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Zusammenfassung

Die Identifizierung genetischer Veränderungen als Ursache humaner Erkrankun-
gen hat eine herausragende Stellung in der Medizin. Sie ist die Grundlage zum
Verständnis der Entstehung von Krankheiten und bildet die Basis zur Entwick-
lung neuer therapeutischer Ansätze.

Die bisherigen molekulargenetischen Untersuchungsmethoden, wie Kandida-
tengenanalysen und Kopplungsanalysen sind häufig zeit- und kostenintensiv. Die
im Jahr 2005 eingeführten Sequenziertechniken der zweiten Generation hinge-
gen bieten die Möglichkeit, gesamte Genome, Exome und Transkriptome in ver-
gleichsweise kurzer Zeit und bei stetig fallenden Kosten zu analysieren. Die Hoch-
durchsatzsequenzierung erlangte in der letzten Dekade enorme Popularität und
ist eine bahnbrechende Methodik zur direkten Identifizierung pathogener Genva-
rianten. Der Fokus der derzeitigen Forschung liegt dabei auf der Untersuchung
der kodierenden genetischen Sequenz, dem Exom, als günstige und gleichzeitig
erfolgversprechendste Anwendung.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Einführung einer automatisierten Exom-
Library-Präparation in zwei Schritten, sowie die Einführung von Qualitätssiche-
rung und Standardisierungen innerhalb der Laborprozesse. Mit der Entwicklung
von Protokollen für eine Semi-Automation im ersten Schritt, konnte der Pro-
bendurchsatz einer Exom-Library-Präparation von 12 auf 48 Proben erhöht und
in einem weiteren Schritt, durch Optimierungen der Laborgeräte, auf bis zu 96
Proben aufskaliert werden. Durch die Einführung diverser Qualitätssicherungs-
schritte vor, während und nach der Library-Präparation und Sequenzierung, wird
die Möglichkeit von Probenverwechslungen oder -kontaminationen minimiert. Ei-
ne Optimierung und Standardisierung der Qualitätskontrolle eingehender DNA-
Proben führte zudem zur Herstellung von komplexen Libraries und vergleichbaren
sowie reproduzierbaren Sequenzierdaten.

Der steigende Probendurchsatz machte die Handhabung von Probeneingän-
gen, Probenbearbeitungen sowie der Ergebnisdarstellung sehr komplex. Die klas-
sische Nutzung von Excel-Tabellen zur Dokumentation und Informationsweiter-
gabe war dabei nicht mehr möglich. Als Anwendung zur Unterstützung admini-
strativer Aufgaben der Probenbearbeitung beschreibt die vorliegende Arbeit die
Entwicklung eines Labor-Informations- und Management-Systems (LIMS), wel-
ches zum Beginn der Exom-Sequenzierung am Institut für Humangenetik für die
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Next-Generation-Sequenzierung nicht zur Verfügung stand. Die web-basierte An-
wendung unterstützt die Laborarbeit auf den Ebenen des Probeneingangs, der
Probenbearbeitung und der Qualitätskontrolle im Hochdurchsatz. Das LIMS wur-
de weiterhin durch die Einführung eines sample manifest für den Probeneingang,
eines sample tracking sheet für die Probenprozessierung, sowie einem 2D-Barcode
System und der Kontaminationsanalyse in seiner Funktionsweise erweitert und
verfeinert.

Die Evolution der Laborfertigkeiten und des LIMS führte zu einer erfolg-
reichen Anwendung der NG-Sequenzierung am Institut für Humangenetik. Die
Automation wurde genutzt, um ein Protokoll für die Library-Präparation von
FFPE-DNA zu entwickeln und daraus abgeleitet, Kriterien an das Ausgangsma-
terial für eine erfolgreiche Sequenzierung zu definieren. Die Semi-Automation und
das LIMS wurde erstmals im Jahr 2011 zur Erkennung von kausativen Varianten
bei monogenen Erkrankungen eingesetzt. Seither folgten weitere Studien am In-
stitut für Humangenetik und die Exom- und Genom-Sequenzierung entwickelte
sich zu einer Routineanwendung. In der vorliegenden Arbeit werden exempla-
risch zwei Studien vorgestellt. In der ersten Studie aus dem Jahr 2011 wurde
durch eine Exom-Sequenzierung die ursächliche genetische Variante c.1858G>A,
p.Asp620Ans im Gen VPS35 bei drei Familien mit Morbus Parkinson identi-
fiziert. Alle Patienten leiden unter einer sich spät manifestierenden Form des
Morbus Parkinson mit einem mittleren Erkrankungsalter von 53 Jahren. Die Be-
troffenen tragen einen gemeinsamen Haplotyp von 65 kb, der das VPS35 -Gen
überspannt. Computergestützte sequenzbasierte Analysen, sowie Untersuchun-
gen zur Moleküldynamik, prognostizieren die familiäre Variante p.Asp620Asn als
schädlich. In einer zweiten Studie aus dem Jahr 2014 werden exemplarisch die
Grenzen der Exom-Sequenzierung aufgezeigt. Genetische Varianten, die außer-
halb der kodierenden Bereiche liegen, können mit der Exom-Sequenzierung nicht
erkannt werden. So konnten nur durch eine Kombination aus Exom- und Genom-
Sequenzierung bei Patienten mit Burn-McKeown-Syndrom biallele Mutationen
im Gen TXNL4A als ursächlich für die Erkrankung identifiziert werden. In neun
von elf untersuchten Familien fanden sich Veränderungen in TXNL4A. Wobei
in acht Familien seltene loss-of-function-Mutationen (nonsense, frameshift oder
Mikrodeletionen) auf dem einen Allel, in Kombination mit einer 34 bp-Deletion
in der Kern-Promotorregion auf dem zweiten Allel, auftraten. In einer konsan-
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guinen Familie sind alle vier Betroffene homozygot für eine abweichende 34 bp-
Promotordeletion in TXNL4A. Die Erkennung der Promotordeletion wurde erst
durch eine Genom-Sequenzierung möglich, da diese Bereiche durch die Exom-
Sequenzierung nicht repräsentiert wurden. Funktionelle Studien durch die Pro-
jektpartner konnten zeigen, dass die Promotordeletionen zu einer verminderten
TXNL4 -Expression führen. TXNL4A ist eine essentielle Untereinheit des U5-
Spleißkomplex. Untersuchungen an Hefe nach Depletion von TXNL4A (Dib1)
resultierten in einer reduzierten Assemblierung des tri-snRNP Komplexes. Die
Ergebnisse zeigen, dass das Burn-McKeown-Syndrom eine autosomal-rezessive
Erkrankung ist, die primär durch compound-heterozygote-Promotordeletionen in
Kombination mit sehr seltenen loss-of-function-Mutationen hervorgerufen wird.
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Einleitung

1 Einleitung

Das diploide humane Genom besteht aus 6x109 Nukleotiden. Deren Zusammen-
setzung bildet die Grundlage für die Individualität und die Vielfalt der menschli-
chen Spezies. Wenigstens sechs Prozent der genetischen Sequenz stand in den ver-
gangenen 100 Millionen Jahren unter hohem evolutionärem Selektionsdruck und
wird als biologisch funktional erachtet. Tatsächlich proteinkodierend sind hinge-
gen nur circa 1,5 % der genetischen Sequenz, während die verbleibenden 4,5 %
nicht-kodierende funktionelle Elemente darstellen [1]. Das Ziel der humangeneti-
schen Forschung ist die Untersuchung dieser Sequenzen und die Erlangung des
Verständnissen darüber, ob eine Veränderung dieser Abschnitte zu Gesundheit
oder Krankheit führt. Die Identifizierung krankheitsverursachender Gendefekte
hat eine herausragende Stellung in der humangenetischen Diagnostik. Erst durch
das Wissen um eine pathogene Genvariante kann der Patient aufgeklärt, thera-
piert und eine Prognose gestellt werden. Die genetische Diagnose einer Erkran-
kung unterstützt die Beratung des Patienten und dessen Familienangehörigen,
gibt Einblicke in die physiologische Rolle der betroffenen Gene und Genprodukte
und gibt Hinweise auf die zugrunde liegenden pathogenen Signal- und Stoffwech-
selwege [2].

1.1 Genetische Erkrankungen

Genetische Erkrankungen entstehen durch Veränderungen im Genom, die ererbt
oder durch Neumutationen erworben sein können. Die Alterationen betreffen die
DNA-Sequenz per se oder die chromosomalen Strukturen in Form von numeri-
schen Änderung der Chromosomenzahl oder Chromosomenbrüchen. Genetische
Erkrankungen können anhand der Anzahl der ursächlichen Gene unterschieden
werden: Monogene Erkrankungen sind gekennzeichnet durch Veränderungen in
nur einem Gen. Sie folgen den klassischen mendelschen Vererbungsregeln im
autosomal-dominanten (zum Beispiel Chorea Huntington, Marfan-Syndrom oder
Neurofibromatose Typ 1 und 2.), autosomal-rezessiven (zum Beispiel Sichelzellan-
ämie, Cystische Fibrose und Spinale Muskelatrophie) oder X-chromosomalem
(zum Beispiel Hämophilie A und B, Mukopolysaccharidose Typ II, Rot-Grün-
Blindheit oder Retinitis pigmentosa) Vererbungsmodus. Die meisten monogenen
Erkrankungen sind eher selten und betreffen eine Person unter mehreren 1.000
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Einleitung

gesunden Menschen.
Das Risiko von häufigen Erkrankungen, wie Morbus Crohn, Adipositas oder

Diabetes Mellitus, kann durch mehrere genetische Varianten beeinflusst sein [3].
Hier spricht man von multigener oder komplexer Vererbung [4].

Der einfachste Weg zum Verständnis einer Genfunktion ist die Untersuchung
von vererbbaren, pathogenen Varianten bei monogenen Erkrankungen [5]. In der
online Datenbank OMIM (Online Mendelian Inheritance in Men) [6] sind derzeit
6.801 monogene Erkrankungen beschrieben (Stand April 2018). Die zurückliegen-
den Strategien der letzten Jahrzehnte, zur Identifizierung von pathogenen Varian-
ten, wie Kandidatengenanalysen und Kopplungsanalysen, führten zur Identifika-
tion der genetischen Ursache bei fast der Hälfte aller mendelschen Erkrankungen
[3, 7]. Gegenwärtig ist bei 5.218 der beschriebenen monogenen Erkrankungen die
molekulare Basis bekannt. Die verbleibenden 1.583 Phänotypen unterliegen der
mendelschen Vererbung mit bisher unbekannter molekularer Basis.

Zur Aufklärung genetischer Veränderungen stand seit vielen Jahren die Sanger-
Sequenzierung humaner DNA-Abschnitte als Methodik an oberster Stelle. Hat
man früher für die Identifizierung einer pathogenen Veränderung zum Teil einige
Jahre gebraucht, ist es nun möglich, mit der Einführung der Hochdurchsatzse-
quenzierung, ein gesamtes Genom innerhalb weniger Tage zu sequenzieren und
zu analysieren [2]. Die Techniken der Hochdurchsatzsequenzierung werden unter
dem Begriff Next-Generation-Sequenzierung (NGS) zusammengefasst [8].

1.2 Identifizierung genetischer Varianten

Vor dem Beginn einer genetischen Analyse steht die traditionelle medizinische
Untersuchung. Mediziner erkennen die klassischen Symptome einer Erkrankung
und nutzen die gezielte genetische Untersuchung zur Bestätigung der Eingangs-
diagnose. Konventionelle molekulargenetische Untersuchungen beinhalten Kan-
didatengenanalysen und Kopplungsanalysen.

Kandidatengenanalyse mittels Sanger-Sequenzierung. Die Kandida-
tengenanalyse basiert auf dem Wissen über die biologische Funktion eines Gens
in Zusammenhang mit dem Phänotyp eines Patienten. Entsprechend der Erkran-
kung ist das Genprodukt und dessen Funktion im beteiligten Stoffwechselweg
lokalisiert und/oder funktionell integriert. Um pathogene Alterationen zu iden-
tifizieren, werden die entsprechenden Gene mittels Sanger-Sequenzierung unter-
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Einleitung

sucht.

Kopplungsanalysen. Werden genetische Loci oder Allele gemeinsam mit
einem Phänotyp vererbt, spricht man von genetischer Kopplung. Je näher da-
bei zwei Merkmale auf einem Chromosom zusammen liegen, desto höher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass sie gemeinsam vererbt werden. Durch chromosomale Re-
kombination während der Meiose können gekoppelte Allele voneinander getrennt
werden. In Familien mit monogenen Erkrankungen kann mittels Kopplungsana-
lyse die genomische Region, welche eine mögliche pathogene Variante enthält,
eingegrenzt werden. Eine Kopplungskarte gibt dabei die Information über die ge-
meinsamen genetischen Bereiche in den Betroffenen. Das statistisches Kriterium
zur Auswertung ist der LOD score [9]. Er gibt ein Aussage über die Wahrschein-
lichkeit, dass eine genetische Region tatsächlich gekoppelt vererbt wird, oder nur
durch Zufall zusammen auftritt. Ist eine gekoppelte Region identifiziert, welche
ausschließlich in den Erkrankten einer Familie kosegregiert, kann basierend darauf
eine Kandidatengenanalyse für die betreffenden Gene in dieser Region durchge-
führt werden.

Die beiden klassischen Strategien zur Identifizierung genetischer Varianten li-
mitieren die Möglichkeiten der Suche nach krankheitsassoziierten Genen [5]. Mit
der zeit- und kostenintensiven Kandidatengenanalyse können nur kleine genomi-
sche Bereiche abgedeckt und wenige Gene sequenziert werden. Die Kopplungs-
analyse ist eine indirekte Methode, für die möglichst große Familien mit mehre-
ren Betroffenen für eine Untersuchung zur Verfügung stehen sollten. Es konnte
Monate bis hin zu Jahren dauern, bis eine genetische Diagnose gestellt wurde
[10, 11], wobei selbst nach eingehender, voll ausgeschöpfter Methodologie, in le-
diglich circa 50 % der medizinischen Fälle eine genetische Aufklärung gelang [12].
Bei Erkrankten ohne Diagnose kann es zum Versäumnis von Therapieansätzen
kommen und das klinische Management schlechter ausgeführt werden. Für Fami-
lien ist eine gesicherte Diagnose erleichternd und unterstützt den behandelnden
Arzt bei der Beratung, Prognose und Therapie [13, 7].

Die Entwicklung der Hochdurchsatzsequenzierung vermag die Defizite der
klassischen genetischen Diagnostik zu schließen. Mit der NGS -Technik ist es mög-
lich, bei weiterhin fallenden Kosten, ein gesamtes Genom innerhalb weniger Tage
zu sequenzieren und zu analysieren. Dabei erlaubt sie die direkte Identifizierung
einer Variante im Vergleich zu Kopplungsstudien. Vor allem bei heterogenen
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Erkrankungen oder der Suche nach de novo-Mutationen, wie zum Beispiel bei
Entwicklungsstörungen des Nervensystems, sowie bei Krebserkrankungen ist die
NG-Sequenzierung erfolgversprechend.

Die Hochdurchsatzsequenzierung erlangte in der letzten Dekade enorme Po-
pularität und ist eine bahnbrechende Methodik zur Identifizierung pathogener
Genvarianten.

1.3 Next-Generation-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung mittels Kettenabbruchmethodik [14] war der bisherige
Goldstandard zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Abschnitts [15]. Der
Durchsatz bei der Sanger-Sequenzierung bleibt gering. Für jedes zu untersuchen-
de DNA-Fragment wird eine separate PCR und Sequenzreaktion benötigt [15].
Der Parallelisierung sind dadurch Grenzen gesetzt. Die im Jahr 2005 vorgestell-
te Technik der Hochdurchsatzsequenzierung - Next-Generation-Sequenzierung
(NGS), hat die Besonderheit, durch eine hohe Parallelisierung, gesamt-exomische,
gesamt-transkriptomische und gesamt-genomische Analysen, in vergleichsweise
kurzer Zeit und mit weiterhin sinkendem finanziellen Aufwand, für individuel-
le Patienten durchzuführen. Der Begriff Next-Generation-Sequenzierung umfasst
verschiedenste Sequenziermethoden der zweiten und dritten Generation mit den
unterschiedlichsten Sequenzierplattformen, von denen eine ganze Reihe kommer-
ziell zur Verfügung stehen oder noch in der Entwicklung befindlich sind [8]. Die
zugrunde liegenden Techniken und Chemikalien unterscheiden sich dabei zum Teil
erheblich voneinander. Daraus resultieren unterschiedliche Leselängen mit unter-
schiedlichen Fehlerraten sowie abweichende Beladungskapazitäten. Der Durch-
satz ist jedoch bei allen NGS -Anwendungen um ein vielfaches größer als bei der
Sanger-Sequenzierung [2]. Die Technik ermöglicht die Detektion von Punktmuta-
tionen (single nucleotide variants, SNVs) über Insertionen und Deletionen bis hin
zu größeren strukturellen Veränderungen (genomische rearrangements) in einer
Analyse.

Von allen NGS -Anbietern ist gegenwärtig die gebräuchlichste Plattform, die
der Firma Illumina (Illumina Inc.). 90 % aller bisher publizierten NGS -Daten
wurden auf den Sequenzierplattformen der Firma Illumina generiert [16]. Die
Sequencing-by-Synthesis-Sequenziertechnologie (SBS) [17, 18] bietet einen bisher
nicht übertroffenen Durchsatz, Genauigkeit, Geschwindigkeit und Skalierbarkeit,
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was zu einer signifikanten Reduktion der Kosten führt [19]. Die SBS -Technologie
und die ersten Sequenziermaschinen wurde von der Firma Solexa entwickelt und
2007 von Illumina gekauft. Das erste Modell der Firma Illumina war der Genome
Analyzer (GA) mit dem in einem Sequenzier-Lauf 1 Gb Daten erzeugt wurden.
Die produzierte Datenmenge steigerte sich mit jedem neu eingeführten Modell
bis hin zu 6 TB pro Lauf auf dem aktuellen NovaSeq. Mit dem HiSeqX kann ein
humanes Genom für circa 1.000 US-Dollar sequenziert werden [15].

1.3.1 Illuminas Sequencing-by-Synthesis

Von der Nukleinsäure eines Patienten bis zur Basenabfolge sind drei Schritte not-
wendig: die Herstellung der DNA-Bibliothek (Library-Präparation) (Abb.: 1), die
Generierung von klonalen Clustern auf der Flow Cell (cluster generation) (Abb.:
2) und die eigentlichen Sequenzierung (Abb.: 3). Im ersten Schritt, der Präpa-
ration der Library, wird die DNA mechanisch fragmentiert und die Enden der
entstandenen Fragmente so modifiziert, dass plattformspezifische Oligonukleotid-
Adapter an beide Fragmentenden ligiert werden können. Die Adapter sind doppel-
strängige Oligonukleotide, welche die Basenabfolge der Sequenzierprimer, sowie
komplementäre Bereiche zu den Oligonukleotiden auf der Flow Cell enthalten.
Gleichzeitig sind in den Adapter-Sequenzen individuelle Indizes enthalten, welche
aus 6 oder mehr Nukleotiden bestehen und das Multiplexen von mehreren Proben
erlauben. Die modifizierten DNA-Moleküle werden zusammen als DNA-Library
bezeichnet [15]. Vor der eigentlichen Sequenzierung wird die Library amplifiziert
um eine möglichst große Anzahl identischer Moleküle für die photographische
Detektion zu generieren. Diese sogenannte Cluster Generation findet mittels ei-
ner Bridge-Amplification auf der Flow Cell statt. Dabei wird aus einem einzel-
nen DNA-Fragment, durch eine isothermale PCR, eine DNA-Kolonie (Cluster)
erzeugt (Abb.: 2) [20]. Diese dienen als Template für das eigentliche Sequencing-
by-Synthesis, welches im Anschluss an die Cluster Generation erfolgt (Abb.: 3)
[18].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Library-Präparation [21]. (A) Die
kohäsiven Enden des fragmentierten genomische DNA-Doppelstrangs, in grün dargestellt,
werden in der End-Repair aufgefüllt. (B) Ligation eines A-Nukleotids als 3’-Überhang an
die fragmentierte genomische DNA als Vorbereitung zur Adapter-Ligation. (C) Ligation der
plattformspezifischen Adapter. Die orangefarbenen Sequenzen enthalten die Bindestellen für
die Sequenzier-Primer. Die in blau und lila dargestellten Abschnitte sind komplementär zu
den Oligonukleotiden auf der Flow Cell. (D) Struktur eines Library-Moleküls.

Abbildung 2: Cluster Generation [21]. In grün ist das DNA-Insert dargestellt. Die
Adapter-Sequenzen sind blau und lila markiert. Zusammen bilden das DNA-Insert und die
beiden Adapter ein einzelsträngiges Library-Molekül. Die Anreicherung der Library erfolgt als
Bridge-Amplifikation auf einer Durchflusszelle (Flow Cell). (E) Die Flow Cell enthält auf ih-
rer Oberfläche immobilisierte Oligonukleotide, die komplementär zu den an die DNA gebun-
den Adapter sind. (FG) Nach der Hybridisierung der DNA-Fragmente an die Oligonukleotide
findet die klonale Amplifikation zu einem Cluster statt. (H) In der folgenden Denaturierung
werden die reversen Stränge entfernt und an die verbleibenden Einzelstränge Sequenzierpri-
mer hybridisiert.
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Abbildung 3: Sequencing-by-Synthesis [21]. In grün ist die Nukleotidsequenz des zu
sequenzierenden DNA-Inserts dargstellt. Der einzelsträngige Adapter in lila wird durch den
Sequenzier-Primer in blau gebunden. Bei der eigentlichen Sequenziertechnologie handelt es
sich um ein Sequencing-by-Synthesis-Verfahren (SBS). (I) Dabei werden parallel alle vier mit
Farbstoffen markierte dNTPs über die Cluster gespült (in blau, grün, orange und lila dar-
gestellt). Die Besonderheit ist hierbei, dass die dNTPs einen terminalen 3’-Blocker besitzen,
der den Einbau von nur einem Nukleotid erlaubt. Nicht inkorporierte Nukleotide werden weg
gewaschen und das zum DNA-Fragment komplementäre Nukleotid wird über den gekoppelten
Farbstoff photographisch detektiert. (J) Im Anschluss werden die terminalen Blocker abge-
baut und ein neuer Zyklus kann beginnen. (K) Die Nukleotidsequenz wir im anschließenden
Base Calling erzeugt.
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1.3.2 Exom-Sequenzierung

Zwar ist es in der Ära der Next-Generation-Sequenzierung möglich ein gesamtes
Genom innerhalb weniger Tage zu sequenzieren, dennoch ist der routinemäßige
Hochdurchsatz für eine Genom-Sequenzierung mit hohen Kosten verbunden. Da-
her fokussiert sich die aktuelle Forschung vor allem auf die proteinkodierenden
Bereiche des Genoms (1,5 % [1, 3]), die in ihrer Gesamtheit als Exom bezeichnet
werden.

Neben dem Kostenfaktor stellen vor allem zwei Punkte eine Exom-Sequenzier-
ung als erfolgreich in Aussicht: a) Die bisherige Erfahrung zeigt eine hohe Erfolgs-
rate bei Kandidatengenanalysen, die kausative Variante zu identifizieren [5]. b)
Circa 85 % der bekannten pathogenen Allele, die einer mendelschen Erkrankung
zugeordnet sind, liegen in proteinkodierenden Bereichen [22, 23]. Veränderun-
gen in kodierenden Bereichen können besser erklärt werden als Mutationen in
einem wenig bis gar nicht charakterisierten inter- oder intragenischen Bereich
[24]. Somit repräsentiert die Exom-Sequenzierung einen aussichtsreichen Ansatz
zur Identifizierung von genetischen Veränderungen mit hoher Effektgröße. Die
Exom-Sequenzierung wurde im Jahr 2010 erstmals zur Identifizierung genetischer
Alterationen bei monogenen Erkrankungen angewendet [25].

1.3.2.1 Exom-Anreicherungstechniken
Kurz nach dem Einzug der NG-Sequenziertechnologie, wurden Methoden ent-

wickelt um das Exom anzureichern [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33]. Die gebräuch-
lichsten Anreicherungstechniken finden mittels Hybridisierungsverfahren in Lö-
sung statt [28, 34]. Die populärsten Systeme sind: Roche NimbleGen mit dem
SeqCap EZ System [35], Illumina mit dem Nextera Rapid Capture Exome Kit
[36] und Agilent mit dem SureSelect XT Human All Exon [28] Anreicherungskit.
Die Library-Präparation aller Kits ist sehr ähnlich (Abb.: 4). Grundlegend für
alle Methoden, ist die Hybridisierung der zuvor präparierten DNA-Library an
einzelsträngige, biotinylierte DNA- oder RNA-Baits. Die Baits sind 60 bis 120
Basen lange Oligonukleotide, die komplementär zu den exomischen Sequenzen
sind [37]. Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgt eine selektive Rückgewin-
nung durch die Aufreinigung mit streptavidingekoppelten magnetischen Beads.
Alle nicht hybridisierten Fragmente werden dabei weg gewaschen, wohingegen
alle angereicherten genomischen Abschnitte final eluiert und amplifiziert werden.
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Abbildung 4: Übersicht zur Exom-Anreicherungstechik der Firma Agilent [38].
Die hochmolekulare genomische DNA wird im ersten Schritt durch fokussierte Schallenergie
auf 150 bis 600 bp fragmentiert. Im Anschluss werden die Enden der DNA-Fragmente mo-
difiziert und Adapter ligiert. Es folgt die Hybridisierung an RNA-Baits und eine Selektion
der DNA/RNA-Hybride über magnetische streptavidingekoppelte Beads. Die Angereicher-
ten DNA-Moleküle werden amplifiziert, wobei probenspezifische Indizes eingebaut werden.
Im Anschluss an die Qualitätskontrolle und das Pooling kann die angereicherte DNA-Library
sequenziert werden.
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Tabelle 1: Vergleich der gegenwärtig aktuellen Anreicherungskits. [42, 43]

Zielregion Anzahl Bait DNA Einsatz- Adapter Add- Bait RefSeq UTR
Kit [Mb] der Baits Art menge [ng] ition durch Länge [Mb] [Mb]

SureSelect XT v.6 60 758.086 RNA 200-3000 Ligation 120 mer k.A. k.A.

SureSelect XT v.5 51 655.872 RNA 200-3000 Ligation 120 mer 30 3,6

Illumina Nextera
Rapid Capture v1.2 45 >340.000 DNA 50 Transposase 95 mer 33,5 3,4

Roche Nimblegen SeqCap
EZ Exome v3.0 64 >2.100.000 DNA 1000 Ligation 60-90 mer 33,5 8,7

In der Tabelle 1 sind die Parameter der gegenwärtig aktuellen Anreicherungs-
kits vergleichend dargestellt. Sie unterscheiden sich in der Art, Länge und Dichte
der zur Anreicherung genutzten Baits . Obwohl sich alle drei Kits an den Da-
tenbanken RefSeq [39], Ensembl [40] und CCDS [41] zur Bestimmung der Ziel-
sequenz orientieren, gibt es Unterschiede in der Definition der Baits . Zusätzlich
zu den kodierenden Regionen decken alle Kits mehr oder weniger große UTR-
Bereiche ab. Alle Techniken erzielen eine hohe Abdeckung in den gewünschten
Regionen und zeigen eine hohe technische Reproduzierbarkeit. Letztlich obliegt
es dem Anwender für welches Kit er sich entscheidet. Ausschlaggebend können
hier die Qualität der Daten, die Kosten und die zu investierende Zeit für eine
Library-Präparation sein. In dieser Studie wurde mit den SureSelect Human all
Exon Kits als Standardanreicherungstechnik gearbeitet.

1.4 Labor-Informations- und Management-System

Ein Labor-Informations- und Management-System (LIMS) wird zur Unterstüt-
zung administrativer Aufgaben der Probenbearbeitung innerhalb des Laborbe-
triebs eingesetzt. Es dient der Erfassung, Auswertung und Präsentation von Ana-
lysedaten. Zeitgleich werden alle anfallenden Daten in standardisierter und leicht
zugänglicher Form gespeichert [44, 45].

Seine Wurzel hat das LIM-System in der Labor-Automation und wurde 1973
zum ersten Mal auf der Pittsburgh Conference on Analytical Chemistry and Ap-
plied Spectroscopie diskutiert. [46, 47]. Perkin-Elmer publizierte als erste Firma
ihr kommerzielles LIMS 2000 im Jahr 1983. Mit ihm war es möglich Daten ver-
schiedener Labor-Automationen zu sammeln, daraus Ergebnisse zu berechnen,
graphisch darzustellen und zu drucken. Gleichzeitig konnte die gegenwärtige Aus-
lastung der Automationen bis hin zu deren Produktivität und Profitabilität über
einen größeren Zeitraum bestimmt werden [48].
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Die Probenverwaltung, beginnend mit dem Probeneingang bis hin zu Ana-
lyseergebnissen, wurde in der Vergangenheit häufig mittels Tabellendokumenten
bewältigt, die auf den Computern der jeweiligen Bearbeiter gespeichert wurden
[49]. Die Steigerung des Probenaufkommens, die komplexen Abläufe im Labor,
sowie die weiterhin steigende Menge an Daten, macht das Arbeiten mit solchen
Dokumenten und deren Weitergabe unmöglich [50, 51]. Arbeiten mehrere Be-
nutzer an dem gleichen Tabellendokument kann es zu redundanten Einträgen
kommen. Es entstehen verschiedene Versionen des Dokuments. Eine Standar-
disierung und Kontrolle der Daten ist schwer möglich, vor allem wenn häufig
Einträge aktualisiert oder gelöscht werden [49].

Die Verfolgung und Kontrolle prozessrelevanter Daten hilft Arbeitsabläufe zu
optimieren, Probleme zu identifizieren und zu beheben. Das Risiko von Fehlern
während der komplexen Laborabläufe und die damit einhergehenden Kosten wer-
den durch die Standardisierung reduziert [45].

Neben der Probenregistrierung und dem Controlling von Laborprozessen bie-
tet eine zentrale Datenbank allen Kooperationspartner gleichermaßen Zugang zu
den Projektdaten und Analyseergebnissen [49]. Der Zugang zur Datenbank kann,
im Kontrast zu Tabellendokumenten, ausschließlich autorisierten Nutzern und
Nutzerkreisen über eine Nutzerkennung und ein individuelles Passwort gewähr-
leistet werden. Tabellendokumente können zwar passwortgeschützt sein, jeder
Benutzer kennt und nutzt jedoch das gleiche Passwort. Eine wirkliche Datensi-
cherheit ist nicht gewährleistet [49]. LIM-Systeme sind kommerziell erwerbbar
jedoch ist die Lizenzgebühr einer solcher Applikationen sehr hoch bei gleichzeitig
geringer Komplexität und Flexibilität der Anwendungen [49, 52]. Mit der Ent-
wicklung eines eigenen NGS -LIMS kann die Anwendung von Grund auf nach
den individuellen Bedürfnissen gestaltet und erweitert werden. Dem Nutzer steht
eine intuitive graphische Oberfläche zur Verfügung in der NGS -relevante Daten
systematisch und standardisiert erfasst und abgerufen werden können.

1.5 Bioinformatik

Jedes Hochdurchsatz-Sequenzierexperiment ergibt eine große Menge an Daten,
die erst durch eine Abfolge informatischer Schritte für den Nutzer analysierbar
werden. Die Primärdaten der Sequenzierung sind die durch die Kamera aufge-
nommenen Bilder der Fluoreszenz der einzelnen Nukleotid-Inkorporationen. Die-
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se werden in der Image Analysis und im Base Calling in eine Nukleotidsequenz
umgeschrieben (Abb.: 3K). Die Einzelsequenzen werden als Read bezeichnet. Sie
werden im Anschluss an das Base Calling über ihren Index mit der Software
CASAVA den einzelnen Patienten zugeordnet (Demultiplexing), um danach im
Read Alignment definierten Positionen auf dem Referenzgenom zugeordnet zu
werden. Hierzu nutzt man zum Beispiel die Software BWA [53]. Als Referenzse-
quenz dienen die Genom-Definitionen der Datenbanken University of Santa Cruz
(UCSC) oder Genome Reference Consortium (GRC) in den jeweils aktuellen Ver-
sionen. Die Summe aller Reads die eine genomischen Position abdecken, wird als
Sequenziertiefe (Coverage) bezeichnet. Je höher die Abdeckung einer einzelnen
genomischen Position ist, desto sicherer kann man homozygote von heterozygoten
Varianten unterscheiden und Sequenzierfehler von echten Varianten trennen [24].
Bei einer Exom-Sequenzierungen zielt man auf eine Abdeckung von mindestens
20-fach bei mehr als 90 % (durchschnittlich 95 %) der Basen ab. Bei Studien in
denen durch den Vergleich der genetischen Information von Eltern und Kindern
de novo-Mutationen identifiziert werden sollen spielt die Sensitivität eine große
Rolle. Es wird empfohlen, die Abdeckung für alle drei Proben auf mindestens
60-fach zu erhöhen, um vor allem die beiden Allele der Eltern ausreichend vor-
liegen zu haben [54]. Je höher die Coverage einer genomischen Position ist, desto
sicherer gelingt auch das Variant Calling durch Software wie SAMtools [55] oder
GATK [56]. Hierbei wird definiert an welchen Nukleotid-Positionen sich die se-
quenzierte DNA vom Referenzgenom unterscheidet. Zudem ist das Gelingen des
Variant Callings abhängig von der Qualität der Sequenzierung. Für eine qualita-
tive Evaluation der erhaltenen Sequenzierdaten werden verschiedene Parameter
herangezogen die in Tabelle 2 näher definiert sind. Zeigt eine Library verringerte
Qualitätsparameter nach der Sequenzierung kann es zu einem vermehrten Auf-
treten von falsch-positiven Varianten kommen. An das Variant Calling schließt
die Annotation an. Um mögliche funktionelle Konsequenz einer Variante vor-
herzusagen, fließen Parameter aus in silico Analysen ein, wie die evolutionäre
Konservierung des Nukleotids (GERP [59], PhyloP [60]) oder Werte zur bioche-
mischen Distanz zwischen wildtyp- und varianter Aminosäure (Grantham [61]).
Zusätzlich dazu wird mit Anwendungen wie SIFT (sorting intolerant from tole-
rant) [62] und PolyPhen2 (polymorphism phenotyping) [63] eine Vorhersage auf
Grund von strukturellen Effekten der Veränderung getroffen.
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Tabelle 2: Definition der Parameter zur Beurteilung der Sequenzierqualität.
Die Angaben zum Durchschnitt beziehen sich auf die Berechnungen aus den Daten von 100
internen Exomen von DNA aus peripheralem Blut.

Parameter Definition Durchschnitt

Mapped Reads Prozentuale Anzahl aller Reads, die dem
Referenzgenom eindeutig zugeordnet werden
konnten.

>99 %

Gb Anzahl der pro Library sequenzierten Giga-
basen.

>8%

Ø Abdeckung Durchschnittliche Anzahl der Reads, die jede
Ziel-Base des Exoms abdecken

>120-fach

20-fache Abdeckung Prozentuale Anzahl der Basen, die von we-
nigstens 20 Reads abgedeckt werden.

>98 %

On-Bait Prozentsatz aller Reads, die auf der definier-
ten Zielsequenz liegen +/- 50 bp.

>77%

Duplikatrate Prozentualer Anteil der Reads eines Exoms,
die exakt die gleiche chromosomale Position
abdecken.

9%

CNV Noise Statistischer Wert der angibt, wie vergleich-
bar die Abdeckung eines Exoms im Kontrast
zu einem Datenset aus 100 zufälligen Exo-
men ist, um mögliche CNVs zu detektieren
[57].

<2,0%

Kontamination Prozentualer Wert der statistisch errechnet
Kontamination. [58].

<2,0%
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Tabelle 3: Übersicht zur Art und Anzahl von genetischen Varianten in einem
humanen Exom. Die Durchschnittswerte beziehen sich auf die Analyse von 14.486 interne
Exomen. Zusätzlich zu den tabellarisch dargestellten Varianten finden sich weitere Verände-
rungen in inter- oder intragenischen Bereichen, in miRNAs sowie near-splice.

Art durchschnittliche Anzahl pro Exom
Gesamt 71.185

nicht-synonym (missense) 11.400
synonym 11.600
frameshift 302

Indel 335
nonsense (Stopp) 114

Spleißstelle 7.500
stopploss 38
UTR 8.052

Es resultiert eine Liste aus durchschnittlich 71.000 exomischen Varianten (ba-
sierend auf der Analyse von rund 14.500 internen Exomen) mit dem dazugehöri-
gen Qualitätswert, der Art der Veränderung sowie der genomischen Position. Ein
Exom beherbergt mehr als 23.000 kodierende Varianten (frameshift, missense,
nonsense, stoploss, synonym) im Vergleich zur humanen Referenz. Durchschnitt-
lich 11.400 davon sind nicht-synonyme Aminosäureveränderungen sowie 11.600
synonyme Varianten (Tab.: 3).

Mögliche ursächliche Varianten werden auf Grund der Häufigkeit ihres Vor-
kommens und der vorhandenen Annotation gefiltert. Zur Interpretation der ver-
bleibenden Varianten stehen der Bioinformatik verschiedene Datenquellen zur
Verfügung. Informationen aus den Datenbanken HGMD (The Human Gene Mu-
tation Database) [64] oder OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) [6]
geben Aufschluss über eine bereits bekannte Assoziation der Variante oder eines
Gens mit einem Phänotyp. Zusätzlich fließen Frequenzinformationen aus dbSNP
[65], dem Exome Variant Server (EVS) [66] sowie der ExAC Datenbank [67] ein.
Für die weitere Filterung der Varianten werden verschiedene Priorisierungsstra-
tegien angewendet.
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1.6 Strategien zur Identifizierung krankheitsverursachen-
der genetischer Varianten aus Exom-Daten

Die wohl größte Herausforderung der Hochdurchsatzsequenzierung ist die Iden-
tifikation einer pathogenen Genvariante in einer großen Anzahl von Varianten.
Ein Exom beherbergt drei verschiedene Klassen von Mutationen [68]. Punktmu-
tationen treten als Transitionen oder Transversionen auf, wobei eine Base gegen
eine andere getauscht wird (Basensubstitution). Bei Insertionen und Deletionen
kommt es zu einem Hinzufügen oder Entfernen von einem oder mehreren Nukleo-
tiden, bis hin zu Änderungen der Kopiezahl von Genen (copy number-Varianten).
Punktmutationen können in kodierenden als auch in nicht-kodierenden Bereichen
des Genoms auftreten. Kodierende Varianten werden unterteilt in synonyme, mis-
sense, frameshift, stop oder stop-loss-Varianten sowie in funktionellen Domänen
gelegen, wie zum Beispiel der kanonischen Spleißstelle oder der 5’-UTR (un-
translated region). Genetische Varianten treten heterozygot (ein Allel betreffend)
oder homozygot (beide Allele betreffend) auf. So werden die rund 71.000 gene-
tischen Veränderungen in einem Exom klassifiziert und eingeteilt (Tab.: 3). Zur
Priorisierung des Datensatzes, von seltenen, nicht-synonymen Varianten einer
NG-Sequenzierung, nutzt man abhängig vom Studiendesign, verschiedene Prio-
risierungsstrategien [2] zur Identifikation der, für einen pathogenen Phänotyp
kausativen, genetischen Veränderung (Abb.: 5).

1.6.1 Priorisierungsstrategie bei familiären Erkrankungen

Segregiert eine Erkrankung in einer Familie werden die Exome oder Genome von
zwei oder mehreren, von einer Krankheit betroffene, Familienmitglieder unter-
sucht (Abb.: 5a) [2]. Die Varianten werden auf gemeinsam auftretende Verän-
derungen hin priorisiert. Nah verwandte Menschen teilen sich viele gemeinsame
Alterationen, während weit entfernt Verwandte nur noch wenige genetische Ge-
meinsamkeiten teilen. Je größer der Stammbaum einer Familie ist, aus dem zwei
entfernt Verwandte analysiert werden, desto höher ist der Erfolg bei dieser Prio-
risierungsstrategie. Cousin und/oder Cousinen 1. Grades teilen sich 12,5 % ge-
netische Sequenz, während Verwandte 3. Grades unter 1 % genetisches Material
gemeinsam haben. Zusätzlich dienen die Exom-Daten von nicht betroffenen Mit-
gliedern einer Familie als Kontrolle [25]. Varianten, die in den Betroffenen, nicht
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Abbildung 5: Priorisierungsmöglichkeiten von Exom-Daten (angepasst nach
Neveling et al. [2]).

aber in den Gesunden auftreten, werden weiterführend untersucht. Die identi-
fizierten Kandidatengene werden in der gesamten Familie und in einer krank-
heitsunabhängigen Kontrollpopulation analysiert. Kosegregiert eine Variante mit
der Erkrankung innerhalb der Familie, gibt es nicht-verwandte Betroffene, wel-
che die gleiche Variante oder eine Veränderung im gleichen Gen tragen und findet
man diese Varianten nicht in einer Kontrollpopulation und gesunden Familienmit-
gliedern, so ist sie wahrscheinlich pathogen und ursächlich für den untersuchten
Phänotyp [69, 70].

1.6.2 de novo-Strategie bei Eltern-Kind-Trios

Die Priorisierung anhand der de novo-Strategie [2] hat sich vor allem bei schwe-
ren Entwicklungsstörungen mit früher Letalität etabliert [71]. Essentiell für die
Suche nach de novo-Alterationen, ist die Sequenzierung eines Eltern-Kind-Trios
(Abb.: 5e), wobei das Kind von der Erkrankung betroffen ist, während die El-
tern gesund sind. Pro Patient identifiziert man durchschnittlich 1 bis 2 nicht-
synonyme de novo-Varianten im Exom. Die Trio-basierte de novo-Strategie hat
sehr hohe Ansprüche an die Qualität und die Reproduzierbarkeit der Anreiche-
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rung und Sequenzierung. Um eine Variante in den Eltern ausschließen zu kön-
nen, sollte die durchschnittliche Sequenziertiefe aller drei Proben 60-fach betra-
gen, die Qualität der Varianten hoch sein und gefundene Veränderungen mittels
Sanger-Sequenzierung validiert werden [72]. Etliche Studien zeigen die erfolgrei-
che Anwendung dieser Strategie in heterogenen Erkrankungen wie Autismus und
Schizophrenie [71, 73, 74, 72] sowie bei Patienten mit schwerer nicht-syndromaler
mentaler Retardierung [75].

Eine ganz ähnliche Analyse findet auch Anwendung bei der Suche nach so-
matischen Mutationen in Tumoren. Anstelle eines Trios wird hier DNA aus ge-
sundem Gewebe sowie aus Tumorgewebe sequenziert. Initial vergleicht man die
Daten des Tumors mit denen des gesunden Gewebes und filtert die somatischen
Varianten heraus. Diese wiederum können in einem nächsten Schritt mit anderen
Tumor-Gewebe-Paaren abgeglichenen werden, wobei alle gesunden Gewebe als
Kontrolle dienen und gemeinsame Genvarianten, oder das gleiche betroffene Gen,
in den Tumorproben gefiltert werden [76, 77].

1.6.3 Überlappungsstrategie in Patientengruppen mit gleichem Phä-
notyp

In Patientengruppen, die eine Erkrankung ohne genetische Heterogenität gemein-
sam haben, ist die Anwendung der Überlappungsstrategie [2] erfolgversprechend.
Das ist besonders in dem Fall hilfreich, wenn ein autosomal-dominanter Erbgang
vermutet wird und keine großen Familien mit mehreren Betroffenen zur Verfügung
stehen (Abb.: 5d). Die Untersuchungshypothese setzt dabei voraus, das nicht-
verwandte Personen mit der gleichen Erkrankung, auch die gleiche genetische
Variante, oder Veränderungen im gleichen Gen gemeinsam haben. Tatsächlich
ist die Anzahl der Krankheitsgene in denen mehrere nicht-verwandte Betroffene
Mutationen tragen sehr gering [78]. Eine gute klinische Diagnose der Patienten
und die tatsächlich vorhandene genetische Homogenität reichen aus, um in einer
sehr kleinen Patientengruppe ein Kandidatengen zu identifizieren [79, 80, 81].

1.6.4 Homozygotie-Strategie bei konsanguinen Eltern

Während bei unverwandten oder entfernt verwandten Paaren ein Basisrisiko von
2-4 % besteht, ein durch einen Gendefekt krankes Kind zu bekommen, steigt
dieses Risiko bei Verwandten 1. Grades auf bis zu 25 %. Bei Cousin/Cousine 1.
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Grades liegt das Risiko noch bei 6,25 % [82]. Untersucht man rezessive Erkran-
kungen bei Kindern mit gesunden, blutsverwandten Eltern, kann auf rezessive
Veränderungen in homozygoten Genomabschnitten hin priorisiert werden [2]. Die
homozygoten DNA-Abschnitte können direkt durch die Exom-Analyse definiert
werden. Nun sucht man nach rezessiven Varianten in den Betroffenen und schließt
ihr Auftreten bei gesunden Verwandten und in einer Kontrollpopulation aus [2].
Mit dieser Strategie konnte die genetische Ursache von Epilepsie und Myoklonie
in einer konsanguinen Ägyptischen Familie aufklärt werden [83].

1.6.5 Priorisierungsstrategie bei rezessiven Erkrankungen

In Fällen, in denen nur sehr wenige Patienten oder kleine Familien zur Verfü-
gung stehen, kann keine der bisher beschriebene Priorisierungen durchgeführt
werden [2]. Bei rezessiven Erkrankungen kann nach der ersten allgemeinen Filte-
rung der Varianten nach ihrer Funktionalität und der Häufigkeit ihres Auftretens,
auf homozygote oder compound-heterozygote Varianten hin priorisiert werden.
Dies verringert die Anzahl der zu untersuchenden Alterationen um ein vielfa-
ches. Verbliebene Varianten können anschließend in anderen Patienten analysiert
oder ihre Kosegregation untersucht werden. So konnten Pierce et al. in einer
kleinen Familie mit zwei betroffenen Schwestern mit Perrault-Syndrom eine com-
pound-heterozygote Variante in HSD17B4 identifizieren, die zu einer deutlichen
Reduktion der HSD17B4-Proteinexpression führt [84].

1.6.6 Kandidatengen-Strategie bei individuellen Patienten

Es gibt Fälle, bei denen man nur zu einem individuellen Patienten Zugang hat.
Dies hat zur Folge, dass die große Anzahl an genetischen Veränderungen nicht
mit Familienmitgliedern oder anderen Patienten abgeglichen werden können [2].
Letztlich erfolgt die Priorisierung anhand möglicher Effekte auf die Proteinfunk-
tion. Einen hohen Stellenwert erhalten alle Stopp- und frameshift-Mutationen
und solche, die die kanonische Spleißstelle betreffen. Missense-Mutationen wer-
den anhand ihres Effektes auf das Protein priorisiert (Grantham-Wert), sowie
die evolutionäre Konservierung der betroffenen Aminosäure und der Nukleotide
(phyloP oder GERP-Wert) [2]. Dem zugrunde liegt der Nachweis, dass patho-
gene Varianten vor allem hoch konservierte Bereiche betreffen, im Gegensatz zu
neutralen Veränderungen [71]. Es gibt einige bioinformatische in silico Anwen-
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dungen, die genetische Veränderungen als schädlich oder unschädlich, mit einer
Richtigkeit von 75 bis 80 %, einstufen [54]. Klassische Prädiktionsprogramme
sind PolyPhen2 [63], SIFT [85], Mutation Taster [86], MutPred und SNAP [87].
Die Anwendung der Kandidatengenstrategie, zusammen mit computergestützten
Prädiktionsprogrammen zur Identifizierung eines Kandidatengens bei erblicher
spastischer Paraparese, zeigten Erlich et al.. Sie definierten anhand dieser Me-
thodik eine Mutation in KIFA1 als wahrscheinlich pathogen [88].

Die beschriebenen Priorisierungsstrategien allein, oder in Kombination mit-
einander, haben starkes Potential. Zur Validierung einer möglichen Assoziation
zwischen Mutation und Phänotyp sowie dem Verständnis zur biologischen Grund-
lage einer Erkrankung sind funktionelle Studien notwendig. Erste Schritten könn-
ten die Analyse der Proteinsythese,- faltung, und -degradation sein. Zusätzlich
kann der Einfluss auf den Proteintransport und Protein-Protein-Interaktionen
zwischen dem Wildtyp und der Mutante untersucht werden [54]. Mittlerweile un-
terstützt auch hier die Bioinformatik mit geeigneter Software zur funktionellen
Beurteilung, wie zum Beispiel bei Simulationen von Moleküldynamiken [89]. So
kann computergestützt gezeigt werden, wie sich die Faltung oder Stabilität eines
Proteins durch den Austausch von Aminosäuren verändert, wodurch Rückschlüs-
se auf funktionelle Veränderungen möglich sein können [69].
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Der erste Teil der Aufgabenstellung meiner Arbeit umfasste die Entwicklung ei-
nes Labor-Informations- und Management-Systems (LIMS) für den Bereich der
Next-Generation-Sequenzierung (Beginn Ende 2009). Es sollten die laborrelevan-
ten Bereiche der Probenerfassung, Probenprozessierung und Qualitätssicherung
enthalten. Ein solches System war bisher für die Aufgaben innerhalb der Hoch-
durchsatzsequenzierung am Institut für Humangenetik noch nicht verfügbar.

Im einem zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Exom-Sequenzierung im Hoch-
durchsatz eingeführt werden. Dies inkludierte die Etablierung einer automati-
sierten Library-Präparation, der Standardisierung der Laborabläufe sowie der
Sicherstellung der Qualität von Laborarbeit und der erhaltenen Sequenzierdaten.

Die Einführung der automatisierten Library-Präparation gliederte sich in zwei
Schritte: mit dem Erwerb des Pipettierroboters Bravo Liquid Handling Station
der Firma Agilent im Jahr 2010 konnte der manuelle Durchsatz auf 48 Proben,
bei geringerer Bearbeitungszeit durch den Anwender, gesteigert werden.

In einem zweiten Schritt, zwei Jahre später, wurde der Bravo erweitert und die
parallel Prozessierung von 96 Proben ist seither möglich. Im Laufe der Evolution
der Laborfertigkeiten wurden Laborprozesse optimiert und standardisiert.

Der dritte Teil der vorliegenden Arbeit hatte die Anwendung der Exom-
Sequenzierung zur Identifikation pathogener Genvarianten bei Patienten mit häu-
figen und seltenen genetischen Erkrankungen zur Aufgabe. Es wurde exemplarisch
in einer Studie aus dem Jahr 2011 bei Patienten mit Morbus Parkinson gezeigt,
dass die Exom-Sequenzierung erfolgreich zur Identifikation kausativer Varianten
bei monogenen Erkrankungen angewendet werden kann.

In einer zweiten Studie aus dem Jahr 2014 bei Patienten mit Burn-McKeown-
Syndrom zeigte sich die Limitation der Exom-Sequenzierung. Es wird demon-
striert, dass durch den Fokus auf proteinkodierende Bereiche kausative Vari-
anten, wie in diesem Fall innerhalb des Promotorbereichs, durch die Exom-
Sequenzierung allein nicht detektierbar sind. Durch eine Kombination aus Exom-
und Genom-Sequenzierung konnten die ursächlichen, compound-heterozygoten-
Varianten in Betroffenen mit Burn-McKeown-Syndrom nachgewiesen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probenmaterial

Der Hauptteil des Probenmaterials wurde uns in Form von DNA von den je-
weiligen Kooperationspartnern zugesandt. Dort wurde es im Rahmen der geneti-
schen Diagnostik und Beratung gesammelt. Die Proben des Parkinson Projektes
erhielten wir von der Medizinischen Universität Wien. Alle Patienten und deren
Verwandten, die an dieser Studie teilnahmen, haben ein schriftliches Einverständ-
nis zur Nutzung ihrer Daten gegeben. Als Kontrollpopulation nutzen wir DNA
der Probanden der KORA-AGE und KORA-S4 Studie. Die Patientenproben für
die Studie bei Patienten mit Burn-McKeown-Syndrom wurden uns durch unse-
re Kooperationspartner zur Verfügung gestellt. Als Kontrollpopulation wurden
gesunde Probanden aus Manchester, Essen und der KORA-Studie ausgewählt.

2.1.2 Geräte

Geräte Hersteller

Bravo Liquid Handling Platform Option B Agilent Technologies
NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc.
Qbit Fluorometer Thermo Fisher Scientific Inc.
peqStar PCR Thermocycler VWR International GmbH
Safire II micorplate reader Tecan Group Ltd.
Covaris E220 series Sample Preparation System Covaris
Covaris S2 Covaris
Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies
LabChip GX PerkinElmer Inc.
cBot v 1.5 Illumina, Inc.
Savant Speed Vac Thermo Fisher Scientific Inc.
Eppedorf Concentrator Plus Eppendorf AG
Genome Analyzer IIx Illumina, Inc.
HiSeq2000, HiSeq 2500, HiSeq4000 Illumina, Inc.
ABI Prism 3730 DNA Sequenzer Thermo Fisher Scientific Inc.
7900HT real-time PCR System Thermo Fisher Scientific Inc.
LightCycler 480 Roche Ltd
LightScanner HR I 384 Instrument Idaho Technology Inc.
chemagig MSM I PerkinElmer Inc.
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Reagenzien Hersteller

Quant-iT Broad-Range DNA Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
Qubit dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
Covaris micro TUBE with AFA fiber and snap cap Covaris
Agilent DNA 1000 Kit Agilent Technologies
Agilent High Sensivity DNA Kit Agilent Technologies
SureSelect Human All Exon Kit v3, v5, v6 Agilent Technologies
TruSeq DNA PCR-Free Sample Preparation Kit Illumina, Inc.
DNA 1K Reagent Kit PerkinElmer Inc.
DNA High Sensitivity Reagent Kit PerkinElmer Inc.
KAPA Library Quantification Kit Kapa Biosystems
LCGreen® Plus und Melting Dye BIOKÉ
LCGreen-Lightscanner-PCR Thermo Fisher Scientific Inc.
TruSeq Paired end Cluster Kit Illumina, Inc.
TruSeq SBS-Kit HS Illumina, Inc.
PCR Master Mix Promega Corporation
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v.3.1 Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
NucleoFast 96 PCR clean up Kit Macherey-Nagel
1 Kb DNA Extension Ladder Thermo Fisher Scientific Inc.

2.1.4 Software

Software Hersteller

CASAVA v.1.8 Illumina, Inc., San Diego, USA
Cyrillic Cyrillic Software, Wallingford, England
Integrative Genomics Viewer Broad Institute, Cambridge, USA
Staden Package Sourceforge
Burrows-Wheeler-Aligner http://bio-bwa.sourceforge.net
SAMtools http://samtools.sourceforge.net
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2.1.5 Internetquellen - URLs

Anwendung URL

Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/EVS/
ClinVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm
ExonPrimer http://ihg.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html
Online Mendelian Inheritance in Man http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
HGMD Professional http://www.biobase-international.com/product/hgmd
UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu
ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
PyMOL http://www.pymol.org
1000 Genomes http://browser.1000genomes.org
RefSeq http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Genomische DNA aus Gesamtblut wurde automatisiert mit den chemagig MSM I
nach Angaben des Herstellers, mit dem chemagic DNA Blood3k oder dem chema-
gic DNA Blood7k Kit extrahiert und bei -20°C gelagert. Die DNA-Konzentration
wurde mit dem NanoDrop 1000 bestimmt. Zusätzlich fand eine fluoreszenzbasier-
te Quantifizierung mit demQuant-iT Broad-Range DNA Assay Kit in Verbindung
mit dem LightScanner zum Auslesen der Platten statt.

2.2.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martiensried, Deutsch-
land) synthetisiert und für die PCR und die Sanger-Sequenzierung verwendet.
Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide können dem Anhang entnom-
men werden.

2.2.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion ist es möglich gezielt spezifische DNA-
Bereiche zu amplifizieren [90]. Alle genutzten Primer wurden mit den Program-
men Primer3 und ExonPrimer ermittelt. Dazu wurde der Promega PCR Master
Mix, nach Angaben des Herstellers in 25 µl Reaktionsvolumen und 0,4 µM fina-
ler Primerkonzentration genutzt. Der Promega-MasterMix enthält 50 U/ml Taq
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DNA Polymerase, Puffer, je 400 µM dATP, dTTP, dGTP, dCTP und 3 mM
MgCl2. Pro PCR Ansatz setzten wir 50 ng DNA ein. Die PCR erfolgte im peq-
Star Thermocycler (Peqlab) nach folgendem touch-down-Programm:

Initiale Denaturierung 95°C 5 min
8x
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 65°C 30 sec -1°C pro Zyklus
Elongation 72°C 30 sec
25x
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 58°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec

finale Elongation 72°C 5 min

Im Anschluss an die PCR wurden die amplifizierten DNA-Abschnitte im Agaro-
segel elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. Die in dieser Studie genutzten
intronischen Primer für VPS35 sind im Anhang aufgelistet.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von amplifi-
zierten DNA-Fragmenten. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 50 ml
1xTBE im Mikrowellenherd aufgekocht und mit 3 µl Ethidiumbromid versetzt.
Die Suspension wurde anschließend in Gelschalen gegossen und abgekühlt. 3 µl
Probe wurden mit 7 µl Ladepuffer (1:4 verdünntes Orange G) vermischt und
in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte in 1x TBE Puffer bei ei-
ner Spannung von 180-200V. Zur Abschätzung der Fragmentgrößen wurden als
Standard die 1 kb DNA Ladder der Firma Invitrogen verwendet.

2.2.5 Aufreinigung der PCR-Produkte für eine anschließende Sanger-
Sequenzierung

Die in den jeweiligen PCR-Ansätzen erhaltenen Produkte wurden für die folgende
Sanger-Sequenzierung aufgereinigt, um Puffer, Nukleotide und ungebundene Pri-
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mer zu entfernen. Für die Reinigung wurden der NucleoFast 96 PCR clean up Kit
(Macherey-Nagel) verwendet. Das Kit funktioniert nach einem Ultrafiltrations-
Prinzip. Das PCR-Produkt wird mit Wasser auf ein Volumen von mindestens
100 µl eingestellt, auf eine Ultrafiltrationsmembran geladen und unter Vakuum
(600 mbar) für 15 bis 45 min gesetzt. Die Porengröße der Filtermembran ist so
gewählt, dass Fragmente, die größer als 150 bp sind, auf der Membran haften
bleiben, während kleinere Fragmente wie ungebundene Primer, Salze und Nu-
kleotide durch die Membran gesaugt werden. Um das gereinigte PCR-Produkt
zu erhalten, werden mindestens 25 µl Wasser zugefügt und durch Mischen auf ei-
nem Schüttler (200 rpm, 15 min) von der Membran gelöst. Anschließend können
die PCR-Produkte in eine neue PCR Platte überführt und für weitere Schritte
verwendet werden.

2.2.6 Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzreaktion nach Sanger [14] basiert auf der Kettenabbruch-Methode.
Dabei werden die DNA-Fragmente mit Fluoreszenzfarbstoffen an Didesoxynu-
kleotiden markiert, die von dem Kapillarsequenziergerät ABI Prism 3730 DNA
Sequenzer (Applied Biosystems) während der Elektrophorese mittels Laser ange-
regt und gemessen werden. Die vier Didesoxynukleotide (ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP) sind mit vier verschiedenen Farbstoffen markiert und ermöglichen so
die Unterscheidung der Nukleotide. Die Sequenzreaktion wird mit dem BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v.3.1 Kit der Firma Applied Bio-
systems angesetzt.
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Ansatz Sequenzreaktion:

Reagenz Volumen in µl
Big Dye Terminator Puffer 1.0
Primer F bzw. R (0.2 µM) 1.0
Big Dye Terminator 0.5
PCR-Produkt (50-100 ng/µl) 1,0-2,5
H2O auf 5 µl auffüllen

PCR-Bedingungen der Sequenzreaktion:
25x
96 °C 10 sec
50 °C 5 sec
60 °C 4 min

Im Anschluss an die Sequenzreaktion erfolgt die Fällung der DNA-Fragmente
zur Entfernung nicht gebundene Didesoxynukleotide aus dem Sequenzansatz durch
Ethanol. Zum Reaktionsansatz in der Mikrotiterplatte werden 25 µl Ethanol (100
%) zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach für 30 min bei
3000 x g zentrifugiert. Anschließend wird das Pellet mit 50 µl Ethanol (70 %)
gewaschen und zentrifugiert (15 min, 2000 x g). Um das Pellet zu trocknen, wird
die Mikrotiterplatte mit der Öffnung nach unten 1 min bei 600 x g zentrifugiert,
5 min bei Raumtemperatur getrocknet und schließlich in 25 bis 50 µl Wasser
gelöst. Die anschließende Sanger-Sequenzierung wird auf dem ABI Prism 3730
DNA Sequenzer (Applied Biosystems) nach den vom Hersteller angegebenen Be-
dingungen durchgeführt. Es werden je 25 µl der aufgereinigten Sequenzreaktion in
eine Sequenzierplatte übertragen. Die erhaltenen Daten werden durch das Staden
Package als Elektropherogramme dargestellt und können manuell ausgewertet
werden.
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2.3 Mutationsscreening

2.3.1 IDAHO-Screening

Wir untersuchten genetische Alterationen in Kandidatengenen in einer Populati-
on via High Resolution Melting (HRM) Curve Analyse. Dabei werden Sequenz-
abweichungen zu einer Wildtyp-DNA durch Veränderungen im Schmelzverhalten
sichtbar. Initial muss die zu untersuchende Region mittels PCR amplifiziert wer-
den. Genomische DNA (je 5 ng pro I) wurde dazu auf einer 384-Mikrotiterplatte
als Duplikat verteilt und eingetrocknet. Zu der getrockneten DNA wurden 5 µl
Mastermix gegeben. Der Mastermix enthielt 3 µl H2O, 0.5 µl 10x Puffer, 0.5 µl
dNTPs (2 mM), 0.5 µl MgCl2 (25 mM), 0.05 µl Taq-Polymerase und je 0.1 µl
des Vorwärts und Rückwärtsprimers (10 µM). In den PCR-Mastermix wurden
0.25 µl der Farbstoff LCGreen Dye Plus (Idaho Technology Inc.) beigemischt
der doppelsträngige DNA bindet und bei einer Wellenlänge von 470-520 nm de-
tektiert werden kann. Amplifiziert wurde mit einem speziellen Touchdown-PCR
Programm:
Initiale Denaturierung 95°C 10 min
25x
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 70°C 30 sec -1°C pro Zyklus
Elongation 72°C 30 sec
25x
Denaturierung 95°C 30 sec
Annealing 54°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec

finale Elongation 72°C 10 min

Die PCR-Produkte wurden anschließend mit 8 µl Öl überschichtet und im LightS-
canner unter folgenden Einstellungen aufgeschmolzen:

Hold Temperatur: 74°C
Start Temperatur: 77°C
End Temperatur: 96°C
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Die Fluoreszenz nimmt im Verlauf der Aufschmelzung immer weiter ab. PCR-
Produkte mit unterschiedlicher Nukleotidabfolge weisen dabei einen unterschied-
lichen Kurvenverlauf auf. Es können nicht nur SNPs und SNVs sondern auch In-
sertionen und Deletionen detektiert werden [91]. Die Auswertung der Schmelzkur-
ven der Amplifikationsprodukte erfolgte mit der LightScanner Software v.1.1.0.566
(Idaho Technology Inc.). Die Referenzsequenz wurde als größte Gruppe gleichver-
laufender Schmelzkurven definiert, in der sich auch Wildtyp-Proben als Negativ-
kontrolle befanden. Anschließend wurde ein Kurvenverlauf festgelegt. Kam es zu
einer auffälligen Abweichung des Kurvenverlaufs des Duplikats einer Probe von
der Referenz-Schmelzkurve wurden die betreffenden PCR-Produkte sequenziert
um die genetische Alteration zu definieren. Dazu wurden 8 µl PCR-Ansatz ent-
nommen, mit 100 µl H2O aufgefüllt und dann nach den beschriebenen Standrad-
protokollen aufgereinigt und Sanger-sequenziert.

2.4 Next-Generation-Sequenzierung

Der Begriff Next-Generation-Sequenzierung (NGS) umfasst zum Einen die in-
itiale Präparation der zu analysierenden DNA und zum Anderen die eigentliche
Hochdurchsatzsequenzierung. Anschließend erfolgt die bioinformatische Auswer-
tung der einzelnen Proben. Unter dem Begriff Library-Präparation versteht man
die initiale Fragmentierung der DNA gefolgt von einer Modifizierung der Frag-
mentenden entsprechen der genutzten Sequenzierplattform.

2.4.1 Genom-Sequenzierung

Der Begriff Genom-Sequenzierung beschreibt die Sequenzierung des gesamten
Genoms mit einer NGS -Plattform. Vor der eigentlichen Sequenzierung wurde die
Library-Präparation mit dem TruSeq DNA PCR-Free Sample Preparation Kit der
Firma Illumina, nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden 1 µg
hochmolekulare DNA mittels Untraschall (Covaris INC.) fragmentiert, die Enden
der doppelsträngigen DNA-Moleküle gleichmäßig aufgefüllt und plattformspezifi-
sche Adapter ligiert. Die finale Quantifizierung der Genom-Libraries erfolgte mit
dem KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems) nach Angaben des
Herstellers im ABI HT 7900 Real Time PCR Gerät.
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2.4.2 Exom-Sequenzierung

Der Begriff Exom-Sequenzierung beschreibt die Anreicherung und Sequenzierung
aller exonischen Regionen des Genoms. Dabei werden die kodierenden Regio-
nen oftmals durch weitere Bereiche wie zum Beispiel 5’-UTRs erweitert [26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33].. Die derzeit verfügbaren Methodiken, zur Anreicherung
gewünschter Sequenzen, beruhen auf Hybridisierungmethoden [28, 92, 34]. Da-
bei werden zuvor amplifizierte Genom-Libraries an komplementäre, biotynilierte
DNA (Illumina und NimblGen) oder RNA (Agilent) Baits gebunden [35, 36, 28].
Im anschließenden Schritt, werden die DNA/RNA- bzw. DNA/DNA-Hybride an
Streptavidin-gekoppelte beads gebunden und alle unerwünschten Fragmente weg
gewaschen. Final wird die zu untersuchende DNA aus dem Hybrid gelöst, ampli-
fiziert und kann im Anschluss sequenziert werden (Abb.: 4). Für die Herstellung
der Exom-Libraries verwendeten wir das SureSelect Human All Exon Kit in den
Versionen 38 Mb und v5 (Agilent Technologies [93, 38],) und arbeiteten nach
Angaben des Herstellers. Das Kit in der Version v3 deckt 38 Mb des Genoms ab
und wurde für die initiale Studie zur Identifizierung von genetischen Varianten
bei M. Parkinson Patienten genutzt. Alle folgenden Proben wurden mit der v5
Version des Kits angereichert, welches 50 Mb des Genoms abdeckt. Zusätzlich da-
zu wurden die Exom-Libraries für das Parkinson-Projekt [69] über die in dieser
Arbeit beschriebenen Semi-Automation generiert, während die Exom-Libraries
des zweiten Projekts über die weitgehende Automation [94] mittels Bravo Liquid
Handling Plattform der Firma Agilent hergestellt wurden.

Der initiale Schritt ist die Fragmentierung der hochmolekularen genomischen
DNA. Der Prozess der Cluster Generation ist abhängig von der Größe der DNA-
Fragmente und verläuft am effizientesten bei Fragmentlängen zwischen 200 und
500 bp [95]. Zum Fragmentieren genomischer DNA nutzen wir die Adaptive Focu-
sed Acoustics (AFA) Technologie der Firma Covaris [96, 97]. Dabei wird stoßweise
akustische Ultraschallenergie freigesetzt, die fokussiert auf das Probengefäß trifft,
in dem sich die in Wasser gelöste DNA befindet. Durch das Einwirken des Ultra-
schalls wird die hochmolekulare DNA geschert. Es werden zufällig doppelsträngi-
ge DNA-Fragmente mit 5’- und 3’-Überhängen (sticky-ends) generiert, die teilwei-
se ein 5’-Phosphat tragen [95]. Als nächster Schritt werden mittels eines Enzym-
Mixes blunt-end-Fragmente mit einem 5’-Phosphat generiert (End-Repair). Am
3’-Ende wird im Anschluss ein A-Nukleotid ligiert (A-Tailing), dessen Überhang

42



Material und Methoden

notwendig ist für die darauf folgende Ligation der Illumina-spezifischen Adapter
(Adapter Ligation), die einen T-Nukleotid-Überhang tragen. In einem folgen-
den PCR-Schritt werden die Libraries amplifizert um ausreichend Material für
die Hybridisierung zu generieren. Nun wird die einzelsträngige DNA-Library an
biotinylierte RNA-Moleküle hybridisiert. Die circa 120 Nukleotide langen RNA-
Moleküle sind komplementär zu den exomischen Bereichen des Genoms [38]. Die
Biotinylierung der RNAs erlaubt das selektive Rückgewinnen der DNA/RNA-
Hybride über streptavidingekoppelte Beads. Im Anschluss an den Waschprozess
wird das DNA/RNA-Hybrid aufgespalten und die Library in einer finalen PCR
amplifiziert.

2.4.3 Hochdurchsatz-Sequenzierplattform Illumina, Inc.

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Exome und Genome wurden mit
den NGS -Plattformen der Firma Illumina sequenziert [98]. Für die initiale Stu-
die zur Identifizierung von genetischen Varianten bei M. Parkinson Patienten,
sequenzierten wir ein Exom auf zwei Lanes einer Flow Cell als 54 bp paired
end-Lauf. Dazu wurde der GA IIx genutzt. Alle Schritte wurden nach Angaben
des Herstellers durchgeführt. Die Exome zweiten Studie bei Patienten mit Burn-
McKeown-Syndrom wurden als 100 bp paired-end-Lauf auf dem HiSeq2500 Sy-
stem (Illumina) mit einem Library-Pool aus 12 Proben pro 4 Lanes durchgeführt.
Die Genome der BMKS-Patienten wurden als 150 bp-Lauf auf dem HiSeq2500
System sequenziert. Vergleichende Kontaminationsanalysen fanden zwischen der
HiSeq2500- und der HiSeq4000-Plattform statt.

2.4.4 Bioinformatik

Die Analyse der Primärdaten, die Image Analyse und das Base Calling wur-
den mit der Illumina Real Time Analysis Software durchgeführt [99]. Zum De-
multiplexen der DNA-Pools nutzten wir CASAVA 1.8 (Illumina, Inc). Die dar-
aus resultierenden Sequenzen (Reads) wurden mit dem Burrows-Wheeler-Aligner
(BWA) [53] an das menschliche Referenzgenomenom (hg 19 GRCh37) aligned.
Mit der Software SAMtools wurden Punktmutationen sowie kleinere Insertionen
und Deletionen im Vergleich zur Referenz, spezifisch für die angereicherten Re-
gionen, detektiert. Die Qualität aller genetischen Alterationen wurde mit dem
SAMtools varFilter Skript berechnet [55]. Alle identifizierten Varianten wurden
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anschließend über benutzerdefinierte Perl Skripte annotiert. Die Annotation ent-
hält Informationen zu bekannten Transkripten (UCSC Known Gene Track [100]
und RefSeq Gene [101]), bekannte Varianten aus dbSNP [102], die Art der ge-
netischen Veränderung und wenn vorhanden, der Austausch der Aminosäure im
betroffenen Protein. Die Daten der Annotation wurden anschließend in unsere
interne Datenbank importiert, wo sie für eine Filterung und Priorisierung zur
Verfügung stehen. Unabhängig vom Studiendesign schlossen wir alle Varianten
mit einer SNV-Qualität kleiner als 30 und Veränderungen die in weniger als 15
% der Reads auftraten aus. Zusätzlich sollten mindestens 5 % der Reads von
unterschiedlichen Strängen (Vorwärts- oder Rückwärtsstrang) kommen. Wir ex-
kludierten alle Alterationen, die mit einer Allefrequenz größer als 0.02 in der
jeweils aktuellen Version von dbSNP auftraten.
Zusätzliche Aussagen zur einer genetischen Veränderung können computerge-
stützte Prädiktionsprogramme geben. Dazu werden vorrangig die Programme
PolyPhen2 [63] und Sift [62] angewendet, die anhand von evolutionärer Konser-
vierung, Nukleotidposition und der Art der Aminosäureveränderung eine Patho-
genität errechnen. Die Werte beider Programme liegen zwischen 0 und 1. Dabei
sind niedrige Werte bei Sift als sicher schädlich eingestuft und hohe Werte als
wahrscheinlich benign. Gegensätzlich verhält sich die Kalkulation von PolyPhen2,
bei dem Wert um 1 eine Variante als pathogen und Werte um 0 eine Variante als
benign deklarieren. Die Angaben stellen eine Wahrscheinlichkeit dar und geben
lediglich einen Hinweis auf eine mögliche Pathogenität. Häufig sind genetische Va-
rianten, welche schon mit einem pathogenen Phänotyp in Verbindung gebracht
wurden, in öffentlichen Datenbanken gelistet. So gibt unsere interne Datenbank
zusätzlich Aussage darüber, ob ein Gen oder eine Variante in den Datenbanken:
OMIM [6], HGMD [64] oder ClinVar [103] gelistet ist. Gleichzeitig erhalten wir
die Frequenzinformationen aus dem Datensatz des 1000 Genome Projekts [104]
und des Exom Variant Servers [105]. All diese Informationen können neben den
eigentlichen Priorisierungsstrategien zu einer verbesserten Filterung der Varian-
ten beitragen. Zur Visualisierung der einzelnen Reads nutzen wir den Integrative
Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute) [106]. Diese manuelle Untersuchung
unterstützt die Bewertung einer Mutation in ihrem genetischen Umfeld. So be-
kommt man Informationen über mögliche GC-reiche Sequenzen oder umgebende
repetitive Elemente und kann dadurch falsch positive Varianten minimieren.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gliedern sich in drei Abschnitte:
Der erste Teil behandelt die Entwicklung eines Labor-Informations- und Mana-

gement-Systems für die Next-Generation-Sequenzierung. Er beschreibt den Auf-
bau und die Funktionsweise der drei Ebenen des LIMS, die Einführung von Sam-
ple Manifest, Sample Tracking Sheet und 2D-Barcodes zur Qualitätssicherung,
sowie der LIMS-basierten Rekalkulation von Sequenzier-Pools zum Erreichen ei-
ner homogenen Menge an Sequenzierdaten innerhalb eines Library-Pools. Dazu
beschreibt der Abschnitt die Einführung und Anwendung einer auf NGS -Daten
basierenden Kontaminationsbestimmung.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschreibt die Etablierung einer au-
tomatisierten Library-Präparation. Die Einführung erfolgte in zwei Schritten von
einer Semi-Automation zur weitgehenden Automation. Es wird die Qualitätssi-
cherung, Standardisierung und Optimierung der Laborabläufe und eingehenden
Proben beschrieben. Zusätzlich finden sich die Ergebnisse der Austestung eines
Anreicherungsprotokolls mit weniger DNA-Startmaterial in Verbindung mit einer
erhöhten Insert-Größe bei exomischen Libraries.

Die Möglichkeiten, sowie die Grenzen der Exom-Sequenzierung, zur Identifi-
kation pathogener Varianten in häufigen und seltenen Phänotypen, beschreibt der
dritte Teil der Arbeit. Es wird gezeigt, dass neben der Sequenzierung von quali-
tativ hochwertiger genomischer DNA, auch DNA aus FFPE-Gewebe mit vermin-
derter Qualität und Quantität erfolgreich in eine exomische Library konvertiert
und sequenziert werden kann. Es wird die publizierte Studie eines frühen Exoms
vorgestellt, bei der durch Exom-Sequenzierung die kausative Variante in drei Fa-
milien mit Morbus Parkinson identifiziert wurde. Eine zweite publizierte Studie
beschreibt die Kombination aus Exom- und Genom-Sequenzierung zur Identifika-
tion pathogener compound-heterozygoter-Varianten in TXNL4 bei Patienten mit
Burn-McKeown-Syndrom und zeigt die Grenzen der Exom-Sequenzierung auf.
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3.1 Entwicklung eines Labor-Informations- und Mana-
gement-Systems für die Next-Generation-Sequenzier-
ung

Zu Beginn der Etablierung der Next-Generation-Sequenzierung wurden klassi-
sche Tabellendokumente zur Dokumentation und Verwaltung von Proben und
Arbeitsabläufen genutzt. Mit steigendem Probenaufkommen wurde dieses Verfah-
ren unübersichtlich und eignete sich nicht mehr für die Weitergabe von Daten. Um
Proben- und Prozessinformationen sowie die Ergebnisse einer NG-Sequenzierung
in ein standardisiertes System zu bringen und für die Bearbeiter zu jederzeit zu-
gänglich zu machen, wurde ein web-basiertes Labor-Informations- und Manage-
ment-System (LIMS) entwickelt. Tim Strom, Sebastian Eck und Thomas Wie-
land übernahmen dabei die Programmierarbeit. Zum Zeitpunkt des Beginns der
Next-Generation-Sequenzierung am Institut für Humangenetik, war solch ein Sy-
stem mit allen notwendigen Anwendungen für den NGS -Bereich nicht verfüg-
bar. Mittlerweile sind kommerzielle [107] und frei verfügbare [108, 109] Software-
Anwendungen erhältlich.

3.1.1 Die Anforderungen an ein LIMS

Das Ziel eines LIMS ist es, administrative Aufgaben zu unterstützen, Arbeits-
abläufe effizient zu gestalten, sowie die Daten sicher und in einfach zugänglicher
Form zu speichern [44]. Die Übersichtlichkeit des vielschichtigen LIMS wird durch
die Einteilung in drei verschiedene Ebenen sichergestellt. Zu den administrativen
Aufgaben zählen die Proben-, Patienten- und Projektverwaltung, die innerhalb
der Probenebene bearbeitet werden (Abb.: 6A). Die Prozessebene dient der Ver-
waltung von Laborabläufen beginnend mit der Library-Präparation bis hin zur Se-
quenzierung (Abb.: 6B). Die Hauptaufgabe der Analyseebene ist die web-basierte
Auswertung der erhaltenen NGS -Daten. Die für das Labor relevante Anwendung
der Analyseebene ist die Einsicht in die Qualitätsparameter einer sequenzierten
Library (Abb.: 6C). Bei der Programmierung wurde berücksichtigt, dass die Be-
nutzerschnittstelle übersichtlich und intuitiv angelegt ist. Daten sollen schnell
und einfach eingetragen, gesucht und geändert werden können. Es sollte Funk-
tionen zur Übersicht des Bearbeitungsstaus einzelner Proben geben, sowie eine
Standardisierung aller notwendigen Rechenschritte innerhalb der Probenprozes-
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Probenebene Prozessebene Analyseebene

Personenbezogene Daten:

Alias ID
Stammbaumnummer

Geschlecht
Erkrankungsstatus

Organismus

Probenbezogene Daten:

Interne Proben ID
Geweblicher Probenursprung

Qualität
Quantität

2D-Barcode
Probenstellplatz

Projekt
Kooperation

Projektbezogene Daten:

Anlegen und Auflistung  von Kooperationen, 
Projekten und Erkrankungen

Präparationsbezogene Daten:

Status der Bearbeitung
Art der Sequenzierung

Ausgangsmaterial und -menge
Verwendetes Präparationskit

Qualität und Quantität der finalen Library
Option zum Multiplexen

Librarybezogene Daten:

2D-Barcode
Stellplatz
Quantität

zu sequenzierende Anzahl Lanes
Option zur quantitativen Rekalkulation

Sequenzierbezogene Daten:

Genutzte Sequenzierreagenzien
Proben-Multiplexing Information

Qualität des Laufs
Position der Probe auf der Flow Cell

Sequenzierdatum
Art der Sequenzierung

Konzentration des eingesetzten Pools

web-basierte Analyse der NGS-Daten.

Laborrelevante Qualitätsparameter:

Anzahl der SRY-Reads
Kontaminationsgrad

Duplikatrate
Anzahl der Reads

Menge an Sequenzierdaten [Gb]
Exomische Abdeckung
Anzahl der Varianten 

Insert-Größe

A B C

Abbildung 6: Die Architektur des LIMS. (A) Innerhalb der Probenebene werden
personen-, proben- und projektspezifische Informationen registriert. (B) Das Prozess-
Management findet über die Prozessebene des LIMS statt. (C) Die Analyseebene enthält
laborrelevante Qualitätsparameter, dient aber hauptsächlich als Web-Anwendung zur NGS-
Datenanalyse durch interne und externe Kooperationspartner.

sierung enthalten. Des Weiteren sollten LIMS-Anwendungen entwickelt werden,
welche die Qualitätssicherung unterstützen (Sample Manifest, Sample Tracking
Sheet, 2D-Barcodes, Berechnungen zur Rekalkulation von Sequenzier-Pools sowie
eine Kontaminationsdetektion).

Bei der Verarbeitung patientenbezogener Daten ist die Einhaltung des Daten-
schutzes von großer Wichtigkeit. Der Zugriff auf die Datenbank wird ausschließ-
lich autorisierten Nutzern über eine Nutzerkennung und ein Passwort gewährlei-
stet. Die Anwendungen innerhalb der Proben- und Prozessebene, ist den Mitglie-
dern der NGS -Gruppe vorbehalten, während die Analyseebene auch Projektpart-
nern zur Auswertung ihrer Proben zugänglich gemacht werden kann. Der Zugang
erfordert neben einer Nutzerkennung und dem Passwort zusätzlich die Eingabe
eines Einmalpasswortes über den Yubikey. Die Zwei-Wege-Authentifizierung wird
zur Erhöhung der Sicherheit verwendet.
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Abbildung 7: Die Menüleiste der Probenebene mit ihren einzelnen Funktionen.

Abfragen über die Datenbank zu Patienten, Proben und Ergebnissen erfol-
gen in Suchmasken. Die Ausgabe der Suchergebnisse erfolgt in tabellarischer
Form. Die einzelnen Funktionsmöglichkeiten der Applikation können in der obe-
ren Menüleiste der jeweiligen Ebene ausgewählt werden (Abb.: 7). Insgesamt
entstand auf Grund der vielen Anforderungen und der umfassenden Abläufe im
Bereich des NGS eine komplexe Applikation, deren einzelne Funktionen im Fol-
genden dargestellt sind.

3.1.2 Die Probenebene

Die Probenebene dient der Probenregistrierung und -verwaltung. Hier finden sich
zu jeder eingesandten Probe alle zur Prozessierung notwendigen Informationen.
Neben dem Probeneingangsdatum wird die zu untersuchende DNA oder RNA
mit einer internen Identifikationsnummer (ID) und einem individuellen Proben-
stellplatz definiert. Zusätzlich werden zu jeder Einsendung weitere Informatio-
nen vom Einsender abgefragt, welche für die finale Datenanalyse essentiell sind:
die Proben-ID des Einsenders, die Stammbaumnummer, das Geschlecht, der Er-
krankungsstatus (betroffen oder nicht betroffen), der Organismus, aus welchem
Gewebe das Probenmaterial isoliert wurde, welche Erkrankung vorliegt sowie Pa-
rameter zur Nukleinsäure Quantität und Qualität (Abb.: 8). Die Patientendaten
werden in pseudonymisierter Form angefordert und in der Datenbank hinterlegt.
Jede Probe wird einem Projekt und Kooperationspartner zugeordnet um die Da-
tenanalyse zugänglich zu machen und die Kosten abzurechnen.

Über die Suchfunktion können Proben über ihre ID-Nummer aufgerufen wer-
den und Stammdaten korrigiert oder Kommentare hinterlegt werden. Neben der
Registrierung und Verwaltung von Proben dient die Probenebene zum Einsehen
und Anlegen neuer Stammdaten, wie Erkrankungen, Kooperationspartner und
Projekte (Abb.: 9). Im Bereich Overview können Projekte mit den zugehörigen
Proben und deren Bearbeitungsstatus abgerufen werden (Abb.: 10) um einen
schnellen Überblick über erledigte oder noch ausstehende Proben zu erhalten.
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Abbildung 8: Der Menüpunkt New Sample. Über New Sample kann eine Probe manu-
ell in die Datenbank eingetragen werden. Eine nachträgliche Änderung an den Stammdaten
ist jederzeit möglich.
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Abbildung 9: Die Menüpunkte New Disease, New Cooperation und New Pro-
ject. A Unter New Disease wird eine neue Erkrankung, mit der zugehörigen Abkürzung und,
wenn vorhanden, der zugehörige OMIM-ID (Online Mendelian Inheritance in Man) eingetra-
gen. Zusätzlich erfolgt die Einteilung in eine Erkrankunsgruppe wie zum Beispiel neurologi-
sche Erkrankungen oder Erkrankungen des Herzens. B Über den Menüpunkt New Cooperati-
on kann ein Stammblatt eines neuen Kooperationspartners ausgefüllt werden. Dabei werden
die Institution und die Kontaktdaten hinterlegt. C Über New Project werden Projekte in
fortlaufender Nummerierung zusammen mit dem Kooperationspartner und Forschungsgebiet
angelegt.

Abbildung 10: Der Menüpunkt Overview. Sortiert nach Projekten kann die Anzahl der
Proben und Libraries eingesehen werden. Nicht bearbeitete Proben werden rot unterlegt.
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3.1.3 Die Prozessebene

Die Prozessebene ist eine umfassende Struktur, welche die Verfolgung der Probe,
von der Freigabe zur Library-Präparation bis hin zur eigentlichen Sequenzierung,
ermöglicht (Abb.: 11).

Abbildung 11: Übersicht über die Funktionen der Prozessebene. Hier finden sich
alle Anwendungen von der zu präparierenden Library bis hin zur Sequenzierung sowie der
Reagenzien-Bestandskontrolle.

Zur Prozesskontrolle der Laborabläufe wird die Library im Verlauf des Prä-
parations-Prozesses unterschiedlich gekennzeichnet. Beim anlegen einer Library
in der Datenbank erhält die Probe den Status to do. Während der Herstellung
der Library wird der tag lib in process gesetzt. Ist die Library fertig gestellt
erscheint Library prepared, nach dem Pooling pooled und nach der Sequenzierung
sequenced. Proben, die nicht bei uns im Labor bearbeitet wurden und von denen
wir Sequenzierdaten erhalten, werden als external gekennzeichnet. Es kann sowohl
über die Proben-ID direkt, als auch über den Proben-Status eine Suchabfrage
erfolgen um den Bearbeitungsstand zu ermitteln.

Entspricht das eingesandte Material den Qualitäts- und Quantitätsvorga-
ben, wird die Probe freigegeben und eine Library angelegt (Abb.: 12). Dabei
wird definiert welche Analyse durchgeführt wird (Exom-, Genom-, Transkriptom-
Analyse), welches Kit zur Herstellung verwendet wird, sowie die Länge und Art
der Sequenzierung.

Im Anschluss an die Library-Präparation werden alle wichtigen Qualitäts-
und Quantitäts-Parameter sowie der Index der Library im LIMS hinterlegt und
zeitgleich der Status Library prepared vergeben. Zusätzlich wird festgelegt, ob es
sich um Proben handelt, die vor der Sequenzierung gepoolt werden sollen. Alle
zu poolenden Proben werden über den Menüpunkt Pooling ausgegeben und die
nötigen Volumina mit der hinterlegten Gleichung berechnet (Abb.: 13 A-D). Wird
ein Library-Pool in der Datenbank angelegt, wird der Status pooled vergeben und
die Proben für die Sequenzierung freigegeben.

Zur Sequenzierung der Proben unterstützt die Applikation mit den Berech-
nungen zur Verdünnung der einzelnen Pools, sowie zur Belegung der Flow Cell.
Im Menüpunkt New Run wird die finale Belegung der Flow Cell definiert.
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Abbildung 12: Der Menüpunkt Create Library. Über Create Library wird aus der
registrierten Probe eine Library generiert. An dieser Stelle entscheidet sich, aus welcher Pro-
beneinsendung eine Präparation der Library erfolgt. Mit dem Anlegen der Libraries werden
weitere Parameter (Kit, Material, Art der Library) definiert und die Probe erhält automa-
tisch den Status to do.
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Abbildung 13: Übersicht des Menüpunkts Pooling. (A) Über den Menüpunkt Poo-
ling, werden die zu poolenden Proben definiert und die Variablen der Kalkulation festgelegt.
(B) Die Berechnung der nötigen Volumina erfolgt anhand der hinterlegten Formel. (C) Zur
Auswahl erscheinen alle zu poolenden Proben mit den notwendigen Informationen über den
Lagerplatz, den Index und die Quantität. (D) Nach der Probenselektion erfolgt die finale
Ausgabe der Proben, Probenvolumina und des Gesamtvolumens.
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Abbildung 14: Die Funktion New Run. Über den Reiter New Run wird die Flow Cell
mit ihrer ID, der Art des Laufs und der Belegung definiert. Zeitgleich wird das Datum der
Flow Cell-Generierung sowie der Bearbeiter hinterlegt.
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Dazu kommt der Flow Cell-Barcode, die Art des Laufs und die genutzte Mo-
larität zum Clustern der Flow Cell (Abb.: 14). Im Anschluss werden zum Lauf
die genutzten Reagenzien hinterlegt. Das dient zum einen der Bestandskontrolle
als auch der Registrierung der Reagenzien Chargen-Nummern. So kann im Falle
einer nachträglichen Fehlersuche die genutzte Chemie genau definiert werden.

Neben der Prozesskontrolle dient die Prozessebene auch zur Kontrolle der La-
gerbestände aller nötigen Reagenzien für die Library-Präparation und die Sequen-
zierung. Wird eine Library angelegt, wird zu dieser ein Reagenzien-Kit definiert
und eine Reaktion als gebraucht gezählt. Das gleiche geschieht beim Anlegen ei-
nes neuen HiSeq-Laufs. Die Bestände können zu jeder Zeit abgefragt und neue
Bestellungen ausgelöst werden. Über die Menüpunkte New Order und List Order
können Bestellungen angelegt und eingesehen werden.
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Abbildung 15: Qualitätskontrolle innerhalb der Analyseebene. Die kalkulierten
Ergebnisse der Sequenzierung werden hier angezeigt und können validiert werden. Parameter
die nicht in den Spezifikationen liegen werden rot unterlegt.

3.1.4 Die Qualitätssicherung innerhalb der Analyseebene

Die Analyseebene dient der Darstellung und Auswertung der Sequenzierergeb-
nisse. Sie ist der Teil des LIMS, der für externe Kooperationspartner zugänglich
gemacht werden kann. Die Legitimation erfolgt über einen Benutzernamen, ein
Kennwort sowie ein Einmalpasswort im Sinne einer Zwei-Wege Authentifizierung.
Die Anwendung kann nach der Sequenzierung und Datenanalyse genutzt werden.

Innerhalb Analyseebene können laborrelevante Qualitätsparameter abgerufen
werden um die erfolgreiche Sequenzierung einer Probe zu beurteilen. Die Funktion
wird über den Menüpunkt Quality Control aufgerufen. Die Suche nach entspre-
chenden Proben kann über einen Zeitraum erfolgen, über die Art der Library
oder gezielt per DNA-Identifikationsnummer. Im Ergebnis erscheint in tabellari-
scher Form eine Auflistung aller relevanter Daten (Abb.: 15). Wichtige Qualitäts-
Parameter sind die Anzahl der SRY-Reads, Kontamination, Menge der Sequen-
zierdaten, sowie die Anzahl der identifizierten Varianten. Zur besseren Ansicht
werden Werte, die außerhalb des Normbereichs liegen rot markiert. Hier kann ein
schneller Überblick über die erfolgreiche Sequenzierung einer Probe gewonnen
werden. Hat die Sequenzierung einer Probe zu wenig Datenmenge erzeugt, kann
die Library nachsequenziert werden. Bei Kontaminationen oder Geschlechtsdis-
kordanzen wird neues Material für eine erneute Sequenzierung angefordert.
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3.1.5 Erweiterung und Entwicklung des LIMS durch zusätzliche An-
wendungen

Die Entwicklung des LIMS begann mit dem Einzug der Next-Generation-
Sequenzierung am Institut für Humangenetik und entwickelte sich durch Verän-
derungen der Anforderungen stetig weiter. Der steigende Durchsatz der im Labor
zu prozessierenden Proben zeigte Schwachstellen auf, die mit neu implementier-
ten LIMS-Anwendungen vermieden wurden. Der folgende Abschnitt beschreibt
die Einführung des Sample Manifest, des Sample Tracking Sheets und einer Im-
plementierung von 2D-Barcode Röhrchen. Diese Erweiterungen dienen der Ver-
meidung von Fehlern, welche durch das manuelle Eintragen von Parametern in
die Datenbank, entstehen können. Eine weitere Ergänzung ist die Einführung der
LIMS-gestützten Rekalkulation von Sequenzier-Pools um eine homogenen Men-
ge an Sequenzierdaten zu erreichen und einer damit einhergehenden Vermeidung
von über- oder unterrepräsentierten Proben. Zusätzlich wurde die Kontamina-
tionsbestimmung anhand von NGS -Daten implementiert, um die Identität der
sequenzierten Proben sicherzustellen.
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3.1.5.1 Einführung des Sample Manifest

Zu Beginn der Entwicklung des LIMS wurden alle Probeneingänge manuell
über die Probenebene eingetragen (Abb.: 8). Bei der Übernahme von Proben-
und Patientendaten kam es zu Fehlern in Form von Zahlendrehern oder falsch
ausgefüllten Feldern durch Verwechslungen. Aufgrund des steigenden Probenauf-
kommens, war die manuelle Eintragung zusätzlich sehr zeitaufwendig. Für eine
rasche und fehlerfreie Übernahme der Probendaten in die Datenbank, wurde ein
Sample Manifest (SAM) entwickelt, welches alle notwendigen Informationen ab-
fragt und es gleichzeitig ermöglicht mehrere Proben in einem Schritt zu importie-
ren ohne manuelle Eingaben tätigen zu müssen. Das Sample Manifest wird dem
Einsender im Excel-Format zur Verfügung gestellt und im Dateiformat csv in
die Datenbank importiert (Abb.: 16). Die im SAM abgefragten Parameter sind
zwingend anzugeben. Dies ermöglicht eine standardisierte Probenaufzeichnung
und garantiert, das alle, zur Analyse notwendigen, Daten vorhanden sind. Die
Menge der im Sample Manifest mitgeteilten Proben schwankt zwischen zwei und
200. Unabhängig von der Anzahl der Proben ist der Import innerhalb weniger
Sekunden getätigt.

Abbildung 16: Das Sample Manifest. Es enthält alle relevanten Parameter, die zur
Bearbeitung und Auswertung der Proben notwendig sind. Die Identifikationsnummern und
Stammbaumnummern der Patienten werden in pseudonymisierter Form hinterlegt und sind
aus Datenschutzgründen in der Abbildung nicht dargestellt.
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3.1.5.2 Einführung des Sample Tracking Sheets

Sollte eine Probe im Labor in den Ablauf der Library-Präparation gebracht
werden, wurden dies zu Beginn über Tabellendokumente oder mündlich kommu-
niziert. Die Berechnungen zur initialen Verdünnung der DNAs für die Fragmen-
tierung wurden manuell durchgeführt. Im Anschluss an die Library-Präparation
wurden die Parameter der Qualitätskontrolle, die verwendeten Indizes und die
finale Library-Quantität per Hand in die Datenbank eingetragen. Ebenso wie bei
der Eintragung der Proben- und Patientendaten kam es hier zu Fehleinträgen. Der
Probendurchsatz war zu Anfang der NG-Sequenzierung gering und die Probenli-
sten übersichtlich. Die Automation der Library-Präparation erlaubt nunmehr die
parallele Herstellung von 96 Libraries. Daher spielt neben der Einführung von
Fehlern durch die manuelle Eingabe, auch die Bearbeitungszeit eine Rolle.

Für die Bearbeitung der zu präparierenden Proben wird aus der Prozessebe-
ne des LIMS ein Sample Tracking Sheet (STS) generiert (Abb.: 17). Es enthält
Informationen über die Proben-Identifikationsnummer, deren Stellplatz und 2D-
Barcode (die Einführung von 2D-Barcode Röhrchen wird im nächsten Abschnitt
beschrieben). Zusätzlich werden die Konzentrationen der Probe ausgegeben und
die Verdünnung zur Fragmentierung automatisch kalkuliert. Das STS wird suk-
zessive während der Library-Präparation mit den Informationen zum vergebenen
Index sowie den Quantitäten vor und nach der Hybridisierung (im Falle vom
Exomen) ausgefüllt. Die Quantitäts- und Qualitätsparameter (ng/µl, nM, bp),
die vom Bioanalyzer oder dem Caliper LabChip GX ausgegeben werden, können
einfach über copy/paste in das STS übertragen werden. Am Ende der Prozessie-
rung wird das STS mit allen relevanten Daten in das LIMS reimportiert. Ebenso
wie beim SAM werden durch die Einführung des STS manuelle Einträge vermie-
den und die Bearbeitungszeit stark reduziert.

3.1.5.3 Einführung von 2D-Barcode Röhrchen

Der wohl kritischste Punkt bei der Prozessierung von Proben im Hochdurch-
satz ist der Erhalt der Probenintegrität beginnend bei der Lagerung der Proben,
über die Prozessierung, bis hin zur fertigen Library und dem Library-Pool. Eine
Verwechslung von Proben kann falsch-positive oder falsch-negative Assoziationen
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Abbildung 17: Ausschnitt aus dem LIMS-generierten Sample Tracking Sheet
(STS) für eine Genom Library-Präparation. Das STS wird aus den Daten der Pro-
benebene generiert. Es inkludiert den Stellplatz und den 2D-Barcode der Probe und enthält
die Kalkulation zur initialen Verdünnung der DNA (Spalte N und O). Im Laufe des Prozes-
ses wird das STS mit verschiedenen Parametern gefüllt. Als erster Schritt wird der Barcode
des DNA-Stocks eingescannt und abgeglichen. Es folgen die genutzten Indizes, Qualität und
Quantität der Libraries, sowie der Barcode des Library-Röhrchens.

nach sich ziehen.
Klassischerweise wurden die DNAs oder RNAs von Patienten- oder Forschungs-

proben in Schraubröhrchen gelagert, die händisch beschriftet wurden. Das gleiche
Prinzip wurde für fertige Libraries und Pools angewendet. Die Kontrolle, welche
Probe prozessiert, gepoolt oder sequenziert werden soll, fand durch einen Abgleich
der Beschriftung mit denen in der Anforderung statt. Zusätzlich ist beim Anle-
gen der Pools und der Sequenzier-Läufe, eine Definition der Proben notwendig.
Hier mussten bisher die Library-IDs manuell eingetragen werden. Diese Prozesse
waren anfällig für Fehler.

Im Jahr 2011 führten wir die Proben- und Library-Lagerung in 2D-Barcode
Röhrchen ein (Thermo Scientific, Matrix 0,5 ml 2D-Barcode Schraubverschluss-
röhrchen). Die Anwendung des Systems innerhalb der Probenprozessierung ist
in Abbildung 18 dargestellt. Jede Patientenprobe, jede Library und jeder Pool
bekommt ein individuelles Röhrchen mit ID-Beschriftung und 2D-Barcode. Der
Barcode der Patientenprobe wird im Sample Manifest hinterlegt und importiert.

Zu Beginn der Library-Präparation findet ein ersten Kontrollschritt statt.
Wird die Probe prozessiert, erscheint der Proben-Barcode im Sample Tracking
Sheet (Abb.: 17 Spalte E). Durch einscannen der Barcodes in die DNA Barcode
control-Spalte findet ein visueller Abgleich durch den Bearbeiter statt. Gibt es
Diskrepanzen in der Barcode-Nomenklatur, wird zusätzlich beim Reimport des
STS einer Fehlermeldung im LIMS ausgegeben.

Die fertige Library wird ebenfalls in ein 2D-Barcode Röhrchen überführt und
der Barcode im STS hinterlegt. Zum Anlegen des Library-Pools im LIMS ist keine
manuelle Eintragung der Library-IDs mehr nötig. Alle in einem Pool befindlichen
Libraries werden einfach über ein Barcode-Lesegerät eingescannt. Der Library-
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Pool wiederum erhält ebenfalls ein eigenes 2D-Barcode Röhrchen. Beim Anlegen
des Sequenzier-Laufs wird dieser in das LIMS eingescannt und automatisch die
Verknüpfung zu den einzelnen Libraries im Pool hergestellt.

Das Sample Manifest und das Sample Tracking Sheet, sowie die Einführung
des 2D-Barcode Systems dienen der Vermeidung von Fehleinträgen durch manu-
elle Eintragungen, vereinfachen und beschleunigen den Prozess des Datenimports
und standardisieren die Probenprozessierung.

61



Ergebnisse

Abbildung 18: Übersicht zur Anwendung von 2D-Barcodes innerhalb der Pro-
benprozessierung.
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3.1.5.4 Rekalkulation von genomischen Library-Pools

Eine weitere Entwicklung und Verfeinerung des LIMS war die Einführung der
Möglichkeit einer molaren Rekalkulation von Library-Pools. Der hohe Durchsatz
der gegenwärtigen NG-Sequenzierplattformen machte es notwendig, das Proben
miteinander gemischt und auf eine oder mehrere Lanes einer Flow Cell verteilt
werden (Pooling). Zusätzlich ergibt sich dadurch der Effekt, das mögliche Lane-
abhängige Sequenzierartefakte, wie ungleichmäßiges Clustern, besser ausbalan-
ciert werden können.

Das Pooling ist ein äquimolares Mischen einzelner Libraries (Abb.: 13) zu
einem Library-Pool. Das Ziel ist es, das jede Probe in gleichem Maße vertreten ist
und die gleiche Menge an Sequenzierdaten produziert. Eine homogene Produktion
von Daten erhöht die Vergleichbarkeit von Proben und verhindert das Über- oder
Untersequenzieren von Libraries.

Die Vergangenheit hat gezeigt, das es praktisch nicht möglich ist das Pooling
äquimolar auszulegen. Das zeigte sich in der ungleichmäßigen Datenmenge, die
in der Sequenzierung erzeugt wurde (Abb.: 19A, B). Die Gründe für einen inho-
mogenen Pool können in der nicht 100 %ig genauen Messbarkeit der Quantität
einer Library, als auch in der Varianz der Pipettiergenauigkeit des Bearbeiters
bei der Herstellung der Pools liegen.

Genom-Libraries werden mittels qPCR quantifiziert und im Anschluss äqui-
molar gemischt. Ein Pool aus sechs Genomen wird auf einer HiSeq4000 Flow
Cell verteilt um eine durchschnittliche Abdeckung von 40-fach pro Genom zu
erhalten. Die Ergebnisse der Sequenzierung eines Genom-Pools ohne Rebalan-
cierung sind in Abbildung 19A dargestellt. Die Libraries im Pool hatten eine
durchschnittliche Abdeckung von 47-fach und schwankten zwischen 38-fach bis
61-fach. In Anlehnung an eine Poster-Präsentation des Broad Institute auf der
AGBT Konferenz (Advances in Genome Biology and Technology) im Jahr 2016
[110], führten wir die Rebalancierung von Genom-Pools ein. Dazu wird vom Pool
eine Lane einer Flow Cell sequenziert und die Datenmenge der einzelnen Librari-
es ermittelt. Abbildung 19B zeigt die durchschnittliche Abdeckung der Libraries
eines unbalancierten 12-Plex, die zwischen 1,7-fach bis 4-fach schwankte. Für
unterrepräsentierte Proben wurden die verhältnismäßigen Volumina der jeweili-
gen Library dem bestehenden Pool hinzugefügt (Abb.: 19C), und die restlichen
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Abbildung 19: Rekalkulation von genomischen Library-Pools. Abbildung A zeigt
die durchschnittliche Abdeckung einzelner Libraries eines unbalancierten Genom-Pools. Die
Abdeckung schwankt um einen Mittelwert (gestrichelte Linie) von 47-fach von 33,4-fach bis
61,3-fach. Die Abbildung B zeigt die Resultate der Sequenzierung einer Test-Lane eines 12-
Plex. Noch unblanciert schwankt auch hier die durchschnittliche Abdeckung pro Genom von
1,3-fach bis 4-fach bei einem Mittelwert von 2,9-fach. C Die Volumina der unterrepräsentier-
ten Genom-Libraries zur Balancierung des Pools werden durch das LIMS berechnet und aus-
gegeben. Die Ergebnisse zeigt die Abbildung D mit einer homogenen Abdeckung von 43,6-
fach im Mittel. 64
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sieben Lanes sequenziert. Das Sequenzier-Ergebnis nach der Rekalkulation des
Pools ist in Abbildung 19D dargestellt. Es zeigte sich eine homogene Abdeckung
der einzelnen Proben zwischen 42,5-fach und 45,6-fach.

Die Rekalkulation von genomischen Library-Pools ermöglicht das Multiplexen
von mehreren Proben und resultiert in einer homogenen Menge an Sequenzier-
daten. Einer Über- oder Unterrepräsentation von einzelnen Libraries wird vor-
gebeugt. Die Methode kann nicht nur auf genomische Library-Pools angewendet
werden, sondern ist auf alle Arten von Libraries, wie Exome und Transkriptome
erweiterbar. Ein Nachteil der Anwendung ist die verlängerte Bearbeitungszeit von
durchschnittlich 4-5 Tagen durch die zweistufige Sequenzierung.

3.1.5.5 Einführung der Kontaminationsbestimmung bei humane Pro-
ben

Ein wichtiger Qualitätsparameter bei der Sequenzierung von exomischen und
genomischen Libraries ist die Identität der Patientenprobe. DNAs werden im
96er-Ansatz bearbeitet und es sind viele Pipettierschritte notwendig von der
DNA bis hin zur finalen Library. Kontaminationen führen zu einer reduzierten
Genotyp-Qualität und zu falsch positiven Assoziationen [58]. Zur Bestimmung
des Grades der Kontamination einer humanen Proben wurde die Methodik nach
Jun et al. [58] eingeführt. Zusammenfassend werden dabei die Allel-Frequenzen
(MAF > 5 %) einer Kontrollpopulation (hier die der HapMap-CEU-Population)
mit dem Genotyp der sequenzierten Probe verglichen. Basierend auf der Wahr-
scheinlichkeit des Auftretens von SNPs kann über ein statistisches Verfahren ein
Kontaminationsgrad berechnet werden.

Die Kontaminationswerte können innerhalb der Analyseebene abgerufen wer-
den. Proben mit einem Kontaminationsgrad größer als 5 % werden von wei-
teren Analysen exkludiert, neue DNA oder Blut angefordert und die Library-
Präparation und Sequenzierung wiederholt. Diese Art Anwendung der Kontami-
nationsbestimmung ist die Naheliegendste und eine der Wichtigsten, zur Auf-
rechterhaltung der Datenqualität und Vergleichbarkeit.

Es zeigte sich in der Vergangenheit zusätzlich, dass Vergleiche der Kontami-
nationen über einen Zeitverlauf auf Probleme bei der Prozessierung der Proben
hinweisen können. So wurde zu Beginn des Jahres 2016 eine Erhöhung der Kon-
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der prozentualen Kontamination von Exom-
Libraries. Die Grafik zeigt die Kontaminationen der einzelnen Libraries (als Punkt darge-
stellt), nach der Sequenzierung auf dem HiSeq2500 (hellblau) und dem HiSeq4000 (dunkel-
blau). Die waagerechten Striche kennzeichnen den Median der prozentualen Kontamination
bei der Sequenzierung auf den beiden unterschiedlichen Plattformen.

tamination von Exom-Libraries festgestellt. Eine Evaluation der Labor- und Pro-
zessabläufe der Library-Präparation zeigte keine eingeführten Veränderungen. Es
konnte keine Kontamination von humaner DNA in den genutzten Lösungen wie
Wasser oder Elutionspuffer nachgewiesen werden (KAPA hgDNA Quantification
and QC Kit). Eine zusätzliche Reinigung aller im Labor verwendeten Oberflä-
chen, Geräte und Pipetten mit einer Dekontaminationslösung (DNA-ExitusPlus
IF) brachte ebenfalls keine Reduktion der Kontamination.

Vergleichende Analysen über Kontaminationsplots zeigten, dass mit der Ein-
führung der HiSeq4000-Sequenzierplattform und der damit einhergehenden Patt-
erned-Flow Cell-Technologie, die Kontamination der Exom-Proben von rund 1 %
auf rund 1.4 % (Median) (Abb.: 20 und 21) stieg.

Was zu einer Erhöhung der Kontaminationsrate mit der Nutzung der Hi-
Seq4000 führte, war zu diesem Zeitpunkt gänzlich unklar. Kurze Zeit später
veröffentlichte eine Forschergruppe aus Stanford eine Publikation [19], die den
Effekt des Adapter Hoppings oder auch Index Switchings beschreibt, welcher zu
dem registrierten Anstieg des Kontaminationsgrades führt (Abb.: 22).
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Abbildung 21: Kontamination exomischer Libraries auf dem HiSeq2500 im Ver-
gleich zum HiSeq4000. Vergleichend ist der Median der Kontamination in % von Exom-
Libraries auf dem HiSeq2500 und dem HiSeq4000 dargestellt. Zusätzlich dazu findet sich der
Median der Kontamination von Exom-Libraries auf dem HiSeq4000, die zuvor mit einem
Blocking-Reagenz behandelt wurden.

Abbildung 22: Schematische Darstellung des Adapter Hoppings. Bei der Herstel-
lung von Libraries verbleiben freie Adapter in der Lösung. Werden Libraries zu einem Pool
gemischt, befindet sich auch eine Mischung freier Adapter in der Lösung. Diese werden durch
die ExAmp-Polymerase (grauer Kreis) als Primer für die Synthese des Zweitstrangs genutzt,
wobei es zum Austausch der Indizes kommt. In dem gezeigten Beispiel sind die Library-
Fragmente von Patient A mit einem orangen Index und Patient B mit einem gelben Index
dargestellt. Werden diese beiden Proben gemischt, befinden sich ebenfalls von beiden Library-
Präparationen nicht aufgebrauchte Indizes in der Lösung. So kann der Adapter von Patient B
als Primer-Oligo an das Fragment von Patient A gebunden und elongiert werden. Das Insert
von Patient A bekommt nun den Index von Patient B und es entsteht eine Kontamination.
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Abbildung 23: Kontamination genomischer Libraries. Vergleichend sind die prozen-
tualen Kontaminationswerte (Median) von genomischen Libraries nach der Sequenzierung auf
dem HiSeq2500 und dem HiSeq4000 dargestellt. Zusätzlich findet sich der Kontaminations-
grad bei Libraries, die über zwei individuelle Indizes markiert wurden.

Ein Anstieg der Kontaminationen war bei genomischen Libraries nicht sicht-
bar (Abb.: 23). Das kann daran liegen, das zum Einen der Durchsatz genomischer
Libraries um ein vielfaches geringer ist, als der von exomischen Libraries und so-
mit der Effekt nicht sichtbar wurde. Zum Anderen kann es auch an der Anzahl
der Libraries in einem Pool liegen, die bei Genom-Sequenzierungen meist im
einstelligen Bereich liegt im Vergleich zu Exomen, bei denen 40 Proben gepoolt
werden.

Für die Genom-Sequenzierung war es möglich individuelle duale Indizes zu
verwenden [19, 111]. Dazu wird sowohl am 5’-Ende als auch am 3’-Ende einer
Library ein individueller Index eingeführt. Diese beiden Indizes kommen im ge-
samten Library-Pool nicht noch einmal vor. Da die, durch Adapter Hopping ent-
standenen, Index-Neukombinationen nicht zu einem Patienten definiert wurden,
werden die betroffenen Fragmente bioinformatisch herausgefiltert. Dies führte
zu einer Reduktion der Kontaminationsrate bei Genomen auf 0.24 % (Median)
(Abb.: 23).

Für das derzeitige Standard-Protokoll zur Herstellung von exomischen Libra-
ries sind keine individuellen dualen Indizes verfügbar. Jedoch können durch die
Behandlung des Library-Pools mit dem Illumina Free Adapter Blocking Reagent
vor der eigentlichen Sequenzierung, die freien Adapter blockiert werden (Abb.:
24). Die Anwendung des Reagenz bei Exom-Libraries führte zu einer Reduktion
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Adapter-Blocking. Durch die Be-
handlung mit einem Blocking-Reagenz werden die 3’OH-Enden der freien Adapter in ein
3’O-Enden umgewandelt. Dadurch stehen sie der Polymerase nicht mehr zur Elongation zur
Verfügung.

der Kontamination von 1,4 % auf 0,7 % (Median) (Abb.: 21).
Sowohl die Verwendung von individuellen dualen Indizes bei Genomen, als

auch das Blockieren freier Adapter führte zu einer deutlichen Reduktion der
Kontaminationsrate sogar unter die Werte, die bei der Sequenzierung mit dem
HiSeq2500 erreicht wurden. Dies kann darauf hindeuten, dass es auch bei der Non-
Patterned-Flow Cell-Technologie zum Phänomen des Adapter Hoppings kommt
[19, 111].
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3.2 Etablierung der automatisierten Exom-Library-Präpa-
ration

Der folgende Abschnitt beschreibt die Einführung und Weiterentwicklung der
Exom-Sequenzierung am Institut für Humangenetik. Der Prozess gliedert sich in
drei Schritte: (a) die Einführung der manuellen Exom-Library-Präparation im
niedrigen Durchsatz, (b) die Entwicklung einer Semi-Automation zur parallelen
Herstellung von 48 Exom-Libraries und (c) der Erweiterung der Semi-Automation
zur weitgehenden Automation und der damit einhergehende Hochdurchsatz der
Library-Herstellung (Abb.: 45). Neben der Entwicklung einer Automation be-
schreibt der Abschnitt die Optimierung der Laborabläufe sowie der Qualitätssi-
cherung.

3.2.1 Einführung der manuellen Exom-Library-Präparation

Im Jahr 2009 wurden die ersten Exom-Libraries hergestellt. Die manuelle Her-
stellung erfolgte nach dem Protokoll SureSelect Human All Exon Kit Illumina
Paired-End Sequencing Library Prep Version 1.0.1, October 2009. Die händische
Präparation war ein zeitaufwendiger und anfälliger Prozess. Von der DNA bis hin
zur fertigen Library waren etliche Pipettierschritte notwendig, die gewissenhaft
und konzentriert ausgeführt werden mussten. Die einzelnen Schritte der manu-
ellen Library-Herstellung sind in Abbildung 25A dargestellt. Einer der zeit- und
arbeitsintensivsten Schritte ist die säulchenbasierten Aufreinigung über das QIA-
quick PCR Purification Kit bzw. Qiagen MinElute Kit (insgesamt 5 mal im Pro-
zess). Diese finden nach jedem enzymatischen Schritt statt und sind notwendig
um die DNA-Lösung von Enzymen und Puffern zu reinigen und so für den näch-
sten Schritt vorzubereiten. Limitierend ist das Arbeiten mit der Einkanalpipette
und die Zentrifugationsschritte während des Prozesses. Gleichzeitig führen die
säulchenbasierten Aufreinigungsschritte zu Verlusten von Material [112]. Durch
die Prozessierung mehrerer Proben in einzelnen Reaktionsgefäßen kann es zu Ver-
tauschungen von Probematerial kommen. Über mehrere Tage konnten bei hohem
Personalaufwand bis zu 12 Libraries hergestellt werden.

Bis zur Einführung der Semi-Automation Ende 2010 wurden 121 Exom-Libra-
ries hergestellt und sequenziert. Das Ziel, zur Steigerung des Durchsatzes, war
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die Etablierung einer automatisierten Library-Präparation.

3.2.2 Einführung der semi-automatisierten Exom-Library-Präpara-
tion

Mit der Einführung von Exom-Anreicherungstechniken im Jahr 2009 stieg die An-
frage nachNG-Sequenzierungen stark an. Im Vergleich zur Genom-Sequenzierung,
ist die Exom-Sequenzierung ein kostengünstiger und erfolgversprechender Ansatz
zur Identifikation pathogener Varianten in kodierenden Bereichen des Genoms
[23, 113, 114, 115, 78]. Um der steigenden Nachfrage nachkommen zu können
wurde eine Semi-Automation der Library-Präparation entwickelt.

Die Grundlage für eine Semi-Automation bot das optimierte manuelle Li-
brary-Präparations-Protokoll SureSelect Target Enrichment System for Illumina
Paired-End Sequencing Library, Version 2.0.1, May 2010 (Abb.: 25 B). Darin
wurden die säulchenbasierten Aufreinigungsschritte, so wie sie zur Einführung der
Exom-Library-Präparation genutzt wurden, durch eine Aufreinigung mit AMPu-
re XP Beads ersetzt. Zusammen mit der Anschaffung der Bravo Automated Liquid
Handling Platform (Agilent) sollte ein Automationsprotokoll, welches bis dahin
nicht verfügbar war, entwickelt werden. Die Entwicklungsarbeit übernahm ich ge-
meinsam mit Dr. Ingo Poleschak (Agilent Technologies, Inc.), der die gewünschten
Programmierungen durchführte.

Im Ergebnis wurden die AMPure XP Bead-Aufreinigung, der Schritt der
Exom-Anreicherung sowie die Elution nach der Anreicherung automatisiert. Die
Automation sollte so gestaltet sein, das nach dem Bestücken des Bravo mit den
benötigten Verbrauchsmaterialien, die jeweiligen Protokolle ohne Zutun des Bear-
beiters durchlaufen konnten. Das wurde durch ein Stapeln der Reagenzienplatten
erreicht. Der Durchsatz wurde um ein 4-faches im Vergleich zur manuellen Li-
brary-Präparation gesteigert. Es konnten 48 Proben parallel bearbeitet werden,
bei geringerer Bearbeitungszeit durch den Anwender. Die Qualität der erhalte-
nen Sequenzier-Daten verbesserte sich im Hinblick auf die durchschnittliche Ab-
deckung des Exoms (Abb.: 26) sowie der On-Bait-Rate (Abb.: 27), während sich
die Duplikatrate der einzelnen Libraries verdoppelte (Abb.: 28). In den folgenden
Abschnitten werden die entwickelten Automationsprotokolle beschrieben.
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gDNA verdünnen und fragmentieren
Covaris S2

Aufreinigung mittels QIAquick PCR 
Purification Kit

Qualitätskontrolle Bioanalyzer DNA 1000

End-Repair

Aufreinigung mittels  QIAquick PCR 
Purification Kit

Aufreinigung mittels QIAquick PCR 
Purification Kit

Ligation eines Adenosin

Ligation der Adapter

Aufreinigung mittels  QIAquick PCR 
Purification Kit

PCR-Amplifikation

Aufreinigung mittels QIAquick PCR 
Purification Kit

Qualitätskontrolle Bioanalyzer DNA 1000

Aliquotieren, Eindampfen und Hybridisieren

Capture der DNA/RNA-Hybride mit Streptavidin-
gekoppelten Beads

Elution und Aufreinigung mittels  Qiagen 
MinElute PCR purification column

PCR-Amplifikation

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

gDNA verdünnen und fragmentieren
Covaris S2

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Qualitätskontrolle Bioanalyzer DNA 1000

End-Repair

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Ligation eines Adenosin

Ligation der Adapter

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

PCR-Amplifikation

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Qualitätskontrolle Bioanalyzer DNA 1000

Aliquotieren, Eindampfen und Hybridisieren

Capture der DNA/RNA-Hybride mit Streptavidin-
gekoppelten Beads

Elution und Aufreinigung mittels AMPure XP 
Beads

PCR-Amplifikation

gDNA verdünnen und fragmentieren
Covaris E220

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

End-Repair

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Ligation eines Adenosin

Ligation der Adapter

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

PCR-Amplifikation

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Qualitätskontrolle Caliper LabChip GX

Aliquotieren, Eindampfen und Hybridisieren

Capture der DNA/RNA-Hybride mit Streptavidin-
gekoppelten Beads

Elution und Aufreinigung mittels AMPure XP 
Beads

PCR-Amplifikation

Aufreinigung mittels AMPure XP Beads Aufreinigung mittels AMPure XP Beads

Manuelle Library-Präparation 
(n=12)

Semi-Automation
(n=48)

weitgehende Automation
(n=96)

Qualitätskontrolle Bioanalyzer High Sensitivity Qualitätskontrolle Bioanalyzer High Sensitivity Qualitätskontrolle Caliper LabChip GX

B CA

SureSelect Human All Exon Kit Illumina Paired-
End Sequencing Library Prep Version 1.0.1, 

October 2009

SureSelect Target Enrichment System for 
Illumina Paired-End Sequencing Library, Version 

2.0.1, May 2010

SureSelect XT Automated Target Enrichment for 
Illumina Paired-End Multiplexed

Sequencing, Version E.3, November 2012

Quantitätsbestimmung mittels picoGreen Quantitätsbestimmung mittels picoGreen Quantitätsbestimmung mittels picoGreen

Pooling Pooling Pooling

Abbildung 25: Übersicht der Arbeitsschritte einer Library-Präparation im ma-
nuellen, semi-automatisierten und weitgehend automatisierten Modus. In schwarz
sind alle nicht-automatisierten Schritte dargestellt. In orange finden sich alle auf der Bravo
Liquid Handling Platform automatisierten Schritte. Innerhalb der Semi-Automation werden
alle AMPure XP Bead Aufreinigungsschritte, sowie die Exom-Anreicherung und Elution der
Libraries automatisiert durchgeführt. Innerhalb der weitgehenden Automation finden nur
noch die Fragmentierung sowie die QC-Schritte auf anderen Plattformen statt.
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Abbildung 26: Vergleichende graphische Darstellung der durchschnittlichen Ab-
deckung eines Exoms. Mit dem manuellen Protokoll konnte eine 20-fache Abdeckung für
85 % der Basen erzeugt werden. Die Semi-Automation steigerte diesen Wert auf 94 % und die
weitgehende Automation erreicht einen Wert von 96 %.

Abbildung 27: Übersicht zur On-Bait-Rate. Vergleichend sind die prozentualen On-
Bait-Raten in Abhängigkeit von der Präparationsmethode der Libraries dargestellt.
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Abbildung 28: Die Duplikatrate im Überblick. Vergleichend sind die durchschnitt-
lichen Duplikatraten der exomischen Libraries dargestellt. Während die manuelle Library-
Präparation nur wenige Duplikate erzeugt, verdoppelt sich die Anzahl auf 16 % bei einer
automatisierten Herstellung.
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3.2.2.1 Automatisierte AMPure XP Bead-basierte Aufreinigung

Mit der Einführung der AMPure XP Beads (Beckman Coulter, Inc.) zur Auf-
reinigung von enzymatischen Reaktionen entfallen alle notwendigen Zentrifuga-
tionsschritte [112, 116]. Es kann mit Mehrkanalpipetten gearbeitet werden und
der Verlust von DNA, durch den Wegfall der Filtration über Kieselgelmembra-
nen (silica gel), wird gemindert. Bisher wurden AMPure XP Beads lediglich zur
Reinigung des PCR-Ansatzes innerhalb der Library-Präparation eingesetzt. Sie
arbeiten nach dem Solid Phase Reversible Immobilization Prinzip (SPRI) [117].
Es sind magnetische Partikel, die auf ihrer Oberfläche freie Carboxygruppen (-
COOH) tragen. Sie erlauben eine reversible Bindung von DNA in Anwesenheit
von Polyethylenglycol (PEG) und Natriumchlorid (NaCl), die bei Zugabe von
Wasser oder Elutionspuffer (Niedrigsalzpuffer) gelöst werden kann [117]. Die An-
wendung von AMPure XP Beads ermöglichte alle DNA-Aufreinigungsschritte in-
nerhalb der exomischen Library-Herstellung zu automatisieren. Die Aufreinigung
besteht aus nur wenigen Schritten, die einfach zu automatisieren sind (Abb.: 29,
1-6).

Abbildung 29: Die Schritte der AMPure XP Bead Aufreinigung [118]. (1) Zuga-
be eines definierten AMPure XP Bead Volumens zur DNA-Lösung. (2) Mischen der Lösung.
Die DNA-Fragmente binden an die Beads. (3) Separation der Bead/DNA-Hybride über einen
Magneten. Der Überstand enthält nicht gebundene DNA-Fragmente und Reste der vorange-
gangenen enzymatischen Reaktion. (4) 2-maliges Waschen des Pellets mit 80 % Ethanol. Die
Platte verbleibt dabei auf dem Magnetständer. (5) Elution der DNA-Fragmente durch Zu-
gabe von Elutionspuffer nachdem der Ethanol abgetrocknet ist. Die Platte wird hierzu vom
Magnetständer genommen. (6) Die Platte wird auf den Magnetständer gestellt. Nach Bildung
des Bead-Pellets wird der Überstand, in dem nun die DNA-Fragmente gelöst sind, abgenom-
men und in eine frische Platte pipettiert.

Für eine automatsierte AMPure XP Bead-Aufreinigung, standen uns sieben
der neun Plattenpositionen auf dem Bravo zur Verfügung (Abb.: 30). Die Positio-
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Abbildung 30: Plattenanordnung zur AMPure XP Bead-Aufreinigung. Die Deck-
positionen werden von links oben nach rechts unten von eins bis neun durchnummeriert.

nen vier und sechs können gekühlt oder beheizt werden und sind dauerhaft mit
Adaptern für Deep Well-Platten belegt. Position sieben wird dauerhaft durch die
Magnetplatte belegt.

Um alle notwendigen Reagenzienplatten zu positionieren wurden sie auf Posi-
tion neun der Reihenfolge ihrer Nutzung nach gestapelt (Abb.: 31). Position eins
wird durch eine leere Spitzenbox belegt, Position 2 durch eine volle Spitzenbox.
Auf Position fünf stehen die vorpipettierten AMPure XP Beads. Die benötigten
Platten werden zur Nutzung jeweils von Position neun auf Position acht gestellt.
Der Plattenstapel wird im Anschluss der Nutzung auf Position drei umgestapelt.
Entgegen dem manuellen Protokoll wird innerhalb der Automation statt in 1 ml
Tubes mit PCR-Platten gearbeitet, die maximal 200 µl fassen können. Die Vo-
lumina der AMPure XP Beads und des Ethanols für den Waschschritt wurden
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Abbildung 31: Aufbau der Bravo-Oberfläche zur AMPure XP Bead-
Aufreinigung. Eine Abfrage und Kontrolle der Positionen erfolgt vor dem Start des Pro-
tokolls durch die Software.

aufgrund dessen in Anlehnung an Fisher et al. nach unten skaliert [112].
Die Aufreinigungsschritte über AMPure XP Beads finden nach jedem enzyma-

tischen Schritt innerhalb der Exom-Libary-Präparation statt. Dabei sind abhän-
gig vom Volumen der DNA-Lösung sowie dem Elutionsvolumen unterschiedliche
Parameter zu setzten. Um das Automationsprotokoll für die Aufreinigung flexibel
zu gestalten, erfolgt zu Beginn eine Abfrage über die anzuwendenden Parameter
(Abb.: 32). Das Protokoll hat eine Dauer von 50 Minuten für bis zu 48 Proben.
Im Anschluss an die Reinigung erfolgt der nächste enzymatische Schritt. Hierzu
bedarf es lediglich der Herstellung des enzymatischen Mastermixes und dessen
Zugabe per Mehrkanalpipette zu den Proben. Nach vorgegebener Inkubation er-
folgt der nächste Reinigungsschritt auf der Automationsplattform.
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Abbildung 32: Abfrage der Parameter zur automatisierten AMPure XP Bead
Aufreinigung. Die DNA- und Elutions-Volumina, das Verhältnis von DNA und AMPure
XP Beads, sowie die Probenanzahl werden an dieser Stelle definiert.
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3.2.2.1.1 Prozessschritte der AMPure XP Bead-Aufreinigung auf
dem Bravo

Im Folgenden ist der Ablauf der einzelnen Schritte, die auf dem Bravo wäh-
rend der Aufreinigung ausgeführt werden, dargestellt. Diese gliedern sich in: (1)
Bindung der DNA-Fragmente, (2) Entfernen des Überstandes und waschen des
Bead-Pellets sowie (3) der Elution.

1. Bindung der DNA-Fragmente an die AMPure XP Beads

(a) Umstellen der DNA-Platte von Position 9 auf Position 8.

(b) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(c) Aufnahme des Volumens aus der DNA-Platte von Position 8 und Ab-
gabe des Volumens in die AMPure XP Bead Platte auf Position 5.

(d) Durchmischen der DNA-Bead Suspension mit 15 Mixzyklen auf Posi-
tion 5.

(e) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(f) 5 minütige Inkubation des DNA-Bead Gemisches auf Position 5 zur
Bindung der DNA-Fragmente an die Beads.

(g) Umstellen der DNA-Bead-Platte von Position 5 auf Position 7.

(h) 5 minütige Inkubation auf Position 7 zur Bildung des Bead-Pellets auf
dem Magnetständer.

2. Entfernen des Überstandes und waschen des DNA-Bead-Pellets mit Ethanol

(a) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(b) Aufnahme des Überstandes aus der DNA-Bead-Platte von Position 7
und Abgabe des Überstandes in die DNA-Platte auf Position 8.

(c) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(d) Umstellen der DNA-Platte von Position 8 auf Position 3.

(e) Ethanol Platte 1 von Position 9 auf Position 8 stellen.

(f) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.
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(g) Aufnahme von 100 µl 70 % Ethanol und Abgabe des Volumens in die
DNA-Bead-Platte auf Position 7.

(h) 1 Minute Inkubation.

(i) Aufnahme von 105 µl 70 % Ethanol aus der DNA-Bead-Platte auf Po-
sition 7 und Abgabe des Volumens in die Ethanol Platte 1 auf Position
8.

(j) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(k) Ethanol Platte 1 von Position 8 auf Position 3 stellen.

(l) Ethanol Platte 2 von Position 9 auf Position 8 stellen.

(m) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(n) Aufnahme von 100 µl 70 % Ethanol und Abgabe des Volumens in die
DNA-Bead-Platte auf Position 7.

(o) 1 Minute Inkubation.

(p) Aufnahme von 105 µl 70 % Ethanol aus der DNA-Bead-Platte auf Po-
sition 7 und Abgabe des Volumens in die Ethanol-Platte 2 auf Position
8.

(q) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(r) Ethanol Platte 2 von Position 8 auf Position 3 stellen.

3. Elution der DNA-Fragmente

(a) Umstellen der DNA-Bead-Platte auf Position 5.

(b) Vier minütige Inkubation zum Abtrocknen des Ethanols.

(c) Elutionspuffer-Platte von Position 9 auf Position 8 stellen.

(d) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(e) Aufnahme des Elutionsvolumens aus der Elutionspuffer-Platte auf Po-
sition 8 und Abgabe des Elutionsvolumens in die Platte auf Position
5.

(f) Durchmischen der Suspension mit 30 Mix-Zyklen.

(g) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(h) Zwei minütige Inkubation auf Position 5.
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(i) Umstellen der DNA-Bead-Platte von Position 5 auf Position 7.

(j) Drei minütige Inkubation auf Position 7 zur Bildung des Pellets.

(k) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(l) Aufnahme des Elutionsvolumens aus der DNA-Bead-Platte auf Po-
sition 7 und Abgabe des Elutionsvolumens in die Elutionsplatte auf
Position 9.

(m) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(n) Umstellen der Elutionspuffer-Platte von Position 8 auf Position 3.

(o) Umstellen der leeren DNA-Bead-Platte von Position 7 auf Position 5.

(p) Die eluierte DNA ist auf Position 9 bereit für den nächsten Schritt.

3.2.2.1.2 Vergleich der manuellen und automatisierten AMPure
XP Bead-Aufreinigung

Die Ausführung der automatisierten AMPure XP Bead-Aufreinigung kann
direkt gegen die Ergebnisse der manuellen Aufreinigung verglichen werden. Dazu
wurden von vier DNAs 6 µg Material in 260 µl Wasser verdünnt, der Ansatz
geteilt und über den Covaris E220 nach Standard-Protokoll fragmentiert. Die ei-
ne Hälfte der Proben wurde automatisiert über AMPure XP Beads aufgereinigt,
während die zweite Hälfte nach dem manuellen Protokoll bearbeitet wurde. Im
Anschluss an die Aufreinigung wurden die Proben mittels Bioanalyzer (DNA 1000
Kit) quantifiziert. Alle automatisiert aufgereinigten Proben zeigen dabei eine ge-
ringere Ausbeute (5-29 %) nach der Reinigung im Vergleich zur gepaarten Probe,
die der manuellen Bearbeitung unterzogen wurde (Abb.: 33). Der Verlust von
Material bei der automatisierten Aufreinigung führt zu einer Verminderung der
Komplexität der Library, was sich in einem Anstieg der Duplikatrate zeigt (Abb.:
18). Aufgrund der angestrebten Sequenziertiefe von 8 Gb (120-fache Abdeckung
des Exoms) wird dieser Anstieg ausgeglichen und eine ausreichende 20-fache Ab-
deckung von durchschnittlich 95 % erreicht (Abb.: 26).

Ursächlich für den Materialverlust während der automatisierten AMPure XP
Bead-Aufreinigung ist die nicht vorhandene Anpassungsfähigkeit der Automa-
tionsplattform. Eine händische Bearbeitung hat im Vergleich dazu den Vorteil
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Abbildung 33: Vergleichende Darstellung der finalen Konzentrationen nach au-
tomatisierter versus manueller AMPure XP Bead-Aufreinigung.

flexibel auf den Prozess eingehen zu können. So kann zum Beispiel die Trock-
nungszeit der Beads durch visuelle Inspektion genau angepasst werden. Diese ist
abnhängig von der eingesetzten Menge an AMPure XP Beads und der Raum-
temperatur. Werden die Beads Übertrocknet, ist keine effiziente Elution mehr
möglich. Die Automation hingegen kann nur anhand der Menge der eingesetzten
Beads programmiert werden und kann nicht flexibel auf die Raumtemperatur
eingehen. Dadurch kommt es zu starren Trocknungszeiten, die abhängig von den
äußeren Faktoren suboptimal sein können.
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3.2.2.2 Automation der Exom-Anreicherung und der Elution

Die Anreicherung exomischer Bereiche einer DNA-Library erfolgt in Lösung
über eine komplementäre Bindung an RNA-Baits [28]. Diese sind biotinyliert und
werden im Anschluss an die Hybridisierungsreaktion an magnetische Streptavidin-
Beads gebunden, während der Überstand weggewaschen wird. Die Hybride wer-
den eluiert und mittels PCR amplifiziert (Abb.: 4). Innerhalb des Prozesses wird
vier mal mit zwei verschiedenen Lösungen gewaschen. Der händische Durchsatz
liegt bei 12 Proben pro vier Stunden. Da in einzelnen Reaktionsgefäßen gear-
beitet wird, ist die Gefahr von Pipettierfehlern dieser Stelle besonders groß. Die
Automation ermöglicht die Anreicherung von 48 Proben in vier Stunden. Die Au-
tomation inkludiert das einmalige Waschen mit Waschpuffer 1 und das dreimalige
Waschen mit Waschpuffer 2. Die Volumina der Waschpuffer wurden nach Fisher
et al. [112] angepasst, um in Deep Well-Platten arbeiten zu können. Die Anord-
nung der Platten auf der Automationsoberfläche wird bebildert und schriftlich
vor dem Start des Protokolls abgefragt und kontrolliert (Abb.: 34). Die Elution
erfordert ein erneutes Bestücken des Bravo mit Reagenzien und Platten.

Abbildung 34: Anordnung der Platten vor dem Start des Anreicherungs-
Protokolls. Die Positionen 4 und 6 sind auf 65 °C vorgeheizt.
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3.2.2.2.1 Automatisierte Prozessschritte der Exom-Anreicherung
und Elution auf dem Bravo

Im Folgenden ist der Ablauf der einzelnen Schritte, die auf dem Bravo wäh-
rend der Exom-Anreicherung und Elution ausgeführt werden, dargestellt. Der
Prozess gliedert sich in drei Schritte: (1) Bindung der DNA/RNA-Hybride an
Streptavidin-Beads. Über die biotynilierten RNA-Baits werden die DNA/RNA-
Hybride an Streptavidin-Beads gebunden. DNA-Fragmente, die nicht an eine
komplementäre RNA gebunden sind, bleiben in Lösung. Der Prozess finden unter
ständiger Bewegung der Flüssigkeit innerhalb von 30 Minuten statt. Die Bewe-
gung der Suspension wird durch auf- und abpipettieren gewährleistet. Im An-
schluss an die Bindung wird nach der Inkubation auf der Magnetplatte der Über-
stand mit den ungebunden DNA-Fragmenten abgenommen und verworfen. (2)
Waschen mit Waschpuffer 1 zum Entfernen von Pufferresten aus Schritt 1. Das
Bead-Pellet wird in Waschpuffer 1 resuspendiert und 15 Minuten inkubiert. Im
Anschluss wird der Waschpuffer 1 nach erneuter Bildung des Bead-Pellets ab-
genommen und verworfen. (3) Waschen mit Waschpuffer 2. Das Waschen mit
Waschpuffer 2 dient zur Entfernung unspezifisch gebundener DNA-Fragmente.
Dazu wird der Puffer auf 65 °C erhitzt und zum Bead-Pellet gegeben. Nach 10
minütiger Inkubation der Bead-Platte bei 65 °C wird nach der Bildung des Bead-
Pellets der Waschpuffer 2 wieder abgenommen und verworfen. Der Waschschritt
mit Waschpuffer 2 wird insgesamt drei mal wiederholt. Final erfolgt die Elution
der angereichert DNA mit Elutions- und Neutralisationspuffer.

1. Schritt: Bindung der DNA/RNA-Hybride an Streptavidin-Beads

(a) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(b) Mixen der Streptavidin-Bead-Suspension in der Capture-Platte mit
180 µl 200 mal.

(c) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(d) Umstellen der Capture-Platte von Position 5 auf Position 7.

(e) 5 minütige Inkubation auf Position 7 zur Bildung des Bead-Pellets auf
dem Magnetständer.

(f) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.
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(g) Öffnen eines Loops zur Abnahme des Überstandes. Der Loop wird zwei
mal durchgeführt.

i. Aufnahme von 115 µl Überstand aus der Capture-Platte und Ab-
gabe des Volumens in die Abfall-Platte auf Postion 9.

(h) Schließen des Loops.

(i) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

2. Schritt : Waschen mit Waschpuffer 1 zum Entfernen von Pufferresten aus
Schritt 1.

(a) Umstellen der Capture-Platte von Position 7 auf Position 5.

(b) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(c) Öffnen eines Loops. Der Loop wird drei mal durchgeführt.

i. Aufnahme von 166.6 µl Waschpuffer 1 auf Position 8 und Abgabe
des Volumens in die Capture-Platte von Position 5.

ii. 4 minütige Inkubation auf Position 5.
iii. Mixen der Suspension in der Capture-Platte mit 155 µl 10 mal.

(d) Schließen des Loops.

(e) Mixen der Suspension in der Capture-Platte mit 190 µl 90 mal.

(f) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(g) Umstellen der Capture-Platte von Position 5 auf Position 7.

(h) 5 minütige Inkubation auf Position 7.

(i) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(j) Öffnen eines Loops zur Abnahme des Überstands. Der Loop wird drei
mal durchgeführt.

i. Aufnahme von 170 µl Überstand aus der Capture-Platte auf Posi-
tion 7 und Abgabe des Volumens in die Abfall Platte von Position
9.

(k) Schließen des Loops.

(l) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.
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3. Schritt: Waschen mit Waschpuffer 2 zum Entfernen unspezifischer Hybridi-
sierungsprodukte bei 65 °C.

(a) Umstellen der Capture-Platte von Position 7 auf Position 5.

(b) Öffnen eines Loops. Der Loop wird drei mal durchgeführt.

i. Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.
ii. Öffnen eines zweiten Loops. Der Loop wird drei mal durchgeführt.

A. Aufnahme von 166 µl Waschpuffer 2 auf Position 6 und Ab-
gabe des Volumens in Capture-Platte auf Position 5.

iii. Schließen des Loops.
iv. Mischen der Suspension in der Capture-Platte mit 190 µl 15 mal.
v. Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 2.
vi. Umstellen der Platte von Position 5 auf die vorgeheizte Position

4.
vii. Wiederaufnahme der Spitzen von Position 2.
viii. Durchmischen der Suspension in der Capture-Platte mit 190 µl 15

mal.
ix. 10 minütige Inkubation der Capture Platte auf Position 4.
x. Durchmischen der Suspension in der Capture-Platte mit 190 µl 15

mal.
xi. Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 2.
xii. Umstellen der Platte von Position 4 auf die vorgeheizte Position

7.
xiii. 5 minütige Inkubation auf Position 7 zur Bildung des Bead-Pellets

auf dem Magnetständer.
xiv. Wiederaufnahme der Spitzen von Position 2.
xv. Öffnen eines Loops zur Abnhame des Überstandes.

A. Aufnahme von 170 µl Überstand aus der Capture-Platte auf
Position 7 und Abgabe des Volumens in die Abfall-Platte auf
Position 9.

xvi. Schließen des Loops.
xvii. Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.
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xviii. Umstellen der Capture-Platte von Position 7 auf Position 5.

(c) Schließen des Loops.

(d) Umstellen der Capture-Platte von Postion 7 auf Position 3.

4. Schritt: Elution der DNA.

(a) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(b) Aufnahme von 50 µl Elutionspuffer von Poition 8 und Abgabe des
Volumens in die Capture-Platte auf Position 3.

(c) Durchmischen der Suspension in der Capture-Platte mit 30 µl 15 mal.

(d) 10 minütige Inkubation der Capture-Platte auf Position 3.

(e) Durchmischen der Suspension in der Capture-Platte mit 30 µl 15 mal.

(f) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

(g) Umstellen der Capture-Platte von Position 3 auf Position 7.

(h) 5 minütige Inkubation auf Position 7 zur Bildung des Bead-Pellets auf
dem Magnetständer.

(i) Aufnahme frischer Spitzen von Position 2.

(j) Aufnahme von 50 µl Elutionsvolumen von Poition 7 und Abgabe des
Volumens in die Elutionsplatte auf Position 9.

(k) Durchmischen des Elutionsvolumens mit dem Neutralisationspuffer in
der Elutionplatte auf Position 9 mit 80 µl 15 mal.

(l) Abgabe der gebrauchten Spitzen auf Position 1.

Die DNA-Fragmente werden im Anschluss an ihre Anreicherung amplifiziert.
Die PCR-Reaktion wird noch einmal automatisiert über AMPure XP Beads auf-
gereinigt. Die nun fertige Exom-Library wird final quantifiziert, ihre Qualität
beurteilt und kann dann sequenziert werden.
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3.2.2.3 Anwendung der automatisierten AMPure XP Bead-Aufreini-
gung zur Herstellung von genomischen Libraries

Zur Präparation von Genom-Libraries sind die gleichen Schritte notwendig,
wie zur Präparation einer Exom-Library bis zum Zeitpunkt vor der Hybridisie-
rung. Die genomische DNA wird fragmentiert, ihre Enden repariert, ein Adenin
am 3’-Ende gebunden und die plattformspezifischen Adapter ligiert (vgl. Abb.:
1, A-D). Nach der Fragmentierung und zwischen den enzymatischen Schritten
erfolgt, wie bei der Exom-Library-Präparation, die Aufreinigung über AMPure
XP Beads. Die etablierten Automationprotokolle wurden für die Genom-Library-
Präparation übernommen. Die Anwendung erlaubt auch hier die Aufskalierung
auf 48 Proben pro Durchgang und verhindert durch das Arbeiten in PCR-Platten
ein mögliches Verwechseln von Proben. Die Volumina der AMPure XP Beads und
der Elution innerhalb der automatisierten Aufreinigung wurden dem TruSeq DNA
Sample Preparation Guide entnommen.

3.2.2.4 Kontrollpunkte während der Automation

Die Semi-Automation ermöglicht eine Aufskalierung des manuellen Durchsat-
zes von 12 auf 48 Proben. Es muss gewährleistet sein, dass die Protokolle ohne
Fehler durchlaufen um Libraries mit hoher Sequenzierqualität herzustellen [112].
Die Automation selbst stoppt nur dann, wenn es Probleme mit der Hardware
gibt. Steht zum Beispiel keine Platte auf der entsprechenden Position erkennt die
Automation das Fehlen und gibt eine Fehlermeldung aus. Sie erkennt hingegen
nicht, ob die definierte Platte an der richtigen Position steht oder ob Flüssigkei-
ten wie vorgeschrieben aufgesaugt werden. Hier ist eine manuelle Kontrolle durch
den Anwender notwendig. Dazu wurden Kontrollpunkte eingeführt: (a) vor jedem
Automationsstart wird über die Software noch einmal die Platten-Konfiguration
visualisiert und abgefragt (Abb.: 31). (b) Die eingegebenen Volumen-Parameter
innerhalb einer Bead-basierten Aufreinigung müssen am Ende noch einmal bestä-
tigt werden (Abb.: 32). (c) Während des Automationsprotokolls kann sporadisch
die Gleichmäßigkeit der pipettierten Volumina visuell kontrolliert werden. Mit
diesen einfachen Maßnahmen werden Ausfälle in der Library-Präparation ver-
mindert und möglichen Defekten an der Automation selbst vorgebeugt.
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3.2.2.5 Automationsprotokolle und Lab Tracking-Formulare

Zur Steuerung der Prozesse und der Software innerhalb der Semi-Automation
wurden Arbeitsanleitungen erstellt. Diese fassten die manuellen und automati-
sierten Arbeitsschritte einer Library-Präparationen zusammen (Abb.: 35 zeigt
einen Ausschnitt und Anhang 5.1 sowie 5.2 die vollständigen Protokolle).

Die Anleitungen für eine semi-automatisierte Exom- und Genom-Library-
Präparation, entstanden in Anlehnung an das manuelle SureSelect Protokoll Su-
reSelect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Li-
brary. Zur besseren Übersichtlichkeit und Qualitätskontrolle entwarf ich entspre-
chende Lab Tracking-Formulare (Abb.: 36 zeigt einen Ausschnitt sowie Anhang
5.3 und 5.4 die kompletten Formulare). Darin wird der Bearbeiter und der Be-
arbeitungszeitraum hinterlegt. Aufgelistet nach den Arbeitsschritten werden die
einzelnen Handgriffe benannt und abgefragt. Das Formular erlaubt eine letzte
Kontrolle aller Arbeitsschritte, bevor das Automationsprotokoll gestartet wird
und verhindert Fehler im Ablauf. Gleichzeitig dient es der Dokumentation von ab-
weichenden Arbeitsschritten oder Auffälligkeiten und kann bei zukünftigen Feh-
leranalysen aus dem Archiv herangezogen werden.
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Step 3. Purify the sheared sample using Agencourt AMPure XP beads 3.0x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  150 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  55µl of nuclease-free water in  a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot 110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing sheared DNA at deck position 9 on top of

the ethanol plates.

11. Start  Bravo  automated  “1.  Post  Shearing  SPRI  bead  Purification  protocol  stacked

Row.pro  ” protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 3.0

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 50

d. samples 48

13. Once the protocol has finished assess quality with the Agilent 2100 Bioanalyzer. 

SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Abbildung 35: Ausschnitt aus dem Automationsprotokoll zur Exom-Library-
Präparation. Die vollständigen Protokolle für die Genom- und Exom-Library-Herstellung
finden sich im Anhang.
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Exome Lab Tracking Form

DNA batch description:____________________________________________________ Date:______________________

PLEASE MAKE A NOTE OF THE USED THERMOCYCLER AT EACH INCUBATION STEP

1 Measurement of DNA stocks
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
Quality and Quantity control: Start:__________Stop:__________
      NanoDrop cleaned with sodium hypochlorite
      measurement of 1µl DNA stock per sample
      verification of DNA quality and quantity 
      (high molecular DNA with a minimum of 60ng/µl with a A260/280 ratio between 1.8 and 2.0 is required)

2 Fragment DNA
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Fragment DNA: Start:__________Stop:__________
      covaris instrument at 7°C and degased at least for 30min
      dilution of 3µg DNA with low TE to a final volume of 50µl
      sheared with  Broad settings (Broad SureSelect)
      sheared DNA transfered into an Eppendorf twin.tec plate

3 Perform automated AMPure XP Purification
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purifiy DNA: Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned
      twin.tec plate containing 150µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 55µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7
      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing sheared DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

4 Quality Check via Bioanalyzer (DNA 1000 Kit)
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Bioanalyzer Start:__________Stop:__________
      DNA 1000 Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to 500bp
      average peak height 135bp
      average concentration 45ng/µl (20ng/µl minimum)
      result tables exported and sample tracking sheet for BA post shearing completed

Abbildung 36: Ausschnitt des Lab Tracking-Formulars für die Exom-Library-
Präparation. Das vollständige Formular, sowie das Formular für die Genom-Library-
Herstellung finden sich im Anhang.
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3.2.3 Einführung einer weitgehenden Automation zur Herstellung von
exomischen Libraries

Mit der Semi-Automation war es möglich 48 Proben parallel zu bearbeiten. Ei-
ne Steigerung des Durchsatzes war auf Grund der begrenzten Plattenpositionen
auf dem Bravo nicht möglich. Die Erhöhung des Probendurchsatzes hätte ein
deutlich häufigeres Eingreifen des Bearbeiters erfordert und den Prozess inef-
fektiv gemacht. So wäre es nötig gewesen, zu verschiedenen Zeitpunkten Spit-
zenboxen zu tauschen und Mikrotiterplatten rein oder raus zustellen. Bis zur
Erweiterung des Bravo um den Agilent BenchCel 4R Microplate Handler und
den Agilent Labware MiniHub im Jahr 2013 wurde mit den beschriebenen Exom-
Automationsprotokollen gearbeitet. Die Erweiterung erlaubt es nunmehr 96 Pro-
ben parallel zu Prozessieren. Die Protokolle zu weitgehenden Automation werden
von Agilent zur Verfügung gestellt und bedürfen keiner weiteren Modifikation
(SureSelect XT Automated Target Enrichment for Illumina Paired-End Multiple-
xed Sequencing, Version E.3, November 2012 ). Bis auf die initiale Verdünnung
der DNA, der Qualitätskontrolle auf dem Caliper LabChip GX vor der Hybridi-
sierung und am Ende der Library-Präparation, finden alle Schritte weitgehend
automatisiert auf derBravo Liquid Handling Station NGS Option B statt (Abb.:
25 C). Mit der Einführung einer weitgehenden Automation konnte die durch-
schnittliche 20-fache Abdeckung einer Base auf 96 % und die On-Bait-Rate auf
78 % erhöht werden, während die Duplikatrate annähernd gleich bleibt (Abb.:
26, 27 und 28).
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3.2.4 Qualitätskontrolle und Prozessoptimierung der Library-Präpa-
ration

Neben der Entwicklung einer automatisierten Library-Präparation hatte die vor-
liegende Arbeit auch zum Ziel, die laborrelevanten Prozesse zu optimieren und
zu standardisieren.

Der folgende Anschnitt beschreibt die Anforderungen an die DNA-Qualitäts-
kontrolle als wichtigen Parameter zur Aufrechterhaltung der Reproduzierbarkeit
sowie dem Erhalt und der Vergleichbarkeit von qualitativ hochwertigen Sequen-
zierdaten. Es sollte abgleitet werden, welche Anforderungen an eingesendetes
DNA-Material gestellt werden müssen, um eine erfolgreiche Library-Herstellung
zu gewährleisten.

Im Weiteren werden Optimierungen innerhalb des Laborablaufs beschrieben,
um die Arbeitszeiten weiter zu verkürzen. Die Prozessoptimierung beschreibt zu-
dem die Entwicklung von Methodiken zum Ausschluss von Probenverwechslungen
und Kontaminationen innerhalb der Library-Präparation.

3.2.4.1 DNA-Qualitätskontrolle

Das Gelingen der zeit- und kostenintensiven Library-Präparation sowie die er-
folgreiche Sequenzierung einer DNA-Probe sind abhängig von der genauen Quan-
tifizierung, sowie der Qualität des Ausgangsmaterials. Eine hohe Qualität ist zum
Erreichen der angestrebten Sequenziertiefe und Sequenziergenauigkeit, sowie zum
Erhalt der Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit notwendig. Die qualitätsbe-
einflussenden Faktoren sind die Integrität, die Reinheit sowie die Konzentration
der Nukleinsäure. Die Bestimmung der einzelnen Parameter einer DNA zu Be-
ginn einer jeder Library-Präparation ist ein kritischer Schritt, der standardisierte
Abläufe und Methoden erfordert (Abb.: 37).

3.2.4.1.1 Bestimmung der DNA-Konzentration
Eine genaue Bestimmung der Konzentration von doppelsträngiger genomischer
DNA vor der Library-Präparation ist essentiell um eine Library generieren zu
können, eine homogene Sequenziertiefe zu erreichen und eine Verzerrung der Se-
quenzierdaten zu vermeiden. Die DNA-Konzentrationsbestimmung wurde in den
ersten Monaten mit dem UV-Vis Spektralphotometer NanoDrop (Thermo Scien-
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Bestimmung der DNA-Quantität mittels Qubit

Start der Library-
Präparation

Anforderung neuer 
DNA

Bestimmung der DNA-Reinheit mittels 
NanoDrop

Bestimmung der DNA-Integrität mittels 
Agarose-Gelelektrophorese

Bestimmung des DNA-Volumens

Dokumentation der Werte im LIMS

Probeneingang

Abbildung 37: Arbeitsablauf zur Bestimmung der DNA-Qualifikation für die
NG-Sequenzierung. Die DNA wird quantifiziert, auf ihre Reinheit und Integrität gete-
stet und das Volumen des vorhandenen Materials bestimmt. Im Anschluss des Qualifizie-
rungsablaufs wird entschieden ob neues Material angefordert werden muss oder die Library-
Präparation starten kann.

tific) durchgeführt [119]. Dabei wird die Extinktion der gereinigten DNA bei 260
nm gemessen. Die Anwendung des NanoDrop zur Konzentrationsbestimmung ist
schnell und erfordert keine Vorbehandlung der Probe. Nachteilig hingegen wirkt
sich die Ungenauigkeit der Messung bei unreinen DNA-Extraktionen aus. Vor
allem eine Überquantifizierung [120, 121, 122] der DNA führte zum Ausfall der
Probe während der Library-Präparation oder zu einer wenig komplexen Library
mit entsprechend heterogener Abdeckung und hoher Duplikatrate. Dabei lag der
Prozentsatz der zu wiederholenden Proben bei 10 %.

Eine Überquantifizierung entsteht bei Verunreinigungen der DNA-Probe mit
Proteinen, RNA und einzelsträngiger DNA, die Licht ebenfalls bei 260 nm ab-
sorbieren. Für eine genauere Bestimmung der Quantität von doppelsträngiger,
genomischer DNA wurde eine fluoreszenzbasierte Messmethodik eingeführt. Die
DNA wir mit einem Fluoreszenzfarbstoff gemischt und im Vergleich zu zwei
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Tabelle 4: Vergleich der gemessenen Quantitäten zwischen UV-Vis- und fluores-
zenzbasierten Messmethodiken an repräsentativen Beispielen.

Sample ID NanoDrop [ng/ µl] Qubit [ng/ µl] Abweichung in %
PARIS0022G 44 15,9 63,8
PARIS125G 244 47 80,7
WIEN0971 442 254 42,5
TUEB014 417 338 18,9

Standards im Fluoreszenzphotometer Qubit (Life Technologies) gemessen. Das
genutzte Fluorochrom PicoGreen ( 2-(n-bis-(3-dimethylaminopropyl)-amino)-4-
(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1-phenyl-quino- lini-
um) interkaliert dabei über elektrostatische Interaktionen mit dem negativ ge-
ladenen Phosphatrückgrat an doppelsträngige DNA Moleküle [123]. PicoGreen
bindet nur marginal an RNA und einzelsträngige DNA-Moleküle, während Pro-
teine gar nicht mit dem Fluorochrom interagieren [124]. Vergleichende Messungen
zwischen der klassischen UV-Vis Spektralphotometrie und der fluoreszenbasierten
Technik zeigen eine abweichende Konzentration um bis zu 80 % (Tab.: 4). Nach
Umstellung der Messmethodik zur Quantitätsbestimmung konnte die Ausfallrate
durch zu wenig Einsatzmenge auf 0 bis 1 % gemindert werden.

3.2.4.1.2 Bestimmung der Reinheit von DNA-Proben
Zusätzlich zur Quantität, kann die Reinheit der Probe ausschlaggebend sein.

DNA-Extraktionen, die mit Proteinen, Salzen oder Lösungsmittel verunreinigt
sind, können die enzymatischen Reaktionen innerhalb des Library-Präparationspro-
zesses negativ beeinflussen und zum Ausfall einer Probe oder zur Komplexitäts-
minderung führen. So wird in den kommerziellen Protokollen zur Herstellung von
exomischen Libraries empfohlen, die Reinheit der Probe vor dem Beginn einer
Library-Präparation zu bestimmen.

Die Reinheit der Probe lässt sich über die Absorptionswerte bei 260 nm,
280 nm und 230 nm mit dem NanoDrop beurteilen. Das Verhältnis der Absorpti-
on bei 260 und 280 nm sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte unterhalb von 1,8
weisen typischerweise auf Protein-Kontaminationen hin, welche die weiteren Prä-
parationsschritte negativ beeinflussen können. Verunreinigungen mit Lösungsmit-
teln, wie Phenol oder Trizol, führen zu einem verminderten A260/230-Verhältnis,
welches bei neutralen DNA-Extraktionen zwischen 2,0 und 2,2 liegen sollte. Ver-
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Tabelle 5: Übersicht zur Sequenzier-Statistik von Exomen mit unterschiedlichen
Reinheiten. Im Vergleich dazu sind die Qualitätsparameter von Exomen aus DNA, die in-
nerhalb der Spezifikationen liegen, aufgezeigt.

A260/280 A260/280 A260/230 A260/230 innerhalb
> 3 <1 > 3 < 1 der Spec.

Anzahl der Proben 160 2682 430 1238 332
Mapped Reads [%] 99,5 99,2 99,7 99,5 99,7

Daten [Gb] 11,5 11,3 14 14,1 14,2
Ø Abdeckung 137 142 147 153 148

20-fache Abdeckung [%] 97,5 95,6 98,7 98,3 98,7
nicht-abgedeckt [%] 0,19 0,31 0,16 0,24 0,17

ringerte Werte zeigen zudem Kontaminationen mit organischen Substanzen wie
Kohlenhydraten oder Salzen an [125].

Eine vergleichende Auswertung der Qualitätsparameter von Exomen aus DNA
mit unterschiedlichen Reinheiten ist in Tabelle 5 dargestellt. Proben mit Phenol-
oder Proteinkontaminationen zeigen einen verringerten A260/280 Wert. Dieser
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Liegt der Wert unter eins kommt es zu einer
geringfügig verringerten 20-fachen Abdeckung auf durchschnittlich 95,6 % der Ba-
sen. Zusätzlich steigt die Rate der unabgedeckten Regionen leicht an (Ø 0,3 %)
im Vergleich zu Exomen, die aus reinen DNA-Extraktionen hergestellt wurden.
Steigt der A260/280 Wert über 3 und befindet sich somit ebenfalls außerhalb
der vorgegebenen Spezifikationen, ist kein Effekt sichtbar. Wurden für eine Li-
brary-Präparation Proben verwendet, die einen verringerten A260/230 Wert auf-
weisen (< 1) steigt ebenfalls die Rate der unabgedeckten Regionen leicht an
(Ø 0,23 %). Des Weiteren sind die Proben im Vergleich zu reiner DNA unauffäl-
lig. Eine Steigerung der A260/280 und A260/230 Verhältnisse über einen Wert
von 3 hat keine Auswirkungen auf die zu erwartenden Qualitätsparameter einer
Exom-Sequenzierung. Auch eine Selektive Betrachtung von DNA-Extraktionen
mit extremen Werten von über 15 oder unter -15 für die beiden jeweiligen Ab-
sorptionsverhältnisse zeigt keinen Effekt auf die erhaltene Qualität der Sequen-
zierdaten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zu niedrige A260/280 und A260/230
Verhältnisse, welche Kontaminationen mit Proteinen oder organischen Substan-
zen anzeigen, nur sehr leichte Auswirkungen auf die Datenqualität haben. Diese
Effekte befinden sich innerhalb des Toleranzbereiches der Qualitätsparameter ei-
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ner Exom-Sequenzierung und sind daher vernachlässigbar.

3.2.4.1.3 Integritätskontrolle von DNA-Proben
Die Integrität der DNA ist ausschlaggebend für die Komplexität der finalen

Libraries. Eine degradierte DNA kann zu einem kompletten Ausfall einer Libra-
ry-Präparation führen, oder aber, durch den Verlust kleiner Moleküle während
der einzelnen Präparationsschritte, ihren Informationsgehalt (Komplexität) ver-
lieren. Zur Beurteilung der Integrität von eingesandten DNA-Proben wurde die
Agarose-Gelelektrophorese genutzt. Der Vorteil dieser Methode ist eine schnelle
und kostengünstige Beurteilung der DNA. Dazu werden 50 bis 100 ng DNA auf
ein 0,7 %iges Agarosegel aufgetragen. Bei 90 V beträgt die Laufzeit 20 min. Im
Anschluss wird die an den Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid gekoppelte DNA
mittels UV-Licht detektiert und der Integritätsgrad beurteilt (Abb.: 38 F). Die
subjektive Einschätzung gliedert sich in intakte DNA, leicht degradierte DNA
und degradierte DNA. Nachteilig wirkt sich bei dieser Methode die Arbeit mit
dem kanzerogenen Stoff Ethidiumbromid aus, sowie die subjektive Einschätzung
des Degradationsgrades. Eine Alternative zur Agarose-Gelelektrophorese bietet
die Messung mit dem Caliper LabChip GX (Perkin Elmer, Abb.: 38 A-E). Der
Vorteil dabei ist die zeitgleiche Bestimmung der DNA-Qualität und -Quantität
der Probe. Von der DNA wird eine Verdünnung von 60 ng pro 30 µl (2 ng/µl)
hergestellt. Der Grad der Degradation des Probenmaterials wird über den soge-
nannten Genomic DNA Quality Score (GQS) über die zugehörige Software aus-
gegeben. Intakte DNA hat einen GQS um 5, während partiell degradierte DNA
einen erniedrigten GQS Wert um 2,5 zeigt. Für degradierte DNA wird ein GQS
von 0 ausgegeben. Diese Methode bietet eine skalierbare und standardisierbare
Messung der DNA Qualität. Nachteilig wirkt sich der Preis pro Probe und eine
notwendige vorab-Bestimmung der Quantität der Probe aus. Die Quantifizierung
der Probe vor der Messung ist notwendig um die Verdünnung der Probe in den
empfohlenen Rahmen von 2 ng/µl zu bringen.
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Abbildung 38: Ergebnis der Caliper LabChip GX Messung von genomi-
scher DNA in unterschiedlichen Qualitäten im Vergleich zur Agarosegel-
Elektrophorese. (A) Intakte genomische DNA. (B) Leicht degradierte DNA. (C) Degra-
dierte DNA. (D) Überlagerung der drei Elektropherogramme. (E) Ergebnistabelle mit der
Konzentration und den genomischen Qualitätswert (GQS) der DNAs. (F) Die gleichen Pro-
ben aufgetragen auf ein 0,7 % Agarosegel. Als Standard diente der 1 kb Extended Ladder von
Invitrogen.
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DNA Extraktionen, die keine Anzeichen von Degradation aufweisen, können
ohne weitere Vorkehrungen in die Library-Präparationsschritte gehen. Bei Pro-
ben mit Anzeichen von leichter Degradation ist es möglich die Einsatzmenge
des Probenmaterials zu erhöhen um die Komplexität der Probe zu erhalten be-
ziehungsweise auf ein Normalniveau zu bringen. Degradierte Proben gelten als
Sonderfall und werden nicht in den standardisierten Library-Präparationsablauf
integriert.

Der höhere Preis, die aufwendige Vorbereitung und die damit verbundene
Zeit, um eine Probe mittels Caliper LabChip GX zu messen, machen die Anwen-
dung unattraktiv für den Hochdurchsatz. Die Kontrolle der Integrität über ein
Agarosegel, die Bestimmung der Reinheit mittels NanoDrop, sowie die Messung
der Quantität mittels Qubit reichen aus, um eine Aussage über die Qualifizierung
einer DNA für die Library-Präparation zu treffen. Die Werte zur Konzentration,
Integrität und Reinheit werden als Qualitätsmerkmale im LIMS zur jeweiligen
Probe protokolliert und können bei auffälligen Sequenzier-Qualitäten zur Fehler-
suche herangezogen werden.

3.2.4.2 Ergebnis der Exom-Sequenzierung von eingesandter DNA ver-
sus intern-präparierter DNA

Für eine Studie bei Patienten mit amyotropher Lateralsklerose wurden uns
66 DNAs zur Exom-Sequenzierung eingesandt. Die DNAs wurden im Labor des
Kooperationspartners manuell und ohne Anwendung eines kommerziellen Kits
durch Aussalzung und Ethanol-Präzipitation isoliert und in Wasser eluiert [126].
Eine Quantifizierung erfolgte mittels NanoDrop ebenfalls durch den Einsender.

Die DNAs wurden wie in Abbildung 37 gezeigt, fluoreszenzbasiert quantifi-
ziert und die Integrität über eine Agarose-Gel geprüft. Die Quantitäten wichen
dabei zum Teil erheblich von den Werten der NanoDrop Quantifizierung ab (sie-
he auch Abschnitt 3.2.4.1.1 Bestimmung der DNA-Konzentration). Die Integrität
der Proben war hoch und keine Degradation sichtbar. Wir begannen die Libra-
ry-Präparation mit dem Standard-Protokoll (SureSelect XT Automated Target
Enrichment for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing, Version E.3, No-
vember 2012 ) und dem SureSelect Human All Exon v5 kit. Der experimentelle
Ablauf und die Ergebnisse der Studie sind in Abbildung 39 illustriert.
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Abbildung 39: Die Prozesschritte und Resultate der Library-Präparation und
Sequenzierung von eingesandten DNAs.

Für 24 der 66 DNAs konnte keine ausreichende Menge DNA-Library (750
ng) für die Hybridisierung erzeugt werden. Die verbliebenen 42 DNAs wurden in
eine exomische Library konvertiert. Die 24 ausgefallen DNAs wurden wiederholt
in die Library-Präparation genommen. In Abweichung zum Standard-Protokoll
wurden anstelle von 3000 ng Startmaterial 5000 ng eingesetzt. Damit gelang auch
die Herstellung der restlichen Libraries. Mittels eines 100 bp paired-end Laufs auf
dem HiSeq2500 wurden die Proben sequenziert. Bei der Überprüfung der Qualität
der Libraries innerhalb der Analyseebene des LIMS fiel auf, das ein Drittel der
Proben die geforderte 20-fache Abdeckung des Exoms von mindestens 90 % der
Basen trotz ausreichender Anzahl an Reads nicht erreicht. Die prozentuale Anzahl
der Basen schwankte dabei zwischen 62 und 87 %. Damit einhergehend wurden
zwischen 0,9 und 4,7 % der exmomischen Sequenz nicht abgedeckt. Dieser Wert
schwankt bei qualitativ hochwertigen Sequenzen zwischen 0 bis 0,2 %.

Von vier der 22 misslungenen Exom-Sequenzierungen stand uns EDTA-Blut
zur Verfügung. Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem Ausgangs-
material und den Sequenzier-Ergebnissen zu finden isolierten wir die DNA aus
den Blutröhrchen über eine Magnetic Bead-basierte Automationsplattform, dem
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Chemagic 360 der Firma Perkin Elmer. Die Eignung der DNA wurde im An-
schluss über die beschriebene Qualitätsprüfung ermittelt, eine Library nach dem
Standard-Protokoll mit 3000 ng Startmaterial hergestellt und in einem 100 bp
paired-end Lauf auf dem HiSeq2500 sequenziert. Die erhaltenen Daten entspra-
chen einem qualitativ hochwertigem Exom mit vergleichbaren Qualitätswerten
zu einem Durchschnitts-Exom.

Der beschriebene Effekt der misslungenen Library-Präparation und/oder Se-
quenzierung konnte im Verlauf der Jahre auch bei anderen Projekten, wenn auch
in kleinerem Maßstab, beobachtet werden. Warum manche DNA-Extraktionen zu
schlechten Qualitätsparametern nach der Exom-Sequenzierung führen, obwohl sie
den qualitativen und quantitativen Vorgaben entsprachen, kann am Ende nicht
zufriedenstellend geklärt werden. Es könnten sich weiterhin Inhibitoren wie An-
tikoagulanzien, divalente Kationen (Kalzium) oder Enzyme in der DNA-Lösung
befinden [127], die sich möglicherweise über eine Absorptionsmessung zur Be-
stimmung der Reinheit nicht detektieren lassen, aber Effekte auf die Library-
Präparation haben.

Im Zuge eines anderen Projektes wurde DNA zweier Patienten für die NG-
Sequenzierung zur Verfügung gestellt. Der Einsender konnte keine Informationen
über die DNA-Isolationsmethode geben. Die Qualitäts- und Quantitätskontrol-
le der Proben wurde wie beschrieben durchgeführt und die DNAs qualifizierten
sich für eine Library-Präparation. Die Analyse der Daten im Anschluss an die
Sequenzierung zeigte eine geringe 20-fache Abdeckung von 73 bzw. 79 %. Ein
bis 1,6 % der Basen wurden nicht abgedeckt und der CNV Noise war sehr hoch.
Dem Einsender bestand keine Möglichkeit EDTA-Blut zu senden. Daher wurden
die DNA über das Genomic DNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Research)
aufgereinigt um mögliche Inhibitoren zu entfernen. Von der aufgereinigten DNA
wurde im Anschluss noch einmal eine exomische Library präpariert und sequen-
ziert. Die Ergebnisse unterschieden sich nur marginal von denen aus der ersten
Präparationsrunde. Eine Aufreinigung der DNAs hat zu keiner Verbesserung der
finalen Daten geführt (Tab.: 6). Daher kann auch in diesem Fall die Einsendung
von EDTA-Blut empfohlen werden. Ob die Aufreinigung der DNA nur in die-
sem Fall nicht gelungen ist, oder generell davon abgesehen werden sollte, kann
an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Dazu müssen in Zukunft mehr solcher
auffälliger Proben aufgereinigt und ein zweites Mal analysiert werden.
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Tabelle 6: Übersicht zur Sequenzier-Statistik von unaufgereinigter DNA versus
aufgereinigter DNA. Die DNA von exomischen Libraries mit schlechten Qualitätspara-
metern nach der Sequenzierung (11592 und 11598) wurde über das Genomic DNA Clean &
Concentrator Kit (Zymo Research) aufgereinigt und noch einmal sequenziert (11592W und
11598W). In der ersten Spalte befinden sich die durchschnittlichen Werte von 100 qualitativ
hochwertigen Exomen im Vergleich.

Parameter Ø Exom 11592 11592W 11598 11598W
Mapped Reads [%] 99,7 99,8 99,8 99,8 99,8

Daten [Gb] 14,2 10,07 11,17 9,6 9,78
On-Bait [%] 77,8 69,99 71,87 71,93 71,47

Ø Abdeckung 161 95 108 93 94
20-fache Abdeckung [%] 98,7 79,25 81,77 73,17 73,09

CNV Noise 1.65 9,47 9,81 10,34 10,41

3.2.4.2.1 Ableitung der Anforderungen an eingesandtes Material
für eine Exom-Sequenzierung

Aus der Sammlung und dem Vergleich von Parametern zur Qualität, Rein-
heit und Quantität einer DNA und den zugehörigen Qualitätsparametern der Se-
quenzierung, können Anforderungen an das eingesandte Material für eine Exom-
Sequenzierung abgeleitet werden: (a) wenn die Möglichkeit besteht, sollte vom
Einsender EDTA-Blut anstelle von DNA zur Verfügung gestellt werden. Die Iso-
lation von DNA aus peripheralem Blut mit dem Chemagic 360 kann am Institut
für Humangenetik durchgeführt werden. Erfahrungsgemäß lassen sich aus die-
sen DNA-Isolationen erfolgreich exomische und genomische Libraries mit hoher
Qualität herstellen. Kann ein Einsender kein Blut, sondern DNA zur Verfügung
stellen, muss gewährleistet sein, dass diese eine hohe Integrität besitzt und fluores-
zenzbasiert quantifiziert wurde. Kann von einer eingesendeten DNA keine Libra-
ry mit den entsprechenden Qualitätsparametern hergestellt werden, obwohl die
Qualitätskontrolle unauffällig war, wird empfohlen EDTA-Blut einzusenden. Eine
Aufreinigung von DNA über ein kommerzielles Kit zur Verbesserung der Qualität
kann nicht generell empfohlen werden. Die Anwendung muss an weiteren Proben
getestet werden, um ihre Auswirkungen genauer bestimmen zu können.
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3.2.4.3 Optimierung des Laborablaufs zur Steigerung des Durchsat-
zes

Das Ziel im Bereich der Hochdurchsatzsequenzierung ist es, die Laborabläu-
fe so aufzustellen, dass ein möglichst hoher Probendurchsatz gewährleistet ist.
Neben der Einführung der automatisierten Library-Präparation konnten weitere
Engpässe im Labor identifiziert und optimiert werden (Abb.: 7).

Zur initialen Fragmentierung nutzen wir den Covaris S2. Dabei wurden die
Probengefäße nacheinander in das Gerät gestellt, fragmentiert, entnommen und
eine neue Probe platziert. Der Covaris S2 wurde mit der Einführung des Hoch-
durchsatzes durch den Covaris E220 ersetzt, der mit 96 Proben beladen werden
kann, die nacheinander im Gerät fragmentiert werden. Von der Bearbeitung einer
Probe pro 6 Minuten mit hohem Personalaufwand konnte der Durchsatz somit
auf 96 Proben mit minimaler manueller Arbeit gesteigert werden. Gleichzeitig
war es möglich die Proben über Nacht zu fragmentieren und einen Arbeitstag
einzusparen.

In Vorbereitung zur Hybridisierung sieht es das Library-Präparationsprotokoll
vor, 750 ng einer jeweiligen Library auf 3,4 µl einzudampfen. Dazu nutzen wir
zu Beginn die Savant SpeedVac Zentrifuge (Thermo Fisher), mit der 24 Proben
in Röhrchen in 3 Stunden verdampft werden konnten. Mit der Anschaffung eines
Plattenrotors konnten bis zu 96 Proben in 3 Stunden eingedampft werden. Der
Ersatz der Savant SpeedVac durch den Eppendorf Concentrator Plus erlaubt es
nunmehr 96 Proben in 35 Minuten einzudampfen. Die Vorbereitungszeit verkürz-
te sich damit so stark, dass es nun möglich ist am Morgen eines Arbeitstages
die Proben für die Hybridisierungsreaktion einzudampfen und im Anschluss die
Reaktion zu starten. Insgesamt ergab dies eine Reduktion von einem Arbeitstag.

Zur Bestimmung der Qualität und Quantität (QC) der Probe innerhalb und
am Ende der Library-Präparation nutzen wir den Bioanalyzer 2100 (Agilent). Für
die Bestimmung der Konzentration und Größe einer Library von zwölf Proben
wurde eine Stunde benötigt. Für einen Hochdurchsatz von 96 Proben würde dies
einen ganzen Arbeitstag in Anspruch nehmen. Zur Steigerung des Durchsatzes
tauschten wir den Bioanalyzer gegen den Caliper LabChip GX (Perkin Elmer).
96 Proben können in 2 Stunden analysiert und ausgewertet werden. Dabei ist
der personelle Aufwand gering. Zusätzlich wurden die Qualitätskontrollschritte
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Tabelle 7: Optimierung der Laborausstattung zur Erhöhung des Durchsatzes
und zur Verminderung der Anwenderzeit.

Prozess Gerät Nachteil Verbesserung Vorteil

Library-Präparation Bravo 48 Proben Bravo NGS Option B 96 Proben
Fragmentierung Covaris S2 Einzeltubes Covaris E220 Parallelisierung
Eindampfen Savant Speed-Vac 24 Einzeltubes Eppendorf Concentrator 96-well Platte

Qualitäskontrolle Bioanalyzer 12 Einzelproben Caliper Lab Chip GX 96-well Platte

auf dem Caliper LabChip GX von drei auf zwei reduziert. Neben den zwingend
notwendigen Qualitätskontrollen vor der Hybridisierung und am Ende der Prä-
paration, konnte die Analyse nach der initialen Fragmentierung entfallen. Diese
diente lediglich der Sicherstellung einer gelungenen Fragmentierung. Erfahrungs-
gemäß ist die Ausfallrate, nachdem die DNA vor Beginn der Präparation als
qualifiziert eingestuft wurde, an dieser Stelle sehr gering und vernachlässigbar, so
dass auf diesen Qualitätskontrollschritt verzichtet werden kann.

Insgesamt ergibt sich durch die Optimierung eine Einsparung von mehreren
Arbeitstagen. 96 Exome können in 7 Werktagen produziert werden. 96 Genome
benötigen eine Arbeitszeit von 5 Werktagen, von Beginn der Library-Präparation
bis hin zum äquimolaren Mischen der Proben. Der limitierende Faktor ist hier-
bei die notwendige qPCR zur Bestimmung der amplifizierbaren DNA-Moleküle
innerhalb der PCR-freien Library-Präparation. Sie erfordert eine konzentrierte
und genaue Arbeitsweise des Bearbeiters. Dadurch verringert sich der Durchsatz
auf maximal 24 Libraries pro qPCR-Ansatz und zwei qPCRs an einem Tag. Das
Pipettieren der qPCR soll in Zukunft automatisiert über die Bravo Liquid Hand-
ling Platform stattfinden um reproduzierbarer und in höherem Durchsatz, bei
weniger Personalaufwand arbeiten zu können.
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3.2.4.4 Entwicklungen von Methodiken zum Ausschluss von Proben-
verwechslungen und Kontaminationen

Der Ablauf der Next-Generation-Sequenzierung, vom Probeneingang bis hin
zur Sequenzierung erfolgt in vielen manuellen Schritten. Das birgt die Gefahr der
Probenverwechslung und Kontamination. Die Sicherstellung der Probenidentität
ist von herausragender Bedeutung. Eine Vertauschung oder Verunreinigung von
Proben ist ein schwerwiegendes Problem und führt zu falsch-positiven Assoziatio-
nen. Eine Kontamination von Proben führt zudem zur Verringerung der Genotyp-
Qualität und ist vor allem bei Sequenzierprojekten mit geringer Basenabdeckung
problematisch [58].

Eine Vertauschung oder Kontamination von Proben kann vor oder während
der Library-Präparation stattfinden. Neben den klassischen Empfehlungen zur
Laborarbeit, wie dem Tragen von Handschuhen und der Dekontamination der
Arbeitsplätze- und Geräte, wurden weitere Maßnahmen unternommen um die
Probenintegrität auch im Hochdurchsatz zu erhalten (Tab.: 8).

Tabelle 8: Übersicht zum Qualitätsmanagement.

Prozesschritt Maßnahme

prä-Library- - Überführung der DNA/RNA in 2D-Barcode Röhrchen
Präparation - Lagerung an einem definierten Stellplatz in einer 96er-Platte

- Dokumentation im LIMS
- Amelogenin-PCR zur Geschlechtsbestimmung
- Verwendung von Sample Tracking Sheets
- Barcode Kontrolle vor der Library-Präparation

Library- - Probenprozessierung in 96er Ansätzen
Präparation - Format und Plattenposition wird bei jedem Plattentransfer beibehalten

- notwendige manuelle Pipettierschritte über 8- oder 12-Kanal Pipetten
- fertige Libraries werden in 2D-Barcode Röhrchen gelagert
- Dokumentation der definierten Plattenposition des Library-Röhrchens im LIMS
- Index-Kontrolle für den Pool durch das LIMS
- Anlegen der Pools durch Einscannen der 2D-Barcode Röhrchen
- fertige Pools werden in 2D-Barcode Röhrchen gelagert
- Dokumentation der definierten Plattenposition des Pool-Röhrchens im LIMS
- Festlegung der Flow Cell-Beladung durch einscannen der 2D-Barcode Röhrchen im LIMS

post-Library- - Überführung der DNA/RNA in 2D-Barcode Röhrchen
Präparation - Bestimmung der Anzahl der SRY-Reads

- Kontaminationsbestimmung nach Jun et al. [58]

Ein wichtiger Schritt war die Einführung von von 2D-Barcode Röhrchen wie
unter Abschnitt 3.1.5.3 beschrieben um eine Probenverwechslung zu minimieren.
Manuelle Einträge werden durch das einfache Einscannen der 2D-Barcode Röhr-
chen vermieden und dadurch Eingabefehler minimiert. Daneben wurden weite-
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Abbildung 40: Ergebnisse einer Amelogenin-PCR. Das homologe Amelogenin-Gen
liegt sowohl auf dem X- (AMELX) als auch auf dem Y-Chromosom (AMELY ). Die beiden
homologen Bereiche unterscheiden sich in der Länge des Intron 3 [128]. Eine PCR mit ei-
nem Primerpaar in Intron 3 ist ausreichend zur Geschlechtsbestimmung. Für weibliche DNA
(93874f) entsteht ein Produkt mit 977 bp Größe, während bei männlicher DNA (94040Bm)
zwei Produkte bei 977 bp und 790 bp amplifiziert werden.

re Methodiken zur Vermeidung und Detektion von Probenkontaminationen und
Probenverwechslungen eingeführt, die im Folgenden dargestellt sind.

Eine Möglichkeit zur Bestimmung von Probenverwechslungen vor der Libra-
ry-Präparation bietet die Geschlechtsbestimmung per Amelogenin-PCR (Abb.:
40) [128]. Die Ergebnisse werden mit den Angaben in den medizinischen Unter-
lagen verglichen. Es kann allerdings nur ein Vertauschen zwischen beiden Ge-
schlechtern detektiert werden. Der Austausch zweier Proben innerhalb einer Ge-
schlechtergruppe bleibt dabei unbemerkt. Gleichzeitig dient die Methodik nur
dem Ausschluss von Verwechslungen vor der Library-Präparation, aber nicht in-
nerhalb des Prozesses. Dennoch bietet die Anwendung den Vorteil einer schnellen
und kostengünstigen Geschlechtsbestimmung und einer ersten Qualitätskontrolle.
Die Bestimmung einer Proben-Kontamination ist mit dieser Untersuchung nicht
möglich.

Während der Library-Präparation kann es zu Vertauschungen von Proben-
gefäßen kommen. Durch das Arbeiten in 96-well PCR-Platten und dem Einsatz
von 8- oder 12-Kanal Pipetten, wird ein Vertauschen minimiert oder kann nach-
träglich systematisch zugeordnet werden. Die Proben bleiben von Beginn der
Präparation bis zum Ende an der gleichen Position einer Mikrotiter-Platte. Die
Position wird im Sample Tracking Sheet hinterlegt.

Eine Kontamination von Proben kann im gesamten Ablauf der Library-Her-
stellung stattfinden. Es ist daher zwingend notwendig geeignete Vorsichtsmaß-
nahmen zu treffen. Dazu gehören die Desinfektion des Arbeitsplatzes und der
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Arbeitsmittel mit DNA und RNA dekontaminierenden Mitteln, sowie das Tragen
von Handschuhen. Eine sorgfältige Arbeitsweise verhindert ein Überschwappen
von Proben innerhalb der Mikrotiterplatte.

Eine Bestimmung von Probenverwechslungen, vor allem aber Kontaminatio-
nen, kann anhand der Sequenzdaten im Anschluss an die Sequenzierung erfolgen.
Dabei können drei mögliche Strategien angewendet werden: der Abgleich von
Sequenzierdaten mit Array-basierten Genotypdaten, über eine Analyse der Se-
quenzierdaten oder der Array-basierten Genotypdaten allein [58]. In den meisten
Fällen stehen zu den einzelnen Proben keine Genotypdaten zur Verfügung. Nach
einer statistischen Methode, entwickelt von Jun et al. [58], werden die Exom- und
Genom-Daten, wie in Anschnitt 3.1.5.5 beschrieben, auf Kontaminationen über-
prüft und der Grad einer Kontamination in Prozent ausgegeben. Zusätzlich dazu
erfolgt die Bestimmung der Anzahl von SRY-Reads. Eine zu geringe Anzahl an
SRY-Reads bei Männern sowie auftretende SRY-Reads bei Frauen deuten auf eine
Kontamination hin. Proben mit einer Verunreinigung von mehr als 5 % werden
von den weiteren Analysen exkludiert. Erfahrungsgemäß ist eine hohe Kontami-
nation schon vor Beginn der Library-Präparation vorhanden. Eine wiederholte
Untersuchung des Patientenmaterials kann nur mit einer neuen Einsendung von
Blut oder neu isolierter DNA erfolgen.
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3.2.5 Austestung einer Exom-Library-Präparation mit weniger Ein-
satzmenge und größerer Insert-Größe

3.2.5.1 Hintergrund
Das im Institut für Humangenetik angewendete Protokoll zur Anreicherung

exomischer Sequenzen, ist das SureSelect XT Automated Target Enrichment for
Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing, Version E.3, November 2012. Das
Protokoll arbeitet mit einer Einsatzmenge von 3000 ng und einer durchschnitt-
lichen Insert-Größe von 200 Basenpaaren. Als Insert-Größe wird die Größe der
zu untersuchenden genomischen DNA innerhalb der 3’- und 5’-Adaptersequenz
bezeichnet (Abb.: 41).

Abbildung 41: Schematische Darstellung eines Library-Moleküls. Das Library-
Fragment besteht aus der genomischen DNA (hellblau), die an plattformspezifische Adapter
(dunkelblau) ligiert ist. Beide Elemente summieren sich zur Fragmentgröße, während das
Stück genomische DNA als Insert bezeichnet wird. Die Sequenzierung beginnt mit dem ersten
5’-Nukleotid des Inserts.

Exom-Libraries mit einer durchschnittlichen Insert-Größe von 200 Basenpaa-
ren zeigen bei einem 100 bp paired-end Lauf bis zu 40 % überlappende Reads
(Abb.: 42B und 43A). Bei Insert-Größen kleiner als 100 Basen endet der Read im
Adapter (Abb.: 42A). Überlappende Reads führen zu keinem neuen Datengewinn.
Daher sollte als Teil dieser Arbeit zum Einen die Insert-Größe der exomischen Li-
braries vergrößert werden, um die Anzahl der überlappenden Reads zu reduzieren.
Zum Anderen sollte die Einsatzmenge von 3000 ng auf 500 ng reduziert werden
um auch Proben prozessieren zu können, von denen keine 3000 ng zur Verfügung
stehen. Begrenzte Mengen an DNA stammen zum Beispiel von Tumorproben
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Abbildung 42: Schematische Darstellung des Effekts verschiedener Insert-
Größen auf die Sequenzierung. A Bei Insert-Größen (türkis) kleiner als 100 Basen wür-
den die Reads 1 und 2 (schwarze Pfeile) in der Adaptersequenz (dunkelblau) enden. B Bei
Insert-Größen kleiner als 200 Basen kommt es zu einer Überlappung der Reads. C Bei Insert-
Größen von mehr als 200 Basen kommt es zu einer Annäherung der Reads ohne Überlappung.

oder Trockenblutkarten wie sie beim Neugeborenen-Screening verwendet werden.

3.2.5.2 Methodik und Ergebnisse
Für Herstellung von exomischen Libraries aus 500 ng Startmaterial mit einer

Insert-Größe von 350 Basenpaaren wurden drei kommerziell verfügbare Protokolle
miteinander kombiniert. Zum einen das Standard-Protokoll von Agilent (SureSe-
lect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library)
und zum anderen die Illumina Protokolle TruSeq DNA PCR Free und TruSeq Na-
no DNA. Das SureSelect XT Protokoll arbeitet mit 3000 ng Startmaterial und
200 Basenpaaren Insert-Größe und das TruSeq Nano Protokoll mit 100 ng Start-
material und einer Insert-Größe von 350 Basenpaaren. Um ausreichend Material
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Abbildung 43: Größenverteilung einer exomischen Library. A Die Insert-Größen ei-
ner Standard-Library (Probe A) verteilen sich auf 90 bis 570 Basenpaare. 40 % der Fragmen-
te sind kleiner/gleich 200 Basen und resultieren in überlappenden Reads (hellblau schraffier-
ter Bereich). B Wird die Insert-Größe von 200 Basenpaaren auf 390 Basenpaare erhöht (Pro-
be B), verringert sich die Zahl der überlappenden Reads (hellblau schraffierter Bereich) auf
unter 1,5 %. C Überlagerung der Insert-Größen-Verteilung bei der Anwendung des Standard-
Protokolls (rosa) und des adaptierten Protokolls (blau). D Vergleichende Aufstellung der
prozentualen Anteile verschiedener Fragmentlängen für Probe A und Probe B.
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für die Hybridisierungsreaktion zu bekommen (1500 ng), wurden 500 ng in die
Test-Präparation eingesetzt. Aus dem TruSeq DNA PCR Free Protokoll wurde
der Größen-Selektionsschritt übernommen. In der Tabelle 9 ist die Kombination
der drei Protokolle für die jeweiligen Prozessschritte aufgegliedert.

Tabelle 9: Kombinatorische Anwendung dreier kommerzieller Library-
Präparationskits zur Herstellung von exomischen-libraries mit weniger Einsatz-
menge und größer Insert-Größe. In der ersten Spalte sind die einzelnen Prozessschritte
aufgegliedert. Das X kennzeichnet, aus welchem Protokoll die Parameter für die Library-
Präparation entnommen wurden.

Prozessschritt SureSelect XT TruSeq Nano DNA TruSeq DNA PCR Free

Fragmentierung X
AMPure XP Bead-Aufreinigung X

End-Repair X
Größenselektion via AMPure XP Beads X

Addition einer A-Base X
AMPure XP Bead-Aufreinigung X

Adapter-Ligation X
AMPure XP Bead-Aufreinigung X

Amplifikation X mit 10 Zyklen
Hybridisierung bis zur

finalen Library X mit 1500 ng

Für den Versuch wurden acht verschiedene DNAs verwendet. Die finalen Li-
braries wurden in einem 100 bp paired-end Lauf auf dem HiSeq2500 sequenziert.
In Abbildung 43B ist exemplarisch die Verteilung der Insert-Größen dargestellt.
Die durchschnittliche Größe der acht Proben belief sich auf 390 Basenpaare und
war damit größer als auf die gezielten 350 Basenpaare. Lediglich 1,5 % der In-
serts war kleiner als 200 Basenpaare. Mehr als 98 % der Reads waren nicht-
überlappend.
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3.2.5.3 Effekt der gesteigerten Insert-Größe und DNA-Einsatzmenge
auf die Qualitätsparameter der Sequenzierung

Ein Vergleich der Qualitätsparameter zwischen Standard-Exomen und den
350 Basenpaar-Exomen zeigt eine Reduktion der durchschnittlichen exomischen
Abdeckung unter die geforderten 100-fach und eine Reduktion der On-Bait-Rate
um mehr als 20 % (Abb.: 44). 95 % der Basen sind mehr als 20-fach abgedeckt.
Bedingt durch die größeren Inserts liegen mehr Reads außerhalb der definier-
ten exomischen Bereiche, was zu einer Verminderung der exomischen Abdeckung
führt.

Durch die Verringerung der DNA-Einsatzmenge war eine Erhöhung der Du-
plikatrate im Vergleich zum Standard-Exom zu erwarten. Tatsächlich unterschied
sich die durchschnittliche Duplikatrate bei den 500 ng-Exomen nur um 2,5 %, was
einen akzeptablen Wert darstellt (Abb.: 44D).

Das Test-Protokoll bildet einen guten Ausgangspunkt für die weitere Optimie-
rung der Insert-Größe bei gleichbleibender Einsatzmenge von 500 ng DNA. Es ist
anzunehmen das eine moderate Erhöhung der Insert-Größe von 200 Basenpaa-
ren auf 250 oder 300 Basenpaare, die durchschnittliche exomische Abdeckung auf
mehr als 100-fach erhöhen, sowie die On-Bait-Rate verbessern würde. Dabei ist
ein Kompromiss zwischen der Anzahl überlappender Reads und dem Erreichen
ausreichender Qualitäten zu finden. Mit dem hier beschriebenen Protokoll wurden
zwar die überlappenden Reads minimiert, aber nicht die gewünschte exomische
Abdeckung erreicht. Die Stellschrauben zur Insert-Größe für folgende Experi-
mente sollte die initiale Fragmentierung und die Größenselektion über AMPure
XP Beads sein, um Größen zwischen 250 und 300 Basenpaaren zu testen.
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Abbildung 44: Resultate der Exom-Sequenzierung von Libraries mit 500 ng
DNA-Einsatzmenge und höherer Insert-Größe. Für den Versuch wurden acht ver-
schiedene genomische DNAs genutzt. A Die Qualitätsparameter der Exom-Sequenzierung
von acht Test-Proben. B Die Durchschnittswerte der 350 Basenpaar-Exome im Vergleich zu
1000 Standard-Exomen mit einer 200 bp Insert-Größe. C und D Die Sequenzierung zeigt ei-
ne reduzierte exomische Abdeckung und eine Verminderung der On-Bait-Rate. Dagegen ist
die durchschnittliche 20-fach Abdeckung gering vermindert und ebenso wie die leicht erhöhte
Duplikatrate akzeptabel.
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3.2.6 Evolution der NGS-Plattform am Institut für Humangenetik

Mit meiner Einstellung am Institut für Humangenetik im Jahr 2009, war ich maß-
geblich an der Etablierung und Entwicklung der NGS -Plattform beteiligt. Mit der
Anschaffung zweier Illumina Genome Analyzer II und der Genom-Sequenzierung
von Caenorhabditis elegans und Hausrindern begann 2008 die Anwendung der
NG-Sequenzierung . Ein Jahr später führte ich im Rahmen des NGFN-Ring-
versuchs (Nationales Genomforschungsnetz) die erste Exom-Library-Präparation
durch. Mit dem Beginn der Exom-Sequenzierung Ende 2009 war ein geringer
Durchsatz der Library-Präparation und Sequenzierung ausreichend. Die stetig fal-
lenden Kosten einer Sequenzierung und die Erfolgsaussichten einer NGS -Studie
machen die Exom- und Genom-Sequenzierung zu gefragten Anwendungen. Eine
Aufskalierung des Durchsatzes der Library-Präparation und Sequenzierung war
unumgänglich. Die Entwicklung der NGS -Plattform hat sich der Nachfrage der
vergangenen Jahre durch die stetige Weiterentwicklung und Optimierung ange-
passt (Abb.: 45).

Neben den beschriebenen Entwicklungen der Exom- und Genom-Library-Prä-
paration führte ich 2014 eine Automation der mRNA-Library-Präparation ein, die
es erlaubt 96 RNA-Proben parallel zu prozessieren. Derzeit stehen die drei Haupt-
anwendungen der NG-Sequenzierung im Hochdurchsatz zur Verfügung. Insgesamt
wurden seit 2008 18.083 Exom-, Genom- und Transkriptom- Libraries präpariert
mit einem Durchsatz von circa 5000 Libraries in diesem Jahr (2017) (Abb.: 46
und 47).

Neben den Entwicklungen im Laborbereich wurden auch die Sequenzierma-
schinen aktuell gehalten. Seit dem Jahr 2016 sequenzieren wir auf zwei Illumina
HiSeq4000 Maschinen, mit einem Durchsatz von bis zu 1,5 Tb pro Maschine pro
Lauf. In diesem Jahr generierten wir 105,495 Tb Daten und insgesamt 313,568
Tb seit Beginn der NG-Sequenzierung (Abb.: 48).

Die Anwendung erstreckt sich dabei über verschiedene Spezies wie Tiere
(Maus, Huhn, Rind, Pferd, Zebrafisch und Andere), Pflanzen (Mais, Ambrosia,
Arabidopsis) und Bakterien (Helicobacter, Chlamydia, Sulfolobus). Im Vorder-
grund steht die Sequenzierung humaner DNA und RNA von Patienten mit selte-
nen und häufigen Erkrankungen. Den Hauptteil bilden Entwicklungsstörungen,
neurologische Erkrankungen, Mitochondriopathien und Herzerkrankungen (Abb.:
49).
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● erste Exom-Library-Präparation (SureSelect Human all Exon v1 38 Mb) und 
Sequenzierung erster humaner Exome

● Sequenzierung auf drei Illumina Genome Analyser IIx Sequenzern

● Automatisierte Maus Exom-Library-Präparation mit SureSelect Mouse All Exon
● Austausch des Covrais S2 durch den Covaris E220 für den Hochdurchsatz
● Sequenzierung auf drei Illumina HiSeq2000 Sequenzern

● Etablierung der automatisierten Exom-Library-Präparation auf dem Bravo Liquid Handling 
Station (48 Proben)

● Exom-Library-Präparation mit SureSelect Human all Exon v3 50 Mb
● Sequenzierung auf zwei Illumina HiSeq2000 Sequenzern

● Erweiterung der Automationsplattform für den Hochdurchsatz (Bravo NGS Option B)
● Austausch des Bioanalyzer 2100 durch den Caliper LabChip GX für den Hochdurchsatz der

Qualitäts- und Quantitätskontrolle
● Exom-Library-Präparation mit SureSelect Human all Exon v4 50 Mb
● Sequenzierung auf zwei Illumina HiSeq2000 und zwei Illumina HiSeq2500 Sequenzern

● Etablierung der automatisierten Genom-Library-Präparation auf der 
Bravo Liquid Handling Station

● Exom-Library-Präparation mit SureSelect Human all Exon v5 50 Mb

● Sequenzierung erster diagnostischer-Exome
● Etablierung der automatisierten Präparation von RNA-libraries auf der 

Bravo Liquid Handling Station

● Etablierung der DNA- und RNA-Library-Präparation aus FFPE-Gewebe

● Exom-Library-Präparation mit SureSelect Human all Exon v6 50 Mb
● Sequenzierung auf zwei Illumina HiSeq4000 Sequenzern

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

2016

Abbildung 45: Zeitachse der Evolution der NGS -Platform am Institut für Hu-
mangenetik.
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Abbildung 46: Übersicht zum Durchsatz der jährlichen Library-Präparation.

Abbildung 47: Anzahl der präparierten Libraries von 2009 bis November 2017.

Abbildung 48: Generierte Datenmenge pro Jahr von 2009 bis November 2017.
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Abbildung 49: Übersicht zur Verteilung der untersuchten Erkrankungen inner-
halb der NGS -Plattform am Institut für Humangenetik.

Abbildung 50: Anzahl NGS -basierter Publikationen aus dem Institut für Hu-
mangentik pro Jahr. Bis November 2017 wurden mehr als 190 NGS-basierte Studien pu-
bliziert.

Die Entwicklung des LIMS sowie die Einführung der automatisierten Libra-
ry-Präparation zusammen mit den Prozessoptimierungen ermöglichte eine er-
folgreiche Anwendbarkeit der Exom-, Genom- und Transkriptom-Sequenzierung
am Institut für Humangenetik. Dies zeigt sich an dem deutlichen Anstieg NGS -
basierter Publikationen innerhalb der letzten Jahre (Abb.: 50).
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3.3 Anwendung der Next-Generation-Sequenzierung

Der folgende Abschnitt beschreibt exemplarisch drei Anwendung der automati-
sierten Library-Präparation und des NGS-LIMS:

Im ersten Abschnitt wird beschrieben, wie die etablierte Automation genutzt
wurde, um exomische Libraries aus FFPE-DNA herzustellen. Es wird erläutert
welche Schwierigkeiten bei der Verwendung von FFPE-DNA innerhalb der Libra-
ry-Präparation auftraten, sowie deren Lösung. Final wird gezeigt, dass qualitativ
hochwertige und mit Normalgewebe vergleichbare Exom-Daten aus FFPE-DNA
generiert werden konnten.

Der zweite Abschnitt beschreibt eine publizierte Studie zur Sequenzierung
früherËxome aus dem Jahr 2011, die 2010 über die Semi-Automationsplattform
hergestellt wurden. Es wird exemplarisch dargestellt, wie die Exom-Sequenzierung
zur Erkennung von ursächlichen Varianten bei monogenen Erkrankungen genutzt
werden kann. In der Studie konnte die ursächliche genetische Variante bei drei
Familien mit Morbus Parkinson identifiziert werden.

Eine zweite publizierte Studie aus dem Jahr 2014 demonstriert die Limita-
tionen der Exom-Sequenzierung. Im dritten Teil wird gezeigt, dass die Exom-
Sequenzierung bei Patienten mit Burn-McKeown-Syndrom allein nicht ausreichte
um die compound-heterozygote Veränderung zu identifizieren, die zum Phänotyp
bei den Betroffenen führte. Mit einer zusätzlichen Sequenzierung der Genome
der Patienten konnte die genetische Ursache der Erkrankung aufgeklärt werden.
Die Studie repräsentiert eine Exom- und Genomuntersuchung, die mit Hilfe einer
ausgreiften weitgehenden Automation im Jahr 2012 hergestellt wurden.
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3.3.1 Anwendung der etablierten Automation zur Herstellung von
Exom-Libraries aus FFPE-DNA

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob DNA aus FFPE-Gewebe erfolgreich
für eine Exom-Library-Präparation genutzt werden kann. Durch den Fixierungs-
und Isolationsprozess ist FFPE-DNA anfällig für Degradation. Es sollte geklärt
werden, wie sich das Material während der Library-Präparation verhält, vor allem
im Hinblick auf die zu erwartende geringe Quantität und Qualität von FFPE-
DNA. Konnte eine Library erfolgreich hergestellt werden, sollte untersucht werden
wie sich diese, im Vergleich zu nicht-FFPE-Exomen, bezüglich der Datenqualität
in der Sequenzierung verhält. Es sollten Qualitäts- und Quantitätsstandards der
FFPE-DNAs für zukünftige Projekte definiert werden.

3.3.1.1 Hintergrund
Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebe dienen zur Untersuchung
von pathogenen Mutationen in Tumoren [129]. Die Identifikation der ursächlichen
Mutation in Tumoren führt zum Verständnis der molekularen Grundlagen der
Erkrankung, kann aber auch die Therapiemöglichkeiten beeinflussen. So wird
bei Patienten mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen der Mutationssatus
des KRAS -Gens bestimmt. Aktivierende Mutationen in diesem Gen führen zu
einer Resistenz gegen die Behandlung mit den EGFR-Antikörpern Cetuximab
und Panitumumab [130].

Eine Fixierung von Tumormaterial mittels Formalin (4 %) gilt als Stan-
dardprozedur in der Pathologie und dient zur Beibehaltung der morphologi-
schen Gewebe- und Zellstruktur [129]. Gleichzeitig erlaubt die Fixierung und
Einbettung eine Lagerung bei Raumtemperatur über eine lange Zeit [129]. Durch
den Fixierungs- und Einbettungssprozess kommt es zum Qualitätsverlust der
DNA. Es treten Quervernetzungen und extensive Fragmentierungen der DNA
auf. Abasische Stellen führen zur Denaturierung und Dopplestrangbrüchen der
DNA-Helix. Desaminierungen von Cytosin zu Uracil erzeugen Mutationsartefakte
(C>T) [131]. Die Veränderungen der DNA durch den Fixierungsprozess erschwe-
ren sowohl die Herstellung einer qualitativ hochwertigen exomischen Library, als
auch die anschließende Datenauswertung. So wurde in vergangenen Studien ge-
zeigt, dass die Anzahl von Varianten in FFPE-DNA höher ist als in gepaarten
gefrorenen Geweben, was zu einer Erhöhung der falsch-positiv Rate führt [129].
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3.3.1.2 Methodik und Ergebnisse
Die DNA wurde aus FFPE-Blöcken von Kopf-Hals-Karzinom Patientenbiopsien
gewonnen. Die DNA-Extraktion fand mit dem AllPrep DNA/RNA FFPE Kit der
Firma Qiagen durch den Kooperationspartner statt und wurde uns zur Verfügung
gestellt.

3.3.1.2.1 Einfluss der DNA-Qualität auf die Library-Präparation

In einem ersten Versuch sollte untersucht werden, welche Qualität die FFPE-
DNA aufweisen muss, um mit dem Standard-Protokoll (SureSelect XT Automated
Target Enrichment for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing, Version E.3,
November 2012 ) eine Library zu generieren.

Die DNA wurde hinsichtlich ihrer Qualität auf dem Bioanalyzer mit dem
DNA 12000 Kit überprüft. Die Quantität der DNA wurde mit demQubit dsDNA
Broad-Range Kit ermittelt, während die Reinheit der Probe mit dem NanoDrop
gemessen wurde (Tab.: 10 und Abb.: 51).

Die FFPE-DNA wurde anhand ihrer Fragmentlänge in die drei Qualitäten gut,
mäßig und schlecht eingeteilt. Hochmolekulare genomische DNA hat eine Größe
von mehr als 40 kbp. Eine qualitativ gute FFPE-DNA hat Fragmente größer als
10 kbp, eine mäßige Qualität liegt zwischen 500 bp und 1 kbp und eine schlechte
Qualität zeichnet sich durch Fragmentlängen kleiner als 500 bp aus (Abb.: 51).

Tabelle 10: Übersicht der Parameter von drei ausgewählten FFPE-DNAs für
eine exomische Library-Präparation.

Probenname Integrität Konzentration A260/280 Verhältnis
Probe A gut 169 ng/µl 1,9
Probe B mäßig 72 ng/µl 1,85
Probe C schlecht 132 ng/µl 1,9

Von Probe A, B und C wurde eine Exom-Library mit dem Standard-Protokoll
hergestellt. Da häufig auch die Menge an FFPE-DNA eher gering ist, wurde
anstatt mit 3000 ng Startmaterial mit 1500 ng gearbeitet. Als Positivkontrolle
wurde eine genomische DNA mit 1500 ng und 3000 ng mitgeführt.

Ein erster Qualitätsschritt erfolgte nach der Fragmentierung der Proben auf
dem Bioanalyzer. Die Fragmentierung mit dem Covaris E220 zielt auf eine Grö-
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Abbildung 51: Elektropherogramme der unterschiedlichen FFPE-DNA-
Qualitäten. Abbildung A zeigt das Elektropherogramm einer qualitativ guten FFPE-DNA
mit mehr als 10 kbp Fragmenten. In Abbildung B ist eine qualitativ mäßige FFPE-DNA dar-
gestellt mit einer durchschnittlichen Fragmentgröße um die 700 bp. Abbildung C zeigt eine
qualitativ schlechte FFPE-DNA mit Fragmentgößer kleiner als 500 bp.
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ßenverteilung von 150 bis 500 bp mit einem Mittel von 250 bp ab. Die FFPE-
DNAs zeigen eine normale Größenverteilung, weisen aber im Vergleich zur geno-
mischen DNA eine um ein sechstel verringerte Quantität auf (Abb.: 52).

Der zweite Qualitätsschritt erfolgte vor der Hybridisierung der Libraries eben-
falls über den Bioanalyzer. Zu diesem Zeitpunkt ist die fragmentierte DNA an
plattformspezifische Adapter ligiert und wurde wie im Protokoll beschrieben
amplifiziert. Im Vergleich zur hochmolekularen DNA zeigen alle drei FFPE-
Qualitäten eine verminderte Library-Quantität.

Für die folgende Exom-Anreicherung der Libraries werden 750 ng benötigt.
Lediglich die FFPE-DNA mit guter Qualität erreicht diese Menge (870 ng). Die
Mengen der qualitativ mäßigen und schlechten FFPE-DNAs sind nicht ausrei-
chend (Abb.: 53).

Als Fazit wird abgeleitet, dass die Qualität von FFPE-DNAs vor einer Libra-
ry-Präparation über den Bioanalyzer validiert und die Quantität mittels Qubit
ermittelt werden muss. Die qualitative Einteilung erfolgt anhand der definierten
Basenpaarverteilung. Von qualitativ guter FFPE-DNA werden 1500 ng in die
Library-Präparation eingesetzt, während von qualitativ schlechter oder mäßiger
FFPE-DNA die doppelte Menge genutzt werden muss.
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Abbildung 52: Elektropherogramme der Proben nach der Fragmentierung. Die
Elektropherogramme A, B und C zeigen die Resultate der FFPE-DNA-Fragmentierung im
Vergleich zu den Positivkontrollen in Abbildung D und E. Die Unterschiede der Quantität
sind in der Überlappung der Elektropherogramme in Abbildung F deutlich zu sehen.
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Abbildung 53: Elektropherogramme der Libraries vor der Hybridisierung. Die
Elektropherogramme A, B und C zeigen die Resultate der Library-Präparation im Vergleich
zu den Positivkontrollen in Abbildung D und E. Die Quantitätsunterschiede werden in Ab-
bildung F deutlich. Lediglich die Library aus qualitativ guter FFPE-DNA erreicht eine aus-
reichende Menge für die Hybridisierung.
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3.3.1.2.2 Sequenzierung von Exomen aus FFPE-DNA
Anhand der aufgestellten Kriterien aus dem ersten Abschnitt des Projektes wur-
den 61 FFPE-DNAs sequenziert. 25 davon wurden aus FFPE-Normalgewebe iso-
liert und 36 aus den gepaarten FFPE-Tumoren. Die DNAs wurden qualitativ
über den Bioanalyzer und quantitativ über den Qubit validiert. Für Material mit
mäßiger und schlechter Qualität wurden 3000 ng angefordert, für DNAs mit gu-
ter Qualität 1500 ng. Von allen 61 FFPE-DNAs konnte eine exomische-Library
mit dem SureSelect Human v6 Kit hergestellt werden. Diese wurden als 100 bp
paired-end Lauf auf dem HiSeq4000 sequenziert. Die erhaltenen Qualitätspara-
meter wurden mit zuvor sequenzierten Tumor- und Normalgewebe-Exomdaten
verglichen (Tab.: 11). Aufgrund der Vorfragmentierung von FFPE-DNA war eine
Erhöhung der Duplikatrate sowie eine verringerte durchschnittliche Fragmentgrö-
ße zu erwarten. Dies zeigt sich auch in den Ergebnissen. Daneben gibt es keine
stark abweichenden Parameter im Vergleich zu nicht FFPE-DNA. Die Anzahl
der zuordenbaren Reads auf dem Exom und die durchschnittliche Abdeckung des
Exoms sind innerhalb der Gruppen vergleichbar. Lediglich die Anzahl der 20-fach
abgedeckten Bereiche ist geringer, aber innerhalb der Spezifikationen (>90 %)
für ein qualitativ hochwertiges Exom. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass
es prinzipiell möglich ist eine exomische Library aus FFPE-DNA zu erzeugen, die
qualitativ vergleichbar ist mit Exomen aus nicht-FFPE-DNA.

Die eigentliche Analyse der Varianten war nicht Bestandteil der vorliegen-
den Fragestellung, wird aber derzeit durch die bioinformatische Abteilung noch
ausgeführt. Dabei ist vor allem interessant, ob es im Vergleich zu Exomen aus
nicht-FFPE-Gewebe, zu mehr falsch-positiven Varianten durch Desaminierungen
kommt.
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Tabelle 11: Übersicht zur Sequenzier-Statistik von FFPE-DNA versus nicht-
FFPE-DNA von Exomen aus Tumor- und Normalgewebe-Proben.

FFPE-DNA FFPE-DNA
Normalgewebe Normalgewebe Tumor Tumor

Parameter n=25 n=100 n=36 n=100
Mapped Reads [%] 99,9 99,7 99,9 99,7

Daten [Gb] 12,7 14,2 13,4 14,9
On-Bait [%] 79,9 77,8 79,2 78,7

Ø Abdeckung 142 161 148 171
20-fache Abdeckung [%] 94,7 98,7 97,6 98,7
Ø Fragmentgröße [bp] 166 206 171 201

Duplikatrate 14 9 14 9
Ø Anzahl der SNVs 77.923 79.799 77.619 78.467
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3.3.2 Exom-Sequenzierung zur Identifizierung pathogener genetischer
Varianten bei Patienten mit spät beginnendem Morbus Parkin-
son

Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde zuvor publiziert als:
A mutation in VPS35, encoding a subunit of the retromer complex, causes late-
onset Parkinson disease.
Zimprich A*, Benet-Pagès A*, Struhal W*, Graf E*, Eck SH, Offman MN, Haubenberger D, Spielberger S,

Schulte EC, Lichtner P, Rossle SC, Klopp N, Wolf E, Seppi K, Pirker W, Presslauer S, Mollenhauer B, Kat-

zenschlager R, Foki T, Hotzy C, Reinthaler E, Harutyunyan A, Kralovics R, Peters A, Zimprich F, Brücke T,

Poewe W, Auff E, Trenkwalder C, Rost B, Ransmayr G, Winkelmann J, Meitinger T, Strom TM.

Am J Hum Genet. 2011 Jul 15;89(1):168-75.

*gleicher Beitrag zur vorliegenden Arbeit

Ich führte bei dieser Studie den Hauptteil der experimentellen Arbeit durch.
Hierzu gehörten die Herstellung der Exom-Libraries, die Sequenzierung auf dem
Genome Analyzer IIx sowie die Datenauswertung zusammen mit Tim Strom,
Alexander Zimprich und Sebastian Eck. Die identifizierten Varianten bestätig-
te ich mittels Sanger-Sequenzierung. Für die Mutationsanalyse entwarf ich Pri-
mer, führte die Schmelzkurvenanalyse (IDAHO) der Patientengruppe und der
Kontrollgruppe durch und wertete sie aus. Die in der Schmelzkurvenanalyse auf-
fälligen Proben sequenzierte ich mittels Sanger-Sequenzierung. Ich bereitete die
Patientenproben für eine Genotypisierung vor und trug zur Erstellung des Ma-
nuskripts bei. Die Untersuchungen zur Moleküldynamik wurden von den Koope-
rationspartnern durchgeführt.
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3.3.2.1 Zusammenfassung
Zur Identifizierung seltener ursächlicher Genvarianten bei spät-beginnendemMor-
bus Parkinson (M. Parkinson) wurde eine österreichische Familie mit 16 Betrof-
fenen via Exom-Sequenzierung untersucht. Wir identifizierten eine heterozygote
missense-Variante c.1858G>A, p.Asp620Asn im Gen VPS35. Sieben Betroffe-
nen trugen diese genetische Alteration. Wir identifizierten zwei weitere Familien,
bei denen die Punktmutation im autosomal-dominanten Verebungsmodus mit in-
kompletter Penetranz kosegregiert. Alle Betroffenen litten unter einer sich spät
manifestierenden Form des Morbus Parkinson mit einem mittleren Erkrankungs-
beginn von 53 Jahren. Eine Kopplungsanalyse in den drei Familien zeigte einen
gemeinsamen Haplotyp von 65 kb, der das VPS35 -Gen überspannt. Eine Unter-
suchung von weiteren 860 Betroffenen und 1040 Kontrollen ergab sechs weitere
nicht-synonyme VPS35 missense-Varianten. Drei dieser Varianten fanden wir
nur in Patienten, zwei in Kontrollen und eine sowohl in einem Betroffenen als
auch in einer Kontrollperson. Computergestützte sequenzbasierte Analysen, so-
wie Untersuchungen zur Moleküldynamik, prognostizieren die familiäre Variante
p.Asp620Asn und die Variante p.Arg524Trp als schädlich. VPS35 ist ein Bestand-
teil des Retromer Komplexes, der den retrograden Transport zwischen Endoso-
men und dem trans-Golgi Netzwerk bewerkstelligt. Zusätzlich wurde VPS35 als
ein möglicher Faktor bei der Entstehung von Alzheimer diskutiert [132].

3.3.2.2 Hintergrund
Morbus Parkinson (MIM168600) ist neben Morbus Alzheimer die zweit-häufigste
neurodegenerative Erkrankung und tritt weltweit mit einer Prävalenz von 1 bis
2 % bei den über 60-Jährigen auf [133]. M. Parkinson ist eine unheilbare, lang-
sam progredierende Erkrankung, die durch eine Störung der motorischen Ab-
läufe charakterisiert ist. Als Kardinalssymptome gelten: Bradykinesie (verlang-
samter Bewegungsablauf), Rigor (veränderter Muskeltonus führt zur Versteifung
der Gliedmaßen), Ruhetremor und posturale Instabilität (Haltungsinstabilität).
Neben der typischen motorischen Dysfunktion können autonome Dysfunktionen
(Inkontinenz, orthostatische Intoleranz), neuropsychiatrische Dysfunktionen (De-
pressionen, Halluzinationen), sowie Schmerzempfindungen und sensorische Stö-
rungen auftreten. Ursächlich für die Symptomatik ist die Degeneration dopami-
nerger Neuronen in der Substantia nigra pars compacta, die zu einer Dysfunktion
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Tabelle 12: Morbus Parkinson assoziierte Gene und genetische Loci.

Symbol Gen MIM Locus Erbgang Klinik Studie Referenz

PARK1/4 SCNA 163890 4q22.1 AD early-onset KA [135]
PARK2 Parkin 602544 6q26 AR early-onset KA [136]
PARK3 SZBL 602404 2p13 unbek. klassischer MP KA [137]
PARK5 UCHL1 191342 4p13 AD klassischer MP KGA [138]
PARK6 PINK1 608309 1p36.12 AR early-onset KA [139]
PARK7 DJ1 602533 1p36.23 AR early-onse KA [140]
PARK8 LRRK2 609007 12q12 AD klassischer MP KA [141, 142]
PARK9 ATP13A2 610513 1p36.13 AR Kufor-Rakeb Syndr. KA [143]
PARK10 SZBL 606852 1p32 unbek. klassischer MP KA [144]
PARK11 GIGYF2 612003 2q37.1 AD klassischer MP KA [145]
PARK12 SZBL 300557 Xq21-q25 unb. klassischer MP KA [146]
PARK13 HTRA2 606441 2p13.1 AD klassischer MP KGA [147]
PARK14 PLA2G6 603604 22q13.1 AR klassischer MP KA [148]
PARK15 FBX07 605648 22q12.3 AR early-onset KA [149]
PARK16 SZBL 613164 1q32 unbek. MP GWAS [150]
PARK17 VPS35 601501 16q11.2 AD late-onset WES [69, 151]
PARK18 EIF4G1 600495 3q27.1 AD late-onset KA [152]
PARK19 DNAJC6 608375 1p31.3 AR juvenile-onset WES [153]
PARK20 SYNJ1 604297 21q22.11 AR early-onset WES [154, 155]
PARK21 DNAJC13 616361 3q22.1 AD klassischer MP KA [156, 157]
PARK22 CHCHD2 616244 7p11.2 AD late-onset WES, WGS, KA [150, 158]
PARK23 VPS13C 608879 15q22.2 AR early-onset WES [159]

SZBL, Suszeptibilitätslocus; AD, autosomal dominant; AR, autosomal rezessiv; KA, Kopplungsanalyse; KGA,
Kandidatengenanalyse; GWAS, Genomweite Assoziationsstudie; WES, whole exome sequencing; WGS, whole
genome sequencing.

der Basalganglien und folgend zu einer Fehlfunktion der Motorik des Patienten
führt. Auf Grundlage von mehreren europäischen Studien wird davon ausgegan-
gen, dass sich die Erkrankungsprävalenz bis zum Jahr 2030 in der Population
der über 50-jährigen verdoppelt [134]. Die dramatische Steigerung der Prävalenz
der Erkrankung, in der immer älter werdenden Population, zeigt die Dringlich-
keit nach der Suche zur genetischen Ursache, sowie Therapiemöglichkeiten für
Morbus Parkinson. Ein Teil der genetischen Ursachen konnte in verschiedenen
Studien aufgedeckt werden. Zu diesem Zeitpunkt sind neben 4 Suszeptibilitätslo-
ci, Veränderungen in neun verschiedene Genen bekannt, die zu einer autosomal-
dominante Form der Erkrankung führen, sowie Veränderungen in neun Genen
die eine autosomal-rezessive Form des M. Parkinson hervorrufen (Tab.: 12). Hier
zeigt sich deutlich die enorme genetische Heterogenität der Erkrankung.

5 bis 10 % der beschriebenen Morbus Parkinson Fälle sind familiär [160]. Die
Seltenheit großer Stammbäume mit klarer mendelscher Vererbung erschwert die
Identifikation der genetischen Ursache bei familiärem Parkinson.
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3.3.2.3 Patienten
In der vorliegenden Studie wurde eine österreichische Familie mit 16 betroffe-
nen Familienmitgliedern via Exom-Sequenzierung untersucht. Der Stammbaum
der Familie weist auf eine autosomal-dominante Vererbungsform und eine ho-
he Krankheitspenetranz hin (Abb. 54A). Sieben der 16 Betroffenen konnten kli-
nisch untersucht werden und stellten ihre DNA zu molekulargenetischen Analysen
zur Verfügung. Die klinische Untersuchung durch Neurologen nach den Kriteri-
en der UK Brain Bank zeigte, das bei sechs der sieben Patienten mindestens
drei von vier Kardinalssymptomen vorliegen. Zusätzlich zeigten die Betroffenen
eine Verbesserung des Gesundheitszustandes nach Behandlung mit Levodopa (L-
3,4-Dihydroxyphenylalanin). Ein Patient zeigt einen Bewegungstremor seit seiner
Kindheit und entwickelte erst im Alter von 62 Jahren einen Ruhetremor und Aki-
nesie (Bewegungslosigkeit). Der Krankheitsbeginn in der Familie liegt zwischen
40 und 68 Jahren mit einem mittleren Alter von 53 Jahren. Zusätzlich untersuch-
ten wir 486 österreichische Patienten mit einem mittleren Alter von 60 Jahren
bei Krankheitsbeginn. Bei 131 von ihnen konnte eine positive Familienanamnese,
mit mindestens einem betroffen Verwandten ersten oder zweiten Grades, festge-
stellt werden. Weiterhin untersuchten wir 376 deutsche M. Parkinson Patienten
aus einer Klinik speziell für Bewegungsstörungen (Paracelsus-Elena Klinik). Als
Kontrollpopulation wählten wir 680 unabhängige Probanden der KORA-S4 Stu-
die, 1041 Probanden der KORA-AGE Studie und 554 österreichische gesunde
Individuen.

3.3.2.4 Methodik und Ergebnisse
In dieser Studie wurden die Exome von zwei betroffenen Familienmitgliedern un-
tersucht. Die Varianten wurden auf gemeinsam auftretende Veränderungen hin
priorisiert. In der Annahme, dass eine gemeinsame seltene Variante krankheits-
verursachend ist, reduziert die Analyse von DNA entfernt Verwandter die Anzahl
an gemeinsamen Varianten, die sie sich durch ihre Abstammung teilen. Die Vor-
aussetzung für solch eine Analyse ist ein möglichst großer Stammbaum, aus dem
zwei entfernt Verwandte analysiert werden. Zur Identifizierung der kausativen ge-
netischen Ursache des M. Parkinson in der Familie A, wählten wir zwei Cousins
zweiten Grades (#3017 und #3020) für die Exom-Sequenzierung aus (Abb. 54
A). Die Exom-Library wurde nach Anreicherung mit dem SureSelect Human All
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Abbildung 54: Stammbäume der Familien A, B und C [69]. Familie A ist die in-
itial, durch Exom-Sequenzierung, untersuchte Familie. Das Familienmitglied III:12 der Fa-
milie A hat einen unbekannten Phänotyp. Alle drei Familien zeigen eine klare autosomal-
dominante Form der Vererbung. * kennzeichnen die p.Asp620Asn genotypisierten Personen.
Durchgestrichene Symbole kennzeichnen verstorbene Personen.

Exon 38 Mb Kit, als 54 bp paired end-Lauf auf einem Genome Analyzer IIx durch-
geführt. Wir sequenzierten jeweils 2 Lanes einer Flow Cell pro Patient (Tab. 13).
Das read alignment wurde mit BWA (Version 0.5.8) zum Referenzgenom hg19
durchgeführt. Punktmutationen sowie kleine Insertionen und Deletionen wurden
mit SAMtools (v 0.1.7) detektiert. Insgesamt wurden initial rund 28.000 Varian-
ten pro Patient identifiziert. Durch die Anwendung weiterer Kriterien, wie der
Qualität der Basen (>15) und die Repräsentation der Varianten in mindestens
15 % der Reads, konnten 4.000 Alterationen ausgeschlossen werden. Es fanden
sich circa 15.500 nicht kodierende Varianten und circa 7.250 nicht-synonyme Ver-
änderungen pro Patient.

Zur Annotation der Varianten wurden benutzerdefinierte Perl Skripte mit
der Integration der Daten von dbSNP (v131) und dem UCSC Genome Brow-
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Tabelle 13: Statistik der Sequenzierung

On-Bait-
Mapped Rate Abdeckung Abdeckung Abdeckung Ø

Patient Reads [Gb] [%] >1X [%] >8X [%] >20X [%] Abdeckung

#3017 119.137.369 6.4 46.19 99.11 92.48 80.02 65.61
#3020 112.524.559 6.1 44.48 98.84 91.94 78 59.31

Ergebnisse der Sequenzierung auf dem Genome Analyzer IIx.

ser known Gene Track genutzt. Die Annotation der genetischen Veränderungen
umfasste die Präsenz in dbSNP, die Art der Mutation und, wenn vorhanden, der
vorhergesagte Aminosäure-Austausch im jeweiligen Protein. Unter der Annahme,
dass eine seltene Variante krankheitsverursachend ist, schlossen wir in einer zwei-
ten Filterung des Datensets alle Varianten, die auch in 72 Kontroll-Exomen, bei
Patienten mit differenten Erkrankungen, auftraten aus. Zusätzlich wurden alle
Varianten ausgeschlossen, die im Datensatz von dbSNP 131 mit einem durch-
schnittlichen Heterozygotiegrad von mehr als 0.02 auftraten. Die Annotation der
verbliebenen Varianten wurde mit eigenen Skripten durchgeführt. Final identi-
fizierten wir 10 seltene, heterozygote, nicht-synonyme Varianten, die in beiden
Patienten gemeinsam auftreten (Tab.: 14).

Zur weiteren Priorisierung wurde die Häufigkeit der zehn Varianten in 670
KORA-S4 Probanden mittels MALDI-TOFMassenspektrometrie untersucht. Nur
die heterozygote Variante c.1858G>A (p.Asp620Asn) in VPS35 konnte in kei-
nem der KORA-S4 Probanden nachgewiesen werden und kosegregiert mit der
Erkrankung in allen betroffenen Familienmitgliedern.

Wir untersuchten zusätzlich 486 österreichische M. Parkinson Patienten auf
die p.Asp620Asn Variante und identifizierten zwei zusätzliche Indexpatienten,
der Familien B und C, mit dieser Mutation (Abb. 54 B und C). In beiden Fa-
milien wurde die Variante in allen untersuchten Betroffenen gefunden (n=8). Die
VPS35 -Variante c.1858G>A konnte weder in 554 österreichischen noch in 1014
zusätzlichen KORA-AGE Probanden gefunden werden. Drei, bisher nicht betrof-
fene Familienmitglieder der Familien A, B und C, tragen ebenfalls die genetische
Veränderung. Allerdings sind diese Angehörigen zum Zeitpunkt der Studie jünger
als 60 Jahre, so dass entweder von einem präsymptomatischen Zustand auszuge-
hen ist, oder die Variante eine nicht vollständige Penetranz zeigt.

Die Aminosäure Asp620 in VPS35, liegt innerhalb der Spezies der Pflanzen,
Pilze, Invertebraten und Vertebraten hoch konserviert vor. Die Mutation wird

132



Ergebnisse

Tabelle 14: Identifizierte Varianten nach der ersten Priorisierung des Datensets
[69].

Kontroll-
Transkript Nukleotid Genotypen Ko-

Gen Position (hg19) NM_ Varianten Aminosäure 1/1 1/2 2/2 segreg.

PLK3 chr1:45270359 004073.2 c.1543T>A p.Ser515Thr 669 0 0 4 von 7
C8A chr1:57383357 000562.2 c.1723C>T p.Pro575Ser 5 von 7
ADCY10 chr1:167787479 018417.4 c.4313A>G p.Asn1438Ser 2 von 7
LAMB2 chr3:49166460 002292.3 c.1724C>T p.Arg575Gln 647 28 0 5 von 7
NOM1 chr7:156762317 138400.1 c.2503G>A p.Ala835Thr 670 0 0 3 von 7
KIF22 chr16:29816237 007317.1 c.1780G>A p.Asp594Asn 665 6 0 6 von 7
SEZ6L2 chr16:29899021 012410.2 c.947C>T p.Arg316His 660 4 0 7 von 7
VPS35 chr16:46696364 018206.4 c.1858G>A p.Asp620Asn 1069* 0 0 7 von 7
NLRP1 chr17:5421150 001033053.2 c.3985G>A p.Val1329Ile 666 4 0 3 von 7
NEURL4 chr17:7221197 001005408.1 c.4109C>T p.Arg1370Gln 3 von 7

Alle identifizierten, seltenen genomischen Varianten, wurden in 670 KORA-S4 Kontrollen mittels MALDI-
TOF Analyse untersucht. Das variante Allel ist als 2 gekennzeichnet, das Referenzallel als 1. * Die angegebene
Anzahl an Kontrollgenotypen beinhaltet zusätzlich 554 österreichische gesunde Individuen, die mittels TaqMan
Analyse genotypisiert wurden. Die Kosegregation zeigt die Anzahl der Betroffenen der Familie A, welche die
p.Asp620Asn Veränderung tragen. Die Varianten der Gene C8A und ADCY10, sind als Polymorphismen in
dbSNP hinterlegt (rs41285938 und rs41270737).

durch PolyPhen2, SIFT und SNAP als schädlich eingestuft. Durch die Summe
dieser Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, das die Mutation c.1858G>A in
VPS35 ursächlich für M. Parkinson in den Familien A, B und C ist.

Zur Detektion eines potentiell gemeinsamen Haplotyps, wurden 20 Individuen
der Familien A, B und C genotypisiert. Es zeigt sich, dass sich die Familien A
und B eine gemeinsame Region von 21 Mb teilen, während die Familien A, B
und C nur 65 kb, überlappend mit VPS35, gemeinsam haben. Es konnte keine
Aussage darüber getroffen werden, ob die drei Familien einen gemeinsamen alten
Haplotyp teilen und die Mutation auf einem Gründereffekt beruht, oder ob sie
kürzlich durch zwei unabhängige Vorgänge entstanden ist.

Um die Prävalenz von VPS35 -Varianten in der generellen Population zu be-
stimmen, untersuchten wir mittels hochauflösender Schmelzkurvenanalyse (IDA-
HO) alle 17 kodierenden Exons auf genetische Veränderungen bei 484 österrei-
chischen sowie 376 deutschen M. Parkinson Patienten. Als Kontrollpopulation
wurden 1014 Probanden der KORA-AGE Studie mit einem mittleren Alter von
76 Jahren gewählt. Die Untersuchung ergab neben sieben synonymen Punktmuta-
tionen und 18 Varianten im nicht-kodierenden Bereich, zusätzlich zu p.Asp620Asn
weitere 6 seltene kodierende Varianten (Tab.: 15). Zusammenfassend identifizier-
ten wurden vier nicht-synonyme missense-Varianten, die ausschließlich in Pati-
enten zu finden sind, zwei Varianten, die nur in Kontrollen auftreten und eine
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Tabelle 15: Seltene, nicht-synonyme VPS35 -Varianten in Patienten und Kon-
trollen [69].

Heterozygoter Position
KORA Nukleotid- Aminosäure- Einfluss auf hg19

Patienten AGE austausch austausch das Protein Exon Chr.:16 KORA-S4

(a) (b) (c) 1/1 1/2 2/2

- 1 c.151G>A p.Gly51Ser + + + 3 46,716,039
90/05 - c.171G>A p.Met57Ile + + + 3 46,716,019 670 0 0
- 1 c.245C>G p.Thr82Arg + + + 4 46,715,367
806 - c.723T>G p.Ile241Met +/- + + 7 46,711,308 667 0 0
(211) - c.1570C>T p.Arg524Trp - - - 13 46,702,919 671 0 0
(Fam. A-C) - c.1858G>A p.Asp620Asn - - - 15 46,696,364 669 0 0
243, 524 2 c.2320C>A p.Leu774Met + + + 7 46,694,455

Die Varianten für 863 Patienten und 1014 KORA-AGE Kontrollen wurden durch hochauflösende DNA-
Schmelzkurvenanalyse (IDAHO) bestimmt und mittels Sanger-Sequenzierung bestätigt. Die identifizierten
Varianten untersuchten wir zusätzlich in 680 KORA-S4 Kontrollen mittels MALDI-TOF. Für die KORA-S4
Kontrollen ist das variante Allel mit 2 gekennzeichnet, während das Referenzallel als 1 bezeichnet wird. Die
familiären Fälle sind mit Klammern gekennzeichnet. Die Prediktionsprogramme (a) PolyPhen2, (b) SNAP
und (c) SIFT prognostizieren den Einfluss einer genetischen Variante als: + für benign, +/- für möglicherweise
schädlich und - für wahrscheinlich schädlich.

Variante, die sowohl in der Kontrollpopulation als auch in M. Parkinson Patien-
ten auftrat, identifiziert. Zusätzlich zu p.Asp620Asn wurde eine zweite Variante,
p.Arg524Trp, als schädlich durch PolyPhen2, SIFT und SNAP eingestuft. Die
Veränderung p.Ile241Met wurde lediglich durch PolyPhen2 als schädlich einge-
stuft, während alle weiteren Varianten als benign klassifiziert werden.

Klinische Informationen der Familienmitglieder gab es nur bei dem Patienten
211 (p.Arg524Trp). Die 74 jährige Mutter, ebenfalls Trägerin der Variante, zeigt
schwache extrapyramidale Symptome wie leichter, posturaler Tremor der oberen
Extremitäten. Sie zeigt keine Bradykinesie und eine DAT-SPECT Untersuchung
zeigte keine Reduktion der striatalen Bindung, was die Möglichkeit eines frühes
Stadiums des M. Parkinson ausschließt.

Überdies hinaus konnten bei der Untersuchung der Patienten und Proban-
den keine häufigen, nicht-synonymen Varianten in VPS35 identifiziert werden.
Weiterhin waren zum Zeitpunkt der Studie keine häufigen, nicht-synonymen Va-
rianten in 72 Kontroll-Exomen, sowie in dbSNP131 gelistet.

Die Kristallstruktur des C-terminalen Bereichs von VPS35 wurde durch Hier-
ro et al. aufgeklärt [161]. Die drei nicht-synonymen Varianten p.Asp620Asn,
p.Arg524Trp und p.Leu774Met, sind alle in diesem Bereich lokalisiert. Mit Hilfe
computergestützter Analysen zur Moleküldynamik, wurde der Einfluss der Vari-
anten auf die Proteinstabilität untersucht.
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Abbildung 55: Analyse der Moleküldynamik im wiltyp- und mutanten-VPS35-
C-terminalen Bereich [69]. Nach dem manuellen Einbau der Alterationen in die Kri-
stallstruktur nutzten wir die Software scwrl 4.0 [162] zur Modellierung der Seitenketten. Alle
Simulationen zur Moleküldynamik führten wir mit GROMACS 4.5 [163] und dem Atomkraft-
fekd AMBER03 [164] sowie dem Wassermodell TIP3P [165] durch.Die Wasserstoffbrücken-
bindungen, die sich zwischen den einzelnen Aminosäuren ausbilden sind als rote gestrichelte
Linien dargestellt. (A) Asp620 bildet eine Wasserstoffbrücke zu Lys622 zusammen mit einer
zusätzlichen Ionenbindung (Salzbrücke), die durch den Austausch von Asp 620 zu Asn ver-
loren gehen. (B) Arg524 bildet mehrere Wasserstoffbrückenbindungen zu den Aminosäuren
Asp483 und Asp486. Wird Arg524 gegen Trp ausgetauscht gehen diese Bindungen verloren.

Die drei betroffenen Aminosäuren befinden sich am Ende einer Helix, die mit
VPS29 interagiert. Der Asp620 Wildtyp bildet regelmäßige Wasserstoffbrücken-
bindungen zu Lys622 aus, die weniger stark frequentiert im varianten Protein
vorliegen (Abb. 55 A). Ähnlich dazu verhält sich der Arg524-Wildtyp, der drei
Wasserstoffbrückenbindungen zu den Aminosäuren Asp483 und Asp486 bildet.
Diese Verbindung entsteht nicht im mutanten Protein (Abb. 55 B).

Die Veränderungen p.Asp620Asn und p.Arg524Lys führen zum Verlust von
Salzbrücken (Ionenbindungen) und bewirken eine lokale Instabilität von VPS35,
wie Bewegungsanalysen (Root Mean Square Fluctuation Profiling) des Moleküls
zeigen (Abb. 56). Im Gegensatz dazu hat die p.Leu774Met Variante kaum Einfluss
auf die Stabilität von VPS35.

In dieser Studie identifizierten wir die Variante c.1858G>A (p.Asp620Asn)
im Gen VPS35. Sie erfüllt die Kriterien für eine mögliche Pathogenität: sie kose-
gregiert mit der Erkrankung in drei Familien und war nicht detektierbar in 1694
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Abbildung 56: Root Mean Square Fluctuation (RMSF) Profil [69]. Vergleichende
Untersuchungen zur Moleküldynamik im wildtyp-Protein sowie in den aberranten Proteinen.
Die Molekülbewegung im wildtyp Protein ist als schwarze Linie dargestellt, während die Va-
rianten p.Asp620Asn in blau. Leu774Met in grün und p.Arg542Trp in rot zu sehen ist. An
den gelben vertikalen Linien befinden sich die Positionen der Varianten im Protein. Die graue
Schraffierung kennzeichnet die Interaktionsdomänen zu VPS29. Abweichende Flexibilitäts-
Peaks für beide Aminosäureveränderungen finden sich an den Positionen 483, 548, 639 und
685.

Kontrollen. Die Aminosäure Asp620 in VPS35 ist innerhalb verschiedener Spezi-
es evolutionär hoch konserviert und der Austausch der Aminosäure wird durch
die Prediktionsprogramme PolyPhen2, SNAP und SIFT als schädlich eingestuft.
Der Aminosäureaustausch führt zu Instabilität des Proteins. Zusammenfassend
kann die Variante c.1858G>A (p.Asp620Asn) im Gen VPS35, als ursächlich für
Morbus Parkinson in drei Familien eingestuft werden. Diese Studie zeigt exem-
plarisch die erfolgreiche Anwendung der Exom-Sequenzierung zur Erkennung von
ursächlichen genetischen Varianten bei monogenen Erkrankungen.
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3.3.3 Exom- und Genom-Sequenzierung zur Identifizierung pathoge-
ner Mutationen bei Patienten mit Burn-McKeown-Syndrom

Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde zuvor publiziert als:
Compound Heterozygosity of Low-Frequency Promoter Deletions and Rare loss-
of-function Mutations in TXNL4A Causes Burn-McKeown Syndrome
Wieczorek, D., Newman, W.G., Wieland, T., Berulava, T., Kaffe, M., Falkenstein, D., Beetz, C., Graf, E.,

Schwarzmayr, T., Douzgou, S., Clayton-Smith, J., Daly, S.B., Williams, S.G., Bhaskar, S.S., Urquhart, J.E.,

Anderson, B., O’Sullivan, J., Boute, O., Gundlach, J., Czeschik, J.C., Van Essen, A.J., Hazan, F., Park, S.,

Hing, A., Kuechler, A., Lohmann, D.R., Ludwig, K.U., Mangold, E., Steenpaß, L., Zeschnigk, M., Lemke, J.R.,

Lourenco, C.M., Hehr, U., Prott, E.-C., Waldenberger, M., Böhmer, A.C., Horsthemke, B., O’Keefe, R.T., Mei-

tinger, T., Burn, J., Lüdecke, H.-J., Strom, T.M.

American Journal of Human Genetics, 2014 95 (6), pp. 698-707.

In dieser Studie war ich verantwortlich für die Herstellung der Exom- und Genom-
Libraries, sowie deren Sequenzierung. Gemeinsam mit den anderen Autoren wer-
tete ich die Ergebnisse der Sequenzierungen aus und unterstützte bei der Erstel-
lung des Manuskripts. Mikroarray-Analysen sowie funktionelle Untersuchungen
wurden von den Kooperationspartnern durchgeführt.

3.3.3.1 Zusammenfassung
Durch eine Kombination Exom- und Genom-Sequenzierung, sowie Mikroarray-
Analysen, wurden biallele Mutationen im Gen TXNL4A, bei Patienten mit Burn-
McKeown-Syndrom, einer seltenen Erkrankung mit bilateralem Verschluss der
Choanen (Choanalatresie) und kraniofazialen Fehlbildungen identifiziert. In neun
von elf untersuchten Familien fanden sich Veränderungen in TXNL4A. In acht
Familien wurden seltene loss-of-function Mutationen (nonsense, frameshift oder
Mikrodeletionen) auf dem einen Allel, in Kombination mit einer 34 bp Deleti-
on in der Kern-Promotorregion auf dem zweiten Allel identifiziert [94]. In einer
konsanguinen Familie sind alle vier Betroffene homozygot für eine abweichende
34 bp Promoterdeletion in TXNL4A. Funktionelle Untersuchungen zeigen, dass
die Promoterdeletionen zu einer verminderten TXNL4 Expression führen [94].
TXNL4A ist eine essentielle Untereinheit des U5-Spleißkomplex. In verschiede-
nen Erkrankungen mit kraniofzialen Fehlbildungen, wie dem Nager-Syndrom oder
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der Mandibulofazialen Dysostose Typ Guion-Almeida, wurden Mutationen in Ge-
nen beschrieben, die für Untereinheiten des Spleißosoms kodieren [94]. Die U5-
spleißosomale-Untereinheit besteht aus acht hoch konservierten Proteinen und
ist essentiell für das Spleißen von prä-mRNAs [166]. Die Ergebnisse zeigen, dass
das Burn-McKeown-Syndrom eine autosomal-rezessive Erkrankung ist, die pri-
mär durch compound-heterozygote Promotordeletionen in Kombination mit sehr
seltenen loss-of-function Mutationen hervorgerufen wird [94].

3.3.3.2 Hintergrund
Das Burn-McKeown-Syndrom (BMKS, MIM%608572) ist eine seltene Erkran-
kung, bei der sich die Patienten psychomotorisch normal entwickeln. Betroffene
zeigen eine klassische Kombination aus Choanalatresie (Verschluss der hinteren
Nasenöffnungen), sensorineuraler Schwerhörigkeit, Herzfehler und typischen kra-
niofazialen Dysmorphien [167, 168, 169]. Die Erkrankung wurde erstmals 1992
von Burn et al. [169] in drei Familien mit fünf Betroffenen beschrieben. Man ging
von einer X-chromosomalen oder autosomal-rezessiven Vererbung aus [169]. Ein
betroffenes Mädchen dieser Studie hatte ein Ringchromosom 18
(46,XX,r(18)(p14q23)), was zu der Hypothese führte, dass die genetische Ur-
sache der Erkrankung am terminalen Ende des kurzen oder langen Arms von
Chromosom 18 lokalisiert ist [169, 170].

Innerhalb dieser Studie wurden Mutationen im Gen TXNL4 identifiziert, wel-
ches für eine Komponente der U5-spleißosomalen Untereinheit kodiert [94].

Das Spleißosom besteht aus fünf snRNAs (small nuclear ribonucleic acid) und
mehr als 50 Proteinen und wird an prä-mRNAs rekrutiert um dort die Introns
zu spleißen [171, 172] (Abb.: 57).

Bisher sind vor allem humane Erkrankungen bekannt, die durch genetische
Veränderungen der Zielsequenzen des Spleißosoms entstehen [173, 174]. Aber auch
Mutationen in Komponenten des Spleißosoms, die zu distinkten Phänotypen, wie
Retinitis Pigmentosa, heriditärer Hypotrichosis simplex oder Kleinwüchsigkeit
führen, wurden in den letzten Jahren beschrieben [175, 176, 177, 178, 172]. Diese
Erkrankungen zählen zu den Spleißosomopathien.
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Abbildung 57: Übersicht zum Zusammenbau des Spleißosoms und dem an-
schließenden Spleißprozess. (a) Signalsequenzen an den Exon-Intron Übergängen, die
zur Erkennung einer prä-mRNA durch spleißosomale Untereinheiten führen. Die kanonische
Spleißstelle wird durch ein 5’ GU Dinukleotid und ein 3’ AG Dinukleotid gekennzeichnet.
10 bis 40 Nukleotide strangaufwärts des 3’ AG befindet sich ein Adenin, auch als Verzwei-
gungsstelle (branch point) bezeichnet. Zwischen der 3’ Spleißstelle und dem branch point be-
findet sich zudem der Polypyrimidin-Trakt (Pyn). (b) Die U1 spleißosomale Untereinheit
erkennt und bindet die 5’ Spleißstelle, während die U2 spleißosomale Untereinheit zur Ver-
zweigungsstelle rekrutiert wird. Im Anschluss erfolgt die Rekrutierung des zuvor assemblier-
ten tri-snRNP Komplex zu U1 und U2. Folgend werden durch strukturelle Veränderungen die
U1 und U4 Untereinheiten abgespalten und es entsteht das katalytisch aktive Spleißosom. (c)
In einer Transesterifizierungsreaktion wird das 5’ Exon abgelöst und die 5’ Seite des Introns
an den branch point gebunden. Die Lariatform des Introns wird in einer zweiten katalytischen
Reaktion vom 3’ Exon gelöst und abgebaut. Durch ATP-Hydrolyse werden die beiden Exons
verbunden und die spleißosomalen Untereinheiten stehen für einen nächsten Zusammenbau
des Spleißosoms zur Verfügung [171, 172].
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3.3.3.3 Probandenauswahl
Die Patienten wurden anhand ihres klinisches Bildes für diese Studie ausgewählt.
Die initiale klinische Untersuchung erfolgte durch mindestens einen Humangene-
tiker. In dieser Studie untersuchten wir elf Familien mit insgesamt 14 Betroffenen
(BMKS001-BMKS011), 6 weibliche und 8 männliche Patienten (Abb.: 60) [94].
Alle Patienten zeigten eine Verkürzung der Lidspaltenbreite und eine bilaterale
Choanalatresie/Choanalstenose (Verschluss der hinteren Öffnungen der Nasen-
höhle). Mindestens 12 der 14 Betroffenen zeigen einen okulären Hypertelorismus,
einen Defekt des unteren Augenlids, einen prominenten Nasenrücken und/oder ein
verkürztes Philtrum. Mindestens acht der Patienten leiden unter Taubheit, haben
dünne Lippen, eine Lippen-Kiefer-Gaumenspalte, prominente Ohren, präauriku-
läre Anhängsel und/oder eine Mikrognathie [94]. Sporadisch treten Kleinwuchs,
Herzfehler oder Kieferspalten auf. Alle Patienten zeigen eine normale psychomo-
torische Entwicklung. Fünf Familien zeigten eine positive Familienanamnese. Die
Patientin der Familie BMKS009 ist in der initialen BMKS Publikation beschrie-
ben und trägt ein Ringchromosom 18 [169, 94]. Als Kontrollpopulation wurden
gesunde Probanden aus Manchester, Essen und der KORA-Studie ausgewählt.
Insgesamt untersuchten wir die DNA von 3343 Probanden [94].

3.3.3.4 Exom-Sequenzierung
Wir untersuchten die fünf Betroffenen der Familien BMKS001, BMKS002, BMKS003
und BMKS005 mittels Exom-Sequenzierung. Nach vorheriger Anreicherung des
Exoms mit demSureSelect XT Human All Exon 50 Mb v4 kit der Firma Agi-
lent wurde ein 100 bp paired-end Lauf auf dem HiSeq2500 System (Illumina) mit
einem Library-Pool aus 12 Proben pro 4 Lanes durchgeführt (Tab.: 16).

Um mögliche pathogene genetische Alterationen zu finden, wurde das Daten-
set auf gemeinsame genetische Varianten oder auf Mutationen in den gleichen
Genen der BMKS-Patienten hin untersucht. Dabei wurden in drei der vier Fa-
milien heterozygote loss-of-function-Varianten im TXNL4A-Gen ermittelt: die
Brüder der Familie BMKS001 und der Betroffene der Familie BMKS002 tra-
gen die nonsense-Variante c.349G>T; p.Glu117* bzw. c.37C>T; p.Gln13*. Die
frameshift-Mutation c.131delT; p.Val44Alafs*48 in TXNL4A, liegt bei der Be-
troffenen der Familie BMKS005 vor [94]. Alle Mutationen der Indexpatienten
kosegregieren mit der Erkrankung innerhalb der Familie (Abb.: 58). Wir fanden
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.
Abbildung 58: Genstruktur von TXNL4A mit den durch MLPA sowie Genom-
und Exom-Sequenzierung identifizierten Mutationen [94]. Die Abbildung zeigt die
drei Exons von TXNL4A und die Lokalisation der loss-of-function-Varianten, die durch ei-
ne Exom-Sequenzierung identifiziert wurden. Die durch MLPA-Analyse gefundene Exon 3
Deletion des Indexpatienten der Familie BMKS010, ist darunter dargestellt.

Tabelle 16: Statistik der Exom-Sequenzierung bei Patienten mit BMKS.

Patient Reads [Gb] Ø Abdeck- 20x Ab-
ung [-fach] deckung [%]

BMKS001_1 98653970 9,96 127,68 95,69
BMKS001_2 82464779 8,33 108,23 94,72
BMKS002 85408646 8,63 110,11 93,74
BMKS003 99780314 10,08 129,18 91,14
BMKS005*
*Das Exom der Betroffenen der Familie BMKS005 wurde extern sequenziert.
Die Daten wurden uns zur Auswertung zur Verfügung gestellt.

keine dieser Varianten in den Daten des 1000-Genom-Projektes, in dbSNP und in
3000 internen Kontroll-Exomen. Bei Untersuchungen der Eltern zeigte sich, dass
alle intragenischen TXNL4A-Varianten, auch in den gesunden Eltern, Großeltern
oder Geschwistern [94] auftraten.

Die DNA der Betroffenen aus den 11 Familien wurde zusätzlich mittels Mi-
kroarrays durch die Projektpartner analysiert [94]. Dies führte zur Identifikation
von fünf heterozygoten Mikrodeletionen in 18q23, die alle TXNL4A (NM_006701)
überspannten (Abb.: 59). Die Patientin der Familie BMKS004 trägt eine termi-
nale Deletion (1,164 Mb), die fast identisch ist, mit der terminalen Deletion der
beiden Brüdern der Familie BMKS007 (1,14 Mb). Die Betroffene der Familie
BMKS006 trägt die kleinste terminale Deletion (0,484 Mb) und die Patientin des
Stammbaums BMKS009 (Ringchromosom 18) trägt eine terminale Deletion von
4,7 Mb [94].
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Abbildung 59: Identifizierte Mikrodeletionen nach der Untersuchung der DNA
mittels Mikroarray [94]. Die heterozygoten Deletionen überspannen das TXNL4A-Gen
auf Chromosom 18q23.

Die durch die Projektpartner durchgeführten qPCR Untersuchungen der pa-
rentalen DNA der Familien BMKS006 und BMKS007, ergaben, dass die gefunde-
nen Deletionen von jeweils einem gesunden Elternteil ererbt wurden (BMKS006
von der Mutter, BMKS007 vom Vater) (Tab.: 18). Um auch kleinere Deletionen
in Patienten mit BMKS zu finden wurde eine MLPA-Analyse für die drei Exons
des TXNL4A-Gens durchgeführt. Es wurde zusätzlich eine heterozygote Deletion
von Exon 3 in TXNL4A im Betroffenen der Familie BMKS010 identifiziert [94].

3.3.3.5 Genom-Sequenzierung
Das wiederholte Auftreten von heterozygoten loss-of-function Mutationen in
TXNL4A in gesunden Familienmitgliedern, macht eine mögliche Haploinsuffizienz
als Krankheitsursache unwahrscheinlich, so dass eine bisher unentdeckte zweite
Variante innerhalb dieses Abschnitts vermutetet wurde [94]. Basierend auf dieser
Hypothese wurde zur Identifikation nicht kodierender Varianten, eine Genom-
Sequenzierung in sechs betroffenen Individuen aus fünf Familien durchgeführt
(BMKS001, BMKS002, BMKS004, BMKS005 und BMKS008 [179]). Die DNA-
Libraries wurden mit dem TruSeq DNA PCR-free Kit (Illumina) nach Angaben
des Hersteller präpariert und als 100 bp paired-end-Lauf auf dem HiSeq2500 se-
quenziert (Tab.: 17).

In den betroffenen Mitgliedern der Familie BMKS001, BMKS002, BMKS004
und BMKS005 wurde die gemeinsame heterozygote 34 bp-Deletion,
chr18:g.77,748,581_77,748,614 (1∆) identifiziert. Die Deletion liegt innerhalb der
angenommenen Promotorregion von TXNL4A (Tab.: 18). Sie besteht aus zwei
gleichen 22 bp Motiven (CATGCCGTCAGCACGCACGGCG) die durch 12 bp
(CTAGCGCGCGCG) geteilt wird. Diese 56 bp Region (hg19 chr18:g.77,748,581-
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Tabelle 17: Statistik der Genom-Sequenzierung bei Patienten mit BMKS.

Patient Reads [Gb] Ø Abdeck- 20x Ab-
ung [-fach] deckung [%]

BMKS001_1 1495359669 151,03 48,19 99,12
BMKS001_2 1480884019 149,57 45,71 98,79
BMKS002 1629589933 164,59 50,92 99,25
BMKS004 1525217593 106,8 49,75 99,57
BMKS005 1811071914 182,92 54,04 99,61
BMKS008 1386153622 140 42,23 98,11

77,748,636) befindet sich 49 bis 105 bp aufwärts der angenommenen Transkript-
ions-Startseite (GenBank acc. NM_06701.2) und enthält mehrere potentielle Bin-
destellen für Transkriptionsfaktoren. Wir identifizierten die 34 bp große Deletion
1∆, in der Promoterregion von TXNL4A, ebenfalls in den Betroffenen der restli-
chen vier Familien mit heterozygoten Mikrodeletionen. Parentale DNA war von
neun Betroffenen verfügbar. Segregationsstudien zeigten, dass die gemeinsame 34
bp-Deletion 1∆ von dem gesunden Elternteil, welches nicht die loss-of-function
Mutation trägt, ererbt wurden (Abb.: 60).

Interessanterweise trägt die Patientin der Familie BMKS008 [180] eine sehr
ähnliche homozygote Deletion in der angenommenen Promoterregion von
TXNL4A, die in 11 bp mit 1∆ überlappt (Abb.: 58):
chr18:g.77,748,604_77,748,637del (∆2). Die Segregationsanalyse der Familie
BMKS008 zeigte eine Kosegregation der homozygoten Deletion mit der Erkran-
kung, während alle heterozygoten Träger gesund erscheinen [94].

Die Deletionen 1∆ und 2∆ betreffen die 22 bp Wiederholung in der Promotor-
region. Deletionen in der gleichen Region kommen nicht im Datenset des 1000-
Genome-Projekts vor. Dieser Umstand ist womöglich bedingt durch die nicht
ausreichende Repräsentation dieser GC-reichen Region in genomischen DNA-
Libraries, die mit einem Protokoll hergestellt wurden, welches einen Amplifi-
kationsschritt beinhaltet. Diese Annahme wird unterstützt durch die Tatsache,
dass die Region in internen low-coverage Genomen, die ebenfalls mittels PCR
amplifiziert wurden, nicht abgedeckt ist [94].

Daher wurde die DNA von 3165 deutschen Probanden und 178 süd-asiatischen
Probanden klassisch über PCR untersucht und die Produkte auf einem Agaro-
segel analysiert. Wir identifizierten 45 heterozygote und eine homozygote 1∆-
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Abbildung 60: Stammbäume der Indexpatienten mit BMKS und biallelen Mu-
tationen in TXNL4A [94].
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Deletion und eine heterozygote 2∆-Deletion. Daraus ergibt sich eine deutsche
Allel-Trägerfrequenz von circa 0,76 %. Es standen keine Daten zum kraniofazia-
len Phänotyp der betroffenen Probanden zur Verfügung [94].

Untersuchungen des Haplotyps aus dem Datensatz der Genom-Sequenzierung
zeigten, dass die Promoterdeletionen auf verschiedenen Haplotypen liegen, so dass
eher von einem wiederkehrenden Mutationsereignis, als von einem Gründereffekt,
auszugehen ist [94].

Zusätzlich fanden wir in elf Probanden (Allel-Frequenz 0,17 %) eine heterozy-
gote 34 bp-Insertion (hg19 chr18:g.77,748,580_77,748,581 ins chr18:g.77,748,581-
77,748,614) in die Promoterregion. Die inserierte Sequenz ist identisch zu der 34
bp 1∆-Deletion und muss als Kopf-zu-Schwanz Tandemduplikation angesehen
werden. Das ergibt eine 90 bp Sequenz mit drei 22 bp Motiven, die durch zwei 12
bp-Motive getrennt werden. Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, dass diese
Region in TXNL4A anfällig für wiederkehrende Mutationsereignisse ist [94].

Funktionelle Untersuchungen durch die Projektpartner zeigten die Reduktion
der Expression von TXNL4A um 59 % bei Vorhandensein der 1∆-Deletion und
72 % bei der 2∆-Deletion im Vergleich zum Wildtyp. Die verminderte Expression
weist darauf hin, dass die Region tatsächlich relevant für die Expression des Gens
ist. Dennoch scheint die Expression von TXNL4A bei einer homozygoten 2∆-
Deletion ausreichend zu sein, um den Phänotyp hervorzurufen [94].

Das Spleißosom ist ein großer Komplex aus sechs Untereinheiten (U1 bis U6),
der aus mehr als 50 Proteinen und fünf snRNAs aufgebaut ist. Die U5 spleißoso-
male Einheit besteht aus acht hoch konservierten Proteinen und ist kritisch für
das Spleißen von prä-mRNAs [166]. In Hefe ist das orthologe Gen zu TXNL4A
bekannt als DIB1/SNU16. Es kodiert ein hoch konservierten 138 Aminosäuren
langes Protein, welches essentieller Bestandteil des U4/U6.U5 tri-snRNP Kom-
plexes ist und notwendig für das Spleißen von prä-mRNAs in Hefe [181]. In Hefe
führen Nullmutationen in DIB1 zu Letalität. Daher könnten auch homozygote
Nullmutationen im Menschen nicht vereinbar mit dem Leben sein. Die Auswir-
kungen der reduzierten Expression von DIB1 in Hefe auf den Zusammenbau des
Spleißosoms wurden final untersucht. Es zeigte sich, dass eine Reduktion der
Expression in einer verminderten Assemblierung des U4/U6.U5 tri-snRNP Kom-
plexes resultierte [94].

Es ist anzunehmen, dass durch die hochgradige Homologie zwischen DIB1
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und TXNL4A ebenso wie in der Hefe, auch beim Menschen die Assemblierung
des U4/U6-U5 tri-snRNP Komplexes herabsetzt wird [94]. Ein verminderter Zu-
sammenbau des U4/U6.U5 tri-snRNP Komplexes könnte das Spleißen spezifi-
scher prä-mRNA Untergruppen beeinflussen und so zum Phänotyp des Burn-
McKewon-Syndroms führen [94].

Diese zweite Studie zeigt exemplarisch, welche Grenzen der Exom-Sequenzier-
ung gesetzt sind. Als aussichtsreiche Methode zur Identifikation von genetischen
Alterationen in den kodierenden Abschnitten des Genoms, bleiben mögliche kau-
sative Varianten in den nicht-kodierenden Bereichen unerkannt. Zusätzlich war
es zu Beginn der NG-Sequenzierung bioinformatisch erschwert, größere Deletio-
nen und Insertionen in Exom- und Genom-Daten zu identifizieren. Dazu waren
zusätzliche Untersuchungen wie DNA-Mikroarrays oder MLPA-Analysen notwen-
dig. Erst in den letzten Jahren konnte durch die Entwicklung bioinformatischer
Anwendungen auch die Untersuchung auf Insertionen und Deletionen innerhalb
von NGS-Daten erfolgen.
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Tabelle 18: Übersicht der in TXNL4A identifizierten Mutationen und Deletio-
nen [94].

Stammbaum/ 1. TXNL4A- Mutation Parentale 2. TXNL4A- Mutation Parentale
Individuen hg19; chr18 Herkunft hg19; chr 18 Herkunft

BMKS001 g.77,733,765C>A, c.349G>T, paternal Promotor ∆1 maternal
III/1 und III/2 p.(Glu117*), Exon 3

BMKS002 g.g.77,748,356G>A, c.37C>T, paternal Promotor ∆1 maternal
p.(Gln13*), Exon 1

BMKS003 negativ negativ

BMKS004 18q23(76,854,774-78,077,248)x1 ? Promotor ∆1 ?
∆ 1.222 Mb, del(18)(q23>qter)

BMKS005 g.77,748,262delA, c.131delT, maternal Promotor ∆1 paternal
p.(Val44Alafs*48), Exon 1

BMKS006 18q23(77,421,290-77,904,990)x1, maternal Promotor ∆1 paternal
∆ 0.484 Mb,

BMKS007 18q23(76,841,645-78,077,248)x1 paternal Promotor ∆1 maternal
II/1 und II/2 ∆ 1.235 Mb, del(18)(q23>qter)

BMKS008 Promotor ∆2 paternal Promotor ∆2 paternal
maternal maternal

BMKS009 18q23(73,376,178-78,077,248)x1 de novo Promotor ∆1 maternal
∆ 4.701 Mb, del(18)(q23>qter)

BMKS010 ∆ von Exon 3 ? Promotor ∆1 ?

BMKS011 negativ negativ

Zusammenfassung der gefundenen genetischen Varianten in 11 Familien mit BMKS. Die zugrunde liegen-
de TXNL4A-Referenzsequenz ist NM_006701.2. Die Sequenz aus der Genom-Sequenzierung erstreckt sich
bis zu g.78,017,154, wo die terminale Repeat-Region beginnt. Die Positionen der Endpunkte der termina-
len Deletionen sind auf 78,077,248 anhand der Länge des Chromosom 18 gesetzt. Promotor ∆1: WGS[hg19]
chr18:g.77,748,581_77,748,614delCGCCGTGCGTGCTGACGGCATGCGCGCGCGCTAG. Promotor ∆2:
WGS[hg19] chr18:g.77,748,604_77,748,637delGCGCGCGCTAGCGCCGTGCGTGCTGACGGCATGT. Die
Überlappung der Promotor ∆1 und der Promotor ∆2 sind unterstrichen.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Einführung und Entwicklung der Exom-
Sequenzierung am Institut für Humangenetik. Die klassischen Strategien zur
Identifikation von krankheitsverursachenden genetischen Veränderungen wurden
seit dem Jahr 2009 schrittweise durch die Next-Generation-Sequenzierung abge-
löst. Der Fokus liegt dabei auf der Untersuchung des Exoms von betroffenen Pati-
enten. Da die Hochdurchsatzsequenzierung ihre erfolgreiche Anwendung in vielen
Publikationen bewiesen hat, ist das Probenaufkommen entsprechend hoch. Um
den stetig wachsenden Nachfragen nachkommen zu können, wurde zum Einen
ein NGS -LIMS und zum Anderen eine Automation der Library-Präparation ent-
wickelt. Neben der Optimierung und Standardisierung der Laborabläufe wurden
Standards an das Ausgangsmaterial für eine Library-Herstellung abgeleitet.

Die Evolution der Laborfertigkeiten konnte genutzt werden um neue Pro-
tokolle zu entwickeln, wie die Exom-Library-Präparation aus weniger Startma-
terial mit erhöhter Insert-Größe oder aber der Library-Präparation aus FFPE-
Material. Die erfolgreiche Anwendung der automatisierten Library-Präparation
und des LIMS, zur Erkennung der ursächlichen Varianten bei monogenen Er-
krankungen, wird exemplarisch durch zwei publizierte Studien gezeigt. Hierbei
wurden durch Exom-Sequenzierung, im Fall der Patienten mit Morbus Parkin-
son und einer Kombination aus Exom- und Genom-Sequenzierung bei Patienten
mit Burn-McKeown-Syndrom, die kausativen genetischen Varianten identifiziert.
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4.1 Entwicklung eines LIMS für die Next-Generation-Se-
quenzierung

Labor-Informations- und Managementsysteme wurden entwickelt um automati-
sierte Laborprozesse zu unterstützen. Die ersten Beschreibungen zu LIM-Systemen
stammen aus dem Jahr 1973, die ersten kommerziellen LIM-Systeme sind seit
1982 verfügbar [46]. Mit dem Einzug der Hochdurchsatz-Sequenzierung war es
notwendig auch für diesen Bereich eine Anwendung zu entwickeln, die mit dem
Einzug der NGS -Technologie am Institut für Humangenetik im Jahr 2008 nicht
zur Verfügung stand. Kommerziell erhältliche Systeme [182, 107] sind oft teu-
er, wenig flexibel und undurchsichtig. Quelloffene Anwendungen [183, 184, 185]
wie GnomEx [186] sind erst seit 2010 verfügbar. Zudem bedürfen externe An-
wendungen typischerweise vieler Anpassungen, um den individuellen Ansprüchen
innerhalb der NGS -Labore gerecht zu werden [187].

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Funktionsweise eines Labor-Informations-
und Management-Systems zur Verwaltung von NGS -Abläufen und -Daten und
beleuchtet die laborrelevanten Anwendungen. Die Registrierung von Proben und
die Steuerung von Laborprozessen im Bereich der Hochdurchsatz-Sequenzierung
wird durch die Nutzung eines Labor-Informations- und Management-Systems ver-
einfacht und standardisiert.

Die Aufgaben, mit denen ein NGS -Labor konfrontiert ist, sind die Koordina-
tion und Organisation von Sequnzieranfragen, Probeneingängen, Prozessen und
der Mitteilung und Darstellung von Analyseergebnissen [188]. Die Koordination
umfasst Fragestellungen des Probenverbleibs und Probenstatus sowie der Analy-
se von Sequenzierdaten über einen Zeitraum von mehreren Wochen pro Probe.
Zeitgleich soll jeder Mitarbeiter auf die gleichen Daten Zugriff haben.

Unser Anspruch an ein LIMS erstreckte sich von der Probenregistrierung, Pro-
benverwaltung, Probenverfolgung bis hin zu mathematischen Kalkulationen und
Qualitätskontrollen innerhalb der NGS -Arbeitsabläufe. Daneben sollten admini-
strative Aufgaben wie Rechnungsstellung und Bestellungen dokumentiert werden.
Wir entwickelten ein web-basiertes LIM-System für den NGS -Bereich, das unse-
re Anforderungen abdeckt und auch von Anwendern ohne informatische Grund-
kenntnisse genutzt werden kann. Das LIMS erstreckt sich über drei Ebenen: von
der Probenebene, über die Prozessebene bis hin zur Analyseebene. Während die
Probenebene zur Registrierung von Probendaten dient, deckt die Prozessebene
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alle relevanten Abläufe der Library-Präparation und der Sequenzierung ab. Inner-
halb der Analyseebene können Exom-, Genom-, ChIP- und Transkriptom-Daten
ausgewertet werden. Alle relevanten Patienten-/Probendaten, Prozessinformatio-
nen und Analyseergebnisse können zu jederzeit vom Anwender abgerufen werden.
Die Anwendung ist einfach und intuitiv gehalten.

4.1.1 Weiterentwicklung des NGS-LIMS

Die beschriebenen Grundfunktionen des LIMS wurden im Verlauf der Entwick-
lung um spezielle Applikationen erweitert. Die bisherige Anwendung zeigte, das
vor allem manuelle Einträge zu Fehlern bei der Probenregistrierung und Proben-
verarbeitung führten. Um dem entgegen zu wirken wurde ein Sample Manifest
für den Import von Probendaten entwickelt.

Für den Prozess der Library-Präparation wurde ein Sample Tracking Sheet
generiert, welches sukzessive über den Library-Präparationsprozess ausgefüllt und
im Anschluss mit den notwendigen Daten wieder in das LIMS reimportiert wird.
Eine weitere Entwicklung war die Einführung eines 2D-Barcode Systems von
Proben-, Library- und Pool-Röhrchen. Dadurch wurde ein manuelles Eintippen
von Identifikationsnummern gänzlich umgangen.

Zusätzlich dazu wurde die Rekalkulation von genomischen Library-Pools ein-
geführt. Dadurch wurde die Sequenziertiefe einzelner Libraries vereinheitlicht,
sowie eine Über- oder Untersequenzierung einzelner Proben vermieden. Die Kapa-
zität der Sequenziermaschinen kann so gänzlich ausgenutzt werden, bei gleichzei-
tigem Erhalt von vergleichbaren Abdeckungen einzelner Proben. Die Anwendung
der Rekalkulation von Library-Pools hat sich auch in anderen Laboren etabliert
[110].

Eine weitere Implementierung war die Einführung der Kontaminationskon-
trolle [58] zur Aufrechterhaltung der Genotyp-Qualität und Identität exomischer
und genomischer Proben. Besonders bei der Suche nach Varianten in heteroge-
nen Tumoren oder bei der Identifikation von genetischen Mosaiken, bei denen
man kein heterozygotes Varianten-Verhältnis von 50:50 erwartet, muss eine hohe
Probenidentität bestehen. Bei RNA-Sequenzierstudien ist eine hohe Probeniden-
tität vor allem bei der Suche nach sehr seltenen Transkripten essentiell. Mit der
Bestimmung der Kontamination einer Probe, kann zum Einen eine stetige Qua-
litätskontrolle erfolgen, die Anwendung kann aber auch, wie sich in der Vergan-
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genheit zeigte, systematische Fehler aufdecken.
Um die Kapazitäten der Sequenziermaschinen auslasten zu können und La-

ne-abhängige Sequenzierartefakte bioinformatisch besser normalisieren zu kön-
nen, werden Libraries für die Sequenzierung zu einem Library-Pool gemischt.
Die einzelnen Libraries besitzen einen patientenspezifischen Index, der während
der Sequenzierung mitbestimmt wird. Innerhalb der bioinformatischen Analyse
können die einzelnen Reads über den Index einem Patienten zugeordnet werden.

Über die eingeführte Kontaminationsanalyse konnte festgestellt werden, dass
mit dem Einzug der Patterned Flow Cell-Technologie des HiSeq4000, die Kon-
taminationsrate bei exomischen Libraries stieg. Der Effekt war auf Grund des
geringen Durchsatzes und der damit verbundenen geringen Multiplexierung von
genomischen Libraries, bei Genom-Sequenzierungen nicht sichtbar. Untersuchun-
gen [19, 111] zeigten, dass die Erhöhung der Kontaminationsrate durch den Pro-
zess des Adapter Hoppings ausgelöst wird. Dabei kommt es zum Austausch pati-
entenspezifischer Indizes innerhalb eines Library-Pools und im Folgenden zu einer
falschen Zuordnung von genomischen Fragmenten zu den einzelnen Patienten in-
nerhalb der bioinformatischen Analyse. Die Anwendung einer Index-Strategie für
genomische Libraries, bei der nur individuelle duale Indizes genutzt werden [19,
111], führte zu einer eindeutigen Reduktion der Kontamination. Für exomische Li-
braries standen keine individuellen dualen Indizes zur Verfügung. Hier wurde ein
Blocking-Reagenz (Illumina) genutzt, um die freien 3’OH-Enden der im Pool ver-
bliebenen Indizes zu blockieren und die Kontaminationsrate zu reduzieren. Dabei
war vor allem interessant, dass durch die beiden Strategien, die Kontaminations-
rate auf dem HiSeq4000 unter die des HiSeq2500 gefallen ist. Daraus lässt sich
schließen, dass es auch bei der Non-Patterned Flow Cell-Technologie zum Aus-
tausch von Indizes innerhalb der Libraries eines Pools kommen kann, was auch
vergangene Studien bestätigen [19, 189, 190]. Je mehr exomische oder genomische
Libraries miteinander gemischt werden, desto höher ist die Kontaminationsrate
einzelner Proben [111]. Das erklärt auch, warum bei der Genom-Sequenzierung
keine Kontaminations-Erhöhung im Vergleich zur Sequenzierung auf dem Hi-
Seq2500 sichtbar wurde. Der Durchsatz der Genom-Sequenzierung ist bisher im
Vergleich zur Exom-Sequenzierung gering, wodurch eine hohe Multiplexierung
der Proben vermieden wird. Maximal 6 Proben pro Flow Cell werden derzeit für
einen Genom-Pool gemischt, im Vergleich zu 40 Proben für einen Exom-Pool.
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In der bestehenden Literatur zum Adapter Hopping auf Patterned Flow Cells
wird ein Kontaminationsgrad von bis zu 10 % [19] angegeben. Eine so hohe Konta-
mination konnte in der vorliegenden Arbeit nicht detektiert werden. Es zeigte sich,
dass die Kontamination bei unterschiedlichen Library-Präparationsprotokollen
unterschiedlich hoch ausfällt [111]. Dabei ergaben PCR-freie Protokolle im Ver-
gleich zu Protokollen mit PCR-Schritt eine höhere Kontaminationsrate. Je besser
die Aufreinigung der finalen Library vor der Multiplexierung der Proben ist, desto
weniger freie Adapter befinden sich im Library-Pool und desto geringer ist der
Grad der Kontamination pro Probe [111]. Die Kontamination durch die Anwen-
dung des HiSeq4000 stieg bei exomischen Pools um 0,4 %. Freie Adapter konnten
bei der Qualitätsanalyse am Ende der Library-Präparation nicht detektiert wer-
den, wodurch sich der geringe Anstieg der Kontamination erklären lässt. Neben
dem HiSeq4000 arbeitet auch der HiSeqX und die neu eingeführte Sequenzierma-
schine, Illumina NovaSeq, mit der Patterned Flow Cell-Technologie [191]. Bei der
Projektplanung und der Anwendung dieser Sequenziertechnologie ist somit zwin-
gend auf die Problematik zu achten und entsprechende Strategien zur Vermeidung
des Adapter Hopping müssen mit einbezogen werden. Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass nicht nur die Menge freier Adapter innerhalb eines Library-Pools
die Rate der Kontamination beeinflusst, sondern dass es auch zu Unterschieden
bei individuellen Läufen kommt. Das kann auf das Anmischen der Sequenzier-
Polymerase, unterschiedliche Hersteller-Lots der Sequenzierchemie oder durch die
Flow Cell selbst entstehen [111].

Eine generelle Reduktion der Kontaminationsrate auf 0 % war durch die An-
wendung der verschiedenen Strategien nicht möglich. Für genomische Libraries
wird eine minimale Verunreinigung von 0,2 % und für exomische Libraries von
0,6 % erreicht. Andere Studien zeigen ebenfalls eine Grundkontamination von un-
ter 1 % in abhängigkeit von der Art und Herstellung der Library [111]. Es kann
sich hierbei um echte Kontaminationen, PCR-Artefakte oder Sequenzierartefakte
handeln. Es kann aber auch, bedingt durch die Art der Kontaminationsdetekti-
on, die auf einem statistischen Verfahren beruht, zu einem Hintergrundrauschen
kommen, welches sich durch eine marginale Pseudokontamination ausdrückt. Ge-
nerell gilt die Empfehlung die Grundkontamination bei der Datenauswertung zu
beachten und vor allem bei der Suche nach Varianten, die nicht im homo- oder
heterozygoten-Status zu erwarten sind, mit einzubeziehen.
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Das in dieser Arbeit entwickelte LIM-System bietet alle notwendigen Grund-
funktionen der Probenerfassung, Proben- und Prozessverfolgung sowie die Qua-
litätskontrolle innerhalb des NGS -Labors an, um tausende von Proben und Pro-
bendaten zu organisieren. Die Grundfunktionen wurden durch weitere qualitäts-
verbessernde Anwendungen erweitert, wodurch ein umfangreiches Konstrukt ent-
stand. Das LIMS kann zu jederzeit an aktuelle Prozesse, neue Methodiken oder
geänderte Abläufe angepasst werden und ist eine wichtige Grundlage zur Orga-
nisation und Koordination von NGS -relevanten Daten und Prozessen.
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4.2 Einführung einer automatisierten Exom-Library-Prä-
paration

Mit der Einführung von Exom-Anreicherungstechniken im Jahr 2009 stieg die An-
frage nach NG-Sequenzierungen enorm. Im Vergleich zur Genom-Sequenzierung,
ist die Exom-Sequenzierung ein kostengünstiger und erfolgversprechender An-
satz zur Identifikation pathogener Varianten in kodierenden Bereichen des Ge-
noms [23, 113, 114, 115, 78]. Um der steigenden Nachfrage nachkommen und
reproduzierbar im größeren Maßstab arbeiten zu können, wurde in der vorlie-
genden Arbeit eine Automation der Library-Präparation entwickelt. Diese wur-
de in zwei Schritten eingeführt: (a) durch die Entwicklung von Protokollen für
eine Semi-Automation und (b) durch die Erweiterung der bestehenden Automa-
tion zur weitgehenden Automation. Zum Einzug der Exom-Sequenzierung am
Institut für Humangenetik Ende 2009 stand keine Automation der exomischen
Library-Präparation zur Verfügung. Mit der Anschaffung der Bravo Automated
Liquid Handling Platform (Agilent) und der Weiterentwicklung des manuellen Li-
brary-Präparationsprotokolls SureSelect Target Enrichment System for Illumina
Paired-End Sequencing Library, Version 2.0.1, May 2010 wurden die Grundlagen
für eine Automation geschaffen. Die erste Publikation zur automatisierten Libra-
ry-Präparation wurden ein Jahr später veröffentlicht [112]. Kurze Zeit danach
stellte auch Agilent ein Automationsprotokoll für die Anwendung der SureSelect
Reagenzien in Verbindung mit der Bravo Automated Liquid Handling Platform
zur Verfügung.

Das bisher genutzte Protokoll zur manuellen Herstellung von exomischen Li-
braries konnte nicht automatisiert werden. Nach jedem enzymatischen Schritt
innerhalb der Präparation, war eine säulchenbasierte Aufreinigung der Lösung
über das QIAquick PCR Purification Kit bzw. Qiagen MinElute Kit (insgesamt
5 mal im Prozess) notwendig. Eine Automation dieser Schritte war durch die
notwendigen Zentrifugationsschritte nicht möglich. Im darauf folgenden Präpa-
rationsprotokoll (Mai 2010) wurden die säulchenbasierten Aufreinigungsschritte,
so wie sie zur Einführung der Exom-Library-Präparation genutzt wurden, durch
eine Aufreinigung mit AMPure XP Beads ersetzt. Mit der Einführung der ma-
gnetischen AMPure XP Beads anstelle von Säulchen zur Aufreinigung der DNA-
Enzym-Lösungen, konnten diese Prozessschritte automatisiert werden.

Das Automationsprotokoll sollte möglichst viele Schritte der Library-Präpara-
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tion abdecken bei gleichzeitig geringer Bearbeitungszeit durch den Anwender. Es
wurde ein Protokoll zur automatisierten Aufreinigung über AMPureXP Beads
entwickelt, das es erlaubte bis zu 48 Proben parallel zu reinigen. Für jeden Auf-
reinigungsschritt musste die Automationsplattform nur ein mal bestückt werden.
Dies gelang durch die Anwendung einer Platten-Stapelfunktion für alle notwendi-
gen Reagenzienplatten. Die aufzureinigenden Proben wurden zusammen mit allen
Reagenzien auf die Plattform geladen, das Protokoll gestartet und die aufgerei-
nigten Proben am Ende des Protokolls wieder entnommen um sie dem nächsten
enzymatischen Schritt zuzuführen. Zusätzlich wurden zwei weitere Automations-
protokolle entwickelt: zur Anreicherung der exomischen Regionen sowie der fina-
len Elution nach der Anreicherung. Neben der Einführung der automatisierten Li-
brary-Präparation konnten weitere Engpässe im Labor identifiziert und optimiert
werden. Geräte mit geringem Durchsatz (Covaris S2, SavantSpeed Vac, Bioanaly-
zer 2100) wurden gegen Geräte mit hohem Durchsatz (Covaris E220, Eppendorf
Concentrator Plus, Caliper LabChip GX) getauscht. Die Automation zusammen
mit der Optimierung des Laborablaufs durch den Austausch von Geräten konn-
ten 48 Libraries in 7 Werktagen hergestellt werden. Die Semi-Automation bot
zusätzlich eine Skalierbarkeit von 12 bis 48 Proben, je nach Probenaufkommen.

Neben der Einrichtung der Semi-Automation und der Optimierung der La-
borausstattung wurden zusätzliche Maßnahmen zur Qualitätssicherung ergriffen:
Der automatisierte Prozess findet, im Gegensatz zum händischen Protokoll, in
Mikrotiterplatten statt. Das verringerte die Gefahr von Verwechslungen und Kon-
taminationen innerhalb des prozessierten Probensatzes. Als Teil der Automation
entwickelte ich eine Automations-Anleitung und ein Lab Tracking-Formular zur
Unterstützung und Protokollierung des Laborablaufs. Innerhalb der Automation
wurden diverse Kontrollpunkte eingerichtet. Vor jedem Automationsstart wird
über die Software noch einmal die Oberflächen-Konfiguration des Bravo visuali-
siert und abgefragt. Die eingegebenen Volumen-Parameter innerhalb einer Bead-
basierten Aufreinigung müssen am Ende noch einmal bestätigt werden. Zusam-
men mit dem Automations-Protokoll entstand eine umfassende Standardisierung
und Kontrolle der Prozesse.

Ein Vergleich der automatisierten und manuellen AMPure XP Bead-Aufreini-
gung zeigte, dass die Ausbeute des eluierten Materials bei der automatisierten
Reinigung um bis zu 29 % geringer war. Dieser Effekt lässt sich auf die nicht
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vorhandene Flexibilität der Automation zurückführen. So ist ein sensibler Schritt
während der Aufreinigung die Trocknung der Beads vor der DNA-Elution, um
Reste von Ethanol aus dem Waschprozess zu entfernen. Werden die Beads dabei
zu lang getrocknet, verringert sich die Elutionsrate der gebundenen DNA. Die
Trocknungszeit ist zum Einen abhängig vom fixen Faktor der Bead-Menge, aber
auch vom flexiblen Faktor der Raumtemperatur. Auf den flexiblen Faktor kann
die Automation nicht eingehen. Der manuelle Bearbeiter kann hingegen visuell
den Trocknungsgrad des Bead-Pellets einsehen und entsprechend reagieren. Da-
her ergibt sich für den Einzelprozess der Aufreinigung ein Nachteil hinsichtlich der
Automation. Im Gesamtprozess zeigte sich hingegen, dass die Semi-Automation
um einiges besser arbeitet als der manuelle Anwender. Während die durchschnitt-
liche exomische Abdeckung annähernd gleich ist, zeigt sich eine deutliche Erhö-
hung der 20-fachen Abdeckung, sowie eine Erhöhung der Hybridisierungseffizienz
(On-Bait-Rate). Die Duplikatrate hingegen verdoppelte sich mit der Einführung
der Automation, was durch den Verlust von Material und somit ein Verlust der
Komplexität, durch die Aufreinigung zu erklären ist.

Im Jahr 2011 publizierten Fisher et al. [112] ein Automationsprotokoll für die
Bravo-Plattform und der SureSelect-Anreicherungsmethode. Sie entwickelten ei-
ne On-Bead-Methode, bei der die DNA nach der Aufreinigung mit AMPure XP
Beads direkt in den Master Mix eluiert wird. Die Beads verbleiben während der
enzymatischen Schritte in der Lösung und werden durch die Zugabe eines Puf-
fers aus Polyethylenglycol (PEG) und Salzen in ihrer Funktionsweise reaktiviert,
sobald die enzymatische Reaktion abgelaufen ist. Damit erreichten die Forscher
eine durchschnittliche Duplikatrate von 4 % bei einer mittleren exomischen Ab-
deckung von 130-fach, mit einer 20-fach Abdeckung von 87,6 % der Basen. Mit
dem am Institut für Humangenetik entwickelten Semi-Automationsprotokoll lag
die Duplikatrate bei durchschnittlich 16 %, wobei die 20-fache Abdeckung bei
95 % lag.

Die hier dargestellte Entwicklung der Semi-Automation fand ebenso Anwen-
dung bei der Herstellung von Genom-Libraries und wurde dazu übernommen. Die
Automations-Anleitung und das Lab Tracking-Formular wurden entsprechend an-
gepasst. Die Genom-Library-Präparation konnte dadurch von 12 auf 48 Proben
pro Durchlauf erhöht werden.

Der Nachteil der etablierten Semi-Automation besteht in der maximalen Pro-
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zessierung von 48 Proben. Dieser Umstand ist bedingt durch die wenigen Positio-
nen, die auf dem Bravo für Platten und Spitzen zur Verfügung stehen. In einem
zweiten Entwicklungsschritt wurde die Semi-Automation durch Erweiterung des
Bravo um den Agilent BenchCel 4R Microplate Handler und den Agilent Labwa-
re MiniHub von einer weitgehenden Automation abgelöst. Die Protokolle für die
weitgehende Automation werden von Agilent zur Verfügung gestellt und bedür-
fen keiner weiteren Modifikation. Bis auf die initiale Verdünnung der DNA, der
Qualitätskontrolle auf demCaliper LabChip GX vor der Hybridisierung und am
Ende der Library-Präparation, sowie dem Anmischen der notwendigen Master
Mixe, finden alle Schritte automatisiert auf der Bravo Liquid Handling Station
NGS Option B statt. Die 20-fache exomische Abdeckung, die On-Bait-Rate und
die Duplikatrate wurde dadurch noch einmal ein wenig erhöht. Mit der weitge-
henden Automation können innerhalb von 7 Werktagen 96 exomische Libraries
präpariert werden.

Die weitgehende Automation kann ebenso für die Genom-Library-Präparation
eingesetzt werden. Hier können 96 Genom-Proben in 1,5 Werktagen fertig gestellt
werden. Allerdings müssen die PCR-freien Genom-Libaries im Kontrast du exo-
mischen Libraries mittels qPCR quantifiziert werden, bevor sie auf einer Flow
Cell geclustert werden können. Der Schritt der qPCR ist sehr zeit- und arbeits-
aufwendig und gleichzeitig anfällig für Fehler. In der Zukunft soll die Automation
auch dazu genutzt werden, das qPCR-Protokoll auszuführen, um reproduzierba-
rer und effizienter arbeiten zu können. Zusätzlich sollen die Schritte der Library-
Präparation, die bisher nicht automatisiert sind, wie die initiale Verdünnung der
DNA und das Poolen der Libraries automatisiert werden.

Mittlerweile stehen dem NGS -Anwender neben der Automationsplattform von
Agilent mehrere kommerzielle Plattformen zur Verfügung (Perkin Elmer, Beck-
man Coulter, Eppendorf, Hamilton, Tecan). Ein systematischer Vergleich zwi-
schen den Automationsanbietern und deren Protokollen zur Effizienz sowie den
Kosten einer Library-Präparation steht nicht zur Verfügung.
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4.2.1 Qualifikationsablauf und Ableitung der Anforderungen an DNA-
Material für die NGS

Neben der Entwicklung einer Automation, etablierte ich einen Ablauf zur Bestim-
mung der Qualifikation einer DNA für eine Library-Präparation. Das Gelingen der
zeit- und kostenintensiven Library-Präparation sowie die erfolgreiche Sequenzie-
rung einer DNA-Probe sind abhängig von der Qualität des Ausgangsmaterials.
Eine hohe Qualität ist essentiell um eine hohe Sequenziergenauigkeit zu errei-
chen, sowie die notwendige Sequenziertiefe. Die Integrität, die Reinheit sowie die
Konzentration der Nukleinsäure sind die qualitätsbeeinflussenden Faktoren. Eine
Bestimmung der einzelnen Parameter zu Beginn einer Library-Präparation, ist
ein kritischer Schritt der standardisierte Abläufe und Methoden erfordert. Die
Kontrolle der Integrität über ein Agarosegel, die Bestimmung der Reinheit mit-
tels NanoDrop, sowie die Messung der Quantität mittels Qubit reichen aus, um
eine Aussage über die Qualifizierung einer DNA für die NGS -Library-Präparation
zu treffen. Die Werte zur Konzentration, Integrität und Reinheit werden als Qua-
litätsmerkmale im LIMS zu der jeweiligen Probe protokolliert und können bei
auffälligen Sequenzierqualitäten zur Fehlersuche herangezogen werden.

Es zeigte sich bei einer Studie an Patienten mit amyotropher Lateralskelro-
se, das es DNAs gibt, von denen keine qualitativ hochwertige Library in Bezug
auf die exomische Abdeckung hergestellt werde kann, obwohl sie im Qualifikati-
onsdurchlauf als gut beurteilt wurden. Die DNAs aus dieser Studie wurden uns
zugesandt und beim Einsender über ein eigenes DNA-Isolationsprotokoll isoliert.
Die 20-fache Abdeckung der Exome lag bei unter 90 %, während bis zu 4,7 %
der Zielregion nicht abgedeckt waren. Die DNA-Isolation von DNA aus Blut der
Patienten am Institut für Humangenetik mit dem Chemagic360 und eine erneu-
te Sequenzierung der Proben zeigte, dass aus der am Institut isolierten DNA
qualitativ hochwertige Exome erzeugt werden können. Es ist anzunehmen, das
in der DNA, die uns der Einsender zur Verfügung gestellt hat, Inhibitoren wa-
ren, die nicht über den Qualifikationslauf detektiert werden konnten, aber die
Library-Präparation negativ beeinflusst haben.

Die meisten DNAs, die innerhalb der Automation bearbeitet werden, werden
über den Chemagic360 hier am Institut für Humangenetik isoliert. Erfahrungsge-
mäß zeigen sich hierbei keine Qualitätseinbußen. Bei eingesandter DNA wurde in
der Vergangenheit in seltenen Fällen das Phänomen der schlechten Abdeckung,
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ähnlich wie bei dem beschriebenen ALS-Projekt, beobachtet. Daher wurde gete-
stet, ob es möglich ist das DNA-Isolat noch einmal säulchen-basiert aufzureini-
gen, um mögliche Inhibitoren zu entfernen. Es zeigte sich bei der Testung an zwei
Proben, dass eine erneute Aufreinigung, Library-Präparation und Sequenzierung
nicht zu einer Steigerung der exomischen Abdeckung führt. Die beiden Proben
haben sehr ähnliche Ergebnisse erbracht.

Abgeleitet durch die Testungen und Erfahrungswerte der vergangenen Jahre
konnten Anforderungen abgeleitet werden, die eingesandte DNA erfüllen muss,
um daraus eine qualitativ hochwertige Library zu erzeugen. Wenn möglich sollte
vom Einsender EDTA-Blut zur Verfügung gestellt werden. Ist dies nicht mög-
lich, kann hochmolekulare DNA eingeschickt werden, die keine Anzeichen von
Verunreinigungen und Degradation aufweist. Der Qualifikationsablauf kann vom
Institut für Humangenetik zur Verfügung gestellt und die Ergebnisse mit dem
Einsender ausgetauscht werden. In den seltenen Fällen, bei denen aus eingesand-
tem DNA-Material keine Library mit den entsprechenden Qualitäten hergestellt
werden kann, wird ebenfalls das Einsenden von EDTA-Blut empfohlen. Weiterhin
sollte bei solchen Fällen getestet werden, ob eine Aufreinigung des DNA-Isolats
eine Verbesserung der Sequenzierdaten bewirkt. Die bisherige Testung bei zwei
Proben ist nicht aussagekräftig und kann nur zufällig negativ ausgefallen sein.
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4.2.2 Methodiken zum Ausschluss von Probenverwechslungen und
Kontaminationen bei der NG-Sequenzierung

Beim Durchsatz großer Probenmengen ist besonders auf die Identität der Proben
zu achten, um die erhaltenen Sequenzierdaten nicht zu verfälschen. Zum Aus-
schluss von Probenverwechslungen oder Kontaminationen entwickelten wir ver-
schiedene Methoden. Die DNA/RNA-Proben werden in 2D-Barcode Röhrchen
auf definierten Stellplätzen gelagert. Die Barcodes werden vor Beginn der Libra-
ry-Präparation verglichen um die Bearbeitung der richtigen Probe sicher zu stel-
len. Beim Probeneingang findet eine Geschlechtsstimmung über eine Amelogenin-
PCR statt und das Ergebnis wird mit den Angaben des Einsenders verglichen.
Durch das Arbeiten in 96-well PCR-Platten und dem Einsatz von 8- oder 12-
Kanal Pipetten, wird ein Vertauschen der Probe während der Library-Präparation
minimiert oder kann nachträglich systematisch zugeordnet werden. Die Proben
bleiben von Beginn der Präparation bis zum Ende an der gleichen Position einer
PCR-Platte. Eine Bestimmung von Probenverwechslungen, vor allem aber Kon-
taminationen, kann anhand der Sequenzdaten im Anschluss an die Sequenzierung
erfolgen. Nach einer statistischen Methode, entwickelt von Jun et al. [58], werden
die Exom- und Genom-Daten auf Kontaminationen überprüft und der Grad einer
Kontamination in Prozent ausgegeben. Zusätzlich dazu erfolgt die Bestimmung
der Anzahl der SRY-Reads.

Die Entwicklung des LIMS und die Etablierung der automatisierten Library-
Präparation befähigen uns, im Hochdurchsatz Proben und Projekte mit hoher
Qualität und Standardisierung zu bearbeiten. Dennoch wird es in den kommen-
den Monaten notwendig sein, eine zweite Automation zu implementieren. Zum
einen sollen prä- und post-PCR-Prozesse voneinander getrennt werden und zum
anderen ermöglicht eine zweite Automation einen noch höheren Durchsatz. Dieser
ist notwendig um die Sequenziermaschinen, deren Leistung weiterhin steigen wird,
auszulasten. Im Hinblick auf die fallenden Kosten, wird die Genom-Sequenzierung
mehr und mehr in den Fokus der Forschung rücken. Dazu wird es notwendig sein
ein automatisiertes qPCR-Protokoll zu entwickeln um reproduzierbarer und in
größeren Mengen arbeiten zu können. Die Entwicklung einer Automation zur in-
itialen Verdünnung von DNA für eine Exom- oder Genom-Library-Präparation
wird das Risiko einer Probenverwechslung- und kontamination auf ein Minimum
reduzieren und erlaubt die Einführung einer weiteren Standardisierung.
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4.3 Anwendung des LIMS und der Automation

Das in dieser Arbeit beschriebene LIMS zusammen mit der Entwicklung der au-
tomatisierten Library-Präparation und der Ableitung von Qualitätsstandards für
eingehendes DNA-Material, bildete die Grundlage für die Anwendung im Be-
reich der molekulargenetischen Untersuchung. Es wurden zwei Protokolle ent-
wickelt und getestet, die es erlauben weniger DNA, oder FFPE-DNA in die Li-
brary-Präparation einzusetzen. Zusätzlich dazu wurden die Auswirkungen einer
vergrößerten Insert-Größe einer Library auf die erhaltenen Qualitätsparameter
untersucht. Das Protokoll für die Semi-Automation und der weitgehenden Au-
tomation der Exom-Library-Präparation, wurde für die genetische Untersuchung
bei Patienten mit Morbus Parkinson und Burn-McKeown-Syndrom erfolgreich
eingesetzt.

4.3.1 Entwicklung neuer Automationsprotokolle für spezielle Anwen-
dungen

Nach der Etablierung der Automation konnten zusätzlich neue Protokolle ausge-
testet werden. So wurde ein Protokoll für die Exom-Sequenzierung getestet, wel-
ches eine exomische Library-Präparation mit weniger Einsatzmenge bei gleichzei-
tig größerer Insert-Größe ermöglichte. Die Nachfrage nach Library-Präparations-
protokollen mit weniger als 3000 ng DNA-Startmaterial, kommt vor allem aus
den Bereichen der Tumorforschung oder der Pädiatrie, wo gehäuft nicht ausrei-
chend DNA-Material für ein klassisches Exom zur Verfügung steht. Gleichzei-
tig sollten Optimierungen des bestehenden Standard-Protokolls hinsichtlich der
Fragmentlänge einer Library vorgenommen werden, um die Anzahl der überlap-
penden Reads einer Sequenzierung von rund 44 % zu minimieren. Überlappende
Sequenier-Reads bringen keinen Mehrgewinn bei der Suche nach genetischen Va-
rianten und sind redundant.

Protokolle für eine Reduktion der Einsatzmenge innerhalb des SureSelect-
Protokolls auf 200 ng stehen von Agilent zur Verfügung, behalten aber die Standard-
Insert-Größe von 200 bp bei. Die vorliegende Arbeit beschreibt die Austestung
eines Automationsprotokolls, dass beide Ansprüche umsetzt. Dabei wurden ein-
zelne Protokollschritte aus drei verschiedenen kommerziellen Protokollen so kom-
biniert, das eine Library-Präparation mit 500 ng, bei einer gleichzeitigen Erhö-
hung der Insert-Größe auf 350 bp möglich war. Im Ergebnis konnte eine exomische
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Library präpariert werden. Die Sequenzierung ergab, dass die anvisierte Insert-
Größe von 350 bp mit durchschnittlich 390 bp überschritten wurde. Gleichzeitig
zeigte sich bei der Analyse der Qualitätsparameter der Testproben, dass sich die
On-Bait-Rate durch die Größenerhöhung um 20 % verringerte und damit ein-
hergehend die durchschnittliche exomische Abdeckung sank. Die Duplikatrate
stieg erwartungsgemäß an. Es ist anzunehmen, dass eine mäßige Erhöhung der
Insert-Größe von 200 bp auf 250 oder 300 bp die exomische Abdeckung sowie
die On-Bait-Rate erhöht. Diese Hypothese muss zukünftig in weiterführenden
Untersuchungen getestet werden. Eine aktuelle Publikation von Krasnenko et al.
[192] beschreibt eine optimale Anreicherungseffizienz bei Insert-Größen von 250
bis 330 bp. Dazu kommt, dass circa 80 % der humanen Exons kleiner als 200 bp
sind [193]. Krasnenko et al. schlussfolgern das die optimale Insert-Größe zwischen
250 und 300 bp liegt und eine Annäherung an diese Größe die Sequenziereffizienz
maximiert.

Zusätzlich wurde ein zweites Protokoll für eine Library-Präparation von FFPE-
DNA entwickelt. FFPE-Material wird für die histopathologische Diagnostik ange-
legt [131] und ist eine wertvolle Ressource für die molekulargenetische Diagnostik
und Forschung [194]. DNA isoliert aus FFPE-Gewebe hat den großen Nachteil,
dass sie durch den Fixierungs- und Lagerungsprozess häufig degradiert vorliegt.
Zudem kommt es zu Quervernetzungen der DNA, abasischen Seiten durch Depuri-
nierung und im Folgenden zu lokalen DNA-Denaturierungen, Strangbrüchen und
Cytosin-Desaminierungen [131]. FFPE-Material wurde in der Vergangenheit er-
folgreich für Amplikon-basierte Analysen oder Panel-Analysen genutzt [195]. Die
vorliegende Arbeit beschreibt die technische Machbarkeit einer Exom-Library-
Präparation aus FFPE-isolierter DNA. Die DNA stammt auf FFPE-Tumoren
von Patienten mit Kopf-Hals Tumoren.

In einem initialen Schritt wurde bestimmt, welche Qualität FFPE-DNA auf-
weisen muss um daraus eine Library zu generieren. Es wurde eine Einteilung
in Qualitäten auf Grundlage der Fragmentverteilung der jeweiligen DNA vorge-
nommen. Die Basis dazu war die Messung auf dem Bioanalyzer (DNA 12000)
und gliederte sich in gut, mäßig und schlecht. Die DNA-Quantität wurde fluores-
zenbasiert (Qubit) bestimmt. Da auch die Menge des Materials limitierend sein
kann, wurde zusätzlich getestet, welche Einsatzmenge für die Library-Präparation
notwendig ist. Es konnte festgelegt werden, dass 1500 ng einer qualitativ guten
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FFPE-DNA ausreichend für eine Präparation sind, während für mäßige und qua-
litativ schlechte FFPE-DNA 3000 ng Einsatzmenge notwendig waren. Die Libra-
ry-Präparation wurde über die weitgehende Automation nach dem Standard-
Anreicherungsprotokoll mit angepasster Einsatzmenge durchgeführt. Ein Ver-
gleich der Sequenzier-Qualitäten von DNA aus peripheralem Blut und FFPE-
DNA zeigte keine Abweichungen. Lediglich die Duplikatrate war mit 14 % über
den Durchschnittswert von 9 % erhöht, während die Insert-Größe um 30 bp ver-
ringert war. Die Verkleinerung der Insert-Größe beschreiben auch Oh et al. in
ihrer Studie [194].

Die Arbeit zeigt, dass es technisch möglich ist aus FFPE-Material mit ver-
schiedenen Qualitätsstufen eine exomische Library zu erzeugen. Besonders in-
teressant wird die zukünftige bioinfomatische Auswertung der Proben sein um
die Frage zu beantworten ob es gehäuft zu C>T und G>A Mutationsartefakten
durch die Desaminierung der DNA kommt.

Es existieren bisher zwei publizierte Studien zur Exom-Sequenzierung von
FFPE-DNA aus Tumormaterial [195, 194]. Beide beschreiben die Ergebnisse der
Austestung eines Library-Präparationsprotokolls mit unterschiedlichen Anreiche-
rungstechniken. Die Ergebnisse der Studien sind recht ähnlich in Bezug auf die
erhaltene Datenqualität. Beide beschreiben eine hohe Vergleichbarkeit von FFPE-
DNA und DNA aus gepaartem gefrorenen Material, wobei die C>T und G>A
Mutationsartefakte in beiden Studien deutlich sichtbar werden. Bei stark degra-
dierten FFPE-DNA-Proben wird die Rate der Mutationsartefakte mit 1:1.000 bp
angegeben [194]. Es wird empfohlen die Sequenziertiefe von FFPE-DNA auf min-
destens 80-fach zu fokussieren um falsch-positive Assoziationen bei der Suche
nach somatischen Mutationen zu reduzieren [196, 194].

Astolfi et al. [195] etablierten zudem eine Library-Präparation mit 100 bis
200 ng Startmaterial (gute Qualität/schlechte Qualität) in Verbindung mit dem
Nextera Rapid Capture Exome Enrichment Kit (Illumina). Auch sie zeigten, dass
es keine Abweichungen der Sequenzierqualität im Vergleich zu nicht FFPE-DNA
gibt. Mit der Anwendung anderer Präparationsprotokolle ist es somit möglich die
Einsatzmenge auf 100 bis 200 ng zu verringern. Gleichzeitig kann das am Insti-
tut für Humangenetik entwickelte Protokoll dahingehend optimiert werden, dass
die Insert-Größe bei entsprechender FFPE-DNA Qualität leicht erhöht wird, um
überlappende Reads zu reduzieren.
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Marosy et al. [197] beschreiben ein Protokoll zur Reparatur von FFPE-DNA
vor der eigentlichen Library-Präparation mit einem Enzym-Mix um Strangbrü-
che, Desaminierungen und abasische Seiten zu reduzieren. Sie zeigen, dass durch
die Reparatur der DNA die Anzahl amplifizierbarer DNA-Fragmente und indi-
vidueller Moleküle erhöht. Damit einhergehend kommt es zu einer Verbesserung
der Datenqualität in Bezug auf die Anzahl von Mutationsartefakten. Die eigentli-
che Fragmentierung der FFPE-DNA kann damit allerdings nicht behoben werden
[197]. In folgenden Studien sollte zusammen mit der Anpassung der Insert-Größe
auch die DNA-Reparatur getestet werden.

Neben der Exom-Sequenzierung ist es ebenso vorstellbar auch genomische Li-
braries aus FFPE-DNA zu erstellen, um somatische Varianten in nicht-kodier-
enden Regionen zu identifizieren. So zeigten Robbe et al. [131] kürzlich in ei-
ner umfassenden Untersuchung die Ergebnisse einer Genomstudie, bei der 52
FFPE-Proben mit 52 gepaarten Gefrierproben und 52 gepaarten Blutproben von
Krebspatienten vergleichen wurden (52 Trios). Es wird gezeigt, dass sowohl aus
FFPE-Material als auch aus Gefrier-Material die selbe Menge DNA isoliert wer-
den kann. Allerdings ist der Anteil Doppelsträngiger DNA aus FFPE-Material
signifikant verringert, während die Reinheit der Proben ähnlich war. Wie zu er-
warten war zeigte die FFPE-DNA exzessive Degradation im Vergleich zu DNA
aus Gefrier-Material [131]. Ähnlich wie bei der vorliegenden Arbeit war die Insert-
Größe der FFPE-Genom-Libraries verringert, bei einer gleichzeitigen Reduktion
der durchschnittlichen Sequenziertiefe im Vergleich zum Gefrier-Material. Die
FFPE-Genome zeigten eine inhomogene Abdeckung über die Chromosomen und
eine abweichende Anzahl somatische Mutationen und Indels in beiden Materialty-
pen [131]. Die Überlappung von Varianten zwischen beiden Test-Sets lag bei 52 %
und wird mit die Heterogenität der Tumore und der Probenentnahme begründet.
Varianten mit einer Allelfrequenz unter 0,1 konnten nicht nachgewiesen werden
und eine Erhöhung der genomischen Abdeckung wird zur Senistivitätssteigerung
empfohlen. Die Detektion von copy-number-Varianten war erschwert und wurde
durch eine Anpassung der DNA-Extraktionsmethode (Lösen der Quervernetzun-
gen) verbessert. Jedoch musste eine manuelle Untersuchung der Genom-Daten
jeder einzelnen Probe erfolgen [131].

Im Ergebnis der Studien zeigt sich, dass die Library-Präparation einer FFPE-
DNA für die Exom- und Genom-Sequenzierung in Abhängigkeit von der Qualität
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der FFPE-DNA möglich ist. Die Herausforderung liegt bei er bioinformatischen
Analyse der erhaltenen Sequenzierdaten und der Filterung von Mutationsartefak-
ten. Generell wird empfohlen die Sequenziertiefe zu erhöhen um die Detektion von
Varianten zu vereinfachen [131, 196, 194]. Zudem sollten Standard-Prozeduren zur
Präparation von FFPE-Material, der DNA-Isolation und der bioinformatischen
Auswertung entwickelt werden [131].
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4.3.2 Exom-Sequenzierung bei Patienten mit Morbus Parkinson

In der Studie, zur Identifikation der kausativen genetischen Mutation bei Patien-
ten mit Morbus Parkinson, wurde eine große österreichische Familie untersucht
die ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster der Erkrankung zeigt. Diese Stu-
die steht exemplarisch für viele weitere Exom-Studien, die seither am Institut für
Humangenetik durchgeführt wurden, um die ursächlichen genetischen Varianten
bei Patienten mit monogenen Erkrankungen zu identifizieren. Wir sequenzierten
die Exome zweier Cousins zweiten Grades und ermittelten die Schnittmenge der
genetischen Veränderungen in beiden Patienten. Wir priorisierten die gemeinsa-
men Varianten durch Ausschluss von Alterationen, welche eine Qualität kleiner
als 15 hatten, in weniger als 15 % der Reads vorkamen, die mit einer Allelfrequenz
von mehr als 2 % in dbSNP auftraten und die in 72 Kontroll-Exomen identifiziert
wurden. So minimierten wir die gemeinsamen genetischen Alterationen der beiden
Betroffenen auf 10 heterozygote, nicht-synonyme Varianten. Lediglich eine der
zehn Varianten, c.1858G>A (p.Asp620Asn) im Kandidatengen VPS35, erfüllte
die Kriterien für eine mögliche Pathogenität: sie kosegregiert mit der Erkrankung
in der Familie und war nicht detektierbar in 680 KORA-S4 Kontrollen. Zusätzlich
liegt die Veränderung im Bereich einer gekoppelten Region innerhalb der Fami-
lie. Bei der Untersuchung der genetischen Variante c.1858G>A in VPS35 in 486
unabhängigen M. Parkinson Patienten, identifizierten wir zusätzlich zwei weitere
Familien, bei denen die Mutation auftrat, welche ebenfalls innerhalb der Familien
mit der Erkrankung kosegregiert. Die Variante c.1858G>A (p.Asp620Asn) wurde
nicht in weiteren 1.014 Kontrollen gefunden. Die Aminosäure Asp620 in VPS35
ist innerhalb verschiedener Spezies evolutionär hoch konserviert und der Aus-
tausch der Aminosäure wird durch die Prediktionsprogramme PolyPhen2, SNAP
und SIFT als schädlich eingestuft.

VPS35 ist ein evolutionär konserviertes Protein und eine Untereinheit des
Retromer Komplex. Das Retromer ist ein Mulitprotein-Komplex (Abb.: 61), be-
stehend aus einem VPS26-VPS29-VPS35-Heterodimer zur Erkennung der Fracht
(cargo-selective complex, CSC ) und einem Homo- oder Heterodimer bestehend
aus SNX1 und/oder SNX2 zur Membranbindung [198, 199].

Das Retromer ist am retrograden Transport von Membranproteinen vom En-
dosom zurück zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) beteiligt [198]. Die bisher am
besten beschriebenen Fracht-Proteine des Retromers sind Mannose-6-Phophat
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Abbildung 61: Der Retromer Komplex [200]. Das Retromer besteht aus einem
VPS26-VPS29-VPS35-Heterodimer und einem Homo- oder Heterodimer bestehend aus SNX1
und/oder SNX2. Dargestellt ist die Bindung des Komplex an ein Frachtmolekül und an die
endosomale Membran.

Rezeptoren [201] und Vps10p. Beide Proteine transportieren Hydroxylasen zu
den Endosomen und lysosomalen Vakuolen. Sehr viele weitere Membranproteine,
wie CIMPR und Sortilin, sind auf den Transport durch das Retromer angewiesen
[202, 203, 204]. Ein interessanter Punkt im Zusammenhang mit der vorliegenden
Arbeit ist die Beteiligung des Retromers am Transport von SORL1 und Rezep-
torproteinen mit einer VPS10P-Domäne, die eine bekannte Rolle in der Entste-
hung von Alzheimer spielen [205, 206]. Zusätzlich konnte in weiteren Studien
gezeigt werden, dass der Retromer Komplex essentiell zur endosomalen Rekrutie-
rung des WASH -Komplex (Wiskott-Aldrich syndrome homologue) ist [207]. Der
WASH -Komplex zusammen mit Arp2/3 wiederum ist essentiell für die Bildung
von Aktin Strukturen auf dem Edosom um die Protein-Sortierung vom Endo-
som zur Zelloberfläche zu bewerkstelligen [208]. Membranproteine, die für ihren
Transport den WASH -Komplex benötigen, sind somit indirekt auch auf die Funk-
tion des Retromers angewiesen [209]. Veränderungen einzelner Komponenten des
WASH -Komplex wurden bei neurologischen Erkrankungen wie mentaler Retar-
dierung [210] und hereditärer spastischer Paraplegie [211, 212] beschrieben. Die
Rekrutierung des WASH -Komplex findet über VPS35 im CSC des Retromers
statt [213, 214, 215]. Tatsächlich konnte in einer kürzlichen Studie gezeigt wer-
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den das die von uns identifizierte Variante Asp620Asn in VPS35 die Interaktion
zum WASH -Komplex über FAM21 destabilisiert, was zu einer reduzierten en-
dosomalen Lokalisation des WASH -Komplex führt [209]. Zwei der wichtigsten
Transportproteine des Retromer-Komplex sind der Glukosetransporter GLUT
1 und der Kation-unabhängige Mannose 6-Phosphat Rezeptor (CI-MPR). Mc-
Gough et al. [216] zeigten das die von uns identifizierte Mutation Asp620Asn
in VPS35 den Transport von GLU1 vom Endosom zur Plasmamembran nicht
beeinträchtigt, wohl aber den Transport des CI-MPR vom Endosom zum Trans-
Golgi Netzwerk. Sie zeigten zudem, dass die Variante weder den Zusammenbau
des Retromers, noch die endosomale Lokalisation von VPS35 beeinflusst. Ähnlich
wie Zavodszky et al. [209], demonstrieren die Autoren, dass der primäre Effekt
der Asp620Asn Mutation, eine Abschwächung der Affinität zu FAM21 ist und als
Folge daraus eine reduzierte Bindung an den WASH -Komplex und dessen Pro-
teine entstehen [216, 217]. Der Verlust der Bindung zum WASH -Komplex führt,
durch eine gestörte Bildung der Autophagosomen, zu Defekten in der Autopha-
gozytose der Zelle [209]. Eine beeinträchtigte Autophagozytose ist eine schlüssige
Erklärung der Pathogenese von Morbus Parkinson. Der Ausfall des zelleigenen
Proteinabbaus führt zu Proteinaggregationen, mitochondrialen Anomalien, er-
höhten Konzentrationen an reaktiven Sauerstoffspezies und zu einer gesteigerten
Empfindlichkeit gegenüber dem Zelltod.

Die tatsächliche Anzahl der M. Parkinson Fälle, die durch Varianten in VPS35
entstehen, schätzen wir als eher gering ein. Dennoch eröffnen die Ergebnisse neue
Einblicke in die möglichen molekularen Mechanismen der Entstehung des Morbus
Parkinson und anderer neurologischer Erkrankungen.
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4.3.3 Exom- und Genom-Sequenzierung bei Patienten mit
Burn-McKeown-Syndrom

Das Burn-McKeown-Syndrom (BMKS) ist eine seltene Erkrankung, bei der sich
die Patienten psychomotorisch normal entwickeln. Betroffene zeigen eine klassi-
sche Kombination aus Choanalatresie (Verschluss der hinteren Nasenöffnungen),
sensorineuraler Schwerhörigkeit, Herzfehler und typischen kraniofazialen Dysmor-
phien [167, 168, 169]. Bisher sind weltweit lediglich 14 Betroffene aus elf Familien
beschrieben [218]. Das Ziel der Studie war die Aufklärung der genetischen Ursache
bei Patienten mit Burn-McKeown-Syndrom in diesen elf Familien.

Wir analysierten mit einer Kombination aus Exom- und Genom-Sequenzierung
die DNA in 14 betroffenen Patienten. Die Exom-Sequenzierung bei Patienten er-
gab in drei der vier untersuchten Familien heterozygote loss-of-function-Varianten
in TXNL4A, die von einem gesunden Elternteil ererbt wurden. Bei weitere Un-
tersuchungen aller Betroffener mittels DNA-Mikroarray wurden in den Patienten
sechs Mikrodeletionen identifiziert, die von jeweils einem gesunden Elternteil er-
erbt wurden. Alle Deletionen überlappen am Genort von TXNL4A. Eine MLPA-
Analyse ergab zudem eine heterozygote Deletion von Exon 3 im TXNL4A-Gen bei
einem Patienten. Die darauf folgende Genom-Sequenzierung, zur Suche nach der
zweiten genetischen Variante, ergab heterozygote Deletionen im angenommenen
Promotorbereich von TXNL4A. Es wurde gezeigt, dass sowohl eine compound-
heterozygote Promoterdeletion (1∆), kombiniert mit einer Nullmutation, als auch
eine homozygote Promotordeletion (2∆) im TXNL4A-Genlocus, den größten Teil
der Fälle (9 von 11 Familien) mit BMKS verursachen. Die beiden TXNL4A ne-
gativen Indexpatienten der Familien BMKS003 und BMKS011, wurden initial,
aufgrund des überlappenden klinische Phänotyps, als BMKS-Patienten diagno-
stiziert. Die beiden Mädchen sind klinisch nicht von den TXNL4A positiven Pa-
tienten zu unterscheiden. Dies unterstützt die Annahme einer genetischen Hete-
rogenität der Erkrankung [94].

Die prognostizierte Frequenz von homozygoten Trägern der Typ 1∆-Promotor-
deletion in der generellen Population von 1:17,300, schließt diesen Genotyp als
Ursache für das BMKS aus [94]. Das homozygote 1∆-Allel könnte zu einem leich-
ten Phänotyp führen, der möglicherweise der klinischen Untersuchung entgehen
kann. Daher sollten größere Kohorten untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass homozygote Typ 2∆-Deletionen, wie in der Familie
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BMKS008, einen stärkeren Effekt haben als homozygote Typ 1∆-Deletionen [94].
Reportergen-Assays in HEK293 Zellen und in vivo Assays in Hefe zeigen, dass die
Promoterdeletionen zu einer verminderten TXNL4 Expression führen. Untersu-
chungen an Hefe nach Depletion von TXNL4A (Dib1) resultierten in der reduzier-
ten Assemblierung des tri-snRNP Komplex, einer Untereinheit des katalytisch ak-
tiven Spleißosoms [94]. Unsere Ergebnisse erweitern die Anzahl, der durch Muta-
tionen in Bestandteilen des Spleißosoms bedingten, erblichen Erkrankungen [94].
Erkrankungen aus dieser Gruppe sind das Nager Syndrom (MIM154400) [219]
und die mandibulofaziale Dysostose Typ Guion-Almeida (MIM610536) [219], die
ebenso wie das BMKS durch kraniofaziale Fehlbildungen gekennzeichnet sind.
Alle drei Syndrome werden durch Mutationen in Komponenten des Spleißosoms
verursacht und haben faziale Dysmorphien. Dies führt zu der Annahme, dass die
kraniofaziale Entwicklung hoch sensitiv gegenüber Fehlfunktionen des Spleißo-
soms ist [94]. Wir zeigen in dieser Studie, dass das Burn-McKeown-Syndrom ei-
ne autosomal-rezessive Erkrankung ist, die primär durch compound-heterozygote
Promoterdeletionen in Kombination mit sehr seltenen loss-of-function-Mutationen
hervorgerufen wird.

Das Burn-McKeown-Syndrom wurde 1992 zum ersten mal beschrieben [169].
20 Jahre später konnte die genetische Ursache durch die Untersuchung mittels
Next-Generation-Sequenzierung aufgeklärt werden. Es wird angenommen, dass
eine reduzierte TXNL4A-Expression das Spleißen bei bestimmten Untergruppen
von prä-mRNAs beeinflusst, was zum Gewebe-spezifischen phänotypischen Spek-
trum der Erkrankung führt [220, 170]. Goos et al. konnten kürzlich das Spek-
trum der kausativen Varianten in TXNL4A, bei Patienten mit überlappenden
klinischen Symptomen, durch Genom-Sequenzierung erweitern [170]. Sie identifi-
zierten in zwei Familien eine Spleiß-Variante der 3’-Akzeptorstelle strangaufwärts
des letzten Exons in TXNL4A (c.258-2A>G) zusammen mit der 1∆-Deletion im
Promotorbereich. Zusätzlich zeigte ein Betroffener einer anderen Familie einen
homozygoten Status der 2∆-Deletion in TXNL4A. In einer vierten Familie iden-
tifizierten sie die 1∆-Promotordeletion in TXNL4A im homozygoten Status. Fer-
ner wurde gezeigt, dass die RNA-Expression durch die 1∆-Promotordeletion um
69 % reduziert war [170]. Die Ergebnisse bestätigen und erweitern die Resultate
der vorliegenden Studie.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen sowohl die Möglichkeiten der
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Exom-Sequenzierung, als auch ihre Limitierung. Nur durch eine Sequenzierung
des gesamten Genoms konnten wir die pathogenen Deletionen in der Promotorre-
gion von TXNL4A bei Patienten mit BMKS identifizieren. Die Exom-Sequenzier-
ung gibt uns einen Einblick in die wichtigen 1.5 % kodierende genetische Sequenz,
enthält uns jedoch regulatorische Bereiche und Abschnitte mit unbekannter Si-
gnifikanz vor. Der große Vorteil einer Exom-Sequenzierung ist die kostengünstige
und gleichzeitig erfolgversprechende Anwendung zur Identifikation von kausati-
ven genetischen Varianten. Die, im Vergleich zur Genom-Sequenzierung, niedrigen
Kosten erlauben dabei Studien mit hohen Patientenzahlen. Die Schwachstellen
der Exom-Sequenzierung können durch eine Genom-Sequenzierung ausgeglichen
werden. Genom-Daten erlauben eine Analyse von genomischen Varianten in ko-
dierenden und nicht-kodierenden Bereichen, haben eine bessere und gleichmäßige-
re Abdeckung, haben weniger Verzerrung durch GC-reiche Sequenzen, benötigen
weniger Abdeckung und können von jeder Spezies erzeugt werden [42]. Liegt bei
einem klaren Studiendesign, einer sehr wahrscheinlichen genetischen Krankheits-
Ursache und einer homogenen Patientenpopulation nach der Exom-Analyse ein
negativer Befund vor, lohnt sich die Investition in eine Genom-Sequenzierung.

Die vorliegende Studie zeigt auch Schwachstellen der Genom-Sequenzierung
auf, die in der Art der Library-Herstellung begründet sind. Der Promotorbereich
von TXNL4A ist sehr GC-reich. Es zeigte sich, dass die Promotorregionen von
TXNL4A in einem internen Referenzset von Genomen, die mittels PCR-Schritt
innerhalb des Library-Präparationsprozesses angereichert wurden, nicht repräsen-
tiert sind. Durch die Anwendung eines PCR-freien Library-Präparationsprotokolls
konnte die Region abgedeckt und analysiert werden. Es wird daher empfohlen auf
den PCR-Anreicherungsschritt innerhalb der Library-Herstellung zu verzichten
um GC-reiche Genomabschnitte darstellen zu können.
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4.4 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit präsentiert die erfolgreiche Etablierung und Anwendung
eines NGS -LIMS, sowie der Exom- und Genom-Sequenzierung zur Identifizierung
pathogener Genvarianten bei Patienten mit monogenen Erkrankungen. Durch den
Gebrauch gezielter Priorisierungsstrategien gelang die Identifizierung der kausa-
tiven Mutation unter Tausenden genetischen Veränderungen.

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Demonstration der ho-
hen Sensitivität der Exom-Sequenzierung, als Grundlage für die Durchführung
NGS -basierter Diagnostik im klinischen Ablauf. Mit der Exom-Sequenzierung
können molekulargenetische Fragestellungen bei Patienten schneller, günstiger
und umfassender, als mit herkömmlichen molekulargenetischen Methoden be-
arbeitet werden. So kann die bisher durchgeführte Stufendiagnostik durch die
Exom-Analyse abgelöst werden. Vor allem bei stark heterogenen Erkrankung,
wie der mentalen Retardierung oder Autismus, bietet die DNA-Sequenzierung
über eine NGS -Plattform eine hervorragende Möglichkeit zur Identifikation mög-
licher pathogener genetischer Varianten. Eine gesicherte Diagnose ist erleichternd
für die Patienten und die Angehörigen, unterstützt die gezielte Therapie und hilft
dem behandelten Mediziner bei der Prognoseabschätzung.

Durch die stetig fallenden Kosten einer Hochdurchsatzsequenzierung wird die
Exom-Sequenzierung in den kommenden Jahren von der Genom-Sequenzierung
abgelöst. Seit dem Jahr 2016 ist es möglich, ein gesamtes Genom für 1.000 USD
zu sequenzieren [15]. Ein Genom beherbergt sehr viele genetische Varianten im
Vergleich zum Referenzgenom. Wir haben nur sehr wenig Wissen über die Berei-
che außerhalb von Genen und deren Funktion. Die damit einhergehende Schwie-
rigkeit, aus den unzähligen, natürlich vorkommenden genetischen Varianten die
ursächliche zu filtern, wird in den nächsten Jahren die Hauptaufgabe sein. Eine
erste Ergänzung zu den bekannten Priorisierungsstrategien von genomischen Va-
rianten ist die gleichzeitige Analyse des Transkriptoms, um den möglichen Effekt
einer genetischen Variante auf die RNA-Expression und/oder RNA-Prozessierung
sichtbar zu machen [221]. Vor allem heterogene Erkrankungen, Erkrankungen
mit geringer Penetranz und solche, die durch genetische Veränderungen in nicht-
kodierenden Bereichen verursacht werden, können in Zukunft untersucht wer-
den. Zusätzlich rücken all jene Patienten in den Fokus, bei denen die Exom-
Sequenzierung keine schlüssigen Ergebnisse erbracht hat.
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Neben Fortschritten in der Datenauswertung wird die zweite Generation der
Sequenzierung, so wie sie in dieser Arbeit angewandt wurde, in den kommenden
Jahren durch die dritte Generation Sequenziertechniken abgelöst. Mit ihnen ent-
fällt der Amplifikationsschritt (Bridge- oder Emulsions-PCR) vor der Sequenzie-
rung und es werden die individuellen DNA-Fragmente in Echtzeit gelesen. Durch
den Wegfall der bisher nötigen Amplifikation der einzelnen Moleküle zur Poten-
zierung des Signals für eine erfolgreiche Detektion der eingebauten Nukleotide,
entstehen keine PCR-bedingten Artefakte, die eine möglicherweise falsche As-
soziation oder Verzerrungen der Daten herbeiführen. Zusätzlich ergeben die Se-
quenzierungen auf Geräten der dritten Generation eine homogene Abdeckung der
einzelnen DNA-Fragmente unabhängig von ihrer Nukleotidkomposition. Zudem
versprechen die neuen Plattformen eine weitaus höhere Leselänge, als dies bisher
möglich ist. So ist mit dem PACBIO RS II (Pacific Biosciences) eine Leselänge
von bis zu 20 kb möglich, während Oxford Nanopore mit ihrem MinION eine
Leselänge von mehreren 100 kb verspricht.

Bei der Genom-Sequenzierung auf einer der Illumina Sequenzier-Plattformen,
werden Fragmente von 150 bp Länge gelesen. Eine Analyse von größeren struk-
turellen Variationen oder repetitiven Sequenzen innerhalb des Genoms wird da-
durch erschwert. Strukturelle Variationen zählen mit 1,2 % zu den häufigsten
genetischen Veränderungen in einem humanen Genom im Vergleich zu Basen-
paarsubstitutionen (0,1 %) [222]. Die Aufklärung solcher Veränderungen, die vor
allem im Bereich der Krebsforschung enorme Wichtigkeit hat, kann, wie kürzlich
gezeigt, durch lange Leselängen erreicht werden [223, 224]. Auch für de novo As-
semblierungen von Genomen sind große Leselängen vorteilhaft. Der Einsatz von
kombinierten Library-Präparationen und verschiedenen Sequenzier-Plattformen,
in Abhängigkeit von der Fragestellung der Studie, kann die Schwachstellen der
einzelnen Methodiken überbrücken.

Neben den Techniken der Exom- und Genom-Sequenzierung zur Identifikati-
on von genetischen Mutationsereignissen ist das Anwendungsspektrum der NGS -
Technologie noch weitaus größer [225]. Neben der Analyse von DNA ist die Un-
tersuchung von RNA und die Erstellung von differentiellen Expressionprofilen
in mutierten und nicht-mutierten Organismen, oder bei Organismen mit speziel-
ler Behandlung (Diäten, Medikamente), eine weitere Möglichkeit zur Anwendung
der NG-Sequenzierung [226]. Zusätzlich können neue RNA-Varianten und Spleiß-
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stellen identifiziert werden. Zur Untersuchung von Proteinbindestellen, wie zum
Beispiel Transkriptionsfaktoren, auf der DNA kann eine klassische Chromatin-
Immunopräzipitation (ChIP) durchgeführt und anschließend die angereicherte
DNA über den Hochdurchsatz sequenziert werden (ChIP-Seq). Eine relativ neue
Methodik ist die Analyse des Translatoms nach einem Ribosome Profiling, bei dem
Translationsstartpunkte und Syntheseraten von Proteinen definiert werden kön-
nen, nachdem die aktiv an Ribosomen gebundenen mRNA-Moleküle extrahiert
und sequenziert werden [227]. Für epigenetische Studien ist es möglich, aus den
Daten einer NG-Sequenzierung DNA-oder RNA-Methylierungsprofile zu erstel-
len (MeDIP-Seq, MeRIP-Seq). Und auch Methylierungsmuster von tRNAs [228]
können nach einer Bisulfit-Sequenzierung erzeugt und analysiert werden. Neue
Einblicke über die Konformation von Chromosomen oder des gesamtes Genoms
in der Interphase des Zellzyklus gibt die Kombination aus HiC-Technik [229] und
NG-Sequenzierung. Dabei kann solch eine Studie Aufschluss über die molekula-
ren Grundlagen der DNA-Replikation, Genregulation, DNA-Reparatur und von
Rekombinationsvorgängen geben. Die Sequenzierung von RNA oder DNA einer
einzelnen Zelle aus einer hetrogenen Zellpopulation (scRNA-seq, scDNA-seq) gibt
Aufschluss über die Funktion individueller Zellgruppen. Vor allem im Bereich der
Krebsforschung oder bei genetischen Mosaiken, sowie bei der Untersuchung zur
Neurogenese ist eine Auflösung bis auf Zellebene interessant.

All diese Anwendungen zeigen das enorme Potential der Next-Generation-
Sequenziertechnologie und geben einen Vorstellung auf mögliche Forschungspro-
jekte am Institut für Humangenetik in den kommenden Jahren.
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5 Anhang

5.1 Protokoll zur automatisierten Exom-Library-Präparation
auf der Bravo Liquid Handling Station
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*adapted from SureSelect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End  Sequencing Library V1.1, Jan 
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Step 1. Verifying of DNA quality and quantity  

1. Use the  NanoDrop system to determine the concentration and quality of your gDNA

sample.

2. Before  starting  the  measurement  clean  the  NanoDrop  pedestals  by  adding 2µl  H2O.

Leave the solution on for 2 minutes.

3. Start the NanoDrop program using the password XXX.

4. Between each sample, wipe down the pedestals with H2O followed by a dry tissue.

5. Follow the instructions to initialize the instrument.

6. Perform a blank measurement with 1.5µl low TE buffer.

7. Check the accuracy of the instrument by measurement of two internal controls 

(110ng/µl and 55ng/µl).

8. Proceed with the measurement of your DNA samples.

9. Therefore add 1.5µl of each sample and add the sample ID.

10. Evaluate the output graph and quality data.

11. The gDNA must  be of  high quality  with  an A260/A280  ratio  between 1.8  and 2.0.  A

minimal concentration of 60ng/µl is required for library preparation.  

12. Import the concentration and A260/A280 ratio of each sample into the sample tracking 

sheet generated by the Solexa database.

14. Prepare an 0.7 % agarose gel and run appr. 100 ng per sample to evaluate that the 

genomic DNA is of high quality.
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Step 2. Shear genomic DNA 

1. Use the NanoDrop system to determine the concentration of your gDNA sample. Make

sure the gDNA is of high quality (non-degraded, A260/A280  is 1.8 to 2.0). Follow the

instructions for the instrument. 

2. Dilute 3 μg of high-quality gDNA with 1X Low TE Buffer in a 1.5-mL LoBind tube to a

total volume of 50 μL in a clean area (pre-PCR). 

3. Set up the Covaris instrument.

 Check that the Covaris tank is filled with fresh deionized water to water fill level

6.

 Set the chiller temperature to 4°C to ensure that the temperature reading in the

water bath displays 7°C. 

 Degas the instrument for at least 45 minutes before use.

Refer to the Covaris instrument user guide.

4. Use a tapered pipette tip to slowly transfer the 50 μL DNA sample through the pre-split

septa.

5. Be careful not to introduce a bubble into the bottom of the tube.

6. Secure the microTube in the tube holder and shear the DNA with the settings in below.

For each DNA sample to be sequenced, prepare 1 library.

“  150bp SureSelect” Covaris E210 shear settings 

Setting Value

Duty Factor 20% 

PIP  175 

Cycles per Burst 200 

Time 165s

Temperature 4° to 7° C

7. Put the Covaris microTube back into the loading and unloading station. 

8. While  keeping the snap-cap on,  insert a pipette tip through the pre-split  septa, then

slowly remove the sheared DNA. 

9. Transfer the sheared DNA into a new Eppendorf twin.tec 96 well PCR plate.

10. Proceed to the automated AMPure XP bead clean up.
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BRAVO first Steps 

1. Switch on the computer and the BRAVO system.

2. open VWorks software.

3. Log in.

4. Open folder “Exome Library Prep Protocols”.

5. Open Protocol “1. Post Shearing SPRI bead Purification protocol stacked Row.pro”.

6. Agree to initialize the BRAVO system.

7. The BRAVO system is now ready to use.
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Step 3. Purify the sheared sample using Agencourt AMPure XP beads 3.0x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  150 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  55µl of nuclease-free water in  a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot 110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing sheared DNA at deck position 9 on top of

the ethanol plates.

11. Start  Bravo  automated  “1.  Post  Shearing  SPRI  bead  Purification  protocol  stacked

Row.pro  ” protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 3.0

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 50

d. samples 48

13. Once the protocol has finished assess quality with the Agilent 2100 Bioanalyzer. 

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 4. Assess quality with the Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA 1000 Kit)

1. Let the Bioanalyzer DNA 1000 Kit come to room temperature at least 30 minutes.

2. Check that  the 2100 Bioanalyzer  electrodes have  been cleaned as  instructed  in  the

reagent kit guide.

3. Turn  on  the  2100  Bioanalyzer,  open  the  Agilent  2100  Expert  Software  and  check

communication.

4. Within the instrument context, choose the DNA 1000 assay from the drop down list.

5. Enter sample names and comments in the Data and Assay context.

6. Mix the samples carefully. 

7. Prepare the chip, samples and ladder as instructed in the reagent kit guide.

8. Load the prepared chip into the 2100 Bioanalyzer and start the run within five minutes

after preparation.

9. Set the peak from the beginning of the curve to 500bp. Verify the results. Check that the

electropherogram shows a distribution with a peak height between 50 to 500 nucleotides

(average 135bp) and a minimal concentration of 20ng/µl (average 45ng/µl).

10. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the

Solexa database.

11. Proceed with the “end repair” protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 5. Repair the ends of fragmented DNA

1. Master mix for  multiple libraries (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (no excess included):

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

Nuclease-free water 35,2 422,4 844,8 1689,6

10x End Repair Buffer (clear cap) 10 120 240 480

dNTPmix (green cap) 1,6 19,2 38,4 76,8

T4 DNA Polymerase (purple cap) 1 12 24 48

Klenow DNA Polymerase (yellow cap) 2 24 48 96

T4 Polynucleotide Kinase (orange cap) 2,2 26,4 52,8 105,6

 Add 51 μL of the reaction mix to each well or tube.

 Add 49 μL of each DNA sample to each well or tube. Mix by pipetting. Change

pipette tips between samples.

 Incubate in a thermal cycler for 30 minutes at 20°C. Do not use a heated lid.

2. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification

protocol.
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Step 6. Purify the end-repaired samples using Agencourt AMPure XP beads 2.2x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  220 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Nunc 1ml

Deep Well plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  37µl of nuclease-free water in  a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot 110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing end-repaired DNA at deck position 9 on top

of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “2. Post End Repair SPRI bead Purification protocol stacked DW

Row.pro” protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 2.2

b. DNA_vol 102

c. elute_vol 32

d. samples 48

13. Proceed to “Add ‘A’ bases to 3’ end of the DNA fragments” protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 7. Add ‘A’ bases to the 3’ end of end-repaired DNA fragments

1. Master mix for multiple libraries (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (no excess included):

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

Nuclease-free water 11 132 264 528

10x Klenow DNA Polymerase Buffer
(blue cap)

5 60 120 240

dATP (green cap) 1 12 24 48

Exo (-) Klenow DNA Polymerase
(red cap)

3 36 72 144

 Add 20 μL of the reaction mix to each well or tube.

 Add 30 μL of each DNA sample to each well or tube. Mix by pipetting. Change 

pipette tips between samples.

 Incubate in a thermal cycler for 30 minutes at 37°C.

If you use a heated lid, make sure that the lid temperature does not exceed 50°C.

2. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification 

protocol.
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Step 8. Purify the ‘A’ bases added samples using Agencourt AMPure XP beads 2.2x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  110 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of nuclease-free water in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place 

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates 

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing 'A' base added DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

11. St

a rt 

Bravo automated “  3. Post Add A Bases SPRI Bead Purification protocol stacked Row. 

pro  ” protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 2.2

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 30

d. samples 48

13. Proceed to “ligate the indexing-specific paired-end adapter” protocol.
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Step 9. Ligate indexing-specific paired-end adapter

1. Master mix for multiple libraries (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (no excess included):

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

5x T4 DNA ligase buffer (green cap) 10 120 240 480

InPE Adapter oligo mix (brown cap) 10 120 240 480

T4 DNA ligase (red cap) 1,5 18 36 72

  Add 21,5 μL of the reaction mix to each well or tube.
  Add 30 μL of each DNA sample to each well or tube. Mix by pipetting. Change 

pipette tips between samples

  Incubate for 15 minutes at 20°C on a thermal cycler. Do not use a heated lid.

2. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification 
protocol.
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Step 10. Purify the adapter ligated samples using Agencourt AMPure XP beads 0.7x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot 35 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot 37µl of nuclease-free water in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place 

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot 110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates 

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing adapter ligated DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “4. Post Ligation SPRI bead Purification protocol stacked Row. 

pro” protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 0.7

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 32

d. samples 48

13. Once the protocol has finished proceed to amplify adapter-ligated library protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 11. Amplify adapter-ligated library

1. Master mix for multiple libraries (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (excess included):

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

14 Libraries

Volume for

28 Libraries

Volume for

51 Libraries

Nuclease-free water 6 84 150 306

InPE primer 1.0 (brown cap) 1,25 17,5 35 63,75

SureSelect Indexing Pre-Capture PCR
Reverse Primer (clear cap)

1,25 17,5 35 63,75

Herculase II 5x Reaction Buffer 10 140 280 510

dNTP mix (green cap) 0,5 7 14 25,5

Herculase II Fusion DNA Polymerase
(red cap)

1 14 28 51

 Add 20 μL of the reaction mix to each well or tube.

 Add 30 μL of each DNA sample to each well or tube. Mix by pipetting. Change 

pipette tips between samples

2. Run the program in a thermal cycler as follows:

Step                       Temperature                       Time

Step 1 98°C 2 minutes

Step 2 98°C 30 seconds
Step 3 65°C 30 seconds
Step 4 72°C 1 minute
Step 5 Repeat Step 2 through 4 for a total of  5 times

Step 6 72°C 10 minutes
Step7 4°C Hold

3. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification 

protocol.
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Step 12. Purify the amplified samples using Agencourt AMPure XP beads 1.8x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  90μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of nuclease-free water in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then place 

plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates 

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing amplified DNA at deck position 9 on top of 

the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “5. Post PCR SPRI bead Purification protocol stacked Row.pro” 

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 1.8

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 30

d. samples 48

13. Once  the  protocol  has  finished  assess  quality  and  quantity  with  the  Agilent  2100

Bioanalyzer. 

14.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 13. Assess quality and quantity with the Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA 1000 Kit)

1. Let the Bioanalyzer DNA 1000 Kit come to room temperature at least 30 minutes.

2. Check that  the 2100 Bioanalyzer  electrodes have  been cleaned as  instructed  in  the

reagent kit guide.

3. Turn  on  the  2100  Bioanalyzer,  open  the  Agilent  2100  Expert  Software  and  check

communication.

4. Within the instrument context, choose the DNA 1000 assay from the drop down list.

5. Enter sample names and comments in the Data and Assay context.

6. Mix the samples carefully.

7. Prepare the chip, samples and ladder as instructed in the reagent kit guide.

8. Load the prepared chip into the 2100 Bioanalyzer and start the run within five minutes

after preparation.

9. Set the peak from the beginning of the curve to 700bp. Verify the results. Check that

the  electropherogram  shows  a  distribution  with  a  peak  height  between  150  to  500

nucleotides (average 245bp) and a average concentration of 60ng/µl.

10. A minimum of 500ng of library is required for hybridization.

11. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the

Solexa database.

12. Proceed with the “Hybridize the libraries” protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 14. Hybridize the library

1. For each sample library prepared, do one hybridization and capture. Do not pool samples

at this stage.

2. For each sample concentrate a 500ng aliquot at < 45°C down and resuspend in 3,4µl

water to a concentration of 147ng/µl. Mix on a vortex mixer.

3. Prepare the following mixtures:

a. SureSelect Hybridization buffer (prepare at RT):

 Prepare the reaction mix as follows (excess included)

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

SureSelect Hyb #1 (orange cap) 25 300 600 1200

SureSelect Hyb #2 (red cap) 1 12 24 48

SureSelect Hyb #3 (yellow cap) 10 120 240 480

SureSelect Hyb #4 (black cap) 13 156 312 624

b. SureSelect RNAse blocker dilution 1:3 (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (excess included)

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

RNAse blocker (purple cap) 1 12 24 48

Nuclease free water 2 24 48 96

c. SureSelect Capture library (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (no excess included)

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

SureSelect Capture Library (red cap) 5 60 120 240

RNAse blocker dilution 2 24 48 96

d. SureSelect Block mix (prepare on ice):
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 Prepare the reaction mix as follows (no excess included)

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

12 Libraries

Volume for

24 Libraries

Volume for

48 Libraries

SureSelect Indexing Block #1 (green cap) 2,5 30 60 120

SureSelect Block #2 (blue cap) 2,5 30 60 120

SureSelect Indexing Block #3 (brown cap) 0,6 7,2 14,4 28,8

4. On ice: Add 5,6µl SureSelect Block mix into an Eppendorf twin.tec plate (“library plate”).

Add 3,4µl of 147ng/µl prepped library to each well and mix well by pipetting up and down.

5. Seal each well of the “library plate” with the appropriate Eppendorf cap strips horizontally.

6. Label the caps of the wells containing the DNA library with continuous numbers (i.e. 1-

48).

7. Label  the caps  of  the  wells  designated  for  Capture library  with  “CL”  and continuous

numbers (i.e. CL1-CL48).

8. Incubate the “library plate” 5 minutes at 95°C in a thermal cycler (PeqLab) to denature

the double stranded DNA library. Use a heated lid at 105°C.

9. After the denature protocol has finished cool down the thermal cycler to 65°C. Use a

heated lid at 105°C.

10. Simultaneously  heat  up the second thermal  cycler  to  65°C with  a lid  temperature at

105°C.

11. In a second Eppendorf twin.tec plate (“buffer plate”) aliquot 40µl hybridization buffer and

seal the wells with the appropriate Eppendorf cap strips horizontally.
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12. Label the caps of the wells containing the hybridization buffer with “Hyb”.

13. Incubate the “buffer plate” 5 minutes at 65°C.

14. Maintain the “library plate” at 65°C while you open the caps of the wells designated for

the SureSelect capture library.

15. Aliquot 7µl SureSelect capture library into the empty wells of the “library plate”.

16. Seal the wells with fresh appropriate Eppendorf cap strips horizontally.

17. Incubate the “library plate” 2 minutes at 65°C.

18
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18. Maintain  the  plates  at  65°C  while  you  use  a  multichannel  pipette  to  take  13µl  of

hybridization buffer from the “buffer plate” and add it to the SureSelect capture library

contained in the “library plate” for each sample.

19. Maintain the “library plate” at 65°C while you use a multichannel pipette to transfer the

entire contents of each prepped DNA library to the SureSelect capture library mix.

20. Mix the hybridization mix containing hybridization buffer, capture library and DNA library

well by slowly pipetting up and down 8 to 10 times.

21. Close the caps of  the wells  immediately  after mixing to avoid excessive evaporation.

Make sure all wells are completely sealed.

22. The hybridization mix is now 27 to 29µl,  depending on degree of  evaporating during

preincubations and pipetting steps. 

23. Incubate the hybridization mix for 48h at 65°C with a heated lid at 105°C.

24. Check in between that all wells are closed during incubation.
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Step 15. Prepare Dynal MyOne Streptavidin T1 magnetic beads

1. Vigorously resuspend the Dynal MyOne Streptavidin T1 magnetic beads on a vortex 

mixer.

2. For each hybridization, add 50µl Dynal magnetic beads to a 15ml tube.

Reagent Volume for

1 Library

Volume for

13 Libraries

Volume for

25 Libraries

Volume for

50 Libraries

Dynal MyOne Streptavidin T1 magnetic
beads

50 650 1250 2500

SureSelect Binding buffer 200 2600 5000 10.000

3. Wash the beads:

a. For each hybridization, add 200µl SureSelect Binding Buffer. 

b. Mix the beads on a vortex mixer for 5 seconds.

c. Put the tube in the DynaMag 15 magnetic device.

d. Carefully remove and discard the supernatant.

e. Repeat step a through step d for a total of three washes.

4. For each hybridization, resuspend the beads in 200µl SureSelect binding buffer.

5. Aliquot 200µl of the homogenized beads for each sample to a 1,2ml deep well plate 

(NUNC).
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Step 16. Select hybrid capture with SureSelect

1. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

2. Preheat the positions 4 and 6 to 65°C.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot 510 µl of SureSelect wash buffer 1 in NUNC 1,2ml deep well plate, then place

plate at deck position 8.

6. Aliquot 1900 µl of SureSelect wash buffer 2 in NUNC 2,0ml deep well plate, then place

plate at deck position 6 at 65°C.

7. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

8. Place the waste reservoir on position 9.

9. Add the hybridized DNA to the washed streptavidin beads and place plate at position

5.

10. Start  Bravo  automated  “6.Post  Hyb  DNA wash  with  wash  buffer  1  and  2  Row.pro”

protocol and follow the instructions.

11. Once the protocol has finished, continue with the “4. PostHyb DNA
elution” protocol immediately.
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Step 17. DNA elution

1. Place an empty tip box on position 1.

2. Place a full tip box on position 2.

3. Place a Eppendorf  twin.tec plate containing  55µl SureSelect  Elution Buffer of  deck

position 8.

4. Place a Eppendorf twin.tec plate containing 50µl SureSelect Neutralization Buffer on

deck position 9.

5. Start Bravo automated “7. Post Hyb DNA elution Row .pro” protocol.

6. Once the protocol has finished proceed to amplify enriched exome library protocol.
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Step 18. Purify the captured libraries using Agencourt AMPure XP beads 1.8x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  180 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Nunc 1ml

Deep Well plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of nuclease-free water buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then

place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing captured DNA library at deck position 9 on

top of the ethanol plates.

11. Start  Bravo  automated  “8.  Post  Hyb  SPRI  bead  Purification  protocol  DW  Row.pro”

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

e. DNA to bead ratio 1.8

f. DNA_vol 102

g. elute_vol 30

h. samples 48

13. Proceed to “Amplify enriched exome library and add index tags” protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 19. Amplify enriched exome library and add index tags

1. Master mix for multiple libraries (prepare on ice):

 Prepare the reaction mix as follows (excess included)

Reagent Volume for 1

Library

Volume for

15 Libraries

Volume for

28 Libraries

Volume for

52 Libraries

Nuclease-free water 22,5 337,5 630 1170

Herculase II 5x Reaction Buffer (clear
cap)

10 150 280 520

100 nM dNTP mix (green cap) 0,5 7,5 14 26

Herculase II Fusion DNA Polymerase
(red cap)

1 15 28 52

SureSelect Indexing Post-Capture PCR
forward primer (orange cap)

1 15 28 52

PCR PrimerIndex 1 through Index 12
(clear caps)

1

 Add 35 μL of the reaction mix to each well of an Eppendorf twin.tec plate..

 Add 15 μL of each DNA library to each well or tube. Mix by pipetting. Change 

pipette tips between samples

2. Run the program in a thermal cycler as follows:

Step                       Temperature                       Time

Step 1 98°C 2 minutes

Step 2 98°C 30 seconds
Step 3 57°C 30 seconds
Step 4 72°C 1 minute
Step 5 Repeat Step 2 through Step 4 for a total of 12 

times

Step 6 72°C 10 minutes
Step7 4°C Hold

3. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification 

protocol.
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Step 20. Purify the amplified DNA libraries using Agencourt AMPure XP beads 1.8x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  90 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of nuclease-free water buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, then 

place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  110µl of 70% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates 

at deck position 9 on top of the water plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing adapter ligated DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “9. Post Hyb SPRI bead Purification protocol stacked Row.pro” 

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

e. DNA to bead ratio 1,8

f. DNA_vol 52

g. elute_vol 32

h. samples 48

14. Once the protocol has finished proceed to quality measurement with the Bioanalyzer 

High Sensitivity DNA Kit.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 21. Assess quality and quantity with the Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA HS Kit)

1. Let  the  Bioanalyzer  DNA High  Sensitivity  Kit  come to  room temperature  at  least  30

minutes.

2. Check that  the 2100 Bioanalyzer  electrodes have  been cleaned as  instructed  in  the

reagent kit guide.

3. Turn  on  the  2100  Bioanalyzer,  open  the  Agilent  2100  Expert  Software  and  check

communication.

4. Within the instrument context, choose the DNA High Sensitivity assay from the drop down

list.

5. Enter sample names and comments in the Data and Assay context.

6. Mix the samples carefully.

7. Prepare the chip, samples and ladder as instructed in the reagent kit guide.

8. Load the prepared chip into the 2100 Bioanalyzer and start the run within five minutes

after preparation.

9. Set the peak from the beginning of the curve to the end of the curve. Verify the results.

Check that the electropherogram shows a distribution with a peak height between 200 to

700 nucleotides (average 300bp) and an average molarity of 10nM.

10. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the

Solexa database.

11. Dilute the samples to 10 nM stocks if sample concentration is above 15 nM and transfer

them in 2D barcoded tubes and label them.

12. Once the quality measurement has finished proceed with the PicoGreen Quantification

and import the final sample tracking sheet into the database. 
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5.2 Protokoll zur automatisierten Genom-Library-Präparation
auf der Bravo Liquid Handling Station
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BRAVO Automated Protocol for Whole
Genome Library Preparation – From DNA to

Whole Genome Library*

Elisabeth Graf

Version 2.0 

10.05.2012

12 to 48 sample version
*adapted from TruSeq DNA Sample Preparation Guide (Illumina) and the SureSelect XT Target 
Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library V1.1, Jan 2011 (Agilent)
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Step 1. Measurement of DNA quality and quantity with the NanoDrop System 

1. Use the  NanoDrop system to determine the concentration and quality of your gDNA

sample.

2. Before  starting  the  measurement  clean  the  NanoDrop  pedestals  by  adding  2µl  H2O.

Leave the solution on for 2 minutes.

3. Start the NanoDrop program using the password XXX.

4. Between each sample, wipe down the pedestals with H2O followed by a dry tissue.

5. Follow the instructions to initialize the instrument.

6. Perform a blank measurement with 1.5µl low TE buffer.

7. Check the accuracy of the instrument by measurement of two internal controls 

(110ng/µl and 55ng/µl).

8. Proceed with the measurement of your DNA samples.

9. Therefore add 1.5µl of each sample and add the sample ID.

10. Evaluate the output graph and quality data.

11. The gDNA must be of high quality with an A260/A280 ratio between 1.8 and 2.0. 

12. Import the concentration and A260/A280 ratio of each sample into the sample tracking 

sheet generated by the Solexa database.

14. Prepare an 0.7 % agarose gel and run appr. 100 ng per sample to evaluate that the 

genomic DNA is of high quality.
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Step 2. Shear genomic DNA 

1. Use the NanoDrop system to determine the concentration of your gDNA sample. Make

sure the gDNA is of high quality (non-degraded, A260/A280  is 1.8 to 2.0). Follow the

instructions for the instrument. 

2. Dilute  1 μg of high-quality gDNA with TE Buffer in a 1.5-mL LoBind tube to a  total

volume of 120 μL. 

3. Set up the Covaris instrument.

 Check that the Covaris tank is filled with fresh deionized water to water fill level

12.

 Check that the water covers half of the visible glass part of the tube. 

 Set the chiller temperature to 4°C to ensure that the temperature reading in the

water bath displays 7°C. 

 Degas the instrument for least 45 minutes before use.

 Refer to the Covaris instrument user guide.

4. Use a tapered pipette tip to slowly transfer the 120 μL DNA sample through the pre-split

septa.

5. Be careful not to introduce a bubble into the bottom of the tube.

6. Secure the microTube in the tube holder and shear the DNA with the settings in below.

For each DNA sample to be sequenced, prepare 1 library.

“  Illumina 350bp” Covaris E210 shear settings 

Setting Value

Duty Factor 5% 

PIP  175 

Cycles per Burst 1000 

Time 225s

Temperature 4° to 7° C

7. Put the Covaris microTube back into the loading and unloading

station. 

8. While keeping the snap-cap on, insert a pipette tip through the pre-split septa, then slowly

remove the sheared DNA. 

9. Transfer the sheared DNA  into a new Eppendorf twin.tec 96 well PCR plate.

10. Proceed immediately to the automated AMPure XP bead clean up.
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BRAVO first Steps 

1. Switch on the computer and the BRAVO system.

2. open VWorks software.

3. Log in.

4. Open folder “Whole Genome Library Prep Protocols”.

5. Open Protocol “1. Post Shearing Bead Purification stacked DW Row.pro”.

6. Agree to initialize the BRAVO system.

7. The BRAVO system is now ready to use.
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Step 3. Purify the sheared samples using Agencourt AMPure XP beads 0.75x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  90 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Nunc 1ml

Deep Well plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  53µl of Illumina Resuspension Buffer in  a 96 well Eppendorf twin.tec plate,

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot 180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing end-repaired DNA at deck position 9 on top

of the ethanol plates.

11. Start  Bravo  automated  “1  .  Post  Shearing  Bead  Purification  stacked  DW  Row.pro  ”

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 0.75

b. DNA_vol 122

c. elute_vol 50

d.

13. samples 12  (or  multiple  of  12)Import  ng/µl,  nM

and bp of each sample into the sample tracking sheet generated

by the Solexa database.

14. Proceed to “End repair of the DNA fragments” protocol. 
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SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Step 4. Assess quality with the Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA HS Kit)

2. Let the Bioanalyzer DNA 1000 Kit come to room temperature at least 30 minutes.

3. Check that  the 2100 Bioanalyzer  electrodes have been cleaned as  instructed  in  the

reagent kit guide.

4. Turn  on  the  2100  Bioanalyzer,  open  the  Agilent  2100  Expert  Software  and  check

communication.

5. Within the instrument context, choose the DNA HS assay from the drop down list.

6. Enter sample names and comments in the Data and Assay context.

7. Mix the samples carefully. 

8. Prepare the chip, samples and ladder as instructed in the reagent kit guide.

9. Load the prepared chip into the 2100 Bioanalyzer and start the run within five minutes

after preparation.

10. Set the peak from the beginning of the curve to the end. Verify the results. Check that the

electropherogram  shows  a  distribution  with  a  peak  height  between  200  to  1000

nucleotides (average 380bp).

11. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the 

Solexa

 database.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 5. Repair the ends of fragmented DNA

1. Add 40 μl of End-Repair Mix to each well of the Eppendorf twin.tec plate.

2. Add 10µl Resuspention Buffer to each well well of the Eppendorf twin.tec plate.

3. Gently mix up and down to mix the suspension.

4. Seal the plate with adhesive film.

5. Incubate in a thermal cycler for 30 minutes at 30°C. Do not use a heated lid.

6. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification

protocol.
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Step 6. Purify the end-repaired samples using Agencourt AMPure XP beads 1.6x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  160 μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Nunc 1ml

Deep Well plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  25µl  of Illumina Resuspension Buffer in  a 96 well Eppendorf twin.tec plate,

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing end-repaired DNA at deck position 9 on top

of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “2. End Repair  Bead Purification stacked DW Row.pro  ” protocol

and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 1.6

b. DNA_vol 102

c. elute_vol 20

d. samples 12 (or multiple of 12)
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13. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the 

Solexa database.

14. Proceed to “Add ‘A’ bases to 3’ end of the DNA fragments” protocol.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Step 7. Add ‘A’ bases to the 3’ end of end-repaired DNA fragments

13. Add 12.5 μl of A-Tailing Mix to each well of the Eppendorf twin.tec plate.

14. Gently mix up and down to mix the suspension.

15. Seal the plate with adhesive film.

16. Incubate in a thermal cycler for 30 minutes at 37°C. Do not use a heated lid.

17. Once the incubation step has completed, proceed immediately to

the  step  “Ligate  Adapters”.  No  SPRI  bead  purification  is

required.

Step 8. Ligate indexing-specific paired-end adapter

1. Add 2.5 μl of Resuspension Buffer to each well of the Eppendorf twin.tec plate.

1. Add 2.5 μl of thawd DNA Adapter Index to each well of the Eppendorf twin.tec plate.

1. Add 2.5 μl of DNA Ligase Mix to each well of the Eppendorf twin.tec plate.

2. Gently mix up and down to mix the suspension.

3. Seal the plate with adhesive film.

4. Incubate in a thermal cycler for 10 minutes at 30°C. Do not use a heated lid.

5. Once the incubation step has completed, add 5µl Stop Ligase Mix to each well of the

Eppendorf twin.tec plate.

6. Once the protocol has completed, proceed to automated SPRI bead Purification protocol.
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Step 9. Purify the adapter ligated samples using Agencourt AMPure XP beads 0.95x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  42.5μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  55µl of Illumina Resuspension Buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, 

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing adapter ligated DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “3_4  . Post Adapter Ligation Bead Purification stacked Row.pro  ” 

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 0.95

b. DNA_vol 47

c. elute_vol 52.5

d. samples 12 (or multiple of 12)
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13. Once the protocol has finished proceed to the second SPRI bead purification step.

Step 10. Second Prurification of adapter ligated samples using Agencourt AMPure XP 

   beads 1.0x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  50μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of Illumina Resuspension Buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, 

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing adapter ligated DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “3_4  . Post Adapter Ligation Bead Purification stacked Row.pro  ” 

protocol and follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

e. DNA to bead ratio 1.0

f. DNA_vol 54

g. elute_vol 30

h. samples 12 (or multiple of 12)
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13. Once the protocol has finished proceed to purification of the DNA library by Pippin Prep.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Step 11. Size Select  Ligation Products

1. Set up the Pippin Prep by following the manufacturers' instructions.

2. Use the program “tight cut 500”.

3. After size selecting the DNA libraries continue with an AMPure XP clean up.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)
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Step 12. Purify the size selected samples using Agencourt AMPure XP beads 1.0x

13. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

14. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

15. Place an empty tip box on position 1.

16. Place a full tip box on position 2.

17. Aliquot  70μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

18. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

19. Aliquot  25µl of Illumina Resuspension Buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, 

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

20. Aliquot  180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

21. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

22. Place the Eppendorf twin.tec plate containing adapter ligated DNA at deck position 9 on 

top of the ethanol plates.

23. Start Bravo automated “Post Pippin   Bead Purification stacked Row.pro  ” protocol and 

follow the instructions.

24. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 1.0

b. DNA_vol 70

c. elute_vol 20

d. samples 12 (or multiple of 12)
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e.

SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Step 13. Amplify the Size-Selected Library

1. Add 5µl of thawed Illumina PCR Primer Cocktail to each well of the Eppendorf twin.tec 

plate.

2. Add 25µl thawed Illumina PCR Master Mix to each well of the PCR plate.

3. Gently mix up and down thoroughly. 

4. Seal the plate with adhesive film.

5. Run the program in a thermal cycler as follows:

Step                       Temperature                       Time

Step 1 98°C 30seconds

Step 2 98°C 10seconds
Step 3 60°C 30seconds
Step 4 72°C 30seconds
Step 5 Repeat Step 2 through 4 for a total of  10 times

Step 6 72°C 5minutes
Step7 4°C Hold

3. Once the incubation step has completed, proceed to automated SPRI bead Purification 

protocol.
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Step 14. Purify the amplified samples using Agencourt AMPure XP beads 1.0x

1. Let the AMPure XP beads come to room temperature for at least 30 minutes. 

2. Wipe down Agilent Bravo deck with 70% Ethanol.

3. Place an empty tip box on position 1.

4. Place a full tip box on position 2.

5. Aliquot  50μl of homogenous Agencourt AMPure XP beads in a 96 well Eppendorf 

twin.tec plate, then place plate at deck position 5.

6. Place an empty Eppendorf twin.tec plate on deck position 9 for final sample collection.

7. Aliquot  35µl of Illumina Resuspension Buffer in a 96 well Eppendorf twin.tec plate, 

then place plate at deck position 9 on top of the sample collection plate.

8. Aliquot  180µl of 80% ethanol in two 96 well Eppendorf twin.tec plates, then place plates

at deck position 9 on top of the buffer plate.

9. Place Dynal MPC-92S magnet at deck position 7. 

10. Place the Eppendorf twin.tec plate containing amplified DNA at deck position 9 on top of 

the ethanol plates.

11. Start Bravo automated “5  . Post PCR Bead Purification stacked Row.pro  ” protocol and 

follow the instructions.

12. Enter parameters for the purification step as follows:

a. DNA to bead ratio 1.0

b. DNA_vol 52

c. elute_vol 32.5

d. samples 12 (or multiple of 12)
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13. Once the protocol has finished assess quality and quantity with

the Agilent 2100 Bioanalyzer. 

SAFE STOPPING POINT (-20°C)

Step 14. Assess quality and quantity with the Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA 1000 Kit)

1. Let the Bioanalyzer DNA 1000 Kit come to room temperature at least 30 minutes.

2. Check that  the 2100 Bioanalyzer  electrodes have been cleaned as  instructed  in  the

reagent kit guide.

3. Turn  on  the  2100  Bioanalyzer,  open  the  Agilent  2100  Expert  Software  and  check

communication.

4. Within the instrument context, choose the DNA 1000 assay from the drop down list.

5. Enter sample names and comments in the Data and Assay context.

6. Mix the samples carefully.

7. Prepare the chip, samples and ladder as instructed in the reagent kit guide.

8. Load the prepared chip into the 2100 Bioanalyzer and start the run within five minutes

after preparation.

9. Set the peak from the beginning of the curve to the end. Verify the results. Check that the

electropherogram  shows  a  distribution  with  a  peak  height  between  350  to  700

nucleotides (average 430bp).
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10. Import ng/µl, nM and bp of each sample into the sample tracking sheet generated by the 

Solexa database.

11. Dilute the samples to 10 nM stocks if sample concentration is above 15 nM and transfer

them in 2D barcoded tubes and label them.

12. Once the quality measurement has finished proceed with the PicoGreen Quantification 

and import the final sample tracking sheet into the database. 
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5.3 Lab Tracking-Formulare für die automatisierten Exom-
Library-Präparation auf der Bravo Liquid Handling
Station
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DNA batch description:____________________________________________________ Date:______________________

PLEASE MAKE A NOTE OF THE USED THERMOCYCLER AT EACH INCUBATION STEP

1 Measurement of DNA stocks
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
Quality and Quantity control: Start:__________Stop:__________

      measurement of 1µl DNA stock per sample
      verification of DNA quality and quantity 

2 Fragment DNA
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Fragment DNA: Start:__________Stop:__________

      dilution of 3µg DNA with low TE to a final volume of 50µl

3
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing sheared DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

4
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      DNA 1000 Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to 500bp
      average peak height 135bp

      result tables exported and sample tracking sheet for BA post shearing completed

Exome Lab Tracking Form

      NanoDrop cleaned with sodium hypochlorite

      (high molecular DNA with a minimum of 60ng/µl with a A260/280 ratio between 1.8 and 2.0 is required)

      covaris instrument at 7°C and degased at least for 30min

      sheared with  Broad settings (Broad SureSelect)
      sheared DNA transfered into an Eppendorf twin.tec plate

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 150µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 55µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

Quality Check via Bioanalyzer (DNA 1000 Kit)

      Bioanalyzer

      average concentration 45ng/µl (20ng/µl minimum)
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5 Perform End-Repair
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      End-Repair Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      51µl master mix added to 49µl sheared DNA sample
      incubated 30min at 20°C

6
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing end-repaired DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 2.SPRI bead purification protocol deep well started

7 Add 'A' bases to the 3' end
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Add 'A' base Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      20µl master mix added to 30µl sheared DNA sample 
      incubated 30min at 37°C

8
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing 'A' base added DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      Nunc 1.2ml deep well plate containing 220µl AMPure beads at position 5 
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 37µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 110µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7
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9 Ligate indexing-specific adapters
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Ligate Adapters Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      21,5µl master mix added to 30µl sheared DNA sample 
      incubated 15min at 20°C 

10
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing adapter ligated DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

11 Amplify adapter-ligated library
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Amplify DNA Fragments Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      20µl master mix added to 30µl sheared DNA sample
      PCR program started

12
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing amplified DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 35µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 37µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 90µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7
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13
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      DNA 1000 Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to 700bp
      average peak height 245bp

14 Hybridize the library
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Concentrate the Library: Start:__________Stop:__________
      500ng library concentrated via speed vac centrifuge

      Prepare Master Mixes: Start:__________Stop:__________

      master mix for hybridization buffer prepared
      master mix for capture library prepared
      master mix for blocking buffer prepared

      Set up Hybridization: Start:__________Stop:__________

      3,4µl diluted DNA library added to blocking mix

      7µl capture library in the empty wells of the "library plate"
      "library plate" 2min at 65°C with a heated lid at 105°C
      13µl hybridization buffer into the capture libraries contained in the "library plate"
      10µl DNA library into the capture libraries contained in the "library plate"

      48h at 65°C with a heated lid at 105°C 

Quality Check via Bioanalyzer

      Bioanalyzer

      average concentration 60ng/µl (18ng/µl minimum)
      result tables exported and sample tracking sheet for BA preHyb completed

      library pellet in 3,4µl water diluted to 147ng/µl

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

      5.6µl blocking mix in an Eppendorf twin.tec plate ("library plate")

      cycler 1: "library plate" 5min at 95°C with a heated lid at 105°C 
      cycler 1: after 95°C step cycler temperature at 65°C
      cycler 2: cycler temperature at 65°C
      40µl hybridization buffer in a new Eppendorf twin.tec plate ("buffer plate")
      cycler 2: "buffer plate" 5min at 65°C with a heated lid at 105°C 

      hybridization mixture mixed by pipetting up and down 10 times 
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15 Perform automated Hybrid Capture 
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Select Hybrid Capture: Start:__________Stop:__________

      Bravo instrument set up and cleaned
      Bravo positions 4 and 6 to 65°C

      plate containing wash buffer 1 on position 8

      plate containing wash buffer 2 on position 6

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2

      replacement of used tip boxes during automated capture (time after run start)
      1:__________2:__________3:_________

16
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________

      waste container removed

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2

      replacement of used tip boxes during automated capture (time after run start)
      1:__________

17
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing amplified and enriched DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 2.SPRI bead purification protocol deep well started

      Dynal MyOne Streptavidin T1 magnetic beads washed
      200µl washed Strepatvidin beads in a Nunc 1,2ml deep well plate

      510µl SureSelect wash buffer into a Nunc 1,2ml deep well plate

      1900µl SureSelect wash buffer 2 into a Nunc 2,0ml deep well plate

      DynaMag magnetic plate on position 7

      hybridization mix transfered into the Streptavidin beads containing plate 
      Bravo protocol 3. PostHyb DNA wash with wash buffer 1 and 2 started

DNA Elution

      DNA Elution:
      plates containig wash buffer 1 and wash buffer 2 removed

      twin.tec plate containing 55µl water per sample on position 8 
      twin.tec plate containing 50µl SureSelct Neutralization buffer on deck position 9 

      Bravo protocol 4. PostHyb DNA elution started

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      Nunc 1.2ml deep well plate containing 180µl AMPure beads at position 5 
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7
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18
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Amplify Enriched Library Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      1µl specific index primer added 
      35µl master mix added to 15µl sheared DNA sample
      PCR program started

19
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing amplified DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

20
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      DNA HS Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to the end of the curve
      average peak height 300bp
      average molarity of 10nM (minimum 5nM)

      dilution to 10nM necessary?             _________

21
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________

      lambda DNA diluted (1:1000)
      8 points serial 1:2 dilution of lambda DNA 
      DNA libraries added to 100µl TE buffer

      results exported and sample tracking sheet completed

Amplify enrichend exome library and add index-tags

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 90µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl water per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 110µl 70% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

Quality Check via Bioanalyzer (DNA HS Kit)

      Bioanalyzer

      result tables exported and sample tracking sheet for BA postHyb completed

Library Quantification with picoGreen

      picoGreen measurement
      pico green thawed, mixed and centrifuged

      picoGreen dilution 1:200
      100µl picoGreen added to standard and library
      final xls. Sheet saved and printed
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22 Library Storage

Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Storage Arrangements Start:__________Stop:__________

Notes and Comments:

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

      final library sample tracking sheet uploaded (Solexa database)
      libraries trasfered in 2D barcode tubes
      barcode tubes laminated with library ID
      barcode box scanned
      plate positions imported (Solexa database)
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5.4 Lab Tracking-Formulare für die automatisierten Genom-
Library-Präparation auf der Bravo Liquid Handling
Station
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Whole Genome Lab Tracking Form

DNA batch description:____________________________________________________ Date:________________

1 Measurement of DNA stocks
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
Quality and Quantity control: Start:__________Stop:__________

      measurement of 1µl DNA stock per sample
      verification of DNA quality and quantity 
      (high molecular DNA with an  A260/280 ratio between 1.8 and 2.0 is required)

2 Fragment DNA
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Fragment DNA: Start:__________Stop:__________

      dilution of 1µg DNA with low TE to a final volume of 120µl
      shearing protocol “350bp”

3
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purify DNA: Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing sheared DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 2.SPRI bead purification protocol deep well started

4
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      DNA High Sensitivity Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to the end
      average peak height 380bp
      result tables exported and sample tracking sheet for BA post shearing completed

      NanoDrop cleaned with sodium hypochlorite

      Covaris instrument at 7°C and degased at least for 30min

      sheared DNA transferred into an Eppendorf twin.tec plate

Perform automated AMPure XP Purification

      twin.tec plate containing 90µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 53µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the buffer plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

Quality Check via Bioanalyzer (DNA High Sensitivity Kit)

      Bioanalyzer
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5 Perform End-Repair
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      End-Repair Start:__________Stop:__________

      40µl End-Repair Mix added

      incubated 30min at 30°C

6
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purify DNA: Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing end-repaired DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 2.SPRI bead purification protocol deep well started

7 Add 'A' bases to the 3' end
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Add 'A' base Start:__________Stop:__________

      12.5µl A-Tailing Mix added 
      incubated 30min at 37°C

8 Ligate indexing-specific adapters
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Ligate Adapters Start:__________Stop:__________

      master mix for end-repair prepared
      21,5µl master mix added to 30µl sheared DNA sample 
      incubated 10min at 30°C 

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

      10µl Illumina Resuspension Buffer added

Perform automated AMPure XP Purification

      twin.tec plate containing 160µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 25µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the buffer
      DynaMag magnetic plate on position 7

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

      5µl Stop Ligase Mix added

269



9
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purify DNA:
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing adapter-ligated DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

10
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purify DNA:
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing purified DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

11 Size Selection of Adapter Ligated Fragments
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Size Selection:
      1,5% Size Select Pippin Gel
      fill up all buffer wells

      test run performed
      40ul buffer removed from the sample wells
      40ul DNA-Marker added to one sample well
      10ul loading solution mixed with 30ul of the library
      40ul library mixed with loading solution added to the other lanes
      start run 500bp tight cut

      remove size selected library 

12
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Purify DNA:
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing purified DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol post pippin prep purification protocol stacked DW started

Perform automated AMPure XP Purification

      twin.tec plate containing 42.5µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 55µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the buffer
      DynaMag magnetic plate on position 7

Perform automated AMPure XP Purification

      twin.tec plate containing 50µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the buffer
      DynaMag magnetic plate on position 7

      volume of elution wells replaced with 40ul fresh buffer

      elution wells sealed with adhesive film 

Perform automated AMPure XP Purification

      NUNC deep well plate 1.0ml plate containing 70µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 25µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the buffer
      DynaMag magnetic plate on position 7
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13 Amplify adapter-ligated library
Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Amplification Start:__________Stop:__________

      5µl PCR Primer Cocktail added
      25µl PCR master mix added
      PCR program started

14
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      beads 30min at RT, homogenous
      Bravo instrument set up and cleaned

      empty tip box on position 1
      box with fresh tips on position 2
      plate containing amplified DNA on top of the stack on position 9
      Bravo protocol 1.SPRI bead purification protocol stacked started

15
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________
      DNA 1000 Kit 30min at RT
      1µl sample per well
      verification of quality and quantity of sheared DNA 
      peak from the beginning of the curve to the end
      average peak height 430bp

      dilute samples to 10nM stocks

16
Date: ____________________________
Operator: ____________________________

Start:__________Stop:__________

      lambda DNA diluted (1:1000)
      8 points serial 1:2 dilution of lambda DNA 
      DNA libraries added to 100µl TE buffer

      results exported and sample tracking sheet completed

      thawed reagents mixed and briefly centrifugated

Perform automated AMPure XP Purification

      Purifiy DNA:

      twin.tec plate containing 50µl AMPure beads at position 5
      empty twin.tec plate on position 9 for purified DNA
      twin.tec plate containing 35µl Illumina Resuspension buffer per sample on position 9 on top of the empty plate
      two twin.tec plates containing 180µl 80% EtOH per sample on position 9 on top of the water plate
      DynaMag magnetic plate on position 7

Quality Check via Bioanalyzer

      Bioanalyzer

      result tables exported and sample tracking sheet for BA preHyb completed

Library Quantification with picoGreen Post Dilution

      picoGreen measurement
      pico green thawed, mixed and centrifuged

      picoGreen dilution 1:200
      100µl picoGreen added to standard and library
      final xls. Sheet saved and printed
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17 Library Storage

Date: ____________________________
Operator: ____________________________
      Storage Arrangements Start:__________Stop:__________

Notes and Comments:

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________

      final library sample tracking sheet uploaded (Solexa database)
      libraries trasfered in 2D barcode tubes
      barcode tubes laminated with library ID
      barcode box scanned
      plate positions imported (Solexa database)
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5.5 Primer

5.5.1 Primer für VPS35

Tabelle 19: Intronische Primer für die Amplfifikation der kodierenden Sequenz
von VPS35.

Exon Vorwärstprimer Rückwärtsprimer Amplikon-Größe in bp

1 AGGCCAATCAATGAGCCG AATCGGGCTGGTCTTAATCC 270
2 CTGGACATTGTTGGAGAAGG TGAAGATTAGATTTACCAGAAACACC 301
3 GCAAGGTGAACCGATCTAAG CAAACAAAATAGGCCTTATCAAGAA 332
4 CGGCTAAAATTCATCCTTCG ACAGACACAAAAGTTCTCTGATTTG 308
5 AAATGAGATATTTTCCTTGTCATGC GGCTGACTGGGTGGAAGAAT 440
6 AAGTAGGAAATACACAAAGGAGAAGG AACACTGCATATATATCTTTCCGTTTA 453
7 AGTTAGTAGTTCAAATGCGTTACTAGA TCACCACACCCCGCAAG 305
8 CAAAAGTAATGTGTTTGAATTTAGTTG TTAAGCCTCTTTCATGTCTAACCT 433
9 TTGAGTGGAGAGTGCGTGAC GGCAAGATTAATCAGAGAGACTTG 467
10 CATGCCTTCAGAGGATGTTG CAAATGCCAGCAGTTCAAAA 232
11 CCACAGAAGACTATAACAACCTCC AGATGGGAGGGGAGGGTAAT 451
12 GCCAATGGTTTCACCTCAGT GCAATTCCTTCAAAACCATCT 316
13 CTGTCTCTGGGTTGTTGTGAC TAGAGAGTTGGCGAAAATGG 447
14 AAATGGATATCCTGGAACAAG TGCAAACAAGCAACTGAACC 309
15 TGCTCAACTAGAGGATGGTTG ACACAAGGCCATGACAACTG 366
16 TGTTGTGTTTCTTTGTATGAAAACG CAAATCTCCTAAGAGTAGGAAGGG 281
17 GGAATTGTATCCCCATCTTTC TATGGAAGGGAAACCTAGCG 400
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