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Vorwort 1

Vorwort

Obwohl es fiir viele Fachworter aus Biologie, Medizin oder Informatik deutsche Begriffe gibt,
werden die meisten von ihnen im Alltag nur selten benutzt. Sie sind folglich im deutschen
Sprachraum auch unter Wissenschaftlern teils unbekannt. Ich bemiihe mich in der vorliegen-
den Arbeit, deutsche Fachbegriffe zu verwenden, sofern es gebrauchliche gibt. Ich bitte aller-
dings um Verstandnis, dass ich in einigen Féllen auf die gidngigeren englischen Varianten
zuriickgreife (z.B. missense Mutation statt Fehlsinnmutation). Fiir diese Félle werde ich bei
der ersten Benutzung eines englischen Fachbegriffs die deutsche Entsprechung bzw. Uber-
setzung in Klammern angeben, im Folgenden jedoch nicht weiter verwenden. Ich verwende
aufkerdem aus Griinden der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum, welches sowohl
die weibliche als auch die ménnliche Form umfasst (z.B. der Benutzer statt der Benutzer,
die Benutzerin). Nicht allgemein verstindliche Fachbegriffe werden im Glossar im Anhang
erlautert und bei ihrem ersten Auftreten mit einem Sternchen (*) markiert.

Das Thema dieser Dissertation, die Software MutationTaster, basiert im Wesentlichen auf
einer Methode, deren prinzipielle Funktionalitdt ich bereits im Jahr 2008 in einer dieser
Dissertation vorangehenden Masterarbeit zeigen konnte. Die damals entstandene friithe Ver-
sion von MutationTaster unterscheidet sich in wesentlichen Aspekten von der jetzt verfiig-
baren und hier vorgestellten Version, auch wenn das endgiiltige Ziel, ndmlich die Bewertung
des Krankheitspotentials einer DNA-Variante, beiden gemein ist. Die Idee dazu hatte Do-
minik Seelow, der mich im dritten Modul meines Masterstudiums der Molekularen Medi-
zin in einem mit meinem damaligen Kommilitonen Tobias Winter gemeinsam absolvierten
Praktikum betreute. Unsere Aufgabe war es, ein System zur einheitlichen Bewertung von
DNA-Sequenzverinderungen zu entwickeln. Im Praktikum entstand eine recht umstéindlich
zu bedienende, jedoch in Ansétzen vielversprechende ,Gebrauchsanweisung” fiir den Um-
gang mit Mutationen. Das Projekt gefiel mir, in meiner Masterarbeit wurde somit aus einer
besseren ,Gebrauchsanweisung” ein kleines Computerprogramm namens Mutation Taster. Der
wesentliche Fortschritt bestand zu dem Zeitpunkt in einer Validierung mit einem groferen
Testset sowie einer durch Automatisierung von Prozessen verbesserten Benutzbarkeit. Posi-
tive Riickmeldungen, das Gefiihl, dass MutationTaster nach wie vor ,unfertig® war, und die
Vermutung, dass zeiteffiziente und automatische Losungen mit dem zunehmenden Erfolg des
Next Generation Sequencing gebraucht wiirden, bewegten mich dazu, auch meine Promo-
tion diesem Thema zu widmen. Das Ziel war diesmal, eine fiir die Offentlichkeit und fiir
den Routineeinsatz geeignete, performante und benutzerfreundliche Software zu erschaffen.
Deren Entstehung wird in der hier vorliegenden Arbeit beschrieben. Dominik Seelow, dessen
Expertise in der Softwareentwicklung und Informatik die meine bei Weitem {ibersteigt, hat
neben der Betreuung der Doktorarbeit aukerdem die Implementierung eines Bayes Klassi-

fikators in MutationTaster iibernommen und die Datenbankstruktur optimiert.
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1 Einleitung

1.1 Monogene Erkrankungen

Monogene Erkrankungen sind Krankheiten, die durch einen von Geburt an bestehenden
Defekt in einem einzelnen Gen hervorgerufen werden. Im menschlichen Organismus gibt
es aufgrund des doppelten Chromosomensatzes von 2n,XY = 46 (22 Autosomen sowie die
geschlechtsspezifischen Chromosomen X und Y) von fast jedem Gen zwei Kopien, die nicht
zwingend identisch sind. Der Fachbegriff fiir eine alternative Form eines Gens oder genetis-
chen Markers ist Allel*. Wenn beide Kopien, d.h. beide Allele, identisch sind, spricht man
von Homozygotie*®, bei zwei unterschiedlichen Allelen von Heterozygotie®. Die meisten mono-
genen Krankheiten werden vererbt. Vorfahren geben Krankheitsallele typischerweise gemafs
den Mendel’schen Regeln an nachfolgende Generationen weiter, weshalb sie auch Mendel’sche
Krankheiten genannt werden. Wenn bereits eine defekte Kopie eines Gens zur Manifestation
der Krankheit fiihrt, handelt es sich in der Regel um eine dominant vererbte Krankheit.

* erkrankt

Das Krankheitsmerkmal liegt hier heterozygot vor. Bei vollstindiger Penetranz
jeder Tréger des Merkmals. Fiihren erst zwei fehlerhafte Kopien eines Gens zur Krankheit
(Homozygotie) nennt man dies rezessive Vererbung. Es kann auch passieren, dass zwei ver-
schiedene, heterozygote Mutationen zur Manifestation einer eigentlich rezessiv vererbten
Krankheit fiithren. In diesem Fall beruht die Merkmalsausprigung nicht auf Homozygotie der
gleichen Mutation, sondern auf unterschiedlichen Mutationen in beiden Kopien des gleichen
Gens (Compound-Heterozygotie®). Der Genort (Locus™), also die genaue chromosomale Posi-
tionsangabe, spielt auch eine Rolle: Liegt ein Gendefekt auf einem Autosom, also auf einem
der Chromosomen 1-22, spricht man von autosomal-dominanter oder autosomal-rezessiver
Vererbung. Bei einer Frau kann auch ein Gendefekt auf dem X-Chromosom dominant oder
rezessiv vererbt werden (X-chromosomal dominant / X-chromosomal rezessiv). Da ein Mann
jeweils nur ein X- und ein Y-Chromosom hat, wird der Genotyp™® als hemizygot bezeich-
net. Man spricht nur von X- bzw. Y-chromosomaler Vererbung. Fehler in mitochondrial
kodierten Genen stellen einen Sonderfall dar: Eine mitochondrial vererbte Krankheit mag
auf den ersten Blick einen autosomalen Erbgang aufweisen, da beide Geschlechter betroffen
sein konnen, jedoch gibt der Vater die Krankheit so gut wie nie an seine Nachkommen weit-
er. Menschliche mitochondriale DNA wird in der Regel ausschlieflich maternal, d.h. iiber
die weibliche Eizelle, vererbt. Monogene Erkrankungen kénnen alle vorgestellten Erbgédnge
aufweisen [1], die meisten werden aber rezessiv vererbt. Der Grund dafiir ist, dass rezessiv
vererbte Krankheitsmerkmale weniger stark der Selektion unterliegen als dominant vererbte
Krankheitsmerkmale, bei denen in der Regel jeder Merkmalstréger erkrankt. Je nachdem in
welchem Alter solch eine unter Umsténden schwere Krankheit ausbricht, besteht eine gerin-
gere Chance auf eine Vererbung an Nachkommen, da diese vermutlich gar nicht erst gezeugt

werden kénnen. Die Chance auf Propagation ist bei vergleichbar schweren, rezessiv vererbten
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Krankheiten also hoher. Die Sichelzellandmie ist ein Beispiel fiir eine autosomal-rezessiv
vererbte, monogene Krankheit. Durch den Austausch eines einzelnen Nukleotids in der pro-
teinkodierenden Region des [-Globin Gens auf Chromosom 11 werden die physikalischen
Eigenschaften des Hamoglobins so verdndert, dass es bei Sauerstoffmangel aggregiert und
dadurch die Erythrozyten sichelférmig verformt werden [2]. Weitere Beispiele fiir monogene
Erkrankungen sind die autosomal-dominant vererbte Neurofibromatose, die Mukoviszidose
(autosomal-rezessiv) oder die X-chromosomal vererbte Muskeldystrophie Duchenne.

Die Datenbank OMIM (Online Mendelian heritance in Man) [3| enthdlt Informationen zu
allen bekannten Mendel’schen Krankheiten sowie assoziierten Genen. Aktuell werden dort
mehr als 7000 Eintrage zu vermuteten oder nachgewiesenen monogenen Erkrankungen verze-
ichnet, wobei die molekulargenetische Ursache nur ungeféhr fiir die Hélfte davon bekannt
ist. Viele monogene Erkrankungen sind fiir sich betrachtet und im Gegensatz zu komplexen
Erkrankungen wie Diabetes oder Herz-Kreislauferkrankungen selten, in ihrer Gesamtheit je-
doch betreffen sie aber sehr viele Menschen (die WHO spricht in diesem Zusammenhang von
Millionen Betroffener weltweit [4]). Weiterhin mehren sich die Hinweise, dass einige bislang
als relativ hdufig angesehene und in ihrer molekularen Ursachen komplexe Krankheiten wie
Autismus, Schizophrenie oder mentale Retardierung besser beschrieben werden konnten als
eine sehr heterogene Gruppe seltener monogener Erkrankungen [5], von denen die Mehrzahl
jedoch noch unbekannt ist.

Frither war die Erforschung der Ursache einer genetischen Erkrankung ein sehr arbeitsin-
tensiver, mehrstufiger Prozess bestehend aus Kopplungsanalyse, Kandidatengensuche, Se-
quenzierung einzelner Gene (bzw. deren Exons) in Patienten und gesunden Kontrollen sowie
gegebenenfalls abschliefenden, funktionalen Tests. Eine neue Sequenzierungstechnologie, das
sogenannte Next Generation Sequencing® (NGS), hat in den letzten Jahren allerdings die Er-
forschung der Ursachen genetisch bedingter Erkrankungen revolutioniert. Mit dieser Hochdurch-
satztechnologie ist es moglich, einzelne grofe genomische Regionen, das komplette Exom oder
sogar das gesamte (Genom auf einmal zu sequenzieren. Im Januar 2010 wurde der erste erfol-
greiche Einsatz der Ezomsequenzierung®, also der Sequenzierung der kompletten kodieren-
den Bereiche des Genoms zur Identifikation einer Krankheitsmutation, publiziert [6]. Seit-
dem steigt die Zahl derartiger Veroffentlichungen rapide an. Bislang konnten mehr als 70
monogene Erkrankungen mit dieser Methode aufgekliart werden [7]. Fiir Patienten bedeutet
das Wissen um die molekulare Ursache ihrer Erkrankung zunichst die Moglichkeit einer
gesicherten Diagnose und die Vermeidung zahlloser unnétiger und belastender Untersuchun-
gen oder unwirksamer Therapien. Auch eine genetische Beratung beziiglich Familienplanung
und Ubertrigerstatus wird ermoglicht, wenn Krankheitsgen und -mutation bekannt sind.
Nicht zuletzt ermdglicht deren Identifikation moglicherweise auf lange Sicht die Entwicklung

einer besseren, gezielteren Therapie.
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1.2 Mutation versus Polymorphismus

Eine Mutation ist eine dauerhafte Veréinderung des Erbgutes einer Zelle [8]. Diese kann harm-
lose, schidliche oder sogar vorteilhafte Folgen haben. In der Biologie allgemein spricht man
bereits von einer Mutation, wenn sich besagte Verdnderung in der DNA einer Zelle findet,
ohne zu beriicksichtigen, welchen Effekt diese fiir den Organismus hat [9]. Im Sprachge-
brauch der Molekulargenetiker wird der Begriff Mutation haufig als Synonym fiir eine DNA-
Verdnderung mit negativem, d.h. krankheitsverursachendem Effekt benutzt [8][10]. Fiir die
generelle Beschreibung vieler biologischer bzw. genetischer Prozesse oder Phidnomene wird
der Begriff Mutation jedoch ebenfalls verwendet, ohne dass etwas {iber deren Folgen bekannt
wiére. So wird beispielsweise der Begriff missense Mutation oft benutzt, um zum Ausdruck zu
bringen, dass eine DNA-Variante die Aminosiuresequenz des kodierten Proteins verdndert.
Riickschliisse auf die Pathogenitiat der DNA-Variante kann man in diesem Zusammenhang
aus der blofen Verwendung des Wortes Mutation nicht schliefsen.

Bei einem Polymorphismus handelt es sich um eine genetische Variation innerhalb einer
Population [11]|. Viele Wissenschaftler verlangen von einem Polymorphismus, dass min-
destens zwei Allele mit einer Frequenz von wenigstens 0,01 in einer Population vorkommen
[9][12], andere bezeichnen alle DNA-Verdnderungen ohne offensichtliche schidliche Folgen
als Polymorphismus und benutzen den Begriff somit als Synonym fiir ,harmlose Veran-
derung®. Eine besondere Form des Polymorphismus ist der SNP (single nucleotide polymor-
phism™, Einzelbasenpolymorphismus), eine DNA-Variante, die nur ein einzelnes Nukleotid
betrifft. Die bekannte Online-Ressource dbSNP [13][14], die ,weltgrofte Datenbank fiir DNA-
Variationen®

[15] benutzt als Einschlusskriterium fiir Varianten die eher lose Definition eines SNPs als
eine ,genetische Variation“, ohne gesondertes Augenmerk auf Allelfrequenzen zu richten.
Folgerichtig enthélt sie sowohl harmlose als auch krankheitsverursachende [16], und sowohl
haufige als auch selten auftretende DNA-Verédnderungen. Neben SNPs sind dort aufserdem
auch andere DNA-Verdnderungen, die keine Einzelbasenaustausche sind, gespeichert.

Es wird deutlich, wie unpriazise die Begriffe SNP und Mutation verwendet werden. Der fiir die
vorliegende Dissertation wichtigste Aspekt einer DNA-Verdnderung ist deren krankheitsverur-
sachendes Potential. Zur zweifelsfreien und klaren Darstellung des Inhalts dieser Arbeit werde
ich von krankheitsverursachenden, fiir den Organismus schidlichen DNA-Varianten immer
als Krankheitsmutation sprechen und den Begriff Polymorphismus im Sinne von harmlosen
DNA-Verénderungen verwenden. Die Begriffe \DNA-Variante, ,DNA-Verinderung* oder
,Mutation“ lassen keine Riickschliisse auf deren Pathogenitit zu. Vor allem in der Ein-
leitung werde ich den Ausdruck Mutation verwenden, weil er im Kontext der zu erldutern-
den Sachverhalte gebriuchlicher ist als ,DNA-Variante* oder ,DNA-Verdnderung®. Im weit-
eren Verlauf der Arbeit werde ich fiir nicht klassifizierte DNA-Verdnderungen, wann immer

moglich, die von mir priferierten Begriffe ,DNA-Verdnderung® oder ,DNA-Variante® be-
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nutzen.

1.3 Klassifikation von Mutationen

Mutationen kénnen hinsichtlich ihrer Ursache, Grofe, sowie ihrer Folge fiir den Organismus
sehr unterschiedlich sein. Eine grobe Einteilung nach Grofke ergibt drei Arten von Mutatio-
nen: (1) die strukturellen Variationen, auch strukturelle Chromosomenabberationen genannt,
bei denen Teile einzelner Chromosomen verdndert sind, z.B. durch CNVs* (Copy Number
Variation, Kopienzahlvariation), Inversion, Translokation, Deletion oder Insertion; (2) die
numerischen Chromosomenaberration, bei denen komplette Chromosomen fehlen oder ver-
mehrt vorhanden sind, und (3) Mutationen mit kleinerer Ausdehnung, die nur eines oder
mehrere Nukleotide innerhalb oder aufserhalb eines Gens betreffen. Fiir diese Arbeit relevant
sind ausschlieklich die Mutationen mit kleinerer Ausdehnung, weshalb ich im Folgenden eine

feinere Einteilung eben dieser vornehmen werde.

1.3.1 Einteilung nach Art der Verdnderung

Eine Mutation kann grundsitzlich eine oder mehrere Basen betreffen. Wird eine einzelne
Base durch eine andere ersetzt (ein sogenannter Einzelbasenaustausch), spricht man auch von
einer Punktmutation. Wenn eine oder mehrere Basen komplett fehlen, spricht man von einer
Deletion, sind eine oder mehrere Basen zusétzlich vorhanden von einer Insertion. Manchmal
treten beide Phinomene gekoppelt auf, das heifst, dass gleichzeitig Basen fehlen und neu
hinzugefiigt wurden. Solche Verdnderungen werden héufig in ihrer Gesamtheit betrachtet

und folglich als InDel (zusammengesetzt aus Insertion und Deletion) bezeichnet.

1.3.2 Einteilung nach Effekt auf das Protein

Viele Gene enthalten die Information zur Bildung ihrer Genprodukte, der Proteine. Ein Pro-
tein ist eine Kette von Aminosduren. Der genetische Code, also die in der Basensequenz der
DNA verschliisselt vorliegende Information zur Bildung einer Aminosiuresequenz, ist redun-
dant: Es gibt 64 Codons, von denen 61 fiir nur 20 Aminosiduren kodieren. In menschlichen
Koérperzellen sind drei der Codons, namlich TAA, TAG und TGA, sogenannte Stopcodons
(fiir Mitochondrien gelten andere Regeln). Viele Aminosduren werden durch mehr als ein
Codon kodiert, die Unterschiede liegen meistens in der dritten Base. Das hat zur Folge, dass
einige DNA-Verdnderungen trotz einer Verdnderung des urspriinglichen Codons nicht zu
einer Anderung der Aminosiuresequenz fiihren - sie sind still bzw. synonym*. Im Gegensatz
dazu stehen die nicht-synonymen™ DNA-Veranderungen, bei denen der Austausch einzelner
Nukleotide auch zu einem Aminosdureaustausch fiihrt. Obwohl synonyme DNA-Varianten
nicht direkt die Aminosduresequenz abwandeln, kdnnen sie wichtige Regulationssequenzen
(z.B. fiir die Transkription, das Spleifen der mRNA oder fiir die Effizienz der Translation)
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verdndern und somit indirekt die Struktur und /oder Menge des resultierenden Proteins
beeinflussen. Die biologischen Grundlagen von Spleifen, Transkriptions- und Translation-
sregulation sind jedoch dufserst komplex und noch lange nicht vollstiandig aufgeklart, so dass
eine mogliche Beeintriachtigung durch eine stille Mutation meist nicht ohne aufwendige ex-
perimentelle Laboruntersuchungen (z.B. durch die Analyse der ¢cDNA*) gesichert werden
kann.

In der Klasse der nicht-synonymen Verdnderungen kann man wiederum unterscheiden zwis-
chen sogenannten missense (Fehlsinn) Mutationen und nonsense (Unsinn) Mutationen. Mis-
sense bedeutet, dass anstelle der reguldren Aminosdure nun eine andere Aminosiure tritt,
welche die urspriingliche Proteinfunktion beeintrachtigen kann. Bei einer nonsense Mutation
wird durch die DNA-Verdnderung keine Aminosidure mehr kodiert, sondern es entsteht ein
Stopcodon. Die Aminosduresequenz bricht vorzeitig ab, das Protein ist unvollstindig oder
wird durch RNA-Uberwachungsmechanismen (nonsense-mediated mRNA decay, NMD*) de-
gradiert und fehlt somit komplett [17]. Frameshift Mutationen (das Leseraster verdindernde
Mutationen) entstehen durch das Fehlen oder zusitzliche Vorhandensein von Nukleotiden,
deren Anzahl nicht drei oder ein Vielfaches davon ist. Abgesehen davon, dass ab der frame-
shift Mutation zunéchst eine vollig neue Aminosduresequenz generiert wird, fithren die meis-
ten frameshift Mutationen zur Entstehung eines verfriihten Stopcodons. Ein derart verkiirztes
Protein wird anschliekend méglicherweise durch NMD-Mechanismen degradiert. Frameshift
Verdnderungen konnen aber nicht nur durch die Deletion oder Insertion von Nukleotiden
entstehen, sondern auch durch Spleifmutationen, die das Uberspringen von Exons (exon
skipping), das Beibehalten von Introns (intron retention) oder die Entstehung komplett neuer

Spleifistellen und damit ebenfalls eine Verdnderung des Leserasters nach sich ziehen.

1.3.3 Einteilung nach Folgen fiir den Organismus

Durch die unterschiedlichen Effekte von Mutationen auf die Proteinmenge, -sequenz und
-struktur konnen sich verschiedene Folgen fiir den Organismus ergeben. Grundsétzlich kann
man hier unterscheiden zwischen loss-of-function (LOF) Mutationen (Funktionsverlustmu-
tationen) und gain-of-function (GOF) Mutationen (Funktionsgewinnmutationen). Bei LOF
Mutationen hat das betroffene Gen nur noch eine eingeschrénkte oder fast gar keine Funk-
tion mehr und fithrt unter Umsténden zur Erkrankung des Merkmalstriagers (z.B. klassische
Phenylketonurie [18]). Wenn iiberhaupt keine normale Genaktivitdt mehr vorhanden ist,
spricht man von einer Nullmutation (null mutation). LOF Mutationen sind meistens rezes-
siv, in vielen Fillen funktioniert der menschliche Kérper noch, so lange wenigstens eine
intakte Kopie des Gens vorhanden ist (Heterozygotie). Sobald aber die zweite Kopie des
Gens ebenfalls beschidigt ist (Homozygotie), kann es durch das vollige Fehlen des Proteins
zu Schiden fiir den Organismus kommen. Es kann allerdings auch passieren, dass 50% des

Genprodukts fiir eine normale Funktion nicht ausreichen, so dass LOF Mutationen einen
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dominanten Phdnotyp™ aufweisen (Haploinsuffizienz*). Dies ist beispielsweise hdufiger der
Fall bei Krankheitsmutationen in Genen fiir Transkriptionsfaktoren [19]. Ein weiterer Son-
derfall ist ein dominant-negativer® Effekt, bei dem das Produkt eines mutierten Allels mit
dem Produkt des intakten Allels interferiert und somit die normale Genaktivitdt blockiert
(gain-of-pathologic-function). Bei GOF Mutationen erwirbt das Protein eine neue, abnorme
Funktion. Einige Tumorerkrankungen entstehen, weil GOF Mutationen zur Aktivierung eines
Proto-Onkogens fithren (z.B. [20]). Sie werden meist dominant vererbt, denn der abnorme
Funktionsgewinn des Proteins kommt auch bereits bei nur einem mutierten Allel zum Tragen.
Der Gendefekt wird nicht durch eine noch intakte Kopie des Gens verhindert. Es liegt dann
faktisch ein Funktionsverlust vor. Die Einteilung in Funktionsverlust- oder Funktionsgewin-
nmutationen ist nicht immer einfach, die Bestimmung des Erbganges kann hierbei hilfreich
sein [21][22].

1.4 Bewertung des Krankheitspotentials von DN A-Verinderungen

Mit dem routineméifigen KEinsatz der DNA-Sequenzierung zur Erforschung der Ursachen
genetischer Krankheiten riickte eine wichtige Frage immer mehr in den Fokus der Wis-
senschaftler und Arzte: Wie konnen gefundene DNA-Varianten als Ursache fiir bestimmte
Krankheiten identifiziert und bestétigt werden? Der endgiiltige Beweis liegt dann vor, wenn
in Laborexperimenten nachgewiesen werden kann, dass eine bestimmte DNA-Verdnderung
sich pathologisch auf die Funktion von Zellen und dem Organismus auswirkt oder die Zell-
funktion durch Einbringung des gesunden Gens wieder hergestellt werden kann (rescue Ex-
periment; ,Rettungs‘experiment. Jedoch sind Laboruntersuchungen sehr zeitaufwendig und
teuer, weshalb gefundene DNA-Verinderungen in der Regel vorab auf ihr Krankheitspoten-

tial iiberpriift werden. Zwei verschiedene Methoden werden im Folgenden vorgestellt.

1.4.1 Manuelle Bewertung

Zur manuellen Bewertung des Krankheitspotentials von DNA-Varianten im Zusammen-
hang mit einer monogenen Erkrankung stehen verschiedene biologische / medizinische Daten-
banken sowie Computerprogramme fiir unterschiedliche Analysen zur Verfiigung. Ein hau-
figer Ausgangspunkt ist die Suche in der Datenbank dbSNP [13|, um auszuschliefsen, dass die
fragliche Variante ein bereits bekannter und harmloser Polymorphismus ist. OMIM [3] oder
ClinVar (siehe Kapitel 2.2.1) kénnen konsultiert werden, um zu iiberpriifen, ob die Variante
bereits als Ursache einer Krankheit identifiziert worden ist. Ist die Variante bislang unbekan-
nt, wird die Natur der DNA-Verdnderung genauer untersucht. Mdogliche Hinweise auf deren
Pathogenitit liefern zum Beispiel folgende Aspekte:
e Fiihrt die DNA-Verdnderung zu einem Aminosaureaustausch?

e [st die verdnderte Aminosiure evolutionar konserviert?
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e Ist ein eventueller Aminosdureaustausch in einer funktionellen Proteindoméne (z.B.
Transmembrandomiéne, Bindungsstelle fiir Interaktionspartner o.4.) lokalisiert?
e Konnte die DNA-Verdnderung das Spleifmuster verédndern?
e Beeinflusst die Variante DNA-Regulationsmechanismen (z.B. Kozak™-Sequenz oder
Adenylierungssignal)?
Diese und weitere Fragestellungen kénnen helfen, das Krankheitspotential einer DNA-Verén-
derung einzuschétzen, allerdings ist fiir ihre Beantwortung jeweils eine andere Datenbank
oder ein anderes Computerprogramm nétig. Tabelle 1 listet mogliche Online-Ressourcen
(Datenbanken und Computerprogramme) auf. Die Evaluation bereits einer einzigen DNA-
Verdnderung ist auf diese Art und Weise sehr zeitaufwendig. Fiir die unter Umstinden
mehreren tausend Varianten, die mit neuen Sequenzierungstechnologien auf einen Schlag

gefunden werden, ist sie de facto unmoglich.

Typ Ressource Referenz
Allgemeine DB / Polymorphismen dbSNP [13]
Allgemeine DB / Genom Ensembl [23]
Allgemeine DB / Genom Entrez Gene [24]
Literatur-DB PubMed [25]
Gen-spezifische DB CFMDB [26]
Krankheits-DB OMIM [3]
Krankheits-DB HGMD [27]
Computerprogramm / Splice Site Vorhersage NNSplice [28]
Computerprogramm / Alignment BLAST [29]
Computerprogramm / Poly(A)-Signal Vorhersage polyadq [30]

Tabelle 1: Beispielhafte Zusammenstellung von Datenbanken und Computerprogrammen, die
fir die manuelle Charakterisierung einer DNA-Verdanderung benutzt werden kdnnen. DB =
Datenbank

1.4.2 Automatische Bewertung

Der groke Erfolg der NGS-Technologie ist ermutigend, jedoch stellt die Analyse der aus
Exom- oder sogar kompletter Genomsequenzierungen hervorgehenden Datenmengen Wis-
senschaftler und Arzte vor eine grofe Herausforderung. Die Frage nach einer zeitsparenden
Moglichkeit zur Bewertung des Krankheitspotentials von DNA-Verdnderungen wird durch
die Vielzahl der gefundenen Varianten noch dringlicher [31]. Die Anzahl der in einer kom-
pletten Genomsequenzierung gefundenen DNA-Verdnderungen belduft sich auf etwa drei bis

vier Millionen [32][33][34]; in unseren eigenen Studien werden pro Exom etwa 50.000 bis
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100.000 Varianten gefunden (unverdffentlichte Daten). Zunéchst ist nichts iiber diese Vari-
anten bekannt. Sie konnen bereits bekannt oder auch neu sein, sie kénnen harmlos oder
krankheitsverursachend sein. Wahrend sich die erste Frage mit Hilfe von dbSNP kldren l&sst
(die aktuelle dbSNP Version 137 enthélt mehr als 50 Millionen Eintrdge zu verschiedenen
DNA-Varianten [35]), ist eine Antwort auf die zweite Frage deutlich schwieriger. Natiirlich
ist es nicht sinnvoll, 50.000 bis 100.000 Varianten experimentell auf ihr Krankheitspotential
hin zu untersuchen, auch eine manuelle in silico Evaluation ist fiir so eine groke Zahl von
Varianten nicht denkbar. Die Zahl der interessanten Veranderungen muss also mit Hilfe au-
tomatischer Filter- und Priorisierungsstrategien verringert werden.

Es gibt Computerprogramme, die einige der in 1.4.1 angefiihrten Fragestellungen aufgreifen,
und eine automatische Bewertung des Krankheitspotentials von DNA-Varianten anbieten
(z.B. PolyPhen [36], SIFT [37], Panther [38]). Besonders hiufig wird die evolutionire Kon-
servierung von Aminoséuren als Kriterium fiir eine etwaige Pathogenitét einer DN A-Verdnder-
ung herangezogen [39], aber auch die Betrachtung struktureller und funktioneller Aspekte

eines Proteins kann sinnvoll sein [40]|41].

1.4.3 Hintergrund und Entstehung von MutationTaster

MutationTaster ist ein web-basiertes Computerprogramm zur automatischen Bewertung des
krankheitsverursachenden Potentials von DNA-Sequenzverdnderungen.

Zwar gab es zum Zeitpunkt der Entstehung der ersten Version von MutationTaster im
Jahre 2008 bereits Computerprogramme zur automatischen Bewertung des Krankheitspo-
tentials von Sequenzverdnderungen. Allerdings benutzten all diese Programme ausschliefslich
die Aminosiuresequenz, um den Einfluss von DNA-Verdnderungen auf die Proteinfunktion
vorherzusagen (z.B. PolyPhen [36], SIFT [37], und andere [42]-[45]). Effekte auf DNA-Ebene,
wie beispielsweise eine Reduktion der mRNA-Stabilitat und -Menge oder Entstehung und
Verlust von Spleifsstellen wurden nicht berticksichtigt. Auferdem konnten die existierenden
Programme nur einfache Aminosidureaustausche und keine Insertionen oder Deletionen ver-
arbeiten. Von einigen Programmen wurden Download-Versionen angeboten, die nach einer
(nicht immer einfachen) lokalen Installation auch eine hohe Anzahl von Varianten in an-
nehmbarer Geschwindigkeit analysieren konnten. Die fiir die Nutzung iiber das Internet
zur Verfiigung stehenden Versionen waren allerdings fiir die Analyse groferer Datenmen-
gen ungeeignet, da sie viel zu langsam waren.

MutationTaster muss nicht heruntergeladen werden. Die aktuell verfiigbare und in dieser Ar-
beit  vorgestellte ~ Version = von  MutationTaster  bietet die Moglichkeit,
DNA-Sequenzverdnderungen einzeln oder aber im Batch Modus* zu analysieren. Die Vorher-
sage basiert auf einer Reihe von durchgefiihrten Tests, die sich mit den direkten und in-
direkten Auswirkungen der DNA-Mutation auf das kodierte Protein beschéftigen. So wird

beispielsweise iiberpriift, ob die Verdnderungen in der DNA-Sequenz iiberhaupt zu einer
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Verdnderung in der Aminosiuresequenz fiihrt, und falls ja, ob die betroffene Aminosiure
Teil einer funktionellen Doméne des Proteins ist. Auch der Konservierungsgrad der betrof-
fenen DNA-Base(n) sowie Aminosdure(n) wird untersucht. Indirekte Auswirkungen auf das
Protein, etwa durch fehlerhaftes Spleifsen, werden ebenfalls untersucht. Die Summe aller
Testergebnisse benutzt MutationTaster, um eine Entscheidung iiber das krankheitsverur-
sachende Potential der fraglichen DNA-Mutation zu treffen. Diese Entscheidung kann en-
tweder polymorphism, d.h. wahrscheinlich harmlos, oder disease causing, d.h. wahrscheinlich
schadlich, lauten.

Mittlerweile haben die Entwickler zwei der am haufigsten genutzten Programme, SIF'T und
PolyPhen, neue Versionen verdffentlicht [46][47], die nun ebenfalls den gestiegenen Leis-
tungsanforderungen des NGS-Zeitalters geniigen und zum Teil auch mit erweiterter Funk-
tionalitdt aufwarten: Beide bieten jetzt einen Eingabemodus auf DNA-Ebene und im Batch
Modus an und SIFT wurde um das Programm PROVEAN [48] ergénzt, welches zusétzlich zu
Punktmutationen auch Insertionen / Deletionen, und InDels, die das Leseraster nicht verén-

dern, analysieren kann.

1.4.4 Die erste Version von MutationTaster

MutationTaster entstand aus der Idee, eine Art Leitfaden zu entwickeln, der die einzelnen
Arbeitsschritte zur Bewertung des krankheitsverursachenden Potentials von DNA-Varianten
vereinheitlichen sollte. Es galt, eine Vorlage zu entwickeln, die alle ntigen Schritte zur Muta-
tionsanalyse in sinnvoller Reihenfolge enthielt, um sicherzugehen, dass keine Krankheitsmu-
tation ,libersehen” wird, und um zu verhindern, dass wertvolle Arbeitszeit auf die genauere
Analyse von bereits bekannten, harmlosen Polymorphismen verwendet wird.

Der in einem Praktikum entwickelte erste Algorithmus von MutationTaster war ein Entschei-
dungsbaum, durch den der Benutzer Schritt fiir Schritt anhand einfacher, sich automatisch
nacheinander 6ffnender HTML-Seiten™ gefithrt wurde. Fiir jede einzelne Station (Entschei-
dungspunkt) des Entscheidungsbaumes wurde eine eigene HTML-Seite erstellt. Die Entschei-
dungspunkte waren entweder Fragen, die mit ja oder nein beantwortet werden konnten
(Entscheidungsknoten, z.B. Ist die DNA-Variante in dbSNP verzeichnet? oder Fihrt der
DNA-Austausch auch zu einem Aminosaure-Austausch?), oder Fragen, deren Antwort ein
Zahlenwert war (Evaluierungsknoten, z.B. Was ist der Grad der Konservierung der ausge-
tauschten Aminosdure?). Bei Entscheidungsknoten wurde abhéngig von der Antwort eine
neue HTML-Seite mit der néchsten logischen Frage gedffnet, bei Evaluierungsknoten er-
schien die niachste Frage unabhingig vom eingetragenen Zahlenwert. Die Benutzer mussten
zur Beantwortung der einzelnen Fragen zum Teil eigenstindig im Internet die entsprechen-
den Datenbanken oder Programme konsultieren und gegebenenfalls mit Hilfe einer eigens
fiir diesen Zweck verfassten Anleitung einen Zahlenwert fiir die Antwort ermitteln. Am Ende

wurde eine Vorhersage zum Krankheitspotential der untersuchten DNA-Variante angezeigt,
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welche auf den gemachten Antworten und den miteinander verrechneten eingegebenen Zahlen-
werten basierte. Diese Version war semi-automatisch. Da wir im Praktikum mit einem sehr
kleinen Testset (25 harmlose und 25 krankheitsverursachende DNA-Varianten) die generelle
Funktionalitit der Methode gezeigt zeigen konnten, beschloss ich, das Thema weiter zu verfol-
gen und widmete ihm meine Masterarbeit. In dieser sollte das zugrunde liegende Programm
stiarker automatisiert und die Performanz an einem deutlich groferen Testset gepriift werden.
Im Internet verfiighare Datenbanken oder Analyseprogramme musste der Benutzer bislang
selbststindig aufrufen, und Ergebnisse seiner Recherche von Hand in die HTML-Seite einfii-
gen. Dies war relativ zeitaufwendig, weshalb wir planten, das Abfragen bendtigter Daten aus
unterschiedlichen Quellen und deren anschliefende Analyse automatisch im Hintergrund zu
erledigen. Der Benutzer sollte eine Eingabemaske vorfinden, in die er die zu untersuchende
DNA-Variante eingeben konnte, um nach einem Klick auf einen Abschicken-Schaltknopf an-
schliefend direkt die Vorhersage zu sehen. In meiner Masterarbeit konnte ich ein Programm
priasentieren, welches mit mehreren hundert Krankheitsmutationen und haufigen Polymor-
phismen getestet worden war, und das iiber eine einfache Eingabemaske bedient werden

konnte.

1.4.5 Weiterentwicklung von MutationTaster und Ziel dieser Arbeit

Im Gesprich mit Arzten und Wissenschaftlern wurde ein gréferes Interesse an Mutation-
Taster deutlich. Allerdings waren trotz der bereits gemachten Fortschritte weiterhin mafge-
bliche Verbesserungen notig. Die grofte Herausforderung bestand darin, das bisherige Punkte-
System zur Vorhersage des Krankheitspotentials zu verbessern. Die einzelnen Testergebnisse
flossen gewichtet ein, was die Optimierung schon zuvor erschwert und verkompliziert hat-
te. Deshalb sollte das Punktesystem komplett abgeschafft und die Vorhersage kiinftig einem
Bayes Klassifikator iiberlassen werden. Ein Bayes Klassifikator ist eine bekannte Methode, die
gute Klassifizierungsergebnisse liefern kann und nicht aufwendig optimiert werden muss, da
aus den vorhandenen Daten automatisch das beste Modell gebildet wird. Voraussetzung ist
allerdings eine geniigend grofse Menge bekannter Polymorphismen und Krankheitsmutatio-
nen, da der Klassifikator zunéchst trainiert und spéter mit anderen Testféllen validiert werden
muss. Auch die Benutzerfreundlichkeit sollte gesteigert werden, da viele Kollegen die Eingabe
iiber die Position als sehr umsténdlich empfanden. Auferdem sollte die Méglichkeit geschaf-
fen werden, grofse Datenmengen, wie sie bei NGS-Projekten entstehen, in einer moglichst
kurzen Zeit zu analysieren. Speziell fiir die Analyse von NGS-Daten und den darin zahlre-
ich vorhandenen intronischen oder synonymen DNA-Verdnderungen waren bislang allerdings
nur wenige Tests vorhanden. Aus diesen Uberlegungen ergaben sich folgende Arbeitsschritte
fiir die Weiterentwicklung von MutationTaster:
e Erweiterung der Testpalette insbesondere fiir stille Mutationen

e automatische Integration aller Ergebnisse mit Hilfe eines Bayes Klassifikators zur Vorher-
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sage des Krankheitspotentials, dazu im Vorfeld Erstellung geeigneter, geniigend grofer
Datenreihen mit bekannten harmlosen Polymorphismen und krankheitsverursachenden
Mutationen
e Verwendung dieser Daten zum Training des Klassifikators
e Verwendung dieser Daten zur (Kreuz-)Validierung des Klassifikators
e Verbesserung der Benutzerfreundlichkeit durch unterschiedliche Eingabe-Modi fiir die
Einzelabfrage
e Entwicklung eines web-basierten Batch-Modus fiir die simultane Analyse von NGS-
Ergebnissen
Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die bestehende, rudimentére Version von MutationTaster
zu einem benutzerfreundlichen, verlisslichen, schnellen und vielfiltig einsetzbaren Comput-

erprogramm zur Vorhersage der Pathogenitit von DNA-Varianten zu entwickeln.
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2 Datenintegration

Zur Vorhersage des Krankheitspotentials einer unbekannten DNA-Verdnderung, benotigt
MutationTaster Informationen zum betroffenen Gen und zur DNA-Sequenzverinderung.
Dazu muss die Software viele verschiedene Datenquellen nutzen. In diesem Kapitel werde
ich beschreiben, welche Datenquellen in MutationTaster integriert worden sind, und wie dies

geschah.

2.1 Einleitung zur Informationsintegration

Exom- oder Genomsequenzierungen sind dank des technischen Fortschrittes in den letzten
Jahren immer mehr zu einem Standardinstrument der Identifizierung ursichlicher Mutatio-
nen von monogenen Erkrankungen geworden. Auch in anderen Bereichen wird die Technik
mittlerweile erfolgreich eingesetzt: In der Vergleichenden Genomik (comparative genomics)
tragt sie beispielsweise zum besseren Verstindnis der Evolution von Pathogenitdtsmecha-
nismen von Krankheitserregern bei [49][50] und durch de novo Sequenzierung genetisch bis-
lang unbekannter Organismen werden wichtige Erkenntnisse zu Modellorganismen gewonnen
[51][52]|53]. Die Folge dieser Entwicklung ist ein bestindiger Anstieg sehr heterogener, wis-
senschaftlicher Daten in digitaler Form. Sie sind gespeichert und zum Teil 6ffentlich verfiig-
bar in verschiedenen biomedizinischen Datenbanken oder kénnen iiber Computerprogramme
genutzt werden. Eine Suche im Internet nach einer bestimmten Information endet typis-
cherweise mit vielen verschiedenen gedffneten Browserfenstern, bei denen man leicht den
Uberblick verliert. Um die vorhandenen Daten effizient nutzen zu konnen, ist es nétig, sie
zusammenzufiihren.
Den Vorgang der Zusammenfiihrung von Daten aus unterschiedlichen, oft heterogenen Quellen
in eine gemeinsame, einheitliche Datenstruktur nennt man Informationsintegration [54].
Grundsétzlich kann man zwei verschiedene Arten der Integration unterscheiden [55]:
e Materialisierte oder physische Integration:

Daten aus verschiedenen Quellen werden in eine gemeinsame Zielstruktur iiberfiihrt

und dauerhaft in einer zentralen Datenbank gespeichert. Die Daten in der urspriinglichen

Quelle bleiben erhalten, die lokal materialisierten Daten kénnen fiir die Anfragebear-

beitung abgerufen werden. Die géngigste Form der physischen Integration ist das Data-

Warehouse (Datenlager, z.B. Ensembl [23]).

e Virtuelle oder logische Integration:

Die Daten verbleiben in ihren urspriinglichen, verschiedenen Quellen und die Integra-

tion erfolgt direkt wihrend der Datenabfrage, z.B. iiber das Internet. Die Daten werden

also nur wihrend der Anfragebearbeitung von der urspriinglichen Quelle zum lokalen

Integrationssystem transferiert und anschliefsend iiber kurz oder lang wieder gel6scht.

Bei jeder neuen Anfrage findet eine erneute Integration statt. Dieses Prinzip wird bei
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verschiedenen Integrationsformen angewendet, unter anderem vom Fdderierten Infor-

mationssystem (z.B. IBM DiscoveryLink [56]).
Da virtuell integrierte Daten nicht lokal gespeichert werden, ist das Problem der Beschaf-
fung geeigneter Hardware mit geniigend Speicherplatz an den Betreiber der urspriinglichen
Datenquelle ausgelagert, ebenso die Verantwortlichkeit {iber Aktualitdt und Integritdt der
Daten. Dies kann allerdings auch ein Nachteil sein, wenn der Betreiber der Originaldat-
en das Datenformat und/oder die Struktur dndert. Derartige Anderungen im Datenformat
sind in der Regel nicht vorhersehbar, was zu Problemen bei der Datenabfrage und zu einem
Datenausfall fithren kann. Auch aus anderen Griinden (Internetverbindung, Hardware Stabil-
itit der externen Quelle) ist die standige Verfiigbarkeit von virtuell integrierten Daten nicht
gewihrleistet. Ein weiterer Nachteil sind die 1dngeren Antwortzeiten durch die Dateniibertra-
gung. Ebenfalls sehr aufwendig gestaltet sich der Vergleich von virtuell integrierten Daten aus
zwel verschiedenen Tabellen, da eine sehr grofe Datenmenge iiber eine Netzwerkverbindung
transportiert und fiir den Vergleich im Speicher gehalten werden miisste.
Abgesehen davon, dass physisch integrierte Daten in eigener Verantwortung aktualisiert und
gewartet werden miissen, bringt das Speichern von Daten in einer eigenen, zentralen Daten-
bank einige Vorteile mit sich: Durch entsprechende Mafsnahmen kann die Stabilitdt des Spe-
ichersystems sichergestellt werden. Die Wartung der Daten kann geplant werden. Daten
kénnen besser auf ihre Integritit tiberpriift werden, als dies der Fall ist, wenn sie in entfer-
nten Quellen gespeichert sind. Auferdem kann die Struktur einer eigenen, zentralen Daten-
bank den eigenen Bediirfnissen angepasst werden. So garantiert beispielsweise das Abfrage-
optimierte Star-Schema sehr kurze Antwortzeiten [57]. Dabei werden mehrere Dimension-
stabellen sternformig um eine zentrale Faktentabelle angeordnet. Die Faktentabelle enthélt
typischerweise viele Zeilen mit Entitéiten (die Fakten), die jedoch in dieser Tabelle nicht
genauer beschrieben werden (sie enthélt also weniger Spalten). Genauer beschrieben werden
die Fakten in den Dimensionstabellen. Diese bestehen im Vergleich zu den Faktentabellen
aus weniger Eintrigen, die aber unter Umsténden viele Attribute zur Charakterisierung der
Fakten aufweisen konnen. Fast alle Dimensionstabellen haben eine direkte Verbindung zur
Faktentabelle, wodurch einfache, schnelle Abfragen ermoglicht werden.
Auch bei Computerprogrammen bietet die lokale Installation Vorteile gegeniiber der dy-
namischen Echtzeit-Abfrage. Normalerweise geht der Zugriff auf eine lokal installierte Soft-
ware deutlich schneller vonstatten als die Abfrage von Ressourcen aus dem Internet. Letzteres
kann auferdem durch eine instabile Internetverbindung oder die temporare Abschaltung der

Online-Ressource zu Problemen fiithren.

2.2 Integrierte Daten und Computerprogramme

Der weitaus grofhte Teil der fiir MutationTaster notigen Daten ist physisch integriert, um

Abfragezeiten so kurz wie moglich zu halten und groftmdégliche Programmstabilitdt zu
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gewihrleisten. Neben Datenbanken nutzt MutationTaster auch die Ausgabe von externen,
jedoch lokal installierten, Computerprogrammen als Informationsquelle. Im Folgenden werde
ich die in MutationTaster integrierten Datenquellen kurz beschreiben. Details zu den Inhalten
und Verkniipfungen der einzelnen, in der MutationTaster Datenbank enthaltenen Tabellen,
werden in Abbildung 1 auf S. 25 dargestellt.

2.2.1 Datenbanken

ENCODE Projekt http://genome.ucsc.edu/ENCODE/
Das ENCODE (FEncyclopedia Of DNA FElements) Projekt [58] wurde im September 2003
vom National Human Genome Research Institute (NHGRI) mit dem Ziel gestartet, alle
funktionalen Elemente des menschlichen Genoms zu identifizieren. Die Daten, welche mit
Hilfe akademischer, staatlicher und privater Forschungseinrichtungen generiert wurden, kon-
nen zum Beispiel iiber den UCSC [59] Genome Browser eingesehen werden. Die Ergebnisse
des Projekts sind divers und komplex. In ihrer Gesamtheit lassen sie den Schluss zu, dass
mit 80,4% der Grofsteil des humanen Genoms in wenigstens einem Zelltyp auf wenigstens
eine Art und Weise an biochemischen RNA- und/oder chromatin-assoziierten Vorgéngen
involviert ist, entweder indem ein Protein kodiert wird, oder eine Beteiligung an der Genreg-
ulation stattfindet [58]. Die Autoren interpretieren diesen Umstand so, dass also mindestens
80% des menschlichen Genoms funktional, und nicht wie zuvor oft gedacht, funktionslos ist.
Es wurden verschiedene ,Encode Elemente” definiert, unter anderem in RNA umgeschriebene
Elemente, Histonmodifikationen, Chromatin-Status und Transkriptionsfaktorbindungsstellen
[58]|. MutationTaster integriert iiber Ensembl (s.u.) bereitgestellte Daten des ENCODE Pro-
jekts.

Ensembl http://www.ensembl.org
Ensembl [23] ist ein zentrales, 6ffentliches, iiber das Internet zugingliches Datenlager von
Genomdaten. Seit der ersten Verdffentlichung im Jahr 2000 hat es sich zu einer viel genutzten
und wichtigen Ressource von Genominformationen entwickelt. Das Kernstiick ist die Daten-
bank Ensembl Genes, die derzeit Genomdaten von mehr als 70 verschiedenen Spezies um-
fasst, wobei der Informationsgehalt zwischen den einzelnen Datensétzen variiert und fiir
die am haufigsten abgerufenen Spezies Mensch, Maus, Ratte und Zebrafisch am grofiten
ist [23|. Der Ensembl Genome Browser ermdglicht einen einfachen und bequemen Datenzu-
griff. Ublicherweise werden gDNA*-, cDNA-, und CDS*-Sequenzen, Informationen zu Exon-
Intron-Struktur, alternativen Transkripten™ und den entsprechenden Aminosauresequenzen
sowie Hyperlinks zu externen Datenquellen (z.B. InterPro [60], UniProt [61] oder Pfam |62])
bereitgestellt. Zu einem Gen werden sdmtliche bekannten Transkripte zusammen mit der
CDS angegeben. Die Transkripte kdnnen aus unterschiedlichen Quellen stammen: der au-

tomatischen Ensembl Annotationspipeline fiir proteinkodierende Gene (Ensembl genebuild
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pipeline), aus dem HAVANA /Vega Set mit manuell kuratierten Transkripten oder aus dem
consensus CDS (CCDS) Projekt, welches sich zum Ziel gesetzt hat, einen Kerndatensatz von
konsistent und umfassend annotierter Protein-kodierender Regionen zu identifizieren.

Fiir 19 haufig abgefragte Spezies steht mit FEnsembl Variation zusétzlich eine Sammlung
genetischer Varianten aus unterschiedlichen Quellen (z.B. dbSNP [13]) zur Verfiigung. En-
sembl Regulation enthélt Informationen zu regulatorischen Elementen im Genom des Men-
schen und der Maus und integriert dazu Daten unter anderem aus dem ENCODE Projekt
[58] und aus der Transkriptionsfaktordatenbank JASPAR [63].

Neben dem besonders fiir Einzelabfragen geeigneten Ensembl Genome Browser kann Ensem-
bl auf weiteren Wegen genutzt werden. Um groke Datenmengen auf einmal abzurufen kann
die Ensembl MySQL Datenbank unter anderem iiber eine Ensembl Perl API* (application
programming interface; Programmierschnittstelle) oder iiber einen MySQL Client* abgerufen
werden. Die Datenbankinhalte sind auferdem auf einem FTP* Server® zuginglich. Sowohl
kleinere als auch grofe Datenmengen sind auferdem iiber den Webservice BioMart |64]
zugénglich. BioMart kann entweder iiber Schaltflichen im BioMart web interface™ bedi-
ent, oder durch eine XML-Syntax direkt aus einem anderen Computerprogramm abgefragt
werden. Der Benutzer kann durch Auswihlen diverser Attribute und Filter sehr gezielt die
gewiinschten Daten in verschiedene Dateiformate (z.B. CSV oder TSV) exportieren lassen.
MutationTaster integriert die Datenbanken Ensembl Genes und Ensembl Regulation. Fiir
die Integration von Ensembl Daten in MutationTaster wurden Daten sowohl iiber den FTP
Server als auch iiber BioMart bezogen. Letzteres wird dynamisch abgefragt, um DNA- und
Proteinsequenzen, die bislang noch nicht in der MutationTaster Datenbank gespeichert sind,
zu beziehen. Aus Speicherplatzgriinden werden die Sequenzen nicht bereits im Voraus in die
Datenbank geschrieben, sondern erst nach einer initialen Nutzung durch MutationTaster.
Durch Ensembl Regulation hat MutationTaster Zugriff auf derzeit 677 verschiedene Regu-
lationselemente aus den folgenden zwdlf Klassen: Histone, Polymerase, Segmentation State,
Enhancer, Association Locus, Search Region, Requlatory Feature, Regulatory Motif, Pseudo,

Open Chromatin, Transcription Factor Complex und Transcription Factor.

Das 1000-Genom-Projekt http:/ /www.1000genomes.org/
Das Ziel des 1000-Genom-Projekts (1000 Genomes Project) ist es, moglichst viele der jhéu-
figen“ genetischen Varianten zu identifizieren, die mit einer Frequenz von mindestens 1% in
der Bevolkerung vorkommen [65]. Im Juni 2009 konnte das Pilotprojekt abgeschlossen wer-
den, 2010 wurden erste Ergebnisse publiziert [66]. Das Pilotprojekt war in mehrere Phasen
unterteilt, in denen unterschiedliche Strategien verfolgt wurden: (1) komplette Genomse-
quenzierung mit niedriger Abdeckung von 176 Proben (pilot 1 - low coverage); (2) komplette
Genomsequenzierung mit 20 bis 60-facher Abdeckung von zwei Mutter-Vater-Kind Trios

(pilot 2 - trios; (3) Sequenzierung von 1000 Gen-Regionen in 697 Proben mit 50-facher Ab-
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deckung (pilot 8 - gene regions).

Fiir das Hauptprojekt wurden 1.092 Proben aus 14 Populationen sequenziert [32]. Dabei
wurden die zuvor in der Pilot-Phase etablierten Methoden angewendet, ndmlich komplette
Genomsequenzierungen mit niedriger Abdeckung (4x) in Kombination mit héher abgedeckten
Exomsequenzierungen. Insgesamt konnten so vermutlich etwa 98% der SNPs, die mit einer
Frequenz von 1% in einer Bevolkerung vorkommen, katalogisiert werden [32]. Die bislang
verfiigbaren Daten sind im VCF-Format* (Variant Call Format) [67] frei zugénglich. Das
VCF-Format bietet Informationen zu den einzelnen Allelen einer Variante, Allelfrequenzen,
den absoluten Zahlen der Allele und den Genotypen. In MutationTaster wurden Daten aus
dem 1000-Genom-Projekt verwendet, um den Klassifikator zu trainieren, der die Vorhersage
generiert. Auferdem werden unbekannte, zu analysierende Varianten immer mit den Daten
des 1000-Genom-Projekts verglichen, um so die Anfrage-Variante gegebenenfalls sofort als

harmlosen Polymorphismus zu identifizieren.

dbSNP und ClinVar www.ncbi.nlm.nih.gov/snp und www.ncbi.nlm.nih.gov /clinvar/
dbSNP (NCBI Short Genetic Variations (SNV) database) [13][14] ist eine vom NCBI
(National Center for Biotechnology Information) gegriindete, frei zugéngliche Datenbank
fiir Nukleotidvarianten. Der Verbund aus vielen Spezies-spezifischen Einzeldatenbanken en-
thélt in der aktuellen Version 137 insgesamt mehr als 130 Millionen [68]| Einzelbasenaus-
tausche, InDels (deletion insertion polymorphisms, DIPs) und Mikrosatelliten® sowie mehr
als eine Billion Genotypen aus HapMap und anderen grofangelegten Genotypisierungspro-
jekten. Die einzelnen Eintrige werden, je nach Datenlage, mit Zusatzinformationen abge-
speichert. Zusétzliche Attribute sind beispielsweise die Allelfrequenzen und -zahlen, die
Allelherkunft (unbekannt, Korper- oder Keimzelle, beides), die Allelfrequenzen, die klin-
ische Relevanz sowie der Validierungsstatus der Variante (z.B. jsuspekt“). Obwohl in dbSNP
prinzipiell jede ,genetische Variation* gespeichert wird, ohne dass bestimmte Allelfrequen-
zen als Voraussetzung verlangt werden, findet sich fiir viele Eintriage ein Hinweis zur minor
allele frequency™ (MAF): Sie bezeichnet die Frequenz des zweithdufigsten Allels in einer
Bevolkerung (welches, wenn es nur zwei Allele gibt, das minor, also das seltenere Allel ist).
Als ,Referenzbevolkerung® wird unter anderem auf das 1000-Genom-Projekt [32] zuriickge-
griffen, das Daten zu 1.092 Individuen aus der ganzen Welt bereitstellt. Die Angabe ein-
er MAF erleichtert die Unterscheidung zwischen héiufigen, meist harmlosen und seltenen,
eventuell krankheitsverursachenden Varianten. Das Speichern von letzteren ist in dbSNP
erstmals seit 2008 explizit gewollt [16]. Zur Kennzeichnung der klinischen Relevanz von
DNA-Varianten konnen diese verschiedenen Kategorien zugeordnet werden, unter anderem
non-pathogenic (nicht pathogen), probable-non-pathogenic (wahrscheinlich nicht pathogen),
probable-pathogenic (wahrscheinlich pathogen) und pathogenic (pathogen).

dbSNP Daten kdnnen sowohl iiber ein web interface direkt angeschaut als auch iiber einen
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FTP Server als Textdateien heruntergeladen werden. Alle gespeicherten Varianten mit Kennt-
nis iiber deren klinische Relevanz (in ihrer Gesamtheit als NCBI ClinVar, von Clinical Vari-
ation bezeichnet) stehen als gesonderte VCF-Datei zum Download bereit. Das web interface
fiir ClinVar befindet sich derzeit im Aufbau, der Zugang zu einzelnen ClinVar-Eintragen er-
folgt deshalb iiber die Suchmaske von dbSNP. In MutationTaster werden normale dbSNP
Eintrage und ClinVar-Eintriige (also Krankheitsmutationen aus dbSNP) gesondert behan-
delt.

Entrez Gene http:/ /www.ncbinlm.nih.gov/gene
Entrez Gene ist eine vom NCBI betriebene Genom-Datenbank, die Inhalte aus verschiede-
nen Kinzeldatenbanken zu einer umfassenden, bequem abzufragenden Informationsquelle
verkniipft. Bei einer iiber das Entrez Gene web interface gestarteten Suche nach einem bes-
timmten Gen erhélt man die gesammelten Informationen aus verschiedenen Datenbanken,
z.B. dbSNP [13], OMIM |3], PubMed [69] oder GO [70]. Ein FTP Server stellt alle in En-
trez Gene enthaltenen Datensétze als flat files® (z.B. reines Textformat) bereit. Fiir viele
der in MutationTaster genutzten Ensembl-Transkripte kann eine Verkniipfung zu einem
entsprechenden Entrez Gene Transkript erfolgen. Sofern es eine eindeutige Verkniipfung gibt,
wird ein Hyperlink®™ zu Entrez Gene auf der MutationTaster Ergebnisseite angezeigt und das
Entrez Gene Transkript kann auch fiir eine MutationTaster Einzelabfrage iiber das Mu-
tationTaster web interface genutzt werden. MutationTaster nutzt Entrez Gene auferdem,
um auf Ensembl basierende Anfragepositionen mit dem entsprechenden Chromosom und
ein Ensembl Gen mit dem entsprechenden HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee)
Gensymbol und Proteindoménen zu verkniipfen. Allerdings kann die Verkniipfung zwischen
Ensembl und Entrez nicht immer (eindeutig) hergestellt werden, manchmal gibt es fiir einen
Ensembl Eintrag gar keinen oder mehrere entsprechende Entrez Eintrage. In erster Linie er-
folgt die Zuordnung von Ensembl zu Entrez iiber eine von Entrez bereitgestellte Verkniipfung
zu einer Ensembl ID. Falls diese nicht zur Verfiigung steht, wird gepriift, ob das HGNC Sym-
bol in Entrez und Ensembl iibereinstimmt, und gegebenenfalls eine Verkniipfung angelegt.
Die von Ensembl bereitgestellte Verkniifung zu Entrez IDs wird nicht verwendet, da diese

auf Sequenzhomologie basiert und nicht immer verlésslich ist.

HapMap http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
Das Internationale HapMap Projekt [71| wurde im Jahr 2002 mit dem Ziel gegriindet, chro-
mosomale Regionen aufzudecken, in denen unterschiedliche Personen die gleichen genetischen
Varianten (Haplotyp* Blocke) aufweisen. Die Kombination mehrerer, gemeinsam vererbter
Allele auf demselben Chromosom wird als Haplotyp bezeichnet. Hierzu wurde die DNA von
1.184 Individuen aus elf verschiedenen Populationen genotypisiert und die Genotypen und

Allelfrequenzen katalogisiert. HapMap enthilt mehr als eine Million SNPs und mehr als 800



2.2 Integrierte Daten und Computerprogramme 19

CNVs.

Die Daten aus dem HapMap Projekt sind iiber eine online Suchmaske sowie iiber HapMart,
eine Anwendung basierend auf der BioMart [64] Schnittstelle, verfiighar. Ahnlich wie bei
BioMart konnen verschiedene Filtereinstellungen vorgenommen und unterschiedliche Aus-
gabeformate gew&hlt werden. Komplette Datensitze (z.B. alle verfiigbaren Genotypen in
einer Datei) konnen ebenfalls im Textformat heruntergeladen werden. MutationTaster inte-

griert HapMap SNPs mit den entsprechenden Genotyphaufigkeiten.

Grantham Matrix

Die in der Grantham Substitutionsmatrix [72| enthaltenen Werte stellen die biochemische
Distanz zwischen zwei beliebigen Aminosaduren dar. Die Matrix kann benutzt werden, um zu
bewerten wie dhnlich oder unéhnlich sich zwei Aminosiduren sind. Grantham konnte bele-
gen, dass die von ihm genutzten Kriterien zur Erstellung der Matrix, ndmlich Komposi-
tion, Polaritdt und Molekulargewicht der jeweiligen Aminosaure, in ihrer Gesamtheit besser
mit tatsdchlich beobachtbaren Aminosdureaustauschfrequenzen korrelieren als die bis da-
to oft herangezogenen Basenaustauschraten in den zugrunde liegenden Codons [72]. Viele
Jahre spiter wurde die BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) [73] entwickelt, eine Sub-
stitutionsmatrix, welche die Wahrscheinlichkeiten fiir alle moglichen Aminosiureaustausche
widerspiegelt. In die BLOSUM flieken jedoch nicht priméar die physiko-chemischen Eigen-
schaften der verschiedenen Aminosiauren ein, sondern die tatsdchlich beobachteten relativen
Aminosaurefrequenzen und deren Austauschraten.

Die Grantham-Werte reichen von null bis 215, je héher der Wert, desto unéhnlicher sind sich
die alte und neue Aminosdure. Deletionen oder Insertionen sind in der Grantham-Matrix
nicht enthalten. An den Klassifikator werden die Grantham Werte nicht iibergeben, weil
sich in unseren Tests gezeigt hat, dass sie ein schlechtes Merkmal zur Unterscheidung von
Krankheitsmutationen und Polymorphismen sind. Statt des Grantham Wertes wird dem
Klassifikator nur der Aminosdureaustausch an sich, ohne eine Bewertung des Schweregrades,
iibermittelt. In dem Ergebnis von einer MutationTaster Analyse wird fiir DNA-Varianten,
die einen Aminosdureaustausch nach sich ziehen, der entsprechende Grantham Wert nur zu
Informationszwecken angezeigt. Dies erleichtert dem Benutzer die Einschitzung dariiber, wie

dhnlich oder undhnlich sich die ausgetauschten Aminosauren sind.

phyloP und phastCons

phyloP und phastCons sind Computerprogramme, zur Bestimmung der evolutiondren Kon-
servierung eines gegebenen Nukleotids. Als Bewertungsgrundlage liegt beiden ein multiples
Alignment von DNA-Sequenzen zugrunde. phastCons basiert auf einem Hidden Markov Mod-
el* (HMM), das abschitzt, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein bestimmtes Nukleotid zu

einem konservierten Element gehort |74|. Dazu betrachtet phastCons nicht nur das multiple
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Alignment an der zu analysierenden Position, sondern auch die benachbarten Positionen. Das
Ergebnis ist ein Wert zwischen 0 und 1, wobei 1 die grofste Wahrscheinlichkeit représentiert,
dass die fragliche Position unter negativer Selektion steht, also konserviert ist.

phyloP [75] (phylogenetic P-value) ist eine Kombination aus vier verschiedenen statistis-
chen phylogenetischen Tests zur Detektion von Sequenzen, die sich entweder langsamer oder
schneller entwickeln, als es unter der Nullhypothese einer neutralen Evolution zu erwarten
ware. Die absoluten und in MutationTaster genutzten Werte sind der negative dekadis-
che Logarithmus der P-Werte. phyloP kann also nicht nur Konservierung messen (d.h.
langsamere Evolution als erwartet) sondern auch ,Nicht-Konservierung® bzw. Beschleuni-
gung, d.h. schnellere Evolution als erwartet. Je niedriger der phyloP Wert, desto weniger
ist eine Position konserviert und umgekehrt. phyloP betrachtet nur individuelle Spalten des
multiplen Alignments, ohne Effekte benachbarter Positionen zu beriicksichtigen.
MutationTaster benutzt vorberechnete phyloP und phastCons Werte, die auf einem multi-
plen Alignment der Genome von 46 Vertebratenspezies basieren und lokal in der Datenbank

gespeichert sind.

UniProtKB www.uniprot.org,/
Die Proteindatenbank UniProtKB [76] ist eine gemeinsame Arbeit des European Bioinfor-
matics Institute (EBI), des Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) und der Protein Infor-
mation Resource (PIR). UniProtKB (UniProt K nowledgebase) besteht aus der manuell an-
notierten und kuratierten Proteindatenbank Swiss-Prot und dem automatisch annotierten
Teil TrTEMBL und enthilt Proteinsequenzen mit Annotationen, Hinweise zu Proteinfunk-
tion, eventueller Krankheitsrelevanz und Publikationen, sowie gegebenenfalls Daten zur Tax-
onomie, Verkniipfungen zu Ontologien (z.B. GO [70]), Interaktionsdatenbanken (z.B. STRING
[77]) oder Strukturdatenbanken (z.B. EMBL-EBI Protein Data Bank in Europe, PDBe |78]).
Die positionsbasierte Sequenzannotation weist strukturelle oder funktionelle Proteindomé-
nen, wie z.B. post-translationale Modifikationen, Bindungsstellen, das aktive Zentrum eines
Enzyms oder Regionen mit Sekundéarstrukturen aus. Fiir die Integration in MutationTaster
wurden Protein IDs und zugehorige Sequenzannotationen aus einer vom UniProtKB FTP
Server heruntergeladenen Textdatei extrahiert. Die Verkniipfung von Ensembl Genen zu den
jeweiligen Protein IDs erfolgt iiber die NCBI Gene ID.

Human Gene Mutation Database http:/ /www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
Die Human Gene Mutation Database (HGMD) [27] enthélt eine nicht-redundante Samm-
lung von DNA-Mutationen, die fiir genetische Erkrankungen verantwortlich sind, sowie
krankheitsassoziierter oder funktioneller Polymorphismen.

Von Einzelbasenaustauschen in kodierenden, regulatorischen oder Spleifsregionen iiber kleinere

und grofere InDels bis hin zu komplexen Aberrationen sind in HGMD verschiedene Arten von
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Varianten vertreten. Stille Mutationen in der kodierenden Region werden nur gespeichert,
wenn gezeigt wurde, dass sie das Spleifen storen, oder eine anderweitige direkte Assoziation
mit einer Krankheit besteht. Somatische sowie mitochondriale Mutationen sind derzeit nicht
enthalten.
HGMD enthélt nur solche Mutationen, deren Krankheitsrelevanz durch die entsprechende
Publikation oder eine personliche Riicksprache mit deren Autoren eindeutig belegt ist [27].
Als Evidenz fiir eine krankheitsverursachende Mutation wird unter anderem die Erfiillung
eines oder mehrerer der folgenden Kriterien erwartet: Lokalisierung der Mutation in ein-
er bekannten strukturellen oder funktionellen Proteindoméne, Lokalisation der Mutation in
einer evolutiondr hochkonservierten Region, in vitro Demonstration von reduzierter Genex-
pression / Stabilitdt oder Aktivitdt des Proteinproduktes / aberrantem Spleifing durch die
Mutation, in wvitro Nachweis der gleichen aberranten Proteineigenschaften wie sie in vivo
beobachtet werden oder rescue (Rettung oder Umkehr) des pathologischen Phénotyps durch
Reparatur oder Transfektion des Krankheitsgens in wvitro.
Trotz sorgfiltiger Kuration der Mutationen muss man dennoch davon ausgehen, dass einige
der in HGMD gespeicherten Krankheitsmutationen in Wahrheit nicht die Ursache fiir eine
genetische Erkrankung sind [79]. Mit Hilfe der Daten aus dem 1000-Genom-Projekt wurden
Ende 2012 33 DNA-Varianten wegen unzureichender Krankheitsevidenz aus HGMD entfernt
und viele weitere re-klassifziert (siche auch Kapitel 8.1.1).
Die Datenaquise erfolgt mittels einer Kombination aus automatischer und manueller Liter-
aturrecherche in PubMed [69] und Lokus-spezifischen Datenbanken (LSDBs).
Jeder Eintrag in HGMD wird mit einem der folgenden vier tags (Anhéngsel, in der Infor-
matik: Kennzeichnung eines Datensatzes) versehen:
e DM (disease-causing mutations): Mutationen, die in der Literatur als krankheitsverur-
sachend beschrieben wurden
e DP (disease-associated polymorphisms): Polymorphismen, denen eine signifikante
(p<0.5) Assoziation mit bestimmten Krankheiten nachgewiesen werden konnte, die
jedoch noch nicht auf ihre Funktion in einer Krankheit untersucht worden sind
e DFP (disease-associated polymorphisms with additional supporting functional
evidence): Zusétzlich zur statistisch signifikanten Krankheitsassoziation (p<0.5) wur-
den funktionelle Untersuchungen angestellt, deren Ergebnisse die Krankheitsassozia-
tion stiitzen
e FP (in vitro/laboratory or in vivo functional polymorphisms): Beeinflussen nachgewiesen-
ermafsen die Genstruktur, -funktion oder -expression, ohne dass jedoch eine Krankheit-
sassoziation berichtet wurde.
Krankheitsmutationen werden ausschlieflich als DM gekennzeichnet, die drei anderen tags
werden fiir Varianten mit nicht eindeutig belegter Krankheitsevidenz benutzt. HGMD ex-

istiert in zwei Formen: die kostenpflichtige, professionelle Version (HGMD Professional) en-
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thélt alle verfiigbaren Mutationen; die freie, 6ffentliche Version (HGMD Public) enthilt sehr
viel weniger und nur dltere Mutationen. Fiir das Training und die Validierung des Muta-
tionTaster Bayes Klassifikators wurden alle geeigneten HGMD Professional Eintrage mit
eindeutig belegter Krankheitsrelevanz und dem HGDM-internen Vermerk DM verwendet
(siche auch Kapitel 5.1.2).

2.2.2 Computerprogramme

BLAST / bl2seq http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
MutationTaster benutzt eine lokale Installation von bl2seq [80] (blast 2 sequences), um den
Status der evolutionédren Konservierung von Nukleotiden oder Aminosduren zu untersuchen.
bi2seq ist eine spezielle BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [29] Variante zum
Alignieren zweier Sequenzen.

BLAST wird in der Regel verwendet, um in einer kompletten Sequenzdatenbank homologe
bzw. dhnliche Sequenzen zu finden. Falls aber zwei bereits bekannte Sequenzen miteinander
verglichen werden sollen, bietet bl2seq sich als Alternative an. Es nutzt den geschwindigkeits-
optimierten BLAST Algorithmus fiir ein paarweises Alignment zweier zuvor spezifizierter

Sequenzen, ohne dass ein Umweg iiber die (zeit-)aufwendige Datenbanksuche nétig ist.

NNSplice / Spleifistellen Vorhersage http://www.fruitfly.org /seq_ tools/splice.html
NNSplice ist eine Software, die ein neuronales Netz zur Vorhersage von Spleifistellen nutzt.
NNSplice wurde bereits im Jahr 1997 publiziert [28], in der Folge jedoch immer wieder mit
einer steigenden Anzahl von Sequenzen trainiert und getestet. Zuletzt passierte dies im Jahre
2008 [81] (siehe Tabelle 2):

Typ Sequenzen Training Sequenzen Test
Akzeptor echt 1116 208
Donor echt 1116 208
Akzeptor falsch 4672 881
Donor falsch 4140 782

Tabelle 2: Zahl der Sequenzen mit echten und unechten (falschen) Intron-Exon-Grenzen fiir Training
und Validierung der in MutationTaster integrierten Version von NNSplice.

NNSplice sagt neben Konsensus-Spleifistellen (diese miissen am 5’ Ende ein GT-Dinukleotid
aufweisen und am 3’ Ende ein AG-Dinukleotid) auch Spleifsstellen vorher, die dieser Regel
nicht entsprechen. Das Programm gibt fiir jede vorhergesagte Spleifistelle einen Wahrschein-
lichkeitswert zwischen 0 und 1 aus, je niher der Wert an 1 ist, desto wahrscheinlicher handelt

es sich um eine echte Spleifistelle. Sogenannte exonic splice enhancers® (ESE) und ezonic
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splice silencers® (ESS) werden nicht erkannt.

MutationTaster benutzt eine lokal installierte Version von NNSplice, um Spleifistellen in der
Wildtyp- sowie in der varianten Sequenz vorherzusagen und eventuelle Unterschiede zu de-
tektieren. Die lokale Version der Software bietet mehr Optionen als die Web-Version und
die besten Einstellungen fiir den Einsatz in MutationTaster haben wir mit einem (kleinen)

Datensatz von annotierten Intron-Exon-Grenzen ermittelt.

polyadq http:/ /rulai.cshl.org/tools/polyadq/polyadq form.html
polyadg [30] ist ein Computerprogramm zur Vorhersage von Polyadenylierungssignalen
(Poly(A)-Signal, PAS). Von den Autoren der Software wurde fiir Vorhersagen in den letzten
zwei Exons von Genen eine Sensitivitdt von 64,1% und eine Spezifitit von 83,3% angegeben.
MutationTaster benutzt eine lokal installierte Version von polyadq, um Wildtyp- und vari-
ante DNA-Sequenz auf den eventuellen Verlust des Poly(A)-Signals zu iiberpriifen, sofern

die zu analysierende Variante in der 3’'UTR eines Gens lokalisiert ist.

2.3 Datenspeicherung
2.3.1 Einleitung zur Datenspeicherung

Die Verwendung eines Datenbanksystems zum Speichern von Daten bringt einige Vorteile
mit sich: (1) Transaktionskontrolle, d.h. dass einzelne Zugriffe auf verschiedene Tabellen,
die jedoch zu einem logischen Vorgang gehoren, entweder ganz oder gar nicht durchgefiihrt
werden; (2) Geschwindigkeit, weil Datenbanksysteme fiir die Verwaltung sehr grofser Daten-
mengen optimiert sind und deshalb insbesondere Verkniipfungen verschiedener Tabellen
zeiteffizient durchgefiihrt werden kénnen; (3) Mehrbenutzerfahigkeit, d.h. dass mehrere Be-
nutzer gleichzeitig auf die Datenbank zugreifen und Transkationen vornehmen kénnen, und
evenutelle Datenkonflikte vom Datenbanksystem abgefangen werden und (4) standardisierte
Schnittstellen zur Datenabfrage.

In einer Datenbank konnen sich Inhalte verschiedener Tabellen aufeinander beziehen. Ein
Eintrag in einer Tabelle sollte sich dabei nur auf Inhalte einer anderen Tabelle beziehen,
die tatsdchlich existieren und eindeutig sind. Dieser Zustand wird referenzielle Integritét
genannt. Um sie zu gewdhrleisten, werden sogenannte Fremdschlissel angelegt: Ein Fremd-
schliissel ist ein Verweis aus einer Tabelle heraus auf ein eindeutiges Tupel (Zeile) in einer
anderen Tabelle [82]. Dieses eindeutige Tupel in der anderen Tabelle muss dort in Form eines
eindeutigen Schliissels definiert sein. Dieser kann ein einzelnes Attribut (Spalte) oder eine
Kombination aus mehreren Attributen umfassen, deren Wert bzw. Wertekombination fiir ein
Tupel eindeutig ist [83][84]. Zusétzlich zum Primdrschlissel kénnen aber auch noch weitere
eindeutige Schliissel (sogenannte unique keys) definiert werden. Ein Beispiel soll die Verwen-

dung von Primér- und Fremdschliisseln erliutern: In einer Firmendatenbank gibt es die zwei
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Tabellen Mitarbeiter und Arbeitszeiten. In der Tabelle Arbeitszeiten werden fiir jeden Mitar-
beiter die geleisteten Arbeitsstunden erfasst. Diese Tabelle verweist auf die Mitarbeiter, die
in der Tabelle Mitarbeiter gespeichert sind. Es konnte nun passieren, dass ein Mitarbeiter
kiindigt, und deshalb aus der Tabelle Mitarbeiter geloscht wird. In der Tabelle Arbeitszeiten
sind seine Arbeitszeiten aber nach wie vor erfasst, es entsteht ein Verweis auf einen Eintrag,
der in der Tabelle Mitarbeiter nicht mehr existiert. Durch das Anlegen eines Fremdschliissels
in der Tabelle Arbeitszeiten, der sich auf den Wert des Primérschliissels in der Tabelle Mitar-
beiter bezieht, ist das Loschen eines Eintrags aus der Tabelle Mitarbeiter nun nicht mehr ohne
weiteres moglich - zunéchst muss der entsprechende Eintrag aus der Tabelle Arbeitszeiten
entfernt werden, der auf den Eintrag in der Tabelle Mitarbeiter verweist. Erst danach kann
der Eintrag in der Tabelle Mitarbeiter geloscht werden. Durch die Verwendung von Primér-
und Fremdschliisseln wird die referenzielle Integritat gewahrt, also sichergestellt, dass Ver-
weise auf andere Tabellen nicht ins Leere oder auf mehrere Tupel zeigen.

Sogenannte Datenbankindizes werden verwendet, um einen schnellen Zugriff auf Daten zu er-
moglichen. Ein Index ist eine geordnete Liste der Werte eines oder mehrerer Attribute einer
Datenbanktabelle. Zu jedem Indexeintrag wird ein Verweis auf das entsprechende Tupel in
der Datenbanktabelle gespeichert. Durch die Sortierung des Index’ konnen so sehr schnell
die passenden Eintrage des Index und folglich der Datenbanktabelle abgerufen werden, ohne

dass dafiir die ganze Datenbanktabelle durchsucht werden muss.

2.3.2 Datenbankstruktur

Die in MutationTaster physikalisch integrierten Daten sind in einer gemeinsamen Datenbank,
jedoch verschiedenen logischen Bereichen (Schemata), gespeichert. Abbildung 1 zeigt die
Schemata der Datenbankstruktur. Ein Teil der Daten in der Datenbank wird von mehreren
Applikationen genutzt. Dies sind die Daten im Bereich public (in der Abbildung die blauen
Tabellen ohne Prefix), welche initial fiir GeneDistiller [85], eine ebenfalls von uns entwickelte
Web-Applikation, integriert wurden. Der grofte Teil der fiir MutationTaster benotigten Dat-
en stammt aus Ensembl Genes (griine Tabellen in der Abbildung). Neben diesem Ensembl-
Datenbereich gibt es noch den zusétzlichen Bereich Ensembl Regulations, dieser enthélt Dat-
en zu regulatorischen Elementen im Genom (orangene Tabellen). Der Datenbereich mute
(gelbe Tabellen) beinhaltet Daten, die ausschlieklich von MutationTaster genutzt werden,
aber nicht iiber Ensembl bezogen werden kénnen. Der Bereich hm (rote Tabelle in der Abbil-
dung) wird vor allem fiir das Computerprogramm HomozygosityMapper [86] verwendet, aber
MutationTaster greift ebenfalls auf Daten aus einer Tabelle daraus zuriick. Die Tabelle 12 im
Anhang gibt einen Uberblick iiber die tatsichlichen Inhalte der einzelnen Datenbanktabellen.
Obwohl die physikalisch integrierten Daten in verschiedenen logischen Bereichen gespeichert
sind, werde ich der Einfachheit halber im Anschluss an dieses Kapitel im Allgemeinen von

Datenbank sprechen, auch wenn tatsiachlich die Rede von einzelnen Datenbankbereichen ist.
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2.3.3 Aktualisierung

Die verschiedenen Datenbankbereiche werden in unregelméfkigen Absténden aktualisiert (Up-
date). Wie héufig ein Update tatsichlich durchgefiihrt wird, hingt davon ab, wie stark sich
die benutzten Datenquellen verdndern. Das Schema public wird im Zuge der GeneDistiller
Wartung regelmifsig mehrmals pro Jahr aktualisiert. Die umfangreichste MutationTaster
Datenquelle, Ensembl, bietet im Durchschnitt alle drei Monate eine neue Version an. Diese
werden jedoch nicht alle in die MutationTaster Datenbank eingespielt, sondern nur jede dritte
bis vierte, weil jede Aktualisierung ein neues Training des Bayes Klassifikators erfordert (s.u.).
Durch das Speichern der Ensembl Daten in einem separaten Schema und das Beibehalten
alter Schemata kann MutationTaster theoretisch nach einer Aktualisierung noch mit dlteren
Ensembl Versionen laufen. Andere Daten, wie z.B. phyloP und phastCons Werte miissen erst
aktualisiert werden, wenn eine neue Genomversion veroffentlicht wird. Aktuell basiert Muta-
tionTaster auf der Genomversion GRCh37 (Genome Reference Consortium Human genome
build 37) bzw. hgl9 (human genome version 19).

Generell muss man beim Update zwischen Daten unterschieden, nach deren Aktualisierung
der in MutationTaster integrierte Bayes Klassifikator neu trainiert werden muss, und Daten,
die dies nicht erforderlich machen. Zur Vorhersage des Krankheitspotentials einer Verin-
derung nutzt der Klassifikator die Frequenz des Auftretens bestimmter Merkmale in harm-
losen Polymorphismen und Krankheitsmutationen (siehe Kapitel 4.2. Durch die bessere
Datengrundlage erh6hen sich die Zahlen vieler Merkmale (z.B. der regulatorischen Elemente)
laufend, damit steigt auch deren Frequenz im Genom. Dies fiihrt dazu, dass es auch in der
Gruppe der Polymorphismen zu einem Anstieg der Zahl der Merkmale kommt. Wird nun eine
Analyse auf Grundlage deutlich niedrigerer Frequenzen dieser Merkmale in der Gruppe der
Polymorphismen durchgefiihrt, steigt die Wahrscheinlichkeit, daf der Klassifikator die Veran-
derung aufgrund der gefundenen Merkmale fdlschlich als krankheitsverursachend einstuft.
Dies betrifft insbesondere die regulatotischen Elemente sowie die Proteindoménen. Aktual-
isierungen von der dbSNP oder ClinVar hingegen kénnen jederzeit ohne erneutes Training
durchgefiihrt werden. Diese Informationen werden vom Klassifikator nicht zur Vorhersage
benutzt sondern nur zu Informationszwecken auf der Ergebnisseite angezeigt. Zwar gibt es
automatische Vorhersagen fiir Polymorphismen und Krankheitsmutationen basierend auf
entsprechenden Informationen in den Datenbank Tabellen TGP und ClinVar, diese automa-
tischen Vorhersagen werden aber ohne Hilfe des Klassifikators gemacht.

Das Einspielen neuer Daten erfolgt semi-automatisch mit Hilfe eines Perl-Skriptes®, das je-
doch vor und wahrend des Update-Vorgangs unter Umstinden an gednderte Datenformate
angepasst werden muss. Vorher miissen aullerdem die aktuellen Daten als flat files herun-
tergeladen und im richtigen Verzeichnis entpackt werden. Da sich URL, Dateiname und

Dateiformat regelméfig dndern, kann dieser Vorgang leider nicht automatisiert werden.
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ensembl_regulation69.feature_types

disease_mutations_37

gene_position

ensembl_regulation69.features

tgp_indel_genotypefrequencies

mute.allelefrequencies
PK,FK2 | dbsnp_no
PK,FK1 | population_no
te.phyloP / phastC
mute.phyloP / phastCons R —
PK |chromosome refhom_count
PK | position het_gt
het_count
phastcons otherhom_gt
phylop otherhom_count

ensembl69.species_geneids hm.populations ensembI69.entrez_mxn_ansem5I

ensembl69.species_sequences

ensembl69.species_sequences_nt

genes_swissprot

ensembl69.gene

ensembl69.hgmd_public ensembl69.exon_transcript

ensembl.swissprot

ensembl69.transcript ensembl69.translation
ensembl69.swissprot_features

ensembl69.gene_sequence

\ 4
ensembl69.exon

ensembl69.transcript2genbank

ensembl69.swissprot_feature_types

ensembl69.seq_region

vy

Abbildung 1: Von MutationTaster genutzte Datenbank Tabellen und ihre Verkniipfungen. PK
= primary key = Primarschliissel; FK = foreign key = Fremdschliissel; U = unique key = eindeutiger
Schliissel; | = Index; schwarzer Pfeil = expliziter Fremdschliissel; grauer Pfeil = impliziter Fremdschliissel
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3 Das MutationTaster Computerprogramm

In diesem Kapitel werde ich MutationTaster und dessen Benutzung vorstellen. Dazu werde
ich zunéchst einen kurze technische Einfiihrung geben und anschliekend einen typischen
MutationTaster Aufruf sowie die Ablaufe innerhalb der Software Schritt fiir Schritt nachvol-

lziehen.

3.1 Technische Erlauterungen

Die Strukturierung der verschiedenen Software-Komponenten des MutationTaster Comput-

erprogramms entspricht der sogenannten 3-Schichten-Architektur (three tier architecture).

[ augemen | | [ muatontaster | Diese besteht typischerweise aus den folgenden drei
Benutzerschnittstelle '\Snt:t:g;gasmr SCthhten [87]
— . . C T .
. 29 1. Prisentationsschicht: Diese wird auch als
a Front End bezeichnet und enthélt typischer-
ﬁ ﬂ weise die Benutzerschnittstellen. Client-seitige
Software ist oft ein Webbrowser.
Verarbeiti - MutationT: . . . . . .
mechanismen Programmeode 2. Logikschicht: Diese wird auch application-
Logik'sch'icht (z.B. Webserver) Mut
e { server tier oder middle tier genannt und bein-
) haltet Mechanismen zur Verarbeitung der Be-
ﬁ ﬂ nutzeranfragen und zur Ergebnisriickgabe.
3. Datenhaltungsschicht: Diese auch als data-
Datenbank / MutationTaster . i .
Datenhaltungs- Speichem & Laden Datenbank server tier oder Back End bezeichnete Schicht
schicht
Coi-sorver von ist verantwortlich fiir das Speichern und Laden
von Daten und enthélt hiufig eine Datenbank.

MutationTaster wurde in der Programmiersprache
Abbildung 2: 3-Schichten-Architektur und Perl geschrieben. Ein zentrales Perl Modul* (Mu-
ihre Entsprechung in den einzelnen Pro- tationTaster.pm) enthélt alle Funktionen, die
grammkomponenten von MutationTaster. wihrend eines Programmlaufs aufgerufen werden

konnen und greift gegebenenfalls auf die Daten-
bank zu. In der 3-Schichten-Architektur entspricht dies dem Back End. Die Vorteile der
3-Schichten-Architektur liegen fiir den Benutzer darin, dass er aufer einem Webbrowser
keine zusétzliche Software bendtigt. Fiir Softwareentwickler bedeutet ein in der 3-Schichten-
Architektur angelegtes Computerprogramm in der Regel weniger Wartungsarbeit als dies
bei Distributionslosungen der Fall ist, weil sie die volle Kontrolle iiber alle Daten und alle
Funktionen haben und Akutalisierungen nur in der Web-Version der Software vornehmen
miissen. Sobald verschiedene Versionen einer Software zum Download bereit stehen, muss

man mit einem nicht unerheblichen Zeitaufwand fiir die Beantwortung von Benutzerfragen
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zum Beispiel zu Installationsproblemen oder Softwarefehlern rechnen. Unter anderem aus
diesen Griinden steht MutationTaster nicht als lokal zu installierende Download-Version zur
Verfiigung. Die Startseite von MutationTaster (das Front End) wurde im HTML-Format

Ablauf ohne Ablauf mit Ablauf mit
JavaScript JavaScript AJAX
Eingabemaske Eingabemaske Eingabemaske
P -
9 _ 29 —
/o
\ >4

namische dynamiscl he
randerung der eranderung der
0 aske

. . Ei .
Benutzereingabe Benutzereingabe @B Poplp Benutzereingabe
Fe

1

Verarbeitung —1 Verarbeitung
mit JavaScript mit JavaScript

Programmlauf / Programmlauf / Programmlauf / Webserver / b
CGI-Skript CGI-Skript CGI-Skript CGI-Skript

= 00
Ce

= 09

via DB)

Prasentationsschicht

¢y

|| || I
5
% Ergebnisausgabe Ergebnisausgabe Ergebnisausgabe
@
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktionsweise von JavaScript und AJAX.

angelegt und benutzt JavaScript und AJAX* (Asynchronous JavaScript and XML), um
Informationen dynamisch einzublenden. Eine AJAX Funktion ruft dazu ein CGI*-Skript
(Common Gateway Interface) auf. CGI ist ein Standardprotokoll, das fiir den Datenaustausch
zwischen einer HTML-Webseite und einer nachgeschalteten Software (in diesem Fall das Mu-
tationTaster Perl Modul) benutzt werden kann [88]. Das CGI-Skript, das in der 3-Schichten-
Architektur die Logikschicht reprisentiert, liest die bislang gemachten Benutzereingaben aus
der HTML-Seite aus und greift auf bestimmte Funktionen des Perl Moduls zu, um die gewiin-
schten Informationen zu erhalten. Diese werden anschlieftend in die HTML-Seite eingebaut,
ohne dass sie neu geladen werden muss. Sobald der Benutzer seine Anfrage abgeschickt
hat, wird wieder das CGI-Skript aufgerufen. Es liest erneut die Benutzereingaben aus der
HTML-Seite aus und ruft dann nacheinander alle fiir die zu analysierende Variante sinnvollen
Funktionen aus dem zentralen Perl Modul auf. Zum Schluss wird eine Funktion aufgerufen,
die eine statische HTML-Ergebnisseite erstellt.
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3.2 Benutzereingaben

MutationTaster ist {iber eine einfache HTML-Seite (Abbildung 4) im Internet erreichbar.

Die Internetadresse! verweist auf die Startseite fiir Einzelabfragen im Transkript-basierten

Modus. Daneben gibt es weitere Moglichkeiten, MutationTaster ohne Angabe eines Tran-

skripts zu benutzen, die ich in Kapitel 6 genauer vorstellen werde.

Benutzereingaben erfolgen iiber das Ausfiillen von Textfeldern und das Anklicken von Schalt-

flichen. Folgende Benutzereingaben sind obligatorisch:
e Ensembl Tranksript ID (ENST)
e Sequenztyp (CDS, cDNA oder gDNA)

e Sequenz-Schnipsel mit der in eckigen Klammern spezifizierten Variante (Einzelbase-

naustausch oder InDel)

oder

e Position und neue Base (Einzelbasenaustausch)

oder

e letzte normale Position vor der Variante und erste normale Position nach der Variante

mit fehlenden / zusétzlichen Basen (InDel)

M u t » NEWS
- - « documentation | FAQs
mutation t(stin « fsivehuriosonalo
* guery chromosomal positions
* QuenEngine
o other applications | team
Gene HGNE gene symbol, NCBI Gene 1D, Ensembl gene ID show available transcripts
Transcript ENSTO0000270142 Ensembl transeript 1D
Position / snippet refers to @ coding sequence (ORF) O transcript (cOMA sequence) O gene [genomic sequence)
Alteration all types by sequence
CAMGITGTTCATGAGTTTCCAGATAATACAGCAGGCTGT options
enter a few hases around your alteration [ show nuclestide alignment
Format:
ACTGTC[AT] GTGTR A substituted by T
ACTGTC[AG/T] GTGTF AG substituted by 7
ACTGTC[ACGT!] GTGTF ACGT deleted
ACTGTC[-/44] GTGTF A4 inserted
single base exchange by position
enter position
and new base
insertion or deletion by position
enter positions of
...last wild type base before alteration
.. first wild type base after alteration
and the inserted hases
(if applicable)
Name of alteration SOD1_ALS it you would like to have a name for this alteration in the output later an, please type in here
If you use MutationTaster, please cite pur Sohwarz I, C. Schuelke M, Seelow D. MutationTaster evalustes disesse-causing potentizl of sequence siterstions. st Methods. 2070 Aug. 7815756,

Current build: MCBI 37 / Ensembl B9

Abbildung 4: MutationTaster Startseite fiir Transkript-basierte Einzelabfragen.

Die Angabe des Transkripts ist hier zwingend notwendig, da MutationTaster eine DNA-

Verdnderung in einem bestimmten, dem spezifizierten, Transkript analysiert. Die Angabe

lhttp://www.mutationtaster.or
P g
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eines Gennamens ist nicht notig, wenn direkt ein Transkript spezifiziert wird. Falls der
Benutzer zunichst ein Gen eintrigt, wird nach der Eingabe mittels AJAX eine Liste der
verfiigbaren Ensembl Transkripte angezeigt, von denen eines ausgewéhlt werden kann. Nach
Auswahl eines Transkripts muss der Benutzer aufserdem festlegen, ob sich seine Eingaben auf
die CDS, cDNA oder gDNA beziehen sollen - dies ist besonders wichtig, wenn die Eingabe
iiber die Position erfolgt oder wenn eine Variante sich iiber eine Intron-Exon-Grenze erstreckt
(in diesem Fall muss ¢gDNA gewéhlt werden).

Die Variante selbst kann auf verschiedenen Wegen eingegeben werden: Die einfachste Moglich-
keit besteht in einem Sequenzschnipsel im ,dbSNP Format“, der die Variante in eckigen
Klammern enthélt. Der Sequenzschnipsel CATGTTCATG[A/G]GTTTGGAGATAATACA
enthilt zum Beispiel die Information, dass ein A durch ein G ersetzt worden ist. For-
matierungshinweise fiir die Eingabe von Einzelbasenaustauschen, Insertionen, Deletionen
und InDels befinden sich auf der Startseite direkt unter dem Textfeld zur Eingabe des Se-
quenzschnipsels. Diese Art der Eingabe ist komfortabel, weil Sequenzschnipsel im von Mu-
tationTaster verlangten Format ohnehin als Ergebnis einer Sanger Sequenzierung vorliegen.
Sie ist auferdem auch verldsslich, weil sie unabhingig ist von Positionen, die sich mit ver-
schiedenen Datenbank Versionen durchaus dndern kénnen. Der Sequenzschnipsel wird von
MutationTaster mit der DNA-Sequenz des festgelegten Transkripts verglichen und die Posi-
tion der Variante automatisch berechnet.

Alternativ kann die Variante auch direkt iiber die Position und das ausgetauschte Nukleotid
(oder die ausgetauschten Nukleotide) spezifiziert werden. Wenn das Transkript iiber eine
Schaltflache ausgewdhlt wurde, und die Varianteneingabe iiber das Positionsfeld erfolgt, wird
mittels AJAX das verdnderte Nukleotid im Sequenzkontext angezeigt, sobald man auferhalb

des Positionsfeldes klickt. So kann der Benutzer die von ihm gemachten Eingaben iiberpriifen.

Weitere Angaben kénnen optional gemacht werden:
e Gen (HGNC Symbol, NCBI Gen ID oder Ensembl Gen ID (ENSG)
e Projektname

e Option zur Anzeige der Konservierung auf der DNA Ebene

MutationTaster iiberpriift die Benutzereingaben wahrend und nach der Eingabe. Wird zum
Beispiel sowohl das Positionsfeld fiir einen Einzelbasenaustausch als auch das Positionsfeld
fiir InDels ausgefiillt, informiert ein sich automatisch 6ffnendes Fenster den Benutzer iiber
die nicht eindeutige Eingabe und gibt einen Hinweis zur Korrektur. Andere Sachverhalte
werden erst nach dem Abschicken iiberpriift, z.B. ob iiberhaupt etwas eingetragen wurde,
ob sich Referenz- und alternative Base wirklich unterscheiden oder ob der Sequenzschnipsel
ausschlieflich die erlaubten Zeichen A, G, T und C enthélt. Mit einem Klick auf den continue-
Schaltknopf wird die Anfrage an MutationTaster abgeschickt, und MutationTaster beginnt,
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die Variante zu analysieren. Eine vereinfachte Ubersicht iiber die einzelnen Schritte wihrend

eines Programmlaufes zeigen die Abbildungen 5 bis 7.

Start

AS = Aminosaure(n)
Nt = Nukleotid(e)
CDS = coding sequence .
DB = Datenbank
Ref = Referenz
Var = Variante

- ; Gen und/oder Transkript
UTR = untranslated region :
RefSeq = Wildtyp / Referenzsequenz Eingabetyp (CDS/cDNA/gDNA)

1000G = 1000-Genom-Projekt Position + veranderte Nt
oder Sequenzschnipsel mit Variante

Benutzereingaben lesen

Benutzereingaben priifen

LT
Y

Gen- & Transkript-IDs aus DB holeD

N

z.B. Zahl der veranderten Nt,
Grundlegende Eigenschaften der Variante untersuchen Zahl zusatzlicher / fehlender Nt

E%{ genomische Sequenz aus DB holeD
Chromosom, Strang, Genstart
& -ende, Transkriptstart & -ende,
DB Geninformationen aus DB holen Exoninformationen (Start & Stop-
exon, Start- & Endpositionen )
Transkript- & Exoninformationen
cDNA Sequenz generieren nutzen

Startcodon = ATG?

Stopcodon = TGA || TAG || TAA?
Transkript auf Integritat Giberpriifen (gilt nicht fiir Varianten in
mitochondrial kodierten Genen)
Ref Translation
Gar genomische Sequenz generiereD
DB %@gulatorische features aus DB hoI@
DB %@NPS (NCBI / 1000G / HapMap) aus DB holeD

]

Abbildung 5: Vereinfachter Programmablauf von MutationTaster, Teil 1.
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( \ ja
Test: Protein features < !

Test:

DB

DB

DB

%Grankheitsmutaﬁonen (HGMD / ClinVar) aus DB holeD

%GhyloP / phastCons Werte aus DB theD
Gokalisierung der Variante im Gen bestimmeD
Test: SpleiRing (NNSplice)

IDs zu homologen Genen aus DB holeD

; BLASTN EE | Test: Konservierung DNA-Eben9

Intronische
Variante?

nein

SpleiRing
verandert?
ja

Protein features />

nein Test: ja Variante in 5'UTR /
Kozak Sequenz Start-ATG?
nein

N\
Intron / Exon; .
5'UTR/CDS/3'UTR
nicht fiir Varianten in mito-
chondrial kodierten Genen

falls Option "show nucleotide
alignment" gewahlt ist

falls Option "show nucleotide
alignment” gewahlt ist

Abbildung 6: Vereinfachter Programmablauf von MutationTaster, Teil 2.
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@ ja Variante
Poly(A)-Signal /™ in 3'UTR?
nein
Var ia Variante
Translation frameshift in CDS?
nein
Test:
AS-Austausch
AS-Squgnz nein
oder Spleiling
verrandert?
ja
gesssssssess "
E BLASTP E
Protein- f ;
! X ‘Alignment mit BLASTP
a"gr‘_:‘eD’g nen erstellen & in DB
i )
vorhanden? . speichern
ja
Alignment aus Test: Konservierung
DB holen Proteinebene
Ergebnisse
anzeigen

Abbildung 7: Vereinfachter Programmablauf von MutationTaster, Teil 3.
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3.3 Programmablauf und Tests

Zur Bewertung des Krankheitspotentials einer DNA-Variante fiihrt MutationTaster ver-
schiedene Berechnungen, Tests und Analysen durch. Wahrend einige allgemeine Tests fiir
alle Varianten, unabhéngig von ihrer Natur (z.B. Aminoséureaustausch vs. synonyme Verén-
derung der DNA-Sequenz) und Lokalisation (Intron ws. Exon, 5’UTR, CDS oder 3'UTR)
vorgesehen sind, kommen andere spezielle Tests nur fiir bestimme Varianten zum Einsatz
(z.B. Poly(A)-Signal Uberpriifung nur fiir Verinderungen, die in der 3'UTR liegen). Im Fol-
genden werde ich zunéchst die allgemeinen und anschliefend die speziellen Tests genauer

erlautern.

3.3.1 allgemeine Tests

phyloP / phastCons

Fiir alle Varianten wird die Konservierung auf der DNA-Ebene anhand von phyloP und
phastCons Werten (siehe Kapitel 3.3) iiberpriift. phyloP und phastCons Werte basieren auf
dem multiplen Alignment von 46 Vertebratenspezies. Dem Benutzer wird aber nicht das
Alignment selbst angezeigt, sondern nur die phyloP /phastCons Werte fiir die von Muta-
tionTaster zu analysierende(n) Position(en) der DNA plus jeweils eine angrenzende Position

up- und downstream.

Konservierung auf DNA-Ebene

Falls ein Benutzer dennoch am Alignment selber interessiert ist, kann er auf der MutationTas-
ter-Startseite die Option show nucleotide alignment aktivieren. In der Folge wird Mutation-
Taster fiir ein Maximum von zehn durch uns ausgewéhlte Spezies (fiir Details zur Auswahl
siche Kapitel 3.3.2, Konservierung auf Proteinebene) mit Hilfe von BLASTN (nucleotide
BLAST) [29] und bl2seq [80] ein lokales Alignment rund um die verdnderte DNA Basen aus-
fithren und die Ergebnisse anzeigen. Diese zehn Spezies sind: Schimpanse (P. troglodytes),
Rhesusaffe (M. mulatta), Maus (M. musculus), Katze (F. catus), Huhn (G. gallus), Krallen-
frosch (X. tropicalis), Kugelfisch (T. rubripes), Zebrafisch D. rerio), Fruchtfliege (D. melano-
gaster) und der Fadenwurm (C. elegans). Uber die Ensembl Gene ID der zu analysierenden
Variante und eine Homologietabelle sucht MutationTaster zundchst nach homologen Sequen-
zen in den zehn Spezies. Die gefundenen Sequenzen (es gibt sie nicht immer in allen zehn
Spezies) werden dann mit bl2seq jeweils paarweise mit der menschlichen Wildtypsequenz
verglichen. Die Ausgabe von bl2seq wird anschlieflend analysiert und der Konservierungssta-
tus an der varianten Position determiniert. Folgende Stati sind moglich: all identical, alle
Nukleotide an betrachteten Positionen sind komplett identisch; partly identical, die be-
trachteten Positionen sind teils identisch, teils nicht (kann nur zutreffen, falls die Vari-

ante sich iiber mehrere Nukleotide erstreckt); not conserved, die betrachtete(n) Position(en)
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weisen komplett unterschiedliche Nukleotide auf. Angezeigt werden maximal 24 Nukleotide,
dabei wird die verdnderte Position mittig platziert und durch Fettdruck hervorgehoben. Aus
Geschwindigkeitsgriinden ist die Durchfiihrung des Alignments auf Nukleotidebene nicht
voreingestellt, da die evolutiondre Konservierung auf DNA-Ebene bereits durch die phy-
loP / phastCons Werte betrachtet wird. Auflerdem ist ein isoliert betrachtetes Alignment auf
DNA Ebene im Vergleich zu einem Proteinalignment weniger aussagekriftig, unter anderem
deshalb weil der genetische Code redundant ist, und gleiche oder unterschiedliche Nukleotide
an bestimmten Positionen nicht zwingend Riickschliisse auf deren funktionelle Bedeutung zu-

lassen.

Spleifianalyse

Unter ,Spleiffen” versteht man in der Biologie das Herausschneiden von Introns aus der pré-
mRNA und das anschliefende Zusammenfiigen der verbleibenden Exons zu einem reifen
mRNA Molekiil [89]. An diesem im Zellkern oft bereits parallel zur Transkription stattfind-
enden, zweistufigen und streng reguliertem Prozess sind eine Vielzahl verschiedener Molekiile
beteiligt [90]. Elementar ist dabei die Erkennung der Spleifstellen, also der Nukleotidsequen-
zen an den Grenzen zwischen Exons und Introns. Diese sind hoch konserviert, die meisten
Introns starten mit einem GT- und enden mit einem AG-Dinukleotid [89]. Allerdings tritt eine
bestimmte Sequenz von nur zwei Basen Linge auch rein zufillig viel zu haufig auf, als dass
sie als Markierung fiir Anfang und Ende eines Introns ausreichend ware. Erst im Kontext mit
benachbarten, ebenfalls konservierten Sequenzbereichen werden die AG /GT Dinukleotide
zur Spleifstellen-Konsensussequenz [89]. Am 3’ Ende eines typischen Introns befindet sich ein
konserviertes Pyrimidin an Position -3 und ab Position -5 ein bis zu zehn Basenpaare langes
Polypyrimidin-Stiick (poly(Y)) [91]. Auferdem spielt die typischerweise 11 bis 40 Nukleotide
upstream der 3’ Introngrenze lokalisierte sogenannte branch site eine wichtige Rolle in der Ini-
tilerung des Spleiftingprozesses [89]. Durch Verdnderungen der verschiedenen an der Intron-
Erkennung beteiligten Sequenzmuster kann es zu fehlerhaftem Spleiffen kommen. Es wird eine
andere als die urspriinglich vorgesehene mRNA translatiert und folglich ein veréndertes Pro-
tein synthetisiert. Dessen Funktion kann dadurch eingeschrinkt oder komplett gestort sein
und somit zur Ausbildung einer Krankheit fithren (z.B. [92]). Aber nicht nur die Zerstérung
einer Spleifistelle kann schwerwiegende Folgen fiir den Organismus haben, sondern auch die
Aktivierung sogenannter ,kryptischer”, also normalerweise unbenutzter Spleifstellen. Dies
kann ebenfalls die Herstellung fehlerhafter Proteine bedingen. In MutationTaster werden de-
shalb alle ibermittelten Sequenzvarianten auf eventuelle Stérungen der Spleiferkennungsse-
quenzen untersucht. Ausgefithrt wird diese Untersuchung durch das Computerprogramm
NNSplice [28|, welches jeweils einen Sequenzschnipsel von 30 Nukleotiden up- und down-
stream der veranderten Position von Wildtyp- und Variantensequenz iibermittelt bekommt

und Spleifsstellen und ihre Starke vorhersagt. MutationTaster vergleicht dann die Ergebnisse
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von NNSplice und listet eventuelle Unterschiede auf. Folgende Szenarien sind moglich: 1) ex-
istierende Spleifstelle wurde stirker (increased) oder 2) schwicher (decreased), 3) zusétzliche
Spleifsstelle ist entstanden (gained) oder 4) existierende Spleifsstelle ist verloren gegangen
(lost). MutationTaster determiniert die Position der Spleifverinderung relativ zur Intron-
Exon-Grenze und falls ein Verlust oder eine Reduzierung der Stéarke einer Spleifistelle direkt
an einer annotierten Intron-Exon-Grenze auftritt, wird dies als sicherer Verlust gewertet.
Der Verlust oder die reduzierte Stirke von entfernteren, im jeweiligen Transkript ohnehin
nicht genutzten Spleifistellen wird ignoriert, der Gewinn einer neuen Spleifsstelle wird im-
mer angezeigt, sobald der von NNSplice berechnete Konfidenzwert grofer als 0.3 ist. Eine
Verstarkung einer existierenden Spleifistelle wird angezeigt, sofern sich der Konfidenzwert
um mindestens 10% erhoht hat. Die Analyse von Spleifsstellen wird nicht fiir Varianten in

mitochondrialen Genen durchgefiihrt, weil dort kein Spleifen erfolgt.

dbSNP /1000 Genomes Project / HapMap / ClinVar

MutationTaster iiberpriift fiir alle iibermittelten Varianten, ob diese bereits bekannt und in
gingigen Datenbanken wie dbSNP, HapMap, dem 1000-Genom-Projekt, ClinVar oder der
offentlichen Version von HGMD gelistet sind.

Die Daten von HGMD Public wurden iiber Ensembl bezogen und beinhalten lediglich Po-
sitionen und nicht die Krankheitsallele. MutationTaster iiberpriift fiir eine Variante, ob sie
an einer Position lokalisiert ist, fiir die in HGMD Public eine Krankheitsmutation annotiert
ist. Falls dies der Fall ist, sieht der Benutzer auf der Ergebnisseite den Hinweis, dass an
der Position ,seiner* DNA-Variante in HGMD Public eine Krankheitsmutation gelistet ist,
jedoch nicht genau welche. Uber die HGMD ID und einen direkten Hyperlink zum Eintrag
in HGMD Public kbnnen, sofern gewiinscht, zusitzliche Informationen von der HGMD Web-
seite eingeholt werden. Aus rechtlichen Griinden darf MutationTaster die Krankheitsallele
und den Phénotyp nicht anzeigen.

Fiir das 1000-Genom-Projekt, HapMap und ClinVar sind fiir alle Eintrige auch die Allele
verfiighar, hier kann also nicht nur anhand der Position eine eventuelle Ubereinstimmung
vermutet, sondern dank der Allele die tatsichliche Ubereinstimmung bestitigt werden. Fiir
die dbSNP Eintrige waren zum Zeitpunkt der Datenbeschaffung keine Informationen zur
Strangorientierung verfiigbar, weshalb bei den gespeicherten Allelen teils unklar ist, worauf
sie sich beziehen. Hier wird also nur darauf hingewiesen, dass die Position in dbSNP gelistet
ist, und ein Hyperlink zum entsprechenden Eintrag angezeigt. Ob ein in dbSNP annotiertes
Allel mit dem Allel der zu analysierenden Variante iibereinstimmt, kann der Benutzer auf
der dbSNP Webseite nachpriifen, die durch einen Hyperlink direkt angesteuert werden kann.
Manche dbSNP Eintrége sind ebenfalls in HapMap enthalten und werden somit zusammen
mit Genotyp- und Allelfrequenzen gespeichert. In diesem Fall kann man mit Sicherheit sagen,

ob die von MutationTaster zu analysierende Variante mit einem Eintrag in dbSNP / HapMap
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tibereinstimmt oder nicht. Wenn jeder der méglichen Genotypen (Wildtyp homozygot = AA|
heterozygot = AB, Variante homozygot = BB) in mindestens einer der HapMap Populationen
gefunden wurde, betrachtet MutationTaster die Variante als harmlos und vergibt automa-
tisch die Vorhersage polymorphism.

Wenn der Vergleich mit ClinVar oder dem 1000-Genom-Projekt eine Ubereinstimmung ergibt,
wird dies ebenfalls angezeigt. Folgende Ergebnisse sind fiir Daten aus dem 1000-Genom-
Projekt moglich: (1) die Variante wurde in mehr als vier Fillen homozygot im 1000-Genom-
Projekt gefunden, genaue Anzahl der Félle BB; (2) die Variante wurde mehr als vier Mal
heterozygot im 1000-Genom-Projekt gefunden, Anzahl der gefundenen Fille AB (gegebenen-
falls Anzahl der Fille fiir BB); (3) die Variante wurde in weniger als vier Fillen homo- oder
heterozygot im 1000-Genom-Projekt gefunden, Anzahl der gefundenen Fille fiir AB und BB.
Falls eine Variante mehr als vier Mal homozygot im 1000-Genom-Projekt auftaucht, vergibt
MutationTaster automatisch die Vorhersage polymorphism.

Folgende Ergebnisse sind fiir den Vergleich mit ClinVar mgglich: (1) bekannte Krankheitsmu-
tation in ClinVar, ,pathogen“ und (2) bekannte Krankheitsmutation in ClinVar, ,wahrschein-
lich pathogen“. Die Ubereinstimmung mit einer in ClinVar als ,,pathogen“oder ,wahrscheinlich
pathogen” deklarierten Variante fithrt zur automatischen Vorhersage disease causing.

Wenn eine Vorhersage automatisch aufgrund existierender Ubereinstimmung mit Daten
in HapMap, dem 1000-Genom-Projekt oder ClinVar erfolgt ist, wird auf diesen Umstand
hingewiesen. Im Falle einer automatischen (nicht vom Klassifikator gemachten) Vorhersage
wird der Bayes Klassifikator zwar {iber alle Testergebnisse informiert, generiert aber einen
Wahrscheinlichkeitswert, der sich auf die automatische Vorhersage bezieht. Ein Wahrschein-
lichkeitswert von weniger als 0,5 bedeutet, dass der Bayes Klassifikator von sich aus die ent-
gegengesetzte Vorhersage gemacht hatte. Falls eine Variante zugleich in ClinVar und mehr als
vier Mal homozygot im 1000-Genom-Projekt auftaucht, erhilt die Prasenz im 1000-Genom-

Projekt die héhere Prioritdt und die Variante wird automatisch als polymorphism deklariert.

Regulatorische Elemente

Fiir alle zu analysierenden Varianten wird {iberpriift, ob sie ein in Ensembl Regulation
annotiertes, regulatorisches Element beeinflussen kénnten (z.B. Promotor-assoziierte Reg-
ulationselemente, DNasel Hypersensitivitits-, Histonmodifikations- oder Transkriptionsfak-
torbindungsstellen, siehe auch Kapitel 2.2.1). Falls eine Variante innerhalb eines solchen El-
ements lokalisiert ist, nutzt der Bayes Klassifikator die méglicherweise daraus resultierende
Fehlfunktion des regulatorischen Elements zur Vorhersage und auf der Ergebnisseite erscheint
eine entsprechende Information fiir den Benutzer. Es gibt mehr als 600 verschiedene regula-
torischen Element-Typen, die in zwolf verschiedene Klassen eingeteilt sind (siehe auch Kapitel
2.2.1. Aus Griinden der Einfachheit wird dem Bayes Klassifikator lediglich die Klassenzuge-

horigkeit iibermittelt und auch nur diese flieft in die Vorhersage ein (siehe dazu auch Kapitel
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8.2.1). Dem Benutzer werden alle Details zu einem gefundenen Element angezeigt (Klassen-

zugehorigkeit, Name des Elements und Beschreibung).

3.3.2 spezielle Tests

Nicht alle Tests sind fiir alle Varianten sinnvoll. MutationTaster sammelt deshalb zunéchst
grundséitzliche Informationen iiber die Natur der Variante und teilt sie dann in eine bes-
timmte Kategorie (Intron vs. Exon, 3UTR wvs. CDS vs. 5’UTR, nicht-synonym vs. synonym)

ein. Fiir die unterschiedlichen Kategorien sind unterschiedliche Tests vorgesehen.

3.3.2.1 5UTR

Als 5’UTR wird der Bereich am Beginn eines Gens bezeichnet, der zwar in mRNA umgeschrieben,
jedoch nicht in eine Aminosduresequenz iibersetzt wird. Er beginnt mit dem ersten Nuk-
leotid der mRNA und endet mit dem letzten Nukleotid vor dem Start-ATG. Obwohl die
5’UTR keine Aminosduren kodiert, spielt sie dennoch eine mafgebliche Rolle fiir die Pro-
teinsynthese: Sie enthélt wichtige Elemente zur Regulation der Translationseffizienz [93],
beeinflussende Faktoren sind z.B. die 5’-Cap-Struktur, lokale Sekundérstrukturen der mR-
NA, multiple ORFs (open reading frame, Leseraster zum Ablesen der mRNA), multiple
uAUGSs (upstream AUGs, vorgelagerte ATG/AUG Codons), IRESs (internal ribosome entry
sites) sowie die Positionierung des Start-ATGs in einem mehr oder weniger optimalen Kozak-
Kontext (siehe unten). Der letzte Punkt ist bislang der einzige, der von MutationTaster zur

Analyse von Varianten in der 5’UTR genutzt wird.

Kozak-Sequenz

Die Kozak-Sequenz (geccReccAUGG; R = Purin) erstreckt sich rund um das Startcodon (ATG
bzw. AUG) und spielt eine wichtige Rolle in der Translationsinitiation. Neben dem ATG an
den Positionen +1,+2 und +3 ist ein Purin an Position -3 sowie ein G an Position +4
hoch konserviert [94][95]. Ein ,starkes“ ATG liegt vor, wenn die konservierten Positionen -3
und +4 der Konsensussequenz entsprechen und fiihrt zu einer effizienteren Translation als ein
ATG, das nicht den konservierten Sequenzkontext aufweist und als ,,schwaches* ATG bezeich-
net werden kann [96]. DNA-Mutationen, die urspriinglich starke Startcodons abschwichen,
kénnen krankheitsverursachend sein [97][98]. MutationTaster iiberpriift fiir in der 5’UTR
oder den ersten vier Nukleotiden der CDS lokalisierte Varianten, ob durch Verdnderung der

Kozak-Sequenz ein vormals starkes ATG abgeschwicht wird.

3.3.2.2 Kodierende Sequenz
DNA-Varianten in der kodierenden Sequenz (CDS) eines Gens konnen die Codons, welche fiir
Aminosauren kodieren, verandern. MutationTaster fiihrt fiir in der CDS lokalisierte Varianten

Tests aus, die sich auf die Verdnderung der Aminosiduresequenz beziehen.
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Aminosiureaustausch und frameshift

Fiir Varianten, die ganz oder teilweise in der CDS eines Gens lokalisiert sind, wird iiber-
priift, ob die Verdnderung auf DNA-Ebene die urspriinglich kodierte Aminosiduresequenz
verdndert. Dazu translatiert MutationTaster die Wildtyp- und variante CDS und vergle-
icht anschliefsend, ob die beiden Aminosduresequenzen sich unterscheiden. Eventuelle Veran-
derungen der Aminoséuresequenz werden in der HGVS (Human Genome Variation Society)
Nomenklatur dargestellt. Eine Insertion / Deletion eines Nicht-Vielfachen von drei fiihrt zu
einer Verschiebung des Leserasters (frameshift). Dies wird von MutationTaster registriert und
zusétzlich zur Annotation in der HGVS Nomenklatur (z.B. S49Gfs87*) separat als frameshift:
yes oder frameshift: no auf der Ergebnisseite notiert.

Fiir jeden einzelnen Aminosdureaustausch wird ein den Schweregrad des Austausches re-
flektierender Zahlenwert angezeigt. Dieser wird aus der Grantham Matrix [72] (siehe Kapitel
2.2.1) entnommen, die basierend auf den physiko-chemischen Eigenschaften zweier Aminoséuren
ihre Ahnlich- bzw. Unghnlichkeit beziffert. Die Anzeige des Grantham-Wertes dient allerdings
lediglich Informationszwecken, der Bayes Klassifikator nutzt ihn nicht fiir die Generierung
seiner Vorhersage, sondern betrachtet nur den oder die isolierten Aminosiureaustausche,
ohne die Bewertung durch die Grantham-Matrix zu beriicksichtigen.

Falls eine zu analysierende Variante das Start-ATG zerstort, sucht MutationTaster nach dem
néchsten auftretenden ATG und informiert den Benutzer dariiber, wie viele Aminosduren am
Beginn des Proteins fehlen wiirden, und ob durch das neue ATG das alte Leseraster erhalten

bliebe (in-frame) oder verschoben wiirde (out-of-frame).

Konservierung auf Protein-Ebene

Falls eine Variante zu einem Aminosdureaustausch fiihrt, wird der Konservierungsstatus der
entsprechenden Position(en) auf Proteinebene iiberpriift. MutationTaster benutzt bl2seq |80]
mit BLASTP, um das Wildtyp-Protein mit bis zu zehn verschiedenen Homologen anderer
Spezies zu vergleichen. Die zehn Spezies stellen mit dem Schimpansen (P. troglodytes), dem
Rhesusaffen (M. mulatta), der Maus (M. musculus), Katze (F. catus), Huhn (G. gallus), Kral-
lenfrosch (X. tropicalis), dem Kugelfisch (T. rubripes), dem Zebrafisch D. rerio), der Frucht-
fliege (D. melanogaster) und dem Fadenwurm (C. elegans) einerseits eine evolutionér breit
gefacherte Auswahl dar und umfassen andererseits einige der oft genutzten Modellorganis-
men. In Optimierungstests konnten wir durch die Einbindung von mehr als zehn Spezies keine
verbesserte Vorhersagequalitidt erreichen, die Geschwindigkeit von MutationTaster wurde
allerdings deutlich langsamer. Aus Zeitgriinden ist die Konservierungsanalyse daher bewusst
auf die oben genannten, phylogenetisch breit geficherten zehn Spezies beschrinkt.

Da die Analyse mit bl2seq / BLASTP zeitaufwendig ist, werden die Proteinalignments in der
MutationTaster Datenbank gespeichert, wenn sie zum ersten Mal benétigt werden. Wird

anschliefsend erneut eine Variante in dem gleichen Gen analysiert, benutzt MutationTaster
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zur Uberpriifung der Konservierung an der fraglichen Position die bereits in der Datenbank
vorhandenen Alignments. Dies ist moglich, da fiir die Konservierungsanalyse nur die verin-
derte Position der Wildtypsequenz betrachtet wird, und nicht die Verdnderung selber.

Das Ergebnis des Konservierungstests und die analysierte(n) Position(en) im Sequenzkontext

werden fiir jede Spezies einzeln angezeigt. Tabelle 3 zeigt, welche Ergebnisse moglich sind.

Ergebnis Voraussetzung

all identical identische Aminosdure in der humanen und der homologen Sequenz

conserved dhnliche Aminosaure in der humanen und homologen Sequenz

not conserved unterschiedliche Aminosdure in der humanen und homologen Sequenz

no homologue keine dem Gen entsprechende homologe Aminosiuresequenz verfiigbar

no alignment humane und homologe Sequenz sind sich im fraglichen Sequenzabschnitt so unihn-

lich, dass b/2seq sie nicht alignieren kann

Tabelle 3: Mdgliche Ergebnisse der Konservierungsanalyse auf Proteinebene.

Proteindoméinen

Der Austausch nur einer einzigen Aminosiure kann fatale Folgen fiir ein Protein haben, wenn
diese Aminosiure eine elementare Rolle fiir die Funktion des Proteins spielt. Wenn beispiel-
sweise die relativ kleine Aminosdure Glycin in der Biegung einer alpha-Helix durch ein Pro-
lin ersetzt wird, wird die Sekundérstruktur des Proteins nicht mehr korrekt ausgebildet. In
der Folge kann z.B. die Interaktion mit einem Bindungspartner gestort sein und das Pro-
tein daran hindern, seine urspriingliche Funktion auszuiiben. Falls MutationTaster feststellt,
dass eine zu analysierende Variante einen Aminosdureaustausch oder Spleiffverdnderungen
nach sich zieht, wird gepriift, ob die verénderte(n) Aminosdure(n) in einer in SwissProt
annotierten, funktionellen oder strukturell distinkten Proteindoméine liegen. Dies konnen
unter anderem posttranslationelle Modifikationen an einzelnen Aminosduren (z.B. Phospho-
rylierung an einem Tyrosin), einfache Proteindoménen (z.B. Signalpeptide oder Transmem-
brandoménen) oder komplexere Proteindoménen (z.B. SH2 Doméne, Ras-GAP Doméne,
Stellen zur Ausbildung von Disulfidbriicken) sein. Im Falle einer frameshift Variante werden
alle Proteindoménen downstream der Variante als verloren gewertet. Bei Spleifverdnderun-
gen werden Proteindoménen downstream des irregularen Spleifsing-Events dem Benutzer als
moglicherweise verloren (might get lost) angezeigt, aber vom Bayes Klassifikator nicht fiir die

Vorhersage genutzt.

Stopcodon
Generell kann man davon ausgehen, dass eine nonsense-Mutation, also eine DNA-Variante,
die ein verfriihtes Stopcodon (premature termination codon, PTC) bewirkt, dramatische Fol-

gen fiir das Protein hat. Ein verfriihtes Stopcodon kann entweder direkt durch einen Base-
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naustausch (z.B. TAC > TAG) oder indirekt durch einen frameshift entstehen. Im letzteren
Fall wird die Aminosiuresequenz ab der Anderung mehr oder weniger komplett veriindert.
Die Chance auf ein zuféllig auftretendes Stopcodon liegt bei knapp 5% pro Codon (drei der
64 Codons sind Stopcodons) und addiert sich nach 100 Codons auf 99%. Das heifst, wenn
ein frameshift nicht ganz am Ende eines Proteins auftritt, bewirkt er friither oder spater fast
immer ein vorzeitiges Stopcodon. Wenn eine mRNA mit einem vorzeitigen Stopcodon trans-
latiert wird, resultiert dies theoretisch in einem verkiirzten Protein mit einer in der Regel
verdnderten Funktion. Im besten Falle ist das Protein einfach funktionslos, im schlimmsten
Fall kann es aber auch einen negativen Funktionsgewinn haben. Bestimmten Regeln folgend
findet daher eine Degradierung von irreguliren mRNAs mit einem vorzeitigen Stopcodon
statt, wodurch negative Folgen fiir den Organismus vermieden werden. Diesen Mechanis-
mus nennt man nonsense-mediated mRNA decay (NMD), er tritt unter anderem dann auf,
wenn ein vorzeitiges Stopcodon mehr als 50-55 Nukleotide upstream zur letzten Intron-Exon-
Grenze auftritt (die sogenannte 50-54 nt boundary rule) [99].

MutationTaster bestimmt ob und wie stark sich durch eine Aminosidureveranderung die ur-

spriingliche Linge des Proteins verdndert. Tabelle 4 zeigt, welche Ergebnisse moglich sind:

Ergebnis Voraussetzung

NMD 50-54 nt boundary rule erfiillt, in diesem Fall vergibt Mu-
tationTaster automatisch die Vorhersage disease causing

strongly truncated, might cause NMD; Protein um mehr 10% verkiirzt, aber 50-54 nt boundary
stark verkiirzt, konnte NMD verursachen rule nicht erfiillt

slightly truncated, might cause NMD; weniger als 10% der originalen Proteinlange fehlen, 50-54
geringfiigig verkiirzt, konnte NMD verur-  nt boundary rule nicht erfiillt
sachen

prolonged; verlangert originales Stopcodon auller Kraft gesetzt, Translation
wird erst spater beendet als vorgesehen

protein of normal length; normale Protein-  keine Verdnderung der Proteinlange
lange

Tabelle 4: Mdgliche Ergebnisse der Untersuchung zur Lokalisation des Stopcodons

3.3.2.3 3'UTR
Die 3’UTR befindet sich am hinteren Ende eines Genes, genauer gesagt ist es der Bereich
zwischen Stopcodon und dem Ende des letzten Exons. In der 3’UTR befinden sich ver-

schiedene regulatorische Elemente [100].

Polyadenylierungs-Signal
Die am 3’ Ende der mRNA angehéngte Poly(A)-Sequenz spielt nicht nur eine Rolle in
der Translationsinitiierung [101|, sondern beeinflusst auch die mRNA-Stabilitdt [102]|. Der
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Mechanismus der Polyadenylierung ist relativ gut untersucht. In den meisten Fallen ist das
Poly(A)-Signal (PAS) eines der beiden Hexamere AATAAA oder ATTAAA [30].

Es ist bekannt, dass Mutationen in der 3’UTR, die das PAS storen, krankheitsverursachend
sein konnen [103][104]. Fiir DNA-Verinderungen in der 3'UTR eines Gens iiberpriift Muta-
tionTaster deshalb, ob durch sie das PAS gestort wird. Dazu wird die Wildtyp- und variante
cDNA-Sequenz an das lokal installierte Programm polyadq [30] {ibermittelt, das fiir beide
Sequenzen eventuelle PAS vorhersagt. Die Ergebnisse werden von MutationTaster verglichen,
und falls durch die zu analysierende DNA-Variante ein PAS verloren gegangen ist, wird dies

dem Klassifikator mitgeteilt und dem Benutzer auf der Ergebnisseite angezeigt.

3.4 Geschwindigkeitsoptimierung

Die Laufzeit eines Programmes zur Evaluierung von DNA-Sequenzvarianten ist im Zeital-
ter von NGS-Projekten von grofser Relevanz. Deshalb wurden verschiedene Aspekte opti-
miert, um so die Laufzeit eines einzelnen MutationTaster Aufrufes soweit wie mdglich zu
reduzieren. Um Ansatzpunkte zur Optimierung zu finden, wurde fiir jede einzelne Subrou-
tine im MutationTaster Programmcode die Start- und die Endzeit in eine Datei geschrieben.
So konnten wir einzelne Subroutinen, die besonders viel Laufzeit benotigten, identifizieren.
Fehlende Datenbankindizes™ sowie der Aufruf externer Programme waren die haufigste Ur-
sache fiir langere Laufzeiten einzelner Subroutinen. Wihrend wir im ersteren Fall durch
Anlegen passender Indizes relativ leicht die Laufzeit der einzelnen Subroutine verkiirzen
konnten, ist dies beim Aufruf externer Programme schwieriger. Der Aufruf von bl2seq bzw.
BLASTP wihrend der Konservierungsanalyse dauert sehr lange (etwa 350ms), das resul-
tierende Alignment ist aber elementar. Da allerdings fiir die Konservierungsanalyse nur
das Wildtyp-Protein mit geeigneten Homologen verglichen werden muss, ist dieser Vor-
gang von der eigentlichen Variante unabhdngig. Somit kann das Ergebnis des Alignments,
sobald es einmal ausgefiihrt wurde, in der Datenbank gespeichert und bei der Analyse ein-
er anderen Variante im gleichen Gen aus der Datenbank genommen werden. Dadurch wird
ein erneuter, zeitaufwendiger Aufruf von bl2seq/ BLASTP umgangen, die Verwendung des
gespeicherten Alignments dauert im Durschnitt nur 7ms. Durch das Speichern aller Konfig-
urationsdateien und externer Programme auf einer RAM-Disk™ (eine virtuelle Festplatte im
Arbeitsspeicher, wodurch echte, zeitaufwendige, Festplattenzugriffe entfallen kénnen) und
die Benutzung von mod_ perl* zur Ausfiihrung des MutationTaster Programmcodes konnten
wir die Geschwindigkeit ebenfalls enorm erhéhen. mod _perl ist ein Modul fiir den Apache
Webserver, das dafiir sorgt, dass einmal kompilierter Code im Speicher verbleibt. Dadurch
ist der Code wesentlich schneller verfiigbar, als dies durch eine standige Neu-Kompilierung

mit dem normalen Perl-Interpreter moglich wére [105].
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3.5 Programmausgaben

Die Ergebnisse einer MutationTaster Analyse werden im HTML-Format ausgegeben. Zuoberst
wird das vorhergesagte Krankheitspotential der analysierten DNA-Variante (entweder poly-
morphism in griin oder disease causing in rot) zusammen mit dem Konfidenz- oder Wahrschein-
lichkeitswert (probability value) der Vorhersage angezeigt. Darunter folgt in Fettschrift aufge-
listet eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse (z.B. amino acid sequence changes,
protein features affected). Anschliefend werden in tabellarischer Anordnung alle durchge-
fithrten Tests und Berechnungen (links) sowie die Ergebnisse (rechts) aufgefiihrt. Abbildung

8 zeigt den oberen Teil einer typischen MutationTaster Ergebnisseite.
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Abbildung 8: MutationTaster Ergebnisseite (nur der obere Teil ist dargestellt).

exon-intron
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4 Der Bewertungsprozess in MutationTaster

MutationTaster bewertet das wahrscheinliche Krankheitspotential von DNA-Sequenzveran-
derungen mit Hilfe eines Bayes Klassifikators. Dabei dienen die Ergebnisse der in Kapitel 3.3
beschriebenen Tests und Berechnungen dem Klassifikator als Grundlage fiir die Entscheidung,
ob eine DNA-Verinderung eher als harmlose oder eher als eine krankheitsverursachende Vari-
ante eingestuft wird. In diesem Kapitel werde ich den Bewertungsprozess in MutationTaster

genauer erldutern.

4.1 Computergestiitzte Klassifizierungsverfahren

Eine Entscheidung ist die Wahl zwischen zwei oder mehreren Alternativen [106]. Wenn eine
Entscheidung aus rationalen Griinden getroffen wird, dann beruht sie oft auf bereits vorhan-
denen Wertmafsstidben und der Beriicksichtigung eines angestrebten Zieles. Ein Mensch, der
eine rationale Entscheidung trifft, rekapituliert Wissen, das im Zusammenhang mit der zu tr-
effenden Entscheidung hilfreich sein kénnte, wigt verschiedene Md&glichkeiten gegeneinander
ab und entscheidet sich schlieglich fiir die Variante, die ihm aufgrund seiner Uberlegungen
als die beste erscheint. In bestimmten Situationen kann es sinnvoll sein, rationale Entschei-
dungen mit Hilfe eines Computers zu automatisieren: Dies nennt man computergestiitzte
oder automatische Klassifizierung. Die automatische Klassifizierung ist ein Teilgebiet des
,maschinellen Lernens“, das heifst der kiinstlichen Generierung von Wissen aus Erfahrung
[107].

Maschinelles Lernen wiederum kann als ein Teilgebiet der ,Kiinstlichen Intelligenz“ betra-
chtet werden, die sich im speziellen mit der Entwicklung maschinengestiitzter Intelligenz
beschiftigt. Dabei geht es um das Verstiandnis intelligenten Verhaltens und dessen kiinstlich-
er Imitation zu Zwecken der Automatisierung [108]. Ein kiinstlich intelligentes System sollte
in der Lage sein, sich moglichst viel Wissen anzueignen und dieses zur Beantwortung von
Fragen und zur Losung bestimmter Probleme zu nutzen [108].

Das intelligente Verhalten einer Maschine bzw. eines Computerprogramms basiert auf und
resultiert aus (1) angeeignetem Wissen, (2) bereits gemachten Erfahrungen, (3) vorgegebenen
Zielen und (4) Beobachtungen [108]. Dabei ist das angeeignete Wissen ein wichtiger Punkt,
in dem Mensch und Maschine sich unterscheiden. Menschen besitzen und benutzen in der
Regel selbst fiir einfache Aufgaben sehr viel von ihrem im Laufe der Jahre gesammelten
Wissen. Wenn es zum Beispiel um das Erkennen von Gesichtern, medizinische Diagnosen,
oder komplexe Zusammenhénge geht, ist der Mensch dem Computer iiberlegen. Letzterer
hingegen ist sehr gut darin, weniger komplexe, aber arbeitsaufwendige Aufgaben schnell und
sicher zu erledigen, z.B. Daten zu sortieren oder zu suchen. Deshalb gibt es auch halbau-
tomatische Verfahren zur computergestiitzten Klassifizierung: Die Kandidatengensuchmas-

chine GeneDistiller [85] beispielsweise vereint die Vorteile eines Computers (schnelle Durch-
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suchung, Berechnung und Darstellung grofer Datenmengen) mit dem umfassenden Fachwis-
sen eines Menschen (der z.B. komplexe Sachverhalte gedanklich verkniipfen und miteinander
in Verbindung bringen kann).

Eine automatische Klassifizierung bedingt, ein Modell zu entwickeln, welches unterschiedliche
Datenklassen beschreibt und unterscheidet, und dieses Modell zu nutzen, um die Klassen-
zugehorigkeit unbekannter Objekte vorherzusagen [109]. Aus einem vorangehenden Training
mit Objekten bekannter Klassenzugehdrigkeit wird das Modell entwickelt. Das Modell kann
unterschiedliche Formen annehmen: beispielsweise die eines Entscheidungsbaum, der sich
einfach in Klassifizierungsregeln {ibersetzen ldsst, die eines neuronalen Netzes, einer Support
Vector Machine oder eines Bayes Klassifikators [109].

4.2 Bayes Klassifikator - Grundlagen

Ein Bayes Klassifikator ist eine auf dem Bayes Theorem basierende Anwendung zur Vorher-
sage von Klassenzugehorigkeiten [110]. Das Bayes Theorem [111] beschreibt die Berechnung
bedingter Wahrscheinlichkeiten, das heifst, die Wahrscheinlichkeit fiir ein Ereignis B, unter
der Bedingung, dass Ereignis A eingetreten ist, P(A|B). Der Bayes Klassifikator nutzt dies,
um ein Objekt der Klasse zuzuordnen, der es am wahrscheinlichsten angehort, es also zu klas-
sifizieren. Dazu muss der Klassifikator zunichst mit Daten bekannter Klassenzugehorigkeit
trainiert werden, sogenannte Trainingsfille. Dieser werden systematisch auf bestimmte Eigen-
schaften, d.h. auf Zustinde bestimmter Attribute, untersucht, und deren Frequenzen in den
einzelnen Klassen gespeichert. Einen unbekannten Fall, also einen Testfall, kann nun eben-
falls auf die Zustdnde der in den Testfillen gesehenen Attribute untersucht, und dadurch
klassifiziert werden.

Ein Beispiel fiir den Einsatz von Bayes Klassifikatoren sind Spam Filter fiir E-Mails. In
Spam E-Mails werden bestimmte, charakteristische Wérter besonders haufig verwendet, z.B.
medication oder buy now. Das Wort MutationTaster beispielsweise kommt vermutlich dufterst
selten in Spam Mails vor. Der Bayes Klassifikator, der initial mit Spam E-Mails und normalen
E-Mails trainiert wurde, kann anhand der Frequenz bestimmter Worter in einer E-Mail diese
als Spam oder Nicht-Spam klassifizieren.

Ein naiver Bayes Klassifikator wird deshalb als naiv bezeichnet, weil davon ausgegangen wird,
dass alle Attribute voneinander unabhéngig sind. Man nimmt also an, dass das Auftreten oder
nicht Auftreten eines bestimmten Zustandes eines Attributs unabhéngig ist vom Auftreten
des Zustandes eines anderen Attributs [110]. Obwohl dies in der Realitét meist nicht gegeben
ist, bietet der naive Bayes Klassifikator dennoch bei erfreulich einfacher Handhabung ro-
buste und gute Klassfizierungsergebnisse. Zwar miisste zumindest theoretisch ein differen-
ziertes, ausgekliigelteres System (z.B. ein Neuronales Netz), das die verschiedenen Variablen
im richtigen Zusammenhang beriicksichtigt, besser sein als ein naiver Bayes Klassifikator.

Dies ist allerdings nicht immer der Fall, wie diverse Vergleiche von Bayes Klassifikatoren
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mit Enscheidungsbaumklassifikatoren oder Neuronalen Netzen zeigen konnten: Oft ist die
Performanz der verschiedenen Methoden tatséchlich vergleichbar [110]. Zahlreiche Studien
belegen auferdem, dass naive Bayes Klassifikatoren trotz ihrer ,Schwiche* ausgekliigelten,
hochentwickelten Systemen sogar teils iiberlegen sind [112]|. Sehr detaillierte Modelle haben
ein groferes Risiko fehlerbehaftet zu sein, ein Problem das durch das einfache Modell des
naiven Bayes Klassifikators minimiert wird [112]|. Bayes Klassifikatoren werden deshalb auch
eingesetzt um kompliziertere kiinstlich intelligente Systeme zu testen: Wenn ein solches Sys-
tem schlechter ist als ein Bayes Klassifikator, dann muss es iiberarbeitet werden.

Neben ihrer guten Erkennungsrate bieten naive Bayes Klassifikatoren den weiteren Vorteil,
dass sie sehr schnell sind. Wenn der Klassifikator trainiert wurde, muss er anschliefsend nicht
mehr auf die kompletten Trainingsdaten zugreifen, sondern nur noch auf die Frequenzen der
Zustande ihrer Attribute, auf das sogenannte Modell. Kritische Punkte beim Aufsetzen eines
Bayes Klassifikators sind die Erstellung eines geniigend grofen, ausgewogenen Trainings-
sets sowie die Wahl geeigneter Attribute, die vom Klassifikator als Diskriminatoren genutzt

werden kénnen.

4.3 Bayes Klassifikator - Anwendung in MutationTaster

In MutationTaster wird ein Bayes Klassifikator eingesetzt, um eine zu analysierende Vari-
ante entweder der Klasse polymorphism oder der Klasse disease causing zuzuordnen. Hierzu
haben wir ein publiziertes Perl Modul (Al::NaiveBayesl) genutzt. Die einzelnen zur Vorher-
sage benutzten Attribute werden zwar als unabhéngig voneinander betrachtet, der in Muta-
tionTaster integrierte Klassifikator ist aber in der Realitdt nicht komplett naiv. Tatsdchlich
wird die Entscheidung in einigen Situationen nicht ausschlieflich basierend auf dem Modell
getroffen, sondern auch unter Beriicksichtigung zuséatzlicher Informationen.

Der Klassifikator wurde mit bekannten Krankheitsmutationen und harmlosen, in der Bevol-
kerung hiufig auftretenden Polymorphismen, trainiert. Alle Trainingsfille wurden den jeweils
geeigneten, in Kapitel 3.3 beschriebenen, Tests unterworfen und die Ergebnisse zusammen
mit der Klassenzugehorigkeit an den Klassifikator iibermittelt. Dieser speichert in der Regel
die Tests als Attribute und die Ergebnisse als Zustdnde. In einigen Fillen werden zu einem
Test mehrere Attribute gespeichert (z.B. phyloP / phastCons). Daraus entsteht am Ende das
Modell, aus dem sich beispielsweise ergibt, dass fiir den Test Proteinlinge das Ergebnis ver-
friihtes Stopcodon mit Folge NMD in 79% der Krankheitsfille aber nur in 0.7% der harmlosen
Félle aufgetreten ist (complez_ aae Modell). Wenn der Klassifikator dann in einem unbekan-
nten Fall, also einer vom Benutzer iibermittelten Variante, fiir das Attribut Proteinldnge
den Zustand NMD beobachtet, wird dies die Wahrscheinlichkeit fiir eine Krankheitsmuta-
tion erhdhen. Fiir die endgiiltige Vorhersage ausschlaggebend ist, ob die betrachten Zustinde
aller untersuchter Attribute in ihrer Gesamtheit mehr fiir einen harmlosen Polymorphismus

sprechen oder mehr fiir eine Krankheitsmutation.
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Die meisten bekannten Polymorphismen sind synonym, belassen die Aminosduresequenz al-
so unverdndert, wihrend viele der bekannten Krankheitsmutationen teils drastische Verin-
derungen fiir das Protein nach sich ziehen (siche Ubersicht der Trainingsdaten in Tabelle
5). Die blofke Existenz eines Aminosiureaustausches konnte fiir den Klassifikator daher ein
Hinweis auf eine eventuelle Krankheitsmutation sein. Um dies zu umgehen, gibt es in Muta-
tionTaster nicht einen, sondern insgesamt drei verschiedenen Klassifikatoren, bzw. Modelle,
fiir unterschiedliche Arten von Varianten. MutationTaster bestimmt bei einer zu analysieren-
den Variante zunéchst, welcher Art sie ist, und benutzt automatisch das passende Vorher-
sagemodell. Die drei Modelle wurden jeweils nach der Art der Verinderung benannt, die sie

analysieren, dabei steht das aae im Namen fiir amino acid exchange (Aminosédureaustausch).
Die drei Modelle sind:

1. without aae: Dieses Modell analysiert Varianten, die keinen Aminosdureaustausch be-
wirken. Dies sind entweder intronische Verdnderungen, exonische Verdnderung in den
UTRs oder exonische Verdnderungen, die aufgrund der Redundanz des genetischen Codes

nicht zu einer Verdnderung der kodierten Aminosaure fiihren.

2. simple aae: Modell fiir Varianten, durch die eine einzelne Aminoséure durch eine an-
dere ersetzt wird. Der Aminosiureaustausch wird als einzelnes Attribut an den Klassi-

fikator iibergeben.

3. complex aae: Modell fiir komplexere Verénderungen, die die Aminosduresequenz stérk-
er als durch einen einzelnen Aminosdureaustausch verdndern. Dies sind zum Beispiel
frameshift Varianten, verschobene Startcodons oder verfriithte Stopcodons. Alle beobach-
teten Aminosidureaustausche werden zusammen mit dem Status (erfiillt oder nicht er-

filllt) als einzelne Attribute an den Klassifikator iibergeben.

Jedes Modell ist an den jeweils spezifischen Kontext angepasst und erhilt nur solche Attribute
als Parameter, die fiir die jeweils zu analysierenden Varianten auch beobachtet werden kon-
nen (z.B. wird das Attribut Proteinlinge im Modell without aae nicht zur Klassifizierung
benutzt).
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5 Training, Optimierung und Validierung

In diesem Kapitel werde ich darlegen, wie der Bayes Klassifikator trainiert, optimiert und va-
lidiert wurde, und welche Aspekte bei der Zusammenstellung der Trainingsdaten zu beachten
waren. Auferdem werde ich die Durchfiithrung und das Ergebnis eines Vergleichs von Muta-

tionTaster mit dhnlichen Vorhersageprogrammen beschreiben.

5.1 Training und Trainingsdaten

Damit der in MutationTaster integrierte Bayes Klassifikator unbekannte DNA-Verdnderungen
als harmlos oder krankheitsverursachend klassifizieren kann, muss er zunéchst Informationen
iiber typische Eigenschaften harmloser und krankheitsverursachender Varianten bekommen:
Er muss mit Varianten mit bekanntem Krankheitspotential trainiert werden. Diese bekannten
Varianten werden in ihrer Gesamtheit als Trainingsdatensatz bezeichnet. Thre Zugehorigkeit
zu einer bestimmten Klasse (polymorphism oder disease causing) ist bekannt.

Die spétere Vorhersagequalitéit des Klassifikators hingt mafgeblich von den gewéhlten Train-
ingsdaten ab. Idealerweise besteht ein Trainingsdatensatz aus vielen verschiedenen Fallen fiir
eine jeweilige Klasse und auferdem aus moglichst vielen Fillen insgesamt. Dies maximiert
die Wahrscheinlichkeit, dass sowohl hédufige als auch seltene Félle enthalten sind. Aufserdem
sollten die Félle der verschiedenen Klassen zu gleichen Anteilen enthalten sein. Einen solchen
Trainingsdatensatz mit Fillen bekannter Klassenzugehorigkeit zu erstellen, kann unter Um-
standen sehr schwierig sein.

In dem konkreten Fall fiir MutationTaster musste gewéhrleistet sein, dass moglichst kein
Testfall der falschen Klasse zugeordnet wird, d.h. in der Klasse der harmlosen Varianten
sollte sich moglichst keine krankheitsverursachende Variante befinden und umgekehrt. Aufser-
dem sollte der Trainingsdatensatz in seiner Zusammensetzung ausgewogen sein, d.h. die
unterschiedlichen Arten von DNA-Varianten zu ungefihr gleichen Anteilen enthalten. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein bestimmtes Ergebnis vorkommt, eine Variante also entwed-
er harmlos oder krankheitsverursachend ist, nennt man a prior: Wahrscheinlichkeit. Bei
unausgewogenen Datenséitzen, wenn der Klassifikator z.B. mit mehr Polymorphismen als
Krankheitsmutationen trainiert wiirde, wére die a priori Wahrscheinlichkeit fiir Polymorphis-
men hoher als fiir Krankheitsmutationen. Der Klassifikator kdnnte filschlicherweise davon
ausgehen, dass das Ergebnis , Krankheitsmutation an sich eher unwahrscheinlich ist.

Da MutationTaster nicht nur mit einem sondern mit drei verschiedenen Modellen (with-
out_aae, simple _aae, complex _aae) arbeitet, wurden fiir die einzelnen Modelle auch separate
Trainingsdatenséitze angelegt: einer mit bekannten Krankheitsmutationen (disease causing,
de) und einer mit harmlosen Polymorphismen (not disease causing, ndc). Diese zwei Daten-
sitze wurden wiederum in drei weitere Datensdtze unterteilt, um die drei verschiedenen

Vorhersagemodelle without aae, simple aae und complex aae zu trainieren. Dafiir haben
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wir fiir die Datensétze fiir das without aae Modell ausschlieflich synonyme bzw. intronische
Krankheitsmutationen und Polymorphismen genutzt, fiir das simple_aae Modell nur solche
Trainingsfille gewdhlt, die einen einfachen Aminosiureaustausch verursachen, und fiir das
complez__aae Modell kompliziertere Aminosidureaustausche. Damit ergeben sich insgesamt
sechs verschiedene Datensitze fiir das Training (siche auch Tabelle 5 fiir eine Ubersicht iiber
die gewonnenen Trainingsdaten):

e without aae ndc

e without aae dc

e simple aae ndc

e simple aae dc

e complex aae ndc

e complex aae dc
Der kritische Punkt bei der Erstellung der Trainingsdatensitze ist die Einteilung in die
spéter vorherzusagenden Kategorien dc (disease causing) und ndc (not disease causing, d.h.
polymorphism), weshalb ich die Einschlusskriterien unter 5.1.1 und 5.1.2 genauer erldutern

werde.

5.1.1 Polymorphismen

Harmlose Polymorphismen fiir das Trainingsset ndc wurden aus den Daten des 1000-Genom-
Projekts [66] (siche Kapitel 2.2.1) gewonnen. Die Daten wurden im VCF-Format bezogen und
in der MutationTaster Datenbank gespeichert. Einschlusskriterien fiir das MutationTaster
ndc Trainingsset waren die folgenden:

e Anzahl Referenzallel homozygot > 50 (SNPs) bzw. > 20 (InDels)

e Anzahl Referenzallel / alternatives Allel heterozygot > 50 /20

e Anzahl alternatives Allel homozygot > 50/ 20

e Variante ist in einem bekannten Gen lokalisiert
Wenn fiir eine Variante sowohl das Referenz- also auch das alternative Allel im homo- und
heterozygoten Zustand in mehr als 50 bzw. 20 Proben detektiert wurden, kann man davon
ausgehen, dass diese Variante nicht die Ursache fiir eine seltene, monogene Erkrankung ist.
Sie ist somit fiir das ndc Trainingsset geeignet. Alle geeigneten Trainingsfille wurden an-
schliefend einer der drei Kategorien without aae, simple aae und complex aae zugeordnet

und in den jeweiligen Trainingsdatensatz aufgenommen.

5.1.2 Krankheitsmutationen

Krankheitsmutationen fiir das Trainingsset dc wurden aus der kommerziellen Version der
HGMD [27] (HGMD Professional, siche Kapitel 2.2.1) bezogen. HGMD enthélt verschiedene

Mutationen, unter anderem missense-, nonsense- und Spleifmutationen, kleinere und gréfsere
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Deletionen, Insertionen und InDels. Jede Mutation ist mit einer Kennzeichnung (tag) verse-
hen, welche die Krankheitsrelevanz reflektiert. Fiir MutationTaster wurden alle Mutationen
benutzt, die als DM, d.h. Krankheitsmutation, gekennzeichnet und in einem bekannten Gen
lokalisiert sind. Jede geeignete Mutation wurde einer der drei Kategorien without aae, sim-

ple_aae und complex aae zugeordnet und in das jeweilige Trainingsset aufgenommen.

without aae simple aae complex aae
Anzahl dc 122.238  (1,76%) 151.542 (87,84%)  123.213  (98,13%)
Anzahl ndc 6.807.269  (98,23%) 20.967 (12,15%) 2340  (1,86%)
5™ dc + ndc 6.929.507  (100%) 172509  (100%) 125553  (100%)

Tabelle 5: Fiir das Training des Bayes Klassifikators benutzte Datensitze. dc = disease causing =
Krankheitsmutation; ndc = not disease causing = harmloser Polymorphismus; without aae, simple aae,
complex aae = Namen der drei verschiedenen Klassifikationsmodelle.

5.2 Optimierung
5.2.1 Verwendete Formeln

Zur Optimierung und Validierung des Klassifikators werden verschiedene statistische Berech-
nungen und Methoden herangezogen. Die Klassifikationsgiite wird iiblicherweise mit der ac-

TP+TN

TPITN fFPIFN ist der Prozentsatz

curacy (Genauigkeit) angegeben [113]. Die accuracy
richtig klassifizierter Objekte [113], also die Erkennungsrate [114]. Dazu muss also die Anzahl

an richtig positiven (true positive, TP), richtig negativen (¢rue negative, TN), falsch posi-
tiven (false positive, FP) und falsch negativen (false negative, FN) Fillen bestimmt werden.
Falsch positive Ergebnisse werden auch als Typ I Fehler (type I error), falsch negative auch
als Typ II Fehler (type II error) bezeichnet. Aukerdem ist es sinnvoll, zusétzlich zur accuracy

und Spezifitit T) zu bestimmen. Die Sensitivitéit spiegelt

die Sensitivitéat TPTJF% N iVFP

den Anteil richtig positiver aus allen tatsédchlich positiven Fillen wieder, die Spezifitdt gibt
den Anteil der korrekt als negativ klassifizierten Objekten gemessen an allen in Wirklichkeit
negativen Féllen an. Auch der positive Vorhersagewert (positive prediction value, PPV, oder

precision), der den Anteil der richtig positiven von allen positiv vorhergesagten Ergebnissen

darstellt (TPTEFP> oder der negative Vorhersagewert (negative prediction value, NPV), der

den Anteil richtig negativer an allen negativ klassifizierten Ergebnissen reflektiert <TNTJ£\;N)

wird haufig zusitzlich zur accuracy angegeben.
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5.2.2 Vorgehensweise zur Optimierung

Nach Fertigstellung der Trainingsdatensidtze muss eine Vorauswahl der Attribute getroffen
werden, die dem Klassifikator als Parameter iibergeben werden. Diese Vorauswahl wird im
Rahmen der Optimierung verfeinert. Generell muss man bedenken, dass es nicht sinnvoll
ist, Attribute zu verarbeiten, die sich zwischen den einzelnen Klassen nur sehr wenig un-
terscheiden, also wenig diskriminant sind. Weiterhin sollten bestimmte Attribute aufbereitet
werden, bevor sie an den Klassifikator tibermittelt werden. Da das von uns verwendetet Perl
Modul leider keine ordinalskalierten Werte verarbeiten kann, miissen diese dem Klassifikator
entweder als verschiedene Klassen oder aber als normalverteilte Werte iibergeben werden.
Um eine gute Parameterauswahl und -aufbereitung zu finden, wurden mehrere Parame-
terkombinationen und Aufbereitungsmoglichkeiten ausprobiert, indem der Klassifikator jew-
eils mit den verschiedenen Kombinationen trainiert und anschliefsend die Vorhersagequalitat
verglichen wurde. Zur Bestimmung der Vorhersagequalitiat wird der Klassifikator nach der
Trainingsrunde erneut mit den bereits bekannten Trainingsfillen konfrontiert, ihm deren
Klassenzugehorigkeit diesmal jedoch nicht mitteilt. Er muss nun sein gelerntes Wissen an-
wenden.
Fiir das Training und die Optimierung der Vorhersagemodelle in MutationTaster wurden
unter anderem folgende Parameter optimiert:

e Schwellenwerte fiir die Beriicksichtigung von vorhergesagten verlorenen / neugewonnen

Spleifsstellen: 0,3 /0,6 /0,9

vorhergesagte relative Verdnderung (stérker / schwécher) von Spleifsstellen:

Klassen / Normalverteilung

Betrachtung der Spleifiverinderung in ihrer Gesamtheit: additiv / absolut

e a priori Wahrscheinlichkeiten fiir dc / nde: nicht identisch / identisch

e Aminosiureaustausch: tatsichlicher Austausch / Grantham-Wert
Es wurde von allen Modellen das robusteste gewéhlt, um zu vermeiden, dass zwar fiir eine
statistische Berechnung ein sehr guter Wert erzielt wird, fiir eine andere aber ein sehr
schlechter. Statt dessen sollte die Giite des Klassifikators, bezogen auf verschiedene Berech-
nungen, moglichst ausgewogen sein. Dazu wurden fiir alle drei Modell-Typen (without_aae,
simple_aaeund complex aae) aus allen getesteten Modellen (Parameterkombinationen) das
Modell mit dem schlechtesten Wert fiir Sensitivitat oder Spezifitiat ermittelt und der Parame-
terkombination zugeordnet. Aus diesen ,schlechtesten Modellen wurde wiederum das Modell
mit dem besten Wert fiir Sensitivitiat oder Spezifitat gewéhlt. Das Modell der Wahl ist also
nicht das Modell, welches die beste Sensitivitiat oder Spezifitat aufweist, sondern das Modell,
welches die am wenigsten schlechte Sensitivitat oder Spezifitdt aufweist. Tabelle 6 zeigt die

Ergebnisse der in der Optimierung als am robustesten identifizierten Modelle.
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without aae simple aae complex aae
dc 122.238 (1,76%) 151.542 (87,84%) 123.213  (98,13%)
ndc 6.807.269  (98,23%) 20.967 (12,15%) 2.340 (1,86%)
> dc + ndc 6.929.507 (100%) 172.509 (100%) 125.553 (100%)
ndc richtig 6.533.390 (96,0%) 18.328  (87,4%) 2.010 (85,9%)
ndc falsch 273.879 (4,0%) 2639 (12,6%) 330 (14,1%)
dc richtig 108.141 (88,5%) 135.839  (89,6%) 116.453 (94,5%)
dc falsch 14.097 (11,5%) 15.703  (10,4%) 6.760 (5,5%)
S richtig 6.641.531  (95,8%) 154.167  (89,4%)  118.463  (94,4%)
> falsch 287.976 (4,2%) 18.342  (10,6%) 7.090 (5,6%)

Tabelle 6: Ergebnisse von Training und Optimierung aller drei MutationTaster Vorhersage-
modelle. dc = disease causing = Krankheitsmutation; ndc = not disease causing = harmloser Poly-
morphismus; dc richtig = korrekt als Krankheitsmutation klassifizierte Krankheitsmutation; dc falsch
= filschlich als Polymorphismus klassifizierte Krankheitsmutation; ndc richtig = korrekt als harmloser
Polymorphismus klassifizierter harmloser Polymorphismus; ndc falsch = filschlich als Krankheitsmuta-
tion klassifizierter harmloser Polymorphismus; without aae, simple aae, complex aae = Namen der
drei verschiedenen Klassifikationsmodelle.

5.3 Validierung

Nachdem die Optimierung zufriedenstellende Ergebnisse lieferte, wurde gepriift, wie gut das
Modell unbekannte Fille klassifizieren kann.

Haufig werden fiir die endgiiltige Validierung eines Klassifikators die Werte fiir die in Kapitel
5.2.1 beschriebenen statistischen Berechnungen zur Beschreibung der Vorhersagegiite mit
einem unabhdngigen Testdatensatz ermittelt, der nicht zum Trainieren eingesetzt wurde.
Wiéhrend fiir die Optimierung jeweils die gleichen Féille fiir Training und anschliefsende
Evaluierung benutzt werden kénnen, soll fiir die Validierung sichergestellt werden, dass der
Klassifikator mit unterschiedlichen Fillen trainiert und getestet wird [113]. In der Regel
ist jedoch bereits die Zusammenstellung einer geniigend grofen Anzahl von Trainingsféllen
sehr aufwendig und oft fehlen die Ressourcen, um weitere Fille fiir einen komplett neuen
Testdatensatz zu finden. Aufserdem werden gerne so viele der Fille wie moglich fiir das Train-
ing des Klassifikators genutzt, um so die Vorhersagequalitit zu maximieren. Dieser Konflikt
kann durch eine Kreuzvalidierung gelost werden. Bei einer k-fachen Kreuzvalidierung wer-
den dafiir die Trainingsdaten in k£ moglichst gleich grofe Teilmengen T, ..., T aufgeteilt und
anschliefsend k£ Runden gestartet, bei denen die Daten der jeweils i-ten Teilmenge T; als
Testdaten und die Daten der verbleibenden k-1 Teilmengen als Trainingsdaten verwendet
werden. Fiir die k£ Einzeldurchlaufe kénnen die in Kapitel 5.2.1 beschriebene statistischen
Mittel berechnet und der Durchschnitt fiir ein Gesamtergebnis ermittelt werden.

Obwohl bei einem Bayes Klassifikator eine Kreuzvalidierung nicht zwingend notwendig ist,
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da im Modell lediglich Frequenzen und nicht Merkmalskombinationen der einzelnen Train-
ingsfille gespeichert werden, wurde auch der MutationTaster Bayes Klassifikator mit einem
unabhéngigen Testdatensatz validiert. Fiir die 5-fache Kreuzvalidierung haben wir aus den
vorhandenen Datensétzen jeweils eine bestimmte Anzahl von Fallen (4.000 fiir simple aae
und without _aae, 400 fiir compler aae; Polymorphismen und Krankheitsmutationen zu gle-
ichen Teilen) zufillig entfernt, und den Klassifikator mit den verbliebenen Fillen trainiert.
Mit den zuvor entfernten Féllen wurde anschlieffend die Vorhersagequalitit validiert. Dieser
Vorgang wurde insgesamt fiinf Mal wiederholt. Aus den accuracy Werten der fiinf einzelnen
Runden kann ein Durchschnittswert gebildet werden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
so jeder Fall theoretisch sowohl als Training- als auch als Testfall genutzt werden kann, aber
kein Fall fiir Training und Validierung gleichzeitig verwendet wird. Der Nachteil ist, dass
der Trainings- und Validierungsprozess mehrere Male wiederholt werden muss, was unter
Umstinden sehr zeitaufwendig sein kann.

Genotyp- und Allelfrequenzen von Polymorphismen wurden fiir die Kreuzvalidierung nicht
als Parameter fiir die Klassifikation genutzt, da nach diesen Kriterien das Trainingsset zusam-
mengestellt worden ist. Die im Internet verfiighbare Version von MutationTaster nutzt diese
Informationen jedoch sehr wohl, um harmlose Varianten zu identifizieren.

Das Ergebnis der 5-fachen Kreuzvalidierung der drei einzelnen Vorhersagemodelle wird in
Abbildung 9 gezeigt. Mit dem without_aae Modell konnten wir eine accuracy von 92,2%,
mit dem simple_ aae Modell eine accuracy von 88,6% und mit dem complez_aae Modell eine
accuracy von 90,7% erreichen. Die durchschnittliche accuracy liegt somit bei 90,5%. Tabelle

7 zeigt die Ergebnisse der Kreuzvalidierung im Detail.

without aae simple aae complex aae
NPV (%) 95,7 + 0,3 87,7 + 0,8 86,9 &+ 3,2
PPV (%) 88,8 £ 0,6 89,5+ 0,5 94,4 + 0,4
Sensitivitit (%) 95,4 + 04 87,9 + 0,7 87,9 + 2,6
Spezifitdt (%) 89,5+ 0,5 89,3+ 0,4 939+ 0,5
accuracy (%) 92,2+ 04 88,6 = 0,4 90,7 £ 1,7

Tabelle 7: Ergebnisse der 5x Kreuzvalidierung aller drei MutationTaster Vorhersagemodelle.
NPV = negative prediction value | negativer Vorhersagewert; PPV = positive prediction value | posi-
tiver Vorhersagewert; simple aae, without aae, complex aae = Namen der drei verschiedenen Klassi-
fikationsmodelle.
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Abbildung 9: Ergebnisse der 5x-Kreuzvalidierung aller drei MutationTaster Vorhersagemod-
elle. NPV = negative prediction value | negativer Vorhersagewert; PPV = positive prediction value
/ positiver Vorhersagewert; simple aae, without aae, complex aae = Namen der drei verschiedenen
Klassifikationsmodelle.

5.4 Vergleich von MutationTaster mit d4hnlichen Programmen

Um den Nutzen von MutationTaster besser einordnen zu kénnen, habe ich die Software
mit dhnlicher, bereits verfiigharer Vorhersagesoftware, verglichen. Zu den etabliertesten und
bekanntesten Programmen zéhlen PolyPhen-2 [46] und SIFT [47], die jedoch keine Nukleoti-
daustausche, sondern nur Aminosdureaustausche bewerten konnen. Daher konnte ich auch
nur eines der drei MutationTaster Vorhersagemodelle, das simple aae Modell, im Vergle-
ich mit diesen Programmen testen. SIFT und PolyPhen-2 konnen auferdem nur einfache
Aminosdureaustausche und keine InDels prozessieren. PROVEAN [48] ist eine Weiteren-
twicklung von SIF'T und kann InDels, die das Leseraster nicht verdndern, analysieren.

Ich habe daher zwei Testdatenséitze mit jeweils 3.600 einfachen Aminosidureaustauschen
(1.800 harmlose Polymorphismen aus dem 1000-Genom-Projekt und 1.800 Krankheitsmuta-
tionen einmal aus HGMD Professional und einmal aus Clin Var) an die Programme PolyPhen-
2 (HumVar und HumDiv Modell), SIFT, PROVEAN und MutationTaster geschickt. Ausge-
hend von den Aminosaureaustauschen aus dem Testdatensatz wurden fiir alle Programme die
Anfragen auf DNA-Ebene gestellt (Chromosom, Position, Referenzallel, alternatives Allel).
Die Option, eine Variante in mehreren Transkripten zu analysieren, wurde fiir alle Pro-
gramme aktiviert. Aus den Ergebnissen (teilweise gab es mehrere Transkripte und somit

mehrere Vorhersagen fiir eine Variante) wurden dann diejenigen extrahiert, die eine Vorher-
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sage fiir exakt den Aminosdureaustausch aus dem Testset enthielten. Nicht alle Testfélle kon-
nten in allen Programmen im gleichen Transkript bearbeitet werden, weshalb jeweils 1.300
Polymorphismen und 1.300 Mutationen aus den insgesamt 2.957 (HGMD) bzw. 2814 (Clin-
Var) in allen Programmen vorhergesagten Varianten ausgewéhlt wurden. Die Ergebnisse fiir
diese 2.600 Testfille wurden verglichen (siehe Tabelle 8). Da MutationTaster eine automatis-
che Vorhersage flir bekannte harmlose Polymorphismen aus dem 1000-Genom-Projekt und
fiir bekannte Krankheitsmutationen aus NCBI ClinVar anzeigt, habe ich fiir den Vergleich
mit den anderen Programmen nicht die automatische Vorhersage beriicksichtigt, sondern die
tatsdchliche, vom Klassifikator gemachte Vorhersage, die durch den Wahrscheinlichkeitswert
(probability value) reflektiert wird. Eine automatische Vorhersage mit einem Wahrschein-
lichkeitswert kleiner als 0,5 bedeutet, dass sich der Bayes Klassifikator fiir das Gegenteil der

automatischen Vorhersage entschieden hétte (siche auch Kapitel 3.3).

Programm > tp tn fp  fn NPV PPV Sensi- Spezi- accuracy

tivitgr  fitat

1000G und HGMD

PPH2-var 2600 1036 1159 141 264 81,4% 88,0% 79,7% 89,2% 84,4%
PPH2-div 2600 1120 1076 224 180 85,7% 83,3% 86,2% 82,8%  84,5%
PROVEAN 2600 1030 1145 155 270 80,9% 87,0% 79,2% 88,2%  83,7%
SIFT 2600 1079 1123 177 221 83,6% 859% 83,0% 86,4% 84,7%
MT 2600 1157 1132 168 143 88,8% 87,3% 89,0% 87,1%  88,0%
1000G und ClinVar

PPH2-var 2600 1108 1159 141 192 85,8% 88,7% 85,2% 89,2%  87,2%
PPH2-div 2600 1175 1076 224 125 89,6% 84,0% 90,4% 82,8%  86,6%
PROVEAN 2600 1096 1146 154 204 84,9% 87,7% 84,3% 882%  86,2%
SIFT 2600 1136 1123 177 164 87,3% 86,5% 87,4% 86,4%  86,9%
MT 2600 1213 1132 168 87 92,9% 87,8% 93,3% 87,1%  90,2%

Tabelle 8: Vergleich von MutationTaster mit anderen Vorhersageprogrammen. PPH2-var =
PolyPhen-2 HumVar Modell; PPH2-div = PolyPhen-2 HumDiv Modell; MT = MutationTaster; NPV
= negative prediction value | negativer Vorhersagewert; PPV = positive prediction value | positiver
Vorhersagewert; 1000G und HGMD = Testfélle stammen aus dem 1000-Genom-Projekt und aus HGMD
Professional; 1000G und ClinVar = Testfille stammen aus dem 1000-Genom-Projekt und ClinVar. Es
wurden die identischen 1000G Testfille fiir beide Vergleiche genutzt.

Fiir beide Vergleichsdatensitze konnte MutationTaster die meisten Fille richtig vorher-
sagen. Bei Verwendung des Datensatzes mit Krankheitsmutationen aus HGMD erreichte
MutationTaster eine accuracy von 88,0%, gefolgt von SIFT (84,7%), (PolyPhen-2 Hum-
Div (84,5%), PolyPhen-2 HumVar (84,4%) und PROVEAN (83,7%). Fiir den Datensatz
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mit Krankheitsmutationen aus ClinVar erreichte MutationTaster eine accuracy von 90,2%,
gefolgt von PolyPhen-2 HumVar (87,2%), SIFT (86,9%), PolyPhen-2 HumDiv (86,6%) und
PROVEAN (86,2%). Es fillt auf, dass bei der Vorhersage der Krankheitsmutationen aus
ClinVar alle Programme besser abschneiden als bei der Vorhersage der Krankheitsmutatio-
nen aus HGMD. Das legt die Vermutung nahe, dass Krankheitsmutationen in ClinVar einen
eindeutigeren Effekt auf das Protein haben und somit besser zu klassifizieren sind. Dies kon-
nte daran liegen, dass die Datenressource ClinVar noch relativ jung ist, und zunéchst die
klar belegten und besonders eindeutigen Krankheitsmutationen eingeschlossen worden sind,

wahrend weniger klare Félle bislang noch nicht dort gespeichert werden.
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6 MutationTaster Zusatzprogramme

In Kapitel 3 wird ein typischer MutationTaster Programmlauf nachvollzogen. Startpunkt
ist dabei das MutationTaster web interface fiir Einzelabfragen, in dem eine Variante immer
beziiglich eines bestimmten Transkripts spezifiziert werden muss. Es gibt jedoch noch weitere
Moglichkeiten, DNA-Varianten mit MutationTaster zu analysieren, ohne dass bereits im
Voraus ein bestimmtes Transkript festgelegt werden muss. Diese M&glichkeiten werde ich in

diesem Kapitel vorstellen.

6.1 Einzelabfrage iliber die chromosomale Position

Ein zusétzliches web interface bietet die Moglichkeit, Varianten in Bezug auf das Chromosom
und die chromosomale Position einzugeben (siche Abbildung 10).

Der Vorteil ist, dass die Variante nicht nur in einem, im Vorfeld festgelegten Transkript, son-
dern in allen moglichen, die chromosomale Position {iberspannenden, Transkripten analysiert
wird. MutationTaster priift iiber die Angabe der chromosomalen Position automatisch, welche
Gene und Transkripte die Variante betrifft, berechnet die entsprechenden Transkript-spezifi-
schen Positionen und fiihrt fiir jedes einzelne die iibliche MutationTaster Analyse durch. Die
Ergebnisseite im HTML-Format beginnt mit einer Tabelle, in der alle analysierten Tran-
skripte mit ihren Vorhersagen zusammengefasst sind. Anschliefsend folgen untereinander,
nach absteigendem Krankheitspotential sortiert, die iiblichen, detaillierten MutationTaster
Ergebnisseiten (sieche Abbildung 11).

M u I * NEWS
1 - - + documentation | FAQsS
mutation tstin - e shortosomal
P « query chromosomal positions
* GuerEndine
o other applications | team
chromosome 12 position 11420333
reference allele oy alternative allele d
Jear input
For InDels, use the VCF format, i.e. always start with the last reference base before the variant

I you use Mutation Taster, please cite pur Schwarz M, C. Schuelke M, Seelow b. Mutation Taster evaluates disease-causing potential of sequence alterstions. Alzt Methods. 2010 Awg, P(81:676-6.
Current build: MCBI 37 / Ensembl 66

Abbildung 10: MutationTaster Startseite fiir Einzelabfragen basierend auf einer chromosomalen Position.
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M ut MTGQE dacumentation

MutationTaster - study a chromosomal position

NEVER press reload or F5 - unless you want to start from the very beginning.
input seems to he ok - now mapping the variant to the different transcripts...

found 2 transcript(s)

Querying Taster for transcript#1; EMSTO0000381842

Querying Taster for transcript #2; EMSTO0000538488

MT speed 0.24 s - this script 2066303 s

Results

genesymbol pred P model pred_problem f_splice f_known_DM f_pot_ DM AA_changes alt_type snp_id features_at_a_glance file
PRB3 disease_causing 09599399989531804 complex_aae 1 P20aH deletion show flle
PRB3 disease_causing 0.9959599599314904 complex_aae 1 P209H deletion show file

Taster files

Mut: documentation

{ mutation t@sting

Prediction disease causing Model: compiex_aae, prob: 0.999999999931904  (explain)

Summary
« amino acid sequence changed
« frameshift
« prolonged protein
« protein features (might be) affected

analysed
issue
narne of no title
alteration
alteration chri2:11420432_11420432delG
(phys
lacation)
HGNC PRB3
symbal

analysis result

Abbildung 11: MutationTaster Ergebnisseite fiir die Analyse einer Variante mit chromosomaler Position
in unterschiedlichen Transkripten (nur der obere Teil ist dargestellt).

6.2 MutationTaster Query Engine

Ein NGS-Projekt ist ein mehrstufiger Prozess aus (1) der Sequenzierung (dabei entstehen
viele einzelne kurze DNA-Sequenzen, die sogenannten reads), (2) der Alignierung der reads
an eine Referenzsequenz um so eine regional zusammenhingende DNA-Sequenz der unter-
suchten Probe zu erhalten, (3) der Variantensuche (dazu werden das Alignment der reads
und eine Referenzsequenz auf Unterschiede untersucht) und (4) der Variantenbewertung.
Das Ergebnis von Schritt 3, der Variantensuche, ist hiufig eine Datei im VCF-Format, die
hunderttausende Varianten (eine Position pro Zeile) enthalten kann, die anschliefiend in
Schritt 4 genauer untersucht werden miissen. Es wére sehr unpraktisch und zeitaufwendig,
wenn all diese Varianten von Hand in das MutationTaster web interface fiir Einzelabfragen
mit chromosomaler Position (siehe Kapitel 6.1) eingetippt werden miissten. Um eine be-
queme und simultane Analyse der NGS-Ergebnisse im VCF-Format zu ermoglichen, habe
ich die MutationTaster QueryEngine (MTQE) entwickelt. Die QueryEngine ist ein System,
das eine VCF-Datei einlesen, und deren Inhalte zeilenweise prozessieren kann. Ein in die
MTQE integrierter Job Scheduler®, eine Software zum Steuern von Aufgaben (Jobs), sorgt

nach festgelegten Kriterien fiir eine sinnvolle Reihenfolge und Parallelisierung der einzelnen
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Aufgaben. Die Startseite der QueryEngine bietet unter anderem die in der folgenden Tabelle
9 dargestellten Filteroptionen und Einstellungen (siehe auch Abbildung 13):

Filter

nur homozygote Varianten

nur heterozygote Varianten

nur exonische Varianten ( plus X bp vom Intron)

nur Varianten auf benutzerdefiniertem Chromosom

nur Varianten in benutzerdefinierte(r/n) Region(en)

nur Varianten auferhalb von benutzerdefinierte(r/n) Region(en)

homozygote Varianten aus 1000G ausschliefen (benutzerdefinierter Schwellenwert)

heterozygote Varianten aus 1000G ausschlieBen (benutzerdefinierter Schwellenwert)

nur Varianten, die mindestens X-fach abgedeckt sind

Option

Kombination mehrerer benachbarter Varianten zu einer einzigen Variante

keine HTML Dateien speichern (schneller)

Tabelle 9: Filtermdglichkeiten und Analyseoptionen in der MutationTaster QueryEngine. 1000G
= 1000-Genom-Projekt

Der Benutzer kann eine VCF-Datei auf seinem Rechner zur Verarbeitung auswihlen, Fil-
termoglichkeiten und Analyseoptionen einstellen und iiber einen Klick auf Submit die An-
frage absenden. Wenn gewiinscht, wird er daraufhin per E-Mail iiber seine Anfrage und die
Internetadresse zu seinem Projekt informiert. Die sich als nichstes 6ffnende HTML-Seite
wird automatisch aktualisiert und informiert den Benutzer iiber den Fortschritt seiner An-
frage. Uber einen Hyperlink gelangt er zu einer Statusanzeige iiber den Auslastungsgrad der
MTQE. Diese liest zunéchst die VCF-Datei Zeile fiir Zeile ein und iiberpriift jede einzelne
Variante. Bestimmte Varianten werden aussortiert, zum Beispiel solche, die doppelt vorhan-
den sind, im falschen Format vorliegen oder bei denen Referenz- und alternatives Allel iden-
tisch sind. Auch Varianten, die unter die vom Benutzer definierte Mindestabdeckung fallen,
werden herausgefiltert. Die aussortierten Varianten werden in eine Datei geschrieben, die
der Benutzer am Ende herunterladen kann. Alle anderen Varianten werden in der speziellen
MTQE-Datenbank gespeichert.

In dieser Datenbank werden fiir jedes Projekt (also fiir jede einzelne Benutzeranfrage) eigene
Tabellen angelegt (sieche Abbildung 12 fiir die Datenbankstruktur), die abhéngig von der An-
zahl der Varianten in der VCF-Datei unter Umsténden recht groft werden kénnen (mehrere
Millionen Zeilen). Die Anfragen in separaten Tabellen zu speichern, hat den Vorteil, dass
Datenbankabfragen schneller sind, als wenn alle Projekte in einer Tabelle gespeichert wiir-

den, weil so zeitaufwendige Suchen und insbesondere komplizierte Verkniipfungen iiber grofe
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Tabellen entfallen. Auferdem ist die Wartung und Archivierung separater Tabellen wesentlich
einfacher. Da das Anlegen von Fremdschliisseln den Schreibvorgang in eine Tabelle ver-
langsamt, wurden keine expliziten Fremdschliissel angelegt. Eine Verletzung der referenziellen
Integritét ist ausgeschlossen, da die Daten vor dem Speichern durch die Applikation iiberpiirft
und spéter nicht aktualisiert oder verdndert werden. Zudem wird durch die Transkationskon-

trolle (siehe Kapitel 2.3.1) sichergestellt, dass nur komplette Datenséitze gespeichert werden.

user_data_all
user_data_# results_#
l PK |taster_number vef_no
mail
mail var_number name
name e f_splice min_cov
min_cov PK| var_number transcripts_# f_clinvar homo
homo = f_protein_features no_html
no_html chromosome PK | taster_number f nmd close_variants
close_variants position f_start_atg tgp_count_homo
tgp_count_homo allele_ref var_number f_poly a tgp_count_hetero
tgp_count_hetero allele_alt transcript f_frameshift regions
regions indel g_startpos f_kozak regions_filter
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Abbildung 12: Datenbanktabellen der MutationTaster QueryEngine.

Die in der Datenbank gespeicherten Varianten werden nun genutzt, um die der Positionsan-
notation zugrunde liegende Genomversion zu iiberpriifen. Die MTQE kann nur Varianten
verarbeiten, die sich auf die derzeit aktuelle Genomversion GRCh37 beziehen. Wenn die
Varianten in der VCF-Datei nicht GRCh37 entsprechen, wird der Prozess abgebrochen und
der Benutzer mit einer entsprechenden Fehlermeldung informiert.

Falls die Genomversion aktuell ist, werden als nédchstes die Varianten aus der VCF-Datei
auf Ubereinstimmung mit bekannten Varianten aus dem 1000-Genom-Projekt iiberpriift
und gemék den vom Benutzer vorgenommenen Filtereinstellungen unter Umstidnden her-
ausgefiltert. Anschliefsend sucht MutationTaster fiir jede einzelne Variante nach durch sie
betroffenen Genen und Transkripten und berechnet die jeweiligen Transkript-spezifische Po-
sitionen. Hier werden entsprechend der Benutzereinstellungen gegebenenfalls weitere Vari-
anten herausgefiltert, z.B. solche die auferhalb einer benutzerdefinierten Region liegen. Durch
die Zuordnung der Varianten zu verschiedenen Transkripten ist die Anzahl der resultieren-

den MutationTaster Analysen in der Regel deutlich hoher als die urspriingliche Zahl der
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Varianten in der VCF-Datei. Das liegt daran, dass fiir viele Gene mehrere Transkripte
existieren, und eine Variante somit in Bezug auf mehrere Transkripte analysiert werden
muss. Es werden jedoch nicht alle in Ensembl annotierten Transkripte verwendet. Falls
es fiir ein Gen ein oder mehrere protein-kodierende und andere Transkripte gibt, werden
die protein-kodierenden Transkripte zur Analyse herangezogen. Nur wenn fiir ein Gen kein
protein-kodierendes Transkript existiert, werden andere Transkripte in Betracht gezogen,
wobei viele Transkript-Typen von vorneherein von der Analyse ausgeschlossen werden (z.B.

nonsense_ mediated decay-, ambiguous_ orf- oder Pseudogen-Transkripte). Die durchzufiihr-
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Abbildung 13: MutationTaster QueryEngine Startseite.

enden MutationTaster Analysen werden in grokere Pakete (Jobs) gebiindelt (je nach Gesam-
tanzahl der Varianten in der VCF-Datei zwischen zehn und 25.000 pro Paket). Der Job
Scheduler sorgt nun fiir eine parallele Abarbeitung der Jobs, so dass viele Analysen gle-
ichzeitig ausgefiihrt werden kénnen. Die Kontrolle und sequentielle Abarbeitung der Jobs
erfolgt nach bestimmten Kriterien. Je nach Grofe der urspriinglichen VCF-Datei erhalten
die Pakete unterschiedliche Priorititen: je grofer die VCF-Datei, desto geringer die Prior-
itdt. Die Prioritdt entscheidet dariiber, in welche Schlange die Jobs eingereiht werden: Es
gibt eine Schlange fiir sehr grofse VCF-Dateien (mehr als zwei Millionen Zeilen, geringste
Prioritét), fir groke VCF-Dateien (mehr als 10.000 Zeilen), fiir normale VCF-Dateien (mehr
als 500 Zeilen) und fiir kleine VCF-Dateien (weniger als 500 Zeilen, hochste Prioritét). In der
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Schlange mit der geringsten Prioritit werden Jobs mit sehr vielen einzelnen Analysen ein-
gereiht (bis zu 50.000 Analysen pro Job), in der Schlange mit der héchsten Prioritéit landen
Jobs mit wenigen Analysen (bis zu 100). Kleinere VCF-Dateien sollen bevorzugt prozessiert
werden, damit Benutzer, die nur wenige Varianten analysieren méchten, nicht auf die Fertig-
stellung sehr grofer Anfragen warten miissen. Deshalb werden in der Schlange fiir sehr grofe
Anfragen nur maximal fiinf Prozesse gleichzeitig ausgefiihrt, wihrend in der Schlange fiir
kleine Anfragen maximal 30 Prozesse parallelisiert werden. Kleinere Anfragen werden somit
unabhéngig von groferen Anfragen abgearbeitet. Fiir Datenbankabfragen gibt es ebenfalls
eine separate Schlange, in der bis zu acht Prozesse parallelisiert werden kénnen. Manch-
mal gibt MutationTaster fiir eine Analyseanfrage keine Ergebnisse aus (z.B. aufgrund eines
Paketverlusts wihrend der Dateniibertragung), weshalb ein Job nach dessen Fertigstellung
darauthin iiberpriift wird, ob fiir alle zu analysierenden Varianten Ergebnisse vorliegen. Falls
dies nicht der Fall ist, werden fehlende Analysen maximal vier Mal wiederholt.

Die MutationTaster Ergebnisse werden in eine eigene Tabelle in der MTQE Datenbank
geschrieben und spéter nach benutzerdefinierten Einstellungen in tabellarischer Form aus-
gegeben. Auf der Ergebnisseite (siehe Abbildung 14) links platziert befindet sich eine Zusam-
menfassung des Auftrags und der Ergebnisse, die unter anderem {iber folgendes informiert:

e Zahl der Varianten im VCF

e Zahl der vorgefilterten Varianten

Zahl der analysierbaren Varianten
Zahl der nach 1000-Genom-Projekt gefilterten Varianten

Zahl der nach benutzerdefinierter Region gefilterten Varianten

Zahl der analysierten Varianten

Zahl der resultierenden MutationTaster Falle

Benutzereinstellungen (z.B. Filteroptionen)

Auf der Ergebnisseite (siche Abbildung 14) rechts befinden sich Optionen zum Filtern und
Sortieren der Ergebnisse. So kénnen die Ergebnisse beispielsweise geordnet nach vorherge-
sagtem Krankheitspotential, nach dem verwendeten Klassifikationsmodell, nach Chromosom,
Position oder Genname angezeigt werden. Es ist moglich, synonyme Varianten, bekannte
Polymorphismen (homozygoter Genotyp liegt mehr als vier Mal im 1000-Genom-Projekt
vor) oder alle Ergebnisse mit der Vorhersage polymorphism auszublenden. Die Filteroptionen
konnen miteinander kombiniert werden. Die (eventuell sortierten und gefilterten) Ergebnisse
konnen entweder direkt im Web-Browser angeschaut werden, oder im T'SV-Format* als Zip-
Archiv* heruntergeladen werden. Auferdem werden drei verschiedene Optionen zum direkten
Aufruf unserer Kandidatengensuchmaschine GeneDistiller [85] mit den von MutationTaster
analysierten Varianten angeboten: Aufruf mit (1) allen als disease causing klassifizierten
Varianten; (2) allen nicht-synonymen, als disease causing klassifizierten Varianten und (3)

allen nicht-synonymen Varianten (aufer bekannten Polymorphismen aus dem 1000-Genom-
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see QueryEngine log for further details on the analysis run

Abbildung 14: MutationTaster QueryEngine Ergebnisseite.

Projekt). Die QueryEngine kann etwa 500.000 Varianten pro Stunde analysieren. Abbildung

15 zeigt in vereinfachter Form die Abldufe wihrend eines QueryEngine Laufs.
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Abbildung 15: Vereinfachte Darstellung der Abldufe wahrend eines einzelnen MutationTaster
QueryEngine Laufs.
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7 Implementierung

7.1 Hardware

Alle MutationTaster Anwendungen laufen unter Linux Fedora Core 14 auf einem Intel Xeon
24 CPU Server mit 72 GB RAM. Als Webserver dient Apache 2.2.9 mit mod perl und als
RDBMS (relational database management system) PostgreSQL 8.4.

7.2 Software-Entwicklung

MutationTaster ist eine iterativ entwickelte Software. Das bedeutet, dass die Entwicklung
nicht geméf einem von Anfang detailliert geplanten und festgelegtem Konzept folgte, sondern
vielmehr im Laufe der Zeit immer wieder den Bediirfnissen der Benutzer und den durch

technische Fortschritte gednderten Anforderungen angepasst wurde.

7.2.1 MutationTaster

Das MutationTaster Computerprogramm wurde in der Programmiersprache Perl geschrieben.
Ein zentrales Modul (MutationTaster.pm) enthélt alle relevanten Subroutinen bzw. Funktio-
nen. Zum Teil wurden bereits existierende, frei verfiighare Perl Module eingebunden: fiir den
fiir die Bewertung benutzten naiven Bayes Klassifikator Al::NaiwveBayesl, fiir die Interak-
tion mit der Datenbank DBI, fiir die Laufzeitoptimierung Time::HiRes, fiir die interne Spe-
icherung und das Lesen der Modelle Freeze Thaw und fiir das Auslesen der Benutzereingaben
aus der HTML-Startseite CGI. Module, die nicht iiber die Paketverwaltung des Betriebssys-
tems installiert werden konnten, wurden iiber CPAN (Comprehensive Perl Archive Network)?

bezogen.

7.2.2 MutationTaster QueryEngine

Die MutationTaster QueryEngine wurde ebenfalls in Perl geschrieben. Das Job-Scheduling
(Zeitplanerstellung) wird iiber die in das Betriebssystem integrierte, frei verfiigbare Software
TORQUE Resource Manager® abgewickelt. Es gibt ein zentrales Perl Modul MTQE.pm sowie
eine Reihe einzelner Perl-Skripte, die iiber Shell-Skripte nacheinander aufgerufen und aus
denen Jobs an TORQUE iibermittelt werden. Fiir das Auslesen der Benutzereingaben aus der
HTML-Startseite wird das Perl Modul CGI verwendet, fiir die Kommunikation mit TORQUE
das Perl Modul PBS::Client.

Zwww.cpan.org
Shttp://www.adaptivecomputing.com/products/open-source/torque/
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7.2.3 Webschnittstellen

Die zentrale MutationTaster Startseite http://www.mutationtaster.org ist eine statische
HTML-Seite. Dynamische Daten (die Anzeige verfiigbarer Transkripte und des Sequen-
zschnipsels) werden iiber AJAX und Perl / CGI (siehe Kapitel 3.1) eingebunden. Die HTML-
Ergebnisseite wird von einer Funktion im zentralen MutationTaster Perl Modul dynamisch
erstellt. Die Webschnittstellen wurden mit Firefox entwickelt und fiir die jeweils aktuelle
Firefox-Version optimiert, jedoch auch mit Internet Explorer 8 und Google Chrome unter
Windows XP, Mac OS X, CentOS 6 und Linux Ubuntu getestet.

Uber eine auf der zentralen MutationTaster Startseite platzierte Navigationsleiste sind die
ebenfalls statischen HTML-Startseiten der MutationTaster Zusatzprogramme (Einzelabfra-
gen iiber die chromosomale Position, siehe Kapitel 6.1, und die MutationTaster QueryEngine,
siehe Kapitel 6.2) erreichbar. Deren HTML-Ergebnisseiten werden ebenfalls jeweils dynamisch

mit Perl erzeugt.
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8 Diskussion

8.1 Auswahl und Zusammenstellung der Trainingsdaten

Die Vorhersagequalitit eines Bayes Klassifikators hdngt wesentlich von den zum Training
benutzten Daten ab. Um einen Bayes Klassifikator fiir die Vorhersage des Krankheitspoten-
tials von DNA-Sequenzverdnderungen zu erstellen, bendtigt man fiir das Training einerseits

bekannte Mutationen und andererseits harmlose Polymorphismen.

8.1.1 Awuswahl der Trainingsdaten

Polymorphismen

Die Polymorphismen fiir das Training des MutationTaster Klassifikators wurden aus den
Daten des 1000-Genom-Projekts [32] gewonnen. Die meisten monogenen Erkrankungen wer-
den durch extrem seltene, hoch penetrante Allele (Allelfrequenz << 1%) verursacht [115].
Man kann generell davon ausgehen, dass seltene Varianten eher eine Rolle in der Entste-
hung von Krankheiten spielen, als hdufige [116]. Erklaren 14sst sich dieser Umstand damit,
dass schidliche Varianten stidrker der natiirlichen Selektion unterliegen, und deshalb in der
Gruppe der hoch-frequenten Allele unterreprisentiert sind. Trotzdem sollte die oft genannte
Grenze von einer minor allele frequency von unter 1% nicht zu starr betrachtet werden. So
werden einige wenige monogene Erkrankungen von Mutationen verursacht, die in mehr als
1% der generellen Bevolkerung zu finden sind. In diesen Fillen nimmt man an, dass das
gehiufte Auftreten das Ergebnis eines Selektionsvorteils heterozygoter Tréger der Mutation
sein konnte. Der Defekt im 5-Globin Gen bei Patienten mit Sichelzellandmie verringert zum
Beispiel im heterozygoten Zustand das Risiko, an Malaria zu erkranken [117].

Fiir die Trainingsdaten ist es wichtig, méglichst nur sicher klassifizierte Fille einzuschliefsen.
Andererseits sollte auch eine geniigend groffe Anzahl an Fillen enthalten sein. Fiir die
angestrebte Grofenordnung (mindestens 1000 Fille pro Einzeldatensatz) ist es nicht moglich,
eventuelle Krankheitsassoziationen manuell zu iiberpriifen. Daher habe ich als pauschales
Einschlusskriterium die Prisenz der Variante in allen drei Genotypen (AA, AB, BB) in min-
destens 20 (InDels) bzw. in mindestens 50 (SNPs) der im 1000-Genom-Projekt analysierten
Proben definiert.

Die Qualitidt der Daten aus dem 1000-Genom-Projekt ist gut: Der erwartete Anteil falsch
positiver Funde gemessen an allen Funden (false discovery rate, FDR) wurde von deren
Autoren mit verschiedenen Techniken bestimmt: Fiir einfache Varianten lag diese zwischen
1,6 und 1,8%, fiir grokere Deletionen bei 2,1% [32|. Die accuracy individueller Genotyp-
Bestimmungen liegt bei 99% fiir hdufige SNPs und bei 95% fiir seltene SNPs mit einer Fre-
quenz von 0.5%. Das heifét, in je mehr Proben eine Variante detektiert wurde, desto sicherer
sind die Daten. Die Allelfrequenz alleine sagt allerdings noch nichts iiber das Auftreten der

verschiedenen Genotypen aus. Da gerade fiir seltene, homozygot-rezessiv vererbte, monogene
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Erkrankungen der homozygot-variante Genotyp (BB) von Belang ist, wurden fiir die Muta-
tionTaster Trainingssets die Anzahl der einzelnen Genotypen (nicht die Allelfrequenzen) als
Einschlusskriterium verwendet. Der gewédhlte Mindestwert von 20 bzw. 50 reflektiert einen
Kompromiss zwischen groftmoglicher Sicherheit, dass die Variante harmlos ist, und dem

Wunsch, moglichst viele Varianten einzuschliefien.

Krankheitsmutationen

Fiir den Trainingsdatensatz mit Krankheitsmutationen wurden als solche gekennzeichnete
(Kategorie DM, siehe Kapitel 2.2.1) Eintrédge aus der professionellen Version von HGMD [27]
verwendet. Obwohl Varianten vor ihrer Aufnahme in die Datenbank auf ihr Krankheitspo-
tential {iberpriift werden, kann man nicht zu 100% ausschliefen, dass sich harmlose Poly-
morphismen darin befinden, die irrtiimlicherweise fiir krankheitsverursachend gehalten wur-
den (personliche Kommunikation mit Frank Schacherer, CEO BIOBASE GmbH). Ende das
Jahres 2012 wurden aus dem Datenbestand der HGMD mehr als 500 Eintrage aus der Kate-
gorie DM tiberpriift, die mit einer Frequenz von mehr als 1% bzw. mehr als 5% ebenfalls im
1000-Genom-Projekt gelistet werden. 33 Eintrage wurden darauthin aus der HGMD entfernt,
da ihr Krankheitspotential durch die Originalpublikationen nicht eindeutig belegt war. Viele
weitere Varianten wurden re-klassifiziert oder mit zusitzlichen Kommentaren oder Referen-
zen versehen (personliche Kommunikation mit Peter Stenson, Erstautor der aktuellen HGMD
Publikation). Verschiedene Trainings- und Validierungsrunden des MutationTaster Klassi-
fikators mit Daten, die einmal aus der Zeit vor dem Abgleich mit dem 1000-Genom-Projekt
stammten, und einmal aus der Zeit danach, zeigten eine Verbesserung in der Vorhersage-
qualitdt. Die Bereinigung des Datensets hat vor allem die Vorhersage komplexer Varianten
verbessert, was die Vermutung nahe legt, dass sich im unbereinigten Datenset wahrscheinlich
einige falsch klassifizierte Varianten befunden haben. Diese Erfahrung unterstreicht, wie sehr
die Performanz des Klassifikators von der Qualitit der Trainingsdaten beeinflusst wird.
Hochstwahrscheinlich wird es immer wieder vorkommen wird, dass eine Variante gleichzeitig
als Krankheitsmutation (z.B. in NCBI ClinVar) gelistet ist und mehr als vier Mal in ho-
mozygoter Form im 1000-Genom-Projekt gefunden wurde. In solchen Féllen kommt Muta-
tionTaster in einen Konflikt, weil theoretisch zwei sich widersprechende automatische Vorher-
sagen generiert werden miissten: Die Présenz einer Variante als Krankheitsmutation in NCBI
ClinVar sorgt fiir die automatische Vorhersage disease causing. Die Prisenz einer Variante
im homozygoten Status in mehr als vier Fallen im 1000-Genom-Projekt erzeugt die automa-
tische Vorhersage polymorphism. MutationTaster wird bei einem derartigen Konflikt immer
den Daten aus dem 1000-Genom-Projekt das grofere Vertrauen schenken, und die Variante
als polymorphism klassifizieren. Der Benutzer wird aber auf die widerspriichliche Datenlage

hingewiesen.
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8.1.2 Die Zusammenstellung der Trainingsdatensétze

Generell ist es erstrebenswert, dass die Datenséitze zum Trainieren eines Bayes Klassifikators
ausgewogen zusammengestellt sind. Beispielsweise sollte die Anzahl synonymer Varianten im
Datensatz fiir Polymorphismen und im Datensatz fiir Krankheitsmutationen etwa gleich sein.
In der Realitit lasst sich dies leider nicht immer erreichen (siehe Tabelle 6 in Kapitel 5.1.2).
Synonyme Varianten zum Beispiel werden viel seltener auf eventuelle Krankheitsassoziatio-
nen hin untersucht, als kodierende Varianten, weil bei letzteren die Kausalititen einfacher
nachzuweisen sind. So sind zwar 11% der Krankheitsmutationen in HGMD Varianten, welche
das Spleifsmuster zerstoren; Varianten in anderen Regionen des Introns werden aber oft ver-
nachlissigt, weil ihre Beteiligung an einer Krankheit schwerer experimentell zu belegen ist
[118]. 55% der Krankheitsmutationen in HGMD sind missense- oder nonsense Mutationen.
Obwohl die Anzahl gefundener Krankheitsmutationen dank neuer Sequenzierungstechnolo-
gien generell steigt, liegt bei Anséitzen wie dem Whole Ezome Sequencing der Fokus von
vorneherein auf den Exons und somit vor allem auf kodierenden Varianten. Es werden zwar
auch relativ viele nicht-kodierende oder synonyme Varianten detektiert - diese werden aber
wegen mangelnder Analysemdoglichkeiten (sowohl in silico als auch experimentell) meist ver-
nachlissigt. Im Gegensatz zu nicht-synonymen Varianten ist die Mehrzahl der vielen nicht-
kodierende Varianten wahrscheinlich tatséchlich harmlos: Die Chance, dass tief im Intron ein
Nukleotidaustausch das Spleifen oder die Proteinexpression negativ beeinflusst, ist geringer
als im Exon, wo meistens jedes einzelne Nukleotid eine unmittelbare Funktion hat, ndmlich
die Vervollstindigung eines Codons zur Kodierung einer bestimmten Aminosaure. Die syn-
onymen Austausche reichern sich aufgrund eines geringeren Selektionsdruckes an, weshalb
es in dieser Klasse insgesamt sehr viel mehr Varianten gibt, von denen die harmlosen iiber-
und die krankheitsverursachenden Varianten unterreprasentiert sind.

Das Gegenteil ist bei den komplexen Austauschen der Fall: Hier enthélt der Trainingsdaten-
satz sehr viel mehr komplexe krankheitsverursachende Mutationen als komplexe harmlose
Polymorphismen. Das liegt zum Teil daran, dass komplexe Aminosdureverinderungen ein-
facher zu untersuchen sind, da sich die Konsequenzen unmittelbar erschlieffen. Viele der
Wissenschaftler auf der Suche nach der genetischen Ursache einer Krankheit unterziehen
komplexe Aminosidureaustausche viel eher einer genaueren Analyse als synonyme Varianten.
Nicht-synonyme bzw. komplexe Varianten werden also bevorzugt untersucht, weshalb auch
viele davon bekannt und charakterisiert sind. Studien oder Untersuchungen, in denen die
ursichliche Mutation nicht identifiziert werden konnte, werden auferdem in der Regel nicht
veroffentlicht (publication bias), was die Datenlage weiter verzerrt. Es ist allerdings nicht
auszuschlielen, dass einige der komplexen, als Krankheitsursache publizierten Mutationen,
falschlicherweise als solche klassifiziert wurden.

Harmlose komplexe Varianten sind seltener und lassen sich oft dadurch erkldren, dass das

Genprodukt fiir den Organismus nicht essentiell ist. Ein Beispiel ist die hdufigste Ursache



8.2 Tests 70

fiir Blutgruppe 0: durch die Deletion eines Nukleotids wird das Leseraster verschoben und es
kommt zu einem verfrithten Stopcodon [119]. Fiir das Protein ist das fatal, es wird ndmlich
nicht exprimiert, den Organismus jedoch macht es nicht krank. Solche oder &hnliche Félle
sind fiir einen Bayes Klassifikator extrem schwer einzuordnen, da Informationen {iber die
Bedeutung des Genprodukts fiir den Organismus nicht vorliegen und daher auch nicht in
seine Vorhersage einfliefen konnen (siehe Kapitel 8.7 fiir unsere Pléne, wie dies in Zukunft
gedndert werden konnte). Durch das Training mit harmlosen, komplexen Varianten kénnen
aber andere Merkmale zur Unterscheidung herangezogen werden, weshalb es wichtig ist, dass

der Trainingsdatensatz moglichst viele Varianten dieser Art enthélt.

8.2 Tests
8.2.1 Implementierte Tests

8.2.1.1 Regulatorische Elemente

MutationTaster hat Zugriff auf mehr als 600 regulatorische Elemente aus Ensembl Regulation,
die in 12 verschiedene Klassen eingeteilt sind. Wenn eine Variante in einem solchen Element
lokalisiert ist, wird dem Benutzer dies zusammen mit Details zum regulatorischen Element
(Klassenzugehorigkeit, Name, Beschreibung) angezeigt. Dem Bayes Klassifikator wird aber
nur die Klassenzugehérigkeit iibermittelt. Die Ubergabe des tatsichlichen Elements an den
Klassifikator hédtte das Modell sehr kompliziert gemacht, da dies mehr als 600 zusatzliche
Parameter bedeutet héitte. In einem zukiinftigen Modell kénnte diese sehr grobe Einteilung
in Klassen aufgehoben und die einzelnen Elemente genauer darauf untersucht werden, welche
am Besten zur Diskrimination zwischen harmlosen und krankheitsverursachenden Varianten
geeignet sind. Problematisch bei der Betrachtung der regulatorischen Elemente ist die Tat-
sache, dass diese oft sehr weit von dem Gen, auf das sie wirken, entfernt liegen. Das heifst,
wenn eine Variante in einem Gen in einem regulatorischen Element lokalisiert ist, heiflt dies
nicht unbedingt, dass dieses regulatorische Element auch tatsichlich das Gen beeinflusst, in
dem es liegt. Hier miisste also eine genauere Unterscheidung der Elemente in Hinsicht auf
ihre Gen-Assoziation vorgenommen werden.

In der Elementenklasse Regulatory Feature sind unter anderem Promotor-assoziierte sowie
Gen-assoziierte Elemente enthalten. Erstere sind in der Region um die Transkriptionsstart-
stelle iiberreprisentiert, letztere im Rest des Gens. Bei diesen Elementen kénnen wir zunéchst
davon ausgehen, dass sie auf das unmittelbar angrenzende oder sie umschliefende Gen
wirken. Im aktuell verwendeten Klassifikationsmodell ist P(regulatory feature | DM), al-
so die Wahrscheinlichkeit, dass eine Krankheitsmutation in einem Regulatory Feature liegt
gleich 0,18. P(regulatory feature | SNP), also die Wahrscheinlichkeit, dass ein harmloser Poly-
morphismus ein Regulatory Feature beeinflusst, ist gleich 0,08. Das bedeutet, dass sich die

Elementenklasse hier als Diskriminationsmerkmal eignet. Jedoch enthilt die Elementenklasse
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nicht nur Promotor- und Gen-assoziierte Elemente, sondern auch noch andere, nicht direkt
mit Genen assoziierte Elemente. Hier wire es lohnenswert, die einzelnen Elemente in dieser
Klasse auf ihr diskriminatives Potential zu untersuchen, da man méglicherweise durch Uber-
gabe des detaillierten Elemententyps an den Klassifikator noch eine bessere Unterscheidung

erreichen kann.

8.2.1.2 Spleilting

MutationTaster nutzt zur Spleifanalyse das Programm NNSplice. Es stammt aus dem Jahr
1997 und ist damit relativ alt. Es wurde jedoch in unregelméfigen Abstéinden aktualisiert,
zuletzt im Jahr 2008 (siehe Kapitel 2.2.2). NNSplice kann weder ESEs (ezonic splice en-
hancers), ESSs (exonic splice silencers) noch die branch point Sequenz detektieren. In einem
2008 publizierten Vergleich von sechs Programmen zur Spleifsstellenvorhersage schnitt NNSplice
als das zweitbeste ab [120]. Das in diesem Vergleich beste Programm, ASSA (Automated
Splice Site Analysis) [121], war leider zum Zeitpunkt der Entstehung der hier vorgestellten
Version von MutationTaster (zwischen 2009 und 2012) nicht mehr verfiigbar.

NNSplice erkannte in einem von uns durchgefiihrten Test mit 3599 bekannten Spleifimuta-
tionen in 78% (2785) der Fille eine Verdnderung der Spleifsstelle. In dem 2008 publizierten
Vergleich wurde die Sensitivitdt von NNSplice auf 74% beziffert. Problematischer als falsch
negativ vorhergesagte Spleifsstellen ist in MutationTaster die relativ hohe Anzahl von Typ
I Fehlern, also falsch positiven Ergebnissen. Falsch positiv heifst in diesem Fall, dass en-
tweder a) eine Verdnderung einer Spleifistelle angezeigt wird, die iiberhaupt nicht existiert,
oder b) dass die Entstehung einer neuen, kryptischen Spleifistelle angezeigt wird. Wahrend
man letzteres Problem bioinformatisch nicht 16sen kann, weil es keine Moglichkeit gibt, die
vorhergesagte Entstehung einer neuen Spleifsstelle in silico nachzukontrollieren, kann man
die ersteren Félle, also die vorhergesagte Verdnderung von ,unechten” Spleifistellen eingren-
zen. Sobald MutationTaster von NNSplice die Information bekommt, dass eine Spleifsstelle
durch eine Mutation verloren geht oder abgeschwicht wird, iiberpriift die Software anhand
der in der Datenbank vorliegenden Exoninformationen, ob diese Spleifistelle eine tatséch-
lich genutzte ist. Falls dies nicht der Fall ist, wird der Verlust oder die Abschwéichung der
Spleifistelle ignoriert. Da die Autoren von NNSplice keine Empfehlungen zur Interpretation
der NNSplice Konfidenzwerte angeben, wurden die fiir den Einsatz in MutationTaster opti-
malen, von uns genutzten Schwellenwerte in einem eigenen Test ermittelt. Von den als neu
entstanden vorhergesagten Spleiftstellen werden nur solche angezeigt, deren von NNSplice
ausgegebener Konfidenzwert 0.3 iibersteigt, und nur solche Verstarkungen einer bestehenden
Spleifsstelle angezeigt, deren Differenz mindestens 10% betragt.

Erst kiirzlich prasentierten die Autoren von ASSA einen Nachfolger ihrer Software, die mit-
tlerweile ASSEDA heift [122]. Es ist denkbar, ASSEDA und NNSplice einem direkten Ver-
gleich zu unterziehen und gegebenenfalls die (zusétzliche) Integration von ASSEDA in Er-
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wigung zu ziehen, sofern die Software gute Ergebnisse erzielt und eine lokal installierbare
Version frei verfiigbar ist. Die Abfrage einer web-basierten Version kommt aus Griinden der
Geschwindigkeits- und Stabilitdtsoptimierung fiir die Benutzung in MutationTaster nicht in
Frage. Generell gehen unsere Uberlegungen zur Optimierung der Spleistellenanalyse in Mu-
tationTaster jedoch in die Richtung, einen eigenen, den Bediirfnissen von MutationTaster
angepassten, Algorithmus zu entwickeln. Hierbei wiirden wir neben der Qualitdt der Ergeb-
nisse auch einen besonderen Schwerpunkt auf der Geschwindigkeit des Programmes legen.
Gerade in Anbetracht der Tatsache, dass mit den durch NGS-Technologien produzierten
immensen Datenmengen die Analyse von intronischen Varianten immer mehr an Bedeutung
gewinnen wird, scheint die Weiterentwicklung der Spleifianalyse in einem gesonderten Projekt

sinnvoll.

8.2.1.3 Alignment fiir Konservierungsanalyse

Ein Alignment dient dem Vergleich zweier Sequenzen (z.B. DNA- oder Aminosduresequen-
zen), die auf ihre Ahnlichkeit untersucht werden sollen. Bei einem globalen Alignment werden
die beiden Sequenzen in Génze, also von Anfang bis Ende, miteinander verglichen. Die ver-
schiedenen Moglichkeiten, die beiden Sequenzen miteinander zu alignieren, werden mit einem
Punktesystem bewertet. Undhnlichkeiten oder Liicken werden durch Punktabzug ,bestraft®.
Ein globales Alignment ist sinnvoll, wenn zwei Sequenzen sich in ihrer Zusammensetzung und
Lénge vermutlich dhneln (z.B. homologe Gensequenzen) [123]. Der erste Algorithmus fiir ein
globales Alignment zweier Sequenzen wurde 1970 von Needleman und Wunsch vorgestellt
[124]|. Zum Vergleich zweier Sequenzen, die grofere Unterschiede aufweisen, ist das lokale
Alignment besser geeignet. Basierend auf dem Algorithmus von Needleman und Wunsch
entwickelten Smith und Waterman [125] eine Variante, die zwei Sequenzen auf einzelne,
sich maximal dhnelnde Teilabschnitte, also lokale Alignments, iberpriift, und unéhnliche Se-
quenzabschnitte ignoriert. Fiir Liicken, die am Anfang oder Ende eines lokalen Alignments
auftreten, wird keine Liickenstrafe vergeben, so dass mehrere einzelne Alignments eine bessere
Bewertung bekommen, als ein globales Alignment mit Liicken und Un&dhnlichkeiten.
Obwohl im Rahmen der Konservierungsanalyse zwei homologe, sich vermutlich &hnelnde,
Sequenzen miteinander verglichen werden (jeweils die menschliche Sequenz mit einem Ho-
molog aus einer anderen Spezies), wird mit BLAST [29] ein Algorithmus fiir lokale Align-
ments eingesetzt. Der Grund dafiir ist, dass MutationTaster fiir die Bewertung des Kon-
servierungsgrades der durch die zu analysierende Variante verdnderten Position(en) keine
Kenntnis iiber das globale Alignment des gesamten Gens oder Proteins benétigt. Es reicht,
wenn der Bereich rund um die zu analysierende Variante aligniert wird. Ein Alignment dieses
Bereiches liefse sich selbstverstindlich auch aus den Ergebnissen eines globalen Alignments
extrahieren, dieses wire umfassender, jedoch auch viel zeitaufwendiger. BLAST ist zudem

nicht nur schneller als iibliche Algorithmen fiir globale Alignments, sondern auch anderen
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Programmen fiir lokale Alignments in der Geschwindigkeit iiberlegen. Erreicht wird dies
dadurch, dass BLAST sich wiahrend der Suche nach dem optimalen lokalen Alignments auf so-
genannte high-scoring segment pairs (Teilabschnitte mit besonders hohem Score) beschrinkt,

und andere lokale Alignments mit weniger guter Bewertung ignoriert [29].

8.2.1.4 Aminosiureaustausch

Zur Bewertung der Schwere eines Aminosdureaustausches iibergibt MutationTaster dem
Bayes Klassifikator den konkreten Austausch, also die Information, dass beispielsweise ein
Leucin gegen ein Isoleucin ausgetauscht wurde. Zu Informationszwecken wird dem Benutzer
auf der Ergebnisseite zuséitzlich zum Aminosdureaustausch auch dessen Bewertung basierend
auf einer von Grantham entworfenen Substitutionsmatrix angezeigt [72|. Grundsétzlich wére
es denkbar, dem Klassifikator nicht nur den eigentlichen Austausch, sondern ebenfalls die Be-
wertung durch die Grantham-Matrix als Parameter zu iibergeben. Dies wurde im Rahmen der
Optimierung von MutationTaster auch untersucht, jedoch war die Erkennungsrate des Klas-
sifikators besser, wenn er statt des Grantham-Wertes den eigentlichen Austausch mitgeteilt
bekam. So kann ausgehend von den Trainingsdaten eine eigene Substitutionsmatrix (wenn
auch nicht in der klassischen Form einer Matrix) erstellt werden, deren Werte die Haufigkeit
der moglichen Aminoséureaustausche in harmlosen und Krankheitsverursachenden Varianten
wiederspiegeln. Dies ist fiir den Zweck von MutationTaster deutlich besser geeignet, als
beispielsweise die Werte einer Matrix zur Ahnlichkeit von Aminoséuren (Grantham-Matrix)

oder zur beobachteten evolutiondren Austauschrate in Proteinen (BLOSUM).

8.2.1.5 Stopcodon

DNA-Veranderungen konnen in einem verfriihten Stopcodon resultieren. Unter bestimmten
Umsténden wird eine mRNA mit einem verfriihten Stopcodon degradiert, wodurch negativen
Folgen fiir den Organismus vorgebeugt werden kann (siehe auch Kapitel 3.3.2). Dies konnte
zum Beispiel fiir eine nonsense Mutation im [-Globin Gen gezeigt werden, die die Produk-
tion eines trunkierten Proteins zur Folge hat. Die normalerweise rezessiv vererbte Krankheit
Thalassaemia intermedia tritt in diesem Fall aufgrund schédlicher dominant-negativer Ef-
fekte des trunkierten Proteins bereits auf, wenn die Mutation heterozygot vorliegt [126]. Ein
Schutzmechanismus des Organismus vor irreguldr verkiirzter mRNA ist die Degradierung
selbiger durch sogenannten nonsense-mediated mRNA decay (NMD) [127]. Die Regeln, nach
denen ein reguldres von einem verfrithten Stopcodon unterschieden wird, sind noch nicht
vollstandig aufgeklart. Am besten belegt ist die sogenannte 50-54 nt boundary rule, die
besagt, dass ein Stopcodon, das mehr als 50-54 Nukleotide upstream von der letzten Exon-
Exon-Grenze auftritt, zu NMD fiithrt [99][128]. Es gibt jedoch mRNAs mit PTCs, die dieses
Kriterium erfiillen und nicht durch NMD degradiert werden, genauso wie es mRNAs gibt, die

auch ohne vorliegende Bedingungen zur Erfiillung dieser Regel wegen eines PTCs abgebaut
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werden [129]. Als alternative Determinanten des NMD-Mechanismus werden unter anderem
die Lange der 3’'UTR [130] und die Nihe des PTC zum Start-ATG [131][132] diskutiert.
Die Umstinde, unter denen diese Kriterien greifen sind allerdings bislang ldngst nicht so
gut verstanden, die wie die 50-54 nt boundary rule, und konnten daher nicht im Muta-
tionTaster Computerprogramm operationalisiert werden. In MutationTaster werden deshalb
generell nonsense Varianten, welche letztere Regel erfiillen als Ziel von NMD deklariert, und
automatisch als disease causing klassifiziert. Da man aber bei alle anderen nonsense Vari-
anten ebenfalls nicht ausgeschlieffen kann, dass durch alternative Mechanismen die verkiirzte
mRNA durch NMD degradiert wird, werden diese als mdgliches NMD-Ziel bewertet.

8.2.2 Mogliche zusitzliche Tests

Obwohl MutationTaster auf eine breite Palette von Tests zuriickgreifen kann, gibt es einige
Tests, die bislang nicht integriert sind, aber durchaus hilfreich wiren. Vor allem fiir Vari-
anten in der 3’- und 5’'UTR stehen nur wenige Tests zur Verfiigung. Dabei beherbergen die
untranslatierten Bereiche der mRNA wichtige Sequenzelemente die unter anderem Stabilitat
und Lokalisation der mRNA sowie die Translationseflizienz regulieren [133][134]. Wird die
Sequenz eines solchen regulatorischen Elements verdandert, kann das krankheitsverursachend
sein (z.B. [135][136][137]). Auch die Entstehung neuer regulatorischer Elemente, z.B. eines
zusétzlichen Leserasters upstream des originalen Start-ATGs (uATG), kann an der Entste-
hung von Krankheiten beteiligt sein (z.B. [138]). Folgende zusétzliche Tests fiir Varianten
in den UTRs wiren denkbar und mit absehbarem Aufwand umzusetzen: 1) Suche nach
bekannten miRNA Bindungsstellen und Uberpriifung, ob diese durch eine Variante verin-
dert werden; 2) Uberpriifung auf die Entstehung von einem uATG.

Ein Aspekt, der von MutationTaster génzlich vernachlassigt wird, ist die Frage, ob eine
Verdnderung der Gensequenz die Sekundir- und Tertidrstruktur des entsprechenden Proteins
verdndert. Es gibt Vorhersageprogramme, die Strukturdaten integrieren, so z.B. SNPs3D
[139] oder auch PolyPhen-2 [46]. Wihrend fiir fast alle Proteine Sequenzdaten verfiigbar sind,
ist der Anteil der Proteine mit verfiigharen Strukturdaten deutlich geringer. Die Autoren von
SNPs3D konnten von insgesamt gut 10.200 Testfillen fiir 92% eine Vorhersage basierend auf
Sequenzinformationen generieren, jedoch nur fiir 37% eine Vorhersage basierend auf Struk-
turinformationen treffen. Den Autoren von PolyPhen standen von 11.152 nicht-synonymen
Einzelbasenaustauschen lediglich fiir 1.092 die entsprechenden Proteinstrukturmodelle zur
Verfiigung [36]. Sie haben aufserdem festgestellt, dass in dem von ihnen untersuchten Datenset
die durch multiple Sequenz-Alignments gewonnenen Informationen das entscheidende Kri-
terium fiir die Vorhersage waren und sie auch fiir Verdnderungen in Proteinen ohne bekannte
3D-Struktur verlissliche Vorhersagen treffen konnten [36].

Wegen der unbefriedigenden Datenlage habe ich auf die Implementierung eines Protein-

strukturtests in MutationTaster verzichtet. Fiir das Training des Bayes Klassifikators sind
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sehr viele Trainingsfille n6tig. Wenn das Vorhandensein eines 3D-Proteinmodells Voraus-
setzung zum Einschluss in die Trainingsdatenséitze gewesen wire, héitte sich die Anzahl
geeigneter Trainingsfille drastisch reduziert. Abgesehen davon, dass die Auswirkung ein-
er DNA-Sequenzvariante auf die 3D-Struktur des entsprechenden Proteins ohnehin nur sehr
schwer vorhersehbar ist, wiirde eine derartige Analyse die Laufzeit eines einzelnen Mutation-

Taster Laufes vermutlich erheblich verldngern.

8.3 Der Einfluss der einzelnen Tests auf die Klassifikation

Generell ist es nicht moglich, genau festzustellen, warum der Bayes Klassifikator in einem
bestimmten Fall eine bestimmte Entscheidung getroffen hat. Es lisst sich nicht identifizieren,
welches einzelne Testergebnis welchen Einfluss auf die Vorhersage hatte. Das dem Klassifika-
tor zugrunde liegende Modell gibt jedoch Aufschluss iiber die bedingten Wahrscheinlichkeit-
en fiir die einzelnen Parameter. Dort steht beispielsweise, dass der Klassifikator anhand der
Trainingsdaten die Wahrscheinlichkeit fiir den Verlust des Protein features ,Helix* im Zusam-
menhang mit einer Krankheitsmutation bei 0,45 sieht, wihrend sie im Zusammenhang mit
einem Polymorphismus nur bei 0,15 liegt (Modell compler aae). Man kann also die bed-
ingten Wahrscheinlichkeiten im Modell betrachten um einen Eindruck davon zu bekommen,
wie stark sich die einzelnen Parameter in ihren Zustdnden zwischen Krankheitsmutation und

Polymorphismus unterscheiden.

8.4 Die Verwendung eines Bayes Klassifikators in MutationTaster

Die Entscheidung, in MutationTaster einen Bayes Klassifikator zu implementieren, war im
Wesentlichen davon beeinflusst, dass naive Bayes Klassifikatoren einerseits bekanntermafen
robuste Ergebnisse erzielen [112| und andererseits recht einfach zu implementieren sind.
Bayes Klassifikatoren bendtigen aufser dem Modell kaum Konfigurationsdateien. Fiir viele
Programmiersprachen gibt es Bayes Klassifikatoren als vorgefertigtes Modul, so auch in Perl,
der Programmiersprache in der MutationTaster geschrieben wurde. Durch die unabhéngige
Betrachtung aller Variablen wird das Risiko des overfitting*, der Uberanpassung des Modells
an einen bestimmten Datensatz, reduziert. Natiirlich haben wir initial auch andere Klassifika-
tionsmoglichkeiten in Betracht gezogen (z.B. ein neuronales Netz), als erstes aber der Bayes
Klassifikator getestet. Die Ergebnisse waren so iiberzeugend, dass wir auf die Erprobung
weiterer Klassifizierungsmethoden verzichtet haben. Stattdessen haben wir direkt mit der
Ausarbeitung des Bayes Klassifikators begonnen. Das fiir die Implementierung von Muta-
tionTaster verwendete Perl Modul hat den Nachteil, dass es ordinalskalierte Werte (wie sie
z.B. durch phyloP und phastCons anfallen) nicht als solche interpretieren kann. Sie miissen
entweder als normalverteilt betrachtet werden (was sie in der Regel nicht sind) oder in

Klassen unterteilt werden (was den Informationsgehalt mindern kann). In einer eventuellen



8.5 Nutzen von MutationTaster zur Analyse von NGS-Daten 76

zukiinftigen Version von MutationTaster sollte daher eine alternative Bayes Klassifikator Im-
plementierung, moglicherweise in einer anderen Programmiersprache, integriert werden, so
dass ordinalskalierte Werte direkt verarbeiten werden kénnen.

Aufserdem konnte die Optimierung des Bayes Klassifikators noch ausfiihrlicher gestaltet wer-
den, als dies bislang geschah. Es wire z.B. moglich, mit einem Minimum an Parametern zu
starten und nach und nach zusétzliche hinzufiigen. Ebenso kann zu Anfang der komplette
Satz an mdglichen Parametern genutzt und anschliefend konnen Schritt fiir Schritt welche
entfernt werden. Auf diese Weise konnen unnotige oder stérende Parameter identifiziert wer-
den. Dieses Verfahren kann sehr zeitaufwendig werden, wenn ein einzelner Trainingslauf lange
dauert. Deshalb haben wir bislang die zeitsparendere Moglichkeit der Optimierung, ndmlich
die direkte Inspektion des Modells, vorgenommen. Parameter, die in verschiedenen Klassen
ein dhnliches Gewicht haben, konnen entfernt, und die Performanz anschliefsend erneut bes-
timmt werden. Diese manuelle Methode ist jedoch nicht so griindlich wie ein systematisches

Iterieren durch alle moglichen Parameterkombinationen.

8.5 Nutzen von MutationTaster zur Analyse von NGS-Daten

MutationTaster kann genutzt werden, um in NGS-Projekten gefundene Sequenzvarianten
gemél ihres Krankheitspotentials zu priorisieren und die Zahl der interessanten Varianten
drastisch zu reduzieren. Bei einem Whole Exome Sequencing (WES) Projekt werden typis-
cherweise mehrere zehn- bis hunderttausend Varianten detektiert und z.B. im VCF-Format
gespeichert. Die MutationTaster QueryEngine kann Varianten im standardméfkigen VCF-
Format prozessieren. In vielen Féllen kann ein Grofteil der detektierten Varianten von vorne-
herein als Krankheitsursache ausgeschlossen werden. Wenn beispielsweise die genetische Ur-
sache fiir eine seltene, in einer konsanguinen Familie homozygot-rezessiv vererbte Krankheit
gesucht wird, kdnnen alle heterozygoten sowie alle mehrfach im 1000-Genom-Projekt im
homozygoten Status detektierten Varianten aussortiert werden. Die QQueryEngine bietet de-
rartige Filtermdoglichkeiten an. Meist kann man so schon vor der eigentlichen Analyse durch
MutationTaster die Zahl der interessanten Varianten um bis zu 50% reduzieren. Das verkiirzt
den Zeitaufwand sowohl fiir die eigentliche Analyse als auch fiir die spéatere Auswertung der
Ergebnisse. Die Ergebnisse kénnen nach verschiedenen Aspekten sortiert werden. Meistens
wird man sich die Varianten sortiert nach der Schwere des vorhergesagten Krankheitspoten-
tials anzeigen lassen. Als weitere Sortieroption kann die Art des Austausches gewéhlt werden:
Varianten, die einen komplexen oder einfachen Aminosdureaustausch nach sich ziehen, stehen
meist mehr im Fokus des Interesses als synonyme oder intronische Verdinderungen. Ublicher-
weise ist die grofe Mehrheit der Verianderungen (70-85%) intronisch oder synonym, wihrend
sich lediglich um die 0,2% der Varianten als komplexe Verdnderungen und weitere 2% als

einfache Aminosaureaustausche darstellen. Das sind zum Teil zwar immer noch hunderte
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bis tausende von Einzelergebnissen, die manuell inspiziert werden miissen. (Gegeniiber den
zehn- oder hunderttausenden, die initial detektiert werden, ist dies jedoch eine erhebliche
Arbeitsentlastung. Selbstverstindlich besteht die Gefahr, dass durch rigide Filtermethod-
en die eigentlich krankheitsverursachende Variante iibersehen wird. Ein moégliches Vorgehen
wire, initial strenge Filtereinstellungen nach und nach zu lockern, falls sich im Pool der
jeweils in Frage kommenden Varianten kein guter Kandidat findet. Bei einer homozygot-
rezessiv vererbten Krankheit in einer konsanguinen Familie kénnten beispielsweise zunachst
alle heterozygoten und als polymorphism vorhergesagten Verdnderungen ausgeschlossen wer-
den. Wenn unter den verbliebenen homozygoten Verdnderungen kein guter Kandidat ist,
kann die Suche auf compound-heterozygote, als disease causing klassifizierte Varianten aus-
geweitet werden. In einem typischen WES-Projekt sind die meisten der als polymorphism
klassifizierten Varianten synonym oder intronisch. Es kann passieren, dass zum Schluss all
diese potentiell als Krankheitsursache in Frage kommen, weil alle anderen Varianten aus-
geschlossen worden sind. In dieser Situation bringt auch der Einsatz von MutationTaster
wahrscheinlich keinen weiteren Vorteil und man muss damit rechnen, dass die Krankheitsmu-

tation unerkannt bleibt.

8.6 Vergleich mit anderen Vorhersageprogrammen

Im Vergleich mit anderen Vorhersageprogrammen schneidet MutationTaster bei der Bewer-
tung einfacher Aminosiureaustausche signifikant besser ab. MutationTaster integriert mehr
Daten und greift auf mehr Tests zuriick als SIFT, PROVEAN und PolyPhen-2, was ein
Grund fiir die bessere Vorhersagequalitit sein kann. Anders als andere Programme, fiihrt
MutationTaster fiir einen Aminosédureaustausch ebenfalls Tests auf DNA-Ebene durch. Der
Konservierungsstatus beispielsweise wird nicht nur fiir die betroffene(n) Aminosiure(n) bes-
timmt, sondern zusédtzlich fiir das veréinderte Nukleotid oder die verdnderten Nukleotide.
Zwar greift PolyPhen-2 im Gegensatz zu MutationTaster wiederum auf zusétzliche Tests
zur Proteinstruktur zuriick, jedoch stehen die nétigen Strukturinformationen nur fiir einen
geringen Teil aller bekannten Protein zur Verfiigung und die Aussagekraft dieser Tests ist
eher gering [36].

Die rasche Verfiigbarkeit der fiir eine Vorhersage notigen Daten ist neben der Vorhersagequal-
itit ein weiterer Aspekt der iiber die Niitzlichkeit eines Vorhersageprogrammes entscheidet.
Generell sind speziellere Daten, wie z.B. Proteinstrukturinformationen, oder fiir bestimmte
Proteine auch Daten zur Sequenzhomologie, tendenziell in geringerem Mafle vorhanden als
allgemeine Informationen zu Gen und Protein. Die Vorhersage von PolyPhen-2 basiert in
grofsem Mafe auf dem Vergleich von homologen Proteinsequenzen. Da ein derartiges Align-
ment aber fiir einige Proteine (v.a. solche, die hdufige Wiederholungen eines bestimmten
Sequenzmusters enthalten) nicht erstellt werden kann, kénnen Varianten in diesen Proteinen

oft nicht klassifiziert werden.
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In einem &lteren Vergleich von MutationTaster mit den Programmen PolyPhen [36], PolyPhen-
2 [46], Pmut [140], SNAP [141] und Panther [38] wurde nicht nur die Qualitéit der Vorhersage
fiir analysierte Varianten gemessen, sondern auch untersucht, wie viele Varianten insgesamt
prozessiert werden konnten. Aufer MutationTaster konnte keines der anderen Programme
fiir alle Varianten des Testsets eine Vorhersage generieren, zum Teil blieb eine erhebliche
Anzahl der Varianten ohne Vorhersage (siche Tabelle 10). Zwar stammten die Testfille aus
den urspriinglichen MutationTaster Trainingsdatensétzen, so dass es sich hier ausschlieflich
um Varianten in Genen bzw. Transkripten handelte, die MutationTaster auch vorhersagen
konnte. Jedoch zeigte sich auch in anderen Studien, dass MutationTaster im Vergleich mit

anderen Vorhersageprogrammen die wenigsten Varianten unklassifiziert liefs (z.B. [142]).

Programm n (analysierte Fille) ‘ accuracy (%) ‘

TP TN FP FN ND analysierte gemeinsame alle Fille

Fille Fille
PPH 728 789 206 272 5 76,0 75,8 75,8
PPH2-var 773 666 211 134 216 80,7 81,9 72,0
PPH2-div 776 655 222 131 216 80,2 81,3 71,5
SNAP 789 403 362 185 261 68,5 68,3 59,6
Panther 510 196 503 181 610 50,8 53,4 35,3
Pmut 581 720 270 418 11 65,4 62,0 65,0
MT 859 855 145 141 0 85,7 86,1 85,7

Tabelle 10: Vergleich von MutationTaster mit anderen Vorhersageprogrammen aus dem Jahr
2010. PPH = PolyPhen; PPH2-var = PolyPhen-2 HumVar Modell; PPH2-div = PolyPhen-2 HumDiv
Modell; MT = MutationTaster; TP = richtig positiv; TN = richtig negativ; FP = falsch positiv; FN
= falsch negativ; ND = nicht determiniert (nicht vorhergesagt); accuracy analysierte Fille = (TP +
TN) /(TP + TN + FP + FN); accuracy gemeinsame Fille = (TP + TN) /(TP + TN + FP + FN), unter
Beriicksichtigung nur derjenigen Fille, die in allen Programmen vorhergesagt werden konnten; accuracy
alle Félle = (TP + TN) /(TP + TN + FP + FN + ND). An alle Programme wurden die identischen
1.000 harmlosen und 1.000 krankheitsverursachenden Aminosdureaustausche versendet. Mutation Taster
Vorhersagen wurden mit dem simple _aae Modell generiert.

8.7 Ausblick

MutationTaster ist in der hier vorgestellten Form dafiir geeignet, das Krankheitspotential
von Varianten, die in bekannten Genen lokalisiert sind, vorherzusagen. Es ist wiinschenswert,
die Funktion von MutationTaster auf die Analyse extragenischer Varianten auszuweiten. Ob-
wohl Whole Genome Sequencing (WGS) bereits vereinzelt eingesetzt wird, um die Ursache
genetisch bedingter Erkrankungen zu kliren, ist das Whole Exome Sequencing nach wie

vor das Standardvorgehen. Bei WGS werden im Vergleich zu WES viel mehr Varianten
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detektiert. Das ist einerseits gewiinscht, denn auch DNA-Sequenzverdnderungen auferhalb
von Genen konnen krankheitsverursachend sein. Andererseits ist die Analyse der in WGS
Projekten gefundenen, extragenischen Varianten beziiglich deren Krankheitspotential ex-
trem schwierig. Es gibt aktuell noch keine Computerprogramme, die diese Varianten um-
fassend beziiglich ihrer Auswirkungen fiir den Organismus untersuchen kénnen. Das liegt
daran, dass in den letzten Jahrzehnten der Fokus zunéchst auf den proteinkodierenden Ab-
schnitten einzelner Gene, und mit dem Erfolg des WES auf dem gesamten Exom lag und
liegt. Erfahrungen, wie man Daten auferhalb bekannter Gene behandeln sollte, um groft-
moglichen Nutzen aus ihnen zu ziehen, liegen allenfalls vereinzelt vor. Mit dem im Okto-
ber 2012 vorgestellten Ergebnissen des ENCODE Projekts [58| konnte sich dieser Umstand
aber dndern. Zu den ,Encode Elementen* gehoren unter anderem Histonmodifikationen (z.B.
Methylierung oder Acetylierung), Informationen iiber den Chromatin-Status, Transkriptions-
faktorbindungsstellen und in RNA umgeschriebene Elemente [58|. Zwar werden diese Daten
teilweise (iiber die Einbindung von Ensembl Regulation schon von MutationTaster genutzt,
allerdings wurden im Vorfeld keine genauere Analyse der Daten und ihres diskriminativen
Potentials zwischen harmlosen und krankheitsverursachenden Varianten vorgenommen. Wir
vermuten, dass die ENCODE Daten wesentlich mehr Potential bergen als wir bislang auss-
chopfen. Wie genau die Daten von MutationTaster besser genutzt und als Grundlage fiir
die Vorhersage des Krankheitspotentials von extragenischen DNA-Sequenzvarianten genutzt
werden miissen, bleibt zu untersuchen. Die Frage, ob eine Variante in einem ENCODE-
annotierten Element lokalisiert ist, ldsst sich bioinformatisch einfach 16sen. Daten zu Tran-
skriptionsfaktorbindungsstellen wiirden sich wahrscheinlich nutzen lassen, indem man unter-
sucht, ob eine Variante ein in der Wildtypsequenz vorhandenes Bindungsmotiv abschwicht.
Dafiir miisste natiirlich eine entsprechende Software integriert werden, die die Stiarke der Mo-
tive analysiert. Die Entwicklung eines Vorhersagemodells mit Hilfe eines Bayes Klassifikators
ist jedoch nur dann mdoglich, wenn es entsprechende Trainingsdaten gibt, d.h. Krankheitsmu-
tationen in regulatorischen Elementen, von denen bekannt ist, dass sie die Genregulation
storen, sowie ebenfalls in ENCODE-Elementen lokalisierte Polymorphismen, die jedoch fiir
den Organismus harmlos sind. Falls es keine geeigneten Trainingsdaten gibt, ist es dennoch
erstrebenswert, die ENCODE Daten einzubinden, teilweise jedoch vielleicht zunéchst nur auf
einer informativen Basis. Selbst das hétte fiir viele Forscher schon den Vorteil, dass sie sich
nicht fiir jede gefundene Variante einzeln durch den Dschungel der ENCODE Daten schlagen
miissten.

Eine weitere mogliche und sinnvolle Erweiterung von MutationTaster ware die Einbindung
von Phinotypinformationen vorzugsweise iiber die Kandidatengensuchmaschine GeneDis-
tiller [85]. Informationen zu Krankheitssymptomen, betroffenen Geweben oder Interaktion-
spartnern konnten auf diese Weise genutzt werden, um einige Varianten von vorneherein

auszuschlieBen und andere auf der Prioritdtenliste weiter oben anzuordnen. Die technische
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Umsetzung dieses Vorhabens wére relativ unkompliziert, da MutationTaster und GeneDis-
tiller bereits jetzt iiber einige Schnittpunkte verfiigen, und fiir Arbeitsgruppen-interne Zwecke
bereits eine (wenn auch noch nicht vollautomatisierte) Verkniipfung der beiden Programme
realisiert wurde.

Ebenfalls fiir die ndhere Zukunft geplant ist die Verbesserung des Spleifs-Tests in Mutation-
Taster entweder durch die Implementierung eines zusétzlichen Vorhersageprogramms oder
durch Entwicklung eines neuen, eigenen Programms zur Spleiffing-Analyse. Aufserdem soll
das Modul fiir den bisherige Bayes Klassifikator, der keine ordinalskalierten Werte verarbeit-

en kann, durch ein anderes, diese Funktionalitit aufweisendes, Modul ersetzt werden.
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9 Zusammenfassung

Der Erfolg neuer Sequenzierungstechnologien und deren routinemafiger Einsatz zur Aufk-
larung genetischer Krankheiten hat dazu gefiihrt, dass sehr viel mehr Sequenzvarianten de-
tektiert werden als frither. Die gefundenen Varianten miissen genauer auf ihr Krankheitspo-
tential untersucht und priorisiert werden. Diese Aufgabe ist manuell nicht zu bewiltigen,
weshalb diverse in silico Verfahren zur Sequenzvariantenanalyse entwickelt wurden, die je-
doch meist nur nicht-synonyme Varianten untersuchen kénnen. In Whole Exome Sequencing
Projekten ist ein Grofsteil der gefundenen Varianten aber intronisch oder synonym. Die Mu-
tationsdatenbank HGMD (Human Gene Mutation Database) enthédlt zur Zeit gut 134.000
Mutationen, von denen nur etwa 55% in die Kategorien missense oder nonsense fallen.
MutationTaster ist ein web-basiertes Computerprogramm zur Vorhersage des Krankheitspo-
tentials von DNA-Sequenzvarianten. Es kann sowohl intronische als auch exonische synonyme
und nicht-synonyme Einzelbasenaustausche und InDels (<12bp) analysieren. In diversen
Tests werden unter anderem der Grad der evolutionidren Konservierung auf Protein-Ebene
und DNA-Ebene, die Auswirkungen einer DNA-Veranderung auf das Protein (z.B. ein frame-
shift oder Aminosdureaustausch), und der moégliche Einfluss auf bekannte Proteindoménen
untersucht. Die Genotypen aus dem 1000-Genom-Projekt (1000G) und HapMap werden
genutzt, um harmlose Polymorphismen zu identifizieren, mit Hilfe der Daten von NCBI Clin-
Var werden bekannte Krankheitsmutationen identifiziert. Die externen, lokal installierten
Computerprogramme NNSplice und polyadq detektieren Verinderungen im Spleifimuster
und Poly(A)-Signal. Basierend auf den Testergebnissen prognostiziert der integrierte Bayes
Klassifikator das Krankheitspotential der fraglichen Sequenzverdnderung.

Der Klassifikator wurde mit mehr als 6.000.000 harmlosen Polymorphismen aus dem 1000G
und mehr als 100.000 Krankheitsmutationen aus HGMD trainiert. Die anschlieffende Kreuz-
validierung ergab Durchschnittswerte fiir accuracy, Sensitivitdt und Spezifitdt von 90,5%,
90,5% und 90,9%. Im direkten Vergleich mit dhnlichen Vorhersageprogrammen (PolyPhen-
2, SIFT und PROVEAN) schnitt MutationTaster bei der Vorhersage von 1.300 Polymor-
phismen und 1.300 bekannten Krankheitsmutationen mit einer accuracy von 88,0% am
besten ab (PolyPhen-2 84,5%, SIFT 84,7%, PROVEAN 83,7%). Einzelanfragen an Muta-
tionTaster erfolgen iiber chromosomale Positionen oder Transkript-basiert iiber intuitiv zu
bedienende Webschnittstellen. Fiir die schnelle und bequeme Analyse von NGS-Ergebnissen
im VCF-Format steht eine speziell fiir diesen Zweck entwickelte QueryEngine zur Verfii-
gung. Im benutzerfreundlichen web interface konnen eine VCF-Datei hochgeladen und diverse
Filteroptionen eingestellt werden. Die Varianten werden parallel analysiert (500.000 Verén-
derungen / Stunde) und die Ergebnisse konnen anschliefend im Browser sortiert, gefiltert
und inspiziert oder auch heruntergeladen werden. MutationTaster ist frei verfiighar unter

http://www.mutationtaster.org.
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10 Abstract

The advent of Next Generation Sequencing (NGS) has led to a dramatically increased de-
mand for in silico solutions that predict the disease-causing potential of the DNA variants
identified. Most of the huge number of variants discovered by deep sequencing projects are
either synonymous or intronic. In the past, these have often been neglected because their
potential functional impact at the protein level tends to be less obvious than that of mis-
sense or nonsense variants. Accordingly, most of the tools available to predict the biophysical
and clinical consequences of DNA sequence alterations have focused on the latter. However,
only 55% of the 134,000 disease mutations currently listed by the Human Gene Mutation
Database (HGMD), fall into this category.

The web-based mutation prediction tool, MutationTaster, analyses DNA sequence alterations
and, uniquely, has incorporated tests for synonymous as well as for non-coding variants. It
is able to analyse intronic and exonic single base exchanges and InDels up to 12 bp. Muta-
tionTaster evaluates evolutionary conservation via phyloP /phastCons and searches for reg-
ulatory features such as histone- or transcription factor-binding sites. Various data sources
have been integrated. Genotypes from HapMap and the 1000 Genomes Project are used
to identify neutral polymorphisms, and NCBI ClinVar to disclose known disease mutations.
External software for splice site analysis (NNSplice) and poly(A)-signal analysis (polyadq)
is locally installed and integrated. All the test results are passed on to the integrated Bayes
classifier, which finally generates the prediction. The classifier was trained with a large set of
single base pair exchanges and short InDels (up to 12 bp), comprising more than 6,000,000
confirmed polymorphisms from the 1000 Genomes Project and more than 100,000 known
pathogenic mutations from HGMD. Cross-validation revealed a mean accuracy of 90.5%,
with a mean sensitivity of 90.5% and a mean specificity of 90.9%. In a direct comparison
using 1,300 known polymorphisms and 1,300 known disease mutations, MutationTaster dis-
played an accuracy of 88.0%, thereby proving superior to PolyPhen-2 (84.5%), SIFT (84.7%)
and PROVEAN (83.7%).

Single queries to MutationTaster referring to chromosomal- or transcript-based positions
can be submitted via intuitive web interfaces. To facilitate NGS data analysis, I developed
the MutationTaster QueryEngine, a rapid and user-friendly web-based solution to directly
analyse NGS variant files on our server. The web interface is easy to use, enabling geneti-
cists to analyse their data without the help of I'T specialists. After selecting a VCF file to
upload, filters for coverage, homozygosity, known polymorphisms and genomic regions can
be applied. The alterations are processed in highly parallel fashion (allowing the analysis of
about 500,000 variants per hour) and the results can be downloaded after a reasonable time
period or filtered, sorted and browsed in a web interface. MutationTaster is freely available

at http://www.mutationtaster.org.
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Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

API
AS
bzw.
DB
CDS
dc
d.h.
DIP

ENSG
ENST
GOF
HGMD
HGNC
InDel
LOF
MAF

mRNA
nd

ndc
NGS
NMD

nsSNP
0.4.
poly(A)-Signal
PTC
SNP
TSS
UTR
VCF
WES
WGS
z.B.

application programming interface; Programmierschnittstelle
Aminosdure(n)

beziehungsweise

Datenbank

coding sequence; entspricht: kodierender Bereich der mRNA
disease - causing; hier: krankheitsverursachende Mutation

das heifst

InDel  (deletion and  insertion)  polymorphism;  InDel-
Polymorphismus

Ensembl Gen ID

Ensembl Transkript 1D

gain of function; Funktionsgewinn

Human Gene Mutation Database

HUGO Gene Nomenclature Committee

Kombination aus Insertion und Deletion

loss of funtion; Funktionsverlust

minor allele frequency; Frequenz des zweithdufigsten Allels in einer
Bevolkerung

messenger ribonucleic acid; Boten-RNA

nicht determinierbar

not disease - causing; hier: harmloser Polymorphismus

Next Generation Sequencing (neue Sequenzierungstechnologie)
nonsense-mediated (mRNA) decay, Abbau der mRNA aufgrund
eines Stopcodons

non-synonymous SNP; nicht-synonymer SNP

oder dhnliches / oder &hnlichem / oder &hnlichen
Polyadenylierungssignal

premature termination codon; verfrithtes Stopcodon;

single nucleotide polymorphism; Einzelnukleotid Polymorphismus
transcriptional start site; Transkriptionsstartstelle

untranslated region; nicht translatierter Bereich der mRNA
variant call format; Standarddateiformat fiir NGS-Ergebnisse
Whole Exome Sequencing; Exomsequenzierung

Whole Genome Sequencing, Genomsequenzierung

zum Beispiel



VI

Glossar
AJAX

Allel
API

Batch Modus

branch point

cDNA

CDS
CGI

Client

CNV

Compound-

Heterozygotie

Datenbankindex

dominant

von engl. Asynchronous JavaScript and X ML; Konzept der asyn-
chronen Dateniibertragung zwischen einem Browser und dem Serv-
er. Dieses ermoglicht es, HTTP-Anfragen durchzufiihren, wihrend
eine HTML-Seite angezeigt wird, und die Seite zu verdndern, ohne
sie komplett neu zu laden [143]

eine alternative Auspragung eines Gens an einem bestimmten Locus
von engl. application programming interface; Programmier-
schnittstelle; von einem Softwaresystem bereitgestelltes Programm,
das anderer Programmen die Anbindung an das System ermoglicht
[144]

Stapelverarbeitung, auch Batchverarbeitung genannt, ist ein Begriff
aus der Datenverarbeitung und bezeichnet die automatische, voll-
standige und meist sequenzielle Verarbeitung der in einem Eingabe-
medium bereitgestellten Menge an Aufgaben oder Daten durch
einen Computer [145]

fiir das Spleiken wichtiges Adenosin, das sich in einem bes-
timmten Sequenzkontext im Intron wpstream vom Polypyrimidin-
trakt befindet [146]

complementary DNA; DNA, die komplementéir zur mRNA nach
dem Spleiflen ist

coding sequence; kodierender Bereich der mRNA

Common Gateway Interface; Standard fiir den Datenaustausch
zwischen einem Webserver und weiterer Software, die Anfragen
bearbeitet [147]

deutsch: Kunde, Dienstnutzer. Wird hier im Kontext von Netzw-
erkanfragen benutzt und bezeichnet die Partei, welche eine Anfrage
an einen Server stellt, der einen bestimmten Dienst bereitstellt. Dies
kann ein Webbrowser oder ein anderer Computer sein.

bezeichnet eine abweichende Anzahl von Kopien eines bestimmten
DNA-Abschnitts im Genom

Unterschiedliche Mutationen in beiden Kopien des gleichen Gens
fithren zur Merkmalsauspriagung [148|

kurz Index, (im Plural ,Indexe* oder ,Indizes“), ist eine von der
Datenstruktur getrennte Indexstruktur in einer Datenbank, die die
Suche und das Sortieren nach bestimmten Feldern beschleunigt
[149]

ein dominant vererbtes Merkmal tritt bereits dann in Erscheinung,
wenn nur eines der beiden Allele in der fiir das Merkmal entschei-
denden Form vorliegt, sich also bereits im heterozygoten Zustand
durchsetzt.



VII

dominant-negativ

Exomsequenzierung

exonic splice
enhancer
exonic splice

silencer

flat file
FTP
gDNA
Genotyp

Haplotyp

Haploinsuffizienz

Heterozygotie

Hidden Markov
Model

Homozygotie

HTML

Hyperlink

Von einem dominant-negativen Effekt spricht man dann, wenn eine
DNA-Verinderung ein Genprodukt so verdndert, dass das verdn-
derte Genprodukt das normale Wildtyp-Genprodukt negativ bee-
influsst.

Sequenzierung aller kodierenden Bereiche des menschlichen Genoms
auf einmal, kann realisiert werden mit Hilfe neuer Sequenzierung-
stechnologien, dem Next Generation Sequencing

DNA Sequenzmotif in einem Exon, das sich verstirkend auf der
Spleifsen von RNA auswirkt [150]

Sequenzmotif in einem Exon, das Spleiffen der RNA abschwicht
oder verhindert [151]

Datei in einem flachen, unkomplizierten Format, z.B. dem Textfor-
mat .txt

file transfer protocol; Netzwerkprotokoll zur Dateilibertragung

von Gen-DNA; vollstdndige DNA-Sequenz eines Gens

in der Genetik: vollstdndiger Satz von Genen in einem Organismus.
Kombination mehrerer, gemeinsam vererbter Allele auf dem selben
Chromosom

Haploinsuffizienz tritt dann auf, wenn ein diploider Organismus
nur noch iiber eine intakte Kopie eines Gens verfiigt (z.B. durch
eine Mutation) und diese eine Kopie nicht ausreicht, um die nor-
male Funktion des Gens im Organismus aufrecht zu erhalten. Hap-
loinsuffizienz ist verantwortlich fiir einige autosomal dominante
Krankheiten [152]

Mischerbigkeit in Bezug auf ein genetisches Merkmal, d.h. die zwei
Allele an einem bestimmten Genort haben unterschiedliche Auspra-
gungen

stochastisches, durch unbeobachtete Zustdnde modelliertes System
(Modell), das z.B. zur Mustererkennung oder Vorhersage genutzt
werden kann [153]

Reinerbigkeit in Bezug auf ein genetisches Merkmal, d.h. die zwei
Allele an einem bestimmten Genort haben die gleiche Ausprigung
Hypertext Markup Language; textbasierte Auszeichnungssprache
zur Strukturierung von Inhalten wie Texten, Bildern und Hyper-
links in Internet-Dokumenten [154]

Verkniipfung, Verbindung; elektronischer Querverweis in einem Hy-
pertext, der funktional einen Sprung an eine andere Stelle innerhalb
desselben oder zu einem anderen elektronischen Dokument ausfiihrt
[155]



VIII

Hypertext

InDel

Job Scheduler

Kozak-Sequenz

Locus
MAF

Mikrosatellit

mod _perl

mRNA

Next Generation
Sequencing

nicht synonym

NMD

overfitting

Text, der Querverweise (Hyperlinks) zu anderen Hypertext-
Knoten enthélt, und in einer Auszeichnungssprache (z.B. HTML)
geschrieben ist [156]

Insertion and Deletion; DNA-Verinderung, bei der zwei oder mehr
Nukleotide fehlen und durch zwei oder mehr andere Nukleotide er-
setzt worden sind.

Software, die festlegt, welche Prozesse wann laufen und wie viel
Prozessorzeit erhalten

Nukleinbasen-Sequenz in der mRNA eukaryotischer Lebewesen, die
einen Konsens aus den am haufigsten vorkommenden Nukleinbasen
in unmittelbarer Néihe des Startcodons (ATG bzw. AUG) darstellt.
Oft wird die Basenfolge gccRccATGG genannt, wobei es Unter-
schiede zwischen verschiedenen Gruppen von Eukaryoten gibt [157].
Neben dem ATG an den Positionen +1,+2 und +3 ist ein Purin
(R) an Position -3 sowie ein G an Position +4 hoch konserviert.
physische Position eines Gens im Genom

minor allele frequency; Frequenz des zweithdufigsten Allels in einer
Bevolkerung (welches, wenn es nur zwei Allele insgesamt gibt, das
minor, also seltenere Allel ist)

kurze, nicht kodierende DNA-Sequenzen, die sich im Genom eines
Organismus oft wiederholen.

Modul fiir den Apache Webserver, das dafiir sorgt, dass einmal kom-
pilierter Code im Speicher verbleibt. Dadurch ist der Code schneller
verfiigbar, als dies durch eine stindige Neu-Kompilierung mit dem
normalen Perl-Interpreter méglich ist.

messenger ribonucleic acid; RNA-Transkript eines zu einem Gen
gehorigen Teilabschnitts der DNA [158]
Hochdurchsatz-Technologie(n) zur parallelen Sequenzierung grofer
genomischer Regionen, des kompletten Exoms oder gesamten
Genoms.

hier: DNA-Verénderung in der kodierenden Sequenz eines Gens, bei
der der Austausch eines oder mehrerer Nukleotide auch zu einem
Aminosdureaustausch fiihrt.

nonsense-mediated mRNA decay; Kontrollmechanismus in eukary-
otischen Zellen, der verfriithte Stopcodons (nonsense-Mutationen)
in der mRNA erkennt und durch Degradierung der mRNA die Ex-
pression von verkiirzten und moglicherweise schidlichen Proteinen
verhindert.

Uberanpassung des Modells an einen bestimmten Datensatz
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Penetranz

Perl-Modul

Perl-Skript

Phéanotyp

Priméarschliissel

RAM-Disk

rezessiv

Server

SNP

synonym

Transkript

URL
VCF

web interface

hier: Wahrscheinlichkeit, mit der ein bestimmter Genotyp zur Aus-
bildung eines bestimmten Phénotyps fithrt [159]

Datei mit der Endung .pm, die in der Programmiersprache Perl
geschriebene Funktionen erhélt. Andere Perl-Skripte (s.u.) kénnen
durch Einbinden des Moduls auf alle dort vorhandenen Funktionen
zugreifen.

in der Programmiersprache Perl geschriebenes Computerprogramm
(Dateiendung .pl)

in der Genetik: die Gesamtheit aller beobachtbaren Merkmale eines
Organismus (morphologische, physiologische und psychologische
Eigenschaften).

dient in einer relationalen Datenbank dazu, die Tupel (Daten-
sitze) einer Relation (Tabelle) eindeutig zu identifizieren. Ein
Primérschliissel kann eine einzelne Spalte oder eine Spaltengruppe
sein, und wird so ausgewahlt, dass jede Tabellenzeile iiber den
Werten dieser Spalte oder Spaltengruppe eine einmalige Wertekom-
bination hat [83]

virtuelle Festplatte im Arbeitsspeicher, durch deren Einbindung
echte, zeitaufwendige, Festplattenzugriffe entfallen konnen

ein rezessiv vererbtes Merkmal tritt nur in Erscheinung, wenn beide
Allele in der gleichen Form, also homozygot, vorliegen.
Programm, das einen Dienst (Service) anbietet

Single Nucleotide Polymorphism; DNA-Verdanderung, die ein
einzelnes Nukleotid betrifft

hier: DNA-Verénderung in der kodierenden Sequenz eines Gens, die
jedoch nicht die Aminosduresequenz des entsprechenden Proteins
andert.

anhand der Vorlage einer DNA-Gensequenz synthetisiertes RNA-
Molekiil. Ein Gen kann in verschiedene, sogenannte alternative
Transkripte umgeschrieben werden

Bezeichnungsstandard fiir Netzwerkressourcen [160]

variant call format; Standarddateiformat fiir in NGS-Projekten ge-
fundene DNA-Verinderungen

Webschnittstelle; Schnittstelle zu einem System, die iiber das Hy-
pertext Transfer Protocol (HTTP) angesprochen werden kann; z.B.
eine grafische Benutzeroberfliche (GUI), {iber die ein Benutzer mit

Hilfe eines Webbrowsers mit dem System interagieren kann [161].



Tabellen

Datentyp Datenquelle Ref.

Ensembl Transkript- und Gen ID, Genpositionen (Start, Ende, Ensembl via DB [23]

Strangorientierung), Transkripte (Gen, Start, Ende), Exons

(Transkript, Start, Ende), Translation (erstes und letztes Exon,

TSS)

homologe Gene in anderen Spezies Ensembl via BioMart oder = [23]
DB

homologe DNA- und Proteinsequenzen aus anderen Spezies Ensembl via BioMart oder = [23]
DB

NCBI Gen ID, HGNC Symbol, Chromosom, chrom. Position NCBI Entrez Gene via DB [24]

SNPs mit chrom. Position, build 37 dbSNP via DB [13]

SNPs mit chrom. Position und Genotypfrequenzen HapMap via DB [71]

Polymorphismen mit Allelfrequenzen und Genotypen fiir Train- 1000G via DB [66]

ingsset

Krankheitsmutationen fiir Trainingsset HGMD via DB [27]

SwissProt-1D, protein features SwissProt / UniProtKB via = [76]
DB

Werte fiir Aminosaureaustausche Grantham Matrix via Text- = [72]
datei

SpleiRstellenvorhersage NNSplice [28]

Poly(A)-Signal Vorhersage polyadq [30]

Tabelle 11: Von MutationTaster benutzte Datenquellen und -typen. DB = Datenbank; 1000G =

1000-Genom-Projekt.
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Tabellenname

Inhalt

ensembl69.entrez_mxn__ensembl

Verkniipfung von Ensembl Gen ID (intern) zu NCBI Gen-

Nummer(n)

ensembl69.exon

einzelne Exons mit Exon-IDs (intern) und Exoninformationen

ensembl69.exon _transcript

Verkniipfung von Exon-IDs (intern) mit Transkripten

ensembl69.gene

einzelne Gene mit Gen IDs (intern) und Geninformationen

ensembl69.gene sequence

Gen IDs (intern) und Gensequenzen

ensembl69.hgmd _public

HGMD-Eintrage mit HGMD-ID und Informationen

ensembl69.pblast

Alignments von Proteinsequenzen anderer Spezies an humane

Proteinsequenzen

ensembl69.seq region

IDs einzelner genomischer Regionen mit Informationen (z.B.

Chromosom)

ensembl69.species_geneids

Gen IDs (stabil) von homologen Genen aus anderen Spezies

ensembl69.species sequences

Gen IDs (stabil) von homologen Genen aus anderen Spezies

und Proteinsequenzen

ensembl69.species_sequences nt

Gen IDs (stabil) von homologen Genen aus anderen Spezies

und Gensequenzen

ensembl69.swissprot

SwissProt ID

ensembl69.swissprot _feature types

alle in SwissProt annotierten Typen von Protein features mit

feature type ID und Beschreibung

ensembl69.swissprot _features

alle in SwissProt annotierten Protein features mit SwissProt-

ID, Position und feature type 1D

ensembl69.transcript

Transkript ID (intern) und Transkriptinformationen

ensembl69.transcript2genbank

Verkniipfung von Transkript ID zu Genbank ID

ensembl69.translation

Translations ID und Informationen

ensembl regulations69.feature types

alle in Ensembl regulations annotierten Typen von regula-
torischen features mit feature type Klassenzugehérigkeit und

Beschreibung

ensembl regulations69.features

alle in Ensembl regulations annotierten regulatorischen fea-
tures mit chromosomaler Start- und Endposition und Typen-

Zuordnung

(Fortsetzung folgt auf ndchster Seite)
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disease _mutations 37 Eintrage aus NCBI ClinVar (u.a. bekannte Krankheitsmuta-
tionen)
genes Ensembl Gen ID (intern) und NCBI Gen Nummer mit Gen-

informationen (z.B. HGNC Symbol)

genes_ swissprot Verkniipfung von NCBI Gen Nummer mit SwissProt 1D

gene_position Ensembl Gen ID (intern) und NCBI Gen Nummer mit Gen-

informationen (z.B. Chromosom)

markers dbSNP Eintrdge

tgp_indel genotype frequencies Eintrage aus dem 1000G (InDels) mit Informationen

tgp_genotype frequencies2 Eintrage aus dem 1000G (SNPs) mit Informationen

mute.allelefrequencies Eintrage aus dbSNP mit Informationen (z.B. Allelfrequenzen

mute.phyloP phastCons phyloP und phastCons Werte fiir einzelne chromosomale Po-
sitionen

hm.populations verschiedene Populationen, auf die sich dbSNP Allelfrequen-

zen beziehen kdnnen

Tabelle 12: Von MutationTaster genutzte Datenbanktabellen und ihre Inhalte. intern = von
Ensembl intern verwendete IDs zur Identifizierung einzelner Daten; stabil = im Ensembl web interface
angezeigte IDs zur ldentifizierung von Daten (z.B. Ensembl Gen ID ENSG00000104177 oder Transkript
ID ENST00000324324).
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