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Tell | - Kurzbericht

Stand der Technik und Aufgabenstellung

Die Genomsequenzierung (oder Exomsequenzierung) verandert derzeit die medizinische
Forschung: Sie tragt dazu bei, die genetischen Grundlagen von Krankheiten zu erforschen und
ist der Schlissel zur Prazisionsmedizin. Die Sequenzierung des Genoms einer Patient/in
ermdglicht die Bestimmung der individuellen genetischen Voraussetzungen und kann
somatische genetische Varianten in einzelnen Zellen oder Geweben aufdecken. Diese
Informationen kdnnen genutzt werden, um Genotyp und Phanotyp bei Krankheiten — von
seltenen Mendelschen Krankheiten bis hin zu Autoimmunkrankheiten, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und Krebs — in Verbindung zu bringen. Zu den Anwendungen gehdren die
Untersuchung der molekularen Grundlagen von Krankheiten, die Ableitung individueller
Krankheitsrisiken, die Friherkennung von Krankheiten und die Auswahl von Therapien. Obwohl
die Genomsequenzierung zu einem zentralen Ansatz in der Krankheitsforschung geworden ist,
weisen die am haufigsten verwendeten Ansatze fur das Read-Alignment und die Erkennung
genetischer Varianten noch einige wesentliche Einschrankungen auf: Sie beruhen in der Regel
auf dem Vergleich von DNA-Fragmenten mit einem Referenzgenom, ein Schritt, der
unweigerlich fehlschlagt, wenn sich das Genom einer Proband/in lokal erheblich von dieser
Referenz unterscheidet. Dieses Problem beeintrachtigt nicht nur die Analyse menschlicher
genetischer Varianten, sondern erstreckt sich auch auf die Charakterisierung anderer "omics"-
Daten, einschlie3lich Transkriptom- und Epigenomdaten und sogar
Einzelzellsequenzierungsdaten, die alle in &hnlicher Weise auf die Zuordnung von Reads zu
einer Position im Referenzgenom Datenverarbeitung angewiesen sind.

Zum Projektstart gab es bereits einige erste Ansatze (sowohl von den Projektpartnern als auch
von anderen Arbeitsgruppen) zum Alignment von Reads und der anschlieRenden Bestimmung
von genetischen Varianten durch den Vergleich einzelner Fragmente mit einem
Genomgraphen, der auch als Pangenom bezeichnet wird, anstatt mit einem einzelnen
Referenzgenom. Das Ubergeordnete Ziel unseres Projekts bestand darin, diese Ansatze
weiterzuentwickeln und einer mdéglichst breiten Nutzerbasis zur Verfligung zu stellen um die
Grundlage fur die Anwendung von Pangenomen in der biomedizinischen Forschung und der
personalisierten Medizin zu schaffen.

Teilprojekt A umfasste vier wesentliche Entwicklungsziele/Meilensteine:
e M2.1: Weiterentwicklung unseres Tools GraphAligner zum Alignieren von langen Reads
an Genomgraphen.



e M2.2: Entwicklung von Werkzeugen um mit Hilfe von langen Reads Varianten zu
genotypisieren, die in Genomgraphen kodiert sind.
M2.3: Erweiterung des Genomgraphen mit Hilfe von langen Reads.
M2.4: Haplotyperekonstruktion auf Graphenebene mit Hilfe von langen Reads.

Ablauf und wesentliche Ergebnisse

Die Arbeiten zu M2.1 waren bereits nach dem ersten Jahr weitestgehend abgeschlossen. Diese
Arbeiten sind in einem Artikel dokumentiert (Rautiainen and Marschall, Genome Biology,
21:253, 2020). Das Software-Tool GraphAligner erlaubt es jetzt, lange Reads an
Genomgraphen zu alignieren und erreicht dabei Geschwindigkeiten, die géangige Tools zum
Sequenzalignment (Sequenz an Sequenz) Ubersteigt. Inzwischen werden weitere Ein- und
Ausgabeformate unterstitzt (VG und GFA zur Eingabe, JSON, GAM und GAF zur Ausgabe),
die eine Interoperabilitdit erméglichen, welche zur Konstruktion von komplexeren Workflows
bendtigt wird. Der Source Code von GraphAligner ist offen und steht auf GitHub unter der MIT-
Lizenz zur Verfugung. Parallel dazu sind die Arbeiten zu M2.2 vorangeschritten. Eine
vollstandige Implementierung zum Prozessieren von Long Reads, die an Graphen aligniert sind,
liegt vor. Das bedeutet, das nun GAF-Dateien, in denen solche Alignments gespeichert sind,
eingelesen werden kénnen und statt der sonst Ublichen BAM-Dateien verwendet werden
kénnen um Genotypisierung (M2.2) und Haplotypisierung (M2.4) durchzufiihren. Hierzu haben
wir zusatzliche Verarbeitungsschritte implementiert um eine Ordnung auf Graphen (im GFA-
Format) zu definieren und GAF-Dateien in Bezug auf diese Ordnung zu sortieren. Um die Ziele
aus M2.3 zu erreichen, haben wir einen Workflow names SVarp entwickelt. Dieser ist in der
Lage, Long Reads zu identifizieren, die Signaturen fir strukturelle Varianten tragen, d.h. die
Hinweise liefern, dass der Genomgraph an einer bestimmten Stelle erweitert werden muss.
Diese werden dann zu Clustern zusammengefasst und mittels lokalem Genomassembly
zusammengesetzt. Die resultierenden Sequenzen, die wir ,SVtigs“ nennen, kénnen dann als
Eingabe fur Algorithen zur Graphkonstruktion dienen. Somit steht ein kompletter Workflow ftir
M2.3 nun zur Verfigung.

Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Wie oben dargestellt, haben wir im Zuge von M2.1 das Softwarewerkzeug GraphAligner
(weiter)entwickelt. In Zusammenarbeit mit dem Telomere-to-Telomere Consortium (T2T)
konnten wir GraphAligner anwenden um schwierige Regionen des menschlichen Genoms zu
rekonstruieren, was zur ersten vollstdndigen Rekonstruktion eines Genoms beigetragen hat
(Nurk et al., Science, 2022). Nach dem Start von GraphGenomes wurde vom NIH/NHGRI
(USA) das Human Pangenome Reference Consortium (HPRC) gegrindet. Dort werden in
groBem Malflistab Daten zur Konstruktion eines menschlichen Pangenoms produziert. Wir
haben uns in das HPRC eingebracht und wenden dort Tools an, die wir im Rahmen von
GraphGenomes entwickelt haben. Kurzlich ist das Manuskript des HPRC ,A draft human
pangenome reference” erschienen (Liao*, Asri*, Ebler*, et al., Nature, 2023), zu dem wir
beigetragen haben. Dieser Meilenstein der Genomik hat weltweit ein sehr groRes Medienecho
hervorgerufen, mit Berichterstattung in vielen wichtigen Medien (z.B. Suddeutsche Zeitung,
FAZ, CNN, Washington Post und viele andere, insgesamt 314 Medien laut
https://nature.altmetric.com/details/148167380, abgerufen am 3.7.2023).
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Tell Il: Eingehende Darstellung

1 Stand der Technik und Aufgabenstellung

Die Genomsequenzierung (oder Exomsequenzierung) verdndert derzeit die medizinische
Forschung: Sie tragt dazu bei, die genetischen Grundlagen von Krankheiten zu erforschen und
ist der Schlussel zur Prazisionsmedizin. Die Sequenzierung des Genoms einer Patient/in
ermdoglicht die Bestimmung der individuellen genetischen Voraussetzungen und kann
somatische genetische Varianten in einzelnen Zellen oder Geweben aufdecken. Diese
Informationen kénnen genutzt werden, um Genotyp und Phé&notyp bei Krankheiten — von
seltenen Mendelschen Krankheiten bis hin zu Autoimmunkrankheiten, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und Krebs — in Verbindung zu bringen. Zu den Anwendungen gehdren die
Untersuchung der molekularen Grundlagen von Krankheiten, die Ableitung individueller
Krankheitsrisiken, die Friiherkennung von Krankheiten und die Auswahl von Therapien. Obwohl
die Genomsequenzierung zu einem zentralen Ansatz in der Krankheitsforschung geworden ist,
weisen die am haufigsten verwendeten Ansétze fir das Read-Alignment und die Erkennung
genetischer Varianten noch einige wesentliche Einschrankungen auf: Sie beruhen in der Regel
auf dem Vergleich von DNA-Fragmenten mit einem Referenzgenom, ein Schritt, der
unweigerlich fehlschlagt, wenn sich das Genom einer Proband/in lokal erheblich von dieser
Referenz unterscheidet. Dieses Problem beeintréachtigt nicht nur die Analyse menschlicher
genetischer Varianten, sondern erstreckt sich auch auf die Charakterisierung anderer "omics"-
Daten, einschlief3lich Transkriptom- und Epigenomdaten und sogar
Einzelzellsequenzierungsdaten, die alle in ahnlicher Weise auf die Zuordnung von Reads zu
einer Position im Referenzgenom Datenverarbeitung angewiesen sind.

Bereits zum Projektstart hatten uns populationsweite Sequenzierungsprojekte wie das 1000
Genomes Project (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015; Sudmant et al., 2015) und
das Genome of the Netherlands Project (Genome of the Netherlands Consortium, 2014; Hehir-
Kwa et al., 2016) grol3e Kataloge haufig vorkommender genetischer Varianten in europaischen
und anderen Populationen auf der ganzen Welt beschert. Aber diese Fille an Informationen
wurde nicht beim Read-Alignment beriicksichtigt, woraus sich Verzerrungen bei der
Bestimmung von genetischen Varianten ergeben. Die starksten Verzerrungen treten auf, wenn
die Sequenz einer Probe erheblich von der Referenz abweicht. Beispiele hierfur sind der Major
Histocompatibility Complex (MHC) und andere immunogenetische Regionen im Genom. Diese
Segmente tragen eine Fille genomischer Strukturvariationen (SV), die bei einer Vielzahl
haufiger und seltener Krankheiten eine Rolle spielen (1000 Genomes Project Consortium et al.,


https://paperpile.com/c/h5UEi0/GEhgy+rLhmq
https://paperpile.com/c/h5UEi0/GEhgy+rLhmq
https://paperpile.com/c/h5UEi0/ASVL5+1s6on
https://paperpile.com/c/h5UEi0/ASVL5+1s6on

2015; Sudmant et al.,, 2015). Um diese Einschrdnkungen zu Uberwinden, werden
Datenstrukturen bengétigt, die in der Lage sind, das heutige Wissen Uber die menschliche
genetische Variation darzustellen. Auf Graphen basierende Genomdarstellungen sind
vielversprechend, um dies zu erreichen (Computational Pan-Genomics Consortium, 2016;
Paten et al.,, 2017). Prototypen die solche Konzept implementieren, hatten gezeigt, dass sie
Verzerrungen beim Alignment von DNA-Fragmenten beseitigen (Rakocevic et al., 2017).
Andernfalls kdnnen beispielsweise Insertionsallele inkorrekt zugeordnet werden (Garrison et al.,
2017). Die Vorteile fur eine verbesserte Genotypisierung bekannter Varianten sowie fur eine
verbesserte Entdeckung neuer Varianten in polymorphen Bereichen des Genoms waren bereits
gut dokumentiert: Die Fehlerraten bei der HLA-Typisierung aus
Ganzgenomsequenzierungsdaten sinken von 10 % bei Standardanséatzen auf etwa 1 % bei
Verwendung von Genomgraphen (A. Dilthey et al., 2015; A. T. Dilthey et al., 2016). Bei SNPs
kann die Rate der verpassten Calls mit GraphTyper um den Faktor fiinf reduziert werden (von
3,6 % auf 0,7 %) (Eggertsson et al., 2017). Ein noch drastischerer Effekt wurde fur SVs
berichtet, bei denen mehr als 8.800 zusatzliche Varianten >50bp mit graphbasierten
Referenzen wiederhergestellt werden kdnnen und etwa die Hélfte der Deletionen >50bp und die
Mehrheit (>70 %) der Insertionen >50bp mit Standard-Workflows verpasst werden (Maretty et
al., 2017).

Trotz dieser konzeptionellen Fortschritte, die zum Teil von den Antragstellern vorangetrieben
wurden (Dr. Dilthey: (A. Dilthey et al., 2015; A. T. Dilthey et al., 2016) und Dr. Marschall:
(Computational Pan-Genomics Consortium, 2016; Garg et al., to appear 2018; Ghaffaari &
Marschall, 2019; Rautiainen & Marschall, 2017)), wurden Genomgraphen in der
Genomforschung noch nicht routinemaRig angewandt. Bislang fehlten interoperable
Frameworks sowie gebrauchsfertige menschlichen Genomegraphen, die offentlich zur
Verfigung stehen. Darlber hinaus gab es insbesondere offene Herausforderungen bei der
Anwendung von Genomgraphen auf lange Reads, die von Sequenzierinstrumenten der dritten
Generation (z.B. Pacific Biosciences und Oxford Nanopore) erzeugt werden. Dieses Projekt
Zielte darauf, diese Hemnisse zu beseitigen, um die Verwendung von Genomgraphen zu
ermdglichen. Teilprojekt A adressiert insbesondere die Verwendung von Graphengenomen in
Verbindung mit Long-Read-Sequenzierungstechniken und umfasste vier wesentliche
Entwicklungsziele/Meilensteine:

e M2.1: Weiterentwicklung unseres Tools GraphAligner zum Alignieren von langen Reads
an Genomgraphen.

e M2.2: Entwicklung von Werkzeugen um mit Hilfe von langen Reads Varianten zu
genotypisieren, die in Genomgraphen kodiert sind.
M2.3: Erweiterung des Genomgraphen mit Hilfe von langen Reads.
M2.4: Haplotyperekonstruktion auf Graphenebene mit Hilfe von langen Reads.

2 Ablauf und wesentliche Ergebnisse

Die Arbeiten zu M2.1 waren bereits im ersten Jahr weitestgehend abgeschlossen und der
entsprechende Milestone ist erreicht worden. Diese Arbeiten sind in einem Zeitschriftenartitkel
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dokumentiert (Rautiainen & Marschall, 2020). Das Software-Tool GraphAligner erlaubt es jetzt,
lange Reads an Genomgraphen zu alignieren und erreicht dabei Geschwindigkeiten, die
gangige Tools zum Sequenzalignment (Sequenz an Sequenz) lbersteigt. Es werden
verschiedene Ein- und Ausgabeformate unterstiitzt (VG und GFA zur Eingabe, JSON, GAM und
GAF zur Ausgabe), die eine Interoperabilitdt ermdglichen, welche wir zur Konstruktion von
komplexeren Workflows benétigen. GraphAligner findet in der wissenschaftlichen Community
einen grof3e Beachtung und der Artikel wurde bereits 101 mal zitiert (GoogleScholar, Stand
8/2023). GraphAligner ist ein universell einsetzbares Werkzeug, das sowohl unmittelbar fur die
Ziele in diesem Projekt Anwendung findet, aber auch dartber hinaus. So konnte GraphAligner
erfreulicherweise einen wichtigen Beitrag zu einem historischen Erfolg beitragen — der ersten
kompletten Rekonstruktion eines menschlichen Genoms (Nurk et al., 2022).

Im Verlauf des Projekts sind durch unsere Zusammenarbeit noch mehr methodische
Querverbindungen zwischen M1.2 (Graphbasierte Genominferenz aus kurzen Reads) und M2.2
(Genotypisierung aus langen Reads) deutlich geworden. Daher haben die Projektpartner eng
(untereinander als auch mit einem weiteren Drittmittelprojekt') zusammengearbeitet um eine
Softwareplattform (PanGenie) zu schaffen, die als Basis zum Erreichen beider Milestones
genutzt werden kann. Zunachst haben wir den Anwendungsfall der kurzen Reads in den
Mittelpunkt gestellt (M1.2) und entsprechende Evaluationen durchgefihrt. An dieser Arbeit
waren alle drei Projektpartner beteiligt und es ist im Fachjournal Nature Genetics veroffentlicht
worden (Ebler et al., 2022). Die Ergebnisse zeigen, dass graphbasierte Genominferenz auf3erst
erfolgreich ist und die Zahl der fir kurze Reads zuganglichen strukturellen Varianten verdoppeln
kann.

Motiviert durch diese Erfolge haben wird PanGenie in Verschiedenen Kontexten angewendet.
Im Rahmen des Human Genome Structural Variation Consortium (HGSVC), dem mit Tobias
Marschall und Jan Korbel zwei Projekt-Pls angehoéren, konnten wir zeigen, dass PanGenie in
der Tat den Weg ebnet fir ein Einschluss von sehr viel mehr genetischen Varianten in
genomweiten Assoziationsstudien. Die entsprechenden Resultate wurden in Science
verotffentlicht (Ebert et al., 2021). Ferner war PanGenie in der Lage, potentielle Trager seltener
struktureller genetischer Varianten (in dem Fall Inversionen), die im Zusammenhang mit
Erbkrankheiten stehen, zu identifizieren. Die entsprechenden Ergebnisse sind ebenfalls
inzwischen publiziert (Porubsky et al., 2022). Frau Ebler, die tber GraphGenomes finanzierte
Wissenschatftlerin, hat sich in das Human Pangenome Reference Consortium (HPRC)
eingebracht und Pangenie dort angewendet. Wir konnten zeigen, dass durch diese Kombination
im Schnitte mehr als 18.000 strukturelle Varianten pro Genom erkannt werden kdnnen, wahrend
mit Standardmethoden, die keinen Genomgraphen/Pangenom verwenden, weniger als 10.000
erkannt werden. Das entsprechende Manuskript des HPRC , A draft human pangenome
reference” (Liao et al., 2023) wurde 2023 in Nature veotffentlichen. Dieser Meilenstein der
Genomik hat weltweit ein sehr grof3es Medienecho hervorgerufen, mit Berichterstattung in
vielen wichtigen Medien (z.B. Stddeutsche Zeitung, FAZ, CNN, Washington Post und viele

INIH/NHGRI Grant No. U01 HG010973: “Representing structural haplotypes and complex genetic
variation in pan-genome graphs”, Prof. Marschall is a co-PI.
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andere, insgesamt 315 Medien laut Altmetric?).

Parallel dazu sind die Arbeiten zu M2.2 vorangeschritten. Frau Ebler (die durch das Projekt
finanzierte Wissenschaftlerin) hat gemeinsam mit Samarendra Pani (zun&chste Masterstudent,
dann durch Haushaltsmittel finanzierter Wissenschaftlicher Mitarbeiter) einen Prototypen zur
graphbasierten Genotypisierung mit Hilfe von langen Reads entwickelt. Eine vollstandige
Implementierung zum Prozessieren von Long Reads, die an Graphen aligniert sind, liegt nun
vor. Das bedeutet, das nun GAF-Dateien, in denen solche Alignments gespeichert sind,
eingelesen werden kdnnen und statt der sonst tiblichen BAM-Dateien verwendet werden
kénnen um Genotypisierung (M2.2) und Haplotypisierung (M2.4) durchzufiihren. Hierbei sind
zunachst zusatzliche Schwierigkeiten aufgetreten, da ein initialer Prototyp zun&chst zu langsam
und speicherintensiv war. Durch die Zusammenarbeit mit Herrn Pani konnte die zusatzliche
Arbeit aber bewaltigt werden. Konkret waren zusatzliche Verarbeitungsschritte nétig um eine
Ordnung auf Graphen (im GFA-Format) zu definieren und GAF-Dateien in Bezug auf diese
Ordnung zu sortieren.

Um die Ziele aus M2.3 zu erreichen, haben wir einen Workflow names SVarp entwickelt. Dieser
ist in der Lage, Long Reads zu identifisieren, die Signaturen fir strukturelle Varianten tragen,
d.h. die Hinweise liefern, dass der Genomgraph an einer bestimmten Stelle erweitert werden
muss. Diese werden dann zu Clustern zusammengefasst und mittels lokalem Genomassembly
zusammengesetzt. Die resultierenden Sequenzen, die wir ,SVtigs" nennen, kénnen dann als
Eingabe flr Algorithen zur Graphkonstruktion dienen. Somit steht ein kompletter Workflow ftir
M2.3 nun zur Verfiigung.

3 Positionen des zahlenmaldigen Nachweises

Neben den Personalkosten hatten wir noch Mittel fiir einen leistungsfahigen Laptop beantragt
und verwendet. Dieser Laptop war erforderlich, ein Entwickeln und Testen der Software aus
diesem Projekt auf den weniger leistungsstarken Geraten, die als Grundausstattung zur
Verfligung stehen, nicht moglich war.

4 Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Der in der Vorhabenbeschreibung dargestellte Verwertungsplan ist weiterhin voll anwendbar.
Das GraphGenomes-Projekt hat Analysemethoden basierend auf Genomgraphen entwickelt,
getestet und als Open Source Software der wissenschaftlichen Gemeinschaft bereitgestellt. Frei
nutzbare Genomgraphen sind nach enger Zusammenarbeit durch das Human Pangenome
Reference Consortium (HPRC) verfigbar gemacht worden. Die wissenschaftliche Beschreibung
und Evaluationen unserer Software-Komponenten, sowie deren Anwendungen, sind (oder
werden) in wissenschatftlichen Fachzeitschriften publiziert.

2https://nature.altmetric.com/details/148167380, abgerufen am 22.8.2023



5 Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Die rapiden Fortschritte bei der Produktion von langen Reads, insbesondere beim ,circular
consensus sequencing“ (Wenger et al., 2019), und bei Algorithmen zum Genomassembly,
haben die Datenbasis zur Konstruktion von Pangenomen wahrend der Projektlaufzeit
dramatisch veréndert. Dies hat es erfordert, dass wir uns mit der Frage beschatftigt haben, wie
mit diesen neuen Datentypen entsprechende Genomassemblies erstellt werden kénnen.
Interessanterweise gibt es methodischen Berlihrungspunkte zu M2.3. Entsprechende
Ergebnisse zum Genomassembly haben wir beschrieben (Porubsky et al., 2021).

Wie oben beschrieben, hat sich eine enge Zusammenarbeit zwischen dem vom NIH
finanzierten HPRC und unserem Projekt GraphGenomes ergeben. Zum einen hat zwischen
GraphGenomes (031L0184A) und dem Projekt “Representing structural haplotypes and
complex genetic variation in pan-genome graphs” (NIH/NHGRI Grant No. U0O1 HG010973)
Synergie entwickelt (die Arbeitspakete sind jedoch disjunkt) und es ist die Software Pangenie
aus dieser Zusammenarbeit entstanden.

Das vom NHGRI/NIH mit erheblichen Mitteln betriebene Human Pangenome Reference
Consortium (HPRC) hat in groRem MalRe Daten fiir die Erstellung eines Pangenoms erzeugt.
Das ist sehr erfreulich, denn GraphGenomes hat ja keine Datenproduktion vorgesehen.
Dadurch haben sich die beiden Projekte sehr gut ergénzt. Wahrend die von uns entwickelten
Methoden im HPRC eingesetzt wurden, so profitierte unsere Methodenentwicklung unmittelbar
von den Daten, die in HPRC produziert wurden.

7 Erfolgte oder geplanten Verdffentlichungen
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Darlber hinaus planen wir noch weitere Publikationen, die die Ergebnisse von M2.2 und M2.3
naher beschreiben.
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