deze ‘moeilijke’

amplicons.
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4.3 Ligatie

De geamplificeerde producten werden aan elkaar geligeerd, om grote fragmenten te vormen.
Ligatie kits zijn echter ontworpen om kleine fragmenten, zoals PCR-amplicons, in een vector
te ligeren [47]. Het ligeren van PCR-producten werd tot nu toe weinig toegepast. Het was
daarom van belang om verschillende condities voor (1) de voorbereidende stappen, (2) de
ligatiecondities zelf en (3) de concentratie van het startmateriaal en uit te testen. De
concentratie van het enzym, de incubatietijd en -temperatuur, de gebruikte hoeveelheid DNA,

spelen immers een belangrijke rol bij de efficiéntie van de ligatie [64].

(1) De stappen voorafgaand aan de ligatie bestaan uit zuivering en het maken van blunt end of
sticky end-fragmenten. Fragmenten met sticky ends hebben een voordeel bij ligatie [49]. Door
de manipulatie van het fragment kan echter DNA verloren gaan. Blunt end-fragmenten,
gegenercerd door de end-it stap, bleken efficiénter te ligeren dan sticky end-fragmenten,
gegenereerd door middel van A/T-additie. De BioRad mastermix bevat een polymerase met
proofreading activiteit, wat blund end-fragmenten zou genereren. De ligatic ging echter

efficiénter door bij fragmenten die blunt end-gemaakt werden.

(2) Verschillende ligatieprotocollen werden uitgetest. Voor de gebruikte kit werd een
incubatietijd van 15 minuten op kamertemperatuur aanbevolen voor blunt end-fragmenten
[47]. De optimale ligatietemperatuur van het T4 DNA-ligase varieert tussen 16 en 25 °C.
Voor blunt end-fragmenten wordt 16 °C aangeraden. Ook een langere incubatietijd heeft een
positieve invloed op ligatie van blunt end fragmenten [64]. Wij toonden aan dat de ligatie
efficiénter doorging bij een incubatietijd van 1 uur bij 16 °C, zowel voor zowel fragmenten

met sticky als blunt ends.

(3) Als startmateriaal werden verschillende startconcentraties van het PCR-product gebruikt.
Aangezien de kit gericht is op ligatie van DNA in een vector, was de optimale hoeveelheid
PCR-product niet bekend bij de start van de masterproef. De verschillende concentraties
werden bekomen door sterker te concentreren met behulp van zuiveringskolommen - die
behalve voor zuivering hiervoor kunnen gebruikt worden - en het aanmaken van een
verdunningsreeks. De ligatiereactie ging het efficiéntste door bij de hoogste concentraties aan
startmateriaal. In deze producten kwam bovendien minder zelfligatie voor, wat vermeden
dient te worden aangezien deze producten in een latere stap (de size selection), verwijderd

worden. Een hoge concentratie startmateriaal geeft ook een voordeel voor de volgende
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stappen: voor fragmentatie is er minstens 500 ng ligatieproduct nodig, een hoeveelheid die

niet kan bereikt worden bij een lage hoeveelheid startmateriaal.

We toonden aan dat ligatiefragmenten een gemiddelde lengte hadden van 1800 bp. De lengte
van de amplicons gebruikt voor ligatie varieerde tussen de 120 en 800 bp, met een piek rond

400 en 600 bp. Dit houdt in dat één ligatiefragment gemiddeld bestaat uit 3 tot 5 amplicons.

4.4 Size selection en fragmentatie

Na de ligatie volgt een size selection met het Agencourt AMPure systeem, waardoor
fragmenten kleiner dan 500 bp weggeselecteerd worden. Deze fragmenten worden immers
minder efficiént gefragmenteerd door de Covaris AFA™. De size selection is bij alle stalen
efficiént doorgegaan, er waren nauwelijks fragmenten kleiner dan 500 bp te zien.
Fragmentatie van ligatieproduct op de Covaris AFA™ werd nog niet eerder beschreven.
Verschillende fragmentatietijden werden uitgetest. De optimale fragmentatietijd bleek 2

minuten te zijn, en komt overeen met de tijd gebruikt voor fragmentatie van gDNA.

4.5 Algemene conclusie

In deze masterproef werd een piloot protocol ontwikkeld voor amplicon NGS op de Illumina
Genome Analyzerye. Er werden primers ontwikkeld en uitgetest voor 559 amplicons
afkomstig van 21 genen betrokken bij LCA (16), RP (9), Usher type IIA (1) en maculaire
dystrofieén (4). Voor de drie verschillende onderdelen van het protocol werden volgende
condities geselecteerd: (1) Voor de qPCR werd een commerci€éle mastermix van Biorad en
een ‘lang” qPCR-protocol geselecteerd; (2) voor de ligatiestap werden gqPCR-producten
gegroepeerd, gezuiverd door middel van kolommen, gevolgd door een end-it stap om blunt
end-fragmenten te genereren, een tweede zuivering en een ligatie van deze fragmenten; (3) op
het ligatieproduct werd een grootte selectie uitgevoerd, met als doel fragmenten kleiner dan
500 bp te verwijderen. Fragmentatie van de geselecteerde ligatieproducten gebeurde op een

Covaris toestel.

Het uitgevoerde onderzoek draagt bij tot de proof-of-concept van dit ligatieprotocol.
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4.6 Toekomstperspectief

Dit protocol sluit aan bij andere, reeds geteste protocollen ter voorbereiding van sequenering
op de Illumina Genome Analyzer,, zoals long-range PCR en microdroplet-gebaseerde PCR
[65,66].

Het uitvoeren van dit protocol op pati€nten met LCA, RP, Usher type Il en maculaire
dystrofieén, het maken van een sequentie-bibliotheek, sequentie-analyse op het Illumina
platform, en data-analyse van de sequenties maakte geen deel uit van deze masterproef, maar
zal plaatsvinden kort na het indienen van deze masterproef.

Bij een gunstig resultaat van deze proof-of-concept run, zal dit nieuwe ligatieprotocol in de
toekomst toegepast worden voor het optimaliseren van een ‘RetNet platform’, bestaande uit

alle gekende retinale ziektegenen, die opgelijst zijn in RetNet [5].

NGS baant zich steeds meer een weg zowel in het onderzoek als in de diagnostiek. Deze trend
zal zich in de toekomst enkel versterken aangezien meer ziektegenen geidentificeerd worden,
en een moleculaire diagnose van een aandoening belangrijk is voor het inschatten van de
prognose, voor reproductieve beslissingen, en niet in het minst voor toekomstige gentherapie.
Naast de reeds ontwikkelde testen zullen diagnostische NGS-testen voor genetische
aandoeningen snel volgen en ook de reeds bestaande NGS-platformen zullen zich meer aan
diagnostiek aanpassen. Met de ontwikkeling van het 454 Genome Sequencer Junior systeem

door de firma Roche, is deze trend reeds gestart [67].
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Bijlage 1: Geschiedenis NGS

1. Advanced Sequencing Technology Development Award

De Advanced Sequencing Technology Development Award wordt jaarlijks uitgereikt door het
National Human Genome Research Institute (NHGRI), een deel van de National Institutes of
Health in de Verenigde Staten. Jaarlijks worden beurzen uitgereikt, met als doel de
ontwikkeling van innovatieve technologieén op het gebied van DNA-sequenering, en het doen
dalen van de kostprijs an het sequeneren. De eerste doelstelling is het sequeneren van een
zoogdier-genoom voor minder dan 100.000 dollar en uiteindelijk voor minder dan 1.000
dollar. Deze verlaagde kost zou op zijn beurt de medische toepassingen van genomische
informatie stimuleren. In de gezondheidszorg streeft men naar het sequeneren van individuele
genomen om zo over te gaan tot personalised medicine, waarbij men de patiént behandelt

volgens diens genotype [29].

2. X PRIZE Foundation

De X PRIZE Foundation stelt een specifieke doelstelling voorop. Het eerste team dat deze
doelstelling met succes bereikt, wint een prijs van 10 miljoen dollar. De doelstelling is zo
opgesteld dat de mensheid er mogelijk baat bij heeft. In het kader van ruimtevaart werd de
eerste X PRIZE doelstelling opgesteld. Ondertussen zijn er verschillende X PRIZE
doelstellingen die betrekking hebben op verschillende onderzoeksdomeinen. Zo kondigde de
X PRIZE Foundation in 2006 de ‘Archon X PRIZE for Genomics’ aan, een prijs van 10
miljoen dollar voor het eerste team dat 100 humane genomen in kaart brengt in een periode
van maximum 10 dagen, met een foutenpercentage lager dan één fout op 100.000 basen en

voor een kostprijs onder de 10.000 dollar per genoom [30].

3. Personal Genome Project

Op het vlak van personalised medicine speelt het Personal Genome Project (PGP) een
essenti€le rol. Dit project stimuleert de ontwikkeling van personal genomics technology in
onderzoeken die efficiént, informatief en verantwoord zijn. Ook zijn de voordelen van deze
onderzoeken identificeerbaar en verbeterbaar terwijl de risico’s relatief laag zijn. Verder zijn

de resultaten van de onderzoeken toegankelijk en hebben ze een voordeel voor iedereen [31].



Bijlage 2: Primerdesign

Tabel 1: Specifieke eigenschappen van de verschillende primerdesigns.

BIJLAGEN

Primerdesign | Primerdesign | Primerdesign | Primerdesign
500 1500 400 600
organism Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
(9606) (9606) (9606) (9606)
product size 250 - 500 500 - 1500 60 - 400 60 - 600
search region 400 400 400 400
extra basepairs 25 25 40 40
overlap 10 10 20 20
cutoff outside exon 175 175 -1 -1
cutoff inside exon 225 225 -1 -1
primer size 16 - 20 - 30 16 - 20 - 30 16 - 20 - 30 16 - 20 - 30
primer Tm 57 - 60 - 63 57 - 60 - 63 57 - 60 - 63 57 - 60 - 63
primerpair diff. Tm 2 2 2 2
primer GC% 30 -50-80 30 -50-80 30 -50-80 30-50-380
rbr;ir;egc bases in last 3 1 1 1 1
primer dNTP conc 1,2 1,2 1,2 1,2
primer DNA conc 250 250 250 250
no SNPs in 5 5 30 30
1. Primerset 500
Tabel 2: 16 amplicons van het 500 primerdesign.
Gen Exon Forward primer(5’-3’) Reverse primer (5’-3°) AR lEen
Lengte
CEP290 E34A TCCAGCAATGAGAATCACAAC TAAGACAGGAGCTCAGGGAA 402
CEP290 E34B TTTGCCAACTGCTGTGAA ACCCTGGTCATCTTATTCCC 438
CRB1 E12B CGAGTGGAAATGTGGAACTT GGAGAAGTGAGAAATGTAGCC 487
CRB1 E12C TTCTGTGGCTTTAGTGGCTA GCAGGTTCTTCAAATGTTCCT 391
CRB1 E6A TCTTCATGACACAGGTGGAA AAATGAAAGTGTGGTTGCGA 480
CRB1 E6B GGTACTTGTGAGAACTTGCC TGTGGGAAATGAACAGAAGC 453
CRB1 E6C GCTGCTAAGTGGCTACATTC AATGATGAGCCAGACGAGAT 383
CRB1 E6D TGGTTTACCAGTGGGAATGA CTTTCTCATCAGTGGGCAAC 431
CRB1 E7A TCCAGAAAGAGGCCAAATCA TTGGGAGAGTTTGGAGTCAG 403
CRB1 E7B ACTCCACTGGTTATGTCATCTT CAGCCTTGGGTTACATTGAC 495
CRB1 E7C ACTAGCAATGCTGACTCCAA CTGGTGGGTCAGTAACATCA 479
RPGRIP1 E9A CCGACCTTCAATTGGTTCAA TAGTAACACTGCTCTGGGAC 275
RPGRIP1 E14A ACCCTCCTCTACCCTAAGAA GGGTACAGTGGGTTTCAAAG 303
RPGRIP1 E14B CAACCTACCACTTTCTGCAC TGGGAAATTCTGCATTGGTG 322
RPGRIP1 E20B AGTGGATTGGAGATGTGTGT TGACTGGCCACTGTCATTAT 250




2. Primerset 1500

Tabel 3: 16 amplicons van het 1500 primerdesign.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5’-3") Reverse primer (5’-3°) AR lEe
Lengte
CEP290 E33 ATAGCTGCTTGTTGTTCTGC GGAATCTCGGAAAGAGGCTA 902
CEP290 E34 TCCAGCAATGAGAATCACAAC ACCCTGGTCATCTTATTCCC 780
CEP290 E51 AAAGACATACCTCCAGTTCAT GACTGAGATGGGAAGATTGC 714
CRB1 E2 CAGCACAAAGGTCACAAAGA AAGTCAGCACTAGAAACCCA 1075
CRB1 ES TTGTTTCCACTAAGCCTCCT TCATCCCTTTCATTCCTCCTT 577
CRB1 E6 ACCTGAGCTATTCATGCACT CTTTCTCATCAGTGGGCAAC 1208
CRB1 E7 GTCCAGAAAGAGGCCAAATC GAGAAGCCTATAGCCGAAGT 988
CRB1 E9 TCAGACCATCCCAGTTTGAT TTGAGGAGAGAGCTTTCCAA 1291
CRB1 E10 AGTGCTTGGGTAGTAGAGTG TTACCTCGACAGCAACCATA 873
CRB1 E12 GCAAGGGAGGAAAGAGATCA AATGTCACTGTTTGGCACTG 1449
CRX E4B CTACAAGGATCAGAGTGCCT GTGCCTTTCATTTCCCTACC 1410
CRX E4C TTCGCTCATTAGCACATTGG CACGGAAACTGACAAACACT 680
CRX E4D GCTCTCCAAGGAAGAGGAA CCACAGACAGAAGGAACAGA 1499
RPE65 E3 AAAGATGGGTTCTGATGGGT TGCATTTCTGGCTGTTTGAA 548
RPGRIP1 E14 ACCCTCCTCTACCCTAAGAA GTGGCAAGGATCAAGAACAA 638
RPGRIP1 El6 CGAGCTACATCCTTCATCCT GGAATGTTGTCTTTGTGGCT 827

3. NGS primers

Tabel 4: Aantal genen en exonen waarvoor primers werden ontworpen. De totale lengte van alle exonen in
bp en de totale lengte van de exonen plus 40 bp up- en downstream van het exon.

Aantal genen 21
Aantal exonen 394
Totale lengte
112.314
(bp)
Totale lengte +
143.834
80 (bp)

De NGS-primers werden aangekocht bij IDT en zijn opgelost in TE buffer (pH 8). LCAI

heeft een stockoplossing 200 uM, de andere platen hebben een stockoplossing van 250 pM.



4. Primerset 400-600 ‘LCA1’

Tabel 5: De 96 primerparen in de gPCR-plaat ‘LCAL’.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5’-3%) Reverse primer (5’-3%) A:zggign Design
CEP290 El AAGAACACTTCCAGATTGTGAC TTTGTGGCCCAATTGTCTG 378 60-400
CEP290 E2 GTTCCACTAATAGCCAAACCT TCCAAGGTGCTTAATTGGTC 302 60-400
CEP290 E3 GAGTCCATCATGATTATAAGGTAACA ATTGCTGGCACTAAGGATCA 378 60-400
CEP290 E4 ACAACCATATGCTCAGTCCT TGTTACCTTATAATCATGATGGACTC 360 60-400
CEP290 E5 GGTAACAAGTTTGATGTCCTGA TGTTGTTGACTCATTTGAACCT 466 60-600
CEP290 E6A TTTACCCGCATAGACCTGAG GTTGGCTCTTCGAAATGAGG 272 60-400
CEP290 E6B TGTTGAACCACCACAACTAC AGTAATTCCAGCTACTCGGT 272 60-400
CEP290 E7 TCTGAAGGTAACCAAACACA TTGGTTCTACTGAGCCAAAT 386 60-400
CEP290 E8 CCAGGGAATTTACATGTAGGG GTGAGGCTTTAAGTGTGGTG 375 60-400
CEP290 E9 GTGTTTGTGAGGTGATTGGA TGCCTGTCTTGGTCATTAAG 574 60-600
CEP290 E10 CCCTAATAAACGTGTTATAAACCAG AATTCCAGGATGACTTCAATGAT 393 60-400
CEP290 El1 AGACATCGTTCAGAGTTCCA AGGAACAGAGATTATGCCAGT 349 60-400
CEP290 E12 TCCATCATTTACAAATGTAAGCACT AAGGCATACTTGTACCCACA 435 60-600
CEP290 E13 AATGCTCAAAGGTTTCAATAGTT TGGGATCACTGATTTGAAGG 399 60-400
CEP290 E14 TCAATCAGGTTAGCTCCACTT AGAGTCACTTTGCCTTTAGGA 554 60-600
CEP290 E15 TTTCTTGAGCCATTTGACGAA CACAGCCAAGAATCTGGAAG 562 60-600
CEP290 E16 CTGAACCCACTGACACTCA TTTGAAAGAGGCAAGTGTGG 338 60-400
CEP290 E17 GGATCACGAGGTCAGAAGAT AAATGAGAAGCTTGTATTGGCT 557 60-600
CEP290 E18 AATCCCACTTTCTCCCTCTC ATGACGTCTCTAACAAAGTTCTG 355 60-400
CEP290 E19 AACAGCAAGGCAAATCAACT GCTATGTCTTCATAGCTCGT 388 60-400
CEP290 E20 GGAGATCTGTACACAGCAGA TTCCAATGATGTCTTTGGTATATGT 320 60-400
CEP290 E21 AACCATACTTCAGTTTCTGC TTATCATGCTTGGCAATGAA 535 60-600
CEP290 E22 CTATCTGCATGCTTTGGTGAT GGCAGGGCATTCACATATC 364 60-400
CEP290 E23 GCAAAGGAAGAAGAAGAAGGG TCTGTGTTGCTTACAGATTTGG 357 60-400
CEP290 E24 CCATCTGAAGAGCATTGAGC GCTATGATACCTCTTGTGTTGAG 333 60-400
CEP290 E25 TGCAATTCAAACATCCCACA GATCAAGTCCAACAAGATGCT 524 60-600
CEP290 E26A TCATGCAAGTGACCTAAGGA GACTGCTAAGTACAGGGACA 347 60-600
CEP290 E26B ACAAACTTACCTCCAGGTGT TCCGAGTGATATATTCCTGCT 480 60-600
CEP290 E27A GCACTCAGTGAAAGAACTCA AGAACTGGAGATTACCAAGGA 394 60-400
CEP290 E27B TAGTTTCCTGTTCCCAGGCT GGACACAGCCAAACCATATC 327 60-400
CEP290 E28 AGATCCAGACAAACCACTT TCCATGGAACTATAATGCTTTC 396 60-400
CEP290 E29 TTGTATACCTGTAATTGGGTTTCTT CCCTCCTTCAGTCTGTTCTT 387 60-400
CEP290 E30 ACATATCCCACTCCCAACAT CAAACATGATAACCTCTGATGGA 382 60-400
CEP290 E31A AGTTCCAGCTATGTTTGCAC CTCGTTTGGAGGGAAGAAAC 366 60-400
CEP290 E31B CCAAGGGTAAAGCTCCACTA TTGTAGATCTCATGTGCCACT 390 60-400
CEP290 E32 CAGGAGAATGGCATGAACC ATCATTATCATCAATGGAGGAATGT 394 60-400
CEP290 E33 AAAGCAGTTGCAGCATTGAG ATGCCTGTTATGTGCCTGAT 358 60-400
CEP290 E34 CATTCTATGCATTGCCCTCA AGAGAAGTTGACCTGGAACG 522 60-600
CEP290 E35A AGCTACTCGTGGTTTAGTCA TCAAACCATTGCAAACATGC 305 60-400
CEP290 E35B CTTGCATGTTTGCAATGGTT GCATGCAAATAACTGCTGTC 388 60-400
CEP290 E36 AGGAGGAAGAATGATCAGAGC GGGACATGCATACCAGTCTA 418 60-600
CEP290 E37 TGGCATAGCAAACACTTATG TTTGATCATTTGAGGAACCAA 369 60-400
CEP290 E38 CAACACGGAGATTTATACTACCAT GGTGACAGAGTGAGACTGG 396 60-400
CEP290 E39 GTGTCTATGTCTAGCCACCA TCAATGTGGAAAGAATTGAGTGT 475 60-600
CEP290 E40 CTACTACCTCTATATTGTAAATCAGACA TTGTGGGTGTTTGTTGAAGA 529 60-600
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CEP290 E41 AGCCAGGTCATCAAATTAAGG AAATGCAGAAGCAGCTACC 390 60-400
CEP290 E42 AATTTCCAGGTCACTAAAGGA CGTTTCGTAAGGGATACTCA 370 60-400
CEP290 E43 CCCAAGCTTAAGACAACACA TGGTTTGGTAATGAGTATGCAA 328 60-400
CEP290 E44 TGGCCAGATTAAGAAAGAAGT GAGCTTCTTGAGAAGACCAT 593 60-600
CEP290 E45 AAACATAACAACTAAGGAAGGAGT TTTCACCAGAACACTCCGA 338 60-400
CEP290 E46 ACAGATGCAGAATAAACACTGAA TGGTTTGGCAATACAGTTGAA 332 60-400
CEP290 E47 AGCCTTGCCTCTCATAAGTT GCCTGTTGTATTGTTGGTACTT 394 60-400
CEP290 E48 ACAGACACTCTCATCAAGGAT TGGGAACTTCGTTCTCACT 377 60-400
CEP290 E49 AGGAAGAAACCAGGTTATCCA TTGAATACACTGAATCTATGAGAACA 340 60-400
CEP290 E50 GCAAGGAACATCTTGCGAT CCTTATCTCTTGCCACCACT 381 60-400
CEP290 E51 TGCTTGTCTCTAGTTGTAGCA CTAGGACAATGCCAGTTATGC 361 60-400
CEP290 E52 AGACCCAAAGCTTATCAGGA GGTGACATTGTAGCATTGAGA 377 60-400
CEP290 E53 AGGATACGTAGTTAAAGATGGT TAGCACATACCTCTTTCTGC 382 60-400
CEP290 E54 GAAATTCACCAGAGCTCACT TTCTTCTGCCTTTATTGCTGT 598 60-600
CRB1 El ATGAATCCAATCCAGCCTGA TGACTGTTCACATTGACTGG 515 60-600
CRB1 E2A CAGCACAAAGGTCACAAAGA CATTTGCACAGAAAGCTCCT 303 60-400
CRB1 E2B CAACATGAAAGACCCTTGCT AGCACACTCATCGTGATCTA 255 60-400
CRB1 E2C CCAACATGGAGGTATTTGCC TCTGCTTCTGCCACTTAGAA 359 60-400
CRB1 E3 TGACAAGTGCTCTGGTAAACA TTAAGCCGAGAACGTGAGAG 392 60-400
CRB1 E4 AGTAAGATGATGCCATGGGT TCATTTGCTATAAGCGATATGTGT 322 60-400
CRB1 E5A CCTCCTCTTACCAGATTCCC ATCCAGGCTGACAGATACAG 330 60-400
CRB1 E5B AGCTGTCCTCAGAGAAACAA CAGTACAGCTCTTCCTGCTA 201 60-400
CRB1 E6 TATGTACTCCCTCGTTCTGC ATGTTCTAGCTCTTTGGCAAG 366 60-400
CRB1 E7 TGTGTTAAGCAGGGATAGGA CTGTTATAGCATTAAACAATAGTTGC 395 60-400
CRB1 ESA TCTTCATGACACAGGTGGAA GGCAAGTTCTCACAAGTACC 263 60-400
CRB1 E8B GAATCCACTGCGAAGAAGAC AAAGTGTGGTTGCGATTTCA 287 60-400
CRB1 E8C ATCCCTCACTTCCAAGATGG GGTGTTGTGGGAAATGAACA 317 60-400
CRB1 E8D GCTGCTAAGTGGCTACATTC AATGATGAGCCAGACGAGAT 383 60-400
CRB1 EBE GGTGTTGCTCTGCTTAACTT TGTTTCATAGCAGGCAGAAG 355 60-400
CRB1 E9 GTCTGAGAGGTAATTGTAACGG TTGCCTCAGCATAATTTCCC 342 60-400
CRB1 E10A GTCTTCCATCCCTTCTGTCT TTTGGGAGAGTTTGGAGTCA 291 60-400
CRB1 E10B AGATTTGGCCAGGATGACTC AGGCCACCAATGTAGATGAC 361 60-400
CRB1 E10C TGAACTGTATCAGTCTTCACAA TACTGGTGGGTCAGTAACAT 379 60-400
CRB1 E11 AAAGATGCAGGGAAATTAGCA TGTTTGCTCTTGGAACAACT 345 60-400
CRB1 E12A TCAGACCATCCCAGTTTGAT GTGATATTGGTGAGTTCTCTGG 386 60-400
CRB1 E12B TTAATGGACAAAGCGGTCAA TCGTTGTCCACTTCCATTTG 312 60-400
CRB1 E12C TCAATTGCAAAGTGGCAACA TTAACTGCAAACAGCCAGTG 391 60-400
CRB1 E12D GGGAGACAGAGCTATTGACA TGTCTTCACAGTTTCCTCCA 223 60-400
CRB1 E12E CCTGCAAGGGTGTCTAAGTA GTTCACAGTGTTTCCCTGAC 250 60-400
CRB1 E12F CTGTTTGCATGGAGGAAACT TTGAGGAGAGAGCTTTCCAA 394 60-400
CRB1 E13A AAGCATTTGTAGCTCCTCCA TTCCAGAAGGCTCTAATGTGA 287 60-400
CRB1 E13B GACAGAGCAGATTACCCTCA CTGTCTGAACCTCTATTTCAGC 264 60-400
CRB1 E13C ATATGGTTGCTGTCGAGGTA CCCTAGCCACTCAAATACAT 234 60-400
CRB1 E13D AAATGGAGTTGGTCAATGGC ACCTCTCAGCCTCAGTTTAC 331 60-400
CRB1 E13E CTGTGCTGTTCCAGAGAGAT CAAAGGCAACATCACAGAGG 203 60-400
CRB1 E13F CTCTGATCCGTGTGTCAATG CACAGACAAAGTGCTTCTGAT 388 60-400
CRB1 E14A TTTGCCTTTGTTGCTACATGA ACTGAGCCAATAGTGGTGAA 343 60-400
CRB1 E14B TTCACCACTATTGGCTCAGT AGTGTAATCCCAGTTGCAGA 297 60-600
CRB1 E14C TTTAGGAGCATTGTGTCCCT TGATAGCCACTAAAGCCACA 296 60-600
CRB1 E14D GTGCCAGTAATTTCAGCCTT AGTCATTCCCAGAGCTTTCT 312 60-400
CRB1 E14E TGTGGCTTTAGTGGCTATCA GCAGGTTCTTCAAATGTTCCT 388 60-400




5. Primerset 400-600 ‘LCA2’

Tabel 6: De 94 primerparen in de gPCR-plaat ‘LCA2’.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5’-3") Reverse primer (5’-3%) A:zggign Design
AIPL1 El GCACACCTGGAATGTTGAA AAAGGTGGATGGGATAGGAG 379 60-400
AIPL1 E2 CTCCATCTTCACATGCACAG CTTCTGCCGGGCCTTG 398 60-400
AIPL1 E3 TGGCTTATGAACCCTCTCG TTTATGGCCCACCTAGCTC 388 60-400
AIPL1 E4 CTCCTGCCCAGGGAGA GGGAGATGTGCCACAGG 396 60-400
AIPL1 E5 AAAGTCCAGGAAGGCTATGG TAAGGAACCTGCAGACCAAG 368 60-400
AIPL1 E6A TGGGTGTGTCTGACTTTGAT CTTGGAGGCTGGTGAGTC 588 60-600
AIPL1 E6B GTGTCCTGCGTAAAGTTACAA GGTCACTTCTGGTTCGATTG 398 60-400
AIPL1 E6C CCTGACCTCAGGTGATCC GCTCTGATCCTTTCTCATGC 329 60-400
AIPL1 E6D ACACTGCAGCTTCAATACAG CCAGTGGTAGGGTAGAAGAA 403 60-600
AIPL1 E6E ATCAGACACAGAAGGAGGTC CGCCTATAATCCCAGCTACT 573 60-600
AIPL1 E6F TTGCTTACAGAGCAGAAGGT TTAGTCTGGTGTCCAAGCTC 385 60-600
AIPL1 E6G GTCACGAAATTGGAACCACA ACCTTCTGCTCTGTAAGCAA 175 60-600
CRX El GCCCTAATTGCCAAGATGTC CAAACACAGCCACGAATAAGA 365 60-400
CRX E2 GAGGACACAGAGGTACAGAG CCAGAGGTCCTCCAAGAGA 341 60-400
CRX E3 GTAGAAGGGCAGGGAATGT CTCCTCCCATCACTCTTTGT 377 60-400
CRX E4A GCTGGATGCAAAGTAGACAG CCATGGGAGAAAGGTAGGG 553 60-600
CRX E4B TCTCCGAGCTCCTATTTCAG GATCTAAACTGCAGGGAAGC 349 60-600
CRX E4C CTACAAGGATCAGAGTGCCT GTACTTCAGCGGTCACAATC 301 60-600
CRX E4D CATTCCTGAGAAAGCAACCC CACGGTGATTCTGACCTAAAC 282 60-600
CRX E4E GAAAGTGGTGCTGAGAACTT CCCAGCTAATTGGGAGATTG 599 60-600
CRX E4F TGCAGACACAGTCTAGCTC CTGTAATCCCAGCACTTTGG 573 60-600
CRX E4G TTACAGGTGTGCTCCATCAT AGGTGCCTTTCATTTCCCTA 489 60-600
CRX E4H GGACCGTTTGAGAGACAAAG ATGACCTCAATCCGTCTTCA 549 60-600
CRX E41 GCAGCCCTACATTTCAAACA GACAAACACTCCACAACCAA 421 60-600
CRX E4] TTGGTTGTGGAGTGTTTGTC CAAAGTGCTGGGATTACAGG 404 60-600
CRX E4K GGGAGGTATCAGATGACGTT GTAGAGACAGGGTTTCACCA 296 60-600
CRX E4L CTGTAATCCCAGCACTTTGG CCCGGTGAATAAGGAGAAGA 536 60-600
CRX E4M GTTGGGACCAGAATCCACTA GGCCTTCACTACTTCTCACT 210 60-600
CRX E4N GTTCTGGGAAGGAGTGAGAA AAGGAAAGGAGGGTGATGAG 528 60-600
GUCY2D E1l AAGGACCCTAATCAGCTTGG GGAGGCTGGGAAGACTAAC 341 60-400
GUCY2D E2A ATCATCCCATGGGTTACTCG GCGATCCCGGCTTCTT 550 60-600
GUCY2D E2B TCGTGGGTCCGGTGAA GTAGTGGATCGTGTCGAAGG 561 60-600
GUCY2D E3 GACTTCCATGGAGCCCTT GTGGTTCTTTCTCCATTGGC 559 60-600
GUCY2D E4 CCTGGGAACAACTAACTGGA GCATCGAAGACGGATTACAG 574 60-600
GUCY2D E5 CTATCATTCCCAGCCTCTCC TTGCTGCAGACTTCCATTTC 312 60-400
GUCY2D E6 GGTTCACTCAGGAGTAGAGG CCAGGGAAGGAACCAAATTTAC 371 60-400
GUCY2D E7 CGCCTCCCATCTTTAAATCC TTTGAGGGATCCATGACCTT 374 60-400
GUCY2D E8 GAAGATGCATTCTGGGACAG GGGACACTTAACTGAGACCT 295 60-400
GUCY2D E9 TTCTGGGTCTGGATACTCAA TTGGAATGGGTAGGGTAAGA 399 60-400
GUCY2D E10 GTTCAAGTCCTCCCTCCTG ATGTGGGATGAAGAGAGTGC 396 60-400
GUCY2D El1l CTTTCTCTGAGATGGCTCCT TTTAGAGGAAAGAGTGAGGCT 399 60-400
GUCY2D E12 ACACACACTGAACCTCTGAT TGTCTCAGGTTGCTGACAA 360 60-400
GUCY2D E13 TAAAGAGGGCATGGCAAC ACAGTGTCACTTGCTCAAAG 384 60-400
GUCY2D El14 GACCGGCTGCTTACACA GCTGGAGGCTGGTGAAG 374 60-400
GUCY2D E15 CTCAGTCCTTCCACTAGCA GCCTCCTCTACAGGAAATCT 377 60-400
GUCY2D E16 GAGGATGCACTTAACAAGGC CACAGTGCTCAAGTTCACG 345 60-400
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GUCY2D E17 GCATCTCCACAGGTCCAT AGGGTGAGCTGAGGTTTG 381 60-400
GUCY2D | E18_E19 | CAAACCTCAGCTCACCCTT TCTAAGTCAGAAAGGGATCGG 558 60-600
GUCY2D E20 TGTTTACACTACCTCTGCCA TCTTCAGGCCATCTCTAAGG 555 60-600
IMPDH1 ElHav | CTGCTACGCAGATGCC AGATTACAGGCTGTGGAGAT 374 60-400
IMPDH1 El CCTAACCCTTCGCACAGT TGTACCCTCGCTGAATCTG 598 60-600
IMPDH1 E2_E3 | GTCTTCGGAGAGACCTTGAG GAAGGGTTAGGTGCTTCGT 353 60-400
IMPDH1 E4 CCACGTCCGTCTGCTC GCTGAGCCCTTTGTGC 528 60-600
IMPDH1 E5 GTCTCTCCATCTCTCCATGC TGTAGCCTCTGCTCCTCTA 264 60-400
IMPDH1 E6 TGAAACCAATACCTCCCATCA ATGTAGGAGCTCAGTGAGTG 317 60-400
IMPDH1 E7 TTCTGCGGGCAGAGATG TGTGAGTTACACACCTGCAT 477 60-600
IMPDH1 E8 GTGAGGGTCCTCTCTACAC ACAGCTGCATCCTCTGTT 342 60-400
IMPDH1 E9 TGTAAGGCTGTGAAGGAACA TTTCTTGCTGAGAAGGACCA 355 60-400
IMPDH1 E10 TAAACCTCCACTCTGCTGAA TCCACTTTCATCTTCACCCT 345 60-400
IMPDH1 E11 ATCACCTAGGGATGCTGAAG GTTCATCCACTCAGGCTCT 253 60-400
IMPDH1 E12 CTGGCAGAGAGAGTACTTGAT CCCTCCAATGAGTAACCCTT 381 60-400
IMPDH1 E13 GGGAGCCCATCATCACTAC TTATGCCTCAGACACACCAT 397 60-400
IMPDH1 E14 CCCACCTCTTAAGGGCAA GTGTACAAGGTGGCTGAGTA 588 60-600
IMPDH1 E15 ATGGACCTAGGAGGAAGGTA CTTAAGTAGCAGACCCAGGA 407 60-600
IMPDH1 E16 CCTCAGCTTGACCTCAGAA CATAGCAGGCATCCAACAC 318 60-400
IMPDH1 El16Hav | TCCATCATGGTGTTGGAGTT CAGTAGTTGCAGGCATGTG 293 60-400
IMPDH1 E17A GGTGCCCTACAGGAGAAG CACACACCCACTCTTGTTC 413 110-450
IMPDH1 E17B GTGCAAAGTTAAAGCCTTCG CTCCTGGCTTCTCCTGTAG 331 60-400
IMPDH1 E17C CAGGGCATACAGACAGGAT ACTTCTGAGCTCCTGACCTA 312 60-400
IMPDH1 E17D CTCAACACCCTCAAACCTTC GCTTTAACTTTGCACACTTGG 193 60-400
RPGRIP1 El TGCATGTAACTGACTGGACT GCAAGATGTTCCACAGTGAG 224 60-400
RPGRIP1 E2 ATGCTCTCTGGACAAGATGT CTGAGGTCAGGAGTTCAAGA 493 60-600
RPGRIP1 E3 GCCCTCAAAGAGTTACAGTG AAAGGAGGGAGTGAGAACAA 576 60-600
RPGRIP1 E4 GCCCTTCATGTTCCAGTTTC TTGACCTAGGGTCGACTTTC 314 60-400
RPGRIP1 E5 GTACCAAGGTTACTGATTCACTT CTCTGAGATGGAGGAAAGGT 398 60-400
RPGRIP1 E6 TAAGACGGGAAGGCAAGAG GTTGTGAGGCTTGGATTTGA 385 60-400
RPGRIP1 E7 AGTGTGCTAAGTAACAGTACCT ATTTGCTCCAGCAATAGGC 598 60-600
RPGRIP1 E8 GAGAATGCTAGGGTTGCTG CCAAGCTTTCCCTCTAATGG 395 60-400
RPGRIP1 E9 CCGACCTTCAATTGGTTCAA AGTGTCAAATTCCCTTCCAA 397 60-400
RPGRIP1 E10 AAGGCAGTTGGTAAATGACAG TTCTCCCAAACCAGAGGTAG 377 60-400
RPGRIP1 E11 ACTTGATCCAACTCTGACCA TCTTCCCTAGAGATATTTGCCA 298 60-400
RPGRIP1 E12 TTGGAGTAGTTTCTGCTGCT TCAGGATAGCACATCACCTG 381 60-400
RPGRIP1 E13 GTCTTCTTGACCTAGCCAGT TATGAGAGGCACCCTTCTTG 336 60-400
RPGRIP1 E14 CCTCCTCTACCCTAAGAAAG AAAGCAACTGTAGGCTTTG 586 60-600
RPGRIP1 E15 CTTGTTCTTGATCCTTGCCA ACTAGTTGTGGTGTGACAGT 348 60-400
RPGRIP1 E16 TCATAGCTCTTCCTCACCAC GGCTCTAAGTCTTCTGCTCT 596 60-600
RPGRIP1 E17 GTGCTGACAAATGCTCACT TCTCCTTCAAATCTGCTCCA 316 60-400
RPGRIP1 E18 CCCAAATCCCTTTCTTGTGT TGCTTATCTTGTGTGTCTGC 384 60-400
RPGRIP1 E19 GAAGGCAGGAAGGAAGGAA CTTGAAAGCCTGATCTCGTG 295 60-400
RPGRIP1 E20 GTGGATTGGAGATGTGTGTG GTTTCTCCATGTTGGTCAGG 348 60-400
RPGRIP1 E21 GATGGCGTATAAGCACTTGG TGCACACAACACTTTGAACA 394 60-400
RPGRIP1 E22 TTTCAAAGCAGTTGGTCCAT AAATATTCAGCATCAGCACAA 325 60-400
RPGRIP1 E23 TCAAGTGATCTCACCTCAGC AGATTTCAATCCACTTTGTGTCT 599 60-600
RPGRIP1 E24 CAGTACCTAACCTGACAAATACC CTGCCTGGTAAAGTGCTAAG 399 60-400




6. Primerset 400-600 ‘LCA3’

Tabel 7: De 93 primerparen in de gPCR-plaat ‘LCA3’.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5’-3%) Aigggfgn Design
CEP290 IVS26 GGAGGATGTAAGACTGGAGA TAACGCTTACTGCATCCTCT 523 210-550
LRAT El TGAGCTTTCCGGGTCTG GAGGGCGTCTTGGAGAG 394 60-400
LRAT E2A TCCTTATCCGTCTCATTCCC TAGATGCCATAGTGGGTCAG 416 60-600
LRAT E2B CTTCACGCTCTTTAGTTCGG GGAGGTGTCCAGGAATTAGAT 583 60-600
LRAT E3A CTTGGGTTTAGCCACCTTTC CAGTAAGCACTTTGCGTGAT 352 60-400
LRAT E3B TATGGATGGCTGGCTAACTT TTTCCAAGGTTTGGATGGTG 244 60-400
LRAT E3C AAAGCACCATCCAAACCTTG ACACACACATGCCAAATACC 590 60-600
LRAT E3D ACTAGGAAGCCTGGAATTCAT AAGACCCTCAGCAGAATCAA 541 60-600
LRAT E3E ACCCAAACAAGTAGAACCCA GTTGTGGGCAAATTAGTGGT 358 60-600
LRAT E3F AGCTAGACTTGCATTTCAGG ATCTTAAGAACGTCCTTGGC 550 60-600
LRAT E3G GGTGTTCTCTGGACCTATTCT GCCTCCTGCATACAGATTTC 509 60-600
LRAT E3H TACAGTGCTGTGGGAATACA CATGAGTAGCTGGGACTACA 491 60-600
LRAT E3I AGCACATCTTCCTGATCACA TGCAGGAGCATAAGGATGAA 446 60-600
LRAT E3J] AAGAAGAAACCCTGAGCCAT TTCCTTCAGTCAGTCAGCTT 381 60-600
LRAT E3K TGTCAGATACTAGGCAGGTG GTACCAGACCATTGCTTTCC 445 60-600
LRAT E3L AGGAAAGCAATGGTCTGGTA GAGTCTTCCTTGACACTCCA 277 60-600
LRAT E3M CCTGATGGAGTGTCAAGGAA TCAGTCTGAAGACAGATCCAC 595 60-600
RD3 E1A TTTCCAGCTGCCTGGT CTGCTTTATTTCCAACACAATCA 599 60-600
RD3 E1B CAAGACCATTCTCACCCAAC TGTAGGAGGGAGCTGATAGA 123 60-600
RD3 E1C TATCTGTAGAGGGAGTGGCT GAAACATTTGCCAACAGCAG 198 60-600
RD3 E1D GGCAGTCTACATCCTCAAGT GAATGCCATCTGGACACAAG 404 60-600
RD3 E1E CCTCAGCCCTAACTTCCAA AGAGAACCAAAGAGAGGCAA 294 60-600
RD3 E2 CCCTCTTGCTCCTTCTAACA GAGCAGGTCTTCTCTCCTG 558 60-600
RD3 E3A GATGGTCCTGATGTCGCT CTAATTGGCCATGAGGATGC 316 60-400
RD3 E3B AGAACCAGGAGATGAGGATG AGAGGATGAAGCAGGAAGAG 527 60-600
RD3 E3C ACTAGCAAGAAGGCATACCA TCCCTAACTGGCAGATTCAA 199 60-600
RD3 E3D ACCCTGGAATTGAGAAACCT TGGTATGCCTTCTTGCTAGT 497 60-600
RD3 E3E TCATCAAGGCCTAACCATGT GGCAGTGGGATGAGAATCTA 345 60-600
RD3 E3F TTCCACTGAGGGAATACACA GCAGCTGAGTGAAATGTTCT 315 60-600
RD3 E3G GACCATTCTGGGCAACATAG GGAAGTGTCTACCCTCAACT 582 60-600
RD3 E3H AAGTGTAGAACTCCCACCAG TTCACTTGGTTGCCAAACTT 387 60-400
RD3 E3I GAACACCACATTGAAAGCCT TATGTTGCCCAGAATGGTCT 503 60-600
RD3 E3] GTCTTGAACACACTCAACCC ACCTGGAGGGAGATTCAAAG 444 60-600
RDH12 EINCBI | TTGCCCTACCCTTTCTCTTT GCAGGTGGATCATTTGAGAT 297 60-400
RDH12 El GATATGATGGTGGCCTTTGG ATCAGATCATTCCCAGCAGA 236 60-400
RDH12 E2 GGGTTTGTGGCTAAAGTTAGAA CCTCTGTCAGCCTCCTTC 590 60-600
RDH12 E3 CAAGGAAAGTCTCCATTGGC AAGCCTAGGAGGAAACACAA 502 60-600
RDH12 E4 GATGGCTGGGAGAATGAATG GGTGGATGATGGTTCTGATG 365 60-400
RDH12 E5 AAGGGAAAGGGCAATTATGC CAGGAGAGGTACAGTGAACA 349 60-400
RDH12 E6 AATTGGTTCACACCCAGAAG GCTGTGGACCTCTAATTTGG 383 60-400
RDH12 E7 CCCTCCTTCTCACTTGTGTA TCAGCTTCTCAGGATGAACA 369 60-400
RDH12 E8A ACATTCTGAGAAAGGGACCA AGTCTCACAAGAGTGTCAGG 359 60-400
RDH12 E8B GAATCCTGCCTGCTCTGA GGCTGGTTTCCTGATTTGTT 557 60-600
RPE65 El CTCAAGACTGCTTCCAAACC TCCCAAAGCCATAACTCCTT 358 60-400
RPE65 E2 TGAGAGACGCCAAGGAATAG CAGCTCTGCCTCTATCTCTG 232 60-400
RPE65 E3 ATAGGTTGCCTCCTGAGTTC CCTTACCAAGGACAAGCCTA 319 60-400
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RPE65 E4 TTGTCAGTAACCTCTACTCCTC ATGGCCATTCTAAGCTCCA 326 60-400
RPE65 E5 AGAATCATACATTCGCAGCA ACTGAACCCAAACTGAATGT 335 60-400
RPE65 E6 GATGAGGGCAGTACTTCTGA TGCACTTAGGATGAGAGTTCA 398 60-400
RPE65 E7 GTATCAAAGGTAGGCAAAGCA CGTTTCCAAATCTGCTGCTA 367 60-400
RPE65 E8 TGGAAGAGGTTGAAAGGAGA CAAATTTGTCTGTGGCTTGAG 385 60-400
RPE65 E9 TGTGATTCAGATTGAGTGCAG GAGCCAACTACATGGATTGTT 384 60-400
RPE65 E10 AAGCTCCTTCTAGCTCTCAA ATACACCTGGCTCAATAGCA 383 60-400
RPE65 El1l ACCCTATCTGGAACAAAGTGA TGCATTTCTGGCTGTTTGAA 367 60-400
RPE65 E12 CAAAGATGGGTTCTGATGGG CCTCGTCAAGGTGAGATGA 382 60-400
RPE65 E13 ACGAACTAACATACAGAACTGC TCACTTTGTTCCAGATAGGGT 297 60-400
RPE65 E14A TTCAGTTATGGCCTGTCTCA CAGGTGGTACAAGAGTCAGA 535 60-600
RPE65 E14B GTTGAGAGGCCTCAGTTGAT AAAGCACTGAGTTGAGCAAG 495 60-600
RPE65 E14C CTGGTCAGTCTGTTCCTTCA TGCGTATACGTAACTGCTCA 567 60-600
SPATA7 El CAACTGTCCTCCTAGTACCG CGGCCTTGCACTCAGC 356 60-400
SPATA7 E1Ens | GCCCAAAGGAAAGTTGAGTT TACAAGTCAAGGTGATGCCA 221 60-400
SPATA7 E2 ACCTGATAGCAAACTAGCC GCCAGTAAAGGAAACACTC 399 60-400
SPATA7 E3 AGGTTTGAACCCAAATGGTC AATGAGAAGTGAAGCTGGAG 355 60-400
SPATA7 E4 GATAAACAGCTGCAAGGTCT TGGCACAGGAATTTCAGTTT 337 60-400
SPATA7 E5 TCCATTTATTACTCTAACAAGACCAA CCAATGGCAGAGTAGTTGTG 386 60-400
SPATA7 E6A TTGTAAACCCTTGAGGCTATC GGAGTTCTTCTCAGGACCAT 258 60-400
SPATA7 E6B GAACCGCAAATTGAGGATGA ATCAGATCTTAAGGCTGGCA 563 60-600
SPATA7 E7A AAACCTTGTTACCACAGTGC CAACTTCTGCACTACTCTGC 480 60-600
SPATA7 E7B ATTACTAGAGGAGCCAGCAG ATTAAGCCCTTACCAGGCTA 596 60-600
SPATA7 E7C CCTCTGAGAGCTGAATTTCC CTGTGCCAAGCATTTACTCA 380 60-600
SPATA7 E7D GTGAGTAAATGCTTGGCACA TGCTGAAGAGCATCATCCTT 591 60-600
SPATA7 E8 AAAGTGCTGGATGGATAGAA ATTAAATAGTACTTATGCGGCAA 375 60-400
SPATA7 ES TCTGAAACACTTCTGGTTCC GTTCGAGATGATGGATATGCT 395 60-400
SPATA7 E10 AGTACATTGGTAATGGTAGAGATAGAT | TTCTCCCAAGTGGTGAACTT 399 60-400
SPATA7 El1l CAGGAAAGGATTAGTCTTCAGC CCTTTCACTTCTCCCACCA 351 60-400
SPATA7 E12A GGTGGGAGAAGTGAAAGGAA GACGTTCCTGCTGAATTGTT 287 60-600
SPATA7 E12B CTGGGAATTCAGAACCAAATGA CCGCTAGGTTTCTGGTAACT 597 60-600
TULP1 E1l GCTCAGGCTTTCTTCTTCA CTGGAGTTGAGATTCTTCCC 386 60-400
TULP1 E2 TATTCCTTCCCTGGAAACCC CTCTGACAGGTCTGGAAGG 359 60-400
TULP1 E3 CGGCTTCCATTCAGCTTC CGGCTCAAGGGATTAGAGG 393 60-400
TULP1 E4 TCTCTGGGCCGTTCCC GTGTGGGCTGCGGAAG 580 60-600
TULP1 E5 ACCATCACAGCATTGATTCAT AGCAGTCTGGAGGAACTG 597 60-600
TULP1 E6 CCCAACCAGAAACATGGC GGGACTATAGGCAGGACAAG 345 60-400
TULP1 E7 GCAAACTCCTTACCTAGCAC GACCAAGAAGAAAGGTGAGC 312 60-400
TULP1 E8 TCTGTTTGCACAAATCTGGT GGAGCATCCAAGTGAGACAT 359 60-400
TULP1 E9 GGAAGTAGGAGGGATACATGC CCAGAGCCTCCTAACTTGG 371 60-400
TULP1 E10 TGAGCTGCAGGGAGAAATC ACAGAAAGCGGTGAGTTGT 371 60-400
TULP1 El1l CTATGTACATCAAAGCGAGAGG CAAACGGGCCTGATTTCTC 352 60-400
TULP1 E12 TGCCAGGAATGATGACG GCCTAGATAATTTGGCAGGT 599 60-600
TULP1 E13 TGTCCACTGATGTCTTCCAG CTATGTGAGGACTCCACCTG 481 60-600
TULP1 E14 GCTTGAATGAAGGTCAGCAT TGCCAAGCCTATTCTCAGAT 389 60-400
TULP1 E15A AGAGGCAGTGAGAGGTCA AAGGTTGAGGGCACTGTC 343 60-400
TULP1 E15B TTCTCCCTTTCTCCCTCTTC AAAGGATTCAGTGGAGGCT 659 160-700




7. Primerset 400-600 ‘LCA4’

Tabel 8: De 84 primerparen in de gPCR-plaat ‘LCA4’.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5°-3") Reverse primer (5’-3%) Aigggfgn Design
1QCB1 El AGTTTCCACACCAGATCTCTA CTCACGTTCTGATTGGCTTA 341 60-400
1QCB1 E2A TCCCAATTTGAACAATGAGCA GGAGAAAGAGGATTCGGAGA 592 60-600
1QCB1 E2B TGTAGAGCTGGGCCTTAAAT GTGACTTTGTGCCAGCTAAT 191 60-600
1QCB1 E3 GTACCAACGATGGAACCATTT CCTCTCAAACAAGGCAAGAAA 295 60-400
1QCB1 E4 CCAATGCTTGTTAGGCAGATA AGAGGTCTTAACACTATAATAGAACAG 395 60-400
1QCB1 E5 TTTCAGCCAAATATTGCACA CAGTGTCTCTAGAAGCTTGA 289 60-400
1QCB1 E6 TGTGGTTATCTGCACAGTTC AGATCCAGAAACTGTATCCTCT 309 60-400
1QCB1 E7 GGTGATGGAACTTCAGCATT GTCATGCTTTGATTTGGTTTGA 388 60-400
1QCB1 E8 TCTACATAGGTCAGTTATCAACTCT GTCCGGCATCAAGTTACTG 388 60-400
1QCB1 E9 AAGAGAAAGAAAGTGAGGAACA AATTCTCAGGAGGGAGGAAT 398 60-400
1QCB1 E10 AAGTGCATCTGGTTACTGGA ACCCATCTTGTTAGAGCTAGAG 395 60-400
1QCB1 E1l1l GGAGATTGTTCATCGTCAACT GAAAGATTGCACAACAGCAG 519 60-600
1QCB1 E12 TTGACCAAGGCTTTACAACA CATTGTCCTGATTCCAGAACT 316 60-400
1QCB1 E13 GCAGAGTCTCCTTCACTACT GTCACTGTTCTCCTGCATTT 513 60-600
1QCB1 E14 ATTGTGTGCTGGTCTGATCT CTGCTAAGTGGTTGGGTACT 377 60-400
1QCB1 E15A CTCTTTGCTTACTGCAGGTC GCTCTGTAGCTTCCAAGTTC 449 60-600
1QCB1 E15B AACAGGGAAATGTCCTTCAA ACCACCTTAGTGAGTAACCC 489 60-600
1QCB1 E15C GGTTGGAACCAAATAATCATAAAGG GTTAACATAGGAGGTGTGTGC 284 60-400

LCAS5 E1A CTTCAAAGCCCACCTCCAA TTCCAGTTCCACTGAAGCC 379 60-400

LCAS5 E1B TCCTAGGTCTTCCTTCTCCT TGGGAGTTTGGTCCTAAGAG 267 60-400

LCAS5 E2 TGTTCTCGCATTACTGAGGT ATGGGTCCTAGGAATTGGTC 292 60-400

LCAS5 E3A ATGTACTTGGCCATCTGAAG CAGAAGTAGTTGTATGTCAGGT 598 60-600

LCAS5 E3B AACGTAAATCAGCCCACTTC ACAAACTTCAGATGGCCAAG 162 60-600

LCAS5 E4A TCATCTCGTTCAGGTAGGTG AGAATGTTACGGACCCACTT 559 60-600

LCA5 E4B TGTGGCATCTCTTACACAGT TTACAGCACTCAAAGAACGC 550 60-600

LCA5 E5 ATTCAACCATGCAACACAGT ACACTGCCATGTGTTATGTT 514 60-600

LCA5 E6 TTCCTTCCCTTCCATTTCAGA AAAGGAAGCTGAACCAGGTA 302 60-400

LCA5 E7 ACACGATACCTCTTTCCCTT CATGCCAGCTGAATTCCAT 365 60-400

LCA5 E8 ATGCAACTTGTCCTTATTCCC GGAAATAATCCTGTGCGGTT 569 60-600

LCA5 E8HavA | CATGATCTTGTACCAGAGGGA GGCTTATCAGGAGCCATACA 471 60-600

LCA5 E8HavB | GGAAGAAAGGTTCTTTGCCT GTGAGTGAGTTGTGTCATGC 584 60-600

LCA5 E9A CTTTCTTCTTCCTCTCCTTGC AGTGTAGAGTCTTTGCTCCAT 481 60-600

LCA5 E9B CACTGGCACCAAATAACTGT GGGAAACTGGAAGGTACCAA 530 60-600

LCA5 E9C GTCTCCTTTACTGGAAGCCA ATGAGTTCGCATTTGGTAGC 253 60-600

LCA5 E9D AAAGCCTCCTTCATTCTTGG CAAATTCTGTGGCTTCCAGT 420 60-600

LCA5 E9E AGGACTGCCACGTAAGATAG ACATGCAGACGATAAACCAG 582 60-600

LCAS5 E9F AGTGTTTAGCTGTGGGTACT AGTCTGTGTTGGGAAGTGTA 179 60-600

LCAS5 E9G GGCAGAAGTCCTATGTCTGA GGCAGTCCTAAGCTACTCTT 533 60-600

LCA5 E9H TCATACCCAGCATGATCCAA TCCTCAAACCAAGGAGACAA 211 60-600

LCA5 E9I TTTGAGAGATTCTGTTCCCAA TAGGACTTCTGCCTTGTTGA 486 60-600

LCA5 E9] TCTGTCTTGTTGCATCTTGT TATGATTTCTGACGCCAGTC 515 60-600

LCAS5 E9K AGTAGCCTCAGGTATCACTT ATTGGGAACAGAATCTCTCAA 564 60-600
MERTK E1A TCTACTCCTCTCCCACCTTC ACGGATGGACAGATGGAC 508 60-600
MERTK E1B CCGCTCCTCTCCTCCA TTTGCAAACTTGTCCAGCAG 401 60-600
MERTK E2A GCTGTGTCATCACCTTCTTC GTGTCCAACTGTGTGTTTGA 556 60-600
MERTK E2B ACATACAGGAAACGTAGCCA GCCTGGGCTACAGAATGATA 356 60-600

10




BIJLAGEN

MERTK E3 TTTGACCAAACAACTGCGT GCAAGGTTTGCATACAGAGT 377 60-400
MERTK E4 TTGGGCTCTGTCTCTGTTT CTGGTCCCATAACTTTGCTG 372 60-400
MERTK E5 CTCCATAGCTAGCACACCTT TTGAGACAGTGAGAAAGCCA 348 60-400
MERTK E6 TTGTTTGGTAGCTGTAGCCT GCATGGACATGGAATAGTGC 361 60-400
MERTK E7 TTACCTGCCACAGTGAGAAT CCTCCAGAGACAAAGTCCAA 546 60-600
MERTK E8 CTTGGTCTCATTTGAGTGCTT ACTCAATCACACCAGGTCTT 383 60-400
MERTK E9 TACATCCTGTCCCTACCTGA TCTCAAACTCCTCCTGCTTT 500 60-600
MERTK E9EnsA | GCACAGATTGCCAGAAAGTA GACCTATGGGTATCAGCAGT 435 60-600
MERTK E9EnsB | CATGCTTTACAGAACTGCTGA GTCTGAGGATGGCTTCCATA 339 60-400
MERTK E9EnsC | AAACGGCTGTCATAAAGTCC CCAGAAACTGTGCCTATGTG 219 60-400
MERTK E9EnsD | CACATAGGCACAGTTTCTGG GATGCCGTTGGTCATGATAG 783 60-800
MERTK E9EnsE | ACCAACGGCATCATTTCTTT TTTGACAGTGTCGCTTTCTC 369 60-400
MERTK E9EnsF | GAGAAAGCGACACTGTCAAA CACACTGTACTCCACAGGTA 392 60-400
MERTK E10A ACCTGTGGAGTACAGTGTG CCAAAGATGATGAGCACAGG 320 60-400
MERTK E10B TTCCCTGTTACAAGCCAGT CATCTGGGAGCAATGTAAGC 327 60-400
MERTK El1l CATCCTTGTGGAATCAGTGC ATGGCAATGTCTGGCTATCT 326 60-400
MERTK E12A TAACCTTGCCCTGAAGGATT TGCTTACCTTCACCCAGAAT 610 60-800
MERTK E12B GGGAGTCAGTGAGGAACTAC GGTGCCAAGAACAATGAACT 415 60-800
MERTK E13 ATTTCTGTGGTCAGGGAAGA ATGGAGCACCCAATACTGAA 206 60-400
MERTK E14 ACCACTCATCTGTTTCCTGT TTCACCTTTATCCCACTGCT 594 60-600
MERTK E14Ens | TACTTCCGAGAAATGCAGGA GAGCTGCAAAGCCAAATTAC 519 60-600
MERTK E15 GTAACACACGGCTTCAGTTT TTGTCCTGGCTAAGTCACAT 278 60-400
MERTK E15EnsA | ATGTGACTTAGCCAGGACAA TTCAATGGCCTTCCCATAGT 301 60-400
MERTK E15EnsB | CCCACATGTACTCCTGTTCT AGAAAGGTTAGCCACTGTCA 392 60-400
MERTK | E15EnsC | ACTCTTCCAAAGAGGTGAGG TCCTCAGCTTAGATTCCACT 374 60-400
MERTK | E15EnsD | CATTCTCTTAACACGGGCAAA AAGGATGGGCACAGAGTTTA 393 60-400
MERTK E16 CTGAAGGATACACGGAAGGA AACAGGTCCTCTCACTAACC 494 60-600
MERTK E16Ens | TCTTCTTGTGTAGGAGCTGT AGTGGATAGAAACAGCTGGA 321 60-400
MERTK E17 TGTGTCTGATACAGACCAGTAA CTGCCAACCCTCAGTTTATC 349 60-400
MERTK E18 TGCGTCTCACACATAATTGC ACCTGGCTAACAGCAGTC 381 60-400
MERTK E18EnsB | GGCCAGGAGTTTGAAATCAG GAGAGGAGAGGAACTGACTG 422 210-550
MERTK E18EnsA | CTCCCTTCCATACTCTGCAT TTCAAGGACCTCATGCACT 335 60-400
MERTK | E18EnsC | CCCATTCTCTCCTCAATACA TCCAAGTAGAATAGTATCAATATCAC 365 60-400
MERTK | E18EnsD | CAACTCTGCCATTGTGACAT GTCTAAGGGATCGGTTCTCC 458 60-600
MERTK E19A CTGGGAGACAATCCACTTCT TTGCTGTCATGAACTTCTGC 314 60-600
MERTK E19B CACTGGACTTGAACATCGAC CATCAGGACTTCTGAGCCTT 322 60-600
MERTK E19C AAACCTCATGAAGGACGGTA TACATCAAGACCAGAAGCCA 649 110-650
MERTK E19D CTTCAGCTGCTCCTTGATATT GCTATTACGAAGTGGCAGAG 576 60-600
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8. Primerset 400-600 ‘ABCA4’

Deze plaat bevat naast het ABCA4gen ook de BEST1, PRPH2 en TIMP3 genen.

Tabel 9: De 96 primerparen in de gPCR-plaat ‘ABCA4’.

BIJLAGEN

Gen Exon Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3%) A:E‘Eg:gn Design
ABCA4 El GTCCAGCTAAACACTGCTTC AAAGGGATTATGCTTTGAAGGG 379 60-400
ABCA4 E2 GCCATGGTCCTAACACTGTA TGTCTGCTCTGGTTACGTT 399 60-400
ABCA4 E3 TGCCCTGACAGTTAACAGAA CTAGGTCTGCATCCTGCTT 386 60-400
ABCA4 E4 CACCAAGGTGATGTTCAAGC TGGGTGACAGAGCGAGA 389 60-400
ABCA4 ES5 CTGAATGTGAACACAAGGAAGA CCTTCCTCTGAGAGTTGAGT 348 60-400
ABCA4 E6 CAAGGATTGTCCAGAACACC ACACAAGGTATTCCCAGGTT 396 60-400
ABCA4 E7 GATGTGAACAGGTGCTTTGA ATCAGACTGTGCCTATGTGT 316 60-400
ABCA4 E8 CCCAGGTTTGGTTTCACCTA GGCCTCACAGCAGATTATGA 391 60-400
ABCA4 E9 AAACGCAAGAGTCCACTTAG GCATGGAGTTGAATGAGACA 378 60-400
ABCA4 E10 ACAAGTGGAACTTTCTTGCC GGAGATGGTGAATTGTTCTGG 355 60-400
ABCA4 El1l CCACTTGACTTGCTAAGGGA ATGGCTGAAGAACAAGACCA 352 60-400
ABCA4 E12 ATGAGTCCAGTCTCAATCCC TCCTGTGACTTTCTGTGTGTA 374 60-400
ABCA4 E13 GGCTCTCTCTAAAGACATGGA AAGAGAATGAGTTCCGAGTCA 377 60-400
ABCA4 E14 ACATGAACAGGAGGAAAGGG CTGGGCTTTGTTCTCAACAC 391 60-400
ABCA4 E15 GACTGCTACGGACCCTTC CCCTTTAGGGCAGAATGAGA 354 60-400
ABCA4 E1l6 GGTGGTGACAAGAGATCAGA TGAGCTGACCTTACACTGAG 541 60-600
ABCA4 E17 TCATCAGGAATCACACCGT TTCTGGGAGCCTGAGAATAG 336 60-400
ABCA4 E18 GACCTCTGAGAAGGGATCTG ATTTGCTCCCTGTACCTCTC 336 60-400
ABCA4 E19 CCGCTGATAGGGAAAGACTA AGAATACAAGGGCCTGGAG 332 60-400
ABCA4 E20 TGCAAGTAGGACAAAGGACT AGTTCTCACTGAACCTGGTG 382 60-400
ABCA4 E21 CCACCCTTAGAAGCTCTCC TGTAAGATCAGCTGCTGGAA 310 60-400
ABCA4 E22 AGTCATTGTGGTTCCTGTACT CAAACCACTGCTGGGTTAAG 353 60-400
ABCA4 E23 ATGGTCCCAGAACAAAGACA TGCTGTACACCCTTTACCAA 394 60-400
ABCA4 E24 TCCCTTTGGGAATGAAGGAA ACTACACTTGGCAGTGAGAA 385 60-400
ABCA4 E25 AGATAGTTGCTATGCTTGGGT AACCTCACAGTCTTCCAGTT 397 60-400
ABCA4 E26 CTTTCGAGATGGAACTTGGG CTTGTGGTTACTGTGTGCTT 288 60-400
ABCA4 E27 GGGAAGGCTGGGAGAG TGGCATTAGAGATCCAGACC 384 60-400
ABCA4 E28 CTTCTAAGCAGCATGTGACC GAGGCTGCAGGATAAATGTT 297 60-400
ABCA4 E29 TATAGAGCTGTCCAGTGGTG TCCAGTAAAGGCTCTGAGTT 392 60-400
ABCA4 E30 GTGAGAGACTCAGGAGATACC CTGGGTCTAAAGAGGAGGAG 377 60-400
ABCA4 E31 TGTATGTGCCTCAATTGCTT AGACAACAAGCAGTTTCACA 344 60-400
ABCA4 E32 TGTCTTCTGAGTCTGGGATG GGGAAAGAAAGTTAACGGCA 277 60-400
ABCA4 E33 GTTTCTAGATGTTTAAGGAAATCAGGT | CCCGAAAGTTCATGTTTCCC 390 60-400
ABCA4 E34 GGTAGCTGGAAGACATTCCT GCCGGATCATGAATGTGAG 363 60-400
ABCA4 E35 TATGTGCCTGACTAAACAGC AGGAATGTCTTCCAGCTACC 410 60-600
ABCA4 E36 TGCGGTGCAGTGATTATTTG TCTTCTCCTCCTTCTGCTCT 537 60-600
ABCA4 E37 ACAGATCCCTGGTTATCAGC TCGAATCAGAATCCCAGACC 394 60-400
ABCA4 E38 GAAGAAAGTGGCACTCATCC CCAGACGTATTGTAGGTGGA 338 60-400
ABCA4 E39 TAACCCTCCCAGCTTTGG CTCCATTGCAAACCCATGAT 363 60-400
ABCA4 E40 GCCAGGCTTTGAGAATGTAG CACATAAGGCCTGGTCTAGT 355 60-400
ABCA4 E41 TCAGTGCCCGAGATGAATAG TCCCATGGAAAGGACAGTG 396 60-400
ABCA4 E42 CTCATGTGGCTAGTGGAAGA TGTCTCAGTACTCACCACAC 373 60-400
ABCA4 E43 TGATGATCACCCTTCCTATTCTT CAGCTCACACACACACTTAC 266 60-400
ABCA4 E44 TACTTGGCACACAGTAGACA CCTAGCTCTATGGTCATCCC 357 60-400
ABCA4 E45 GCTGTGTGAACCAAACACT CCCAAGGCTTTGAACTGG 382 60-400

12




BIJLAGEN

ABCA4 E46 TACTTGGACTTGAGATGCTGA GGAAGCAGTAATCAGAAGGG 335 60-400
ABCA4 E47 GACTCTTCCAAGTGTCAATGG CTGTGGTCCTCACATCCC 271 60-400
ABCA4 E48 CCCAATAAACAGAGGGCAAG AAGTGATCCTCCCACCTCTA 544 60-600
ABCA4 E49 AGTTCTTCAGCACAGAACAC TAGAGAGCAAAGTGGGTAGG 374 60-400
ABCA4 E50 TGCACCCATCTAAAGAATGTC TGAGTGCCCTTCAGAAATTG 585 60-600
BEST1 E1A GGTGATGAAATTCCCAAGCA GTCAACAGTCCTGGTTTCTG 128 60-400
BEST1 E1B TTCAGATAAGGGCACTGAGG TTCTTCTTGGAGGGTGTTGG 362 60-400
BEST1 E1C CCAACACCCTCCAAGAAGAA TCCCACACAAATACGCAAGA 350 60-400
BEST1 E2 CCTATGGGAGAGTTGAGGTC GGAGCTCAGCTTAGTCTTGT 413 60-600
BEST1 E3 ACAGTCTCAGCCATCTCCT GGCAGGACGTCTTACCTAAC 354 60-400
BEST1 E4 GCTGACATCATGGTCCCT CTCCACCCATCTTCCATTCC 597 60-600
BEST1 E5 TTCCTATAGGTCAGCAGGTG AAACCTTGTTTCCTGTGGAC 299 60-400
BEST1 E6 AGAGGTTTAGTGAGCTTCCC CTGCTTCCTTGGTCCTTCTA 284 60-400
BEST1 E7 CATCCTGATTTCAGGGTTCC CTGAACCTTAGGGCTTTGTT 513 60-600
BEST1 E8 GGACTGGCTCAGAAGAGTTA GGTTGATCATTCACTGTGAGG 398 60-400
BEST1 E9 GAGGGAGAGATTCCTCCAAG AGTGCCTGACACTTACTGAA 357 60-400
BEST1 E10A GACAGATCAGGAGAGAGGTG TGTGACACTGTGAAGCTTTG 538 60-600
BEST1 E10B GCAAACTCAAGGACCAAACT GTTGGTTGGTGATTGTTCCA 470 60-600
BEST1 E10C TTAACCTGACGGATATGCCA GCACAACCTCATCTTCCTTC 387 60-600
BEST1 E10D TCACTTCACCCTGGTATCAC AGCCCTAGAAGCAAGACTG 595 60-600
BEST1 Ell CTCAACCTTTGCCCTCCTA GTTGTCTTTGAGGTCTTGGG 547 60-600
PRPH2 E1A GTTGAAGACACAGGATAGCAC ATGGGATGAACCTGGCTAAA 570 60-600
PRPH2 E1B GCCACTCACTCTTTGACTTC GAAAGAGGAGCGATGTGATG 453 60-600
PRPH2 E1C CACCTGATACACCCTCACAT GCTGCAGATCGAGTTCAAAT 259 60-600
PRPH2 E2 AGTGGTGGGAAAGAAACCA AGTGTGCGAGTGAATGACTA 589 60-600
PRPH2 E3A TGGGTCAGTCATTCAACAAC GCTCCTGTGGTTTCCTAATG 483 60-600
PRPH2 E3B CTGTTTAGAGCCCTCAATGC GGCACCATCTTACAGAGACT 486 60-600
PRPH2 E3C GGAGATCACCTGGCACTTTA GCTTAATGCCAGAAGTTGGG 272 60-400
PRPH2 E3D CCCTGAAAGCTTCTCTTTCC TCACTGAGTCTGGAGTGAAC 437 60-600
PRPH2 E3E CTATTCCCAAACACCATCGG TGAGATAGCCCATCTTCCTG 270 60-600
PRPH2 E3F TTGGATCTGGTCTTCTGCTT ACTTACCTCTGCTTCTGACC 161 60-600
PRPH2 E3G GAGATGGCAAGATGGAGAGA AAGCAGAAGACCAGATCCAA 431 60-600
TIMP3 E1A TAGTTGGTTCTGGTTTGGGT CAAGAGGAGGAGGAGAAGC 410 60-600
TIMP3 EiB GGCGGCATTATTCCCTATAA CTCTCCAAAGTTGCCGTG 462 60-600
TIMP3 E1C TTCTCCTCCTCCTCTTGCT ACATCGAGTTTCTCCACTCC 523 60-600
TIMP3 E2 TGAGATGCTGTTCCTGATGT CCTTAGCCAGGACTCTTCTG 216 60-400
TIMP3 E3 TTAGGGATCATACGGGTGTC ACTGGGTAAGTGGGATGAAT 323 60-400
TIMP3 E4 TGAATTCTCTCTGGGCTAGG GATGTTTCTAGGGCTGCAAG 248 60-400
TIMP3 E5A TAACCTCTCAGAGCCTCCTA TGTGGCATTGATGATGCTTT 431 60-600
TIMP3 E5B TTCCAAGAACGAGTGTCTCT CTGGGAAGAGTTAGTGTCCA 233 60-600
TIMP3 E5C AAGCATCATCAATGCCACAG AGACACAGACAGACACAGTC 598 60-600
TIMP3 E5D TGAAAGGCCAACCATTTCAG TGACCTCAGGCAGATGTTTA 308 60-600
TIMP3 E5SE AGGCCAGAATAACAGAGCTT TGGATAGTGTATGGTGTGTGT 224 60-400
TIMP3 E5F AACGCTTTGGTAGATTTGGC CAAACATGAAGCAGGGACAA 416 60-600
TIMP3 E5G TGTCGTTGCTTGTTTGAAGA CACCTACTCTCAGCATCTCA 525 60-600
TIMP3 E5H ACCAGTTGTAGGGTTTCTGT CCACAATGGGAAAGGTACAC 441 60-600
TIMP3 E5I AGCAGACAACACACTGTAGA AGTTCCTCCTTGTGTGAGAG 416 60-600
TIMP3 E5)] ACAAGTGGACATCAGTGTCT CAGCCTACACATGACACAAG 375 60-600
TIMP3 E5K TCTTGTGTCATGTGTAGGCT GTTCAAGAACCATGTTGCCA 549 60-600
TIMP3 E5L TACTGGGAGACTCCTGTCTT TTAGGTAGCCAGAAGCCAAA 236 60-600
TIMP3 E5M CTCTGTCTTGCATGTGACAAT TTTCAAGGCCTGCTGGT 598 60-600
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9. Primerset 400-600 ‘USH2A'’

Tabel 10: De 96 primerparen in de gPCR-plaat ‘USH2A".

BIJLAGEN

Amplicon

Gen Exon Forward primer (5’-3") Reverse primer (5’-3%) lengte Design
USH2A El CCATCTGTCTGTCCTATGCT GCAGCTCAGTTCCAAGAG 373 60-400
USH2A E2A AGCTACTGAGGCCTGCT GGCCTGGGATGAGCTTC 595 60-600
USH2A E2B TTCAGCCATACAGCTAAGGT TGCCCATACAGATCTTCACA 202 60-600
USH2A E2C TGAAGGCTAAGACCAAAGGT CCTAACGCCCATAGCAATTC 412 60-600
USH2A E3 GAGAGAAAGGAAGACAAATCCT TGAGCAAAGTTTGAGGTCAT 334 60-400
USH2A E4 TAATCTGCCATCCAGTTGGT GTCTTCCCAGCTGAACAAAG 399 60-400
USH2A ES GGAGTTCCTCAAGAGTAGCA CTTGTCAGGTATTGCTTGGT 320 60-400
USH2A E6 TGAAGTTTGTGGGCATTTGT GAAAGCACTAAACGAGTGACA 459 60-600
USH2A E7 CCTAGAGAGCTAGCATACTTGT CCATGGTTTGATATATACTGATGGT 329 60-400
USH2A E8 CTTGAAATCTGGCTTGCTCT TTTCAGATTGTTTGGCAAGTT 558 60-600
USH2A E9 TTTGTTAGGCCAAGATTAAGTTCA CGGGTTTGGATATTGGTGAC 398 60-400
USH2A E10 TGCATTGTAGATAGAAGCACA GTGCTTTACTTCTGGTGAAAG 350 60-400
USH2A E1l1l ACATAGAGGATTTCCTGGCA AGGTAGAGATGAAAGGTGCAT 383 60-400
USH2A E12 CTCTTCAGTTAAGAAATCAAATAGAG | TGTCTTGTACCTAATGAGCA 352 60-400
USH2A E13A CACATCTGGCAGTGTTGAA GTGTCTCGTCTATCTTGAATGAA 597 60-600
USH2A E13B ACCAGAAACAGGGAGAAGTT AGGTCTTCGCTGTAATCAGT 264 60-600
USH2A E14 CTTGGTCTCTCAAAGTGCTG TTGACACACTGAAGGACAGA 485 60-600
USH2A E15 AGCCTTTCTGATGGGTTCTA ACAAGCCGTCTTACTCTACA 366 60-400
USH2A E16 ACAACAGCATTTATCCTCAATGT AGAAAGACCTCTTTGCTGGA 338 60-400
USH2A E17A TGGTGGAGACCATTCTACAT AGCAATGATTCTTCACCAACT 544 60-600
USH2A E17B TGTTCCACTAACCAGGACAA CCCAAAGACTAAGTCCACCT 255 60-600
USH2A E18 GCTGCAAGTACTTTATGACCT TTAACTGACCTGTCCCTACC 538 60-600
USH2A E19 GACATACAAAGAGGGAGGCT TGCAAGTAGAAAGTAGCTGGT 565 60-600
USH2A E20 AGAGTTAGTGAGGGAGGAGA ATGGAACTTTGACTGCCAAG 347 60-400
USH2A E21A AAAGCTATCAAAGGGCTGAA TCAGTTCCTAGAGCCATACA 514 60-600
USH2A E21B TGCAAACTCATTTGCTCAGA TCCACTCACCCAGTCAATAC 371 60-600
USH2A E21C TTTGTGACCGAAACAAGAGC TTGTGAAGTATGTGCCAGGA 361 60-600
USH2A E21D AGCTGTAAGTCACAGAGGTC AGCCAGGACTATGGTAAAGC 268 60-600
USH2A E21E TCAGGGAGGTAGTTTCCATTT CCCATGACCTCTGTGACTTA 561 60-600
USH2A E22 CTCAGTACCAGGCACCTAC AGACCATGCGAGTATATTGCT 331 60-400
USH2A E23 CCCAAAGGCAAATTCAACAG GTATGCATGCTTGTATCAGGA 390 60-400
USH2A E24 ACAAGTCATATGGAATACATGGTT AGAGAGTGGTATCCCAAAGG 385 60-400
USH2A E25 TGAGGTCAAGTTAATCAAACAGG GAGGCTAGTGGCAGATGAA 579 60-600
USH2A E26 AAATGTTTCACAGGACTTCAA GACTGTGTCCTAGAGTTTCT 382 60-400
USH2A E27 AGCCTGAGTCTATTGCTATCT TAGAGTGCTTTCAGGGAACT 489 60-600
USH2A E28 GGCTATCACTCGATACAGGT AATGTAGTGCTGCAGAGGA 437 60-600
USH2A E29 CTGCTTCAGGGTAATAGTCCT TGTTTACGAGGGTGGTCTC 331 60-400
USH2A E30 TAGATGCAGGCTTCCACTAC GAATGGCTCAAGATGTGCAG 530 60-600
USH2A E31 GCAATGCACTTTGTCATCAA TCTGTCTCTGGTCTCTTTGT 363 60-400
USH2A E32 CTGGATATCGAGAGCCAACTA CATGCATGGGATTTCAGGTT 350 60-400
USH2A E33 ATCAAAGGTTCCCAGATCCA AGGACTATAGTGGAGGAGTGA 386 60-400
USH2A E34 AAGATGGACCACGGGAAG CAAATCCAAGTTCAAATGTGTCC 332 60-400
USH2A E35 CACCACATATAAGCTGCCAT ATGAATTCTCTTTCCTCAATGTTC 307 60-400
USH2A E36 AATCTCCCATCCTGCTTGAA CACATCAAGAGTGCTTGCTT 357 60-400
USH2A E37 GGGCAGTAGCTTATCCGTA CTCAAAGCGAAGCATGTACT 376 60-400
USH2A E38 ACCAGAAATACAATTGAGCCT ACTCAAATAATAGCAGGAATGAA 374 60-400
USH2A E39 TGAGAACTGACCTACTCTTCAA GGAAGTACAGGAGTTCAGGA 397 60-400
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USH2A E40 GTCACTAAACAACAAGTAAATAAGGG | GAGATCTCATTTGATGGCAGAA 399 60-400
USH2A E41A TTTGTGCCTCCATGAAGAGT TTTGAGGAGAGGTGGGACAT 595 60-600
USH2A E41B AGTCTGCAAAGGAGAGAGAA GAGGAGTCATTCCATGAGGT 230 60-600
USH2A E42 GCCTCCTTCATTTCCCTACT AAGGCCTCAGGAGAATGTAG 540 60-600
USH2A E43 AACTGATAACACGCTCACAC ATATATCACACGCACATGCC 323 60-400
USH2A E44 ATTTACCAGTAACACTTCACTATCAA | GGGTGGAAGGAAATCCTGTA 387 60-400
USH2A E45 CCGGCAAGAATCAATCAATTTC ACAAAGGCTCTCTAAACTTCTT 388 60-400
USH2A E46 ATCCACTTGAAGACATAGCCT GAGGAACCCTTTGCTAAACC 380 60-400
USH2A E47 TGTCATGGCTGAGAGGATAC AGCTCATTCCTTTGGAGTCA 371 60-400
USH2A E48 TTTCACTTGGAGTCTTGAGT AGTATCTATTGCTGCCACTT 350 60-400
USH2A E49 GGAGTTAGCCAGATCTCCAG TGGTCTCAGATCTTCTATGCC 544 60-600
USH2A E50 TCTCACTCTCTCTGCTTCTC AATCAGTTGGGATCTGCAAG 379 60-400
USH2A E51 TGAACAATGTATTTCTCTTTCCA ACTTTATAGCAGCCTCAGTT 356 60-400
USH2A E52 AGGAGAGTTGATGTCAGAGT AAGCCTACCCTATGTATGTCT 371 60-400
USH2A E53 CTACGAGGACTACACCACAA CAATTCCGTATCCCTGCATC 582 60-600
USH2A E54 AACACGCTACTTAACACCAC TTGCATTTCTTCCGAACACT 378 60-400
USH2A E55 GAACACGTCCTTTCGAAGT AGTGACATTCTCATTGATCAGG 388 60-400
USH2A E56 AGGAGTTTACAGATTCCACCT TGCCCAATACTTAGCCTCTT 353 60-400
USH2A E57 GGCCAATGAATGAGGAAGTT ATCCACTGCTAGTTGTCTGA 533 60-600
USH2A E58 CAGGAGACCGACTATGTCTT TGTCACAAATTTAGGACTAAGCA 374 60-400
USH2A E59 TTACTCGATGCCAGACTGTG CACACACACACACACACAC 399 60-400
USH2A E60 TTGATTCTGCTGTGTTGGAG CCCTTCTGTATGAATATGTAGTTCT 304 60-400
USH2A E61 TCATATATTTAAGCCCTAAGTGAAGA | ATGACACCAGGAAGAAACAG 594 60-600
USH2A E62 TGGAGGAGCTATCAAGGAGA TCTGGTCCACTTTCTGAGTG 593 60-600
USH2A E63A AGGATATCACAGGTGGAGAG GGGCTAAGTAACTACACAAAGA 589 60-600
USH2A E63B GCATTTCATTCCTTTGAAGCC GCCTGTTAACCCAAATGGAA 385 60-400
USH2A E63C GGAGGTTTCCAGGTGATTTC GATCCCACCAGAACAGTCTA 545 60-600
USH2A E63D TTGCTGGCAGTTACTGTGTA CTCCAACATTGCAAGTCACA 192 60-400
USH2A E63E GCTCAGGCAATAGAAAGGTC TAGGAGGGATGGAACCATTG 436 60-600
USH2A E64 GTCCTACATTTCTTTAAGTGCCT CAGGTTCAAGCCATTCTCAA 588 60-600
USH2A E65 AAGTTCACCGTAGAGCAACT GTTCACATGGTCAAAGGCAA 569 60-600
USH2A E66 ACCATGAGTTCATATGTCTGT GGTGGGATCTTGGATAACAT 382 60-400
USH2A E67 AAGCTTCTCCTGACCACAT GAGCCTGTAGCTCTGTGAA 385 60-400
USH2A E68 GGTCAGCTTTCAGATTTAGCA TTGGATTGGTTCGGTTTGAT 365 60-400
USH2A E69 AAACTCTGACAACACTTGGC CATGTGCCCTATTTGTAGGTG 287 60-400
USH2A E70 CTAGGGTTAGCCTCTCTTGG TGCTTTCTGCTTTCAACTCC 504 60-600
USH2A E71 ACTCATGTTGTTCAGCTTTCC TGCTGTCATTGGAGAAATGC 272 60-400
USH2A E72 ATTCGGTGAAGTACAGGCA CCCTTCACTGACAATGTGTG 396 60-400
USH2A E73A CCAAACAGAACCAAGTGACA GTGCATGTGATGTGATCCTT 562 60-600
USH2A E73B GCAGTGACATCCTTTCAACA CTCCTGGGTTATCACTCACA 346 60-600
USH2A E73C TAGAACCTTCAGCCTTGTCA CAAGATGGCTCACAGTTGTT 261 60-400
USH2A E73D CTAGAGCAGGTGACAGACAT TGACAAGGCTGAAGGTTCT 572 60-600
USH2A E73E AGGATGAAGGAAGACAAGAGG GCAATATTAGGCTGCGTGAA 377 60-600
USH2A E73F AGGTGGTAGAACTTCTGCTT GTCTGTCACCTGCTCTAGTT 458 60-600
USH2A E73G ATGCAAGTTTGTGACCACTC CTCCTCAGACTGACCAACTC 359 60-600
USH2A E73H GCCCTAAGCTATGGAGTCAA ATATGCCGATTCTGGGACAA 411 60-600
USH2A E73I ACATCAGTGGGTCTCAACAT AGTGGTCACAAACTTGCATC 561 60-600
USH2A E73] ATAGTCCCTGTGCATAGCAT ACTCGCCTCTAGAGATTCTG 157 60-600
USH2A E73K TTGTGCATTGGAAACCAACT CCCACTGATGTTCCACAATC 448 60-600
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Bijlage 3: Protocol gPCR

Alle gPCRs worden uitgevoerd met de LightCycler® 480 van de firma Roche.

Volgende stappen worden voor een qPCR doorlopen.

1.

Tabel

Voeg de mastermix buffer, het doelwit DNA en het RNase-vrij water volgens de
benodigde hoeveelheid samen (tabel 5, p23 in de masterproef).

Verdun de primers in een 96-well plaat tot de gewenste concentratie. Dit wordt gedaan
met behulp van de TECAN EVO® pipetteerrobot volgens het script
2009 07 03 samenVOEGEN_primerverdunningen’.

Voeg de primers en de mastermix samen in een 384-well plaat met behulp van de
TECAN EVO® pipetteerrobot, volgens het script 20090921 mastermix_test’.
Centrifugeer deze 384-well plaat af (3 minuten bij 1500 rpm).

Plaats de 384-well plaat in de LightCycler® 480 en selecteer het gewenste qPCR-
programma (tabel 12).

11: gPCR-protocollen van de verschillende mastermixen. Vier mastermixen worden gebruikt:

Eurogentec (EGT), KAPA SYBR® Fast, SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad) en PerfeCta™ SYBR"
Green SuperMix (Quanta). Voor EGT, KAPA en BioRad werden twee verschillende protocollen gebruikt. RC =
protocol voor qPCR met reverse complement primers. LANG = een zelf ontworpen ‘lang’ protocol.

EGT EGT(RC) KAPA KAPA (LANG)
Temp Tijd Temp Tijd Temp Tijd Temp Tijd
osec| 10min  |9sec | 10min  |9sec| 10 min o2 10 min
Amplificatie (x45) | 95°C 10sec 95°C 10sec 95¢°C 10sec 95°C 15 sec
60°C | 1 min 30 sec | 60°C 45 sec 60°C 1min30sec 60°C 40 sec
72°C 1sec 72°C 1sec 72°C 1sec 72°C | 1 min 30 sec
Smeltcurve | 95°C 5 sec 95°C 5 sec 95°C 5 sec 95°C 5 sec
60°C 1 min 60°C 1 min 60°C 1 min 60°C 1 min
95°C Continue 95¢°C Continue 95¢°C Continue 95°C Continue
Cooling | 40°C 30 sec 40°C 30 sec 40°C 30 sec 40°C 30 sec
BioRad BioRad (LANG) Quanta
Temp Tijd Temp Tijd Temp Tijd
Pre-incubatie | 98°C 5 min 98°C 5 min 98°C 5 min
Amplificatie (x45) | 98°C 10 sec 98°C 15 sec 98°C 15 sec
60°C 10 sec 60°C 30 sec 60°C 30 sec
72°C 20 sec 72°C | 1 min 30 sec | 72°C | 1 min 30 sec
Smeltcurve | 95°C 5 sec 95¢°C 5 sec 95°C 5 sec
60°C 1 min 60°C 1 min 60°C 1 min
95°C Continue 95°C Continue 95°C Continue
Cooling | 40°C 30 sec 40°C 30 sec 40°C 30 sec
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Bijlage 4: Protocol QIAquick zuiveringskolom

Volgende stappen worden doorlopen voor een zuiveringsreactie met behulp van de QIAquick

zuiveringskolommen:

1. Voeg 5 volumes buffer PB toe aan 1 volume PCR reactiemix en centrifugeer de
kolom gedurende 1 minuut aan 13.000 rpm.

2. Verwijder flow-through en plaats de kolom terug in het epje.

3. Voeg 0,75 ml buffer PE toe aan de kolom en centrifugeer de kolom gedurende 1
minuut aan 13.000 rpm.

4. Verwijder flow-through en plaats de kolom terug in het epje. Centrifugeer de kolom
nog 1 minuut aan 13.000 rpm.

5. Plaats de kolom in een 1,5 ml epje en voeg 50 pl buffer EB toe aan de kolom.
Alternatief kan 30 pul buffer EB toegevoegd worden, zodat er in een kleiner volume

ge€lueerd wordt. Centrifugeer de kolom gedurende 1 minuut aan 13.000 rpm.

A n .
4 + incubation

100
7] 4
80

Opmerking: indien men naar 30
ul elueert, is het aan te raden de

kolom 1 minuut te laten rusten

40 |

Recovery (%)

alvorens men centrifugeert. Dit

verlaagt de hoeveelheid DNA die

k)
o
|

verloren wordt in de 10 20 30 40 50 100 200

zuiveringsreactie. Hetisovchens )

Figuur 1: De procentuele hoeveelneid DNA na
zuivering ten opzichte van het elutievolume. De
hoeveelheid DNA stijgt na incubatie van 1 minuut (rode
driehoek).
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Bijlage 5: Protocol NanoDrop® ND-1000

Voor een meting op de NanoDrop® ND-1000 worden volgende stappen doorlopen:

l.
2.

9.

Open de software van de NanoDrop® ND-1000 en selecteer [nucleic acid].

Reinig de contactpunten met behulp van een vezelvrije doek.

Initialiseer het toestel door 1,5 ul RNase-vrij water aan te brengen op het contactpunt
van het voetstuk.

Selecteer sample type [DNA-50].

Reinig de contactpunten.

Breng 1,5 ul buffer of RNase-vrij water op het voetstuk. Gebruik de stof waarin je
staal is opgelost. Klik op [Blank].

Reinig de contactpunten met een vezelvrije doek.

Breng 1,5 ul staal aan op het voetstuk. Vul in [Sample ID] de staalnaam in. Klik op
[Measure].

Herhaal deze laatste twee stappen voor alle stalen.

10. Reinig na gebruik de contactpunten nogmaals met een vezelvrije doek.
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Bijlage 6: Protocol Molecular Probes PicoGreen® Assay op de
FLUOstar OPTIMA

Voor de bepaling van de DNA-concentratie met de Molecular Probes PicoGreen™ Assay op

de FLUOstar OPTIMA worden volgende stappen doorlopen:

10.

11.

. Voeg 500 pul 20x TE buffer toe aan 9,5 ml water.

Voeg 10 pl PicoGreen en 19990 ul TE buffer samen.
Maak controle DNA aan voor de standaardcurve:
0 Verdun het controle DNA tot een eindconcentratie van 2 pg/ml door 20 pl
controle DNA en 980 ul water samen te voegen.
0 Verdun het controle DNA uit de voorgaande stap tot een eindconcentratie van
20 ng/ml door 10 pl van het DNA (2 pg/ml) en 990 ul water samen te voegen.
Voeg het controle DNA en de TE-buffer samen volgens volgende specificaties om een
standaardcurve aan te maken:

Eindhoeveelheid

DNA (ub) TE (uD) DNA (ng)
0 50 0
12,5 (20 ng/ml) 37,5 0,25
25 (20 ng/ml) 25 0,5
50 (20 ng/ml) 0 1
2,5 (2 pg/ml) 47,5 5
5 (2 pg/ml) 45 10
7,5 (2 ug/ml) 42,5 15
10 (2 pg/ml) 40 20
15 (2 pg/ml) 35 30

Deze controlestalen worden in tweevoud aangemaakt.

Voeg 49 ul en 1 pl staal samen om de stalen voor te bereiden.

Voeg aan elk staal en aan het controle DNA 1 pl PicoGreen reagens (uit stap 2) toe.
Dit PicoGreen reagens wordt als allerlaatste, net voor de meting, toegevoegd.

Start de FLUOstar OPTIMA software op. Klik op [Administrator].

Controleer de kabel in het toestel. De kabel met 2 poorten moet gebruikt worden.

Stel de [Setup: reader configuration] in op fluorescentie.

Stel de [Test setup] in op het picogreen protocol en geef in de [Layout] de plaats van
de stalen en het controle DNA in. Duid de hoogste standaard aan en klik op [Gain
adjustment].

Klik op [Start measurement].
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12. Klik na afloop van de meting op [Results] en vervolgens [Raw data] om de resultaten
te verkrijgen.
13. Maak een standaardcurve en bereken aan de hand van deze curve de concentratie van

het staal.

Bijlage 7: Protocol A/T additie

Voor een A/T additie worden volgende stappen doorlopen:

1. Voeg de verschillende componenten van de reactie samen in een epje.

De reacties met adenosine en thymidine verlopen gescheiden.

11,5 pl Product

2 pl dATP/ATTP (10 mM)

3 pl Buffer Invitrogen (x10)
0,9 pl MgCl, (50 mM)

1 pl Taq polymerase
11,6 pl H,O

30 ul Totaal

2. Incubeer deze mix vervolgens voor 2 minuten op 94 °C en 30 minuten op 72 °C. Deze
reactie gaat door in een PCR-blok.

3. Incubeer het reactiemengsel op ijs om het enzym te inactiveren.
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Bijlage 8: Protocol End-1t™ DNA End-Repair Kit

Voor de end-it reactic werd gebruik gemaakt van de End-1t™ DNA End-Repair Kit van de

firma Epicentre Biotechnologies. Deze kit laat toe om DNA fragmenten met sticky ends, blunt

ended te maken. Dit laat efficiénte ligatie van fragmenten in vectoren toe.

Voor de end-it reactie worden volgende stappen doorlopen:

1. Voeg de verschillende componenten van de ligatiereactie samen in een epje. Deze stap

wordt uitgevoerd op ijs.

Volume voor 1 reactie

i
pl
ul
pl
ul
pl

X X = U1 01 U

10x Buffer
dNTP

ATP
Enzym
H,0

DNA

50 ul

Totaalvolume

2. Incubeer het reactiemengsel gedurende 45 minuten op 21 °C.

3. Incubeer het reactiemengsel gedurende 10 minuten op 70 °C om het end-it enzym te

inactiveren.

Om de incubatie tijd en temperatuur zo constant mogelijk te houden, gaan deze incubaties

door in een PCR-blok.
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Bijlage 9: Protocol Fast-Link™ DNA Ligation Kit

De ligatie wordt uitgevoerd met de Fast-Link™ DNA Ligation Kit van de firma Epicentre
Biotechnologies. Deze kit is ontworpen om snel en efficiént DNA in een vector te ligeren. In

deze masterproef wordt de kit echter gebruikt om PCR-product aan elkaar te ligeren.
Voor een ligatie worden volgende stappen doorlopen:

1. Voeg de verschillende componenten van de ligatiereactie samen in een epje. Deze stap
wordt uitgevoerd op ijs.
Het volume toegevoegd ATP is verschillend voor een ligatiereactie athankelijk van het
gebruik van DNA-fragmenten met sticky of blunt ends.

Het volume toegevoegd DNA en water varieert. Het totaalvolume is steeds 15ul.

Blunt End: Volume voor 1 Sticky End: Volume voor 1
reactie reactie
1,5 ul 10x Buffer 1,5 pl 10x Buffer
0,75 pl 10mM ATP 1,5 pl 10mM ATP
1 pl Ligase 1 pl Ligase
x Ml H,O x Ml H,O
x Ml DNA x Ml DNA
15 pl Totaal reactievolume 15 pl Totaal reactievolume

2. Incubeer de reactie. Twee reactietijden en -temperaturen zijn mogelijk.

Korte incubatie Lange Incubatie
Tijdsduur Temperatuur Tijdsduur Temperatuur
Blunt End 5 minuten 21 °C Blunt End 15 minuten 21 °C
Sticky End 1 uur 16 °C Sticky End 1 uur 16 °C

3. Incubeer de reactie gedurende 15 minuten op 70 °C om het ligase te inactiveren.

Om de incubatie tijd en temperatuur zo constant mogelijk te houden gaan deze incubaties

door in een PCR-blok.
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Bijlage 10: Interne primers

Tabel 12: Interne forward en reverse primers.

BIJLAGEN

Forward primers (5’-3%)

Reverse primers (5’-3")

Amplicon Primer Amplicon Primer
CRB1_NGS_E6D ttctgcctgctatgaaacat CRB1_NGS_E6A aagtgcatgaatagctcagg
CRB1_NGS_E7C actaggtatatactgtatgctaaact CRB1_NGS_E7A acacaagcatacacactcat

RPGRIP1_NGS_ESA

tgacaaactcttagaaaggtga

CRB1_NGS_E12A

gcaaaggcaaataaatattcaGG

RPGRIP1_NGS_E20B aaggcagtaagtacactgga RPGRIP1_NGS_ESA tgagaagccatccaactaga
CEP290_NGS_E34B aacaaccagacGGGAATAAG RPGRIP1_NGS_E20B aaagcactttagcccaagaa
RPGRIP1_NGS_E14B gccacactgattggtaagt CEP290_NGS_E34A tctttgggtgtaagaGTTGTG
CRB1_NGSI_E6 tctgcctgctatgaaacataa CRB1_NGSI_E5 aatctggtaagAGGAGGCTT
CRB1_NGSI_E12 aggtaaatCAGTGCCAAACA RPGRIP1_NGSI_E14 ttaaagggtagggagctctT
CRX_NGSI_E4D ggcaggtagaaacaggaac CRX_NGSI_E4C gcctttcatttcectaccaa
CEP290_NGSI_E51 gctcaaGCAATCTTCCCAT RPGRIP1_NGSI_E16 gaatggcacagagaagctat
CEP290_NGSI_E34 aacaaccagacGGGAATAAG CRX_NGSI_E4B atggagagagatggagactg
CRB1_NGSI_E10 caaaTATGGTTGCTGTCGAG CRB1_NGSI_E6 tcttgcagaAGTGCATGAAT
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Bijlage 11: Reverse complement primers

Deze selectie werd uitgevoerd voor de 3 pools van genen: LCA, USH2A en ABCA4
(inclusief genen oorzakelijk voor andere maculaire dystrofieén).

Tabel 13: De reverse complement primers voor de LCA-pool. Per primer staat de ampliconnaam, waarbij F en
R verwijzen naar forward respectievelijk reverse primer, de mogelijkheid om zelfligatie te testen, de postitie in
het gen en de categorie van het amplicon (lang of kort design).

LCA
Amplicon Primer (5’-3") Info Positie Categorie
CRB1_RC_E10A_F ACAGCAATAAAGGCAGAAGAA Zelfligatie Exon Kort
NPHP5_RC_E12_F AGTTCTGGAATCAGGACAATG Zelfligatie Exon Kort
RDH12_RC_E4_F CATCAGAACCATCATCCACC Zelfligatie Exon Kort
GUCY2D_RC_E14_F CTTCACCAGCCTCCAGC Zelfligatie Exon Kort
AIPL1_RC_E6F_F AGTAGCTGGGATTATAGGCG Zelfligatie UTR Kort
LRAT_RC_E2A_F CTGACCCACTATGGCATCTA Zelfligatie Exon Lang
LCA5_RC_E5_F AACATAACACATGGCAGTGT Zelfligatie Exon Lang
CEP290_RC_E54_F ACAGCAATAAAGGCAGAAGAA Zelfligatie UTR Lang
RD3_RC_E1C_F CTGCTGTTGGCAAATGTTTC Geen zelfligatie UTR Kort
CRB1_RC_E2B_F TAGATCACGATGAGTGTGCT Geen zelfligatie Exon Kort
MERTK_RC_E11_F AGATAGCCAGACATTGCCAT Geen zelfligatie Exon Kort
IMPDH1_RC_E7_F ATGCAGGTGTGTAACTCACA Geen zelfligatie Exon Lang
CRX_RC_E4A_F CCCTACCTTTCTCCCATGG Geen zelfligatie UTR Lang
SPATA7_RC_E6B_F TGCCAGCCTTAAGATCTGAT Geen zelfligatie Exon Lang
MERTK_RC_E19D_F CTCTGCCACTTCGTAATAGC Geen zelfligatie UTR Lang
CEP290_RC_E44_F ATGGTCTTCTCAAGAAGCTC Geen zelfligatie Exon Lang
CRB1_RC_E10A_R AGACAGAAGGGATGGAAGAC Zelfligatie Exon Kort
NPHP5_RC_E12_R TGTTGTAAAGCCTTGGTCAA Zelfligatie Exon Kort
RDH12_RC_E4_R CATTCATTCTCCCAGCCATC Zelfligatie Exon Kort
GUCY2D_RC_E14_R TGTGTAAGCAGCCGGTC Zelfligatie Exon Kort
AIPL1_RC_E6F_R GACCTCCTTCTGTGTCTGAT Zelfligatie UTR Kort
LRAT_RC_E2A_R CACTGTAACTCTTTGAGGGC Zelfligatie Exon Lang
LCA5_RC_E5_R ACTGTGTTGCATGGTTGAAT Zelfligatie Exon Lang
CEP290_RC_E54_R AGTGAGCTCTGGTGAATTTC Zelfligatie UTR Lang
LCA5_RC_E6_R TCTGAAATGGAAGGGAAGGAA Geen zelfligatie Exon Kort
TULP1_RC_E7_R GTGCTAGGTAAGGAGTTTGC Geen zelfligatie Exon Kort
CEP290_RC_E18_R GAGAGGGAGAAAGTGGGATT Geen zelfligatie Exon Kort
CRB1_RC_E1_R TCAGGCTGGATTGGATTCAT Geen zelfligatie Exon+UTR Lang
NPHP5_RC_E11_R AGTTGACGATGAACAATCTCC Geen zelfligatie Exon Lang
GUCY2D_RC_E3_R AAGGGCTCCATGGAAGTC Geen zelfligatie Exon Lang
RPE65_RC_E14C_R TGAAGGAACAGACTGACCAG Geen zelfligatie UTR Lang
RPGRIP1_RC_E3_R CACTGTAACTCTTTGAGGGC Geen zelfligatie Exon Lang
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Tabel 14: De reverse complement primers voor de ABCA4-pool. Per primer staat de ampliconnaam, waarbij F
en R verwijzen naar forward respectievelijk reverse primer, de mogelijkheid om zelfligatie te testen, de positie

in het gen en de categorie van het amplicon (lang of kort design).

ABCA4
Amplicon Primer (5’-3’) Info Positie | Categorie
TIMP3_RC_E2_F CAGAAGAGTCCTGGCTAAGG Zelfligatie Exon Kort
BEST1_RC_E1B_F CCAACACCCTCCAAGAAGAA Zelfligatie UTR Kort
ABCA4_RC_E16_F CTCAGTGTAAGGTCAGCTCA Zelfligatie Exon Lang
PRPH2_RC_E2_F TAGTCATTCACTCGCACACT Zelfligatie Exon Lang
BEST1_RC_E6_F TAGAAGGACCAAGGAAGCAG Geen Zelfligatie Exon Kort
ABCA4_RC_E22_F CTTAACCCAGCAGTGGTTTG Geen Zelfligatie Exon Kort
PRPH2_RC_E3G_F TTGGATCTGGTCTTCTGCTT Geen Zelfligatie UTR Lang
ABCA4_RC_E36_F AGAGCAGAAGGAGGAGAAGA Geen Zelfligatie Exon Lang
TIMP3_RC_E2_R ACATCAGGAACAGCATCTCA Zelfligatie Exon Kort
BEST1_RC_E1B_R CCTCAGTGCCCTTATCTGAA Zelfligatie UTR Kort
ABCA4_RC_E16_R TCTGATCTCTTGTCACCACC Zelfligatie Exon Lang
PRPH2_RC_E2_R TGGTTTCTTTCCCACCACT Zelfligatie Exon Lang
TIMP3_RC_E4_R CCTAGCCCAGAGAGAATTCA Geen Zelfligatie Exon Kort
ABCA4_RC_E29_R AACTCAGAGCCTTTACTGGA Geen Zelfligatie Exon Kort
BEST1_RC_E7_R GGAACCCTGAAATCAGGATG Geen Zelfligatie Exon Lang
TIMP3_RC_E5K_R AGCCTACACATGACACAAGA Geen Zelfligatie UTR Lang

Tabel 15: De reverse complement primers voor de USH2A-pool. Per primer staat de ampliconnaam, waarbij F
en R verwijzen naar forward respectievelijk reverse primer, de mogelijkheid om zelfligatie te testen, de positie
in het gen en de categorie van het amplicon (lang of kort design).

USH2A
Amplicon Primer (5-3") Info Positie | Categorie
USH2A_RC_E17B_F AGGTGGACTTAGTCTTTGGG Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E73_7_F GAGTTGGTCAGTCTGAGGAG Zelfligatie UTR Kort
USH2A_RC_E6_F TGTCACTCGTTTAGTGCTTTC Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E14_F TCTGTCCTTCAGTGTGTCAA Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E35_F GAACATTGAGGAAAGAGAATTCAT Geen Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E21B_F GTATTGACTGGGTGAGTGGA Geen Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E73_11_F GATTGTGGAACATCAGTGGG Geen Zelfligatie UTR Lang
USH2A_RC_E57_F TCAGACAACTAGCAGTGGAT Geen Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E17B_R TTGTCCTGGTTAGTGGAACA Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E73_7_R GAGTGGTCACAAACTTGCAT Zelfligatie UTR Kort
USH2A_RC_E6_R ACAAATGCCCACAAACTTCA Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E14_R CAGCACTTTGAGAGACCAAG Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E69_R GCCAAGTGTTGTCAGAGTTT Geen Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E29_R AGGACTATTACCCTGAAGCAG Geen Zelfligatie Exon Kort
USH2A_RC_E21A_R TCTGAGCAAATGAGTTTGCA Geen Zelfligatie Exon Lang
USH2A_RC_E73_1_R TGTCACTTGGTTCTGTTTGG Geen Zelfligatie UTR Lang
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Bijlage 12: Microchip analyse

Drie verschillende microchip electroforese technologieén worden gebruikt voor de analyse
van fragmenten: de MCE®-202 MultiNA, de Labchip® GX en de 2100 Bioanalyzer. De
basiskenmerken van deze systemen zijn gelijk, doch de specificaties verschillen.

Tabel 16: De specificaties van microchip electroforese technieken. De hoeveelheid staal, groottelimiet,
concentraties en foutenpercentages hebben enkel betrekking op DNA stalen. [51-53]

MCE®-202 - © )
MultiNA Labchip™ GX 11 2100 Bioanalyzer
DNA RNA DNA RNA
Staal DNA RNA Eiwit Eiwit Volledige cel
Hoeveelheid staal (ul) 3 2-4 1-4
Groottelimiet (bp) 100 - 2500 100 - 5000 25-12000
Foutenpercentage 15% 20% 10%
groottebepaling
Minimumconcentratie 0,2 0,25 0.1
(ng/ul)
Maximumconcentratie 80
(ng/ul) 50 (50 ng/pl per 50
9/H fragment)
Foutenpercentage 30% 30% 20%
concentratiebepaling
Aantal stalen per run 96 384 10
Aantal chips per run 4 1 1
Analysetijd 80 seconden/staal 80 seconden/staal 30 minuten/run

26



BIJLAGEN

Bijlage 13: Protocol Agilent DNA 7500, 12000 en High Sensitivity Kit

De Agilent 2100 Bioanalyzer van de firma Agilent Technologies voor de grootte- en
concentratiebepaling van DNA, RNA, eiwitten en volledige cellen.

Voor de analyse van DNA-fragmenten wordt de Agilent DNA 7500, 12000 en de High
Sensitivity Kit gebruikt.

Volgende stappen werden doorlopen voor analyse van DNA-fragmenten met de Agilent DNA

7500, 12000 en High Sensitivity Kit:

1. Aanmaken van de gel-kleurstof mix:
0 Laat de kleurstof en de gel matrix 30 minuten acclimatiseren op kamer-
temperatuur.
0 Vortex vervolgens de kleurstof en voeg 25 ul toe aan het gel matrix epje.
0 Vortex en centrifugeer deze oplossing.
0 Voeg deze mix toe aan een spin filter en centrifugeer aan 1500 g voor 10
minuten.
0 Stel deze oplossing zo weinig mogelijk bloot aan het licht.
2. De gel-kleurstof mix op de chip laden:
0 Plaats de chip in het chip priming station.
0 Pipeteer 9 pul gel-kleurstof mix in de well gemerkt met @
0 Positioneer de plunger op 1 ml en sluit het chip priming station.
0 Duw de plunger voorzichtig onder de voorziene klem en wacht 30 seconden.
0 Trek de plunger vervolgens traag terug naar de 1 ml positie en open het chip
priming station.
0 Pipeteer 9 pl gel-kleurstof mix in de wells gemerkt met @
3. De merkers laden:
0 Pipeteer 5 ul merker in de 12 staal wells en de ladder well.
4. Het staal laden:
0 Pipeteer 1ul DNA ladder in de well gemerkt met &
0 Pipeteer in iedere well 1 pl staal of 1 ul gedeioniseerd water.
0 Vortex aan 2400 rpm voor 1 minuut.

5. Laat de chip binnen de 5 minuten op de Agilent 2100 Bioanalyzer lopen.
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Bijlage 14: Protocol Agencourt AMPure systeem

Voor de size selection van het ligatieproduct wordt gebruik gemaakt van het Agencourt

AMPure systeem van de firma Beckman Coulter Genomics. Fragmenten tot 500 bp worden

verwijderd.

Voor de size selection worden volgende stappen doorlopen:

l.
2.

Voeg EB buffer (Qiagen) tot een totaal volume van 100 ul bereikt is.
Voeg een hoeveelheid AMPure beads toe, aangepast volgens de calibratie. Deze

calibratie is de size selection voorafgegaan.

3. Vortex en incubeer gedurende 5 minuten aan kamertemperatuur.

Trek de beads naar de rand met behulp van de Magnetic Particle Concentrator (MPC).

Verwijder het supernatans en was de beads twee maal met 500 pl 70% ethanol.
Incubeer telkens 30 seconden.

Verwijder supernatans en laat de beads drogen door ze in een hitteblok op 37 °C te
plaatsten. De incubatietijd kan vari€ren.

Haal het epje uit de MPC en voeg 24 ul 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 (of Qiagen’s buffer
EB) en vortex. Zo vormen de beads terug een suspensie.

Trek de beads nogmaals naar de rand met behulp van de MPC en transfereer het

supernatans, met gezuiverd DNA, naar een nieuw epje.
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Bijlage 15: Resultaten gPCR mastermix kits - amplificatiecurves

Per kit werden in totaal 32 amplicons, met elk 6 verschillende replicates, geamplificeerd.
Deze amplicons waren verdeeld over twee platen. Lange en korte amplicons zijn over beide
platen verdeeld. Deze replicates bestonden elk uit 4x Roche Human Genome DNA en 2x uit

genomisch DNA van een patiént die geen mutatie bezit in de geamplificeerde genen.

1. Eurogentec

Flusrescence Histary Fluorescemce History
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Figuur 2: Amplificatiecurves met de Eurogentec mastermix. Rechts plaat 1, links plaat 2.

2. KAPA SYBR® Fast

Flusrescence Histary Fluorescemce History
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Figuur 3: Amplificatiecurves met de KAPA SYBR® Fast mastermix. Rechts plaat 1, links plaat 2.

Fluorescence Histery

12 4 & 6 10 13 ® 1\ B 5 @ # H ¥ & 4

Figuur 4: Amplificatiecurves met KAPA SYBR® Fast mastermix, het lange protocol.
Enkel de amplicons van het lange (1500) design werden geamplificeerd.
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3. SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad)

Flusrescence History Flusrescence Histery

5448
494
]
4]
B s
T 14|
uas
18 455
s
4435
a4|
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Figuur 5: Amplificatiecurves met de SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad) mastermix.
Rechts plaat 1, links plaat 2.

4. PerfeCta™ SYBR® Green SuperMix (Quanta)

Flusrescence History Fluorescemce History
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Figuur 6: Amplificatiecurves van de PerfeCta™ SYBR® Green SuperMix (Quanta) mastermix.
Rechts plaat 1, links plaat 2.
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Bijlage 16: Resultaten gPCR mastermix kits — Cg-waarde, efficiéntie

en specificiteit

1. Cg-waarden
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Figuur 7: Rechts: De Cq-waarde ten opzichte van de ampliconlengte voor de verschillende mastermixen. Links:
Boxplot van de Cq-waarden per mastermix.

2. Efficiéntie
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Figuur 8: De efficiéntie ten opzichte van de ampliconlengte voor de verschillende mastermixen.
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3. Specificiteit

De specificiteit van de amplificaties werd geanalyseerd met behulp van de MCE®-202
MultiNA. Teder amplicon werd manueel bekeken en gecategoriseerd volgens:
e OK: deze amplicons zijn specifiek volgens het elektroferogram.

e Mild aspecifiek: deze amplicons hebben 1 sterke piek en enkele kleinere pieken.

e Sterk aspecifiek: deze amplicons vertonen geen pieken of verschillende pieken van

gelijke sterkte op het elektroferogram.

Tabel 17: Specificiteit per amplicon per mastermix, gesorteerd volgens de ampliconlengte.

Amplicon Lengte EGT KAPA KAPAlang | BioRad Quanta
RPGRIP1E20B 250 OK OK / OK OK
RPGRIP1E9A 275 OK OK / OK OK
RPGRIP1E14A 303 OK OK / OK OK
RPGRIP1E14B 322 OK OK / OK OK
CRB1E6C 383 OK OK / OK OK
CRB1E12C 391 OK OK / OK OK
CEP290E34A 402 Mild OK / OK Sterk
CRB1E12A 403 Mild OK / OK OK
CRB1E7A 403 Mild OK / OK Mild
CRB1E6D 431 OK OK / OK OK
CEP290E34B 438 Sterk OK / OK OK
CRB1E6B 453 OK OK / OK OK
CRB1E7C 479 OK OK / OK OK
CRB1E6A 480 Mild OK / OK Mild
CRB1E12B 487 OK OK / OK OK
CRB1E7B 495 OK OK / OK Sterk
RPE65longE3 548 Sterk OK OK OK OK
CRB1longE5 577 OK OK OK OK OK
RPGRIP1longE14 638 OK OK OK OK OK
CRXlongE4C 680 Sterk Mild OK OK OK
CEP290longE51 714 Sterk OK Mild Sterk Sterk
CEP290longE34 780 Sterk OK OK OK Sterk
RPGRIP1longE16 827 Sterk OK OK OK OK
CRB1longE10 873 Sterk Mild OK OK OK
CEP290longE33 902 Sterk OK OK OK OK
CRB1longE7 988 Sterk OK OK OK OK
CRB1longE2 1075 Sterk OK Mild OK OK
CRB1longE6 1208 Sterk Mild Mild OK OK
CRB1longE9 1291 Sterk Sterk OK OK OK
CRXlongE4B 1410 Sterk Sterk Sterk Sterk OK
CRB1longE12 1449 Sterk Sterk Sterk Mild Sterk
CRXlongE4D 1499 Sterk Sterk Mild OK OK

32



BIJLAGEN

Bijlage 17: Vergelijking lange en korte amplicons bij de mastermixen

Voor enkele van de lange amplicons werden korte amplicons ontworpen die hetzelfde exon
overspannen. De efficiéntie van amplificatie tussen deze amplicons kan vergeleken worden.

Onderstaand twee voorbeelden.

1. CEP290 E34 (780bp)

1 kbl |
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Figuur 9: De amplicons van het grote en kleine design overspannen dezelfde sequentie.
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2. CRB1 E6 (1208bp)
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Figuur 11: De amplicons van het grote en kleine design overspannen dezelfde sequentie.
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Figuur 12: Amplificatiecurves
voor CRB1 exon 6 met de
verschillende mastermixen.

Er is geen wverschil in Cq
waarneembaar tussen lange en
korte amplicons bij BioRad. Er is
een duidelijk verschil zichtbaar bij
de Eurogentec, KAPA(lang) en
Quanta mastermix. De amplicons
met de hoge Cq’s zijn de
amplicons ontworpen met het
lange design. Bij =zeer lange
amplicons blijkt BioRad een
voordeel te hebben op de andere
mastermixen.
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Bijlage 18: Resultaten gPCR NGS primers

Een qPCR werd uitgevoerd op alle primers geselecteerd voor het NGS project. Dit zijn de 6
platen: LCA1-LCA4, ABCA4, USH2A. In totaal gaat dit om 3 aandoeningen, 21 genen, 394

exonen en 559 amplicons.
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Figuur 13 : Amplificatiecurves van de 6 NGS platen.
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Er wordt gestreefd naar een zo uniform mogelijke amplificatie. Dit kan snel geanalyseerd
worden met behulp van de cumulatieve distributie van een variabele. De cumulatieve
distributie beschrijft de distributie van een variabele. Bij uniforme amplificatie geeft de
distributie een steile rechte. Onderstaand de cumulatieve distributie van de eindpunt-
fluorescentie. De spreiding op deze distributiecurve is groter dan op de curves van de Cq-
waarden en de efficiéntie (zie 3.1.3.). Ongeveer 80% van de amplicons bevindt zich tussen de

waarden 40 en 60.

cumulatieve distributie Eindpuntfluorescentie
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Figuur 14: Cumulatieve distributie van de eindpuntfluorescentie.
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1. Gen

De uniformiteit van de amplificatie bleek sterk verschillend tussen de genen onderling. Drie
parameters (Cg-waarde, efficiéntie en eindpuntfluorescentie) werden bekeken aan de hand

van boxplots voor ieder gen.
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Figuur 15: Cg-waarde per gen. De Cqg-waarde is sterk gengebonden. Sommige genen hebben een grote
spreiding in Cq-waarde terwijl andere juist zeer uniform zijn. Deze spreiding heeft niets te maken met de grootte
van het gen. TULP1 bijvoorbeeld heeft 16 amplicons en een grote spreiding terwijl USH2A, met 96 amplicons,
zeer uniform amplificeert .
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Figuur 16: Amplificatie efficiéntie per gen. De genen met een hoge en gespreide Cq-waarde hebben ook een
minder efficiéntie amplificatie.
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Figuur 17: Eindpuntfluorescentie per gen
waarde en een lagere efficiéntie.

2. Amplicon

. De eindpuntfluorescentie is lager bij genen met een hoge Cqg-

Deze verschillen tussen de genen doen vermoeden dat er bepaalde factoren in de amplicons

zelf verantwoordelijk zijn voor minder uniforme amplificatie.

Vanaf een GC percentage van 50% stijgt de Cq-waarde en daalt de efficiéntie.

Cqin functie van percentage GC in het amplicon
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Figuur 18: Cg-waarde en efficiéntie in functie van het amplicon GC%.

08

Een hoog GC percentage gaat vaak gepaard met een lage vrije energie (dG) omdat een GC

rijke regio meer kans geeft op secundaire structuren zoals loops. Deze loops kunnen de

amplificatie efficiéntie verminderen.
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GC in functie van dG
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Figuur 19: Vrije energie (dG) in functie van het amplicon GC%.
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Figuur 20: Pearson correlatie plot. De pearson correlatie coéfficiént is een waarde tussen -1 en 1 die duidt op
het lineair verband tussen twee variabelen. Eff = efficiéntie. Fluo = eindpuntfluorescentie. GC = GC percentage
van het amplicon. dG = vrije energie van het amplicon. Op deze plot is te zien dat er een verband is tussen
amplificatie uniformiteit en het GC percentage en de vrije energie van een amplicon. De lengte van een amplicon
heeft geen invloed op de amplificatie.
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3. Primer

Naast het amplicon is ook de primer een belangrijke factor in de amplificatie van een
fragment. De invloed van de gebruikte primers blijkt echter beperkt. De smelttemperatuur van
de primer heeft geen invloed en de invloed van het GC percentage van de primer is beperkt.
De primers werden zo geselecteerd dat ze geen SNPs, noch secundaire structuren bevatten. De
vrije energie van primers werd zo laag mogelijk gehouden.
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Figuur 21: Pearson correlatie plot. De pearson correlatie coéfficiént is een waarde tussen -1 en 1 die duidt op
het lineair verband tussen twee variabelen. GTm = gemiddelde smelttemperatuur van de forward en reverse
primer. GGC = gemiddelde GC percentage van de forward en reverse primer. delta.Tm = verschil tussen
smelttemperatuur van de forward en reverse primer. Eff = efficiéntie. Fluo = eindpuntfluorescentie. Op deze plot
is te zien dat er weinig verband is tussen amplificatie uniformiteit en het GC percentage en de smelttemperatuur
van de primers.
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Bijlage 19: Manueel geselecteerde amplicons met slechte
amplificatie

Enkele ‘slechte amplicons’ werden geselecteerd op basis van een afwijkende amplificatie-

curve. Onderstaand enkele voorbeelden van deze amplicons.
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Figuur 22: Vreemde amplificatiecurves van de gPCR plaat LCA2.
Voorbeelden van vreemde, te late en te vroege amplificatiecurves.
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Figuur 23: Vreemde amplificatiecurves van de gPCR plaat LCA2.
Voorbeelden van te vroege amplificatiecurves en curves met te hoge en te lage fluorescentie.
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Bijlage 20: Resultaten van protocol 60 - 62 ‘slechte amplicons’

Er was geen noemenswaardig verschil merkbaar tussen de twee qPCR protocollen op vlak

van Cqg-waarde, efficiéntie, eindpuntfluorescentie en specificiteit.
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Figuur 24: Boxplots van de Cq, efficiéntie en eindpuntfluorescentie bij de twee verschillende protocollen.

Tabel 18: Aspecifieke amplicons bij de twee verschillende protocollen. Aantal amplicons aspecifiek volgens
concentratie en lengte en het totale aantal aspecifieke amplicons zijn aangeduid.

60 °C 62 °C
Aantal aspecifieke | Aantal aspecifieke
amplicons amplicons
Concentratie 45 48
Lengte 54 51
Totaal 62 65
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Bijlage 21: Workflow A/T additie en ligatie op 21 °C versus 16 °C

Onderstaand de gebruikte workflow voor experiment 3.2.1. Zowel A/T additie en de ligatie
tijd en temperatuur werden bekeken. Twee verschillende startpools met amplicons werden

gebruikt: een pool met 10 korte amplicons en een pool met 10 lange amplicons.

( ) ( )
gPCR KORT gPCR LANG
10 amplicons 10 amplicons
6 pl per amplicon 6 pl per amplicon
\. J \. J
s u N 4 u )
Zuivering Zuivering
SV = 60 pl SV = 60 pl
EV = 50 pl EV = 50 l
\\ .
s u N ( i‘L )
End-it End-it
SV = 24,7 ul SV = 24,7 ul
EV = 50 yl EV = 50 ul
\_ \\
s u N 4 il )
Zuivering Zuivering
SV = 52,8 ul SvV= 52,4 yl
EV= 50 pl EV = 50 l
7 >
A/T additie O additie A/T additie O additie
SV =115l SV =11,5pl SV =115l SV =115l
EV = 30 ul EV = 30 pl EV = 30 ul EV = 30 ul
Aanlengen Aanlengen Aanlengen Aanlengen
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
e A N\ ' A e A N\ A A
Ligatie Ligatie Ligatie Ligatie Ligatie Ligatie Ligatie Ligatie
20°C 16°C 20°C 16°C 20°C 16°C 20°C 16°C
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gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR gPCR
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Figuur 25: Workflow A/T additie en ligatietemperatuur en tijd. SV = startvolume van het gebruikte product.
EV = eindvolume na reactie. A/T additie = toevoegen van een adenosine of thymidine aan het amplicon om
sticky ends te creéren. 0 additie = het niet toevoegen van een adenosine of een thymidine zodat deze amplicons
blunt end blijven. Ligatie 20 °C = ligatie op 20 °C (kamertemperatuur) gedurende 15 minuten, afhankelijk van al
dan niet A/T additie. Ligatie 16 °C = ligatie op 16 °C gedurende 1 uur.
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Bijlage 22: Resultaten A/T additie en ligatie op 21 °C versus 16 °C

De ligatie bleek het meest efficiént door te gaan zonder de A/T additie en 1 uur op 16 °C. Dit

resultaat was zichtbaar zowel bij de lange als de korte amplicons.
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Figuur 26: Amplificatiecurves van de korte (boven) en lange (onder) amplicons. Per curve staat de conditie
aangeduid. o = blunt end. at = sticky end. 20 en 16 zijn de gebruikte ligatietemperaturen.
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Bijlage 23: Workflow End-it

Onderstaand de gebruikte workflow voor experiment 3.2.2. Het protocol met en zonder de
end-it stap werd vergeleken. Als startmateriaal werden drie verschillende pools gebruikt:
1. De amplicons afkomstig van de 4 LCA qPCR-platen.
Deze pool bevat 6 ul product per amplicon (3 ul product van 2 replicates).
2. De amplicons afkomstig van de ABCA4 qPCR-plaat.
Deze pool bevat 12 pl product per amplicon (4 ul product van 3 replicates).
3. De amplicons atkomstig van de USH2A qPCR-plaat.
Deze pool bevat 12 pl product per amplicon (4 ul product van 3 replicates).

Deze pools werden, onathankelijk van elkaar, in parallel geligeerd.
gPCR
[ LCA / ABCA4 / USH2A ]

4

Zuivering
SV =120yl
EV = 50 pl
End-it + enzym End-it - enzym
SV = 20 pl SV = 20 pl
EV = 50 pl EV = 50 l
N\ 3\
Zuivering Zuivering
SV =48 pl SV = 48 pl
EV = 30 pl EV = 30 pl
N\ N\
Ligatie Ligatie
SV = 11,75yl SV =11,75 pl
EV = 15 pl EV = 15 pl
[ RC gPCR ] [ RC gPCR ]

Figuur 27: Workflow end-it voor één pool. De drie pools werden, onafthankelijk van elkaar, in parallel
geligeerd. SV = startvolume van het gebruikte product. EV = eindvolume na reactie. End-it + enzym (- enzym) =
end-it reactie waaraan enzym werd toegevoegd (zonder enzym). RC qPCR = reverse complement qPCR.
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Er was een duidelijk verschil merkbaar tussen de ligatiereactie met en zonder de end-it stap.

De reacties met end-it hebben een beduidend lagere Cq-waarde, hetgeen duidt op een hoger

aantal geligeerde amplicons. Dit is zeer duidelijk zichtbaar op een boxplot van de Cqg-

waarden.
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Figuur 28: Boxplot Cq per pool (ABCA4, LCA, USH2A). De Cg-waarden van de ligatiereactie zonder de end-
it stap (oranje) liggen hoger dan de Cq-waarden van de ligatiereactie met de end-it stap. Dit duidt op een
verlaagde ligatie efficiéntie wanneer geen end-it wordt uitgevoerd.
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bij een ligatiereactie met de end-it stap en
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1. Zelfligatie

De reverse complement primerset, die gebruikt werd om de efficiéntie van de ligatie te testen
(bijlage 11), bevat enkel primerparen ontworpen om zelfligatie na te gaan. Dit is de ligatie
van het 5’ uiteinde van het amplicon aan het 3’ uiteinde van hetzelfde amplicon. Dit type van
ligatie is niet wenselijk voor het NGS project aangezien dit geligeerde fragment in een latere
size selection stap zal verwijderd worden. Er wordt gestreefd naar een ligatieprotocol waarin
het aantal amplicons geligeerd aan zichzelf, minimaal is.

In dit experiment bleken de zelfligatie amplicons in alle pools een lagere Cq-waarde te
hebben. Dit kan geinterpreteerd worden als een grotere hoeveelheid startmateriaal en dus een
groter aantal amplicons die aan zichzelf geligeerd zijn. Indien er geen zelfligatie is, verwacht
men immers dat de Cq-waarde van deze zelfligatie amplicons gelijk is aan de Cq-waarde van

amplicons zonder zelfligatie.
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Figuur 30: Zelfligatie. Groen zijn de gewone amplicons, geel de zelfligatie amplicons.
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2. UTR versus exon

De reverse complement primerset, die gebruikt werd om de efficiéntie van de ligatie te testen
(bijlage 11), geeft informatie over het type amplicon. Twee verschillende types werden
gebruikt: UTRs en exonen.

In dit experiment bleek het type amplicon geen invloed te hebben op de efficiéntie van de
ligatie. De Cq-waarden van product bestaande uit exon-exon ligatie, exon-UTR, UTR-exon en
UTR-UTR ligatie liggen allen in dezelfde range. Het eerste type duidt op het amplicon van de

forward primer, het tweede op het amplicon van de reverse primer.
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Figuur 31: Cg-waarden van alle ligatieproducten opgesplitst volgens een protocol met end-it (grijs) en
zonder end-it (blauw).
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Bijlage 25: Workflow verdunningsreeks
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Onderstaande workflow werd voor experiment 3.2.3. gebruikt. Twee pools van startmateriaal

(LCA en USH2A) werden, onathankelijk van elkaar, in parallel geligeerd. Op conditie B werd

een verdunningsreeks uitgevoerd.

qPCR
LCA / USH2A

Zuivering
SV = 120 l
EV = 50 ul

EV = 50 pl

Zuivering
SV = 120 l
EV = 50 ul

Zuivering

[

SV = 120 ul
Poolen ]

2720 "

End-it ] End-it ] End-it ] End-it
SV =30yl SV =30yl SV =30yl SV =30yl
EV = 50 pl EV = 50 pl EV = 50 pl EV = 50 pl
[ Poolen
v 4
Zuivering Zuivering
SV =40 pl SV = 120 pl
EV = 30 pl EV = 30 pl
A Ligatie B B3 B5 B10 B25
SV = 11,75 ul Ligatie Ligatie Ligatie
EV = 15 pl SV = SV = SV = Ligatie Ligatie
11,75 pl 11,75 pl 11,75 pl SV = SV =
EV = EV = EV = 11,75 pl 11,75 pl
Figuur 32: Workflow verdunningsreeks. 15ul 154l 15 pl EV = EV =
Twee pools werden, onathankelijk
van elkaar, in parallel geligeerd.
SV = startvolume van het gebruikte product. EV = eindvolume na LiBigie Lli3 1a(1)tci)e
de reactie. B = onverdund. 3,5,10,25,50,100 is respectievelijk 1/3, gv _ ng _
1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 verdund. 11,75 pl 11,75 pl
EV = EV =
15 pl 15 pl
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Bijlage 26: Resultaten verdunningsreeks

Verdunning B bleek het beste resultaat te geven in de LCA-pool, verdunning A in de USH2A-
pool. Deze verdunning gaf de laagste Cq-waarde wat duidt op een grote hoeveelheid

startmateriaal en dus ook geligeerd product.

7.39
5.5
5.3

5.8
5.3%
4.8%
4.3%
389
329
289

Fluorescence (433-533)

239
1.89
1.33
0.89

033

La
e
goa
It

27551

luorescence (483-533)

F
I
I
o1
[

1.759]
1,259

0.75%

0.255

12 4 € 8 10 13 16 13 22 2 2 A 4 3F 40 M4
Cycles

Figuur 34: Amplificatiecurves van de LCA- pool. De verschillende verdunningsreeksen zijn aangeduid.
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1. Concentratiemeting NanoDrop® ND-1000

De concentratie van de stalen werd na de laatste zuiveringsstap, voor de eigenlijke ligatie,

gemeten. De resultaten van deze meting waren voor de LCA-pool en de USH2A-pool niet

buitensporig afwijkend: conditie B heeft zoals verwacht (want meer geconcentreerd tijdens

zuivering) een hogere concentratie in vergelijking met conditie A. Deze concentraties kunnen

bijgevolg geen verklaring bieden voor de afwijkende ligatieresultaten.
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Figuur 35: Concentratiemeting per staal. Absorbantie van het DNA van het staal uitgezet ten opzichte van de
golflengte. Hoe hoger de absorbantie, hoe hoger de concentratie van het staal.
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2. Zelfligatie
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In dit experiment bleken de zelfligatie amplicons in alle LCA verdunningen, met uitzondering

van conditie A, een lagere Cq-waarde te hebben. In de USH2A-pool was dezelfde trend

ongeveer zichtbaar, maar moet men rekening houden met het feit dat deze resultaten niet zijn

zoals verwacht.
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Figuur 36: Zelfligatie versus geen zelfligatie in de LCA-pool.
De gele boxen duiden op zelfligatie, de groene op geen zelfligatie.
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Figuur 37: Zelfligatie versus geen zelfligatie in de USH2A-pool.
De gele boxen duiden op zelfligatie, de groene op geen zelfligatie.
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Bijlage 27: Workflow herhaling van de verdunningsreeks

Onderstaande workflow werd voor experiment 3.2.4. gebruikt. Twee pools van startmateriaal
(LCA, ABCA4 en USH2A) werden, onafhankelijk van elkaar, in parallel geligeerd. Op de
pools LCA en ABCA4 werd zowel conditie A als conditie B onverdund, 1/3 en 1/5 verdund

getest. gPCR
LCA / ABCA4
Zuivering Zuivering Zuivering
SV =120 ul SV =120 pl SV =120yl
EV = 50 pl EV = 50 pl EV = 50 ul
Poolen
End-it End-it End-it End-it
SV = 30 pl SV = 30 pl SV = 30 pl SV = 30 pl
EV = 50 pl EV = 50 pl EV = 50 pl EV = 50 pl
[ Poolen
Zuivering Zuivering
SV = 48 pl SV = 120 l
EV = 30 pl EV = 30 pl
A Ligatie B B3 B5
SV = 11,75 pl Ligatie Ligatie Ligatie
EV = 15 pl SV = SV = SV =
11,75 pl 11,75 pl 11,75 pl
EV = EV = EV =
15 ul 15 pl 15 ul

Figuur 38: Workflow herhaling van de verdunningsreeks. Twee pools werden, onathankelijk van elkaar, in
parallel geligeerd. SV = startvolume van het gebruikte product. EV = eindvolume na de reactie. B = onverdund.
3,5,10,25,50,100 is respectievelijk 1/3, 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 verdund. In de USH2A pool werd de eerste

zuiveringsreactie 2 maal uitgevoerd en de end-it reactie 3 maal.
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Bijlage 28: Resultaten herhaling van de verdunningsreeks

Verdunning B bleek het beste resultaat te geven in de LCA- en ABCA4-pool. Deze
verdunning gaf de laagste Cq-waarde wat duidt op een grote hoeveelheid startmateriaal en

ook een grote hoeveelheid geligeerd product.
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Figuur 39: Een voorbeeld van de amplificatiecurves van een verdunningsreeks. Het voorbeeld is afkomstig
van de LCA-pool. De verschillende verdunningsreeksen zijn aangeduid.

In dit experiment bleken de zelfligatie amplicons in alle verdunningen een lagere Cq-waarde

te hebben. Dit duidt op een grote hoeveelheid zelfligatie product in vergelijking met ‘gewoon’

geligeerd product. _ |
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Figuur 40: Zelfligatie versus geen zelfligatie in de LCA-pool.

De gele boxen duiden op zelfligatie, de groene op geen zelfligatie.
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Figuur 41: Zelfligatie versus geen zelfligatie in de ABCA4-pool.
De gele boxen duiden op zelfligatie, de groene op geen zelfligatie.
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Figuur 42: Zelfligatie versus geen zelfligatie in de USH2A-pool.
De gele boxen duiden op zelfligatie, de groene op geen zelfligatie.
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Bijlage 29: Resultaten Size-selection

Op het ligatieproduct uit experiment 3.2.4. werd een size selection uitgevoerd.

[FU] [FU]
30 ABCA4 A 30 ABCA4 B
20 I 20 ;
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30 40 50 60 70 80 90 [s] 30 40 50 60 70 80 90 [s]
[FU] [FUI—
30— ABCA4 B3 i~y ABCA BS
20 n 50
10 ” 10 i
0 ISy S sl eopn 0— i ) Y .
R — — — T —_———
30 40 50 60 70 80 90 [s] 30 40 S50 60 70 80 90 100[s]
[FU] [FU]—
_ LCA A LCA B
30 30
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il 10 ﬂ
(1 e | S R .,__JJ!'I = (1 L N R | L e
T T T T T T 1 T T T |
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[FU]+ LCA B3 Rk LCA BS
30— 30
20 | 20
10 ﬂ Ll ﬂ
- R | S 0 ! - e
— T T T T T T TTITITT
50 300 700 17000 [bp] 0 300 790 12000 [bp]
[FUIH
[FU] USH2A B3
30— USH2ZA B 30—
20— 20
I IO U4 N RO
T T T innnc T T T T T 177777
50 300 700 17000 bp] 50 300 700 17000 [bpl
[FU]
30 USH2A B3
20 |
0_ R i o s N S .
T T T T T I
50 300 700 17000 [bp]

Figuur 43: Distributie van de fragmenten voor AMPure zuivering. De x-as staat in seconden [s] of
baseparen [bp]. Wegens een afwijking in de software kunnen deze assen niet aangepast worden.

De stalen voor AMPure zuivering werden te sterk verdund om een meetbaar resultaat te
bekomen.
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[FUl4 [FUIS
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Figuur 44: Distributie van de fragmenten na AMPure zuivering. De x-as staat in seconden [s] of baseparen
[bp]. Wegens een afwijking in de software kunnen deze assen niet aangepast worden.
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Bijlage 30: Workflow van het volledige protocol

Onderstaand de workflow voor experiment 3.4. Het volledige protocol, van qPCR tot en met
fragmentatie op de Covaris AFA™, werd doorlopen. Als startmateriaal werd DNA van een

patiént gebruikt.

[ qPCR )
LCA
[ Poolen ‘
Protocol 1 (P1) ] [ Protocol 2 (P2) ]

Figuur 45: Na het poolen van de gPCR-producten wordt per protocol 480 pl staal gebruikt.

Twee verschillende protocollen werden gebruikt voor de stappen voorafgaand aan de ligatie,
respectievelijk protocol 1 (P1) en protocol 2 (P2). P2 is goedkoper en eenvoudiger in

uitvoering dan P1, maar bij P2 is er meer kans op verlies van DNA.

Na iedere zuiveringsstap werd 3 pl product aan de kant gezet. De concentratie van het
dubbelstrengig DNA in dit staal werd achteraf gemeten aan de hand van de Molecular Probes
PicoGreen® Assay op de FLUOstar OPTIMA.

Voor en na AMPure size selection werd ook 3 ul staal achter de hand gehouden. De
concentratie van het dubbelstrengig DNA in dit staal werd achteraf gemeten aan de hand van
de Molecular Probes PicoGreen™ Assay op de FLUOstar OPTIMA. Het effect van de size
selection werd geanalyseerd op de Agilent 2100 BioAnalyzer.

Na fragmentatie op de Covaris AFA™ werden de verschillende stalen geanalyseerd op de

Agilent 2100 BioAnalyzer.
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Zuivering
SV =120 l
EV = 30 pl

Zuivering Zuivering
SV = 120 pl SV = 120 pl
EV = 30 pl EV = 30 pl

Zuivering
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Zuivering
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Zuivering
SV = 56 pl
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S8
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Figuur 46: Workflow protocol 1.
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Zuivering Zuivering Zuivering Zuivering
SV = 120 l SV = 120 l SV = 120 l SV = 120 l
EV = 30 pl EV = 30 pl EV = 30 pl EV = 30 pl

Zuivering
SV =112yl
EV = 30 pl

End-it
SV = 25 ul
EV = 50 pl

% )
)
: = |
5 )

Zuivering
SV = 48yl
EV = 30 pl

Ligatie
SV =11,75 pl
EV = 50 pl

[ AMPure ]

4

[ Covaris AFA™ ]

7

Figuur 47: Workflow protocol 2.
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Bijlage 31: Resultaten van het volledige protocol

1. gPCR
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Figuur 48: Amplificatiecurves van de platen LCAL, LCA3 en LCAA4.
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2. AMPure size selection

[FU]- [FUI
P1 voor AMPure P2 voor AMPure
20 20
10 10
0 0
T T T T T HITT1 UL I T TTTTTT
50 300 700 10380 [bp] 50 300 700 10380  [bp]
[FU] [FU]
P1 na AMPure P2 na AMPure
20 20
10 Lo
0 0
T T T T T ITI1T1 11 | | [
50 300 700 10380 [bp] 50 300 /00 10380 [bp]

Figuur 49: Product voor en na AMPure size selection. De fragmenten kleiner dan 500 bp zijn verdwenen.
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3. Fragmentatie op Covaris AFA™
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Figuur 50: Product P1 na fragmentatie op de Covaris AFA™. Verschillende fragmentatietijden werden
gebruikt. De afwijkende piek, rond 200 bp, in staal P1 C 5 min is het gevolg van een luchtbel tijdens de Agilent
2100 BioAnalyzer run.
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Figuur 51: Product P2 na fragmentatie op de Covaris AFA™. Verschillende fragmentatietijden werden
gebruikt. De afwijkende piek in staal P2 B 2 min is vermoedelijk het gevolg van een luchtbel tijdens de
fragmentatie op de Covaris AFA™,
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