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Vorwort

Die Desoxyribonukleinsäure (DNA), als Grundbaustein des Lebens auf der

Erde wurde erstmals 1869 durch Friedrich Miescher in Form von Nuklein iso-

liert. Mieschers Schüler Richard Altmann erkannte zwanzig Jahre später die

für die Namensgebung verantwortliche saure Eigenschaft (Altmann, 1889),

wohingegen die Bedeutung der DNA für die Weitergabe erblicher Informa-

tionen erst 1943 durch Oswald Avery (Avery, MacLeod und McCarty, 1944)

erfolgte.

Die Aufklärung der helikalen, doppelsträngigen Struktur der DNA durch

Watson, Crick (J. D. Watson H. R. und Crick, 1953) und die um ihre For-

schung betrogene Rosalind Franklin (J. Watson, 2012) bildete letztendlich

die Grundlage, um die Kenntnisse der genetischen Vererbung, die durch

Mendel (Mendel, 1866) begründet wurden, auch im molekularbiologischen

und medizinischen Bereich zu untersuchen und interpretierbar zu machen.

Seit den siebziger Jahren des neunzehnten Jahrhunderts gab es erste Me-

thoden zur DNA-Sequenzierung, wobei die nach Sanger (Sanger und Coul-

son, 1975) die verbreitetste war. Mit diesem Werkzeug in der Hand war es

möglich, die Sequenzfolgen von ganzen Genen und kleineren Genomen zu se-

quenzieren. Zusammen mit den Kenntnissen der genetischen Vererbung bil-

deten diese Techniken die Grundlage der Genetik, wie wir sie heute kennen.

Ein Bestreben bestand immer darin, die Methoden der DNA-Sequenzierung

weiterzuentwickeln, um damit die Aufklärung der DNA-Sequenzen noch ef-

fizienter und dem medizinischen Bereich zugänglich zu machen.

Diese Ambitionen führten 1990 zur Begründung des Humanen Genompro-
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jekts (HGP), einem internationalen Forschungsprojekt mit dem Ziel, die

humane Referenzstruktur aufzuklären, beziehungsweise die Sequenzabfolge

der 3,2 Milliarden Basenpaare der DNA des humanen Genoms zu bestim-

men und alle Gene zu identifizieren. Ursprünglich noch mit veranschlagten

Kosten von einem US-Dollar pro Basenpaar, konnte im Februar 2001 die

erste
”
Arbeitsversion“ des humanen Genoms veröffentlicht werden und gilt

seit 2003 offiziell als entschlüsselt.

Die rapide fallenden Sequenzierkosten pro Base in den letzten fünfzehn Jah-

ren, haben den Preis für die Analyse eines Exoms, also die gezielte Anreiche-

rung und Sequenzierung der bekannten, genkodierenden Abschnitte des Ge-

noms, auf unter 500e gesenkt. Damit ist Whole Exome Sequencing (WES)

nicht mehr nur für die Forschung interessant, sondern in einen preislichen

Bereich gerückt, der sie auch für die routinemäßige Diagnostik attraktiv

macht. Durchschnittlich werden in einem Exom 20 000 bis 30 000 Varianten

im Vergleich zum humanen Referenzgenom gefunden. Dies macht eine com-

putergestützte Auswertung und Interpretation dieser Varianten notwendig.

Der ersten Teil der Dissertation beschäftigt sich mit dieser Problematik.

Zu diesem Zweck wurde eine Java Bibliothek namens Jannovar implemen-

tiert (Jäger u. a., 2014), welche zur Annotation der Varianten eingesetzt

werden kann. Dies ermöglicht das Filtern und Priorisieren der gefundenen

Varianten (Smedley, Jacobsen u. a., 2015) und durch die Automatisierung

eine Erleichterung in der klinischen Arbeit. Folgende Arbeit wurde dazu

veröffentlicht:

1. Marten Jäger, Kai Wang, Sebastian Bauer, Damian Smedley, Peter

Krawitz, and Peter N Robinson. Jannovar: a java library for exome

annotation. Human mutation, 35:548–555, May 2014.

In der Zwischenzeit (Frühjahr 2017) sind erstmals die reinen Sequenzierkos-

ten für Whole Genome Sequencing (WGS) auf 1 000e gefallen und die Be-

arbeitungszeit im Labor konnte auf wenige Tage reduziert werden, wodurch

auch WGS für die klinische Diagnostik immer interessanter wird. Der nied-
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rige Preis und die damit einhergehende Menge an sequenzierten Individuen

zeigt deutlich, dass es keine simple
”
humane Referenz“ gibt, sondern dass

wesentlich mehr (strukturelle) Variabilität im humanen Genom existiert,

als zu Beginn des HGP angenommen. Diese Unterschiede werden insbe-

sondere deutlich, wenn man Individuen aus unterschiedlichen Populationen

betrachtet.

Das Genome Reference Consortium (GRC) veröffentlicht in unregelmäßigen

Abständen Aktualisierungen des humanen Referenzgenoms. Seit der Versi-

on GRCh37 im Jahr 2009 wurde hierbei auch die strukturelle Variabilität

in Sinne von alternativen Sequenzbereichen berücksichtigt. Der zweite Teil

der Arbeit beschäftigt sich mit der Anwendung und Interpretation der gra-

phenartigen Strukturrepräsentation im aktuellen humanen Referenzgenom,

der Version GRCh38 von 2013. Darin untersuche ich, ob sich aus den geno-

mischen Varianten Rückschlüsse auf die repräsentativste Referenz schließen

lassen und welche Bedeutung diese im medizinisch interpretierbaren Kon-

text haben können. Folgende Arbeit wurde hierzu veröffentlicht:

2. Marten Jäger, Max Schubach, Tomasz Zemojtel, Knut Reinert, Dean-

na M Church, Peter N Robinson. Alternate-locus aware variant calling

in whole genome sequencing. Genome Medicine, 8:130, 2016

Eine Auflistung der Projekte, welche die oben genannten Arbeiten anwen-

den und zu einem bedeutenden Bestandteil machen, ist in den folgenden

Publikationen zu finden. Es handelt sich hierbei um kollaborative Projekte,

bei denen mein Beitrag von geringerem Umfang war.

3. Tomasz Zemojtel, Sebastian Köhler, Luisa Mackenroth, Marten Jäger,

Jochen Hecht, Peter Krawitz, Luitgard Graul-Neumann, Sandra Doel-

ken, Nadja Ehmke, Malte Spielmann, Nancy Christine Oien, Michal R

Schweiger, Ulrike Krüger, Götz Frommer, Björn Fischer, Uwe Kornak,

Ricarda Flöttmann, Amin Ardeshirdavani, Yves Moreau, Suzanna E

Lewis, Melissa Haendel, Damian Smedley, Denise Horn, Stefan Mund-

los, and Peter N Robinson. Effective diagnosis of genetic disease by
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computational phenotype analysis of the disease-associated genome.

Science translational medicine, 6:252ra123, Sep 2014.

4. Damian Smedley, Julius O B Jacobsen, Marten Jäger, Sebastian Köh-

ler, Manuel Holtgrewe, Max Schubach, Enrico Siragusa, Tomasz Ze-

mojtel, Orion J Buske, Nicole L Washington, William P Bone, Melissa

A Haendel, and Peter N Robinson. Next-generation diagnostics and

disease-gene discovery with the exomiser. Nature protocols, 10:2004–

2015, Dec 2015.

5. Damian Smedley, Max Schubach, Julius O B Jacobsen, Sebastian

Köhler, Tomasz Zemojtel, Malte Spielmann, Marten Jäger, Harry

Hochheiser, Nicole L Washington, Julie A McMurry, Melissa A Haen-

del, Christopher J Mungall, Suzanna E Lewis, Tudor Groza, Giorgio

Valentini, and Peter N Robinson. A whole-genome analysis framework

for effective identification of pathogenic regulatory variants in men-

delian disease. American journal of human genetics, 99:595–606, Sep

2016.

Zusätzlich zu den in dieser Dissertation beleuchteten Arbeiten habe ich

Beiträge zu weiteren Projekten geleistet, welche einen anderen Themen-

schwerpunkt hatten. Im Folgenden findet sich eine Liste der Projekte, welche

abgeschlossen sind und in Fachzeitschriften veröffentlicht wurden.

6. Johannes Grünhagen, Raghu Bhushan, Elisa Degenkolbe, Marten Jä-

ger, Petra Knaus, Stefan Mundlos, Peter N Robinson, and Claus-Eric

Ott. MiR-497∼195 cluster microRNAs regulate osteoblast differentia-

tion by targeting bmp signaling. Journal of bone and mineral research

: the official journal of the American Society for Bone and Mineral

Research, 30:796-808, May 2015.

7. Daniel M Ibrahim, Peter Hansen, Christian Rödelsperger, Asita C

Stiege, Sandra C Doelken, Denise Horn, Marten Jäger, Catrin Janetz-

ki, Peter Krawitz, Gundula Leschik, Florian Wagner, Till Scheuer,
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Mareen Schmidt-von Kegler, Petra Seemann, Bernd Timmermann,

Peter N Robinson, Stefan Mundlos, and Jochen Hecht. Distinct glo-

bal shifts in genomic binding profiles of limb malformation-associated

hoxd13 mutations. Genome research, 23:2091–2102, Dec 2013.

8. Tobias Penzkofer, Marten Jäger, Marek Figlerowicz, Richard Badge,

Stefan Mundlos, Peter N Robinson, and Tomasz Zemojtel. L1Base 2:

more retrotransposition-active LINE-1s, more mammalian genomes.

Nucleic Acids Research, 45(D1):D68-D73, Jan 2017;
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Hintergrund

Die Aufklärung der doppelsträngigen helikalen Struktur der DNA durch

Francis Crick, James Watson und Rosalind Franklin (J. D. Watson H. R.

und Crick, 1953; J. Watson, 2012) bildet die Grundlage für unser heuti-

ges Verständnis des Aufbaus des humanen Genoms. Mit diesem Grund-

verständnis wurden Genetikern und Molekularbiologen neue Möglichkeiten

zur näheren Erforschung der DNA und deren Funktionen eröffnet und sie

bleiben weiterhin Ziel intensiver Forschung.

1.2 Aufbau des Genoms:

DNA, RNA, Proteine

Ein eukaryotes Genom definiert sich durch die Gesamtheit aller DNA im

Nukleus einer Zelle. Diese ist im humanen Genom in einem diploiden Satz

aus 23 Chromosomenpaaren angeordnet, wobei sich das Paar für die Ge-

schlechtschromosomen bei Frau (XX) und Mann (XY) unterscheidet. Eine

Kopie für jedes Chromosomenpaar stammt jeweils von einem Elternteil. Je-

des Chromosom besteht aus zwei komplementären Molekülen aus einer Ab-

folge von vier molekularen Bausteinen, den Nukleotiden (Adenin, Thymin,

1



KAPITEL 1. EINLEITUNG

Guanin und Cytosin). Die Nukleotide werden häufig entsprechend den An-

fangsbuchstaben ihrer Namen abgekürzt. Durch die molekularen Adhäsions-

kräfte der Wasserstoffbrückenbindung zwischen den jeweils komplementären

Nukleotiden der zwei Einzelstränge hybridisieren diese zu der charakteristi-

schen Doppelhelix.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4Exon 1 Exon 3 Exon 4 Exon 1 Exon 2 Exon 4

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4DNA

prä-mRNA

Transkription

Translation

alternatives Spleißen

mRNA
 

Protein A Protein B Protein C

Translation

Abbildung 1.1: Zentrales Dogma der Genexpression. Abbildung nach
Guttmacher und F. S. Collins (2002).

Molekularbiologisch wichtige funktionelle Einheiten auf der DNA sind die

Gene. Die exonischen Abschnitte der Gene machen etwa zwei Prozent der

gesamten humanen DNA aus. Das zentrale Dogma der Genexpression be-

sagt, dass ein Gen translatiert wird, also eine einzelsträngige Kopie des kom-

pletten gen-codierenden DNA-Abschnitts mit Ribonukleotiden angefertigt

wird, die prä-RNA. Diese prä-RNA wird weiter prozessiert und die Introns,

die nicht-codierenden Abschnitte des Gens, werden ausgeschnitten. Die-

ser Spleißen (engl.: splicing) genannte Schritt kann in alternativen Spleiß-

produkten resultieren (Blencowe, 2006). Die Reihenfolge der Exons, den

protein-codierenden Abschnitten, ist stetig, jedoch können sie bei Spleiß-

varianten entfallen (siehe auch Abbildung 1.2). Hierdurch ist eine höhere

2 1.2. Aufbau des Genoms:
DNA, RNA, Proteine



KAPITEL 1. EINLEITUNG

Anzahl von mRNA-Varianten möglich, als es Gene gibt. Die so entstande-

ne mRNA dient anschließend dem Ribosom als Vorlage zur Synthese eines

Proteins. Drei aufeinanderfolgende Ribonukleotide der mRNA bilden bei

der Translation, der Übersetzung der mRNA in ein Protein, das jeweili-

ge Codon für eine der 20 natürlichen Aminosäuren1. Es ist offensichtlich,

dass 43 = 64 Kombinationen deutlich mehr Möglichkeiten darstellen, als es

Aminosäuren gibt. Die Erklärung hierfür liegt darin, dass eine Aminosäure

durch mehrere Codons codiert sein kann. Dies betrifft vor allem das drit-

te Ribonukleotid, welches damit nicht so spezifisch ist und daher auch als

Wobble2-Base betitelt wird. Zu den codierenden kommen noch spezielle Co-

dons, welche den Translationsstart (AUG) und den Abbruch der Translation

(UAA,UAG,UGA,) markieren. Eine Veränderung in der Nukleotidsequenzabfol-

ge der DNA hat dementsprechend auch eine direkte Auswirkung auf die

Aminosäuresequenz des prozessierten Proteins. Ein einfacher Austausch ei-

nes Nukleotids in der codierenden DNA-Sequenz hat demzufolge einen Aus-

tausch der Aminosäure zur Folge. Bei einer neutralen Veränderung (Wobble-

Base) hat dies keine Auswirkung. Fehlen oder kommen Nukleotide hinzu,

wird aus dem gewünschten Codonleseraster (Frame) in ein alternatives Le-

seraster (Frameshift) gewechselt.

1.3 DNA-Sequenzierung

Unter Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Sequenzierung versteht man die Auf-

schlüsselung der genauen Abfolge der Nukleotide eines DNA-Moleküls, um

die biologische Information, die durch die Abfolge der Nukleotide codiert

ist, zu erhalten.

1Daher auch der Name Codon – für die Codierung der Aminosäure durch jeweils drei
Ribonukleotide.

2wobble - Englisch für wackeln/schwanken.
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Abbildung 1.2: Alternatives Spleißen. Gezeigt werden mögliche alterna-
tive Spleißeprodukte. Abbildung übernommen aus Blencowe (2006).

1.3.1 Sequenzierung nach Sanger

Der britische Biochemiker Frederick Sanger, der zum damaligen Zeitpunkt

schon Nobelpreisträger war, arbeitete seit 1975 zusammen mit A.R. Coulson

an einer Methode zur Bestimmung der Basenabfolge in DNA-Molekülen.

Diese enzymatische Methode basiert auf dem Kettenabbruchprinzip und

wurde 1977 zusammen mit der erfolgreichen Sequenzierung des ersten Ge-

noms, der Bakteriophage ϕ174 (auch als PhiX bekannt), veröffentlicht (San-

ger und Coulson, 1975). Sie wird noch heute häufig als Positivkontrolle

in zahlreichen Sequenzierlaboren eingesetzt. Diese Methode wird im All-

gemeinen heutzutage einfach als Sanger-Sequenzierung bezeichnet. Diese
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Sequenziermethode entwickelte sich zum de facto Standard in der DNA-

Sequenzierung und wurde erst in der letzten Dekade durch die Sequenzier-

methoden der nächsten Generation (NGS) abgelöst.
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Abbildung 1.3: Didesoxynukleotide. Ein Didesoxyribonukleotid
besitzt keine 3’-Hydroxylgruppe (-OH), weshalb es zum Abbruch
der Kettenverlängerungsreaktion kommt. Diese Abbildung zeigt 2’-
Desoxycytidintriphosphat (dCTP) und 2’,3’-Didesoxycytidintriphosphat
(ddCTP).

Das zugrundeliegende Kettenabbruchprinzip basiert auf einem simplen An-

satz, für dessen Durchführung wenige Voraussetzungen gehören. Die Wich-

tigste ist ein DNA-Molekül zum Sequenzieren, welches bei 95 °C denaturiert

wird, um eine einzelsträngige DNA-Sequenz zu gewinnen. Hierfür werden

eine DNA-Polymerase, vier unterschiedliche Typen von Desoxynukleotiden

(dNTP) für die Kettenverlängerung und ebenso viele Didesoxynucleotide

(ddNTP) für den Kettenabbruch benötigt. Didesoxynucleotide sind artifizi-

elle DNA-Nukleotide, die sich im Grundaufbau von den Desoxynukleotiden

nur darin unterscheiden, dass die 3’-Hydroxylgruppe (-OH) an der Ribose

fehlt. In Abbildung 1.3 kann man diesen Unterschied anhand von Desoxy-

cytidintriphosphat (dCTP) sehen.

Die Kettenverlängerung geschieht in vier parallelen Reaktionen, mit je-

weils nur einer Art von ddNTPs pro Reaktion. Die Polymerase baut bei

jedem Reaktionsschritt das entsprechend komplementäre dNTP zur DNA-

Matrize ein. Dabei werden zufällig auch immer wieder ddNTPs, entspre-

chend ihres Verhältnisses zu den dNTPs, eingebaut. Durch die fehlende
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3’-Hydroxylgruppe (-OH) ist es der Polymerase nicht mehr möglich ein

weiteres Nukleotid anzuheften, sobald ein ddNTP Molekül eingebaut wird.

Dies hat zur Folge, dass es zum Kettenverlängerungsabbruch kommt. Durch

die massive Parallelisierung entstehen hierbei zahlreiche Fragmente unter-

schiedlicher Länge. Mit Hilfe einer Gelelektrophorese kann die Größe der

Fragmente bestimmt werden. Die Fragmente aus den vier Reaktionen wer-

den separat auf das Gel aufgetragen. Durch die Abfolge der Banden in den

vier Spalten lässt sich die Abfolge der synthetisierten dNTPs ableiten. Das

Beispiel in Abbildung 1.4 entspricht der Sequenzabfolge TGATGCCAACGTA.

ddATP ddCTP ddGTP ddTTP

F
ra
gm
en
tg
rö
ß
e

A
T
G

C

A

A

C

C

G

T

A

G

T

Abbildung 1.4: Gelelektrophorese. Die vier Reaktionen mit den verschie-
denen ddNTPs werden einzeln auf ein Gel aufgetragen. Anhand der Anord-
nung der Banden kann man die Abfolge der Nukleotide ableiten.

Diese Methode durchlief weitere Optimierungen im Umgang und der Durch-

satzdauer. Anfang der neunziger Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts be-

gann man, die radioaktive Markierung der ddNTPs durch Fluoreszenz-

Farbstoffe zu ersetzen. Jedes der vier ddNTPs ist mit einem unterschiedli-

chen Farbstoff gekoppelt. Nicht nur, dass der Umgang mit den radioaktiven
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Isotopen entfällt, diese Methode erlaubt es auch statt der vier separaten Re-

aktionen die vier ddNTPs in einem Gefäß zuzugeben. Mittels Kapillarelek-

trophorese werden die entstandenen Kettenabbruchprodukte aufgetrennt

und die Farbstoffe der ddNTPs (am Ende eines jeden DNA-Fragments) mit

Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Ein Detektor misst die Fluo-

resenzsignale und überträgt sie in ein Chromatogramm, welches direkt der

Nukleotidsequenz der sequenzierten DNA-Matrize entspricht.

1.3.2 Sequenzierkosten

Abbildung 1.5: Sequenzierkosten für ein humanes Genom. Die Kosten
sind in US-Dollar dargestellt. 1 Das NHGRI investiert 100 Mio. US-Dollar

im Zuge des humanen Genomprojekts. 2 Einführung von NGS-Methoden.

Das Humangenomprojekt hatte in den neunziger Jahren des zwanzigsten

Jahrhunderts zum Ziel, das humane Genom zu entschlüsseln. In den An-

fangsjahren noch komplett von der traditionellen Sequenziermethode nach
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Sanger getragen, lagen die ursprünglich veranschlagten Kosten bei einem

US-Dollar (USD) pro entschlüsselter Base und dementsprechend bei rund

drei Mrd. USD pro sequenziertem humanen Genom. Die ursprüngliche Me-

thode der DNA-Sequenzierung nach Sanger durchlief mehrere Optimierungs-

und Weiterentwicklungsschritte. Wenige Jahre vor Projektbeginn wurde

1987 von Applied Biosystems die erste automatisierte Sequenziermaschine

(ABI 370) auf den Markt gebracht. Mit der Einführung der Kapillarelek-

trophorese und der Dye-Terminator-Methode konnte der Durchsatz und

die Kosten für die Sequenzierung nochmals deutlich gesenkt werden. Zur

Blütezeit der Sanger-Ära war eine moderne Maschine in der Lage, bis zu

400 000 Nukleotide (400 kb) pro Tag zu sequenzieren. Im Jahr 2000 wurde,

durch die zehnjährige, anhaltende Kooperation von Forschungsinstituten

aus verschiedenen Ländern, eine erste sogenannte
”
Arbeitsversion“ des Hu-

manen Genoms veröffentlicht.

In der Computerindustrie gilt das Moore’sche Gesetz, welches besagt, dass

sich die Rechenleistung etwa alle zwei Jahre verdoppelt. Dieses wird ger-

ne auf andere Gebiete übertragen, wie zum Beispiel den Durchsatz und

die Kosten bei der DNA-Sequenzierung. Beginnend mit dem Ende des Hu-

mangenomprojekts, konnte durch die industrialisierten Methoden in der Se-

quenzierung mit diesem Gesetz, zumindest bei den Kosten, Schritt gehalten

werden (Abbildung 1.5). Im Jahre 2004 startete das National Human Ge-

nome Research Institute (NHGRI) eine Initiative und investierte mehr als

100 Mio. US-Dollar in die Forschung, um die Sequenzierkosten auf 1 000

US-Dollar pro Genom zu senken (Schloss, 2008). Dies war der Anstoß für

die Entwicklung der Sequenziermethoden der zweiten Generation, wie der

Pyrosequenzierung, Sequenzierung durch Hybridisierung, Ionen-Halbleiter-

DNA-Sequenzierung und Sequencing By Synthesis (SBS). Mit dem Umstieg

auf diese Methoden konnte ab 2007 der Sequenzierdurchsatz sprunghaft an-

gehoben und das Moore’sche Gesetz weit hinter sich gelassen werden.
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1.4 Humanes Referenzgenom

Das erste, vom Humangenomprojekt (HGP) veröffentlichte, humane Refe-

renzgenom wurde noch durch eine Methode erstellt, die fast dreißig Jahre

zuvor von Frederick Sanger (F. Sanger u. a., 1977) eingeführt wurde. Solch

eine Assemblierung zu einer Genomreferenz besteht aus der DNA von zahl-

reichen anonymen Spendern und repräsentiert damit eine Mischung ver-

schiedenster Haplotypen3 von mehreren Individuen, statt dem Genom eines

einzelnen Referenzindividuums. Die von dem International Human Genome

Sequencing Consortium (IHGSC) veröffentlichte Referenz GRCh37 ist eine

Kombination der genetischen Informationen von einem Dutzend Individu-

en. Diese stammten vornehmlich aus der Region um Buffalo, NY (Dudley

und Konrad J. Karczewski, 2013) und stellen damit einen deutlichen Po-

pulationsbias in den Haplotypen dar, der die globale Vielfalt des humanen

Genoms nicht wirklich widerspiegelt.

Für den Vergleich verschiedener Individuen und zur verlässlichen und voll-

ständigen Interpretation von potentiell krankheitsrelevanten Abweichungen

benötigt man eine möglichst repräsentative, fehlerfreie und vollständige Re-

ferenz. Die erste Arbeitsversion des humanen Genoms mit im Schnitt ei-

nem Sequenzierfehler alle 1 000 Basen enthielt noch rund 150 000 Lücken

und entsprach nur zu 28% der ersten finalen Version. Bis zur Veröffentlich-

ung des ersten Referenzgenoms im April 2003 konnte die Qualität deutlich

erhöht werden, so dass es lediglich noch einen Sequenzierfehler pro 10 000

Basen für 99% des Genoms gab und die Anzahl der Lücken auf 400 redu-

ziert werden konnte. Diese höhere Genauigkeit macht insbesondere für die

Genomforschung einen signifikanten Unterschied aus, beispielsweise wenn

nach krankheitsursächlichen genetischen Veränderungen gesucht wird, die

nur eine oder wenige Basen betreffen.

3Haplotyp - Kurzform für haploider Genotyp, welcher eine Nukleotidsequenzvariante
für identische chromosomale Abschnitte eines Genoms darstellt. Häufig ist diese für eine
spezifische Population identisch oder zumindest innerhalb der Population sehr ähnlich
und verbreitet.
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Ursprünglich wurde angenommen, damit die größte Herausforderung – eine

Blaupause des humanen Genoms als Referenz – gelöst zu haben. Es stellte

sich jedoch schnell heraus, dass es deutlich mehr Variabilität im humanen

Genom gibt (R. Li, Y. Li, Zheng u. a., 2010) als ursprünglich angenommen.

Daraus entstand 2008 die Idee für das 1 000 Genom Projekt (Lander u. a.,

2001), welches die Variabilität für verschiedene Populationen zu kartieren

versucht und dafür 2 500 Genome sequenziert und analysiert hat.

Dieser Variabilität wurde 2013 mit dem aktuellen Referenzgenome GRCh38

Rechnung getragen, indem es für einige Regionen mit einer besonders mar-

kanten Populationsvariabilität, alternative Sequenzen anbietet.

1.5 Next Generation Sequencing

Im Laufe der Jahre wurden immer schnellere, günstigere und vor allem

auch weniger arbeitsaufwendige Methoden der Hochdurchsatzsequenzierung

/ High Throughput Sequencing (HTS) entwickelt, die man unter dem Na-

men Next Generation Sequencing (NGS) zusammenfaßt. Teilweise werden

sie, im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung, auch als Sequenziermethoden

der zweiten Generation bezeichnet. All diese Methoden beruhen auf dem

Ansatz, durch massive Parallelisierung Millionen von DNA-Fragmenten in

einem Lauf zu sequenzieren.

In den Anfangsjahren gab es zahlreiche konkurrierende Technologien, wo-

bei diese ständig rasante Fortschritte im Durchsatz, Qualität und Frag-

mentlänge durchliefen. Zu den bedeutendsten Mitstreitern gehörten der Ro-

che 454 Sequenzierer, das Ion Proton� System von ThermoFisher, das SO-

LiD Sequenziersystem von ABI und die Sequenzierer von Solexa, die später

von Illumina übernommen wurden und auf Sequencing By Synthesis (SBS)

basieren. Die Systeme mit der größten Marktdurchdringung sind heutzu-

tage (2018) diejenigen von Illumina. Folglich dominieren diese auch in der

humanen Genomsequenzierung.

In den letzten Jahren sind eine Reihe von ernstzunehmenden Konkurren-
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ten von Sequenzierern der dritten Generation auf dem Markt erschienen,

wie der PacBio Sequel (Single Molecule Real-Time Technology) (Wagner

u. a., 2016), der BGIseq-500 (DNA Nanoball Sequenzierung) oder die Ox-

ford Nanopore Technologie (Drmanac u. a., 2010). Der Vorteil einiger dieser

Systeme besteht darin, dass keine Anreicherung durch eine Polymeraseket-

tenreaktion benötigt wird und damit theoretisch keine Limitierung für die

Fragmentlänge mehr besteht.

Diese Systeme machen bisher jedoch nur einen sehr geringen Anteil aus. Im

Folgenden wird deshalb exemplarisch Sequencing By Synthesis von Illumina

ausführlicher erläutert.

1.5.1 Sequencing By Synthesis

Sequencing By Synthesis (SBS), häufig auch einfach Illumina-Sequenzierung

genannt, ist die zur Zeit am häufigsten angewandte Sequenziermethode,

wenn es darum geht, humane oder andere Vertebraten-DNA/RNA zu se-

quenzieren. SBS läßt sich in vier wichtige Abschnitte in der Prozessierung

zusammenfassen:

� Aufbau einer DNA-Bibliothek

� Clusterbildung

� Sequenzierung

� Computer gestützte Datenanalyse

Aufbau einer DNA-Bibliothek

Der Aufbau einer DNA-Bibliothek ist der erste Schritt bei den Sequen-

ziermethoden der zweiten und dritten Generation. Im Folgenden sollen die

einzelnen Schritte genauer beleuchtet werden, aber im Grunde ist eine sol-

che Bibliothek eine Sammlung von DNA-Fragmenten, die sequenzierfertig
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aufbereitet sind. Hierfür wird die DNA fragmentiert, diese Fragmente an-

schließend mit Adaptern versehen und mit Hilfe einer Polymerasekettenre-

aktion (PCR) angereichert (Abbildung 1.6).

P

P

A
A

P5 P7

A)

B)

C)

D)

Abbildung 1.6: Herstellung einer DNA-Bibliothek A) Fragmentierung
von DNA oder cDNA. Nur Fragmente einer bestimmten Größe werden aus-

gewählt. B) Reparatur der Fragmentenden (in blau), Phosphorylierung P
der 5’-Enden und Hinzufügen einer Adeninbase (A) an die 3’-Enden, um
die Ligation zwischen den Fragmenten zu unterbinden. C) An die Frage-
mente wird ein Adapter mittels komplementären dT-Überhang ligiert. D)
Die fertigen Produkte können mittels PCR amplifiziert werden.

Fragmentierung der DNA Hierbei werden DNA/cDNA-Moleküle in

kleinere Fragmente von wenigen hundert Basenpaaren runtergebrochen (Ab-

bildung 1.6 A). Diese sollten im Idealfall eine in der Länge relativ homo-

gene Fragmentmenge ergeben. Hierfür haben sich drei Methoden etabliert:
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Sonifikation, enzymatische Fragmentierung und Nubilisation (Knierim u. a.,

2011).

Eine weitere Methode ist die enzymatische Fragmentierung. Hierbei werden

die DNA-Fragmente durch Enzyme aufgespalten. Im Gegensatz zu den an-

deren Methoden ist der Nachteil, dass die Enzyme nicht komplett zufällige

Bruchpunkte erzeugen. Die Verteilung dieser ist jedoch ausreichend, um eine

abdeckende, komplexe DNA-Bibliothek zu erhalten.

Eine alternative Methode ist die Nebulisation (Sambrook und Russell, 2006),

bei der DNA mit Hochdruck durch ein kleines Loch gepresst, vernebelt

und somit aufgebrochen wird. Die Fragmentgröße wird hierbei durch die

Geschwindigkeit, den Druck, die Viskosität der Probenflüssigkeit und die

Temperatur bestimmt.

Adapter Ligation Die Fragmentierung resultiert in inhomogenen Frag-

menten mit einzelsträngigen 5’- und 3’-Überhängen. Bevor der Adapter li-

giert werden kann, muss eine Endreparatur erfolgen, so dass stumpfe Frag-

mente (vollständige Doppelstränge) entstehen. Deren 5’-Enden werden phos-

phoryliert und an die 3’-Enden wird eine einzelne Adeninbase (dAMP) an-

gehangen, um die Ligation untereinander zu verhindern. Dieser Schritt wird

dA-Tailing genannt (Abbildung 1.6 B). Anschließend wird der Adapter mit

Hilfe eines komplementären dT-Überhangs an beiden Enden des Fragments

in einer ”Y-Form” ligiert (Abbildung 1.6 C).

Polymerasekettenreaktion – klonale Amplifikation Entsprechend

der angestrebten Sequenzierlänge und -methode werden die adapterligierten

DNA-Fragmente ausgewählt und mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

exponentiell angereichert.

In einem Thermocycler durchlaufen die DNA-Fragmente mehrere, der ge-

wünschten Zielmenge entsprechende, Zyklen. Ein Zyklus besteht hierbei

aus Denaturierung der doppelsträngigen DNA-Fragmente bei 90°C; die Pri-

merhybridisierung geschieht bei 55 bis 65°C; die anschließende Polymerisa-
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tion der Basen zum Komplementärstrang beginnt beim Primer und folgt

der 5′ → 3′-Richtung der DNA-Fragmentvorlage bei 68 bis 72°C.

Einflussfaktoren auf die Qualität der DNA-Bibliothek

Das Hauptziel bei der Erzeugung einer DNA-Bibliothek besteht dar-
in, so viel Bias wie möglich zu vermeiden. Als Bias versteht man
die systematische Verzerrung der Wahrheit (Ursprungsdaten) durch
das Experimentdesign, wie zum Beispiel technische Schritte. Da ge-
rade diese sich nicht komplett vermeiden lassen, sollte man verstehen
wie sie entstehen können und wie man ihnen entgegenwirken oder sie
möglichst gering halten kann.
Die Komplexität einer NGS DNA-Bibliothek kann den Bias des Ex-
perimentdesigns widerspiegeln. Idealerweise erhält man eine hoch-
komplexe Bibliothek, welche der Variabilität des Ausgangsmaterials
entspricht und damit eine relativ gleichmäßige Abdeckung der Ziel-
sequenz ermöglicht. Die technische Herausforderung besteht darin,
dass jeder Amplifikationsschritt diese Variabilität reduzieren kann.
Die Komplexität der Bibliothek kann anhand der Anzahl oder auch
dem Prozentsatz der Duplikatea gemessen werden (Parkinson u. a.,
2012). Ein Nachteil hierbei ist, dass zufällige Duplikate, also solche,
die nicht durch die Amplifikation entstehen, mit der Erhöhung der
erwünschten Abdeckung der Zielsequenz zunehmen. In einer idealen
Welt, in der die Fragmentgrößen der Bibliothek immer gleich wären,
könnte man theoretisch eine maximale Abdeckung – nach Entfernung
von Duplikaten – entsprechende der Gesamtlänge der Reads erhalten.
Abweichungen davon würden direkt auf eine Veränderung in der Se-
quenzlänge auf einem Allel hinweisen. Ein ähnliches Problem stellen
repetitive Regionen dar. Hier können die Reads oft nicht eineindeu-
tig auf die Referenz abgebildet werden. Dies läßt sich teilweise durch
eine zufällige Platzierung der Reads kompensieren, die Qualität der
so gewonnenen Information ist aber auch dementsprechend fraglich.
Eine de novo Assemblierung dieser Regionen ist ohne Reads, welche
die komplette Region überspannen, nahezu unmöglich.

aDoppelte Reads - also Reads, welche auf die gleiche Position des Referenzge-
nom abgebildet werden (Gilfillan u. a., 2012).
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Clusterbildung

Die Bibliothek wird bei 95°C zu einzelsträngigen DNA-Fragmenten (ssDNA)

aufgebrochen. Auf der Innenoberfläche der Flowcellkanäle gibt es einen

dichten Teppich aus komplementären P5-Adaptoren, an welche die ssDNA-

Moleküle binden. Von hier aus wird eine komplementäre Kopie der origi-

nalen ssDNA-Stränge synthetisiert. Anschließend wird die ssDNA denatu-

riert und abgewaschen, so dass nur noch die flowcellgebundene Kopie haften

bleibt und als Vorlage für weitere Kopien dient. Dessen P7-Ende bindet an

den entsprechenden Adaptor auf der Flowcell und von diesem ausgehend

wird eine Kopie des Oligonukleotids synthetisiert. Das entstandene doppel-

strängige Molekül wird denaturiert, so dass nun zwei komplementäre einzel-

strängige Vorlagen an die Flowcell gebunden und für eine weitere Amplifi-

kationsrunde verfügbar sind. Nach fünf bis sieben dieser Amplifikationsrun-

den werden die Oligonukleotide an den P5-Adaptoren abgespalten, so dass

nur Moleküle in der Orientierung der ursprünglichen ssDNA für die Se-

quenzierung auf der Flowcell gebunden verbleiben. Dieser Vorgang wird als

Brückenamplifikation bezeichnet, da die flowcellgebundenen Oligonukleoti-

de bei der Amplifikation brückenartige Gebilde formen. Eine schematische

Darstellung findet sich in Abbildung 1.7. Rund um die Bindungsstellen der

ursprünglichen ssDNAs entstehen so Millionen von Clustern von homogenen

Kopien der originalen Sequenz. Ein Cluster entspricht somit genau einem

Read.

Sequenzierung

Im Sequenzierschritt wird anschließend die Abfolge der Nukleinsäuren er-

mittelt. Wie auch bei der Clusterbildung geschieht dies durch einen sich

immer wiederholenden Schritt. Die vier am 3’-Ende blockierten und fluo-

reszenzmarkierten Desoxynukleotide (Desoxynukleotid (dNTP)) werden zu-

sammen mit einem Primer und DNA-Polymerase auf die Flowcell gegeben,

binden entsprechend der Oligonukleotidvorlage einzeln und werden anschlie-
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A) B)

C)

P5

P7

Abbildung 1.7: Brückenamplifizierung A) Einzelsträngige Fragmente der
DNA-Bibliothek binden zufällig an den P5-komplementären Adaptoren auf
der Flowcell. B) Die P7-Enden der Fragmente binden an die entsprechenden
Adaptoren auf der Flowcell und bilden eine Brücke. Von den Adaptoren aus
wird ein komplementärer Strang synthetisiert. Diese werden denaturiert, so
dass jetzt zwei komplementäre Vorlagen an die Flowcell binden. C) Nach
mehreren Wiederholungen der Brückenamplifikation haben sich an den ur-
sprünglichen Bindungsstellen Cluster identischer Fragmente gebildet.

ßend mit Hilfe eines Lasers zur Emittierung ihres Fluoresenzsignals angeregt

und anschließend das 3’-Ende freigegeben. Das Signal wird pro Cluster ge-

messen und die Basen für den entsprechenden Zyklus damit bestimmt. Dies

wird entsprechend der gewünschten Sequenzlänge der Reads wiederholt –

typischerweise 75 bis 250 Zyklen.

Computer gestützte Datenanalyse

Abhängig vom Aufbau des Experiments werden die Sequenzierdaten im letz-

ten Schritt bioinformatisch analysiert. Typische Anwendungen sind ein Ali-

gnment der sequenzierten Reads an ein Referenz-Genom (z.B. WES, WGS,

RNA-Seq) oder mit den Sequenzen wird ein de novo Assembly durchgeführt,

um längere Contigs zu generieren (z.B. WGS, RNA-Seq).
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Im Fall von Keimzellanalysen werden in der Regel Varianten von einem

Patientengenom zu einem Referenzgenom gesucht. Hierfür wird ein refe-

renzbasiertes Assembly verwendet, also die Abbildung aller individuellen

sequenzierten NGS-Reads auf eine haploide Referenz. Im Anschluß folgt

ein Variantencalling – der Bestimmung von Unterschieden zwischen dem

Genom des Individuums und der Referenz – um diese Varianten in einem

letzten Schritt zu interpretieren und bewerten.

Alignment

Das Ergebnis der NGS-Sequenzierung ist, unabhängig von der verwendeten

Technik, eine Menge von hunderttausenden bis mehrere Millionen NGS-

Reads. Für die Illumina SBS-Methode mit NGS-Reads einer Länge von

50 bp bis 150 bp, befinden sich diese im Bereich von 40 Mio. (WES) bis

900 Mio. (WGS). Die größte Herausforderung ist es, diese Reads auf der Re-

ferenzsequenz abzubilden, also ein globales Alignment zwischen allen Reads

und der Referenz durchzuführen. Solch ein paarweises Alignment ist in li-

nearer Zeit O(ab) möglich, wobei a und b die Längen der beiden Sequenzen

sind. Praktisch wird jedoch auf einem Index des Genoms gearbeitet, womit

es in kurzer Zeit möglich ist, Kandidatenregionen (Seeds) für das Readali-

gnment zu bestimmen und zu erweitern. Hierfür wurden verschiedene Al-

gorithmen (SOAP (R. Li, Y. Li, Kristiansen u. a., 2008), Maq (H. Li, Ruan

und Durbin, 2008), RazerS (Weese u. a., 2009)) entwickelt, welche Hash-

tabellen auf den Reads oder dem Referenzgenom für die Bestimmung der

Seeds verwenden. Eine effizientere Möglichkeit für den Zugriff auf die Refe-

renz bieten die neueren Alignmentprogramme, wie Bowtie (Langmead u. a.,

2009), BWA (Li, Heng, 2013), SOAP2 (R. Li, Yu u. a., 2009), welche eine

Burrows-Wheeler-Transformation auf das Referenzgenom anwenden. Damit

kann eine noch effizientere Kompression der Indexstrukturen erfolgen. So-

mit ist es möglich, den Index (Suffix-Array, FM-Index, . . . ) komplett im

Hauptspeicher zu halten, was einen noch schnelleren Zugriff ermöglicht. Ei-

ne nähere Erläuterung kann im Buch (P. N. Robinson, M.Piro und Jäger,
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2018) gefunden werden.

Variantencalling

Die Bestimmung von Varianten (engl.: Variantcalling) spielt insbesondere

auch bei der Keimzelluntersuchung eine wichtige Rolle. Das humane Ge-

nom ist bis auf die Geschlechtschromosomen diploid, das bedeutet an jeder

Position wird im Vergleich zum Referenzgenom entweder die gleiche Base,

eine völlig andere, oder zur Hälfte eine andere Base erwartet, was auf He-

terozygotie hindeutet. Die Unterschiede des individuellen Genoms zur Re-

ferenz können häufig eine Erklärung für oder Hinweis auf den Phänotypen

geben. Eine Herausforderung ist es, insbesondere bei einer niedrigen Abde-

ckung, die echten Varianten mit einer hohen Sensitivität vom Hintergrund-

rauschen zu trennen. Dieses kann durch verschiedene Faktoren verursacht

werden. Typische Fehlerquellen sind PCR-Artefakte, Sequenzierfehler durch

zum Beispiel überlagernde Cluster, Misalignment der NGS-Reads. Hierfür

gibt es eine Reihe von Programmen wie SAMtools, Freebayes, Platypus,

. . . (Sandmann u. a., 2017), welche mittels statistischer Methoden oder heu-

ristischer Ansätze versuchen, dem entgegenzuwirken. Ein momentan häufig

eingesetztes Programm ist der Haplotypcaller von GATK (McKenna u. a.,

2010), welcher auch in die Analysespipeline von Illumina integriert ist. Es

implementiert ein lokales, paarweises Realignment für jedes Paar von lokal

alignierten NGS-Reads und bestimmt die Varianten mit einem Maximum-

likelihood Ansatz (siehe auch P. N. Robinson, M.Piro und Jäger (2018)).

1.6 Genetische Variationen

Varianten im Genom sind seit langer Zeit bekannt und so ist die Iden-

tifikation dieser, nach der Ermittlung der Gensequenzen durch die NGS-

Sequenzierung, auch eine Triebfeder für die Entwicklung der Sequenzierme-

thoden der ersten Generation (Sanger) und der folgenden High Throughput

Sequencing Methoden gewesen. Mit der Fertigstellung des Humanen Refe-
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renzgenoms stellte sich jedoch entgegen der ursprünglichen Annahme her-

aus, dass es weit mehr Varianz im humanen Genom gibt als angenommen.

Die Arten und die Anzahl der Variationen zur Referenz unterscheiden häufig

nicht zwischen zwei Individuen mit oder ohne klinische Auffälligkeiten und

lassen sich anhand ihrer Länge grob in drei Klassen einteilen:

1. Chromosomenaberrationen, die so groß sind, dass sie mit einem Mi-

kroskop im Karyogram identifiziert werden können (das Fehlen von

ganzen Chromosomen oder Chromosomenarmen);

2. größere strukturelle Aberrationen, die sich mittels FISH unter einem

Mikroskop detektieren lassen;

3. submikroskopische Aberrationen und Einzelbasenvarianten.

Die Häufigkeit der Aberrationen korreliert dabei mit deren Größe, bezie-

hungsweise der Anzahl betroffener Basen. Kleinere Varianten kommen rela-

tiv häufig vor, wohingegen große sehr selten sind.

1.6.1 Einzelbasenvarianten – SNVs und MNVs

Unter Einzelbasenvarianten lassen sich Varianten zusammenfassen, die nur

eine einzelne Base betreffen (SNVs). Hierbei läßt sich zwischen einer In-

sertion, einer Deletion und einer Substitution, dem Austausch einer ein-

zelnen Base gegen eine andere, unterscheiden. In den ersten beiden Fällen

würde es im codierenden Bereich zu einem Frameshift4 bei der Translati-

on kommen, der die Abfolge der Aminosäuren des Proteins verändert. Im

nicht-codierenden, aber gegebenenfalls funktionalen Bereich würde es zur

Zerstörung eines Bindungsmotivs kommen. Die Veränderung einer einzel-

nen Base kann ebenfalls zur Veränderung von Bindungsmotiven führen oder

aber bei der Translation durch die Codonveränderung zum Austausch der

eingebauten Aminosäure.

4Veränderung des Leserasters
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Sind mehrere aufeinanderfolgende Basen betroffen, so spricht man von einer

Multinukleotidvariante (MNV). Dies können kleinste Insertionen oder Dele-

tionen sein, auch InDels genannt (Krawitz u. a., 2010), oder der Austausch

von benachbarten Basen. Hierbei sind beliebig komplexe Kombinationen

vorstellbar. Im unten stehenden Kasten
”
SNVs und MNVs“ sind Beispiele

für Substitutionen, Deletionen und Insertionen jeweils für SNVs und MNVs

gezeigt.

SNVs und MNVs

Substitution Deletion Insertion

SNV

REF: ...ACCACAG ..... GACCATA ...... TAA GCC...

ALT: ...ACCGCAG ..... GAC-ATA ...... TAAAGCC...

MNV

REF: ...ATTTCGAAG...ACC TTCA ATT...TGACC CAC...

ALT: ...ATTAGTAAG...ACC ----ATT...TGA GATGT CAC...

1.6.2 Chromosomenaberrationen

Chromosomenaberrationen als größte mögliche Variationen kommen rela-

tiv selten vor – etwa bei jedem 200. neugeborenen Kind. Die meisten sind

mit dem Leben nicht vereinbar und führen oft frühzeitig zu einem Abort.

Einige Chromosomenstörungen lassen jedoch die Geburt von lebensfähigen

Kindern zu. Generell lassen sie sich in numerische und strukturelle Chro-

mosomenaberrationen unterscheiden.

Numerische Chromosomenaberrationen

Die meisten humanen Chromosomenaberrationen sind numerisch, das heißt

es gibt eine Veränderung in der Gesamtchromosomenanzahl, einzelne Chro-

mosomen sind nicht mehr diploid vorhanden. Beispiele hierfür sind:
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� Monosomien - das Fehlen einzelner Chromosomen, wie z.B. das Ullrich-

Turner-Syndrom (Karyotyp 45,X)

� Trisomien - das Auftreten von zusätzlichen Chromosomen, wie beim

Down-Syndom/Trisomie 21 (Karyotyp 47,XX+21/XY+21) oder dem

Klinefelter-Syndrom (Karyotyp 47,XXY)

� Polyploidien - Vervielfältigung des kompletten Chromosomensatzes,

wie bei Triploidien (Karyotyp 69,XXX)

Strukturelle Chromosomenaberrationen

Bei strukturellen Chromosomenveränderungen wird zwischen balancierten

und unbalancierten Aberrationen unterscheiden. Balancierte Chromosomen-

veränderungen haben in der Regel keine bis wenige Auswirkungen für den

Betroffenen, da sich die genetischen Informationen durch eine balancierte

Translokation nur von einem auf ein anderes Chromosom übertragen haben.

Dies führt jedoch in den Folgegenerationen häufig zu unbalancierten Chro-

mosomenveränderungen, wenn während der meiotischen Teilung balancierte

Chromosomenveränderungen ungleich auf die Keimzellen aufgeteilt werden.

Bei der anschließenden Rekombination der elterlichen Chromosomen kommt

es dann zu einer Imbalance der Chromosomen. Bekanntere Beispiele hierfür

sind etwa das Cri-du-Chat-Syndrom, ausgelöst durch eine distale Deletion

des kurzen Arms von Chromosom 5, oder auch das De-Grouchy-Syndrom

Typ I/II, verursacht durch eine Deletion des kurzen/langen Arms von Chro-

mosom 18.

1.7 Medizinische Notwendigkeit einer Inter-

pretation von genomischen Varianten

Das erste Mal konnte im Jahre 1940 durch G. W. Beadle und Tatum (1941)

gezeigt werden, dass eine Veränderung in der Nukleotidsequenz eines Gens

1.7. Medizinische Notwendigkeit einer Interpretation von genomischen
Varianten
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zu einem veränderten Phänotypen führt. Diese Beobachtung führte letzend-

lich zur Ein-Gen-ein-Enzym-Hypothese (George Wells Beadle, 1945; Tatum

und G. W. Beadle, 1945), wonach in der Sequenz eines Gens die komplet-

te Information zur Bildung eines bestimmten Enzyms enthalten ist. Er-

krankungen, die durch eine Veränderungen in der genomischen Sequenz

zu einem abnormalen Phänotypen führen, werden auch als Erbkrankhei-

ten bezeichnet, da diese von einer Generation zur nächsten über die Game-

ten weitergegeben werden können. Man bezeichnet sie auch als genetische

Erkrankungen oder Mendelsche Erkrankungen. Bei der Interpretation der

genetischen Veränderungen sollte jedoch immer beachtet werden, dass die

äußeren Faktoren ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die Ausprägung

des möglichen Phänotyps haben. Ein Beispiel hierfür ist die Auswirkung

von Unterernährung auf Kinder, welche dort zum Beispiel zu einer Ent-

wicklungsverzögerung und verlangsamten Wachstum führen kann.
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Kapitel 2

Jannovar : eine Java-Bibliothek
zur Beurteilung von
genomischen Varianten

Ein wichtiger Schritt in der Beurteilung von Varianten in den codieren-

den Bereichen (Exom) des Genoms ist es, Informationen zu Charakteris-

tika dieser Position zusammenzutragen und zu verknüpfen. Diesen Schritt

nennt man Annotation einer Variante. Dieses Kapitel behandelt die Java-

Bibliothek Jannovar, welche im Hinblick auf die Annotation von Exomen

entwickelt wurde. Jannovar enthält eine Beispielimplementation zur Anno-

tation von genomischen Varianten in VCF-Dateien, wurde jedoch primär als

Annotationsbibliothek für die Verwendung in größeren Projekten entworfen.

2.1 Einführung

Whole Exome Sequencing (WES) ist die gezielte Anreicherung und Se-

quenzierung von protein-codierenden Exons und einigen weiteren regula-

torischen oder krankheitsrelevanten Bereichen im humanen Genom. Es ist

damit eine mächtige und zudem auch kosteneffektive Methode zur Iden-

tifizierung von neuen krankheitsassoziierten Genen, die den Mendelschen

Gesetzen folgen (Splinter u. a., 2018). Die kontinuierliche Weiterentwick-
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lung in der Sequenzierung hin zum hoch parallelisierten Durchsatzverfah-

ren, auch High Throughput Sequencing (HTS) genannt (Margulies u. a.,

2005; Shendure u. a., 2005), führte 2010 zur ersten Identifikation einer ge-

netischen Veränderung, die dem Mendelschen Vererbungsmuster folgt (Ng

u. a., 2010). In der Tat ist Whole Exome Sequencing (WES) so effektiv, dass

es immer häufiger auch im diagnostischen Umfeld eingesetzt wird (Bams-

had u. a., 2011; Choi u. a., 2012; P. N. Robinson, Krawitz und Mundlos,

2011; Shendure, 2011). So wurden mittlerweile schon über 1 000 krankheits-

relevante Gene mit dieser Methode identifiziert und publiziert (Fernandez-

Marmiesse, Gouveia und Couce, 2018; Rabbani u. a., 2012). Bedingt durch

die stetig fallenden Sequenzierkosten – aktuell (2020) liegen diese Kosten

bei 500e – ist WES nicht mehr nur für die Forschung interessant, son-

dern zunehmend auch für die klinische Diagnostik in der Humangenetik.

Daneben gewinnt es auch immer mehr an Bedeutung für zahlreiche weitere

Fragestellungen in der Medizin und anderen Forschungsgebieten, wie der

Evolotionsbiologie (Sullivan u. a., 2017).

Neben den Kosten sind und bleiben die Analyse, Interpretation und Aus-

wertung der WES-Daten eine große Herausforderung. Je nach verwende-

ter Anreicherungsmethode und Zielregion1 identifiziert man bis zu mehrere

zehntausend Variationen zum Referenzgenom im Exom eines Individuums.

Die Identifizierung der Varianten aus den Rohdaten ist von mehreren Schrit-

ten abhängig und kann sich durch die Wahl der verwendeten Methoden bzw.

Programme zur Abbildung der Rohdaten (Mapping) und die anschließende

Variantenbestimmung (Calling) deutlich unterscheiden (Laurie u. a., 2016;

Warden u. a., 2014).

Ein wichtiger Schritt in der Interpretation, der durch das Calling2 bestimm-

1Bereiche auf dem Genom, welche für die Sequenzierung angereichert werden. Im
allgemeinen alle Exons der protein-codierenden Gene, mittlerweile aber auch zahlreiche
nicht-codierende Gene und regulatorische Bereiche.

2Der Schritt in der bioinformatischen Analyse von NGS-Daten, bei dem anhand der
Sequenz der überspannenden Reads zu einer genomischen Position Rückschlüsse auf das
Vorhandensein einer möglichen Variante gezogen werden.
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ten Varianten, ist die Annotation hinsichtlich ihres Effekts auf das enthal-

tene Gen oder Transkript, beziehungsweise die möglichen Auswirkungen

während der Translation der prozessierten Transkripte. Für diesen Zweck

wurden zahlreiche Programme entwickelt, wie ANNOVAR (K. Wang, M. Li

und Hakonarson, 2010), VAT (Habegger u. a., 2012) oder auch der Variant

Effect Predictor (VEP) vom Ensembl Projekt (Flicek u. a., 2013; McLaren

u. a., 2010), um nur einige zu nennen. Diese Programme sind in ihrer Grund-

funktion nicht zu bemängeln und jedes hat seine Vorteile, seien es Laufzeit,

Annotationsumfang oder auch die Flexibilität der Datenbanken. Was allen

gemeinsam fehlt ist die Möglichkeit auch als lokale Software-Bibliothek in

größeren Frameworks eingesetzt zu werden.

2.2 Überblick

Der typische Anwendungsfall für Variantenannotationsprogramme, wie auch

Jannovar, ist die Eingabe von Varianten im VCF-Format, deren Annotation

und die anschließende Ausgabe einer annotierten VCF-Datei. Im Folgenden

wird das VCF-Format erläutert und ein Überblick über die von Jannovar

verwendeten Nomenklaturen zur Variantenannotation und Transkriptdaten-

banken gegeben, bevor sich der nächste Abschnitt mit der effizienten Im-

plementierung des Annotationsschritts in Jannovar befasst. Am Ende des

Kapitels wird anhand eines Beispiels nochmals auf Jannovar als Software-

Bibliothek eingegangen.

2.2.1 VCF-Format

Das Variant Calling Format (VCF) ist der De-Facto-Standard zur Reprä-

sentation von Varianten im humanen Genom. Der Aufbau ist relativ simpel,

unterliegt jedoch einer Reihe von Spezifikationen. Momentan liegt diese Spe-

zifikation in der Version 4.3 vor (Danecek u. a., 2011)3. Eine VCF-Datei ist

3Diese (VCFv4.3.pdf) und die jeweils aktuelle Spezifikation kann unter
https://samtools.github.io/hts-specs/ gefunden werden.
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eine tabellarische Textdatei bestehend aus drei Abschnitten. Sie beginnt im-

mer mit den Meta-Informationen, gefolgt von einem Kopfbereich (header),

der die Spalten beschreibt, und dem eigentlichen Inhalt (body), welcher die

eigentlichen variantenbeschreibenden Daten enthält (Abbildung 2.1).

Meta-Informationen

Zeilen mit Meta-Informationen werden stets mit einer Doppelraute (##)

eingeleitet. Die erste Meta-Information und damit auch die erste Zeile in

einer VCF-Datei ist immer die Angabe zum Dateiformat.

##fileformat=VCFv4.3

VCF-Format

##fileformat=VCFv4.3

##fileDate=20090805

##source=myImputationProgramV3.1

##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36.fasta

##contig=<ID=20,length=62435964,assembly=B36,md5=f126cdf8a6e0c7f379d618ff66beb2da,species="Homo sapiens">

##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">

##INFO=<ID=AF,Number=A,Type=Float,Description="Allele Frequency">

##INFO=<ID=DB,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">

##INFO=<ID=H2,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">

##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">

##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">

##FORMAT=<ID=GQ,Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">

##FORMAT=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NA00001

20 14370 rs6054257 G A 29 PASS DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 1|0:48:8:51,51

20 17330 . T A 3 q10 DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 0|1:3:5:65,3

20 1110696 rs6040355 A G,T 67 PASS DP=10;AF=0.333,0.667;DB GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27

Abbildung 2.1: Zu sehen ist das eingekürzte Beispiel einer VCF-Datei aus
den VCFv4.3 Spezifikationen. Die Meta-Informationen werden durch dop-
pelte Rauten (##) gekennzeichnet, gefolgt durch den header (#) und dem
body, der in diesem Fall Bescheibungen zu drei Varianten auf Chromosom
20 enthält.

Variantenbeschreibung

Die Beschreibung der Varianten startet mit einer Beschreibung der Spalten.

Die Anordnung und Bezeichnung ist für die ersten neun Spalten immer

identisch:
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Phred-score

Der Phred Qualitätswert Q definiert sich als logarithmisch abhängig
von der (Base-calling) Fehlerwahrscheinlichkeit P .

Q = −10log10P (2.1)
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Abbildung 2.2: Beschreibung des Phred Qualitätswerts.

Tabellenspalten einer VCF-Datei

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT ...

CHROM Die ID der Referenzsequenz. Häufig der Chromosomenname (chr1,

chr2, ...).

POS Der Start der Variante in Bezug zu der Referenzsequenz.

ID Externe ID der Variante, falls in einer Datenbank bekannt, wie z.B. dbS-

NP (1000 Genomes Project Consortium u. a., 2010), Cosmic (Forbes
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u. a., 2017), . . .

REF Die betroffenen Referenzbase(n) aus dem Alphabet (A,C,G,T,N).

ALT Die alternativ gefundene Sequenz(en) bestehend aus dem Alphabet

(A,C,G,T,N,*) oder einem Identifier (ID), der im header definiert

wurde und eine Strukturvariantenklasse beschreibt.

QUAL Ein Qualitätswert als Phred-score (siehe Abbildung 2.2) für die An-

nahme der Alternative.

FILTER Filterstatus. PASS, wenn alle Filter passiert wurden, ansonsten eine

Auflistung ohne Leerzeichen der nicht passierten Filter, getrennt durch

ein Semikolon. Wurde keine Filter angewandt, so steht ein einfaches

”
.“.

INFO* Zusätzliche beschreibende Informationen. Die einzelnen Felder in der

INFO Spalte werden durch ein Semikolon voneinander getrennt. Die

Felder müssen in den Metainformationen am Anfang der Datei defi-

niert werden und sind im folgenden Format:

<key>=<data>[,data]

FORMAT* Diese Spalte beschreibt, in welcher Reihenfolge die Genotypinfor-

mationen zu den einzelnen Einträgen für die Proben in den folgenden

Spalten abgelegt sind. Die Anordnung der Informationen ist für alle

Einträge in der VCF-Datei identisch. Ein Beispiel für solch ein Ein-

trag ist GT:GQ:DP:HQ. In der Regel steht der Eintrag zum Genotyp

(GT) an erster Position. Alle Felder müssen in den Metainformationen

definiert sein.

* Sowohl für die INFO- als auch FORMAT-Spalte gibt es eine Reihe von reser-

vierten Feldern, die in den Spezifikationen zum entsprechenden Dateiformat

nachgeschlagen werden können. Als Beispiel sei hier nochmals auf den Ge-

notyp (GT) verwiesen.
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2.2.2 Variantennormalisierung

Die Variantennormalisierung ist ein essentieller Schritt zur Vermeidung von

redundanten und uneindeutigen Variantenbeschreibungen in Datenbanken.

Betrachtet man die einzelnen Einträge in der Datenbank für Singlenukleo-

tidpolymorphismen (dbSNP) (Sherry u. a., 2001; Smigielski u. a., 2000), so

stößt man immer wieder auf lokale Anhäufungen von Varianten.

Im Folgenden ein Beispiel für zwei dbSNP Einträge: Eine Insertion von vier

Basen CTTT zwischen den Basen an Position 16 537 622 und 16 537 623 auf

Chromosom 22.

Variantennormalisierung - Teil 1

rs200449532 :

TCAAAGACATGAATACAACCTAATGACTCCTTGTTCATCAAGA

��
CTTT

rs4010175 :

TCAAAGACATGAATACAACCTAATGACTCCTTGTTCATCAAGA

��
TTCT

TTCG

Betrachtet man in diesem Fall für den dbSNP Eintrag rs4010175 nur die

Insertion TTCT und vernachlässigt für den Augenblick TTCG. Fügt man die

alternativen Allele in die Originalsequenz ein, so erhält man exakt die glei-

chen Sequenzen:

Variantennormalisierung - Teil 2

TCAAAGACATGAATACAAC CTTT CTAATGACTCCTTGTTCATCAAGA

TCAAAGACATGAATACAACCT TTCT AATGACTCCTTGTTCATCAAGA

Daraus lässt sich schlußfolgern, dass die beiden Einträge rs200449532 und

rs4010175 identisch sind (zumindest für die Insertion von CTTT bzw. TTCT).
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Durch die Wahl der Positionierung sind sie jedoch nicht mehr eineindeutig.

In der Tat wäre es in diesem Fall gut, die Insertion von TTCT aus rs4010175

mit dem Eintrag rs200449532 zusammenzufassen und die Varianten damit

zu normalisieren.

Die Normalisierung einer Variantenrepräsentation besteht aus zwei Teilen.

Zum einen sollte sie immer sparsam in der Darstellung sein und des weiteren

links-aligniert werden – in Abhängigkeit zur Variantenlänge und Position.

Sparsamkeit Nach dem Prinzip der Parsimonie soll eine höchstmögliche

Sparsamkeit bei der Beschreibung angewendet werden. Im Kontext der Va-

riantenrepräsentation bedeutet Sparsamkeit, eine Variante mit so wenig Nu-

kleotiden wie möglich darzustellen. Dabei darf die Länge keines Allels auf

0 sinken.

Dies lässt sich am leichtesten mit Hilfe einer Multinukleotidvariante (MNV)

veranschaulichen. Im folgenden Beispiel sieht man die Referenz und das

alternative Allel einer MNV:

REF: CCCGATCCCC

ALT: CCCATGCCCC

Mögliche Repräsentationen dieser MNV wären:

VCF-Format

REF CCCGATCCCC | POS REF ALT |

ALT1 CATG | 4 CGAT CATG | nicht links-getrimmt

ALT2 ATGC | 5 GATC ATGC | nicht rechts-getrimmt

ALT3 CATGC | 4 CGATC CATGC | nicht getrimmt

ALT4 ATG | 5 GAT ATG | normalisiert

Links-aligniert Eine Variante ist dann links aligniert, wenn ihr Start-

punkt möglichst weit nach links verschoben ist, ohne ihren Informationsge-

halt zu verlieren. Entsprechend den VCF-Spezifikationen dürfen Allele nicht

leer sein (Danecek u. a., 2011).
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Dies lässt sich anhand von einem kurzen Tandem-Repeat veranschaulichen:

REF: CGTATATATATAGAC

ALT: CGTATATATAGAC TA Deletion

VCF-Format

REF CGTATATATATAGAC | POS REF ALT |

REF TA | 11 TA . | nicht links-aligniert

ALT1 . | | ALT leer

REF TAT | 9 TAT T | nicht links-aligniert

ALT1 T | | sparsame Darstellung

REF TAT | 6 TAT T | normalisiert

ALT3 T | |

2.2.3 HGVS-Nomenklatur

Eine der wichtigsten Eigenschaften von Jannovar ist es, dass transkribier-

te Varianten in der im medizinischen und wissenschaftlichen Umfeld ge-

bräuchlichen HGVS-Nomenklatur annotiert werden. Diese ist normalisiert

und damit eindeutig, womit eine automatisierte Vergleichbarkeit von Vari-

anten und deren Annotation gegeben ist.

Eines der erklärten Ziele der Human Genome Variation Society (HGVS) ist

es, eine einheitliche Annotation für Variationen in DNA-, RNA- und Prote-

insequenzen zu etablieren. Eine konsistente und einheitliche Beschreibung

von Sequenzvarianten ist essentiell für einen vergleichbaren Austausch von

Informationen und genomischen Analysen (Dunnen, 2017). Insbesondere

für die DNA-Diagnostik ist eine standardisierte Beschreibung und der Aus-

tausch von bekannten Varianten kritisch. Obwohl der Ansatz zur systemati-

schen Annotation ursprünglich im Jahre 2000 für humane Daten geschaffen

wurde, wird er mittlerweile auch häufig für andere gut annotierte Spezi-

es (Maus, Ratte, ...) verwendet und hat sich unter der Federführung der

Human Genome Variation Society, dem Human Variome Project (HVP)

und der Human Genome Organization (HUGO) zu einem international

anerkannten Standard entwickelt.
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In älteren Publikationen kann man häufig nicht eindeutige Beschreibungen

für Varianten finden. Zur Veranschaulichung soll ein simples Beispiel die-

nen. Angenommen im Gen ABC13 steht in der Referenz für die codierende

Sequenz an Position 78 ein Adenosin (A). Bei der Sequenzierung des Gens

mittels Sanger findet man nun an dieser Stelle ein Guanin (G). Eine häufig

verwendete Beschreibung für solch eine Variante wäre ABC13:A78G. Anhand

des verwendeten 1-Buchstabenkodes ist es nicht ersichtlich, dass es sich bei

A und G um Nukleotide handelt. Diese Bezeichnung könnte ebenfalls für

die Proteinsequenz gelten, d.h. in dem Polypeptid wurde an Position 78 ein

Alanin (A) gegen ein Glycin (G) ausgetauscht. Ebenso ist der Verweis auf das

Gen mittels des Gennamens uneindeutig, da weder die Version des Gens,

noch die Referenzdatenbank eindeutig daraus hervorgeht. Diese Uneindeu-

tigkeiten lassen keinen Rückschluss auf die tatsächlich verwendete Referenz

zu. Aus diesem Grund ist die HGVS-Annotation eine vor allem im me-

dizinischen und molekularbiologischen Bereich verwendete Annotation für

chromosomale Veränderungen und deren direkte Auswirkungen im huma-

nen Genom. Sie stellt heute den Standard zur Annotation von Varianten in

ärztlichen Befunden sowie in Publikationen dar.

Die HGVS-Annotation gibt einige grundlegende Empfehlungen, die in Jan-

novar implementiert sind.

� Varianten sollen auf dem grundlegendsten Level (DNA) definiert wer-

den. Zusätzlich kann man die Beschreibungen auf RNA- oder Prote-

inlevel geben.

� Varianten sollen in Relation zu einer allgemeingültigen (öffentlich zu-

gänglichen) Referenzsequenz beschrieben werden.

� 3’Regel - für alle Annotationen gilt, dass die weitestmögliche 3’-Positi-

on in Relation zur Referenzsequenz verwendet wird. Dies gilt insbeson-

dere auch für längere Wiederholungen von Residuen in der Referenz

oder Tandem-Repeats. Sie ist für die Beschreibung auf allen Leveln

32 2.2. Überblick



KAPITEL 2. JANNOVAR: EINE JAVA-BIBLIOTHEK ZUR
BEURTEILUNG VON GENOMISCHEN VARIANTEN

(Genom, Gen, Transkript, Protein) gültig und muss jeweils pro Level

angewandt werden.

� Es sollen nur bestätigte HGNC (Gray u. a., 2015) Gensymbole ver-

wendet werden.

Nummerierung von Varianten

Genomische Koordinaten (Chromosomen, Scaffolds, ...) werden mit einem

kleinen g eingeleitet: g.1, g.2, g.3 . . . . Die Nummerierung erfolgt durch-

gängig vom ersten bis zum letzten Nukleotid. Für nicht-codierende Sequen-

zen wird vom ersten Nukleotid des ersten Exons, wie in Abbildung 2.3

und Tabelle 2.1 gezeigt, innerhalb der kompletten Exonstruktur fortlaufend

nummeriert (n.123). Die kompliziertere Struktur der protein-codierenden

Transkripte spiegelt sich auch in der HGVS-Nummerierung wider. Codie-

rende Sequenzen werden fortlaufend nummeriert (c.1,c.2,...). Dies er-

folgt ab dem ersten Nukleotid des Startcodons (ATG/Methionin (Met)) bis

zur letzten Position des Stopcodons (TAG, TGA, TAA). Die Positionen in der

5’UTR werden, im Gegensatz zu nicht-codierenden Transkripten, bei de-

nen diese Zählweise schon vor dem ersten Nukleotid des ersten Exon ge-

nutzt wird, mit einem vorgestellten ’-’ hochgezählt. Das Gleiche gilt für die

3’UTR. Hier wird ein ’*’ vor die aufsteigenden Positionen gestellt. Nach dem

letzten Exonnukleotid wird in der intragenischen Region mit einem vorge-

stellten ’*’ gezählt. Intronische Bereiche werden mit der letzten Exonpositi-

on, einem ’+/’-, je nach Sichtweise zum nächsten Exon in 5’ oder 3’ Rich-

tung und der Anzahl der Nukleotide zu diesem Exon angegeben: n.70+11,

c.51-9. Nukleotide in Introns in der 5’UTR codierender Transkripte würden

folgendermaßen nummeriert: c.-12+1, c.-12+2, . . . , c.-11-2, c.-11-1.

Solche in Introns in der 3’ UTR: c.*78+1, c.*78+2, . . . , c.*79-2, c.*79-1.

Das Ganze ist, wie eingangs erwähnt, auch in Abbildung 2.3 und Tabelle 2.1

nochmals veranschaulicht.
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Nukleotid Nummerierung nach HGVS

Nukleotid Nummerierung auf der Referenzsequenz

Genbereich genomisch nicht-codierend codierend Protein

5’ flankierende
Region

1 . . . 1000 -1000 . . . -1 -1020 . . . -21 -

E
x
o
n

1

5’UTR 1001 . . . 1020 1 . . . 20 -20 . . . -1 -

CDS 1021 . . . 1070 21 . . . 70 1 . . . 50 1 . . . 16 (17)

Intron1 1071 . . . 1150 70+1 . . . 70+80
71-80 . . . 71-1

50+1 . . . 50+80
51-80 . . . 51-1

-

Exon2 1151 . . . 1170 71 . . . 90 51 . . . 70 17 . . . 23 (24)

Intron2 1171 . . . 1200 90+1 . . . 90+20
91-20 . . . 91-1

70+1 . . . 70+80
71-80 . . . 71-1

-

E
x
o
n

3

CDS 1201 . . . 1226 91 . . . 116 71 . . . 96 24 . . . 31

3’UTR 1227 . . . 1240 117 . . . 130 *1 . . . *13 -

3’ flankierende
Region

1241 . . . 1400 *1 . . . *160 *14 . . . *174 -

Tabelle 2.1: Dies ist eine vereinfachte Adaption der Idee aus der Tabel-
le zum Abschnitt Reference sequence DNA-level von der Internetseite:
http://www.hgvs.org/mutnomen/examplesDNA.html.
Es ist zu beachten, dass die Anzahl der Positionen im Protein um
eins geringer ist, als die mögliche Anzahl der Codons in der CDS ei-
nes codierenden Gens, da das Stop-Codon nicht mitgezählt wird. Da
Exons nicht in jedem Fall mit einem kompletten Codon abschließen,
ist für diesen Fall die Nummer des Teilcodons in der Proteinspal-
te in Klammern angegeben. Für intronische Positionen sind beide
möglichen Zählweisen angegeben, je nachdem ob vom Ende des davor
lokalisierten Exons aufwärts oder vom Folgeexon rückwärts gezählt
wird.
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Exon1 Intron1 Exon2 Intron2 Exon3

1 70 71 90 91 130
70+1 70+#
71-# 71-1

90+1
91-1

S
TA

R
T

1-1-20 50
50+1

51-1

51 70 71 95*1 *15
70+1

71-1 S
T
O
P

5'UTR CDS 3'UTRnicht-codierend

Abbildung 2.3: Schematische Exon-Intron-Strukturdarstellung für
nicht-codierende und codierende Transkripte. Die Nummerierung entspricht
den Vorgaben der HGVS-Nomenklatur (siehe auch Tabelle 2.1). # wird hier
als Platzhalter verwendet und entspricht der Länge des jeweiligen Introns.
Der besseren Übersichtlichkeit halber sind die Nummerierungsschemata in
beide Richtungen nur im ersten Intron des nicht-codierenden Transkripts
eingetragen.

Normalisierung

Anders als bei der Variantennormalisierung auf DNA-Ebene im VCF-For-

mat, wo die Variante auf der genomischen Achse möglichst weit links-

aligniert wird, werden diese entsprechend der HGVS-Nomenklatur rechts-

aligniert bzw. 3’ zur Ausrichtung des Transkripts. Dies alleine ist jedoch

irreführend. Da sich die HGVS-Nomenklatur immer auf ein Referenztran-

skript und damit ein Gen bezieht, muss man die besondere Struktur der

DNA beachten. Diese besteht aus einem gewundenen Doppelstrang, wobei

etwa die Hälfte aller Gene in Leserichtung auf dem Referenzstrang und die

andere Hälfte auf dem revers komplementären Gegenstrang codiert sind.

Folglich entspricht für etwa die Hälfte der Varianten im VCF-Format (in

Genen auf dem Gegenstrang) die Normalisierung auf DNA Ebene derjeni-

gen in der HGVS-Nomenklatur.

Eine besondere Herausforderung stellt die Variantennormalisierung in der

Proteinsequenz dar, da die Position nicht unbedingt mit der Position des
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oder der betroffenen Codons übereinstimmen muss. In der folgenden Liste

ist ein Beispiel aufgezeigt, wie sich die Positionen der DNA- und Prote-

invariante im VCF-Format und in der HGVS-Nomenklatur unterscheiden

können. Eine inframe-Deletion von drei Nukleinsäuren aus einer Folge von

Prolin (Pro) codierenden Codons bedeutet für jedes Format eine andere

Position. Für das VCF-Format (links-aligniert) liegt die Deletion (CCC) an

Position 7-9 (Codon 3), für die cDNA im HGVS-Format an Position 18-20

(Codon 6/7) und für das Protein an Position 25-27 (Codon 9).

Codon 1__2__3__4__5__6__7__8__9__10_11_

Protein ArgSerProProProProProProProIleAsp

REF CGTAGTCCCCCCCCCCCCCCACCACCAATAGAC

ALT CGTAGTCCCCCCCCCC---CACCACCAATAGAC

VCF-Format:

REF CCCC nicht links-aligniert

ALT C

ALT TCCC normalisiert

ALT T

missense_variant

HGVS-Format:

cDNA:

ALT CGTAGTCCCCCCCCCCC---ACCACCAATAGAC rechts-aligniert

Protein:

REF ArgSerProProProProProProProIleAsp

ALT ArgSerProProProProProPro - IleAsp

Implementierung

Mutalizer (Wildeman u. a., 2008) gilt als Referenzimplementation für die

teilweise sehr komplexe HGVS-Nomenklatur. Zahlreiche Programme wie

Annovar (K. Wang, M. Li und Hakonarson, 2010) oder VEP (Flicek u. a.,

2013; McLaren u. a., 2010) geben Annotationen im HGVS-Format aus, je-

doch waren diese oft fehlerbehaftet. Jannovar ist eines der ersten Program-

me, welches die Umwandlung von Varianten vom VCF-Format in die HGVS-

Nomenklatur entsprechend den Ausgaben von Mutalizer implementiert.
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Variantenkategorien

Eine wichtige Funktion der Annotation von Varianten ist es, diese leichter

zugänglich und weiterverarbeitbar zu machen. Ein Beispiel ist die Daten-

integration in verschiedene Variantentypen zur Gruppierung und Beurtei-

lung. Ebenso wichtig für die weitere Verarbeitung und Vergleichbarkeit ist

es, die Dateninteroperabilität zu gewährleisten, also eine einheitliche und

eindeutige Annotation zu verwenden. Jannovar verwendet zur rein techni-

schen Beschreibung von Varianten die HGVS-Nomenklatur. Zusätzlich zu

dieser Annotation werden Varianten entsprechend ihrer Lokalisation und

den möglichen Auswirkungen während der Transkription, Prozessierung und

Translation in verschiedene Kategorien unterteilt (siehe Tabelle 2.2 und

Tabelle A1). Hierbei werden die Varianten von Jannovar mit den entspre-

chenden Termen aus der Sequence Ontology (SO) (Eilbeck und Lewis, 2004)

annotiert. Jedem dieser Terme ist eine einzigartige Identifikationsnummer

(Accessionnumber) zugeordnet, die aus SO für Sequence Ontology, einem

Doppelpunkt ’:’ und einer siebenstelligen Nummer besteht. Nachfolgend

ist exemplarisch der SO-Term zusammen mit der korrespondierenden SO-

Accessionnumber für eine nicht-synonyme Variation (engl. missense variant)

gezeigt:

missense variant SO:0000001

Eine schematische Darstellung aller von Jannovar verwendeten SO-Terme,

im Bezug zur Lokalisation auf den funktionellen Einheiten eines Transkripts,

findet sich in Abbildung 2.4. Zusätzlich finden sich Beispiele für alle Vari-

antenkategorien, die von Jannovar annotiert werden, im Anhang in Tabel-

le A1.

Intergenische Varianten

Für Varianten im intergenischen Bereich gibt es keine entsprechende HGVS-

Annotation. Jannovar annotiert diese jedoch ebenfalls. Als Referenzpunkt
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Übersicht der zur Annotation verwendeten SO-Terme

SO-Terme SO Acces-
sionnumber

Möglicher
Effekt

start lost SO:0002012 High
stop gained SO:0001587 High
stop lost SO:0001578 High
complex substitution SO:1000005 High
mnv SO:0002007 High
frameshift elongation SO:0001909 High
frameshift truncation SO:0001910 High
frameshift variant SO:0001589 High
splice acceptor variant SO:0001574 High
splice donor variant SO:0001575 High

missense variant SO:0001583 Moderate
inframe insertion SO:0001821 Moderate
disruptive inframe insertion SO:0001824 Moderate
inframe deletion SO:0001822 Moderate
disruptive inframe deletion SO:0001826 Moderate

synonymous variant SO:0001819 Low
non coding transcript exon variant SO:0001792 Low
non coding transcript intron variant SO:0001970 Low
5 prime utr exon variant SO:0002092 Low
3 prime utr exon variant SO:0002089 Low
5 prime utr intron variant SO:0002091 Low
3 prime utr intron variant SO:0002090 Low
stop retained variant SO:0001567 Low
initiator codon variant SO:0001582 Low
splice region variant SO:0001630 Low

upstream gene variant SO:0001631 Modifier
downstream gene variant SO:0001632 Modifier
direct tandem duplication SO:1000039 Modifier
intergenic variant SO:0001628 Modifier

Tabelle 2.2: Übersicht der SO-Terme, SO-Accessionnumbers und dem
möglichen Effekt, wie sie von Jannovar zur Annotation von Varianten
verwendet werden.
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5' 3'

stop_gained
stop_lost
stop_retained_variant

frameshift_variant
frameshift_elongation
frameshift_truncation
inframe_insertion
disruptive_inframe_deletion

start_lost
initiator_codon_variant

GU AG

splice_region_variant
splice_donor_variant
splice_acceptor_variant

5_prime_utr_exon_variant
5_prime_utr_intron_variant

synonymous_variant
missense_variant

intergenic_variant
upstream_gene_variant

3_prime_utr_exon_variant
3_prime_utr_intron_variant

downstream_gene_variant

mnv
complex_substitution
direct tandem_duplication

keine bestimmte Lokalisierung

non_coding_transcript_exon_variant
non_coding_transcript_intron_variant

Varianten in nicht-codierenden Transkripten:

Abbildung 2.4: Lokalisation der Varianten. Lokalisation der von Jan-
novar mit SO-Termen annotierten Varianten. Exons sind als Blöcke dar-
gestellt, welche durch Introns (gestrichelt und mit einem Dach die Exons
verbindend) unterbrochen werden. In Grau ist der protein-codierende Be-
reich des Transkripts dargestellt, der weiße Bereich entspricht der UTR.
Für das erste Intron im codierenden Bereich wurden Spleiß-Donor (GU) und
-Akzeptor (AG) markiert.

gilt in diesem Fall der Abstand zum nächstgelegenen Gen. Dabei wird das-

jenige prozessierte Transkript dieses Gens referenziert, welches am nächsten

heranreicht. Zu diesem Referenzpunkt kommt die Annotation nach SO hin-

zu. Entsprechend Tabelle 2.2 gibt es drei mögliche SO-Variantentypen: inter

genic variant, upstream gene variant und downstream gene variant.

Eine Differenzierung hängt von der Position zum Gen ab. Eine intergenic

variant kann vor oder hinter einem Gen liegen, ist von diesem jedoch min-

destens 5 000 bp weit entfernt. Eine Variante innerhalb der 5 000 bp Bande

wird entsprechend ihrer Position als upstream gene variant, für eine Lo-

kalisation 5’ vor einem Gen beziehungsweise downstream gene variant für

3’ hinter einem Gen entsprechend der genomischen Achse annotiert.
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UTR Varianten

Varianten können in der 5’UTR und 3’UTR sowohl in exonischen als auch

intronischen Regionen auftreten. Wie eingangs erwähnt, wird für die 5’UTR

die Position der Varianten als Abstand zum Start-Codon mit einem vorge-

stellten ’−’ angegeben. Die dbSNP Variante rs3128113, eine Transition

von A>G an Position 935 459 auf Chromosom 1 entspricht einer 5 prime utr

exon variant des Transkripts NM 001142467.1 106 Nukleotide vor dem

Start-Codon. Die entsprechende Transkriptannotation ist: NM 001142467.1:

c.-106T>C. Eine 5 prime utr intron variant im 5’UTR Intron würde

zuätzlich mit dem Abstand zum nächsten Exon annotiert werden, die ge-

nomische Variante chr1:g.11741304A>C entsprechend zur Transkriptvari-

ante NM 001127325.1:c.-12-634T>G. Analog werden die Annotationen in

der 3’UTR gebildet, wobei hier der Abstand zum Stop-Codon mit einem

vorgestellten * zur Nummerierung dient. Ein Beispiel für eine 3 prime utr

exon variant wäre die genomische Variante chr1:g900730G>A, welche der

Transkriptvariante NM 198317.2:c.*159G>A entspricht, und 3 prime utr

intron variant NM 005694.1:c.*5-154T>C für eine intronische 3’UTR

Variante steht.

CDS Varianten

Varianten im codierenden Bereich eines Gens können sich in den unter-

schiedlichsten funktionalen Bereichen befinden. Die HGVS-Nomenklatur be-

schreibt eine Substitution oder Deletion unabhängig von der Lokalisation.

Für die SO-Terminologie ist die Position und mögliche Auswirkung auf die

Translation von Bedeutung, so dass diese eine einfache Substitution je nach

Lage ganz unterschiedlich annotiert werden kann. Die Breite der möglichen

Auswirkungen reicht hier von in der Regel fast keinem Effekt (synonyme

Variante) bis zu ernsthaften (Start-/Stop-Verlust) Effekten auf die Trans-

lation.

synonymous variant
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Diese wird auch stumme Variante genannt. Der Austausch eines Nu-

kleotides innerhalb eines Codons führt nicht zur Änderung der co-

dierenden Aminosäure. Eine interessante Variante ist NM 015658.3:

c.1843C>T, bei der nicht die Wobble-Base betroffen ist. Als stumme

Variante führt dies dennoch zu keinem Austausch der Aminosäure in

der Translation, so dass die HGVS-Annotation p.(=) ist.

missense variant

Diese nicht-synonyme Variante ist per Definition die Veränderung von

mindestens einem Nukleotid, so dass es zu einem Austausch der co-

dierenden Aminosäure kommt. Die Anzahl der Nukleotide wird da-

bei nicht verändert. Dies wird typischerweise durch die Transversion

oder Transition einzelner Nukleotide verursacht. Ein typisches Bei-

spiel für eine Transversion chr1:g.883899T>G in NA12878 ist der

dbSNP Eintrag rs72631890. Dieser führt zum Austausch c.1528A>C

im Transkript NM 015658.3 von Gen NOC2L, resultierend im Ami-

nosäureaustausch p.(Asn510His).

start lost

Die Substitution eines Nukleotids im Start-Codon hat zum Verlust

dessen geführt und fatale Auswirkungen auf die Translation des Tran-

skripts. Ohne das Start-Codon kann diese nicht initiiert werden und

es wird kein Protein als Genprodukt produziert. Ein Beispiel hierfür

ist die das Transkript NM 015700.3 betreffende genomische Varian-

te chr2:69659126A>T, welche als missense variant (c.2T>A) das

Start-Codon (p.0?) zerstört.

initiator codon variant

Eine Codon-Variante, welche mindestens ein Nukleotid des transkrip-

tioninitiierenden Codons modifiziert.

stop lost

Eine Variante innerhalb des Stop-Codons, die zum Verlust derselbi-
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gen führt. Während der Tanslation kommt es zu keinem Abbruch, was

wiederum zu einem verlängerten Protein mit einem unbestimmten En-

de führt. So führt die Transition in NM 001004689.1:c.937T>A zum

Verlust des Stop-Codons p.(*313Argext*?). Es ist ungewiss, wann

in diesem Fall ein funktionales Stop-Codon in der Sequenz auftaucht.

stop gain

bezeichnet die Einführung eines zusätzlichen Stop-Codons in die co-

dierende Sequenz eines Transkripts. Dies kann durch komplexe Vari-

anten oder auch einfache SNVs verursacht werden. Die Substitution

NM 023013.2:c.314T>A ist eine Nonsense-Variante und führt ein neu-

es Stop-Codon p.(Leu105*) anstelle des Leucins an Position 105 ein.

Da es zu diesem Codon keine entsprechende Aminosäure gibt, wird es

auch Nonsense-Codon genannt.

stop retained variant

Für das translationale Stopsignal existieren drei (UAA, UAG, UGA) Co-

dons, wobei es mehrere Möglichkeiten gibt, diese durch eine einzelne

Substitution ineinander zu überführen. Eine stop retained variant

ist demnach eine synonymous variant innerhalb des Stop-Codons.

mnv

Eine Multinukleotidvariante ist ein mikro InDel4 (Krawitz u. a., 2010).

Sie betrifft eine kontinuierliche Folge von mindestens zwei Nukleoti-

den in der Referenz und wird durch ebenfalls mindestens zwei Nu-

kleotide ersetzt. Sie wird als komplexes Rearrangement betrachtet,

also der Kombination von elementaren Veränderungen (Substitution,

Deletion, Duplikation, Insertion, Inversion, Translokation). Eine De-

letion von fünf Nukleotiden aus der codierenden Sequenz an Position

78 bis 84, kombiniert mit der Insertion von drei Nukleotiden ATT, lässt

sich nach HGVS-Nomenklatur als c.78 84delinsATT oder auch in der

4Kunstwort aus Insertion und Deletion
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Langform c.78 84delGCGCGinsATT ausdrücken.

Frameshift Varianten

Wird in der codierende Sequenz kein Vielfaches von drei Nukleotiden

deletiert oder eingefügt, wird der offene Leserahmen unterbrochen und

es hat Auswirkungen auf die Translation der weiteren Codons. Die

frameshift variant rs36013100 (chr1:g.54605319G>GC) ist eine

einfache Insertion NM 201546.3:c.1223 1224insG auf Transkriptebe-

ne. In das Protein wird 45 Aminosäuren nach dem betroffenen Codon

ein neues Stop-Codon (*) eingeführt: p.(Met409Hisfs*45). Sind der

Frameshift und das frühere Stop-Codon durch eine Deletion verur-

sacht, so ist dies eine frameshift truncation. Im umgekehrten Fall

einer Insertion und einem relativ zur Referenz späteren Stop-Codon

ist es eine frameshift elongation.

Inframe Deletion

Eine Deletion, welche den ORF in der codierenden Sequenz erhält,

kann entweder ein (p.(Leu35del)) oder mehrere Codons (p.(Pro369

Gly394del)) komplett entfernen (inframe deletion). Beginnt die

Deletion in einem Codon, so werden zwei Codons fusioniert und bei

mehr als drei Nukleotiden werden ganze Codons deletiert (disruptive

inframe deletion). Die Länge des entsprechenden Proteins verrin-

gert sich hierbei um die Anzahl der deletierten Codons.

Inframe Insertion

ORF erhaltende Insertionen können direkt an der Codongrenze Nu-

kleotide insertieren (inframe insertion). Duplikationen in der Nu-

kleotidssequenz (NM 012093.3:c.1603 1605dup) führen hierbei auch

zu Duplikationen im Protein (p.(Ile535dup)), andere Insertionen

(NM 001197234.2|c.42 43insTTCCTCCTC) in der Regel auch zu In-

sertionen von neuen Aminosäuren (p.(Ser14 Leu15insPheLeuLeu)).

Dabei gibt es Fälle, in denen die Codon-zu-Aminosäure-Zuordnung
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zu einer Duplikation führen. Werden die Nukleotide innerhalb eines

Codons eingefügt, so ist dies eine disruptive inframe insertion.

Intron Varianten

Wie im Abschnitt
”
Nummerierung von Varianten“ beschrieben, wer-

den Varianten in Introns zwischen codierenden Exons (coding tran

script intron variant) entsprechend des Abstands zum am näch-

sten gelegenen Exon in 5’ (NM 198317.2:c.1700+18G>C) oder 3’ (NM

015658.3:c.180-92C>T) Leserichtung nummeriert.

Spleißvarianten

Protein-codierende Transkripte unterlaufen in der Regel einem Prozessions-

schritt vor der Translation, bei dem die Introns (siehe auch Abbildung 2.3)

aus dem Primärtranskript herausgeschnitten werden – dem sogenannten

Spleißen. Dies geschieht an hoch konservierten Erkennungssequenzen, die

den Übergang vom Exon zum Intron markieren. Beim Menschen findet man

fast ausschließlich GU-AG-Introns, bei denen die Donor-Seite 5’ im Intron

durch ein Guanin+Uracil eingeleitet wird und die letzten beiden Nukleotide

des Introns 3’ Adenin+Guanin als Akzeptor dienen. Varianten in der un-

mittelbaren Umgebung der Spleißgrenzen sowohl im intronischen als auch

exonischen Bereich werden Spleißvarianten genannt. Die Grenzen reichen

hier vom dritten Nukleotid im Exon bis zum achten Nukleotid im Intron.

Eine splice donor variant verändert mindestens eine der ersten beiden

intronischen Nukleotide (Spleißdonor). Am anderen Ende des Introns be-

trifft eine splice acceptor variant die letzten beiden Nukleotide, den

Spleißakzeptor. Eine Variante, die noch innerhalb der Spleißgrenzen liegt

wird als splice region variant annotiert. Als Spleißgrenzen sind hier die

ersten drei Nukleotide des Exons und die Nukleotide drei bis acht des In-

trons definiert.
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Varianten in nicht-codierenden Transkripten

Im Gegensatz zu dem dreigeteilten funktionalen Aufbau (5’UTR, CDS,

3’UTR) von codierenden Transkripten gibt es bei nicht-codierenden Tran-

skripten nur einen funktionalen Bereich. Aus diesem Grund wird für non

coding transcript variant (SO:0001619) Varianten die Nummerierung

schon mit dem ersten transkribierten Nukleotid begonnen. Das c wird durch

ein n für non-coding (nicht-codierend) ersetzt. Mögliche Variantentypen

sind non coding transcript exon variant und non coding transcript

intron variant, auch in Kombination mit splice region variant.

2.2.4 Transkripte und Datenbanken

Parallel mit dem Humangenomprojekt entstand das Bedürfnis, vorhande-

nes Wissen über Gene und Transkripte in Datenbanken festzuhalten. Ins-

besondere mit der Veröffentlichung des ersten humanen Genomreleases als

Referenzpunkt zur einheitliche Beschreibung der Strukturen auf dem Ge-

nom entstanden mehrere Initiativen, um dies zu realisieren. So haben sich

im Verlauf der letzten Dekaden eine Reihe unterschiedlicher Transkriptda-

tenbanken etabliert. Einige sind schon älteren Datums, aber die meisten

entstanden um die Jahrtausendwende und damit bevor das erste offizielle

humane Genomrelease veröffentlicht wurde.

Die wichtigsten und am häufigsten verwendeten Datenbanken, welche auch

als Referenz für HGVS dienen können, sollen hier Erwähnung finden. Histo-

risch gesehen haben alle diese Datenbanken ihre Daseinsberechtigung und

eine sehr große gemeinsame Schnittmenge, unterscheiden sich aber durch

die unterschiedlichen Ansätze sowohl im Umfang, als auch in ihrer Evidenz.

Jannovar kann nativ diese drei Datenbanken zur Annotation verwenden.

Ensembl (Aken, Achuthan u. a., 2017; Aken, Ayling u. a., 2016) ist ein

Gemeinschaftsprojekt des European Bioinformatics Institute (EMBI-EBI)

und dem Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI), angesiedelt in Hinxton
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(Vereinigtes Königreich).

RefSeq ist die Reference Sequence Database (Referenzsequenz Daten-

bank) des NCBI (Nationales Zentrum für Biotechnologieinformation) und

stammt aus Bethesda, MD (USA).

UCSC ist die Datenbank der University of California, Santa Cruz (UCSC),

aus Santa Cruz, CA (USA).

Alle drei Datenbanken beziehen ihre Basisinformationen und Annotationen

aus der International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC).

Das INSDC ist ein Zusammenschluss von drei großen Nukleotid-Datenban-

ken, namentlich das European Nucleotide Archive (EBI), GenBank (NC-

BI) und DDBJ, und hat das Ziel, eine öffentliche Referenzdatenbank für

DNA und RNA-Sequenzen bereitzustellen, die weltweit von Forschern ak-

tualisiert und genutzt werden kann. Um den Nutzern Konsistenz zu bieten,

führen alle INSDC-Datenbanken täglich untereinander eine Synchronisation

aus. Da diese Referenzdatenbank eine Archivdatenbank ist, kann sie viele

redundante Datensätze zu dem gleichen Locus (Gen oder auch Transkript)

enthalten. Aus diesem Grund haben alle Transkriptdatenbanken ihre eigene

Herangehensweise, die INSDC-Daten zu filtern und zusammenzuführen, um

ein repräsentatives Referenz-Subset zu erhalten. Im Folgenden findet sich

eine kurze Zusammenfassung für die drei erwähnten Datenbanken.

Ensembl/GENCODE5 Ein Gen fasst alle Transkriptvarianten mit über-

lappender codierender Sequenz6 zusammen. Die Transkriptannotationen ent-

stammen entweder dem automatisierten Ensembl-Annotationsprozess, Ha-

vana/Vega7 (J. L. Harrow u. a., 2014) oder dem Consensus Coding Se-

5GENCODE ist Teil des ENCODE-Projekts und hat zum Ziel eine
”
Enzyklopädie

aller Gene und Genvarianten“ aufzubauen(J. Harrow, Denoeud u. a., 2006; J. Harrow,
Frankish u. a., 2012).

6Es gibt einige wenige handkurierte Fusions-Gene, die trotz überlappender codierender
Sequenz als separate Gene definiert sind.

7http://www.sanger.ac.uk/science/groups/vertebrate-annotation
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quence (CCDS)-Projekt8 (Pruitt u. a., 2009).

RefSeq Sequenzen sind nicht Teil der INSDC-Datenbank, sind aber von

INSDC-Sequenzen (Genbank) abgeleitet und stellen einen nicht-redundan-

ten, kurierten Datensatz dar, der unser heutiges Verständnis von bekannten

Genen repräsentieren soll. Einige Einträge enthalten Sequenzinformationen

(beschreibende Informationen, Publikationen, Eigenschaften), die nicht in

einem einzelnen INSDC-Datensatz gefunden werden können, sondern aus

mehreren zusammengestellt sind.

UCSC known genes (Hsu u. a., 2006) basieren auf den Proteinen in der

Swiss-Prot/TrEMBL (UniProt) Datenbank und den dazu gehörigen Tran-

skriptdaten in GenBank/INSDC. Im Sommer 2016 hat UCSC seine Daten-

bank angepasst und verwendet nun für GRCh38 ebenfalls GENCODE als

Grundlage und ist damit zu Ensembl identisch9.

GENCODE enhält hierbei die hochwertigsten Annotationen (Frankish u. a.,

2015). Am Beispiel von UCSC wird deutlich, wie die Datensätze in den ein-

zelnen Datenbanken vereinheitlicht werden. Dies hat nicht nur für die Bioin-

formatiker viele Vorteile, sondern ermöglicht allen Forschern, die mit diesen

Datenbank arbeiten, eine einheitliche Referenz und damit Vergleichbarkeit

ihrer Arbeit.

2.2.5 Transkripte als Intervalle – der Intervallbaum

Die erste und wichtigste algorithmische Aufgabe bei der genomischen Anno-

tation ist die Identifizierung aller genomischer Einheiten (z.B. Gene, Tran-

skripte, . . . ), die für die Fragestellung von Bedeutung sind und mit einer

Variante überlappen. Dies ist insbesondere durch die sehr komplexe Struk-

tur der Gene und der Transkripte (variable Exon und Intron Kombination)

bei Eukaryoten eine Herausforderung (Abbildung 2.5). Überlappende Ge-

ne und Gene innerhalb intronischer Regionen eines anderen Gens sind eine

zusätzliche Hürde bei der effizienten Bestimmung der betroffenen genomi-

8https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/
9http://genome.ucsc.edu/blog/new-default-gene-set-on-grch38-gencode-basic-genes/
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Abbildung 2.5: Gene und Transkripte über rund 480 000 bp entlang der
genomischen Achse von Chromosom 17 aus dem GRCh38 Genomrelease.
Transkripte werden als Intervalle mit unterschiedlichen Schraffierungen für
die Exons (Balken) und Introns (Linie) angezeigt. Die Richtung der Tran-
skripte (5’ zu 3’ UTR) beziehungsweise der codierende Strang für das Gen
wird durch Pfeile in den Introns markiert. Rot markiert, oberhalb der Tran-
skripte, sind vier Einzelbasenvarianten. Diese Abbildung veranschaulicht die
Herausforderungen bei der Annotation von genomischen Varianten. Eine Va-
riante kann mit mehreren Transkripten eines Gens oder auch mit mehreren
Genen überlappen. Die Variante chr17:g.31330444C>T führt zum Beispiel
zu einer nicht-synonymen Substitution in zahlreichen Transkriptvarian-
ten (ENST00000356175.7|ENST00000358273.8|ENST00000431387.8) des
NF1 Gens. Eine andere Variante chr17:g.31295020G>C überlappt mit
zwei Genen und deren Transkiptvarianten (OMG:ENST00000247271.4,
NF1:ENST00000356175.7|ENST00000358273.8). Diese Abbildung wurde
mit Hilfe des UCSC Genome Browsers (Tyner u. a., 2017) erstellt.

schen Einheiten. Hierfür werden genomische Annotationen aus der VCF-

Datei, wie zum Beispiel chr11:g.1836518C>G, in gen- bzw. transkriptba-

sierte Annotationen folgender Form umgewandelt: SYT8:NM 001290332.1:

c.655C>G:p.(Leu219Val).

Ein trivialer Ansatz wäre über alle Intervalle zu iterieren und auf eine

Überlappung mit der Variante zu testen. Dies ließe sich in einer Laufzeit

von O(n), mit n gleich der Anzahl der Intervalle realisieren. Durch eine

Sortierung der Start- und Endkoordinaten der Intervalle ließe sich dies noch

beschleunigen. Im genomischen Kontext ist die Fragestellung jedoch kompli-

zierter. Ausgehend von der Position der Variante werden neben den Start-
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oder Endkoordinaten der überlappenden Transkripte gegebenenfalls auch

die der am nächsten lokalisierten Transkripte gesucht. Da es, wie in Abbil-

dung 2.5 gezeigt, sehr lange Gene (NF1) gibt, die weitere (OMG, EVI2A,

. . . ) überspannen, welche nicht mit der Variante überlappen, kann man

hieraus kein Abbruchkriterium für die Suche konstruieren. Ausgehend von

der Variante g.31295020G>C würde man bei einer Suche entlang der geno-

mischen Achse zuerst auf OMG, anschließend auf EVI2B, . . . und erst ziem-

lich spät auf NF1 stoßen. Um die Suche nach allen überlappenden Features

(bzw. Gene/Transkripte/. . . ) mit einer bestimmten genomischen Position

effektiv zu gestalten, eignet sich der Intervallbaum (Berg u. a., 2008). Jan-

novar verwendet diesen zur Implementation der Suche nach überlappenden

Transkripten zu einer Variante.

2.3 Algorithmus

2.3.1 Aufbau des Intervallbaums

Ein Intervallbaum lässt sich, wie in Abbildung 2.6 und dem Pseudocode in

Algorithmus 1 skizziert, in einer Laufzeit von O(n log n) aufbauen, wobei n

die Anzahl der Intervalle i ∈ I (in diesem Fall Transkripte) ist (ebd.). Ge-

nomische Features in Form von Transkripten (A) lassen sich in Intervallen

abstrahieren (B). Diese n Intervallpaare von Koordinaten, den genomischen

Start- und Endpunkten der Transkripte, werden in einem ersten Schritt

nummerisch sortiert. Mit Hilfe einer rekursiven Funktion (Build-Node),

die in Algorithmus 1 als Pseudocode dargestellt ist, werden nun die ein-

zelnen Knoten und Blätter des Intervallbaums aufgebaut (C). Hierfür wird

der Median (xmedian) aller 2n Endpunkte der Intervalle in I berechnet. Die

Menge aus Intervallen kann nun in drei Gruppen unterteilt werden, solche

die mit xmedian überlappen (Imiddle), jenen die auf der genomischen Ach-

se komplett vor xmedian liegen (Ileft) und denen, die hinter xmedian liegen

(Iright). Im folgenden Schritt erzeugt man einen Knoten n (engl. node), aus

dem der Intervallbaum aufgebaut wird. Dieser Knoten enthält die Intervalle

2.3. Algorithmus 49



KAPITEL 2. JANNOVAR: EINE JAVA-BIBLIOTHEK ZUR
BEURTEILUNG VON GENOMISCHEN VARIANTEN

A)

B)

C)

Abbildung 2.6: A) Ein Ausschnitt aus dem UCSC Genome Browser, der auch
schon in Abbildung 2.5 zu sehen ist. B) Transkripte lassen sich abstrakt
generalisiert darstellen. Sie werden dabei als durchgängige Intervalle von
ihrem Start- bis zum Endpunkt angezeigt. C) Zeigt den Intervallbaum, der
sich aus den Intervallen in B) aufbauen lässt. Die grünen Kästen stellen
die Knoten und Blätter im Baum dar und können keinen (V), ein einzelnes
(III,IV) oder mehrere (I,II,VI,VII) Transkriptintervalle enthalten.

aus Imiddle, wobei Imiddle auch eine leere Menge sein kann und der Knoten

damit ebenfalls leer wäre (siehe auch Knoten V in Abbildung 2.6). Um die

Suche innerhalb des Knotens zu optimieren, werden die Startkoordinaten

oder auch linken Endpunkte (LEP) entlang der genomischen Achse der ent-

haltenen Intervalle aufsteigend sortiert. Umgekehrt werden die Endkoordi-

naten oder rechten Endpunkte (REP) in absteigender Reihenfolge sortiert.

Durch den rekursiven Aufruf der Knotenbaufunktion wird ein binärer Baum

konstruiert.

Für die Implementation in Jannovar wurde für jedes Chromosom ein se-

parater Intervallbaum gewählt. Alternativ ist es möglich einen einzelnen

Baum aus der Gesamtsequenz aller Autosomen, Gonosomen und der mit-

ochondrialen DNA aufzubauen. In diesem Fall müssen dann die relativen

Koordinaten der Intervalle in die absoluten der Gesamtsequenz umgewan-

delt werden.
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Algorithmus 1 Der Algorithmus zum Aufbau des Intervallbaums als Pseu-
docode. Build-Node konstruiert einen Knoten des Baums und ruft sich
rekursiv auf um Töchterknoten zu erzeugen. Hierzu werden die Intervalle
in drei Gruppen unterteilt: I. komplett links vom Median der Start- und
Endpunkte der Intervallen (Ileft), komplett rechts vom Median (Iright) und
denen, die mit dem Median überlappen (Imiddle). Die Intervalle links und
rechts vom Median (Ileft & Iright) werden zur rekursiven Konstruktion der
Töchterknoten verwendet, während die überlappenden Intervalle Imiddle die-
sem Knoten zugeordnet werden.

Build-Node(I)
1 Sort the set of 2n endpoints {e1, e2, . . . , e2n} of the n intervals i ∈ I
2 xmedian = median({e1, e2, . . . , e2n})
3 Divide all intervals i ∈ I into Ileft, Imiddle, and Iright
4 Node n = new Node(Imiddle) // Construct new node
5 n.median = xmedian

6 n.LEP = sort Imiddle by increasing left end point
7 n.REP = sort Imiddle by decreasing right end point
8 n.left = Build-Node(Ileft)
9 n.right = Build-Node(Iright)

2.3.2 Abfrage des Intervallbaums

Ebenso wie für den Aufbau des Baums wird für die Suche nach überlappen-

den Intervallen zu einer Anfrage s = [s.lo, s.hi] eine rekursive Funktion

verwendet.

Abfrage einer Einzelposition (SNV, Insertion) Nachfolgend wird

von dem Fall ausgegangen, dass Start- (s.lo) und Endpunkt (s.hi) einer

Anfrage s identisch sind 10. Aus der Konstruktion des Intervallbaums wis-

sen wir, dass jedes Intervall in einem Knoten n mit n.median überlappt

und die Intervalle in n.LEP aufsteigend anhand der Startpunkte und in

n.REP absteigend entsprechend der Endpunkte sortiert sind. Für die Su-

10Dies wäre zum Beispiel bei SNVs und Insertionen der Fall.
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Algorithmus 2 Der Algorithmus zur Suche im Intervallbaum als Pseudo-
code. Search-Node findet alle überlappenden Intervalle zu einer Suchan-
frage s im Knoten n und ruft rekursiv die Suche in den Töchterknoten auf.
Da per Definition alle Intervalle im Knoten n mit n.median überlappen,
ist die erste Anfrage trivial, erspart jedoch die Iteration über die sortierten
Endpunktlisten.

Search-Node(n, s)

1 // Search intervals {i1, i2, . . .} stored in current node
2 if s.lo == n.median ‖ s.hi == n.median
3 All intervals in n overlap s
4 else
5 if s.hi < n.median
6 Search intervals in n.LEP until ij .lo > s.lo for some j
7 if s.lo > n.median
8 Search intervals in n.REP until ij .hi > s.hi for some j
9 // Search in children nodes as appropriate
10 if s.hi < n.median
11 eliminate the right subtree beginning with n.right
12 else Search-Node(n.right, s)
13 if s.lo > n.median
14 eliminate the left subtree beginning with n.left
15 else Search-Node(n.left, s)

che in dem aktuellen Knoten wird geschaut, ob s.lo == s.hi < n.median

gilt. Denn es ist bekannt, dass alle Intervalle in n dann hinter s enden (siehe

auch Abbildung 2.7). Ist dies der Fall, so müssen nur diejenigen Interval-

le in n.LEP bestimmt werden, die vor s.hi liegen (Algorithmus 2 Zeile

2). Für den Fall s.lo == s.hi > n.median muss man umgekehrt testen,

welche Intervalle in n.REP hinter s.lo liegen (Algorithmus 2 Zeile 4). Soll-

te s.lo == s.hi = n.median sein, so überlappen alle Intervalle in n mit

dem Anfrageintervall s und n.LEP bzw. n.REP müssen nicht prozessiert

werden. Die rekursive Suche in den Töchterknoten fällt ebenfalls weg. Im

zweiten Schritt werden nun die Töchterknoten von n in Abhängigkeit der

Position von n.median zu s.lo bzw. s.hi prozessiert (siehe auch Algorith-
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mus 2 Zeile 7 & 10 und Abbildung 2.7).

x / s.hi

n.median

Knoten n

Abbildung 2.7: Alle Intervalle im Knoten n überlappen mit dem Median der
Endpunkte n.median. Da alle Endpunkte der Intervalle dementsprechend
hinter n.median liegen, kann man für den Fall, dass man nur einen Punkt x
kleiner als n.median abfragt, sagen, dass alle Intervalle, die vor x in n.LEP
beginnen, mit diesem Punkt überlappen müssen. Dementsprechend gilt auch
für ein gegebenes Intervall s, das in s.hi endet und dieser Punkt kleiner als
n.median ist, dass alle Intervalle beginnend vor s.hi mit dem Intervall s
überlappen müssen.

Abfrage für ein Intervall (MNV, Deletion, SV) Sind Start- und

Endpunkt einer Anfrage s unterschiedlich, dann gibt es drei Möglichkeiten

für ein überlappendes Intervall r.

1. Start- oder Endpunkt von s liegen in r.

2. r umschließt das Anfrageintervall komplett.

3. s umschließt das Intervall r komplett.

Für Start- und Endpunkt müssen separate Suchen im Intervallbaum nach

dem genannten Schema durchgeführt werden. Damit werden die in 1. & 2.

beschriebenen Intervalle identifiziert. Hierbei muss beachten werden, dass

für die 2. Suche Duplikate vermieden werden. Dies lässt sich mit Hilfe einer

Markierung der identifizierten Intervalle bzw. Transkripte verhindern. Für
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s.lo s.hi

2
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung eines Intervallbaums mit
den Grenzen eines Abfrageintervalls (s.lo,s.hi). Gestrichelte Intervalle
überlappen zumindest teilweise mit dem dargestellten Abfrageintervall (s).
Bei der Abfrage von Intervallen statt einzelnen Punkten können folgende
drei Möglichkeiten auftreten: 1 Start- oder Endpunkt des Abfrageinter-

valls überlappen mit Intervallen, 2 Start- und Endpunkt des Abfragein-

tervalls liegen beide innerhalb der Grenzen eines Intervalls oder 3 das
Abfrageintervall umschließt ein Intervall komplett.

die Suche nach Intervallen, die wie in 3. komplett vom Anfrageintervall s

umschlossen werden, lässt sich der Suchraum einschränken.

Wie in Abbildung 2.8 gezeigt, ist bekannt, dass alle Intervalle in den Kinder-

knoten zwischen dem am weitesten links liegenden Knoten, für den s.lo ≥
n.median gilt und jenem am weitesten rechts gelegenen Knoten mit s.hi ≤
n.median, komplett vom Anfrageintervall s überlappt sein müssen. Im an-

gewandten genomischen Kontext kommt dies eher selten vor. VCF-Dateien

aus Exomanalysen enthalten in der Regel keine größeren (Struktur-) Vari-

anten, sondern beschränken sich, technologiebedingt, auf SNVs und kleinere
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(≤ 50) InDels.

PKN2

ref|PKN2,ref|NM_006256,ens|ENST00000370505,ens|ENST00000544045,ens|ENST00000316005,ens|ENST00000370513,ens|ENST00000370521,ens|ENST00000436111,ccds|CCDS714

RefSeq Genes

Agilent SureSelect v6

[0 - 263]

Coverage

Sample.bam

89.266 kb 89.268 kb 89.270 kb 89.272 kb 89.274 kb 89.276 kb

11 kb

chr1

p36.23 p36.12 p35.1 p34.1 p32.2 p31.2 p22.3 p21.3 p13.3 p12 q11 q12 q21.1 q22 q24.1 q25.2 q31.1 q32.1 q32.3 q42.11 q42.3 q44

Abbildung 2.9: Gezeigt wird der Ausschnitt von sieben Exons auf Chromo-
som 1 im Bereich von 89 266 340-89 277 513 auf dem GRCh37 Genomrelease.
Mittig sieht man die auf einem Illumina HiSeq4000 und mit BWA-MEM (Li,
Heng, 2013) gemappen Reads für ein mit dem Agilent SureSelect Human All
Exon V6 Targetkit angereichertes Exom. Unten sind die kumulierte Exon-
Intron-Struktur für das Gen PKN2 aus der RefSeq Datenbank, wie auch
die Platzierung der Sonden für die verwendete Anreicherung, dargestellt.
Deutlich zu sehen ist, dass neben den Exons auch weite Teile der Introns
abgedeckt und damit analysierbar sind. Diese Abbildung wurde mit Hilfe
von IGV (J. T. Robinson u. a., 2011; Thorvaldsdóttir, J. T. Robinson und
Mesirov, 2013) erstellt.

Erweiterte Implementierung der Intervallbaumsuche Bei der Se-

quenzierung des Exoms werden neben den Exons auch intronische und in-

tergenische Bereiche angereichert und sequenziert. Bei der Auswertung lie-

gen viele Varianten nicht innerhalb der Exons, sondern sind diesen vor-

oder nachgelagert (siehe auch Abbildung 2.9). Für den Fall, dass bei der

normalen Intervallbaumsuche keine überlappenden Transkripte identifiziert

wurden, muss man auf eine Erweiterung der normalen Suchfunktion zurück-

greifen, um die nächstgelegenen linken (5’) und rechten (3’) Nachbarn auf
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der genomischen Achse zu bestimmen. Für eine Suchanfrage s, die mit kei-

nem Intervall übereinstimmt, gilt es im allerersten Schritt zu schauen (das

Gleiche gilt für alle Varianten), ob sie vor dem ersten oder hinter dem letz-

ten Intervall liegt. Hierfür sortiert man in einem Vorverarbeitungsschritt die

Start- beziehungsweise Endpunkte aller Intervalle analog zum Aufbau der

Knoten im Intervallbaum. Mit diesen Listen ist es trivial nachzuschlagen, ob

1. s außerhalb der Intervallbaumkoordinaten liegt und eine Suche in diesem

hinfällig ist und 2. lässt sich das nächstgelegene Transkript direkt ablesen.

Theoretisch muss nicht einmal eine sortierte Liste der Transkripte ange-

legt werden, sondern es müssen nur die Extremwerte und die dazugehörigen

Transkripte bekannt sein.

Liegt s nicht vor oder hinter den Intervallen des Baums, so endet eine Su-

che im Baum mit Search-Node in einem Blatt und alle Intervalle dieses

Knotens liegen entweder vor oder hinter der Suchanfrage. Die Bestimmung

der nächsten Intervalle ist nicht trivial und folgende Bedingungen müssen

beachtet werden, um die korrekten Nachbarn zu bestimmen:

� Knoten können leer sein und keine Intervalle enthalten. (Abbildung 2.6

C Knoten V)

� Intervalle in Elternknoten können jene in Kinderknoten überspannen.

(Vergleiche hierzu auch Abbildung 2.6 C. Der linke Endpunkt von

Intervall a im Elternknoten II liegt noch vor dem von b des Tochter-

knotens III.)

Eine Kombination beider Bedingungen ist ebenso möglich, betrachtet man

z.B. den rechten Endpunkt von Intervall f aus Knoten I (Abbildung 2.6 C)

liegt dieser hinter jenen in Knoten VI. Um die nächsten Nachbarn einer sol-

chen Suchanfrage s zu bestimmen, traversiert man erneut durch den Baum.

Hier hilft wieder das Wissen, dass Intervalle von Töchterknoten nicht den

Median des Elternknotens überschneiden können und s mit keinem Inter-

vall des Baums überlappt. Daraus folgt, dass s zwischen den Intervallen

eines Knotens und denen eines (Tochter-)Tochterknotens liegen muss. Man
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initialisiert den besten linken Nachbarn (ln) bzw. rechten Nachbarn (rn)

mit dem linkesten bzw. rechtesten Endpunkt aus den sortierten Listen des

zuvor erwähnten Vorverarbeitungsschritts. Bei jedem besuchten Knoten ak-

tualisiert man nun bis zum terminierenden Blatt die Nachbarn. Liegt die

Suchanfrage s links von n.median, dann wird rn aktualisiert, wenn es ein

Intervall gibt dessen linker Punkt vor rn liegt. Dementsprechend wird ln für

den Fall, dass s > n.median gilt, aktualisiert. Ein Beispiel für solch einen

Fall wird in Abbildung 2.10 gezeigt.

Um alle Intervalle (Transkripte), die mit einem bestimmten Abfragepunkt/-

intervall überlappen, zu bestimmen, benötigt es eine Laufzeit von O(log n+

k) (Berg u. a., 2008)

2.3.3 Annotation von genomischen Varianten

Nachdem alle überlappenden Transkripte zu einer Variante bestimmt wur-

den, wird anhand einiger Regeln für jede identifizierte Position der mögliche

Effekt auf das Transkript bestimmt (K. Wang, M. Li und Hakonarson, 2010).

Der erste Schritt hierbei ist die Bestimmung der relativen Lage der Variante

in der Exon/Intron-Struktur des Genes. Abhängig vom Typ (Substitution,

Deletion, Insertion, MNV), den man aus den Informationen in der VCF-

Datei ableiten kann (Danecek u. a., 2011), und der Lokalisation (codierende

Sequenz, UTR, Intron) gibt es unterschiedliche Herangehensweisen, die ge-

naue Kategorie und HGVS-Annotation zu bestimmen. Angenommen, man

will die Auswirkung einer Deletion in der codierenden Region (CDS) be-

stimmen, so wird, ausgehend von der Distanz zum Translationsstart, die

Position in der CDS bestimmt und welches Codon initial betroffen ist. So-

lange es keine in-frame Deletion ist, wird durch den Shift bei der Translation

eine komplett veränderte und damit nicht mehr funktionale Proteinsequenz

synthetisiert werden.

In Abbildung 2.11 ist der abstrahierte Pseudocode zur Annotation einer

Deletion in Jannovar dargestellt. Dieser berücksichtigt noch nicht die Tran-

skriptionsrichtung bzw. den Strang auf dem sich ein Gen befindet. Ein tiefe-
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1

2

3

v2v1

Schritt Median ln rn

1 23 > 13 f.r = 22 ∅
2 23 < 24 f.r = 22 ∅
3 23 > 18 f.r = 22 i.l = 26

Abbildung 2.10: Beispiel für die Suche im Baum für zwei Positionen. Für
die Abfrage eines überlappenden Punktes v1 kann der Standardalgorithmus
für den Intervallbaum nach Berg u. a. (2008) verwendet werden. Beginnend
in der Wurzel I kann direkt das erste überlappende Intervall c gefunden
werden. Weiter durch den Baum traversierend, kann im Tochterknoten II
das Intervall a und in dessen Tochter IV dann noch e identifiziert werden.
Für die Abfrage der nächsten Nachbarn bei intergenischen Varianten ist
eine Modifikation des Algorithmus notwendig. Als Beispiel soll v2 die Ko-
ordinate 23 haben. 1 Die Suche wird im Wurzelknoten begonnen. Da der
Median (13) kleiner als 23 ist, wird der nächste linke Nachbar ln auf den am
weitesten rechts liegenden Endpunkt (Intervall f mit f.r = 22) aus der Inter-

vallliste von I gesetzt. 2 Nun wird im rechten Tochterknoten (V) geschaut
ob sich ln oder rn aktualisieren lassen. Da V ein leerer Knoten ist und von
einem kontinuierlichen, monotonen Koordinatensystem ausgegangen wird,
wird im linken Tochterknoten (VI) geschaut, ob es ein weiteres Intervall mit

der Endkoordinate 22 gibt. 3 Da der Median (24) von V größer als v2
ist, wird im rechten Tochterknoten nach dem am weitesten links gelegenen
Endpunkt (Intervall i mit i.l = 26) geschaut und rn aktualisiert.

rer Einblick in die Implementation der Annotationen kann in der JavaDoc

der Jannovar -Bibliothek erlangt werden.

Man sollte erwähnen, dass die HGVS-Annotation es nicht vorsieht, dass

aus der chromosomalen Variante ein Rückschluß auf die Auswirkung in der

Proteinsequenz abgeleitet wird. Dennoch ist es für die Interpretation und

Bewertung/Beurteilung der Variante von großem Nutzen. Dies wird im All-
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Pseudocode zur Annotation einer codierenden Deletion

Annotate-Deletion(T , x, ref)

1 cumlenintron = 0
2 txstart = transcription start of transcript T
3 cdsstart = coding sequence start of transcript T
4 for i ∈ T .getExonCount()
5 // Loop over all exons in transcript T
6 if i > 0
7 cumlenintron = T .getIntronLen(i)
8 // no intron before first exon!
9 if x ≥ T .getExonStart(i) and x ≤ T .getExonEnd(i)

10 rvarstart = x− txstart− cumlenintron + 1
11 break
12 mutpos = rvarstart − cdsstart + 1
13 return “c.” + mutpos + “del” + ref

Abbildung 2.11: Der Pseudocode zeigt eine vereinfachte Idee zur Annota-
tion einer Deletion von einer Base (ref) in der codierenden Region an der
chromosomalen Position x. Um die kumulative Länge der Introns zu bestim-
men, wird über alle Exons des betroffenen Transkripts T iteriert. Sobald das
Exon erreicht ist, welches die Deletion enthält, kann von der chromosomalen
Position x der Variante die Position des Transkriptionsstarts, sowie die ku-
mulative Länge der Introns abgezogen werden, um die Position (rvarstart)
der Variante im Transkript zu bestimmen. Um die Position im codierenden
Bereich des Transkripts zu berechnen, wird von rvarstart noch der Translati-
onsstart abgezogen. Die Funktion gibt die HGVS-Annotation für die cDNA
des Transkripts zurück (z.B.: c.204delT). Eine dazugehörige Annotation
für das korrespondierende Protein könnte z.B. p.H86fs sein.

gemeinen auch von allen Programmen zur Variantenannotation gemacht.

2.4 Stammbaumanalysen

Die moderaten Sequenzierkosten ermöglichen es mittlerweise, anstelle von

nur dem betroffenen Individuum, ganze Familien zu sequenzieren. Gerade
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PED-Format

Die ersten sechs Spalten einer PED-Datei:

#FamilienID IndividumID PaternalID MaternalID Geschlecht Phänotyp

FAM01 MEM01 0 0 1 1

FAM01 MEM02 0 0 2 1

FAM01 MEM03 MEM01 MEM02 1 2

IDs sind alphanumerisch codiert und die Kombination aus FamilienID
und IndividumID sollte eine Person eineindeutig definieren. Die IDs
in den Spalten für die paternale und maternale ID beziehen sich auf
die entsprechende IndividumID. Das Geschlecht ist numerisch und
folgendermaßen definiert:

0 unbekannt

1 männlich

2 weiblich

andere unbekannt

Der Phänotyp wird ebenfalls numerisch codiert:

0 unbekannt

1 nicht betroffen

2 betroffen

andere unbekannt

Abbildung 2.12: Eine PED-Datei ist eine einfache Textdatei mit tabellari-
schen Aufbau, welche Spalten mittels Leerraum trennt (Leerzeichen oder
Tabulator).
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für die relativ trivialen Regeln der monogenen Erkrankungen nach mendel-

schen Gesetzen ist ein Filter nach bestimmten, für den Erbgang typischen

Regeln einer linkage Analyse vorzuziehen.

Jannovar als Java-Bibliothek kann neben der Annotation von Varianten

auch verwendet werden um solche Filter zu implementieren. Ein regelba-

sierter Stammbaum-Vererbungs-Filter ist in der Bibliothek implementiert.

Mit diesem kann man – für ein klassisches Trio aus Kind, Vater und Mutter

– Varianten auf die eingangs erwähnten mendelschen Erbgänge filtern und

nur solche Varianten behalten, die für diesen Erbgang plausibel erscheinen.

Das Programm verwendet als Eingabe eine multiVCF-Datei, mit den ent-

sprechenden Varianten für mindestens das Trio (Mutter, Vater, betroffenes

Kind), und eine PED-Datei (siehe Abbildung 2.12), welche das Geschlecht,

das Eltern-Kind-Verhältnis und die Information, ob betroffen oder nicht,

enthält. Die VCF-Datei wird importiert und es werden alle benötigten In-

formationen über die Abdeckung und den Genotyp zu einer Kandidatenvari-

ante abgerufen. Im Code von Jannovar wird das folgendermaßen umgesetzt:

VCFReader vcfReader = new VCFReader(<VCF-File>);

ArrayList<Variant> variantList = vcfReader.getVariantList();

PedFileParser pedParser = new PedFileParser(<PED-File>);

Pedigree pedigree = pedParser.getPedigree(<Name>)

...

Im Folgenden finden sich die in Jannovar für die einzelnen Erbgänge im-

plementierten Regeln wieder. Dabei werden Varianten in dem betroffenen

Individuen auf die genannten Bedingungen überprüft:

Autosomal-dominant Für einen autosomal-dominanten Erbgang muss

eine Variante von allen Betroffenen Individuen geteilt werden, wobei hier

eine Heterozygotie ausreicht. Nicht betroffene Individuen dürfen diese Va-

riante nicht tragen – weder homozygot noch heterozygot.
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Autosomal-rezessiv Im autosomal-rezessiven Erbgang manifestiert sich

der Phänotyp nur, wenn beide Allele die gleiche Variante tragen, die betrof-

fene Person demnach homozygot für die Variante ist. Der Filter kontrolliert,

dass alle betroffenen Individuen die Variante homozygot tragen und die El-

tern zumindest heterozygot, da ansonsten die Allele nicht von beiden Eltern

stammen können. Nicht betroffene Individuen dürfen die Variante nicht ho-

mozygot tragen.

X-Chromosomal-dominant Ein X-Chromosomal-dominanter Erbgang

kann per Definition nur Varianten auf dem X-Chromosom betreffen. Alle be-

troffenen Individuen müssen die Variante auf mindestens einem Allel tragen,

Männer hemizygot und in den PAR-Regionen11 mindestens heterozygot und

Frauen heterozygot. Nicht betroffene Individuen dürfen die Variante weder

heterozygot noch homozygot aufweisen und mindestens eine betroffene Frau

muss die Variante heterozygot tragen.

X-Chromosomal-rezessiv Der Filter für den X-Chromosomal-rezessiven

Erbgang überprüft, dass eine Variante, im Fall eines betroffenen männlichen

Kindes, nicht von einem nicht betroffenen Vater getragen wird und die Mut-

ter die Variante heterozygot trägt. Bei einer betroffenen Tochter muss der

Vater die Variante hemizygot tragen und betroffen sein, und die nicht be-

troffene Mutter die Variante heterozygot haben. Des Weiteren darf es im

Stammbaum keine Person geben, welche die Variante auf allen Allelen trägt

und nicht betroffen ist - homozygot für Frauen, hemizygot für Männer.

11PAR - pseudoautosomale Region – Region auf dem Y-Chromosom, welche eine ho-
mologe Entsprechung auf dem X-Chromosom hat.
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2.5 Vergleich mit anderen Annotationspro-

grammen

Die Laufzeit von Jannovar für die reine Annotation der Varianten wurde

mit folgenden Programmen verglichen: ANNOVAR (K. Wang, M. Li und

Hakonarson, 2010), VEP von Ensembl (Flicek u. a., 2013; McLaren u. a.,

2010), AnnTools (Makarov u. a., 2012) und SnpEff (Cingolani u. a., 2012).

Im UCSC Genome Browser wurde kürzlich das Programm Variant Anno-

tation Integrator (VAI) zur Verfügung gestellt. Dieses annotiert Varianten

ebenfalls funktionell und integriert diese mit den Features und genomischen

Informationen aus dem UCSC Browser (Karolchik u. a., 2014). Leider ist die-

ses Programm nur als Onlineversion verfügbar, so dass es für den Vergleich

nicht mit in Betracht gezogen werden konnte. Jedes der genannten Program-

me hat Eigenschaften, die es hervorhebt. Oft ist es der Annotationsumfang

(Größe der Datenbank, Vereinbarungen mit nicht öffentlich zugänglichen

Daten, . . . ) oder Zugänglichkeit (z.B. ein Webservice mit ansprechender

Oberfläche). Jannovar sticht durch seine Flexibilität, seine Unterstützung

für Stammbäume (siehe auch 2.4), die Parallelisierung der Variantenanno-

tation und die Möglichkeit es als Softwarebibliothek zu verwenden, hervor.

Betrachtet man die mittlere Zeit, die benötigt wurde um VCF-Dateien mit

100 000 Varianten zu annotieren, so ist Jannovar das deutlich schnellste

Programm (siehe Abbildung 2.13 (Jäger u. a., 2014)).

Im Januar 2015 wurde in einer kooperativen Arbeit von den Entwicklern

von SnpEff, VEP und ANNOVAR ein Entwurf zur Variantenannotation im

VCF-Format12 veröffentlicht. Dieses Format wurde von allen Entwicklern,

so auch Jannovar, als standardisiertes Ausgabeformat für ihre Annotations-

programme umgesetzt.

12Variant annotations in VCF format:
http://snpeff.sourceforge.net/VCFannotationformat v1.0.pdf
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Abbildung 2.13: Diese Abbildung zeigt einen Vergleich der Laufzeiten zur
Annotation von 100 VCF-Dateien mit jeweils 100 000 Varianten. Für al-
le Programme wurden die Features auf ein Minimum reduziert und falls
vorhanden, die Annotation nach HGVS und auf SO-Terms aktiviert.

2.6 Ausblick und Anwendungsfälle

Jannovar scheint im ersten Augenblick nur ein weiteres Annotationstool zu

sein, jedoch ist es im Hinblick auf Geschwindigkeit und Integrationsfähigkeit

implementiert worden. Es ist das einzige Programm, das dahingehend ent-

worfen wurde, als (Java-) Bibliothek in anderer Software Verwendung zu

finden. Beispiele hierfür sind andere Exom- und Genomanalysetools wie

Phenix (Zemojtel u. a., 2014), Exomiser (Smedley, Jacobsen u. a., 2015) und

Genomiser (Smedley, Schubach u. a., 2016).

Jannovar kann auch als lokales Stand-Alone-Programm zur Annotation von

Varianten im VCF-Format genutzt werden. Hierbei ist die Verwendung der

Transkript-Datenbanken von Ensembl, UCSC und RefSeq schon vorimple-

mentiert. Durch die laufzeitoptimierte Implementation der Suche mit Hilfe

eines Intervallbaums, kann solch eine Annotation innerhalb von wenigen

Sekunden auf einem einfachen
”
Desktop-Rechner“ ausgeführt werden (Ein
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Exom z.B. innerhalb von ∼15 Sekunden.). Andere vergleichbare Programme

benötigen dafür deutlich mehr Zeit (VEP 11.5min). Einige der kompetiti-

ven Programme konzentrieren sich bei der Annotiation von Varianten auf

das Exom und bieten zum Zeitpunkt der Veröffentlichung keine umfangrei-

che Annotation aller Varianten (z.B. UTR-Varianten, non-coding, interge-

nic) an. Jannovar hingegen liefert HGVS konforme Annotationen für alle

Varianten.

Ein weiterer Vorteil ist, dass sich mit Hilfe von Jannovar sehr einfach auch

Stammbaumanalysen und Filter umsetzen lassen. Eine Beispielimplemen-

tation ist in der Java-Bibliothek enthalten.

Durch die stetig sinkenden Kosten für NGS werden in absehbarer Zukunft

immer häufiger Exome und auch Genome, insbesondere für seltene Erkran-

kungen und Krebs, sequenziert werden. Hierdurch wird der Bedarf nach

Effizienz und Geschwindigkeit bei der Annotation immer mehr in den Vor-

dergrund rücken.

Für die Abfrage der Transkripte wurde in Jannovar ein Intervallbaum

gewählt. Dies ist eine der Datenstrukturen mit dem schnellstmöglichen Zu-

griff auf Intervalle, die mit einem bestimmten Punkt oder Intervall überlap-

pen. Eine Alternative hierfür wäre ein Segmentbaum. Ein Segmentbaum

ist jedoch auf die Abfrage von einzelnen Punkten optimiert und wäre nur

optimal für den Fall, dass Variationen nur einzelne Basen betreffen, jedoch

keine Intervalle, wie InDels oder MNVs.

Zum Aufbau eigener Annotationsprogramme oder Pipelines kann Janno-

var von der GitHub-Seite https://github.com/charite/jannovar bezo-

gen werden.
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Kapitel 3

Alternative Locus Scaffolds –
der Weg zum Graphengenom

In diesem Kapitel wird das Programm ASDPex beschrieben. ASDPex im-

plementiert einen Algorithmus, der anhand des Musters der Varianten für

die 178 Regionen mit alternativen Sequenzen im GRCh38 Genomassembly

die wahrscheinlichste Kombination aus der primären Referenzsequenz und

den verfügbaren alternativen Locus Scaffolds (alt loci) findet. Alternative

Locus Scaffolds sind Sequenzen, welche eine alternative Repräsentation für

einen bestimmten Bereich eines haploiden Genomassemblies darstellen1.

3.1 Überblick

Das ursprüngliche humane Genomassembly hatte zum Ziel, ein haploides

Konsensusgenom zu erschaffen – den sogenannten
”
Goldenen Pfad“ oder

im englischen Original auch
”
golden path“ (Kent und Haussler, 2001; Lan-

der u. a., 2001; Venter u. a., 2001). Diese haploide Repräsentation ermöglicht

es leicht, Gene, Transkripte und andere genomische Merkmale, wie z.B. Va-

rianten und deren eindeutige Annotationen, anhand der Koordinaten des

”
Goldenen Pfad“-Genoms, abzubilden. Basierend auf diesen eindeutigen

Annotationen ist es möglich, Koordinaten zu vergleichen und Informationen

1https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions/
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Abbildung 3.1: Genomische Regionen mit alt loci Scaffolds Das
GRCh38 Referenzgenom enthält 178 Regionen mit einem oder mehreren
alt loci. Die blauen Punkte geben die Position und jeweilige Anzahl der
alt loci pro Region an. Dieses Ideogram wurde mit dem Programm Pheno-
Gram (Wolfe u. a., 2013) erstellt.

über die genomischen Merkmale zu speichern und auszutauschen.

In den letzten Jahren zeigten sich durch den sprunghaften Anstieg der

Anzahl sequenzierter humaner Genome und den Fortschritten in der Ge-

nomassemblierung die Nachteile dieser Repräsentation. Es stellte sich her-

aus, dass große strukturelle Variationen deutlich häufiger auftreten, als ur-

sprünglich angenommen. Unter anderem gibt es populationsspezifische Re-

gionen im Genom, die eine so hohe Allelvariabilität aufweisen, dass eine

einzelne haploide Konsensussequenz als Referenz ungenügend ist (Church,

Valerie A Schneider, Steinberg u. a., 2015).

Aus diesem Grunde fügte das Genome Reference Consortium (GRC) für

ausgewählte Regionen, der ansonsten haploiden Genomreferenz, alternati-

ve Sequenzrepräsentationen hinzu. Dies geschah initial mit neun alterna-
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tiven Sequenzen für drei Regionen in GRCh37. Mit der Veröffentlichung

der großen Aktualisierung (GRCh38) für das humane Referenzgenom/Ge-

nomassembly im Dezember 2013 wurde dieser Aspekt noch stärker berück-

sichtigt. Im Folgenden findet sich eine Auflistung der wichtigsten Neuerun-

gen der GRCh38 Veröffentlichung:

Centromere Die vorhergehenden Genomreferenzversionen repräsentierten

die Centromere als mehrere Megabasen lange Lücken, die durch die

ungefähre Anzahl von Basen durch N ’s dargestellt wurden. Diese

Lücken wurden in GRCh38 durch Sequenzen aus dem HuRef geno-

me-Projekt (Levy u. a., 2007) ersetzt. Die Sequenzen stammen von

einem einzelnen Individuum und wurden verwendet, um die Regio-

nen um die Centromere zu modellieren (Miga u. a., 2014). Sie geben

die ungefähre Anzahl von Sequenzwiederholungen (Repeats) und die

Größenordung für jedes Centromer wieder und sind für die Abbildung

von Reads auf eine Referenzsequenz (Read Alignment) wichtig.

Aktualisierung der Referenzsequenzen Studien, wie das 1000-Geno-

me-Projekt, haben zahlreiche Basen und InDels in GRCh37 identi-

fiziert, die in keinem Individuum der Studien gesehen wurden und

höchstwahrscheinlich Assemblierungsfehler sind. Aus diesem Grunde

wurden in GRCh38 mehrere tausend Basen angepasst, zahlreiche da-

von in codierenden Sequenzen. Zusätzlich dazu sind einige Regionen,

die in GRCh37 schlicht falsch assembliert waren, korrigiert worden.

Einige hochvariable Regionen wurden durch Sequenzen von Einzelin-

dividuen ersetzt und über 100 Assemblierungslücken aktualisiert. Dies

geschah entweder durch Auflösung oder eine deutliche Verkleinerung

der Lücken (Valerie A. Schneider u. a., 2017).

Koordinaten Verbunden mit der Aktualisierung der Referenzsequenzen

der einzelnen Chromosomen gab es eine Anpassung der Koordinaten.

So hat sich die Gesamtlänge der Chromosomen und damit auch des

humanen Genoms verändert (siehe auch Tabelle A2).
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Variationen In GRCh38 wurden zahlreiche neue alternative Sequenzre-

präsentationen für bestimmte Regionen hinzugefügt. Diese werden als

alternative Loci Scaffolds (alt loci) bezeichnet. Alt loci sind selbststän-

dige Sequenzen, für die die chromosomale Zuordnung in Form von ei-

nem Alignment zu den entsprechenden Referenzchromosomen bekannt

ist. Alle alt loci besitzen sogenannte Ankersequenzen, die so identisch

in den Referenzchromosomen wiedergefunden werden können, um die

Qualität der Alignments sicherzustellen.

GRCh38 enthält 261 alt loci Scaffolds, die sich auf 178 Regionen ver-

teilen. Von diesen waren 72 schon als NOVEL Patches in GRCh37

bekannt (siehe auch Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1).

Bereich Anzahl Prozent [%]
< 100kb 27 15.2
100− 200 kb 89 50.0
200− 500 kb 43 24.1
500 kb – 2 Mb 13 7.3
> 2 Mb 6 3.4

Tabelle 3.1: Größenverteilung der alt loci für alle 178 Regionen des
GRCh38 Referenzgenoms mit alt loci.

Mit der Aufnahme der alternativen Locus Scaffolds in GRCh38 führte das

Genome Reference Consortium (GRC) eine graphenähnliche Repräsentation

in Regionen mit bekannten komplexen Strukturvariationen ein. Auch wenn

GRCh37 bereits drei Regionen mit insgesamt neun alt loci enthielt, eröffnet

das neue Referenzgenom der Bioinformatik und allgemein der Genomfor-

schung ganz neue Möglichkeiten, schafft aber auch neue Herausforderungen,

welche mit den kommenden Versionen noch umfangreicher werden. Die In-

terpretation und die Analyse von Variationen kann und muss auf das neue

komplexere Referenzgenom angepasst werden. Eine der wichtigsten techni-

schen Herausforderungen ist die Adaption bestehender Formate und Pro-

gramme an die Graphenrepräsentation. Die meisten wurden ursprünglich
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mit Blick auf die haploide golden path Repräsentation des Referenzgenoms

entwickelt und lassen sich nicht ohne weiteres adaptieren. Eine Struktur

(Variante im Genom, NGS-Read, . . . ) läßt sich auf genau eine Position in

der Referenz abbilden. Für das SAM-Format zur Abbildung von Sequenzali-

gnments gab es erste Anpassungen. Es kann nun NGS-Reads repräsentieren,

die sowohl auf das Primärassembly2 (d.h. chr1 bis chr22, chrX, chrY, chrM),

als auch auf eine zusätzliche Referenzsequenz (z.B. alt locus) abgebildet

werden können. Für diese zusätzliche Abbildung ist ein zusätzlicher Ein-

trag in der SAM-Datei notwendig. Angepasste Alignmentprogramme, wie

BWA-MEM (Li, Heng, 2013), markieren die Abbildung auf dem Primär-

assembly immer als die
”
repräsentative“ und die auf dem alt locus als die

”
zusätzliche“ Position oder auch (engl.) supplementary Alignment. Ein Bei-

spiel für ein Read-Paar mit supplementary Alignment ist im Anhang in Ab-

bildung A1 gezeigt. Eine entsprechende Erweiterung für VCF-Dateien, die

es ermöglicht, Varianten von den gleichen NGS-Reads auf mehrere Position

zu verweisen, fehlt bisher.

In der medizinischen Genomforschung geht es darum, die Varianten eines

individuellen Genoms zu charakterisieren. Dies ist insbesondere bei einer

diagnostischen Fragestellungen oder der Suche nach neuen krankheitsur-

sächlichen Varianten in Genen von Bedeutung. In den hoch variablen Re-

gionen, wie dem MHC Locus, die teilweise in mehreren tausend Positionen

Varianten aufweisen, bietet sich nun die Möglichkeit mit den alt loci, die

repräsentativste Sequenz zu bestimmen und damit die Anzahl der zu be-

trachtenden Varianten zu reduzieren und deren Plausibilität zu erhöhen.

3.1.1 Charakterisierung von alt loci

Die GRCh38 Referenz enthält 178 genomische Regionen mit einem oder

mehreren alt loci. Insgesamt gibt es 261 alt loci Sequenzen. Deren Veror-

2Bei einer haploiden Genomreferenz entspricht das Primärassembly allen assemblier-
ten Chromosomen, sowie den unlokalisierten und unplatzierten Sequenzen, welche zu-
sammen ein nichtredundantes haploides Genom entsprechen. Dies schließt alle alt loci
aus.
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tung und Zuordnung zu den Regionen finden sich auf den entsprechenden

Seiten zu den Genomreferenzen (bzw. deren Patches) auf dem FTP-Server

des National Institute of Health (NIH)3. In den meisten Fällen (n=152) gibt

es pro Region genau einen alt locus, jedoch auch fünf Regionen mit jeweils

fünf oder mehr alternativen Sequenzen (CYP2D6 - 5; REGION151 / Mucin

Region - 7; MHC - 8; LRC - 35). Die Größe der Regionen variiert zwischen

33 439 bis 5 081 216 nt, mit einem Mittelwert von 344 634 nt und einem Me-

dian von 169 569 nt. Die meisten Regionen besitzen also eine Länge zwischen

100 und 200 Kilobasen (Tabelle 3.1). Die kumulative Länge aller Regionen

mit alt loci summiert sich auf 61 896 414 nt, was zwei Prozent der Länge des

Primärassemblies (3 088 269 832nt) entspricht.

Die lokalen Sequenzsegmente der genomischen Regionen auf dem Primär-

assembly, die mit mindestens einem alt locus assoziiert sind, sollen der Ein-

fachhalt halber als REF-HAP (Referenz-Haplotyp) und die entsprechenden

Sequenzen der alt loci als ALT-HAP (Alternativ-Haplotyp) bezeichnet wer-

den. Die Sequenzen der alt loci zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine per-

fekte Übereinstimmung in den Ankersequenzen mit dem Primärassembly

haben, jedoch mindestens eine variable Region aufweisen (siehe auch Abbil-

dung A7). Angenommen in einem NGS sequenzierten Individuum liegt in

einer der variablen Regionen heterozygot ein alt locus (ALT-HAP) vor und

die Reads werden gegen das Primärassembly (REF-HAP) abgebildet. Dann

erwartet man, dass sich heterozygote Varianten in genau denjenigen Posi-

tionen, in denen sich REF-HAP und ALT-HAP unterscheiden, zeigen. Dies

können Unterschiede in einzelnen Basen oder auch strukturelle Variationen

sein, die zu einem typischen Muster im Vergleich zwischen REF-HAP und

ALT-HAP führen – einer Art Fingerabdruck für den alt locus. Ein Beispiel

hierfür ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Für Probe A liegt der ALT-HAP homo-

zygot vor, wodurch es, nach dem Alignment und Calling der Variationen,

zu einem typischen Variantenmuster für den REF-HAP kommt. Mit diesem

Fingerabruck ist eine Bestimmung des wahrscheinlichsten alt locus mithilfe

3ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/H sapiens/
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A)

B)

CNTNAP2
Gene

[0 - 65]

ProbeA Abdeckung

ProbeA Alignment

158.000 bp 159.000 bp 160.000 bp 161.000 bp 165.000 bp 166.000 bp 167.000

Abbildung 3.2: Region 148. Die beiden Abbildungen aus IGV (J. T. Ro-
binson u. a., 2011) zeigen Alignments und Varianten für die in-house Pro-
be A. A) Zahlreiche homozygote ASDP∗-assoziierte Varianten, sowie eine
mit dem alt locus KI270808.1 assoziierte strukturelle Variante suggerie-
ren, dass Probe A wahrscheinlich homozygot für KI270808.1 statt für die
REF-HAP Sequenz von REGION148 ist. Zusätzlich zu den ASDP-assoziierten
Varianten existiert eine heterozygote Variante (rechts). Von den 52 Varian-
ten, welche mit ASDPs korrespondieren, sind 50 in dbSNP enthalten. B) Die
korrespondierende Region auf KI270808.1 wurde fehlerfrei aligniert. Einzig
eine nicht-ASDP-assoziierte Variante wurde bestimmt. IGV markiert sup-
plementary Reads in Blau (d.h. Reads, die auf das Primärassembly ebenso
gut, wie auf einen alt locus mappen).
∗ASDP - Alignable Scaffold-Discrepant Position. Siehe auch Definition auf
Seite 91.

3.1. Überblick 73










































































































































































