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l. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung, inklusive wissenschaftlicher und technischer Stand

Kl Modelle der regulatorischen Genomik sind Grundlage fiir die Interpretation personalisierter
Genomvariationen, und insbesondere fir die Entschlisselung krankheitserregender
genetischer Varianten oder somatische Mutationen bei Krebs. Trotz des erheblichen
Potenzials des Feldes mangelt es an robusten Software Lésungen und Schnittstellen, um
diese Kl Modelle effizient einsetzen zu kénnen.

Um dies anzugehen, werden wir auf einer Prototyp-Implementierung von Kipoi aufbauen, ein
Model Zoo fiir Modelle der regulatorischen Genomik (siehe https:/kipoi.org/). Als Teil des
Projektes soll Kipoi erweitert werden, um die Interpretation von genetischen Varianten zu
verbessern. Darlber hinaus sollen Modelle fir wichtige Genregulationsprozesse
weiterentwickelt und verfeinert werden. SchlieBlich werden wir exemplarisch Pipelines flir die
genetische Varianteninterpretation bei seltenen und haufigen Erkrankungen sowie Krebs zur
Anwendung bringen.

Um diese Ziele erfolgreich zu erreichen, haben wir ein Konsortium aus drei Forschern mit
komplementaren Fachkenntnissen gebildet. Die Gruppe von Julien Gagneur ist ausgewiesen
in der statistischen Modellierung von Transkriptomdaten und transkriptionellen Prozessen,
insbesondere von RNA-Verarbeitung, Epigenentik und Systemgenetik. Oliver Stegle ist
Abteilungsleiter am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg und arbeitet an der
Schnittstelle von maschinellem Lernen, Statistik und den Lebenswissenschaften. Dr. Ziller
verfugt Uber umfangreiche Erfahrung auf dem Gebiet der funktionalen Charakterisierung
nicht-kodierender genetischer Elemente sowie der Reprogrammierung somatischer Zellen zu
pluripotenten Stammzellen und der in vitro Differenzierung entlang der neuralen Linie.
Insbesondere hat der Antragsteller erfolgreich verschiedene in vitro Differenzierungssysteme
entwickelt und implementiert, etwa die Differenzierung von humanen pluripotenten
Stammzellen zu Vorlauferpopulationen und der Differenzierung in unterschiedliche Vorlaufer-
und neuronale Zellen.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt MERGE wurde als Kooperationsprojekt in 5 Arbeitspakete (AP) gegliedert. Die
Aufgaben der Stegle Gruppe im Rahmen des Teilprojektes C konzentrierten sich dabei
wesentlich auf Beitrage zu AP1 & AP4.

1. AP1: Kipoi Modell Infrastruktur (Leitung: Stegle). Erweiterung von Kipoi, um seine
Funktionalitdt und Anwendbarkeit auf grolRe genomische Datenséatze zu verbessern und
sein statistisches Grundgerust zu erweitern.

2. AP2: Modulare Modelle basierend auf natirlichen Variations-Daten (Leitung:
Gagneur). Entwicklung neuartiger Modelle, die einzelne bestehende Modelle wie
Bausteine kombinieren, um Schllisselaspekie des zentralen Dogmas der
Molekularbiologie zu modellieren.

3. AP3: Sammlung und standardisierte Prozessierung von samtlichen publizierten
und unpublizierten MPRA Datensatze (Leitung: Ziller). Aufbau und Integration
neuartiger Algorithmen auf der Grundlage funktioneller Genomdaten zur Verbesserung
der Identifizierung kausaler Beziehungen zwischen einzelnen genetischen Varianten und
funktionellen molekularen Folgen.



4. AP4: Vorhersage von Variantenwirkungen mit Kipoi-Modellen (Leitung: Alle).

Integration von Kipoi-Vorhersagen unter Verwendung bestehender Modelle und der in
WP2 und WP3 entwickelten Modelle, um eine verbesserte Variantenpriorisierung sowie
personalisierte Vorhersagen zu ermoglichen.

AP5: Workshop liber computergestiitzte regulatorische Genomik (Leitung: Alle). Ziel
ist es, die Entwicklungen aus MERGE zu verbreiten.

3. Wichtigste Ergebnisse

1.

Skalierbare Software Tools fir die Varianten Annotation. Im Rahmen von AP1
wurden skalierbare Software und Pipelines fur die Annotation von genetischen Varianten
entwickelt. Diese Lésungen erlauben es, genetische Varianten systematisch mit Hilfe von
KI-Modellen der regulatorischen Genomik funktional zu annotieren. Die entwickelten
Softwarebausteine sind wesentliche Komponenten des DeepRVAT Modells (siehe Punkt
2), und sind als Open Source Software verfiigbar .

Innovationen in Statistik und Ki fir die Genregulation. Als Teil von AP2 wurden neue
Methoden und Grundlagen entwickelt, um die molekulare Auflésung von regulatorischen
Modellen zu verbessern. Hierbei wurden insbesondere neue Ansatze entwickelt, um
regulatorische Effekte in Einzelzell-Daten zu schatzen. Im Rahmen von AP4 wurden
zudem neue Kl Verfahren entwickelt, um vielfaltige Annotationen genetischer Varianten
fir pradiktive Modelle und zentrale Fragestellungen in der Genetik zu erschlie3en.
DeepRVAT eroffnet neue Mdoglichkeiten flir genetische Assoziationstests fir seltene
genetische Varianten, und das Modell erlaubt eine verbesserte Stratifikation von
Individuen, basierend auf dem genetischen Krankheitsrisiko. Die Ergebnisse wurde in
Nature Communications® sowie Nature Genetics veroffentlicht®.

Workshops und internationale Vernetzung. Als Teil von AP5 wurde ein internationaler
zweitagiger Vor-Ort-Workshop "New Horizons in Computational Regulatory Genomics"
ausgerichtet. Die Stegle Gruppe hat als Teil des Program Committees mitgewirkt.

4. Zusammenarbeit mit Partnern und anderen Stellen.

Neben einer engen Kooperation zwischen den finanzierten Projektpartnern erfolgten weitere

Zusammenarbeiten mit Duncan Odom (DKFZ Heidelberg) und Anshul Kundaje (Stanford

University).

' https://github.com/PMBio/deeprvat

https://deeprvat.readthedocs.io/en/latest/annotations.html

2 Panten, Jasper, et al. "The dynamic genetic determinants of increased transcriptional divergence in
spermatids." Nature Communications 15.1 (2024): 1272.

3 Clarke, Brian, et al. "Integration of variant annotations using deep set networks boosts rare variant
association testing." Nature Genetics (2024): 1-10.


https://github.com/PMBio/deeprvat
https://deeprvat.readthedocs.io/en/latest/annotations.html

Il. Eingehende Darstellung

1. Ergebnisse

1. Skalierbare Software Tools fiir die Varianten Annotation.

Im Rahmen des Projektes wurde der Funktionsumfang der Modell Zoo Kipoi schrittweise
erweitert, um insbesondere Anwendungen auf gro3e Populations-Kohorten zu erméglichen
(Abb. 1). Zum einen wurde hierfur die Mdglichkeit Kipoi Modelle effizient zu nutzen
weiterentwickelt. Um skalierbare Rechnerstrukturen und 6ffentliche ,Hyper-Scaler” nutzen zu
kénnen wurden neue Container Strukturen fiir die Nutzung von Kipoi in der Cloud entwickelt*.
Parallel zur Verfeinerung und Weiterentwicklung der Kipoi Softwarebibliothek, wurden neue
Software Workflows fiir die skalierbare Annotation von genetischen Varianten entwickelt’.
Diese Softwareldsungen erlauben es, genetische Varianten in Kohorten mit mehreren
hunderttausend Individuen zu annotieren. Diese Losungen sind Grundlage fur die skalierbare
Anwendung von pradiktiven Varianten Annotations-Verfahren, die in das Kl Modell DepRVAT
eingeflossen sind (siehe 2).
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Abbildung 1 | lllustration der Pipelines fiir die skalierbare und systematische Annotation von genetischen
Varianten mit Hilfe von KI Modellen als Teil des Kipoi Modell Zoo.

2. Innovationen in Statistik und KI fiir die Genregulation.
Im Rahmen des Projektes wurden neue Modelle fir die Genregulation und die Integration von
Varianten Annotationen entwickelt.

Schitzung regulatorischer Effekte mit Einzelzell-Auflosung. Wie Varianten in der DNA-
Sequenz zu phanotypischen Veranderungen im Organismus fiihren, ist eine zentrale Frage
der Genetik und erklart Mechanismen der Evolution und von erblichen Erkrankungen. Modelle,
die es erlauben, den regulatorischen Effekt einzelner Varianten zu schatzen, spielen hierbei
eine wesentliche Rolle. Als Teil des Projektes haben wir statistische Modelle entwickelt, die

4 https://qgithub.com/kipoi/kipoi-containers
5 https://github.com/PMBio/deeprvat
https://deeprvat.readthedocs.io/en/latest/annotations.html



https://github.com/kipoi/kipoi-containers
https://github.com/PMBio/deeprvat
https://deeprvat.readthedocs.io/en/latest/annotations.html

mit Hilfe von Genexpressionsdaten, die in einzelnen Zellen gemessen wurden (Einzelzellen
RNA-Sequenzierung), genetische Effekte auf die Genexpression charakterisieren. Kernpunkt
dieser Modelle ist die Quantifikation von Allel-spezifische Genexpressionsmuster (allele-
specific expression, ASE) direkt in einzelnen Zellen (Abb. 2). Allel-spezifische
Expressionsdaten wurden hierbei als beta-binomialverteilt modelliert, um die Abhangigkeit
von ASE als Funktion des Zelltyps, sowie lokaler Sequenzvariation zu beschreiben. Auf diese
Weise konnten wir zeigen, dass sich genetische Effekte sich typischerweise bei der Transition
zwischen Zelltypen stark andern. Die entwickelten Modelle wurden in dem Kipoi Software
Rahmen entwickelt und sind sowohl auf menschliche Daten als auch auf Daten von
Modellorganismen anwendbar. Die Arbeit wurde im Fachjournal Nature Communications
verdffentlicht®.
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Abbildung 2 | Prinzip der Modellierung von zeitlich aufgeloster genetischer Regulation von
Genexpression. (A) Quantifikation von allel-spezifischen Expressions-Mustern in einzelnen Zellen. (B)
Statistische Modellierung der allelischen Daten mit Hilfe von beta-binomial Modellen.

Priorisierung seltener genetischer Varianten mit Hilfe von Kl-basierten Annotationen.
Als zweite Anwendung von Kipoi Modellen wurde die Priorisierung von seltenen
Keimbahnvarianten in Populationskohorten adressiert. Kernfrage war hierbei die
Dysregulation einzelner Gene basierend auf dem gesamten Genom bzw. Exon-Sequenzdaten
zu quantifizieren, um phanotypische Variation zu erklaren. Hierzu werden existierende
Modelle und Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe genutzt, um genetische Varianten umfassend
zu annotieren. Fur die Annotation wurden sowohl modellgetriebene Vorhersagen basierend
auf Kipoi Modellen, sowie klassische Annotationen, wie beispielsweise die Allelfrequenz
einzelner Varianten oder Sequenz-Konservierung, in Betracht gezogen.

Seltene genetische Varianten kdnnen das Risiko fir verschiedene Krankheiten stark erhéhen,
doch die Berucksichtigung seltener Varianten in genetischen Analysen stellt eine statistische
Herausforderung dar. Obwohl umfangreiche Varianten Annotationen das Potenzial besitzen,
ausreichend statistische Power flr Assoziationstests seltener Varianten zu erreichen, fehlen
Methoden, die Varianten Annotationen auf datengestitzte Weise kombinieren. In
Zusammenarbeit mit der Gruppe von Julien Gagneur haben wir DeepRVAT entwickelt, eine
Methode die mithilfe von neuronalen Netzwerken die funktionelle Beeintrachtigung eines
Gens aus seltenen Varianten, Annotationen und Phanotypen lernt (Abb. 3). Im Gegensatz zu
bestehenden Methoden liefert DeepRVAT einen integrierten, Phanotyp-unabhangigen,

® Panten, Jasper, et al. "The dynamic genetic determinants of increased transcriptional divergence in
spermatids." Nature Communications 15.1 (2024): 1272.



nichtlinearen Wert fir jedes Gen, der sowohl Risikoabschatzung als auch die Entdeckung
diagnostisch relevanter Gene in einer Anwendung ermdglicht. Angewendet auf 21 quantitative
Merkmale und Exom-Sequenzierungsdaten der UK Biobank entdeckt DeepRVAT erheblich
mehr Gene als Vergleichsmethoden und zeigt verbesserte Replikationsraten in unabhangigen
Validierungsdatensatzen. Daruber hinaus zeigen wir, dass DeepRVAT die Identifizierung von
Individuen mit hoher genetischer Pradisposition flr verschiedenste Krankheiten verbessert.
Wir zeigen, dass bereits trainierte DeepRVAT Modelle Uber ein breites Spektrum an
Phanotypen generalisieren, wodurch &uflerst effiziente Assoziationsstudien fir seltene
Varianten erméglicht werden. Die Studie wurde im Fachjournal Nature Genetics publiziert’.
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Abbildung 3 | Ubersicht iiber das DeepRVAT-Modell und dessen Anwendungsbereiche. (A-B) Prinzip fiir
die Inferenz eines Phanotyp-unabhangigen Dysregulations-Score. (C-D) Anwendung von DeepRVAT fiir die
Entdeckung neuer Risikogenen (C) sowie die Stratifizierung von Individuen mit hohem genetischen Risiko (D).

2. Wichtigste Positionen des zahlenméRigen Nachweises

Die Mittel wurden zum gréB3ten Teil wie geplant eingesetzt:

Stegle
Position Verwendung
Reise Das Reisebudget wurde fur folgende Konferenzen ausgegeben: ISMB
2019, EMBL 2022, Projekttreffen 2022 und CompLS-Statusseminar 2023.
Personal Far die Entwicklung und Implementierung der statistischen und

" Clarke, Brian, et al. "Integration of variant annotations using deep set networks boosts rare variant
association testing." Nature Genetics (2024): 1-10.




bioinformatischen Methoden wurde ein Doktorand angestellt. AuRerdem
haben wir Wiss. Hilfskrafte mit der Optimierung der Software beauftragt.

Publikationen

Es wurden keine Open-Access Publikation mit den Fordermitteln bezahlt.

3. Notwendigkeit

Die im Antrag fur das Teilprojekt genannten Ziele und definierten Meilensteine wurden
erreicht. Die beantragten Mittel fir Reisen und Personal wurden bendtigt und entsprechend

eingesetzt.
4. Nutzen
Wirtschaftliche Erfolgsaussichten Wahrend Im
der Laufzeit | Anschluss
des an die
Vorhabens Laufzeit
Ziel Erlauterungen bitte bitte
zutreffende zutreffende
Felder Felder
ankreuzen ankreuzen
Volkswirtschaftliche Die Sequenzvorhersagewerte konnen - X
Verwertung von Unternehmen verwendet werden,
die genetische Tests anbieten oder
Labordiagnostik Firmen in Deutschland..
Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten | Wahrend Im
der Laufzeit | Anschluss
des an die
Vorhabens Laufzeit
Ziel Erlauterungen bitte bitte
zutreffende zutreffende
Felder Felder
ankreuzen ankreuzen
Verbreitung der Veroffentlichung der erzielten X X
Erkenntnisse Ergebnisse in wissenschaftlichen
Fachzeitschriften und fir die breite
Offentlichkeit, Meldung bei
Studienregistern, Vortrage und Poster
bei Fachkongressen oder anderen
Veranstaltungen




Aus-, Weiter-, Fortbildung | Vorhaben dient der Heranbildung des X X
wissenschaftlichen Nachwuchses, durch
die Erstellung von Dissertationen, die
Ergebnisse finden Eingang in die Lehre
Forschungsstrukturen Entwicklung und Instandhaltung robuster | x X
Software zur Annotation genetischer
Varianten.
Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit Im Anschluss an das
Vorhaben
Ziel Erlauteru ngen Zeithorizont erldutern
Wissenschaftliche, Die in diesem Projekt erzielten Fortschritte | GHGA: 10.2025
technische, strukturelle und | bilden die Basis fiir weitere DFG Software: 04.2025
versorgungsbezogene Forschungsprojekte und Antrage: GHGA
Verwertungsmaoglichkeiten | (https://www.ghga.de, Koordinator: Oliver
Stegle). Ein weiteres Beispiel ist ein
geplanter Antrag fiir DFG
Forschungssoftwareinfrastrukturen.

5. Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Es sind von dritter Seite keine Ergebnisse bekannt geworden, die wesentlichen Einfluss auf
die Verwertung der Ergebnisse nehmen.

6. Veroffentlichungen des Ergebnisses
Im Rahmen dieses Projekts wurden folgende Publikationen und Preprints veréffentlicht:

1. Clarke, B., Holtkamp, E., Oztiirk, H., Miick, M., Wahlberg, M., Meyer, K., Munzlinger,
F., Brechtmann, F., Hélzlwimmer, F. R., Lindner, J., Chen, Z., Gagneur, J., & Stegle,
0. (2024). Integration of variant annotations using deep set networks boosts rare
variant association testing. Nature Genetics, https://doi.org/10.1038/s41588-024-
01919-z

2. Panten, J., Heinen, T., Ernst, C., Eling, N., Wagner, R.E., Satorius, M., Marioni, J.C.,
Stegle, O. and Odom, D.T., 2024. The dynamic genetic determinants of increased
transcriptional divergence in spermatids. Nature Communications, 15(1), p.1272.
https://doi.org/10.1038/s41467-024-45133-1
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