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1 Einleitung 

1.1 Die akute myeloische Leukämie 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine bösartige Erkrankung des blutbildenden 

Systems und die häufigste akute Leukämie bei Erwachsenen mit einer Prävalenz von 3,7 Fällen 

pro 100.000 Einwohner pro Jahr in Deutschland. Das Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem 

Alter an. In einer Analyse von sechs deutschen Landeskrebsregistern in den Jahren 2001 – 2010 

gehörten fast die Hälfte der Erkrankten zur Altersgruppe der Übersiebzigjährigen (Nennecke et 

al. 2014). Als Risikofaktoren konnten ionisierende Strahlen, Kontakt zu Gefahrenstoffen, 

Rauchen und eine bereits durchgeführte zytostatische Therapie identifiziert werden (Deschler 

und Lübbert 2006). 

Ihren Ursprung nimmt die Erkrankung in einer pathologischen Proliferation klonaler 

myeloischer Zellen, wobei der Zellklon das gesunde Knochenmark verdrängt, sodass die 

typischen Symptome einer Knochenmarkinsuffizienz auftreten: Blutungen, Anämie, 

Infektanfälligkeit (C. Röllig et al. 2022). Durch die Einführung der zytogenetischen Diagnostik in 

der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts wurden heterogene zytogenetische Veränderungen im 

Zusammenhang mit der AML gefunden und deren Korrelation mit der Prognose der Betroffenen 

erkannt. Später wurden Punktmutationen bestimmter Gene entdeckt, z.B. NPM1, CEBPA, IDH1, 

sowie einige Gene, die für Spliceosom-Komponenten kodieren, die ebenfalls in Verbindung mit 

der Prognose gebracht werden konnten (Wang und Aifantis 2020). Durch genom-weite Studien, 

die durch die Einführung der NGS-Technologie ermöglicht wurden, ergab sich schließlich ein 

umfassendes Bild rekurrenter genomischer Aberrationen bei der AML sowie der molekularen 

Mechanismen der Entstehung dieser Erkrankung (Kandoth et al. 2013; Ley et al. 2013). Darauf 

basierend wurde ein rein genomisches Klassifizierungsssystem für die AML vorgeschlagen 

(Papaemmanuil et al. 2016). Da NGS-Verfahren, mit denen alle relevanten Gene gleichzeitig 

untersucht werden können, inzwischen auch für klinische Anwendungen zur Verfügung stehen, 

gewinnt diese Klassifikation gegenüber früheren Einteilungen, z.B. der auf der Morphologie 

beruhenden FAB-Klassifikation (siehe unten), zunehmend an Bedeutung. 

Durch eine progrediente hämatopoetische Insuffizienz und ggf. zusätzlich eine 

Leukostasesymptomatik sind die Betroffenen akut gefährdet (C. Röllig et al. 2022), sodass zügig 

eine antileukämische Behandlung eingeleitet werden muss, um eine Remission der Erkrankung 

zu erreichen. Das grundlegende Schema dieser Induktionstherapie – eine 

Kombinationschemotherapie mit Cytarabin und einem Anthrazyklin – hat sich dabei in den 

vergangenen 30 Jahren kaum verändert, obwohl die AML eine der auf molekularer Ebene am 
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besten charakterisierten Tumorerkrankungen darstellt (Kandoth et al. 2013; Ley et al. 2013). 

Vielmehr wird die genetische Heterogenität klinisch vorwiegend zur Risikostratifizierung 

benutzt, um eine geeignete Konsolidierungstherapie (Chemotherapie oder allogene 

Stammzelltransplantation) zu wählen (Stölzel et al. 2016).  

Bis vor wenigen Jahren wurde dem schnellstmöglichen Zeitpunkt der Therapieeinleitung 

eine entscheidende Bedeutung beigemessen. Einer umfassenden Analyse von Röllig et al. aus 

dem Jahr 2020 zufolge hat der zeitliche Abstand zwischen der Diagnosestellung und dem Beginn 

einer Therapie keinen signifikanten Einfluss auf das Überleben der Patienten (Röllig et al. 2020). 

Entsprechend eigener Erfahrungen in der Klinik für Hämatologie des Universitätsklinikums 

Marburg nehmen die erforderlichen zyto- und molekulargenetischen Untersuchungen ca. fünf 

Tage in Anspruch. 

 

1.1.1 Diagnostik und Einteilung der akuten myeloischen Leukämie 

Neben den Symptomen der Knochenmarkinsuffizienz werden zur Diagnosestellung 

mehrere laborchemische und zytologische Untersuchungen herangezogen. Die Betroffen 

werden klinisch untersucht, es wird ein Differenzialblutbild und eine Knochenmarkszytologie (im 

Fall einer Punktio sicca auch eine Knochenmarksbiopsie), Zytogenetik (FISH), Molekulargenetik 

und Immunphänotypisierung durchgeführt. Zytomorphologisches Diagnosekriterium für eine 

AML in Abgrenzung zu myelodysplastischen Syndromen ist ein Blastenanteil von ≥ 20% im 

peripheren Blut- oder im Knochenmarksausstrich (C. Röllig et al. 2022).  

Mögliche Differentialdiagnosen der AML sind ein myelodysplastisches Syndrom, akute 

lymphatische Leukämie oder andere hämatologische Neoplasien mit akuter Symptomatik oder 

eine systemische Virusinfektion (C. Röllig et al. 2022). Durch die Kombination der oben 

genannten Methoden kann die Diagnose „akute myeloische Leukämie“ zuverlässig gestellt 

werden. Die Zytogenetik bildet die wichtigste genetische Untersuchung zur 

Prognoseabschätzung, wobei molekulargenetische Veränderungen zunehmend in die 

Risikostratifizierung einbezogen werden (Arber et al. 2016; Döhner et al. 2017; Döhner et al. 

2022; Papaemmanuil et al. 2016; Khoury et al. 2022; Arber et al. 2022). 

AML ist keine einheitliche Erkrankung, sondern wird nach WHO (World Health 

Organization) anhand von Differenzierungsmerkmalen, zytogenetischen oder 

molekulargenetischen Veränderungen unterteilt (Döhner et al. 2022). Aufgrund der 

Entstehungsprozesses kann die AML außerdem in eine primäre und eine sekundäre Form 

unterteilt werden. Eine primäre AML entsteht bei Patienten ohne vorherige 
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Knochenmarksschädigung. Die sekundäre Form resultiert aus einer bereits bestehenden 

hämatologischen Erkrankung, häufig einem myelodysplastischen Syndrom oder einer 

myeloproliferativen Neoplasie, sowie aus einer Knochenmarksschädigung durch eine 

stattgehabte Chemo- oder Radiotherapie. 

Bis zur Herausgabe der WHO-Klassifikation der AML (Vardiman et al. 2002) wurde die 

FAB-Klassifikation (French-American-British, Bennett et al. 1976) zur Charakterisierung 

verschiedener AML-Formen herangezogen, die auf den zytologischen Merkmalen der 

transformierten Zellen basierte. Die Klassifikation der WHO aus dem Jahr 2002 bezog auch 

rekurrente genetische Veränderungen, konkret zytogenetische Abnormalitäten, mit ein. In den 

mehrfachen Revisionen (2008, 2016, 2022) wurden weitere Subgruppen definiert, die durch das 

Vorliegen bestimmter kürzerer DNA-Sequenzvarianten charakterisiert sind. Die aktuelle WHO-

Klassifikation (2022) unterscheidet 13 Formen der acute myeloid leukaemia with defining 

genetic abnormalities (Arber et al. 2022). Neben der WHO-Klassifikation wurden weitere 

Einteilungen vorgeschlagen, die überwiegend auf genetischen Befunden beruhen bzw. diese 

maßgeblich integrieren (Arber et al. 2022; Tazi et al. 2022). 

 

1.1.2 Risikostratifikation nach den Leitlinien des European LeukemiaNet 

Die WHO-Klassifikation versucht, biologische Unterschiede zwischen den Subtypen der 

AML abzubilden, ist für die Behandlung der AML jedoch nur indirekt von Bedeutung. Das 

European Leukemia Net (ELN) fasste die klinischen Implikationen bestimmter genetischer 

Konstellationen im Sinne eines Risikoprofils zusammen, das die Auswahl einer Therapie mit 

geeigneter Intensität erlaubt. (Döhner et al. 2017; Döhner et al. 2022). 

 Das ELN-Risikostratifizierungssystem unterscheidet drei Risikogruppen (niedrig, 

intermediär und hoch, Tabelle 1) und bezieht sich auf alle Unterformen der AML mit Ausnahme 

der Akuten Promyelozytenleukämie (APL, AML mit PML::RARA). 

Tabelle 1: Risikostratifizierung der AML nach European LeukemiaNet, 2022. (Döhner et al. 2022) 

Niedriges Risiko 

t(8;21)(q22;q22.1)/ RUNX1::RUNX1T1 

inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22)/ CBFB::MYH11 

Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD-Mutation oder mit geringer 
Allelratio von FLT3-ITD 

bZIP (CEBPA-basic leucine zipper) in-frame mutiertes CEBPA 

Intermediäres Risiko 

Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITD-Mutation mit hoher Allelratio 

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD-Mutation oder mit geringer Allelratio 
von FLT3-ITD (ohne genetische Veränderungen, die mit einem 
hohen Risiko verbunden sind) 

t(9;11)(p21.3;q23.3)/ MLLT3::KMT2A 



 

4 
 

Zytogenetische Aberrationen und/oder molekulare 
Abnormalitäten, die weder einer niedrigen noch hohen 
Risikogruppe zugeordnet sind 

Hohes Risiko 

t(6;9)(p23;q34.1)/ DEK::NUP214 

t(v;11q23.3)/ KMT2A-Rearragement 

t(9;22)(q34.1;q11.2)/ BCR::ABL1 

t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP  

inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2)/ GATA2, MECOM(EVI1) 

t(3q26.2;v)/MECOM(EVI1)-Rearragement 

−5 oder del(5q); −7; −17/abn(17p)  

Komplexer Karyotyp, monosomaler Karyotyp 

Mutiertes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, 
und/oder ZRSR2 

Mutiertes TP53 

 

Niedriges Risiko 

Mit dem „Risiko“ ist das Risiko, ein Rezidiv zu entwickeln bzw. die sinkende Chance, eine 

komplette Remission zu erreichen, gemeint. Genetische Veränderungen, die mit einem 

niedrigen Risiko einhergehen, umfassen die AML-definierenden Genfusionen RUNX1::RUNX1T1 

und CEBPB::MYH11 sowie die in der ELN-Stratifizierung nicht abgedeckte t(15;17). 

Aus der Translokation t(8;21)(q22;q22.1) entsteht ein neues Fusionsgen 

RUNX1::RUNX1T1. Das daraus resultierende Protein RUNX1::RUNX1T1 reguliert Transkription in 

den hämatopoetischen Stammzellen und fördert ihre leukämische Transformation u.a. durch 

Aktivierung der WNT- und RAS-Signalwege und Inhibition der Apoptose. Die Translokation 

t(8;21)(q22;q22.1) entsteht in den frühen Stadien der Leukämogenese, in der Regel sind 

Comutationen in KIT, FLT3 und RAS-Genen notwendig, um eine AML Erkrankung auslösen zu 

können (Al-Harbi et al. 2020). 

Eine Untergruppe der AML ist core binding factor (CBF) AML. Der core binding factor ist 

ein Proteinkomplex aus RUNX1 (Transkriptionsfaktor aus der RUNX-Familie) und CBFB 

(Transkriptionsfaktor aus der Familie PEBP2/CBF-Transkriptionsfaktoren). 

 Das Fusionsgen CBFB::MYH11 resultiert aus einer perizentrischen Inversion des 

Chromosoms 16, inv(16)(p13.1q22), oder seltener aus einer Translokation, t(16;16)(p13.1;q22) 

(Opatz et al. 2020). Die so entstandenen genetischen Veränderungen werden in 10 – 15 % aller 

AML-PatientInnen gefunden und sind mit einer günstigen Prognose assoziiert (Döhner et al. 

2017). Jedoch erreichen weniger als die Hälfe der CBF AML PatientInnen eine dauerhafte 

Remission nach Chemotherapie mit Cytarabin und Anthrazyklinen (Schlenk et al. 2004). 
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Eine Forschergruppe aus Deutschland (Opatz et al. 2020) konnte zeigen, dass die 

Patientinnen und Patienten, die an einer CBF AML litten, gleichzeitig Mutationen in mehreren 

Genen aufwiesen, die mit einer ungünstigen Prognose assoziiert sind. Die häufigsten 

Mutationen in dieser Form treten in den RAS-Genen (57 % der analysierten Proben mit CBF 

AML), im Transkriptionsfaktor ZBTB7A (22 %), chromatin modifiern ASXL1 (14 %) und ASXL2 (29 

%) auf. Die Diskrepanz zwischen der Einordnung in die Gruppe mit einer günstigen Prognose und 

dem klinischen Outcome zeigt deutlich, dass mehrere genetische Parameter zur genaueren 

Risikostratifizierung herangezogen werden sollten. 

Nach Betrachtung von AML-Genomen in unterschiedlichen Phasen der AML-

Entwicklung konnte man bestimmte Genexpressionsmuster identifizieren, denen die 

Entwicklung der Erkrankung folgt. So sind z.B. NPM1-Mutationen ein sekundäres Ereignis, das 

häufig erst nach einer DNMT3A, IDH1 oder NRAS-Mutation auftritt (Papaemmanuil et al. 2016). 

Das NPM1-Gen kodiert für Nukleophosmin, ein Shuttleprotein, welches in die epigenetischen 

Regulationsmechanismen, ribosomale Proteinfaltung und den p53-Signalweg involviert ist 

(Falini et al. 2005). NPM1-Mutationen kommen am häufigsten durch Insertion einiger 

Basenpaare mit einer nachfolgenden Leserasterverschiebung auf dem langen Arm des 

Chromosoms 5 zustande. NPM1-Mutationen sind mit 50 – 60 % (Falini et al. 2005) die häufigsten 

Veränderungen bei der AML mit normalem Karyotyp und ebenfalls mit einer günstigen Prognose 

assoziiert (Papaemmanuil et al. 2016). Bei Vorhandensein von NPM1-Mutation und FLT3-

Wildtyp kann der Einsatz von Gemtuzumab/Ozogamicin bereits in der Induktionstherapie zum 

besseren Überleben der Patienten beitragen (C. Röllig et al. 2022; Castaigne et al. 2012). 

Mutationen des FLT3-Gens (FMS-like tyrosine kinase 3) sind in 30 % aller AML-Fälle 

detektierbar, ein großer Teil (25 % aller AML-Fälle) zeichnet sich durch eine FLT3-ITD Mutation 

(FLT3 with the internal tandem duplication) aus. Die FLT3-ITD Mutation kommt ebenfalls häufig 

bei normalen Karyotypen vor (Kottaridis et al. 2001). Das FLT3-Gen kodiert für eine 

Tyrosinkinase, die eine wichtige Rolle in der Hämatopoese und der Differenzierung der 

Blutzellen spielt (Gilliland und Griffin 2002). Die Allelratio von FLT3-ITD wird in der 

semiquantitativen Bewertung unter Verwendung der DNA-Fragmentanalyse als Verhältnis der 

Fläche unter der Kurve des mutierten Allels zur Fläche unter der Kurve des Wildtyp-Allels 

berechnet und kann niedrig (< 0,5) oder hoch sein (≥ 0,5) (Döhner et al. 2022). Die Allelratio der 

FLT3-ITD Mutation hat einen hohen Einfluss auf die Prognose der Patienten: Eine niedrige 

Allelratio bei einer FLT3-ITD Mutation bei gleichzeitig mutiertem NPM1 geht mit einer günstigen 

Prognose einher (Gale et al. 2008). Neben der Möglichkeit der Gabe von Midostaurin in der 

Erstlinientherapie (Stone et al. 2017) können die Patienten bei Vorhandensein einer FLT3-
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Mutation durch Gabe von Sorafenib nach einer allogener Stammzelltransplantation als 

Erhaltungstherapie (Burchert et al. 2020) oder Gilteritinib bei einem Rezidiv oder refraktärer 

Erkrankung (Perl et al. 2019) profitieren. 

Mutationen im CCAAT/enhancer binding protein α-Gen (CEBPA) sind in 10 % aller AML-

Fälle mit normalem Karyotyp feststellbar (Konstandin et al. 2018). CEBPA besitzt als 

Transkriptionsfaktor regulatorische Eigenschaften und wird von vielen Geweben exprimiert, 

spielt jedoch eine wichtige Rolle in der Myelopoese. CEBPA kann nur in einem Allel mutiert sein, 

oder in beiden, wobei hier Mutationen verschiedenen Typs, die zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten in der Krankheitsentstehung aufgetreten sind, beobachtet werden. Am häufigsten 

ist hierbei eine Kombination aus einer Frameshift-Mutation am N-Terminus und einer in-frame 

Mutation in der bZIP-Domäne (CEBPA-basic leucine zipper) am C-Terminus (Benthaus et al. 

2008). Lediglich die Patienten mit Mutation in beiden Allen weisen ein niedriges Risiko auf, im 

Vergleich zu AML-Patienten mit unauffälliger Zytogenetik (Gombart et al. 2002). Durch diese 

Mutationen werden die Translation von CEBPA und seine DNA-Bindungsaktivität beeinflusst 

(Konstandin et al. 2018). 

 

Intermediäres Risiko 

Balancierte Translokationen, die ein Rearrangement von 11q23::KMT2A beinhalten, 

sind sehr häufige chromosomale Aberrationen in der AML, z.B. t(9;11)(p21;q23) (Meyer et al. 

2018). Die MLLT3::KMT2A-Fusion ist in 3 – 7 % der de novo AML-Fälle detektierbar. KMT2A, 

lysine methyltransferase 2a (K steht für die Aminosäure Lysin im Einbuchstaben-Code) wurde 

früher MLL-Gen für mixed lineage leukemia gene genannt. Durch KMT2A-Fusionsprodukte wird 

die maligne Transformation der hämatologischen Zellen vorangetrieben. KMT2A-

Rearrangements ziehen nur wenige Co-Mutationen mit sich, z.B. KRAS-Mutationen oder andere 

Mutationen im RAS-Pathway, die in 32 % dieser Fälle beobachtet wurden (Bill et al. 2020). Die 

MLL-PTD (partial tandem duplication) findet in dem ELN-Klassifikationssystem keine Erwähnung, 

geht aber ebenso mit einer ungünstigen Prognose einher (Schnittger et al. 2000). 

 

Hohes Risiko 

Patienten, deren Erkrankung einen Genotyp oder Karyotyp, die in Verbindung mit einem 

hohen Risiko gebracht werden, aufweist, erleiden häufiger Rezidive oder erreichen schwieriger 
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eine komplette Remission, was die behandelnden Ärzte häufig vor besondere 

Herausforderungen stellt. 

Das DEK-NUP214 Fusionsprotein entsteht aus einer Fusion des zweiten DEK-Exons (DEK 

Protoonkogen) mit dem sechsten Exon von Nucleoporin 214 (NUP214) bei einer Translokation 

t(6;9)(6p22.3;9q34.1) und ist in 1 % der AML und MDS Patienten nachweisbar. Das DEK-Protein 

ist an der DNA-Duplikation und mRNA-Prozessierung beteiligt. Nucleoporin 214 ist in die 

Regulation des Zellzyklus und den Transport von Proteinen zwischen dem Zellkern und dem 

Cytoplasma involviert (Zhou und Yang 2014).  

Das Vorhandensein von DEK-NUP214 steigert die Zellproliferation durch eine 

Hochregulation des mTOR-Pathways (Sandén et al. 2013). Patienten mit diesem Fusionsgen 

weisen ein durchschnittlich niedrigeres Ersterkrankungsalter, eine schlechtere Prognose und 

eine niedrigere Remissionsrate als Patienten ohne diese genetische Veränderung auf (Slovak et 

al. 2006). 

Das Philadelphia Chromosom ist der wichtigste zytogenetische Marker der chronisch 

myeloischen Leukämie (CML). Es resultiert aus einer t(9;22)(q34;q11) Translokation, die zu der 

Entstehung des Fusionsgens BCR::ABL führt (Arber et al. 2022). 

Die BCR::ABL-positive AML ist eine seltene Unterform der AML (0,5 – 3 % der de novo 

AML (Keung et al. 2004) und wurde erstmals in der Revision der WHO Klassifikation 2016 als 

eigenständige Entität vorgeschlagen. Eine klare Unterscheidung zwischen einer de novo 

BCR::ABL-positiven AML und einer primären myeloischen Blastenkrise bei CML ist in vielen 

Fällen schwierig. Bei Vorliegen anderer leukämie-initiierender Mutationen wie CBFB::MYH11, 

RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA oder NPM1, scheinen diese jedoch eher prognosebestimmend 

als BRC::ABL zu sein (Neuendorff et al. 2016). Die BRC::ABL-Fusion stellt demnach eine cancer 

driver Mutation Klasse-II nach dem Leukämogenese Model von Gilliland und Griffin (Gilliland 

2002) dar. Zur Diagnosestellung der BCR::ABL1-postitiven AML wird, anders als bei den anderen 

AML-definierenden Translokationen, auch in der WHO-Klassifikation 2022 ein Blastenanteil von 

> 20 % gefordert. Zudem wird auch in dieser Einteilung eingeräumt, dass die BCR::ABL1-positive 

AML als eigenständige Subgruppe der AML noch genauer charakterisiert werden muss (Khoury 

et al. 2022). 

Als komplexer Karyotyp gilt nach der Definition des ELN das Vorhandensein von drei 

oder mehr nicht zusammenhängenden Chromosomenaberrationen in Abwesenheit einer der 

nach WHO definierten Translokationen oder Inversionen, die in der Tabelle 1 aufgelistet sind 

(Arber et al. 2022). 

Etwa 55 % der erwachsenen Patienten mit AML haben einen abnormalen Karyotyp 

(Grimwade et al. 2010). Der zytogenetische Karyotyp bleibt der wichtigste prognostische Faktor 
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für die Vorhersage des Ergebnisses und des Ansprechens auf die Therapie bei AML (Döhner et 

al. 2022). 

Der monosomale Karyotyp wird durch das Vorliegen von mindestens einer Monosomie 

in einem Autosom (ohne isolierten Verlust eines Geschlechtschromosoms) und einer 

struktureller Chromosomenanomalie oder mindestens zwei autosomalen Monosomien 

definiert. Die 4-Jahres-OS-Rate (overall survival) beträgt bei diesem Patientenkollektiv lediglich 

4 – 5 % (Kayser et al. 2012). 

Das Vorhandensein von Chromosom-17-Anomalien ist ebenfalls mit einem schlechten 

Outcome und einer Resistenz gegenüber der Chemotherapie bei multiplen hämatologischen 

Malignomen, einschließlich AML (Seifert et al. 2009), verbunden. Die Häufigkeit von 

Aberrationen auf Chromosom 17 liegt bei 5 – 8 % in Patienten mit de novo AML. Der 

Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens TP53 durch eine Deletion/Punktmutation des 

Chromosoms 17 wird als Hauptgrund für das schlechte Outcome bei Patienten mit Aberrationen 

auf dem Chromosom 17 angesehen (Seifert et al. 2009). Patienten mit Chromosom 17p-

Anomalien weisen in der Regel einen Verlust des ersten Allels von TP53 und eine Mutation oder 

Verlust des anderen Allels auf (Nazha et al. 2014). Während in soliden Tumoren TP53 in mehr 

als der Hälfte der Fälle mutiert ist, treten TP53-Mutationen in weniger als 10 % der de novo AML-

Fälle auf (Prokocimer et al. 2017). Die meisten TP53-Mutationen treten als Punktmutation in der 

zentralen DNA-Bindungsdomäne in den Kodons 175, 248 oder 273 auf, es sind aber auch andere 

Arten der Mutationen möglich (Donehower et al. 2019).  

Der Tumorsuppressor p53 spielt als Transkriptionsfaktor eine Schlüsselrolle bei der 

Erhaltung der genomischen Integrität und verhindert dadurch die Tumorentstehung. p53 

reguliert zusätzlich andere zelluläre Prozesse, einschließlich der Aufrechterhaltung eines 

normalen Stammzellpools, und verhindert die Bildung von Tumorstammzellen (Aloni-Grinstein 

et al. 2014). Daher fördert die p53-Inaktivierung die Proliferation von HSPCs, was zur 

Akkumulation von DNA-Schäden und der anschließenden malignen Transformation führt. TP53-

Mutationen sind frühe leukämogene Treibermutationen und werden daher häufig in den sog. 

founding clones gefunden (Wong et al. 2015). 

Ein weiteres Karyotypmerkmal, das mit einem hohem Risiko verbunden ist, ist 

inv(3)(q21;q26). Das betroffene Gen, MECOM (MDS1 and EVI1 Complex Locus), auch EVI1 

(ecotropic virus integration site 1 protein homolog) genannt, ist bekannt als ein Protoonkogen, 

welches durch das chromosomale Rearragement aktiviert werden kann (Morishita et al. 1992). 

Es fungiert als Transkriptionsfaktor für GATA2 und PBX1, die beide eine wichtige Stellung in der 
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Hämatopoese einnehmen (Yuasa et al. 2005). EVI1 kann einen inhibierenden Komplex mit 

RUNX1 bilden (Laricchia-Robbio et al. 2006), außerdem spielt es eine wichtige Rolle beim Erhalt 

der genetischen Stabilität während der zentrosomalen Duplikation (Stein et al. 2010). 

Das GATA2-Gen kodiert für einen Transkriptionsfaktor, der an der Regulation der 

Aktivität hämatopoetischer Stammzellen sowie an der Differenzierung von myeloischen 

Vorläuferzellen beteiligt ist (Panuzzo et al. 2020). Knockout-Mäuse, denen GATA2 vollständig 

fehlt, leiden an Anämie und versterben nach kurzer Zeit (Ling et al. 2004). AML Patienten mit 

inv(3)(q21;q26) haben eine extrem schlechte Prognose (Papaemmanuil et al. 2016). 

 

1.1.3 Therapie der akuten myeloischen Leukämie 

Die Therapie der AML sollte an Zentren durchgeführt werden, die über weitreichende 

Erfahrungen in der Behandlung hämatoonkologischer Krankheitsbilder verfügen. Neben einer 

Standardtherapie kann den Betroffenen eine Studientherapie angeboten werden, falls das 

Zentrum an einer für den Patienten geeigneten Studie (z.B. hinsichtlich des Alters, genetischen 

oder anderen Faktoren) teilnimmt. 

 Die Behandlungsalgorithmen der deutschen AML Leitlinie (C. Röllig et al. 2022) basieren 

auf der Unterscheidung der Patienten in fitte und unfitte je nach ECOG Status (Eastern 

Cooperative Oncology Group) der Betroffenen und ihrer Komorbiditäten. Das Europäische 

Leukämie Netzwerk (ELN) empfiehlt die Graduierung nach TRM-Score (treatment-related 

mortality score) (Döhner et al. 2022). Dies ist ein multivariabler Score, der gewichtete 

Informationen zu Alter, Leistungsstatus, Krankheitstyp (primäre vs. sekundäre AML), Kreatinin, 

Anzahl weißer Blutkörperchen (WBC), Anteil an peripheren Blutblasten, Thrombozytenzahl und 

Albumin enthält (Buckley et al. 2015). 

 Das Vorhandensein von Komorbiditäten wie bekannten Nieren- und Leberfunktions-

einschränkungen sowie der Nachweis der oben beschriebenen Mutationen oder 

zytogenetischen Veränderungen sollten bei der Entscheidung über die Wahl der 

anzuwendenden initialen Chemotherapie berücksichtigt werden. Eine intensive 

Induktionstherapie wird üblicherweise nach dem 7+3-Schema durchgeführt – an den ersten 7 

Tagen wird den Betroffenen Cytarabin (100 – 200 mg/m² kontinuierlich) verabreicht, an den 

ersten 3 Tagen zusätzlich mit Anthrazyklin (z. B. Daunorubicin 60 mg/m², Idarubicin 10 – 12 

mg/m², oder Mitoxantron 10 – 12 mg/m²) (C. Röllig et al. 2022).  

Für die älteren Patienten, Patienten mit einem ECOG ≥ 3 oder denen, die keine intensive 

Chemotherapie wünschen, empfiehlt die deutsche Leitlinie die hypomethylierenden Substanzen 
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(HMA) 5-Azacitidin und Decitabin, ggf. in Kombination mit dem bcl2-Inhibitor Venetoclax (C. 

Röllig et al. 2022). Eine Fixkombination von Daunorubicin/Cytarabin kann bei Patienten mit 

Therapie-assoziierter AML, AML nach myelodysplastischem Syndrom (MDS) oder de novo AML 

mit MDS-Karyotyp ebenso angewendet werden (Lancet et al. 2018). 

 Der zytogenetische Befund und darauf basierende Risikostratifizierung mit der Auswahl 

der geeigneten Therapie sind entscheidend für das Erreichen einer kompletten Remission (CR). 

Die Chance für das Erreichen einer CR beträgt > 80 – 90 % bei den Patienten mit einem günstigen 

zytogenetischen Profil gegenüber < 30 % bei Vorhandensein von ungünstigen Aberrationen (C. 

Röllig et al. 2022). 

Die Ergebnisse der Zytogenetik bestimmen die Auswahl der Therapie, die das 

Chemotherapie-Schema zum Erreichen besserer Ergebnisse komplementieren können. In den 

letzten 15 Jahren wurden zahlreiche zielgerichtete Therapie bei bestimmten genetischen 

Aberrationen von der Europäische Arzneimittelbehörde (EMA) zugelassen. So wird eine 

Kombination aus Cytarabin/Daunorubicin mit Gemtuzumab/Ozogamicin für die 

Induktionstherapie bei Patienten mit CBF AML oder Vorhandensein von NPM1-Mutation und 

FLT3-Wildtyp in der Erstlinientherapie empfohlen (C. Röllig et al. 2022; Castaigne et al. 2012). 

Die FLT3-Inhibitoren sind multipotente Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI), die sich in der 

AML-Therapie bewährten. Durch die Gabe von Midostaurin können Patientinnen und Patienten 

mit mutiertem FLT3 bereits in der Induktionstherapie profitieren (Stone et al. 2017). Quizartinib 

kann zum längeren Überleben von Patienten mit FLT3-ITD in der Induktions- und 

Konsolidierungstherapie mit oder ohne allogener Stammzelltransplantation beitragen (Erba et 

al. 2023). 

Ivosidenib stellt den ersten zugelassenen IDH1-Inhibitor dar und wird bei der AML in 

Kombination mit Azacitidin bei Patienten, die für eine Standard-Induktionschemotherapie nicht 

geeignet sind und eine IDH1-Mutation aufweisen, angewendet (Montesinos et al. 2022). 

Für fitte Patienten, die eine CR erreichten, bestehen die Möglichkeiten einer allogenen 

Blutstammzelltransplantation oder einer Chemotherapie mit höherdosiertem Cytarabin als 

Konsolidierungstherapie. Die Konsolidierung mit Chemotherapie erfolgt bei Faktoren, die keine 

allogene Blutstammzelltransplantation zulassen sowie bei Niedrig- oder Intermediärrisikoprofil 

(C. Röllig et al. 2022). Patienten mit FLT3-ITD profitieren nach einer allogenen 

Stammzelltransplantation von einer Erhaltungstherapie mit Sorafenib (Burchert et al. 2020). 
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1.2 Zytogenetik: ein Goldstandard in der hämatoonkologischen Diagnostik 

Die konventionelle Zytogenetik spielt eine herausragende Rolle in der 

hämatoonkologischen Diagnostik. Hier können numerische Veränderungen (Verlust oder 

Zugewinn ganzer Chromosomen) und größere strukturelle Veränderungen (z.B. 

Translokationen) detektiert werden. So ist der Bericht der Zytogenetik entscheidend für die 

Diagnosestellung einer „AML mit komplexem Karyotyp“. 

Für die konventionelle Zytogenetik werden Leukämiezellen, im Fall von AML vorzugsweise 

Knochenmarkszellen, gewonnen. Anschließend durchlaufen die Zellen in einer Kurzzeitkultur die 

Stadien der Mitose bis zur Metaphase, wo die DNA in Form von kompakten Chromosomen 

vorliegt und so am besten optisch zu beurteilen ist. Durch die Zugabe der Präparate, die die 

Bildung des Spindelapparates verhindern können, und anschielende Fixierung der Zellen wird 

weitere Teilung der Zellen angehalten. Danach kann das Präparat mithilfe von speziellen 

Färbetechniken aufbereitet werden, so dass die Chromosomen anschließend unter dem 

Lichtmikroskop gezählt und begutachtet werden können (Rack et al. 2019). Die 

Chromosomenbanden können je nach Farbstoff unterschiedlich zum Vorschein kommen, eine 

häufig angewendete Technik ist die Giemsa-Färbung. Hierbei stellen sich die genreichen Banden 

nach enzymatischer und färberischer Behandlung hell dar (R-Banden), die mit weniger 

kodierenden Bereichen dunkel (G-banden). 

Die Auflösung der konventionellen Zytogenetik ist auf eine Anzahl von etwa 400 – 500 

Banden begrenzt. So können strukturelle Chromosomenaberrationen von 5 – 10 Mb Größe 

detektiert werden (Riegel 2014, S. 195). 

 Die Nomenklatur der Chromosomenbanden erfolgt nach den Regeln der International 

System for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN 2020). Die Chromosomen werden 

strukturell in den kleineren p-Arm und den größeren q-Arm unterteilt, die Benennung erfolgt 

vom Zentromer aus (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1: Das Ideogramm des menschlichen Chromosom 8 mit G-Banding.  
Veröffentlicht von Wikimedia Commons, gemeinfrei nach UrhG §64, verfügbar unter 
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Human_chromosome_8_ideogram_vertical.svg. (Link wurde zuletzt am 
19.11.2023 geprüft) 

 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Human_chromosome_8_ideogram_vertical.svg
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Die folgenden biologischen und probe- bzw. technikbezogenen Faktoren stellen 

Einschränkungen der Qualität von Metaphase-Chromosomen dar: ein niedriger Mitose-Index, 

eine Kontamination der Proben durch Fibroblasten, das selektive Wachstum von Subklonen, die 

nicht repräsentativ für die vorherrschende Subklonen-Situation in vivo sind (Dorritie et al. 2004). 



 

13 
 

1.3 Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

 Fluorescence in situ hybridization (FISH) erlaubt die Darstellung kleiner Translokationen 

(kleiner als 1 – 3 kb) und Abweichungen der Kopienzahl (Amplifikationen, Deletionen). Mit der 

FISH-Technik können durch die Verwendung von fluoreszenzfarbstoff-markierten 

Nukleinsäuresonden spezifische DNA-Sequenzen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar 

gemacht werden (Dorritie et al. 2004).  

 Die FISH-Analyse kann in wenigen Stunden durchgeführt werden und erfordern keine 

Zellen in Teilung. FISH kann an Interphase-Zellkernen durchgeführt werden und hat daher die 

Vorteile, dass das zeit- und arbeitsintensive Erreichen der Metaphase in einer Zellkultur nicht 

notwendig ist, Artefakte nach einer langen Kultivierungszeit von Zellen vermieden werden 

können und eine größere Anzahl von Zellen auf eine seltene Subpopulation durchsucht werden 

kann (Dorritie et al. 2004).  

 Diese Methode bietet, im Gegensatz zur konventionellen Zytogenetik, keinen 

vollständigen Karyotypen, sondern ermöglicht eine präzise Identifikation bestimmter 

chromosomaler Anomalien oder genetischer Marker je nach Fragestellung und verwendeter 

DNA-Sonde (Kearney 2001). Mit spezifischen DNA-Sonden können bestimmte Genorte, 

chromosomale Translokationen oder Kopienzahlveränderungen gezielt nachgewiesen werden, 

falls die Erstellung eines zytogenetischen Berichtes z.B. durch fehlgeschlagene Kultivierung, 

nicht möglich ist. 

 Die Verwendung von konventioneller Zytogenetik mit ergänzender FISH-Analyse ist nach 

wie vor der Goldstandard der AML Diagnostik (C. Röllig et al. 2022). 
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1.4 Next Generation Sequencing 

1.4.1 Sequenziertechnik 

Die Sanger-Sequenzierung (Sanger et al. 1977) war für mehrere Jahrzehnte eine 

Methode der DNA-Sequenzierung, die eine Grundlage für heutige Genomforschung bildete. Der 

Übergang von der Sanger-Sequenzierung zur Next-Generation Sequencing (NGS) ermöglichte 

eine starke Beschleunigung und Steigerung des Durchsatzes der DNA-Sequenzierung. Mit NGS 

können unter anderem Punktmutationen (Cibulskis et al. 2013) und 

Kopienzahlenveränderungen in genetischem Material (Li 2011; McKenna et al. 2010) 

nachgewiesen werden. NGS kommt in vielen medizinischen Bereichen in der Diagnostik zum 

Einsatz, da es innerhalb kurzer Zeit eine komplette oder gezielte Sequenzierung des Genoms 

ermöglicht: so findet NGS nicht nur in der Leukämie- und Tumordiagnostik (Mack et al. 2019; 

Milbury et al. 2022; Duncavage et al. 2021) Anwendung, sondern auch in den nicht invasiven 

Pränataltest (NIPT) zur Testung des fötalen Erbgutes auf Trisomien 21, 13 und 18 (Norton et al. 

2015), in der Diagnostik der Infektionskrankheiten (Zhong et al. 2021) sowie in der Erforschung 

des Mikrobioms (Wensel et al. 2022).  

Die auf dem Markt erhältlichen Sequenzierungsgeräte sind vielfältig und unterscheiden 

sich in ihren technischen Merkmalen, Sequenzierungsmethoden und Sequenzlänge sowie 

Durchsatzraten. Verschiedene Sequenzierungstechnologien resultieren jeweils in einer 

spezifischen Fehlerrate und -art, gehen mit unterschiedlichen Kosten für die Anschaffung und 

die Verbrauchsmaterialien einher und eignen sich für verschiedene Anwendungsgebiete 

(Moorthie et al. 2011). Im Folgendem wird der Fokus auf die Methoden und technische 

Ausstattung gelegt, die im Spezialroutinelabor der Klinik für Hämatologie und Onkologie des 

Universitätklinikums Marburg vorhanden sind.  

Das Schlüsselelement der NGS ist massive parallele Sequenzierung (massive parallel 

sequencing), die die gleichzeitige Sequenzierung einer großen Anzahl von DNA-Fragmenten 

ermöglich. Diese Methode besteht aus mehreren Schritten. Zuerst wird das DNA-Template 

enzymatisch in Fragmente gewünschter Länge zerteilt. Die DNA-Fragmente werden mit 

Adaptern versehen, die spezielle Sequenzen für die Bindung an der Trägeroberfläche, 

beispielsweise einer Flowcell bei den Illumina-Geräten, enthalten. Zur denaturierten DNA 

werden Primer hinzugegeben. Primer sind kurze DNA-Sequenzen, die spezifisch aufgrund der 

Basenkomplementarität die Anfangs- und Endpunkte der zu sequenzierenden DNA-Fragmente 

kennzeichnen (Metzker 2010) und mit den komplementären Sequenzen hybridisieren, die 

später verlängert werden können. Die Proben können zudem mit molekularen Barcodes 

versehen werden, damit jede Probe mit einem eindeutigen Code verknüpft und dadurch 
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eindeutig unter den anderen Proben identifizierbar wird. Diese Schritte dienen der Erstellung 

einer Sequenzierungs-Bibliothek (sequencing library). Die an die Trägeroberfläche gebundenen 

DNA-Fragmente werden in sogenannten Clustern mehrfach amplifiziert (Abbildung 2). Jedes 

Cluster enthält viele identische Kopien des gleichen DNA-Fragments. 

Sequencing by synthesis (SBS) ist eine Methode der DNA-Sequenzierung, die 

insbesondere bei der Sequenzierung mit der Illumina-Technologie weit verbreitet ist. Nach der 

Präparation und Clusterbildung beginnt der eigentliche Schritt der Sequenzierung. Die 

Nukleotidkette wird um eine Base mit vier möglichen (A, T, G, C) Nukleotiden, die mit 

abspaltbaren Terminatoren (reversible nucleotide terminators) versehen sind, verlängert. Die 

vier Sorten von Nukleotiden sind außerdem mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen 

markiert. Nachdem alle DNA-Fragmente mit je einem Nukleotid verlängert wurden, werden die 

nicht eingebauten Nukleotide abgewaschen und die an jedem Cluster eingebaute Base wird 

photometrisch detektiert. Der Fluoreszenzfarbstoff und die Terminations-Gruppe, die einen 

weiteren Nukleotidanbau verhindert, werden abgetrennt und die Kette kann um ein weiteres 

Nukleotid verlängert werden. Die in diesen Zyklen entstehenden Bilder mit Farbsignalen können 

mit einer im Sequenziergerät installierten Software in die Abfolge von Nukleotiden, d.h. die 

Sequenz des ursprünglichen DNA-Fragments, umgewandelt werden (Moorthie et al. 2011). 

 

Abbildung 2: Der Ablauf der Next Generation-Sequenzierung 
Die Abbildung wurde nach αFigure 3: Next-Generation Sequencing Chemistry Overviewά aus der .ǊƻǎŎƘǸǊŜ ά!ƴ 
introduction to Next-DŜƴŜǊŀǘƛƻƴ {ŜǉǳŜƴŎƛƴƎ ¢ŜŎƘƴƻƭƻƎȅέ Ǿƻƴ LƭƭǳƳƛƴŀ LƴŎΦΣ ǾŜǊŦǸƎōŀǊ ǳƴǘŜǊ 
https://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf (Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) 
modifiziert. 

https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
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Beim Vorbereiten der Sequenzierungsbibliothek (Library) (1) wird die DNA in Fragmente gewünschter Länge zerteilt 
und mit Adaptern verbunden. Die Primer hybridisieren mit den komplementären Sequenzen an den Anfangs- und 
Endpunkten eines DNA-Strangs und können verlängert werden. Bei der Cluster Amplifizierung (2) werden die an die 
Trägeroberfläche gebundenen DNA-Fragmente mehrfach amplifiziert. Nukleotid-Sequenzierung (3) erfolgt mit den 
mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Nukleotiden, die durch photometrische Methoden erkannt werden. Die Abfolge 
der Nukleotide wird in einer Sequenzierungsdatei gespeichert, die dann für die Alignierung an das Referenzgenom 
verwendet werden kann (4). 
 

Die Rohdaten der Next Generation-Sequenzierung, die dabei resultieren, liegen in Form 

sog. „Reads“ vor. Ein Read ist eine zusammenhängende Basenabfolge, die von einem oder 

beiden Enden des DNA-Fragments sequenziert wurde. Das Aufzeichnen der Basensequenz eines 

Reads wird als „Base-Calling“ bezeichnet (Ledergerber und Dessimoz 2011). 

Bestimmte chromosomale Bereiche können aufgrund ihrer strukturellen oder 

genetischen Komplexität schwieriger zu sequenzieren sein. Die Zentromere gelten als besonders 

AT-reiche und genarme genetische Regionen, die viele repetitive Sequenzen aufweisen (Talbert 

und Henikoff 2020). Dieser Umstand prädisponiert dazu, dass sie häufiger sequenziert werden 

als andere Regionen, die weniger repetitive Sequenzen enthalten (Treangen und Salzberg 2011). 

Die erhaltenen Daten können durch die Parameter Sequenzierungstiefe (sequencing 

depth), Abdeckung (coverage) und Abdeckungsbreite (breadth of coverage) beschrieben werden 

(Sims et al. 2014). Dabei stellt Sequenzierungstiefe die gesamte Anzahl der Reads dar, die für 

eine Probe erhalten wurden, während die Abdeckung sich auf die Häufigkeit der Sequenzierung 

einer Base in einer Zielregion bezieht. Die Abdeckungstiefe beschreibt die prozentuelle Anzahl 

der Reads, die einen bestimmten Bereich des Genoms abdecken. Eine höhere Coverage 

bedeutet, dass ein Genomabschnitt von einer größeren Anzahl von Reads abgedeckt wurde. Dies 

führt zu einer zuverlässigeren Ableitung der darin enthaltenen Sequenz. 

Die Abdeckung kann je nach Größe in ultraniedrige (ulcWGS, ultra low-coverage whole-

genome sequencing, weniger als 0,5-fach), niedrige (weniger als 10-fach), moderate (10- bis 30-

fach) und hohe Coverage unterteilt werden. Die genauen Grenzen für diese Gruppen können je 

nach Anforderungen für die Analyse und Technologie variieren. 

Die Abdeckung (coverage) kann mit der Formel von Lander und Waterman berechnet 

werden (Lander und Waterman 1988): 

ὅ  
ὒ ὔ

Ὃ
 

ὅ – Abdeckung (coverage) 

ὒ – Read-Länge 

ὔ – Anzahl der Reads 
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Ὃ – Länge des haploiden Referenzgenoms 

 

1.4.2 Humanes Referenzgenom 

Nach dem Erhalt der Rohdaten der NGS kann die Genomassemblierung rechnerisch 

durchgeführt werden. Die abgelesenen Fragmente müssen nun den passenden Stellen im 

Genom zugeordnet werden, da zum jetzigen Zeitpunkt nicht die gesamte DNA in einem Stück 

sequenziert werden kann. Dabei kann auf zwei Weisen vorgegangen werden: die Fragmente 

werden zu einem fest definiertem menschlichem Referenzgenom zugewiesen oder, wie bei der 

„de novoά Assemblierung, werden neue Sequenzen ohne ein Referenzgenom konstruiert. 

 Mit der Sequenz des Humangenoms 2001 (Lander et al. 2001) wurde der Forschung ein 

Werkzeug für zukünftige genomische Analysen bereitgestellt, das eine essentielle Grundlage für 

Genomanalysen in der klinischen Routine darstellt, da Mutationen, also „Fehler in der DNA“ nur 

dann zuverlässig festgestellt werden können, wenn der „Normalzustand“ bekannt ist. Dabei ist 

allerdings zu beachten, dass nicht jede Abweichung von der Norm einen Krankheitswert besitzt. 

Vielmehr zeigen menschliche Genomsequenzen eine gewisse interindividuelle Variabilität durch 

Polymorphismen. Das erste menschliche Referenzgenom enthielt Daten von 20 Spendern und 

war noch teilweise lückenhaft. Laufende Bemühungen des Genome Reference Consortium (GRC) 

tragen zur Verbesserung des Referenzgenoms und Schließung der Gaps bei (Schneider et al. 

2017). In den neuesten Versionen werden von den Forschenden nur noch etwa 1.000 Gaps (5 

%) gemeldet (Guo et al. 2017). 

Mit der Zeit wurden neue variable Regionen identifiziert und in großen Datenbanken 

aufgelistet, z.B. dbSNP (Sherry et al. 2001) und gNOMAD (Karczewski et al. 2020). Nach genauer 

Analyse der Daten des 1000 Genome Project (2.504 Individuen) konnte eine Forschungsgruppe 

des 1000 Genome Project Consortium feststellen, dass sich ein typisches Genom aus den 

sequenzierten Daten von dem menschlichen Referenzgenom an 4,1 Millionen bis 5,0 Millionen 

Stellen bei einer Gesamtlänge von 3.298.912.062 Basenpaaren unterscheidet. Man weiß, dass 

0,99 % der Varianten in den Bereichen der Single Nucleotid Polimorphism (SNPs) und kurzen 

Indels befinden, in den Bereichen mit einer hohen interindividuellen Variabilität. Trotzdem 

zeigen die Daten, dass ein typisches Genom schätzungsweise 2.100 bis 2.500 strukturelle 

Variationen enthält, die etwa 20 Millionen Basenpaare betreffen (Auton et al. 2015). 

Ergänzend zu der Komplementierung des Referenzgenoms wurden auch umfangreiche 

Sequenzierungen von Tumorgenomen vorgenommen (Kandoth et al. 2013), die die Erkenntnisse 

aus früheren, auf einzelne Gene bei spezifischen Erkrankungen fokussierten Studien ergänzten, 
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sodass inzwischen auch ein umfangreicher Katalog von krebsassoziierten Mutationen existiert 

(Tate et al. 2019). Diese Annotationen zum Referenzgenom bilden neben der reinen 

Sequenzinformation die zweite wichtige Voraussetzung für klinische Anwendungen von NGS. 

 Die aktuelle Referenzgenomversion GRCh38/hg38 (Annotation und Sequenz können auf 

der Seite des Human Genome Resources des National Center for Biotechnology Information 

unter https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.40/ eingesehen 

werden, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) dient als Grundlage für viele genomischen 

Daten und Datenbanken. Die Gene werden durch die Bezeichnungen ihrer Loci benannt, wobei 

die räumlichen Positionen durch Referenzgenomkoordinaten definiert sind. Varianten werden 

als solche gekennzeichnet, wenn sie in Relation zur Referenz gesetzt wurden (Referenz (REF) 

und Alternative (ALT) (Ballouz et al. 2019). 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.40/
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1.5 Bioinformatische Analyse der Next Generation Sequencing Daten 

1.5.1 Genomalignment 

Beim Genomalignment werden die einzelnen Reads mithilfe von Rechenalgorithmen der 

sog. Mapper-Software den passenden Abschnitten im Genom zugeordnet. Die meisten 

Alignment-Algorithmen konstruieren Datenstrukturen für die Referenzsequenz, die sog. Indizes. 

Die Alignment-Algorithmen können auf der Erstellung von Hash-Tabellen oder 

Suffixbäumen basieren. Die Methode der Hash-Tabellen benutzt k-mere (eine feste Abfolge von 

Nukleotiden, standardisiert auf 11 Nukleotide) zur Erstellung von Schlüssel-Wert-Paaren 

(dictionaries), wobei der Schlüssel ein Teil der Sequenz ist und der Wert die Position dieser 

Sequenz im Referenzgenom ist. Die k-mere werden mit einem Hashwert versehen, um einen 

schnellen Zugriff auf die Position dieser Sequenz zu erlauben. Der Smith-Waterman-Algorithmus 

(Smith und Waterman 1981) ist ein Algorithmus der dynamischen Programmierung, der das 

lokale Alignment zweier Sequenzen ermöglicht. Hierfür wird nach einer bestmöglichen 

Übereinstimmung (Alignment) zwischen dem Read und dem Referenzgenom gesucht, indem 

eine Matrix zeilenweise nach bestimmten Regeln aufgefüllt wird und den Zellen 

unterschiedliche Werte je nach Status (Alignment, Gap oder Mismatch) vergeben werden. 

Nachdem die Matrix vollständig gefüllt ist, wird die Matrixzelle mit dem höchsten Wert 

identifiziert, die das Ende des besten lokalen Alignments darstellt und die Sequenz kann unter 

Berücksichtigung von Alignment, Gaps oder Mismatches rekonstruiert werden (Li und Homer 

2010). 

Die Suffixbäume sind gerichtete azyklische Graphen (von engl. Directed Acyclic Graph), 

wobei die Kanten Teilsequenzen darstellen, die am Ende einer anderen Sequenz auftreten 

(Suffix). Der Suffixbaum wird nach bestimmten Regeln erstellt und so kann schrittweise nach der 

Übereinstimmung zweier Sequenzen gesucht werden, wobei bei jedem Schritt geprüft wird, ob 

der aktuelle Pfad im Suffixbaum fortgesetzt werden kann. Diese Methode erlaubt es, innerhalb 

einer kurzen Zeit den Baum nach dem Weg zu einer Sequenz abzusuchen (Li und Homer 2010), 

was insbesondere bei längeren Sequenzen und großen Referenzgenomen vorteilhaft ist. Die 

Erstellung von mehreren solchen Suffixbäumen ist sehr arbeitsspeicherintensiv (Farruggia et al. 

2018). 

Bei den paired-end Reads kann eine Read-Sequenz erst zuverlässig im Verhältnis zum 

Referenzgenom platziert werden, wenn die Sequenz auf dem entgegengesetzten Strang 

derselben Position zugeordnet werden kann. So kann die Positionierung im Genom besser 

erkannt werden (Li und Homer 2010). 
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Im Weiteren wird auf die häufig benutzte Alignment-Software bwa (Burrow-Wheeler 

Aligner for short-read alignment, Li und Durbin 2009) und Bowtie2  (Langmead und Salzberg 

2012) eingegangen, die im Rahmen dieses Projektes zum Einsatz kamen. Die beiden Alignment-

Programme benutzten Suffixbäume zur Indexierung des Genoms und haben die Funktionalität 

zur Analyse von paired-end Reads. Die Indexierung des Genoms bei Alignment-Programmen 

erfolgt mit dem Ziel, das aus einer großen Anzahl von Basenpaaren bestehende Referenzgenom 

effizient zu durchsuchen und potenzielle Übereinstimmungen mit den Reads zu finden, um die 

Geschwindigkeit und den Speicherbedarf der Suche zu reduzieren.  

Bwa (Li und Durbin 2009) ist in seiner aktuellen Version (Stand Juni 2023), BWA-

0.7.17 , auf der Seite des netzbasierten Dienstes zur Versionsverwaltung GitHub  unter 

https://github.com/lh3/bwa (Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) zu finden. Nach der 

Indexierung des Referenzgenoms sucht das Programm zwischen den Übereinstimmungen 

zwischen den Reads und dem indexierten Referenzgenom. Bestimmte kurze Sequenzfragmente 

(seed) werden mit dem Referenzgenom verglichen und die Übereinstimmungen werden 

erweitert (Seed-and-Extend-Algorithmus). Intervalle auf dem Referenzgenom von 256.000 bp 

werden von Unterprogrammen (batch) nach den passenden paired-end Reads durchsucht. 

Unter Berücksichtigung des Mapping-Qualitätsscores von mindestens 20 werden die Reads 

gepaart. Danach lädt bwa die 2-Bit-codierte Referenzsequenz und führt ein Smith-Waterman-

basierte Alignment der im letzten Schritt nicht zugeordneten Reads durch. So können einige 

Reads mit großen Unterschieden zwischen den korrespondierenden Read-Sequenzen in einem 

Paar dennoch für das Alignment verwendet werden (Li und Durbin 2009). 

Die neueste Version von Bowtie2  (v2.5.1, Stand Juni 2023) kann auf der Seite des 

netzbasierten Dienstes zur Versionsverwaltung GitHub  unter 

https://github.com/BenLangmead/bowtie2 (Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) 

heruntergeladen werden. Der Algorithmus von Bowtie2  benutzt, ähnlich wie bwa, den Seed-

and-Extend-Algorithmus. Durch die verschiedenen Parameteroptionen kann das Alignment an 

die jeweiligen Anforderungen angepasst werden und schnell erfolgen (Langmead und Salzberg 

2012). 

Die Sequenzierungsdaten werden im textbasierten FASTQ-Format gespeichert. Es 

enthält Informationen über die Sequenz sowie die zugehörige Qualität der sequenzierten Basen. 

Ein Beispiel für eine Zeile aus einem FASTQ-File wäre:  

@SEQ_ID GATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC + AAAEEEEAAAAAAAAAEAAAEEEEAAAAAAAAAE 

https://github.com/lh3/bwa
https://github.com/BenLangmead/bowtie2
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wobei @SEQ_ID für die Kennung der Sequenz steht, 

GATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC für die Basenabfolge in der Sequenz, das 

Pluszeichen die Sequenz von der Basenqualität trennt. Die letzte Zeichenabfolge kennzeichnet 

die Wahrscheinlichkeit für die korrekte Abbildung der sequenzierten Basen. Die Qualität wird 

normalerweise als ASCII -Zeichen dargestellt, wobei das Zeichen „!“ den niedrigsten 

Qualitätswert anzeigt und „~“ – den höchsten. „A“ hat eine geringere Qualität als „E“, beide 

diese Werte weisen auf eine mittlere Qualität der Sequenzierung dieser Beispielsequenz. 

Die Qualität der Sequenzierung kann mit Phred-Qualitätsscore berechnet werden 

(Richterich 1998). 

ὗ ρπÌÏÇὖ 

Q – Phred-Qualitätsscore 

P – Wahrscheinlichkeit für eine fehlerhafte Identifikation des Nukleotids (base-calling 

error) 

 

1.5.2 Datenformate nach dem Alignment 

 Die Daten, die das Alignment der Genomdaten mit den Tools wie bwa oder Bowtie2  

darstellen, liegen im SAM-Format (Sequence Alignment/Map format) vor. Jede Sequenz wird 

anfänglich durch einen Header beschrieben. Danach werden die obligatorischen Informationen 

zum Alignment wie der Name des Reads und seine Position angegeben. Die optionalen Angaben 

können unter Metadaten (Angaben zu den sequenzierten Proben oder Anmerkungen zu dem 

Alignment) festgehalten werden (siehe Abbildung 3). 

 

Abbildung 3: Aufbau einer Sequenz im SAM-Format. 

Read-Name beinhaltet den Namen oder die Kennung des Sequenzierungsreads; Flags: Ein Flag ist ein numerischer 

Wert, der verschiedene Eigenschaften des Alignments präsentiert, z.B. ob dieser Read gepaart wurde oder auf 

welchem DNA-Strang sich dieser Read befindet. Die Flags werden unter 

https://broadinstitute.github.io/picard/explain-flags.html aufgelistet (Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft). 

Flag 99 bedeutet, dass der Read vom Komplementärstrang abgelesen wurde, gepaart und der erste in diesem Paar 

https://broadinstitute.github.io/picard/explain-flags.html
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ist. Dieses Read-Paar wurde als zusammengehörig erkannt; Position gibt die Startposition des Alignments auf dem 

Referenzgenom an; MAPQ (Mapping Quality): Die Qualität des Alignments, angegeben als Phred-basierter 

²ŀƘǊǎŎƘŜƛƴƭƛŎƘƪŜƛǘǎǿŜǊǘΦ 9ƛƴ ƘǀƘŜǊŜǊ ²ŜǊǘ ȊŜƛƎǘ ƘǀƘŜǊŜ α½ǳǾŜǊƭŅǎǎƛƎƪŜƛǘά ŘŜǎ !ƭƛƎƴƳŜƴǘǎ ŀƴΣ ŘŜǊ ²ŜǊǘ нрр ǿƛǊŘ ōŜƛ 

nicht aufgezeichneter Mapping-Qualität angegeben; CIGAR: Eine Zeichenkette, die die Operationen angibt, die 

erforderlich sind, um den Read auszurichten. Bei "23M6N10M" werden Übereinstimmungen mit dem 

Referenzgenom bei 23 Basenpaaren festgestellt, danach werden 6 Basen im Referenzgenom übersprungen, 10 

weitere Basenpaare stimmen mit dem Referenzgenom überein; Unter Mate-Informationen werden RNEXT (reference 

name of the mate/next read), PNEXT (position of the mate/next read) und TLEN (template length) 

ȊǳǎŀƳƳŜƴƎŜŦŀǎǎǘΦ wb9·¢ Ǝƛōǘ ŀƴΣ ŀǳŦ ǿŜƭŎƘŜǎ wŜŦŜǊŜƴȊƎŜƴƻƳ Řŀǎ ƴŅŎƘǎǘŜ wŜŀŘ ŘŜǎ tŀŀǊŜǎ ŀƭƛƎƴƛŜǊǘ ǿǳǊŘŜΦ .Ŝƛ αҐά 

wurde dasselbe Referenzgenom verwendet wie für das vorherige Read. Unter PNEXT wird die Startposition des 

nächsten Reads des Paars auf dem Referenzgenom angegeben. TLEN steht für die geschätzte Länge des DNA-

Fragments zwischen den Alignments der beiden Reads eines Readpaars; Read-Sequenz gibt die Abfolge der 

sequenzierten Basen des Reads an; Quallitätsscore (Base quality): die im Phred-Format angegebenen Qualitätswerte 

der sequenzierten Basen im Read; unter Metadaten werden zusätzliche optionale Informationen wie Angaben zu den 

sequenzierten Proben oder Anmerkungen zu dem Alignment auflistet. Bei "SM:Z:JPTGBMND1" steht "SM" für 

"Sample", "Z" für eine Zeichenkette (String), die nachfolgenden Zeichen bezeichnet die Probe. 

 SAM-Dateien sind somit menschenlesbar. Durch die Verwendung von unkomprimierten 

Textdaten können diese Dateien relativ groß werden. In den BAM-Datein (Binary Alignment 

Map) wird die Information über Alignment verlustfrei binär komprimiert und benötigt so 

weniger Speicherplatz, z.B. ist die SAM-Datei mit den Daten des Alignments einer Probe mit 

einem gesunden Karyotyp 964,3 MB groß, die BAM-Datei – 246,4 MB. 

 Eine kurze Übersicht über die gängigen Datenformate in der Bioinformatik, auf die in 

dieser Arbeit eingegangen wird, bietet die Tabelle 2. 

Tabelle 2: gängige Datenformate in der Bioninformatik 

Name des Formats Die enthaltenen Daten 

Fastq Sequenzierte Reads und Qualitätswerte aus der 
Sequenzierung 

SAM (Sequence 
Alignment/Map) 

Sequenzierte Reads mit Alignment 

BAM (Binary 
Alignment/Map) 

Binäre Version von SAM, komprimiert und indexiert 

GTF (Gene Transfer Format) Informationen über Genstrukturen, Positionen und 
Annotationen 

BigWig indexierte binäre Informationen über dichten, 
kontinuierlichen Daten, die im Genome Browser als Graph 
angezeigt werden 

VCF (Variant Call Format) Informationen über genetische Variationen und ihre 
Merkmale 
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1.6 Hochdurchsatzanalyse zur Chromosomenanalyse 

 Die im Folgenden beschriebenen genetischen Untersuchungsmethoden unterscheiden 

sich von der konventionellen Zytogenetik in ihrer Auflösung und damit einer höheren Sensitivität 

zur Detektion von Aberrationen kleinerer genomischer Regionen. 

 

1.6.1 Microarray CGH 

 Um Limitierungen der Chromosomenbandenanalyse in der konventionellen Zytogenetik 

und die Durchführung multipler zielgerichteter FISH-Untersuchungen zu vermeiden, wurde ein 

genomweites Screening zum Nachweis von Kopiezahlanomalien (copy number alterations, CNA, 

oder copy number variations, CNV) und erworbenem kopienneutralem Verlust der 

Heterozygotie (aCN-LOH) (Tiu et al. 2009) unter Verwendung von Microarrays (Array-CGH, 

Array-based Comparative Genomic Hybridization) eingeführt (Kallioniemi et al. 1992; Pinkel et 

al. 1998). Diese Testmethode eignet sich in der primären Diagnostik zum Nachweis von 

besonders kleinen CNAs und bei scheinbar unauffälliger Zytogenetik, wie z.B. bei AML mit 

normalem Karyotyp (Rack et al. 2019). Mit Microarrays können verschiedene chromosomale 

Veränderungen identifiziert werden, darunter Deletionen, Amplifikationen, Insertionen, 

Inversionen und Translokationen. Eine Einschränkung von Microarrays besteht darin, dass 

rezidivierende Translokationen (Rack et al. 2019), komplexe Rearrangements und 

Veränderungen bei einem Mosaik-Genotyp nicht ausgeschlossen oder nicht hinreichend 

nachgewiesen werden können. 

Diese Methode ermöglicht eine hochauflösende Auswertung von Veränderungen der 

DNA-Kopienzahl, die mit Chromosomenanomalien verbunden sind. Array-CGH basiert auf der 

Verwendung unterschiedlich markierter Test- und Referenz-DNA-Proben. Die Testprobe und die 

Referenz-DNA werden mit einem Farbstoff markiert (z. B. Grün und Rot), auf das Microarray 

aufgetragen und gleichzeitig an Oligonukleotide hybridisiert, die auf einem Glasobjektträger 

oder einer anderen festen Plattform angeordnet sind. Die verschiedenen Fluoreszenz-

Markierungen erzeugen unterschiedliche Signale, die mit einer speziellen Fluoreszenzkamera 

aufgenommen werden können. Wenn der Karyotyp der Probe, z.B. einer AML-Probe normal ist, 

gibt die Fluoreszenz für diesen Abschnitt eine gleiche Intensität sowohl der roten als auch der 

grünen Fluoreszenz wieder, und daher erscheint dieser Chromosomenbereich gelb. Eine 

Vermehrung des genetischen Materials wird als Grünfärbung der entsprechenden Region auf 

dem Chromosom sichtbar gemacht. Der Verlust eines Chromosoms oder eine Deletion 

verschieben die resultierende Farbe in Richtung Rot, da hier dann das Signal der Referenzprobe 

mit normaler Kopienzahl überwiegt (Bejjani und Shaffer 2006). 
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Für die Durchführung der CGH-Arrays werden sehr geringe Mengen an DNA (weniger als 

1 µg) benötigt. Es ist möglich, die notwendige Menge an DNA aus formalinfixierten, in Paraffin 

eingebetteten Geweben (FFPE) zu gewinnen, was retrospektive Analysen von archiviertem 

Probenmaterial erlaubt (Dorritie et al. 2004). Hervorzuheben ist zudem, dass dieser Ansatz, mit 

vergleichbarem Aufwand (für die DNA-Extraktion) für Proben aus „flüssigen“ Tumoren wie der 

AML und auch für solide Tumoren möglich ist, während für eine konventionelle Zytogenetik bei 

soliden Tumoren das Gewebe erst enzymatisch verdaut werden müsste, um einzelne 

Tumorzellen für die Kurzzeitkultivierung zu isolieren. 

Die Microarray-Technologie bietet eine kostengünstige und schnelle Möglichkeit, gezielt 

nach Kopienzahlveränderungen in definierten genetischen Abschnitten zu suchen. Der 

Nachweis der globalen Ploidien kann mit folgender Überlegung erfolgen: Die Masse der in jede 

Vertiefung der Microarray-Platte applizierten DNA ist für alle Vertiefungen gleich, so werden nur 

halb so viele Zellen einer tetraploiden Probe hineingegeben wie bei einer diploiden Probe. Bei 

gleicher Kopienzahl wird bei der tetraploiden Probe nur ein halb so starkes Signal erzeugt wie 

bei einer diploiden Probe, was zu Verzerrungen führt (Greenman et al. 2010). Durch den Einsatz 

von bioinformatischen Tools, wie z.B. PICNIC  (Greenman et al. 2010) kann die absolute 

Kopienzahl berechnet werden. Zu den Einschränkungen dieser Technologie zählt die fehlende 

Möglichkeit balancierte Translokationen nachzuweisen (Tiu et al. 2007). 

Zum Nachweis von aCN-LOH werden mehrere Oligonukleotid-Sonden verwendet, um 

den Genotyp an bestimmten SNP-Loci zu identifizieren und die DNA-Menge zu quantifizieren. 

Der Vergleich der Kopienzahl und des Genotyps mit der Referenz erlaubt die Identifizierung von 

aCN-LOH (Tiu et al. 2009). 

Die Auflösung der Microarray-Technologie kann mit einer größeren Zahl an eingesetzten 

Sonden erhöht werden: so gelang bereits 2004 eine etwa 1,5-fache Abdeckung des humanen 

Genoms mit Einsatz von über 32.000 Sonden, das entspricht einer Auflösung von 80 kb 

(Ishkanian et al. 2004). 

 

1.6.2 NGS-basierte digitale Karyotypisierung 

 Um die Limitationen der konventionellen Zytogenetik und FISH in Bezug auf die 

Auflösung und Analysedauer zu umgehen, wurden Methoden der digitalen Karyotypisierung 

entwickelt. So wurde Sequenzierung des menschlichen Genoms zur Erstellung eines „digitalen 

Karyotyps“ herangezogen: bereits 2002 präsentierten japanische Forscher (Niimura und 

Gojobori) in-silico-generierte G-Banden aller menschlicher Chromosomen, die aus den Daten 
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von International Human Genome Sequencing Consortium anhand ihres GC-Gehaltes 

rekonstruiert wurden. 

Mit der Einführung der Next-Generation-Sequencing-Technologie kam es zu einer 

dramatischen Verbesserung der Auflösung in der digitalen Karyotypisierung. Mit der 

Entwicklung von Karyogene  (McKerrell et al. 2016) wurde ein Tool zur Erstellung eines 

digitalen Karyotypen vorgestellt, das auf gezielter DNA-Sequenzierung von u.a. für die 

myeloischen Erkrankungen wichtigen Genen mit durchschnittlicher Coverage von ≥ 30 basiert. 

Hierbei können Substitutionen, Insertionen, Translokationen, CNVs und aCN-LOH detektiert 

werden, was an AML- und MDS-Proben gezeigt wurde (McKerrell et al. 2016). 

Durch die Verwendung von NGS-Daten können neben der digitalen Karyotypisierung 

chromosomale Regionen von besonderem Interesse auch gezielt betrachtet werden. Eine 

koreanische Arbeitsgruppe stellte ein Genpanel mit 215 Genen auf, die in der Pathogenese oder 

Prädisposition zu hämatologischen Neoplasien eine Rolle spielen, um die Bedeutung von 

gezielter Sequenzierung in der hämatologischen Diagnostik aufzuzeigen (Kim et al. 2019). Die 

malignomverdächtige DNA aus dem Knochenmark der Patienten wurde extrahiert und nach 

mehreren Reinigungsschritten mit einer hohen Abdeckung sequenziert. Nach einer Analyse der 

Daten nach Breakpoints, SNV, Deletionen sowie Insertionen mit mehreren bioinformatischen 

Tools, konnte eine ähnliche Sensitivität wie mit den etablierten Methoden wie konventionelle 

Zytogenetik oder FISH-Sonden, erzielt werden (Kim et al. 2019). Der Vorteil der NGS-basierten 

Methode liegt in der schnellen Analyse der genetischen Abnormalitäten und der Möglichkeit, 

die betroffenen Patienten frühzeitig einer bestimmten Risikogruppe zuzuführen. 

 

1.6.3 Copy number variations 

CNVs sind als genomische Regionen definiert, in denen Unterschiede der Kopienzahl von 

betroffenen DNA-Abschnitt im Genom eines Individuums oder zwischen zwei Individuen 

vorliegen (Deletion, Addition oder Amplifikation). CNVs sind nicht auf Exons oder genkodierende 

Bereiche beschränkt, sondern können auch Bereiche umfassen, die als intergenische Regionen 

bezeichnet werden und regulatorische Elemente der Genexpression wie Enhancer und 

Promotoren umfassen. Die Größe der CNVs kann mehr als 1 Kilobase (kb) betragen (Shlien und 

Malkin 2009). Sie können im Bereich der Auflösung der konventionellen Zytogenetik liegen oder 

submikroskopisch sein (strukturelle Chromosomenaberrationen kleiner als 5 – 10 Mb). Somit 

können CNVs nicht immer mit der üblichen G-Banding-Technik detektiert werden (Shlien und 

Malkin 2009). 
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Bei einer genomweiten Analyse von 55 Proben wurden im Schnitt 12,4 CNVs pro 

Individuum festgestellt (25 davon mit bekannten zytogenetischen Aberrationen oder bekannten 

chromosomalen Rearrangements, die übrigen Proben von zytogenetisch unauffälligen 

Individuen, das Patientenkollektiv setzte sich aus den Individuen europäischen, chinesischen, 

indo-pakistanischen, sub-saharischen Abstammung und aus den Vertretern von indigenen 

Völkern Amerikas). Die Hälfte aller gefundenen Kopienzahlveränderungen war bei einer hohen 

Zahl der Probanden vertreten und zufällig in dem Genom verteilt (Iafrate et al. 2004). 

CNVs unterscheiden sich von anderen Formen genetischer Aberrationen durch die 

folgenden Eigenschaften (Shlien und Malkin 2009): 

1) Genomische Rearrangements können große Regionen mit einer Vielzahl an deletierten oder 

amplifizierten Genen betreffen, im Gegensatz zu den kurzen Sequenzvarianten wie SNPs und 

Indels, die jeweils nur einzelne Gene betreffen. 

2) Der Effekt der CNVs ist nicht auf die Gene beschränkt, die in diesem Bereich unmittelbar 

betroffen sind, sondern kann durch Positionseffekte, z.B. als Enhancer, Einfluss auf die 

Transkription anderer, nicht unmittelbar benachbarter Gene nehmen. 

 

1.6.4 Verwendung der ǳƭǘǊŀπƭƻǿπŎƻǾŜǊŀƎŜ ǿƘƻƭŜπƎŜƴƻƳŜ-sequencing-Daten zur Suche 

nach chromosomalen Aberrationen 

Zur Untersuchung des Genoms auf strukturelle Variationen wird eine hohe Abdeckung 

der NGS-Daten empfohlen (Sims et al. 2014). Der Ansatz der Sequenzierung mit einer geringen 

Abdeckung (1,5-fach) wurde bisher in nur wenigen GWAS-Studien zur Untersuchung 

krankheitsassoziierter genetischer Merkmale verwendet. Dabei wurden bei dieser geringen 

Abdeckung an 10.640 Probandinnen zwei Loci auf dem Chromosom 10 identifiziert, die häufiger 

bei dem Auftreten der Major Depression vorhanden waren (CONVERGE consortium 2015); in 

den ulcWGS Daten von 4.280 Colitis ulcerosa und Morbus Crohn Patienten wurde Assoziation zu 

einer seltenen Missense-Variante ADCY7 herausgefunden, die das Risiko für Colitis ulcerosa bei 

den Betroffenen verdoppelt (Luo et al. 2017). 

Die Leistung der ulcWGS (Abdeckung < 0,4x) im Vergleich zu dem Infinium Global 

Screening Multi-Disease Array (GSA-MD, Microarray) bei der Suche nach strukturellen Varianten 

wurde ebenfalls untersucht (Chat et al. 2021). Die Genome von 72 aus Europa stammenden 

Probanden wurden zuerst mit einer geringen Abdeckung sequenziert und später mit einer 30-

fachen Abdeckung als Goldstandard. Zusammenfassend zeigte diese Untersuchung, dass 

ulcWGS einen vergleichbaren Anteil an genetischen Variationen wie die GSA-MD-Arrays 
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erfassten und sogar besser abschnitten in Bezug auf die Genauigkeit des Genotyps. In 95,5 % 

wurden die niederfrequenten Variationen identifiziert, die häufigen Varianten konnten mit 

ulcWGS in 99,9 % richtig erkannt werden (Chat et al. 2021). 

 

1.6.5 Softwaretools zur Suche nach copy number variations im menschlichen Genom 

Copy number variations können auf verschiedenen Wegen im menschlichen Genom 

detektiert werden. Die gängigen Methoden sind Read-Pair-Methode, in der die Analyse von sog. 

Breakpoints zum Einsatz kommt, Split-Read-Methode, Read-Depth-Methode und die 

Kombination aus mehreren Verfahren (Pirooznia et al. 2015). 

In der Read-Pair-Methode werden strukturelle Umlagerungen als signifikante 

Unterschiede in der Distanz zwischen den beiden Reads eines Read-Paars identifiziert. Die 

Distanz zwischen den beiden Reads sollte in einer genomischen Region mit einfacher Kopienzahl 

vorhersehbar sein. Bei Vorliegen von CNVs kann sich diese Distanz vergrößern oder verkleinern. 

Diese Unterschiede können lokalisiert werden und werden dann Bruchstellen (Breakpoints) 

genannt (Korbel et al. 2007). Durch das Mapping auf das Referenzgenom können Abweichungen 

in der Distanz der Read-Paare erkannt und so auf das Vorliegen von CNVs untersucht werden. 

Die Read-Pair-Methode ist empfindlich gegenüber Insertionen und größeren Deletionen, kann 

aber kleine genetische Aberrationen schlechter erkennen (Medvedev et al. 2009). Ferner ist eine 

hohe Abdeckung der genomischen Daten für die Breakpoint-Analyse notwendig, verbunden mit 

hohen Kosten der Probensequenzierung. Programme, die die Read-Pair-Methode zur 

Identifizierung von CNVs einsetzen, sind BreakDancer  (Chen et al. 2009), PEMer (Korbel et 

al. 2009) oder Ulysses  (Gillet-Markowska et al. 2015). 

Die Split-Read-Methode verwendet ebenso Reads aus der Pair-End-Sequenzierung, bei 

denen nur ein Read des Paars eine zuverlässige Zuordnung an das Referenzgenom erlaubt und 

der andere nicht (Zhang et al. 2012). Die nicht zuordenbaren Reads stellen eine potenzielle 

Quelle von Breakpoints dar. Die Spaltung und Mapping von Reads um diese Stellen können die 

genaue Anfangs- und End-Position der veränderten Segmente anzeigen. Die Software-Tools wie 

Pindel  (Ye et al. 2009), Gustaf  (Trappe et al. 2014) und SVseq2  (Zhang et al. 2012) können 

mit diesem Ansatz kleine CNVs (100 – 1.000 bp) identifizieren, sind aber weniger empfindlich 

gegenüber größeren strukturellen Aberrationen (Pirooznia et al. 2015). 

Read-Depth-Methoden, die auf der Schätzung der Sequenziertiefe basieren, 

reproduzieren die Annahme, dass die Abdeckungstiefe einer genomischen Region und der 

Kopienzahl dieser Region (CNVs) miteinander korrelieren (Teo et al. 2012). Die Untersuchung 
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von Sequenziertiefe der einzelnen Regionen kann ohne eine Vergleichsprobe mit der zu 

analysierenden Probe durchgeführt werden, dann wird die absolute Zahl der Reads pro 

genomische Einheit miteinander verglichen. Bei somatischen Tumoren ist ein Ansatz der 

gepaarten Analyse verbreitet, also die Untersuchung der Sequenziertiefe einer Tumorprobe und 

einer Probe aus gesundem Gewebe. Bei dem Vergleich können tumorspezifische copy number 

variations nachgewiesen werden, die in den anderen, nicht maligne transformierten, 

somatischen Zellen nicht vorhanden sind. Auch kann ein Vergleich zwischen einer Probe und 

einem Durchschnitt von mehreren Proben aus den vergleichbaren Gewebearten gezogen 

werden (Zhao et al. 2013). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die genaue Anzahl an 

numerischen Aberrationen festgestellt werden kann im Unterschied zu den Breakpoint-

basierten Methoden wie Read-Pair und Split-Read. Darüber hinaus ist diese Methode in Bezug 

auf große CNVs sensitiver (Yoon et al. 2009). Durch die Betrachtung großer genomischer 

Abschnitte ist diese Methode besonders für kalkulierte Karyotypisierung geeignet. Die Tools, wo 

die Read-Depth-Methode zum Einsatz kommt, sind CNVnator  (Abyzov et al. 2011), cn.MOPS 

(Klambauer et al. 2012) sowie CopywriteR  (Kuilman et al. 2015). 

Die meisten read depth basierten Ansätze gehen von einer Gauss-Normalverteilung der 

sequenzierten Reads aus. Im Unterschied dazu implementierten die Entwickler von 

ExomeDepth  ein Tool zur Schätzung von copy number variations mit dem Modell einer Beta-

Binomialverteilung aus den Exom-NGS-Daten (Plagnol et al. 2012). 

CNV Radar  (Soong et al. 2020) ist ein weiteres Tool, das auf der Lesetiefe basiert. 

Jedoch wird diese Information mit der VAF (variant allele frequency patterns) kombiniert. VAF 

berechnet sich als der Prozentsatz der Reads, die eine bestimmte Sequenz repräsentieren, 

dividiert durch die Gesamtabdeckung an diesem Locus (Strom 2016). Eine Abweichung der VAF 

von bestimmten Werten kann auf Abweichung der Kopienzahl oder Heterogenität der Probe 

durch verschiedene Subklone einer Tumorzelle hinweisen (Strom 2016). 

Besonders hervorzuheben ist die Software des Broad Institutes GATK4 (The Genome 

Analysis Toolkit). Das Entwicklerteam versteht GATK als eine Umgebung, in der die NGS-Daten, 

angefangen bei dem Alignment mit der Filterung und Normalisierung bis zur fragenspezifischen 

Analyse, sequenziell bearbeitet werden (McKenna et al. 2010). So wurden mehrere Pipelines zur 

Suche nach SNP in der Keimbahn oder in den RNA-Sequenzierdaten entwickelt 

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/sections/360007226651-Best-Practices-Workflows, 

Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft). Für die Identifizierung der somatischen CNV mithilfe 

eines Panel of normals (siehe Abschnitt 1.6.7) können die Funktionen 

PreprocessIntervals , CollectFragmentCounts , 

https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/sections/360007226651-Best-Practices-Workflows
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CreateReadCountPanelOfNormals , DenoiseReadCounts  und 

PlotDenoisedCopyRatios , sequenziell ausgeführt, eingesetzt werden. 

Sowohl die Methoden, die auf der Sequenziertiefe basieren, als auch diejenigen, die 

Breakpoints analysieren, haben Limitierungen. Diese betreffen eine geringe Sensitivität der 

Read-Depth-basierten Methoden für kleine CNVs (Bellos et al. 2012) oder geringe 

Empfindlichkeit für die Erkennung von Variationen in stark repetitiven Regionen für die 

Breakpoint-basierten Methoden (Medvedev et al. 2009). Durch den kombinierten Einsatz 

mehrerer Methoden können diese Einschränkungen überwunden werden, jedoch benötigen 

solche Programme häufig sehr hochauflösende Daten und hohe Rechenleistung. Die Vertreter 

der Software mit einem kombinierten Ansatz sind DELLY (Rausch et al. 2012), CNVer 

(Medvedev et al. 2010) und LUMPY (Layer et al. 2014). 

 

1.6.6 Vorstellung von chromosomal aberration identifier [numerical] (CAI[N]) 

An der Klinik für Hämatologie der Philipps-Universität Marburg wurde im Jahr 2019 eine 

diagnostische Plattform auf Grundlage der Next Generation Sequencing Technologie entwickelt, 

mit der alle prognostisch und therapeutisch relevanten genetischen Aberrationen bei der AML 

(bei erwachsenen Patienten) entsprechend der damals aktuellen WHO-Klassifikation (Arber et 

al. 2016) und des Risikostratifizierungssystems des Europäischen Leukämienetzwerkes (Döhner 

et al. 2017) innerhalb von fünf Tagen bestimmt werden können. Die Methode umfasst eine 

gezielte Sequenzierung von Genregionen, die häufig von Mutationen (Single Nucleotide 

Polymorphisms/SNPs oder Indels) oder Translokationen mit Bildung von Fusionsgenen betroffen 

sind, mit Hilfe von Genpanels. Außerdem wird eine Ganzgenomsequenzierung mit sehr geringer 

Abdeckung (ulcWGS, 0,075 – 0,125x bei Readlänge von 150 – 250 bp) zum Nachweis von 

Kopienzahlvariationen in größeren genomischen Regionen zur Errechnung des numerischen 

Karyotyps durchgeführt (Mack et al. 2019). Für diese „kalkulierte Karyotypisierung“ wurde im 

Rahmen der genannten Arbeit auch ein eigenes bioinformatisches Tool entwickelt (CAI[N]  – 

chromosomal aberrations identifier [numerical]). 

Dabei werden die „kalkulierten Karyotypen“, also die Sequenzierungsdaten in einer sehr 

geringen Abdeckung (ulcWGS) mit den in-silico-generierten Referenzkaryotypen verglichen und 

die Abweichungen erfasst. Die Analyse durch CAI[N]  liefert Informationen über den Patienten-

Karyotyp wesentlich schneller, als die herkömmlichen zyto- und molekulargenetischen 

Untersuchungsverfahren (Mack et al. 2019). Diese Methode erlaubt es, frühzeitig 

Entscheidungen bezüglich adäquater und zielgerichteter Behandlungsstrategien zu treffen. 
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CAI[N]  ist eine Software ohne graphische Oberfläche, die unter UNIX-basierten 

Betriebssystemen eingesetzt werden kann. CAI[N]  wurde in der Programmiersprache Python 

(Version 2.7) realisiert und nutzt zur Erstellung von Statistiken und Graphiken Pythonpakete wie 

SciPy , Matplotlib  und Numpy. 

CAI[N]  benötigt als Input Sequenzier-Rodaten (Reads) im FASTQ-Format. Nach dem 

Alignment der Sequenzierungsdaten mit Bowtie2  im single-end-Modus, also mit der 

Benutzung von nur einem Sequenzstrang zur Positionsfindung im menschlichen Referenzgenom, 

wird eine Mappingstatistik über die Read-Länge, den Erfolg der Ausrichtung und andere 

Parameter erhoben (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Read- und Mappingstatistik einer kalkulierten Karyotypisierung mit CAI[N]. 
DNA aus einer AML-Probe wurde mit geringer Abdeckung genomweit mit einer Readlänge von 2x 150 bp sequenziert 
und die Reads wurden mit CAI[N]  analysiert. Zur Einsparung von Rechenzeit verwendet CAI[N]  jedoch nur die 

Forward-Reads jedes Readpaares. Die Zielwerte für die Readanzahl (Total Reads) und die eindeutig gemappten 
Reads (in Klammern) wurden während der Entwicklungsphase von CAI[N]  festgelegt. Ein geringer Anteil an das 

Referenzgenom zuordenbarer Reads trotz ausreichender Readanzahl sowie kurze oder stark unterschiedliche 
Readlängen deuten auf eine schlechte Probenqualität hin, die die Ergebniszuverlässigkeit beeinträchtigt. 
Ein Auszug aus einem Report von CAI[N]  ς chromosomal aberrations identifier [numerical]. 

 

 Eine Besonderheit von CAI[N]  ist die Verwendung von in-silico-generierten Proben zur 

Erstellung eines Panel of normals, d.h. alle statistischen Berechnungen werden nicht anhand von 

echten genomischen Daten durchgeführt, sondern mit den computergenerierten Daten, die 

lediglich die statistische Varianz abbilden, die sich ergibt, wenn wiederholt Reads aus dem 

Referenzgenom „gezogen“ werden und dann deren Verteilung in großen genomischen Fenstern 

von 1 Mb Länge geprüft wird. Die Verwendung experimentell generierter Sequenzierdaten 

gesunder Probanden bietet den Vorteil, auch die biologische Varianz spiegeln zu können. 

 Die Readverteilungen der zu analysierenden Probe werden in jeder Bin (einem 

genomischen Fenster von 1 Mb Größe, das stets größer ist als die Readlänge) mit dem 

normalisierten Mittelwert der in-silico generierten Daten des Referenzkaryotyps verglichen und 

werden als auffällig festgehalten, falls sie statistisch signifikant mehr als drei 

Standardabweichungen an dieser Stelle abweichen. Je nach Richtung der Abweichung resultiert 
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daraus eine errechnete Deletion oder Addition an dieser Stelle. So werden alle Bins eines 

Chromosoms geprüft. Falls mehrere Bins nacheinander amplifiziert oder deletiert sind, werden 

sie zu genomischen Segmenten zusammengefasst und später mit den Koordinaten der 

zytologischen G-Banden verglichen. Daraus wird ein digitaler Karyotyp errechnet, der in 

Anlehnung an die ISCN-Nomenklatur dargestellt wird (siehe Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: Beispiel einer kalkulierten Karyotypisierung in CAI[N] . 

Die aus den als abweichend notierten Bins ermittelten Banden werden zusammengefasst, falls die Aberrationen auf 
ŘŜƳǎŜƭōŜƴ /ƘǊƻƳƻǎƻƳŜƴŀǊƳ ƭƛŜƎŜƴ ǳƴŘ ŘƛŜǎŜƭōŜ αwƛŎƘǘǳƴƎά ό!ŘŘƛǘƛƻƴκ5ŜƭŜǘƛƻƴύ ŀǳŦǿŜƛǎŜƴ, und nach der ISCN-
Nomenklatur dargestellt. 
Auszug aus einem Report von CAI[N]  ς chromosomal aberrations identifier [numerical]. 

  

Anhand von den errechneten Bins mit einer Aberration werden die Gene ermittelt 

(Abbildung 6), die durch ihre Position in der Anzahl an genetischem Material auch verändert sein 

können. Dabei wird zuerst die Liste aller menschlicher Gene geprüft und später werden die sog. 

genes of interest, die als bekannte Onkogene oder Tumorsuppressoren häufig in die 

Pathogenese von der akuten myeloischen Leukämie eine Rolle spielen, geprüft. Vor dem 

Hintergrund einer möglichen Anwendung der kalkulierten Karyotypisierung bei soliden Tumoren 

zur Unterstützung einer präzisionsonkologischen Therapiefindung wurde hier die Liste der 299 

cancer driver genes (Bailey et al. 2018) verwendet. 

 Die statistische Methode von CAI[N]  beinhaltet die Errechnung von p-Werten zur 

Verifizierung des Ergebnisses. Durch die Verwendung der in-silico berechneten Referenzgenome 

und häufiger Segmentierung größerer Aberrationen in kleine Abschnitte durch einzelne nicht-

signifikante Bins entsteht die Notwendigkeit der visuellen Überprüfung durch eine qualifizierte 

Person mit Erfahrung mit der CAI[N] -Methode, um falsch-positive Ergebnisse und technische 

Artefakte von den tatsächlich errechneten Kopienzahlveränderungen zu trennen.  
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Abbildung 6: Die Gene, in denen nach Schätzungen von CAI[N]  Veränderungen in der Kopienzahl vorliegen sollen.  

Die Genes of Interest stellen bekannte Onkogene oder Tumorsuppressoren dar. Die errechneten Veränderungen 
werden nach der Lage in den amplifizierten oder deletierten Regionen getrennt. 
Auszug aus einem Report von CAI[N]  ς chromosomal aberrations identifier [numerical]. 

 

Mit den auf 1.000.000 Reads normalisierten Read-Zahlen für die entsprechenden Bins 

können die Readverteilungen entlang der Chromosomen graphisch dargestellt werden 

(Abbildung 7). Die CAI[N] -Software liefert einen errechneten Karyotypen für einen 

Sequenzierdatensatz mit ergänzenden Informationen in einem PDF-Report.  

 

 

Abbildung 7: Readverteilung entlang Chromosom 2 in CAI[N] . 

In den nicht-deletierten Regionen liegt die normalisierte Read-Anzahl im Bereich von 300 bis 500 Reads, während die 
Read-Anzahl der AML-Probe (in Blau) im deletierten Bereich etwa die Hälfte der Reads von einer simulierten Read-
Anzahl eines gesunden Probanden (in Rot) beträgt. Es handelt sich um einen q-Arm-Verlust auf dem Chromosom 2. 
Auszug aus einem Report von CAI[N]  ς chromosomal aberrations identifier [numerical]. 

 

Bei der Erstellung von CAI[N]  verwendete Version Python  2.7  wird seit dem 1. 

Januar 2020 nicht mehr von den Entwicklern unterstützt (Mitteilung des Entwicklerteams, 
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https://www.python.org/doc/sunset-python-2/, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft). Die 

durch die Python 2.7  bereitgestellten Funktionen können nicht mehr verbessert werden, so 

dass eventuelle Fehler in der Implementierung der Grundfunktionen und Packages nicht mehr 

korrigiert werden können, falls sie von den Entwicklern oder der Python-Community gemeldet 

werden. 

 

1.6.7 Das Panel of normals als Referenz für NGS-basierte CNV-Analysen 

 Als Panel of normals (PON) bezeichnet man Sequenzierungsdaten von Individuen mit 

einem normalen Karyotyp, die repräsentativ für die zugrunde liegende Population sind. Die 

Verwendung mehrerer Proben dient dem Ausgleich bzw. der Identifizierung von technischen 

Artefakten sowie der normalen biologischen Variationen. Weiterhin ist es wichtig, dass die 

Proben unter den möglichst gleichen Bedingungen gewonnen und aufgearbeitet werden 

(gleiche Genompräparationsmethoden und Sequenzierungstechnologie) wie die Testproben, für 

deren Analyse sie die Referenz bilden sollen. Bei der Verwendung der Read-depth-Methode 

kann aus dem PON die Verteilung der Reads errechnet werden, aus der die Abweichungen wie 

CNVs mit Verminderung oder Erhöhung der Kopienanzahl festgestellt werden können. 

  

  

https://www.python.org/doc/sunset-python-2/
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1.7 Zielsetzung dieser Promotionsarbeit 

Das Hauptziel dieser Promotionsarbeit war es, eine Software zur Identifizierung von 

numerischen Chromosomenaberrationen und Ausgabe eines kalkulierten Karyotyps aus 

Ganzgenomsequenzierungsdaten in sehr niedriger Auflösung (ulcWGS) zu erstellen. Dazu soll 

nach Analyse der CAI[N] -Software ein Algorithmus in der Programmiersprache R entwickelt 

werden, der die bioinformatische Auswertung der NGS-Daten im FASTQ-Format automatisiert 

übernimmt und einen Report mit den Ergebnissen der kalkulierten Karyotypisierung im PDF-

Format generiert.  

Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden: 

1) Wie kann ein Tool zur kalkulierten Karyotypisierung mit einer im Kap. 1.6.5 

genannten Methoden aus den ulcWGS-Daten erstellt werden? 

2) Wie kann das statistische Modell von CAI[N]  verbessert werden? 

3) Wie kann der RAM-Speicherverbrauch reduziert und die Laufzeit der Software 

verringert werden? 

4) Welche Auswirkungen hat die Etablierung eines Panel of normals auf die Ergebnisse 

der kalkulierten Karyotypisierung? 

5) Steigt die Sensitivität dieses Tools linear mit der stetigen Vergrößerung der 

Probenzahl für das Panel of normals? 

Das zweite Ziel ist der Vergleich der Ergebnisse mit den Ergebnissen von CAI[N]  und 

die Validierung von Ergebnissen der resultierenden Software mit den Programmen zur CNV-

Suche wie CNVRadar und GATK, die im Kap. 1.6.5 vorgestellt wurden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Whole-genome Sequenzierdaten 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Next Generation Sequencing Daten von 11 Proben 

von den AML-Patienten und 10 NGS-Proben von gesunden Probanden für das Panel of normals 

mit vorliegendem zytologenetischen Bericht analysiert, die bereits in der Publikation von Mack 

et al. aus dem Jahr 2019 zur Erstellung der kalkulierten Karyotypen mit der CAI[N]  Software 

benutzt wurden. Zur Verbesserung der Qualität des PON wurden für diese Arbeit 9 zusätzliche 

Proben von gesunden Probanden im molekularbiologischen Labor der Klinik für Hämatologie 

sequenziert. Die Genomsequenzierung erfolgte mit einem Illumina MiSeq-Gerät auf Standard 

v2-Flowcells bei einer Read-Länge von 2x 150 bp mit zwei Index-Reads. Die Sequenzierung 

wurde als Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing, WGS) mit einer sehr geringen 

Abdeckung ɀ uƭǘǊŀπƭƻǿπŎƻǾŜǊŀƎŜ ǿƘƻƭŜπƎŜƴƻƳŜ ǎŜǉǳŜƴŎƛƴƎ (ulcWGS, < 0,5-fache coverage) im 

paired-end-Modus durchgeführt. 

Außerdem wurden in Kooperation mit der Study Alliance Leukemia Biobank, Abteilung 

Medizin I der Technischen Universität Dresden und dem Münchner Leukämielabor GmbH durch 

die Doktorandin Jennifer Kremer WGS-Proben der AML-Patienten auf dem Illumina MiSeq Gerät 

mit einer geringen Sequenzierungstiefe (1–3 Mio. Reads) sequenziert (Kremer J. et al. 2021) und 

nach dem im Kapitel 2.2.1 geschilderten Vorgehen präprozessiert. 

Für die retrospektive Analyse der Proben aus dem molekularen Tumorboard des UKGM 

Marburg wurden die Proben von Patienten eingeschlossen, deren Fälle von soliden 

Tumorerkrankungen zwischen August 2018 and Dezember 2021 untersucht und besprochen 

wurden. Die Tumorzellen wurden als Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe 

(formalin-fixed paraffin-embedded tissue, FFPE) aus Biopsie- oder chirurgischen Proben durch 

Mikrodissektion gewonnen. Die Sequenzierung der Proben wurde ebenfalls auf einem Illumina 

MiSeq-Gerät mit Leselängen von 2 x 150 bp und < 0,5-fachen Abdeckung (ulcWGS) durchgeführt. 

Die kalkulierten Karyotypen wurden mit der in der vorliegenden Arbeit erstellten coriandR  

Software analysiert und wurden in Ergänzung zu Genpanels eingesetzt, um bezüglich der CNVs 

einen genomweiten Überblick zu erhalten (Tarawneh et al. 2022). Die Proben wurden nach dem 

im Kapitel 2.2.1 geschilderten Vorgehen präprozessiert. 

Der Datenmanagementplan, in dem der Umgang mit den benutzten Daten 

dokumentiert ist, findet sich in dem Anhang 1. 
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2.1.2 Ethikvotum 

Das hier beschriebene Promotionsprojekt ergänzt und erweitert eine bereits publizierte 

Arbeit (Mack et al. 2019) durch erneute Analyse bereits vorhandener Datensätze. Für die 

Arbeiten zur umfassenden genetischen Diagnostik der AML mittels Next Generation Sequencing 

hatte die Ethikkommission des Fachbereichs Medizin, Philipps-Universität Marburg ein positives 

Ethikvotum erteilt (Nr. 38/16). 

Für die Sequenzierung und Auswertung der FFPE-Tumorproben (Tarawneh et al. 2022) 

wurde von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin, Philipps-Universität Marburg ein 

positives Ethikvotum erteilt (RS 22/26). 

 

2.1.3 Hardware und Betriebssystem 

 Zur Erstellung der coriandR  Software und für alle Vorbereitungsschritte wurde ein 

Laptop ThinkPad X280 des Herstellers Lenovo mit folgenden Hardwarespezifikationen benutzt: 

Prozessor Intel Core i5-8250U, CPU 1.60 GHz x 8. Als Betriebssystem wurde auf dem Rechner 

das Linux-Distributiv Ubuntu  20.04.4 LTS installiert. 

 

2.1.4 Software 

 Die Skripte der coriandR -Software wurden in der Entwicklerumgebung RStudio  

(Version 3.6.3) erstellt. Mithilfe von coriandR  kann eine kalkulierte Karyotypisierung (siehe 

Kap. 1.6.2) aus den Sequenzierungsdaten einer Blut- oder Tumorprobe im FASTQ-Format 

durchgeführt werden. GitHub  wurde als netzbasierter Dienst zur Versionsverwaltung 

(https://github.com/, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) benutzt. 

Zur Visualisierung kamen folgende Packages in RStudio  zum Einsatz: knitr  (Version 

1.30), markdown  (Version 1.1), rmarkdown  (Version 2.6), tinytex  (Version 0.28).  

Die Ergebnisse von coriandR  wurden mit den Ergebnissen von CAI[N]  (Version 

1_01) verglichen. Die Software CAI[N]  wurde unter https://sourceforge.net/projects/cain-

soft/files/ (Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) heruntergeladen. 

Zur Validierung von coriandR  wurden kalkulierte Kryotypisierungen mit dem 

Workflow „Sensitively detect copy ratio alterations and allelic segments“ 

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-part-I-Sensitively-

detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) 

https://github.com/
https://sourceforge.net/projects/cain-soft/files/
https://sourceforge.net/projects/cain-soft/files/
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-part-I-Sensitively-detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-part-I-Sensitively-detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments
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aus dem Genome Analysis Toolkit (GATK) verwendet. Es wurde die GATK Version 4.1.9.0 von 

der offiziellen Webseite des Broad Institute (https://github.com/broadinstitute/gatk/releases, 

Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) als Docker -Container heruntergeladen und in der 

Docker -Umgebung (Merkel 2014) installiert. 

Das Programm Delly  (Rausch et al. 2012) mit dem Untermodul Delly call  wurde 

in der Version 0.9.1 auf der Galaxy -Plattform (https://usegalaxy.eu/, Afgan et al. 2018, Link 

wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) unter Standardeinstellungen ebenso zur Validierung der 

coriandR -Ergebnisse benutzt.  

Die Software CNV Radar  (Soong et al. 2020) wurde unter 

https://github.com/ExpressionAnalysis/CNV_Radar heruntergeladen (Version 09NOV2020 

Release, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) und unter Ubuntu -Umgebung zur 

Validierung der coriandR -Ergebnisse unter Standardeinstellungen eingesetzt.   

https://github.com/broadinstitute/gatk/releases
https://usegalaxy.eu/
https://github.com/ExpressionAnalysis/CNV_Radar
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2.2 Methoden 

2.2.1 Datenvorbereitung für die Analyse mit coriandR 

 Das coriandR -Programm beinhaltet einige Schritte der Datenvorbereitung vor der 

eigentlichen Schätzung von CNVs und des kalkulierten Karyotyps, die automatisiert erfolgen. 

Durch die Sequenzierung der Proben mit dem Illumina MiSeq  werden die Sequenz-

Rohdaten (Reads) im FASTQ-Format generiert, die an das Programm von dem Anwender 

übergeben werden. Durch die Software Illumina MiSeq -Analysis wurden die Adapter 

bereits entfernt. Durch die sehr geringe Abdeckung der Probe ist die Entfernung von Duplikat-

Reads nicht notwendig (Näheres im Kapitel 3.3). Die Ausrichtung der gewonnenen Sequenzen 

im FASTQ-Format (aligning) an das Referenzgenom wird mit Kommandozeilen-Tool Bowtie2  

(Version 2.3.5.1, Langmead und Salzberg 2012) durchgeführt. Als Referenzgenom wurde die 

Version GRCh38.p13 des menschlichen Genoms benutzt, heruntergeladen unter 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.39/ (Link wurde zuletzt am 

19.11.2023 geprüft). Für die Erstellung eines Bowtie -Index aus dem Referenzgenom wurde der 

Befehl bowtie2 - build  (vollständige Anleitung unter http://bowtie-

bio.sourceforge.net/manual.shtml, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) benutzt. Der 

Index besteht aus einer komprimierten Darstellung des Referenzgenoms in Tabellenform, die 

speziell für die schnelle Suche beim Alignment optimiert ist. Anschließend werden die 

resultierenden SAM-Datei in BAM-Dateien mit Samtools  (Version 1.10, Li und Durbin 2009) 

umgewandelt.  

 Anschließend werden die ausgerichteten Reads mit featureCounts  (Version v2.0.0, 

Liao et al. 2014) anhand der Annotation mit Bins mit der Größe von 1.000.000 Basenpaaren pro 

Probe mit dem Befehl 

featureCounts - a $gtf - o output/$1/patient.fc.tsv - T $(nproc) 

output/$1/patient.bam 2> output/$1/logs.featureCounts.txt  

gezählt. Die Annotation wurde im GTF-Format (gene transfer format) erstellt. Dabei gibt „- a 

$gtfñ den Pfad zur GTF-Datei an, die die Annotationen der genomischen Features enthält. 

Durch „-o output/$1/patient.fc.tsvò wird die Outputdatei festgelegt. Hier wird das 

Ergebnis im TSV-Format in der Datei "patient.fc.tsv " im Verzeichnis "output/$1 " 

gespeichert. „- T $(nproc) ” gibt die Anzahl der verwendeten Prozessorkerne an.  Durch 

output/$1/patient.bam  wird der Pfad zur Eingabedatei festgelegt, die im BAM-Format 

vorliegt und die zu zählenden Reads enthält. 2> 

output/$1/logs.featureCounts.txt  leitet die Standardfehlerausgabe des gesamten 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.39/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/manual.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/manual.shtml
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Befehls in eine Textdatei um. In der Tabelle 3 wird der resultierende Output von 

featureCounts  dargestellt. Die automatisch vergebene Bezeichnung „GeneID“ trifft auf 

diesen Anwendungsfall nicht zu, da hier die „BinID“ aufgezeichnet wird. In den nachfolgenden 

Spalten werden die Nummer des Chromosoms, Start- und Endpunkte der Bins, der DNA-Strang, 

die Länge der Bins und die Anzahl der zugeordneten Reads notiert. 

Tabelle 3: Output von featureCounts. 
Die Tabelle beinhaltet in den Spalten Information zu der GeneID, die Nummer des Chromosoms, Start- 
und Endpunkte der Bins, der DNA-Strang, die Länge der Bins und die Anzahl der zugeordneten Reads. 
 

GeneID Chr Start End Strand Length output/sample/patient.bam 

chr1-0 chr1 1 1000000 . 1000000 577 

chr1-1 chr1 1000001 2000000 . 1000000 581 

chr1-2 chr1 2000001 3000000 . 1000000 659 

chr1-3 chr1 3000001 4000000 . 1000000 631 

 

2.2.2 coriandR: Erstellung eines Panel of normals und Analyse der whole-genome 

sequencing Daten zur Schätzung von CNVs und des kalkulierten Karyotyps 

Das Programm coriandR 

Das Programm coriandR  – ChrOmosomal abeRration Identifier AND 

Reporter in R  – setzt sich aus zwei Hauptkomponenten zusammen: aus einem Shell-Skript 

für die Erstellung eines neuen PON, pon.creator.sh , und einem zweiten für die statistische 

Analyse von CNVs bei Patientenproben – coriandr.sh . Beide Shell-Skripte rufen jeweils eine 

Rmarkdown-Datei (report.create.a.pon.and.stats.Rmd  und 

sample.report.Rmd ) mit dem Code in R im Hintergrund für die statistischen Berechnungen 

und Erstellen eines Outputs in Form eines PDF-Dokumentes auf. 

Erstellung eines Panel of normals  

 Zur Erstellung eines kalkulierten Karyotypen von einer Probe benötigt coriandR  ein 

Panel of normals. Dieses kann mit dem Skript pon_creator.sh  durch die Eingabe von 

folgendem Befehl in der Konsole generiert werden: 

bash pon_creator.sh sample.pon sample.pon/ sample.pon/pon.meta.csv  

Dabei ist sample.pon  die Bezeichnung des Panel of normals; sample.pon/  – der 

Pfad zu dem Ordner mit den paired­end FASTQ-Daten, die das PON bilden sollen; 

sample.pon/pon.meta.csv  – der Pfad zu der Datei mit den Geschlechtern der 

Probanden, die das PON bilden sollen. Alle FASTQ-Daten werden mit Bowtie2  paarweise 

aligniert, mit samtools  in BAM-Format überführt und anschließend wird eine gemeinsame 
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Tabelle für alle PON-Subjekte mit featureCounts  erstellt, wie bereits in dem Abschnitt 2.2.1 

dargestellt. 

Eine mögliche Fehlerquelle bei next generation Sequenzierung ist die Verzerrung des 

GC-Gehalts, die eine Unregelmäßigkeit zwischen dem Anteil an Guanin (G) und Cytosin (C) Basen 

in einer Region und der Anzahl der darauf kartierten Fragmente darstellt (Dohm et al. 2008). Der 

GC-Gehalt ist in genreichen Regionen besonders hoch und somit nicht gleichmäßig über das 

gesamte Genom verteilt (Dohm et al. 2008). In den AT-reichen Regionen nimmt die Abdeckung 

(Sequenziertiefe) mit steigendem GC-Gehalt zu, während die Abdeckung in den GC-reichen 

Regionen mit steigendem GC-Gehalt abnimmt. Das passiert aufgrund der größeren Stabilität der 

GC-Paare gegenüber höheren Temperaturen (Borisova et al. 1993) und, als Folge, der schneller 

Denaturierung der AT-reichen Regionen. Die maximale genomische Abdeckung wird in den 

Regionen mit 0,4 bis 0,55 des GC-Gehaltes erreicht (Benjamini und Speed 2012). Während der 

Arbeit an coriandR  wurde der Bereich von 0,35 bis 0,6 als optimal vergleichbarer Bereich für 

den GC-Gehalt definiert. Um diese Effekte möglichst zu minimieren, wurden die Bins mit einem 

auffälligem GC-Gehalt aus dem Panel of normals ausgeschlossen. Der GC-Gehalt der jedes Bins 

des Referenzgenoms wurde mit Bedtools  (Quinlan 2014) errechnet. Der Befehl in der 

Kommandozeile ist in dem Anhang 3.1 angeführt. 

 Nach dem Laden der Tabelle aus featureCounts  mit den Proben, die bereits 

Mapping und Counting durchlaufen haben, werden alle Reads des Panel of normals pro Bin 

aufsummiert. Hierbei erfolgt die Trennung der Daten für die Autosomen und die Gonosomen. 

Zur Erweiterung der Stichprobenzahl werden die autosomalen Chromosomen für die 

Auswertung an beiden Geschlechtern herangezogen, während die Reads auf den X- und Y-

Chromosomen nur bei gleichem Geschlecht als statistische Referenz dienen. 

 Im nächsten Schritt wird das Panel of normals zur besseren Vergleichbarkeit der Daten 

normalisiert. Die Normalisierung erfolgt durch die Bildung des Medians pro library size und pro 

Bin für das gesamte Genom, inklusive der Geschlechterchromosomen. Die library size bezieht 

sich auf die Anzahl der Reads, die aus jeder einzelnen Probe generiert wurden. Die 

Normalisierung pro library size bedeutet, dass die Anzahl der Reads in jeder Probe auf eine 

gemeinsame Basis (z.B. den Median) normalisiert wird. Anschließende Normalisierung pro Bin 

bedeutet, dass die Anzahl der Reads in jedem Bin des PONs auf einen gemeinsamen Wert 

normalisiert wird (Zeile 145 ɀ 147 im Code, Anhang 2.2). Für jede Bin des Genoms wird die 

normalisierte Standardabweichung, der Interquartilsabstand und der Median errechnet (Zeile 

148 ɀ 150 im Code, Anhang 2.2). Im Gegensatz zur Standardabweichung wird die normalisierte 
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Standardabweichung auf eine gemeinsame Basis normiert, um den Vergleich zwischen 

verschiedenen Datensätzen oder Variablen zu erleichtern. 

 Um die Qualität des Panels zu verbessern und technisch bedingte Artefakte nicht in die 

Berechnung miteinfließen zu lassen, wurden die Bins mit einem weit vom Durchschnitt 

abweichenden GC-Gehalt (Kenigsberg et al. 2016) und/oder einer auffällig großen Varianz 

ermittelt. Falls der GC-Gehalt einer Bin unterhalb des 27,5 % Quantils liegt, wird diese Bin in dem 

Panel of normals maskiert (aus den nachfolgenden Berechnungen herausgenommen). Ebenfalls 

werden diejenigen Bins maskiert, dessen Varianz außerhalb des zu erwartenden Bereichs 

(größer 0,2) liegt. Diese Werte wurden empirisch festgelegt. Die Abbildung 8 zeigt die 

maskierten Bins eines Panel of normals mit 19 Proben. 

 

Abbildung 8: Darstellung der maskierten Bins auf dem normalisierten Panel of normals mit 19 Proben. 
Die Abbildung wurde aus dem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. Die Bins mit 

extrem niedrigem GC-Gehalt werden in Rot dargestellt, die Bins mit einer hohen Varianz in Blau, die Bins, die beide 
Bedingungen erfüllen ς in Violett. In Schwarz werden die Bins ohne Abweichungen in der Varianz oder dem GC-
Gehalt dargestellt. 
 

Analyse einer Probe zur CNV-Schätzung und Erstellung eines kalkulierten 

Karyotypen 

 Das PON wird zur Analyse der Sequenzierungsdaten mit einer niedrigen 

Sequenzierungstiefe verwendet. Durch das Aufrufen von dem Shell­Skript coriandr.sh  wird 

das Skript mit der Funktionalität der Schätzung der kalkulierten Karyotypisierung und der CNVs 

aufgerufen. Durch die Eingabe der Bezeichnung der Probe, der Meta-Tabelle und der Pfade zu 

dem FASTQ­Readpaar werden die benötigten Daten übermittelt: 

bash coriander.sh sample  sample .meta.tsv sample _R1.fastq sample _R2.fastq  

Die Meta-Tabelle beinhaltet weitere Informationen über die Probe, wie die Bezeichnung 

der Probe, das Geschlecht des Patienten, die Bezeichnungen der Dateien mit den Counting-

Daten und den Mapping-Statistiken, sowie das für die Auswertung verwendete PON (Tabelle 4). 
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Tabelle 4: Aufbau der Datei meta.tsv 

name  sample 

gender  female 

count_data  patient.fc.tsv 

mapping_stats  mapping.stats.tsv 

pon  pon.tsv 

output_prefix  /test_output 

 

Im ersten Schritt der Auswertung mit dem Skript coriandr.sh  wird die absolute 

Sequenziertiefe einer Probe pro Bin graphisch dargestellt (Abbildung 9).  Zur Analyse einer Probe 

zur CNV-Schätzung der ulcWGS-Daten wurde die read depth-basierte Methode zur Detektion 

der copy number variations gewählt. Die Sequenzierungstiefe liegt in der gezeigten Probe für die 

Bereiche mit der Ploidie von 2 (somatische Chromosomen ohne Aberrationen) im Durchschnitt 

bei ca. 850 Reads pro Mb. In den Bereichen mit einer heterozygoten Deletion und auf dem X-

Chromosom einer Probe eines männlichen Probanden sowie auf dem Y-Chromosom beträgt die 

Sequenzierungstiefe etwa die Hälfte mit ca. 480 Reads pro Mb. Durch klonale Heterogenität der 

Zellen in einer Probe von Patienten mit hämatologischen Erkrankungen sind jedoch beliebige 

Readanzahlen zwischen den Erwartungswerten für 0, 1, 2 oder mehr Kopien einer genomischen 

Region möglich. Darüber hinaus können technische Artefakte einschließlich unterschiedlich 

effizienter Amplifikation einzelner Bins im Rahmen der PCR-Reaktionen während der Library-

Präparation durch ungleichen GC-Gehalt nie vollkommen ausgeschlossen werden. 

 

Abbildung 9: Die Darstellung der absoluten Sequenzierungstiefe einer Probe mit einem komplexen Karyotyp. 
Die Abbildung wurde aus einem coriandR  Report entnommen. Die grauen Linien stellen die Grenzen zwischen den 

Chromosomen dar, im unteren Bereich der Abbildung sind die Chromosomennamen dargestellt. 
Der Karyotyp aus der zytogenetischen Untersuchung für diese Probe lautet [46, XY, komplexer Karyotyp mit u.a. 5q-, 
7q- und 9p-]. 
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 Als Nächstes werden die Statistiken zu der Sequenzdatei und dem Mapping vorgestellt 

(Tabelle 5). Zur Orientierung für den Benutzer von coriandR  werden der Name der Probe (in 

der Regel eine Probennummer) und das Geschlecht des Probanden/Patienten aufgelistet. 

Letzteres dient auch der Überprüfung bzw. Bestätigung, dass die Probe unter der korrekten 

Annahme von Reads auf dem X- und/oder Y-Chromosom(en) analysiert wurde. Raw read pairs 

berechnen sich aus der Anzahl der eindeutigen Zeilen (Zeilen, die die tatsächlichen 

Leseinformationen enthalten) in der gewählten FASTQ-Datei. Die durchschnittliche Länge der 

Reads (average read length) wird berechnet, indem die Länge jedes einzelnen Reads in den 

Lesezeilen summiert wird und dann durch die Gesamtzahl der Zeilen in der gewählten FASTQ-

Datei geteilt wird (Zeile 16 ɀ 18, Anhang 2.3), während die Zahl der unique mapping pairs aus 

den Counting-Daten des Patienten berechnet wird, d.h. hier kommen nur die an das 

Referenzgenom alignierten Reads vor (Zeile 108, Anhang 2.4). 

Tabelle 5: Statistiken zur der Sequenzdatei und dem Mapping der Probe 102605. 

Sample characteristic  Value 

Sample name  102605 

Sample gender  m 

Raw read pairs  1287815 

Average read length  149,098 

Unique mapping pairs  1.260.258 

 

Im ersten Schritt des Moduls zur Schätzung von CNVs und des kalkulierten Karyotyps 

werden die Daten der zu analysierenden Probe durch den Median der Sequenzierungstiefe der 

Probe normalisiert. Im nächsten Schritt erfolgt die Standardisierung mit Bildung der Pseudo-Z-

Werte für die Verteilung der Bins, um eine annähernde Normalverteilung der transformierten 

Daten zu erreichen. Später werden sie mit der Normalverteilung verglichen. 

ὼ ρ

„
ᾀ 

 
 

 

xi  ɀ normalisierte Reads in der betrachteten Bin i 

s(X) ɀ Standardabweichung der Reads aller Bins in der Probe, X 

zi  ɀ Pseudo-Z-Wert der betrachteten Bin 

 

 Als Nächstes wurde ein Normalverteilungstest (Funktion pnorm  aus dem R-Paket 

stats , Zeile 158 im Code, Anhang 2.4) auf die normalisierten Bins der Probe angewendet, um 

festzustellen, welche Bins außerhalb der angenommenen Normalverteilung für das Panel of 
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normals liegen und somit auffällig sein können. An dieser Stelle ist es ein zweiseitiger Test, um 

die Aberrationen mit „weniger“ Reads (Deletionen) und „mehr“ Reads (Duplikationen) erfassen 

zu können. Anschließend wurden die gewonnenen p-Werte nach Benjamini-Hochberg-Methode 

(Benjamini und Hochberg 1995) unter Einhaltung der FDR (engl. false discovery rate, die 

Falscherkennungsrate) adjustiert (R-paket stats , Version 3.6.2). FDR beschreibt ein Verhältnis 

aus den fälschlicherweise zurückgewiesenen Nullhypothesen zu den (richtigerweise) 

zurückgewiesenen Nullhypothesen beim multiplen Testen und wird in der Benjamini-Hochberg-

Methode verwendet. 

ὤ ͯ ὔᾀ ȟ„  
 
 

 

Zi ɀ Z-Score der betrachteten Bin 

N  ɀ Normalverteilung für die Reads des PON in der betrachteten Bin, i 

ᾀ  ɀ Median der Z-Werte des PON an der Stelle i 

si PON ɀ Varianz der betrachteten Bin, i, in dem PON 

 

 Nach dem Erhalt der adjustierten p-Werte werden die abweichenden Bins berechnet. 

Zur Feststellung einer Deletion in einer Bin wird geprüft, ob der normalisierte Wert für diese Bin 

unterhalb des Medians für die Gesamtheit der normalisierten PON-Proben mit einem 

zweiseitigen Signifikanzniveau von α = 0,05 liegt (Zeile 162 ɀ 167 im Code, Anhang 2.4).  

 Für die Erstellung des kalkulierten Karyotypen wurden die genomischen Koordinaten der 

G-Banden aus der Publikation von Cheung et al. aus dem Jahr 2001 benutzt, in der die Autoren 

die zytogenetischen Orientierungspunkte durch eine Integration von zytogenetischen und durch 

die Sequenzierung gewonnenen Koordinaten des menschlichen Genoms definiert (die 

Koordinaten wurden für das hg38 Referenzgenom heruntergeladen unter 

https://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/hg38/database/cytoBand.txt.gz, Link wurde 

zuletzt am 19.11.2023 geprüft). Da die G-Banden länger sind als eine Megabase (die gewählte 

Auflösung der Bins) musste sichergestellt werden, dass die Start- und Endpunkte der Bins sich 

möglichst mit den Anfangs- und Endpositionen der Banden überlappen. Dazu wurde der 

Anfangspunkt einer Bin bestimmt, die möglichst nahe an der Startposition einer Bande lag. Zu 

dem Endpunkt einer Bande musste umgekehrt der Endpunkt einer Bin möglichst gut passen 

(Zeile 191 – 198 im Code, Anhang 2.4). Die verworfenen Bins (siehe Kap. 2.2.2) wurden hierbei 

nicht berücksichtigt. Falls mindestens die Hälfte aller Bins in einer Bande den Status „deletiert“ 

https://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/hg38/database/cytoBand.txt.gz
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aufweisen, gilt die gesamte Bande als deletiert. Für die Amplifikation einer Bande gilt auch der 

Entscheidungswert der Hälfte der Bins. Alle anderen Banden, für die diese Bedingungen nicht 

zutreffen, werden als nicht aberrant eingestuft. 

 Um den Endnutzern die Interpretation des Berichtes zu erleichtern, werden die 

benachbarten aberranten Banden nicht einzeln im Report wiedergegeben, sondern gemäß der 

ISCN Nomenklatur (ISCN 2020) zusammengefasst, z.B. bei Deletion der Banden del(11)(p15.5), 

del(11)(p15.4), del(11)(p15.3), del(11)(p15.2), del(11)(p15.1), del(11)(p14.3), del(11)(p14.2), 

del(11)(p14.1) wird die Schreibweise del(11)(p15.5p14.1) verwendet. Zur Zusammenfassung der 

Banden wurde geprüft, ob diese auf demselben Chromosom liegen und benachbart sind und ob 

sie über denselben Aberrationsstatus verfügen. Anschließend wurde der Verlust oder Gewinn 

von Chromosomenarmen und ganzen Chromosomen durch die Überprüfung der Koordinaten 

für die G-Banden evaluiert. In dem Fall, dass über 80 % der G-Banden eines Chromosomenarmes 

oder des ganzen Chromosoms Aberrationen gleichen Typs aufweisen, wurden diese als deletiert 

oder amplifiziert ausgegeben. Die einzelnen Schritte der kalkulierten Karyotypisierung einer 

AML- oder Tumorprobe werden in der Abbildung 10 dargestellt. 

 Nach der Schätzung des kalkulierten Karyotyps werden als ergänzende Information zu 

den copy number variations genomischer Regionen die „interessanten Gene“ aufgelistet, die in 

diesen Regionen liegen. Die Basisliste für diese Zusammenstellung bilden die für die Diagnose 

und Prognose der AML relevanten Gene aus der Publikation von Papaemmanuil et al. (2016) 

sowie die wichtigsten cancer driver genes (Bailey et al. 2018). Dazu wird für jede dieser Gene 

überprüft, ob sich die Start- und Endpositionen dieses Gens innerhalb der als aberrant 

geschätzten Banden befinden (Zeile 262 ɀ 282, Anhang 2.4). 
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Abbildung 10: Flussdiagramm für die kalkulierte Karyotypisierung mit coriandR  
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Abbildung 10 (Fortsetzung): Flussdiagramm für die kalkulierte Karyotypisierung mit coriandR   

Die Erstellung des kalkulierten Karyotyps ist in drei Schritte gegliedert, gekennzeichnet durch die Rechtecke um die 
einzelnen Schritte. Die Ellipsen stellen die Start- und Endpunkte der kalkulierten Karyotypisierung dar. Mit den 
Pfeilen wird der Datenfluss dargestellt. Die Rechtecke mit dem wellenförmigen unteren Rand sind die Tabellen, die 
ŦǸǊ ŘƛŜ {ŎƘŅǘȊǳƴƎŜƴ ōŜƴǳǘȊǘ ǳƴŘ ƎƎŦΦ ōŜŦǸƭƭǘ ǿŜǊŘŜƴΦ 5ƛŜ wŀǳǘŜƴ ǎȅƳōƻƭƛǎƛŜǊŜƴ ŜƛƴŜ .ŜŘƛƴƎǳƴƎΣ ŘƛŜ ŜǊŦǸƭƭǘ όtŦŜƛƭ αƧŀάύ 
ƻŘŜǊ ƴƛŎƘǘ ŜǊŦǸƭƭǘ όtŦŜƛƭ αƴŜƛƴάύ ǿŜǊŘŜƴ ƪŀƴƴΦ Lƴ den Rechtecken werden die Prozesse bzw. Entscheidungen beim 
Betrachten der Reads bzw. der Bins festgehalten. Die schwarzen Kreise stellen die Endpunkte der einzelnen Schritte 
dar. 
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2.2.3 !ƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜ ¢ƻƻƭǎ ŦǸǊ ŘƛŜ αƪŀƭƪǳƭƛŜǊǘŜ YŀǊȅƻǘȅǇƛǎƛŜǊǳƴƎάΥ GATK und Delly 

Um die Ergebnisse der Schätzungen von CNVs und des kalkulierten Karyotyps zu 

validieren, wurde ein Vergleich mit Tools mit einem ähnlichen Anwendungsfall durchgeführt: 

GATK (McKenna et al. 2010) und Delly  (Rausch et al. 2012). 

Präprozessierung der Daten 

 Da die Dokumentation aller dieser Tools die Verwendung von BAM-Dateien nach 

Alignment mit bwa behandelt, wurden BAM-Dateien der AML-Proben mit bwa (Li und Durbin 

2009) mit dem nachfolgenden Befehl erstellt. 

bwa mem Homo_sapiens_assembly38.fasta tumor_sample _Read1.fastq.gz 

tumor_sample _Read2.fastq.gz | samtools sort - o tumor.bam    

Der samtools -Parameter “sort ” bewirkt die Ausgabe einer sortierten Datei mit 

vorgegebenem Namen, basierend auf der Position des Alignments im Genom. Bei diesem 

Vorgehen fehlen die Read Groups, sodass diese mit Picard Tools  (Broad Institute 2019) 

manuell vervollständigt werden müssen. Read Groups beinhalten in SAM-Dateien 

Informationen, nach denen einzelne Sequenzierungsdatensätze gruppiert werden sowie 

zusätzliche Informationen über die Probenidentifikation, das Sequenzierungsverfahren und 

andere experimentelle Details. 

picard.jar AddOrReplaceReadGroups I=tumor.bam O=tumor_with_RG.bam 

SORT_ORDER=coordinate RGID=4 RGLB=lib1 RGPL=ILLUMINA RGPU=unit1 

RGSM=20 CREATE_INDEX=True 

 Es wurde die GATK Version 4.1.9.0 von der offiziellen Webseite des Broad institute 

(https://github.com/broadinstitute/gatk/releases, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) 

als Docker-Container heruntergeladen und in der Docker-Umgebung (Merkel 2014) installiert. 

 Mit dem Tool HaplotypeCaller , das in GATK enthalten ist, können VCF (Variant 

Call Format) Dateien erstellt werden. In diesem Datenformat können Gensequenz-Variationen 

von der untersuchten Datei zusammen mit der Referenz gespeichert werden. In der Tabelle 6 

wird ein Ausschnitt aus der VCF-Datei, erstellt mit HaplotypeCaller  mit der BAM Datei der 

Probe 12716, gezeigt. 

gatk HaplotypeCaller - I tumor_with_RG.bam - O tumor.vcf - R 

Homo_sapiens_assembly38.fasta  

  

https://github.com/broadinstitute/gatk/releases
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Tabelle 6: VCF-Datei, erstellt mit HaplotypeCaller  mit der BAM Datei der Probe 12716 

#CHR
OM 

POS I
D 

R
EF 

A
LT 

QU
AL 

FILT
ER 

INFO FORMAT 20 

chr1 192
17 

. G C 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=43.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 603
32 

. T C 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=45.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 181
113 

. A G 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 183
800 

. C G 32.
65 

. AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQRankSum=0.000;DP=3;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;M
LEAC=1;MLEAF=0.500;MQ=43.34;MQRankSum=-
0.967;QD=10.88;ReadPosRankSum=0.967;SOR=0.223 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

0/1:1,2:3:16
:40,0,16 

chr1 632
366 

. T C 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 843
189 

. A G 60.
84 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=3;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=20.28;SOR=1.179 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,3:3:9:
74,9,0 

chr1 856
883 

. A G 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=46.01;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 892
786 

. A G 74.
84 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=3;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=24.95;SOR=1.179 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,3:3:9:
88,9,0 

chr1 899
452 

. G C 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 911
109 

. T C 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 911
428 

. C T 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 913
358 

. C T 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 927
744 

. G T 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 929
839 

. G A 37.
32 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=2;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=18.66;SOR=0.693 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,2:2:6:
49,6,0 

chr1 954
258 

. G C 81.
84 

. AC=2;AF=1.00;AN=2;DP=3;ExcessHet=3.0103;FS=0.000;MLEAC=1;MLEAF=0.500;M
Q=60.00;QD=27.28;SOR=1.179 

GT:AD:DP:
GQ:PL 

1/1:0,3:3:9:
95,9,0 

 

Die Spaltennamen beinhalten die Informationen über „CHROM“ – das Chromosom, auf 

der die Variation aufgerufen wird, „POS“ – Position der Variation, „ID“ – Bezeichnung der 

angegebenen Variation, wird mit „.“ gefüllt, falls weiter nicht spezifiziert wird. „REF“ – die Base 

auf der Referenzsequenz (in diesem Fall auf dem Referenzgenom), „ALT“ – alternativen Allele 

an dieser Position. „QUAL“ – Qualitätsscore, „FILTER“ – Flag für Filterung an dieser Position, 

„INFO“ - Schlüssel-Wert-Paare mit der Information über die Variantion, „FORMAT“ – 

Beschreibung der Proben, „SAMPLEs“, hier „20“ – Werte für jede analysierte Probe. Die 

Beschreibung des Datenformats ist der VCF-Spezifikation (einsehbar unter 

https://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.3.pdf, Link wurde zuletzt am 19.11.2023 geprüft) 

entnommen. 

GATK 

 Weiter wurden die Auswertungen gemäß der Schritte des Workflows „Sensitively detect 

copy ratio alterations and allelic segments“ von GATK (die Anleitung von Caetano-Anolles et al. 

ist einsehbar unter https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-

part-I-Sensitively-detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments, Link wurde zuletzt am 

19.11.2023 geprüft) ausgeführt. Hierfür wurde zuerst eine Intervallliste mit der Bingröße von 

1.000.000 bp für jede auszuwertende Probe generiert: 

https://samtools.github.io/hts-specs/VCFv4.3.pdf
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-part-I-Sensitively-detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531092--How-to-part-I-Sensitively-detect-copy-ratio-alterations-and-allelic-segments
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gatk PreprocessIntervals - R my_data/Homo_sapiens_assembly38.fasta.gz -

- interval - merging - rule OVERLAPPING_ONLY - O my_data/tumor.interval_list 

-- bin - length 1 000000 -- padding 0  

Anschließend wurden neue VCF-Dateien mit zum Referenzgenom annotierten 

Intervallen und dem GC-Gehalt der Intervalle erstellt. 

gatk AnnotateIntervals - R Homo_sapiens_assembly38.fasta.gz - L 

tumor.interval_list -- interval - merging - rule OVERLAPPING_ONLY - O 

tumor.vcf.tsv  

 Die Information aus den BAM Dateien der Tumorproben und 19 Proben gesunder 

Probanden für das PON wurde mit dem Befehl CollectReadCounts  tabellarisch für die 

gewählten Intervalle für jede Datei dargestellt. Die Zählung der Reads für jedes Intervall richtet 

sich nach der Anzahl der Reads, deren Startpunkte in diesem Intervall liegen. Die Daten werden 

im HDF5-Format gespeichert. 

gatk CollectReadCounts - I tumor_with_RG.bam - L tumor.interval_list --

interval - merging - rule OVERLAPPING_ONLY - O tumor_S6_L001_001.hdf5  

 Nach dem Erhalt der Read-Informationen im tabellarischen Format konnte eine Tabelle 

für das resultierende PON generiert werden, ebenfalls im HDF5-Format: 

gatk CreateReadCountPanelOfNormals - I 

PON/WholeGenomeHealthy_S7_L001_001.hdf5 - I PON/Kontrolle -

karyotype_S6_L001_001.hdf5 - I PON/healthy3_S6_L001_001.hdf5 - I PON/ 

healthy2_S5_L001_001.hdf5 - I PON/healthy1_S4_L001_001.hdf5 - I 

PON/AML14_S8_L001_001.hdf5 - I P ON/AML13_S7_L001_001.hdf5 - I 

PON/AML12_S6_L001_001.hdf5 - I PON/AML11_S6_L001_001.hdf5 - I 

PON/62720_S6_L001_001.hdf5 - I PON/63120_S8_L001_001.hdf5 - I 

PON/63220_S9_L001_001.hdf5 - I PON/63320_S1_L001_001.hdf5 - I 

PON/63420_S1_L001_001.hdf5 - I PON/63620_S3_L001 _001.hdf5 - I 

PON/63720_S4_L001_001.hdf5 - I PON/63820_S5_L001_001.hdf5 - I 

PON/64820_S7_L001_001.hdf5 -- minimum - interval - median - percentile 5.0 --

annotated - intervals tumor.vcf.tsv - O PON/cnvponC.pon.hdf5  

 Die Dateibezeichnungen für das PON wurden aus einer verblindeten Auswertung der 

Proben von gesunden Probanden und Probanden mit AML übernommen (Mack et al. 2019). Die 

Proben AML14_S8_L001_001  und AML12_S6_L001_001  wurden von Probanden mit einem 

normalen Karyotyp sequenziert. 

Im nächsten Schritt wurden die Counts der Tumorproben mit dem Befehl 

DenoiseReadCounts  korrigiert. Die Korrektur der Counts einer Tumorprobe erfolgt in 
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mehreren Schritten und beinhaltet unter anderem GC-Bias-Korrektur, Normalisierung durch 

Median der Intervalle aus dem PON, Transformation in logarithmische Größen. Das Filtern des 

Rauschens (denoising) erfolgt durch die Projektion auf die Anzahl der PON-Subjekte. 

gatk DenoiseReadCounts - I tumor_S0_L001_001.hdf5 -- count - panel - of -

normals PON/cnvponC.pon.hdf5 -- standardized - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.standardizedCR.tsv -- denoised - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.denoisedCR.tsv  

Im nächsten Schritt wurde mit CollectAllelicCounts  die Anzahl der 

Allelvariationen der Referenz und alternative Allele an bestimmten Positionen erfasst. 

gatk CollectAllelicCounts - I tumor_with_RG.bam - R 

Homo_sapiens_assembly38.fasta.gz - L tumor.interval_list - O 

tumor_with_RG.bam.allelicCounts.tsv  

 Mit ModelSegments  wird eine Genotypisierung in homozygote und heterozygote 

Segmente durchgeführt. Danach werden an den genotypisierten heterozygoten Stellen die 

Kopienzahlverhältnisse und die alternierenden Allelfraktionen bestimmt. 

gatk ModelSegments -- denoised - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.denoisedCR.tsv -- output - prefix tumor - O 

tumor_with_RG/  

 In dem Schritt CallCopyRatioSegments  werden die erhaltenen Segmente in 

amplifizierte, deletierte oder Kopienzahl-neutrale Segmente mit Erstellung eines Z-Score 

eingeteilt. 

gatk CallCopyRatioSegments - I tumor_with_RG/tumor.cr.seg - O 

tumor_with_RG/tumor.called.seg  

 Mit der Funktion PlotModeledSegments  wird ein Plot mit der Übersicht über alle 

Chromosomen einer Probe generiert. Hierbei werden einzelne Segmente nach der 

Normalisierung als Punkte dargestellt, die Farbe wechselt sich zu dem Anfang eines neuen 

Chromosoms ab. Punkte oder Segmente mit einem abweichenden Kopienzahlverhältnis werden 

als Box-Plots dargestellt (Abbildung 30). 

gatk PlotModeledSegments -- denoised - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.denoisedCR.tsv -- segments 

tumor_with_RG/tumor.modelFinal.seg -- sequence - dictionary 

Homo_sapiens_assembly38.dict -- output - prefix tumor - O 

tumo r _with_RG_Plot/  
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Durch die Anwendung der Funktion PlotDenoisedCopyRatios  wird ein Plot mit 

der Übersicht über die korrigierten Daten generiert (Abbildung 31). 

gatk PlotDenoisedCopyRatios -- standardized - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.standardizedCR.tsv -- denoised - copy - ratios 

tumor_S0_L001_001.denoisedCR.tsv -- sequence - dictionary 

Homo_sapiens_assembly38.dict -- output - prefix tumor - O 

tumor_with_RG_Plot/  

Die Abbildungen aus der Funktion PlotDenoisedCopyRatios , die mit dem 

Workflow „Sensitively detect copy ratio alterations and allelic segments“ von GATK erstellt 

werden, wurden zum Vergleich von den Ergebnissen der kalkulierten Karyotypisierung optisch 

mit den Chromosomenplots von coriandR  Reports verglichen.  

Delly 

 Die Software Delly  (Rausch et al. 2012) mit dem Untermodul Delly  call  wurde in 

der Version 0.9.1 auf der Galaxy -Plattform (Afgan et al., https://usegalaxy.eu/, Link wurde 

zuletzt am 19.11.2023 geprüft) unter Standardeinstellungen mit den gleichen sortierten BAM-

Files nach Alignment mit bwa wie bei GATK benutzt. 

 Von den Autoren wird Delly  als Software für den Nachweis von CNV-Deletionen und 

Tandem-Duplikationsereignissen sowie von balancierten Umlagerungen wie Inversionen oder 

reziproken Translokationen präsentiert (Rausch et al. 2012). Tandem-Duplikationen sind sich 

wiederholende DNA-Abschnitte, die sich direkt hintereinander befinden und in der Regel nur 

wenige Kilobasen lang sind (Sulovari et al. 2019). Für die Erkennung von Tandem-Duplikationen 

mit bioinformatischen Methoden ist eine genaue Positionierung und Ausrichtung der Reads 

wichtig, was eine hohe Coverage der NGS-Daten abverlangt. 

 Der Output von Delly  liegt tabellarisch vor und beinhaltet die genomischen Positionen 

der geschätzten Aberrationen ohne Angabe eines kalkulierten Karyotyps. 

  

https://usegalaxy.eu/
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3 Ergebnisse 

3.1 Vorstellung der coriandR Software 

Die erste Forschungsfrage dieser Arbeit besteht darin, ein Programm in R mit der 

Funktionalität der kalkulierten Karyotypisierung aus den Ganzgenomsequenzierungsdaten in 

sehr niedriger Auflösung (ulcWGS) nach Analyse der CAI[N] -Software zu erstellen. 

Das hier präsentierte Programm coriandR  – ChrOmosomal abeRration Identifier AND 

Reporter in R – setzt sich aus zwei Hauptkomponenten zusammen: aus einem Shell-Skript für die 

Erstellung eines neuen PON und einem anderen Shell-Skript für und statistischen Analyse von 

CNVs bei Patienten. Eine Übersicht über die Auswertung der FASTQ-Daten mit coriandR  

findet sich in der Abbildung 11. 

coriandR  basiert auf der read-depth Methode, da diese am besten für 

Sequenzierungsdaten bei sehr geringen Sequenzierungstiefe erfassen kann.  

 

Abbildung 11: Die Schritte der Datenverarbeitung in coriandR  zur Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der 

copy number variations. 

  

Ausgabe des PDF-Reports

Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der CNVs in R

Counting mit Feature Count (Liao et al. 2014)

Aligment mit Bowtie2 (B. Langmead und S. Salzberg 2012) und Erzeugen des BAM-
Formats mit Samtools (Li et al. 2009)

Next Generation Sequenzierung mit Illumina-System als ulcWGS
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3.2 Optimale Größe eines Panel of normals 

 In CAI[N]  wird eine einzige in-silico simulierte Sequenzierung eines gesunden 

Individuums bei der Schätzung von CNVs und des kalkulierten Karyotyps als Referenz verwendet. 

Dadurch konnte lediglich die statistische Varianz abgebildet werden. Für die Erstellung von 

coriandR  wurde geprüft, ob und wie sich die Ergebnisse durch Verwendung eines 

experimentellen PONs verändern. coriandR  benutzt ein speziell für die Art der sequenzierten 

Probe erstelltes PON. Im experimentell erstellten PON sind dabei die Art der Probe (z.B. Blut, 

FFPE-Gewebe) und die Präanalytik (PON für Proben aus verschiedenen Biobanken bzw. 

verschiedene DNA-Isolationsmethoden) berücksichtigt.  

Zunächst wurde die PON-Größe betrachtet. Dazu wurden insgesamt 19 Proben mit 

einem normalen Karyotyp sequenziert und mehrere Panels of normals mit 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18 und letztendlich 19 Proben mit dem Shell-Skript pon_creator.sh  erstellt. 

 

 

Abbildung 12: Überblick der Bins einer Probe mit dem Karyotyp [45, XX, +der(1)t(1;11)(q21;q13), del(5)(q13q33), 
del(7)(q22q36), -17, del(17)(p12)]. Der Karyotyp wurde dem zytogenetischen Bericht entnommen. 
Die Bins mit der Readverteilung außerhalb der 99 % der Normalverteilung wurden farblich markiert (in Rot). Die 
Abbildung wurde aus einem coriandR  Report entnommen. 

A: die Schätzung der Verteilung der Reads in den Bins bei der PON-Größe von 2 Subjekten. B: die Schätzung der Bins 
bei der PON-Größe von 16 Subjekten. Die 2 PON-Subjekten wurden bei der Erstellung des PONs als männlich 
angegeben, deswegen erfolgte die Auswertung des X-Chromosoms der Frau in der Abb. 12, A nicht. 
 

A

a 

B 
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Die kalkulierte Karyotypisierung einer Probe mit dem Karyotyp [45, XX, 

+der(1)t(1;11)(q21;q13), del(5)(q13q33), del(7)(q22q36), -17, del(17)(p12)] laut 

zytogenetischem Bericht wurde mit einem PON, bestehend aus 2 und aus 16 Proben, mit 

coriandR  geschätzt. Bei der Auswertung dieser Probe mit einem PON, welches aus 2 

Subjekten bestand, wurden fast 1/3 aller Bins als aberrant eingeschätzt (Abb. 12, A). Hierbei 

wurden auch Bins erfasst, die sich erkennbar in der Größenordnung der Ploidie von 2 bewegen 

und deswegen als falsch-positive Treffer hinsichtlich einer veränderten Kopienzahl betrachtet 

werden können. Die Auswertung der Probe mit einem PON aus 16 Proben ergab die Schätzung 

von 485 der insgesamt 3042 Bins als amplifiziert oder deletiert – bei zytogenetisch gesicherten 

Aberrationen, die ganze Chromosomenarme oder Chromosomen betreffen (Abb. 12, B). Diese 

befinden sich in den Bereichen, die erkennbar von der Ploidie von 2 abweichen und können mit 

einer größeren Sicherheit als wirklich verändert in der Kopienzahl betrachtet werden. 

 

Abbildung 13: Die Darstellung mit der Anzahl der als auffällig errechneten Bins in der Probe mit dem Karyotyp [45, 
XX, +der(1)t(1;11)(q21;q13), del(5)(q13q33), del(7)(q22q36), -17, del(17)(p12)]. 
Der Karyotyp wurde dem zytogenetischen Bericht entnommen. Markierung der Punkte und Linien in Blau bei 
geschätzter Amplifikation, in Rot bei geschätzter Deletion. 
 

Die genaue Untersuchung der Abhängigkeit der Anzahl der als aberrant geschätzten Bins 

von der PON-Größe ergab, dass bei einem PON mit 4 Subjekten im Vergleich zu den größeren 

PONs deutlich weniger Aberrationen erkannt werden, was an der geringen PON-Größe und nicht 

durchgeführten Randomisierung der Proben liegen könnte. Die Anzahl der als aberrant 

erkannten Bins stabilisiert sich bei einem PON mit 8 Subjekten und ändert sich mit der 

zunehmenden PON-Größe nur wenig in dieser Probe mit einem komplexen Karyotyp (Abbildung 

13).  
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Bei einer repräsentativen Probe mit dem Karyotyp [45, XY, -7 [7]; 46, XY, -7 +21 [9]; 46, 

XY [5]] wurde ebenfalls mit den PONs mit unterschiedlicher Probenanzahl eine kalkulierte 

Karyotypisierung durchgeführt. Bei der Auswertung dieser Probe, in der mehrere Zellklone 

detektiert wurden, ändert sich die Anzahl der als aberrant erkannten Bins ab einem PON mit 8 

Proben nicht wesentlich (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: Die Darstellung mit der Anzahl der als auffällig errechneten Bins in der Probe mit dem Karyotyp [45, 
XY, -7; 46, XY, -7, +21; 46, XY]. Der Karyotyp wurde dem zytogenetischen Bericht entnommen. 
Markierung der Punkte und Linien in Blau bei geschätzter Amplifikation, in Rot bei geschätzter Deletion. 
 

Diese Berechnungen zeigen, dass die PON-Größe zur Reduzierung von falsch-positiven 

Treffern mindestens 8 Subjekte betragen sollte, da ab dieser Probenanzahl keine relevante 

Zunahme oder Abnahme der Anzahl der als aberrant geschätzten Bins beobachtet wurde. Für 

die Überprüfung der Bins auf den Gonosomen ist – zumindest die doppelte Menge an PON-

Subjekten notwendig, da die Bins auf den Geschlechterchromosomen nur in Relation zu den 

PON-Subjekten desselben Geschlechts wie die Probe betrachtet wurden. Eine große Anzahl der 

Proben im PON führt zur genaueren Schätzung der Hintergrundvariation und zur Verbesserung 

der Sensitivität. 
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3.3 Die Charakteristiken des Panel of normals 

 Aus den für dieses Projekt zur Verfügung gestellten next generation sequencing Daten 

konnte ein Panel of normals aus 19 Proben zur Analyse der an der Klinik für Hämatologie, 

Onkologie und Immunologie des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 

isolierten ulcWGS AML-Genome zusammengestellt werden. Hierzu wurden Proben von 

gesunden Probanden ausgewählt. Die durchschnittliche Sequenzierungstiefe der Proben betrug 

etwa 1.300 Reads pro 100.000 Basen des Referenzgenoms. 

 Ursprünglich wurden 20 Proben für das PON ausgewählt, eine Probe wies eine viel 

geringere Sequenzierungstiefe im Vergleich zu den anderen Proben auf und wurde deswegen 

nicht in die Erstellung des endgültigen Panel of normals miteinbezogen. In das PON fließen die 

Sequenzierungsdaten von 11 weiblichen Probandinnen und 8 männlichen Probanden ein, die 

nach den Standardprotokollen des hämatologischen Speziallabors der Klinik für Hämatologie 

bearbeitet wurden. 

  Im Rahmen der Qualitätskontrolle durch das Maskieren der Bins mit abweichendem GC-

Gehalt und abnormer Varianz (siehe Kap 2.2.2) wurden 170 Bins wurden durch einen abnormen 

GC-Gehalt maskiert, während 212 Bins durch eine hohe Varianz aus dem PON verworfen wurden 

(maskiert). Insgesamt wurden 246 Bins aus dem resultierenden PON ausgeschlossen, da auf 136 

beide der genannten Kriterien zutrafen. Das PON beinhaltet 3102 Bins insgesamt, so ergibt sich 

ein Anteil von 7,93 % ausgeschlossenen Bins im PON. Die meisten davon befinden sich in den 

oder in der Nähe der Zentromere (siehe Abbildung 8). 

 Um die Beeinflussung der Qualität der low-coverage Sequenzierungsdaten in 

Abhängigkeit von der Art der Präprozessierung zu untersuchen, wurden die Daten auf das 

Vorhandensein von Duplikaten untersucht, also einer Gesamtheit an Reads, die nur eine 

Sequenz abbilden. Die Read-Duplikate können biologischer (dasselbe DNA-Fragment kommt 

mehrmals vor und wird mehrmals sequenziert) oder artifizieller Natur sein (während des 

Sequenzierungsverfahrens wird eine Kopie desselben Reads erstellt und sequenziert). Es wurde 

Picard  Toolkit  (Broad Institute 2019) genutzt, um die PON-Subjekte auf Duplikate zu 

untersuchen. Die Befehle dazu werden in dem Anhang 3.2 aufgelistet. Im Schnitt waren die 

Duplikate in 0,125 % der Reads vorhanden, weswegen auf die Implementierung der routinierten 

Untersuchung auf Duplikate verzichtetet wurde. Bei den Duplikaten handelt es sich häufig um 

Zentromere mit einem hoch repetitiven Sequenz-Element (Talbert und Henikoff 2020), die im 

Rahmen der Untersuchungen hinsichtlich des GC-Gehalt sowieso verworfen werden (Kap. 2.2.2). 
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3.4 Verwendung von coriandR 

coriandR  dient zur Schätzung des kalkulierten Karyotyps in ulcWGS-Proben. Die 

Ergebnisse werden mit den Standard R-Funktionen graphisch in einem Report im PDF-

Datenformat dargestellt. Dieser beinhaltet zusätzlich statistische Parameter und die wichtigen 

Eckdaten des PON. 

 Die Reports zur Erstellung eines neuen PONs und zur kalkulierten Karyotypisierung einer 

Tumor- oder Blutprobe werden mit den markdown -Skripten (Anhang 2.2 und 2.4) generiert. 

Die Gestaltung der Graphiken wurde an die Farbgestaltung von CGH-Arrays angelehnt, in den 

CGH-Arrays die Amplifikationen grün und die Deletionen rot markiert sind. Mit Rücksichtnahme 

auf potentielle Auswerter mit Deuteranomalie wurde allerdings die Farbe Blau für die 

Amplifikationen gewählt, um diese besser von den rot dargestellten Deletionen unterscheiden 

zu können. 

 

3.4.1 Report zur Erstellung eines Panel of normals 

 Der PDF-Report zur Erstellung eines Panel of normals von coriandR  enthält einen 

Bericht zu dem generierten PON mit grafischen Darstellungen von der Sequenziertiefe der 

einzelnen PON-Proben sowie der Sequenziertiefe des gesamten normalisierten und nicht 

normalisierten PONs, die Informationen zu den maskierten Bins und die Darstellung der 

normalisierten Bins nach der Filterung der maskierten Bins. 

 Als erste Graphik wird die Sequenziertiefe der einzelnen PON-Subjekte ohne 

Normalisierung dargestellt (Abbildung 15). Bei männlichen Proben sind hier zwei 

Verteilungsmaxima der Punkte zu beobachten. Sie spiegeln die Verteilung der Reads mit der 

Ploidie von zwei auf den Autosomen und die Reads auf den Gonosomen (nur einmal vorhanden 

in gesunden männlichen Proben). Falls diese Besonderheit bei den als weiblich deklarierten 

PON-Subjekten auftritt, sollte hinterfragt werden, ob das Geschlecht der Probe richtig 

zugeordnet wurde oder ob Chromosomenverluste (z.B. im Rahmen eines Turner-Syndroms) 

aufgetreten sind. Die vertikalen roten gepunkteten Linien stellen das 0,25- und 4-fache des 

Medians über alle Bins in einem PON-Subjekt dar zur Orientierung bei der Beurteilung der 

Ploidie der Datenpunkte.  

In der Abbildung 16 wird die mittlere Sequenzierungstiefe aller PON-Subjekte nach der 

Geschlechtertrennung dargestellt. Diese erfolgt mithilfe einer vom Nutzer erstellten Datei 

pon.meta.csv  in tabellarischer Form mit Metadaten für das resultierende PON (Tabelle 4).  
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Abbildung 15: Sequenzierungstiefe für 9 PON-Subjekte bei der Erstellung eines neuen PON (Ausschnitt). 
Die Abbildung wurde einem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. Die Angaben auf 

der X-Achse entsprechen der Größe der Sequenzierungstiefe pro Bin/Mb in den PON-Subjekten. Die Beschriftung 
vertikal links entspricht den Bezeichnungen der einzelnen PON-Subjekte, die Beschriftungen vertikal rechts ς den 
DŜǎŎƘƭŜŎƘǘŜǊƴ ŀǳǎ ŜƛƴŜǊ ǾƻƳ bǳǘȊŜǊ ŜǊǎǘŜƭƭǘŜƴ 5ŀǘŜƛ Ƴƛǘ aŜǘŀŘŀǘŜƴΣ ǿƻōŜƛ αaά ŦǸǊ ōƛƻƭƻƎƛǎŎƘ ƳŅƴƴƭƛŎƘŜǎ 
DŜǎŎƘƭŜŎƘǘ ǳƴŘ αCά ς für weibliches steht.  
 

 

Abbildung 16: Mittlere Sequenzierungstiefe, dargestellt pro Chromosom für alle PON-Subjekte. 
Die Abbildung wurde einem dem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. Die 

Beschriftung der X-Achse zeigt die Chromosomen, auf denen sich die als schwarze Punkte aufgezeichneten Bins 
ōŜŦƛƴŘŜƴΦ 5ƛŜ .ŜȊŜƛŎƘƴǳƴƎŜƴ αŎƘǊ¸ά ǳƴŘ αŎƘǊ·ψaά ǎǘŜƘŜƴ ŦǸǊ ŘƛŜ DŜǎŎƘƭŜŎƘǘŜǊŎƘǊƻƳƻǎƻƳŜƴ ŘŜǊ ŀƭǎ ƳŅƴƴƭƛŎƘ 
ǾŜǊƳŜǊƪǘŜƴ tǊƻōŜƴΣ ŘƛŜ .ŜȊŜƛŎƘƴǳƴƎ αŎƘǊ·ψCά ς für die Bins auf den beiden X-Chromosomen der als weiblich 
deklarierten PON-Subjekte. 
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Als Nächstes wird die Darstellung aller Reads aus allen PON-Subjekten des 

resultierenden PON, normalisiert auf die Ploidie der jeweiligen Chromosomen, präsentiert 

(Abbildung 17), um den Betrachter einen Überblick über die Ploidie der genomischen Abschnitte 

der sequenzierten Probe in vereinfachter Form zu geben. Die „Lücken“ in den Ansammlungen 

der als schwarze Punkte dargestellten Reads, exemplarisch gekennzeichnet durch rote Pfeile im 

Bild, entsprechen den maskierten Bereichen um die Zentromere, die viele repetitive Sequenzen 

enthalten. Der Ausschluss dieser Bereiche findet bereits in der Phase der Datenvorbereitung 

statt (Kap. 2.2.1). Die horizontalen roten gepunkteten Linien zeigen bei den Bins mit der Ploidie 

von 2 (auf somatischen Chromosomen und den X-Chromosomen der Frau) und 1 

(Geschlechterchromosomen des Mannes) die Abweichung der Ploidie um 0,5 in beide 

Richtungen zur besseren Orientierung. Durch den Vergleich von nichtnormalisierten (Abbildung 

16) und normalisierten (Abbildung 17) Daten durch den Nutzer kann sichergestellt werden, dass 

Schlussfolgerungen aus der Read-Verteilung auf einer soliden Grundlage basieren und nicht 

durch technische Variationen oder Unterschiede in der Menge der sequenzierten DNA 

beeinflusst worden sind. 

 

Abbildung 17: Die Darstellung aller Reads des resultierenden PON, normalisiert auf die Ploidie der jeweiligen 
Chromosomen. 
Diese Abbildung wurde aus einem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. Die 

Beschriftung der X-Achse zeigt die Chromosomen, auf denen sich die als schwarze Punkte aufgezeichnete Bins 
ōŜŦƛƴŘŜƴΦ 5ƛŜ .ŜȊŜƛŎƘƴǳƴƎŜƴ αŎƘǊ¸ά ǳƴŘ αŎƘǊ·ψaά ǎǘŜƘŜƴ ŦǸǊ ŘƛŜ DŜǎŎƘƭŜŎƘǘŜǊŎƘǊƻƳƻǎƻƳŜƴ ŘŜǊ ŀƭǎ ƳŅƴƴƭƛŎƘ 
ǾŜǊƳŜǊƪǘŜƴ tǊƻōŜƴΣ ŘƛŜ .ŜȊŜƛŎƘƴǳƴƎ αŎƘǊ·ψCά ς für die Bins auf den beiden X-Chromosomen der als weiblich 
deklarierten PON-Subjekte. Die roten gepunkteten Linien stehen für die 1,5- und 2,5-fache Ploidie der Bins auf 
somatischen Chromosomen und den X-Chromosomen der Frau und 0,5- und 1,5-fache Ploidie der Bins auf den 
Geschlechterchromosomen des Mannes als Orientierungshilfe. Die roten Pfeile markieren exemplarisch die Position 
der Zentromere. 
 

 Im nächsten Schritt wird der GC-Gehalt in Abhängigkeit von der Varianz (Abb. 18,  A) und 

der Ploidie der Reads (Abb. 18,  B) mithilfe des lokalen Regressionsmodells mit LOESS (locally 

estimated scatterplot smoothing) dargestellt, wobei nur die Bins berücksichtigt werden, deren 

GC-Gehalt zwischen 35 % und 60 % liegt. Es verwendet eine gewichtete Regression, um den 
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Beitrag jedes Datenpunkts zur Kurve zu bestimmen. Datenpunkte in der Nähe des betrachteten 

Punktes haben einen größeren Einfluss auf den Kurvenverlauf als weiter entfernt liegende 

Datenpunkte. Dadurch kann die Kurve sich an lokale Variationen oder komplexe Muster 

anpassen. Wenn die Punktewolke annähernd horizontal verläuft, können keine größeren 

Veränderungen in der Varianz in Abhängigkeit vom steigenden GC-Gehalt beobachtet werden. 

Das deutet auf gleichmäßige Abdeckung verschiedener genomischer Regionen während der 

Sequenzierung und eine effiziente Amplifikation hin, wodurch das resultierende PON eine 

realistischere Abbildung einer Probe mit einem normalen Karyotyp darstellt. 

 

Abbildung 18: Die Darstellung des GC-Gehaltes in Abhängigkeit von der Varianz (A) und der Ploidie der Reads (B) bei 
der Erstellung eines neuen PON. 
Diese Abbildung wurde aus einem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. Die Bins des 

PONs werden als schwarze Punkte dargestellt. Die Bins werden bei abweichendem GC-Gehalt in Rot markiert. Die 
blaue Linie stellt die geglättete PON-Kurve dar. Mit dem nach links gerichteten Pfeil werden die Bins mit einer 
starken Abweichung des GC-Gehaltes unter 25 % dargestellt (Varianz > 0,2), mit roter Farbe markierte Punkte zeigen 
eine Abweichung von den in Kap. 2.2.2 definierten Werten. Rote gepunktete Linien kennzeichnen die 1,5- und 2,5-
fache Ploidie. 
 

 Nach der Errechnung des GC-Gehaltes und der Varianz der einzelnen Bins im PON 

werden diese als auffällig markiert und aus dem PON ausgeschlossen. Die durch Varianz 

und/oder einen abweichenden GC-Gehalt verworfenen Bins werden im nächsten Schritt auf der 

Abbildung 8 gezeigt. Am Ende des Reports bei der Erstellung eines neuen PONs wird die 

Darstellung des „bereinigten“ normalisierten PONs präsentiert, wobei die verworfenen Bins 

nicht dargestellt werden (Abbildung 19). Dadurch können die Readverteilung und damit die 

Eignung des PONs für weitere Analysen optisch durch den Untersucher beurteilt werden. 

A

a 

B

a 
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Abbildung 19: Die Darstellung des PONs ohne die verworfenenen Bins. 
Diese Abbildung wurde aus einem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON entnommen. 

 
 

3.4.2 Report zur kalkulierten Karyotypisierung 

 Die Erstellung eines kalkulierten Karyotyps ist der Kernelement von coriand R. Um die 

Ergebnisse der Auswertung einer AML- bzw. Tumorprobe zu präsentieren, wird ein Report im 

PDF-Format erstellt. Der Report beinhaltet die graphische Darstellung der Sequenzierungstiefe 

der rohen und der normalisierten Daten sowie Darstellungen der einzelnen Chromosomen und 

tabellarische Auflistung mit ausgewählten Genen in den als aberrant geschätzten Banden. 

Dieses Dokument kann in dem Ordner mit dem vom Nutzer definierten Namen eingesehen 

werden. 

Nach der Übersicht der Sequenzierungstiefe der nichtnormalisierten Reads (Abbildung 

9), unterteilt nach Chromosomen, werden die Charakteristiken der Probe und die statistischen 

Parameter (Bezeichnung der Probe, angegebenes Geschlecht des Probanden/der Probandin, 

raw read pairs, average read length und unique mapping pairs) der ausgewählten Probe 

tabellarisch aufgelistet (für Berechnung der Parameter siehe den Abschnitt 2.2.2).  
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Abbildung 20: Die Darstellung der Verteilungsdichte der Bins in einer Probe mit komplettem Verlust des 
Chromosoms 7. 
Diese Abbildung stammt aus einem coriandR  Report zu der Probe mit komplettem Verlust des Chromosoms 7. Die 

rote Kurve symbolisiert die Verteilung des PONΣ ŘƛŜ aŀǊƪƛŜǊǳƴƎŜƴ αȄмΣ ȄнΣ ȄоΣ Ȅпά ƎŜōŜƴ ŘƛŜ !ƴȊŀƘƭ ŘŜǊ YƻǇƛŜƴ ŀƴ 
dieser Stelle des Genoms an. 
 

 Als nächste Graphik, die dem Überblick für die Betrachter dient, erscheint die 

Darstellung der Verteilung der Bins nach der Tiefe der Sequenzierung (Abbildung 20). Durch die 

Markierungen „x1, x2, x3, x4“ wird die Anzahl der Kopien an dieser Stelle des Genoms 

angegeben. Die rote Kurve repräsentiert die Verteilung des PON, skaliert auf die gleiche 

Sequenziertiefe. 

Bei Fehlen großer Aberrationen und einer gleichmäßigen Amplifikation über das 

gesamte Genom hinweg sollten sich das Histogramm und die Kurve der Verteilung des PONs 

annäherungsweise überlappen. Falls die Dichte der Bins um „x1“ zunimmt, kann dies auf größere 

Deletionen oder gar Verluste ganzer Chromosomen hinweisen, wie in der Abbildung 20 

dargestellt. Eine hohe Verteilungsdichte um den Punkt „x3“ oder darüber hinaus kann ein Indiz 

für Amplifikationen in der Probe sein. Falls dieses Histogramm keine eindeutigen Peaks bei den 

Markierungen „x2“ und „x1“ aufweist, kann dies auf eine unzureichende Anzahl der 

alignierbaren Reads oder auf das Vorhandensein von sehr vielen Aberrationen in der Probe 

deuten, sodass die aberranten Regionen in ihrer Anzahl die unauffälligen Regionen mit der 

Ploidie von 2 überragen und so zu Verzerrungen führen. Eine komplette Verdoppelung des 

Chromosomensatzes könnte nicht erkannt werden und würde sich damit nicht auf den 

kalkulierten Karyotyp auswirken. 

 Für die Erstellung der Graphik mit der Übersicht der Bins (Abbildung 21) mit farblicher 

Markierung in Rot werden die Bins mit der Readanzahl außerhalb der 99 % der Normalverteilung 
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als rot markierte Punkte dargestellt. Dafür erfolgt die Normalisierung der Reads am Anfang der 

Berechnungen durch die Multiplikation der medianen Sequenzierungstiefe mit der Ploidie der 

chromosomalen Abschnitte dieser Reads. Die Ploidie wird für die Abschnitte auf den 

somatischen Chromosomen als doppelte Ploidie angenommen und als einfache bei den 

Gonosomen des Mannes. Diese Bins werden im nächsten Schritt für die Erstellung des virtuellen 

Karyotypen benutzt (für genaues Vorgehen zur Erstellung des virtuellen Karyotypen siehe 

Abbildung 10). 

 

Abbildung 21: Überblick der Bins einer Probe mit Deletion von Chromosom 7. 
Diese Abbildung stammt aus einem coriandR  Report einer Probe mit Deletion von Chromosom 7. Farbliche 

Markierung der Bins in Rot bei den normalisierten Bins mit der Readverteilung außerhalb der 99 % der 
Normalverteilung. 
 

Danach erfolgt die tabellarische Ausgabe des geschätzten Karyotyps. Die Darstellung des 

digital errechneten numerischen Karyotyps orientiert sich an den Regeln des ISCN (ISCN 2020). 

So wird beispielhaft die Schreibweise „−7“ oder „−6p“ beim Verlust ganzer Chromosomen oder 

Chromosomenarme verwendet. Bei einer Amplifikation von mehreren aufeinander folgenden 

Banden wird das betroffene Chromosom und in Klammen die erste und die letzte Bande 

angegeben, z.B. bei Amplifikation der Banden q22 bis q24 auf dem Chromosom 4 wird die 

Bezeichnung „add(4)(q22q24)“ ausgegeben. 

Nach der Angabe des kalkulierten Karyotyps werden die Kopienzahlveränderungen der 

„interessanten“ Gene tabellarisch aufgelistet mit der Angabe der chromosomalen Koordinaten 

und den Bezeichnungen des betroffenen Gens und seiner Aberration (Abbildung 22). Diese 

„interessanten“ Gene sind die für die Diagnose und Prognose der AML relevanten Gene aus der 

Publikation von Papaemmanuil et al. sowie die wichtigsten cancer driver genes (Bailey et al. 

2018). 

 Danach folgen in dem coriandR  Report die Übersichtgraphiken für die einzelnen 

Chromosomen (Abbildung 23). Einzelne schwarze Punkte stehen für die unauffälligen Bins auf 
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einem Chromosom, die Position ist auf die Ploidie der jeweiligen Chromosomen normalisiert. 

Die dünnen grauen Linien hinter den Punkten der Bins sind eine visuelle Hilfe zur Beurteilung 

der Graphiken – als Fehlerbalken. Die oberen und unteren Punkte der Fehlerbalken geben den 

dreifachen Interquartilsabstand vom Median der normalisierten Readzahl pro Bin im PON an. 

 

Abbildung 22: Die tabellarische Auflistung der errechneten CNVs einer Probe mit Deletion von Chromosom 7. 
Diese Abbildung stammt aus einem coriandR  Report einer Probe mit Deletion von Chromosom 7. αǎȅƳōƻƭά ǎǘŜƘǘ 

ŦǸǊ ŘƛŜ .ŜȊŜƛŎƘƴǳƴƎ ŘŜǎ DŜƴǎΣ αŎƘǊά ς ŦǸǊ Řŀǎ /ƘǊƻƳƻǎƻƳΣ ŀǳŦ ŘŜƳ ǎƛŎƘ Řŀǎ DŜƴǎ ōŜŦƛƴŘŜǘΦ αǎǘŀǊǘά ǳƴŘ αŜƴŘά 
ōŜȊŜƛŎƘƴŜƴ ŘƛŜ ŎƘǊƻƳƻǎƻƳŀƭŜƴ YƻƻǊŘƛƴŀǘŜƴ ŘŜǊ !ōŜǊǊŀǘƛƻƴΣ αŀōŜǊǊŀǘƛƻƴά ς die Art der CNVs: Deletion oder 
Amplifikation. 
 

Im unteren Bereich des Chromosomenplots (Abbildungen 23 und 24) werden die 

unterschiedlich intensiv grau gefärbten G-Banden und die chromosomalen Koordinaten in 

Megabasen-Größe dargestellt. Die Stärke der Färbung und die genomischen Koordinaten wurde 

der Publikation von Cheung et al. 2001 entnommen. Die Banden, die sich bei G-Banding dunkel 

färben, sind gererell AT-reich und genarm. Sie werden durch dunkle Färbung der Banden im Bild 

dargestellt. Die GC-reichen Banden sind reich an kodierenden Genen und werden durch weiße 

Farbe der Banden im Bild markiert. An dieser Stelle wurden die Bereiche der Zentromere 

gesondert (im hellen Grün, „acen“) farblich markiert, um die Beurteilung für die 

Untersucherinnen zu erleichtern, da diese Bereiche viele repetitive Sequenzen aufweisen und 

deswegen häufig, wie auch in der nachfolgenden Abbildung, mit höherer Tiefe aligniert oder 

gefiltert werden. 
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Abbildung 23: Die Darstellung eines unauffälligen Chromosoms 12 aus einem coriandR  Report. 

Einzelne schwarze Punkte stehen für die Bins des Chromosoms 12, normalisiert auf die Ploidie von 2. Im unteren 
Bereich des Bildes werden die verschieden grau gefärbte G-Banden und die chromosomalen Koordinaten in 
Megabasen-Größe dargestellt. Die Legende bezieht sich auf die Farben der G-Banden im unteren Teil der Abbildung 
und auf die deletierten (rote Färbung der Banden) oder amplifizierten (blaue Färbung der Banden) genomischen 
Segmente (hier nicht vorhanden). 5ƛŜ ½ŜƴǘǊƻƳŜǊŜ ǿŜǊŘŜƴ ƛƴ DǊǸƴ ŘŀǊƎŜǎǘŜƭƭǘΦ !ƭǎ αǎǘŀƭƪά ǿŜǊŘŜƴ ŘƛŜ .ŜǊŜƛŎƘŜ ƎŜƭō 
markiert, die eine Verbindung zwischen zwei Chromosomen oder Chromosomenarmen darstellen, die während der 
Mitose oder Meiose auftreten kann. αƎŀƛƴά ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘ ŜƛƴŜ Amplifikation einer Bin mit einer geschätzten Kopienzahl 
von über 5. 
 

 In der Abbildung 24 ist eine vollständige Deletion des Chromosom 7 dargestellt. Die 

abweichenden Bins auf dem Chromosom 7 sind als rote Punkte dargestellt. Die dazugehörigen 

Banden werden ebenso farblich (Rot für Deletionen, Blau bei Amplifikationen) markiert. 

 

Abbildung 24: Die Darstellung des deletierten Chromosoms 7. 
Diese Abbildung stammt aus einem coriandR  Report einer Probe mit Deletion von Chromosom 7.  
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3.5 Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der CNVs mit CAI[N] und coriandR 

 Zum Vergleich der kalkulierten Karyotypisierung von CAI[N]  und coriandR  wurden 

12 Proben mit einem bekannten Karyotyp aus der Zytogenetik mit beiden Programmen 

analysiert und die Ergebnisse der kalkulierten Karyotypisierung in der schriftlichen Form wurden 

miteinander verglichen (Tabelle 7). Es wurde dieselbe Version des Referenzgenoms für 

Bowtie2  und Standardeinstellungen in den beiden Programmen benutzt. In coriandR  

wurden die Read-Paare der ausgewählten Proben zum Alignment verwendet (paired-end mode), 

mit CAI[N]  erfolgte das Alignment nur mit dem ersten Read des Paares, da diese Anwendung 

für single-end Sequenzierungen konzipiert wurde. 

Tabelle 7: Referenzkaryotypen der Proben, die mit CoriandR und CAIN vergleichend analysiert wurden. 

 Geschlecht Karyotyp aus dem Bericht der Zytogenetik 

1 F 45, XX, +der(1)t(1;11)(q21;q13); del(5)(q13q33), del(7)(q22q36),  
-17, del(17)(p12) [26] 

2 F 46, XX, t(X;16)(p11;q21) [19); 46, XX [1] 

3 M 46, XY, -5q, -7q, -9p 

4 F 46, XX, der(3)t(3;17)(p12;?), del(5)(q13q33), der(7)t(3;7)(?;p22), +10, 
der(11)amp(11q)t(11;20), der(17;22)(q10;q10), -18, der(20)t(20;22) 

5 M 46, XY, amp13(q14) 

6 M 46, XY, +21 

7 F 46, XX, der(10)t(10;11)(p12;q13)inv(11)(q13q23), der(11)t(10;11)(p12;q13) [20] 

8 F 46, XX, t(8;21)(q22;q22) [4]; 47, XX, +4, t(8;21)(q22;q22) [2] 

9 F 46, XX, t(8;21)(q22;q22) [6]; 45, X, -X, t(8;21)(q22;q22) [12]; 46, XX [2] 

10 M 48 ɀ 49, XY, +19, +der(21)X1 ɀ 2; 46, XY [7] 

11 M 46, XY [6]; 46, XY, inv(16)(p13q22) [18] 

12 M 45, XY, -7 [7]; 46, XY, -7, +21 [9]; 46, XY [5] 

 

Viele der Proben enthielten mehrere Zellklone, die Anzahl wird in eckigen Klammern 

angegeben, getrennt mit einem Semikolon. Dies kann bewirken, dass die Abweichung der 

Readverteilung der Bins im Vergleich zu dem Panel of normals während der Kalkulation der 

Aberrationen nicht ausreicht, damit diese Bins als eindeutig deletiert oder amplifiziert geschätzt 

werden. Darüber hinaus weisen viele der Proben Derivatchromosomen (z.B. 

[der(11)amp(11q)t(11;20)]) auf. Als Derivatchromosom definiert ISCN 2020 ein strukturell 

umgestaltetes Chromosom, das entweder durch eine Chromosomenumlagerung von zwei oder 

mehr Chromosomen, oder durch mehrere Chromosomenaberrationen innerhalb eines 

einzelnen Chromosoms entstanden ist. An dieser Stelle ist wichtig anzumerken, dass die 

Translokationen und Inversionen mit der auf der Erkennung der Sequenzierungstiefe 

basierenden Methode von CAI[N]  und coriandR  nicht erkannt werden können. 
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 Probe 2 konnte nach dem Alignment von beiden Programmen nicht ausgewertet 

werden, da in der Sequenzierung zu wenige Reads erhalten wurden. Die Abbildung 25 zeigt die 

logarithmische Darstellung (log10) der geringen Sequenzierungstiefe dieser Probe. Die meisten 

Punkte liegen in dem Bereich zwischen 1,3 und 1,6 was einer Sequenzierungstiefe von 20 bis 40 

Reads pro Bin entspricht; Vereinzelt sind in der Probe auch sehr tief sequenzierte Bins 

vorhanden. 

Es wurden die geschätzten Karyotypen aus den Reports beider Tools mit dem 

definierten Karyotyp aus dem zytogenetischen Bericht G-Bande für G-Bande verglichen. Als 

Konkordanz der Ergebnisse wurde der Prozentsatz der vollständigen Übereinstimmung mit den 

beschriebenen Aberrationen wie Deletionen und Amplifikationen aus dem zytogenetischen 

Bericht definiert. Die zusätzlich zu dem Karyotyp aus dem zytogenetischen Bericht als aberrant 

geschätzten Banden wurden in kleine Aberrationen (≤ 2 Banden) und größere (> 2) unterteilt 

(Anhang 4). 

 

Abbildung 25: Logarithmische Darstellung der geringen Sequenziertiefe der Probe mit dem Karyotyp [46, XX, 
t(X;16)(p11;q21)]. 
Die Beschriftung der X-Achse zeigt die Chromosomen, auf denen sich die als schwarze Punkte aufgezeichnete Bins 
befinden. Die Y-Achse zeigt die logarithmische Darstellung (log10) der rohen Readanzahl pro Bin. Diese Abbildung 
wurde mit einem modifizierten Skript für coriandR  Report in RStudio  erstellt. 

 

 Generell sind die Ergebnisse von CAI[N]  und coriandR  vergleichbar. So betrug die 

Konkordanz der Ergebnisse bei der Probe 1 83,11 % für CAI[N]  und 81,64 % für coriandR . 

Für die Probe 4 betrug sie 58,55 % für CAI[N]  und 59,42 % für coriandR .  
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Abbildung 26: die Darstellung der Chromosome 12 bis 14 aus dem Report von CAI[N]  für die Probe 6. 

Die schwarzen Rechtecke markieren die als Aberrationen erkannte Stellen. 
 

 Bei einigen Proben schnitt coriandR  deutlich besser ab: so betrug die Konkordanz bei 

der Probe 6 57,14 % für CAI[N]  und 85,71 % für coriandR . CAI[N] errechnete für diese 

Probe mit dem Karyotyp [46, XY, +21] 33 Aberrationen, die alle im Schnitt nicht länger waren als 

3 Banden und durch Abweichungen aus dem Vergleich mit einer in-silico generierten Referenz 

resultierten. Die Abbildung 26 zeigt exemplarisch die errechneten Aberrationen 

[add(11)(q12.2q13.5), add(12)(p13.33p13.31), add(12)(q24.31q24.33), del(13)(q21.31q22.1), 

del(13)(q22.3q31.3), del(14)(q31.1q31.3), add(14)(q32.12q32.31)] aus dem Report von 

CAI[N] . Diese Segmente zeigen sich bei der Auswertung mit coriandR  unauffällig, illustriert 

mit den Darstellungen der Chromosomen 11, 12, 13 und 14 auf der Abbildung 27. 
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 Abbildung 27: die Darstellung der Chromosomen 11, 12, 13 und 14 aus dem Report von coriandR  für die Probe 6. 

 Wie man aus einem Vergleich zwischen den beiden oberen Abbildungen sehen kann, 

fällt die Beurteilung und Einordnung der Ergebnisse mit den Chromosomendarstellungen von 

coriandR  durch die Einblendung von G-Banden und den Grenzwerten aus dem PON für die 

Bins in den Chromosomen deutlich leichter. 

 

3.5.1 Laufzeiten von CAI[N]- und coriandR-Analysen 

 coriandR  wurde in der Programmiersprache R geschrieben, einer der führenden 

Sprachen für statistische Berechnungen. Mit R können Daten in Tabellenform schnell abgelesen 

und manipuliert werden. Beim Konzipieren von coriandR  wurde ein großer Wert darauf 

gelegt, möglichst wenig Datenstrukturen neu zu erstellen und die Funktionalität der Pakete und 
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Funktionen zur Durchführung statistischer Analysen auszunutzen. Deswegen unterscheidet sich 

die Laufzeit der Programme deutlich: während coriandR  bei den im Kapitel 2.1.3 

angegebenen Hardware-Spezifikationen etwa 15 Minuten pro sequenzierter Probe benötigt, 

vergehen bei CAI[N]  40 Minuten bei gleicher Hardware, bis der Report eingesehen werden 

kann. 

 

3.5.2 Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der CNVs in präanalytisch 

unterschiedlich aufgearbeiteten Proben 

Die Auswertung der Proben, die in Kooperation mit dem Münchner Leukämielabor 

GmbH unter ulcWGS Bedingungen sequenziert wurden, gestaltete sich aufgrund von möglichen 

Präparationsartefakten schwierig. Der Ursprung dieser Artefakte konnte nicht sicher bestimmt 

werden. 

So ergab sich bei der Erstellung eines PON kein Verteilungsmaximum der Bins um die 

Ploidie von 2 (ausgenommen Geschlechterchromosomen des Mannes). Das PON setzte sich 

zusammen aus 6 Proben männlicher und 6 weiblicher Probanden mit einem normalen Karyotyp. 

Die Abbildung 28 zeigt die Übersicht über das resultierende PON nach der Normalisierung mit 

den 186 durch Varianz verworfenen Bins, 170 – durch den abnormen GC-Gehalt. Auf 136 Bins 

dieses PON trafen beide Bedingungen zu. Die Abbildung 29 zeigt das resultierende PON nach der 

Verwerfung der in der Abb. 28 markierten Bins. Im Vergleich zu der Abbildung 19 erkennt man 

keine Gruppierung der Bins um die zu ihrer Lokalisation passender Ploidie auch nach der 

Normalisierung. Aus diesem Grund war eine effiziente Auswertung mit CAI[N]  nur schwer 

möglich, da hier in-silico errechnete Referenzen mit einer geringen errechneten Varianz 

verwendet wurden, wodurch eine Abbildung dieser Daten mit einer extremen Varianz nicht 

möglich gewesen war. 
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Abbildung 28: Darstellung der maskierten Bins auf dem normalisierten Panel of normals mit 12 Proben. 
Diese Abbildung stammt aus dem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON. Die Bins mit extrem 

niedrigem GC-Gehalt werden in Rot dargestellt, die Bins mit einer hohen Varianz in Blau, die Bins, die beide 
Bedingungen erfüllen ς in Violett. In Schwarz werden die Bins ohne Abweichungen in der Varianz oder dem GC-
Gehalt dargestellt. 

 

Abbildung 29: Die Darstellung des PONs ohne die verworfenen Bins. 
Diese Abbildung stammt aus dem coriandR  Report bei der Erstellung eines neuen PON mit deutlicher 

Unregelmäßigkeit der Daten und ohne erkennbares Verteilungsmaximum. 
 

 Trotz dieser optischen Unregelmäßigkeiten konnte coriandR  in vielen Fällen 

Übereinstimmungen mit dem zytogenetischen Bericht liefern. So konnte die Doktorandin an der 

Klinik für Hämatologie und Onkologie UKGM Jennifer Kremer die Schätzung des Karyotyps in 97 

von 98 Fällen durchführen, auch in 10 Fällen, wo die Erstellung eines konventionellen 

zytogenetischen Berichtes nicht möglich gewesen (Kremer J. et al. 2021). In 68 von 87 Proben 

(78 %), wo die Zytogenetik vorhanden war, stimmten die Ergebnisse der coriandR  

Auswertung exakt mit dem angegebenem Karyotyp überein. Dabei konnten alle drei 

Risikokategorien der AML (Döhner et al. 2017) charakterisiert werden. Bei 17 NGS-Proben 

stimmten die Resultate der coriandR  Analyse nicht mit der konventionellen Zytogenetik 

überein, wobei in 7 von diesen Proben genetische Veränderungen der Subklonen nachgewiesen 

werden konnten, die in weniger als 20 % der analysierten Metaphasen vorhanden waren. 96 von 

insgesamt 98 Patienten (94 %) wurden basierend auf der kalkulierten Karyotypisierung in 

dieselbe ELN-Risikogruppe wie nach den Ergebnissen der Zytogenetik eingeteilt. 

 Eine Auswertung dieser Proben mit CAI[N]  war nicht möglich gewesen, da CAI[N]  

eine in-silico generierte Referenzsequenz enthält und keinen an die jeweiligen Daten 

angepassten PON wie coriandR . In der Abbildung 39 werden die Chromosomenplots für die 

Chromosomen 1 und 7 einer Probe mit dem Karyotyp [der(7)t(1;7)(q12;q35)] gezeigt. Es zeigt 

sich keine Häufung der Datenpunkte um die Ploidie (schwarze Punkte) dieser chromosomalen 

Abschnitte und eine große Streuung des PONs (dünne graue Linien im Hintergrund), anders als 

bei den Daten aus dem vorherigen Abschnitt (z.B. Abbildung 27). Auf den Chromosomenplots 
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ist eine große Amplifikation auf dem q-Arm des Chromosom 1 sowie eine Deletion auf dem q-

Arm des Chromosoms erkennbar. 

 Durch die Erstellung eines probenspezifischen PONs aus den Daten, die unter den 

gleichen Bedingungen gewonnen und sequenziert wurden, wie die analysierten AML-Proben, 

konnte eine Schätzung des Karyotyps durchgeführt werden. Die Proben der Study Alliance 

Leukemia Biobank, Abteilung Medizin I der Technischen Universität Dresden wurden hingegen 

mit dem PON aus dem Kapitel 3.3 analysiert. Zusammengenommen konnte die Auswertung der 

insgesamt 98 Proben erfolgen, wobei für diese Daten ein Karyotyp geschätzt werden konnte, 

der in 78 % der Fälle genau mit den Ergebnissen der konventionellen Genetik übereinstimmte 

(Kremer J. et al. 2021). 

 

3.5.3 Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der CNVs in FFPE-Proben 

 Durch den Umstand, dass das probenspezifische PON die Analyse verschiedener AML-

Proben verbesserte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass nicht nur Blutproben mit der 

coriandR  Software, bei Verwendung eines geeigneten PONs, zuverlässig ausgewertet werden 

können. Im Rahmen einer Forschungsarbeit der Klinik für Hämatologie und Onkologie an der 

Universität Marburg wurden Proben von Patienten des molekularen Tumorboards des UKGM 

Marburg retrospektiv analysiert (Tarawneh et al. 2022). In die Analyse wurden die Proben von 

den Patienten eingeschlossen, deren Fälle von soliden Tumorerkrankungen zwischen August 

2018 und Dezember 2021 untersucht wurden, um molekular zielgerichtete Therapieoptionen 

für die betroffenen Patienten zu prüfen. Die Tumorzellen wurden aus Formalin-fixierten 

Paraffin-eingebetteten Gewebeproben (formalin-fixed paraffin-embedded tissue, FFPE) aus 

Biopsie- oder chirurgischen Proben durch Mikrodissektion gewonnen. Zur Suche nach 

genetischen Variationen wurde eine Kombination verschiedener Genpanels verwendet (weiter 

als komplette NGS-Diagnostik) nämlich VariantPlex Solid Tumor panel, FusionPlex Solid Tumor 

panel oder FusionPlex Pan Solid Tumor (alle Panels von der Firma Archer Dx). Ergänzend wurden 

eine ulcWGS und kalkulierte Karyotypisierung mit coriandR  sowie PD-L1 Immunhistochemie 

und Analyse der Mikrosatelliteninstabilität (MSI) durchgeführt. 

 In der Arbeit von Tarawneh et al. wurden 109 Patienten mit Malignomerkrankungen im 

fortgeschrittenen Stadium, Patienten mit einem Rückfall nach einer Remission, mit einem 

Progress unter Standardtherapie oder mit seltenen Krankheitsentitäten ohne ein existierendes 

standardisiertes Behandlungschema an das molekulare Tumorboard überwiesen. Bei 104 

Patienten wurde molekulargenetische Diagnostik und Auswertung mit coriandR  veranlasst. 
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Das PON für coriandR  setzte sich aus den NGS-Daten gesunder Spender (10 weibliche 

und 10 männliche Spender), gewonnen aus den Leukozyten. Im Laufe des Projektes wurde durch 

die Betrachtung der coriandR -Reports ersichtlich, dass die in dem Labor der Klinik für 

Hämatologie angewendete DNA-Extraktionsmethode gut kompatibel mit dem PON für die AML-

Proben aus den Leukozyten ist.  

 

Abbildung 30: Darstellung des Chromosom 8 einer Probe mit einer Addition des q-Armes und einem MYC-Gain 
Die zytogenetische Veränderung wurde in VariantPlex Solid Tumor panel mit einer Kopienzahl von ungefähr 3 
nachgewiesen. Die Lokalisation von c-MYC wurde nachträglich eingetragen. Es handelt sich um ein Chondrosarkom. 
Die Abbildung wurde einem coriandR  Bericht entnommen. Aus den unveröffentlichten Daten von Tarawneh et al. 

mit freundlicher Genehmigung. 
 

 

Abbildung 31: Darstellung des Chromosom 17 einer Probe mit einer Amplifikation von ERBB2 (HER2-neu) bei einem 
Mamma-Karzinom.  
Diese Veränderung wurde immunhistochemisch bestätigt (SIS 3+) und in VariantPlex Solid Tumor panel mit einer 
Kopienzahl von 17 nachgewiesen. Die Lokalisation von ERBB2 wurde nachträglich eingetragen. Die Abbildung wurde 
einem coriandR  Bericht entnommen.  Aus den unveröffentlichten Daten von Tarawneh et al. mit freundlicher 

Genehmigung. 
 

Komplette molekulargenetische Diagnostik wurde bei 91 Patienten durchgeführt. CNAs 

(copy number alterations) wurden bei 64 Patienten nachgewiesen. Insgesamt wurden 95 CNAs 

durch das VariantPlex Solid Tumor panel gefunden, von denen 55 (58 %) durch ulcWGS bestätigt 

wurden. 

Als Beispiele werden hier die in VariantPlex Solid Tumor panel bestätigten 

Veränderungen in einer Chondrosarkom-Probe in der Abbildung 30 und die Amplifikation von 

ERBB2 in einer Probe von einer Patientin mit Mamma-Karzinom (Abbildung 31) angeführt. Im 
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zweiten Fall handelt es sich um einen sehr wichtigen Befund mit direkten therapeutischen 

Konsequenzen für die Betroffene in Form einer zielgerichteten Therapie, z.B. durch Gabe von 

Trastuzumab (Piccart-Gebhart et al. 2005; Slamon et al. 1987). 
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3.6 Validierung der Ergebnisse von coriandR durch Vergleich mit GATK und Delly 

GATK 

 Um die Ergebnisse der kalkulierten Karyotypisierung durch andere Tools mit einem 

ähnlichen Ansatz zu validieren, wurden Proben aus der Tabelle 7 zuerst mit dem GATK Workflow 

„Sensitively detect copy ratio alterations and allelic segments“ analysiert und Plots mit der 

Funktion PlotDenoisedCopyRatios  zum optischen Vergleich generiert, da kein 

tabellarischer Output vom GATK erstellt wurde. Die so generierten Abbildungen können optisch 

leicht mit den Abbildungen von coriandR  Reports verglichen werden. 

Die Übereinstimmung der Ergebnisse der kalkulierten Karyotypisierung von GATK und 

coriandR  wurde in fast allen Proben beobachtet. So ist in der Abbildung 32 die Amplifikation 

des gesamten Chromosoms 21 ersichtlich, die ebenso in den Karyotyp-Schätzungen von 

coriandR  erkannt wurde (Abbildung 34). 

 

Abbildung 32: Plot aus der GATK Funktion PlotModeledSegments  für die Probe mit einem Karyotyp [46, XY, 

+21] aus dem zytogenetischen Bericht. 
Die Beschriftung der X-Achse zeigt die Chromosomen, auf denen sich die als Punkte aufgezeichneten Bins befinden. 
Die Farben Orange und Blau markieren die sich voneinander unterscheidenden entrauschten copy ratios der Bins 
abwechselnd. Die dicken schwarzen horizontalen Striche markieren den entrauschten Median der Readanzahl der 
copy ratios. Die dünnen schwarzen vertikalen Striche und Kästchen zeigen das 10., 50. Und 90. Perzentile der copy 
ratios in dem jeweiligen Segment. 
 

 Die Abbildung 33 zeigt eine Übersicht der copy ratios (siehe Abschnitt GATK in 2.2.3) 

aus der die Probe mit einem Karyotyp [46, XY, +21] aus dem zytogenetischen Bericht mit einer 

Anhebung der copy ratio auf dem Chromosom 21 in den Bereich der Ploidie zwischen 1 und 2.  

 Ebenso konnten Ergebnisse bei der Auswertung von komplexen Karyotypen mit einem 

hohen zytogenetischen Risiko erzeugt werden. In der Probe mit einem Karyotyp [46, XY, -5q,  

-7q, -9p] aus dem zytogenetischen Bericht wurden sowohl von coriandR  als auch von GATK 

die Deletion des q-Armes von dem Chromosom 5 geschätzt (Abbildungen 35 und 36). Die 

Deletion des q-Armes des Chromosomen 7 wurde von beiden Programmen nicht erkannt, so 

dass die Existenz mehrerer zytogenetischer Klone in dieser Probe vermutet werden kann, die 

nicht mit der Zytogenetik abgebildet wurde (Abbildung 35 für GATK, 37 und 38 für coriandR ). 
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Diese Vermutung über die Existenz mehrerer zytogenetischer Klone wird durch die Platzierung 

der Bins auf dem deletierten q-Arm des Chromosoms 5 in dem coriandR  Plot leicht oberhalb 

der Ploidie von 1 (Abbildung 36) unterstützt. 

Auf dem Chromosom 9 wurde sowohl von coriandR  als auch von GATK eine Deletion 

der Banden p21.3 bis p21.2 (Karyotyp aus dem coriandR  Report) detektiert. Diese 

Beobachtung unterstreicht, dass die NGS-Analyse eine genauere Eingrenzung der deletierten 

Region erlaubt als die konventionelle oder molekulare Zytogenetik, die hier als 

Standarddiagnostik angewendet wurde. 

 

Abbildung 33: Plot aus der GATK Funktion PlotDenoisedCopyRatios  für die Probe mit einem Karyotyp [46, 

XY, +21] aus dem zytogenetischen Bericht. 
Das obere Bild zeigt die standardisierten copy ratios in Blau und das untere ς die entrauschten copy ratios in Grün. 
Die Markierung in Rot umkreist die errechnete Ploidie des amplifizierten Chromosoms 21, die Pfeile zeigen auf die 
Bins auf dem Chromosom 21 in den beiden Teilen der Abbildung. 
 

 



 

78 
 

 

Abbildung 34: Die Darstellung des amplifizierten Chromosoms 21 und des unauffälligen Chromosoms 20 in einer 
Probe mit einem Karyotyp [46, XY, +21] aus dem zytogenetischen Bericht aus einem coriandR Report. 
Oben: die als amplifiziert geschätzten Bins (Punkte) und Banden (Rechtecke am unteren Rand der Graphik) wurden in 
Blau markiert. Unten ist das unauffällige Chromosoms 20 zum Vergleich dargestellt. 

 

Abbildung 35: Plot aus der GATK Funktion PlotModeledSegments  für die Probe mit einem Karyotyp [46, XY, -

5q, -7q, -9p] aus dem zytogenetischen Bericht. 

 

Abbildung 36: Die Darstellung des deletierten q-Armes des Chromosoms 5 in einer Probe mit einem Karyotyp [46, XY, 
-5q, -7q, -9p] aus dem zytogenetischen Bericht aus einem coriandR  Report. 
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Abbildung 37: Die Darstellung des Chromosoms 7 in einer Probe mit einem Karyotyp [46, XY, -5q, -7q, -9p] aus dem 
zytogenetischen Bericht aus einem coriandR  Report. 

 

Abbildung 38: Die Darstellung des Chromosoms 9 in einer Probe mit einem Karyotyp [46, XY, -5q, -7q, -9p] aus dem 
zytogenetischen Bericht aus einem coriandR  Report. 

 Die Methodik von GATK basiert unter anderen auf der read depth Methode und so 

offenbaren sich dieselben praktischen Limitationen bei der kalkulierten Karyotypisierung wie in 

den coriandR -Auswertungen – der Umgang mit den strukturellen Aberrationen wie z.B. 

Translokationen, Inversionen, Derivativchromosomen oder Markerchromosomen. So konnten 

beide Tools bei der Auswertung der Probe mit dem Karyotyp [46, XX, 

der(10)t(10;11)(p12;q13)inv(11)(q13q23), der(11)t(10;11)(p12;q13)] die zytogenetischen 

Veränderungen auf den Chromosomen 10, 11, 12, 13 und 23, die aus dem zytogenetischen 

Bericht hervorgehen, nicht erkennen (Abbildungen 39 und 40). 

 

Abbildung 39: Plot aus der GATK Funktion PlotModeledSegments für die Probe mit einem Karyotyp [46, XX, 
der(10)t(10;11)(p12;q13)inv(11)(q13q23), der(11)t(10;11)(p12;q13)] aus dem zytogenetischen Bericht. 
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 Zusammenfassend konnten durch den Vergleich mit GATK in der Auswertung der 

ulcWGS-Daten keine wesentlichen Unterschiede in Bezug auf die Schätzung der numerischen 

chromosomalen Aberrationen festgestellt werden. Die Ausgabe des geschätzten kalkulierten 

Karyotyps in Anlehnung an die ISCN 2020 Nomenklatur ist eine Funktionalität von coriandR , 

die einen Vergleich mit der konventionellen Zytogenetik und die Einstufung des Karyotyps der 

AML-Proben nach der AML-Klassifikation (Döhner et al. 2022) erlaubt. GATK bietet jedoch eine 

Vielfalt an bioinformatischen Tools, die sich für die Bearbeitung und Analyse von Daten aus 

Sequenzierungen mit höherer Abdeckung eignen. 

 

Abbildung 40: Überblick der Bins einer Probe mit einem Karyotyp [46, XX, der(10)t(10;11)(p12;q13)inv(11)(q13q23), 
der(11)t(10;11)(p12;q13)]. 
Diese Abbildung wurde einem cori andR Report entnommen. Farbliche Markierung der Bins in Rot bei den 

normalisierten Bins außerhalb der 99 % der Normalverteilung. 
 

 

Delly 

Um einen weiteren Vergleich der kalkulierten Karyotypisierung von coriandR  zu 

ermöglichen, wurden die Proben aus der Tabelle 7 mit dem Programm Delly  ausgewertet. Der 

Output liegt in Form einer Tabelle mit den errechneten Reads vor, in denen sich die strukturellen 

Variationen befinden sollten (Tabelle 8).  

Tabelle 8:  SV-Reads Output von Delly call  Version 0.9.1 auf der Galaxy -Plattform. 

Hier nur ein Ausschnitt für das Chromosom 5 gezeigt. Die Probe hat den Karyotyp [46, XY, -5q, -7q, -9p] aus der 
Zytogenetik. In der ersten Spalte werden die Bezeichnungen der geschätzten strukturellen Variationen angegeben, 
ǿŜƛǘŜǊ ŦƻƭƎŜƴ ŘŜǊ bŀƳŜ ŘŜǊ tǊƻōŜΣ .ŜǎŎƘǊŜƛōǳƴƎ ŘŜǊ !ōŜǊǊŀǘƛƻƴ ǳƴŘ Řŀǎ ƭƻƪŀƭƛǎƛŜǊǘŜ /ƘǊƻƳƻǎƻƳΦ 5ƛŜ {ǇŀƭǘŜƴ αǇƻǎά 
ǳƴŘ αƳŀǘŜǇƻǎά ƎŜōŜƴ ŘƛŜ tƻǎƛǘƛƻƴ ŘŜǊ !ōŜǊǊŀǘƛƻƴ ŀƴΤ αƳŀǇǉά ǎǘŜƭƭǘ ŘƛŜ aŀǇǇƛƴƎǉǳŀƭƛǘŅǘ ŘŀǊΣ ƛƴ ŘŜǊ {ǇŀƭǘŜ αǘȅǇŜά 
ǿƛǊŘ ŘƛŜ !Ǌǘ ŘŜǎ ŦǸǊ ŘƛŜ {ŎƘŅǘȊǳƴƎ ǾŜǊǿŜƴŘŜǘŜƴ wŜŀŘǎ ŘŜŦƛƴƛŜǊǘΥ α{wά ŦǸǊ ǎƛƴƎƭŜ ǊŜŀŘ ǳƴŘ αt9ά ŦǸǊ ǇŀƛǊŜŘ ŜƴŘΦ 

 
#svid bam qname chr pos Matechr matepos mapq Type 

DUP00000009 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1112:10599:12159 

chr5 49658666 chr5 49657983 12 PE 

INV00000008 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1106:17949:11783 

chr5 49659829 chr5 49602636 23 PE 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1110:26627:21820 

chr5 49660059 chr5 49660968 6 SR 

INV00000008 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2111:23503:17760 

chr5 49660116 chr5 49602341 8 PE 



 

81 
 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2106:6678:16315 

chr5 49660871 chr5 49660069 22 PE 

DEL00000011 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2103:10178:14711 

chr5 49660882 chr5 49658887 28 PE 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1104:13660:4788 

chr5 49660888 chr5 49660069 30 PE 

DEL00000011 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2113:23130:11042 

chr5 49660919 chr5 49658794 60 PE 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1110:26627:21820 

chr5 49660968 chr5 49660059 39 SR 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1110:26627:21820 

chr5 49660968 chr5 49660059 39 PE 

DUP00000013 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1114:6910:25403 

chr5 49660970 chr5 49660897 32 SR 

DUP00000010 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2109:23621:24158 

chr5 49661648 chr5 49658593 25 PE 

DUP00000010 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2110:17878:2118 

chr5 49661664 chr5 49658602 23 PE 

INV00000007 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2101:22941:17323 

chr5 49661670 chr5 49601553 17 PE 

INV00000007 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2114:12953:25387 

chr5 49661678 chr5 49601594 17 PE 

DUP00000010 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:2105:28572:11676 

chr5 49661688 chr5 49658593 7 PE 

INV00000007 input_0.bam M03765:14:000000000-
ANWH9:1:1110:8612:26250 

chr5 49661708 chr5 49601511 20 PE 

 

 Bei der Auswertung der Probe mit dem durch die Zytogenetik definierten Karyotyp [46, 

XY, -5q, -7q, -9p] wurde im Unterschied zu GATK und coriandR  die Deletion 5q nicht erkannt. 

Als deletiert wurden 2 kleine Abschnitte auf dem Chromosom 5 definiert (Zeilen 6 und 8 der 

Tabelle 8). Weitere Nichtübereinstimmungen mit dem zytogenetischen Bericht ergaben sich 

daraus, dass auf den Chromosomen 7 und 9 keine Aberrationen gefunden wurden. 

 In Bezug auf die Inversionen- und Translokationen-Erkennung konnte mit den ulcWGS-

Daten keine Übereinstimmung mit dem zytogenetischen Bericht im Falle der Probe [46, XX, 

der(10)t(10;11)(p12;q13)inv(11)(q13q23), der(11)t(10;11)(p12;q13)] erzielt werden. Hier 

wurden von Delly  keine Veränderungen auf den in der Zytogenetik betroffenen 

Chromosomen dargestellt. 

 Durch den Vergleich der Outputs von coriandR  und Delly  konnten mit Delly  keine 

Übereinstimmungen mit den zytogenetischen Berichten erzielt werden. Die geringe Abdeckung 

der in diesem Projekt verwendeten NGS-Daten scheint unzureichend Informationen für den 

kombinierten methodischen Ansatz von Delly  zu liefern. 
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4 Diskussion 

Im Rahmen dieses Projektes wurde die coriandR  Software als read-depth basierte 

Methode zur Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der CNVs für AML-Proben und 

Tumorproben mit einer sehr geringen Abdeckung (ulcWGS) entwickelt. Durch die Untersuchung 

der für dieses Projekt bereitgestellten genomischen Daten konnten alle Forschungsfragen aus 

dem Kapitel 1.7 beantwortet werden. 

 

4.1 Konzeptionelle Besonderheiten von coriandR 

coriandR  – Tool zur kalkulierten Karyotypisierung  

coriandR  ist ein read-depth basiertes Programm zur Schätzung des kalkulierten 

Karyotyps für AML-Proben und Tumorproben mit einer sehr geringen Abdeckung (ulcWGS). Die 

NGS-Daten durchlaufen das Alignment mit Bowtie2  und die Einsortierung sowie Zählung der 

Bins mit FeatureCounts . Danach erfolgt die Schätzung des kalkulierten Karyotyps mit einem 

Skript in der Programmiersprache R und die Ausgabe eines Reports im PDF-Format. 

coriandR  ist modular aufgebaut, d.h. die verwendete Genliste oder die genomischen 

Koordinaten der Giemsa-Banden sowie das verwendete PON können ersetzt werden. 

Das statistische Modell  von coriandR  

Die statistische Auswertung basiert auf der Verwendung der paired-end NGS-Daten. Bei 

der Erstellung eines neuen PONs werden die Daten normalisiert. Durch den Ausschluss der Bins 

mit einem abweichendem GC-Gehalt und/oder einer abnormen Varianz konnte die Qualität des 

PONs an den hoch repetitiven Stellen wie den Zentromeren verbessert werden (Details siehe 

Kapitel 2.2.2). Dieser Ausschluss wird bei der Erstellung eines neuen PONs neu vorgenommen 

und orientiert sich auf die vorliegenden PON-Daten, sodass die auffälligen Stellen der jeweiligen 

PON-Subjekte adaptiv ausgeschlossen werden können. 

Für die Schätzung des kalkulierten Karyotyps die Normalisierung durch den Median der 

Sequenzierungstiefe für jede Bin. Danach werden die Pseudo-Z-Werte für die Verteilung der Bins 

gebildet. Anschließend kommt es zur Anwendung eines zweiseitigen Normalverteilungstests für 

die Bestimmung der Bins, die signifikant vom PON abweichen. Die resultierten p-Werte werden 

nach der Benjamini-Hochberg-Methode (Benjamini und Hochberg 1995) unter Einhaltung der 

FDR (false discovery rate) adjustiert. Die Bestimmung der aberranten Bins erfolgt anhand der 

adjustierten p-Werte. Anschließend werden die CNVs und der Karyotyp anhand der Bins mit 
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Aberrationen errechnet. Diese statistische Methode erlaubt Verwendung von coriandR  bei 

den Proben mit unterschiedlichen Sequenzierungsprotokollen. 

Die Bestimmung der aberranten Bins erfolgt bei der Auswertung von NGS-Proben mit 

coriandR  anhand der adjustierten p-Werte. Wünschenswert wäre hier ein zusätzlicher 

Vergleich mit einem Grenzwert für eine Deletion oder Duplikation an der betrachteten Stelle, 

dies ist jedoch durch das häufige Vorkommen von den genetischen Subklonen innerhalb einer 

Patientenprobe nicht möglich, da die Subklone den Bin-Wert verfälschen können (näheres im 

Kapitel 4.2.1). 

Als statistisches Modell für die Verteilung der Reads wurde die Normalverteilung 

gewählt. Am Anfang der Arbeit wurden die Binomialverteilung und die Studentische t-Verteilung 

diskutiert. Die Binomialverteilung setzt einen Erwartungswert für die Verteilung der Reads 

voraus, welcher bei der Verwendung eines PON mit mehreren inhomogenen Subjekten nicht 

möglich gewesen wäre. Die Verteilungswerte der t-Verteilung ist bei der großen Anzahl an 

Freiheitsgraden (Anzahl aller Reads in einer Tumorprobe) kann der Normalverteilung 

angenähert werden. Durch die Normalisierung auf die Ploidie und Erstellung der Z-Werte wird 

die tatsächliche Verteilung der Reads in einer Probe wiedergegeben. 

Kurze Laufzeit der Software 

Die Präprozessierung der Daten zur read-depth Analyse beinhaltet normalerweise 

Adapter-Trimming und Deduplizierung. Das Adapter-Trimming der ulcWGS-Daten erfolgte 

bereits durch die MiSeq  Software nach der Sequenzierung. Die Deduplizierung war aufgrund 

einer sehr geringen Abdeckung des Genoms nicht notwendig. Da nur wenige Kopien jeder DNA-

Sequenz vorliegen, gibt es wenige Möglichkeiten zur Entstehung von Duplikatreads. Die 

Verwendung von beiden Reads (Alignment im paired-end Modus mit Bowtie2  (Langmead und 

Salzberg 2012) gibt mehr Aufschluss über die Lage und Ausrichtung der Reads einer Probe 

(Bashir et al. 2008). Durch die kurze Laufzeit von coriandR  war es möglich, beide Reads in die 

Auswertung einzubeziehen, während CAI[N]  nur mit single-read Daten arbeitete. 

coriandR  zeichnet sich durch Verwendung des in den verwendeten Tools bereits 

implementierten Multithreadings (Bowtie2 , samtools ) aus. Dies bedingt unter anderem die 

geringere Laufzeit im Vergleich zu CAI[N] . Die Visualisierung der Graphiken mit den 

Chromosomen in Übersicht (Abbildungen 23 und 25) mit zusätzlicher Darstellung der farblich 

codierten zytogenetischen G-Banden und den Aberrationen sowohl in den Bins als auch in den 

G-Banden erleichtert die Interpretation der Ergebnisse durch die Forscherinnen und Forscher 
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und klinisch tätigen Ärztinnen und Ärzte. Die Hilfe bei der Eingabe der Befehle in der 

Kommandozeile ermöglicht einen Einstieg in die Analysen mit coriandR . 

Die Einführung eines Panel of normals 

Im Unterschied zu CAI[N] , wo die Sequenzierungsdaten mit den in-silico generierten 

Referenzkaryotypen verglichen werden, wird bei coriandR  ein probenspezifisches Panel of 

normals verwendet. Dieses PON wird aus den unter gleichen Bedingungen wie die Tumor- oder 

Blutproben sequenzierten NGS-Daten gewonnenen Proben mit einem normalen Karyotyp 

zusammengestellt und somit wird die biologische und nicht nur die technische Variabilität 

abbildet. Auch wenn die kalkulierten Karyotypen beider Programme in vielen Fällen vergleichbar 

waren, hat coriandR  weniger falsch positive Ergebnisse geliefert als CAI[N] , wie die 

Abbildungen 26 und 27 beispielhaft illustrieren sollen. 

Die Größe des Panel of normals 

Durch die Vergrößerung des PON auf 19 Subjekte konnten die Verzerrungen vermindert 

werden. Durch die Trennung der Bins auf den somatischen und den Geschlechterchromosomen 

konnte die Zahl der Subjekte im Vergleich zu den Ansätzen, die beide biologischen Geschlechter 

getrennt betrachten bzw. die Gonosomen aus den Berechnungen ausschließen (CNVnator , 

Abyzov et al. 2011), vergrößert werden. 

Falls das PON unter einer sehr hohen Abdeckung (10.000 Reads/Mb) sequenziert wird 

und eine viel größere Anzahl an PON-Subjekten beinhalten würde, würde die Varianz dieses 

PONs sehr gering sein. Die Auswertung der Blut- oder Tumorproben aus der klinischen Praxis, 

die unter ulcWGS Bedingung sequenziert werden, würde dazu führen, dass kleinste 

Abweichungen vom PON falsch-positive Ergebnisse zur Folge hätten. Durch das Festlegen 

konservativer statistischer Schwellenwerte bei der Entscheidung über eine mögliche Aberration 

in einer Bin könnte diese Problematik umgegangen werden. 
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4.2 Anwendungsgebiete der coriandR Software 

Die coriandR  Software wurde zur kalkulierten Karyotypisierung von AML-Proben 

konzipiert und konnte bereits erfolgreich in der klinischen Forschung an den NGS-Daten von 

soliden Tumoren eingesetzt werden (Tarawneh et al. 2022). Diese Methode eignet sich 

besonders als Ergänzung von Untersuchungen mit einem fokussierten Ansatz und verursacht 

geringere Kosten als der Einsatz der gängigen Tumorpanels. Nach den internen Kalkulationen 

von PD Dr. Elisabeth K. M. Mack (Klinik für Hämatologie, Onkologie und Immunologie des UKGM, 

Standort Marburg) aus dem Jahr 2018 betrugen die Sach- und Personalkosten für die 

Verwendung des Comprehensive Solid Tumor Panels für eine Tumorprobe um 3500 Euro, 

während der zusätzliche Einsatz der low coverage Sequenzierung lediglich etwa 222 Euro 

Aufpreis als Teil eines kombinierten Ansatzes mit einem Mutationspanel (für SNPs und Indels) 

und einem Fusionspanel bedeutete. 

 

4.2.1 Anwendung für AML-Proben 

 An mehreren Beispielen konnte eine erfolgreiche Verwendung von coriandR  an AML-

Proben gezeigt werden (Abbildungen 21, 24, 34). Durch die Schätzung des kalkulierten Karyotyps 

kann eine Einschätzung bezüglich der Risikostratifizierung getroffen werden, die mit Hilfe 

anderer Methoden (FISH, Genpanels) bestätigt werden kann (Duncavage et al. 2021). 

 Im Vergleich zu CAI[N]  ist das coriandR -Programm weniger sensitiv (64,29 % 

Übereinstimmung mit dem zytogenetischen Bericht für CAI[N]  und 59,30 % für coriandR  in 

dem Vergleich der Proben aus der Tabelle 7), produziert dafür weniger falsch-positive 

Ergebnisse und erkennt längere Abschnitte des Chromosoms als eine zusammenhängende 

Aberration. 

 

4.2.2 Anwendung für Proben mit unterschiedlicher DNA-Extraktion 

 Die Erstellung des PONs für die 98 ulcWGS Proben und die Schätzung des Karyotyps für 

die AML-Proben wurden in dem Kapitel 3.5.2 gezeigt. Durch die Erstellung von zwei 

probenspezifischen PON konnte in der gemischten Probenserie, die Proben aus verschiedenen 

Biobanken enthielt, in 78 % der Fälle eine exakte Übereinstimmung mit der konventionellen 

Zytogenetik erreicht werden. 

Translokationen können mit dem read depth basierten Ansatz nicht erkannt werden, 

trotzdem können die Untersuchungen mit coriandR  Hinweise auf Veränderungen in diesen 
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Regionen liefern. So konnte in einer Probe mit dem Karyotyp [der(7)t(1;7)(q12;q35)] (bestimmt 

mit Zytogenetik) Veränderungen in dem Chromosomen 1 und 7 abgebildet werden (Abbildung 

41).  

 

 

Abbildung 41: Darstellung der Chromosomen 1 und 7 einer Probe mit einem Karyotyp [der(7)t(1;7)(q12;q35)]. 
Der obere Teil der Abbildung zeigt zwei große Amplifikationen auf dem q-Arm des Chromosoms 1, der untere Teil ς 
eine Deletion auf dem q-Arm des Chromosoms 7. Die Abbildungen stammen aus dem coriandR  Bericht zu einer 

Probe mit einem Karyotyp [der(7)t(1;7)(q12;q35)]. 
 

  

4.2.3 Anwendung für Formalin-fixierte Proben 

FFPE-Proben werden als Routinematerial in der pathologischen Diagnostik verwendet, 

können von vielen Arten solider Tumoren entnommen und für lange Zeit gelagert werden. Auch 

ist mit FFPE-Proben eine Untersuchung der Knochenstanzen bei AML möglich, im Falle einer 

erfolglosen Aspiration des Knochenmarkes oder einer fehlgeschlagenen Kultivierung der 

Knochenmarkszellen. Im Allgemeinen ist die Menge an hochqualitativer DNA in den FFPE-

Proben geringer vorhanden als in frisch aufgearbeiteten Blut- und Knochenmarkproben wie sie 

in der hämatologischen Spezialdiagnostik verwendet werden, was die weitere Auswertung 

erschweren kann. Außerdem sollten bei Analysen mit NGS auch die Art des Gewebes und die 

Menge an gewonnenem Material berücksichtigt werden, da die Menge der DNA je nach 

Aufbereitung der Probe stark variieren kann (Kerick et al. 2011; Astolfi et al. 2015). 
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Für die Auswertung der FFPE-Proben wurde ein PON aus der ulcWG-

Sequenzierungsdaten, gewonnen aus den Leukozyten, verwendet. Aufbauend auf den 

Erfahrungen des Projekts wurde zur weiteren Ergebnisverbesserung inzwischen ein PON aus 

FFPE-Proben erstellt. 

Als Ergänzung zu anderen Untersuchungsmethoden kann die kalkulierte 

Karyotypisierung mit coriandR  an den FFPE-Proben, bei Verwendung eines geeigneten PONs, 

zur Identifizierung von therapeutisch wichtigen genetischen Veränderungen beitragen. 
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4.3 Limitationen der gewählten Methoden im Aufbau von coriandR 

Die kalkulierte Karyotypisierung von AML- und Tumorproben mit coriandR  liefert 

einen „numerischen Summenkaryotyp“, als Überblick über Kopienzahlveränderungen 

genomischer Regionen in der Größenordnung von Giemsa-Banden bzw. Chromosomenarmen 

und Chromosomen. Für die Analyse der ulcWGS-Daten wurde die read depth basierte Methode 

ausgewählt, da Informationen über Breakpoints aufgrund der geringen Abdeckung der Daten 

nicht aussagekräftig genug wären. Hierbei kann das Read-Alignment für eine potenzielle 

Verzerrung sorgen, indem die repetitiven Regionen im Referenzgenom dazu beitragen könnten, 

dass eine erhebliche Anzahl von Reads möglicherweise nicht eindeutig oder mehreren 

Positionen gleichzeitig zugeordnet werden können (Pirooznia et al. 2015). Durch die Ausgabe 

der Mapping-Statistiken in der Kommando-Zeile während der Ausführung von 

sample.report.Rmd -Skriptes und die Speicherung des Prozentsatzes der erfolgreich 

alignierten Reads in dem File logs.featureCounts.txt  in dem Ordner mit coriandR -

Report kann eine Kontrolle des Alignments durch den Untersucher nach der Schätzung des 

kalkulierten Karyotyps stattfinden. 

Mit der gewählten Methode ist es nicht möglich, Aussagen über die absolute Ploidie der 

Proben (komplette Verdoppelungen bzw. Verdreifachungen von ganzen Genomen) zu treffen, 

wobei eine Genomduplikation in mehr als 30 % der menschlichen Tumoren früh in der 

Onkogenese auftreten kann (Prasad et al. 2022). Durch die Annahme der Ploidie der jeweiligen 

genomischen Regionen bei der Normalisierung (Ploidie von 1 für Gonosomen des Mannes, 

Ploidie von 2 – für Autosomen und das X-Chromosom der Frau) würde eine komplette 

Vervielfachung des Genoms in den somatischen Regionen von coriandR  als Ploidie von 2 und 

auf den Gonosomen des Mannes – von 1 – behandelt werden. 

Eine weitere Limitation stellt die fehlende Möglichkeit zur Darstellung der strukturellen 

Rearrangements wegen der unzureichenden Information über die genomischen Bruchpunkte 

durch die gewählte sehr geringe Abdeckung. Eine höhere Coverage und anschließende 

Kombination der read depth basierten Methode mit anderen Ansätzen, z.B. mit Allelhäufigkeit 

(Variant Allele Frequency, VAF), könnten diese Verzerrung mildern, wobei die VAF ebenso wie 

read depth Methode für genetische Subklone empfindlich ist (Strom 2016). Die VAF beschreibt 

das Verhältnis zwischen der Anzahl der Varianten-Allele (Mutation) zur Gesamtzahl der in den 

Reads abgebildeten Allele an einer bestimmten Position im Genom. Aus den Abweichungen von 

einem normalen VAF-Wert von 0,5 werden die Aberrationen berechnet: ein hoher VAF-Wert 

kann anzeigen, dass eine genetische Variante in einem hohen Prozentsatz der Zellen vorhanden 

ist, während ein niedriger VAF-Wert für eine geringe Häufigkeit der Variante stehen kann. Für 
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diesen Ansatz ist eine hohe Coverage der Sequenzierungsdaten notwendig, da erst durch eine 

mehrfache Abdeckung von genomischen Regionen eine genaue Schätzung über die VAF möglich 

wird. 

Mit der Schätzung der CNVs mit coriandR  lassen sich keine Aussagen über die klonale 

Heterogenität in einer sequenzierten Probe treffen. AML wird als eine genetisch sehr 

heterogene Erkrankung beschrieben (Papaemmanuil et al. 2016; Ley et al. 2013). Viele der de-

novo Patienten sprechen auf die initiale Induktionschemotherapie an, erleiden aber später einen 

Rückfall. Dies kann durch das gleichzeitige Vorhandensein von mehreren genetischen Subklonen 

im Knochenmark der Patienten bedingt sein. So durchlaufen diese Zellpopulationen eine 

ständige klonale Evolution, um sich an die neuen Bedingungen anzupassen (Vosberg und Greif 

2019). Bei einem Rezidiv wird die zytogenetische Diagnostik nochmals durchgeführt und die 

Ergebnisse werden mit dem ursprünglichen Karyotyp verglichen. Bei Vorhandensein neuer oder 

bei Fehlen bereits festgestellter Aberrationen kann angenommen werden, dass unter der 

Vortherapie ein genetischer Klon selektioniert wurde, der sich biologisch offensichtlich aggressiv 

verhält. In der Risikostratifizierung der AML wird die klonale Heterogenität jedoch nicht 

berücksichtigt. Obgleich coriandR  verschiedene Subklone nicht voneinander trennen kann, 

ist das Programm theoretisch dazu geeignet, klonale Evolution grundsätzlich zu erkennen – 

sowohl das Fehlen von zuvor nachgewiesenen als auch Neuauftreten von Aberrationen können 

von coriandR  festgestellt werden. Damit sind die mit coriandR  detektierbaren 

Summenkaryotypen ausreichend, um Informationen mit unmittelbarer klinischer Relevanz zu 

erhalten. 

 Unter den mit coriandR  analysierten Daten befanden sich Proben mit zytogenetisch 

gesicherten Subklonen. So zeigte sich im kalkulierten Karyotyp einer Probe mit dem Karyotyp 

[46, XX, t(8;21)(q22;q22) [6]; 45, X, -X, t(8;21)(q22;q22) [12]; 46, XX [2]] aus dem zytogenetischen 

Bericht (jedes Semikolon trennt einen genetischen Subklon ab, die Zahl in eckigen Klammern 

gibt die Anzahl der analysierten Metaphasen an) keine vollständige Deletion des Chromosoms 

X, sondern mehrere Deletionen auf diesem Chromosom (del(X)(p22.31p22.2, 

del(X)(p22.12p22.11), del(X)(p11.3p11.23), del(X)(q11.1q11.1), del(X)(q13.1q13.2), 

del(X)(q21.33q22.1), del(X)(q24q24), del(X)(q26.1q26.2)), die von dem Algorithmus als nicht-

zusammenhängend beschrieben werden (Abbildung 42). Von insgesamt 20 analysierten 

Metaphasen in dem zytogenetischen Bericht ist in 12 das X-Chromosom deletiert, von insgesamt 

156 Bins auf dem X-Chromosom wurden 76 von coriandR  als deletiert geschätzt. Ein mit der 

Methode von coriandR  vertrauter Befunder wäre in der Lage, den Verlust des gesamten X-

Chromosoms in der Probe zu erkennen. 
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Abbildung 42: Darstellung des Chromosoms X einer Probe mit dem Karyotyp [46, XX, t(8;21)(q22;q22); 45, X, -X, 
t(8;21)(q22;q22); 46, XX] aus dem zytogenetischen Bericht. 
Die Abbildung stammt aus einem coriandR  Report. 

 

 Durch die Mischung der Readanzahl von mehreren Subklonen in einer Bin kommt es zu 

einem Wert in den betroffenen Bins, der sich von dem in den homogenen Proben, in denen die 

meisten Bins auf den somatischen Chromosomen eine der Ploidie von 2 zuordenbare 

Readanzahl haben, unterscheidet. 

 Fall die Information über die klonale Heterogenität von Interesse ist, kann dieser 

Einschränkung durch Einzelzell-Sequenzierungstechnik begegnet werden. Hierbei werden die 

Zielzellen aus dem Gewebe oder der Kultur einzeln isoliert oder mit molekularen Barcodes 

versehen und sequenziert. So können die Sequenzierungsdaten die genetische Information über 

einzelne Zellklone beinhalten. Diese Methode ist jedoch kostspielig und hat eine geringe 

Sensitivität zur Suche nach CNVs (Lei et al. 2021). 

Solche Ergebnisse richtig zu interpretieren stellt eine Herausforderung dar und bedarf 

einer Erfahrung mit der Methode von coriandR  und solides Wissen über mögliche genetische 

Veränderungen bei Tumoren. Es benötigt einer manuellen Validierung des Reportes von 

coriandR , um eine finale Schätzung über den Karyotyp zu erhalten. Dies ist auch bei CAI[N]  

der Fall, jedoch ist der Output von coriandR  wesentlich kürzer durch Verbesserung der Anzahl 

von falsch-positiven Ergebnissen und Zusammenfassung der aberranten Banden in den 

zusammenhängenden und aberranten genomischen Regionen. 

 

  



 

91 
 

4.4 Vergleich mit anderen Programmen zur Analyse von CNVs in NGS-Daten 

 Es wurden mehrere Ansätze zur Validierung der Ergebnisse von coriandR  in Betracht 

gezogen. Viele der Programme konnten, bedingt durch ihren Aufbau, nicht für die Validierung 

eingesetzt werden, z.B. verwendet CNVnator  (Abyzov et al. 2011) immer drei Proben zur 

Schätzung der CNV in einer Familie bzw. Population. Andere Methoden erforderten eine hohe 

Abdeckung der Daten, z.B. weil die CNV-Schätzung auf einer Breakpoint-Analyse basiert 

(BreakDancer , Chen et al. 2009).  

GATK 

 Der Vergleich der Ergebnisse mit dem bekannten Tool GATK (McKenna et al. 2010) 

zeigte eine hohe Übereinstimmung der Ergebnisse der kalkulierten Karyotypisierung von 

coriandR  und des Workflows „Sensitively detect copy ratio alterations and allelic segments“ 

von GATK. 

Mit coriandR  können die kalkulierten Karyotypen in einer tabellarischen Form 

konform der ISCN-Nomenklatur und als einzelne Chromosomenplots dargestellt werden, 

während GATK diese Information nur in Form von einer Übersichtsgraphik über das gesamte 

Genom der Probe anbietet. Durch diese komprimierte Darstellung entlang der X-Achse lassen 

sich aus dem Übersichtplot von GATK zuverlässig nur Verluste ganzer Chromosomen oder 

Chromosomenarme ablesen. Die Analyse der ulcWGS Daten mit coriandR  erfordert keine 

Präprozessierungsschritte: die Auswertung einer Probe kann mit einer FASTQ-Datei und Angabe 

des Geschlechtes des Probanden begonnen werden. Die Ausführung des GATK Workflows 

erfordert mehrere Vorbereitungsschritte und Wissen über die Zusammensetzung der 

Komponente des Programms, z.B. Formate und Anforderungen des In- und Outputs der 

einzelnen Komponente des Workflows. 

Delly 

 Von den Autoren wird Delly  als Software für den Nachweis von CNV-Deletionen und 

Tandem-Duplikationsereignissen sowie von balancierten Umlagerungen wie Inversionen oder 

reziproken Translokationen präsentiert (Rausch et al. 2012). Tandem-Duplikationen sind sich 

wiederholende DNA-Abschnitte, die sich direkt hintereinander befinden und in der Regel nur 

wenige Kilobasen lang sind (Sulovari et al. 2019). Für die Erkennung von Tandem-Duplikationen 

mit bioinformatischen Methoden ist eine genaue Positionierung und Ausrichtung der Reads 

wichtig, was eine hohe Coverage der NGS-Daten abverlangt. Bei balancierten Translokationen 

kommt es zur Umlagerung von Genomabschnitten zwischen verschiedenen Chromosomen, 

ohne Verlust oder Vervielfachung der genetischen Information (Vasilevska et al. 2013). Die 
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betroffenen Abschnitte können ebenfalls nur wenige Kilobasen lang sein und damit ist eine hohe 

Coverage für ihre Erkennung mit der read depth Methode notwendig. Breakpoint-basierte 

Ansätze zur Suche nach CNVs nutzen spezielle Algorithmen, um die Breakpoints, also die 

Anfangs- und Endstellen von CNVs, zu identifizieren (Korbel et al. 2007). Diese Algorithmen 

analysieren die sequenzierten Reads und suchen nach Anomalien in der Verteilung von Reads in 

dem sequenzierten Genom, die auf CNVs hinweisen könnten. Zusammenfassend scheint die 

geringe Abdeckung der in diesem Projekt verwendeten NGS­Daten unzureichend Informationen 

für den kombinierten methodischen Ansatz der read depth und der breakpoint Methoden mit 

der Software Delly  zu liefern. 

CNV Radar 

Ein Vergleich der Ergebnisse mit dem Programm wie CNV Radar  (Soong et al. 2020) 

lieferte eine Tabelle mit den Informationen über die VAF (variant allele frequency patterns). Der 

Output von CNV Radar  aus der Analyse einer der AML-Proben mit Trisomie 21 enthielt keine 

Informationen zu den zytogenetischen errechneten Aberrationen der Probe (siehe Anhang 6), 

sondern die VAF der errechneten SNPs. Diese Software ist für die Auswertung von Proben mit 

einer hohen Abdeckung konzipiert: in den ulcWGS Daten kann es vorkommen, dass ein SNP nicht 

von mehreren Reads gleichzeitig abgedeckt wird, so dass eine Schätzung über die VAF an dieser 

Stelle nicht zuverlässig ausgeführt werden kann. 

Durch den fehlenden graphischen Output von CNV Radar  konnte der kalkulierte 

Karyotyp der Proben nicht abgeleitet werden. Das Programm ist damit für die Validierung der 

Ergebnisse von coriandR  und für die Anwendung zur Erstellung einer kalkulierten 

Karyotypisierung der ulcWGS AML- und Tumorproben, die im Rahmen dieses Projektes 

analysiert wurden, nicht geeignet. 
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4.5 Schlussfolgerung aus der Arbeit 

 Im Laufe dieser Arbeit wurde ein Tool zur Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der 

CNVs aus den ulcWGS Serumproben von AML-Patienten nach der Analyse des Programmcodes 

eines bereits in der klinischen Forschung eingesetzten Programms, CAI[N] , konzipiert, 

umgesetzt und validiert. coriandR  kann die genetischen Analysen in vielen klinischen 

Bereichen unterstützen. Dieses Tool wurde an AML-Proben erprobt, mittlerweile liegen 

Erfahrungen über die Anwendung an den Proben von soliden Tumoren vor. Die Erstellung der 

kalkulierten Karyotypisierung kann bei geringen Kosten und einer hohen Übereinstimmung mit 

der Goldstandardmethode der Karyotypisierung – der konventionellen Zytogenetik – erfolgen. 

Die geringe Laufzeit des Programms und eine intuitive Visualisierung erlauben schnelle 

Auswertung durch einen Experten. Besonders vorteilhaft sind die Übertragbarkeit der Methode 

von coriandR  auf die Daten mit unterschiedlichen Typen von Ausgangsmaterial (Blut- oder 

FFPE-Proben) und die Unabhängigkeit von Datenformaten anderer Programme wie z.B. 

Programmen zur Kalkulation von VAF, so dass die Analyse bereits mit rohen 

Sequenzierungsdaten und der Eingabe des Geschlechts des Patienten oder der Patientin 

begonnen werden kann. Außerdem kann das Programm auch zur kalkulierten Karyotypisierung 

von soliden Tumoren verwendet werden, was bereits in der Arbeit von Tarawneh et al. erprobt 

und veröffentlicht wurde. 

 Im direkten Vergleich mit CAI[N]  konnte eine große Übereinstimmung der Ergebnisse 

gezeigt werden. Durch das auf einem Normalverteilungstest mit anschließender Adjustierung 

der p-Werte unter Einhaltung der FDR basierende statistische Modell für die Verteilung der 

Reads in den Bins präsentierten die Ergebnisse von coriandR  eine plausiblere 

Zusammenfassung von größeren chromosomalen Bereichen als in der Ausgabe von CAI[N]  

festgehalten wurde. Die wichtigen Unterscheidungsfaktoren zwischen den beiden Programmen 

sind die Verwendung von einem realen Panel of normals bei coriandR  und die verwendeten 

statistischen Methoden. 

 coriandR  enthält ein Skript zur Erstellung eines PONs, das genau an die zu 

analysierenden Blut-/Knochenmarks- oder Tumorproben abgestimmt ist. Mit einem PON kann 

eine Schätzung des Karyotyps für ulcWGS Proben mit einer hohen Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen der konventionellen Zytogenetik durchgeführt werden. Die Darstellung der CNV-

Schätzung in Form eines kalkulierten Karyotyps in der Anlehnung an die ISCN 2020 Nomenklatur 

wurde in den anderen Programmen zur CNV-Suche (Delly , CNV Radar ) nicht verwirklicht. 

Diese spezielle Fragestellung erforderte die Implementierung von coriandR , da die Analyse 

der Daten mit vergleichbaren Tools entweder mit einem hohen rechnerischen und zeitlichen 
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Aufwand verbunden war und keine tabellarischen Ergebnisse lieferte (GATK) oder durch die 

geringe Abdeckung der ultra low coverage WGS-Daten keine robuste Schätzung über die 

Kopienzahlverhältnisse möglich war (Delly ).  

 Die Schätzung des kalkulierten Karyotyps für die AML- und Tumorproben basiert auf 

einem zweiseitigen Normalverteilungstest gegen das PON. Die gewonnenen p-Werte werden 

anschließend nach Benjamini-Hochberg-Methode (Benjamini und Hochberg 1995) unter 

Einhaltung der FDR (false discovery rate) von 5 % adjustiert. Daraus werden die Aberrationen 

pro Bin und später pro Bande durch das Zusammenfassen der Banden und einen erneuten 

Vergleich gebildet. Die Darstellung des numerischen Karyotyps erfolgt angelehnt an die ISCN 

2020 Nomenklatur. Durch die Erstellung eines PONs speziell für die jeweilige Fragestellung 

konnte für die Proben eine kalkulierten Karyotypisierung durchgeführt werden, die bei der 

Analyse mit CAI[N]  mit den in-silico generierten Referenzgenomen keine Übereinstimmung 

mit der Zytogenetik zeigten.   

Ein wichtiges Merkmal von coriandR  ist der modulare Aufbau. Die Liste der 

„interessanten Gene“ kann verändert werden, genauso wie ein auf die Protokolle des jeweiligen 

Labors abgestimmtes PON erstellt und eingesetzt werden kann. Die genomischen Koordinaten 

der Giemsa-Banden wurden von CAI[N]  übernommen (Quelle 

https://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/hg38/database/cytoBand.txt.gz, Link wurde 

zuletzt am 19.11.2023 geprüft). Die Verwendung des R-Pakets AnnotationHub , welches die 

Informationen über genomische Koordinaten von, unter anderem, SNPs, Genloki und Giemsa-

Banden enthält (Beschreibung unter 

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/AnnotationHub.html, Link wurde zuletzt 

am 19.11.2023 geprüft), könnte die Verwendung der manuell gepflegten Tabelle mit den 

genomischen Koordinaten ersetzen, jedoch auch eine weitere Abhängigkeit in Form eines R-

Pakets mitbringen. Falls coriandR  in der Zukunft als R-Paket angeboten werden sollte, wäre 

es eine geeignete Möglichkeit, die genomischen Koordinaten zu beziehen. 

 Auf marktüblichen Mittelklasse-PCs und -Laptops erfolgt eine Auswertung einer Probe 

mit coriandR  unter einer halben Stunde. Ein Übersichtsplot und die Darstellung pro 

Chromosom mit den eingezeichneten G-Banden erleichtern optische Auswertung des 

kalkulierten Karyotyps. 

 Die gewählte Methode bietet jedoch auch Einschränkungen: Die read depth Methode 

ohne Verwendung molekularer Barcodes, die eine exakte Zählung gleicher bzw. verschiedener 

Fragmente ermöglichen würden, eignet sich nicht zur Erkennung einer kompletten 

https://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/hg38/database/cytoBand.txt.gz
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/AnnotationHub.html
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Verdreifachung oder Vervierfachung des Genoms. Außerdem müssen andere Verfahren (z.B. 

Fusionspanels) zur Erkennung von den Fusionsgenen oder Translokationen eingesetzt werden, 

um ein vollständiges Bild der zyto- und molekulargenetischen Charakteristika des Tumorgenoms 

zu erhalten. 

 Zur Vergrößerung des Panel of normals und so zur Generierung der robusteren PON-

Werte könnte neben der Sequenzierung einer größeren Anzahl an Proben ein machine learning 

Algorithmus in die Software integriert werden, der die genomischen Bereiche in den 

Tumorproben auf das Vorliegen der Bereiche mit einem normalen Karyotyp analysiert und 

entsprechend der strengen Entscheidungskriterien die entsprechenden Bereiche des PONs 

erweitert. 

 Durch die Verbesserung der Coverage und Einzelzellsequenzierung, die in den nächsten 

Jahren durch die fallenden Kosten der Sequenzierung vielen Laboren ermöglicht werden, 

könnten viele weitere Informationen in die Kalkulationen miteinbezogen werden, z.B. die Daten 

über Breakpoints oder VAF, die eine bessere Schätzung über die Kopienzahlverhältnisse 

erlauben würden. Eine Publikation aus dem Jahr 2021 berichtet über den Einsatz der NGS-

basierten genetischen Analysen an Proben mit AML und MDS mit einer 60-facher Abdeckung 

des Genoms, die das Potential haben, die konventionelle Zytogenetik zur Risikostratifizierung 

der myeloischen Erkrankungen zu ersetzen (Duncavage et al. 2021).  
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5 Zusammenfassung 

 Die akute myeloische Leukämie ist eine genetisch heterogene Erkrankung, die aufgrund 

von rasantem Verlauf und einer massiven Beeinträchtigung der Betroffenen durch das 

Verdrängen des Knochenmarks durch die malignen Zellen einer schnellen Diagnosestellung und 

Therapie bedarf. In aktuellen Klassifikations- und Risikostratifizierungssystemen, die zur 

Abschätzung der Prognose und damit zur Auswahl einer risikoadaptierten Therapie genutzt 

werden, stellen molekular- und zytogenetische Charakteristika der Erkrankung die wichtigsten 

Kriterien dar. Mit next-generation-sequencing-Verfahren ist es möglich, alle relevanten 

Informationen aus Sequenzierdaten abzuleiten, sofern die Daten mit entsprechend geeigneten 

bioinformatischen Algorithmen analysiert werden. 

Im Laufe dieser Arbeit wurde coriandR  Software – ChrOmosomal abeRration 

Identifier AND Reporter in R – ein Tool zur Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der copy 

number variations in den ultra lowcoverage whole-genome sequencing Daten – entwickelt, die 

in verschiedenen Bereichen der genetisch-onkologischen Diagnostik eingesetzt werden kann bei 

gleichzeitig geringen Kosten und einer hohen Übereinstimmung mit der Goldstandardmethode 

der Karyotypisierung – der konventionellen Zytogenetik. 

Für die Schätzung des kalkulierten Karyotyps und der copy number variations einer Blut- 

bzw. Tumorprobe wird ein Panel of normals aus den Sequenzierdaten generiert, die aus 

derselben Gewebeart unter selben Bedingungen aufgearbeitet wurden wie die Blut- bzw. 

Tumorproben und einen normalen Karyotyp aufweisen (z.B. Blutproben gesunder Probanden 

oder histologisch tumorfreie Gewebe). Diese Sequenzierungsdaten werden nach dem Alignment 

durch Bowtie2  mit featureCounts  in tabellarische Form überführt und durch die mediane 

Sequenzierungstiefe pro Bin normalisiert. Im nächsten Schritt erfolgt die Standardisierung mit 

Bildung der Pseudo-Z-Werte für die Verteilung der Reads in den Bins. Später werden sie mit 

einer Normalverteilung der Reads in den Bins verglichen. Nach dem Ausschluss von den Bins mit 

einem abnormen GC-Gehalt und/oder einer großen Varianz kann das Panel of normals für 

weitere Berechnungen genutzt werden. 

Die Schätzung des kalkulierten Karyotyps für die Tumorproben basiert auf einem 

zweiseitigen Normalverteilungstest. Die berechneten p-Werte werden anschließend nach 

Benjamini-Hochberg-Methode unter Einhaltung der false discovery rate von 5 % adjustiert. Nach 

dem Erhalt der adjustierten p-Werte werden die abweichenden Bins berechnet. In dem 

coriandR  Bericht werden der Übersichtsplot für die Verteilung der Reads in der Tumorprobe, 
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der kalkulierte Karyotyp, die Liste der copy number variations und die Chromosomenplots 

abgebildet. 

Durch die Erstellung eines probenspezifischen Panel of normals kann die Methode von 

coriandR  bei den Sequenzierdaten mit einer unterschiedlichen präanalytischen Aufarbeitung 

oder mit unterschiedlichen Typen von Ausgangsmaterial (Blut-/Knochenmarkproben oder 

Proben aus dem Formalin-fixierten Paraffineingebetteten Gewebe) zur Schätzung eines 

kalkulierten Karyotyps eingesetzt werden. 

coriandR  zeichnet sich durch geringe Laufzeit und die Unabhängigkeit von den 

Datenformaten anderer Programme aus, so dass die Analyse bereits mit den rohen 

Sequenzierungsdaten und Eingabe des Geschlechts des Patienten oder der Patientin begonnen 

werden kann. Die Darstellung der Chromosomenplots mit Giemsa-Banden erlaubt eine einfache 

Beurteilung durch einen Experten. 

Die Ergebnisse bei der Schätzung des kalkulierten Karyotyps durch coriandR  wurden 

durch einen Vergleich mit dem Programm Genome Analysis Toolkit validiert und zeigten eine 

hohe Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieses populären Programms. 

Die kalkulierte Karyotypisierung hat in den Zeiten der sinkenden Kosten für die 

Genomsequenzierung das Potential, in Kombination mit anderen gezielten Untersuchungen, 

zum Beispiel Fusionspanels, die konventionelle Zytogenetik bei der Diagnostik der akuten 

myeloischen Leukämie abzulösen. Darüber hinaus ist es mit dem Ansatz auch möglich, solide 

Tumoren auf der Ebene von Chromosomensätzen genetisch zu charakterisieren, was wichtige 

Erkenntnisse für das Verständnis der klinischen Ausprägungen liefern kann. 
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6 Summary  

Acute myeloid leukemia is a genetically heterogeneous disease that requires fast 

diagnosis and therapy due to its rapid progression and massive impairment caused by the bone 

marrow being displaced by malignant cells. In current classification and risk stratification 

systems, which are used to estimate the prognosis and select a risk-adapted therapy, molecular 

and cytogenetic characteristics of acute myeloid leukemia are the most important criteria. With 

next-generation sequencing methods, it is possible to receive all relevant information from 

sequence data, considering that data are analyzed using appropriate bioinformatic algorithms. 

The central point of this thesis is coriandR  – ChrOmosomal abeRration 

Identifier AND Reporter in R  – a tool for estimating the calculated karyotype and 

the copy number variations in the ultra low-coverage whole-genome sequencing data, which 

can be used in different aspects of genetic oncological diagnostics by low costs and a high 

accordance with the “gold standard” method of karyotyping - conventional cytogenetics. 

For the estimation of the calculated karyotype and the copy number variations of a 

blood or tumor sample, a panel of normals is generated from sequencing data. The panel of 

normals samples come from the same tissue type (blood or histological tumor-free tissue 

samples) and were processed under the same conditions as the tumor samples and have a 

normal karyotype. After alignment by Bowtie2 , these sequencing data are counted with 

featureCounts  and normalized by the median sequencing depth per bin. The next step is 

standardization with calculation of the pseudo z-values of the distribution of the reads in the 

bins. Later they are compared to a normal distribution. After excluding the bins with an 

abnormal GC-content and/or an abnormal variance, a panel of normals can be used for further 

calculations. 

Estimation of the calculated karyotype for the tumor samples is based on a two-tailed 

normal distribution test. The obtained p-values were adjusted using the Benjamini-Hochberg 

method in compliance with the false discovery rate. In consideration of the adjusted p-values, 

the deviating bins are calculated. An overview plot of the distribution of reads in the sample, a 

calculated karyotype, a list of copy number variations and chromosome plots are shown in the 

coriandR  report.  

Important points of coriandR  are the short running time of the program and the 

independence from the data formats of other programs. It is possible to start the copy number 

estimations by the raw sequencing data and patient gender. The visualization of Giemsa-bands 

makes a rapid expert evaluation possible. 
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By creating an individual panel of normals, the program can also be used to estimate the 

calculated karyotype of solid tumors or blood samples with different pre-analytical processing, 

which has already been tested in practice. 

The results of coriandR 's calculated karyotype estimation were validated by a 

comparison with the Genome Analysis Toolkit and showed high accordance with the results of 

this popular program. 

In times of decreasing costs for genome sequencing, calculated karyotyping has the 

potential to replace conventional cytogenetics in the diagnosis of acute myeloid leukemia in 

combination with other targeted approaches, namely fusion panels. In addition, the approach 

also makes it possible to characterize solid tumors genetically, which can provide important 

insights into understanding of clinical manifestations.  
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Anhang 

Anhang 1: Datenmanagementplan 

Dieser Datenmanagementplan wurde mit dem Tool RDMO (Research Data Management 

Organiser, verfügbar unter https://rdmo.uni-marburg.de) erstellt. 

Wissenschaftsbereich 

Lebenswissenschaften / Medizin 

Beteiligte Fachbereiche der Philipps-Universität 

Fachbereich 20 – Medizin 

Nutzung digitaler Daten 

Ja, Aus den Supplements von Mack et al. 2019. 

Art der digitalen Daten 

• Tabellen 

• Datenbanken 

• Softwarecode (.sh, .mdr) 

• Bilder / Grafiken 

Tabellen- und Datenbankformate 

• .tsv 

• .fastq 

• .bam 

• .gft 

• .bed 

Sicherung der Daten (Backup) 

Unregelmäßig 

Art des Backups 

Anderes, und zwar: auf einer externen Festplatte 

https://rdmo.uni-marburg.de/
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Schutz sensibler Daten 

Es werden keine sensiblen Daten verwendet, da vollständig pseudonymisierte Daten. 

Dokumentation der Daten 

• Die Daten werden in einer festgelegten Ordnerstruktur abgelegt 

• Die Beschreibung der Daten besteht aus den Spalten- und Reihenbezeichnungen in den 

Tabellen 

Hardware-Infrastruktur 

• Festplatten, RAID, Tape-Library, o.Ä. im Fachbereich 

• Laptop, Arbeitsplatzrechner 

Software-Infrastruktur 

Versionierungswerkzeug (z.B. Git, SVN etc.), und zwar: GitHub 

Speicherkapazitäten zur Durchführung 

2 TB 

Speicherkapazitäten zur Archivierung 

0,5 TB 

Kriterien zur Archivierung 

• Nachnutzbarkeit 

• Reproduzierbarkeit der Forschungsergebnisse 

Auswahl der Verarbeitungsstufen 

• Rohdaten 

• Veröffentlichte Daten 

Langzeitarchivierung 

Anderes, und zwar: auf einer externen Festplatte 

Zeitpunkt der Archivierung 

Unverzüglich nach Publikation der Veröffentlichung 
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Kosten des Datenmanagements 

~ 80 Euro aus privaten Mitteln der Doktorandin 
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Anhang 2: Programmcode von coriandR 

Anhang 2.1: pon_creator.sh, Shell-Skript 

#!/bin/bash  

set - e 

 

if [[ $# - lt 3 ]]; then  

 printf "$0 \ n coriandR: ChrOmosomal abeRration Identifier 

AND Reporter in R. \ n \ n To create a Panel of Normals please 

enter the following parameters: \ n \ n Name of Panel of 

Normals \ n Path to folder with paired - end fastq - files \ n Path 

to meta table (gender table) \ n \ n  Ex ample use: bash 

pon_creator.sh sample.pon ~/sequence.data/sample.pon/ 

~/sequence.data/sample.pon/pon.meta.csv \ n \ n"  

fi  

 

printf "You started pon_creator.sh -  a part of coriandR: 

ChrOmosomal abeRration Identifier AND Reporter in R. \ n This 

skript creates a Panel of normals tables from paired - end 

fastq - files and create a report. \ n \ n"  

 

cp - p - v config.txt $2  

cp - p - v report.create.a.pon.and.stats.Rmd $2  

 

printf "PON data ... "  

printf "$1 \ t" > $2/pon.data.tsv; printf "$2 \ t" >> 

$2/pon.data.tsv; printf $3 >> $2/pon.data.tsv  

printf "were generated \ n \ n"  

 

cd $2  

 

source config.txt  

 

printf "Mapping with Bowtie2 ... \ n"  

for f in *_R1_001.fastq.gz; do n=$(echo $f | sed 

's/_R1_001.fastq.gz//') ; echo $n; bowtie2 - x $index - p 8 - 1 

${n}_R1_001.fastq.gz - 2 ${n}_R2_001.fastq.gz | sam2bam $n.bam; 

done 2> logs.bowtie.txt  

printf "was successful \ n \ n"  

 

printf "PON subjects read - table ... "  

featureCounts - a $gtf - o pon.fc.tsv - T $(nproc) *.bam 2> 

logs.featureCounts.txt  

printf "was created with FeatureCounts \ n \ n "  

 

printf "GC content of the PON subjects ... "  

cp - p - v $gccontent $2  

printf "was calculated with bedtools \ n \ n"  

 

printf "The normalisation of PON and calculation of 

statistical parameters in R ... "  

R - e "rmarkdown::render('report.create.a.pon.and.stats.Rmd')"  

#pandoc -- data - dir=pwd report.create.a.pon.and.stats.Rmd  

printf "was successful \ n \ n"  
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printf "You can find the report under 

report.create.a.pon.and.stats.pdf in folder $2 \ n \ n "  

 

rm report.create.a.pon.and.stats.Rmd  

rm config.txt  

rm pon.data.tsv  

rm *.bam  

rm *.bai  

rm GRCh38.p13.genome.sizes  

rm GRCh38.p13.genome.1M.bed  

rm GRCh38.p13.genome.1M.nucl  

 

printf "BAM files have been deleted \ n \ n "  

 

printf "You can find the PoN table under $1.tsv in folder $2 

\ n \ n"  

 

 

Anhang 2.2: report.create.a.pon.and.stats.Rmd, Rmarkdown-Skript  

---  

title: "coriandR: Panel of Normals"  

subtitle: "Report"  

date: "`r format(Sys.time(), '%d - %m- %Y')`"  

output: pdf_document  

params:  

  pon_name: pon  

---  

 

# Generating PON: "`r params$pon_name`"  

 

This report documents the creation of the Panel of Normals 

(PON) from sequencing runs of healthy individuals, which is 

later used in Copy Number Variantion analysis of single 

patient data on the same sequencing platform with `coriandR`.  

 

This PON has to be generated only once, mapping at least three 

healthy sequencing libraries against the human genome using 

`bowtie2` and counted with `featureCounts` as specified in the 

accompanying documentation.  

 

```{r, include=FALSE}  

library(knitr)  

 

knitr::opts_chunk$set(warning = FALSE, message = FALSE)  

knitr::opts_chunk$set(dev = "png", dpi = 150, dev.args = 

list(type = "cairo - png"))  

```  

 

 

## Raw Library Counts  

 

Per default raw read counts per library are counted with 

`featureCounts` for the entire PON at once and stored in the 

`r params$pon_name`.`fc.tsv` file by the user.  
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Meta data about the samples (`sample` and `gender`) are 

specified in the `r params$pon_name`.`meta.tsv` file separated 

by comma (`,`) by the user.  

 

```{r, data definition, echo = FALSE}  

# meta information with sample mapping files and genders  

meta = read.table(paste0(params$pon_name, ".meta.csv"), 

stringsAsFactors = F, header = TRUE, sep = ",", colClasses = 

"character")  

row.names(meta) = meta$sample  

 

# raw PON counts  

pon = read.table(paste0(params$pon_name, ".fc.tsv"), header = 

TRUE, stringsAsFactors = T)  

if(nrow(meta) != ncol(pon) - 6) {  

  print("PON meta file and featureCounts of PON have different 

number of samples")  

  knitr::knit_exit()  

}  

 

meta$pon.col = as.vector(as.numeric(sapply(meta$sample, 

function(x) grep(gsub(" - ", ".", x), names(pon)), simplify=T)))  

if(any(is.na(meta$pon.col))) {  

  print("PON meta file and featureCounts of PON have different 

names of samples")  

  knitr::knit_exit()  

}  

 

# rename PON colums of samples  

names(pon)[meta$pon.col] = meta$sample  

 

# GC- content calculated by bedtools  

gc = read.table("GRCh38.p13.genome.1M.nucl", stringsAsFactors 

= T)  

pon$gc = gc[gc$V1 != 'chrM', 5]  

```  

 

 

### Sequencing depth of individual PON subjects  

The following plot shows the sequencing depth of different PON 

libraries on a logarithmic scale per megabase.  

 

Optimally all samples should be well above 100 and within the 

red dotted lines, representing $1/4$ and $4$ times the 

**median** sequencing depth.  

 

Gender annotation of the samples should match distributions 

with one single cluster in females (F) or two distinctive 

clusters for autosomes and single copy X and Y chromosomes in 

males (M).  

 

```{r, sample read counting, warning=F, fig.height=12, 

fig.width=7, echo = FALSE}  

par(mar=c(3, 15, 1, 3), cex=0.7)  

plot(c(t(pon[ ,meta$pon.col])), rep(1:nrow(meta), nrow(pon)),  
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     log = "x", xlab="Read depth", ylab="", yaxt = "n",  

     pch = 20, col="#11111105")  

abline(v=c(0.25, 4)*median(c(t(pon[ ,meta$pon.col])), 

na.rm=T), col='red', lty=2)  

axis(4, 1:nrow(meta), las = 1, meta$gender)  

axis(2, 1:nrow(meta), las = 1, meta$sample)  

```  

 

   

### Cumulative PON  

For later statistics the read counts of the PON are summed up 

over each bin.  

 

Ideally, autosomes show up as a straight line of dots with 

minimal noise well above a read depth of at least 1000 reads 

per megabase.  

 

Bins with counts outside of 99% of the normal distribution are 

marked in red. These should probably be masked in the end.  

 

The values of gonosomes for men and women are represented: 

(from left to right) X male, X female, Y male, Y female.  

 

```{r, gender segregation in PON, echo = FALSE, warning=F}  

# somatic chromosomes are in "both" PONs, the gonosomes are 

only in female or male PONs included  

pon$ploidy = 2  

ponXf = pon[pon$Chr == "chrX", ]  

ponXf$Chr = "chrX_F"  

ponXf$gender = "F"  

ponXf[, meta$sample[meta$gender != "F"]] = NA  

 

ponXm = pon[pon$Chr == "chrX", ]  

ponXm$Chr = "chrX_M"  

ponXm$gender = "M"  

ponXm$ploidy = 1  

ponXm[, meta$sample[meta$gender != "M"]] = NA  

 

ponYm = pon[pon$Chr == "chrY", ]  

ponYm$Chr = "chrY_M"  

ponYm$gender = "M"  

ponYm$ploidy = 1  

ponYm[, meta$sample[meta$gender != "M"]] = NA  

 

pon$gender = "neutral"  

 

pon = rbind(pon[!pon$Chr %in% c("chrX", "chrY"), ], ponXf, 

ponXm, ponYm)  

 

pon$gender = factor(pon$gender)  

 

pon$bin = 1:nrow(pon)  # plain number all bins  

 

# chromosome names and middle coordinates of each for axis 

drawing  

contigs = data.frame(pos=tapply(pon$bin, pon$Chr, mean))  
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contigs$chr = gsub("chr", "", rownames(contigs))  

contigs = contigs[order(as.numeric(contigs$chr)),]  

```  

 

 

```{r, Cumulative PON, echo = FALSE, fig.width = 12, 

fig.height = 5}  

# One idea is to sum all PON reads of a bin up and 

compare/test the raw numbers with the Patient. This can be 

done by Binomial testing, or Testing the Odds - Ratio.  

 

pon$sum = rowSums(pon[, meta$pon.col], na.rm=T)  

pon$mean = rowMeans(pon[, meta$pon.col], na.rm=T)  

pon[is.na(pon$mean), "mean"] = 0  

 

plot(pon$bin, pon$mean, ylim = c(0, qnorm(0.999, 

mean(pon$mean), sd(pon$mean))),  

     col = "#11111111", pch = 16,  

     xaxt="n", xlab="", las = 1, ylab="avg. read depth", 

xaxs="i")  

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=1, cex=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=0, cex=0.5, tick=F))  

```  

 

 

## Normalizing PON by library size and per megabase  

In order to compare the quality of multiple PONs, read depth 

is normalized by overall library size and then by the median 

for each megabase.  

 

The genome plot should result in a tight distribution arount 

the ploidy of 2.  

 

Gonosomes are shifted to match a ploidy of 2 in males to 

facilitate comparability.  

 

```{r, Plotted over all chromosomes, echo = FALSE, fig.width = 

12, fig.height = 5}  

# Normalizing to a ploidity of 2, the PON looks much more 

straight forward aside from the samples with a second mode at 

1 (gonosomes).  

pon.norm = pon[, meta$pon.col]  

pon.norm = data.frame(t(t(pon.norm)/apply(pon.norm, 2, median, 

na.rm=T)))  

pon$norm.median = apply(pon.norm, 1, median, na.rm=T)  

pon$norm.sd = apply(pon.norm, 1, sd, na.rm=T)  

pon.nnorm = data.frame(pon.norm/apply(pon.norm, 1, median, 

na.rm=T))  

 

plot(rep(pon$bin, nrow(meta)), 

c(as.matrix(pon.nnorm)*pon$ploidy),       

     col ="#11111105", pch = 16, ylim=c(0, 4), yaxs="i",  
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     xaxt="n", xlab="Chromosomes", las = 1, ylab="Ploidy", 

xaxs="i")  

abline(v=c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555")  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=1, cex=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=0, cex=0.5, tick=F))  

segments(c(0, 0, min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"]), 

min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"])), c(1.5, 2.5, 1.5, 0.5), 

c(max(pon$bin[pon$Chr == "chrX_F"]), max(pon$bin[pon$Chr == 

"chrX_F"]), max(pon$bin), max(pon$bin)), col="red", lty=2)  

axis(4, 0:4, 0:4, las=2)  

```  

 

 

\ newpage  

## Masking bins with extreme GC - content and high variance  

Some of the variance in bin counts might be due to uneven GC -

content per bin.  

GC- bias based on bedtools nucl statistics for same genome and 

same bins.  

 

Plotting the GC - content vs normalized bin counts: We see 

hardly any influence of GC content on the data.  

If GC content has little influence on variance, a large cigar -

shaped point cloud appears at 2.  

If the GC content has a high influence on the reads, a 

diagonal or a banana - shaped curve can be seen.  

 

Quinlan A. R. (2014). BEDTools: The Swiss - Army Tool for Genome 

Feature Analysis. Current protocols in bioinformatics, 47, 

11.12.1 ï11.12.34. doi: 10.1002/0471250953.bi1112s47.  

 

 

```{r, plot GC - content, echo = FALSE, fig.width = 7, 

fig.height = 3}  

pon$nnorm.var = c(apply(pon.nnorm, 1, var, na.rm=T))  

pon$gc_blocked = pon$gc < qnorm(0.275, mean(pon$gc, na.rm=T), 

sd(pon$gc, na.rm=T))  

par(mfrow=c(1,2))  

 

plot(pon$gc, pon$nnorm.var, pch=20, ylim=c(0.0001, 0.2), 

xlim=c(0.25, 0.6),  

     col=ifelse(pon$gc_blocked, "tomato3", "#11111111"),  

     xlab="GC - content", ylab="Variance", las = 1, cex = 0.5)  

points(rep(0.25, sum(pon$gc < 0.25)), pon$nnorm.var[pon$gc < 

0.25], pch="<", col="tomato3")  

points(pon$gc[!is.na(pon$nnorm.var) & pon$nnorm.var > 0.2], 

rep(0.2, sum(!is.na(pon$nnorm.var) & pon$nnorm.var > 0.2)), 

pch="^", col=ifelse(pon$gc_blocked, "tomato3", 

"#11111122")[!is.na(pon$nnorm.var) & pon$nnorm.var > 0.2])  

gc.var = predict(loess(nnorm.var ~ gc, pon[pon$gc > 0.35 & 

pon$gc < 0.6,], span=0.5), 350:600/1000)  

lines(350:600/1000, gc.var, col="blue")  
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# Bins with a GC - content < the 0.275 percentile genome - wide 

assumed normal distribution or with variance > 0.2 were 

considered to be extreme and masked from the PON  

 

plot(rep(pon$gc, ncol(pon.norm)), 

c(as.matrix(pon.norm)*pon$ploidy), pch=20, xlim=c(0.25, 0.6), 

ylim=c(0, 4),  

     col = ifelse(pon$gc_blocked, "tomato3", "#11111111"),  

     xlab="GC - content", ylab="Ploidy", las = 1, cex = 0.5)  

abline(h=c(1.5, 2.5), col="red", lty=2)  

```  

 

Bins with extreme GC - content are marked in red.  

 

 

# Masking high variance bins  

The bins that were excluded from the statistical calculations 

are shown in color: due to very low GC - content (red), due to 

high variance (blue), or both (purple).  

 

```{r, Masking high variance bins, echo = FALSE, fig.width = 

12, fig.height = 5}  

# One idea would be to clear single bins of single PON 

subjects where depth is below or above 99% of other subjects 

for that bin.  

# For small PONs this is to coarse and probably not warrented 

overall...  

 

norm.sd = mean(apply(pon.norm, 1, sd, na.rm=T))  

pon.norm.clean = data.frame(t(apply(pon.norm, 1, function(x) 

{x[x < qnorm(0.01, mean(x), norm.sd) | x > qnorm(0.99, 

mean(x), norm.sd)] = NA; x})))  

pon$norm.clean.mean = rowMeans(pon.norm.clean, na.rm=T)  

pon$norm.clean.median = c(apply(pon.norm.clean, 1, median, 

na.rm=T))  

pon$norm.clean.var = c(apply(pon.norm.clean, 1, var, na.rm=T))  

pon$norm.clean.sd = c(apply(pon.norm.clean, 1, sd, na.rm=T))  

pon$norm.clean.iqr = c(apply(pon.norm.clean, 1, IQR, na.rm=T))  

pon$var_blocked = pon$sum < 1 | (!is.na(pon$norm.clean.var) & 

pon$norm.clean.var > qnorm(0.99, 

mean(pon$norm.clean.var[!pon$gc_blocked], na.rm=T), 

sd(pon$norm.clean.var[!pon$gc_blocked], na.rm=T)))  

pon$blocked = pon$var_blocked | pon$gc_blocked  

 

plot(rep(pon$bin, nrow(meta)), c(as.matrix(pon.norm.clean)*2),  

     col=ifelse(pon$gc_blocked, ifelse(pon$var_blocked, 

"#aa33aa55", "#aa331155"), ifelse(pon$var_blocked, 

"#1133aa55", "#11111105")),  

     ylim=c(0, 4), yaxs="i", pch=16,  

     xaxt="n", xlab="Chromosomes", las = 1, ylab="Ploidy", 

xaxs="i")  

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=1, cex=0.5, tick=F))  
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with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=0, cex=0.5, tick=F))  

segments(c(0, 0, min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"]), 

min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"])), c(1.5, 2.5, 1.5, 0.5), 

c(max(pon$bin[pon$Chr == "chrX_F"]), max(pon$bin[pon$Chr == 

"chrX_F"]), max(pon$bin), max(pon$bin)), col="red", lty=2)  

axis(4, 0:4, 0:4, las=2)  

```  

 

 

```{r, Overview blocked bins, echo = FALSE, fig.width = 12, 

fig.height = 5, warning=F}  

plot(pon$bin, pon$norm.clean.median*2,  

     col=ifelse(pon$gc_blocked, ifelse(pon$var_blocked, 

"#aa33aa55", "#aa331155"), ifelse(pon$var_blocked, 

"#1133aa55", "#11111105")),  

     ylim=c(0, 4), yaxs="i", pch=16,  

     xaxt="n", xlab="Chromosomes", las = 1, ylab="Ploidy", 

xaxs="i")  

arrows(pon$bin, (pon$norm.clean.median+pon$norm.clean.sd)*2, 

pon$bin, (pon$norm.clean.median - pon$norm.clean.sd)*2, 

length=0.01, angle=90, code=3, col=ifelse(pon$gc_blocked, 

ifelse(pon$var_blocked, "#aa33aa99", "#aa331199"), 

ifelse(pon$var_blocked, "#1133aa 99", "#11111105")))  

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=1, cex=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=0, cex=0.5, tick=F))  

segments(c(0, 0, min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"]), 

min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"])), c(1.5, 2.5, 1.5, 0.5), 

c(max(pon$bin[pon$Chr == "chrX_F"]), max(pon$bin[pon$Chr == 

"chrX_F"]), max(pon$bin), max(pon$bin)), col="red", lty=2)  

axis(4, 0:4, 0:4, las=2)  

```  
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# Variance and normalized abundance after filtering  

 

```{r, gc content after correction, echo = FALSE, fig.width = 

7, fig.height = 3}  

par(mfrow=c(1,2))  

with(pon[!pon$blocked, ], {  

plot(gc, norm.clean.var, col="#11111105", pch=20, 

ylim=c(0.00001, 0.2), xlim=c(0.25, 0.6), xlab="GC - content", 

ylab="Variance", las = 1, cex = 0.5)  

gc.var.clean = predict(loess(norm.clean.var ~ gc, pon[pon$gc > 

0.33 & pon$gc < 0.6,], span=0.5), 330:550/1000)  

lines(330:550/1000, gc.var.clean, col="blue")  

plot(rep(gc, ncol(pon.norm)), 

c(as.matrix(pon.norm.clean[!pon$blocked, ])*pon$ploidy), 

pch=20, xlim=c(0.25, 0.6), ylim=c(0, 4),  

     col="#11111105", xlab="GC - content",  

     ylab="Ploidy", las = 1, cex = 0.5)  
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abline(h=c(1.5, 2.5), col="red", lty=2)  

})  

```  

 

 

# Filtered PON chromosomal overview  

The final filtered PON should exhibit a tight distribution 

around 2 for all chromosomes and should not exceed the red 

boundaries, in order to reliably call monoallelic deletions or 

insertions.  

 

```{r, corrected PON overview, echo = FALSE, fig.width = 12, 

fig.height = 5}  

plot(rep(pon$bin[!pon$blocked], nrow(meta)), 

c(as.matrix(pon.norm.clean[!pon$blocked, ])*2),  

     col ="#11111105", pch = 16, ylim=c(0, 4), yaxs="i",  

     xaxt="n", xlab="Chromosomes", las = 1, ylab="Ploidy", 

xaxs="i")  

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=1, cex=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=chr, at=pos, line=0, cex=0.5, tick=F))  

segments(c(0, 0, min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"]), 

min(pon$bin[pon$Chr == "chrX_M"])), c(1.5, 2.5, 1.5, 0.5), 

c(max(pon$bin[pon$Chr == "chrX_F"]), max(pon$bin[pon$Chr == 

"chrX_F"]), max(pon$bin), max(pon$bin)), col="red", lty=2)  

axis(4, 0:4, 0:4, las=2)  

```  

 

 

```{r, save the PON table, echo = FALSE}  

write.table(pon, file = paste0(params$pon_name, ".pon.tsv"), 

sep = " \ t", row.names = TRUE, col.names = NA)  

```  

 

Anhang 2.3: coriandr.sh, Shell-Skript 

#!/bin/bash  

set - e 

 

if [[ $# - lt 4 ]]; then  

 printf "$0 \ n \ n \ 033[1;36m coriandR: ChrOmosomal 

abeRration Identifier AND Reporter in R \ e[0m. \ n \ n 

\ 033[1;31m To use coriandR in pair - end mode please enter the 

following parameters: \ e[0m \ n \ n Sample ID \ n Path to sample 

meta file \ n FASTQ1: a path to the fastq - File with Read 1 \ n 

FASTQ2: a path to the fastq - File with Read 2 \ n \ n Example 

use: bash coriander.sh 101010 /media/data/101010.meta.tsv 

/media/data/Fastq/101010_R1.fastq 

/media/data/Fastq/101010_R2.fastq \ n \ n \ n"  

fi  
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printf " \ n \ n You started \ 033[1;36m coriandr.sh -  a part of 

coriandR: ChrOmosomal abeRration Identifier AND Reporter in R 

\ e[0m. \ n This skript identify copy - number variations (CNVs) in 

low - coverage NGS data and creates a graphic pdf - report on the 

selected  sample from paired - end fastq - files. \ n \ n \ n"  

 

source config.txt  

 

mkdir - p output/$1  

cp - p - v $pon output/$1/pon.tsv  

cp - p - v $2 output/$1/patient.meta.tsv  

 

printf " \ 033[1;32m Mapping statistics \ e[0m (raw read pairs, 

average read length, unique mapping pairs) ... \ n"  

printf "raw_read_pairs \ t" > output/$1/mapping.stats.tsv; zcat 

$3 | awk 'NR%4==2{print}' | sort | uniq - c | wc - l >> 

output/$1/mapping.stats.tsv; zcat $3 | awk 

'NR%4==2{a+=length($1)}END{print 

"average_read_length \ t"(a/NR*4)}' >> 

output/$1/mapping.stats.tsv  

printf "were generated \ n \ n"  

 

printf " \ 033[1;32m Mapping with Bowtie2 in pair - end mode \ e[0m 

... \ n"  

bowtie2 - x $index - p $(nproc) - 1 $3 - 2 $4 | bash 

~/bin/sam2bam.sh output/$1/patient.bam 2> 

output/$1/logs.bowtie.txt  

printf "was successful \ n \ n"  

 

printf " \ 033[1;32m Sample counts table \ e[0m ... \ n"  

featureCounts - a $gtf - o output/$1/patient.fc.tsv - T $(nproc) 

output/$1/patient.bam 2> output/$1/logs.featureCounts.txt  

printf "was created with FeatureCounts \ n \ n"  

 

cp - p - v sample.report.Rmd output/$1/.  

 

printf " \ 033[1;32m Normalization of the raw reads to the 

ploidy, calculation of the normal distribution and the 

application of the Gauss test to determine the p - value, 

adjustment of the p - value with the Benjamini - Hochberg method, 

exclusion of the data poin ts with an abnormal GC content 

and/or abnormal variance in R \ e[0m ... \ n"  

R - e "rmarkdown::render('output/$1/sample.report.Rmd')"  

#pandoc -- data - dir=pwd sample.report.Rmd  

printf "was successful \ n \ n \ n"  

 

printf "You can find the \ 033[1;33m coriandR sample report 

under Report_coriandR.pdf in folder ./coriandR/output/$1 \ e[0m 

\ n \ n"  

 

rm output/$1/patient.bam  

rm output/$1/patient.bam.bai  

rm output/$1/sample.report.Rmd  

rm output/$1/sample.report.tex  

 

printf "Sample BAM file was deleted \ n \ n"  
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Anhang 2.4: sample.report.Rmd, Rmarkdown-Skript 

---  

title: "Report CORIANDR: ChrOmosomal abeRration Identifier AND 

Reporter in R"  

date: "`r format(Sys.time(), '%d - %m- %Y, %H:%M')`"  

output: pdf_document  

params:  

  data: patient  

---  

 

 

```{r setup, include=FALSE}  

knitr::opts_chunk$set(echo = FALSE, warning = FALSE, message = 

FALSE) 

knitr::opts_chunk$set(dev = 'pdf')  

 

library(knitr)  

```  

 

 

```{r sample meta data, echo = FALSE}  

patient.meta = 

data.frame(t(read.table(paste0(as.character(params$data), 

".meta.tsv"), stringsAsFactors = F, row.names=1)))  

if(tolower(patient.meta$gender) %in% c("f", "female")) {  

  patient.meta$gender = "f"  

} else {  

  patient.meta$gender = "m"  

}  

```  

 

 

## Whole genome sequencing depth of patient data  

 

```{r data definition, echo = FALSE, fig.width=7, 

fig.height=3}  

# Read patient counts from featureCounts output  

patient = read.table(as.character(patient.meta$count_data), 

header=TRUE, row.names = 1, stringsAsFactors = F)  

patient = patient[patient$Chr != 'chrM', ]  

 

# Read PON table  

pon = read.table(as.character(patient.meta$pon), header=TRUE, 

row.names = 1, stringsAsFactors = F)  

 

# Make PON gender specific for patient and concatenate the 

data  

if(patient.meta$gender == "f") {  

  ponXf = pon[pon$Chr == "chrX_F", ]  

  ponXf$Chr = "chrX"  

  pon = rbind(pon[pon$gender == "neutral", ], ponXf)  

  pon$patient = patient[patient$Chr != "chrY", 6]  

} else {  

  ponXm = pon[pon$Chr == "chrX_M", ]  

  ponXm$Chr = "chrX"  

  ponYm = pon[pon$Chr == "chrY_M", ]  
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  ponYm$Chr = "chrY"  

  pon = rbind(pon[pon$gender == "neutral", ], ponXm, ponYm)  

  pon$patient = patient[, 6]  

}  

pon$bin = 1:nrow(pon)  # needs recounting after gendering  

 

# Calculate normalized patient counts relative to median 

sequencing depth and multiply by expected ploidy  

pon$patient.norm = pon$patient / median(pon$patient)  

 

 

# Giemsa - bands for plotting  

# The bands table contains the g - bands of the human genome. 

Cheung VG, Nowak N, Jang W, Kirsch IR, Zhao S, Chen XN, Furey 

TS, Kim UJ, Kuo WL, Olivier M et al. Integration of 

cytogenetic landmarks into the draft sequence of the human 

genome. Nature. 2001 Fe b 15;409(6822):953 - 8. PMID: 11237021  

cytobands = read.table("../../tables/cytobands_sort.2.tsv", 

header=TRUE, sep = " \ t", row.names = 1, stringsAsFactors = F)  

band_types = data.frame(hue=c(0.3, 1, 1, 1, 1, 1, 0.1, 0.8), 

saturation=c(1, 0, 0, 0, 0, 0, 1, 1), value=c(1, 1, 0.5, 0.8, 

0.7, 0.6, 1, 1), row.names=c("acen", "gneg", "gpos100", 

"gpos25", "gpos50", "gpos75", "gvar", "stalk"))  

cytobands$hue = band_types[cytobands$Band.type, "hue"]  

cytobands$saturation = band_types[cytobands$Band.type, 

"saturation"]  

cytobands$value = band_types[cytobands$Band.type, "value"]  

 

 

# List of relevant cancer genes  

cancer_genes = 

read.table("../../tables/cancer.driver.genes_unique.and.goi.am

l.csv", header=TRUE, sep = " \ t", stringsAsFactors = F)  

 

# List of all genes in human genome  

all_genes = read.table("../../tables/all_genes.tsv", 

header=TRUE, row.names = 1, stringsAsFactors = F)  

all_genes$start = as.numeric(all_genes$start)  

all_genes$end = as.numeric(all_genes$end)  

 

# List of chromosomes for plotting  

contigs = data.frame(pos=tapply(pon$bin, pon$Chr, mean))  

contigs$chr = rownames(contigs)  

contigs$Name = gsub("chr", "", rownames(contigs))  

contigs = contigs[order(as.numeric(contigs$Name)),]  

contigs$p_start = sapply(contigs$chr, function(c) 

min(c(cytobands$Start[cytobands$Chr == c & grepl('p', 

cytobands$Name)])))  

contigs$p_end = sapply(contigs$chr, function(c) 

max(c(cytobands$End[cytobands$Chr == c & grepl('p', 

cytobands$Name)])))  

contigs$q_start = sapply(contigs$chr, function(c) 

min(c(cytobands$Start[cytobands$Chr == c & grepl('q', 

cytobands$Name)])))  
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contigs$q_end = sapply(contigs$chr, function(c) 

max(c(cytobands$End[cytobands$Chr == c & grepl('q', 

cytobands$Name)])))  

 

pon$arm = sapply(pon$bin, function(b) {  

  ifelse(contigs$p_start[contigs$chr == pon$Chr[b]] <= 

pon$Start[b] &  

           pon$End[b] <= contigs$p_end[contigs$chr == 

pon$Chr[b]], 'p',  

         ifelse(contigs$q_start[contigs$chr == pon$Chr[b]] <= 

pon$Start[b] &  

                  pon$End[b] <= contigs$q_end[contigs$chr == 

pon$Chr[b]], 'q', NA))  

  })  

 

par(mar=c(2, 4, 1, 1))  

plot(pon$bin, pon$patient, ylim = c(0, qnorm(0.999, 

mean(pon$patient), sd(pon$patient))),  

     col = "#11111111",  

     pch = 16, xaxt="n", xlab="", las = 1, ylab="Read depth", 

xaxs="i")  

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=Name, at=pos, line= - .5, cex.axis=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=Name, at=pos, line= - 1, cex.axis=0.5, tick=F))  

```  

 

 

## Sample sequencing characteristics and mapping statistics  

 

```{r mapping statistics, echo = FALSE}  

stats = 

data.frame(t(read.table(as.character(patient.meta$mapping_stat

s), stringsAsFactors = F, row.names=1)))  

stats$unique_mapping_pairs = round(sum(patient[ , 6]/2))  

 

stats$raw_read_pairs = format(stats$raw_read_pairs, 

decimal.mark = ",", big.mark = ".", small.mark = " ", 

small.interval = 3)  

stats$average_read_length = format(stats$average_read_length, 

decimal.mark = ",", big.mark = ".", small.mark = " ", 

small.interval = 3)  

stats$unique_mapping_pairs = 

format(stats$unique_mapping_pairs, decimal.mark = ",", 

big.mark = ".", small.mark = " ", small.interval = 3)  

 

```  

 

| Sample characterisic | Value |  

| --------------------- :|: ------ |  

| **Sample name**      | **`r 

as.character(patient.meta$name)`**     |  

| **Sample gender**    | **`r 

as.character(patient.meta$gender)`**   |  
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| Raw read pairs       | `r 

as.character(stats$raw_read_pairs)`      |  

| Average read length  | `r 

as.character(stats$average_read_length)` |  

| Unique mapping pairs | `r 

as.character(stats$unique_mapping_pairs)`|  

 

 

## Distribution of sequencing depth per bin in sample  

```{r echo = FALSE, fig.width=7, fig.height=4}  

with(pon[!pon$blocked, ],  

     {  

      hist(patient, breaks=seq(0, max(patient)+20, by=20),  

           xlim=c(0, median(patient)*2),  

           freq=F, xlab="Depth per bin", border=T, col="blue", 

main="")  

      pon.hist = hist(norm.clean.median*median(patient), 

breaks=seq(0, max(norm.clean.median*median(patient)*2,  

na.rm=T), by=20), plot=F)  

      lines(pon.hist$mids, pon.hist$density, col="red")  

      abline(v = c(0.5, 1, 1.5, 2) *median(patient), 

col='gray', lty=2)  

      legend("topright", legend="scaled PON", col="red", 

lty=1, cex=0.8)  

      mtext(c("x1", "x2", "x3", "x4"), at=c(0.5, 1, 1.5, 2) 

*median(patient), side=3)  

    })  

```  

 

This graph shows the distribution of the bins according to the 

depth of the sequencing. The red curve represents the 

distribution of the PON scaled to the same depth. Ideally, the 

histogram and the red curve match completely. If not, this can 

indicate larg er deletions (the first peak decreases) or larger 

amplifications (the third peak increases). The indications 

"x1, x2, x3, x4" indicate the number of copies.  

 

\ newpage  

 

```{r gauss - test, echo = FALSE, fig.width=8, fig.height=3}  

sd = mean(unlist(pon$norm.clean.sd), na.rm=T)  

pon$pat.z = (pon$patient.norm - 1) / sd  

pat.dens = density(pon$pat.z, na.rm=T)  

 

# Presentation of patient Z - values compared to estimated PON 

distribution  

plot(seq(from= - 20, to=20, by=0.1), dnorm(seq(from= - 20, to=20, 

by=0.1)), type='l', col="gray",  

     main="Patient Z - values compared to estimated PON 

distribution", ylab="Density", xlab="Z - value", ylim=c(0, 

max(pat.dens$y)))  

lines(pat.dens, col="black")  

legend("topright", legend=c("theoretical Z - Distribution", 

"Patient"), col=c("gray", "black"), lty=1, cex=0.7)  
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# Detection of all bins that are outside the normal 

distribution after applying a Gauss test and after p - value 

adjustment according to the Benjamini - Hochberg method  

pon$gauss = apply(pon[, c("patient.norm", "norm.clean.median", 

"norm.clean.sd")], 1, function(x) ifelse(x[1] == 0, 1, 

min(pnorm(q=x[1], mean=x[2], sd=x[3], lower.tail=x[1]<x[2])*2, 

1)))  

pon$gauss.adjust = p.adjust(pon$gauss, method="hochberg")  

pon$gauss.adjust[is.na(pon$gauss.adjust)] = 1  

par(mar=c(2, 4, 1, 1))  

with(pon[!pon$blocked, ],  

     plot(bin, ifelse(patient.norm > 2, 4, patient.norm*2), 

ylim=c(0, 4),  

          col = ifelse(gauss.adjust < 0.05, "#ff000033", 

"#11111111"),  

          pch = ifelse(patient.norm > 2, 17, 20), xaxt="n", 

xlab="",  

          main="Overview of the bins deviating from the normal 

distribution", las = 1, ylab="Ploidy", xaxs="i")  

)  

 

abline(v = c(pon$bin[pon$Start == 1], nrow(pon)), 

col="#55555555", cex = 0.5)  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2, ], axis(side=1, 

labels=Name, at=pos, line= - .5, cex.axis=0.5, tick=F))  

with(contigs[(1:(nrow(contigs)/2))*2 - 1, ], axis(side=1, 

labels=Name, at=pos, line= - 1, cex.axis=0.5, tick=F))  

```  

 

In this graphic, the bins are shown in red that are outside 

the normal distribution after applying a Gauss test and after 

p- value adjustment according to the Benjamini - Hochberg method.  

 

 

```{r abberation characters, echo = FALSE}  

pon$aberration = factor(ifelse(pon$patient.norm > 

pon$norm.clean.median & pon$gauss.adjust < 0.05, 'amp', 

ifelse(pon$patient.norm < pon$norm.clean.median & 

pon$gauss.adjust < 0.05, 'del', 'normal')), levels = 

c('normal', 'amp', 'del'))  

```  

 

```{r gc content correlation, echo = FALSE}  

plot(pon$patient.norm/pon$norm.clean.median, pon$gc, type='p',  

     main="Correlation ratio patient/median pon to gc 

content", pch = 16,  

     xlab="Patient/median(PON)", ylab="GC - Content", 

col="#11111111")  

```  

 

 

\ newpage  

 

## Calculated numerical karyotype:  

```{r transform of bins to giemsa bands and create of digital 

karyotype, echo = FALSE}  
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cytobands$aberration = factor(apply(cytobands, 1, function(x) 

{  

  bins = pon[pon$Chr == x[1] & pon$Start >= 

floor(as.integer(x[2])/10^6)*10^6 & pon$End <= 

ceiling(as.integer(x[3])/10^6)*10^6 & !pon$blocked,]  

  if(nrow(bins) < 1) return("normal")  

  if(sum(bins$aberration == "del")/nrow(bins) > 0.5) 

return("del")  

  if(sum(bins$aberration == "amp")/nrow(bins) > 0.5) 

return("amp")  

  return("normal")  

}))  

 

cytobands$hue[cytobands$aberration == "amp"] = 0.65  

cytobands$saturation[cytobands$aberration == "amp"] = 1  

cytobands$hue[cytobands$aberration == "del"] = 0  

cytobands$saturation[cytobands$aberration == "del"] = 1  

 

# bands merging  

abnorm.bands = cytobands[cytobands$aberration != "normal", ]  

colnames(abnorm.bands)[colnames(abnorm.bands) == "Name"] = 

"Start.band"  

karyotype_to_report = abnorm.bands[1, ]  

 

if (nrow(abnorm.bands) >= 2) {  

  k = 1  

  # the counter in table karyotype_to_report  

  for (s in 2:nrow(abnorm.bands)) {  

    if (karyotype_to_report$Chr[k] == abnorm.bands$Chr[s] &  

        karyotype_to_report$aberration[k] == 

abnorm.bands$aberration[s] &  

        karyotype_to_report$End[k] == abnorm.bands$Start[s])  

      {  

        karyotype_to_report$End.band[k] = 

abnorm.bands$Start.band[s]  

        karyotype_to_report$End[k] = abnorm.bands$End[s]  

        k = nrow(karyotype_to_report)  

    } else {  

       karyotype_to_report[k+1, ] = abnorm.bands[s, ]  

       karyotype_to_report[k+1, "End.band"] = 

karyotype_to_report[k+1, "Start.band"]  

       # add the band on a new chr or with a different 

aberration  

       k = nrow(karyotype_to_report)  

       # this is now the counter band  

    }  

  }  

  for (g in 1:nrow(karyotype_to_report)) {  

    if (is.na(karyotype_to_report$End.band[g])) {  

      karyotype_to_report$End.band[g] < -  

as.character(karyotype_to_report$Start.band[g])  

    }  

  }  

}  
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karyotype_to_report$karyotype = 

as.character(paste0(karyotype_to_report$aberration, "(",  

                                                       

sub("chr", "", karyotype_to_report$Chr), ")(",  

                                                       

karyotype_to_report$Start.band,  

                                                       

karyotype_to_report$End.band, ")"))  

 

```  

 

```{r karyotyping of whole chromosome arms and numerical 

chromosome changes}  

for(c in 1:nrow(contigs)){  

  if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c]] == 

'amp')/sum(pon$Chr == contigs$chr[c]) > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(paste('$+$', c))  

  else if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c]] == 

'del')/sum(pon$Chr == contigs$chr[c]) > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(paste('$ - $', c))  

  # numerical chromosome changes  

   

  else if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c] & 

!is.na(pon$arm) & pon$arm == 'p'] == 'amp')/sum(pon$Chr == 

contigs$chr[c] & !is.na(pon$arm) & pon$arm == 'p') > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(pa ste('$+$', c, 'p'))  

  else if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c] & 

!is.na(pon$arm) & pon$arm == 'p'] == 'del')/sum(pon$Chr == 

contigs$chr[c] & !is.na(pon$arm) & pon$arm == 'p') > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(pa ste('$ - $', c, 'p'))  

  else if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c] & 

!is.na(pon$arm) & pon$arm == 'q'] == 'amp')/sum(pon$Chr == 

contigs$chr[c]& !is.na(pon$arm) & pon$arm == 'q') > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(pas te('$+$', c, 'q'))  

  else if(sum(pon$aberration[pon$Chr == contigs$chr[c] & 

!is.na(pon$arm) & pon$arm == 'q'] == 'del')/sum(pon$Chr == 

contigs$chr[c] & !is.na(pon$arm) & pon$arm == 'q') > 0.8) 

karyotype_to_report[(nrow(karyotype_to_report) +1), 

"karyotype"] = as.character(pa ste('$ - $', c, 'q'))  

    # whole chromosome arms is del or add  

}  

 

 

kable(karyotype_to_report$karyotype, col.names = NULL, align = 

"l", "html")  

```  

 

 

\ newpage  

## Genes affected by CNVs \ *:  

```{r genes in aberration bins table, echo = FALSE}  
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  special_genes = all_genes[all_genes$symbol %in% 

cancer_genes$genes, ]  

  special_genes$aberration = 'norm'  

  special_genes$found = 0  

   

  for(i in 1:nrow(special_genes)) {  

    genes.in.bin = pon[(pon$aberration != "normal" & pon$Chr 

== special_genes$chr[i] & pon$Start <= special_genes$start[i] 

& special_genes$start[i] <= pon$End) |  

                       (pon$aberration != "normal" & pon$Chr 

== special_genes$chr[i] & pon$Start <= special_genes$end[i] & 

special_genes$end[i] <= pon$End), ]  

     

    if(nrow(genes.in.bin) == 0) {next}  

    special_genes$found[i] = 1  

    if(all(genes.in.bin$aberration == 'amp')) 

{special_genes$aberration[i] = 'amp'}  

    if(all(genes.in.bin$aberration == 'del')) 

{special_genes$aberration[i] = 'del'}  

  }  

   

reported_genes = special_genes[special_genes$found == 1 & 

(special_genes$aberration == "amp" | special_genes$aberration 

== "del"), ]  

reported_genes$start = format(reported_genes$start, 

decimal.mark = ",", big.mark = ".", small.mark = " ", 

small.interval = 3)  

reported_genes$end = format(reported_genes$end, decimal.mark = 

",", big.mark = ".", small.mark = " ", small.interval = 3)  

   

kable(reported_genes[ , 1:6], align = "lllrrl")  

```  

 

> Bailey et al. (2018): Comprehensive Characterization of 

Cancer Driver Genes and Mutations. Cell 173 (2), 371 - 385.e18. 

DOI: 10.1016/j.cell.2018.02.060.;  

 

> Papaemmanuil et al. (2016): Genomic Classification and 

Prognosis in Acute Myeloid Leukemia. The New England journal 

of medicine 374 (23), S. 2209 ï2221. DOI:10.1056/NEJMoa1516192.  
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## Chromosome overview plots:  

 

```{r simplePlots, echo = FALSE, fig.width=12, fig.height=4}  

#units = c('0', '00', 'K', '0K', '00K', 'M', '0M', '00M', 'B', 

'B', 'B', 'T', 'T', 'T')  

par(mar=c(4, 4, 0.5, 5.5))  

 

for(i in unique(pon$Chr)) {  

  with(pon[pon$Chr == i,], {  

    plot(Start, ifelse(patient.norm > 2.5, 5, patient.norm*2), 

col = ifelse(blocked, 0, c("black", "blue", 

"red")[aberration]), ylim=c(0,5), xlim=c(0,max(End)), 
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xaxt='n', xaxs="i", xlab='', ylab='Ploidy', 

pch=ifelse(patient.norm > 2.5, 17, 20), las=2)  

    segments(Start, (norm.clean.median+norm.clean.iqr)*2, 

Start, (norm.clean.median - norm.clean.iqr)*2, col="#aaaaaaaa")  

    #mag = floor(log10(max(End)))  

    #xmax = floor(max(End)/10^mag+1)*10^mag  

    axis(1, seq(0, 10^9, by=2*10^7), paste(seq(0, 1000, 

by=20), "Mbp"), line=2, tck= - 0.05)  

    axis(1, seq(0, 10^9, by=10^7), rep("", 10^9/10^7+1), 

line=2)  

    #axis(1, seq(0, mag+2)*10^(mag), c('0 bp', paste0(seq(1, 

mag+2), units[mag], ' bp')), line=2)  

  })  

  mtext(i, side=2, line=0.9, at= - 0.4, las=2, cex=1.5)  

  abline(h=0:4, lty=3, col="#aaaaaaaa")  

  with(cytobands[cytobands$Chr == i, ], {  

    rect(Start, - .25, End, - .55, xpd=T,  

         col=hsv(hue, saturation, value, 0.3)  

         )  

  })  

  legend("right", c("amplification", "gain*", "deletion", 

"stalk", "centromer"), fill=c("white", "white", "white", 

"#aaaa0055", "#00990055"), col=c("blue", "blue", "red", NA, 

NA), xpd=T, inset=c( - .1, 0), border=F, lty=0, pch=c(20, 2, 20, 

NA, NA), cex=0.7)  

}  

```  
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\ * The reads that are marked with triangles have a 

particularly deep sequencing depth, i.e. there are more than 4 

copies.  

 

\ * \ * The legend contains characteristics to Giemsa stain 

results. Recognized stain values: gneg, gpos50, gpos75, 

gpos25, gpos100, acen, gvar, stalk.  

 

> Cheung VG, Nowak N, Jang W, Kirsch IR, Zhao S, Chen XN, 

Furey TS, Kim UJ, Kuo WL, Olivier M et al. Integration of 

cytogenetic landmarks into the draft sequence of the human 

genome. Nature. 2001 Feb 15;409(6822):953 - 8. PMID: 11237021  
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Anhang 3.1: Befehle in der Linus-Kommandozeile zur Erstellung einer Datei mit 

genomweitem GC-Gehalt des Referenzgenoms 

zcat GRCh38.p13.genome.fa.gz > GRCh38.p13.genome.fa  

samtools faidx GRCh38.p13.genome.fa  

cut - f 1,2 GRCh38.p13.genome.fa.fai | sed - n '/chr/p' > 

GRCh38.p13.genome.sizes  

bedtools makewindows - g GRCh38.p13.genome.sizes - w 1000000 > 

GRCh38.p13.genome.1M.bed  

bedtools nuc - fi GRCh38.p13.genome.fa - bed 

GRCh38.p13.genome.1M.bed > GRCh38.p13.genome.1M.nucl  
 

Anhang 3.2: Befehle in der Linus-Kommandozeile zur Untersuchung auf Duplikate 

mit Picard Toolkit 

bowtie2 - x 

/coriandR/genome/bowtie_index/GCA_000001405.15_GRCh38_no_alt_a

nalysis_set.fna.bowtie_index - p 8 - 1 

healthy3_S6_L001_R1_001.fastq.gz - 2 

healthy3_S6_L001_R2_001.fastq.gz | sam2bam.sh healthy3.bam  

 
java - jar picard.jar MarkDuplicates INPUT=healthy3.bam 

OUTPUT=healthy3.marked_duplicates.bam 

METRICS_FILE=healthy3.marked_dup_metrics.txt  
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Anhang 4: Ergebnisse des Vergleichs der kalkulierten Karyotypisierung mit 

coriandR und CAI[N] 
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Anhang 5: Anleitung zur Installation, Erstellung eines PONs und eines kalkulierten 

Karyotyps mit coriandR unter einer Linux-Umgebung 

Install 

Install sam2bam.sh  in folder ~/bin  and make the skript executable with chmod +x 

~/bin/sam2bam.sh  in terminal. 

Adjust the paths to the files Bowtie2  index, gc-content, your PON table and bins.gtf  in 

config.txt  file. 

Data preparation 

The sequencing data from Illumina MiSeq was aligned to the reference genome with Bowtie 

2 (Langmead and Salzberg 2012) in paired-end mode (.fastq files). We used version GRCh38.p13 

of the human genome from Genome Reference Consortium as reference genome for alignment. 

The data was converted to BAM format using samtools  (Li 2011). We count the reads in the 

non-overlapping megabase sized bins using featureCounts  (Liao et al. 2014). 

Running the program 

Creation of panel of normal 

1. Prepare the table with meta data: the table contains columns with the names "sample", 

"gender" and rows with the names of the samples sample1.pon.bam that make up your 

PON and the genders of the samples (M/F). Use the table pon.meta.csv . 

2. Create a folder with only the paired-end fastq files and the meta table. 

3. Open the ~/coriandR/coriandR  folder in terminal. 

4. To start the tool pon.creator.sh enter the following parameters in terminal: name of 

panel of normals; Path to folder with paired-end fastq-files; Path to meta table (gender 

table).  

Example use: bash pon_creator.sh sample.pon 

~/sequence.data/sample.pon/ 

~/sequence.data/sample.pon/pon.meta.csv  

5. Copy the file sample.pon.tsv  to ~/coriandR/coriandR/tables  folder 

6. Now you have to change the path to your new PON in config.txt  file if you want to 

use this new PON. The BAM files are automatically deleted. 
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Numerical karyotype and CNAs estimation from a tumor sample 

1. First modify the existing patient.meta.tsv file. This table contains the parameters 

"name", "gender", "count_data", "mapping_stats", "pon", "output_prefix". You can edit 

the existing file by entering the name of the sample and the gender. Save the file in the 

~/coriandR/coriandR  folder. 

2. Open the ~/coriandR/coriandR  folder in terminal. 

3. To start the coriandr.sh tool, enter the following parameters in terminal: Sample ID; Path 

to sample meta file; FASTQ1: a path to the fastq-File with Read 1; FASTQ2: a path to the 

fastq-File with Read 2.  

Example use: bash coriander.sh 101010 

/media/data/101010.meta.tsv 

/media/data/Fastq/101010_R1.fastq 

/media/data/Fastq/101010_R2.fastq  

4. Thenafter you can find the created report in ./coriandR/output/SampleID  

folder. The BAM files are automatically deleted. 
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Anhang 6: Ergebnisse von CNVRadar 

Tabelle 9: Output von CNVRadar (Soong et al. 2020) mit der Information mit der VAF in TXT-Format für eine Probe 
mit Trisomie 21, hier nur ein Ausschnitt für den Anfang des Chromosoms 5. 
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Anhang 7: Lebenslauf 

Der Lebenslauf wurde vor der Publikation entfernt.     
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