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Zusammenfassung

Nach der Aufklarung der Grundstruktur des menschlichen Genoms durch das
Humangenomprojekt riickte die Inventarisierung pathogener Sequenzvarian-
ten in den Mittelpunkt der Genomforschung. Bis heute konnte erst ein winzi-
ger Teil der klinisch und funktionell relevanten Genomverédnderungen identifi-
ziert werden. Die sichere Unterscheidung pathogener und funktionell neutraler
Verénderungen im menschlichen Genom ist jedoch ein noch weitgehend un-
gelostes Problem. Genetisch bedingte Krankheiten, allen voran psychomotori-
sche Entwicklungsstérungen, sind oft aulerordentlich heterogen, und bei vielen
Patienten kommen Hunderte verschiedener Gendefekte als Krankheitsursache
infrage, die sich klinisch nicht eindeutig gegeneinander abgrenzen lassen.

Die Einfiithrung der ,Next Generation Sequencing“-Technologie (NGS), die eine
gleichzeitige Untersuchung vieler infrage kommender Krankheitsgene erlaubt,
hat die medizinische Genetik im vergangenen Jahrzehnt auf eine neue, viel
breitere Basis gestellt und die genetische Diagnostik sowie die Krankenversor-
gung entscheidend verbessert und beschleunigt. Waren die ersten NGS-Geriite
in der Lage, einige Dutzend ausgewéhlte Gene gleichzeitig zu sequenzieren, so
ermoglichte die Kapazitétssteigerung dieser Geréte bald die Sequenzierung al-
ler proteinkodierenden Bereiche (Whole Exome Sequencing, WES) des mensch-
lichen Genoms bis hin zur gesamtgenomischen Sequenzierung (Whole Genome
Sequencing, WGS). Aufgrund dieser Entwicklungen ist die NGS fiir die welt-
weit an akademischen Zentren konzentrierte genommedizinische Krankenver-
sorgung und Forschung unverzichtbar geworden.

Bei dieser Dissertation steht die bioinformatische Verarbeitung und Interpreta-
tion der durch NGS erzeugten Sequenzdaten im Mittelpunkt, von der Assem-
blierung meist kurzer Sequenzfragmente zu Genen oder gar ganzen Genomen
iiber den Aufbau einer bioinformatischen Pipeline zur Analyse und Filterung
von Sequenzdaten und schlieflich zur Identifikation pathogenetisch relevan-
ter Sequenzvarianten sowie deren Abgleich mit der Literatur. Am Mainzer
Institut fiir Humangenetik der Universitdtsmedizin konnten erste Erfahrungen
mit einem krankheitsgruppenspezifischen Genpanel (MPIMG1-Test) gewonnen
werden. Mit der Entwicklung der WES und WGS stiegen die diagnostischen
Moglichkeiten, aber auch die Anspriiche an die NGS-gestiitzte Diagnostik und
die bioinformatische Analyse. Dies erforderte eine stetige Verbesserung der
hausinternen bioinformatischen Pipeline und den Aufbau einer benutzerfreund-
lichen graphischen Oberfliche zur Interpretation der Ergebnisse. Zudem stellte
sich in den letzten Jahren heraus, dass den Verdnderungen in nicht kodierenden
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Bereichen des Genoms eine groflie Rolle als Krankheitsursache zuzuteilen ist.
Zur Aufspiirung solcher Varianten wurde in dieser Arbeit ein Panel fiir regula-
torische Bereiche (RegVar-Panel) entworfen, mit dem Ziel, die noch weitgehend
unbekannten Varianten in solchen regulatorischen Bereichen zu identifizieren
und deren Pathogenitét abzuschétzen.

Die Entwicklung der der bioinformatischen Pipeline sowie die Einfithrung des
MPIMG1-Tests zur Ergédnzung der konventionellen Stufendiagnostik hatte bei
Patienten mit psychomotorischen Entwicklungsstorungen einen hochsignifikan-
ten Anstieg der Aufklarungsrate um 26% zur Folge. Nach der Ablosung des
MPIMGI1-Tests durch die Exomsequenzierung konnte diese Aufklarungsrate
nochmals um 6% erhoht werden. Somit ist es moglich mit Hilfe dieser erweiter-
ten Stufendiagnostik bei insgesamt 51% der Patienten eine Diagnose zu stellen.
Die Anwendung des RegVar-Panels leistete keinen Beitrag zur Diagnose der
untersuchten Patienten. Luziferase Assays fiir eine im RegVar-Panel detektier-
te Variante widerlegten deren in silico vorhergesagte Interaktionsverdanderung
mit, verschiedenen mikro-RNAs.

Im Gegensatz zur WES erlaubt die WGS die Erkennung nahezu aller Verander-
ungen im Erbgut. Dadurch muss diese Untersuchung nur einmal im Leben
erfolgen und eignet sich hervorragend als diagnostischer Eingangstest fiir Pa-
tienten mit Verdacht auf eine genetisch bedingte Erkrankung, wie durch eine
in dieser Arbeit vorgestellte Fallstudie belegt und anschlieBend diskutiert.

Der Ausblick dieser Dissertation befasst sich unter anderem mit jiingsten Ent-
wicklungen, die auf eine Einfiihrung der WGS in die genetische Regelversor-
gung in Deutschland abzielen, und geht auch auf neue Sequenzierungstechniken
ein, die eine de novo-Sequenzierung menschlicher Genome erlauben werden,
ohne dabei auf Referenzgenome angewiesen zu sein. Diese Techniken erzeugen
sehr lange zusammenhéngende Sequenzfragmente, mit denen es moglich sein
wird, auch die letzten Liicken im menschlichen Genom zu schlieffen und alle
Sequenzvarianten zu erfassen, selbst in hochrepetitiven Genomabschnitten.
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Abstract

After the basic structure of the human genome had been elucidated by the
Human Genome Project, the inventory of pathogenic sequence variants beca-
me the focus of genome research. To date, only a tiny fraction of clinically and
functionally relevant genome alterations have been identified. However, the
reliable differentiation of pathogenic and functionally neutral changes in the
human genome is still a largely unsolved problem. Genetically caused diseases,
especially psychomotor developmental disorders, are often extremely heteroge-
neous, and in many patients hundreds of different genetic defects may be the
cause of disease, which cannot be clinically distinguished from each other due
to their variable manifestation.

The introduction of the ,Next Generation Sequencing“ technology (NGS),
which allows the simultaneous examination of many disease genes, has put
medical genetics on a new, much broader basis over the past decade and has
decisively improved and accelerated genetic diagnostics and patient care. Whi-
le the first NGS devices were capable of sequencing a few dozen selected genes
simultaneously, the increased capacity of these devices soon enabled the se-
quencing of all protein coding regions (Whole Exome Sequencing, WES) of
the human genome up to whole genome sequencing (WGS). Due to these de-
velopments, NGS has become indispensable for the genomic medical care and
research concentrated at academic centers worldwide.

This dissertation focuses on the bioinformatics processing and interpretation
of sequence data generated by NGS, from the assembly of mostly short se-
quence fragments into genes or even entire genomes, through the construction
of a bioinformatics pipeline for the analysis and filtering of sequence data,
and finally to the identification of pathogenetically relevant sequence variants
and their comparison with the literature. At the Institute of Human Genetics
of University Medicine Mainz, first experiences with a disease-group specific
gene panel (MPIMG1 test) were gained. With the development of WES and
WGS, the diagnostic possibilities increased, but also the demands on NGS-
supported diagnostics and bioinformatic analysis. This required a continuous
improvement of the in-house bioinformatic pipeline and the development of a
user-friendly graphical interface for the interpretation of results. In addition,
in recent years it has become apparent that changes in non-coding regions of
the genome play a major role as a cause of disease. In order to detect such
variants, this thesis designed a panel for regulatory areas (RegVar-Panel) with
the aim to identify the still largely unknown variants in such regulatory areas
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and to assess their pathogenicity.

The development of the bioinformatics pipeline and the introduction of the
MPIMGTI test to complement conventional stepwise diagnostics resulted in a
highly significant 26% increase in the detection rate in patients with psycho-
motor developmental disorders. After the replacement of the MPIMGI1 test by
exome sequencing, this detection rate increased by a further 6%. Thus, it is
possible to diagnose 51% of the patients with the help of this extended stepwise
diagnostic procedure. The application of the RegVar panel did not contribute
to the diagnosis of the examined patients. Luciferase assays for a variant de-
tected in the RegVar panel disproved its in silico predicted interaction change
with different microRNAs.

In contrast to WES, WGS allows the detection of almost all changes in the
genome. Therefore, this examination has to be performed only once in a life-
time and is perfectly suited as an initial diagnostic test for patients suspected
of having a genetic disease, as demonstrated by a case study presented in this
thesis and discussed afterwards.

The outlook of this dissertation deals, among other things, with recent develop-
ments aimed at the introduction of WGS into regular genetic care in Germany
and also discusses new sequencing techniques that will allow de novo sequen-
cing of human genomes without having to rely on reference genomes. With the
help of these techniques it will be possible to generate very long coherent se-
quence fragments, and thus it will be possible to close even the last gaps in the
human genome and to capture all sequence variants, even in highly repetitive
genome sections.
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Kapitel 1

Einleitung

Der Begriff | Genetik”® wurde erstmals 1905 von William Bateson in einem
Brief an seinen vorgesetzten Adam Sedgwick verwendet und ein Jahr spéter als
Bezeichnung fiir das sich neu herausbildende wissenschaftliche Teilgebiet der
Biologie vorgeschlagen [Bateson und Bateson, 1928]. Dieses befasst sich mit
den Grundlagen zur Auspriagung erblicher Merkmale und der Weitergabe von
Erbinformationen an die nachfolgenden Generationen. Im Jahr 1909 pragte der
dénische Botaniker Wilhelm Johannsen darauf aufbauend die Begriffe ,Gen*,
,Erbgut* und ,,Phénotyp“ [Johannsen, 1909].

1.1 Genetik, von Mendel bis heute

Bereits zum Ende des 19. Jahrhunderts gelang es bei mikroskopischen Untersu-
chungen von sich teilenden Zellen fadenartige Strukturen in den Zellkernen zu
beobachten, die sich anfiarben lielen und deshalb als Chromosomen bezeichnet
wurden. Theodor Boveri und Walter Sutton entdeckten Gemeinsamkeiten zwi-
schen der Gestalt bzw. dem Verhalten dieser Chromosomen bei der Zellteilung
und den von Gregor Mendel 1866 beschriebenen Vererbungsmustern bestimm-
ter genetischer Merkmale [Mendel, 1866]. So stellten sie ab 1903 die Chromo-
somentheorie der Vererbung auf, welche besagt, dass sich der materielle Tréager
des Erbguts im Zellkern befindet und Teile der Chromosomen den von Men-
del postulierten Erbanlagen entsprechen [Boveri, 1902] [Sutton, 1903]. Erste
Uberlegungen iiber die Vererbung von Krankheiten stammten unter anderem
von Archibald Edward Garrod. Er erkannte, dass einige bekannte Krankhei-
ten wie die Alkaptonurie, Albinismus oder Cysteinurie nach den Regeln von
Mendel vererbt werden und prégte 1908 den Begriff ;angeborene Stoffwech-
selstorungen (engl.: inborn errors of metabolism) [Nuland, 2003].

Aus einem Experiment an R- und S-Pneumokokken-Stédmmen folgerte Frede-
rick Griffith 1928 erstmals, dass es eine transformierende Substanz geben muss,
die eine Umwandlung von avirulenten in virulente Pneumokokken ermdoglicht
[Griffith, 1928]. 1944 gelang es Avery et al. die chemische Zusammensetzung
dieser transformierenden Substanz durch Aufreinigung aufzukliaren. Die Men-
genanteile an Kohlenstoff, Waserstoff, Stickstoff und Phosphor entsprachen der
von DNS (Desoxyribonukleinsdure; engl. Deoxyribonucleic Acid, DNA). Dies
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war ein starkes Indiz dafiir, dass die Erbinformation durch die DNA und nicht,
wie bis dahin angenommen, durch Proteine kodiert wird [Avery et al., 1944].

Etwa ein Jahrzehnt spater, im Jahr 1952, veroffentlichte Erwin Chargaff die
sogenannte Paritéitsregel. Diese beschreibt, dass in DNA Molekiilen auf beiden
Stréangen immer gleich viele Adenin- und Thymin- sowie Cytosin- und Guanin-
Basen auftreten [Chargaff et al., 1952]. Diese bahnbrechenden Erkenntnisse
und die Ergebnisse von Rosalind Franklins Rontgenstrukturanalysen waren
die Grundlage fiir die Aufkldrung der Doppelhelixstruktur der DNA durch
James Watson und Francis Crick im Jahre 1953 [Watson und Crick, 1953]
[Franklin und Gosling, 1953].

Vernon Martin Ingram, ein deutsch-amerikanischer Biologe, wies 1956 durch
Untersuchungen des Hamoglobin-Proteins bei der Sichelzellanédmie erstmals
nach, dass ein Austausch einer einzigen Aminoséure eine Erkrankung auslosen
kann [Ingram, 1956]. Mithilfe elektrophoretischer und chromatographischer Me-
thoden fand er heraus, dass der Glutaminsédurerest an Position 6 der g-Kette
des normalen Hédmoglobins im Sichelzell-Hadmoglobin durch einen Valinrest er-
setzt ist. Dieser Aminosdurenaustausch bewirkt eine geringfiigig verdnderte
elektrische Ladung des Sichelzell-Hamoglobins bei neutralem pH-Wert, wo-
durch es bei Sauerstoffmangel zur Polymerisation und zur sichelférmigen De-
formierung der Erythrozyten kommt. Die Folge sind Verschliisse kleiner Ar-
terien. Homozygote Tréager des Gendefekts leiden an anfallsartigen und zum
Teil lebensbedrohlichen Durchblutungsstérungen. Die Sichelzellanédmie ist so-
mit die erste molekulargenetisch aufgeklirte Krankheit [Lehninger, 2011].

Rund 25 Jahre nach der Aufkldarung der DNA-Struktur stellten Frederick San-
ger sowie Allan Maxam und Walter Gilbert 1975 Methoden zur DNA-Sequen-
zierung vor, mit der die Nukleotidabfolge eines Sequenzfragments von bis
zu 500 Basenpaaren (bp) aufgeschliisselt werden kann [Sanger et al., 1977]
[Maxam und Gilbert, 1977]. In den folgenden Jahren wurde mit der Polymera-
se-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) ein einfaches Ver-
fahren zur gezielten Vervielfiltigung einzelner DNA-Abschnitte entwickelt
[Mullis et al., 1986]. Zuvor konnten solche DNA-Fragmente nur durch ,,Schrot-
schuss-Klonierung* von Genomen und préziser Auslese der betreffenden Klone
erzeugt werden.

Das 1990 gegriindete internationale Humangenomprojekt (HGP) verfolgte das
Ziel, das gesamte menschliche Erbgut (Genom) bis 2005 durch Sequenzierung
zu entschliisseln. Dies bildet die Grundlage zur Erforschung von Erbkrankhei-
ten und soll zum besseren Verstédndnis von Krebserkrankungen auf molekula-
rer Ebene dienen. Thm ging die genetische und physikalische Kartierung einer
Vielzahl von Genen und die Erstellung vollstédndiger genetischer Karten der
menschlichen Chromosomen voraus [Donis-Keller et al., 1987a]
[Murray et al., 1994]. Das mit 6ffentlichen Mitteln finanzierte HGP sah es vor,
die Chromosomen auf der Grundlage iiberlappender und fast das vollstdndige
Genom abdeckender Klone aus kiinstlichen Bakterien- (engl. Bacterial Arti-
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ficial Chromosome, BAC) und Hefechromosomen (engl. Yeast Articial Chro-
mosome, YAC) nacheinander zu sequenzieren. In der ersten Phase konzen-
trierte sich das HGP auf die Entwicklung diverser genetischer Marker, was
ermoglichte mehr oder weniger detaillierte Genkarten zu erstellen und Kopp-
lungsanalysen durchzufiithren. Diese polymorphen DNA-Marker sind Einzelnu-
kleotidaustausche (engl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP), kleine sich
wiederholende Sequenzen (engl. Short Tandem Repeats, STRs) und Restrik-
tionsfragmentléngenpolymorphismen (RFLPs). Die STRs bestehen aus zwei
bis vier sich wiederholenden Nukleotiden, wohingegen mit RFLPs Sequenz-
varianten bezeichnet werden, die bei der Verdauung von DNA mithilfe se-
quenzspezifischer Restriktionsenzyme zu einem verédnderten Muster der DNA-
Fragmente fithren und so erkannt werden konnen. Je geringer die Entfernung
zweier synténischer, also auf dem gleichen Chromosom lokalisierter Sequenzva-
rianten ist, desto wahrscheinlicher ist es, dass sie wahrend der Keimzellbildung
nicht durch ein Crossover zwischen den gepaarten Chromatiden getrennt, son-
dern gekoppelt an die Nachkommen weitergegeben werden.

Durch den Nachweis einer genetischen Kopplung mit bekannten, chromosomal
lokalisierten DNA-Markern besteht die Méglichkeit in Familien mit sogenann-
ten monogenen Krankheiten, die auf Defekte einzelner Gene zuriickgehen, die
ungefihre Lage der betreffenden Krankheitsgene zu ermitteln. Bereits bevor
die Grundstruktur des menschlichen Genoms bekannt war, gelang es auf diese
Weise, die fiir einige Dutzend monogener Krankheiten verantwortlichen Gende-
fekte im Genom zu lokalisieren und durch ,,Positional Cloning“ molekular auf-
zukldren. Dazu wurden fiir die durch flankierende genetische Marker begrenz-
ten chromosomalen Abschnitte mittels ,,Chromosome Walking® [Rédei, 2008]
iiberlappende DNA-Klone hergestellt und diese sequenziert. Eine auf diese
Weise klonierte Kandidatenregion umspannt héufig mehrere Millionen DNA-
Bausteine und enthélt meist eine Vielzahl von Genen. Das Herausfiltern des
gesuchten Krankheitsgens stellte eine der grofiten Herausforderungen bei der
Positionsklonierung dar [Collins, 1992].

Victor Almon McKusick, ein amerikanischer Humangenetiker, katalogisierte ab
1966 alle bekannten Merkmale des Menschen, die sich nach den Mendelschen
Regeln vererben und gab zwischen den Jahren 1966 und 1998 insgesamt 12
gedruckte Ausgaben eines Verzeichnisses aller bekannten menschlichen Gene
und ihren assoziierten Erkrankungen unter dem Titel ,, Mendelian Inheritance
in Man“ (MIM) heraus. Ab dem Jahr 1998 wird diese Kollektion unter dem
Namen ,,Online Mendelian Inheritance in Man* (OMIM) digital als im Internet
offentlich zugéngliche und fortlaufend aktualisierte Datenbank weitergefiihrt.

Im Jahre 1998 bekam das staatlich finanzierte Internationale Human Genome
Projekt Konkurrenz von Craig Venter, dem Direktor von TIGR, einem privaten
Institut fiir Genomforschung. Statt zuerst fiir alle menschlichen Chromosomen
tiberlappende Raster von BAC-Klonen mit 100 bis 200 Kilobasenpaaren (kbp)
langen menschlichen DNA-Fragmenten zu erstellen, verfolgte Craig Venter den
Plan, unsortierte Genomfragmente im groflen Stil zu sequenzieren und diese
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mit massiver Computerunterstiitzung anhand ihrer iiberlappenden Enden zu
immer ldngeren zusammenhédngenden Sequenzen, den sogenannten ,contigs®
zu verkniipfen.

Im Jahre 2001 verkiindete das Humane Genomprojekt unter Leitung von Fran-
cis S. Collins gemeinsam mit Craig Venter, dem Leiter der privaten Firma TI-
GR, den Abschluss der Untersuchungen zur Grundstruktur des menschlichen
Genoms in den Medien [Lander et al., 2001] [Venter et al., 2001]. Allerdings
war die Sequenzierung zu diesem Zeitpunkt nur zu etwa 70% abgeschlossen
und damit noch liickenhaft. Die Publikation einer ,endgiiltigen, aber seither

mehrfach nachgebesserten Version des humanen Referenzgenoms erfolgte im
Jahr 2003.

Als Begriindung fiir die notwendige staatliche Finanzierung des HGP war an-
fangs aufgefithrt worden, dass die Genomsequenzierung der Schliissel fiir die
Aufklarung, Diagnose und Therapie aller genetisch bedingter Krankheiten sei
[National Human Genome Research Institute, 1990] [Collins und Fink, 1995].
Dabei wurde unterschlagen, dass dieses Vorhaben ,,nur® auf die Aufkldarung der
Grundstruktur des menschlichen Genoms zielte, welches lediglich die Basis fiir
die anschliefende Suche nach krankheitsverursachenden Genomverénderungen
darstellte. Zu Beginn des Humanen Genomprojekts schitzten Wissenschaft-
ler die Anzahl der Gene eines menschlichen Organismus auf etwa 100.000
[Collins und Fink, 1995] [Keleher, 1993]. Diese Zahl variierte im Laufe der Jah-
re mehrfach. Nach Publikation des ersten Entwurfs der menschlichen Genom-
sequenz im Jahr 2001 korrigierten die Arbeitsgruppen um Lander et al., Ven-
ter et al. und Claverie et al. die Anzahl auf etwa 30.000 bis 40.000 Gene
[Lander et al., 2001] [Venter et al., 2001] [Claverie, 2001]. Nur 3 Jahre spéter,
im Oktober 2004, bestétigte das Konsortium des humanen Genomprojekts
die Existenz von 19.599 proteinkodierenden Genen [Abdellah et al., 2004]. Die
Zahl von 19.000 bis 20.000 kodierenden Genen im menschlichen Genom wird
auch heute noch angenommen [Ezkurdia et al., 2014].

Nach der Aufkléarung der Grundstruktur des menschlichen Genoms und der De-
finition eines Referenzgenoms riickte die Inventarisierung pathogener Sequenz-
varianten in den Mittelpunkt der Humangenomforschung. Aufgrund friiherer
Untersuchungen war bereits bekannt, dass die Genome nicht verwandter gesun-
der Menschen ca. 4 Millionen Unterschiede in ihrer DNA-Sequenz aufweisen,
und erwartungsgeméf erwiesen sich die allermeisten dieser Varianten als funk-
tionell neutral. Die systematische Suche nach den viel selteneren Sequenzvari-
anten, welche fiir die phénotypische Variabilitdt und insbesondere fiir genetisch
bedingte Krankheiten verantwortlich sind, erlangte erst wiahrend des vergan-
genen Jahrzehnts zunehmende Popularitédt. Krankheitsauslosende Mutationen
wurden bisher erst in ca. 4.200 der 20.000 proteinkodierenden Gene des Men-
schen gefunden (Stand 14.10.2020) [OMIM, 2020 und bis heute, mehr als 17
Jahre nach dem Abschluss des HGP, konnte erst ein winziger Teil der klinisch
und funktionell relevanten Genomverdnderungen identifiziert werden.



Kapitel 1. Einleitung Seite 6

Die Einfithrung der ,Next Generation Sequencing“-Technologie (NGS) zur
massiv-parallelen Sequenzierung vieler verschiedener DN A-Fragmente hat die-
se Untersuchungen stark beschleunigt. Die Firma 454 Life Sciences (heute
Roche) stellte 2005 mit dem 454 GS FLX Sequenziersystem das erste kom-
merziell vertriebene NGS-Gerit vor [Margulies et al., 2005]. Kurze Zeit spéter
folgten weitere Sequenziermaschinen anderer Hersteller, zum Beispiel der Ge-
nome Analyzer der Firma Solexa (heute Illumina) im Jahr 2006. Waren die
ersten Geréte in der Lage, einige speziell ausgewéhlte und angereicherte Ge-
ne oder Genomabschnitte gleichzeitig zu sequenzieren (engl. Target Enrich-
ment Sequencing, TES), so erméglichte die Kapazitéitssteigerung dieser Geréte
bald die Sequenzierung aller proteinkodierenden Bereiche des menschlichen Ge-
noms, des sogenannten Exoms (engl. Whole Exome Sequencing, WES). Mit der
Einfithrung des Illumina Hiseq X10-Systems im Jahre 2014 wurde es moglich
vollstdndige Genome einzelner Probanden innerhalb weniger Tage zu sequen-
zieren (engl. Whole Genome Sequencing, WGS) und gleichzeitig die Kosten fiir
die WGS auf ca. 5000 Euro zu senken. Diese Entwicklungen haben die moleku-
lare Aufkldrung und Diagnose monogener Erbkrankheiten enorm beschleunigt
und vereinfacht. So gelang es Najmabadi et al. bereits im Jahre 2011, durch
Sequenzierung krankheitsrelevanter Genomabschnitte in 136 konsanguinen Fa-
milien 50 neue Krankheitsgene zu identifizieren [Najmabadi et al., 2011].

Proteinkodierende Abschnitte umfassen etwa 1-2% des menschlichen Genoms
[Ng et al., 2009]. Weitere 3-4% des Genoms sind evolutionér hoch konserviert
und dadurch offenbar funktionell wichtig, zum Beispiel fiir die spatiotemporale
Steuerung der Genexpression wiahrend der Keimesentwicklung. Bis heute ge-
lang es etwa 4.200 der 20.000 evolutionér konservierten Gene mit einer monoge-
nen Erkrankung zu assoziieren [OMIM, 2020]. Das menschliche Genom enthilt
3,2 Milliarden Basenpaare und besteht aus 4 verschiedenen Basen. Dadurch
kénnen maximal 9,6 Milliarden Austausche einzelner DNA-Bausteine auftre-
ten. Bisher konnten etwa 150.000 Varianten als eindeutig pathogen identifiziert
werden [The Monarch Initiative, 2020]. Dies entspricht 0,0016% des Genoms
und 0,11% der kodierenden Bereiche. Monogene Krankheiten, die auf Defekten
einzelner Gene beruhen, sind fiir sich genommen meist selten, jedoch als Krank-
heitsgruppe haufig. Ungefdhr 20% der Todesfille im Sauglingsalter und ca.
18% der péadiatrischen Krankenhausaufenthalte lassen sich auf seltene, rezessi-
ve Erbkrankheiten zuriickfithren [Kingsmore, 2012],und etwa 80% der seltenen
Krankheiten haben monogene Ursachen [Ehrhart et al., 2019] [Lee et al., 2020].
Dennoch steht die Identifikation und Erforschung von pathogenen Varianten
noch immer erst am Anfang.

Aufgrund der Verbesserung von Untersuchungs- und Analysemethoden besteht
heute die Moglichkeit, mit Hilfe der WGS einen Grof3teil aller krankheitsver-
ursachenden Varianten eines Genoms aufzudecken. Neben Einzelbasenaustau-
schen (engl. Single Nucleotide Variation, SNV) kénnen unter anderem auch
Deletionen und Insertionen, sowie groflere chromosomale Rearrangements de-
tektiert werden. Damit zeichnet sich ab, dass die WGS bei weiter sinkenden
Kosten im Laufe der Zeit einen Grofiteil der heute in der genetischen Dia-
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gnostik verwendeten Methoden, wie die klassische Zytogenetik, genomweite
Mikroarrays und die Paneldiagnostik ersetzen kénnte. Die sichere Unterschei-
dung pathogener und funktionell neutraler Verdnderungen im menschlichen
Genom ist jedoch ein noch weitgehend ungelostes Problem.

Tabelle 1.1: Meilensteine der genetischen Forschung

Jahr Ereignis Literatur

1866 Mendelsche Regeln [Mendel, 1866]

1903 Chromosomentheorie der [Boveri, 1902]
Vererbung [Sutton, 1903]

1908 Archibald Edward Garrod [Nuland, 2003]
préigteden Begriff | an-
geborene Stoffwechsel-
storungen*

1944 Erstes Indiz fiir DNA als [Avery et al., 1944]
Trager des Erbmaterials

1952 Basenverhéltnis folgt [Chargaff et al., 1952]
Muster;
Paritétsregel (A=T, G=C)

1953 Beschreibung der Struktur [Watson und Crick, 1953]
des DNA-Doppelstrangs [Franklin und Gosling, 1953]

1955 Das menschliche Genom [Tjio und Levan, 1956]
besteht aus 46
Chromosomen

1956 Aminosaureaustausch [Ingram, 1956]
im Betaglobin-Protein
verursacht Sichelzell-
andmie

1959 Down-Syndrom entsteht [Lejeune et al., 1959]
durch Trisomie 21

1961 Entdeckung der mRNA als  [Brenner et al., 1961]
Transmitter der Infor-
mationen aus Kern ins
Zytoplasma

1966 Entschliisselung des [Nirenberg et al., 1966]
genetischen Codes

1966 Erste Auflage von MIM [McKusick, 1966]

1969 Entwicklung erster [Dayhoff, 1969]

Fortsetzung auf der ndichsten Seite
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Tabelle 1.1 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Jahr Ereignis Literatur

bis 1970 Verfahren zur Sequenz- [Needleman und Wunsch, 1970]
analyse

1972 Erstes vollstandig re- [Jackson et al., 1972]
kombinantes DNA-Molekiil

1975 DNA Sequenzierung [Sanger et al., 1977]

[Maxam und Gilbert, 1977]

1977 Erstbeschreibung von [Chow et al., 1977]
unterbrochenen Genen
und Splicemechanismen

1977 Klonierung des ersten [Itakura et al., 1977
menschlichen Gens

1980 Entdeckung der RFLPs [Wai Kan und Dozy, 1978]

[Botstein et al., 1980]

1983 Erfindnung der PCR [Mullis et al., 1986]

1983 Das Huntington Gen liegt [Gusella et al., 1983]
auf Chromosom 4

1985 Positionsklonierung der

bis 1991 Gene fir CGD, DMD, CF,
CHM, Fra(X)

1986 Entwicklung des ersten [Smith et al., 1986]
automatischen
Sequenziergerits

1987 Erste umfassende Gen- [Donis-Keller et al., 1987b]
karte des menschlichen
Genoms basierend auf
RFLPs

1989 Entdeckung von Mikro- [Kelly et al., 1989
satellitenmarkern

1988 Entwicklung von Standard- [Pearson und Lipman, 1988|

bis 1990 programmen zur Sequenz- [Altschul et al., 1990]
analyse (FASTA, BLAST)

1990 Entwickung von Genchips [Carig et al., 1990]

bis 1996 zur parallelen Messung [Lennon und Lehrach, 1991]
des Transkriptionszustands [Schena et al., 1995]
ganzer Genome durch [Lockhart et al., 1996]
Hybridisierungsexperimente

1990 Griindung des HGP

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 1.1 — Fortsetzung von vorheriger Seite

Jahr Ereignis Literatur

1995 Beitritt Deutschlands
zum HGP

1999 Entwicklung der Shotgun- [Weber und Myers, 1997]
Methode zur Hochdurchsatz-
sequenzierung ganzer
Genome

1998 Veroffentlichung von OMIM  [Hamosh et al., 2005]

1999 Sequenzierung des ersten [Dunham et al., 1999]
menschlichen Chromosoms
(Chromosom 22)

2001 Veroffentlichung einer [Lander et al., 2001]
ersten, noch liickenhaften
Sequenz des menschlichen

Genoms
2003 Abschluss des HGP
2005 454 Life Science stellt [Margulies et al., 2005]

erstes NGS-Gerat vor

ab 2011  Serielle Aufkldrung monogen
bedingter Krankheiten des
Menschen

1.2 Gegenstand dieser Arbeit

Seit der Entwicklung der Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung (HDS) vor etwa
10 Jahren ist sie fiir die genetische Krankenversorgung und Forschung unent-
behrlich geworden. Im Gegensatz zu England und anderen européischen Nach-
barléndern fehlten in Deutschland jedoch bisher staatliche Initiativen zur koor-
dinierten Einfithrung der HDS an qualifizierten akademischen Zentren. Zudem
hielten die Regelungen zur Kostenerstattung durch die Krankenkassen derar-
tiger Untersuchungen mit den Entwicklungen auf diesem Sektor nicht Schritt.
Das Fehlen staatlicher Vorgaben zwang viele humangenetische Institute zum
Aufbau der personellen und apparativen Infrastruktur fiir die NGS-gestiitzte
Diagnostik in eigener Regie, so auch das Institut fiir Humangenetik der Uni-
versititsmedizin Mainz.

Ein zentraler Aspekt dieser Aufgabe und gleichzeitig Thema dieser Disserta-
tion ist die Entwicklung und Etablierung einer bioinformatischen Pipeline zur
Analyse und Filterung von Sequenzdaten, der Identifikation pathogenetisch re-
levanter Sequenzvarianten und deren Abgleich mit klinischen Befunden. Erste
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Erfahrungen konnten mit kleinen krankheitsgruppenspezifischen Genpanels ge-
sammelt werden. Wéhrend des Berichtszeitraums kam es zu einer raschen Wei-
terentwicklung der betreffenden Methoden, Ressourcen und Konzepte. Parallel
dazu stiegen die diagnostischen Moglichkeiten, aber auch die Anspriiche an die
NGS-gestiitzte Diagnostik und die bioinformatische Analyse immer groflerer
und komplexerer Datenséitze, besonders seit der Entwicklung der WES und
WGS. Dies erforderte eine stetige Verbesserung der hausinternen bioinforma-
tischen Pipeline und den Aufbau einer benutzerfreundlichen graphischen Ober-
flache zur Interpretation der Ergebnisse.

Die vorliegende Arbeit geht (zum Teil chronologisch) auf diese Entwicklungen
ein, die inzwischen auch in Mainz zur Einfithrung der diagnostischen Sequen-
zierung des gesamten Gesamtgenoms gefiithrt haben.

Nicht in allen Féllen ist mit der Exomsequenzierung eine kausale Genverénde-
rung zu finden. Dies lasst die Frage nach der Lage und Funktion bisher nicht als
pathologisch definierter Mutationen aufkommen. In den letzten Jahren stell-
te sich heraus, dass den Verdnderungen in nicht kodierenden Bereichen des
Genoms eine grofie Rolle als Krankheitsursache zuzuteilen ist. Zur Detekti-
on solcher Verdnderungen wird versucht die zugrundeliegende Variante durch
die Anwendung eines eigens designten TES Panels fiir regulatorische Berei-
che (3’UTRs und mikro-RNAs) aufzuspiiren. Dabei ist zu iiberlegen, wie eine
Pathogenitatsabschiatzung der noch weitgehend unbekannten Varianten in sol-
chen regulatorischen Bereichen zu bewerkstelligen ist.

Anhand grofler Patientenkollektive ist es moglich, die Aufklarungsraten zwi-
schen Genpanel-Untersuchung und Exomsequenzierung zu vergleichen. In ei-
nem Fallbeispiel wird die gesamtgenomische Sequenzierung beschrieben und
die Vor- und Nachteile der Einfithrung der WGS als universellen genetischen
Test diskutiert.

Diese Arbeit schliefft mit einem Ausblick auf neueste technische Entwicklungen
auf diesem Gebiet, die schon bald in der genetischen Diagnostik Eingang finden
konnten.
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Kapitel 2

Verfahren zur
Hochdurchsatz-Sequenzierung

Die Hochdzurchsatz-Sequenzierung von DNA oder RNA | welche auch als néchs-
te Generation der Sequenzierung (engl. Next Generation Sequencing, NGS) be-
zeichnet wird, umfasst Methoden mit deren Hilfe bis zu mehrere Billionen von
kurzen Sequenzbruchstiicken (50 — 300 bp) parallel untersucht werden kénnen.

2.1 Roche 454

Den ersten DNA-Sequenzierer der ndchsten Generation (GS20) brachte das
im Jahr 2007 von Roche aufgekaufte Unternehmen 454 Life Sciences 2005
auf den Markt. Bis zum Jahr 2009 verbesserte Roche/454 Life Sciences sei-
ne Sequenziergerite, sodass diese in der Lage waren 400-600 Millionen Basen-
paare pro 10-Stunden-Lauf zu sequenzieren [Voelkerding et al., 2009]. Die 454-
Technologie ist aus der Konvergenz von Pyrosequenzierung [Nyrén et al., 1993]
[Ronaghi et al., 1996] [Ronaghi et al., 1998] und Emulsions-PCR,
[Tawfik und Griffiths, 1998] entstanden.

Zur Vorbereitung auf die Sequenzierung wird die genomische DNA in kleinere
Sequenzen (300-800 bp) fragmentiert und an Adapter-Oligonukleotide ligiert.
Anschlielend erfolgt eine Verdiinnung der Bibliothek auf Einzelmolekiilkonzen-
tration sowie eine Denaturierung und Hybridisierung an einzelne Beads. Diese
werden wiederrum in Wasser-Ol-Mikrovesikel unterteilt, wo es wihrend der
Emulsions-PCR zu einer klonalen Amplifikation einzelner an die Beads ge-
bundener DNA-Molekiile kommt. Nach der Amplifikation wird die Emulsion
aufgetrennt und die Beads angereichert.

Zur Sequenzierung erfolgt erneut eine Grenzverdiinnung der Beads, welche im
weiteren Verlauf in einzelne Vertiefungen der Picotiterplatte deponiert und mit
Sequenzierungsenzymen, wie DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase und Lucifera-
se kombiniert werden. Im Sequenziergerat fungiert die Picotiterplatte als Flief3-
zelle (engl. Flow Cell), in der die iterative Pyrosequenzierung durch sequenziel-
les Hinzufiigen der vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) stattfindet.
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Eine Nukleotidinkorporation erzeugt eine Pyrophosphatfreisetzung und durch
die Luciferase eine gut lokalisierte Lumineszenz, die sich durch die faseropti-
sche Platte iibertragen und mit einer Kamera aufzeichnen lidsst. Nach jeder
Zugabe eines dN'TPs werden die Lichtsignale der Wells fotografiert, nach Qua-
litatskriterien gefiltert und anschlieend algorithmisch in eine lineare Sequenz-
ausgabe iibersetzt [Voelkerding et al., 2009].

Eine anerkannte Stédrke der 454-Technologie ist die groflere Leseldnge
(bis zu 700 bp), die eine de novo-Montage von Genomen erleichtert
[Pearson et al., 2007]. Ein schwerwiegendes Problem ist hingegen die genaue
Bestimmung von Homopolymeren mit einer Lénge von mehr als drei bis vier
Basen. Ein Homopolymer mit sechs Basen sollte theoretisch die doppelte Lu-
mineszenz eines Homopolymers mit drei Basen ergeben. In der Praxis variiert
diese Lumineszenzausbeute. So sind Schétzungen der Homopolymerlédnge mit
zunehmender Linge weniger genau [Margulies et al., 2005] [Huse et al., 2007].
Die schlechte Qualitéit der sequenzierten Reads und der im Vergleich zu ande-
ren neu aufkommenden Firmen wie Illumina niedrige Durchsatz der Sequen-
ziergerite von 454 fiihrte zu einer stetigen Abnahme der Wettbewerbsfahigkeit
und 2013 schliellich zur Einstellung der Sequenziersparte bei Roche.

2.2 Helicos

Bereits wihrend der Hochphase des oben vorgestellten 454-Sequenzierers wur-
de 2008 das Heliscope-Sequenziergerat vorgestellt. Es ist als erstes kommerzi-
elles NGS-Geriit in der Lage, einzelne DNA-Molekiile ohne vorherigen Ampli-
fikationsschritt zu sequenzieren.

Bei der Vorbereitung zur Sequenzierung wird bei dieser Methode jedes DNA-
Fragment mit einem mindestens 50 bp langen Poly-A-Schwanz am 3‘-Ende
versehen. Zudem ist es notwendig, die 3’-Enden der zu sequenzierenden Mo-
lekiile zu blockieren, damit diese beim eigentlichen Sequenzierungsschritt nicht
verlangert werden konnen. Dies geschieht typischerweise mit Hilfe eines Dides-
oxynukleotids.

Die Einzelmolekiil-Fluoreszenzsequenzierung wird auf einer Flow Cell aus Glas
mit 25 Kanélen durchgefiihrt. Diese ist mit 50 bp langen Oligo(dT) Sequenzen
bestiickt, an die spéter die DNA-Fragmente binden. Dabei kann jeder Kanal
einzeln adressiert und wenn gewiinscht mit unterschiedlichen Proben beladen
werden. Es ist moglich das Sequenziergerédt mit einer oder zwei Flieflzellen
gleichzeitig zu betreiben.

Im Allgemeinen werden die Proben fiir die Sequenzierung so vorbereitet, dass
der Poly(A)-Schwanz ldnger ist als das Oligo(dT)50 auf der Oberfliche der
Fliefizelle. Um die Sequenzierung der ungepaarten A-Reste zu vermeiden, ist
eine ,, Fill-and-Lock“-Behandlung erforderlich. Bei dieser werden nach der Hy-
bridisierung dTTPs und fluoreszenzmarkierte Terminator-Nukleotide (dATP,
dCTP und dGTP) [Bowers et al., 2009] gemeinsam mit der DNA-Polymerase
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hinzugefiigt. Auf diese Weise lassen sich alle ungepaarten Adenosinbasen des
Poly(A)-Schwanzes mit TTPs auffiillen. Das hybridisierte Molekiil wird fiir
die weitere Synthese geblockt, wenn die Polymerase auf den ersten Nicht-A-
Rest trifft und das entsprechende Terminator-Nukleotid einfiigt. Da durch die
Terminator-Nukleotide nun an jedes DNA-Molekiil ein Farbstoff gebunden ist,
enthélt ein entsprechend aufgenommenes Bild die Positionen aller sequenzier-
barer Molekiile. Dieses initial aufgenommene Bild dient dem System zur Ori-
entierung auf der Fliefizelle und beinhaltet keine Sequenzinformation, da die
Markierung jeder beliebigen Base entsprechen konnte. Daher beginnt die Se-

quenzierung der Molekiile mit der zweiten Base des urspriinglichen Molekiils
[Glenn, 2011].

Um die hybridisierten DNAs zu sequenzieren, ist es zunéchst notwendig, die
fluoreszenzmarkierten Terminatornukleotide abzuspalten und wegzuwaschen.
Anschliefend wird neue Polymerase sowie nacheinander jeweils eines der vier
verschiedenen Fluoreszenznukleotide hinzugefiigt und nach Anregung des Fluo-
reszenzanteils durch einen Laser ein weiteres Bild aufgenommen. Bei einem
Standard-Sequenzierungslauf wird dieser zyklische Prozess 120 Mal wiederholt.

Unter optimalen Bedingungen kénnen fiir einen Standardlauf mit 120 Zyklen
von jedem Kanal 12.000.000 bis 20.000.000 Reads mit einer Lénge von 25 -
32 bp erwartet werden. Dies resultiert in insgesamt bis zu 1.000.000.000.000
Reads und 35 Gigabasenpaaren (Gbp) Sequenzinformation von jedem Lauf.
Ein kompletter Durchlauf dauert allerdings bis zu 8 Tage.

Vorteile dieser Einzelmolekiil-Sequenzierungsstrategie sind die Vereinfachung
der DNA-Probenvorbereitung, die Vermeidung von PCR-induzierten Verzer-
rungen und Fehlern, eine zum Teil vereinfachte Datenanalyse und die Toleranz
gegeniiber degradierten Proben. Da der Sequenzierungsprozess allerdings nach
jedem Verldngerungsschritt angehalten wird, ist der Zeitbedarf dieser Methode
grofl, und die realisierte Leseldnge betrdgt nur 32 Nukleotide. Zudem ist die
Fehlerrate hoch. Dies kann mit repetitiver Sequenzierung iiberwunden werden,
welches jedoch die Kosten pro sequenzierter Base erhoht. Vermutlich konnte
sich diese Sequenziermethode aufgrund dieser Nachteile auf dem Markt nicht
etablieren, was im November 2012 zur Insolvenz der Firma Helicos BioSciences
fiihrte [Robison, 2013].

2.3 Complete Genomics/BGI

Parallel zu Roche 454 und Helicos entwickelte die 2006 gegriindete und im Mé&rz
2013 von BGI-Shenzhen iibernommene Firma Complete Genomics eine DNA-

Sequenzierungsplattform auf der Basis von sogenannten DNA-Nanobéllen
(DNB).

Bei dieser Technologie wird die fragmentierte DNA durch spezielle Adapter zir-
kularisiert und anschlieBend durch die ,Rolling Circle Replication®
[Ali et al., 2014] vervielfdltigt. Dabei bildet sich ein zusammenhingender
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Strang aus sich wiederholenden Kopien, welcher sich zu einem DNB mit etwa
220-240 Nanometer (nm) Durchmesser verdichtet. Die so entstandenen DNBs
sind negativ geladen und stoflen sich so auf natiirliche Weise ab. Dies verhin-
dert die Verbindung verschiedener Nanobille untereinander. Zur Sequenzie-
rung werden die DNA-Nanobélle auf eine FlieBzelle gegeben. Auf dieser befin-
den sich als Array angeordnete positiv geladene Aminosilan-Spots mit einem
Durchmesser von 220 nm, an welche die DNBs durch ihre negative Ladung
selektiv binden.Die Sequenzierung erfolgt analog zum von Illumina bekannten
Schema des ,,Sequencing by Synthesis“ (siehe Kapitel 2.4). Nach jedem Einbau
fluoreszenzmarkierter DNA-Nukleotide werden die jeweiligen Fluorophore mit-
hilfe eines Lasers angeregt und die Fluoreszenzemissionen aller an die Fliezelle
gebundenen DNA-Nanobélle mit einer hochauflésenden CCD-Kamera erfasst.
Aus der Abfolge der Bilder ldsst sich dann die Intensitét jedes einzelnen Punk-
tes beurteilen und die Reihenfolge der eingebauten Basen bestimmen.

Die DNA-Nanoball-Sequenziertechnologie bietet einige Vorteile gegeniiber an-
deren Sequenzierplattformen. Ein Vorteil ist die Eliminierung optischer Du-
plikate, da die DNA-Nanobille auf dem geordneten Array der Fliefizelle an
Ort und Stelle bleiben und nicht mit benachbarten Nanobéllen interagieren.
Ein weiterer positiver Aspekt ist die Verwendung der High-Fidelity-DNA-
Polymerase Phi 29, um eine genaue Amplifikation der kreisformigen Matrize zu
gewahrleisten. Durch die ,,Rolling—Circle“-Replikation kommt es zudem nicht
zur Verbreitung von durch die Polymerase verursachten Replikationsfehlern.
Der Hauptnachteil der DNA-Nanoball-Sequenzierung ist, wie bei allen Next-
Generation-Sequencing Methoden, die kurze Leselédnge der mit dieser Methode
erhaltenen DNA-Sequenzen. Kurze Reads repetitiver Genomabschnitte lassen
sich zudem oft nicht einer einzigen Region des menschlichen Genoms zuord-
nen. Aufgrund der groflen Prézision und des hohen Durchsatzes dieser Methode
und den damit verbundenen geringen Kosten ist das BGI zu einem der grofien,
etablierten Anbieter fiir Sequenzierdienstleistungen und Sequenziersysteme ge-
worden.

2.4 Solexa/Illumina

Die im Jahre 1998 gegriindete, auf dem Gebiet von DNA-Mikroraster-Techno-
logien spezialisierte amerikanische Firma Illumina, wurde nach der Ubernahme
der britischen Firma Solexa im Jahre 2007 zum gréfften Anbieter von Sequen-
ziersystemen weltweit [Cimino, 2020]. Der heutige Marktanteil betrigt 90%
(Stand 17.12.2018 [Scheid, 2018]).

Der MiSeq sowie der NextSeqb00 sind zwei Beispiele fiir Sequenziersysteme
der Firma Illumina, die in Mainz diagnostisch genutzt werden. Beide verwen-
den die Methode des ,,Sequencing by Synthesis“ (SBS) mithilfe von reversiblen
Farbstoff-Terminatoren.

Zur Herstellung sog. Sequenzierbibliotheken (,,Sequencing Libraries®) wird die
zu untersuchende DNA dabei zuerst fragmentiert, beidseitig mit Adaptern ver-
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sehen und anschliefend in Einzelstrange aufgespalten. Diese Fragmente sind je
nach Anwendung etwa 500 - 5000 bp grofS. Aufgrund verschiedener Arten von
,Hintergrundrauschen“, das sich mit jedem Sequenzierungsschritt verstarkt, ist
die SBS Technologie letztendlich in ihrer Leseldnge begrenzt. Wahrend der Mi-
Seq optional 50 - 250 bp dieser Fragmente von einem Ende (engl. Single-End,
SE) oder von beiden Enden (engl. Paired-End, PE) sequenzieren kann, liegt
die Leseweite beim NextSeq500 jeweils zwischen 75 bp und 150 bp. Der MiSeq
produziert bis zu 50 Millionen Reads bei einer PE Sequenzierung mit dem Mi-
Seq Reagent Kit v3, wohingegen der NextSeq bis zu 800 Millionen Reads bei
einer PE Sequenzierung mit einem High-Output Kit erzeugt [[llumina, 2017a]
[Mlumina, 2020b].

Bei einer PE-Sequenzierung wird im Gegensatz zur SE Sequenzierung ein zwei-
ter SBS-Lesevorgang durchgefiihrt, indem das gegeniiberliegende Ende jedes
Bibliotheksfragments mit einem adapterspezifischen Oligonukleotid (Primer)
vorbereitet und anschlielend sequenziert wird [McCombie et al., 2019]. Die ty-
pische Anwendung der PE-Sequenzierung ist jene mit Fragmentgrofien (Inserts)
bis maximal 1000 bp, wobei die meisten Libraries Fragmente zwischen 200 bp
und 800 bp beinhalten. Aufgrund der geringen Fragmentldnge werden die resul-
tierenden Sequenzfragmente (Reads) solcher Libraries auch als , Short-Insert
Paired-End Reads“ (SIPER) bezeichnet (siche Abbildung 2.1 links). Sollen
grofere Bereiche zwischen den beiden sequenzierten Fragmenten liegen, muss
das Protokoll fiir die Herstellung der Sequenzierbibliotheken angepafit werden.
Die DNA wird dabei initial in 2 - 5 kbp grofle Stiicke fragmentiert und an-
schliefend an beiden Enden biotinyliert. Die Folge ist eine Zirkularisierung der
Fragmente. Im Anschluss werden diese DNA-Ringe wiederum zu 400 - 600 bp
groflen linearen DNA-Stiicken fragmentiert und durch den Biotinanhang spezi-
fisch angereichert. Die daraus resultierenden ,,Long-Insert Paired-End Reads“
(LIPERs) werden auch als Mate-Pair bezeichnet (siche Abbildung 2.1 rechts)
[ecSeq Bioinformatics, 2017].

Die Flow Cell besitzt auf ihrer Oberfliche Oligonukleotide, die zu den Adapto-
ren der DNA-Fragmente komplementér sind. Nach Applizieren der DNA auf die
Flow Cell, binden die Adaptoren des DNA-Fragments an die Oligonukleotide.
Anschlielend erfolgt eine Amplifikation der DNA mit Hilfe der Briicken-PCR
(Bridge Amplification). Dabei wird ein chemisches Milieu geschaffen, bei dem
sich die DNA-Fragmente biegen und mit dem Adapter des freien Endes an
ein Oligonukleotid der Flow Cell binden und sogenannte Briicken ausbilden.
Dieses Oligonukleotid dient gleichzeitig als Primer (kurzes Oligonukleotid, das
als Startpunkt fiir die DNA-Synthese dient) fiir die DNA-Synthese. Die kom-
plementiren Strange werden entlang der Matrize synthetisiert. Durch einen
Denaturierungsschritt (Trennung der komplementidren DNA-Strénge) liegen
die DNA-Fragmente wieder in Einzelstrédngen vor. Nach einigen Wiederholun-
gen der Briicken-PCR bilden sich Gruppen von gleichen DNA-Fragmenten,
sogenannte Cluster, aus. Am Ende der Briickenamplifikation wird der zum ori-
ginalen DNA-Fragment komplementire DNA-Strang vom Oligonukleotid der
Flow Cell getrennt und durch Waschen entfernt. So besteht ein Cluster nun
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Abbildung 2.1: Vergleich der Probenvorbereitung fiir die Illumina Paired-
End- und Mate-Pair-Sequenzierung
Bei der Probenaufbereitung der PE-Sequenzierung werden die Adapter
direkt an die 200 - 800 bp langen DNA-Fragmente gebunden (links). Die
Fragmente der Mate Pair-Sequenzierung sind mit 2 - 5 kbp ldnger. Durch
die an beiden Enden angebrachte Biotinylierung (orange) zirkulieren die
Fragmente. Nach der anschliefenden Fragmentierung dieser zirkuldren
Struktur werden die Fragmente mit Bitinanhang spezifisch angereichert
und mit Adaptern versehen (rechts). [ecSeq Bioinformatics, 2017]

aus mehreren gleichen Kopien des urspriinglichen DNA-Fragments. Der letzte
Schritt vor der Sequenzierung besteht in der Hybridisierung eines universellen,
zum Adapter komplementiren Primers an jedes DNA-Fragment auf der Flow
Cell (siche Abbildung 2.2) [Illumina, 2013b].

Die Sequenzierung der Cluster erfolgt durch die Replikation (Synthese) des
komplementéren Strangs. Es werden farbstoffmarkierte (Fluorophor) Desoxy-
nukleotide mit reversiblen Terminatorgruppen verwendet. Nach Zugabe die-
ses Nukleotidgemisches auf die Flow Cell hybridisiert das zur Matrize kom-
plementére Nukleotid an den DNA-Strang. Die Terminatorgruppe verhindert
die Bindung eines weiteren Nukleotids und bricht die DNA-Synthese somit
ab, wodurch der Strang pro Zyklus nur um ein Nukleotid erweitert werden
kann [Illumina, 2013a]. Das Auswaschen entfernt iiberschiissige Nukleotide.
Zur Identifizierung der eingebauten Base wird der Fluorophor durch einen La-
ser zum Leuchten angeregt. Eine Kamera nimmt dieses Fluoreszenzsignal auf
und speichert es als Bild ab (siehe Abbildung 2.3). Um den néchsten Sequen-
zierungszyklus zu ermdglichen, wird der Fluorophor und die Terminatorgruppe
von den jeweils eingebauten Nukleotiden abgespalten und aus der Flow Cell
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Abbildung 2.2: Briicken-PCR und Cluster Generierung.

Ein auf der Flow Cell immobilisierter DNA-FEinzelstrang bindet mit sei-
nem Adapter (lila) an einen Primer in der Umgebung (blau). Es entsteht
eine briickendhnliche Form. Der komplementédre DNA-Strang wird ausge-
hend vom Primer (blau) auf der Flow Cell entlang der Matrize syntheti-
siert (orange gestrichelt). Nach dem Abspalten und Auswaschen der zum
Original reversen DNA-Strédnge sind Cluster gleicher DNA-Fragmente
entstanden (Mitte unten). An jedes DNA-Fragment wird ein zum Ad-
apter komplementérer Primer (blau) als Startpunkt der Sequenzierung
hybridisiert. [[llumina, 2013b]

ausgewaschen [[llumina, 2013b].

Bei der 4-Kanal SBS Chemie trégt jedes der vier Nukleotide Adenin (A), Thy-
min (T), Guanin (G) und Cytosin (C) einen unterschiedlichen Fluorophor
(farbliche Markierung). So sind fiir jeden Sequenzierungszyklus vier einzel-
ne Schritte notwendig, bei denen die Fluorophore jeweils mit unterschiedlichen

Abbildung 2.3: Sequencing by Synthesis.

Es wird ein Gemisch aus fluoreszenzmarkierten und mit einem Termi-
nator versehenen Nukleotiden (A, T,C,G) auf die Flow Cell aufgetragen.
Die Elongation erfolgt nur durch das zur Matrize komplementére Nukleo-
tid. Die Ubrigen werden ausgewaschen. Anschliefend regt ein Laser den
Fluorophor zum Leuchten an. Die Kamera nimmt dieses Fluoreszenzsi-
gnal auf und speichert es als Bild ab. Nach der Abspaltung der Termi-
natorgruppe sowie des Fluorophors beginnt ein neuer Syntheseschritt.
Durch die Abfolge der Bilder kann die Basensequenz bestimmt werden
[llumina, 2013b).
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Wellenléngen zum Leuchten angeregt und einzelne Bilder aufgenommen werden
(sieche Abblildung 2.4 links). Diese Technik kommt im MiSeq und HiSeq Gerit
von Illumina zum Einsatz. Bei der 2-Kanal SBS Chemie, die beim MiniSeq,
NextSeq und NovaSeq Anwendung findet [[llumina, 2018|, werden hingegen nur
zwei unterschiedliche Fluorophore (Rot und Griin) und somit nur zwei Bilder
pro Sequenzierungszyklus verwendet, um alle vier Nukleotide unterscheiden
zu konnen. Thymin-Basen sind durch ein griines und Cytosine durch ein ro-
tes markiert. Adenine hingegen tragen einen roten und einen griinen Farbstoff
und Guanin-Basen besitzen kein angehéingtes Fluorophor (siehe Abblildung
2.4 rechts) [lumina, 2018].

4-Channel Chemistry 2-Channel Chemistry

A G T C A G T C
Image 1 . Image 1 . ( J
Image 2 @
Image 3 . Image 2 .
Image 4
rsit | A | G| T | C | & & T

Abbildung 2.4: 2- und 4-Kanal SBS Chemie.
Die 4-Kanal-Chemie verwendet eine Mischung von Nukleotiden, die mit
vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (links). Bei der 2-
Kanal-Chemie werden zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstofle verwendet
(rechts). Die Bilder werden von einer Bildanalysesoftware verarbeitet, um
die Nukleotididentitét zu bestimmen [[llumina, 2018].

Aus der Reihenfolge der in jedem Zyklus entstandenen Bilder ist es moglich die
Sequenz des originalen DNA-Fragments fiir jedes Cluster zu ermitteln (Basecal-

ling). Die Basenabfolge wird zusammen mit einem errechneten Qualititswert,
dem ,,Quality Score“ als FASTQ-Datei (siehe Anhang IL.IT) abgespeichert.

Derzeit entwickeln die Firma Oxford Nanopore und Pacific Bioscience Se-
quenziermethoden der dritten Generation. Diese erlauben die Sequenzierung
von DNA-Fragmenten mit einer Lange von bis zu 175 kbp [Eisenstein, 2012]
[Mikheyev und Tin, 2014] (siehe Kapitel 6).
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Kapitel 3

Bedeutung der NGS fiir die
genetische Diagnostik

Grundsétzlich unterscheiden sich die Genome von zwei nicht verwandten Men-
schen je mnach Population in etwa 0,1% - 0,6% ihrer DNA-Bausteine
[Jorde und Wooding, 2004] [Tishkoff und Kidd, 2004] [Auton et al., 2015]. Zu-

sdtzlich zur von Generation zu Generation weitergegebenen genetischen Infor-

mation, wird jedes Individuum im Durchschnitt mit 44 — 82 neuen
genetischen Verdnderungen, sogenannten de mnovo-Mutationen, geboren
[Michaelson et al., 2012] [Kong et al., 2012] [Gilissen et al., 2014]

[Francioli et al., 2015] [Goldmann et al., 2016]. Diese sind entweder wihrend
der Bildung der Keimzellen oder postzygotisch entstanden und meist funk-
tionell neutral [Acuna-Hidalgo et al., 2016]. Etwa ein bis zwei dieser de novo-
Varianten betreffen einen proteinkodierenden Bereich im Genom.

Mit einer klassischen zytogenetischen Chromosomenanalyse ist es moglich nu-
merische und strukturelle Chromosomenaberrationen in kultivierten Lympho-
zyten nachzuweisen. Diese Banderungstechnik hat eine Auflésungsgrenze von
etwa zehn Megabasenpaaren (Mbp) [Weise et al., 2014]. Durch die molekular-
zytogenetische Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierungs (FISH)-Technik lassen sich
mithilfe spezifischer DNA-Sonden auch einzelne kleinere strukturelle Verdnde-
rungen nachweisen [Weise et al., 2014]. Mit der Einfithrung der Mikroarray-
Technologie gelang es erstmals das Genom hochauflésend auf Verluste und Zu-
gewinne (Kopienzahlverinderungen) zu analysieren [Miiller und Roder, 2004].
Die Auflosungsgrenze solcher Arrays liegt heute bei etwa 10 kbp. Zudem war
es mithilfe von Mikroarrays erstmals moglich, Homozygotieregionen (engl. Re-
gions of Homozygosity, ROH) in verschiedenen Populationen umfassend nach-
zuweisen. Alle genetischen Varianten in solchen Regionen liegen homozygot
vor, das heiffit die Sequenzen dieser Genomabschnitte sind auf beiden Chro-
mosomen identisch. Die Untersuchung solcher ROHs kann bei Patienten mit
blutsverwandten Eltern ist eine erfolgreiche Strategie fiir die Aufklarung der
molekularen Ursachen rezessiver Krankheiten. Zur Untersuchung kleiner Ab-
schnitte des Genoms, zum Beispiel einzelner Gene auf Basenebene, galt jahre-
lang die in Kapitel 1.1 bereits vorgestellte Sanger-Sequenzierung als Goldstan-
dard. Erst die Entwicklung von Methoden der Hochdurchsatz-Sequenzierung



Kapitel 3. Bedeutung der NGS fiir die genetische Diagnostik Seite 20

ermoglichte die parallele Sequenzierung mehrerer Gene oder gar des gesamten
menschlichen Genoms.

Da nur etwa 1% - 2% des Genoms in Proteine iibersetzt wird [Ng et al., 2009],
fallen viele der insgesamt 4,1 — 5 Millionen Varianten eines Menschen in in-
tergenische oder intronische Bereiche. Allerdings bewirkt auch nur ein Teil der
Varianten in kodierenden Bereichen des Genoms eine funktionelle Verdanderung
des daraus entstehenden Proteins. Wie in Kapitel 1.1 bereits erwihnt, gelang
es bis heute erst bei weniger als 25% aller Gene, Sequenzvarianten eindeutig
mit genetisch bedingten Krankheiten in Verbindung zu bringen. Auch die Un-
terscheidung von funktionell neutralen und pathogenen Varianten in bekannten
Krankheitsgenen ist alles Andere als trivial.

Bei der Beurteilung von Varianten kann auf Genotyp-Phanotyp-Datenbanken
wie HGMD, ClinVar, OMIM oder Orphanet (siche Anhang ITL.I, IIL.III, ITL.IV,
II1.V) zuriickgegriffen werden. Diese Datenbanken enthalten jene Varianten,
die bereits bei anderen Patienten gefunden und als urséchlich fiir eine Erkran-
kung beschrieben worden sind. Zusammengefasst machen diese allerdings nur
etwa 150.000 der ca. 10 Milliarden moglichen Basenaustausche aus
[The Monarch Initiative, 2020]. Zur pathogenetischen Beurteilung einer zuvor
noch nicht mit einer Erkrankung assoziierten Variante haben sich zudem Da-
tenbanken wie gnomAD, dbSNP oder ENSEMBL als niitzlich erwiesen, denen
man, gegebenenfalls auch aufgeschliisselt nach bestimmten Subpopulationen,
die Haufigkeit bestimmter Varianten bei klinisch gesunden Patienten entneh-
men kann (siche Anhang III.VI, IILII und II1.VII).

Zusatzlich existieren unzdhlige Algorithmen, die eine Vorhersage beziiglich
der Pathogenitdt von Varianten liefern. Zu den am hé&ufigsten verwendeten
Algorithmen  gehéren  MutationTaster  [Schwarz et al., 2014],  SIFT
[Vaser et al., 2016],  PolyPhen2  [Adzhubei et al., 2010] und CADD
[Kircher et al., 2014]. Allerdings sind die Ergebnisse solcher Algorithmen nur
als richtungsweisend und nicht als Beweis der Pathogenitéit oder funktionel-
len Neutralitéit einer bisher unbekannten genetischen Variante zu werten. Fiir
viele Varianten, vor allem jene in nicht kodierenden Genomabschnitten, gibt
es immer noch kaum belastbare Informationen zu ihrer Pathogenitat. Fiir de-
finitive Aussagen zur Pathogenitdt derartiger Varianten kann auf funktionel-
le Studien nicht verzichtet werden, die aber in den allermeisten Féllen noch
nicht existieren, zum Beispiel weil die Genfunktion nicht bekannt ist (siehe
Kapitel 6).

In der Praxis der medizinisch-genetischen Diagnostik nimmt die Analyse des
klinischen Bildes, des sogenannten Phénotyps, traditionell eine zentrale Rolle
ein. Dies gilt insbesondere fiir Patienten mit Fehlbildungssyndromen, die auf
einen oder wenige Gendefekte zuriickgehen. Allerdings sind fiir viele derarti-
ge Storungen die molekularen Ursachen noch nicht bekannt. Insbesondere bei
der zahlenméfig wichtigsten Patientengruppe, den Probanden mit psychomo-
torischen Entwicklungsstorungen, kommen héaufig Hunderte, wenn nicht gar
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Tausende verschiedene Gendefekte als Ursache infrage, die sich aufgrund ih-
rer variablen Manifestation klinisch nicht gegeneinander abgrenzen lassen. Bis
solche seltenen Erkrankungen richtig diagnostiziert werden, vergehen einer eu-
ropéischen Studie zufolge [EURORDIS, 2020a] deshalb im Mittel 7 Jahre, und
trotz langer Odysseen von Arzt zu Arzt und von Krankenhaus zu Krankenhaus
wird bei vielen dieser Patienten und Familien die richtige Diagnose niemals ge-
stellt.

Die Einfiihrung von Verfahren, die eine gleichzeitige Untersuchung vieler in-
frage kommender Krankheitsgene (Genpanel), aller menschlichen Gene (Whole
Exome Sequencing, WES) oder sogar des gesamten menschlichen Genoms er-
laubt (WGS), hat die medizinische Genetik im vergangenen Jahrzehnt auf eine
neue, viel breitere Basis gestellt, und die flichendeckende Einfithrung dieser
Methoden verspricht die genetische Diagnostik und Krankenversorgung ent-
scheidend zu beschleunigen und zu verbessern.

Die WES und die Genpaneluntersuchung werden unter der Bezeichnung ,, Tar-
get Enrichment Sequencing® (TES) zusammengefasst und basieren auf der
vorhergehenden, gezielten Anreicherung zu untersuchender Genomabschnitte.
Die folgenden Unterkapitel beschreiben die Methode des TES sowie die ge-
samtgenomische Sequenzierung.

3.1 Target Enrichment Sequencing

In der Friihzeit der NGS-Diagnostik wurden Panel zur Anreicherung kodieren-
der Abschnitte von Genen entwickelt, deren Defekte als Ursache von genetisch
heterogenen monogenen Krankheiten (wie z.B. erbliche Netzhaut-Degeneration,
familidre Innenohr-Taubheit oder spéater psychomotorische Entwicklungssto-
rungen) bekannt waren. Ein in der Gendiagnostik am Institut fiir Humange-
netik Mainz jahrelang verwendeter Test basiert auf einem 2012 beschriebenen
Genpanel [Kingsmore, 2012]. Mit diesem auch MPIMG1 genannten Test lassen
sich 1222 Gene, deren Mutationen ursichlich fiir seltene, rezessive péadiatrische
Genleiden, geistige Behinderungen und verwandte Stérungen sein kénnen, un-
tersuchen. Diese gezielte Analyse einer begrenzten Zahl von Genen erméglicht
eine kosteneffiziente Sequenzierung sowie aufgrund der dabei anfallenden ge-
ringeren Datenmenge eine schnellere Auswertung der Daten.

Andererseits sind diagnostische Genpanel grundsétzlich auf bereits bekann-
te Krankheitsgene beschréankt, wodurch sich bisher nicht beschriebene Gen-
defekte mit diesen Panels nicht identifizieren lassen. Mit der Entwicklung
immer leistungsfiahigerer Sequenziergerdte und der damit verbundenen Re-
duktion der Kosten pro sequenzierter Base wurde die gleichzeitige Untersu-
chung aller kodierenden Bereiche des Genoms im Rahmen der Krankenversor-
gung dokonomisch vertretbarer. In diesen kodierenden Bereichen liegen 85% der
krankheitsverursachenden Varianten, sie stellen aber nur etwa 1% - 2% des
gesamten Genoms dar [Ng et al., 2009].
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Da es sich bei der WES um eine Variante des ,, Target Enrichment Sequencing®
handelt, die (fast) alle menschlichen umfasst, sind die Arbeitsschritte zur Pro-
benaufbereitung fiir beide Herangehensweisen gleich. Im Folgenden wird die
Anreicherung (engl. Enrichment) der kodierenden Bereiche dieser Gene mithil-
fe des kommerziell erhéltlichen SureSelectXT Kits der Firma Agilent erldutert.

Im ersten Schritt wird die doppelstriangige genomische DNA mittels Transpo-
sase enzymatisch fragmentiert, an Adaptoren gebunden und schliellich zu Ein-
zelstrangen denaturiert. Fiir die Anreicherung der gewiinschten Zielsequenzen
kommen spezifische, diesen Regionen komplementére und biotinylierte RNA-
Sonden (engl. Baits) zum Einsatz. Im Falle einer WES gibt es bereits vorgefer-
tigte, kommerziell vertriebene Kits mit entsprechenden Sonden (z.B. Agilent
Human All Exon V7).

Fiir die Anreicherung von Sequenzen bestimmter Gene oder Genomabschnitte
miissen anhand der genomischen Koordinaten der Zielregion spezifische RNA-
Sonden entworfen werden. Hierzu dienen Online-Software Tools der jeweiligen
Hersteller kommerzieller NGS-Kits. Diese RNA Baits hybridisieren durch Zu-
gabe eines Hybridisierungspuffers an die DNA-Fragmente. Die im néchsten
Schritt hinzugegebenen magnetischen Streptavidin-Beads binden an die bio-
tinylierten Sonden und ziehen diese samt DNA-Fragment nach Anlegen eines
magnetischen Feldes nach unten aus der Losung. Ein Entfernen des Uberstands
verwirft nicht gewiinschte DNA-Bereiche. Die DNA-Fragmente werden che-
misch von den Baits getrennt und einer erneuten Anreicherungsreaktion un-
terzogen. Nach der Amplifizierung der angereicherten Regionen sind die DNA-
Fragmente bereit zur Sequenzierung (sieche Abbildung 3.1).

Wie bereits erwéhnt konnen mit Hilfe einer TES nur Varianten in angerei-
cherten Regionen, bei einer WES hingegen in allen bekannten kodierenden
Bereichen und deren flankierenden Regionen detektiert werden.

Nicht alle anscheinend hereditdren Krankheitsbilder lassen sich auf Sequenz-
varianten in kodierenden Genomabschnitten zuriickfithren, weshalb schon lan-
ge die Frage im Raum steht, wo die ,,fehlenden Mutationen®“ zu finden sind.
Bereits 1992 fithrte David N. Cooper aus, dass Mutationen in Promoterre-
gionen die Genregulation beeinflussen und so Krankheiten auslosen kénnen
[Cooper, 1992]. Durch die Entdeckung und Aufklarung weiterer regulierender
Elemente wie den miRNAs und deren Bindestellen innerhalb der untranslatier-
ten Regionen am 3’ Ende des Gens (3’'UTRs) liegt die Vermutung nahe, dass
sich in diesen Genomregionen krankheitsassoziierte Varianten verbergen.

Um auch diese Varianten detektieren zu kénnen wurde im Laufe der dieser
Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen zudem ein TES-Genpanel erstellt,
das die 3'UTR-Regionen aller bekannten, mit Krankheiten assoziierten Gene
sowie alle bekannten miRNA-Gene enthélt (siehe Kapitel 4.4.1). Dieses Panel
wurde zur Nachuntersuchung von Patienten mit begriindetem Verdacht auf
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Abbildung 3.1: Library Preparation fiir eine ,, Target Enrichment Sequenzie-
rung*.
Die doppelstriangige DNA wird enzymatisch fragmentiert und an Ad-
aptoren gebunden. Nach der Denaturierung zu FEinzelstrdngen werden
fiir die zu untersuchenden Regionen spezifische und komplementéire
RNA-Sonden hinzugegeben, welche an die DNA-Fragmente binden.
Durch Zugabe von magnetischen Streptavidin-Beads lassen sich so die
gewiinschten Fragmente isolieren und anreichern. Nach Ablosen der
RNA-Sonden und Amplifizierung ist die Library bereit zur Sequenzie-
rung [National Cancer Institute, 2014].

eine genetische Krankheitsursache verwendet, bei denen WES-Analysen nicht
zu einer eindeutigen Diagnose gefiihrt hatten.

3.2 Genomsequenzierung

Im Gegensatz zur TES, bei der nur spezifische zuvor angereicherte Gen- oder
Genomabschnitte untersucht werden, erlaubt die sog. ,, Ganzgenomsequenzie-
rung“ (Whole Genome Sequencing, WGS) im Prinzip die Identifizierung aller
Varianten des 2x 3,2 Milliarden Basenpaare umfassenden Genoms menschlicher
Korperzellen. In den ersten Jahren nach der Einfithrung der NGS-Techniken
war die WGS aufgrund der damit verbundenen exorbitanten Kosten auf weni-
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ge Forschungsprojekte beschréinkt, jedoch hat sie aufgrund spektakuldarer Kos-
tensenkungen wihrend des vergangenen Jahrzehnts zunehmend Eingang in die
klinische Diagnostik gefunden [Gilissen et al., 2014]. Inzwischen zeichnet sich
ab, dass die WGS bereits in wenigen Jahren einen Grofiteil der heute in der
genetischen Diagnostik verwendeten Methoden ersetzen konnte, zumal dieses
Verfahren [Mooney, 2015], zumal dieses Verfahren sich grundsétzlich zur Er-
fassung aller Genomvarianten eignet (siche Kapitel 5.3).

Die ,Library Preparation“ zur Sequenzierung der genomischen DNA auf einem
Mlumina-Gerét (z.B. Nova-Seq) wird hier am Beispiel des TruSeq DNA PCR-
Free Kits der Firma Illumina dargestellt.

Zu Beginn ist eine Fragmentierung der DNA mittels Ultraschall notwendig
(siehe Abbildung 3.2 A). Uberstehende Enden (Sticky Ends) der jeweiligen
doppelstrangigen Fragmente werden durch Auffiillen mit Basen und Exonu-
kleasereaktionen entfernt, sodass gerade Enden (Blunt Ends) entstehen (siehe
Abbildung 3.2 B). Im Anschluss erfolgt eine Grofenselektion der Fragmente
durch Aufreinigungsbeads (siehe Abbildung 3.2 C). Zur Vorbereitung auf die
Ligation der Sequenzier-Adapter wird an das 3’-Ende jedes Strangs ein Ade-
ninmolekiil angehéngt (siehe Abbildung 3.2 D). Die Adapter besitzen einen
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Abbildung 3.2: | Library Preparation® fiir eine WGS.
Die fragmentierte DNA (A) erhélt Blunt Ends (B) und wird im néchsten
Schritt einer GroéBenselektion unterzogen (C). Durch die Ligation ei-
ner Adeninbase an das 3-Ende (D) kénnen die Sequenzierprimer mit
Adaptoren und eindeutigen Patientenbarcodes angehangen werden (E)
[llumina, 2017c].

zum DNA-Fragment komplementiren Thymin-Uberhang an ihrem 3’-Ende,
mit dem sie an das Fragment binden. Sie beinhalten Indizes zur Identifizie-
rung der Probe sowie die zum Sequenzierprimer komplementéire Sequenz (sie-
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he Abbildung 3.2 E). Da nun {iber die Indizes eine eindeutige Zuweisung jedes
DNA-Bruchstiickes zu einem Individuum moglich ist, werden die zuvor pro In-
dividuum getrennt behandelten DNA-Fragmente gemischt (Poolen der Proben)
[Mlumina, 2017¢]. Diese gepoolte Library ist nun fertig zur Sequenzierung.

3.3 Bioinformatische Analysemethoden

Nach Abschluss eines NGS-Laufs miissen die durch das Gerét wiahrend der ein-
zelnen Sequenzierungszyklen aufgenommen Bilddateien in eine DNA-Sequenz
umgewandelt werden. Bei Illuminas NextSeqb00 Sequenziergerét erledigt diese
Aufgabe der BCL2FASTQ-Agorithmus (siehe Anhang IV.V). Neben der Kon-
vertierung ordnet der Algorithmus beim ,,Demultiplexing® anhand eines vom
Benutzer bereitgestellten Sample Sheets (siehe Anhang I1.1) unter Verwendung
der Nukleotidbarcodes die Sequenzfragmente wieder einem spezifischen Pati-
enten zu.

Um aus diesen resultierenden Millionen kurzen Sequenzbruchstiicken (Reads)
Erkenntnisse iiber den Genotypen des Patienten zu erhalten, ist es notwen-
dig diese wieder systematisch zu einer einzigen Sequenz zusammenzufiigen.
Bei einem Resequenzierungsprojekt besteht die Intention die Reads mit einem
bereits vorhandenen Referenzgenom zu vergleichen und einer bestimmten Posi-
tion in diesem zuzuordnen. Diese Aufgabe wird durch die genetische Variation
der untersuchten Population, entstandene Sequenzierfehler, die geringe Lénge
der Reads und deren grofie Datenmenge erschwert.

Statistisch gesehen wiirde man erwarten, dass eine DNA-Sequenz mit einer
Léange von mindestens 30 bp hochstens ein einziges Mal im menschlichen Refe-
renzgenom vorkommt (Unique Hit), jedoch gilt das nicht fiir repetitive Sequen-
zen wie sogenannten Short- und Long Interspersed Nuclear Elements (SINES
und LINES) [Singer, 1982], von denen viele tausend Kopien im Genom exis-
tieren, oder fiir evolutionédr nahe verwandte Gene, die sich ab und an nur in
wenigen DNA-Bausteinen unterscheiden [Mighell et al., 2000]. In der Praxis
kann es allerdings vorkommen, dass sich einige Reads aufgrund von DNA-
Kontamination oder wegen Artefakten wéihrend der Sequenzierung keiner Re-
gion in der Referenz zuordnen lassen. Aufgrund der genetischen Variation in-
nerhalb von oder zwischen Populationen ist es notwendig, effiziente Mapping-
Strategien zu entwerfen, die eine begrenzte Anzahl an Diskrepanzen (Mismat-
ches) und kleinen Insertionen oder Deletionen zulassen [Horner et al., 2009].

Die DNA besteht aus antiparallelen Doppelstringen, dem Forward- und dem
Reverse-Strang. Ein bioinformatisches Referenzgenom hingegen beinhaltet nur
einen dieser beiden Stréange, der definitionsgeméf als Forward-Strang bezeich-
net wird. Reads, die vom gleichen Strang wie das Referenzgenom stammen,
lassen sich direkt kartieren. Sequenzfragmente des zum Referenzgenom kom-
plementéaren Strangs miissen in ihre revers-komplementére Sequenz iiber-fiithrt
werden, um sie dem Referenzgenom zuordnen zu koénnen. Die Information des
zugehorigen Strangs wird in der Ausgabedatei des Mappings festgehalten.



Kapitel 3. Bedeutung der NGS fiir die genetische Diagnostik Seite 26

Fiir das Auffinden von kurzen Reads mit gleichen beziehungsweise geringfiigig
abweichenden Sequenzen im Referenzgenom stehen bereits verschiedene effizi-
ente Algorithmen und Strategien zur Verfiigung. Eine dieser Strategien ist die
Burrows-Wheeler-Transformation [Burrows und Wheeler, 1994] in Verbindung
mit  Suffix-Arrays, auf die  Mapping-Algorithmen  wie  Bowtie
[Langmead et al., 2009], BWA  [Li und Durbin, 2009] oder =~ SOAP2
[Li et al., 2009b] zuriickgreifen (sieche Anhang IV.VI).

Der néchste Schritt, das sogenannte ,,Variant Calling”, dient dem Auffinden
von Sequenzunterschieden zwischen der untersuchten DNA und der Sequenz
des Referenzgenoms. Um durch die NGS-Technologie entstandene Sequenzier-
fehler von echten Varianten unterscheiden zu koénnen, ist es notwendig jeden
DNA-Abschnitt beziehungsweise jede Base mehrfach zu sequenzieren. Erst ab
einer 20-fachen Abdeckung (,,Coverage®) einer Base lassen sich die allermeisten
Sequenzier- oder Mappingfehler als solche erkennen [Nielsen et al., 2011]. Im
Allgemeinen wird auch die Bestimmung der Zygotie (Heterozygotie oder Ho-
mozygotie) einer Variante, das sogenannte ,, Genotype Calling“, in den Begriff
des Variant Calling eingeschlossen. Zur Detektion einer Variante miissen die
im Mapping-Schritt gefundenen Diskrepanzen zwischen dem Referenzgenom
und den sequenzierten Reads betrachtet werden. Tritt eine Abweichung vom
Referenzgenom in mehreren Reads an der gleichen Position auf, so ldsst sich
ein Sequenzierfehler ausschlieBen. Hierbei kann auch der Qualitdtswert einer
Base, zum Beispiel Q20 (QPhred=20) (siehe Kapitel II.II, als unterer Schwel-
lenwert fiir echte Sequenzvarianten beriicksichtigt werden, bevor diese in das
anschliefende Genotyp Calling einbezogen werden.

Eine einfache Methode zur Genotypisierung einer Variante ist die Analyse der
absoluten Héaufigkeiten der vier Basen A, T, C und G in den Reads an der
variierten Position. Dabei dienen feste Grenzwerte zur Einteilung der Variante
als homozygot oder heterozygot. Weist eine nicht der Referenz entsprechen-
de Base zum Beispiel eine relative Haufigkeit von 20% bis 80% auf, so wird
sie als heterozygote und andernfalls als homozygote Variante eingestuft. Diese
Standardmethode arbeitet zuverléssig bei einer hohen Coverage und wird von
kommerziellen Softwares, wie der CLC Genomics Workbench [QIAGEN, 2020]
verwendet [Nielsen et al., 2011].

In Sequenzierprojekten mit niedriger Coverage (<20x) fithrt die Bestimmung
von Genotypen mit festen Schwellenwerten zur Fehlinterpretation von Varian-
ten. Wahrscheinlichkeitsbasierte Methoden kénnen in diesem Fall eine erhohte
Genauigkeit der Genotypisierung erzielen. Eine Genotyp-Wahrscheinlichkeit
p(X|G) fir einen Genotypen G lésst sich mit der Bayes’schen Formel bestim-
men. X beschreibt hier alle Basen, die fiir ein bestimmtes Individuum an ei-
ner bestimmten Position im Referenzgenom mappen. Der Genotyp mit der
hochsten Wahrscheinlichkeit p(X|G) wird gewihlt. Das Verhéltnis zwischen
der hochsten und der zweithochsten Wahrscheinlichkeit fiir den Genotyp einer
bestimmten Variante kann als Vertrauensmafl dienen. Diese statistischen Mo-
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delle lassen sich durch Einbeziehung weiterer Informationen wie zum Beispiel
dem Quality Score der variierten Basen verbessern und finden zum Beispiel im
GATK HaplotypeCaller Algorithmus (siehe Anhang IV.VIILIII) Anwendung,.

Durch Abgleich der gefundenen Varianten mit Datenbanken wie der gnomAD-
Datenbank (siche Anhang III.VI) ldsst sich riickschliefien, ob es sich um eine
in der Population gehéuft auftretende und daher wahrscheinlich nicht krank-
heitsverursachende Variante (Polymorphismus) handelt. Datenbanken wie zum
Beispiel die Human Gene Mutation Database (HGMD) (siche Anhang IILI)
und Online Mendelian Inheritance in Man (siehe Anhang III.IV) koénnen zur
Identifizierung bereits bekannter pathologischer Verdnderungen des Erbguts
herangezogen werden.

3.4 NGS-Analyse Pipelines

Die einzelnen Softwareprogramme zum Kartieren, Auffinden von Varianten
und zum Datenbankabgleich werden meist zu einer Daten-Analyse-Pipeline
zusammengefiigt und automatisiert ausgefiithrt. Das MiSeq-Sequenziersystem
der Firma Illumina verfiigt zum Beispiel iiber die MiSeq-Reporter-Software.
Mit deren Hilfe ist es moglich, anwendungsspezifische Datenanalysen direkt
nach einem Sequenzierungslauf durchfiithren zu lassen. So wird bei einem Re-
sequenzierungsprojekt die Software BWA fiir das Mapping und das GATK zur
Detektion von Varianten eingesetzt [[llumina, 2020a]. Der NextSeq500 bietet
eine solche Moglichkeit der direkten Datenverarbeitung auf dem Sequenzier-
gerdt nicht an.

Zur Auswertung von Sequenzdaten konnen webbasierte Pipeline-Softwares, wie
Galaxy [Afgan et al., 2018] und WEP [D’Antonio et al., 2013] herangezogen
werden. Galaxy verfiigt iiber eine Sammlung an bioinformatischen Tools, die
vom Benutzer zu einem fiir eine Analyse spezifischen Workflow zusammen-
gefiigt werden konnen. WEP hingegen kombiniert eine feste Abfolge an aus-
gewahlter Software zur Analyse von Exom-Datensétzen. Neben diesen vor-
gefertigten Pipeline-Tools besteht die Moglichkeit eine Pipeline aus eigens
ausgewahlten Software-Paketen zu erstellen. Diese Pipelines kénnen flexibel
gestaltet werden und besitzen den Vorteil alle Software-Parameter sowie Da-
tenbankabgleiche genau definieren zu kénnen. Zudem muss bei Eigenimple-
mentationen von Pipelines und deren Ausfithrung auf lokalen Servern nicht
auf ausreichend Rechenkapazitit gewartet werden. Dies kann die Analyse der
Daten beschleunigen. Eine weitere Moglichkeit einer performanteren Daten-
verarbeitung bietet die Illumina DRAGEN (Dynamic Read Analysis for GE-
Nomics) Bio-IT Plattform, welche die FPGA (engl. Field-Programmable Ga-
te Array)-Technologie mit speziell implementierten Algorithmen verwendet,
um einen gesamtgenomischen Datensatz in etwa 25 Minuten zu prozessieren
[Mlumina, 2019b]. Da nur speziell optimierte Algorithmen verwendet werden
koénnen, ist die Flexibilitat beziiglich der Softwareauswahl und der individuel-
len Anpassung auf dieser Plattform reduziert.
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Die Anforderungen an eine solche Auswertungspipeline fiir NGS Daten sind
vielfiltig. So sollen innerhalb kiirzester Zeit Ergebnisse mit hochster Spezi-
fitdt und Sensitivitdt vorliegen. Dies gelingt nur, wenn die Hardwareressour-
cen effizient ausgelastet und die verwendeten Softwarepakete stetig auf den
aktuellen Stand gebracht werden. Um keine wertvolle Zeit zu verlieren ist es
wiinschenswert, die Analyse nach Abschluss des Sequenziervorgangs automa-
tisiert zu starten. Es ist anzustreben alle Patienten parallel zu prozessieren,
damit eine anschlieende gleichzeitige Auswertung durch mehrere wissenschaft-
liche Mitarbeiter gewihrleistet ist. Um den Fortschritt des Analyseprozesses
verfolgen zu konnen, ist es sinnvoll, patientenbezogene Statusmeldungen in
einer fiir Mitarbeiter zugénglichen Datenbank abzulegen. Neben diesen soll-
ten auch alle gefundenen Varianten mit Bezug zum jeweiligen Patienten in
dieser Datenbank gespeichert werden, um sie spéter fiir eine Kohortenanaly-
se und den Ausschluss von verfahrensspezifischen Sequenzartefakten nutzen
zu konnen. Zur Erleichterung der Auswertung und Interpretation der Varian-
ten ist eine reichhaltige Annotation mit stets aktuellen 6ffentlichen Datenban-
ken wie der dbSNP, OMIM und GnomAD sowie diverser in silico Pathoge-
nitdtsvorhersagetools wie CADD, MutationTaster und Polyphen2 von immen-
ser Bedeutung. Eine maschinelle Filterung der Daten ermdglicht die Erstellung
einer Liste von ca. 50 der vermutlich schédlichsten Varianten des Patienten, um
die Suche nach der krankheitsverursachenden Mutation zu erleichtern und zu
beschleunigen. Neben der Analyse von Nukleotidaustauschen und kleiner Inser-
tionen und Deletionen sollen ebenfalls Kopienzahlverénderungen (engl. Copy
Number Variations, CNVs) und grofle homozygote Regionen (engl. Regions
of Homozygosity, ROH) detektiert werden. Die Bestatigung der gefundenen
Kandidatenvarianten zu Segregations- und Validierungszwecken erfolgt mit-
tels PCR und Sanger-Sequenzierung (siehe Anhang V.I). Ein automatisches
Primerdesign fiir die ,,nasse* Validierung dieser Varianten wére hilfreich und
zeitsparend. Nach Terminierung der Auswertepipeline miissen alle notwendi-
gen Daten auf ein fiir Mitarbeiter zugéngliches Netzlaufwerk abgelegt werden.

Diese bioinformatischen Pipelines produzieren, im Falle von WES und WGS,
sehr grofle und uniibersichtliche Textdateien als Ausgabe. So besteht die Not-
wendigkeit der Implementierung einer Benutzeroberfliche (engl. Graphical User
Interface, GUI), die die resultierenden Ergebnisse wie die patientenbezogenen
Varianten fiir die biologische und medizinische Auswertung visualisiert. Die
in Zusammenarbeit mit Biologen und Arzten erarbeiteten Anforderungen an
diese GUI werden im Folgenden erlautert.

Im Allgemeinen soll die Oberfliche dem Benutzer die Moglichkeit geben, die
Ergebnisse der Pipeline zu visualisieren. Es wird angestrebt, die Varianten eines
Patienten mit deren Annotationen tabellarisch anzuzeigen. Dabei kann der Be-
nutzer Spalten ein- und ausblenden sowie verschieben. Diverse Filter sollen es
dem Nutzer erlauben die Varianten auf einen kleinen Datensatz mit moglichst
pathologischen Varianten zu reduzieren. Hier ist das Filtern nach Allelfrequen-
zen aus dem gnomAD Browser, dem Grad der phylogenetischen Konservation,
der Auswirkung auf Basen- sowie Proteinebene und bereits bekannten Asso-
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ziationen mit Krankheiten in Datenbanken hilfreich. Zudem soll der Benutzer
die Moglichkeit haben, die Variante auf Basenebene in den alignierten Rohda-
ten mit Hilfe eines Alignment-Viewers zu betrachten. Ebenso ist es erwiinscht,
Informationen iiber den Phénotyp des Patienten sowie iiber Krankheiten, die
mit dem in der Tabelle ausgewédhlten Gen assoziiert werden, dem Nutzer direkt
anzuzeigen. Eine Verlinkung von einzelnen Annotationsdaten, wie zum Beispiel
dem dbSNP-Identifier, dem OMIM-Eintrag oder dem HGMD-Identifier zur zu-
gehorigen Online-Datenbank, sowie eine graphische Darstellung der Ergebnisse
von in silico Pathogenitétswerten (z.B.: in einem Spiderplot) ist erstrebens-
wert.
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Kapitel 4

Aufbau einer Infrastruktur zur
Auswertung von NGS-Daten

Mit der Anschaffung eines MiSeq-Sequenziergerits der Firma Illumina im Jahr
2013 stieg das Institut fiir Humangenetik der Universitédtsmedizin Mainz in die
Next-Generation-Sequenzierung ein. In diesem Zusammenhang wurde der am
Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin entwickelte und in Ka-
pitel 3.1 eingefiihrte TES Panel namens , MPIMG1-Test“ etabliert. Durch den
Umstieg auf das NextSeq500 Sequenziergerit der Firma Illumina im Jahr 2016,
welches mit bis zu 120 Gbp im Vergleich zum MiSeq mit 15 Gbp eine deut-
lich hohere Sequenzierleistung pro Lauf aufweist, war es ab diesem Zeitpunkt
moglich, WES Analysen am Institut fiir Humangenetik durchzufiihren. Da ei-
ne gesamtgenomische Sequenzierung mit dem NextSeq500 aus 6konomischer
Sicht nicht sinnvoll ist, wurden zwischen 2018 und 2020 einzelne besonders
betroffene Patienten auf Forschungsebene durch verschiedene Sequenzierungs-
dienstleister wie zum Beispiel dem Max-Delbriick-Centrum (MDC) in Berlin
und dem Genomik Institut in Beijing (engl. Beijing Genomics Institute, BGI)
einer WGS unterzogen.

Im Folgenden wird der Vollstandigkeit halber kurz auf die Datenauswertungspi-
peline fiir den MPIMG1-Test eingegangen, da der Aufbau und die Etablierung
dieser bereits ausfiihrlich in meiner am Institut fiir Humangenetik der Univer-
sitdtsmedizin-Mainz angefertigten Masterarbeit beschrieben wurde. Im Fokus
steht in diesem Kapitel die Realisierung der in Kapitel 3.4 skizzierten automati-
sierten Analysepipeline fiir NGS-Daten und die Entwicklung einer zugehorigen
benutzerfreundlichen graphischen Oberfliche zur Auswertung der Ergebnisse.
Des Weiteren wird die Skalierbarkeit der Pipeline auf die Auswertung von
WGS Daten dargelegt und die Ausarbeitung einer bioinformatischen Methode
zur Pathogenitédtsabschitzung von Varianten in miRNAs und regulatorischen
Bereichen beschrieben.

4.1 Analysepipeline fiir den MPIMG1-Test

Der MPIMGI1-Test stellt eine um viele Gene erweiterte Version des in den
USA als Carrierscreening etablierten Kingsmore-Tests [Kingsmore, 2012] dar
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und umfasst 1222 mit seltenen, padiatrischen Erkrankungen, geistiger Behinde-
rung sowie verwandten Storungen assoziierte Gene. Er wurde insbesondere zur
Diagnose bei Kindern mit unklarem Krankheitsbild eingesetzt. Die parallele
Sequenzierung von 12 Patienten erfolgte in zwei konsekutiven Paired-End Se-
quenzierlaufen der gleichen Library auf einem I[llumina MiSeq System mit einer
Leseweite von jeweils 250 Basenpaaren. Die aus der zweifachen Sequenzierung
resultierenden Datensétze fiir Forward und Reverse Reads wurden jeweils pro
Patient kombiniert und anschlieBend mit Hilfe der frither beschriebenen Aus-
wertungspipeline unter Verwendung des SOAP2-Aligners [Li et al., 2009b] und
des MERAP Softwarepakets [Hu et al., 2014] (siche Anhang IV.IV) mit den in
Tabelle 4.1 angegebenen Parametern analysiert.

Tabelle 4.1: MPIMG-1 Pipeline Parameter

Parameter Wert Bedeutung

Skip Alignment no Die Pipeline wird mit Mapping-Schritt
ausgefiihrt

Bulid New Index no Es wird ein bereits vorhandener Index
verwendet

Minimal Depth 10 Mind. 10 Reads miissen die Insertion/

for an Indel Deletion an dieser Position tragen

Minimal Percentage 0,3 Die Insertion/Deletion muss in mind. 30%

for an Indel der Reads vorkommen, die diese Position
abdecken

Minimal Depth of 10 Mind. 10 Reads miissen die Variante

a Variant an dieser Position tragen

Minimal Percentage 0,3 Die varrierte Base muss in mind. 30%

of a Variant der Reads vorkommen, die diese

Position abdecken

4.2 Aufbau einer Pipeline fiir WES Daten

Die Einfiihrung der Whole-Exome-Sequenzierung im Institut fiir Humangene-
tik der Unimedizin Mainz und das stetig steigende Probenaufkommen fordern
den Aufbau einer automatisierten Datenauswertungspipeline. Zur Speicherung
und Verarbeitung der riesigen Datenmengen wurden zwei neue Server erwor-
ben und entsprechend konfiguriert (siche Anhang I). Der NextSeq500 schreibt
die wiahrend der Sequenzierung entstehenden Ergebnisse direkt auf das Netz-
laufwerk Rohdaten des Primérservers. Sobald ein Lauf abgeschlossen ist, soll
die Verarbeitung der Daten beginnen. Dazu priift ein , Watcher“-Skript re-
gelméfig, ob es auf dem Laufwerk Rohdaten einen abgeschlossenen und noch
nicht prozessierten Lauf gibt. Findet es einen solchen, konvertiert es die Bild-
daten des Sequenzierers zu FASTQ-Dateien, legt diese auf dem Berechnungen
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Laufwerk ab und ruft das , Organizer“-Skript auf. Dieses liest das beigefiigte
Samplesheet ein, erstellt die zur Auswertung benétigten Ordnerstrukturen und
ruft das ,,Pipeline“-Skript mit den entsprechenden Parametern fiir jede Probe
auf. Ist die Datenanalyse einer Probe abgeschlossen, werden die Ergebnisse auf
das Ergebnisse Laufwerk verschoben (sieche Abbildung 4.1). Zur Veranschau-
lichung der Prozesse wird im Folgenden der fiktive Patient mit der Journal-
nummer 0001/01 exemplarisch einer Exomsequenzierung unterzogen.

~7TB Rohdaten__ - ~2 TB fiir Berechnungen ~7 TB Ergebnisse
{ Read ! Read _
only ‘ only
- o : =

Schauen, ob
neue Daten
da sind

(alle 10 min)

L B4 B

Watcher Organizer Pipeline

Abbildung 4.1: Schematischer Autbau der WES Pipeline.

Das ,Watcher“-Skript sucht auf dem Rohdaten-Laufwerk regelméBig
nach abgeschlossenen Sequenzierldufen. Es konvertiert die Bilddaten zu
FASTQ Dateien, legt diese auf dem Berechnungen-Laufwerk ab und
ruft das ,Organizer“-Skript auf, welches das Samplesheet einliest, die
bendétigte Ordnerstruktur erstellt und fiir jede Probe das ,Pipeline“-
Skript mit entsprechenden Parametern startet. Nach Abschluss der Da-
tenanalyse werden die Ergebnisse auf das Ergebnisse-Laufwerk verscho-
ben.

4.2.1 Watcher-Skript

Das ,,Watcher“-Skript ist in der Skriptsprache Perl (siche Anhang IV.I) im-
plementiert und trégt den Namen MaiWatcher.pl. Zu Beginn der Ausfithrung
liest es die zugehorige Konfigurationsdatei MaiWatcher.config ein. Diese Da-
tei beinhaltet Informationen {iber den Ort des Rohdatenverzeichnis (RAW_DATA),
den Pfad zum Verzeichnis in dem die Berechnungen spéter stattfinden sollen
(CALCULATE_DATA), die bei einem Sequenzierungslauf vom Gerét als letztes ge-
schriebene Datei (LAST_WRITTEN_FILE_NEXTSEQ) und den Pfad zum Ordner in
dem das Samplesheet fiir den entsprechenden Lauf abgelegt ist (SAMPLESHEETS)
als tabulatorgetrennte Schliissel-Wert-Paare. Kommentare konnen in eine durch
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1 ##Version 1.2
2 ##Release: 30.09.2016
AT AT AFAFFAFIFFRFAFE

4 #Path to the folder where the seguencer writes the raw files to

5 EAW DATR fmedia/Rohdaten
D #Path to the folder where the calculation should be done
7 CALCULATE DATA /media/Berechnungen

#Last file which i=z written from NextSeqg
E LAST WRITTEN FILE NEXTSEQ RTAComplete.tXt
10 #Path to SampleSheet folder
11 SLMPLESHEETS /media/Rohdaten/Sampleshests

Abbildung 4.2: Beispiel einer MaiWatcher.config Datei.
Sie beinhaltet Informationen tiber den Ort des Rohdatenverzeichnis, des
Verzeichnisses fiir die Berechnungen, die vom Geréat als letztes geschrie-
bene Datei und den Pfad zum Samplesheet-Verzeichnis als tabulator-
getrennte Schliissel-Wert-Paare. Kommentare werden durch # eingeleitet.

# eingeleitete Zeile geschrieben werden (siehe Abbildung 4.2). Im néchsten
Schritt durchlduft der Algorithmus alle Unterordner des Rohdatenverzeichnis-
ses und schaut, ob einer der Ordner (Runfolder) einen fertigen Sequenzierungs-
lauf enthélt. Dazu wird {iberpriift, ob der Sequenzierer die Datei
RTAComplete.txt bereits abgelegt hat. Ist dies der Fall, schreibt das Pro-
gramm die Statusdatei MAIWATCHER_START in diesen Ordner. Uber das Ausle-
sen der FlowCell-Seriennummer aus der Datei RunParameters.xml kann das
zum Lauf gehorige Samplesheet im in der Konfigurationsdatei angegebenen
Verzeichnis der Samplesheets gefunden und in den Runfolder verschoben wer-
den. Nach Anlegen eines gleichnamigen Ordners im Berechnungsverzeichnis
(Arbeitsverzeichnis) startet die Konvertierung und das Demultiplexing der
Rohdaten (BCL-Dateien) zu FASTQ-Dateien (siehe Anhang ILII) fiir jeden
Patienten mit der durch Illumina bereitgestellten bcl2fastq Software (siehe
Anhang IV.V) unter Angabe des Rohdatenverzeichnisses (--runfolder-dir),
des  Arbeitsverzeichnisses  (--output-dir) und des  Parameters
--no-lane-splitting. Dieser verhindert die getrennte Ausgabe der Sequen-
zen nach FlowCell Lanes und ldasst nur jeweils eine FASTQ-Datei pro Pati-
ent fiir die FWD und REV Sequenzen entstehen. Ist die Konvertierung ab-
geschlossen, kopiert MaiWatcher.pl das Samplesheet in das Ausgabeverzeich-
nis und startet das ,,Organizer“-Skript (MaiOrganizer.pl) unter Angabe des
Pfads zum Samplesheet (-sample_sheet) und des Pfads zum entsprechenden
Arbeitsverzeichnisses (-run_folder), welches nun die FASTQ-Dateien fiir je-
den Patienten beinhaltet. Zuletzt schreibt das Skript eine weitere Statusdatei,
MAIWATCHER_END, welche den Abschluss der Datenkonvertierung signalisiert.

Durch die beiden Statusdateien MAIWATCHER_START und MAIWATCHER_END er-
kennt der Algorithmus beim néchsten Traversieren des Rohdatenverzeichnisses,
dass der entsprechende Lauf nicht nur fertig sequenziert, sondern die Prozes-
sierung bereits begonnen bzw. abgeschlossen ist. Somit muss dieser Runfolder
bzw. Sequenzierungslauf nicht mehr weiter beachtet werden.
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Zur automatischen Suche nach fertigen und unprozessierten Laufen ist das
MaiWatcher.pl-Skript in regelméafligen Abstdnden auszufiihren, was sich in
Linux-Systemen durch Cron-Jobs realisieren ldsst. Durch Eintragen einer ent-
sprechenden Zeile (Zeile 18) in die CronTab Datei unter /etc/crontab, wird
das Skript alle 10 Minuten nach Wechseln ins entsprechende Verzeichnis (cd
/Maipipe) gestartet (perl MaiWatcher.pl) (siche Abbildung 4.3).

4 /etc/crontab: system-wide crontab

# Unlike any other crontab you don't have to run the ‘crontab'’

# command to install the new version when you edit this file

# and files in /etc/cron.d. These files also have username fields,
# that none of the other crontabs do.

SHELL=/bin/sh
PATH=/usr/local/sbin:fusr/local/bin:/sbin:/bin:/usr/sbin:/usr/bin:/Bioinf5oftware
= MCDULEPATH=/etc/environment-modules/modules: /usr/share/modules/versions: /usr/Modules/$MCDULE_VERSICN/
10 modulefiles:/usr/share/modules/modulefiles:/BioinfSoftware/modulefiles/Linux:/BioinfSoftware
11 /modulefiles/Core:/BioinfSoftware/lmod/lmod/modulefiles/Core

13 # m h dom mon dow user command

14 17 * X K& root cd / && run-parts --report /etc/cron.hourly

1 25 & L root test -x /usr/sbinfanacron || ( cd / && run-parts —-report /etc/cron.daily )
1¢ 47 & L | root test -x /usr/sbinfanacron || ( cd / && run-parts —-report /etc/cron.weekly )
1 52 6 1 * % Toot test —-x /usr/sbin/anacron || ( cd / && run-parts —-report /etc/cron.monthly )
18 xf10 * * * =* dieds umask 002;cd /Maipipe && perl MaiWatcher.pl

Abbildung 4.3: Eintrag in der CronTab Datei.
Zeile 19 zeigt den Cronjob, welcher das MaiWatcher.pl-Skript alle 10
Minuten im Verzeichnis /Maipipe ausfiihrt.

4.2.2 Organizer-Skript

Das ,,Organizer“-Skript liest zu Beginn ebenfalls eine Konfigurationsdatei na-
mens MaiOrganizer.config ein, welche den gleichen Aufbau wie die Mai-
Watcher.config Datei hat. In ihr ist der Pfad zum Referenzgenom (genome),
der Pfad zum erstellten BWA-Index des Referenzgenoms (BWA_index), der Pfad
zu Referenzdateien des GATK (resource_dir) sowie der Pfad zum Ordner in
dem sich die Dateien mit Informationen iiber die angereicherten Regionen der
unterschiedlichen Experimente befindet (intervals dir), angegeben. Zudem
lasst sich iiber padding eine beliebige Anzahl an Basen definieren, mit der
die Intervalle up- und downstream zu erweitern sind. Durch parallel und
cores wird bestimmt, wie viele Patientendatensétze parallel auf je welcher
Anzahl Prozessorkernen analysiert werden. STORE DATA gibt den Pfad zum
Verzeichnis fiir die Ergebnisse an (siche Abbildung 4.4). Durch Auswertung
der RunParameters.xml-Datei und des Samplesheets kénnen Informationen
iitber den Lauf gewonnen und in der hausinternen Labormanagement Daten-
bank abgespeichert werden. Zu diesen Informationen gehort die Bezeichnung
des Sequenzierers, die Gerate-ID, die fortlaufende Experiment-ID des Gerits,
die fiir das Experiment verantwortliche Person, das Datum des Sequenzierlaufs,
die Anzahl der sequenzierten Basen sowie die LOT Nummern der Kartusche
und der FlowCell. Tabelle 4.2 zeigt einen Datenbankeintrag fiir die Tabelle
ngs.runs fiir einen typischen Exomsequenzierungslauf auf dem NextSeqb00
des Instituts fiir Humangenetik in Mainz.

Die im Daten-Bereich des Samplesheets befindlichen Informationen beziiglich
der Probennummern, den verwendeten Indizes, der durchgefiihrten Untersu-



Kapitel 4. Aufbau einer Infrastruktur zur Auswertung von NGS-Daten Seite 35

1 ##Version 1.2
2 ##Release: 30.09.2016
S FEFERIRRIASEAIRIIAASARAIAAA RS
# Path to the reference genome in FASTA format (GATK style)

geEnome /media/Berechnungen/Referenzgenom,/H519/H519%.karyo. fasta
# Path to the GATK index
7 BWA index fmedia/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/BWA index/HG19.karyo.fasta
: # Path to the folder with all the neccessary database files (e.g. /Resources)
resource_dir /media/Berechnungen/AnnotationDBs/Resources
10 # List of Intervals in GATKE-Format (chr:start-end)
11 intervals_dir /media/Berechnungen,/AnnotationDBs/ROI
12 # Padding for interwvals
13 padding 250

14 # Number of samples to process in parallel
15 parallel 8
16 # Number of cores per sample

17 cores 4
18 # Path to folder where result data should be stored
149 STORE_DATA /media/Ergebnisse

Abbildung 4.4: Beispiel einer MaiOrganizer.config Datei.

Sie enthélt den Pfad zum Referenzgenom, zum BWA-Index, zum Er-
gebnis Verzeichnis, zum Ordner, welcher Dateien zur Ausfiihrung des
GATK beinhaltet sowie den Pfad zur Intervall-Datei. Zudem kann ange-
geben werden, um wie viele Basen die jeweiligen Intervalle zu erweitern
sind und wie viele Proben parallel auf welcher Anzahl an CPU Kernen
prozessiert werden sollen. Die Parameter liegen als tabulator-getrennte
Schliissel-Wert-Paare vor. Kommentare werden durch # eingeleitet.

chung und des genutzten Anreicherungs-Kits werden mit Zuordnung zu ei-
nem Lauf in der Datenbank des Labormanagementsystems in der Tabelle
ngs.auf_lauf abgelegt. Tabelle 4.3 zeigt exemplarisch den Eintrag fiir den
Beispielpatienten 0001/01, welcher mit dem Agilent Human all Exon V7 Kit
angereichert wurde und dessen Sequenzfragmente durch die Basenabfolge der
Indizes Agi_1 und Agi_2 eindeutig identifizierbar sind.

Gleichzeitig wird mit Hilfe der zuvor gewonnenen Daten aus der Journalnum-
mer, der durchzufithrenden Untersuchung, der Geréte-ID und der Experiment-
ID fiir jeden Patienten ein eindeutiger Verzeichnisname im Format
Journalnummer _Untersuchung GerdteID_ExperimentID generiert. Dieser Ver-
zeichnisname lautet fiir den Patienten 0001/01 0001-01_Exom NB501654_0172.
Da das ,,/“-Zeichen in einem Dateipfad einen Unterordner einleitet, wird die-
ses in der Journalnummer der Patienten durch ein ,,-* ersetzt. Zudem kann der
Verzeichnisname Leerzeichen und Kommata enthalten. Einige Programme sind
allerdings nicht in der Lage mit Kommata und Leerzeichen in Dateipfaden um-
zugehen, weshalb bei der Namensvergabe fiir den Patientenordner im Arbeits-
verzeichnis Leerzeichen durch ,,= und Kommata durch ,,.“ ersetzt werden.
Fiir jeden Patienten erfolgt die Anlage eines solchen Ordners im Arbeitsver-
zeichnis neben den FASTQ-Dateien. Bei der Erstellung des Patientenordners
im Ergebnisverzeichnis werden diese Korrekturen nicht vorgenommen.

13

Mit Hilfe des Perl Moduls File: :Find: :Rule von Richard Clamp aus dem
CPAN! werden die zum entsprechenden Patienten gehérigen FASTQ-Dateien

https://metacpan.org/pod/File: :Find: :Rule
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Tabelle 4.2: Datenbankeintrag Sequenzierungslauf

Spalte Wert

ID (fortlaufend) 353
Gerit NextSeq
Gerite ID NB501654
Experiment-1D 172
Investigator Forscher X
Experiment-Name Exom Run 72
Datum 02.04.2020
Zyklen 152

LOT Kartusche 20421603
LOT FlowCell 20407922

Tabelle 4.3: Datenbankeintrag Patienten auf Lauf

Spalte Wert

ID (fortlaufend) 3702
Journalnummer 0001/01

Run ID 353

Untersuchung Exom

Index 1 ID Agi 1

Index 1 NT TAAGGCGA

Index 2 ID Agi_14

Index 2 NT ATAGAGAG

Description Exom

Kit Agilent Human All Exon V7

im Arbeitsverzeichnis ausfindig gemacht, der Befehl zum Aufruf der im Kapi-
tel 4.2.3 beschriebenen Analysepipeline MaiPipeline4.0.pl mit den entspre-
chenden Parametern erstellt und in einer Arraystruktur gespeichert. Fiir den
fiktiven Patienten 0001/01 ergibt sich daraus der folgende Befehl zum Start
der Analyse:

perl MaiPipeline4.0.pl

-fql /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_R1_S1.fastq.gz

-fq2 /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_R2_S1.fastq.gz

-sample _name 0001-01

-output /media/Berechnungen/200402_NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172

-genome /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/
HG19 .karyo.fasta

-BWA_index /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/BWA_index/
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HG19.karyo.fasta
-resource_dir /media/Berechnungen/AnnotationDBs/Resources
-intervals /media/Berechnungen/AnnotationDBs/R0OI/
Exom.intervals
-padding 250
-cov_file /media/Berechnungen/AnnotationDBs/R0OI/Exom.cov.bed
-t 4

Neben dem Kommando zum Starten der Analysepipeline wird ein Befehl fiir
das Kopieren der resultierenden Daten aus dem Patientenordner des Arbeits-
verzeichnisses in den Patientenordner des Ergebnisvereichnisses kreiert und in
einer weiteren Arraystruktur abgelegt.

Anschlieend durchlauft der Algorithmus die Arraystruktur und startet die pro
Patient erstellten Befehle mit Hilfe des Parallel: : ForkManager-Moduls? von
Yanick Champoux nebeneinander. Die Anzahl der parallel zu analysierenden
Datensétze ist durch den Wert fiir parallel in der Konfigurationsdatei, in
diesem Fall acht, festgelegt. Befinden sich mehr als acht Elemente und damit
Befehlsaufrufe in der Arraystruktur, so wird zum Beispiel der neunte Befehl
erst ausgefiihrt, sobald ein anderer abgeschlossen ist. Nach Abschluss eines
Pipelinebefehls verschiebt der Kopierbefehl die Daten in den entsprechenden
Patientenordner des Ergebnisverzeichnisses.

Sind alle Datensétze verarbeitet und die Ergebnisse in den entsprechenden
Ordnern auf dem Ergebnisverzeichnis kopiert, so wird das Arbeitsverzeichnis
auf der Berechnungspartition geltscht.

4.2.3 Pipeline-Skript

Im ,,Pipeline“-Skript MaiPipeline4.0.pl werden die NGS Datensétze durch
eine Verkettung von verschiedenen, in den folgenden Unterkapiteln aufgefiihrten
Programmen ausgewertet. Um dies vollautomatisch durchfiihren zu kénnen, ist
es obligatorisch, die in Tabelle 4.4 beschriebenen Parameter beim Skriptaufruf
anzugeben.

Vor dem Alignment durchlaufen die Daten des Patienten eine Qualitatskontrol-
le. In den folgenden Schritten werden duplizierte Reads entfernt und die Ba-
senqualitdtswerte neu kalibriert. Im Abschnitt zum Auffinden der Varianten
schlieen sich die CNV-Analyse, die Berechnung der Coverage, das Auffin-
den von ROHs und das Variant Calling an. AnschlieBend werden die resul-
tierenden Varianten und CNVs mittels Intervar beziiglich ihrer Pathogenitét
bewertet, annotiert und gefiltert. Zur Vermeidung von Probenvertauschungen
erfolgt ein Abgleich des aus den Daten ermittelten Geschlechts mit dem in der
Datenbank festgehaltenen Geschlecht sowie der Vergleich mit 22 mittels Pyro-
sequenzierung genotypisierter SNPs. Alle Varianten werden in der hausinter-
nen Datenbank abgelegt. Um die Validierung und Segregationsanalyse einer

’https://metacpan.org/pod/Parallel: :ForkManager
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Tabelle 4.4: MaiPipeline4.0.pl Parameter

Parameter Erlauterung

-fql Pfad zur FASTQ Datei mit FWD Reads

-fq2 Pfad zur FASTQ Datei mit REV Reads
Journalnummer der Probe

—-sample_name
Pfad zum Patientenordner im Arbeitsverzeichnis

—-output
-genome Pfad zum Referenzgenom
-BWA_index Pfad zum BWA Index des Referenzgenoms
-resource dir Pfad zum Verzeichnis mit Daten fiir das GATK
Pfad zur Datei mit Informationen zu angereicherten

-intervals
Regionen fiir diese Untersuchung
Anzahl der Basen zur Erweiterung der Intervale

-padding

-cov_file Pfad zur Datei mit Informationen zur Berechnung der
Coverage

-t Anzahl der zu verwendenden Prozessorkerne

moglicherweise pathologischen Variante mittels Sanger-Sequenzierung effizient
und schnell durchfithren zu kénnen, wird fiir jede Variante automatisch ein

Primerpaar designed. Abbildung 4.5 zeigt diesen Workflow, dessen einzelne
Schritte und Programmaufrufe mit den entsprechenden Parametern anhand

des Patienten 0001/01 néher erldautert werden.
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Pipeline Workflows.

4.2.3.1 Qualitiatskontrolle
Zur Qualitdtskontrolle der Rohdaten findet das in Anhang IV.VII beschriebe-
ne Programm fastqc Anwendung. Es liest die patientenspezifischen FASTQ-
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Dateien ein und erstellt eine HTML-Datei pro FASTQ-Datei im angegebe-
nen Patientenordner. Durch Verteilung der Berechnungen auf zwei CPU Kerne
(-t 2) werden beide FASTQ-Dateien gleichzeitig analysiert. Der entsprechen-
de Programmaufruf lautet:

fastqc

-t 2

-outdir /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172

/media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_R1_S1.fastq.gz

/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_R2_51.fastq.gz

4.2.3.2 Alignment

Im Alignment-Schritt wird fiir jedes Sequenzfragment des Patienten eine ent-
sprechende Position im Referenzgenom gesucht. Aus der Anordnung der ein-
zelnen Fragmente, dem Alignment, ist es moglich die Konsensussequenz der
Patienten-DNA abzuleiten. Um diese Arbeit verrichten zu koénnen, benétigt
bwa (siche Anhang IV.VI) einen Index des Referenzgenoms. Dieser wird durch

bwa index
-p /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/BWA_Index/HG19.karyo.
fasta
/media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

erstellt. Der Parameter —p beschreibt hierbei den Préfix des BWA-Indexes. Das
Alignment wird anschlieBend, festgelegt durch die Angaben der MaiOrganizer
Konfigurationsdatei, auf vier Kernen unter Angabe der Read-Gruppe (-R) mit
folgenden Parametern ausgefiihrt:

bwa mem

-R ’@RG\tID:WES\tSM:0001-01\tPL:illumina\tLB:Agilent\tPU:
NB501654”°

-t 4

/media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/BWA_Index/HG19.karyo.
fasta

/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_R1_S1.fastq.gz

/media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_R2_S51.fastq.gz

> /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.sam
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4.2.3.3 Entfernen von Duplikaten

Die Entfernung von duplizierten Reads innerhalb des Alignments erfolgt mit
dem Tool MarkDuplicatesSpark des GATK Pakets (siehe Anhang IV.VIILI)
durch den Befehl:

gatk MarkDuplicatesSpark

-I /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.sam

-0 /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.dedup.bam

--spark-master locall[4]

--tmp-dir /media/Ergebnisse/picardtmp

-0BI

Dabei liest das Programm eine SAM-Datei ein und erstellt eine sortierte und
indizierte (-0BI) BAM-Datei als Ausgabe in welcher die duplizierten Reads mit
einem Flag markiert sind. Der Befehl --spark-master local[4] sorgt fiir die
Ausfithrung des Kommandos auf vier Prozessorkernen des lokalen Servers.

4.2.3.4 Rekalibrieren der Basenqualititen

Zur Rekalibrierung der Basenqualitdtswerte sind zwei Einzelschritte notwen-
dig (siehe Anhang IV.VIILII). Das Programm BaseRecalibrator erzeugt mit
dem Aufruf

gatk BaseRecalibrator

-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

-I /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.dedup.bam

-known-sites /media/Berechnungen/AnnotationDBs/Resources/
A11.20180423.vct

-known-sites /media/Berechnungen/AnnotationDBs/Resources/
Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hgl9.vct

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.intervals

--interval-padding 250

-0 /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.before_recal _data.gpr

unter Beriicksichtigung der mit ~known-sites iibergebenen polymorphen Stel-
len eine Ausgabedatei mit Tabellen (-0), die im folgenden Schritt vom
ApplyBQSR-Tool verwendet wird, um die Rekalibrierung durchzufiihren. Die
Berechnung wird hierbei auf die mit -L angegebenen und durch 250 bp up-
und downstream erweiterten (--interval-passing) ROIs eingeschrinkt.
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Im zweiten Schritt erfolgt die Ubergabe dieser Ausgabedatei iiber den Para-
meter -bgsr an das ApplyBQSR-Programm welches von diesem fiir die Rekali-
brierung der Basenqualitdten verwendet wird. Der Befehl

gatk ApplyBQSR

-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

-I /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.dedup.bam

-bgsr /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.before_recal data.gpr

-0 /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.recal.bam

-—tmp-dir /media/Ergebnisse/picardtmp

-0BI

erzeugt dabei eine indizierte (-0BI) BAM-Datei mit rekalibrierten Basenqua-
litdtswerten.

4.2.3.5 Detektion von Kopienzahlverinderungen

Fiir die Detektion von CNVs ist es notwendig vor der eigentlichen Analyse ent-
sprechende Modelle anzulegen. Im ersten Abschnitt werden daher die Schrit-
te zur Generierung eines solchen Modells fiir die Tools DetermineGermline-
ContigPloidy und GermlineCNVCaller (siehe Anhang IV.VIIL.IV) beschrie-
ben. Im Anschluss folgt die Anwendung dieser Modelle auf einzelne Proben im
Ablauf der Pipeline.

Erstellung der Modelle Die entsprechenden Modelle werden aus 346 ein-
zelnen Proben berechnet, die im Zeitraum von Juli 2018 bis Januar 2020 einer
WES mit dem Agilent Human All Exon V7 Kit unterzogen wurden. Zuerst
erfolgt bei der Praprozessierung der Intervall-Datei (-L) die Erweiterung der
ROIs um die mit dem Parameter --padding angegebene Anzahl an Basen
up- und downstream. Daraus resultierende iiberlappende Regionen fasst der
Algorithmus zu einer ROI zusammen. Eine Unterteilung der Regionen in so-
genannte ,,bins® ist fiir eine WES nicht ratsam und wird durch Angabe von
-bin-length O unterbunden. Die aus dem Befehl

gatk Preprocesslntervals
-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta
-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.intervals
--padding 250
—-imr OVERLAPPING_ONLY
--bin-length 0
-0 /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/

Exom.preprocessed. interval_list



Kapitel 4. Aufbau einer Infrastruktur zur Auswertung von NGS-Daten Seite 42

resultierende Datei mit praprozessierten ROIs (-0) wird durch das Annotate-
Intervals-Tool mit Mappability-Informationen und dem GC-Gehalt fiir je-
de Region annotiert. Dazu ist die Mappability-Datei (k100.umap.bed) vom
HofmanLab herunter zu laden. Uberlappende Regionen in dieser Mappability-
Datei werden mit dem Befehl

bedtools merge
-i /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/k100.umap.bed
> /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/k100.umap.merged.bed

verbunden.  Anschliefend  erfolgt  die  Indizierung  der  Datei
k100.umap.merged.bed durch

gatk IndexFeatureFile
-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/k100.umap.merged.bed

Die Annotation der praprozessierten Regionen mit Mappability-Informationen
(--mappability-track) durch den Befehl

gatk Annotatelntervals

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.preprocessed.interval_list

-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

-imr OVERLAPPING_ONLY

--mappability-track /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
k100.umap.merged.bed

-0 /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.annotated.tsv

erzeugt eine tabulator-getrennte Datei mit den entsprechenden ROIs und deren
Annotationen, die spéter zur Filterung der Regionen verwendet werden kann.

Fiir alle 346 Probendatensatze werden mit

gatk CollectReadCounts

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.preprocessed.interval_list

-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

—-imr OVERLAPPING_ONLY

-1 <<Pfad zur *.dedup.bam Datei der jeweiligen Probe>>

-0 /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/HDF5/
<<ProbenID>>.hdf5

die Read Counts fiir jede ROI (-L) ermittelt und in einer HDF5-Datei (-0)
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gespeichert. Mit Hilfe aller 346 HDF5-Dateien sowie der annotierten Interval-
le lassen sich nun schlecht abgedeckte oder schwierig zu sequenzierende ROIs
durch

gatk FilterIntervals

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.preprocessed.interval_list

--annotated-intervals /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
Exom/Exom.annotated.tsv

-1 <<Pfad zur *.dedup.bam Datei der jeweiligen Probe>>
<<Probe 1>>.hdfb

-1 <<Pfad zur *.dedup.bam Datei der jeweiligen Probe>>
<<Probe 2>>.hdfb

-I <<Pfad zur *.dedup.bam Datei der jeweiligen Probe>>
<<Probe ...>>.hdf5

-1 <<Pfad zur *.dedup.bam Datei der jeweiligen Probe>>
<<Probe 346>>.hdf5

—imr OVERLAPPING_ONLY

-0 /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.filtered.interval_list

herausfiltern. Die resultierende Datei Exom.filtered.interval list dient im
weiteren Verlauf als ROI Datei (-L) fiir die Etablierung der Modelle. Das
Modell fiir die spétere Fall-Analyse des DetermineGermlineContigPloidy-
Tools wird mit folgendem Befehl unter Beriicksichtigung aller 346 Read Count-
Dateien erstellt:

gatk DetermineGermlineContigPloidy

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.filtered.interval_list

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probel.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probe2.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/ProbeX.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probe346.hdf5

-imr OVERLAPPING_ONLY

--contig-ploidy-priors /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
contig ploidy_prior.txt

--output /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/

--output-prefix ploidy

Es resultieren die zwei Ausgabeordner ploidy-model und ploidy-calls im
Verzeichnis /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/. Der erstge-
nannte Ordner enthélt die Daten des spéter in der Pipeline verwendeten Mo-
dells. Der ploidy-calls Ordner enthilt Unterverzeichnisse fiir jede Probe. In
diesem ist die Ploidie jedes Chromosoms der entsprechenden Probe angege-
ben. Das Modell fiir die spatere CNV Analyse auf ROI Ebene wird beruhend
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auf den im vorherigen Schritt berechneten Ploidien (--contig-ploidy-calls)
unter Beriicksichtigung aller 346 Read Count-Datensétze (-I), der gefilterten
ROIs (-L) sowie der Annotationen fiir die entsprechenden ROIs (-~annotated-
intervals) erstellt. Dazu dient der Aufruf des Progamms GermlineCNVCaller
im Kohortenmodus wie folgt:

gatk GermlineCNVCaller

--run-mode COHORT

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.filtered.interval_list

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probel.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probe2.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/ProbeX.hdf5

-I /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/Probe346.hdf5

--contig-ploidy-calls /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
Exom/ploidy-calls

--annotated-intervals /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
Exom/Exom.annotated.tsv

-imr OVERLAPPING_ONLY

--output /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/

--output-prefix CNV

-—tmp-dir /media/Ergebnisse/picardtmp

Der Ordner CNV-model enthélt auch in diesem Fall das Modell fiir die spétere
Fallanalyse und im CNV-calls-Verzeichnis befinden sich die CNV Analysen fiir
alle 346 Datensétze in entsprechenden Unterordnern. Die Berechnung der Mo-
delle ist sehr rechenaufwindig und dauert auf dem in Anhang I beschriebenen
Primérserver etwa 2 Wochen.

Verwendung der Modelle in der Pipeline Zur Detektion von Kopien-

zahlverdnderungen einer einzelnen Probe miissen zunéchst ihre Read Counts
durch

gatk CollectReadCounts

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/
Exom.preprocessed.interval_list

—imr OVERLAPPING_ONLY

-I /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.dedup.bam

-0 /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.hdf5

ermittelt werden. Anschlieend erfolgt die Bestimmung der Ploidie fiir jedes
Chromosom. Dabei dient die HDF5-Datei (-I) mit den Read Counts fiir jede
einzelne ROI aus dem vorherigen Schritt als Eingabedatei, welche mit dem
zuvor erstellten Ploidie-Modell verglichen wird. Durch die Angabe des Pfads
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zu einem solchen Modell (--model) startet das Tool im Fall-Modus. Der Befehl

gatk DetermineGermlineContigPloidy

--model /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/ploidy-model

—imr OVERLAPPING_ONLY

-I /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.hdf5

--output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/

—--output-prefix 0001-01_DGCP

erzeugt die Datei contig ploidy.tsv im Unterverzeichnis SAMPLE O des Aus-
gabeordners 0001-01 DGCP-calls. Diese enthélt neben einer durch ein @ Zei-
chen eingeleiteten Uberschrift mit dem Probennamen drei tabulator-getrennte
Spalten mit Informationen iiber die fiir ein entsprechendes Chromosom festge-
stellte Ploidie und die Qualitét dieser Vorhersage als nummerischen Wert (siehe
Abbildung 4.6). Die Ploidie-Datei wird unter dem Namen 0001-01.ploidy ins

1 BRG ID:GATKCopyNumber SM:0001-01
2 CONTIG PLOIDY PLOIDY GO

chrl 2 126.46313152399758

4 chrz 2 125.55616667963586
5 chr3 2 126.29542683546178
chr4 2 123.88380782707704

T chrs 2 126.015951815063552
chré 2 126.58083642001087
chr7’ 2 127.1736530511&807

1 chrg 2z 126.95844003044245%
1] chrs 2 128.006823150070851
12 chrld 2 127.06458820860553
1 chrll 2 127.98303315453101
14 chrlz 2z 126.57714848390824
15 chrl3 2 125.839067752205851
16 chrl4 2 127.41227233407528
17 chrlsS 2 127.4462034833345
1 chrlée 2 125.54502964339827
1 chrl?7 2 128.71419125517167
i chrls 2 125.72255866256544
21 chrls 2z 1259.5214535514437
22 chr20 2 129,.27607553137252
chrZl 2 125.20156243402468

24 chr2z 2 130.1595955713100764
25 chrX 2z 122.4972352048114%
: chry 0 37.670968579722022

Abbildung 4.6: Beispiel einer Ploidy-Datei.
Sie enthéalt durch ein @-Zeichen eingeleitete Angaben zur Probenidenti-
fikation sowie drei tabulator-getrennte Spalten mit Informationen iiber
die festgestellte Ploidie fiir jedes Chromosom mit zugehériger Qualitét
dieser Vorhersage.

Patientenverzeichnis kopiert. Die Ausgabe des DetermineGermlineContig-
Ploidy-Tools dient im néchsten Schritt gemeinsam mit dem CNV-Modell als
Grundlage zur Berechnung der Kopienzahlverdnderungen der einzelnen ROIs.
Mit dem folgenden Befehl wird das GermlineCNVCaller-Tool im Fallmodus
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(--run-mode CASE) ausgefiihrt.

gatk GermlineCNVCaller

--run-mode CASE

--contig-ploidy-calls /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_
AHTYGGHBGX/0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01_DGCP-calls

--model /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/Exom/CNV-model

--input /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.hdf5

--output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/

--output-prefix 0001-01_GCNV

Die Ergebnisse der CNV-Analyse werden unter Beriicksichtigung der Ploidie
fiir jedes Chromosom (--contig-ploidy-calls) und der Angabe der alloso-
malen Chromosomen (--allosomal-contig) sowie der allgemeinen Normploi-
die fiir Autosomen (--autosomal-ref-copy-number 2) durch das Programm
PostprocessGermlineCNVCalls in zwei VCF-Dateien zusammengefasst. Das
Kommando

gatk PostprocessGermlineCNVCaller

--calls-shard-path /media/Berechnungen/200402_NB501654 0172_
AHTYGGHBGX/0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01_GCNV-calls

—--model-shard-path /media/Berechnungen/AnnotationDBs/CNV/
Exom/CNV-model

--contig-ploidy-calls /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_
AHTYGGHBGX/0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01_DGCP-calls

-—autosomal-ref-copy-number 2

--allosomal-contig chrX

--allosomal-contig chrY

--output-genotyped-intervals /media/Berechnungen/200402_
NB501654_0172_AHTYGGHBGX/0001-01_Exom NB501654_0172/
0001-01.genotyped_intervals.vct

--output-genotyped-segments /media/Berechnungen/200402_
NB501654_0172_AHTYGGHBGX/0001-01_Exom NB501654_0172/
0001-01.genotyped_segments.vct

gibt in der Datei 0001-01.genotyped_intervals.vcf die ermittelte Kopi-
enzahl fiir jede untersuchte Region aus. Da Kopienzahlverdnderungen meist
mehrere aneinander grenzende Regionen (bei der WES Exons) {iberspannt,
werden in der 0001-01.genotyped_segments.vcf nebeneinanderliegende In-
tervalle mit gleicher Kopienzahl zu einem Segment zusammengefasst ausgege-
ben.
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4.2.3.6 Coverage berechnen

Zur Bestimmung der Effizienz und Qualitdt der WES ist es moglich, die pro-
zentuale Abdeckung (engl. Coverage) aller ROIs sowie deren Sequenziertiefe
(engl. Depth) heranzuziehen. Um diese beiden Parameter fiir jedes Exon ei-
nes jeden Transkripts zu bestimmen, wird das Skript calculateCoverage3.pl
implementiert. Dieses Skript ermittelt durch den Befehl

gatk CollectAllelicCounts
-I /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.recal.bam
-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta
-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.intervals
-0 /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.collectAllelicCounts

die Sequenziertiefe jedes detektierten Allels jeder in der Intervall-Datei (-L)
angegebenen Basenposition. Durch Einlesen und Addition der Sequenziertiefen
jedes einzelnen Allels einer Position wird die Gesamtsequenziertiefe aller Basen
innerhalb jedes Intervalls in einer Hash-Tabelle gespeichert. Eine mit Hilfe des
ENSEMBL Biomarts® erstellte Exom. cov.bed-Datei beinhaltet die Start- und
Endposition fiir jedes Exon aller Transkripte eines Gens von Interesse. Die
Datei besteht aus den in Tabelle 4.5 gelisteten tabulator-getrennten Spalten.

Tabelle 4.5: Spalten der Exom.cov.bed-Datei

Spalte Erlduterung

Angabe des Chromosoms

Startposition des Exons

Endposition des Exons

ENSEMBL Exon Identifier (ENSE)
Position des Exons im Transkript
ENSEMBL Transkrip Identifier (ENST)
ENSEMBL Gen Identifier (ENSG)
ENSEMBL Genname

O 1 O UL i W N =

Durch die Kombination der Daten aus der Hash-Tabelle und der Start- und
Endpositionen jedes Exons aus der Exom.cov.bed Datei wird eine neue Datei
erzeugt (0001-01.bedtoolsCoverage), die fiir jede Base jedes angegebenen
Exons die Sequenziertiefe beinhaltet. Im néchsten Schritt wird die soeben er-
stellte Datei wieder durch das Skript eingelesen und fiir jedes Exon einer Gen-
Transkript-Exon Kombination die Léange der Region, die Summe der Sequen-
ziertiefe aller beinhalteten Basen, die maximale und minimale Sequenziertiefe
sowie die Anzahl an Basen mit einer Sequenziertiefe > 1, > 10 und > 20 in
einer Hash-Tabelle festgehalten. Mit Hilfe der in dieser Hash-Tabelle gespei-

3http://grch37.ensembl.org/biomart/martview/
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cherten Daten, kann nun die mittlere Sequenziertiefe (£ “m?;e‘ff;eii‘i“f{z;;s;”ef <),

der prozentuale Anteil des Exons mit einer minimalen Sequenziertiefe von ei-

nem Read ( Anzahl an Basen mit einer Seq'uenzzertzefe >=1 ) der prozentuale Anteil des
Laenge der Region )

Exons mit einer minimalen Sequenziertiefe von zehn Reads und der prozentua-
le Anteil des Exons mit einer minimalen Sequenziertiefe von 20 Reads fiir jedes
Exon berechnet werden. Durch Summierung der Werte aller zu einem Tran-
skript gehorender Exons ist es moglich die Werte fiir ein bestimmtes Transkript
zu ermitteln. Aus der Summierung aller zu einem Gen gehériger Transkripte
ergeben sich die Werte fiir das entsprechende Gen.

Um die Performance des gesamten Versuchs zu bestimmen, findet das Collect-
HsMetrics-Tool des GATK Pakets wie folgt Anwendung;:

gatk CollectHsMetrics
-BI /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.picard.intervals
-TI /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.picard.intervals
-I /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.recal.bam
-0 /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/0001-01.picard metrics

Aus der resultierenden Datei wird die Genomgrofle, die Gesamtanzahl der Ba-
sen in ROIs, die Anzahl an Reads, die mittlere und mediane Coverage der
angereicherten Regionen sowie die prozentuale Angabe von Regionen mit einer
Sequenziertiefe von 1, 2, 10, 20, 30, 40, 50 und 100 Reads extrahiert.

Die Zusammenfassung der Coverage-Ergebnisse auf Ebene des gesamten Expe-
riments, der Gene, der Transkripte und der Exons in eine Datei erlaubt spéter
eine detaillierte Analyse von nicht abgedeckten Regionen zur weiteren Unter-
suchung oder Sequenzierung dieser ,, Liicken* mittels Sanger-Sequenzierung.

Zur Bestimmung der Coverage wird das CalculateCoverage3.pl-Skript fol-
gendermaflen aus der Pipeline aufgerufen:

perl CalculateCoverage3.pl

-bam /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.recal.bam

-investigation Exom

-genome /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

-sample_name 0001-01

-output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/
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4.2.3.7 Bestimmung von Homozygotieregionen (ROH)

Die Analyse auf Homozygotie-Regionen wird mit dem H*M?-Programm (siehe
Anhang IV.XI) durchgefiihrt. Im ersten Schritt ermittelt das Kommando

H3M2BamParsing.sh
/media/Berechnungen/AnnotationDBs/H3M2Tool/
/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/

0001-01.recal.bam

/media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/

ROH

0001-01

/media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19 . .karyo.fasta

/media/Berechnungen/AnnotationDBs/H3M2Tool/
SNP1000GP .HGb37 _Exome .mod . bed

die B-Allel-Frequenz der im SNP1000GP.HGb37_Exome.mod.bed Datensatz an-
gegebenen SNP-Positionen auf dessen Grundlage im zweiten Schritt mit dem
Befehl

H3M2Analyse.sh
/media/Berechnungen/AnnotationDBs/H3M2Tool/
/media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/

ROH

0001-01

/media/Berechnungen/AnnotationDBs/H3M2Tool/
SNP100OGP . HGb37 _Exome .mod . bed

100000

0.1

0.1

5

die ROHs berechnet werden. Die Ausgabedatei 0001-01_1e+05.0.1.0.1_
HomozygosityTableCall.bed beinhaltet fiinf tabulator-getrennte Spalten, in
denen das entsprechende Chromosom, die Startposition, die Endposition, die
Wahrscheinlichkeit fiir eine ROH und die Anzahl der SNP-Marker innerhalb
dieser ROH abgelegt sind. Jede Zeile beschreibt eine ROH Region. Das eigens
implementierte MaiROHparser . p1-Skript liest die Ausgabedatei ein (-ROH_bed)
und gibt unter Ausschluss der Gonosomen eine prozentuale Angabe der Re-
gionen mit ROH >1 Mbp, >3 Mbp, >5 Mbp und >8 Mbp in die Datei
0001-01.roh stats aus. Zudem filtert das Skript die ROHs und schreibt
nur jene grofer des mit -min size angegebenen Schwellenwertes in die Da-
tei 0001-01.roh im BED-Format. Diese wird anschlieBend mit bgzip kompri-
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miert und mit tabix indiziert, um sie im Annotationsschritt zu nutzen. Der
Aufruf des Skripts aus der Pipeline ist wie folgt:

perl MaiROHparser.pl

-ROH_bed /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01_1e+05.0.1.0.1_
HomozygosityTableCall.bed

-sample_name 0001-01

-output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/

-min_Size 1000000

Zur Visualisierung und spéteren Einbindung in die Auswertungssoftware wer-
den die einzelnen ROH Bereiche jedes Chromosoms als Box dargestellt. Ein
Strich spiegelt einen biallelischen Bereich des Chromosoms wider. Abbildung
4.7 zeigt diese Plots exemplarisch fiir die Chromosomen eins bis fiinf.

chr1 chr2 chr3 chr4 chrs

Abbildung 4.7: Beispielhafte ROH Plots fiir Chromosom eins bis fiinf.
Ein Strich spiegelt einen biallelischen Bereich des Chromosoms wider.
Regionen mit ROH sind als Box dargestellt.

Diese Bilder werden mit dem R-Script MaiRohPic.R unter Verwendung der
ggplot2-Library von Hadley Wickham et al. aus dem CRAN-Archiv* erstellt.
Dazu liest das Script die gefilterte ROH Datei (0001-01.roh) sowie eine Datei
mit Angaben iiber die Lange der Chromosomen (*.genomefile) ein. Folgen-
der Befehl startet die Analyse.

‘https://cran.r-project.org/web/packages/ggplot2/index.html
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Rscript MaiRohPic.R
/media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/
HG19.karyo.fasta.genomefile
/media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.roh
/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/

4.2.3.8 Detektion von Varianten

Nukleotidaustausche sowie kleine Insertionen und Deletionen im Patientenda-
tensatz werden, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, beim Variant Calling ermittelt.
Dazu vergleicht der HaplotypeCaller (siehe Anhang IV.VIILIII) jede Base des
Alignments (-I) des Patienten mit dem Referenzgenom (-R). Der Befehl

gatk HaplotypeCaller

-R /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/HG19.karyo.fasta

-I /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.recal.bam

-L /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ROI/Exom.intervals

--interval-padding 250

-0 /media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.vcf

sucht nach Abweichungen innerhalb der ROIs (-L). Alle gefundenen Varianten
werden in einer VCF-Datei (sieche Anhang I1.IV) ausgegeben.

4.2.3.9 Intervar-Analyse

Um die Varianten beziiglich ihrer Pathogenitéit besser einschéitzen zu kénnen,
nutzt die Intervar-Software (siehe Anhang IV.X) die ACMG Empfehlungen
zur Einstufung einer Variante in eine der fiinf Pathogenitatsstufen. Das Modul
zur Anwendung des Intervar-Programms und zur Verarbeitung der Ergeb-
nisse wurde von Sri Dewi (Institut fiir Humangenetik, Unimedizin Mainz) als
R-Skript InterVar _pipeline.R implementiert. Es nutzt den Patientenordner
sowie die Patienten-ID als Eingabe, wendet den Intervar-Algorithmus auf die
im vorhergehenden Schritt ermittelten Varianten an, verarbeitet die resultie-
rende Datei und speichert die Varianten mit deren vorhergesagter Pathoge-
nitédtsstufe in einer VCF-Datei ab. Zur Einbindung dieser Vorhersage in die
Annotation wird die VCF-Datei komprimiert und mittels tabix indiziert. Der
Aufruf des R-Skripts erfolgt durch folgenden Befehl:

Rscript InterVar_pipeline.R
/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/
0001-01
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4.2.3.10 Annotation der Varianten

Die Annotation der im Patientendatensatz gefundenen Varianten wird mit
Hilfe des ENSEMBL Variant Effect Predictors (siehe Anhang IV.XII) durch-
gefithrt. Neben den durch den VEP bereitgestellten Datenbanken werden die
Plugins CADD, LoFtool und dbNSFP verwendet (--plugin). Zudem flie-
Ben externe Datenbanken und Pathogenitéatswerte (PhyloP, OMIM, ClinPred,
HGMD, Deafness Variation Database (DVD), SpliceAl, PrimateAl) sowie die
Populationsdaten der hausinternen Datenbank (IHDB), die zuvor berechneten
ROH Bereiche und Pathogenitétsstufen von Intervar in die Annotation der Va-
rianten ein (--custom). Der Programmaufruf

vep

--offline

--dir /media/Berechnungen/AnnotationDBs/vep

--fasta /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/
HG19 .karyo.fasta

--everything

--assembly GRCh37

-i /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.vcf

-0 /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.annot.vcf

--plugin CADD,/media/Berechnungen/AnnotationDBs/cadd/20160314/
whole_genome SNVs.tsv.gz,/media/Berechnungen/AnnotationDBs/
cadd/20160314/cadd_InDels.tsv.gz

--plugin LoFtool

--plugin dbNSFP,/media/Berechnungen/AnnotationDBs/dbNSFP/
20171009/dbNSFP2.9.3.gz,SIFT_score,SIFT_converted_rankscore,
SIFT pred,Polyphen2 HVAR score,Polyphen2 HVAR rankscore,
Polyphen2 HVAR_ pred,LRT_score,LRT_converted_rankscore,
LRT pred,MutationTaster_score,MutationTaster_converted._
rankscore,MutationTaster pred,FATHMM score, FATHMM_
rankscore,FATHMM pred,MetaSVM_score,MetaSVM_rankscore,
MetaSVM_pred,MetalR_score,MetalR_rankscore,MetalR _pred,
Reliability_index,PROVEAN_score,PROVEAN_converted_rankscore,
PROVEAN_pred,M-CAP_score,M-CAP_rankscore ,M-CAP_pred,CADD_raw,
CADD_raw_rankscore,CADD_phred,REVEL_score,REVEL _rankscore,
VEST3_score,VEST3_rankscore

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/phylop/20160314/
hg19.100way.phyloP100way.sorted.bedgraph.gz,PhyloP,bed,
exact,O

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ihdb/current/
ihdb_af.vcf.gz,IHDB_AF,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ihdb/current/
ihdb_count.vcf.gz,IHDB_Count,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/omim/20200210/
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OmimInheritanceHG19.sorted.bed.gz,0MIM,bed,overlap,0

-custom /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.intervar.vcf.gz,
InterVar,vcf,exact,O

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/ClinPred/
ClinPred.vcf.gz,ClinPred,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/HGMD/2018.2/
hgmd_pro_2018.2_hgl9.vcf.gz ,HGMD_PRO,vcf,exact,0,CLASS,PHEN

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/DVD/Version8.2.1/
DVD_v8.2.1 pathogenicity.vcf.gz,DVD_Pathogenicity,vct,
exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/DVD/Version8.2.1/
DVD_v8.2.1_disease.vcf.gz,DVD_Disease,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/DVD/Version8.2.1/
DVD_v8.2.1_pubmed.vcf.gz,DVD_Pubmed,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/gnomad/
gnomad.vcf.gz,gnomAD_GENOMES,vcf,exact,0,AF

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/SpliceAI/
spliceai_scores.masked.snv.hgl9.vcf.gz,SpliceAl,
vcf,exact,0,DS_AG,DS_AL,DS_DG,DS_DL,DP_AG,
DP_AL,DP_DG,DP_DL

-custom /media/Berechnungen/AnnotationDBs/PrimateAI/
AIScores_sorted.vcf.gz,PrimateAI,vcf,exact,0

-custom /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.roh.gz,R0OH,bed,overlap,0

--buffer_size 10000

--vctf

--pick

--pick_order canonical,rank,appris,tsl,biotype,ccds,length

-—-force_overwrite

-—fork 4

produziert eine VCF-Datei, welche fiir jede Variante die Annotationen im CSQ-
Feld der INFO-Spalte tragt. Die einzelnen Annotationen sind dabei durch ein
»|“~Zeichen getrennt.

4.2.3.11 Priorisierung von Varianten

Basierend auf diesen Annotationen findet mit dem eigens entwickelten und in
Per]l implementierten Skript MaiHotspot.pl eine Priorisierung beziiglich der
Pathogenitét einer Variante statt. Nach Einlesen der annotierten VCF-Datei
werden nur jene Varianten weiter betrachtet, die eine Qualitat > 300 und eine
Allelfrequenz von unter 1% in der gnomAD-Population (siehe Anhang II1.VI)
und der Population der internen Datenbank aufweisen. So ldsst sich die Ana-
lyse auf seltene Varianten beschréinken, bei denen es sich nicht um Artefakte
handelt. Ist eine dieser Varianten in der HGMD oder ClinVar Datenbank (sie-
he Anhang IIL.I und IIL.IIT) als wahrscheinlich pathologisch oder pathologisch
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beschrieben, erfolgt die Abspeicherung in einer temporéiren Tabelle. Protein-
trunkierende Varianten sowie andere Arten von Varianten in Verbindung mit
einem CADD-Pathogenitiatswert > 15 werden ebenfalls dieser temporéaren Ta-
belle hinzugefiigt.

Im zweiten Schritt wird die temporére Tabelle durchlaufen und iiberpriift, ob
der Genotyp mit dem fiir das betroffene Gen bekannten Erbgang theoretisch
eine Erkrankung auslésen kann. Befinden sich zwei verschiedene Varianten im
gleichen Gen in dieser Tabelle, so werden die beiden Varianten ausgegeben, um
auch compound heterozygote Fille bei autosomal rezessiven Erkrankungen ab-
decken zu konnen. Die Ausgabe homozygot vorliegender Varianten bei einem
autosomal rezessiven Erbgang ist obligatorisch. Folgt das entsprechende Gen
einem autosomal dominanten Erbgang, wird die zugehorige Variante nur aus-
gegeben, wenn sie im heterozygoten Zustand vorliegt. Fiir einen X-gekoppelt
rezessiven oder dominanten Erbgang verlduft das Verfahren analog. Gespei-
chert werden die so gefilterten annotierten Varianten wieder im VCF-Format.

Durch diese Priorisierung lassen sich die etwa 120.000 Varianten pro Patient
auf etwa 50 Varianten mit der hochsten Pathogenitédtswahrscheinlichkeit redu-
zieren. Der aus der Pipeline ausgefiihrte Befehl lautet:

perl MaiHotspot.pl
-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_ 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.annot.vct
-out_vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.hotspots.vcE

4.2.3.12 Filtern und Annotieren der Kopienzahlverinderungen

Da die Ausgabedatei der CNV-Analyse 0001-01.genotyped_segments.vct
auch Segmente mit Kopienzahl zwei beinhaltet, ist es sinnvoll diese Daten
zu filtern. Eine Kopienzahl von zwei stellt bezogen auf die Autosomen die
wildtypische Kopienzahl eines diploiden Organismus dar. Neben der Extrakti-
on von aberranten CNV-Segmenten verwendet das implementierte Perl-Skript
MaiCNVFilter.pl die im Patientendatensatz ermittelten Varianten, um die
Spezifitdat und Sensitivitdt einer Kopienzahlverdnderung zu ermitteln. So soll-
ten sich zum Beispiel im Bereich einer vorhergesagten homozygoten Deletion
(Kopienzahl 0) keine Varianten befinden. Eine heterozygote Deletion hingegen
(Kopienzahl 1) sollte nur homozygote Varianten beinhalten. Bei einer Dupli-
kation mit der Kopienzahl drei verschiebt sich das Allelverhéltnis eines nicht
homozygoten SNPs theoretisch auf 66%. Bei Einbeziehung der Gonosomen be-
steht bei ménnlichen Individuen nur jeweils eine Kopie des Chromosoms X
und Y. Somit stellt hier bereits die Kopienzahl von zwei eine Duplikation dar,
welches bei der Beurteilung der Spezifitdt und Sensitivitdt der CNVs durch
Betrachtung der Varianten beriicksichtigt werden muss.

Zu Beginn liest das Skript die VCF-Datei mit SNP- und InDel-Varianten
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(0001-01.vcf) ein und speichert die Sequenziertiefe pro Allel fir jede Va-
riantenposition zwischen. Die Ploidie-Datei (0001-01.ploidy) wird zur Er-
mittlung des Geschlechts verwendet. AnschlieBend durchlauft das Programm
jedes in der Datei 0001-01.genotyped_segments.vcf enthaltene Segment, er-
mittelt die Anzahl der heterozygoten und homozygoten Varianten in diesem
Bereich und berechnet das Allelverhéltnis der heterozygoten SNPs. Im zweiten
Schritt ist es moglich diese Werte zu verwenden, um die CNVs, wie im vor-
herigen Abschnitt beschrieben, als falsch-positiv oder richtig-positiv zu klassi-
fizieren. Die Ausgabe der Klassifizierung erfolgt in einer tabulator-getrennten
Datei 0001-01. cnv unter Angabe der Position, der Anzahl an unterstiitzenden
SNPs und deren Allelverhéltnis. Alle vom wildtyp abweichenden CNV Ereig-
nisse werden zudem in eine VCF-Datei geschrieben (0001-01.cnv.vcf).

Die durch den Programmaufruf

perl MaiCNVFilter.pl

-genotyped_segments /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_
AHTYGGHBGX/0001-01_Exom NB501654 0172/
0001-01.genotyped_segments.vct

-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.annot.vcf

-ploidy /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.ploidy

-out_vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.cnv.vct

gefilterten CN'Vs unterlaufen im nachfolgenden Schritt einer Annotation durch
den Variant Effect Predictor (siche Anhang IV.XII), um unter anderem die
betroffenen Gennamen mit den zugehorigen Exons und Introns zu erhalten.
Umfasst eine Kopienzahlverdanderung mehrere Gene, so sind die Annotations-
blocke durch ein Komma getrennt aufgelistet. Der Befehl

vep

--offline

--dir /media/Berechnungen/AnnotationDBs/vep

--fasta /media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/
HG19 .karyo.fasta

--assembly GRCh37

-i /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.cnv.vcf

-o /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01 _Exom NB501654_0172/0001-01.cnv.annot.vct

--vct

--per_gene

--pick_order canonical,rank,appris,tsl,biotype,ccds,length

-—force_overwrite
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fithrt die Annotation der CNVs durch. Anschliefend erstellt das R-Skript
MaiCNVPics.R durch

Rscript MaiCNVPic.R
/media/Berechnungen/Referenzgenom/HG19/
HG19.karyo.fasta.genomefile
/media/Berechnungen/200402 NB501654 0172 AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.cnv.vcf
/media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/

Plots der Kopienzahlverdnderungen analog zu den Plots der ROH Regionen
(siehe Kapitel 4.2.3.7).

4.2.3.13 Gender-Match

Ein einfacher Ansatz zur Aufdeckung vermeintlicher Probenvertauschungen ist
der Abgleich des in der Patientendatenbank abgelegten mit dem aus den Va-
riantendaten bestimmten Geschlechts. Zur Berechnung des Geschlechts wird
im MaiGender .pl-Skript die Anzahl heterozygoter und homozygoter SNPs auf
dem X-Chromosom mit einem Qualitdtswert >300 und einer minimalen Se-
quenziertiefe von 10 Reads gezéhlt. AnschlieSend erfolgt die Berechnung des
Verhiltnisses aus der Anzahl heterozygot vorliegender SNPs zur Anzahl al-
ler SNPs des X-Chromosoms. Durch die pseudoautosomalen Regionen (PAR)
der Chromosomen X und Y sind auch bei ménnlichen Individuen heterozygote
SNPs auf dem X-Chromosom detektierbar. Liegt das Heterozygotieverhéltnis
unter 0,25 (25%), so ist die Probe als ménnlich zu klassifizieren. Andern-
falls liegt ein weiblicher Datensatz vor. Das Ergebnis des Vergleichs zwischen
dem ermittelten und dem in der Datenbank festgehaltenen Geschlechts wird
ebenso wie die zur Berechnung verwendeten Parameter in der Ausgabedatei
0001-01.gender festgehalten (siche Abbildung 4.8). Auf diese Weise ist es
allerdings nicht moglich Probenvertauschungen gleichgeschlechtiger Patienten
aufzudecken. Der Programmaufruf aus dem Pipeline-Skript lautet folgender-
maflen:

perl MaiGender.pl
-dbGender w
-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.annot.vcf
-output /media/Berechnungen/200402 _NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.gender
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# Parameter

input = /media/Berechnungen/200402 NB501654_ 0172 AHTYGGHBGX/0001-01 Exom NBS50165%4 0172/0001-01.annot.vcE
output = frrE[iideEIEChn.lngEnf?OOQOZ_NBEOJ654_01'?2_}I‘lTYGGHBGX/OOOi—Oi_ExDIr_NBEnOl654_0172/0001—&102l9—20.gEndEI
gquality threshold = 500

depth_threshold = 10

qd_threshold = 10

# Results

analyzed SNPs = 814

hom SNPs = 730

net_SNPs = 24

het_ratio = 0.0254840294840295

estimated sex = male

database_sex = m

gender_match = yes

Abbildung 4.8: Beispiel einer Ergebnisdatei des GenderMatches.
Neben den Pfaden zur Ein- und Ausgabedatei sind die verwendeten
Schwellenwerte zur Auswahl der Varianten im ,,Parameter” Abschnitt an-
gegeben. Im ,Ergebnis® Bereich wird die Anzahl der einbezogenen SNPs,
der Anteil an heterozyoten und homozygoten SNPs sowie die Heterozy-
gotierate gelistet. Das daraus ermittelte Geschlecht und der Abgleich mit
der Patientendatenbank sind ebenfalls aufgefiihrt.

4.2.3.14 Probennachverfolgung

Um eine Verwechslung von Proben komplett ausschliefflen zu kénnen, ist eine
vorherige unabhéngige Genotypisierung von mehreren SNPs mittels Pyrose-
quenzierung notwendig. Die Kombination dieser polymorphen SNP-Marker ist
fiir jedes Individuum einzigartig. Im Institut fiir Humangenetik werden die Ge-
notypen der in Tabelle 4.6 gelisteten SNPs aus jeder Patientenprobe bestimmt
und die Ergebnisse anschliefend in der internen Patientendatenbank gespei-
chert.

Das eigens entwickelte Perl Skript MaiSampleTracker.pl liest die aus den
NGS-Daten ermittelten Varianten ein und vergleicht die entsprechenden Po-
sitionen mit den in der Datenbank festgehaltenen Ergebnissen der Pyrose-
quenzierung dieses Patienten. Die Ausgabedatei enthélt neben der Proben-ID
die Anzahl untersuchter SNPs, die Anzahl der {ibereinstimmenden Genotypen
zwischen NGS und Pyrosequenzierung, die Prozentzahl der Ubereinstimmung;,
und eine detaillierte Auflistung aller untersuchter SNPs mit ihren ermittel-
ten Genotypen der Pyro- sowie Next-Generation-Sequenzierung und deren
zugehorigen Qualitatswerten (0001-01.trk). Zudem wird das Ergebnis des
SampleTrackings in der Patientendatenbank festgehalten. Der Programmauf-
ruf lautet:

perl MaiSampleTracking.pl
-sample_name 0001-01
-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom_NB501654_0172/0001-01.vcf
-output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/
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Tabelle 4.6: SNPs fiirs Sample Tracking

Chromosom Position Referenzallel dbSNP Identifier
1 179520506 G rs1410592
2 169789016 T rs497692

3 4403767 A rs2819561
4 5749904 T rs4688963
5 82834630 T rs309557

6 146755140 G rs2942

7 48450157 T rs17548783
8 94935937 T rs4735258
9 100190780 A rs1381532
10 100219314 G rs10883099
11 16133413 A rs4617548
12 993930 C rs7300444
13 39433606 A rs9532292
14 50769717 G rs2297995
15 34528948 G rs4577050
16 70303580 G rs2070203
17 71197748 G rs1037256
18 21413869 T rs9962023
19 10267077 T rs2228611
20 6100088 A rs10373

21 44323590 T rs4148973
22 21141300 T rs4675

4.2.3.15 Varianten in Datenbank eintragen

Alle beim Patienten gefundenen Varianten werden mit Bezug zur Patienten-1D
in der internen Datenbank abgelegt. Die wichtigsten Annotationen, wie zum
Beispiel der Genname, die Gen- und Transkript-1D der ENSEMBL Datenbank,
das betroffene Exon bzw. Intron, die Auswirkung auf Basen- und Proteinebe-
ne sowie Ergebnisse von Pathogenitétsvorhersagetools schreibt das Perl-Skript
MaiVar2DB.pl ebenfalls in diese Datenbank und verkniipft sie mit der ent-
sprechenden Variante. Das Schema der Varianten-Datenbank ist in Abbildung
4.9 dargestellt. Jede Variante kann dabei nur einmal in der varianten-Tabelle
vorkommen. Eine Variante kann iiber die traegt_varianten-Tabelle mehreren
Patienten zugeordnet sein. Umgekehrt besteht die Moglichkeit, dass ein Pati-
ent auf diese Weise auch mehrere Varianten besitzt. Durch die Zuordnung einer
Variante zu einem Patienten ist es moglich in dieser Tabelle aus der Sequen-
zierung resultierende spezifische Merkmale wie den Name der Untersuchung,
die Zygotie, die Qualitdt und die Sequnziertiefe einer jeden Variante des Pa-
tientendatensatzes festzuhalten. Jede Variante kann durch einen Eintrag der
annotationen-Tabelle beschrieben werden. Zudem ist es iiber die Auswerte-
software (siehe Kapitel 4.5) moglich, jeder Variante Klassifizierungseintrige
und Pathogenitétsstufen zuzuordnen. Diese werden spéter durch die Auswer-
tungssoftware in der klassifizierung-Tabelle abgelegt.
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Das Perl-Skript zum Eintragen der Varianten in die Datenbank wird durch den
Befehl

perl MaiVar2DB.pl
-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.annot.vcf
-sample-name 0001-01
-investigation Exom

aufgerufen, durchlauft die annotierte VCF-Datei, extrahiert die entsprechenden
Daten und trégt sie in die Tabellen der Datenbank ein.

Symbol YARCHAR(100)
VariantClass YARCHAR(Z0)

QualityByDepth DECIMAL(7,2)

W s v m traegt_wvarianten v
_| annotationen v VariantenID TNT(11] Journalnum mer Y ARCHAR 7)
Ann_otat'onm INT(11) Chromosom ¥ ARCHAR(Z) VartantenID INT(11)
W aiantenlD INT(11) Pasition INT(L1) Lnkersuchung WARCHAR{ 100)
ENSG ¥ARCHAR(LS) I ™7 7 4 nefallels VARCHAR(ZO0) Zygotie Y ARCHAR(S)
ENST ¥ARCHAR(1S) } Aldllle VAR CHAR(200) Quality_Score DECIMAL(T,2)
ENSP VARCHAR(IS) | Genam eBuild Y ARCHAR(45) Sequenzierticfe INT(S)
Cancnical YARCHAR() I > | PildlicDepth ¥ ARCHAR(20)
|
|
|

aufiutakionReport YARCHAR()

Impact VARCHAR(ZO) Primer INT{11)

Conseguence YARCHAR(Z00) inBefund WARCHAR( 4

Exon WARCHAR(20) PathShufe Y ARCHAR(Z)

Intron ¥ ARCHAR(20) Inheritance YARCHAR(1Z)

HGWYSC Y ARCHAR]S00) Inheritance_betraffen YARCHAR!4)
HZYSp Y ARCHARS00) >

Existing' ariations YARCHAR(300) o
Clinvear ¥ ARCHAR(Z00) —J Wassifizierung !
SIFT VARCHAR(S00)
PolyPhenz YARCHAR(ZS)
GMAF VARCHAR(SOO)
ExAC_MAF YARCHAR(1D) ——
Pubrmed YARCHAR(SO0)
CADDPhred DECIMAL(10,6)
CADDR.aw DECIMAL(1S,10)
PhyloP DECIMAL(7,3)

Dam &@n YARCH AR(S00)

Kl assifizierun gID INT{11)

b—— - @ annotakionID INT{11)

@ Journalnum mer W ARCHARL 7)
Pathogenitatsstufie TMT{1)
Anlagetrager YARCHAR(4)
Kom mentar YARHARISOO)
Dratum DATETIME
Benutzer Y ARCHAR{SO)

Abbildung 4.9: Schema der Varianten-Datenbank.
Ein Patient steht iiber die traegt_varianten-Tabelle in einer many-to-
many Relation zur varainten-Tabelle. Dabei kann einer Variante genau
eine Annotation (annotationen), und einer Annotation eine Klassifizie-
rung (klassifizierung) zugeordnet werden.

4.2.3.16 Primer erstellen

Der letzte Schritt der Pipeline besteht aus dem Design von Primerpaaren
fiir alle Varianten eines Patienten. Diese werden zur Validierung und Segre-
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gationsanalyse von putativ pathogenen Varianten mittels PCR und Sanger-
Sequenzierung (siehe Anhang V.I) bendtigt. Das Auswertungs-Personal kann
so einen benotigten Primer direkt iiber die Auswertungssoftware zur Bestel-
lung freigeben.

Um Primer fiir jede Variante designen zu konnen, durchléauft das Perl-Skript
MaiPrimer.pl die VCF-Datei und extrahiert mit Hilfe der samtools faidx-
Software die Sequenzabfolge 300 bp up- und downstream jeder Variante aus
dem Referenzgenom. So entstehen 601 bp lange Referenzsequenz-Bruchstiicke,
welche als Wert fiir den Schliissel SEQUENCE_TEMPLATE gemeinsam mit der An-
gabe eines Idenifiers (SEQUENCE_ID) in einer Datei (0001-01.samplefile) ge-
speichert werden. Zudem ist der durch die PCR zu vervielfiltigende Bereich
mit Hilfe des Schliissels SEQUENCE_TARGET=200,201 zu definieren. Das Primer-
paar soll ein Amplikon erstellen, welches die DNA-Sequenz 100 bp vor und
nach der Variante einschliefft. Da die Variante an Position 301 des extrahier-
ten Referenzsequenzbruchstiicks liegt, startet dieser Bereich bei Base 200 und
ist 201 bp lang. Ein alleinstehendes =-Zeichen trennt die einzelnen Datensétze
(siehe Abbildung 4.10).

SEQUENCE ID=chr3:58132505-58133109
SEQUENCE TEMPLATE=TCTCCCTRRCACCCCTGCATCCCTGTTCCCACTIG. . .
SEQUENCE_ TRRGET=200,201

SEQUENCE ID=chr3:58144963-58145563
SEQUENCE TEMPLATE=GGTTITTCTGGCCTGCATGGGCATTATTTITGGATGC. . .
SEQUENCE_ TRRGET=200,201

Abbildung 4.10: Aufbau der Samplefile fiir den Primer3 Algorithmus.
In ihr wird das Sequenzfragment (SEQUENCE_TEMPLATE) sowie der zu
vervielfiltigende Bereich SEQUENCE_TARGET mit einer eindeutigen ID
(SEQUENCE_ID) fiir jede Variante angegeben.

Das Programm primer3_core liest die 0001-01.samplefile ein und erstellt
wenn moglich ein Primerpaar fiir jede Variante. Im Folgenden extrahiert das
Perl-Skript die Lange des Amplikons, die Sequenz des Forward- und Reverse-
Primers sowie deren GC-Gehalt und Annealing-Temperatur fiir jede Variante
aus der resultierenden Datei 0001-01. primer3. Die so gewonnenen Informatio-
nen werden in der tabulator-getrennten Datei 0001-01.primer abgelegt. Das
Skript zum Primerdesign wird mit dem folgenden Programmaufruf gestartet:

perl MaiPrimer.pl
-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/0001-01.annot.vcf
-sample_name 0001-01
-output /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/
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4.3 Anwendung der Exom-Pipeline auf Genom-
daten

Die im Kapitel 4.2 beschriebene Pipeline zur Analyse von WES-Daten ist so
ausgelegt, dass sie ebenso auf Datensétze einer gesamtgenomischen Sequenzie-
rung anwendbar ist. Auch wenn die meisten , Library Preparation“-Kits fiir
eine WGS ohne eine PCR-~Amplifikation arbeiten, ist es sinnvoll den Schritt
zur Detektion von Duplikaten (siche Kapitel 4.2.3.3 und Anhang IV.VIILI)
durchzufithren, um die gegebenenfalls bei der Sequenzierung entstandenen op-
tischen Duplikate zu entfernen.

Eine Analyse auf Kopienzahlverdnderungen im Patientendatensatz der WGS
bedarf fiir den in der Pipeline verwendeten Algorithmus aus dem GATK-Paket
(siehe Kapitel 4.2.3.5 und Anhang IV.VIILIV) der Erstellung eines Modells
aus mehreren auf gleiche Art und Weise sequenzierten Proben. Da das In-
stitut fiilr Humangenetik der Universitdtsmedizin Mainz bisher keine ausrei-
chende Sequenzierkapazitit zur eigenstindigen Durchfithrung einer WGS be-
sitzt, ist es notwendig die Genomsequenzierung von externen Firmen, wie dem
BGI oder MDC fiir vereinzelte Patientenproben auf wissenschaftlicher Basis
durchfiihren zu lassen. Durch den Einkauf externer Sequenzierleistungen bei
verschiedenen Firmen entsteht ein unterschiedliches Spektrum an verwendeten
Probenaufbereitungs- und Sequenziermethoden, auf dessen Basis kein Modell
fiir die CNV Analyse etabliert werden kann. Somit ist zum Zeitpunkt des
Anfertigens dieser Dissertationsschrift in der Universitdtsmedizin Mainz keine
Bestimmung der Kopienzahlverdnderung bei WGS-Datensitzen moglich. Die
entsprechenden Schritte zum Filtern und Annotieren der CNVs (siehe Kapitel
4.2.3.12) konnen somit ebenfalls nicht angewendet werden.

Alle restlichen Auswertungsschritte sind wie in Kapitel 4.2 mit den beschrie-
benen Algorithmen und Parametern zu verwenden.

4.4 Die Suche nach regulatorischen Varianten

In durch WES molekulargenetisch nicht diagnostizierten Féllen mit anzuneh-
mendem genetischen Hintergrund sind Krankheitsvarianten in regulatorischen
Regionen zu vermuten. Da eine Genomsequenzierung aller nicht diagnostizier-
ter Patienten zu kostenintensiv ist, wird ein Panel entwickelt, der wichtige, in
der WES nicht enthaltene regulatorische Regionen abdeckt.

4.4.1 Erstellung eines TES-Panels

Zur Untersuchung regulatorischer Regionen wurde ein TES-Panel (RegVar-
Panel) auf DNA-Ebene entworfen. Dieser umfasst 1881 humane primére
miRNA-Transkripte der miRBase-Datenbank (siehe Anhang IIL.VIII) sowie
die letzten 0,5 kbp der 3’'UTRs von 2600 krankheitsassoziierten Genen (Stand
2016). Da die WES bei den meisten Genen einen grofien Teil des 5’-Endes des
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3’UTRs eines Gens abdeckt, wurde nur das 3’ Ende des 3’UTRs beriicksichtigt.
Zudem umfasst das Panel 345 von Irima et al. publizierte Mikroexons, die
bei der Neurogenese eine Rolle spielen [Irimia et al., 2014]. Alle in das Panel
integrierten Regionen wurden durch 50 bp stromaufwirts und stromabwirts
erginzt. Aufgrund von Kombinationsméglichkeiten und Synergieeffekten mit
anderen im Institut fiir Humangenetik der Universitdtsmedizin Mainz ange-
wendeten und etablierten Gen-Panel fiel die Wahl des ,, Library Preparation®-
Kit zur Anreicherung auf das SureSelect XT Custom Enrichment Kit der Firma
Agilent. Mit Hilfe der SureDesign Online-Software® wurden die RNA-Sonden
fiir den TES-Panel mit einer Gesamtgrofie von 2,876 Mb erstellt. Die Sequen-
zierung erfolgt auf dem institutseigenen Illumina NextSeq500-System (2x126
bp PE).

4.4.2 Pipeline zur Bewertung regulatorischer Varianten

Die Datenanalyse des RegVar-Panels folgt dem Schema der Auswertung von
WES-Daten. Da bisher keine ausreichende Anzahl an Proben untersucht wur-
de, um ein verléssliches CNV-Modell erstellen zu kénnen, ist die Analyse und
die damit verbundene Filterung und Annotation von Kopienzahlveréinderungen
nicht moglich. AuBlerdem ist das H3M? Softwarepaket nur fiir WES- und WGS-
Daten ausgelegt, wodurch seine Anwendung auf Daten des RegVar-Panels auf-
grund des Fehlens vieler SNP-Marker Informationen nicht aussagekriftig ist.
Da es sich bei den Ergebnissen hauptséchlich um regulatorische Varianten in
nicht kodierenden Bereichen handelt, ist eine automatisierte Kategorisierung
der Varianten in die fiinf Pathogenitétsstufen durch die Intervar-Software auf-
grund der unzureichenden und oftmals unzuverliassigen Annotationsdaten nicht
moglich.

Die einzelstréangigen pre-miRNAs bilden nach ihrer Translation durch Wasser-
stoffbriicken mit komplementaren Teilbereichen von sich selbst eine sogenann-
te Sekundérstruktur (2D-Struktur). Liegen Varianten in einem fiir die Aus-
bildung der 2D-Struktur wichtigen Bereich, ist ein Einfluss auf die korrekte
2D-Faltung moglich. Dies kénnte die Bindung von Proteinen, die fiir weite-
re Prozessierungsschritte und den Transport der pre-miRNAs zustédndig sind,
beeinflussen. Moglicherweise wird so die Reifung der pre-miRNA zur mature-
miRNA verhindert.

Unter dieser Hypothese wurde im Rahmen dieser Dissertation ein Skript
(MaiMirnaStructureSimilarity.pl) entwickelt, welches die Sekundérstruk-
tur von mutierter und wildtypischer miRNA vorhersagt und miteinander ver-
gleicht. Aus diesem Vergleich resultiert ein relativer Ahnlichkeitswert
(Similarity-Score). Ein Wert von 1 beschreibt absolut identische Sekundér-
strukturen. Je niedriger ein Similarity-Score ist, desto mehr weichen die beiden
2D-Strukturen voneinander ab. Dieser Similarity-Score fliet im Anschluss in
die Annotation der Varianten ein.

Shttps://earray.chem.agilent.com/suredesign/
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Das MaiMirnaStructureSimilarity.pl-Skript zur Berechnung der Ahnlich-
keitswerte zwischen mutierter und wildtypischer miRNA wird mit dem Pro-
grammaufruf

perl MaiMirnaStructureSimilarity.pl

-dat /media/Berechnungen/AnnotationDBs/miRNAstructure/
miRNA.dat

-pos /media/Berechnungen/AnnotationDBs/miRNAstructure/
miRNA_HG19.bed

-vcf /media/Berechnungen/200402_NB501654_0172_AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654_0172/0001-01.vcf

-out_folder /media/Berechnungen/200402_NB501654 0172 _AHTYGGHBGX/
0001-01_Exom NB501654 0172/

-cutoff 1.1

gestartet. Die Datei miRNA.dat steht im Downloadbereich der miRBase Da-
tenbank® zum Heruntergeladen zur Verfiigung. Diese enthélt detaillierte Infor-
mationen zu allen in der miRBase gespeicherten miRNAs im EMBL-Format.
Des Weiteren benotigt das Skript die chromosomale Start- und Endposition,
den Strang auf dem die miRNA liegt (+ oder -) und den Namen der entspre-
chenden miRNA im BED-Dateiformat. Abbildung 4.11 beschreibt den Ablauf
des Algorithmus.

Zu Beginn der Analyse liest das Skript die miRNA.dat-Datei ein, extrahiert
die Sequenz jeder miRNA und speichert diese unter Zuordnung zum miRNA
Namen in einem Hash zwischen. Im néchsten Schritt durchlauft der Algo-
rithmus die VCF-Datei des untersuchten Patientendatensatzes und iiberpriift
anhand der miRNA_HG19.bed-Datei, ob die entsprechende Variante innerhalb
einer miRNA liegt. Ist dies der Fall, so erstellt das Skript mit Hilfe der im
Hash zwischengespeicherten wildtypischen miRNA-Sequenz, der chromosoma-
len Positionsangaben und der mutierten Base aus der VCF Datei eine mutierte
miRNA-Sequenz. Enthélt die Variante eine Thymin-Base (T) wird sie in ihr
RNA-dquivalent Uracil (U) transformiert. Falls die miRNA auf dem reversen
(-) Strang liegt, ist die Variante in ihre komplementére Base zu {ibersetzen. Die
wildtypische und die mutierte miRNA-Sequenz werden anschlieffend in jeweils
eigene FASTA-Dateien mit einem fiir eine Variante eindeutigen Namen beste-
hend aus Chomosom, Position, Referenzbase und Muatation im Unterordner
miRNA predictions des Ausgabeverzeichnisses (-out_folder) abgelegt. Die
Vorhersage der Sekundérstruktur beider miRNA-Sequenzen {ibernimmt das
RNAstructure-Softwarepaket (sieche Anhang IV.XIV) mit folgenden Befehlen:

Fold
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation WT>>.fa
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation WI>>.ct
-m 1

Shttp://www.mirbase.org/ftp.shtml
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Patienten Varianten (VCF-Datei)

mirBase *.dat Datei (Sequenzen der miRNA)
Regionen der miRNAs

WT RNA-Sequenz MU RNA-Sequenz
‘ 2D-Strukturvorhersage ‘
WT Struktur MU Struktur
(Dot-Bracket-Notation) (Dot-Bracket-Notation)

Alignment der 2D-
Strukturen

% 4

Alignment der Strukturen mit relativem Similarity Score

VCF-Datei mit Similarity-Score fiir jede Variante

Abbildung 4.11: Workflow des MaiMirnaStructureSimilarity.pl-Skripts.
Fiir jede Variante innerhalb einer miRNA wird jeweils fiir das wild-
typische (WT) und mutierte (MU) Allel eine Sekundérstruktur be-
rechnet. Anschliefend erfolgt der Vergleich der beiden 2D-Strukturen
durch ein Alignment. Aus diesem resultiert ein relativer Ahnlichkeitswert
(Similarity-Score), welcher mit der zugehdrigen Variante in einer VCF-
Datei abgespeichert wird.

Fold
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation MU>>.fa
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_MU>>.ct
-m 1

Die hieraus resultierenden Strukturen im CT-Dateiformat miissen fiir die wei-
tere Analyse durch Aufruf von

ct2dot
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation WT>>.ct
-1
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_WT>>.db
-f 1
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ct2dot
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation MU>>.ct
-1
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation MU>>.db
-f 1

aus dem RNAstructure-Softwarepaket in die Dot-Bracket-Notation {iberfiihrt
und mittels

cat
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_WT>>.db
<<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_MU>>.db
> <<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_COMP>>.db

zu einer Datei kombiniert werden. Abbildung 4.12 zeigt exemplarisch eine sol-
che Datei. Mit Hilfe des RNAforester-Programms aus dem Vienna RNA-Paket
>chrl 12251808T-G_WT

GAGGGCAGCGUGEEUGUGELGEAGECAGGCEUGACCGUIUGCCGCCCUCUCGCUGCUCUAG

S O O O O A A O S e O R S R R R RS R D DR DR BRI
»chrl 12251808T-G_MU

GAGGGCAGCGUGEEUGUGGLGEAGECAGGLGUGACCGUGUGCCGLCCUCUCGCUGCUCUAG
B O O O O A A O L e O L S B B S R R R R SR DI DR DR R R B

Abbildung 4.12: Dot-Bracket-Datei fiir Alignment der 2D-Struktur.
Sie enthéalt die Sequenzen sowie die 2D-Strukturen des wildtypischen so-
wie des mutierten Allels in der Dot-Bracket-Notation

(siehe Anhang IV.XV) wird ein Alignment der in der <<Chromosom Position_
Referenz-Mutation COMP>>.db-Datei enthaltenen wildtypischen und mutier-
ten 2D-Strukturen erstellt. Der verwendete Programmaufruf lautet:

RNAforester
< <<LChromosom_Position_Referenz-Mutation_COMP>>.db
-r
> <<Chromosom_Position_Referenz-Mutation_COMP>>.aln

Die Datei <<Chromosom Position Referenz-Mutation COMP>>.aln trigt An-
gaben iiber die verwendeten Parameter (blau), fithrt das Alignment der miRNA-
Sequenz (griin) sowie das Alignment der 2D-Struktur in Dot-Bracket-Notation
(gelb) und den relativen Similarity-Score (rot) (siche Abbildung 4.13 a). Die
exemplarisch gezeigten Sekundérstrukturen der wildtypischen und durch die
Variante g.chr1:12251808T>G betroffenen Sequenz der miRNA hsa-mir-4632
sind in Abbildung 4.13 b bzw. ¢ dargestellt. Im letzten Schritt extrahiert das
MaiMirnaStructureSimilarity.pl-Skript den relativen Similarity-Score und
speichert ihn gemeinsam mit den Angaben der zugehorigen Variante in einer
VCF-Datei ab. Diese wird mit bgzip komprimiert, durch tabix indiziert und
fliefit so {iber den --custom-Parameter des VEP-Programms als Datenbank in
die Annotation der Varianten ein.
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Abbildung 4.13: Alignment der Sekundérstruktur.
Dargestellt ist das Sekundarstrukturalignment am Beispiel der Variante
g.chrl:12251808T>G betroffenen Sequenz der miRNA hsa-mir-4632. (a)
Die Datei triagt Angaben iiber die verwendeten Parameter (blau), fiihrt
das Alignment der miRNA-Sequenz (griin) sowie der 2D-Struktur (gelb)
und den relativen Similarity-Score (rot). (b) zeigt die Sekundérstruktur
des wildtypischen und (c) des mutierten Allels.

4.5 Graphische Benutzeroberfliche

Da die beschriebenen Pipelines keinerlei graphische Benutzeroberfldche anbie-
ten und die Ergebnisse als Textdatei unter anderem im VCF-Format ausge-
ben, ist eine Visualisierung dieser resultierenden Textdateien wiinschenswert.
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Im Folgenden wird die graphische Umsetzung sowie die Implementierung der
in Kapitel 3.4 beschriebenen Funktionsanforderungen dieser graphischen Be-
nutzeroberfliche beschrieben.

Die MaiVarView-Software ist in Java (sieche Anhang IV.II) programmiert und
als ausfiihrbare JAR-Datei (MaiVarViewer. jar) exportiert. Diese Datei kann
mit dem Befehl

java
-Xmx3000m
-jar
MaiVarViewer. jar

aus dem Terminal gestartet werden. Um das Programm unter Windows mit
einem Doppelklick ausfithren zu kénnen, ist der oben beschriebene Programm-
aufruf in einer Batch-Datei (*.bat) abzuspeichern. Nach Offnen der Software
muss sich der Benutzer mit seinem Account fiir die interne Datenbank anmel-
den. In dieser Datenbank ist die benutzerspezifische Anordnung der Spalten in
der Variantentabelle abgelegt. Zudem ermoglichen die Zugangsdaten das La-
den und Anzeigen von patientenspezifischen Daten, wie zum Beispiel Name,
Geburtsdatum, Geschlecht und eventuell vorhandene Phanotypinformationen.

Uber das Menii File -> Open VCF File ist es mdoglich, die entsprechende
annotierte VCF-Datel (*.annot.vcf) eines Patientendatensatzes zu laden.
Im Hintergrund ladt die Software weitere zur Visualisierung und Auswer-
tung niitzliche Dateien des Patientendatensatzes. Dazu zéhlt das Alignment
(*.recal.bam), die VCF-Datei mit annotierten CNVs (*.cnv.annot.vcf),
die Informationen des Gender-Matches (*.gender), die Ergebnisse des Sample-
Trackings (*.trk), die Coverage-Informationen (*.cov), die vorgefilterte Liste
mit hochst pathologischen Varianten (*.hotspots.vcf), die Primer fiir jede
Variante (*.primer), die Angabe zur Ploidie jedes Chromosoms (*.ploidy)
sowie die Informationen iiber die Verteilung der ROH Regionen des Patienten
(x.roh_stat). Nach Offnen des Datensatzes stehen dem Benutzer 216 soge-
nannte , virtuelle Subpanel“ aus 25 Krankheitskategorien zur Auswahl (siehe
Abbildung 4.14). Diese Subpanel bestehen jeweils aus mit der entsprechenden
Erkrankung assoziierten Gensets. Durch diese grenzt die Software die Anzahl
der auszuwertenden Varianten auf fiir die Erkrankung relevante Veranderungen
ein. Die Gensets werden halbjéhrlich auf ihre Vollsténdigkeit iberpriift und ak-
tualisiert.

Das sich anschlieend 6ffnende Fenster zeigt im oberen Bereich (siehe Abbil-
dung 4.15 rot) die beim Patienten gefundenen Varianten und deren zugehorigen
Annotationen tabellarisch an. Uber die Tabs an der linken Seite ist es moglich
zwischen allen Varianten, den vorgefilterten Hotspot-Varianten und den CNVs
zu wechseln. Unten links werden die aus der Datenbank abgerufenen Patienten-
daten (Name, Geburtsdatum, Geschlecht, Phénotypinformationen) sowie die
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Abbildung 4.14: Auswahl der Subpanel.
Die Subpanel bestehen jeweils aus einem mit der entsprechenden Erkran-
kung assoziierten Genset. Durch dieses kann die Anzahl der Varianten auf
fiir die Erkrankung relevante Verdnderungen eingegrenzt werden.

Ubereinstimmung des Gender-Matches und des Sample-Trackings aufgefiihrt
(siehe Abbildung 4.15 gelb). Rechts daneben zeigt eine Tabelle die mit dem aus-
gewéhlten Gen assoziierten OMIM Eintrége falls vorhanden (siehe Abbildung
4.15 blau). Auf der rechten Seite (sieche Abbildung 4.15 griin) befindet sich ne-
ben den Filteroptionen fiir die Variantentabelle ein Button zur Anderung der
Subpanelauswahl. Zudem besteht die Moglichkeit die ausgewéhlte Variante in
den alignierten Rohdaten mit Hilfe des IGV anzuzeigen und beziiglich ihrer
Pathogenitit zu bewerten bzw. zu kommentieren.

Bei einer WES ist es nicht ungewohnlich, ca. 150.000 Sequenzvarianten pro
Patient zu erhalten. Darunter muss die krankheitsverursachende Variante ge-
funden werden. Dazu stehen in der Auswertesoftware die folgenden Filter zur
Verfiigung;:

IHDB (<5%, <1%, <0,1%) Bei der Auswahl dieses Filters werden alle
Varianten, welche hdufiger als 5% (bzw. 1% bzw. 0,1%) in der internen Ko-
horte (alle bis dahin sequenzierten Patienten) des Instituts fiir Humangenetik
Mainz vorkommen, verworfen. Dadurch kénnen neben den héufig in der Popu-
lation vorkommenden SNPs auch systematische Fehler der Sequenzierung und
,Library Preparation“ herausgefiltert werden.
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Abbildung 4.15: Hauptfenster der MaiVarView Software.

Die beim Patienten gefundenen Varianten und deren Annotationen
werden tabellarisch angezeigt (rot). Die Reiter an der linken Seite
erméglichen einen Wechsel zwischen allen Varianten, den vorgefilterten
Hotspot-Varianten und den CNVs. Die patientenbezogenen Daten sowie
die Ergebnisse des Gender-Matches und des Sample-Trackings werden
aufgefiihrt (gelb). Rechts daneben zeigt eine Tabelle die mit dem aus-
gewiéhlten Gen assoziierten OMIM Eintrége (falls vorhanden) (blau). Ne-
ben den Filteroptionen fiir die Variantentabelle findet sich ein Button zur
Anderung der Subpanelauswahl sowie zur Betrachtung der ausgewéhlte
Varianten im IGV (griin).

Non-Synonymous Da die meisten krankheitsverursachenden Varianten die
Aminoséaurenabfolge des zugehorigen Proteins beeinflussen, kann dieser Filter
genutzt werden, um nur solche Varianten anzeigen zu lassen.

Conserved Viele pathologische Varianten befinden sich in hoch konservier-
ten Bereichen des Genoms bzw. eines Gens, da hier meist katalytische Zentren
oder Bindungsstellen liegen, welche bei einer Sequenzveranderung zerstort oder
zumindest in ihrer Funktion eingeschrinkt wiirden. Mit dieser Filteroption wer-
den nur Varianten angezeigt, die einen PhyloP-Wert >2.5 aufweisen und damit
als konserviert gelten.

Exonic or SpliceSite Da es hin und wieder auch krankheitsverursachende
Varianten gibt, die keinen unmittelbaren Effekt auf der Proteinebene auslésen,
werden durch diesen Filter alle exonischen und SpliceSite-Varianten angezeigt.

High Quality (>200) Wdéhrend des Variant Callings wird den Varianten
ein Qualitdtswert zugewiesen. Ab einem Qualitdtswert von 200 kann von einer
richtig-positiven Variante ausgegangen werden. Somit reduziert dieser Filter
die falsch-positiven Varianten.
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Truncating Variants Proteintrunkierende Varianten haben meist weitrei-
chendere funktionelle Folgen als Aminoséureaustausche. Dieser Filter zeigt nur
trunkierende Varianten an.

CADD >= 15 Dieser Filter zeigt nur Varianten mit einem in silico CADD-
Pathogenitiatswert von grofler gleich 15 an. Diese Varianten gelten laut dem
im Institut fiir Humangenetik verwendeten Schwellenwert fiir den CADD-
Vorhersagealgorithmus als pathologisch.

ClinVar Pathogenic Durch Anwahl dieser Filteroption werden nur Varian-
ten angezeigt, die in der ClinVar-Datenbank (siehe Anhang IIL.III) bereits als
,likely pathogenic“ oder ,,pathogenic* eingetragen sind.

HGMD Pro Bei Auswahl dieses Filters werden nur die Varianten angezeigt,
die in der HGMD-Datenbank (siche Anhang IIL.I) als krankheitsverursachend
(DM = Disease Mutation) oder wahrscheinlich krankheitsverursachend (DM?
= Possible Disease Mutation) gelistet sind.

ExAC/gnomAD (<5%, <1%, <0,1%) Dieser Filter zeigt nur Varianten
mit einer Allelfrequenz kleiner 5% (bzw. 1% bzw. 0,1%) der gnomAD Daten-
bank (siehe Anhang II1.VI) an. Hierbei liegen bei &dlteren prozessierten Fallen
die Allelfrequenzen der ExAC und bei den neueren Féllen die der gnomAD
Datenbank zugrunde.

X-Chromosome Legt die Stammbaumanalyse eine X-chromosomale Verer-
bung nahe, kann die Anzeige mit diesem Filter auf Varianten des X-Chromo-
soms reduziert werden.

Inheritance Fit Die OMIM-Datenbank (siche Anhang III.IV) beinhaltet In-
formationen iiber die Vererbung eines Gens bzw. einer Krankheit. Mit diesem
Filter wird das Vererbungsmodell mit der Zygotie der Variante verglichen. Bei
Vorliegen eines rezessiven Vererbungsmodells und einer heterozygoten Varian-
te lédsst sich diese also herausfiltern. Dabei ist zu beachten, dass durch diesen
Filter krankheitsverursachende, compound heterozygote Varianten und Vari-
anten in Genen, welche in OMIM keinem Vererbungsmodell zugeteilt wurden,
verloren gehen kénnen.

De novo Bei einer Trioanalyse werden Mutter, Vater und das betroffene
Kind gleichzeitig per WES untersucht. In diesem Fall ist es moglich die drei
Variantendatenséitze miteinander zu vergleichen und die Vererbung (maternal,
paternal oder de novo) auf das Kind zu bestimmen. Mit diesem Filter wiirden
im Falle einer Trioanalyse nur die de novo Varianten angezeigt.
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Rezessiv/compound heterozygot Im Falle einer Trioanalyse kénnen mit
diesem Filter compound heterozygote und homozygote (Kind homozygot, Mut-
ter und Vater jeweils heterozygot) Varianten angezeigt werden.

Alle Filter sind dynamisch und es besteht die Moglichkeit diese beliebig mit-
einander zu kombinieren. Sie sind mit einem logischen UND verkniipft. Dies
bedeutet, dass die resultierende Variantenmenge die Schnittmenge aller ange-
wandten Filter darstellt.

Durch Doppelklick auf eine Zeile in der Variantentabelle 6ffnet sich ein Fenster
mit zusammenfassenden Informationen zur in silico Pathogenitéatsvorhersage.
Links sind die Werte der Tools gelistet, welche im darunterliegenden ,,Spi-
derplot® visualisiert sind. Je grofler der rote Bereich innerhalb dieses Netzes
ausfallt, desto pathologischer wird die Auswirkung der Variante vorhergesagt.
Auf der rechten Seite sind die fiir die entsprechende Variante verfiigharen An-
gaben aus den Datenbanken dbSNP, ClinVar, HGMD, gnomAD, 1000Genomes
und der internen Datenbank aufgelistet (siche Abbildung 4.16). Durch einen

|£| Pathogenicity Scares — a x
Pathogenicity Scores

WFS1 ¢.2335G>A p.val779Met

Pathogenicity Frediction Known Variant

MutationTaster:  0,999919 (0} dhshp: rs141378044

SIFT: 0.124(T) Clirivar; benign
lixzty_berign
PolyPhen2:

HEMD: CMD13444
CADD: 24.0

HGMD Class: oM?
LRT: 0,000070 {17)
HGMD Phénotyp:  “Sensorinewral_hearing_loss'
FATHIM: -3.74(D)

HGMD Pubmed: 11709537
Provean: -1.82 (h)

Intervar; Likelybenion
M-CAP: )
gnomAD; 0,001745
SIFT 1000 Genome: 0,006800
Polyphenz WMaximale AF: 0,023400 (AFR)

HDB AF: 0,001700 (het:2/505--hom:0/60S|
NetaSuit

REVEL

CADD FATHIMM

W-CAP PROVEAN

® Pathogenicity

Abbildung 4.16: Detailansicht der Pathogenitédtswerte.
Im linken Bereich werden die Ergebnisse der einzelnen Pathoge-
nitdtsvorhersage-Tools aufgelistet und in einem Spider-Plot visualisiert.
Rechts finden sich Informationen aus der dbSNP, ClinVar, HGMD, gno-
mAD, 1000Genomes und der hausinternen Datenbank zur ausgewéhlten
Variante.

Klick auf das Mausrad kann die iiberpriifte Variante in der Tabelle rot markiert

werden. Dies funktioniert sowohl in der Varianten-, als auch in der Hotspot-
Tabelle.

Eine oder mehrere vermeintlich pathologische Varianten koénnen iiber einen
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Rechtsklick auf die Variantenzeile in der Tabelle und anschliefender Aus-
wahl von Add to mutation report aus dem Kontextmenii dem Mutationsbe-
richt hinzugefiigt werden. Uber das Menii Preferences -> Mutation Report
offnet sich ein neues Fenster (sieche Abbildung 4.17), in dem es moglich ist

| £ Mutation Report - O X

Mutation Report

I:l WFS1 C.2335G =4 p.Val779Met

Es wurde noch keine Coverageanalyse durchgefihrtl

Makiz Mutation Bemerkung hinzufiigen Léschen Speichern Drucken Primer

Abbildung 4.17: Bearbeiten des Mutation-Reports.
Ausgewéhlte Varianten kénnen mit Notizen versehen oder geléscht wer-
den. Auflerdem besteht die Mdéglichkeit vorberechnete Primer fiir die aus-
gewiéhlte Variante zu bestellen. Dem Report kann eine allgemeine Bemer-
kung hinzugefiigt werden. Zur weiteren Probenbearbeitung lésst sich der
Mutation Report als PDF speichern oder drucken.

eine Notiz zu jeder Variante (Notiz Mutation) oder zum Report allgemein
(Bemerkung hinzufiigen) einzufiigen. Uber den Léschen-Button lisst sich die
angewéhlte Variante vom Bericht entfernen. Mit Hilfe der wiahrend der Prozes-
sierung fiir jede Variante vorberechneten Primer kann das zur Resequenzierung
und Segregationsanalyse mittels Sanger-Sequenzierung benotigte Primerpaar
direkt aus der Software zur Bestellung freigegeben werden (siehe Abbildung

|£| Primer - O X

WFS] 0,2335G 8, p.Yal779Met

Primer Sequence Temperature &C Conkent

FD: | TCTTCATCGRCGACTGGATG 59,597 55,000
REW: | ATGCAGTTGAGECAGCTGEAT 60,034 50,000

Product Size: 379 bp

Es gibt schon Primer in der Datenbank!

| Check Primer with UCSC ePCR. | Bestelen

Abbildung 4.18: Bestellung der Primer.
Bevor ein Primerpaar fiir eine Variante bestellt werden kann, ist dieser
mit Hilfe des UCSC ePCR Programms auf das Vorkommen héufiger SNPs
zu liberpriifen.

4.18). Vor der Freigabe ist das entsprechende Primerpaar mit Hilfe des ePCR-
Tools des UCSC-Browsers zu iiberpriifen. Abbildung 4.19 zeigt einen gespei-
cherten (Speichern) bzw. ausgedruckten (Drucken) Mutationsbericht.
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Abbildung 4.19: Beispiel eines Mutation-Reports.

Der Mutation-Report besteht aus einem Koptbereich, der patientenspezi-
fische Daten enthélt. AnschlieBend steht die allgemeine Bemerkung (falls
angegeben). Jede Variante wird mit Angaben iiber die Position im Ge-
nom und die Auswirkung auf das entsprechende Gen aufgelistet. Zudem
sind Informationen der Populations und Variantendatenbanken sowie der
Pathogenitétsvorhersage-Tools aufgelistet. Die variantenspezifische Notiz
steht unterhalb der Variantendaten.

Seite 73
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Die CNVs werden einerseits tabellarisch mit Start- und Endposition im Ge-
nom, der entsprechenden Lénge der Kopienzahlverdnderung in Basenpaaren
sowie den betroffenen Genen und Exons bzw. Introns angezeigt. Zudem bein-
haltet die Tabelle Informationen iiber die vorliegende Kopienzahl, die Anzahl
der in diesem Bereich liegenden Exons und die Qualitit der CNV-Berechnung.
Graphisch ist im oberen Bereich der Anzeige jede CNV als roter Balken neben
dem entsprechenden Chromosomenpaar dargestellt. Liegen in der *.ploidy-
Datei Angaben iiber eine Aneuploidie eines oder mehrerer Chromosomen vor,
so wird dies durch ein entsprechend fehlendes oder zusétzliches Chromosomen-
piktogramm dargestellt. Die lilafarbenen Balken zeigen die Bereiche mit ROH
im Patientengenom an. Rechts neben dieser karyotypischen Darstellung fin-
den sich Informationen iiber den prozentualen Anteil an ROHs mit Bereichen
grofier 8Mbp, 5Mbp, 3Mbp und 1Mbp (siehe Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Darstellung der CNVs, ROHs und Aneuploidien.
Informationen tiber die vorliegende Kopienzahl und den davon betrof-
fenen Bereich sind tabellarisch dargestellt. Im oberen Bereich ist jede
CNYV graphisch als roter Balken neben dem entsprechenden Chromoso-
menpaar angezeigt. Liegen Angaben iiber eine Aneuploidie eines oder
mehrerer Chromosomen vor, so wird dies durch ein entsprechend fehlen-
des oder zusétzliches Chromosomenpiktogramm visualisiert. Lilafarbene
Balken zeigen die Bereiche mit ROH im Patientengenom an. Rechts ne-
ben der karyotypischen Darstellung finden sich Informationen iiber den
prozentualen Anteil an ROHs.
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Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 Target Enrichment Sequencing

Zur Abklarung moglicher genetischer Ursachen von seltenen padiatrischen Erb-
krankheiten wird zunédchst eine Chromosomenanalyse durchgefiihrt (Aufklar-
ungsrate 3%). Anschlieiend folgt je nach klinischem Befund eine Untersuchung
auf das Vorliegen eines Fragilen-X-, Angelman- oder Rett-Syndroms (Auf-
klarungsrate 1%). Dariiber hinaus wird mithilfe der SNP-Array-Technologie
nach submikroskopischen Deletionen und Duplikationen im Genom gesucht
(Aufklarungsrate 15%). Zusammengenommen fithren diese Untersuchungen bei
19% der Falle zu einer diagnostischen Klarung.

5.1.1 MPIMG1-Test

Der MPIMG1-Test ist speziell zur Diagnostik von seltenen Erbkrankheiten
erstellt worden. Er umfasst 1222 mit geistiger Behinderung und verwandten
Storungen assoziierte Gendefekte. Die mit diesem TES-Panel untersuchten
Patienten weisen eine geistige Behinderung (IQ <70), eine motorische Ent-
wicklungsverzogerung oder einen regressiven neurodegenerativen Verlauf auf.
Zudem eignet sich dieser Test zur molekularen Diagnose genetisch bedingter
Storungen, die mit Autismus (engl. autism spectrum disorders, ASD), dem
Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom (ADHS) und anderen Ver-
haltensauffalligkeiten einhergehen.

Zwischen November 2013 und Dezember 2016 wurde der oben beschriebene
MPIMG1-Test am Institut fiir Humangenetik der Universitdtsmedizin Mainz
als ergéinzende Untersuchung im Rahmen der Stufendiagnostik eingesetzt. In
diesem Zeitraum erfolgte die Befundung von insgesamt 257 Patienten. Bei 146
Patienten (56,81%) konnte keine pathogene Sequenzvariante identifiziert wer-
den. Bei 15 Patienten (5,84%) lag eine wahrscheinlich gutartige Variante (Pa-
thogenitétsstufe 2) vor, bei 29 Patienten (11,28%) fanden sich Varianten unkla-
rer Signifikanz (VUS, Pathogenitétsstufe 3), fiir die anhand der verfiigbaren Li-
teratur keine eindeutige Klassifizierung moglich war. 48 der Patienten (18,68%)
wiesen wahrscheinlich pathogene Varianten (Pathogenitétsstufe 4) auf. Dabei
handelt es sich um Verédnderungen, die bisher in der Literatur nicht beschrieben
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wurden, welche aber aufgrund ihrer Beschaffenheit zu einem Verlust der Pro-
teinfunktion fiihren. 19 Patienten (7,39%) trugen bereits bekannte, sicher als
pathogen eingeschiitzte Sequenzvarianten (Pathogenitétsstufe 5), die bereits
frither bei Patienten beobachtete wurden. Abbildung 5.1 zeigt die Verteilung
der Pathogenitétsstufen aller 257 mit dem MPIMG1-Test untersuchten Pati-
enten.

Verteilung der Pathogenitatsstufen im
MPIMG1-Test

60%
50%
40%
30%

20%

[ N

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5
Prozentual 56,81% 5,84% 11,28% 18,68% 7,39%
Absolut 146 15 29 48 19

Abbildung 5.1: Verteilung der Pathogenitétsstufen im MPIMGI-Test

Auch wenn mit 63% fiir fast zwei Drittel (Stufe 1 und 2) der Patienten keine fiir
die vorliegende Symptomatik urséchliche Variante detektiert werden konnte, so
war es moglich, die allgemeine Aufklarungsrate der Stufendiagnostik durch die
Etablierung des MPIMG1-Tests um 26% (Stufe 4 und 5) auf 45% zu erhéhen
(siche Abbildung 5.2).

Aufklarungsrate des MPIMG1-Test

diagnostiziert

undiagnostiziert
161

Abbildung 5.2: Aufklirungsrate des MPIMG1-Tests

5.1.2 Exom-Sequenzierung

Die Einfiihrung der Whole-Exome-Sequenzierung am Institut fiir Humange-
netik im Oktober 2016 16ste die Diagnostik mittels MPIMG1-Test als letzte
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Stufe der Diagnostik ab. Zudem ist es durch die Sequenzierung aller bekannten
Gene des menschlichen Genoms moglich, das Spektrum der zu untersuchen-
den Erkrankungen im Vergleich zum MPIMGI1-Test zu erweitern. Bis Ende
April 2020 wurden 673 Patienten einer WES unterzogen. Da fiir 21 Patienten
noch kein abschliefender Bericht vorliegt, beschriankt sich die folgende Auswer-
tung auf die 652 befundeten Patienten (sieche Abbildung 5.3). In 342 Patienten

Verteilung der Pathogenitatsstufen
in der WES

60%
50%
40%
30%

20% —

10% .

0% Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5

Prozentual 52,45% 0,31% 15,03% 19,17% 13,04%
Absolut 342 2 98 125 85

Abbildung 5.3: Verteilung der Pathogenitétsstufen in der WES

(52,42%) konnte keine urséchliche Variante (Pathogenitétsstufe 1) gefunden
werden. Zwei Patienten (0,31%) erhielten ein wahrscheinlich unauffilliges Fr-
gebnis (Pathogenitétsstufe 2). Bei 98 Patienten (15,03%) musste die gefunde-
ne Variante aufgrund der Datenlage als VUS (Pathogenitétsstufe 3) eingestuft
werden. Eine wahrscheinlich pathologische Variante (Pathogenitéitsstufe 4) lag
in 19,17% der Félle (125 Patienten) vor. Die in 85 Patienten (13,04%) gefunde-
nen kausalen Varianten sind in der Literatur bereits als krankheitsverursachend
beschrieben (Pathogenitétsstufe 5).

Die Zusammenfassung der Pathogenitéatsstufen 4 und 5 ergibt eine Aufkla-
rungsrate von 32% fiir die Whole-Exome-Sequenzierung. In 53% der Fille
konnte keine krankheitsverursachende Variante gefunden werden (Pathoge-
nitatsstufen 1 und 2). Der Anteil der aufgrund von fehlender Literatur nicht
einschiitzbaren Varianten (Pathogenitéitsstufe 3) liegt bei 15% (siehe Abbil-
dung 5.4).

Der Vergleich des MPIMG1-Tests mit der Exom-Sequenzierung zeigt eine um
6% erhohte Aufklarungsrate durch die WES. Die Anzahl der undiagnostizier-
ten Félle sinkt um etwa 10% von 62,65% beim MPIMGI1-Test auf 52,76%
in der WES. Die Differenz ist durch einen etwa 4%igen Anstieg der Varianten
unklarer Signifikanz in der Whole-Exome-Sequenzierung zu erkléren (siehe Ab-
bildung 5.5). Beim Betrachten der Werte fiir die einzelnen Pathogenitétsstufen
fallt auf, dass Stufe 2 in der Exom-Sequenzierung mit 0,31% im Gegensatz zu
5,84% im MPIMGI1-Tests kaum présent ist. Ebenso prignant ist der Anstieg
der als sicher pathologisch eingestuften Varianten von 7,39% im MPIMG1-Test
auf 13,04% in der WES. In der Exom-Sequenzierung sind zudem vermehrt (et-
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Aufklarungsrate der WES

diagnostiziert
210
32%

undiagnostiziert
344
53%

Abbildung 5.4: Aufkliarungsrate der WES
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Abbildung 5.5: Aufklirungsrate des MPIMG1-Tests im Vergleich zur WES

wa 4%) Varianten unklarer Signifikanz detektiert worden, wobei der Anteil
von wahrscheinlich pathologischen Varianten mit 18,68% und 19,17% fiir den
MPIMG1-Test beziehungsweise die WES nahezu gleich bleibt. Abbildung 5.6
zeigt vergleichend die relative Anzahl an Varianten der jeweiligen Pathoge-
nitétsstufe.

31 Patienten mit negativem (Stufe 1 und 2) oder unklarem Ergebnis (Stufe 3)
des MPIMG1-Tests wurden aulerdem mittels Exom-Sequenzierung untersucht.
Bei rund einem Viertel (8) war es so zusétzlich moglich, mithilfe der WES
die fiir die Symptomatik des jeweiligen Patienten verantwortliche Verdnderung
aufzukldren (Pathogenitétsstufe 4 und 5). Eine dieser Varianten ist in der Lite-
ratur bereits als krankheitsverursachend beschrieben (Stufe 5), die restlichen 7
sind aufgrund analoger publizierter Befunde als wahrscheinlich pathogen (Stu-
fe 4) anzusehen. Zudem konnte eine Variante mit unklarer Signifikanz sowie
zwei vermutlich gutartige Varianten auf der Grundlage aktueller Literatur und
Datenbanken neu bewertet und als nicht pathogen (Stufe 1) eingestuft werden
(sieche Abbildung 5.7).
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Pathogenitatsstufen
MPIMG1 vs. WES
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Abbildung 5.6: Verteilung der Pathogenitéitsstufen im Vergleich zwischen
MPIMGI1-Test und WES
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Abbildung 5.7: Verteilung der Pathogenitétsstufen der 31 mittels MPIMG1
sowie WES untersuchten Félle

5.1.3 NGS: Eine Revolution der klinischen Diagnostik

Mit der Etablierung des MPIMG1-Tests zur Ergdnzung der konventionellen
Stufendiagnostik wurde die NGS-Technologie am Institut fiir Humangenetik
der Universitdtsmedizin Mainz eingefiihrt. Bei Patienten mit psychomotori-
schen Entwicklungsstérungen hatte dies einen hochsignifikanten Anstieg der
Aufklarungsrate um 26% zur Folge. Somit konnte mit Hilfe dieser erweiter-
ten Stufendiagnostik bei insgesamt 45% der Patienten eine Diagnose gestellt
werden. Ein Vergleich der Detektionsrate des MPIMG1-Tests mit anderen pu-
blizierten Panel-Tests ist jedoch schwierig, da Target Enrichment-Panels meist
fiir die Diagnose unterschiedlicher genetisch bedingter Krankheiten konzipiert
sind und daher in aller Regel verschiedene Gene abdecken.

Nach einer kiirzlich erschienenen Untersuchung betrug die durchschnittliche
Aufklarungsrate von im Jahre 2019 publizierten WES-gestiitzten diagnosti-
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schen Untersuchungen 30% [Tzur et al., 2020]. Dies ist vergleichbar mit der
Aufklarungsrate von 32% durch die WES am Institut fiir Humangenetik Mainz.

Der Riickgang der als wahrscheinlich nicht pathogen eingestuften Varianten
(Stufe 2) von 5,84% im MPIMGI1-Test auf 0,31% in der WES lisst darauf
schliefen, dass die Gen- und Genomanalyse bei immer grofleren Kohorten von
Probanden und gesunden Kontrollen (z.B. gnomAD) zu einer Verbesserung der
Diskrimination gutartiger und pathogener Sequenzvarianten gefithrt hat. So
gelang es, unter anderem durch stetig wachsende Datenbanken mit Genotyp-
Phéanotyp-Informationen (z.B. OMIM, ClinVar, HGMD oder Orphanet), in
der WES mit 13,04% bei fast doppelt so vielen Fillen eine sicher pathogene
Variante zu identifizieren (Stufe 5) als im MPIMG1-Test mit 7,39%. Dieser
Anstieg der durch WES gelosten Fille konnte zudem auf die groflere Anzahl
an untersuchten Genen zuriickzufithren sein. Die mit 15,03% recht hohe Rate
an Varianten unklarer Signifikanz lasst sich durch die Vielzahl von Genen er-
kldren, deren Krankheitsbezug bisher noch ungeklért ist.

Unter Einbeziehung der Pathogenitétsstufen 4 und 5 fithrt die WES (32%) zu
einer um 6% hoheren Rate an gelosten Fillen als der MPIMGI1-Test (26%).
In den 31 Patienten, die sowohl mit dem MPIMG1-Test als auch durch WES
untersucht wurden, liegt die Rate der durch die WES zusétzlich aufgeklarten
Patienten bei 25%. Dies 1a8t sich zum Teil durch die Analyse zusétzlicher Gene
erklaren, jedoch haben andere Studien gezeigt, dass schon eine systematische
Reanalyse von WES-Daten ein bis zwei Jahre nach der initialen Untersuchung
die Diagnoserate um durchschnittlich 10% (5-22%) erhoht [Baker et al., 2019]
[Berkovic et al., 2019] [Bruel et al., 2019 [Liu et al., 2019b]
[Salfati et al., 2019]. Diese Steigerung der diagnostischen Erfolgsrate beruht
grofitenteils auf der bereits erwidhnten laufenden Aktualisierung von Referenz-
datenbanken und auf verbesserten Algorithmen zur Detektion, Priorisierung
und Pathogenitéitseinstufung von Varianten. Die noch hohere Aufklarungsrate
der hier ,reanalysierten* Félle lasst sich vor Allem durch die grofle Zahl der
bei der WES zusétzlich analysierten Gene erkléren.

5.2 RegVar Panel

Da es auch mithilfe der Exom-Sequenzierung nicht gelingt, mehr als einen
Teil der monogenen Krankheiten aufzukldren, wurde ein Target-Enrichment-
Genpanel zur Detektion von Varianten in 3’'UTRs und mikroRNAs entwickelt
(siche Kapitel 4.4.1). Bei der Analyse der detektierten Varianten steht die
Verénderung eines regulatorischen Bereichs, wie zum Beispiel einer mikroRNA-
Bindestelle im 3'UTR eines krankheitsassoziierten Gens sowie die Verdnderung
auf Seiten der mikroRNAs im Vordergrund.

Alle insgesamt 57 mit diesem TES Panel untersuchten Patienten hatten un-
auffillige Befunde in der Stufendiagnostik bis hin zur Exom-Sequenzierung
und weisen eine Intelligenzminderung (syndromal: 27; nicht syndromal 10),
Entwicklungsverzogerung (12), Autismus-Spektrum-Storung (4), Epilepsie (3)
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oder Sprachentwicklungsstérung (1) auf (sieche Abbildung 5.8).

Unterschiedliche Phanotypen in der Kohorte

Entwicklungs-

verzogerung

12
Intelligenzminderung 21%

(syndromal)
Intelligenzminderung
(nicht syndromal)
10 Epilepsie
3

47%

27
18%
5%

Sprachentwicklungs-
stoérung
1
2%

Abbildung 5.8: Phénotypen der Kohorte des 3’'UTR/miRNA Panels

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der in Kapitel 4.4.2 dargelegten Pipeli-
ne und der in Kapitel 4.5 beschriebenen graphischen Benutzeroberfliche. Pati-
ent 5 (m, 13 Jahre) stellte sich mit einer Autismus-Spektrum-Stérung, ADHS,
Wautanfillen sowie einer Lese- und Rechtschreibschwéche in der Genetischen
Beratungsstelle des Instituts fiir Humangenetik Mainz vor. Bei ihm konnte
die Variante ¢.*651C>T im ILIRAPL1-Gen auf dem X-Chromosom in hemi-
zygoter Form festgestellt werden. Eine Segregationsanalyse mittels PCR und
Sanger-Sequenzierung (siche Anhang V.I) zeigte, dass seine bis auf ein ADHS
unauffillige Mutter diese Variante heterozygot triagt. Deletionen und trunkie-
rende Varianten des IL1RAPL1-Gens sind in der Literatur als urséchlich fiir die
X-chromosomale Mentale Retardierung 21/34 beschrieben (OMIM #300143)
[Kozak et al., 1993] [Piton et al., 2008] [Franek et al., 2011]. Diese weist ein
variables Erscheinungsbild auf und duflert sich unter anderem durch autistische
Merkmale, ein ADHS, eine Intelligenzminderung und leichte Gesichtsdysmor-
phien.

Der detektierte Austausch einer Cytosin zu einer Thymin Base liegt im 3’UTR
des ILIRAPL1-Gens, 651 Basen hinter dem Stop-Codon in der Bindungs-
stelle fiir die miRNAs miR-6810-3p und miR-6801-3p. Zur Uberpriifung der
Auswirkung dieser Variante wurden alle bekannten miRNAs der miRBase
(siche Anhang III.VIII) mit den in silico Target Prediction Tools miRanda
[John et al., 2004] und RNAhybrid [Kriiger und Rehmsmeier, 2006] jeweils ge-
gen die wildtypische als auch gegen die mutierte Sequenz getestet. miRanda
beschreibt einen Verlust der Bindestelle fiir die miRNAs miR-6801-3p und miR-
6810-3p durch den Basenaustausch. Allerings entsteht laut miRanda-Software
durch diese Variante auch eine neue Bindestelle fiir die miRNAs miR-4672 und
miR-5195-5p. RNAhybrid erkennt lediglich fiir miR-4672 und miR-~6801-3p eine
leicht reduzierte Bindungsaffinitdt an den mutierten 3’'UTR des ILIRAPL1-
Gens. Damit stimmen die Vorhersagen der beiden Target Prediction Algo-
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rithmen miRanda und RNAhybrid nur fiir die miRNA miR-6801-3p iiberein.
Tabelle 5.1 fasst die Ergebnisse der beiden Target Prediction-Tools zusammen.

Tabelle 5.1: Target Prediction von miRanda und RNAhybrid

miRNA 3’UTR miRanda  RNAhybrid

Kondition
miR-6801-3p wildtypisch  bindet Affinitét: -28,1 keal /mol
miR-6801-3p mutiert bindet nicht Affinitét reduziert (-26,3 kcal/mol)
miR-6810-3p wildtypisch bindet Affinitét: -31,3 kcal/mol
miR-6810-3p mutiert bindet nicht Affinitat gleich (-31,3 kcal/mol)
miR-4672 wildtypisch  bindet nicht Affinitét: -24,9 keal /mol
miR-4672 mutiert bindet Affinitét reduziert (-23,2 kcal/mol)
miR-~5195-5p wildtypisch bindet nicht Affinitét: -26,3 kcal /mol
miR-~5195-5p mutiert bindet Affintéat gleich (-26,3 kcal /mol)

Zur Uberpriifung der in silico vorhergesagten Bindungsaffinititen der vier mi-
kroRNAs an die wildtypische und mutierte 3’'UTR Sequenz des ILIRAPLI-
Gens dienen Luziferase-Assays (sieche Anhang V.II). Es erfolgte die Durchfiihr-
ung von zwei Batches & drei Versuche mit jeweils drei technischen Replikaten.
Im ersten Batch wurden alle 4 der in Tabelle 5.1 gelisteten miRNAs einbe-
zogen. Batch 2 enthielt nur die miRNAs miR-6801-3p und miR-5195-5p, da
diese in Batch 1 eine auffillige beziehungsweise teilweise leicht signifikante Ten-
denz aufwiesen. Abbildung 5.9 zeigt die Mittelwerte und die zugehorigen Stan-
dardabweichungen der technischen Replikate iiber die 3 Versuche von Batch 1
(oben) und Batch 2 (unten). In Batch 1 liegt im Vergleich zum wildtypischen
3'UTR Konstrukt eine signifikant (p = 0,049) niedrigere Luziferaseaktivitit
des Konstrukts mit mutierter 3’"UTR, Sequenz fiir die miRNA-6801-3p vor. Bei
miRNA-5195-5p ist eine auffillige aber nicht signifikante Tendenz ersichtlich.
Hier ist die Luziferaseaktivitit bei mutiertem 3’UTR bedeutend niedriger als
im Konstrukt mit dem wildtypischem 3’'UTR. Diese Signifikanz bei miRNA-
6801-3p sowie die deutliche Differenz bei miRNA-5195-5p konnte durch Batch
2 nicht bestétigt werden. Die Unterschiede korrelieren zwar mit den Ergebnis-
sen aus Batch 1, sind aber weniger ausgebildet und nicht signifikant.

Wie in Abbildung 5.9 ersichtlich liegen die Luziferaseaktivitdtswerte in Batch
2 im Allgemeinen deutlich niedriger als in Batch 1. Um diesen Batch-Effekt
zu beseitigen und eine Vergleichbarkeit herzustellen, wird jeweils ein Wert der
Kontrolle pro Kondition in jedem Versuch auf 1 gesetzt und die entsprechen-
den Luziferaseaktivitatswerte auf diese Weise normalisiert (siche Abbildung
5.10). Nach dieser Normalisierung fallen sehr hohe Standardabweichungen der
gemessenen Konditionen auf. Auch die Unterschiede zwischen der mutierten
und wildtypischen Kondition bei miR-6801-3p und miR-5195-5p sind kaum
noch sichtbar.



Kapitel 5. Ergebnisse Seite 83

Ergebnisse der Luziferase-Assays aus Batch 1

0,14
0,12

*

p=0,049

0,1

0,08

0,06
0,04
0,02

0

MUT miRNA-  WTmiRNA-  MUT miRNA- ~ WT miRNA- ~ MUT miRNA-  WT miRNA-  MUTmiRNA-  WTmiRNA-  MUTnegko  WT negKo
5195-5p 5195-5p 4672 4672 6801-3p 6801-3p 6810-3p 6810-3p

=}

o

Ergebnisse der Luziferase-Assays aus Batch 2

0,035

0,03

0,025
0,02
0,015
0,01
0,005
0

MUT miRNA-5195-5p WT miRNA-5195-5p MUT miRNA-6801-3p WT miRNA-6801-3p MUT negKo WT negKo

o

o

Abbildung 5.9: Ergebnisse der Luziferase-Assays

Zusammenfassend zeigt miRNA miR-5195-5p zwar in vitro durch eine redu-
zierte Luzifereaseaktivitdat des mutierten Konstrukts eine &hnliche Tendenz wie
von der Software miRanda in silico vorhergesagt. Im Falle von miR-6801-3p
widersprechen sich in silico und in vitro Ergebnisse hingegen, da im mutierten
Konstrukt eine reduzierte Luziferaseaktivitéit vorliegt. Diese deutet allerdings
auf eine erhohte Bindungsaffinitdt der miRNA mir-6801-3p an die mutierte
3’'UTR Sequenz des ILIRAPL1-Gens hin.

Zur Analyse der Varianten in miRNAs wurden alle 249.856 Varianten der 57
untersuchten Patienten in einer Datei kombiniert und mit dem
MaiMirnaStructureSimilarity.pl-Skript prozessiert (siehe Kapitel 4.4.2).
Durch die Annotation der knapp 250.000 Varianten mit den im vorherigen
Schritt erhaltenen Similarity-Scores und der gnomAD-Allelfrequenz ist es nun
moglich diese nach Relevanz zu filtern. 11.865 Varianten liegen in miRNA-
Genen, kommen aber teilweise héufig in der untersuchten Kohorte vor. Nach
Verwerfen der Varianten mit einer gnomAD-Allelfrequenz von mehr als 1%,
einem Vorkommen in mehr als zwei Patienten der Kohorte sowie einer Eingren-
zung des Similarity-Scores von 0% bis 70% Ahnlichkeit zwischen mutierter und
wildtypischer Sekundérstruktur reduziert sich die Anzahl auf 23 Varianten in
17 verschiedenen betroffenen miRNAs. Abbildung 5.11 zeigt die 23 Varianten
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Normalisierte Luziferaseaktivitdten aus Batch 1 und 2
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Abbildung 5.10: Normalisierte Ergebnisse der Luziferase-Assays

mit ihrer Haufigkeit in der Kohorte (rot = 1x; blau = 2x), dem zugehorigen
Similarity-Score (X-Achse) und der entsprechenden gnomAD-Allelfrequenz (Y-
Achse).

Tabelle 5.2 listet die 17 betroffenen miRNAs mit Informationen zu ihrer ent-
sprechenden Expression im Blut und Gehirn [Petryszak et al., 2016] sowie der
durch das Online-Tool Target Scan [Agarwal et al., 2015] vorhergesagten An-
zahl an Zielgenen auf. Bis auf die beiden miRNAs mir-200a und mir-3666 be-
schreibt Target Scan die restlichen miRNAs als nicht vertrauenswiirdig und die
vorhergesagten Zielgene hauptséchlich als falsch-positive Ergebnisse. Aufgrund
dessen werden im Folgenden nur mir-200a und mir-3666 nidher betrachtet.

Mit  Hilfe  der  Gene  Ontology  (GO)  Anreicherungsanalyse
[Ashburner et al., 2000] der jeweiligen Zielgene der beiden miRNAs mir-200a
und mir-3666 lasst sich evaluieren, welche biologischen Prozesse iiberrepresenta-
tiv beeinflusst sind. Die signifikanten (Bonferroni p-Wert <= 0,05) Ergebnisse
der  funktionellen  Annotation durch das  Online-Tool = DAVID
[Huang et al., 2009] sind in Abbildung 5.12 und 5.13 fir die jeweilige
miRNA graphisch dargestellt.

Die prognostizierten Zielgene von mir-200a scheinen eine Rolle in der Neu-
rogenese zu spielen. Mit jeweils 26 Genen sind die biologischen Prozesse der
Neuronen-Projektionsmorphogenese (2,65-fach), der an der Neuronendifferen-
zierung beteiligten Zellmorphogenese (2,7-fach) und der Axogenese (2,93-fach)
verstirkt von putativen Verdinderungen der miRNA mir-200a betroffen. 29 der
Zielgene wirken in der Entwicklung der Neuronenprojektion (2,46-fach) mit
und 47 stehen im Zusammenhang mit der neuronalen Differenzierung (2,33-
fach). Die weiteren signifikant angereicherten biologischen Prozesse hdngen
unter anderem mit der Transkription der DNA sowie der allgemeinen Morpho-
genese und Differenzierung von Zellen zusammen (sieche Abbildung 5.12). Bei
der entsprechenden Variante handelt es sich um einen heterozygoten Austausch
der Base Cytosin nach Thymin an Position 42 von mir-200a. Eine Segregati-
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Abbildung 5.11: miRNA Similarity vs. gnomAD Allelfrequenz.
Dargestellt ist die Haufigkeit in der Kohorte (rot = Ix; blau = 2x), der
zugehorige Similarity-Score (X-Achse) und die entsprechende gnomAD-
Allelfrequenz (Y-Achse) fiir jede der gefilterten Varianten.
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Abbildung 5.12: GO Enrichment-Analyse der Zielgene von mir-200a.
Dargestellt sind die signifikant (Bonferroni p-Value <0,05) angereicherten
Ontologien.

onsanalyse der Eltern zeigte eine paternale Vererbung der Variante. Zudem
listet gnomAD-Exoms die Variante 653-mal heterozygot und 9-mal homozygot
in 105.224 Individuen. gnomAD-Genomes listet sie 126-mal heterozygot sowie
1-mal homozygot in 15.691 Kontrollpersonen.
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Tabelle 5.2: miRNA Expression und vorhergesagte Targets

miRNA

Expression
Blut

Expression
Gehirn

# Targets
(Target Scan)

mir-200a  <Schwellenwert niedrig 905

mir-3162  NA niedrig 2435
mir-3175 NA NA 5554
mir-3176  niedrig mittel 4948
mir-3655 NA NA 2151
mir-3666  <Schwellenwert niedrig 1029
mir-3689b  <Schwellenwert <Schwellenwert 6958
mir-3689¢  NA niedrig 6958
mir-3978  NA niedrig 6002
mir-4651  NA NA 5292
mir-597 NA niedrig 3118
mir-6845  NA NA 5333
mir-7158  <Schwellenwert niedrig 3089
mir-7515  NA NA 4985
mir-8064  <Schwellenwert niedrig 3717
mir-8078  <Schwellenwert <Schwellenwert 1986

mir-8485

NA

NA

5912
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Abbildung 5.13: GO Enrichment Analyse der Zielgene von mir-3666.
Dargestellt sind die signifikant (Bonferroni p-Value <0,05) angereicherten
Ontologien.

Die GO-Anreicherungsanalyse von mir-3666 weist keinen direkten Zusammen-
hang zu neurologischen Prozessen auf. Vielmehr kann eine signifikante Betei-
ligung der vorhergesagten Zielgene bei der embryonalen Entwicklung und bei
allgemeinen biologischen Prozessen wie der Transkription und biosynthetischen
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sowie metabolischen Aufgaben der Zelle verzeichnet werden (siehe Abbildung
5.13). Somit scheidet eine Verdnderung der 2D-Struktur von mir-3666 als Ur-
sache fiir eine neurologische Erkrankung aus.

5.2.1 Varianten im Bereich der 3’UTRs

Werkzeuge zur Vorhersage von miRNA-mRNA-Interaktionen sind darauf aus-
gelegt, moglichst genaue Ergebnisse zu erstellen und die Anzahl an falsch-
positiven Vorhersagen zu reduzieren. Dennoch bleibt die effektive Vorhersa-
ge dieser Interaktionen durch die sehr komplexen und teilweise noch nicht
vollsténdig entschliisselten biologischen Prozesse eine grofie Herausforderung
[Riffo-Campos et al., 2016]. Nur etwa 25% aller vorhergesagten miRNA-mRNA
Bindungen kénnen biologisch validiert werden [Mullany et al., 2015]. Um die
Anzahl der falsch-positiv vorhergesagten miRNA-mRNA-Interaktionen so ge-
ring wie moglich zu halten und die Auswahl der experimentell validierbaren
Kandidaten zu vergroflern, wird die Verwendung von mehr als einem Vorher-
sageprogramm empfohlen.

Eine Vielzahl der entwickelten Tools zur Vorhersage von Interaktionen zwi-
schen miRNAs und ihren Zielgenen sind frei verfiigbar. Alle beruhen auf un-
terschiedlichen Algorithmen, welche auf verschiedene biologische Eigenschaften
der miRNA-mRNA Bindung aufbauen. So wéhlt der miRanda-Algorithmus die
Zielgene anhand der Sequenzkomplementaritéit unter Verwendung eines positi-
onsgewichteten lokalen Alignment-Algorithmus, der freien Energie von RNA-
RNA-Duplexen (Vienna RNA fold Paket) und der Konservierung von Ziel-
genen aus. RNAhybrid findet hingegen mit Hilfe von statistischen Modellen
die energetisch giinstigsten Hybridisierungsstellen zwischen miRNAs und ih-
ren Ziel-mRNAs. Diese differierenden Herangehensweisen der beiden in dieser
Arbeit verwendeten miRNA-mRNA-Interaktions-Vorhersagetools erklart die
in Kapitel 5.2 beschriebenen abweichenden Vorhersagen fiir die Bindungsaffi-
nitédten der mikroRNAs miR-6810-3p, miR-4672 und miR-5195-5p an den wild-
typischen bzw. mutierten 3’'UTR des ILIRAPLI-Gens. Nur fiir miR-6801-3p
berichten beide Algorithmen eine reduzierte Bindung der mikroRNA an den
mutierten 3’'UTR des ILIRAPLI1-Gens (siehe Tabelle 5.1 in Kapitel 5.2). Die-
se Diskrepanzen werden durch die Verwendung unterschiedlicher mRNA und
miRNA Datenbanken der beiden Programme zusétzlich verstarkt.

Eine Validierung der in silico durch miRanda und RNAhybrid vorhergesag-
ten Interaktionen von miRNAs mit dem 3’UTR des ILIRAPL1-Gens durch
Luziferaseassays zeigte grofitenteils abweichende Ergebnisse. Die von beiden
verwendeten Tools fiir die miRNA miR-6801-3p prognostizierte niedrigere Bin-
dungsaffinitdt an den mutierten 3'UTR erwies sich in wvitro als signifikant
starkere Bindung als an den wildtypischen 3’'UTR (Batch 1). Die fir miRNA
miR-~5195-5p im Luziferaseassay ersichtliche Tendenz fiir eine stédrkere Bin-
dung an den mutierten 3’UTR wird ebenfalls durch den Algorithmus von mi-
Randa vorhergesagt, RNAhybrid beschreibt die Bindungsaffinitéiten fiir miR-
5195-5p an den mutierten und wildtypischen 3’UTR als gleich stark. Fiir
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die miRNAs miR-4672 und mir-6810-3p sind in vitro keine unterschiedlichen
Expressionswerte feststellbar. Batch 2 zeigt im Allgemeinen tendenziell glei-
che wenn auch schwécher ausgepriagte Ergebnisse als Batch 1 fiir die Bin-
dung von miR-~5195-5p und miR-6801-3p an den mutierten bzw. wildtypischen
3’UTR. Auffillig sind die in Batch 2 allgemein niedriger gemessenen Luziferase-
Aktivitdatswerte. Dies kann durch eine erhéhte Renilla-Transfektionsrate er-
klart werden. Moglicherweise weist der in Batch 2 neu angesetzte Renilla Vek-
tor (pRL) eine hohere Transfektionsrate auf, als der in Batch 1 verwendete.
Das Transfektionsreagenz Lipofektamin2000 kann als Ursache ausgeschlossen
werden, da dieses die Transfetionsraten von Renilla-Vektor und Vektor-Insert-
Konstrukt gleichermafien beeinflussen wiirde. Da zwischen der Durchfiihrung
der beiden Batches eine Pause von etwa einem Monat lag und das Lumino-
meter und damit ebenfalls die Firefly- und Renilla-Puffer auch von anderen
Mitgliedern der Arbeitsgruppe verwendet wurden, ist es moglich, dass diese
beiden Puffer innerhalb der Batches aus verschiedenen Chargen stammen. Ins-
besondere beim Firefly Puffer konnen hier individuelle Unterschiede entstehen,
da der Puffer im Labor selbst hergestellt wird.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass trotz der Verwendung von zwei un-
terschiedlichen miRNA-mRNA-Interaktions-Vorhersagetools keine zuverlassige
und biologisch validierbare Aussage getroffen werden kann. Selbst im Falle von
miR-~6801-3p, bei der beide Algorithmen das gleiche Ergebnis zur Bindung der
miRNA an den mutierten bzw. wildtypischen 3’'UTR prognostizierten, wurde
diese Vorhersage durch einen Luziferase-Assay experimentell widerlegt. Zur Re-
duktion der Rate falsch-positiv vorhergesagter Interaktionen zwischen miRNA
und mRNA ist es vermutlich notwendig, zusétzliche Algorithmen hinzuzuzie-
hen und die Schnittmenge iibereinstimmender Vorhersagen fiir die weiteren
Analysen zu betrachten.

5.2.2 Varianten in mikroRNAs

Um den Effekt der mit Hilfe des RegVar-Panels detektierten Varianten in
miRNA-Genen besser beurteilen zu kénnen, wurde die Auswirkung dieser Va-
rianten auf die Sekundérstruktur der miRNAs untersucht (siche Kapitel 4.4.2).
11.865 aller etwa 250.000 bei der Analyse von 57 Patienten mit dem RegVar-
Panel detektierten Varianten liegen in mikroRNA-Genen (siche Kapitel 5.2).
Die Schwellenwerte fiir die angewandten Filter wurden empirisch gewéhlt. Va-
rianten, welche eine Allelfrequenz von mehr als 1% im gnomAD Datensatz
aufweisen, kommen zu haufig in der Bevilkerung vor, als dass sie urséchlich
fiir eine in der untersuchten Kohorte vorliegende frith manifeste Erkrankung
sein konnen. Eine strengere Filterung, zum Beispiel mit einer Allelfrequenz
von hochstens 0,1%, wiirde die Anzahl der Varianten weiter eingrenzen, hétte
aber auch dazu fithren konnen, Varianten fiir eine autosomal rezessive Erkran-
kung mit hoher Heterozygotenfrequenz zu verlieren. Auch wenn die Patienten
der untersuchten Kohorte beziiglich ihrer phédnotypischen Erscheinungsbilder
relativ homogen erscheinen, ist es unwahrscheinlich, dass bei 57 untersuchten
Patienten mehr als zwei Tréager der gleichen Variante vorkommen. Eine héhere
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Anzahl an Mutationstrigern in der Kohorte spricht fiir eine in der Populati-
on haufig auftretende und nicht krankheitsverursachende Mutation oder einen
systematischen Sequenzierfehler, der durch die Probenaufbereitung oder den
Sequenziervorgang entstanden sein kann. Somit wurden nur Varianten betrach-
tet, die in ein oder zwei Patienten der Kohorte detektierbar sind. Da anzuneh-
men ist, dass eine Verdnderung der 2D-Struktur der pre-mikroRNA um mehr
als 30% zu einer Beeintriachtigung bei der weiteren Verarbeitung der miRNA
fithren kénnte, werden nur Varianten mit einem Similarity-Score von 0 - 70%
betrachtet. Auch hier galt es den Schwellenwert lieber etwas grofziigiger zu
setzen und ein paar zusétzliche falsch-positive Varianten zu erhalten, anstatt
richtig positive zu verlieren.

Fiir die nach der Filterung iibrig gebliebenen 17 Varianten in miRNA-Genen
erfolgte eine Vorhersage der Zielgene mittels TargetScan. 15 der 17 untersuch-
ten miRNAs werden von TargetScan als nicht sicher identifizierte miRNAs be-
schrieben. Alles et al. zeigte 2019 in einer Studie, dass sich lediglich 18,3% der
neuen Kandidaten-miRNAs experimentell validieren lassen [Alles et al., 2019].
Die Zielgen-Vorhersagen fiir solche miRNAs sind daher sehr ungenau und wahr-
scheinlich funktionell irrelevant. Fiir die beiden iibrig gebliebenen mikroRNAs
miR-200a und miR-3666 ergab nur die GO-Anreicherungsanalyse fiir miR-200a
eine signifikante Beteiligung der Zielgene an neurologischen Prozessen. Der ent-
sprechende heterozygote Basenaustausch von Cytosin nach Thymin an Position
42 des mir-200a-Gens bewirkt eine Anderung der 2D-Struktur um 53% (siehe
Abbildung 5.14). Diese Transformation ist von Base 31 bis 58 erkennbar. Der
in der wildtypischen Struktur ersichtliche grole Bulge zwischen Base 47 und 57
verschwindet und bildet nun zwei kleinere Loops, die durch eine Helix verbun-
den sind. Zudem wird die Haarnadelstruktur der 2D Struktur des mutierten
miR-200a grofler. Zu beachten ist allerdings, dass sich die Sekundérstruktur des
von der Verdnderung betroffenen Bereichs der wildtypischen miR-200a in der
Regel nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 - 90% vorhersagen liasst. Somit
ist ungewiss, ob die Variante C>T" an Position 42 die 2D-Struktur tatséchlich
so stark verdndert oder ob die wildtypische Sekundéarstruktur in vivo anders
aussieht als die in silico prognostizierte. Somit wiirde der strukturelle Unter-
schied zwischen wildtypischer und mutierter miRNA nur marginal ausfallen.
Die Allelfrequenz dieser Variante liegt mit 0,31% (gnomAD Exomes) und 0,4%
(gnomAD Genomes) in einem sehr niedrigen Bereich. Ein tieferer Blick in die
Daten zeigt jedoch, dass der Basenaustausch in 662 der 105.224 Individuen
des gnomAD Exom-Datensatzes (653 heterozygot; 9 homozygot) vorkommt.
Unter den 15.691 Kontrollpersonen des gnomAD Genom-Datensatzes tragen
126 Individuen diese Variante heterozygot und 1 Proband homozygot. Diese
hohen absoluten Allelhdufigkeiten in einem Datensatz von vermeintlich gesun-
den Probanden, insbesondere in homozygoter Form, spricht gegen die Variante
als alleiniger Ausloser eines frith manifesten phénotypischen Erscheinungsbil-
des. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde der Basenaustausch von Cytosin nach
Thymin an Position 42 des miR-200a-Gens nicht weiter als krankheitsverursa-
chende Variante fiir eine monogene Erkrankung betrachtet. Eine Beteiligung
der Variante in einem Krankheitsbild mit di- bzw. oligogenem Vererbungsmus-
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ter oder einer multifaktoriellen Erkrankung kann allerdings nicht ausgeschlos-
sen werden.

a) Wildtypische 2D-Struktur

o o
n ~

Probability >=
90% > Probability >= 80%

b) Mutierte 2D-Struktur 0% > provability o 0%

60% > Probability >= 50%

Abbildung 5.14: Wildtypische und mutierte 2D-Struktur von miR-200a

5.3 Genom-Sequenzierung beendet eine lange
diagnostische Odyssee

Anfang des Jahres 2016 stellte eine Familie ihre Tochter (Patient 4, w, 14 Jahre)
in der Genetischen Beratungsstelle des Instituts fiir Humangenetik Mainz vor.
Das klinische Erscheinungsbild wies mit fehlender Sprache, Epilepsie (erster
Anfall 12/2015), einer globalen Entwicklungsretardierung der Grob- und Fein-
motorik, einer Intelligenzminderung, stereotypischen Waschbewegungen der
Hénde und einem ataktischen Gangbild auf ein atypisches Rett-Syndrom hin.
Vor der Vorstellung in Mainz wurde an der Universitdtsmedizin Gottingen eine
Sanger-Sequenzierung und MLPA aller kodierender Exons des MECP2-Gens
(07/2010) sowie der Gene FOXG1 und CDKL5 (01/2012) durchgefiihrt. Die
Analysen waren ohne pathologischen Befund. Eine anschlieend (2012) veran-
lasste Exom-Sequenzierung mit dem Agilent SureSelect X'T all exon V4-Kit am
Max-Delbriick-Centrum (MDC) in Berlin zeigte 37.080 Varianten. Im Durch-
schnitt wurden 96,5% der angereicherten Regionen ausreichend abgedeckt. Im
Exomdatensatz allgemein, sowie in der Detailauswertung der Gene MECP2,
FOXG1 und CDKL5 durch das MDC war keine krankheitsverursachende Va-
riante festzustellen.

Am Institut fiir Humangenetik Mainz wurde dann zusétzlich eine genomweite
SNP-Array-Analyse sowie Untersuchungen zum Ausschluss einer uniparenta-
len Disomie des Chromosoms 14, eines Angelman- und eines Temple-Syndroms
veranlasst. Alle Untersuchungsergebnisse waren ohne pathologischen Befund.
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Der durch ein HUMARA-Assay [Allen et al., 1992] getestete Inaktivierungs-
status des X-Chromosoms wies keine Verschiebung auf. AbschlieBend wurden
2018 die Proben von Mutter, Vater und Kind wissenschaftlich als Trio am MDC
Berlin einer gesamtgenomischen Sequenzierung unterzogen. Die resultierenden
451 Millionen Paired-End Reads mit einer Lange von jeweils 150 bp deckten
das Genom mit einer durchschnittlichen Tiefe von 38 Reads ab. 97,5% der
kodierenden Sequenzen aller bekannten Gene waren mit einer Sequenziertiefe
von mindestens 10 Reads abgedeckt. Insgesamt konnten 5.088.367 Varianten
im Genom von Patient 4 detektiert werden.

Bei der Auswertung der Sequenzierungsdaten lieff sich bei Patient 4 im
kodierenden Exon 3 des MECP2-Gens (OMIM: *300005, Ensembl:
ENST00000453960) eine heterozygote 23 bp Deletion ¢.1200_1222del nachwei-
sen. Diese fithrt zu einem friithzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese an Posi-
tion 409 des MECP2-Proteins (p.(Pro401ArgfsTer8)) und war in der Literatur
bereits bei einer Patientin mit Rett-dhnlichem phénotypischen Erscheinungs-
bild als pathologisch beschrieben worden [Rauch et al., 2012]. Das bioinforma-
tische Pathogenitéts-Vorhersagetool CADD (Score: 35,0) stuft diese Variante
als krankheitsverursachend ein. In der Populationsdatenbank gnomAD (Exo-
mes,/Genomes) ist sie nicht gelistet. Die Datensétze der Eltern weisen die Vari-
ante ¢.1200_1222del (p.(Pro401ArgfsTer8)) des MECP2-Gens nicht auf (siche
Abbildung 5.15). Somit besteht der Verdacht, dass diese bei Patientin 4 neu
entstanden (de novo) ist.

Patient 4

Mutter

|C T Tl Treemoresan |

Abbildung 5.15: 23 bp de novo Deletion im MECP2-Gen.
Die 23 bp Deletion ist im Patientendatensatz durch schwarze Striche
erkennbar (oben). Die Datensétze von Mutter (Mitte) und Vater (unten)
zeigen diese Deletion nicht.

Die Variante ¢.1200_1222del lie} sich aus unbekannten Griinden nicht mittels
Sanger-Sequenzierung bestiatigen. Daher wurde die von Rauch et al. erwédhnte
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Melting-Curve Analyse mittels Real-Time PCR zur Validierung der 23 bp De-
letion etabliert [Rauch et al., 2012]. Durch PCR-Amplifikation der mutierten
Genomregion ensteht fiir das deletierte Allel ein um 23 bp kleineres Produkt als
fiir das wildtypische Allel. Aufgrund der Groendifferenz unterscheiden sich die
Schmelztemperaturen der beiden Amplikons. Dies kann mit Hilfe der Schmelz-
kurvenanalyse detektiert werden. Abbildung 5.16 stellt die unterschiedlichen

Peak 2 P 2
Peak 1  Melt Curve / Pea{l Melt Curve /eak

\ 7/

Peak 3

nnnnnnnnnnnnnn

Derivative Reporter (-R)
Derivative Reporter (-R)

nnnnnnnnnnnnnnn

Temperature o) Temperature (*C)

Eltern Patient 4

Peak 1: ca. 71°C; kurzes Nebenprodukt; evtl. Primer Dimere
Peak 2: ca. 87°C; Produkt ohne Deletion
Peak 3: ca. 84°C; um 23 bp verkurztes Produkt

Abbildung 5.16: Schmelzkurvenanalyse der 23 bp MECP2-Deletion.
Der bei etwa 71°C' liegende Peak 1 deutet auf Primer Dimere hin. Bei
etwa 87°C (Peak 2) liegt die Schmelztemperatur des langeren wildtypi-
schen Allels. Der Peak bei etwa 84°C (Peak 3 rechts) weist das um 23
bp verkiirzte Amplikon des mutierten Allels nach. Dieses ist nur in der
Probe des Patienten zu erkennen.

Schmelzkurven in der DNA der Eltern und des Patienten 4 dar. Der Peak 1
liegt bei etwa 71°C und deutet auf ein kurzes Nebenprodukt (Primer Dimere)
hin. Der Anstieg bei etwa 87°C (Peak 2) beschreibt das ldngere wildtypische
Allel. Peak 1 und 2 liegen sowohl bei Patient 4 als auch bei den Eltern vor. Die
Schmelzkurvenanalyse von Patient 4 zeigt einen zusétzlichen Peak bei etwa
84°C (Peak 3). Dieser weist das um 23 bp verkiirzte Amplikon des mutierten
Allels beim Patienten nach. Da der Peak 3 bei den Eltern nicht detektierbar
ist, konnte das Ergebnis der WGS somit bestétigt werden.

Warum die 23 bp Deletion im MECP2-Gen nicht mittels Sanger- und Exom-
sequenzierung entdeckt werden konnte, ldsst sich nicht abschlieBend klaren.
Vermutlich entgeht das mutierte Allel einer Amplifikation durch die PCR, da
es eine niedrigere Schmelztemperatur aufweist. Durch diesen Allel-Dropout
kann in der anschlieBenden Sanger-Sequenzierung nur das wildtypische Allel
abgelesen werden. Die Exomsequenzierung basiert auf einer Anreicherung der
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Zielregionen. Es ist moglich, dass die dazu eingesetzten RNA-Sonden aufgrund
der 23 bp Deletion nicht an das verdnderte Allel binden und somit ebenfalls
einen Allel-Dropout verursachen. Zudem beinhaltet die Probenaufbereitung
einer Exomsequenzierung mehrere PCR-Schritte, die wie zuvor erwéhnt, eben-
falls zur selektiven Amplifikation des wildtypischen Allels beitragen kénnten.
Der Arbeitsgruppe um Rauch et al. gelang es allerdings, die 23 bp Deletion
im MFECP2-Gen in einer anderen Patientin mittels Exomsequenzierung nach-
zuweisen [Rauch et al., 2012]. Da die Exomsequenzierung von Patientin 4 in
einem externen Labor durchgefiihrt wurde, standen die Daten nicht fiir eine
Reevaluation zur Verfiigung. Es ist denkbar, dass die Deletion im Exomdaten-
satz der Patientin 4 nachweisbar war, dann aber als Artefakt eingestuft wurde,
da sie mit Hilfe der Sanger-Sequenzierung nicht validiert werden konnte. Da
die Exomsequenzierung der in dieser Arbeit beschriebenen Patientin im Jahr
2012 erfolgte und die Arbeit von Rauch et al. im November 2012 erschienen
ist, war es den Kollegen des externen Labors vermutlich nicht méglich, bei der
Auswertung der Daten auf diese Literatur zuzugreifen und die dort beschriebe-
ne Schmelzkurvenanalyse zur Validierung heranzuziehen. Bei der gesamtgeno-
mischen Sequenzierung werden die genomischen DNA-Bruchstiicke typischer-
weise ohne vorherigen Amplifikations- und Anreicherungsschritt sequenziert.
Dadurch konnte die 23 bp Deletion im MFECP2-Gen eindeutig nachgewiesen
und mit Hilfe der in der Literatur erwdhnten Schmelzkurvenanalyse bestétigt
werden.
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Kapitel 6

Diskussion und Awusblick

Dass heute in mehr als 4.000 der 20.000 proteinkodierenden menschlichen Ge-
ne krankheitsverursachende Mutationen bekannt sind und jedes Jahr etwa 200
weitere genetische Krankheitsursachen identifiziert werden, ist hauptséchlich
auf die neue Technologie der Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung zuriickzu-
fithren. Die Etablierung der NGS-Technologie und der damit verbundene Auf-
bau einer bioinformatischen Pipeline am Institut fiir Humangenetik in Mainz
ermoglichte in den letzten Jahren eine Steigerung der Aufkldrungsrate der kon-
ventionellen Stufendiagnostik in der genetischen Diagnostik und Krankenver-
sorgung um bis zu 32%.

6.1 Grenzen der WES

Dennoch lielen sich in 53% der mit einer Exomsequenzierung untersuchten Pa-
tienten keine ursichlichen Varianten finden. In den nicht aufgeklidrten Fillen
liegen vermutlich Varianten in Bereichen vor, die mit den verwendeten Se-
quenzierungsmethoden nicht ausreichend detektiert oder mit den derzeitigen
Algorithmen und dem aktuellen Wissensstand nicht geniigend beurteilt wer-
den konnen. Auflerdem lassen sich somatische, auf nicht zugéngliche Gewe-
be (z.B. das Hirn) beschrinkte Mutationen und Mosaike bei der Sequenzie-
rung von DNA aus Blutzellen nicht nachweisen. Zudem kommen epigenetische
Veranderungen in Frage, die durch herkémmliche Sequenzierungsmethoden
nicht diagnostizierbar sind. Komplexe digene, polygene und multifaktorielle
Ursachen sind ebenfalls schwer ausfindig zu machen, ebenso wie Varianten mit
geringer Penetranz, die nur unwesentlich haufiger bei Patienten als bei Gesun-
den vorkommen und daher meist nicht als Krankheitsursache erkannt werden.

Sequenzverdnderungen innerhalb der kanonischen Spleifistellen (2 bp vor und
hinter dem Exon) lassen sich durch Algorithmen meist zuverlissig erkennen.
Varianten an weiter entfernten Positionen oder mit ungenauer definierten
Splei-Konsensussequenzen sind  hingegen schlechter charakterisierbar
[Grozeva et al., 2015]. Zudem sind tief intronische sowie im 5- und 3-UTR
liegende regulatorische Varianten durch die Exomsequenzierung nicht abge-
deckt und dadurch nicht erfasst. Durch eine gesamtgenomische Sequenzierung
konnen diese Varianten zwar sichtbar gemacht werden, die Beurteilung ihrer
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Pathogenitét ist jedoch bisher sehr unzuverléssig.

Wie jiingste Untersuchungen belegen [Murdock et al., 2020] eignet sich die
Sequenzierung des Transkriptoms von Blutzellen und Fibroblasten (d.h. die
Sequenzierung der mRNA dieser Zellen) als flankierender Ansatz zur Identi-
fizierung von Mutationen, welche die Expression von Genen beeintrachtigen
oder eine Storung des Spleiflens primérer Transkripte zur Folge haben. Bei
17% aller Probanden, deren Krankheitsursache mithilfe konventioneller Metho-
den (Mikroarray-Analyse und anschlieBende WES/WGS) nicht aufgeklart wer-
den konnte, lielen sich durch Sequenzierung des Transkriptoms regulatorische
und das Spleilen verdndernde, pathogene Varianten identifizieren
[Murdock et al., 2020]. Allerdings erfordert dieser Ansatz die Anzucht von Fi-
broblasten oder die Gewinnung anderer, als Untersuchungsmaterial geeigneter
Gewebe. Fiir die Detektion von Gendefekten, die nur im Hirn nachweisbar sind,
scheidet dieser Ansatz von vornherein aus, es sei denn es soll der Weg iiber
die noch aufwendigere Herstellung und Differenzierung von induzierten plu-
ripotenten Stammzellen (IPS) zu neuronalen Vorlduferzellen (engl. Neuronal
Precursor Cells, NPC) [Adelaja, 2017] gegangen werden. Zudem spricht Eini-
ges dafiir, dass die Entwicklung neuer Algorithmen zur Erkennung pathogener
Varianten in nicht kodierenden Genomabschnitten schon bald an die Stelle der
ergianzenden Transkriptomsequenzierung treten wird [Yepez et al., 2020].

Derzeit werden zunehmend bioinformatische Verfahren beschrieben, um mit-
hilfe kiinstlicher Intelligenz und ,,deep-learning“-Methoden [Zou et al., 2019]
nicht-kodierende Varianten als Krankheitsursache zu identifizieren und ihren
Effekt auf die transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation und das
alternative Spleilen einzuschitzen [Louadi et al., 2019] [Liu et al., 2019a]
[Varma et al., 2019] [Jaganathan et al., 2019] [Caron et al., 2019]. Den raschen
Fortschritt auf diesem Gebiet dokumentiert auch das kiirzlich entwickelte Plu-
gin ,,UTRannotator® [Zhang et al., 2020] fiir das Annotations-Tool Variant Ef-
fect Predictor (siehe Kapitel IV.XII). Damit wird es einfacher, die Auswirkung
von Varianten im 5’UTR auf die Expression von ,upstream open reading fra-
mes“ (UORFs) zu beurteilen. Diese und andere in Entwicklung befindlichen
Methoden versprechen die Aufkldrungsrate der NGS-gestiitzten genetischen
Diagnostik rasch weiter zu steigern.

6.2 Somatische Mosaike und Kopienzahl-
verianderungen

Mutationen sind jedoch nicht auf Zellen der Keimbahn begrenzt, sondern
konnen auch postzygotisch auftreten (z.B. wihrend der Keimesentwicklung
oder sogar im Erwachsenenalter). Sie sind dann nur in einem Teil der Kérper-
zellen oder Gewebe nachweisbar [Gajecka, 2016]. Es ist zu vermuten, dass die
Héaufigkeit derartiger somatischer Mutationen und der dadurch entstehenden
Mosaike unterschétzt wird, weil sie oft nicht zu erkennen sind. So zeigen Ballif
et al., dass sich 8% der pathologischen Mikroarraybefunde auf chromosomale
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Mosaike zuriickfithren lassen [Ballif et al., 2006]. Allerdings liegen somatische
Mosaike, wie oben bereits diskutiert, nicht immer in diagnostisch zugénglichen
Zellen und Geweben vor. Der hohe Durchsatz der NGS-Technologie und de-
ren Sensitivitit ermoglicht eine sehr tiefe Sequenzierung der DNA-Fragmente
und den Nachweis geringer Mengen mutierter Varianten unter den Wildtyp-
Allelen, welche oft als Hintergrundrauschen interpretiert und bei der Sanger-
Sequenzierung iibersehen werden. Mutationen in weniger als 10-15% der un-
tersuchten Zellen sind erst bei einer durchschnittlichen Sequenziertiefe von
mehr als 200 Reads zuverléssig nachweisbar. Die relativ hohen Kosten eines
NGS-Experiments mit enormer Sequenziertiefe konnen jedoch eine grofie Ein-
schrankung fiir die grofiflichige Anwendung dieser Methode im diagnostischen
Labor darstellen [Gajecka, 2016]. Exomsequenzierungen mit durchschnittlich
95 Reads sowie Genomsequenzierungen mit durchschnittlich 30 Reads lassen
einen sicheren Nachweis klinisch relevanter Mosaike meist nicht zu, obwohl
dieser fiir die Einschédtzung des Wiederholungsrisikos in Familien von grofler
Bedeutung ware. So lief§ sich bei ca. 13% der Eltern von Epilepsie-Patienten
mit pathogenen de novo Mutationen ein parentales Mosaik aus mutierten und
nicht mutierten Zellen nachweisen [Stosser et al., 2018].

Etwa 15% der Patienten, die fiir klinische Gentests iiberwiesen werden,
weisen  krankheitsassoziierte ~ Kopienzahlveranderungen  (CNVs)  auf
[Miller et al., 2010]. Fiir den Nachweis von CNVs anhand von WES-Daten
existieren verschiedene bioinformatische Analyse-Programme. Typischerweise
verwenden die Algorithmen verschiedene statistische Verteilungen, um die ag-
gregierte Lesetiefe der Exons zu modellieren und die unterschiedlichen Lesetie-
fen benachbarter Exons zur Identifikation von Duplikationen oder Deletionen
zu nutzen [Fromer et al., 2012] [Krumm et al., 2012] [Backenroth et al., 2014]
[Jiang et al., 2015] [Packer et al., 2016]. Trotz der Verwendung mehrerer hun-
dert Referenzproben ist die Detektionsqualitdit von CNVs aus Exom-
Sequenzierungsdaten durch hohe Falsch-Positiv-Raten begrenzt. Die Strate-
gie, verschiedene Algorithmen parallel zur Erkennung von CNVs zu verwen-
den und nur diejenigen Verdnderungen als relevant zu betrachten, die von
allen Programmen angezeigt werden, hat demgegeniiber den Nachteil, dass
dabei richtig-positive Ergebnisse verloren gehen. Hier kommen immer mehr
Algorithmen aus dem Bereich des maschinellen Lernens zum Einsatz, um die
Ergebnisse mehrerer verschiedener CNV-Tools effizient zu kombinieren und
moglichst viele falsch-positiv detektierte Kopienzahlverdnderungen zu elimi-
nieren [Pounraja et al., 2019].

6.3 Vorteile der gesamtgenomischen Sequen-
zierung

Im Gegensatz zur WES, die auf die Erfassung von Sequenzvarianten in pro-
teinkodierenden Abschnitten von Genen beschriankt ist, erlaubt die WGS die
Erkennung nahezu aller Verdnderungen im Erbgut. Dadurch muss diese Unter-
suchung nur einmal im Leben erfolgen und eignet sich hervorragend als diagnos-
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tischer Eingangstest fiir Patienten mit Verdacht auf eine genetisch bedingte Er-
krankung. Wie in Kapitel 5.3 gezeigt, kann eine gesamtgenomische Sequenzie-
rung Varianten detektieren, die mit herkommlichen Methoden wie der MLPA,
Sanger- und Exomsequenzierung nicht nachweisbar sind. Dieses Fallbeispiel
unterstreicht den Nutzen der Genomsequenzierung als priméren molekularge-
netischen Test in der klinischen Genetik. Durch seine amplifikations- und an-
reicherungsfreie Probenaufbereitung spiegelt die WGS mit ihrer gleichméfigen
Abdeckung die tatséichliche Genomstruktur eines Individuums genauer wider
als eine Exomsequenzierung. So lassen sich neben Einzelnukleotidaustauschen,
InDels und Kopienzahlverinderungen auch strukturelle Chromosomenabbe-
rationen [Kosugi et al., 2019] und Repeatexpansionen [Dolzhenko et al., 2017]
nachweisen. Die Verarbeitung der groflen Datenmengen, kann durch die steti-
ge Weiterentwicklung im I'T-Sektor zum Beispiel durch spezialisierte Hardwa-
re wie die Illumina DRAGEN Bio-IT-Plattform oder einen auf Grafikkarten
basierenden Server beschleunigt werden. Immer effizientere Algorithmen und
reichhaltigere Datenbanken helfen zudem, die Vielzahl an Varianten automa-
tisiert zu kategorisieren.

Die derzeitigen Entwicklungen sprechen dafiir, dass die Kosten einer gesamt-
genomischen Sequenzierung weiter fallen und auch der fiir eine WGS-gestiitzte
molekulargenetische Diagnose erforderliche Zeitbedarf drastisch sinken wird
[Farnaes et al., 2018]. Monogene Krankheiten sind fiir etwa 80% der seltenen
Erkrankungen verantwortlich, von denen etwa 4% der Bevolkerung betroffen
sind [EURORDIS, 2020b]. Oft handelt es sich hierbei um chronische und le-
bensbedrohliche Erkrankungen. Aus diesen Griinden hat England bereits im
Jahre 2018 die WGS als Standardverfahren in die genetische Routinediagnostik
eingefithrt, und andere Lénder sind diesem Beispiel inzwischen gefolgt.

6.4 Nationale Genommedizin-Progamme

Die englische Regierung begann im Jahr 2012 mit der Sequenzierung von
100.000 menschlichen Genomen im Rahmen des ,,Genomics England Project,
welches sich auf seltene Erkrankungen und - im geringeren Umfang - auf Krebs
konzentriert. Die urspriinglich ebenfalls vorgesehene Untersuchung pathogener
Mikroorganismen  bei  Patienten mit Infektionskrankheiten — wurde
schon  bald  ausgegliedert und auf andere  Weise  gefordert
[Department of Health and Social Care, 2013]. Zur methodischen Standardi-
sierung konzertriert sich die eigentliche Genomsequenzierung an einem einzigen
nationalen WGS-Zentrum. Gleichzeitig wurden auch fiir die Phénotypisierung,
das heifit fiir die der Sequenzierung vorausgehende klinische Untersuchung
und Erfassung auffilliger Befunde, einheitliche Standards entwickelt und an
13 iiber das Land verteilten Genommedizin-Zentren etabliert. Die Genomda-
ten wurden mit Informationen iiber den Gesundheitszustand der Probanden
und deren Krankengeschichte verkniipft und in pseudonymisierter Form in ei-
ner zentralen Datenbank abgelegt. Sdmtliche resultierenden Datenséitze sind
fiir die Aufklarung der Ursachen von Krankheiten und die Suche nach neuen
Behandlungsmoglichkeiten nutzbar. Bereits im Dezember 2018 wurden 100.000
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Genome von insgesamt 70.000 Familien sequenziert und damit das Ziel des Pro-
jekts erreicht [Genomics England, 2018]. Aufgrund der dabei erzielten hohen
diagnostischen Aufklarungsquote beschloss der National Health Service (NHS),
die Genomsequenzierung in die genetische Routinediagnostik zu iiberfiihren.
Seither nimmt England auf dem Gebiet der Genommedizin eine international
fithrende Rolle ein und diente anderen Landern wie Frankreich und Schweden
als Vorbild fiir deren eigene Genomprojekte.

Auch in Deutschland gibt es seit geraumer Zeit Bestrebungen, die Ganzgenom-
sequenzierung im Rahmen eines nationalen Genommedizinprogramms in die
Regelversorgung zu iiberfithren. Im August 2019 hat der Gesundheitsminister
diese Anregungen aufgenommen und ein nationales Genommedizin-Programm
(,genomDE®) ins Leben gerufen, welches mit einjéhriger, der Corona-Pandemie
geschuldeter Verzogerung im November 2020 der Fachwelt vorgestellt wurde.
Als Nachziigler kann Deutschland bei der Realisierung dieses Vorhabens auf
die einschlagigen Erfahrungen Englands, aber auch verschiedener anderer eu-
ropéischer Nachbarlander zuriickgreifen. Aufgrund der vom Bundesministeri-
um fiir Gesundheit (BMG) vorgegebenen Zielsetzung, Genomdaten internatio-
nal auszutauschen, wird Deutschland sich an den inzwischen fiir die Genomse-
quenzierung und die Phéanotypisierung, aber auch die Datenanalyse und —spei-
cherung etablierten Standards und Formaten orientieren kénnen und miissen.
Dies diirfte auch den erforderlichen Aufbau einheitlicher Strukturen im Bereich
der genetischen Krankenversorgung erleichtern.

6.5 WGS - Finanzierung und Datenschutz

Deutschland gehort bisher zu einem der wenigen Léndern, in denen mit der
Genpanel-Untersuchung bereits die Kosten einer Art der Hochdurchsatzse-
quenzierung durch die Krankenkassen iibernommen wird. Aufgrund jiingster
Vereinbarungen ist mit einer auf qualifizierte akademische Zentren begrenz-
te Kassenfinanzierung der WES zu rechnen. Mit der genomDE-Initiative des
BMG koénnte der Grundstein fiir eine kontrollierte Einfithrung der WGS in
Deutschland gelegt sein. Eine Realisierung dieser, seit kurzem auch von der
EU unterstiitzten Initiative, wiirde nicht nur die genetische Krankenversorgung
auf eine neue, breitere Basis stellen, sondern iiber die Etablierung einer auch
fiir die Forschung nutzbaren zentralen Genomdatenbank die Chancen Deutsch-
lands entscheidend verbessern, im Bereich der Genomforschung international
Anschluss zu gewinnen.

Gelegentlich geduflerte Befiirchtungen, dass in der zentralen Datenbank abge-
legte Genomdaten zu forensischen Zwecken missbraucht oder an Versicherun-
gen sowie Arbeitgeber weitergegeben werden konnten, entbehren jedoch jeder
Grundlage, weil Deutschland ein sehr strenges Datenschutz- und Gendiagno-
stikgesetz hat, welches eine Weitergabe und missbréauchliche Nutzung dieser
Daten unter Strafe stellt (Abs. 5 §19 GenDG). §18 Abs. 4 des Gendiagnos-
tikgesetzes verbietet es Versicherungsgesellschaften iiberdies, vom Versicher-
ten genetische Untersuchungen jeglicher Art zu verlangen. Die mehr as 90%
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der deutschen Bevélkerung, die Mitglied in einer gesetzlichen Krankenkasse
sind, sind ohnehin davon nicht betroffen, da gesetzliche Krankenkassen in ih-
rem Tarifsystem keine individuellen Gesundheitsrisiken beriicksichtigen. Eben-
so scheinen die Bedenken beziiglich des Datenschutzes fiir viele Ratsuchende
nur eine sekundére Rolle zu spielen. Wie das Fallbeispiel aus Kapitel 5.3 zeigt,
iiberwiegt bei den Betroffenen die Erleichterung, nach jahrelanger Odyssee von
Arzt zu Arzt endlich eine korrekte Diagnose und eine Antwort auf die Fragen
zum weiteren Verlauf der Erkrankung, einer moglichen Therapie und dem Wie-
derholungsrisiko bei der weiteren Familienplanung zu erhalten.

Das Genom eines Menschen stimmt jeweils zur Hélfte mit den Genomen von
Vater und Mutter iiberein und wird zur Hélfte an die Kinder weitergegeben.
Nicht nur innerhalb von Familien, sondern auch in ganzen Populationen lassen
sich gemeinsame genetische Merkmale finden, die entfernte Verwandtschafts-
beziehungen widerspiegeln. Durch Typisierung weniger Tausend genomischer
Marker lésst sich die geographische Herkunft einzelner Menschen sehr genau
bestimmen. Unser Genom gehort uns nicht alleine, die eigenen Genomdaten
sind nicht unser Privatbesitz, den es zu verteidigen gilt, sondern wir teilen sie
uns mit einer Vielzahl anderer Menschen. Nur durch die Bereitschaft vieler,
ihre eigenen Genomdaten und klinische Befunde mit anderen zu teilen, wird es
moglich sein, die Funktion einzelner Gene und schlieflich des ganzen Genoms
zu verstehen.

Auf der anderen Seite sollte sich niemand das Recht auf Nicht-Wissen neh-
men lassen. Allerdings ist das Risiko gesunder Erwachsener sehr gering, durch
eine Genomsequenzierung zu erfahren, eine Veranlagung fiir eine Erkrankung
zu tragen, die in der Familie frither noch nicht vorgekommen war und fiir die
es keine Therapie gibt. Schliefflich ist die Nutzung pseudonymisierter Genom-
daten und damit verkniipfter klinischer Daten, wie sie bei der diagnostischen
Genomsequenzierung anfallen, eine Voraussetzung fiir die Aufklarung von bis-
her unbekannten genetischen Krankheitsursachen, deren Pathomechanismen
und die Entwicklung neuer Medikamente oder Behandlungsmethoden, von der
die gesamte Bevilkerung profitieren wird.

Im Bereich der Genetik sind Krankenversorgung und Forschung untrennbar
miteinander verbunden. Die Genomsequenzierung wird Millionen von selte-
nen, noch nicht beschriebenen genetischen Verdnderungen identifizieren, deren
pathogenetische Relevanz mithilfe bioinformatischer Algorithmen, aber vor Al-
lem durch spezifische funktionelle Studien iiberpriift werden muss. Wie in Ka-
pitel 5.2 am Beispiel von Luziferase-Assays gezeigt, reichen allgemeine Tests
oft nicht aus um in silico vorhergesagte funktionelle Storungen zu verifizieren.
Daraus folgt die Notwendigkeit, funktionelle Tests fiir eine Vielzahl ,neuer®
Krankheitsgene oder Genfamilien zu entwickeln, unter Einschluss spezifischer
biochemischer Assays, zelluldrer Modellsysteme, Tiermodelle oder sogar pati-
entenspezifischer induzierter pluripotenter Stammzelllinien [Rodenburg, 2018].
Ohne Aufklirung der Funktion ,neuer® Krankheitsgene und ohne Einblick in
die pathophysiologischen Konsequenzen krankheitsverursachender Mutationen
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wird es keine erfolgversprechenden Therapieansétze und keine neuen Medika-
mente geben.

Somit ist die Next-Generation-Sequenzierung ein unverzichtbares Instrument
zur Verbesserung der klinisch-genetischen Krankenversorgung geworden. Be-
reits heute konnen iiber die Hilfte der Ratsuchenden mit monogenen Krank-
heiten damit rechnen, mithilfe der Hochdurchsatzsequenzierung eine eindeuti-
ge Diagnose zu erhalten. Mit wachsenden Fallzahlen, verbesserten Algorithmen
und stetig aktualisierten Datenbanken sind in Zukunft weiter steigende Auf-
klarungsraten zu erwarten.

6.6 EBM-Ziffern fiir die WES und WGS

Seit der Novellierung des Tarifsystems der Krankenkassen (Einheitlicher Be-
wertungsmafistab, EBM) im 3. Quartal 2016 gibt es in Deutschland eine ein-
heitliche Regelung fiir die Durchfithrung der NGS-gestiitzten genetischen Dia-
gnostik. Danach werden solche Untersuchungen von den Kostentrégern vergii-
tet, wenn die Gesamtlinge der dabei sequenzierten Genomabschnitte 25 kbp
nicht iibersteigt, was im Durchschnitt etwa der kodierenden Linge von 18 Ge-
nen entspricht. Viele genetisch bedingte Erkrankungen sind allerdings weitaus
heterogener, weshalb Mutationen in Hunderten oder gar Tausenden von Genen
als Ursache infrage kommen. Wie bereits erwahnt fallen z.B. psychomotorische
Entwicklungsstorungen in diese Kategorie, und es ldge daher nahe, die Mutati-
onssuche bei Patienten mit solchen Krankheiten nicht auf wenige Krankheits-
gene zu beschranken.

In Deutschland ist die Finanzierung der WES-gestiitzten genetischen Diagno-
stik zur Zeit noch auf wenige akademische Zentren beschréankt, die an dem
jingst beendeten T-NAMSE-Pilotprojekt des G-BA-Innovationsfonds beteiligt
waren. Nach jiingsten Informationen soll diese Finanzierung durch Selektivver-
trage mit den Krankenkassen verstetigt werden, wobei noch offen ist, ob und
in welchem Umfang auch andere Zentren fiir Humangenetik und die genetische
Krankenversorgung allgemein davon profitieren werden.

Allerdings gibt es berechtigte Einwénde gegen die Einfiihrung von EBM-Ziffern
fiir die Sequenzierung aller protein-kodierenden Genomabschnitte mithilfe der
WES oder gar fiir die Sequenzierung des gesamten menschlichen Genoms. Zur
Qualitétssicherung sollten derartige Untersuchungen auf Zentren beschrankt
sein, die iiber eine ausreichende personelle und apparative Infrastruktur fiir die
standardisierte Erhebung klinischer Daten verfiigen. Diese miissen sich fiir die
Indikationsstellung zur WES oder WGS an einheitliche, allgemein akzeptierte
Standards halten und in der Lage sein, die durch WES oder WGS erzeugten
Sequenzdaten analysieren und im Hinblick auf das klinische Krankheitsbild
relevante Varianten identifizieren und priorisieren zu konnen. Da selbst unter
diesen Voraussetzungen bisher erst ca. die Hélfte aller Falle mit begriindetem
Verdacht auf monogene Krankheiten aufgekldrt werden koénnen, sollten die-
se Zentren zusétzlich {iber Forschungskapazitidten zur Nachuntersuchung nicht
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aufgeklarter Fille verfiigen.

Die von der genomDE-Initiative des BMG geplante Einfithrung der WGS-
gestiitzten Diagnostik, welche als essentiellen Bestandteil die Etablierung einer
nationalen Genomdatenbank vorsieht, erfordert eine noch stringentere Stan-
dardisierung der Phéno- und Genotypisierung, besonders im Hinblick auf den
beabsichtigten Austausch der Daten im Rahmen der Kooperation mit anderen
nationalen Genommedizin-Programmen, wie bereits ausgefiihrt. Dies spricht
dafiir, auch die Methoden und die apparative Infrastruktur fiir die Genomse-
quenzierung zu vereinheitlichen, was sich am einfachsten durch eine Zentrali-
sierung der WGS an einem oder ganz wenigen Standorten erreichen lasst.

Andererseits ist jedoch die Zahl der akademischen Institute, die apparativ und
personell zur Durchfiihrung der WES und der sachgerechten, internationalen
Standards geniigenden Interpretation der Befunde in der Lage wiren, inzwi-
schen deutlich grofler als die der bisher dazu berechtigten 4 Zentren in Deutsch-
land.

Um im internationalen Wettbewerb bestehen zu kénnen und fiir die Einfithrung
der Genomsequenzierung in die genetische Routineversorgung geriistet zu sein,
mochte das Institut fiir Humangenetik in Mainz in naher Zukunft die Syn-
ergieeffekte des ebenfalls in Mainz anséssigen Unternehmens TRON nutzen
und neben der Exomsequenzierung auch die gesamtgenomische Sequenzierung
einfithren. Der mit der WGS einhergehende, drastisch steigende Rechenauf-
wand konnte durch die Anschaffung spezialisierter Hardware wie der Illumi-
na DRAGEN Bio-IT Plattform oder eines Grafikkartenservers kompensiert
werden. Im Bereich der Auswertung und Interpretation der Daten sind, wie
oben bereits erwéihnt, in nicht allzu ferner Zukunft neue und verbesserte Al-
gorithmen auf Basis von kiinstlicher Intelligenz sowie wachsende Populations-
und Genotyp-Phénotyp-Datenbanken zu erwarten. Mit diesen kann neben der
Beurteilung von protein-kodierenden auch die Pathogenitéitsvorhersage nicht-
kodierender und regulatorischer Varianten verbessert werden.

6.7 Ausblick

Neben der derzeit in der genetischen Diagnostik nahezu ausschliellich ein-
gesetzten ,short-read“-HDS schreitet die Entwicklung neuer Sequenzierungs-
techniken, die eine Sequenzierung viel langerer DNA-Fragmente erlauben, rasch
voran. So ermoglicht die Oxford Nanopore Technologie [Eisenstein, 2012]
[Mikheyev und Tin, 2014] oder die Single Molecule, Real Time (SMRT) Se-
quenzierung von Pacific Bioscience [Levene et al., 2003] die Sequenzierung von
DNA-Fragmenten bis zu einer Lénge von 175 kbp (,,long-read“-HDS). Die im
Vergleich zu Illuminas SBS Technik (50 — 300 bp) viel langeren Leseweiten ha-
ben deutliche Vorteile. So erlaubt die viel groBere Uberlappung solcher langer
Sequenzen die Assemblierung sogenannter Haplotypen, also einer Zuordnung
von Varianten zu einem der beiden homologen Chromosomen, was fiir die kli-
nische Interpretation von Sequenzdaten von grofler Bedeutung ist. Auch ge-
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lingt es mithilfe dieser Technik, Genomabschnitte vollstdndig zu sequenzieren,
die lange repetitive Sequenzen oder sehr dhnliche Tandem-Duplikationen auf-
weisen [Huddleston et al., 2014]. Ebenso ist es damit moglich, eine Expansion
kurzer repetierter Sequenzen zu erkennen, auf die Krankheiten wie die Chorea
Huntington oder das Fragile X-Syndrom zuriickgehen, oder die Bruchpunkte
von Deletionen und Insertionen basengenau zu bestimmen. Trotz dieser Vor-
teile kann sich die long-read-Technologie mit ihren weiten Leseldngen bisher in
der klinischen Routinediagnostik nicht gegen die durch SBS generierten kur-
zen Sequenzen durchsetzen, da SBS klare Vorteile beziiglich der Kosten und
des Durchsatzes bietet. Zudem sind die fiir SBS benétigten Libraries einfacher
zu generieren sowie zu automatisieren und erfordern eine deutlich geringere
Mengen an DNA, die bei klinischen Untersuchungen nicht selten limitierend
ist. Allerdings ist es nicht unwahrscheinlich, dass die long-read-HDS bei weiter
sinkenden Kosten und zunehmender Prézision dieser Methode gegeniiber der
short-read-HDS weiter an Boden gewinnen wird.

Nicht nur die genetische Diagnostik, sondern auch die Genomforschung diirfte
von diesen neuen Methoden profitieren und die Verantwortlichen fiir die ge-
nomDE-Initiative sowie andere nationale Genommedizin-Programme sollten
diese Entwicklungen im Auge behalten.
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Anhang I

Hardware

Als Hardware zur Analyse und Kurzzeitspeicherung der NGS-Daten steht am
Institut fiir Humangenetik Mainz ein Server (Primérserver) zur Verfiigung.
Dieser besitzt 2 Intel Xeon E5-2630 v4 (Broadwell-EP) CPUs mit jeweils 10
Kernen, 256 GB DDR4-2400 DIMM Arbeitsspeicher (engl. Read Access Memo-
ry, RAM) und 12 2 TB (Terrabyte) Festplatten (engl. Hard Drive Disk, HDD)
sowie 2 jeweils 960 GB (engl. Gigabyte) umfassende Halbleiterlaufwerke (engl.
Solid-State-Drive, SSD). Als Backup und zur Spiegelung der Daten wird ein
zweiter Server (Sekundérserver) verwendet. Er beinhaltet 2 Intel Xeon E5-2620
v4 (Broadwell-EP) CPUs mit jeweils 8 Kernen, ebenfalls 256 GB DDR4-2400
DIMM RAM und 12 2 TB HDDs. Uber eine SAS (engl. Serial Attached SC-
SI) Schnittstelle ist an jeden Server ein DELL PowerVault MD3460 SAS zur
Speichererweiterung und Verwendung als Langzeitspeicher angeschlossen. Je-
des dieser Geriite schliefit Platz fiir 60 HDD oder SSD Speichermedien ein. In
der im Institut fiir Humangenetik der Universitdtsmedizin Mainz derzeit ge-
nutzten Konfiguration sind pro PowerVault 20 Steckplétze mit je 8 TB grofien
HDDs bestiickt.

Auf dem Primérserver werden jeweils 6 HDDs durch eine redundante Anord-
nung unabhéngiger Festplatten (engl. Redundant Array of Independent Disks,
RAID) im Level 6 (RAID 6) zur Erhohung der Ausfallsicherheit (Redundanz)
zu jeweils etwa 7 TB groflen logischen Laufwerken zusammengeschlossen. Die-
se im ext4d Dateisystem formatierten Laufwerke erhalten den Namen ,,Roh-
daten“ bzw. ,,Ergebnisse®. Die beiden SSDs sind durch ein RAID 0, welches
die Dateniibertragungsrate erhoht, aber keine Redundanz bildet, zu einem et-
wa 1,8 TB groflen logischen Laufwerk kombiniert. Dieses ist ebenfalls im ext4
Dateisystem formatiert. Es erhélt den Namen ,, Berechnungen“. Da auf diesem
Laufwerk nur temporire Daten von aktuell durchgefiihrten Analysen abgelegt
werden, lisst sich hier mit dem RAID 0 eine hohe Ubertragungsrate erreichen
und auf eine Redundanz verzichten. Die 12 HDDs des Sekundérservers sind
wie auf dem Primérserver mittels RAID 6 zu 2 jeweils 7 TB grofien Laufwer-
ken mit ext4 Dateisystemen und den Namen , Rohdaten“ und , Ergebnisse”
zusammengefasst.

Um auf den Massenspeichergeriten (MD PowerVault) eine hohere Flexibilitét
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beziiglich der Speicherplatzanforderungen zu erhalten und dynamisch auf das
Wachsen der Datenbestédnde reagieren zu kénnen, wird ein sogenannter ,,Logi-
cal Volume Manager“ (LVM) eingesetzt. Dieser bietet die Moglichkeit mehrere
physische Partitionen zu einer logischen Gruppe (engl. Volume Group) zu-
sammenzufassen. Einer Volume Group lassen sich spéter weitere Speicherme-
dien dynamisch hinzufiigen. Innerhalb einer solchen Gruppe kénnen logische
Partitionen (engl. Logical Volumes) angelegt werden, welche sich im laufen-
den Betrieb dynamisch vergréfiern und verkleinern lassen. Zum Zeitpunkt der
Anfertigung der vorliegenden Dissertationsschrift standen auf den jeweiligen
Geréten jeweils 19 TB zur Archivierung der Rohdaten (Archiv_Rohdaten) und
25 TB zur Archivierung der Ergebnisse (Archiv_Ergebnisse) zur Verfiigung.
Rohdaten und Ergebnisse, die élter als 6 Monate sind, werden durch ein Skript
automatisch ins jeweilige Archiv verschoben. Eine Spiegelung aller Daten der
einzelnen Laufwerke des Primérservers auf den Sekundérserver geschieht ein-
mal téglich um 20:00 Uhr (Rohdaten und Ergebnisse) bzw. um 02:00 Uhr
(Archiv_Rohdaten und Archiv_Ergebnisse) (siehe Abbildung I.1).

— p . N L 1 —
B >
——— Backup taglich um 20:00 Uhr " : -
Rohdaten Roﬁaaten
="
Archivierung von Daten 3lter
Berechnungen als 6 Monate
o Taglich um 23:00 Uhr "
Primarserver Sekundarserver
F— T
L - - . - R
I >
[— Backup taglich um 20:00 Uhr " -
] Ergebnisse Ergebnisse
| F 'I. ' 7 |
— - Y - o p—
B >
4 . Backup taglich um 2:00 Uhr ’ 4 A
—— ———
Archiv Archivierung von Daten &lter Archiv
Rohdaten I Rohdaten
LVM als 6 Monate VM
=T Taglich um 23:00 Uhr =T
e | ] h ( #n ) —

B >
e Backup taglich um 2:00 Uhr r "]
Archiv Ergebnisse Archiv Ergebnisse

Abbildung 1.1: Konfiguration der Server.
Datensétze auf der Rohdaten sowie Ergebnisse Partition, die élter als
6 Monate sind werden automatisch durch ein Skript auf die Partition
Archiv Rohdaten bzw. Archiv Ergebnisse verschoben. Um 20:00 bzw.
um 02:00 Uhr wird ein tagliches Backup der Daten des Primérservers auf
den Sekundérserver geschrieben

Auf beiden Servern ist der Ubuntu Server 18.04.4 LTS (GNU/Linux 4.15.0-
88-generic x86_64) als Betriebssystem installiert. Per Putty-Software! kénnen

"https://www.putty.org
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durch die bereitgestellte textorientierte Terminalsitzung Befehle auf dem jewei-
ligen Server direkt ausgefithrt werden. Die Verwaltung der fiir die Auswertung
verwendete Software auf dem Primérserver ist durch Lmod [McLay et al., 2011]
realisiert. Lmod erlaubt es durch Verdnderung des Systempfads, Softwarepa-
kete zu aktivieren und wieder zu deaktivieren. Dadurch kénnen verschiedene
Versionen von Programmen nebeneinander auf dem gleichen System installiert
sein und je nach Bedarf ausgefiihrt werden.
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Anhang 11

Dateiformate

Ein Dateiformat definiert die Strukturierung von Informationen innerhalb ei-
ner Datei. Fiir viele Programme ist die Kenntnis des Dateiformates fiir die
Interpretation der abgelegten Daten essentiell.

II.I Illumina SampleSheet

Das SampleSheet ist ein von Illumina entwickeltes komma-separiertes Dateifor-
mat zur Speicherung von Probeninformationen und weiteren Metadaten eines
Sequenzierungsexperiments. Es dient zum Beispiel als Eingabedatei fiir die
bcl2fastg-Software (siche Anhang IV.V) und enthélt mehrere Abschnitte,
die unter anderem das experimentelle Setup und die Angaben zum Demul-
tiplexen einschlieen. Die einzelnen Bereiche innerhalb der Textdatei werden
durch ein Kennwort eingeleitet, welches in eckige Klammern eingefasst alleine
in einer Zeile steht. Die nachfolgenden Zeilen sind alle dem so eingeleiteten
Abschnitt zugeordnet, bis ein neuer Abschnitt folgt. Neben den essentiellen
Header- und Data-Abschnitten gibt es weitere optionale Abschnitte wie Set-
tings, Reads und Manifests, die von Illumina verwendet werden. Der Header
muss die SampleSheet-Datei einleiten, der Data-Abschnitt ist stets der letzte.
Zwischen diesen beiden Bereichen konnen die optionalen sowie benutzerdefi-
nierte Abschnitte in beliebiger Reihenfolge liegen [[llumina, 2017b].

Im Header werden Informationen iiber den Kontext eines Sequenzierungslaufs,
wie zum Beispiel das Datum, das verwendete ,,Lirary Preparation“-Kit, die Se-
quenzierchemie, ein Name fiir den Sequenzierungslauf, die zustédndige Person
und eine Beschreibung des Experiments als komma-separierte Schliissel-Wert-
Paare angegeben. Der optionale Settings-Abschnitt kann Einstellungen und
Parameter fiir die Konvertierung der Base Calls zu FASTQ-Dateien beinhalten.
Meistens sind hier die durch bc12fastq zu entfernenden Adaptersequenzen als
Schliissel-Wert-Paare notiert. Die Anzahl der sequenzierten Basen pro Leserich-
tung wird als einzelne Zahl im Reads-Abschnitt festgehalten. Bei einem PE-
Sequenzierexperiment enthélt dieser zwei Zeilen. Die erste steht fiir die Anzahl
an Basen des Forward- und die zweite fiir die Basenanzahl des Reverse-Reads.
Die Verwendung des Manifests-Abschnitts beschrankt sich auf einige Illumina
Analyse-Softwares. In ihm ist der Pfad zu einer Datei mit ROIs fiir ein TES-
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Experiment abgelegt. Der Data-Abschnitt stellt eine komma-separierte Tabelle
mit probenspezifischen Metadaten dar. Die erste Zeile dieser Tabelle tragt die
Spaltennamen, wobei nur die Spalte Sample_ID essentiell ist. Weitere Spalten
konnen die verwendeten Indizes zum Demultiplexen und eine Beschreibung der
Probe beinhalten. In den folgenden Zeilen sind jeweils die entsprechenden Da-
ten fiir jede Probe abgelegt [Illumina, 2017b].

Es ist moglich, ein SampleSheet mit Hilfe der ,Illumina Experiment Mana-
ger“-Software! zu erstellen. Die in dieser Arbeit verwendeten SampleSheets
wurden jedoch iiber ein in der internen Patientendatenbank integriertes Skript
angelegt. So lassen sich Patienten-IDs direkt iiber die Datenbank abfragen und
ohne Fehler mit Zuordnung der korrekten Untersuchung und Anreicherungs-
methode (Description-Spalte der Data-Sektion) ins SampleSheet iibertragen.
Eine Notiz iiber die verwendete Anreicherungsmethode und Untersuchung ist
fiir die automatisierte Analyse wichtig. Abbildung II.1 zeigt ein beispielhaftes
SampleSheet.

1 [Header]

2 IEMFileVersion, 4

] Investigator Name,Max Mustermann
| Experiment Name,Exom Run 1
Date,23.03.2020

Workflow, GenerateFASTQ
Application, Humangenetik Mainz
Assay,Our Panels

Description, NextSeq

10 Chemistry,Amplicon

12 [Reads]
i BC 126
14 126

1€ [Settings]
17 Ldapter, CIGICICTITATACACATCT+AGATCGGALGAGCACACGTCTIGARCTCCAGTCR
18 LdapterRead?, AGATCGGAAGAGCGT CGTGTAGGGAAAGAGTGT

20 [Datal

21 Sample ID,I7 Index ID,index,IS Index ID,index2,Description

22 0001-01,Agi 1,TAAGGCGR,Agi 14, ATAGAGAG, Exom:Agilent Human A1l Exon V7
23 0002-01,Agi 3,AGGCAGAR,Agi 14,ATAGAGAG,Exom:Agilent Human A1l Exon V7

Abbildung II.1: Beispiel eines Illumina SampleSheets.

Es enthélt das experimentelle Setup und die Angaben zum Demultiple-
xen. Finzelne Abschnitte werden durch ein Kennwort in eckigen Klam-
mern eingeleitet. Der Header- und der Datenabschnitt sind essentiell.
Illumina verwendet zudem teilweise die optionalen Abschnitte Settings,
Reads und Manifests. Im Header werden Informationen iiber den Kon-
text eines Sequenzierungslaufs abgelegt. Der Data-Abschnitt stellt eine
kommaseparierte Tabelle mit probenspezischen Metadaten dar

https://emea.support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/
experiment_manager.html?langsel=/de/
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II.IT FASTQ

Das FASTQ-Format ist ein textbasiertes Format, in dem Nukleotidsequenzda-
ten zusammen mit deren Qualitdtswerten (Quality Scores) gespeichert werden.
Die Sequenz- sowie Qualitdtswerte sind als einzelne ASCII (American Standard
Code for Information Interchange)-Buchstaben dargestellt
[Wikipedia The Free Encyclopedia, 2019]. Urspriinglich wurde FAST(Q am
Wellcome Trust Sanger-Institut entwickelt. Allerdings hat es sich unlédngst als
Ausgabeformat von Next Generation Sequencing-Systemen etabliert. Es gibt
keine Standarddateiendung fiir FASTQ-Dateien. Am héaufigsten wird jedoch
*x.fq oder *.fastq verwendet.

Das FASTQ-Format nutzt vier Zeilen zur Darstellung einer Sequenz mit den
jeweils zugehorigen Qualitdtswerten. Die erste Zeile beginnt mit einem , Q-
Zeichen. Thm folgt eine Sequenzbezeichnung (Identifier). Die zweite Zeile enthélt
die Basenabfolge in Groflbuchstaben. Zeile drei wird mit einem ,,+* eingeleitet
und verfiigt optional iiber zusétzliche Informationen zur Sequenz. Der Quality
Score fiir jede Base befindet sich in Zeile vier. Da er wie die Basen als Einzel-
buchstabe des ASCII-Codes vorliegt, miissen Zeile zwei und vier gleich viele
Zeichen enthalten (siehe Abbildung I1.2) [Cock et al., 2009]. Andernfalls wird
die Datei von vielen Programmen als beschéadigt eingestuft.

@SRR002055.11186336 207BOAAXX:6:324:855:490
AAAATTCTTAGGCCTTTTCTCAAACAGGGGATT

+

FI:DHIIII.1?==IIIA:I3..*-.)%"#'&¢&
@SRR002055.11186337 207BOAAXX:6:324:933:7
TGGTAATGTGTTTTAAGCTCTTTGCGTTTNNNG

n

I=<97;IF;>3IAF+)3-+*0-+.%/&&=-"""&
@SRR002055.11186338 207BOAAXX:6:324:375:880
CAGAAACCACCACAGACAGACAGACAGACGGAC

_|._

III;IIII8II2I3I+I)I+8(B'=(0%-+0#«
@SRR002055.11186339 207BOAAXX:6:324:682:940
CCGATTTCTCCAGCTCAGCCAGCACATTGGCCT

n

III+IIIIIII46IIIRIIG&IB-B-I:0++9H

Abbildung II.2: Vier Sequenzen mit zugehérigem Quality Score in einer
FASTQ-Datei.
Die nachfolgenden Zeilenerlauterungen gelten fiir jede dargestellte Se-
quenz. Zeile 1 beginnt mit einem ,@Q“-Zeichen gefolgt von dem Sequenz-
identifier. In Zeile 2 steht die Basenabfolge. Zeile 3 wird mit einem ,+“
eingeleitet und trégt optional zusétzliche Informationen iiber die Sequenz.
Die als ASCII-Zeichen kodierten Qualitéitswerte sind in Zeile 4 notiert.

Der Quality Score einer Base gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit diese
falsch sequenziert oder beim Basecalling falsch interpretiert wurde. Die Errech-
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nung des Qualitéitswerts () erfolgt in allen Systemen nach der Sanger-Gleichung
(Gleichung I1.1) aus p. Dabei ist p die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass die ge-
nannte Base beim Basecalling falsch identifiziert wurde. Die Qualitdtswerte
von 0 bis 93 werden mit den ASCII-Zeichen 33 bis 126 kodiert.

Q = —10logio(p) (IL.1)

In die Abschéitzung fiir die Wahrscheinlichkeit p flieen unter anderem folgende
Pradiktoren ein:

1. Ist das Signal fiir die betrachtete Base viel heller als das von anderen
Basen?

2. Wird der Spot dunkler, verglichen mit dem Anfang der Sequenzierung?

3. Ist das Signal in den vorherigen und nachfolgenden Zyklen eindeutig
differenzierbar?

Eine Auflosung der Gleichung I1.1 nach p (siehe Gleichung I1.2) ergibt fiir einen
Qualitdtswert von 40, im Sanger Format kodiert durch das ASCII Zeichen
73 (,1%), eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,01% fiir die Sequenzierung der
entsprechende Base.

p = 1010 (I1.2)

Tabelle II.1 zeigt verschiedene Qualitdtswerte nach Sanger mit deren Bedeu-
tung.

Tabelle I1.1: Qualitdtswerte und die zugehorige Base-Calling Genauigkeit

Qualitatswert Wahrscheinlichkeit fiir einen Genauigkeit des

fehlerhaften Base-Call Basecalls
10 1in 10 90%
20 11in 100 99%
30 1 in 1.000 99,9%
40 1 in 10.000 99,99%
50 1 in 100.000 99,999%

II.III SAM, BAM und CRAM

Das Sequence Alignment/Map (SAM)-Dateiformat speichert Alignments von
Sequenzen an einem Referenzgenom. Es unterstiitzt lange und kurze Sequenz-
bruchstiicke von diversen Next Generation Sequencing-Plattformen und schafft
somit eine gut definierte Schnittstelle zwischen dem Alignment und den nach-
folgenden Analysen [Li et al., 2009a).
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Das SAM-Format beinhaltet einen ,,Header und einen ,, Alignmentabschnitt*.
Im Gegensatz zum Alignmentabschnitt beginnen die Zeilen des Headerab-
schnittes mit einem ,@Q“. Die Zeilen des Alignments bestehen aus 11 Pflicht-
spalten, welche jeweils durch einen Tabulator getrennt sind. Tabelle I1.2 zeigt
eine Liste dieser Felder mit einer kurzen Beschreibung. Wenn keine Informa-
tionen fiir ein Pflichtfeld vorliegen, kann ,*“ beziehungsweise ,,0¢ eingetragen
werden. Zudem besteht die Moglichkeit weitere Informationen als Schliissel-
Wert-Paare im Format TAG: TYPE:VALUE hinzuzufiigen.

Tabelle 1I1.2: Pflichtfelder des Alignment-Abschnittes des SAM-
Formats mit Spaltennummer, Name und kurzer Beschreibung (Nach
[Li et al., 2009a]).

# Name Beschreibung

1 QNAME Name des Reads

2 FLAG Bitschalter

3 RNAME Name der Referenzsequenz

4  POS Anfangsposition an der Referenzsequenz

5 MAPQ  Qualitédt, mit der der Read zur Referenzsequenz passt
6 CIGAR Erweiterte CIGAR-Zeichenkette

7 MRNM  Name des zugehorigen Reads (,=“ wenn gleich wie RNAME)
8 MPOS POS Wert des zugehorigen Reads

9 ISIZE Lénge der eingefiigten Sequenz

10 SEQ Basenabfolge der eingefiigten Sequenz

11 QUAL  Qualitdtswerte der eingefiigten Sequenz

Um die Leistung zu verbessern, wurde das Binary Alignment/Map-Dateiformat
(BAM) entwickelt. Es enthélt exakt die gleichen Informationen wie das SAM-
Format. Durch seine bindre Kodierung ist die BAM-Datei allerdings um ein
Vielfaches kleiner als die SAM-Datei und lésst sich von den Programmen
schneller verarbeiten.

Im Jahr 2012 wurde basierend auf einer Verdffentlichung von Hsi-Yang Fritz et
al. [Fritz et al., 2011] mit dem CRAM Format vom Européischen Institut fiir
Bioinformatik (engl. European Bioinformatics Institute, EBI) ein Dateiformat
vorgestellt, mit dem sich Mapping Informationen durch einen effizienten refe-
renzbasierten Ansatz verlustfrei (engl. lossless) stéirker komprimieren lassen,
als mit dem BAM-Format. Mit der Moglichkeit einer verlustbehafteten (engl.
lossy) Komprimierung lisst sich eine SAM-Datei sogar 40-50% stéarker kompri-
mieren als mit dem BAM-Format. In diesem Modus kann eingestellt werden,
wie mit den Qualitdtswerten umzugehen ist. So ist es zum Beispiel moglich das
8 Klassen Einteilungssystem (engl. 8-bin schema) von Illumina [[llumina, 2012]
auf die Qualitatswerte anzuwenden, wobei die stiarkste Komprimierung durch
die vollstandige Loschung des Qualitéitswerts zu erreichen ist (siehe Tabelle
I1.3).
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Tabelle I1.3: CRAM Komprimierung [Uppsala University, 2020]

Dateiformat Dateigréfle [GB]
SAM 7,4
BAM 1,9
CRAM lossless 1,4
CRAM 8 bin 0,8
CRAM keine Qualitédtswerte 0,26

Da die meisten Software-Tools dieses CRAM-Format noch nicht unterstiitzen
und das Lesen der Datei mehr Zeit in Anspruch nimmt als das Lesen einer
BAM-Datei, wird das CRAM-Dateiformat bisher meist nur zur Langzeitarchi-
vierung von Alignmentdaten verwendet [Li, 2012].

II.IV VCF

Ein Dateiformat zur Speicherung der gefunden Varianten ist das sogenannte
, Variant Call Format“ (VCF). Es wurde urspriinglich fiir das 1000 Genom Pro-
jekt entwickelt und von Danecek et al. 2011 in deren Verdffentlichung als das
Standardformat zur Speicherung der am héufigsten vorkommenden Arten von
Sequenzvarianten und deren Annotationen empfohlen [Danecek et al., 2011].

Abbildung I1.3 zeigt beispielhaft den Aufbau einer VCF-Datei. Sie besteht aus
einem Header-Bereich mit Meta-Informationen und einem Daten-Bereich, wel-
cher eine Liste mit Varianten beinhaltet. Zeilen mit Meta-Informationen wer-
den durch ## eingeleitet und schliefflen standardisierte Beschreibungen der im
Datenabschnitt verwendeten Tags und Annotationen ein. Ebenso kann dieser
Bereich Informationen iiber die Version des Dateiformats, das Erstellungsda-
tum, die verwendete Referenzsequenz und der zum Auffinden der Varianten
und deren Annotation genutzten Software enthalten.

Der Header-Block endet mit einer durch # angefiihrten tabseparierten Zei-
le, welche die Felder des Datenbereichs beschreibt. Diese Zeile und der dar-
auffolgende Datenblock beinhalten 8 Pflichtfelder, ein optionales Format Feld
und eine beliebige Anzahl an Feldern mit Daten zu verschiedenen Proben. Die
Pflichtfelder umfassen die Definition des Chromosoms (CHROM), die Startposi-
tion der Variante (POS), sowie einen eindeutigen Identifier (ID). Diesen Feldern
folgt die Angabe des Referenzallels (REF), eine kommaseparierte Liste mit al-
ternativen Allelen (ALT), ein Qualitétswert (QUAL), Informationen iiber gegebe-
nenfalls verwendete Filter (FILTER) und eine durch Semikolon getrennte Liste
mit Zusatzinformationen, wie zum Beispiel Annotationen (INFO). Werden in
der VCF-Datei Probendaten, also die Zuordnung der Varianten zu Patienten-
proben abgelegt, so folgen diesen Pflichtfeldern ein FORMAT-Feld und pro Pro-
bendatensatz ein SAMPLE-Feld. Dabei dient Ersteres zur Definition der in den
darauffolgenden Spalten mit Probendaten enthaltenen Informationen. Die ein-
zelnen Informationen in diesen FORMAT- und SAMPLE-Feldern sind jeweils durch
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einen Doppelpunkt getrennt. Ein Eintrag von GT:GQ:DP im FORMAT-Feld weist
zum Beispiel darauf hin, dass die folgenden Probendatensétze jeweils Informa-
tionen iiber den Genotypen, die Qualitéit dieses Genotyps und die Lesetiefe die-
ser Position einschlieBen (siche Abbildung I1.3 letzte Zeile). Beinhaltet ein Feld
der VCF-Datei keine Daten, so wird dies mit einem ,,.“ notiert. Im September
2019 erschien die Version 4.3 des VCF-Formats [Samtools Organisation, 2020].
Die in dieser Thesis verwendeten VCF-Dateien basieren alle auf den VCF-
Format Definitionen der Version 4.0 bis 4.3.

##fileformat=VCFv4.1

Y

##fileDate=20110413
##source=VCFtools
##reference=file: ///refs/human NCBI36.fasta
##contig=<ID=1, length=249250621,md5=1b22b98cdeb4a9304ch5d48026a85128, species="Homo Sapiens'>
##contig=<ID=X, length=155270560,md5=7e0e2e580297b7764e31dbcB0c2540dd, species="Homo Sapiens">
3 ##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
= < ##INFO=<ID=H2 ,Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
2 ##FORMAT=<ID=GT, Number=1, Type=5tring,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##ALT=<ID=DEL,Description="Deletion">
##INFO=<ID=SVTYPE,Number=1, Type=String,Description="Type of structural variant">
##INFO=<ID=END,Number=1,Type=Integer,Description="End position of the variant">
\ #CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT SAMPLE1 SAMPLE2
,|{ 1 L« ACG A,AT 40 PASS : GT:DP 171313 272329
g 1 20 4 C T.CT i PASS H2; AA=T GT )1 2/2
-] 1 5 rsl2 A G 67 PASS ; GT:DP 1]0:16 2/2:20
X le0 . T <DEL> 2 PASS SVTYPE=DEL;END=299  GT:GQ:DP  1:12:. 0/0:20:36

Abbildung I1.3: VCF-Format.

Eine VCF-Datei besteht aus einem Header-Bereich mit Meta-
Informationen und einem Daten-Bereich. Metainformationen werden
durch ## eingeleitet. Der Datenbereich beginnt durch eine mit # an-
gefiihrte Zeile mit der Beschreibung der folgenden Datenfeder. Die 8
Pflichttelder umfassen die Definition des Chromosoms (CHROM), die Start-
position der Variante (P0S), einen eindeutigen Identifier (ID), die Angabe
des Referenzallels (REF), eine komma-separierte Liste mit alternativen Al-
lelen (ALT), einen Qualitédtswert (QUAL), Informationen iiber verwendete
Filter (FILTER) und eine semikolon-getrennte Liste mit Zusatzinforma-
tionen (INFO). (nach [Danecek et al., 2011])

II.V BED

Das BED (engl. Browser-Extensible-Data)-Format wurde von der University of
California, Santa Cruz (UCSC) definiert und bietet eine flexible Moglichkeit ge-
nomische Regionen und deren Merkmale abzuspeichern. Diese Dateien konnen
zur Visualisierung als sogenannte ,, Tracks® zum Beispiel in den UCSC Geno-
me Browser? [Kent et al., 2002] geladen werden. Das Format besteht aus einer
Zeile pro Feature mit jeweils 3-12 leerzeichen- oder tabulatorgetrennten Daten-
spalten, sowie optionalen Definitionszeilen (Trackzeilen) fiir die Darstellung der
in der Datei abgelegten Regionen.

’http://genome.ucsc.edu/index.html
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Jede dieser Datenzeilen beinhaltet mit chrom, chromStart und chromEnd 3 ob-
ligatorische und 9 weitere optionale Felder (siehe Tabelle I1.4), wobei die Rei-
henfolge dieser Felder eingehalten werden muss. Wird ein optionales Feld ver-
wendet, so miissen auch seine vorangehenden Felder definiert sein. Besitzt ein
Feld keinen Inhalt, ist dies mit einem ,,.“ anzugeben. Die Reihenfolge und Defi-
nition der einzelnen Felder ist in  Tabelle II.4  dargestellt
[University of California Santa Cruz, 2019]. Mit Hilfe der optionalen Track-

Tabelle I1.4: BED Dateiformat nach [University of California Santa Cruz, 2019]

Art Feldname Definition
2 | chrom Bezeichnung des Chromosoms der Referenz-
§ sequenz
é) chromStart  Startposition der Region auf dem Chromosom
5 (O-basiert)
= | chromEnd Endposition der Region auf dem Chromosom
name Bezeichnung bzw. Name der definierten Region
score Wert zwischen 0 und 1000. Wenn die Variable
useScore = 1 definiert ist, bestimmt dieser Wert
die Graustufe in der die Region angezeigt wird.
strand Definiert den DNA Strang. ,+* oder -
thickStart  Position ab der die Region breiter dargestellt
Tg werden soll
.2 | thickEnd Endposition der breiter dargestellten Region
g | itemRgb RGB Werte. Wenn die Variable itemRgb = On
definiert ist,wird die Region (z.B. Exons) in der
festgelegten Farbe dargestellt
blockCount  Anzahl einzelner Elemente in der Region
blockSizes  kommaseparierte Liste mit Groflen der Elemente
blockStarts kommaseparierte Liste mit Startpositionen der
einzelnen Elemente relativ zu chromStart

zeile besteht die Moglichkeit die Visualisierung der ihr folgenden Regionen
zu konfigurieren. Eine solche Zeile beginnt zwingend mit dem Wort , track®,
gefolgt von durch Leerzeichen getrennten Schliissel-Wert-Paaren im Format
Schliissel=Wert. So ist eine Option zum Beispiel mit dem Schliissel name
einen eindeutigen Namen und mit description eine Beschriftung des Tracks
zu definieren. Zudem kann in dieser Zeile, wie in Tabelle I1.4 erwdhnt mit den
Schliisseln useScore bzw. itemRgb festgelegt werden, ob die Region in der ent-

sprechenden  Graustufe oder angegebenen Farbe anzuzeigen ist
[ENSEMBL, 2020a).
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Anhang 111

Datenbanken

Eine Datenbank (DB) beschreibt ein System zur Verwaltung elektronischer
Daten. Sie dient dazu grofle Datenmengen effizient und dauerhaft zu speichern.
Zudem konnen benotigte Teilmengen der Daten in geeigneter Darstellungsform
fiir den Benutzer oder fiir eine Anwendung bereitgestellt werden.

IT1I.I HGMD®

Die Human Gene Mutation Database (HGMD®) wurde 1996 fiir die Offentlich-
keit zur Verfiigung gestellt. Sie sollte urspriinglich fiir die wissenschaftliche
Untersuchung der Mutagenese in menschlichen Genen dienen. Heute beinhal-
tet sie eine umfassende Kollektion von Varianten, die urséchlich fiir genetische
Krankheiten sind oder mit diesen in Verbindung gebracht werden. Somit stellt
die HGMD® ein miichtiges Werkzeug fiir Arzte, genetische Berater und die
wissenschaftliche Forschung dar.

Im Jahr 2017 beinhaltete die HGMD® mehr als 203.000 verschiedene Eintréige
in mehr als 8000 unterschiedlichen Genen. Pro Jahr wichst die Datenbank
um etwa 17.000 Eintrége [Stenson et al., 2017]. So befinden sich im Release
2020.1 282.895 verschiedene Varianten [QIAGEN, 2020]. Alle in der Litera-
tur publizierten krankheitsverursachenden, sowie krankheitsassoziierten und
funktionseinschriankenden Polymorphismen werden durch die HGMD® bereit-
gestellt. Diese Daten umfassen den Austausch einzelner Basen (Missense- und
Nonsense-Mutationen) in kodierenden und regulatorischen Sequenzen, sowie
splicing-relevante Mutationen, Mikrodeletionen, Mikroduplikationen, repetiti-
ve Elemente, Insertionen und Deletionen.

Fiir die akademische und nicht kommerzielle Verwendung werden alle Mutati-
ons-Daten drei Jahre nach ihrem Eintrag in die kommerzielle Datenbank fiir re-
gistrierte Benutzer kostenlos unter http://www.hgmd.org zugénglich gemacht.
Die Lizenz fiir den Zugang zur aktuellen Version der HGMD® muss fiir kom-
merzielle, sowie akademische Zwecke bei der BIOBASE GmbH erworben wer-
den.
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III.IT dbSNP

Die Single-Nucleotide-Polymorphism-Database (dbSNP) ist eine kostenlose
offentliche Datenbank fiir genetische Varianten in diversen Spezies. Sie wurde
1998 am National Center for Biotechnology Information (NCBI) zur Ergénzung
der eigenen Nucleotid-Sequenz-Datenbank (GenBank) entworfen. Die dbSNP
beinhaltet Einzel-Nucleotid-Polymorphismen (SNP’s), kurze Insertionen und
Deletionen (Indels), Mikrosatelliten-Marker bezichungsweise Short Tandem Re-
peats (STR’s), Multi-Nucleotid-Polymorphismen sowie homozygote Sequenzen
[Sherry et al., 1999].

Die Datenbank soll die biologische Forschung als Online-Ressource unterstiitz-
en. Sie verfolgt das Ziel alle bekannten genetischen Varianten in einer Daten-
bank zu vereinen. Dies kann genutzt werden, um genetische Phénomene wie
zum Beispiel die Populationsgenetik oder evolutiondre Zusammenhénge zu un-
tersuchen. Zudem ist es moglich Assoziationen der genetischen Varianten mit
phénotypischen Merkmalen schnell zu erkennen.

Die Veroffentlichung neuer Daten findet in unbestimmten Zeitabstdnden in
sogenannten , builds® statt.

III.IIT ClinVar

ClinVar wurde vom National Center for Biotechnology Information (NCBI)
am National Institute of Health (NIH) entwickelt und im April 2013 offizi-
ell publiziert. Es ist eine offentliche, frei zugéngliche Datenbank mit Infor-
mationen iiber die Beziehungen zwischen Varianten im menschlichen Genom
und phénotypischen Erscheinungsbildern. Ein Ziel der Datenbank ist es, den
Zugang und die wissenschaftliche Diskussion iiber diese Genotyp-Phanotyp-
Beziehungen zu erleichtern. ClinVar ist eng mit der dbSNP (siehe Anhang
IIT.IT) verbunden. Jeder Eintrag in ClinVar bezieht sich auf eine Variante aus
der dbSNP Datenbank. Ist die Variante in dbSNP bisher nicht bekannt, wird
sie neu angelegt. Akzeptierte Ubermittlungen von Daten kommen aus gene-
tischen Laboratorien, aus der Forschung und aus Literaturrecherchen. Dabei
werden die ibermittelten Daten von verschiedenen einsendenden Institutionen
pro Variante zusammengefasst. Bis Mitte des Jahres 2018 iibermittelten 1000
verschiedene Institutionen aus 65 Lindern insgesamt iiber 600.000 Interpreta-
tionen von 430.000 Varianten [Landrum und Kattman, 2018]. Da verschiedene
Einsender unterschiedliche Interpretationen von Varianten beziiglich ihrer Kor-
relation zu einem Phénotyp und der damit verbundenen klinischen Signifikanz
haben konnen, gibt es einen sogenannten Rezensionsstatus, welcher durch eine
unterschiedliche Anzahl an Sternen dargestellt ist. Wiedersprechen sich zwei
Einsender in ihrer Interpretation, so wird die Variante als ,, Interpretation mit
Konflikten* markiert. Ein Einsender kann seine iibermittelten Daten jederzeit
aktualisieren. Der alte Datensatz wird archiviert und der aktuelle erhélt eine
neue Versionsnummer [Landrum et al., 2014].
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ClinVar ist als Webseite im Internet! verfiighar oder kann als XML, VCF oder
tabulatorgetrennte Textdatei heruntergeladen werden.

III.IV OMIM

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) ist eine Datenbank fiir Krank-
heiten, die einen genetischen Hintergrund besitzen. Falls verfiigbar, werden
den Krankheiten urséchliche Gene und zusétzliche Literaturquellen fiir weiter-
gehende Forschungen zugeordnet [Hamosh et al., 2005].

In den 1960er Jahren wurde das Projekt Mendelian in Man von Dr. Viktor
A. McKusick an der Johns Hopkins Universitéit (California, USA) gegriindet.
Es liegt heute in der zwolften Edition als Buch vor. Die Online-Version dieses
Schriftwerkes, die OMIM-Datenbank, wurde 1987 entwickelt und im Jahre 1998
durch das NCBI? im World Wide Web fiir die Offentlichkeit zur Verfiigung ge-
stellt.

Die Datenbank beinhaltet alle bekannten genetischen Erkrankungen in insge-
samt 25.357 Eintrigen mit iiber 10.000 assoziierten Genen (Stand 12. Mérz
2020) [Hancock et al., 2004]. Sie wird téglich aktualisiert und dient Biologen,
Arzten und Forschern vor allem als Nachschlagewerk fiir Informationen iiber
hereditire Krankheiten.

III.V  Orphanet

Orphanet wurde 1997 in Frankreich gegriindet, um das Wissen iiber seltene
Krankheiten zu sammeln und so die Diagnose, Versorgung und Behandlung von
Patienten mit seltenen Krankheiten zu verbessern. Ab dem Jahr 2000 wandelte
sich diese Initiative zu einem europaweiten Anliegen, welches ab dann durch
Zuschiisse der Européischen Kommission unterstiitzt wurde. Orphanet entwi-
ckelte sich so zu einem Netzwerk von 41 Liandern. Neben vielen européischen
Léndern zdhlt Orphanet mittlerweile auch Lander rund um den Globus zu sei-
nen Mitgliedern [Orphanet, 2020].

Orphanet hat sich als das européische Informationssystem fiir seltene Krank-
heiten entwickelt. Durch seine Webseite bietet die Orphanet-Initiative allen
Zielgruppen (1/3 Patienten, 2/3 Arzte, Wissenschaftler und Studierende) glei-
chermaflen den Zugang zu hochwertigen Informationen iiber Krankheiten, Fach-
kliniken, klinische Speziallabore, Forschungsprojekte und Patientenorganisa-
tionen. So beinhaltet die Orphanet Homepage Informationen iiber mehr als
6100 seltene Erkrankungen und 5400 Gene [Orphanet, 2020] (Stand Oktober
2020). Die reichhaltige Datenbank ist unter www.orpha.net im Netz erreichbar.

'https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
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I1I.VI GnomAD

Die Genom Aggregationsdatenbank (engl. Genome Aggregation Database, gno-
mAD) ist durch eine Koalition von Forschern entstanden, die versuchen Exom-
und Genomsequenzierungsdaten aus einer Vielzahl von grofien Sequenzierungs-
projekten zu aggregieren und zu harmonisieren, um die zusammengefassten Da-
ten einer breiten wissenschaftlichen Gemeinschaft zur Verfiigung zu stellen. Ei-
ne frithere Veroffentlichung beinhaltete ausschliellich Exomdaten, welche vom
Exom Aggregations Konsortium (engl. Exome Aggregation Consortium, Ex-
AC) zusammengetragen und im ExAC-Browser zur Verfiigung gestellt wurde.

Zur Erstellung der gnomAD-Datenbank (Version 2.1) trug das Konsortium
WES-Daten von 199.558 und WGS-Daten von weiteren 20.314 Individuen zu-
sammen. Diese Daten stammen fast ausschliefilich aus Fall-Kontroll-Studien
von im Erwachsenenalter auftretenden Erkrankungen, wie zum Beispiel kar-
diovaskuldren Erkrankungen, Diabetes Typ 2 oder psychiatrischen Stérungen.
Jeder der Datensétze wurde durch eine standardisierte BWA-Picard-GATK-
Pipeline einheitlich prozessiert. Datensétze mit niedriger Sequenzierungsqua-
litdt sind von der Analyse ausgeschlossen. Exkludiert wurden zudem Personen
und deren Verwandte ersten Grades, von denen bekannt war, dass sie an einer
schweren Erkrankung im Kindesalter litten. So beinhaltet die Verdffentlichung
von Version 2.1 genetische Varianten von 125.748 Exomen und 15.708 Genomen
aus hoch qualitativen Datensétzen nicht verwandter Individuen aus sechs glo-
balen sowie 8 subkontinentalen ethnischen Gruppen. Die 17,2 Millionen (Exom)
bzw. 261,9 Millionen (Genom) gefundenen Varianten wurden anschlieflend auf
ihre Qualitét gefiltert, was in einem Datensatz mit 14,9 Millionen fiir das Exom
bzw. 229,9 Millionen Varianten Genom resultierte [Karczewski et al., 2020].
Das Mapping erfolgte gegen das Referenzgenom GRCh37 bzw. HG19.

Uber die Haufigkeit beziehungsweise das Fehlen von Varianten in dieser Kohor-
te von ,,gesunden“ Individuen kann auf die funktionelle Neutralitdt oder Pa-
thogenitét einer Variante geschlossen werden. Allerdings ist zu beachten, dass
dies primaér fiir dominante Varianten gilt. Heterozygote Anlagetréger fiir rezes-
sive Erkrankungen sind meist symptomfrei, wodurch diese Varianten ebenfalls
in der Datenbank zu finden sein kénnen.

Die Daten der Version 2.1 stehen im Downloadbereich der gnomAD Home-
page® zur Verfiigung. Zudem wird dort mit der Version 3 ein weiterer Daten-
satz bereitgestellt, welcher 71.702 Genome von nicht verwandten Personen, die
im Rahmen verschiedener krankheitsspezifischer und populationsgenetischer
Studien sequenziert wurden umfasst. Dieser Datensatz ist an der GRCh38-
Referenz ausgerichtet.

3https://gnomad.broadinstitute.org/downloads
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II1.VII ENSEMBL

Das Ensembl-Projekt wurde 1999 am Européischen Institut fiir Bioinformatik
(engl. European Bioinformatics Institute, EBI) einige Jahre vor der Fertig-
stellung des Entwurfs des menschlichen Genoms gegriindet. Schon zu diesem
frithen Zeitpunkt war ersichtlich, dass eine manuelle Annotation des gesamten
menschlichen Genoms mit seinen 3 Milliarden Basenpaaren nicht zeitnah be-
reitgestellt und in angemessenen Zeitraumen aktualisiert werden kann. Das Ziel
von Ensembl war es daher das Genom automatisiert zu annotieren, diese An-
notationen in andere verfiighare biologische Daten zu integrieren und all dies
iitber das Internet offentlich zugénglich zu machen. Seit dem Start der Web-
site* im Juli 2000 wurden der Ensembl-Datenbank neben dem menschlichen
Genom, Genome weiterer Spezies hinzugefiigt und die vergleichende Genomik
sowie Variations- und Genregulationsdaten in das Spektrum der verfiigharen
Daten inkludiert. Neben der Annotation und Bereitstellung von Genomdaten
werden Softwarepakete wie zum Beispiel der Variant Effect Predictor zur An-
notation und funktionellen Analyse von Variantendaten oder der BioMart zum
Export von benutzerdefinierten Datensétzen aus der Ensembl Datenbank ent-
wickelt [EMBL-EBI, 2014].

Viermal im Jahr erfolgt eine Aktualisierung der Daten, Websites, APIs und
Tools mit den neuesten Genomdaten. Dabei werden Primérdaten, wie Assem-
blies und neu entdeckte Varianten hinzugefiigt, worauthin Gene, Transkripte,
Varianten und regulatorische Regionen neu annotiert werden. Im Jahr 2019
lie3 sich so die Anzahl an Varianten innerhalb der Datenbank durch Integrati-
on der Daten des gnomAD (siehe Anhang III.VI) und der TOPMed Projekte
[Taliun et al., 2019] auf iiber 600 Millionen verdoppeln
[Cunningham et al., 2019].

III.VIII miRBase

MicroRNAs (miRNAs) sind etwa 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende, re-
gulatorische RNA-Sequenzen. Sie binden an 3’UTRs von mRNA-Sequenzen
und spielen somit eine wichtige Rolle in der posttranskriptionalen Regulierung
der Genexpression. Die miRBase Datenbank wurde 2003 von Sam Griffith-
Jones etabliert und dient als Archiv von microRNA-Sequenzen und Anno-
tationen. In der im Jahr 2003 publizierten Version 2.0 enthielt die Daten-
bank 506 miRNAs von 6 verschiedenen Spezies (C.elegans, Caenorhabditis
briggsae, D.melanogaster, des Menschen, der Maus und Arabidopsis thaliana).
Die miRBase-Datenbank bietet zudem ein zentrales System fiir die Zuweisung
neuer Namen zu mikroRNA-Genen. Nachdem ein wissenschaftlicher Artikel
mit der Beschreibung einer neuen miRNA angenommen wurde, kann ein Name
fiir die miRNA beantragt werden. Dieser ist dann in die finale Version der Pu-
blikation einzubinden. Die Namen der miRNAs werden dabei mit fortlaufenden
Nummern vergeben und beruhen auf Sequenziahnlichkeit. miRNAs mit gleicher

‘https://www.ensembl.org
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Sequenz aber unterschiedlichem Loci im Genom bekommen einen numerischen
Suffix (z.B. mir-6-1 und mir-6-2). Weichen die Sequenzen in ein oder zwei Ba-
sen voneinander ab, so erhalten sie einen lexikografischen Suffix (z.B. mir-181a
und mir-181b). Solange nicht bekannt ist, ob die mature-miRNA des 3’- oder
5’-Strangs iiberwiegend transkribiert wird, sind die jeweiligen mature-miRNAs
mit dem Suffix ,,5p“ beziehungsweise ,,3p“ zu versehen [Griffiths-Jones, 2004].

Die in dieser Arbeit verwendete Version 21 der miRBase erschien im Juni 2014
und enthélt 28.645 Haarnadel pre-miRNAs aus 223 Spezies, die 35.828 mature-
miRNAs bilden. Die miRBase ist im Internet® frei verfiigbar. Alle Sequenzen
konnen zudem als FASTA-Datei heruntergeladen werden. Die Annotationen
der miRNAs stehen im EMBL-Format zur Verfiigung.

Shttp://www.mirbase.org/
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Anhang IV

Software

In diesem Teil der Arbeit werden die zur Untersuchung der Labordaten heran-
gezogenen Softwarepakete und Programmiersprachen beschrieben.

IV.I Perl

Perl ist eine 1987 von Larry Wall entworfene, plattformunabhingige und in-
terpretierte Programmiersprache. Sie ist unter anderem mafigeblich von den
Sprachen C und Pascal beeinflusst worden und diente urspriinglich als Werk-
zeug fiir die Verarbeitung und Manipulation von Textdateien. Neben der An-
wendung im Bereich der System- und Netzwerkadministration hat sich Perl im
Laufe der Jahre weitgehend in der Bioinformatik etabliert. Perl ist fiir Linux-,
Mac- und Windows-Systeme frei verfiigbar!. Die Sprache kann mit vielen wei-
teren Paketen aus dem Comprehensive Perl Archive Network (CPAN) in ihrem
Funktionsumfang erweitert werden. Die Perl-Skripte aus dieser Arbeit wurden
mit Perl in der Version 5.26.1 geschrieben und aus dem Terminal gestartet
[Augsten, 2017].

IV.II Java

Die erste Version von Java, damals Oak (Object Application Kernel) genannt,
wurde von Friihjahr 1991 bis Sommer 1992 unter der Leitung von James Gos-
ling im Auftrag des US-amerikanischen Computerherstellers Sun Microsystems
unter dem Namen The Green Project entwickelt. Rechtliche Probleme fiihrten
dazu, dass der Name Oak durch Java ersetzt werden musste. Am 23. Mai 1995
fand die offizielle Vorstellung von Java statt
[Wikipedia Die freie Enzyklopadie, 2020]. Java kann kostenlos fiir viele ver-
schiedene Betriebssysteme (u.a. Windows, Linux und Mac) heruntergeladen
werden?.

Java ist eine objektorientierte Programmiersprache und Bestandteil der Java-
Technologie. Diese Technologie setzt sich aus dem Java-Entwicklungswerkzeug

"http://www.perl.org/get.html
2http://www. java.com/de/download/
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(engl. Java Developement Kit, JDK) zur Anfertigung eigener Programme und
der Java-Laufzeitumgebung (engl.: Java Runtime Environment; Abk.: JRE)
zur Ausfithrung von Java-Programmen zusammen. Der aus menschenverstéind-
lichem Text bestehende Java-Quellcode ist jedoch zur Ausfithrung vom Java-
Compiler in maschinenverstéandlichen Code, den sogenannten Bytecode, zu
iibersetzen. Dieser Bytecode wird nicht direkt durch Hardware, sondern durch
eine Java-Virtuelle-Maschine (eng.: Java-Virtual-Machine; Abk.: JVM) aus-
gefithrt. Grund dieser Virtualisierung ist die Konstruktion einer Plattformun-
abhéngigkeit. So kann ein Java Programm auf jeder Rechnerarchitektur aus-

gefithrt werden, auf der eine passende Laufzeitumgebung installiert ist
[Wikipedia Die freie Enzyklopéadie., 2020).

Die in dieser Arbeit in Java entwickelte Software wurde in Eclipse Oxygen
(Version 4.7.1) mit der Java-Version 1.8.0-201 erstellt.

IV.III Unix-Shell

Die Unix-Shell (im Weiteren nur noch als Shell bezeichnet) stellt die traditio-
nelle Benutzerschnittstelle in Unix Betriebssystemen (z.B.: Linux und Mac)
dar. Sie ist ein Kommandozeileninterpreter, da sie die vom Benutzer in der
Eingabezeile eingegebenen Kommandos direkt ausfithrt. Der Unterschied zwi-
schen der Shell und einer reinen Programmiersprache, wie zum Beispiel Perl
besteht darin, dass sie iiber besondere Mittel zum Dialog mit dem Anwender
verfiigt [Herold, 2003].

Es existieren verschiedene Varianten von Shells. Die Bekanntesten sind die
Bash-Shell, die Korn-Shell oder die C-Shell. Es besteht die Moglichkeit meh-
rere Shell-Befehle hintereinander in eine Textdatei zu schreiben und diese als
Skript im Terminal auszufiihren. Diese kleinen Programme sind dann sinnvoll,
wenn eine sukzessive Abarbeitung von immer gleich bleibenden Shell-Befehlen
mehrfach durchgefiithrt werden soll.

In dieser Arbeit wird die Bash-Shell in der Version 4.4.20(1) verwendet.

IV.IV MERAP

MERAP (medical resequencing analysis pipeline) ist ein von Cougar Hao Hu
et al. am Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik in Berlin entwickeltes
und 2014 veroffentlichtes Software-Paket zur Datenanalyse von NGS-Projekten
[Hu et al., 2014]. Die einzelnen Softwareprogramme sind als Perlskripte im-
plementiert, rufen teilweise externe Programme zur Datenanalyse auf und
miissen aus dem Terminal gestartet werden. Vor der Datenanalyse mit dem
MERAP-Softwarepaket ist es notwendig ein Mapping mit dem SOAP2-Aligner
[Li und Durbin, 2009] durchzufiihren. AnschlieBend werden die gemappten Be-
reiche mit dem Perlskript SNVFinder1.02.pl auf Einzel-Nukleotid-Varianten
(SNVs) untersucht. Das Skript Coveragel.01.pl berechnet die Abdeckung



Anhang IV. Software Seite 158

der angereicherten Regionen und gibt dadurch einen Hinweis auf die Effizi-
enz der Studie. In Schritt vier werden durch das Skript IndelFinder1.02.pl
mit Hilfe des Programms BLAT [Kent, 2002] Insertionen und Deletionen (In-
dels) detektiert. Liegt in verschiedenen angereicherten Genomregionen eine si-
gnifikant unterschiedliche Coverage vor, so kann dies durch das Programm
CNVFinder1.01.pl im fiinften Schritt erkannt und als mogliche Kopienzahl-
verdnderung (eng.: Copy Number Variation; Abk.: CNV) eingestuft werden.
Gefundene SNV’s; Indels und CNV’s fasst das Skript VariantPacker.pl mit
entsprechender Patientenkennung in einer Datei zusammen. Das Skript
SSFinder1.01.pl sucht im folgenden Schritt innerhalb dieser Varianten die-
jenigen heraus, die vermutlich eine kryptische Splice-Site auslosen. Abschlie-
Bend werden alle gefundenen Varianten mit dem Skript Annotation1.09.pl
durch Datenbank- und Literaturabgleiche annotiert und mit Hilfe des Skriptes
Prioritizel.04.pl priorisiert.

IV.V BCL2FASTQ

[luminas bcl2fastq Software konvertiert die von der RealTimeAnalysis Soft-
ware des [llumina Geréts produzierten Base Call (BCL) Dateien eines Sequen-
zierungslaufs in FASTQ-Dateien (siehe Anhang IL.IT). Um mehrere Proben
gleichzeitig sequenzieren zu koénnen, wurden jeder Probe wéahrend der Libra-
ry Preparation im Multiplexing-Schritt eindeutige Sequenzindizes hinzugefiigt.
Die Sequenzabfolgen dieser Indizes sind im SampleSheet (siche Anhang IL.I)
angegeben und helfen dem Programm beim Zuordnen der Sequenzfragmente
zur entsprechenden Probe (demultiplexen). Fiir jedes erfolgreich sequenzierte
Cluster der Flow Cell wird ein Eintrag in die entsprechende FAST(Q Datei ge-
schrieben. Fiir einen PE Lauf entstehen so pro Patient zwei FASTQ-Dateien
(eine fiir die Forward- und eine fiir die Reverse-Reads). Es kommt vor, dass ein
Sequenzfragment iiber das Ende des DN A-Inserts hinaus sequenziert wird. Dies
fithrt dazu, dass der Read neben der DNA-Sequenz ein Teil der Adaptersequenz
enthélt. bc12fastq erkennt die Adaptersequenzen und entfernt sie aus den re-
sultierenden Reads. Uber den Parameter —-no-lane-splitting lassen sich die
Ergebnisse der einzelnen Lanes pro Patient zusammenfassen [[llumina, 2019a].

Die bendtigten Angaben iiber die zu trimmenden Adaptersequenzen sowie die
einzelnen Proben-IDs und deren zugehorige Indizes sind in der SampleSheet-
Datei (siche Anhang I1.I) abgespeichert. Liegt die Datei SampleSheet.csv im
Stammverzeichnis des Rohdaten-Ordners (-R), so liest die Software diese au-
tomatisch ein. Trégt die SampleSheet-Datei jedoch einen anderen Namen oder
ist sie in einem abweichenden Verzeichnis abgespeichert, so ist es moglich den
Pfad iiber --sample-sheet zu definieren.

Einige wichtige und in dieser Arbeit verwendete Parameter fiir die bc12fastqg-
Software (Version v2.17.1.14) sind in Tabelle IV.1 gelistet.
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Tabelle IV.1: bcl2fastq Parameter

Parameter Erlauterung

-R Pfad zum Rohdaten-Ordner des Laufs

-0 Pfad zum Ordner fiir die FASTQ-Dateiausgabe
--no-lane-splitting Lanes zusammenfassen

--sample-sheet Pfad zum SampleSheet

IV.VI Burrows-Wheeler Alignment

Das Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA) ist ein Softwarepaket zur Kartie-
rung von Sequenzen mit geringer Divergenz gegen eine grofie Referenzsequenz
wie das menschliche Genom. Das Paket beinhaltet drei Algorithmen: BWA-
Backtrack, BWA-SW und BWA-MEM. Der erste Algorithmus ist fiir [llumina
Reads bis zu 100 bp optimiert, wiahrend die beiden anderen fiir ldngere Sequen-
zen zwischen 70 bp und 1 Mbp ausgelegt sind. BWA-MEM und BWA-SW ha-
ben dhnliche Funktionen wie Long-Read-Unterstiitzung und Split-Alignment.
BWA-MEM, als neuester Programmteil, wird jedoch im Allgemeinen fiir quali-
tativ hochwertige Mappings empfohlen, da es schneller und genauer ist. Daher
findet in dieser Arbeit ausschlieSlich der BWA-MEM Algorithmus Verwendung.

BWA basiert dabei auf der Burrows-Wheeler Transformation in Verbindung
mit Suffix-Arrays und kann so auch liickenhafte (engl. gapped) Alignments
durchfiihren.

Suffix-Arrays

Ein Suffix-Array beschreibt ein Feld (Array), in dem alle méglichen Endsilben
(Suffixe) einer Zeichenkette (String) in lexikographischer Reihenfolge abgelegt
sind.

Das Suffix-Array einer Zeichenfolge T = tqtot3...t, ist als Permutation
S1,9,...,8, definiert, sodass jedes Suffix von T, das an Position S; star-
tet lexikographisch kleiner ist als, ein Suffix, welches an Position S; beginnt
(gilt fir alle ¢ < j). Nach der Sortierung stellen die urspriinglichen Indizes
das Suffix-Array dar. So entsteht zum Beispiel das Suffix-Array {2,4,1,6,3,5}
nach der lexikographischen Sortierung aller Suffixe des Strings BANANE (siehe
Abbildung IV.1) [Ostrow, 2016].

Um einen Suchstring (Pattern) P im Text 7" zu finden, erfolgt die Durch-
suchung der Suffix-Matrix nach Endsilben, die mit P starten mit Hilfe der
Binéren-Suche. Dazu wird das Interval [s, e] als [1,n] definiert und anschlie-
Bend der Mittelpunkt k& = |(s+e)/2] bestimmt. Startet der Suffix Sy mit P so
wurde der Suchtext P gefunden. Ist der Si-te Suffix lexikographisch kleiner als
P, so ist es notwendig die Suche im Interval [s, €] mit s = k+1, andernfalls mit
e = k—1 fortzusetzen. Der zum Suffix S, gehorige k-te Eintrag im Suffix-Array
gibt die Startposition des Pattern P im Text T an.
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1 BANANE 121 ANANE
2 ANANE | 41 ANE

3 NANE _ orere > |1 | BANANE
4 ANE lexikographisch :6:E

5 NE '3 | NANE

6 E 151 NE

Suffix-Array: {2,4,1,6,3,5}

Abbildung IV.1: Suffix-Array des Strings BANANE.
Nach lexikographischer Sortierung aller Suffixe des Wortes BANANE stellen
die urspriinglichen Indizes das Suffix-Array {2,4,1,6,3,5} dar.

Burrows-W heeler-Transformation

Die Burrows-Wheeler-Transformation (BWT) ist eine invertierbare Permu-
tation einer Zeichenkette, die urspriinglich in der Datenkomprimierung An-
wendung fand. Dadurch, dass die BWT weniger Arbeitsspeicher benotigt als
Suffix-Arrays, wurde sie in einige Mapping-Algorithmen wie BWA, Bowtie
und SOAP2 integriert. Die BWT-Matrix eines Textes T = tytots.. .1, mit
T = Tt,,1, wobei t,,1 = $ und $ lexikographisch kleiner ist, als jeder andere
Buchstabe aus T, definiert sich als eine sortierte Liste aller Rotationen von 7".
Jede Zeile der Matrix beschreibt eine dieser Rotationen. Die letzte Spalte der
Matrix bildet von oben nach unten gelesen die BWT des Strings T'. Die BWT
B = by...b,.1 des oben genannten Beispiels BANANE lautet somit EBN$NAA
(sieche Abbildung IV.2).

1 BANANE$ 171 $BANANE
2 ANANES$B 121 ANANE $B
3 NANE$BA . . | 4| ANE$BAN
4 ANE$BAN el ! 1! BANANE$
5 NE$BANA “H=h 161 EgBANAN
6 E$BANAN 13| NANE$BA
7 $BANANE 151 NE$BANA

/ f

Suffix-Array: {7,2,4,1,6,3,5} BWT: EBN$NAA

Abbildung IV.2: Burrows-Wheeler-Transformation des Strings BANANE.
Nach Anfiigen eines Textbegrenzungszeichens ($) und anschlieBender le-
xikographischer Sortierung aller Rotationen des Strings BANANES, stellt
die letzte Spalte der entstandenen Matrix den BW'T dar.

Um mit Hilfe der BWT und des Suffix-Arrays einen Pattern P im Text T
zu finden, miissen folgende Funktionen definiert werden. F'(x,7) beschreibt die
absolute Haufigkeit des Buchstaben x in der BWT von T" von Index 1 bis 7. Die
Funktion C(z) gibt die Anzahl von Symbolen in B wieder, die lexikographisch
kleiner als x sind. Der kleinste Index k, bei dem die k-te Zeile der BWT-Matrix
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mit der Vorsilbe (Préfix) W beginnt, wird als L(WW) bezeichnet. Auf dhnliche
Weise ist U(W) als der grofite Zeilenindex definiert, in der der Prifix W in der
BWT-Matrix vorkommt.

Gelingt es L(P) und U(P) des Pattern P = pips...pm, zu finden, so lésst
sich die Position dieses Pattern im Text T bestimmen. Ein leerer String € ist
per Definition ein Prifix jedes beliebigen Strings. So kann W als leerer String
initialisiert werden, wodurch L(e) = 1 und U(e) = n+1 gilt. Anschliefend wird
das Pattern riickwérts durchlaufen (7 von m zu 1) und L(p;W) sowie U(p;W)
(Gleichung IV.1 und IV.2) fiir jedes ¢ aus der Funktion L(W) und U(W) mit
Hilfe von F(z,i) berechnet. Als additiver Faktor wird C'(z) hinzugefiigt. Im
néchsten Schritt ist W durch p;IWV zu ersetzen [Ostrow, 2016].

L(piW) = C(pi) + F(pi, LW) —1) + 1 (IV.1)
UpW) = C(p;)+ Fp;, UW)) (IV.2)
Wird der oben beschriebene Algorithmus fiir das Beispielpattern P = ANFE

und den Beispieltext T" = BANANE angewendet, so endet dieser, wie im
Folgenden gezeigt, mit L(ANEe) = 3 und U(AN Ee) = 3:

Le)=1 U =7
L(Ee)=5 U(Ee)=5
L(NEe)=T7 U(NEe) =7
L(ANEe)=3 U(ANEe) =3

Dies bedeutet, dass nur die dritte Reihe der BWT-Matrix von 7" mit dem Pat-
tern ANE beginnt. Uber den dritten Eintrag im Suffix-Array S = {7,2,4,1,6,
3,5} der BWT lésst sich die exakte Startposition von P mit S3 = 4 im origi-
nalen Text 7' bestimmen.

Vor dem ersten Mapping von Sequenzdaten ist es notwendig mit dem bwa
index-Befehl einen sogenannten FM-Index des Referenzgenoms zu erstellen.
Dieser FM-Index wurde von Paolo Ferragina und Giovanni Manzini entworfen.
Er basiert auf der Burrows-Wheeler Transformation und hat Ahnlichkeiten
zu dem bereits erwéhnten Suffix Array [Ferragina und Manzini, 2000]. Da die
Weiterverarbeitung des Aligments durch die GATK die Zuordnung jedes Reads
in eine Gruppe (engl. Read Group) fordert, ist die Definition einer solchen
durch den Parameter -R zwingend erforderlich. Dabei miissen die Felder fiir
den Identifier (ID), die Probenbezeichnung (SM), den Identifer fiir die Library
Preparation (LB), den Hersteller des Sequenziergerdts (PL) und die Sequen-
zierplattform (PU) definiert sein. Das Read Group Tag wird durch ein @RG
eingeleitet und fiihrt die einzelnen Felder getrennt durch einen Tabulator auf
(siehe Abbildung IV.3). Die Durchfithrung des Mappings erfolgt mit dem bwa
mem-Befehl und den in Tabelle IV.2 aufgelisteten Parametern. Da das Tool das
Alignment im SAM-Format direkt ins Terminal ausgibt, ldsst sich die Stan-
dardausgabe durch Anhingen von > <<NAME>>.sam an den Terminal-Befehl in
eine Datei umleiten.
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@RG ID:1  SM:1234-20  LB:Agilent. WESv7 PL:illumina PU:NextSeq

Abbildung IV.3: BWA Read Group

Tabelle IV.2: bwa mem Parameter

Parameter Erlduterung

<<INDEX>> Pfad zum erstellten Index des Referenzgenoms
-t Anzahl der zu verwendenden CPU Kerne

-R Angabe der Read Group

<<FASTQ1>> Pfad zur FASTQ-Datei mit FWD Sequenzen
<<FASTQ2>> Pfad zur FASTQ-Datei mit REV Sequenzen

IV.VII FastQC

Die fastqc-Software liest FASTQ-Dateien ein und berechnet Metriken zur
Qualitédtskontrolle des Sequenzierlaufs und der Library Preparation. Diese koén-
nen einen schnellen Uberblick geben, ob die Rohdaten fiir eine weitere Analyse
nutzbar sind. Uber eine graphische Benutzeroberfliche ist es moglich einen
FASTQ-Datensatz zu laden und die Ergebnisse nach der Analyse direkt in die-
ser auszuwerten. Zur Integration in eine Analysepipeline kann das Programm
mit den entsprechenden Parametern (siehe Tabelle IV.3) auf dem Terminal
gestartet werden. Die Software schreibt die Ergebnisse dann in Form einer
HTML-Datei mit entsprechenden Abbildungen in das spezifizierte Ausgabe-
verzeichnis [Andrews et al., 2010].

FastQC erstellt eine kleine Statistik {iber die Gesamtanzahl an Reads, die An-
zahl der gefilterten Reads, die Sequenzldnge der Reads und den prozentualen
GC-Gehalt des Eingabedatensatzes. Des Weiteren wird eine Abbildung mit
Box-Plots des Qualitatswerts fiir jede Position der Reads sowie ein Report
iiber den Qualitdtswert pro Sequenz angezeigt. Der ,,Per Base Sequence Con-
tent“-Plot stellt die prozentuale H&aufigkeit der vier verschiedenen Basen an
jeder Readposition dar. Zur Analyse des GC-Gehalts stehen zwei Metriken
zur Verfiigung. Im ,,Per Base GC Content“-Plot ist der GC-Gehalt iiber alle
Basen abgebildet. Die Abbildung ,,Per Sequence GC Content“ zeigt hinge-
gen ein Histogramm des GC-Gehalts iiber alle Sequenzen. Uber die Verteilung
der Read-Léngen ldsst sich herausfinden, ob es eine Submenge an Reads gibt,
die eine Abweichung von der erwarteten Sequenzierlange aufweisen. Durch die
graphische Darstellung der duplizierten Reads besteht die Md&glichkeit einen
schnellen Uberblick iiber eine eventuell vorliegende PCR-Uberamplifikation zu
erhalten. Mithilfe der Angabe von iiberrepriasentativen Sequenzen kann zum
Beispiel auf eine potentiell vorliegende Kontamination der Library geschlossen
werden [Andrews, 2010].
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Tabelle IV.3: fastqc Parameter

Parameter Erliduterung

-t Anzahl der zu verwendenden CPU Kerne
-outdir Pfad zum Ausgabeverzeichnis

<<FASTQ1>> Pfad zur FASTQ-Datei mit FWD Sequenzen
<<FASTQ2>> Pfad zur FASTQ-Datei mit REV Sequenzen

IV.VIII GATK

Das Genome Analysis Toolkit (GATK) wurde am Broad Institute of MIT
and Harvard entwickelt und im Jahr 2010 von McKenna et al. publiziert
[McKenna et al., 2010]. In den folgenden Jahren hat es sich als Industrie-
standard zur Identifizierung von SNVs sowie kleinen Insertionen und Dele-
tionen (Indels) in NGS-Daten aus Keimbahn-DNA-Proben etabliert. Derzeit
wird der Anwendungsbereich um die Detektion von somatischen Varianten
sowie die Behandlung von Kopienzahlverdnderungen und strukturellen Va-
riationen (engl. Structual Variations, SVs) erweitert. Zusétzlich zu den Al-
gorithmen zur Variantendetektion enthélt das GATK viele Programme zur
Ausfithrung verwandter Aufgaben, wie die Verarbeitung und Qualitétskontrolle
von Hochdurchsatz-Sequenzierungsdaten. Ab Version 4 (GATK4) ist ebenfalls
das Picard-Toolkit zur Bearbeitung und Qualitdtskontrolle von NGS-Daten
enthalten. Alle Picard-Tools sind direkt iiber die GATK-Befehlszeile aufrufbar
und verfiigen iiber eine harmonisierte Befehlssyntax und ein zusammengelegtes
Benutzerhandbuch.

Die im GATK enthaltenen Werkzeuge (engl. Tools) wurden hauptséchlich ent-
wickelt, um mit Illumina Geréten produzierte NGS-Daten aus Exom und Ge-
nom Sequenzierungen zu verarbeiten. Sie lassen sich jedoch anpassen um ei-
ne Vielzahl anderer Technologien und experimenteller Designs zu behandeln.
Durch Erweiterungen kann das urspriinglich fiir die Humangenetik entwickelte
Softwarepaket auch auf Genomdaten jedes beliebigen Organismus und diverse
Ploidiegrade angewandt werden. Das Genom Analysis Toolkit ist unter Li-
nux und anderen POSIX-kompatiblen Plattformen, einschlieflich MacOS X,
ausfithrbar. Die wichtigste Systemanforderung ist Java 1.8, allerdings haben
einige Tools zusétzliche R- oder Python-Abhéngigkeiten. Mit der Version 4
des GATK werden neben herkommlichen Computerumgebungen, wie lokalen
Clustern auch Cloud-Umgebungen und Spark-Architekturen unterstiitzt.

Das Herzstiick des GATK ist ein Framework, welches die Datenzugriffe, Daten-
konvertierungen und Datentraversierungen, sowie leistungsstarke Berechnun-
gen iibernimmt. Dies umfasst die Parallelisierung mit Apache Spark und die
optimierte Nutzung der Cloud-Infrastruktur. Die Kernfunktionen werden von
einer Vielzahl spezialisierter Tools genutzt, die einzeln oder verkettet in Work-
flows Anwendung finden koénnen. Eine vollstéandige Liste aller zur Verfiigung
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stehenden Tools und deren Funktionen ist in der Tool-Dokumentation® auf der
GATK Homepage zu finden.

Die Entwickler des Toolkits erarbeiteten eine Empfehlung fiir einen optima-
len Workflow zur Anwendung der verschiedenen Software-Tools, welcher die
Verarbeitung von den Rohdaten bis hin zu fertigen Ergebnissen in Form von
Variantenlisten beschreibt. Dieser sogenannte ,,Best Practice Workflow* wurde
in der Produktion am Broad Institute erprobt und optimiert, um die genaues-
ten Ergebnisse mit der hochsten Recheneffizienz zu erzielen. Abbildung IV .4
zeigt den Workflow, welcher fiir alle Hauptvariantenkategorien von Genom-,
Exom- und Genpanel-Analysen genutzt werden kann.

,,,,,, Raw SNPs + Indels [
Raw Unmapped Reads paan Analysis-Ready Reads .
uBAM or FASTQ = E ] E I

H : [ Filter Variants J
[ Map to Reference J H Call Variants Per-Sample : i

E HaplotypeCaller in GVCF mode E [ Refine Genotypes ]

H i |

Raw Mapped Reads H
GVCE m @ : [ Annotate Variants ]
: {

[ Mark Duplicates J : b= § Analysis-Ready [N
1 : H
l-[ Consolidate GVCFs ]-J :

Recalibrate Base
Quality Scores 1 1

Joint-Call Cohort [ Evauate catser |
Analysis-Ready Reads : B : @ A. ®
"""" [ Troubleshoot ] [ Use in project ]

Abbildung IV.4: GATK Best Practice Workflow zur Detektion von SNVs
und Indels in Keimbahn-Proben.
Dargestellt ist die Empfehlung der Entwickler des GATK fiir eine optima-
le Anwendung der verschiedenen Software-Tools, welche die Verarbeitung
von den Rohdaten bis hin zu fertigen Ergebnissen in Form von Varian-
tenlisten beschreibt. Dieser Workflow wurde in der Produktion am Broad
Institute erprobt und optimiert. [Broad Institute, 2020d]

{*

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit genutzten Software-Tools mit den an-
gewandten Parametern vorgestellt. Eine komplette Liste aller Parameter kann
in der jeweiligen Online-Dokumentation oder iiber den Aufruf des Tools mit
dem Parameter -h eingesehen werden.

IV.VIII.I Mark Duplicates

Als doppelter Read werden Sequenzen bezeichnet, die aus einem gleichen DNA-
Fragment entstanden sind. Duplikate konnen durch Einsatz einer PCR zur Ver-
vielfaltigung der Fragmentbibliothek wahrend der Library Preparation (PCR
Duplikate) oder auch aus einem einzelnen Amplifikationscluster resultieren,
welches der optische Sensor des Sequenzierers filschlicherweise als mehrere

3https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/
360037224712--Tool-Documentation-Index
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Cluster erkennt. Diese Duplikationsartefakte werden als optische Duplikate be-
zeichnet. MarkDuplicates sucht und markiert diese doppelten Reads in einer

BAM- oder SAM-Datei.

Das MarkDuplicates-Tool vergleicht Sequenzen an den 5° Positionen von Reads
in einer SAM/BAM-Datei. Wurden bei der Bibliotheksherstellung eindeuti-
ge molekulare Barcodes verwendet, sind diese optional mit der BARCODE _TAG-
Option anzugeben, um Duplikate zu finden und zu markieren. Anschliefend
hilft die Summe der Basenqualitdtswerte eines Reads zur Unterscheidung des
priméren vom duplizierten Read. Das Tool gibt eine neue SAM- oder BAM-
Datei aus, in der jeder als Duplikat identifizierte Read mit dem Hexadezimal-
wert 0x0400 (Dezimalwert 1024) im Flag-Feld markiert ist. Dieser Flag enthélt
allerdings keine Information iiber den Typ des Dukplikats. Zu diesem Zweck
wird ein neues Tag mit dem Namen , Duplicate Type* (DT) als optionale Aus-
gabe hinzugefiigt. Durch Aufrufen der Option TAGGING_POLICY ist es moglich
entweder alle Duplikate (All), nur die optischen Duplikate (OpticalOnly) oder
keine Duplikate (DontTag) zu markieren. PCR-generierte Duplikate erhalten
den Wert LB und sequenzierplattformabhéngige Duplikate werden mit einem SQ
im DT-Feld notiert. MarkDuplicates erstellt auch eine Datei mit einer Metrik,
in der die Anzahl der Duplikate fiir Single- und Paired-End Reads angegeben
ist.

Falls gewiinscht lassen sich Duplikate mit den Optionen REMOVE DUPLICATE
und REMOVE_SEQUENCING DUPLICATES entfernen. Das MarkDuplikatesSpark-
Tool ist eine Spark-Implementierung von MarkDuplikates, mit welcher der Al-
gorithmus auf mehreren Kernen eines lokalen Rechners oder auf einem Spark-
Rechencluster ausgefiihrt werden kann. Die Ausgabe von MarkDuplikatesSpark
und Mark- Duplikates unterscheidet sich nicht. Die parallele Ausfithrung mit
zwei Kernen ist allerdings um 15% schneller. Dies lisst sich bis zu 16 Kernen
linear skalieren.

Nachfolgend sind die fiir MarkDuplicatesSpark verwendeten Parameter gelis-
tet und kurz erldutert (siche Tabelle IV.4).

Tabelle IV.4: MarkDuplicates Parameter

Parameter Erlauterung

-1 Eingabedatei im BAM/SAM Format

-0 Ausgabedatei im BAM/SAM Format
--spark-master local[X] X = Anzahl der zu verwendenden CPU Kerne
-—tmp-dir Pfad zu einem temporéaren Ordner

-0BI erstellt einen Index fiir die Ausgabedatei
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IV.VIIL.II Base Qualitiy Score Recalibration

Leider unterliegen die von den Sequenziermaschinen erzeugten Basenqualitéts-
werte verschiedenen Quellen systematischer technischer Fehler, was zu iiber-
oder unterschitzten Qualitdtswerten in den Daten fiihrt. Einige dieser Fehler
sind auf die Funktionsweise der Sequenzierungsreaktion zuriickzufiithren, ande-
re wiederum auf Herstellungsfehler in den zugehorigen Verbrauchsmaterialien.
Bei der Rekalibrierung der Basenqualitdtswerte (engl. Base Quality Score Re-
calibration, BQSR) handelt es sich um einen Datenvorverarbeitungsschritt, der
diese Fehler bei der Abschétzung der jeweiligen Basenqualitdt findet und an-
passt. Die korrekte Angabe dieser Qualitdtswerte ist wichtig, da Algorithmen
von nachfolgenden Analyseschritten wie dem Auffinden von Varianten (engl.
Variant Calling) stark von diesen Qualitéatsfaktoren abhéngen.

Bei der BSQR wird der Prozess des maschinellen Lernens angewendet, um diese
Fehler empirisch zu modellieren und die Qualitdtswerte entsprechend anzupas-
sen. Zum Beispiel kann fiir einen bestimmten Lauf festgestellt werden, dass
wenn zwei A-Nukleotide hintereinander folgen, die niachste Base eine um 1%
hohere Fehlerrate aufweist. Daher sollte bei jeder Base, die nach AA in einem
Read folgt, der Qualitiatswert um 1% reduziert sein. Die Berechnung einer
solchen Anpassung geschieht iiber mehrere verschiedene Kovarianten, wobei
hauptséchlich der Sequenzkontext und die Position im jeweiligen Read auf ad-
ditive Weise einfliet. Dies ermdglicht es insgesamt exaktere Basisqualitdten
zu erhalten, was wiederum die Genauigkeit des Variant Callings verbessert
[Broad Institute, 2020a).

Im ersten Schritt erzeugt das Tool BaseRecalibrator Tabellen, die auf einem
aus den Alignment Daten (-I) und den angegebenen bekannten Polymorphen
Stellen (-known-sites) unter Beriicksichtigung der angegebenen Kovarianten
erstellten Modell basieren. Als Datenbanken fiir bekannte polymorphe Stel-
len im Genom koénnen zum Beispiel Daten aus der dbSNP Datenbank oder
dem gnomAD Projekt verwendet werden. Im Folgenden sind einige wichtige
Parameter des BaseRecalibrator-Tools in Tabelle IV.5 vorgestellt:

Tabelle IV.5: BaseRecalibrator Parameter

Parameter Erlduterung

-I Eingabedatei im BAM /SAM-Format

-0 Ausgabe Datei mit Rekalibrierungstabelle

-R Pfad zum Referenzgenom im FASTA-Format

-known-sites Datenbank bekannter polymorpher Stellen.
(Mehrfache Auffiihrung moglich)

-L Datei mit Regionen, die analysiert werden sollen

--interval-padding Anzahl der Basen, um die ein Interval an jeder
Seite erweitert werden soll

Das ApplyBQSR-Tool adjustiert im zweiten Schritt die Basenqualitdtswerte
durch die im vorherigen Schritt entstandene Rekalibrierungsdatei und produ-
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ziert eine neue Ausgabedatei (-0) im SAM- oder BAM-Format. Die essentiellen
Optionen zum Aufruf des ApplyBQSR-Tools sind in Tabelle IV.6 nachstehend
beschrieben.

Tabelle IV.6: ApplyBQSR Parameter

Parameter Erlduterung

-I Eingabedatei im BAM/SAM Format

-0 Ausgabedatei im BAM/SAM Format

-R Pfad zum Referenzgenom im FASTA Format

-bgsr Pfad zur Rekalibrierungstabelle aus dem BaseRecalibrator
Schritt

-0BI erstellt einen Index fiir die Ausgabedatei

-—tmp-dir  Pfad zu einem temporéren Ordner

IV.VIIL.III HaplotypeCaller

Der HaplotypeCaller ist im Stande SNPs und Indels gleichzeitig iiber die
lokale de-novo-Assemblierung von Haplotypen in sogenannten aktiven Region
zu detektieren. Aktive Regionen sind Bereiche im Alignment, die eine Abwei-
chung zum Referenzgenom zeigen. Dabei verwirft die Software das vorhan-
dene Mapping dieses Bereichs und reassembliert die betroffenen Reads. Dies
erméglicht dem Algorithmus schwer zu sequenzierende Areale des Genoms ge-
nauer auf Varianten zu untersuchen. Auflerdem kann der HaplotypeCaller
mit diesem Ansatz kleine Insertionen und Deletionen besser detektieren als
positionsbasierte Algorithmen, wie zum Beispiel der UnifiedGenotyper aus
fritheren GATK Versionen [Poplin et al., 2017].

Die von HaplotypeCaller ausgefithrten Operationen lassen sich in die vier
Hauptschritte Identifizierung von aktiven Regionen, Assemblierung plausibler
Haplotypen, Bestimmung der Wahrscheinlichkeiten fiir eine Variante pro Read
und die finale Genotypisierung unterteilten (siehe Abbildung IV.5). Die einzel-
nen Schritte werden im Folgenden kurz erldutert [Broad Institute, 2020b].

Identifizierung von aktiven Regionen In diesem Teil des Programms
durchlauft ein Algorithmus das Alignment, um Regionen des Genoms zu iden-
tifizieren, in denen die zu analysierende Probe wesentliche Anzeichen fiir eine
Abweichung zum Referenzgenom und damit eine Variation zeigen. Diese Be-
reiche werden aktive Regionen genannt (siehe Abbildung IV.5 oben links). Nur
die aktiven Regionen werden an den néchsten Schritt weitergegeben.

Assemblierung plausibler Haplotypen Ziel dieses Schrittes ist die Se-
quenz der physischen DNA-Segmente des Probenorganismus zu rekonstruieren.
Dazu durchléuft das Programm jede aktive Region und verwendet die in die-
sem Bereich urspriinglich gemappten Reads, um vollstdandige Sequenzen {iber
die Gesamtlidnge der aktiven Region herzustellen. Diese werden als Haplotypen
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Abbildung IV.5: GATK Haplotype Caller

Basierend auf Informationen iiber das Vorliegen einer Variante bestimmt
das Programm die zu bearbeitenden Regionen (oben links). Fiir je-
de dieser Regionen erstellt es einen De Bruijn-dhnlichen Graphen und
identifiziert die in den Daten vorhandenen mdglichen Haplotypen. Die
Identifizierung von potentiellen Varianten erfolgt mit Hilfe des Smith-
Waterman-Alignments (oben rechts). Im néchsten Schritt wird ein paar-
weises Alignment jedes Reads der betroffenen Region gegen jeden be-
stimmten Haplotypen durchgefiihrt. Die resultierende Tabelle findet Ver-
wendung, um die Wahrscheinlichkeit eines Allels pro Read zu bestim-
men (unten links). AbschlieBend wird mit Hilfe der Bayes’schen Re-
geln der Probe der wahrscheinlichste Genotyp zugeordnet (unten rechts).
[Broad Institute, 2020b]

bezeichnet. Durch die Vielfalt bei polyploiden Daten, verschiedene Kombina-
tionsmoglichkeiten von nicht koppelbaren Allelen und Sequenzier- sowie Map-
pingfehler entstehen verschiedene Haplotypen fiir jede aktive Region. In einem
De Bruijn-&hnlichen Graphen fiir jede aktive Region wird unter Verwendung
der Referenzsequenz als Vorlage versucht, jeden Read nach und nach einem
Segment des Graphen zuzuordnen. Wenn ein Teil eines Reads nicht mit dem
Graphen {iibereinstimmt, erfolgt das Hinzufiigen eines neuen Knotens, um die
Nichtiibereinstimmung (engl. missmatch) zu beriicksichtigen. Dies resultiert in
einem komplexen Graphen mit vielen moglichen Pfaden. Da der Algorithmus
notiert wie viele Reads einen Pfad im Graphen unterstiitzen, konnen so die
wahrscheinlichsten (best unterstiitzten) Pfade ausgewéhlt werden. Aus diesen
lassen sich dann die Haplotypsequenzen ableiten.

Das Programm aligniert anschlieBend jede Haplotypsequenz unter Verwendung
des Smith-Waterman-Algorithmus [Smith und Waterman, 1981] gegen das Re-
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ferenzgenom, um potenzielle Varianten zu registrieren (siche Abbildung IV.5
oben rechts).

Bestimmung der Wahrscheinlichkeiten fiir eine Variante pro Read
Im nun folgenden Schritt muss bewertet werden, wie viele Daten die Haplo-
typen aus dem vorherigen Schritt unterstiitzen (siehe Abbildung IV.5 unten
links). Dazu betrachtet das Programm jeden einzelnen Read der aktiven Region
und aligniert diesen unter Verwendung eines paarweise verdeckten Markowmo-
dells (engl. Pair Hidden Markow Model, PairHMM) [Durbin et al., 1998] nach-
einander an jeden Haplotypen (einschliefllich des Referenzhaplotypen). Dieses
gibt eine Bewertung fiir jede Read-Haplotyp-Paarung aus, welche die Wahr-
scheinlichkeit beschreibt diesen Haplotyp bei einem Read zu beobachten. Die
Werte werden dann verwendet, um die Evidenz des Vorliegens eines Allels an
der im vorhergehenden Schritt identifizierten Kandidatenstelle zu berechnen.
Dieser Prozess heifit , Marginalisierung der Allele”“ und erzeugt die Werte, die
schlieflich im néchsten Schritt verwendet werden, um der Probe einen Genotyp
zuzuweisen.

Genotypisierung Der vorherige Schritt erzeugte eine Tabelle, welche die Al-
lelwahrscheinlichkeiten pro Read fiir jeden Varianten-Kandidaten angibt. Im
Folgenden miis-sen diese Wahrscheinlichkeiten im Ganzen bewertet werden,
um zu bestimmen, welcher Genotyp an der entsprechenden Position in der
Probe am wahrscheinlichsten ist. Dies erfolgt durch Anwendung des Bayes-
Theorems zur Berechnung der Wahrscheinlichkeiten jedes moglichen Genotyps
und Auswahl des wahrscheinlichsten. Daraus ergibt sich der Genotyp sowie
eine Vielzahl verschiedener Metriken, die in der VCF-Datei als Annotation
zur entsprechenden Variante ausgegeben werden (siehe Abbildung IV.5 unten
rechts).

Die in dieser Arbeit genutzten Parameter des HaplotypeCaller-Tools sind
Tabelle IV.7 zu entnehmen.

Tabelle IV.7: HaplotypeCaller Parameter

Parameter Erlduterung

-1 Eingabedatei im BAM/SAM-Format

-0 Ausgabedatei im VCF-Format

-R Pfad zum Referenzgenom im FASTA-Format

-L Datei mit Regionen, die analysiert werden sollen

--interval-padding Anzahl der Basen, um die ein Intervall an jeder
Seite erweitert werden soll

IV.VIII.IV Tools zur CNV-Analyse

Zur Detektion von Keimbahn CNVs in NGS-Daten mit Hilfe der Sequenzier-
tiefe werden verschiedene Tools des GATK sequenziell verwendet. Zudem ist
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es bei dieser Methode notwendig vor der Analyse einzelner Datensétze ein
Modell aus mindestens 100 Proben zu erstellen. Daher werden im Folgenden
fiir einige Software-Tools zwei Modi beschrieben. Der Kohortenmodus (engl.
cohort mode) und der Fallmodus (engl. case mode). Der Kohortenmodus gene-
riert ein Modell und sucht gleichzeitig nach CNVs in jeder Probe der Kohorte.
Der Fallmodus analysiert eine einzelne Probe anhand eines bereits durch ei-
ne Kohorte erstellten Modells. Aufgrund der hohen Rechenintensitéit lohnt es
sich einmalig ein Modell zu erstellen und neu sequenzierte Proben anhand die-
ses Modells zu analysieren. Fiir jede Anreicherungsmethode muss hierbei ein
eigenes Modell erstellt werden.

Annotatelntervals  ~._ cohort mode only (@)
'

Preprocessintervals = FilterIntervals

CollectReadCounts

PostprocessGermlineCNVCalls

Abbildung IV.6: GATK gCNV Workflow.

Abschnitt 1 erstellt eine Intervallliste und zéhlt die Anzahl an Reads, die
die Intervalle iiberlappen. Die optionalen Schritte in Abschnitt 2 dienen
der Annotation der Intervalle mit Kovarianten. Diese werden zur Filte-
rung der Intervalle sowie zur Erstellung des Modells verwendet. Zudem
entfernt dieser Schritt Ausreifler innerhalb der Read Count Daten. Im
Anschluss wird die Ploidie jedes Chromosoms bestimmt und im Kohor-
tenmodus ein Modell erstellt (Abschnitt 3). Schritt 4 dient der Bestim-
mung einer Kopienzahl fiir jedes einzelne Intervall. Im Kohortenmodus
erfolgt schlieBlich die Anfertigung eines Modells zur spédteren Anwendung
auf Einzelproben. Im letzten Schritt werden benachbarte Intervalle mit
gleicher Kopienzahl zu Segmenten zusammengefasst und als VCF Datei
ausgegeben. [Broad Institute, 2020c]

Abbildung IV.6 zeigt die fiir die CNV-Analyse notwendigen Software-Tools und
Schritte. Abschnitt 1 erstellt eine Intervall-Liste (PreprocessIntervals) und
zéhlt die Reads, die die Intervalle iiberlappen (CollectReadCounts). Abschnitt
2 beschreibt optionale, aber empfohlene Schritte zur Annotation von Inter-
vallen mit Kovarianten (AnnotatelIntervals) zur spéteren Filterung. Zudem
werden Intervalle mit Ausreiflern aus den Ergebnissen von CollectReadCounts
entfernt (FilterInterals). Abschnitt 3 generiert globale Ploidie-Basislevel
fiir jedes Chromosom pro Probe (DetermineGermlineContigPloidy). In Ab-
schnitt 4 wird die Kopienzahl pro Intervall bestimmt (GermlineCNVCaller).
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Dieser Teil lésst sich ebenfalls wie Abschnitt 3 im Kohorten- sowie Fallmodus
ausfithren. Schlief3lich wird in Abschnitt 5 durch das
PostprocessGermlineCNVCalls-Tool die Kopienanzahl jeder Probe pro In-
tervall bestimmt. Zusammen mit diesen Ergebnissen erfolgt die Generierung
einer Datei, in der aufeinanderfolgende Regionen mit gleicher Kopienzahl als
zusammenhédngende Segmente ausgegeben werden. Die Ergebnisse liegen im
VCF-Format vor. Nachfolgend werden die einzelnen Tools und deren Parame-
ter kurz vorgestellt.

Priaprozessierung von Regionen Das PreprocessIntervals-Tool traver-
siert die mit -L iibergebenen Regionen, erweitert sie auf beiden Seiten mit der
durch --padding angegebenen Anzahl an Basen und verbindet iiberlappen-de
Intervalle. Wenn erwiinscht, konnen diese Intervalle anschlieBend in kleinere
Segmente, sogenannte ,,bins“, unterteilt werden. Fiir TES und WES Experi-
mente ist es allerdings ratsam die Regionen nicht weiter zu teilen. Dies kann
durch Setzen des Parameters --bin-length O erreicht werden. Eine kurze
Erlauterung der Parameter ist in Tabelle IV.8 dargestellt.

Tabelle IV.8: PreprocessIntervals Parameter

Parameter Erlauterung

-R Pfad zum Referenzgenom im FASTA-Format

-L Datei mit Regionen, die analysiert werden sollen
--padding Anzahl der Basen, um die ein Interval an jeder Seite

erweitert werden soll
--bin-length Grofle der Segmente; 0 = keine Unterteilung in Segmente
-0 Ausgabedatei der praprozessierten Regionen

Zihlen der Reads pro Intervall CollectReadCounts zihlt wie viele Reads
eines Alignments in durch den Parameter -L festgelegten Intervallen starten
und gibt die Anzahl (engl. Read Counts) pro Intervall in einer HDF5 Datei
aus. Tabelle IV.9 zeigt die entsprechenden Parameter.

Tabelle IV.9: CollectReadCounts Parameter

Parameter Erlduterung

-I Eingabedatei im BAM/SAM-Format

-0 Ausgabedatei mit Read Counts im HDF5-Format
-L Datei mit Regionen, die analysiert werden sollen
—-imr Regel zum Zusammenfiihren von nebeneinander

liegenden Intervallen

Annotation von Regionen Speziell bei TES und WES, die beide auf ei-
ner Library Preparation durch Anreicherung basieren, kann es sehr hilfreich
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sein Regionen auszuschliefen, die schlecht sequenzierbar sind. Um im folgen-
den Schritt die Daten korrekt filtern zu konnen, fiigt AnnotatelIntervals
den iibergebenen Regionen (-L) den entsprechenden GC-Gehalt sowie Daten
iiber die sogenannte ,,Mappability“, welche die Wahrscheinlichkeit beschreibt
eine eindeutige Position fiir einen Read im Genom zu finden, hinzu. Eine
Datei mit diesen Informationen kann von der Homepage des Hoffman Labs
des Princess Margaret Cancer Centre in Toronto? heruntergeladen werden
[Karimzadeh et al., 2018]. Tabelle IV.10 zeigt die in dieser Thesis verwendeten
Parameter.

Tabelle IV.10: AnnotatelIntervals Parameter

Parameter Erlauterung

-R Pfad zum Referenzgenom im FASTA-Format
-0 Ausgabedatei mit annotierten Regionen

-L Datei mit Regionen, die annotiert werden sollen
—-imr Regel zum Zusammenfiihren von nebeneinander

liegenden Intervallen
—--mappability-track Pfad zur Mappability Datei des Hoffman Labs

Filtern von Regionen Das FilterIntervals-Tool bildet ein Subset der
durch -L {ibergebenen Regionen. Dabei nutzt das Programm die mit Annota-
tionen versehene Ausgabedatei des AnnotateIntervals-Programms sowie die
von CollectReadCounts ausgegebenen HDF5-Dateien. Die jeweiligen Schwel-
lenwerte zur Filterung der Regionen konnen durch Setzen der entsprechenden
Parameter bestimmt werden. Das Resultat ist eine gefilterte Liste mit Regionen
im Picard-Stil. Tabelle IV.11 erklért die verwendeten Parameter.

Tabelle IV.11: FilterIntervals Parameter

Parameter Erlduterung
-L Datei mit Regionen, die gefiltert werden sollen
-I HDF5-Datei mit ReadCounts
(Mehrfache Anwendung moglich)
-0 Ausgabedatei mit gefilterten Regionen

--annotated-intervals Datei mit annotierten Regionen
(Ausgabedatei von AnnotateIntervals)

—-imr Regel zum Zusammenfiihren von nebeneinander
liegenden Intervallen

Ploidie bestimmen DasDetermineGermlineContigPloidy-Tool bestimmt
den Ploidiezustand aller angegebenen Chromosomen in Keimbahnproben. Hier-
zu nutzt der Algorithmus die aus dem CollectReadCounts-Programm resul-
tierenden Read Count Daten. Diese Keimbahn-Karyotypisierung wird haufig

‘https://bismap.hoffmanlab.org/
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in bioinformatischen Auswertungspiplines verwendet, um eine Geschlechterbe-
stimmung oder ein Aneuploidiescreening durchzufithren. Zudem ist es der ers-
te Schritt der GATK-Keimbahn-CNV-Pipeline und stellt ein CNV Basislevel
inklusive Wahrscheinlichkeiten fiir alternative Kopienzahlzustéinde pro Chro-
mosom bereit.

Eine Karyotypisierung auf Basis von Read-Counts erfordert die Modellierung
des systematischen Fehlers und dessen Streuung in Bezug auf die technische
Abdeckung der angereicherten Genomregionen jedes Chromosoms. Durch das
im vorliegenden Algorithmus verwendete Bayes’sche Modell mit dem dazu-
gehorigen Inferenzschema kann der Grofiteil der technischen Varianz erklért
und abgeleitet werden. Die von diesem Tool durchgefithrte Berechnung lésst
sich, abgesehen vom Parsen und Validieren von Eingabedaten, auflerhalb der
Javaumgebung und unter Verwendung des Python-Moduls gcnvkernel durch-
fithren. Dazu ist es notwendig eine Python-Conda-Umgebung mit gcnvkernel
und seinen Abhéngigkeiten ordnungsgeméfl einzurichten.

Dieses Tool lésst sich sowohl im Kohorten- als auch im Fallmodus ausfiihren.
Soll die Karyotypisierung sukzessive auf neue Proben angewandt werden, so
lohnt es sich einmalig im Kohortenmodus ein Modell zu berechnen, mit Hilfe
dessen die einzelnen Proben dann im Fallmodus analysiert werden.

Ist dem Programm kein Pfad zu einem bereits berechneten Modell iibergeben
worden, so wird es im Kohortenmodus ausgefiihrt. In diesem Modus erfolgt die
Bestimmung der Parameter des Modells und der Karyotyp jeder verwendeten
Probe. Je mehr Proben zur Berechnung des Modells zur Verfiigung stehen, de-
sto besser lassen sich technische Fehler modellieren. Zudem besteht die Notwen-
digkeit eine Tabelle mit A-priori-Wahrscheinlichkeiten fiir jeden Ploidiestatus
jedes Chromosoms zu spezifizieren. Dabei miissen die Bezeichnungen der Chro-
mosomen in dieser Tabelle mit denen der Read-Count Daten iibereinstimmen.
Dariiber hinaus ist es erforderlich, dass jedes Chromosom aus der HDF5-Datei
in der Tabelle vertreten ist. Um einen Ploidiestatus explizit auszuschlieflen,
kann der entsprechende A-priori-Wahrscheinlichkeitswert auf 0 gesetzt wer-
den. Die in dieser Arbeit verwendeten A-priori-Wahrscheinlichkeiten der Ploi-
dien fiir jedes Chromosom sind in Tabelle IV.12 dargestellt.

Als Ausgabe entstehen zwei Unterverzeichnisse, von denen eines mit ,,-model*
und das andere mit ,-calls“ endet. Das Modell-Unterverzeichnis enthélt die
abgeleiteten Parameter des Ploidiemodells, die spéter zur Karyotypisierung
weiterer Proben im Fallmodus verwendet werden kénnen (siehe unten). Das
Unterverzeichnis ,,-calls“ schlieffit wiederum ein Unterverzeichnis pro Probe
ein, in dem verschiedene Werte, wie die globale Lesetiefe, die durchschnittliche
Ploidie, die Basisploidien pro Chromosom und die Varianzschétzungen fiir die
Abdeckung pro Chromosom aufgefiihrt sind. Die in dieser Arbeit verwendeten
Parameter zur Erstellung eines Modells zur Bestimmung der Ploidien sind in
Tabelle IV.13 aufgelistet.
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Tabelle I'V.12: A-priori Wahrscheinlichkeiten der Ploidien

CONTIG. PLOIDY_. PLOIDY_. PLOIDY_. PLOIDY._
NAME PRIOR 0 PRIOR.1 PRIOR_2 PRIOR.3

chrl 0.1 0.1 0.97
chr2 0.1 0.1 0.97
chr3 0.1 0.1 0.97
chrX 0.1 0.49 0.49
chrY 0.5 0.5 0

0.1
0.1
0.1

Tabelle IV.13: DetermineGermlineContigPloidy (Cohort Mode) Parame-

ter
Parameter Erlduterung
-L Datei mit (gefilterten) Regionen
-1 Datei mit ReadCounts
(Mehrfache Anwendung moglich)
—-imr Regel zum Zusammenfiihren von neben-

einander liegenden Intervallen

--contig-ploidy-priors Pfad zur Tabelle mit A-priori-Wahrscheinlich-

keiten fiir jedes Chromosom
--output Pfad zum Ausgabeverzeichnis

--output-prefix Préfix fiir die Unterverzeichnisse der Ausgabe

Wenn ein Pfad zu einem zuvor erstellten Ploidiemodell (--model) angegeben
ist, beginnt die Ausfithrung des Tools im Fallmodus. In diesem werden die Para-
meter des Ploidiemodells aus dem bereitgestellten Verzeichnis geladen und mit
Hilfe dessen aus den probenspezifischen Werten die Ploidie jedes Chromosoms
der angegebenen Probe bestimmt. Die Ausgabe des Fallmodus beschriankt sich
auf das Unterverzeichnis ,,-calls®, welches analog zum entsprechenden Ordner
im Kohortenmodus organisiert ist. Die verwendeten Parameter sind in Tabelle

IV.14 veranschaulicht.

Tabelle I'V.14: DetermineGermlineContigPloidy (Case Mode) Parameter

Parameter Erlauterung

--model Pfad zum vorher erstellten Modell
-1 Datei mit Read-Counts

-—output Pfad zum Ausgabeverzeichnis

-—output-prefix Prifix fiir die Unterverzeichnisse der Ausgabe
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Auffinden von Keimbahn-CNVs Beim Auffinden von Keimbahn-CNVs
mit dem GermlineCNVCaller-Tool werden auf Basis der Read Counts und
der entsprechenden Ploidie pro Chromosom (Ergebnis des vorherigen Schritts)
Kopienzahlverdnderungen fiir jede gegebene Region berechnet. Diese Berech-
nungen werden analog dem Tool DetermineGermlineContigPloidy unter Ver-
wendung des gecnvkernel Python Moduls auflerhalb der Javaumgebung aus-
gefiihrt.

Um CNVs verldsslich anhand von Coverage Daten aus TES, WES und WGS
Experimenten detektieren zu kénnen, muss ebenso wie im vorherigen Schritt
zur Poidiebestimmung durch den DetermineGermlineContigPloidy-Algorith-
mus im Kohortenmodus (--run-mode COHORT) ein umfassendes Modell zur
Beriicksichtigung unterschiedlicher technischer Fehler bei der Library Prepa-
ration und Sequenzierung erstellt werden. Dieses ist auch in diesem Algorith-
mus durch ein Bayes’sches Modell zur Darstellung eines Grof3teils der tech-
nischen Varianz realisiert. Das Modell kann vom GermlineCNVCaller-Tool
automatisch erstellt werden. Hierzu besteht die Notwendigkeit Read-Count-
Daten einer Kohorte von Keimbahnproben bereitzustellen, die unter Verwen-
dung derselben Sequenzierungsplattform und des gleichen , Library Preparati-
on“-Protokolls sequenziert wurden. Je nach Grofle des verfiighbaren Arbeitsspei-
chers kann es erforderlich sein, die Berechnung des Modells in mehrere Prozesse
zu unterteilen. Zu diesem Zweck lasst sich mit dem -L-Parameter eine Liste
mit Regionen iibergeben. Die Ausgabe des Kohortenmodus generiert dhnlich
wie im vorhergehenden Schritt zur Bestimmung der Ploidie einen Ordner mit
Daten des Modells (-model) und ein Verzeichnis mit CNV Ergebnissen pro
Probe (-calls). Die Parameter zur Erstellung des Modells zur CNV Detektion
sind in Tabelle IV.15 aufgefiihrt.

Tabelle IV.15: GermlineCNVCaller (Cohort Mode) Parameter

Parameter Erlduterung

--run-mode Kohorten- (COHORT) oder Fallmodus (CASE)
-L Datei mit (gefilterten) Regionen

-I Datei mit ReadCounts

--contig-ploidy-calls Pfad zum ,calls“ Ausgabeordner von
DetermineGermlineContigPloidy
--annotated-intervals Datei mit (annotierten) Regionen

—-imr Regel zum Zusammenfiihren von nebeneinander
liegenden Intervallen

--output Pfad zum Ausgabeverzeichnis

—--output-prefix Préfix fiir die Unterverzeichnisse der Ausgabe

——tmp-dir Pfad zu einem tempordren Ordner

Das parametrisierte Modell kann im Fallmodus (--run-mode CASE) fiir die
Bestimmung von CNVs zukiinftiger Proben verwendet werden, sofern diese
in Bezug auf den Gewebetyp, die , Library Preparation“ und das Sequenzie-
rungsprotokoll streng mit der Kohorte kompatibel sind, die zur Generierung
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der Modellparameter verwendet wurde. Dazu ist der Pfad zum entsprechenden
Verzeichnis, welches die Daten zum Modell beinhaltet, iiber -model anzuge-
ben. Die Ausgabe im Fallmodus beinhaltet nur den Ordner -calls, welcher
analog zum -calls Ordner im Kohortenmodus, die Daten iiber Kopienzahl-
verdanderungen der untersuchten Probe enthélt. Im Folgenden sind die verwen-
deten Parameter aufgefiihrt (siche Tabelle IV.16).

Tabelle IV.16: GermlineCNVCaller (Case Mode) Parameter

Parameter Erlauterung
--run-mode Kohorten- (COHORT) oder Fallmodus (CASE)
-model Pfad zum vorher erstellten Modell

--contig-ploidy-calls Pfad zum Ausgabeordner von
DetermineGermlineContigPloidy

-1 Datei mit ReadCounts
--output Pfad zum Ausgabeverzeichnis
—-—output-prefix Préfix fiir die Unterverzeichnisse der Ausgabe

Nachbearbeitung der gefundenen CNVs Das PostprocessGermline-
CNVCalls-Tool verarbeitet die Ausgabe von GermlineCNVCaller und gene-
riert zwei VCF-Dateien. Eine VCF-Datei enthélt die Angabe der Kopienzahl-
verdnderungen jeder einzelnen Region mit Informationen iiber die Qualitét und
den Genotyp der Verdnderung sowie Wahrscheinlichkeiten fiir jede mogliche
Kopienzahl. Angesichts der Tatsache, dass CNV-Ereignisse hdufig mehrere
aufeinanderfolgende Intervalle umfassen, ist es sinnvoll zusammenhédngende
Intervalle mit der gleichen Kopienzahl zu konstanten Segmenten zusammen-
zufithren. Die Ablage dieser Segmente erfolgt in einer zweiten VCF-Datei.
Fiir die Segmentierung und Genotypisierung wird auch hier das Pythonmo-
dul gcnvkernel verwendet.

In beiden VCF-Ausgaben wird das alternative Allel fiir eine Kopienzahlveran-
derung mit <DEL> oder <DUP> aufgefiihrt. Dies hdngt davon ab, ob die wahr-
scheinlichste Kopienzahl unter oder iiber der Referenzkopienzahl des Chromo-
soms liegt. Eine Liste von allosomalen Chromosomen kann iiber das Argu-
ment--allosomal-contig angegeben werden. Alle nicht aufgelisteten Chro-
mosomen behandelt der Algorithmus als autosomal. Die Referenzkopienzahl
auf einem allosomalen Chromosom wird durch den Geschlechtskaryotyp der
Probe bestimmt und auf den im Ergebnis von DetermineGermlineContig-
Ploidy bestimmten Zustand gesetzt.

Die zur Prozessierung verwendeten Parameter sind Tabelle IV.17 zu entneh-
men.
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Tabelle IV.17: PostprocessGermlineCNVCalls Parameter

Parameter Erlduterung

--calls-shard-path Pfad zu -calls Verzeichnis des
GermlineCNVCaller-Tools
(mehrfache Anwendung moglich)
—--model-shard-path Pfad zu Verzeichnis mit dem Modell
zur CNV-Analyse
(mehrfache Anwendung moglich)

--contig-ploidy-calls Pfad zum Ausgabeordner von
DetermineGermlineContigPloidy

-—autosomal-ref-copy-number Referenzkopienzahl fiir autosomale
Chromosomen

--allosomal-contig Angabe der allosomalen Chromosomen

(mehrfache Anwendung moglich)
--output-genotyped-intervals  Dateiname fiir intervallbezogene

Ausgabe
--output-genotyped-segments Dateiname fiir segmentbezogene

Ausgabe
--output-denoised-copy-ratios Dateiname fiir die entrauschten Daten

IV.IX Samtools

Samtools ist ein Paket von Programmen fiir die Bearbeitung von Hochdurch-
satzsequenzierungsdaten im SAM, BAM oder CRAM Dateiformat (sieche An-
hang IL.IIT), welches gemeinsam mit diesen Formaten von Heng Li et al. pu-
bliziert wurde [Li et al., 2009a]. Das Softwarepaket beinhaltet Programme zur
Sortierung, Indizierung, Konvertierung sowie der Extraktion eines Subsets an
Daten aus einer SAM, BAM oder CRAM Datei. Zudem wurden im Laufe der
Zeit weitere Programme zum Auffinden von Varianten und der Analyse von
homozygoten Regionen (engl. Regions of Homozygousity, ROH) hinzugefiigt
[Li, 2011] [Narasimhan et al., 2016].

IV.X InterVar

Das Amerikanische College fiir Medizinische Genetik und Genomik (engl. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) und der Verband fiir
molekulare Pathologie (engl. Association for Molecular Pathology, AMP) ha-
ben 2015 eine Aktualisierung der Richtlinien fiir die klinische Interpretation
von Sequenzvarianten in Bezug auf Erkrankungen des Menschen anhand von
28 Kriterien veréffentlicht [Richards et al., 2015]. Die Einteilung der Varian-
ten beruht dabei auf der Klassifizierung in fiinf verschiedene Kategorien (siehe
Tabelle IV.18).

Die 28 Kriterien, anhand derer eine Variante eingeteilt wird, beruhen auf Infor-
mationen aus Populationsdatenbanken, funktionellen Daten, in silico Patho-
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Tabelle 1V.18: Klassifizierung von Varianten

Stufe Bezeichnung Erlduterung

1 gutartig Normvariante ohne klinische Relevanz

2 wahrscheinlich Wabhrscheinlich eine Normvariante
gutartig

3 Variante unklarer Keine Zuordnung der klinischen

Signifikanz (VUS) Signifikanz moglich

4 wahrscheinlich Variante konnte eine Erkrankung auslésen
pathologisch
5) pathologisch Variante 16st sicher eine Erkrankung aus

genitétsvorhersagen und Segregationsanalysen. Die ACMG-AMP Richtlinien
schlagen in ihrer Verdffentlichung Bewertungsregeln vor, wie diese Daten zu
kombinieren sind, um eine Variante einer Kategorie im fiinfstufigen Klassifi-
zierungssystem zuzuordnen. Da die Richtlinien keine speziellen Ressourcen zur
Datengewinnung empfehlen, differieren die Klassifizierungsergebnisse je nach
verwendeten Datenbanken und Algorithmen. Das von Quan Li und Kai Wang
entwickelte Programm InterVar adressiert dieses Problem und hilft dem An-
wender die klinische Bedeutung von Varianten einheitlich und reproduzierbar
zu interpretieren. Dazu liest InterVar eine VCF-Datei ein, annotiert diese mit
Hilfe der ANNOVAR Software [Wang et al., 2010] und verwendet die daraus
resultierenden Annotationen pro Variante zur automatisierten Interpretation
und Klassifizierung nach 18 der 28 ACMG-AMP Kriterien. Fiir die 10 anderen
Kriterien, wie zum Beispiel Informationen zur Segregation, ist eine automa-
tisierte Erfassung nicht moglich. Sie konnen aber, sofern vorhanden, in einer
Datei an das Programm iibergeben werden [Li und Wang, 2017]. In dieser Ar-
beit wird InterVar in der Version 0.1.7 20170608 verwendet.

IV.XI H3M2

Langere Regionen mit homozygotem Genotyp in einem diploiden Genom wer-
den als ,Regions of Homozygosity“ (ROH) bezeichnet und erstrecken sich meist
iiber eine Lénge von dutzenden Kilobasen bis zu einigen Megabasen. Eine geo-
graphische Isolation, Selektionsvorteile oder kulturelle Gewohnheiten kénnen
zur Bildung einer ROH beitragen. Lange ROHs iiber mehrere Megabasen ent-
stehen meist durch elterliche Verwandtschaft (Konsanguinitét), weil die beiden
Allele an einem Ort von demselben gemeinsamen Vorfahren stammen und da-
mit iibereinstimmen (engl. Identity by Descent, IDB). Es ist bekannt, dass
ROHs, die aus IBD hervorgehen, méglicherweise hoch penetrante krankheits-
verursachende rezessive Mutationen enthalten. Sie spielen also eine grofie Rolle
in der Pradisposition von seltenen sowie haufigen rezessiven Erkrankungen.

Die Detektion von ROHs wird meist unter Verwendung von SNP-Mikroarrays
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durchgefiihrt, bei denen der Abstand zwischen zwei SNPs etwa 3 kbp betragt.
Das 1000-Genom-Projekt identifizierte und genotypisierte etwa 38 Millionen
SNPs mit einer durchschnittlichen Distanz von 73 bp im menschlichen Ge-
nom, wobei 98% dieser gefundenen SNPs eine Allelfrequenz von mehr als 1%
aufweisen. Werden nur die exonischen Marker betrachtet, ergeben sich Distan-
zen von 1 bp bis 26 Mbp zwischen zwei benachbarten SNPs (Durchschnitt:
500bp). Dadurch koénnten grofe ROHs durch nur einige wenige ungleichméBig
verteilte SNP-Marker abgedeckt sein. Kleine isolierte ROHs hingegen weisen
eine hohe Markerdichte auf. Mit dem heterogenen versteckten Markow-Modell
fiir Homozygotien (engl. homozygosity heterogeneous hidden Markow model,
H3M?) stellen Magi et al. einen Algorithmus vor, welcher die Distanz zweier
aufeinanderfolgender SNP-Marker in die Berechnung des heterogenen Markow-
Modells einbezieht und dadurch ROHs jeder Groéfle mit hoher Spezifitit und
Sensitivitat in den ungleichméBig verteilten SNP-Markern von WES-Daten de-
tektieren kann [Magi et al., 2014].

Das Softwarepaket ist auf der Sourceforge Seite® des H*M?2-Projekts herun-
terladbar. Es beinhaltet die beiden Shell Skripte H3M2BamParsing.sh und
H3M2Analyze.sh sowie einen Datensatz mit Positionen zu exonischen SNPs aus
dem 1000-Genom-Projekt. Da die beiden Programme R-Skripte ausfiihren,
muss die R Umgebung installiert sein. Im ersten Schritt wird mit dem H3M2Bam—
Parsing.sh-Skript die Frequenz des nicht-Referenz-Allels, die sogenannte B-
Allel-Frequenz (BAF), berechnet. Diese nutzt das Skript H3M2Analyze.sh im
zweiten Schritt um ROHs zu detektieren. Beide Skripte werden in Version 1
mit den Standardparametern angewendet.

IV.XII Variant Effect Predictor

Ein typisches diploides menschliches Genom weist in Bezug auf die Genom-
referenzsequenz etwa 3,5 Millionen Einzelnukleotidvarianten (SNVs) und 1000
Kopienzahlverdanderungen auf. Etwa 20.000 — 25.000 dieser Varianten sind pro-
teinkodierend, wobei 10.000 eine Aminosédure verandern. Nur 50 — 100 Varian-
ten hingegen sind proteintrunkierend oder fithren zu einem Verlust der Prote-
infunktion [Gonzaga-Jauregui et al., 2012]. Die manuelle Uberpriifung einer so
groflen Anzahl an Varianten ist unpraktisch und kostet viel Zeit. Zudem stellen
fehlende funktionale Informationen und die Interpretation mehrerer Varianten
innerhalb eines Haplotyps weitere Schwierigkeiten dar.

Die Ensembl Variant Effect Predictor (VEP)-Software bietet Tools und Me-
thoden fiir eine automatisierte Annotation und Priorisierung von Varianten,
sowohl in groflen als auch in kleinen Sequenzierungsprojekten. Die Annotati-
on in einer standardisierten Art und Weise verkiirzt den Zeitaufwand fiir die
manuelle Uberpriifung, wodurch viele der allgemeinen Herausforderungen, die
mit der Analyse von Varianten verbunden sind, bewéltigt werden konnen. Der
Variant Effect Predictor unterstiitzt die Annotation von SNVs, Insertionen, De-

Shttps://sourceforge.net/projects/h3m2/
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letionen, Multinukleotidaustauschen, Verédnderungen in Tandem Repeats und
Mikrosatelliten sowie grofierer struktureller Variationen, wie zum Beispiel Ko-
pienzahlverdnderungen. Dabei liefert die Software fiir jede Variante detaillierte
Informationen iiber ihren Effekt auf Transkript- und Proteinebene oder ihre
Auswirkung auf regulatorische Regionen.

Zur Annotation der Transkriptinformationen wird fiir das menschliche Genom
der GENCODE Gen Datensatz verwendet. Dieser stellt eine vollstéindige Zu-
sammenfassung von ENSEMBLs evidenzbasierten Transkriptvorhersagen mit
manuellen Annotationen dar und bildet somit den umfangreichsten Satz von
Transkriptisoformen fiir diese Spezies. Da eine Variante mehrere verschiedene
Transkripte oder regulatorische Regionen ,iiberlappen® kann, verwendet VEP
Informationen iiber das Transcript Support Level [ENSEMBL, 2020b] und AP-
PRIS [Rodriguez et al., 2013], um nur eine Annotation pro variiertem Allel
fiir das Haupttranskript auszugeben. Neben der Angabe der Verinderung auf
Proteinebene in der HGVS Nomenklatur [Rodriguez et al., 2013], liefert der
Algorithmus Hinweise auf die Auswirkung der Aminosidureverinderung un-
ter Verwendung der biophysikalischen Eigenschaften des Proteins. Dazu wer-
den vorberechnete Werte von Pathogenitétsvorhersage-Tools, wie zum Bei-
spiel SIFT [Vaser et al., 2016], PolyPhen-2 [Adzhubei et al., 2010] oder Mu-
tationTaster [Schwarz et al., 2014] fiir jeden moglichen Aminosdureaustausch
verwendet. Weitere Pathogenitdatsvorhersage-Tools, wie zum Beispiel CADD
[Kircher et al., 2014] lassen sich iiber Plugins einbinden. Varianten in nicht ko-
dierenden Bereichen konnen einen Effekt auf die Genregulation haben. Die An-
notation der Variante mit einem Konservierungswerts wie GERP
[Davydov et al., 2010] hilft diese Auswirkungen besser einzuschétzen. Aufer-
dem inkludiert VEP Uberlappungen mit bekannten Varianten aus der dbS-
NP (siche Anhang IILII), der HGMD (siche Anhang III.I) und COSMIC
[Tate et al., 2019] Datenbank, gibt Allelfrequenzen bekannter Varianten aus
dem 1000-Genom-Projekt [Auton et al., 2015], dem Exome Sequencing Pro-
jekt [NHLBI, 2014] und dem gnomAD Projekt (sieche Anhang III1.VI) an und
fiigt den bereits publizierten Varianten PubMed IDs der entsprechenden Pu-
blikationen hinzu. Die klinische Signifikanz aus der ClinVar Datenbank (siehe
Anhang ITLIII) sowie mit dieser Variante assoziierte Erkrankungen werden mit
einem OMIM (siehe Anhang ITI.IV) oder Orphanet (siche Anhang I11.V) Iden-
tifer annotiert.

Das Variant Effect Predictor Programm ist plattformunabhéngig als Online-
Tool, Perl Skript oder iiber den REST (engl. Representational State Transfer,
REST) Webservice verfiigbar. Da das lokal zu installierende und auszufiihrende
Perl-Skript die leistungsfiahigste sowie flexibelste Methode fiir die Nutzung des
VEP darstellt, findet es in dieser Arbeit Anwendung. Das VEP-Skript liest Da-
ten im VCF-Format (siehe Anhang II.IV) ein und gibt die Varianten mit ihren
entsprechenden Annotationen im INFO Feld der VCF-Datei wieder als VCF-
Datei aus. Werden die zur Annotation verwendeten Dateien, die sogenannten
,Cache“-Dateien, auf den lokalen Server heruntergeladen und das Skript im
,offline®“ Modus betrieben, arbeitet es am effektivsten. Es ist zudem moglich
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mit dem Befehl -custom eigene Datensétze in die Annotation einzubringen. Zur
schnelleren Bearbeitung der Daten konnen die Berechnungen des VEP-Skript
unter Angabe des ganzzahligen Werts fiir den -t Parameter auf mehrere Pro-
zessorkerne verteilt werden.

Die VEP-Software sowie die Referenzdatensitze werden ebenso wie die EN-
SEMBL Datenbank (siche Anhang III1.VII) quartalsweise vier mal im Jahr ak-
tualisiert. In dieser Arbeit wurden die Versionen 89 bis 100 mit den in Tabelle
IV.19 gelisteten Parametern zur Datenanalyse verwendet.

Tabelle IV.19: VEP Parameter

Parameter Erlduterung
--offline VEP arbeitet im Offline-Modus
--dir Pfad zum Verzeichnis mit Cache und Plugin Dateien
--fasta Pfad zur Referenzsequenz im FASTA-Format
-—everything Schaltet die Annotation mit allen zur Verfiigung
stehenden Daten ein
—--assembly Gibt an welcher Genombuild verwendet werden soll
-i Pfad zur Eingabedatei im VCF-Format
-0 Pfad zur Ausgabedatei
--vcf Schreibt die Ausgabedatei als VCF-Datei
--plugin Verwendet das angegebene Plugin
(mehrfache Anwendung méglich)
-custom Fiigt den angegebenen eigenen Datensatz zur
Annotation hinzu (mehrfache Anwendung méglich)
—-—buffer _size Adjustiert den Arbeitsspeicherverbrauch
--pick Gibt nur eine Auswirkung pro Variante aus
—--pick_order Gibt die Reihenfolge der Kriterien zur Auswahl der

auszugebenden Auswirkung an
--force overwrite Gibt an, dass die Ausgabedatei iiberschrieben
werden soll, falls bereits vorhanden

IV.XIII Primer3

Primer3 ist ein weit verbreitetes Programm zum Design von PCR-Primer, Hy-
bridisierungssonden und Sequenzierungsprimer welches im Jahr 2000 erstmals
erschienen ist [Rozen und Skaletsky, 2000] und 2012 durch ein neues thermo-
dynamisches Modell unter anderem zur Vorhersage von Schmelz- und Bin-
dungstemperaturen erweitert wurde [Untergasser et al., 2012]. Das Programm
wird als Web-Service® sowie als kommandozeilenbasierte Software, zur Inte-
gration in bioinformatische Pipelines von Untergasser et al. bereitgestellt. Das
primer3_core-Modul ist das Hauptprogramm zur Suche von Primerpaaren fiir

Shttp://primer3.ut.ee/
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eine Sequenz unter Beriicksichtigung der vom Benutzer angegebenen Parame-
ter. Durch weitere intern aufgerufene Module wird zum Beispiel die Schmelz-
temperatur, die Wahrscheinlichkeit fiir die Bildung eines Primerdimers oder
der Ausbildung von Sekundérstrukturen eines Primers berechnet. Da mehr als
150 Parameter fiir den Aufruf der primer3_core-Software existieren, erfolgt
das Einlesen dieser iiber eine Datei (--p3_settings file). Die Datei enthilt
Parameter als Schliissel-Wert-Paare im Format Schliissel=Wert. In Abbildung
IV.7 ist die in dieser Arbeit verwendete Konfigurationsdatei dargestellt. Tabel-
le IV.20 beschreibt die darin enthaltenen Parameter.

Prifer3d File — hiEtpi//primer3 . ordg

P3 FILE TYPE=settings

PRIMER MAX NS ACCEPTED=0

PRIMER TASK=generic

PRIMER PICK LEFT PRIMER=1

PRIMER PICK INTERNAL OLIGO=0
PRIMER PICK RIGHT PRIMER=1
PRIMER OPT SIZE=20
PRIMER MIN SIZE=18

PRIMER MAX SIZE=22

PRIMER PRODUCT SIZE RANGE=100-400
PRIMER EXPLAIN FLAG=1

iy
B DY S e 00 1N Gy s G O

=

[ERIG s

Abbildung IV.7: Primer3 Settings Dateli.
Die Datei enthélt Parameter als Schliissel-Wert-Paare im Format
Schliissel=Wert. Durch diese Parameter kann zum Beispiel die optimale
Primerlédnge und die Produktgréfe definiert werden.

Eine Eingabedatei kann mehrere Datenblocke umfassen. Sie sind durch eine
Zeile, welche nur ein =-Zeichen beinhaltet, getrennt. Die im Datenblock ent-
haltenen Angaben liegen wie in der Konfigurationsdatei als Schliissel-Wert-
Paare im Format Schliissel=Wert vor. In dieser Arbeit finden die Schliissel
SEQUENCE_ID, SEQUENCE TEMPLATE wund SEQUENCE TARGET Anwendung.
SEQUENCE_ID bezeichnet dabei einen eindeutigen Identifier fiir die unter
SEQUENCE_TEMPLATE angegebene DNA-Sequenz. Der zu vervielfiltigende Be-
reich wird durch SEQUENCE_TARGET aufgefiihrt. Ein Wert von 200,201 bedeu-
tet zum Beispiel, dass ein durch das Primerpaar entstehendes Amplikon bei
Base 200 der gegebenen Sequenz beginnen und 201bp lang sein soll.

Die Ausgabedatei ist analog der Eingabedatei aufgebaut und beinhaltet bis
zu vier mogliche Primerpaare pro Eingabesequenz, deren Eigenschaften mit
jeweils 29 Schliissel-Wert-Paaren beschrieben sind. Die fiir diese Arbeit wichti-
gen Eigenschaften eines Primerpaars sind die Sequenzen des linken und rechten
Primers (PRIMER,LEFT,O,SEQUENCE; PRIMER,RIGHT,O,SEQUENCE), deren Anne-
aling Temperatur (PRIMER_LEFT_0_TM; PRIMER RIGHT 0_TM) und prozentualer
GC-Gehalt (PRIMER,LEFT,O,GCJ:’ERCENT; PRIMERJ:\’.IGHT,O,GC,PERCENT) sowie
die Lénge des entstehenden PCR-Produktes (PRIMER_PAIR_0_PRODUCT_SIZE).
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Tabelle IV.20: primer3_core Argumente

Argument Erlauterung

PRIMER MAX _NS_ACCEPTED Maximale Anzahl erlaubter unbekannter
Basen (N) im Primer

PRIMER TASK Beschreibt die Art der des Primerdesigns;

z.B. generic: ein einfaches
Primerpaar designen

PRIMER PICK_LEFT PRIMER Wenn 1, dann sucht Primer3 nach linkem
Primer

PRIMER PICK_INTERNAL OLIGO Wenn 1, dann sucht Primer3 nach einer
Hybridisierungssonde innerhalb des

Amplikons
PRIMER_PICK_RIGHT_PRIMER Wenn 1, dann sucht Primer3 nach rechtem
Primer
PRIMER OPT_SIZE Optimale Lénge eines Primers
PRIMER MIN SIZE Maximal akzeptierte Lange eines Primers
PRIMER MAX _SIZE Minimal akzeptierte Lange eines Primers

PRIMER PRODUCT_SIZE RANGE  Gewiinschte Liange des Amplikons.
Angegeben im Format MIN-MAX

PRIMER EXPLAIN FLAG Wenn 1, dann gibt das Programm zusétz-
liche Informationen {iber die Anzahl der
getesteten Primer aus.

In dieser Arbeit wird die Version 2.5.0 des Programms primer3_core mit der
in Abbildung IV.7 gezeigten Konfigurationsdatei und den in Tabelle V.21
dargelegten Parametern gestartet.

Tabelle IV.21: primer3_core Parameter

Parameter Erlauterung

--p3_settings _file Pfad zur Konfigurationsdatei
--output Pfad zur Ausgabedatei
<<Eingabedatei>>  Pfad zur Eingabedatei

IV.XIV RNAstructure

Das RNAstructure-Softwarepaket beinhaltet Programme zur Vorhersage und
Analyse von RNA- und DNA-Sekundérstrukturen und wurde erstmals 1998 in
der Literatur erwiihnt [Mathews et al., 1998|. Eine 2D-Struktur definiert sich
als Resultat der Basenpaarungen (AU, GC und GU) innerhalb eines RNA-
Molekiils. Zur Berechnung verwendet die Software thermodynamische Me-
thoden und Parameter, welche auf den sogenannten ,nearest neighbor rules*
[Mathews et al., 2004] basieren, die ihrerseits die Stabilitdt einer Struktur vor-
hersagen. Dazu gehoren sowohl Parameter fiir die Anderung der freien Energie
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bei 37 °C als auch Parameter fiir die Enthalpieinderung, um die Konforma-
tionsstabilitdt bei einer beliebigen Temperatur vorhersagen zu koénnen. Die
wahrscheinlichste Struktur ist jene mit der geringsten freien Energie. Dabei
ist die Vorhersage der Sekundéarstruktur einer einzelnen Sequenz recht genau.
Zum Beispiel konnen die 2D-Strukturen von Sequenzen mit weniger als 700
Basen mit einer durchschnittlichen Genauigkeit von 73% prognostiziert wer-
den [Mathews et al., 2004] [Reuter und Mathews, 2010].

Zur Berechnung der Sekundérstruktur einer einzelstrangigen RNA-Sequenz
wird das Programm Fold des Softwarepakets angewendet. Die Ergebnisse im
CT-Format sind mittels ct2dot zur weiteren Verarbeitung in die Dot-Bracket-
Notation umzuwandeln, welche Basenpaarungen als zusammengehorige runde
Klammern und ungepaarte Basen als Punkte darstellt (siche Abbildung IV.8).

1 >Test
2 AUGCAGGCGCTGCGGGGGGGGGGCUGCGCCUGCAU
o G L O (P )L = D)D) R

Abbildung IV.8: Beispiel einer Dot-Bracket-Notation.
Basenpaarungen werden als zusammengehérige runde Klammern und un-
gepaarte Basen als Punkte darstellt.

Das Softwarepaket kann nach einer Registrierung kostenlos von der Homepa-
ge des Mathews lab” heruntergeladen werden. In dieser Arbeit findet Version
6.1 Anwendung. Die verwendeten Parameter der beiden Programme Fold und
ct2dot sind in Tabelle IV.22 und Tabelle IV.23 erldutert.

Tabelle IV.22: Fold Parameter

Parameter Erlduterung

<<FASTA Datei>> Pfad zur Eingabedatei im FASTA-Format
<<CT Datei>> Pfad zur Ausgabedatei im CT-Format
-m Maximale Anzahl an vorhergesagten Strukturen

"https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructure.html
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Tabelle IV.23: ct2dot Parameter

Parameter Erlauterung

<<CT Datei>> Pfad zur Eingabedatei im CT-Format

<<Zahl>> Anzahl der zu konvertierenden Strukturen; -1 = alle
<<DB Datei>> Pfad zur Ausgabedatei im Dot-Bracket-Format
-f Ausgabeformat der Dot-Bracket-Notation

1 = nur Struktur

2 = Struktur + Bezeichnung an rechter Seite

3 = Struktur 4+ Bezeichnung in Titelzeile

4 = Struktur + Bezeichnung in Titelzeile und Sequenz

IV.XV Vienna RNA

ViennaRNA ist wie RNAstructure (siche Anhang IV.XIV) ebenfalls ein Software-
Paket zur Vorhersage und Analyse von Sekundundérstrukturen einzelstringiger
RNA-Molekiile [Lorenz et al., 2011]. Zudem kann mit dem im Paket enthalte-
nen Programm RNAforester ein Alignment zum Vergleich von 2D-Strukturen
in der Dot-Bracket-Notation durchgefithrt werden. Hochsmann et al. erwei-
terten den ,tree alignment“-Algorithmus von Jiang et al. [Jiang et al., 1995],
um lokale gleichartige Bereiche in RNA-Sekundérstrukturen ausfindig zu ma-
chen. Aus dem Ergebnis dieses Alignments werden relative ,,Similarity Sco-
res“ errechnet, welche die Ahnlichkeit zwischen den beiden alignierten RNA-
Strukturen beschreiben [Héchsmann et al., 2003].

Das ViennaRNA-Softwarepaket ist auf der Homepage der Theoretical Bioche-
mistry Group der Universitit Wien® offentlich downloadbar. In dieser Arbeit
wurde das Programm RNAforester aus Version 2.4.11 des ViennaRNA-Pakets
mit den in Tabelle IV.24 gelisteten Parametern verwendet.

Tabelle IV.24: RNAforester Parameter

Parameter Erlduterung

< <<DB Datei>> Pfad zur Eingabedatei mit 2 zu vergleichenden
Strukturen im DB Format

-r Berechnung eines relativen Similarity Scores

> <<Alignment Datei>> Pfad zur Ausgabedatei

8https://www.tbi.univie.ac.at/RNA/#download
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Anhang V

Laborarbeit

Die in der NGS gefundenen Varianten werden mit einer zweiten unabhéngigen
Methode, der Sanger-Sequenzierung, validiert. Um in silico vorhergesagte Ver-
anderungen der Genexpression in vivo nachzuweisen, kann ein Luziferase-Assay
durchgefiihrt werden.

V.I PCR und Sanger-Sequenzierung

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) dient
der in vitro Vervielfdltigung von DNA Regionen. Dazu wird die DNA zu Ein-
zelstrangen denaturiert. Anschliefend folgt die Zugabe von regionsspezifischen
Primern und die Synthese des jeweils komplementéiren Strangs durch das En-
zym DNA-Polymerase unter Verwendung von hinzugefiigten Nukleotiden. Die-
ses Vorgehen wird in mehreren Zyklen wiederholt, wobei die Produkte vorhe-
riger Zyklen als Ausgangsstoff fiir den néchsten Zyklus dienen, was wiederum
eine exponentielle Vervielfialtigung ermoglicht [Neumeister et al., 2018).

Die Sanger-Sequenzierung ist eine im Jahr 1977 von Frederick Sanger vorge-
stellte Methode zur DNA-Sequenzierung. Sie basiert auf dem selektiven Einbau
von Didesoxynukleotiden, die eine weitere Synthese durch die DNA-Polymerase
wihrend einer in vitro DNA-Replikation verhindern [Sanger et al., 1977]. An-
schlieffend erfolgt die Beschreibung der durchzufithrenden Laborarbeiten.

Die Primer werden mit Hilfe der beiliegenden Anleitung suspendiert und im
Verhéltnis 1:10 verdiinnt. Eine Amplifikation der genomischen Bereiche mittels
PCR findet mit einem 25 pl (Mikroliter) PCR-Ansatz (siehe Tabelle V.1) und
dem PCR-Programm ,RYR® (siche Tabelle V.2) statt.

Durch die PCR wird die DNA an spezifischen Loci amplifiziert. Zur Kontrol-
le sind die entstandenen Produkte anschliefend neben einem Léngenstandard
auf ein Agarosegel aufzutragen und elektrophoretisch aufzutrennen. Dazu er-
folgt die Herstellung eines 2 %igen Agarosegels, indem pro 100 ml (Milliliter)
TAE-Puffer 2 g (Gramm) Agarose eingewogen und 2 pl Ethidiumbromid un-
tergemischt werden.
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Tabelle V.1: PCR-Ansatz zur Amplifikation der Genomregionen.

Volumen [pl] Reagenz

12,5 ReadyMix Taq PCR Reaction Mix mit MgCly
2 Primer Forward und Reverse

1 genomische DNA (100 ng/ul)

9,5 steriles HoO

Tabelle V.2: Cycler-Programm ,RYR60“ zur Durchfithrung der PCR-
Reaktion.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

1 94 5

2 94 0,5

3 60 0,5

4 72 0,75

5 gehe zu Schritt 2 34 mal
6 72 5

7 4 00

Zu je 4 ul PCR-~Produkt sind 1 ul Orange G-Ladepuffer und 5 pul Wasser hinzu-
zugeben. Diese resultierenden Losungen werden in die Taschen des erstarrten
Gels gefiillt, an das eine Spannung von 130 Volt angelegt ist. Nach etwa 15
Minuten ist die Laufstrecke der PCR-Produkte ausreichend lang, um das Gel
unter ultraviolettem Licht auszuwerten.

Liegen PCR Produkte vor, werden diese mit Hilfe des EXO/SAP-Verdaus auf-
gereinigt. Hierbei beseitigt die Exonuklease I (EXO I) die noch vorhandenen
Primer, wihrend die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) die iibrigen Desoxy-
ribonukleosidtriphosphate entfernt. Der Ansatz und das zugehorige Inkubati-
onsprogramm koénnen Tabelle V.3 und V.4 entnommen werden.

Tabelle V.3: Ansatz fiir den EXO/SAP Verdau.
Dieser enzymatische Verdau dient der Aufreinigung der PCR-Produkte

Volumen [ul] Reagenz

20 PCR-Produkt
0,225 EXO I (20 U/pl)
0,9 SAP (1 U/ul)
4,875 steriles H,O

Die Sequenzierreaktion erfolgt mit dem CEQ DTCS Quick Start Sequencing
Kit (Beckman Coulter), der verschiedene fluoreszenzmarkierte Didesoxyribo-
nukleosidtriphosphate (ddNTPs) enthélt. Die Grundlage dieser Reaktion ist
hier das von Sanger beschriebene Prinzip des Kettenabbruchs durch den Ein-
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Tabelle V.4: Cycler-Programm ,Clean Up*“.
Dieses Programm stellt die optimalen Bedingungen fiir den EXO/SAP-
Verdau bereit und fithrt somit die Aufreinigung der PCR-Produkte durch.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

1 37 25
2 72 15
3 4 00

Tabelle V.5: SIQ-Beck Ansatz.
PCR-Ansatz mit farbstoffmarkierten Nukleotiden fiir die anschlieflende
Sequenzierung.

Volumen [ul] Reagenz

0,5 10 M M13-Primer Forward bzw. M13-Primer Reverse
2 CEQ DTCS Quick Start (Beckmann Coulter)

5,5 steriles HoO

2 PCR-Produkt

bau von ddNTPs in die Sequenz wihrend der PCR [Sanger et al., 1977]. Der fiir
die Sequenzierreaktion verwendete Ansatz (SIQ-Beck) und das PCR-Programm
,o1Q-Beck® sind in Tabelle V.5 und Tabelle V.6 beschrieben.

Anschlieend wird das Produkt der Sequenzierreaktion mit Agencourt Clean-
SEQ magnetischen Beads (Beckman Coulter) mit dem Biomek3000 Roboter
(Beckman Coulter) automatisch aufgereinigt. Die Analyse der Sequenzierre-
aktion erfolgt durch die Auftrennung mittels Kapillarpolyacrylamidgelelek-
trophorese im Sequenzierer CEQ™ 8000 Genetic Analysis System (Beckman
Coulter).

Tabelle V.6: Cycler-Programm ,,SIQ-Beck*“.
PCR-Programm zur Erstellung und Vervielfiltigung fluoreszierender
PCR-Fragmente fiir die anschlieBende Sequenzierung.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

96 0,3
50 0,3
60 4

gehe zu Schritt 1 34 mal
4 o0

CUih W N
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V.I1 Luziferase-Assay

Um zu testen, ob die im Patienten gefundene Variante des 3’'UTRs einen Ein-
fluss auf die Bindungsstelle von miRNAs hat, wird der mutierte sowie der wild-
typische 3'UTR in jeweils einen Vektor kloniert. Dieser besitzt ein Luziferase-
Gen stromaufwérts der 3'UTR Klonierungsstelle. Die klonierten Vektoren wer-
den im Anschluss zusammen mit mikroRNA Mimics in HEK293 Zellen trans-
fiziert und fiir ein Luziferase Assay verwendet.

V.II.I Oligonukleotid Design und Annealing

Zur Untersuchung der Variante c¢.*651C>T im [LIRAPL1-Gen (HG19
chrX:29974588C>T) werden 119bp lange Oligonukleotide fiir die wildtypische
(WT) sowie mutierte (MU) Sequenz des 3'UTRs jeweils als Forward- und
Reverse-Complement-Strang synthetisiert. Am jeweiligen 5° Ende des synthe-
tisierten Oligos befindet sich das 3‘ Ende der Schnittstelle des Xbal Restrik-
tionsenyzms (CTAGA) sowie am 3° Ende das 5° Ende der Xbal Schnittstelle
(T). Zudem ist das 5" Ende des Oligonukleotids phosphoryliert (siche Tabelle
V.7). Die Oligonukleotide werden bei der Firma Sigma Aldrich bestellt.

Tabelle V.7: Oligonukleotide fiir die Klonierung. gelb markiert: Sequenz der
Restriktionsschnittstelle von Xbal; rot markiert: mutierte Base

5¢-[Phos] CTAGA CCACCTCATTCCCCACCTCTAC
CTTTCTAATGGCGGCATGATGTGTAAACTCTGTG.A
GGGGTGGGGGCGGGTCTAACTGTCTTAACATTCAAGT
CACTGCTCTTCAGAATACT -3¢

Forward

Wildtyp

5¢-[Phos] CTAGA GTATTCTGAAGAGCAGTGACTT
GAATGTTAAGACAGTTAGACCCGCCCCCACCCCT.C
ACAGAGTTTACACATCATGCCGCCATTAGAAAGGTAG
AGGTGGGGAATGAGGTGG T -3¢

Reverse-Complement

5¢-[Phos] CTAGA CCACCTCATTCCCCACCTCTAC
CTTTCTAATGGCGGCATGATGTGTAAACTCTGTG.A
GGGGTGGGGGCGGGTCTAACTGTCTTAACATTCAAGT
CACTGCTCTTCAGAATACT -3¢

Forward

Mutiert

5¢-[Phos] CTAGA GTATTCTGAAGAGCAGTGACTT
GAATGTTAAGACAGTTAGACCCGCCCCCACCCCT.C
ACAGAGTTTACACATCATGCCGCCATTAGAAAGGTAG
AGGTGGGGAATGAGGTGG T -3¢

Reverse-Complement

Die jeweiligen Forward- und Reverse-Complement Oligonukleotide von wildty-
pischer und mutierter Sequenz hybridisieren im Annealing Schritt bei 95°C in
6 Minuten und in der anschlieBenden Abkiihlphase von 30 Minuten bei Raum-
temperatur in einem 10u! Ansatz (siehe Tabelle V.8) zu Doppelstréangen.
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Tabelle V.8: Annealing Ansatz.

Menge Wildtyp Mutiert

Lud WT_fwd MT _fwd

1l WT _rev MT _rev

1pl Annealing Puffer Annealing Puffer
Tul H,O H,O

V.II.II Restriktion und Ligation

Um die relative Genaktivitdt in einem Luziferase-Assay messen zu koénnen,
miissen die Oligonukleotide in einen entsprechenden Vektor, welcher ein Firefly
Luziferase Gen stromaufwérts der Klonierungsstelle besitzt, eingefiigt werden.
Hierzu ist der pGL3-Promotor (pGL3P) Vektor und das Restriktionsenzym
Xbal zu verwenden. Der 20ul Ansatz in Tabelle V.9 beschreibt die Lineari-
sierung des Vektors in einem Thermocycler bei 37°C fiir insgesamt 2 Stunden.
Nach einer Stunde erfolgt die Zugabe von 1ul Calf Intestine Phosphatase (CIP)
zum Reaktionsansatz.

Tabelle V.9: Restriktionsansatz zur Linearisierung des Vektors pGL3P

Menge Reagenz

2ul pGL3P

1pd Xbal

2ul Cut Smart

Ll CIP (nach einer Stunde)

4ul des Restriktionsproduktes werden mit 4ul HoO und 2ul Ladepuffer auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen und bei 170V 20 Minuten aufgetrennt. War
die Restriktion erfolgreich, sind die verbleibenden 164/ des Restriktionsproduk-
tes mit Hilfe des DNA Aufreinigungs-Kits Nucleospin der Firma Macherey Na-
gel nach Herstellerprotokoll aufzureinigen. Die enstprechenden DNA Mengen
zur Ligation des mutierten sowie wildtypischen doppelstriangigen Oligonukleo-
tids in den linearisierten pGL3P Vektor werden mit Hilfe des Online-Tools ,,in
silico ligation calculator“! bestimmt. Bei 100ng des 5010bp langen Vektors,
einem 119bp langen Oligonukleotid und einer 1:6 (Vektor:Insert) Verteilung
sind laut Online-Tool 14,25ng Insert und 100ng des Vektors zu verwenden. Die
daraus resultierenden Ansétze fiir WT und MU ergeben sich wie in Tabelle
V.10 dargestellt. Die Ligationsreaktion inkubiert bei 16°C iiber Nacht.

"http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html
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Tabelle V.10: Ansétze zur Ligation des Vektors mit dem jeweiligen Insert.

Reagenz Wildtyp Ansatz Mutiert Ansatz
T4 DNA Ligase 1l 1ul

T4 10x Puffer 2ul 2ul

Vektor linearisiert pGL3P  2,4ul 2,41l

WT Insert (1:100) 1,89ul -

MU Insert (1:100) - 1,68l

H,0O 12,71l 12,92ul

V.II.III Transformation

Zur Multiplizierung der Plasmide (pGL3P Vektor + Insert) werden die Liga-
tionsprodukte fiir WT und MU in kompetente FE.coli Bakterien transformiert.
Dafiir ist das komplette (50ul) Ligationsprodukt auf 1ml aufgetaute FE.coli
Bakterien zu gegeben und fiir 30 Minuten auf Eis zu inkubieren. Damit die
Bakterien moglichst viel des Ligationsprodukts aufnehmen, findet die soge-
nannte , heat shock* Methode Anwendung. Dabei wird der F.coli-Plasmid-Mix
fiir exakt 90 Sekunden in ein 42°C heifles Wasserbad gestellt und anschlieend
direkt wieder fiir 2 Minuten auf Eis inkubiert. Zum Abschluss erfolgt die Zu-
gabe von 250ul LB-Medium (engl. lysogeny broth) ohne Ampicillin zu jeder
der beiden (WT + MU) E.coli Ansiitze. Nach schiittelndem Inkubieren fiir 30
Minuten bei 37°C werden die Zellen in Petrischalen mit LB-Medium inklusive
Ampicillin ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Nur jene Bakterien, bei denen eine erfolgreiche Transformation stattgefunden
hat und die das richtige Plasmid mit dem Gen fiir Ampicillin Resistenz bein-
halten, kénnen auf diesem Medium wachsen.

V.ILIV Isolierung, Restriktion und Sequenzierung des
Plasmids

Um zu iiberpriifen, ob die Plasmide das jeweilige Insert (WT oder MU) in kor-
rekter Richtung und ohne Sequenzveridnderung aufgenommen haben, werden
von jeder Petrischale 12 Bakterienkolonien gepickt. Jede gepickte Kolonie ist
in einem separaten 12ml Gefaf mit 3ml LB-Medium inklusive Ampicillin bei
37°C iiber Nacht schiittelnd zu inkubieren.

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wird jeweils 1ml aus jeder 3ml FE.coli Zell-
kultur in ein eigenes 1,5ml Eppendorfgefaf iiberfithrt. Eine 5 miniitige Zentri-
fugation bei 6000 Umdrehungen pro Minute (engl. Rounds per Minute, rpm)
ist notwendig, um anschlieBend vorsichtig den Uberstand abzunehmen. Dar-
auffolgend wird das Zellpellet in 100! Resuspendierungspuffer P1 des Qiagen
EndoFree Plasmid Maxi-Kits resuspendiert. Nach Zugabe von 100ul Lysepuf-
fer P2 (Qiagen EndoFree Plasmid Maxi-Kit) und der Inkubation der Losung
fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, wird die Lysierungsreaktion durch Zuga-
be von 100ul gekiihltem Puffer P3 (Qiagen EndoFree Plasmid Maxi-Kit) ge-
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stoppt. Dieser P3 Puffer sorgt zudem fiir die Prézipitation der Plasmid-DNA.
Nach kurzem Vortexen folgt eine weitere Inkubationsphase von 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Zentrifugation der Ansétze fiir 10 Minuten bei 13500
rpm entfernt die Zellfragmente. Der Uberstand, welcher nun die Plasmid-DNA
enthélt, wird jeweils auf 1ml 100%igen Ethanol pipettiert, um die DNA ausfal-
len zu lassen. Hierzu ist es notwendig die Ansédtze wiederrum 10 Minuten bei
13500 rpm zu zentrifugieren. Im Anschluss erfolgt ein Waschschritt mit 150ul
70%igem Ethanol und ein Zentrifugationsschritt bei 13500 rpm fiir 5 Minu-
ten. Zur Gewinnung der DNA wird der Uberstand entfernt, die Plasmid-DNA
Pellets bei 50°C getrocknet und anschlieBend in 50ul Millipore Wasser resus-
pendiert.

Fiir 5ul jedes Ansatzes aus der MiniPrep ist ein Restriktionsverdau durch
das Enzym Xbal (siehe Tabelle V.11) anzusetzten, um auf einem Agarose-
gel zu priifen, ob das Insert die richtige Grofle aufweist. Ist dies der Fall,
so wird ein Reaktionsansatz (siche Tabelle V.12) mit Primer RV4-rev (5-
GACGATAGTCATGCCCC

GCG-3Y) hergestellt und zur Firma StarSeq?® zur Sequenzierung geschickt. An-
hand dieser lésst sich feststellen, ob das Insert die korrekte Orientierung und
keine Sequenzfehler aufweist.

Tabelle V.11: Restriktionsansatz 2 zur Linearisierung des Vektors pGL3P

Reagenz Menge
Plasmid DNA aus MiniPrep 5ul
Xbal 1pl
CutSmart 1ul

Tabelle V.12: Ansatz zur Sequenzierung des Inserts

Reagenz Menge
Plasmid DNA aus MiniPrep 1ul
Primer (RV4-rev; 10nm) 1ud

V.II.V MaxiPrep

Fiir jeweils eine Kolonie jeder Bedingung (WT 4+ MU) mit richtigem Insert
erfolgt die Vorbereitung fiir eine MaxiPrep, indem die restlichen 2ml der Kul-
tur in 20ml LB-Medium inklusive Ampicillin {iber Nacht bei 37°C schiittelnd
kultiviert werden.

’https://www.starseq.com/
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Das Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit dient zur Extraktion der Plasmid-
DNA. Der erste Schritt besteht aus der Zentrifugation der beiden 200ml Kul-
turen bei 6000 x g fiir 15 Minuten bei 4°C in einer Avanti J-26 XP-Zentrifuge.
AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und die Zellpellets in 10ml Puf-
fer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 10ml P2 Puffer und griindlichem Mi-
schen, ist der Ansatz 5 Minuten bei Raumtemperatur zu inkubieren. Anschlie-
Bend werden 10ml gekiihlter P3 Puffer auf den Lyseansatz pipettiert, die
Ansétze durch vorsichtiges Invertieren der Tubes 4-6-mal gemischt, auf eine
QIAfilter-Kartusche gegeben und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Durch Entfernen des Verschlusses an der Kartusche und unter Verwen-
dung eines Spritzenkolbens ist das Lysat durch den Filter in ein 50ml Flacon
zu iiberfithren. Auf dieses Filtrat werden nun 2,5ml ER-Puffer gegeben, bevor
es vorsichtig durch zehnfaches Invertieren gemischt und darauffolgend 30 Mi-
nuten auf Eis inkubiert wird. In der Zwischenzeit erfolgt die Vorbereitung von
QIAGEN tips, indem 10ml QBT-Puffer die QIAGEN-S&ulen passiert. Das Zell-
lysat fliefit nach der Inkubationszeit durch die vorbereiteten QIAGEN-Saulen.
Der Durchfluss ist zu verwerfen und die Saulen zwei Mal mit jeweils 30ml QC-
Puffer zu waschen. Anschliefend wird die DNA mit 15ml QN Puffer eluiert
und durch Zugabe von 10,5ml Isopropanol prézipitiert. Es folgt ein Zentrifu-
gationsschritt der Ansitze bei 5000 x g und 4°C fiir 90 Minuten. Der Uberstand
ist danach zu verwerfen. Im letzten Schritt wird das DNA Pellet mit 5ml en-
dotoxinfreiem 70%igem Ethanol gewaschen und wiederrum bei 5000 x g 30
Minuten zentrifugiert. Nach erneutem vorsichtigen Verwerfen des Uberstandes
ist es notwendig das resultierende Pellet fiir 5-10 Minuten luftzutrocknen, um
den restlichen Ethanol zu entfernen und das Pellet anschlieend in 250! TE
Puffer zu 16sen.

V.II.VI Zellkultur

HEK293-Zellen sind unter sterilen Zellkulturbedingungen zu halten. Alle Ar-
beiten mit lebenden Zellen erfolgen in einer sterilen Werkbank. Die HEK293
Zelllinie wird in einem Medium aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit hohem Glukoseanteil (4500mg/L), 1% Penicillin /Streptomycin und 10% fe-
talem Rinder Serum in einem COs-Inkubator bei 37°C und einem CO,-Gehalt
von 5% kultiviert.

V.II.VII Transfektion

Um im Anschluss an die Transfektion die Luziferaseaktivitit messen zu konnen,
werden jeweils 75.000 HEK293 Zellen in 12 well Platten ausgeséht.

Einen Tag nach dem Aussdhen der Zellen ist die Transfektion der beiden
3’'UTR Konstrukte und der unterschiedlichen miRNAs mittels Lipofectami-
ne2000 der Firma Thermo Fischer durchzufiithren. Da alle Kombinationen der
beiden 3’'UTRs (WT und MU) mit den 4 miRNAs und einer siRNA als Ne-
gativkontrolle in Tripletts hergestellt werden (siehe Tabelle V.13), erfolgt die
Berechnung des Ansatzes fiir 30 Proben. Hierzu wird ein Mastermix mit 225ul
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Opti-MEM sowie 8ul Lipofectamine pro Triplett, also insgesamt 2,25ml Opti-
MEM und 80ul Lipofectamine, in einem 15ml Falcon angesetzt. In 10 weite-
ren 1,5ml Eppendorfgefafien (eins pro Tripplet) werden 225ul Opti-MEM mit
3750ng der jeweiligen Plasmid-DNA, 15ul des jeweiligen 20pM miRNA Stocks
und 150ng pRL angesetzt. Anschliefend ist zu jedem der 10 Eppendorfgefifie
230ul des Mastermixes, bestehend aus Opti-MEM und Lipofectamine, hinzu-
zugegeben und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zu inkubieren. Nach der In-
kubationszeit erfolgt die Uberfithrung von jeweils 150l jedes Triplett Ansatzes
in ein Well der ausgesidhten Zellen, bevor die Zellen erneut im COs-Inkubator
bei 37°C inkubiert werden. 24 Stunden spéter erfolgt die Entfernung des Trans-
fektionsreagenz durch Waschen der Zellen mit Dulbeccos phosphatgepufferter
Salzlosung (engl. Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, DPBS). Danach wer-
den die Zellen mit neuem Kulturmedium versorgt. Nach weiteren 24 Stunden
ist es schliellich mdoglich diese zu ernten.

Tabelle V.13: Schema des Triplettansatzes fiir das Luziferaseassay

WT MU
Rep1 | Rep2 | Rep3 | Rep1 | Rep 2 | Rep 3
Mir-4672
Mir-5195-5p
Mir-6801-3p
Mir-6810-3p
NC

V.IL.VIII Luziferase Assay

Luziferase Experimente dienen zur Untersuchung von posttranskriptionellen
Effekten der Genexpression. Hierzu wird die Biolumineszenz des sogenann-
ten Firefly Luziferase-Enzyms genutzt welches sich aus der meistverbreiteten
Leuchtkéaferart in Nordamerika, Photinus pyralis, extrahieren lasst. Zur Ana-
lyse der posttranskriptionalen Genregulation durch miRNAs ist es notwendig
ein Teil des betreffenden 3’UTRs des zu untersuchenden Gens stromabwarts
des Luziferase-Gens in einen Expressionsvektor (z.B. pGL3P) zu klonen. Die-
ser wird anschliefend gemeinsam mit der entsprechenden miRNA in Zellen
(z.B. HEK293) kotransfiziert. Diese Zellen iiberexprimieren den Vektor so-
wie die miRNA. 48 Stunden nach der Transfektion werden die Zellen lysiert
und das Lysat mit einem Luminometer analysiert, um die enzymatische Akti-
vitédt der Luziferase zu messen. Durch den direkten Zusammenhang des Firefly
Luziferase-Gens mit dem zu untersuchenden 3’'UTR ist es moglich die gemes-
sene Aktivitdt unmittelbar mit der Genexpression zu korrelieren.

Nach dem Waschen der transfizierten Zellen mit DPBS wird 150ul 1x Lysis
Puffer des Promega Renilla Luciferase Assay System Kits hinzugegeben und
dieser Ansatz schiittelnd fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend erfolgt die Resuspendierung der Zellen und das Uberfithren dieser
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in PCR Reaktionsgefafie. Zum Messen der Luziferaseaktivitdt werden die zu-
vor lysierten Zellen in eine luminometerkonforme 96-Well Platte pipettiert.
Das Geriit detektiert die Luziferaseaktivitdat durch Hinzufiigen eines speziellen
Puffers und Substrats zu jeder entsprechenden Probe auf der 96-Well Platte.
Der verwendete Renilla-Puffer ist Teil des Promega Renilla Luziferase Assay
System Kits. Der Firefly Puffer wird im Labor selbst hergestellt (siche Tabelle
V.14).

Tabelle V.14: Ansatz fiir den Firefly Puffer

Reagenz

25mM Tris-P pH 7.8

10mM MgSO4

2mM ATP pH 7.5

50pM Luziferin

For a 10 ml mix add 6,6 ml HyO

Vor dem Start der Messung ist es notwendig die beiden Injektoren des Lumino-
meters mit HoO zu waschen und mit dem Firefly beziehungsweise dem Renilla
Puffer zu befiillen. Fiir alle Proben werden erst die Firefly und anschlieend
die Renillaaktivitiat gemessen.

Die resultierenden Firefly Aktivitdtswerte sind durch den Renilla Aktivitétswert
zu normalisieren. So lassen sich Unterschiede in der Transfektionseffizienz aus-
gleichen. Dabei gilt die Annahme, dass die Transfektionseffizienz fiir das Renilla-
sowie Firefly-Konstrukt gleich ist. So werden die Firefly Werte durch die Re-
nilla Werte dividiert, um normalisierte relative Luziferaseaktivitdtswerte zu
erhalten.
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