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PKC-01GS08182-3: Statistics and Genetic Epidemiology

1 Ziele und Struktur

1.1 Projektziele

Ziel des Teilprojekts war die statistische, genetisch-epidemiologische und bioinformatische
Unterstltzung der anderen Teilprojekte innerhalb des NGFN-Konsortiums. Insbesondere beinhaltete
dies eine konsistente Datenhaltung, eine umfassende Qualitdtskontrolle der Daten, die innerhalb des
NGFN-Konsortiums erzeugt wurden, sowie die Anwendung, Anpassung und Entwicklung statistischer
Methoden fiir deren Analyse. Ein weiteres Ziel war die effiziente Implementation rechenintensiver
Analysen.

1.2 Projektvoraussetzungen

Das Institut der Antragsteller war mit einer breiten, langjdhrigen Erfahrung in der Statistischen
Genetik, Genetischen Epidemiologie und Bioinformatik ausgewiesen. Haufige Interaktionen mit
klinischen und biologischen Kooperationspartnern in der Vergangenheit waren eine exzellente
Voraussetzung flir das friihzeitige Einbringen statistischer Expertise in das NGFN-Konsortium.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde als Verbundprojekt unter Koordination durch Prof. Kari Hemminki aus Heidelberg
durchgefiihrt. Am Kieler Standort wurde in vier Teilprojekten an einer integrierten somatischen und
genomischen Analyse des Kolonkarzinoms gearbeitet.

1.4 Wissenschaftlicher Stand bei Projektstart / Vorarbeiten

Die Teilprojektleiter hatten bei Projektstart umfassende Erfahrungen in der Analyse,
Qualitatskontrolle und Prozessierung groRer genomweiter Genotyp-Datensdtze. Zum Zeitpunkt des
Projektstarts wurden, bedingt durch die Entwicklung neuartiger Technologien, zunehmend auch
neue Arten genomweiter Daten verfligbar. Dies beinhaltete z.B. somatische Mutationsspektren,
Methylierungsmuster zur epigenetischen Regulation und allelische Spektren der Transkription. Die
meisten dieser Daten basieren in mindestens einem Prozessschritt auf dem Next-Generation-
Sequencing, fir das noch kein Standard sowohl hinsichtlich der Qualitdtskontrolle als auch der
Analyse existierte. Ebenso wenig waren bioinformatische Werkzeuge fiir die effiziente Durchfiihrung
von Analyse und Qualitatskontrolle dieser Daten oder fiir die Integration zusatzlicher Information
verflgbar.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Primare Kooperationspartner im Rahmen des Projektes waren die Kieler Mitglieder des Verbundes.
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2 Wissenschaftliche Ergebnisse

2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Aus dem Next-Generation-Sequencing (NGS) gewonnene Rohdaten werden haufig unkritisch
und nach bestenfalls eingeschrankter Qualitatskontrolle analysiert. Wir haben einen neuen
statistischen Ansatz entwickelt, um den Anteil falsch-positiver Varianten in NGS-Daten zu
schatzen. Durch Anwendung auf die Daten des 1000-Genome-Projekts, das als Referenz fir
eine Vielzahl von Anwendungen dient und dienen soll, konnten wir substantielle Fehlerraten
nachweisen. Dies geschah in Kollaboration mit den AG Hampe und Siebert.

2. In Zusammenarbeit mit den AGs Hampe, Brosch und Siebert wurde ein statistisch-
methodischer Ansatz zur Detektion allelischer Imbalancen in Transkriptom-Daten und zur
simultanen SNP-Genotyp-Inferierung entwickelt. Eine natlrliche Anwendung dieses Ansatzes
ergibt sich bei der Analyse somatischer Mutationsspektren, etwa in Tumorzellen.

3. Wir haben unter Nutzung Neuronaler Netze einen Ansatz fiir die statistische Identifizierung
bisher unbekannter humaner uORFs und N-terminaler Transkriptionserweiterungen
entwickelt, in Zusammenarbeit mit den AGs Brosch und Hampe. Dieser Ansatz eignet sich
durch seine effiziente Implementierung insbesondere fir die genomweite Analyse.

4. Durch statistischen Support fir die AGs Hampe und Siebert wurde die Analyse von CRC-
Daten aus der RainDance Technologie sowie aus dem NGS zur Detektion genomischer
Alterationen und aberranter DNA-Methylierungsmuster ermdglicht. Dies beinhaltete die
Entwicklung eines neuartigen Hepitypingansatzes, u.a. zur Untersuchungen der
Tumorevolution.

5. Wir haben zuséatzlich statistischen Support fiir eine Anzahl weiterer Projekte im NGFN-
Konsortium geleistet.

2.2 Fehlerschatzung in Next-Generation-Sequencing (NGS)-Daten

Das Next-Generation-Sequencing (NGS) ist eine vergleichsweise junge Technologie, die die Grundlage
sehr vieler Daten in der genetischen Forschung bildet bzw. bilden wird. Allerdings existiert noch kein
Standard sowohl hinsichtlich der Qualitatskontrolle als auch der Analyse der Daten. NGS-basierte
Rohdaten werden héaufig unkritisch und nach bestenfalls eingeschrankter Qualitdtskontrolle
analysiert. Im Ergebnis basiert eine Anzahl von z.T. hochrangig publizierten Studien auf fehlerhaften
Daten. Die Schatzung der Fehlerrate solcher NGS-Daten und die Integration von Fehlern in das
statistische Modell sind daher wichtige Bausteine fiir die korrekte Analyse.

Wir haben einen neuen statistischen Ansatz entwickelt, um den Anteil falsch-positiver Varianten in
NGS-Daten zu schatzen (Nothnagel et al., 2011b). Dieser Ansatz basiert auf der Verteilung
variantenspezifischer Allel-Read-Verteilungen. Er vergleicht die Verteilungen von Varianten, die in
der HapMap-Datenbank vorkommen und daher als gesichert gelten kénnen (Gold-Standard) mit
solchen, die nicht in HapMap gefiihrt werden und daher zunéchst ungesichert sind (siehe Abbildung
1). Im Rahmen des 1000-Genome-Projekts wurden fiir zwei Personen parallel auf drei verschiedenen
Sequenzierungsplattformen NGS-Daten erhoben; die somit den direkten Vergleich verschiedener
Plattformen an derselben Probe erlauben.
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Abbildung 1: Genomweite Read-Entropieverteilung detektierter Einzel-Nukleotid-Varianten,
stratifiziert nach der datengenerierender NGS-Plattform, nach Anwesenheit im HapMap-Katalog und
nach Klassifizierung in Single- vs. Konsens-Call (d.h. detektiert mit allen drei Plattformen), fir die zwei
analysierten Individuen aus dem 1000-Genome-Projekt (aus: Nothnagel et al., 2011;
http://dx.doi.org/10.1007/s00439-011-0971-3).

Durch Anwendung unseres neuartigen Ansatzes zur Fehlerschatzung konnten wir zeigen, dass alle
Plattformen Daten liefern, die fehlerhaft sind; allerdings unterscheidet sich der Anteil zwischen den
Plattformen erheblich (2.9-17.1%; siehe Tabelle 1). Dabei zeigte 454 FLX die besten Ergebnisse,
vermutlich auch aufgrund langerer Read-Ldngen im Vergleich zu den anderen Plattformen. Wir
konnten auBerdem zeigen, dass Konsens-Calling aufgrund der Daten von zwei oder drei Plattformen
die Falsch-positiv-Rate immer senkt und auf plattform-spezifische Fehler hinweist.

NA12878 NA19240

All SNVs Consensus only P value All SNVs Consensus only P value
454 FLX™ 6.3 (6.1-6.5) 0.7 (0.5-3.6) <107 29 (2.7-3.2) 26(1.2-4.7) 0.08
GA IIx™ 8.4 (8.0-8.7) 35(3.1-3.9) <107 1.1 (109-11.3) 39 (3.543) <107
soLip™ 17.1 (16.9-17.4) 0.8 (0.1-2.6) <107* 7.3 (6.8-7.8) 40 (3.1-4.8) <10*

Tabelle 1: Schatzung des Anteils falsch-positiver Einzel-Nukleotid-Varianten-Detektionen fir drei
NGS-Plattformen, unterteilt nach Single- vs. Konsens-Call, fiir die zwei analysierten Individuen aus
dem 1000-Genome-Projekt (aus: Nothnagel et al., 2011b; http://dx.doi.org/10.1007/s00439-011-
0971-3).

Diese Ergebnisse sind nicht allein aufgrund des verwendeten neuen Ansatzes zur Fehlerschatzung
von Interesse. Das 1000-Genome-Projekt ist als Referenzprojekt fir eine Vielzahl von Anwendungen
geplant, etwa zur Genotyp-Imputation, fiir populationsgenetische Analysen u.d. Unsere Ergebnisse
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zeigen, dass die nachgeordnete Qualitatskontrolle dieser Daten bisher nicht ausreichend war. Sie
demonstrieren auch, dass die bioinformatische Analyse haufig noch sehr Erfahrung-getrieben ist und
dass bestimmte Fehler nicht auf die NGS-Plattform, sondern auf die nachfolgende bioinformatische
Pipeline zurlickzufiihren sind.

2.3 Genomweite Analyse allelischer Imbalancen in der Transkription

Die Realisierung genetischer Information unterliegt vielen Regulationsschritten. Ein mogliches
bei der die beiden

Transkriptformen einer autosomal-exonischen hetorozygoten Variante in einem sehr ungleichen

Phdanomen dieser Regulation ist das der Allelischen Imbalance (Al),
Verhéltnis beobachtet werden. Wir haben einen auf dem Maximum-Likelihood-Prinzip basierenden
statistischen Ansatz zur Inferierung des nukledren Genotyps und zum statistischen Testen hinsichtlich
des Vorhandenseins von Al entwickelt (Nothnagel et al., 2011a). Das NGS-Daten fehlerbehaftet sind,
zeichnet sich unser Ansatz insbesondere durch die Bericksichtigung moglicher Fehler aus. Die
Fehlermodellierung erlaubt die Adaptation an verschiedene NGS-Plattformen, verschiedene Spezies

u.a.

Allele Call (X)

A C

G

I

Nuclear allele (Y) A 0.40210 0.48006 0.11784
( 0.22214 0.25456 0.52330
G 0.53012 0.26919 0.20070
I 0.13354 0.44217 0.42429
Tabelle 2: Schiatzung der Transitionswahrscheinlichkeiten zwischen den Basen bei
Sequenzierungsfehlern  fir die  GAllx-Plattform  (aus: Nothnagel et al.,, 20113

http://dx.doi.org/10.1002/humu.21396).

Auf der Grundlage genomweiter Genotyp- und Transkript-Daten fiir verschiedene Zelllinien des
Coriell-Instituts konnten wir so unter anderem die Wahrscheinlichkeiten fiir die Richtung von
Sequenzierungsfehlern fiir die lllumina GAlIx-Plattform schatzen (siehe Tabelle 2). Diese Schatzung ist
in sehr guter Ubereinstimmung mit Schitzungen aus der Literatur.

Sequencing coverage

Allelic imbalance 5x 10 x 20 x 50 x 100 x
50:50 93.5 98.9 100.0 100.0 100.0
60:40 90.9 97.9 99.8 100.0 100.0
70:30 82.8 93.0 98.3 100.0 100.0
80:20 67.2 79.7 88.3 97.3 99.6
90:10 40.9 51.7 51.4 52.6 52.8
95:5 22.8 295 20.1 9.9 3.6

Tabelle 3: Anteil korrekt aus Transkriptionsdaten inferierter nukledrer Genotypen fiir verschiedene

Grade allelischer Imbalance und Sequenzierungstiefe
http://dx.doi.org/10.1002/humu.21396).

Wir haben unseren Ansatz einer grindlichen Evaluation durch Simulation unterzigen.

(aus:

Nothnagel

et

al.,

2011a;

Die

Simulationen erfolgten dergestalt, dass die Eigenschaften des menschlichen Genoms bezliglich
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Triplet-Haufigkeit und Triplet-spezifischen Mutationshaufigkeiten bestmaoglich abgebildet wurden. Im
Ergebnis zeigten die Simulationen eine sehr hohe Power unseres Ansatzes, bei geringer bis
moderater Al und schon bei sehr geringer Sequenztiefe (Coverage) den zugrundeliegenden nukledren
Genotyp allein aus den vorliegenden Transkriptdaten zu inferieren (siehe Tabelle 3). Bei geringer
Sequenzierungstiefe ergab sich weiterhin ein substantieller Power-Gewinn durch den Einschluss
fehlerhafter allelischer Reads im Vergleich zu einem naiven Test, der diese Information verwirft
(siehe Tabelle 4).

Sequencing Coverage

5x 100 20 = 50 x 100 x
Allelic imbalance LRT Chi-square test LRT Chi-square test LRT Chi-square test LRT Chi-square test LRT Chi-square test
50:50 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0,099 (0.000) 0011 (0.000) 0.042 (0.000) 0,042 (0.000) 0063 (0,000) 0.063 (0.000) 0.055 (0.000) 0.055 (0.000)
60:40 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.162 (0.000) 0027 (0.000) 0.125 (0.000) 0.125 (0.000) ( (0.000) 0.329 (0.000) 0.538 (0.001) 0,537 (0.001)
70:30 0,000 (0.000) 0,000 (0,000) 0,333 (0,000) 0084 (0.000) 0407 (0,000) 0407 (0.000) D,007) 0,856 (0.007) 0987 (0.156) 0987 (0,113)
80:20 0,000 (0.000)  0.000 (0,000 ) (0.000) 0.216 (0,000) 0.777 (0.000) 0777 (0.000) 0997 (0,167) 0.997 (0.160 L1000 (0.907) 1000 (0.866)
90:10 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0.859 (0.000) 0485 (0.000) 0.977 (0.000) 0.977 (0.000) 1.000 (0.882) 1.000 (0.760 1000 (1.000) 1.000 {1.000)
95:5 0.000 (0.000) 0.000 (0.000) 0957 (0.000) 0.697 (0.000) 0998 (0.000) 0.998 (0.000) 1000 (0.998) 1.000 (0.992) 1.000 (1L.000) 1.000 (1.000)

Tabelle 4: Power fir die Detektion Allelischer Imbalance (Al) mithilfe eines Tests, der fehlerhafte
Allel-Reads mit einbezieht (LRT), im Vergleich zu einem, der diese Information verwirft (Chi-square
test), fur verschiedene Sequenzierungstiefen und Grade von Al in simulierten Daten (aus: Nothnagel
et al., 2011a; http://dx.doi.org/10.1002/humu.21396).

Bei Anwendung unseres Ansatzes auf einen publizierten Transkriptomdatensatz, der Informationen
Uber Genotypen und Transkripte enthielt, zeigte sich erneut ein substantieller Powergewinn bei
niedriger Sequenztiefe durch den Einschluss fehlerhafter allelischer Reads in die statistische
Betrachtung (siehe Abbildung 2).

0.4

0.3

0.2

Proportion of imbalanced SNPs

0.1 5

0.0 A

T T T T T T
0 20 40 60 80 100

SNP read coverage

Abbildung 2: Anteil genetischer Varianten, der durch einen statistischen Test mit (schwarz) bzw.
ohne (grau) Einbeziehung fehlerhafte Allel-Reads als signifikant imbalanciert detektiert wurde; bei
zusatzlich vorgeschalteter Inferierung des nukledren Genotyps aus den Transkripten (gestrichelte
Linie) sinkt die Power beider Verfahren aufgrund der Nichtunterscheidbarkeit von Homozygotie und
extremer Al (aus: Nothnagel et al., 2011a; http://dx.doi.org/10.1002/humu.21396).
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Die Bedeutung dieses Powergewinns wird deutlich, wenn man die Verteilung der Anzahl von Reads
pro genetische Variante in dem realen Datensatz betrachtet. Die meisten Varianten (~75%) zeigten
eine Sequenztiefe von 20 oder weniger Reads und ca. 50% hatten 10 Reads oder weniger (siehe
Abbildung 3). Damit fallen die meisten Varianten genau in den Bereich, in dem ein Einschluss
fehlerhafter Reads in das statistische Modell einen Powergewinn liefert. Aufgrund der betrachtlichen
Kosten des NGS ist in den kommenden Jahren mit einem gehaduften Vorliegen dieses Umstands zu
rechnen.

Frequency
100000 150000 200000
L ]

50000
L

I T T T T 1

0 20 40 60 80 100
SNP read coverage

Abbildung 3: Verteilung der Anzahl von Reads pro genetischer Varianten in einem publizierten realen
Transkriptomdatensatz (aus: Nothnagel et al., 2011a; http://dx.doi.org/10.1002/humu.21396).

2.4 Statistische Identifizierung bisher unbekannter humaner uORFs und N-

terminaler Transkriptionserweiterungen

Ziel dieser Kooperation war die Annotation translationaler Start-Sites mithilfe einer
bioinformatischen Sequenzanalyse anstelle eines direkten experimentellen Nachweises. Zu diesem
Zweck wurde das so-genannte ,ribosomale Footprint-Sequencing” an Puromycin-behandelte Zellen
adaptiert, um die Daten mit tatsachlichen Initiationsereignisse anzureichen. Auf diesem Weg wurde
eine Transkriptom-weite Karte von ribosomalen Initiationsstellen in einer humanen monozytischen
Zelllinie erstellt. Das Teilprojekt hat diese Kooperation durch die Adaptation Neuronaler Netze an die
konkrete Aufgabenstellung unterstiitzt. Insbesondere wurde das Netzwerk auf die Erkennung von
Initiationssignaturen von annotierten AUGs trainiert und dann fir die Pradiktion neuer, nicht
annotierter Initiationsereignisse eingesetzt. Wir konnten in dieser Kollaboration zeigen, dass der
gewadhlte statistische Ansatz gut uORFs vorhersagt, u.a. im Vergleich mit uORFs aus der Literatur
(Fritsch et al., under revision). Zusatzlich wurde eine Vielzahl neuer, bisher unbekannter uORFs
vorhergesagt. Diese uORFs zeigen eine Konservierung in Primaten sowohl fiir AUG als auch fir ,near-
cognate“-Initiationen. Die Erstellung einer Transkriptom-weiten Karte von humanen Initiationsstellen
hat das Potential, zu einem besseren Verstiandnis der Proteom-Diversitdt aufgrund alternativer
Initiationen und des Einflusses der uORF-Regulierung beizutragen.
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2.5 Statistischer Support fir die Detektion genomischer Alterationen und aberranter

DNA-Methylierungsmuster aus RainDance- und NGS- Daten

In dieser Kooperation wurden 50 Gene untersucht auf Mutationen, SNPs, LOH, Imbalancen sowie
nach Bisulfit-Konvertierung auf Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster, basierend auf dem
Next-Generation-Sequencing (NGS). Hierfiir leistete das Teilprojekt Support fiir statistische und
phylogenetische Analysen. Die untersuchten Gene zeigten in vorangegangenen eigenen Bisulfit-
Pyrosequenzierungs- sowie arraybasierten Studien eine Hypermethylierung in Tumoren. Im Rahmen
der Analysen konnte ein neuer "hepityping"- Ansatz zur Analyse der Tumorevolution im CRC
entwickelt und erstmalig angewandt werden (Abbildung 4). Das Verfahren ist inzwischen publiziert
(Herrmann et al.,, 2011), eine umfangreichere Analyse zahlreicher Tumorproben mit diesem
Verfahren scheiterte jedoch an der Nicht-Fortfiihrung des Projektes.

FL-R1

Abbildung 4: Maximum-Parsimony Baume, erstellt mit Hepitypen mit einer minimalen Frequenz von
1% (aus: Herrmann et al., 2011; http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0021332).

Des Weiteren wurde im Tumor- und Normalgewebe eines CRC-Patienten das putativ tumorrelevante
Gen SMAD7 nach Anreicherung mittels Raindance-Technologie vollstandig sequenziert (genomisch
und Bisulfit-Sequenzierung). Dabei zeigte eine dem Risikoallel "Novell" (Pittman et al., 2009)
benachbarte Region des SMAD7-Gens in der Tumorprobe eine Hypomethylierung. Allerdings konnte
in 100 weiteren Tumorgeweben keine rekurrente Hypomethylierung dieses Risiko-SNPs im Vergleich
zu Normalgeweben mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung nachgewiesen werden. Infolge dessen wurde
auf die Analyse weiterer Proben verzichtet.

2.6 Statistischer Support fir weitere Projekte

Weitere Projekte wurden in unterschiedlichem MaRe bei der statistischen Analyse ihrer Daten
unterstitzt und beraten (Schafmayer et al. 2008, Buch et al. 2010, Helbig et al. 2012, Brosch et al.
2012).
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3 Vorraussichtlicher Nutzen / Verwertungsplan

Die Aussichten einer wirtschaftlichen, wissenschaftlichen oder technischen Nutzung bzw.
Verwertung sind sehr gut. Wir erwarten eine weitere Aufklarung der molekularen Mechanismen des
kolorektalen Karzinoms in den ndachsten 2-5 Jahren. Die statistischen Verfahren werden auch auf
andere Fragestellungen anwendbar sein.
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