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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Beim Glioblastom handelt es sich um den am haufigsten auftretenden und um den bosartigsten
Gehirntumor im zentralen Nervensystem. Die mittlere Uberlebensdauer liegt bei rund einem
Jahr. Bei Glioblastomen unterscheidet man zwischen neu entstehendem primaren und dem aus
niedrig-gradigen Astrozytomen hervorgehenden sekundaren Glioblastomen. Die Entstehung von
Glioblastomen ist durch genetischer und epigenetischer Veranderungen verursacht. Mutationen,
eine aberrante Methylierung von Promotorregionen und auch strukturelle Veranderungen
kdnnen zur Aktivierung von Onkogenen oder zur Inaktivierung von Tumorsupressorgenen fiihren.
Primare und sekundare Glioblastome weisen einige gemeinsame genetische Veranderungen (z.B.
LOH 10q) auf, andere Veranderungen hingegen charakterisieren jeweils primare (EGFR-
Mutation/Amplifikationen) und sekundére (/DH1 Mutationen) Glioblastome.

Die (Epi-) Genomforschung profitierte in grolem Male durch die Einflihrung der Next
Generation Sequencing (NGS) Technologien. Dennoch ist die Anwendung in Vergleichsstudien
ganzer (Epi-) Genome vor allem aus Kostengriinden kaum durchfiihrbar. Das Verfahren der
Microarray-based Genomic Selection (MGS) ermoglicht die Anreicherung interessierender
genomische Bereiche

Ziel dieser Studie war es, mittels Next Generation Sequencing Technologien neue epigenetische
und genetische Aberrationen im Glioblastom zu identifizieren. Hierzu wurde in dieser Arbeit eine
auf MGS basierende Methode zu subgenomischen Anreicherung entwickelt, die eine DNA-
Methylierungsanalyse erlaubt (Bisulfit-Anreicherung). Mittels Bisulfit-Anreicherung wurden dann
die Promotorbereiche des haufig deletierten Chromosoms 10q untersucht. Jeweils 10 primare
und sekunddre Glioblastome sowie 6 Normalhirn-Kontrollen wurden prozessiert. Das
Unsupervised Clustering nach dem Methylierungsgrad zeigte die Einteilung in primare und
sekunddre Glioblastome. Sekunddre Glioblastome weisen im Vergleich zu primadren
Glioblastomen eine Hypermethylierung auf. Der Vergleich der verschiedenen Probengruppen
ergab eine Reihe von hypermethylierten Genen. Von denen wurden DKK1, SEC31B, RASGEF1A
und KCNMA1 in sekundadren Glioblastomen als hypermethyliert validiert. Eine verminderte
Expression dieser Kandidatengene war mit einem prognostisch unglinstigeren Verlauf fir

Glioblastom Patienten assoziiert.

Strukturelle Veranderungen im Glioblastom-Genom wurden durch Mate-Pair Sequenzierung
untersucht. Neben bekannten Amplifikationen wurden eine unbekannte Amplifikation der Gene
COX412, BCL2L1 und TPX2 sowie eine Deletion des Gens TTC34 in sekundéaren Glioblastomen

identifiziert.

Vi



Zusammenfassung

Summary

Glioblastoma is the most frequent and lethal cancer originating in the central nervous system
with a median survival time of one year. Two types of glioblastoma are distinguished, primary
glioblastoma that arise de novo and secondary glioblastoma that develop by progression from
low-grade astrocytomas. The development of glioblastoma is a consequence genetic and
epigenetic aberrantions. Mutations, aberrant methylation patterns as well as structural
variations can lead to the activation of oncogenes or the inactivation of tumor suppressor genes.
While primary and secondary glioblastomas share some genetic features (e.g. LOH 10q), other
characteristics are more common in primary glioblastomas (EGFR amplifications/mutations) and
secondary glioblastomas (/DH1 mutation).

Comprehensive (epi)-genetic variation studies have greatly benefited from the introduction of
the next-generation-sequencing (NGS) platforms. However, due to tremendous costs this
technology is still not applicable for studies comparing several (epi)-genomes. The Microarray-
based Genomic Selection (MGS) approach enables to capture specific regions of interest.

The aim of this study was the identification of unknown epigenetic and genetic aberrations in
glioblastoma using NGS technologies. A new method named Bisulfite Capture, based on MGS,
was established allowing the analysis of DNA-methylation patterns of subgenomic regions.
Bisulfite Capture was used to investigate promoter regions of chromosome 10q which is
frequently deleted in glioblastoma samples. 10 primary and 11 secondary glioblastoma samples
as well as 6 normal brain samples were analyzed. Unsupervised clustering identified two
subgroups representing primary and secondary glioblastoma. In comparison to primary
glioblastoma, secondary glioblastoma was hypermethylated. Hypermethylated genes could be
identified comparing different sample groups. Thereof the hypermethylation of DKK1, SEC31B,
RASGEF1A and KCNMA1 could be confirmed in secondary glioblastoma. Correlation with the
individual outcome confirmed that a reduced gene expression of these candidate genes was

associated with an unfavourable prognosis in glioblastoma patients.

Structural variations in glioblastoma were indentified using Mate-Pair Sequencing. Both, known
amplifications and the unknown amplification of the genes COX4/2, BCL2L1 and TPX2 as well as

the deletion of TTC34, could be identified in secondary glioblastoma.

Vi






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebs

Krebs ist nach kardiovaskuldren Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in Deutschland
(Abbildung 1), in der westlichen Welt und sogar die haufigste Todesursache weltweit. Der WHO
zufolge sind 13 % aller weltweiten Todesfille durch eine Krebserkrankung verursacht. Als
krebsauslosende Faktoren kommen physikalische Karzinogene (z.B. UV-Strahlung, ionisierende
Strahlung), chemische Karzinogene (z.B. Inhaltstoffe des Tabakrauchs, Asbest) oder biologische
Karzinogene (z.B. HPV, Helicobacter pylori) in Betracht; auferdem spielen genetische
Dispositionen eine Rolle.

Manner Frauen

Sonstige Sonstige

Unfille Unfille

Kreislaufsystem
36,6%

Verdauungsorgane Verdauungsorgane

Kreislaufsystem
45.2%

Atmungsorgane Atmungsorgane

Abbildung 1 Todesursachen in Deutschland im Jahr 2010.

(Quelle Abteilung Epidemiologie von Krebserkrankungen)

Krebs ist durch eine Deregulierung von Genen verursacht, die fir die Zellintegritat verantwortlich
sind; dadurch kommt es zu unkontrolliertem Zellwachstum. Die Transformation einer normalen
Zelle in eine Tumorzelle ist typischerweise durch verschiedenste genetische Verdnderungen
verursacht. Die meisten Tumore entstehen aus einer einzelnen Zelle. Es handelt sich um einen
progressiven Prozess (Fearon and Vogelstein 1990), bei dem Zellen mit genetischen
Verdanderungen die Zellwachstum und Viabilitdt beglinstigen einen Selektionsvorteil haben. Bei
diesem Prozess der ,clonal evolution” (Nowell 1976; Axelrod, Axelrod et al. 2006) handelt es sich
um eine ganze Serie von Mutationen. Jede fiir sich flhrt jeweils zu einem Wachstumsvorteil einer
Zelle. Schlussendlich entsteht eine Zellpopulation, die die normalen Kontrollmechanismen zur
Aufrechterhaltung der Zellintegritdit umgeht und unkontrolliert proliferiert; es kommt zur
Tumorformation.

Hanahan und Weinberg (Hanahan and Weinberg 2000) definierten sechs Eigenschaften
(hallmarks of cancer), die wahrend und nach der malignen Transformation zu einer nachhaltigen
Veranderung der Zellphysiologie fiihren: (1) Unabhéangigkeit von externen Wachstumssignalen,

(2) Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, (3) Invasion und Metastasierung, (4)




Einleitung

unbegrenztes Replikationspotential, (5) andauernde Angiogenese, sowie (6) Apoptoserestistenz
(Abbildung 2). Zusatzlich zu diesen etablierten Eigenschaften definierten Hanahan und Weinberg
kirzlich (Hanahan and Weinberg 2011) zwei weitere Eigenschaften, die in der Pathogenese
einiger oder womoglich aller Krebszellen involviert sind: Umprogrammierung des
Energiemetabolismus und Immunevasion. Wahrend der Transformation normaler Zellen in
Krebszellen miissen jedoch nicht alle dieser neuen Eigenschaften erworben werden (Hanahan
and Weinberg 2011).

Unabhangigkeit von
externen
Wachstumssignalen

Resistenz gegeniiber
Apoptoseresistenz wachstumshemmenden
NEGELE

Invasion und
Metastasierung

Andauernde Angiogenese

Unbegrenztes
Repliaktionspotential

Abbildung 2 ,,Hallmarks of Cancer”, erworbene Fahigkeiten von Krebszellen.
[Modifiziert nach (Hanahan und Weinberg, 2011)]

All diese erworbenen Eigenschaften resultieren aus den Veranderungen von Genen, die fir
Proliferation, Differenzierung und Apoptose zustdndig sind. Proliferation, Differenzierung und
Apoptose sind aber physiologische Prozesse, die unter bestimmten Umstanden in allen Zellarten
auftreten. Das Gleichgewicht dieser drei Prozesse ist zur Aufrechterhaltung der Integritdt des
Organismus streng reguliert.

Die Entstehung von Krebs ist eine Folge von Mutationen in Zellen. Mutationen betreffen
entweder die DNA-Sequenz direkt oder es kommt zu Anderungen in der DNA-Methylierung.
Direkte Veranderungen der DNA-Sequenz kénnen durch Punkmutationen, Deletionen oder
Amplifikationen gréRerer oder kleinerer Bereiche oder durch Translokationen verursacht werden.
Epimutationen (Anderungen in der Chromatinstruktur sowie der DNA-Methylierung) verindern
nicht die DNA-Sequenz selbst kdnnen aber auch zu unkontrolliertem Zellwachstum und damit zur
Tumorformation fiihren. Mutationen, die zur Krebsentstehung fiihren, betreffen vor allem zwei
Klassen von Genen: Onkogene und Tumorsuppressorgene. In Onkogenen filhren Mutationen
meist zu einem dominanten  Funktionszugewinn,  wohingegen  Mutationen in

Tumorsuppressorgenen zu einem rezessiven Funktionsverlust fiihren (Weinberg 2007).
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1.1.1 Onkogene

Bei Onkogenen handelt es sich um Gene, deren unkontrollierte Aktivierung zu unkontrolliertem
Zellwachstum, Differenzierung und zur Apoptoserestistenz fiihren. Onkogene entstehen aus
Proto-Onkogenen, die streng kontrolliert fiir die normale Zellphysiologie verantwortlich sind
(Weinberg 2007). Proto-Onkogene sind oftmals an Signaltransduktionswegen und bei der
Ausschittung von mitogenen Signalen beteiligt (Todd and Wong 1999).

Onkogene wurden erstmals im Rous-Sarkom-Virus (RSV) beschrieben. Der Ursprung der
onkogenen Sequenzen liegt allerdings in den Wirtszellen, die vom Virus wahrend der Replikation
aufgenommen wurden (Duesberg and Vogt 1970; Martin 1970; Stehelin, Varmus et al. 1976).
Mutationen, die zur Aktivierung von Proto-Onkogenen fiihren, kdnnen in zwei Klassen eingeteilt
werden: Solche die zu Strukturveranderungen des codierten Proteins fihren und solche die zu
einer Uberexpression des Gens bzw. Proteins fiihren.

Zu den strukturverandernden Mutationen zdhlen Punktmutationen, die zu einer konstitutiven
Aktivierung des codierten Proteins oder zu einer erhohten Proteinaktivitdt fihren konnen,
beispielsweise RAS (Tabin, Bradley et al. 1982). Aktivierende RAS Mutationen kénnen in rund
20 % aller Tumoren gefunden werden (Bos 1989). Das aktivierte RAS Protein tragt hierbei durch
die Deregulierung des Zellwachstums, Apoptose, Invasion und Angiogenese zum Krebsphanotyp
bei (Shields, Pruitt et al. 2000). Desweiteren gehéren chromosomale Translokationen ebenso zu
den strukturverdndernden Mutationen. Die Translokation t(9;22)(g34;911), bekannt als das
Philadelphia-Chromosom, fiihrt in Chronisch Myeloischer Leukdmie (CML) zum Fusionsgen
BRC-ABL, das unkontrolliertes Zellwachstum hervorruft (Nowell and Hungerford 1960).
Translokationen kdnnen nicht nur zu Strukturveranderungen fiihren, sondern ebenso eine
Uberexpression des Gens bzw. Proteins hervorrufen. Durch eine Translokation wird das MYC im
Burkitt-Lymphom unter die Kontrolle einer Enhancer-Sequenz von Immunglobulinen gestellt;
dadurch kommt es zur Uberexpression von Myc und einer gesteigerten Zellproliferation (Hecht
and Aster 2000). Eine Erhéhung der Kopienanzahl von genomischen Bereichen (Gen-
Amplifikation) kann ebenfalls zu einer gesteigerten Genexpression fiihren. Amplifikationen im
Bereich des EGFR-Gens auf Chromosom 7 fiihren in bis zu 70 % der primaren Glioblastome zu
einer Uberexpression von EGFR, die ursdchlich mit der Pathogenese von Gliomen im
Zusammenhang steht (Huang, Xu et al. 2009).

Solche ,,Gain-of-Function“-Mutationen, die aktivierend auf Onkogene wirken, sind auf zelluldrer

Ebene meist dominant.
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1.1.2 Tumorsuppressorgene

Kennzeichnend fiur alle Tumorsuppressorgene (TSG) ist, dass sie die Zelle vor der malignen
Transformation bewahren. Dabei nehmen TSG regulierende Funktionen u.a. im Zellzyklus, bei
Apoptose und Zelladhasion ein.

TSG kdénnen in zwei Klassen eingeteilt werden: (1) ,Caretaker”, diese Klasse von TSG ist fur die
Integritat und die Stabilisierung des Genoms zustdndig. Durch solche Mutationen kommt es nicht
direkt zur Tumorformation, vielmehr flihren solche zu einer erhéhten Mutationsrate aller Gene,
einschlieBlich den (2) ,Gatekeeper”. Diese Klasse von Genen ist direkt an der Regulierung von
Proliferation oder Apoptose beteiligt (Kinzler and Vogelstein 1997).

Als Voraussetzung zur Tumorentstehung missen nach der ,two-hit“-Hypothese von Alfred
Knudson (Nordling 1953; Knudson 1971) beide, maternales und paternales Allel der , Caretaker”
und ,,Gatekeeper” funktionsunfahig sein.

Funktionsverluste von TSG kénnen genetischen (Punktmutation, Deletion) oder epigenetischen
(Promotorhypermethylierung) Ursprungs sein. So zahlt z.B. TP53 zu den am haufigsten mutierten
Genen bei Krebserkrankungen (Vogelstein, Lane et al. 2000). Epigenetische Mutationen, die mit
der Inaktivierung von TSG einhergehen, wurden beispielweise von SFRP (Suzuki, Watkins et al.
2004), von CDKN2A (Holst, Nuovo et al. 2003) oder HIC-1 (Wales, Biel et al. 1995) beschrieben.
Dabei sind die Mechanismen zur Inaktivierung der beiden Allele in den meisten Fallen
unterschiedlich.

Einer Inaktivierung des ersten Allels durch Punktmutation oder Promotorhypermethylierung
(1. Hit) folgt die Inaktivierung oder Eliminierung des zweiten Allels (2. Hit). Der loss of
heterozygosity (LOH, Verlust des heterozygoten Zustands) fiihrt dann zum vollstdndigen
Funktionsverlust des TSG (Weinberg 2007). Der LOH kann dabei durch Deletion, Genkonversion,
mitotische Rekombination oder Fehlsegregation (,,Non-Disjunction”) verursacht sein (Wijnhoven,
Kool et al. 2001). So ist beispielsweise in Glioblastomen das TSG PTEN mutiert bzw. heterozygot
deletiert. Im Umkehrschluss (Osborne and Hamshere 2000) kénnen daher in haufig heterozygot
deletierten Bereichen (z.B. langer Arm des Chromosom 10 in Glioblastomen) TSG vermutet

werden, die durch (Epi-) Mutation im ersten Allel funktionsuntiichtig sind.

Ausnahmen in der ,two-hit“-Hypothese stellen solche TSG dar, die eine Haploinsuffizienz
aufweisen. Bei solchen TSG geniigt die Inaktivierung eines der beiden Allele; die normale
Funktion des TSG ist gestort es kommt zur Tumorgenese. Im Gegensatz zu klassischen TSG, deren
Funktionsfahigkeit unempfindlich gegeniiber eines stark verringerten Expressionslevels oder
Proteinaktivitat ist, erzeugen haploinsuffiziente TSG schon bei halbiertem Expressionslevel bzw.
Proteinaktivitat einen abnormen Phanotyp. Bei TP53 handelt es sich beispielsweise um solch ein

haploinsuffizientes TSG (Berger, Knudson et al. 2011).

Es wird vermutet, dass der Verlust von TSG wesentlich haufiger ursachlich an der

Krebsentstehung beteiligt ist, als die Aktivierung von Onkogenen (Weinberg 2007).
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1.2 Epigenetik und Krebs

1.2.1 Epigenetik

Der Begriff ,Epigenetik” wurde von Conrad Waddington (1905-1975) gepragt, der damit den
»Zweig der Biologie, der die kausalen Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten
untersucht, welche den Phdnotyp hervorbringen” beschrieb (Waddington 1939). Heutzutage
werden unter dem Begriff Epigenetik vielmehr alle vererbbaren Chromosomenmodifikationen
zusammengefasst, die nicht auf der Verdnderung der DNA-Sequenz beruhen (Berger, Kouzarides
et al. 2009).

Die Epigenetik spielt eine grundlegende Rolle in der Regulation vieler zellularer Prozesse wie
Genexpression (Holliday and Pugh 1975), Suppression von Transponsons (Walsh, Chaillet et al.
1998), Zell-Differenzierung, Embryogenese (Meissner 2010), X-Inaktivierung (Lyon 1961) und
genomic imprinting (Surani, Barton et al. 1984).

Verdanderungen der Chromatinstruktur nehmen direkt positiv oder negativ regulatorischen
Einfluss auf zelluldre Prozesse wie die Kontrolle der Genexpression, DNA-Reparatur und DNA-
Replikation. Die Gesamtheit dieser epigenetischen Regulationsmechanismen wird als Epigenom
bezeichnet (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Das Epigenom. Die Gesamtheit der epigenetischen Regulationsmechanismen aus DNA-Methylierung,
Histon-Modifikationen, Nukleosom-Remodelling und ncRNAs charakterisieren das Epigenom jeder Zelle. Euchromatin
kennzeichnet aktive, transkriptionszugangliche Bereiche mit charakteristisch acetyliertem und tri-methyliertem H3K4
und H3K36. Heterochromatin kennzeichnet transkriptionsinaktive (unzugéngliche) Bereiche mit methylierten CpGs
sowie der Di- und Tri-methylierung von H3K9 und H3K27. [Modifiziert nach (Baylin and Jones 2011)]
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Zu den epigenetischen Modifikationen gehéren DNA-Methylierung (Bird 2002), ,,Nucleosome
Remodelling” (Vaquero, Loyola et al. 2003), Histon-Modifikationen (Kouzarides 2007), sowie
RNAi vermittelte Mechanismen (non-coding RNA, ncRNA) (Volpe, Kidner et al. 2002). All diese
epigenetischen Mechanismen fiihren zu lokalen Verdanderungen in der Chromatinstruktur.
Epigenome unterscheiden sich nicht nur zwischen einzelnen Organismen - eineiige Zwillinge
besitzen unterschiedliche Epigenome (Fraga, Ballestar et al. 2005) - sondern sind spezifisch fir

einzelne Gewebe oder sogar Zelltypen.

Die Epigenetik besitzt eine grofle Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der normalen
Zellpyhsiologie. Viele Krankheiten, vor allem auch Krebs, entstehen, wenn falsche epigenetische
Markierungen (DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen) neu entstehen oder zur falschen

Zeit an der falschen Stelle positioniert werden (Esteller 2002).

1.2.1.1 Histon-Modifikationen

Histonproteine spielen in der Epigenetik eine zentrale Rolle und sind als Bestandteil des
Chromatins fiir die Verpackung und Expression der DNA zustdndig. Die kleineste Einheit des
Chromatins ist das Nukleosom. Ein Nukleosom wird aus acht Histonproteinen, je zwei Kopien der
Histone H2A, H2B, H3 und H4 und einem 147 bp DNA-Abschnitt gebildet. Die benachbarten
Nukleosome sind durch einen 50 bp DNA-Abschnitt (Linker-DNA) voneinander getrennt. Mit
dieser Linker-DNA ist das Histon H1 assoziiert. Alle Histone bestehen aus einem globuldren Kern
und unstrukturierten, flexiblen N-terminalen Armen aus lberwiegend basischen Aminosauren
(AS). Diese N-terminale Arme sind Gegenstand posttranslationaler Modifikationen wie
Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquininylierung, SUMOylierung oder ADP-
Ribosylierung.

Histon-Modifikationen spielen bei der Kontrolle der Transkription, alternativem SpleiBen, DNA-
Reparatur und -Replikation eine wichtige Rolle und werden von einer ganzen Reihe von Proteinen
katalysiert (Kouzarides 2007; Luco, Pan et al. 2010). Darunter fallen Histon-Acetyltransferasen
(HAT) und Histondeacetylasen (HDAC), die die Acetylierung bzw. Deacetylierung von Lysinresten
katalysieren. Durch die Acetylierung eines Lysinrests wird dessen positive Ladung teilweise
neutralisiert und die Bindung mit der negativ geladenen DNA aufgelockert. Die
Transkriptionsmaschinerie kann sich an die DNA anlagern; es kommt zur transkriptionellen
Aktivierung.

Histon-Methyltransferasen (HMT) katalysieren den Transfer von bis zu drei Methylgruppen auf
Lysin- oder Argininreste von Histonen. Methylierte Histone kdnnen je nach Positionierung der
Methylgruppen entweder aktivierend oder reprimierend auf die Transkription wirken. Dabei
bewirken die Histon-Modifikationen eine Veranderung im Chromatin (s.0.) oder dienen als

Erkennungs- bzw. Bindungsstelle fiir weitere Effektorproteine.

Der Transkriptionsstatus des Genoms lasst sich anhand der Chromatinkondensation in zwei

Stadien einteilen: (1) Transkriptionell aktives Euchromatin weist einen hohen Acetylierungsgrad
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und Trimethylierung von H3K4', H3K36 und H3K79 auf. (2) Transkriptionell inaktives
Heterochromatin besitzt einen geringe Acetylierung, aber eine Methylierung von H3K9, H3K27,
und H4K20 (Li, Carey et al. 2007) (Abbildung 3).

1.2.1.2 DNA-Methylierung

Die am besten untersuchte epigenetische Modifikation der DNA ist die Methylierung an der C5-
Position von Cytosinen (Abbildung 4). In normalen Zellen konzentriert sich die DNA-Methylierung
auf repetitive genomische Bereiche einschlieBlich Satelliten-DNA (LINEs, SINEs), sowie endogene
Retrovirus-Sequenzen (Yoder, Walsh et al. 1997).

Die DNA-Methylierung von Cytosinen wird in Sdugerzellen durch DNA-Methyltransferasen
katalysiert (DNMT). Zur Familie der DNMT gehéren Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b und Dnmt3L?
(Bestor 2000; Chen and Li 2004; Chedin 2011). Dnmt3a, Dnmt3b und Dnmt3L sind de novo
Methyltransferasen. Dabei sind Dnmt3a und Dnmt3b fir die Methylierung von embryonalen
Stammzellen oder auch Krebszellen verantwortlich (Okano, Bell et al. 1999). Das
Methylierungsmuster, das wahrend der Gametogenese durch das Imprinting der mitterlichen
Allele entsteht, wird durch Dnmt3L vermittelt (Turek-Plewa and Jagodzinski 2005). Dnmt1 ist fur
die Aufrechterhaltung des Methylierungsmusters wahrend der Replikation zustandig
(,maintenance Methylransferase”). Diese Methyltransferase erkennt und methyliert
hemimethylierte CpG-Dinukleotide (Groth, Rocha et al. 2007).

NH, NH,
T T H____.- N__._.- CHE
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Cytosin 5-Methylcytosin

Abbildung 4 Methylierung von CpG-Dinukleotiden in der DNA.
A= Adenin, T= Thymin, G= Guanin, C= Cytosin, M= Methylgruppe

! Nomenklatur der Histon-Modifikationen
H3 K4 me3

Histon Modifikation
AS-Rest

mel, mono-Methylierung

me2, di-Methylierung

me3, tri-Methylierung

ac, Acetylierung
> Dnmt2 (heute TRDMT1) besitzt Sequenzhomologien zu den DNMT. 2006 wurde gezeigt, dass Dnmt2 die
Methylierung eines Aspartatrestes in tRNA katalysiert Goll, M. G., F. Kirpekar, et al. (2006). "Methylation of
tRNAAsp by the DNA methyltransferase homolog Dnmt2." Science 311(5759): 395-398.
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DNA-Methylierung findet vor allem in CpG-Dinukleotiden statt; die meisten CpGs liegen dabei
methyliert vor. Eine Methylierung von CpGs wird im gesamten Genom beobachtet. Einzige
Ausnahme stellen hierbei die meist unmethyliert vorliegenden CpG-Inseln (CGl) dar. Diese
mindestens 200 bp groflen Regionen sind mit 5-Regionen von Genen assoziiert, haben einen
(C+G)-Gehalt von mindestens 55 % in einem theoretischen Verhaltnis von beobachteten CpGs zu
erwarteten CpGs von 0,65, Alu Elemente sind hiervon ausgeschlossen (Gardiner-Garden and
Frommer 1987; Takai and Jones 2002). Diese CGI repradsentieren ca. 0,7 % des menschlichen
Genoms, enthalten aber rund 7 % aller CpGs (Fazzari and Greally 2004). Ungefdahr 60 % der
humanen Promotoren sind mit CGI assoziiert. Andere Promotoren hingegen weisen keinerlei
dieser definierten CGI auf. Dennoch konnten gewebsspezifische Methylierungsmuster
nachgewiesen werden, die in Zusammenhang mit aktiver Transkription stehen. So korreliert die
Expression von POU5F1 (OCT4) und NANOG mit dem Methylierungsmuster ihrer Promotoren.
Dennoch besitzen diese Gene keine annotierten CGl im Promotor (Blelloch, Wang et al. 2006). In
transkriptionsinaktiven Bereichen, wie das inaktivierte X-Chromosom des weiblichen Phanotyps
sowie das inaktivierte Allel von imprinted genes, sind die Promotor-assoziierten CGI generell
methyliert und diese Methylierung ist essentiell fir den transkriptionsinaktiven Status.

Die DNA-Methylierung von Promotoren reguliert die Genexpression durch zwei unterschiedliche
Mechanismen. Zum einen kann DNA-Methylierung die Bindung von Transkriptionsfaktoren
verhindern (Watt and Molloy 1988). Zum anderen dient die DNA-Methylierung als Signal zur
Chromatinmodifikation durch Methyl-CpG-bindende Proteine (MBD). Diese MBDs (bekanntestes
Protein: MECP2) vermitteln die Kondensation des Chromatins (zu Heterochromatin). Durch die
mit den MBD assoziierten Co-Repressoren kommt es zur Repression der Transkription (Robertson
2002).

1.2.1.3 Epigenetische Veranderungen in Tumoren

Im klassischen Sinn wird Krebs als eine Erkrankung betrachtet, die durch eine Reihe von
progressiven genetischen Verdnderungen hervorgerufen wird. Dies beinhaltet Mutationen in
TSG und Onkogenen, sowie chromosomale Strukturverdanderungen (vgl. Kapitel 1.1). Krebs ist
jedoch auch eine Krankheit, deren Ursachen in epigenetischen Verdanderungen liegen
(Abbildung 5).

Eine globale Abnahme der DNA-Methylierung (Hypomethylierung) wurde 1983 als erste
epigenetische Abnormitat in Krebszellen beschrieben (Feinberg and Vogelstein 1983). Globale
Hypomethylierung in Krebszellen ist durch den Verlust der Methylierung der repetitiven
Sequenzen sowie der Demethylierung von codierenden Bereichen und Introns zuriickzufihren.
Dies kann zur Instabilitdt des Genoms - einem Charakteristikum von Krebs - beitragen (Hanahan
and Weinberg 2011). Die Demethylierung von spezifischen Promotoren kann zur Aktivierung von
Onkogenen oder zu einem loss of imprinting (LOI) fihren (Cruz-Correa, Cui et al. 2004; Esteller
2008). Beispielsweise fuhrt eine Hypomethylierung von PAX2 zur Aktivierung dieses Gens, das
fiir einen Transkriptionsfaktor codiert, der im Zusammenhang mit Proliferation beschrieben

wurde (Wu, Chen et al. 2005). Der Verlust von Methylgruppen, der zu einem LOI des IGF2 Gens




Einleitung

fiihrt, steht im Zusammenhang mit Brust-, Leber-, Lungen- sowie Darmkrebs (Ito, Koessler et al.
2008). Fehlerhaftes Imprinting durch Hypomethylierung wird ebenfalls beim Wilms-Tumor
beschrieben (Steenman, Rainier et al. 1994).

Promoter: * Acetylierte Histone
* Deacetylierte Histone * Hypomethylierung
* Hypermethylierung ,Offenes” Chromatin

,Geschlossenes” Chromatin Reorimierend
. eprimierende
Methylierte CpGs Histon Modifikationen

Ehemals Abnorme
Methylierte CpGs Histonacetylierung

Abbildung 5 Epigenetische Veranderungen in Tumoren. Hypermethylierung und Deacetylierung von Histonen in
Promotorbereichen kennzeichnen transkriptionsinaktive Gene. Globale Hypomethylierung sowie hyperacetylierte
Histone fuihren zu einer gelockerten Chromatinstruktur und damit zu genomischer Instabilitat.

[Modifiziert nach (Baylin and Jones 2011)]

Der globalen Hypomethylierung gegeniiber steht die lokale Hypermethylierung von CGI in
Promotorregionen von TSG. Diese Hypermethylierung fiihrt oftmals zur transkriptionellen
Inaktivierung der TSG (Jones and Laird 1999). Erstmals beschrieben wurde eine
Promotorhypermethylierung im Zusammenhang mit der Inaktivierung des RB1 Gens (Greger,
Passarge et al. 1989). Aber auch weitere TSG wie CDKN2A, MLH1 und BRCA sind von diesem
Mechanismus betroffen (fiir eine Ubersicht von hypermethylierten, inaktivierten TSG siehe
(Herman and Baylin 2003; Baylin and Ohm 2006)). Die transkriptionelle Inaktivierung betrifft
dabei Gene, die flir DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle oder Apoptose zustandig sind. All diese
Gene stehen im Zusammenhang mit der Entstehung von Krebs (Herman and Baylin 2003; Esteller
2007). Epigenetische Verdanderungen kénnen prinzipiell zu jedem Zeitpunkt in der Tumorgenese
auftreten. Dennoch wird beobachtet, dass epigenetische Verdnderungen vor allem in friihen
Stadien der Tumorgenese auftreten (Feinberg and Tycko 2004). So kdnnen sich beispielsweise in
Zellen mit inaktiviertem MGMT spezifische Mutationen anhdufen, die durch die Unfahigkeit zur
DNA-Reparatur von 6-O-Methylguanin entstehen (Esteller, Hamilton et al. 1999).

Nicht nur TSG kénnen durch Promotorhypermethylierung inaktiviert werden, die genomweite
Expression von miRNAs ist durch Hypermethylierung ihrer Promotoren deutlich reduziert

(Lujambio, Ropero et al. 2007).
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Die bekannteste Veranderung von Histon-Modifikationen ist die globale Abnahme von
monoacetyliertem H4K16 (Fraga, Ballestar et al. 2005). Die Deacetylierung wird von HDACs
katalysiert, die in vielen Tumoren (berexprimiert oder mutiert sind (Zhu, Martin et al. 2004;
Ropero, Fraga et al. 2006). Mutationen oder Deletionen in HATs (katalysieren die Acetylierung
von Histonen) fiihren ebenso zu einem Ungleichgewicht bei der Histon-Acetylierung (Moore,
Herrick et al. 2004). Die Promotoren von inaktivierten Genen besitzen zusatzlich zur DNA-
Hypermethylierung reprimierende Markierungen wie die Deacetylierung von H3K9, eine
Zunahme von H3K27me3, sowie einer Reduktion von H3K4me3, einem Zeichen fir
Transkriptionsaktivitdat (Bachman, Park et al. 2003).

1.2.2 Analyse von DNA-Methylierung

Die Entdeckung, dass die Behandlung von denaturierter genomischer DNA mit Natriumbisulfit,
NaHSO; (im Folgenden genannt: Bisulfit) zur chemischen Desaminierung von Cytosinen fihrt,
revolutionierte die DNA-Methylierungsanalyse (Wang, Gehrke et al. 1980; Frommer, McDonald
et al. 1992). Diese Bisulfitbehandlung der DNA (iberfiihrt die epigenetische Markierung in eine
genetische Sequenzverdnderung; unmethyliertes Cytosin wird zu Uracil desaminiert und nach
PCR-Amplifikation zu Thymin konvertiert. Methyliertes Cytosin (5-Methylcytosin, Abbildung 4)
bleibt unverandert (Abbildung 6).

CH,4 CH,4

CCGGCATGTTTAAACGCT
GGCCGTACAAATTTGCGA

+Strang Bisulfitkonvertierung Strang

UCGGUATGTTTAAACGUT GGUCGTAUAAATTTGCGA

l PCR-Amplifikation l

TCGGTATGTTTAAACGTT CCAGCATATTTAAACGCT
AGCCATACAAATTTGCAA GGTCGTATAAATTTGCGA

Abbildung 6 Bisulfitkonvertierung von DNA. Unmethylierte Cytosine werden durch alkalische Bisulfitbehandlung zu
Uracil desaminiert. 5 Methylcytosin wird durch eine Bisulfitbehandlung nicht verandert. Die methylierungsabhangigen
Sequenzveranderungen der DNA koénnen basenspezifisch durch Sequenzierung detektiert werden (Frommer,
McDonald et al. 1992).

Die heute gdngigen Methoden zur Methylierungsanalyse kénnen grob in zwei Kategorien
aufgeteilt werden: Das Typing und das Profiling. Beim Typing wird Locus-spezifisch der DNA-
Methylierungsstatus einzelner CpGs untersucht, wohingegen das Profiling zur genomweiten
DNA-Methylierungsanalyse eingesetzt wird. Fir beide Anwendungsfille gibt es die
unterschiedlichsten Verfahren und Methoden (Abbildung 7).
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Heutzutage gibt es eine ganze Reihe von Methoden zur Locus-spezifischen DNA-
Methylierungsanalyse. Dazu zdhlen PCR-basierte Methoden wie methylationspecific-PCR (MSP)
(Herman, Graff et al. 1996) oder MethyLight (Eads, Danenberg et al. 2000). COBRA (Xiong and
Laird 1997) kombiniert PCR und Restriktionsverdau zur Methylierungsanalyse. Beim MassARRAY®
werden die Spaltprodukte von PCR-Amplikons massenspektrometrisch analysiert (Ehrich, Nelson
et al. 2005). Die Sanger Sequenzierung (Sanger and Coulson 1975) in Kombination mit
Bisulfitkonvertierung (BS) war lange Zeit der Goldstandard zur DNA-Methylierungsanalyse. Die
Vorteile der Methode liegen im eindeutigen Readout und der basengenauen Auflésung. Als
Nachteile der BS kann der geringe Durchsatz angefiihrt werden, daher ist die BS nur flir die DNA-

Methylierungsanalyse einzelner Loci einsetzbar.

| |

Genomweite Locus-spezifische
Verfahren Analyse
y Y ‘1‘ Y y
-
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Gel-basierte PCR-basierte Affinitat-basierte Array-basierte  NGS-basierte PCR-basierte MassARRAY
Verfahren Verfahren Verfahren Verfahren Verfahren Verfahren (EpiTYPER)
z.B. z.B. z.B. *z.B z.B z.B.
*RLGS *MSP *MeDIP/ *DMH *WGSBS *Sanger BS
*AIMS MeDIP-seq *Microarray *RRBS *MethyLight
-Plattformen *Padlock- *COBRA

Probes

Abbildung 7 Methoden zur Analyse von DNA-Methylierung. Es kann unterschieden werden zwischen Verfahren, die
sich eher zur Analyse kleiner Bereiche eignen und Verfahren mit denen der Methylierungsstatus des gesamten
Genoms analysiert werden kann. AIMS, amplification of intermethylated sites; BS, bisulfite sequencing; CHARM,
comprehinsive high throughput arrays; COBRA, combined bisulfite restriction analysis; DMH, differential methylation
hybridization; MeDIP, methylated DNA immunoprecipitation; MSP, methylation-specific PCR; NGS, Next Generation
Sequencing; RLGS, restriction landmark genomic scanning; RRBS, reduced representation bisulfate sequencing; -seq,
anschlieBende Sequenzierung; WGSBS, whole-genome shotgun bisulfite sequencing. Fiir eine sehr detaillierte
Auflistung aller Methoden zur DNA-Methylierungsanalyse siehe (Esteller 2007; Huang, Huang et al. 2010; Laird 2010).

Die Methoden zur genomweiten DNA-Methylierungsanalyse reichen von Gel-basierten Verfahren
wie Restriction Landmark Genomic Scanning; RLGS (Costello, Fruhwald et al. 2000) oder
Amplification of InterMethylated Sites; AIMS (Frigola, Ribas et al. 2002) ber PCR-basierte
Verfahren wie Methylation-Specific PCR; MSP. Hierbei wird die DNA nach Bisulfitkonvertierung
mit Primern amplifiziert, die flir methylierte bzw. unmethylierte Sequenzen spezifisch sind
(Herman, Graff et al. 1996).

Fiir Affinitat-basierte Methoden wie MeDIP werden Fragmente von methylierter DNA mit einem

fiir 5-Methylcytosin spezifischen Antikorper immunoprazipitiert. Alternativ kann die Prazipitation
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von methylierter DNA auch mit MBD-Proteinen (Affinitdtschromatographie) oder mittels
Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP/ChIP-on-Chip) erfolgen (Weber, Davies et al. 2005; Zhang,
Yazaki et al. 2006; Penterman, Zilberman et al. 2007; Down, Rakyan et al. 2008).

Bei der Differential Methylation Hybridization, DMH (Huang, Perry et al. 1999; Deatherage,
Potter et al. 2009) oder den kommerziellen Microarray-Plattformen findet die DNA-
Methylierungsanalyse mittels verschiedenartiger Arrays statt. Mit den kommerziellen Microarray-
Plattformen kdénnen eine begrenzte Anzahl vordefinierter CpGs schnell und mit sehr guter
Reproduzierbarkeit analysiert werden (Huang, Huang et al. 2010).

Die in den letzten Jahren etablierten Next Generation Sequencing (NGS) Technologien kdnnen
nicht nur zur DNA-Sequenzierung, sondern auch zur DNA-Methylierungsanalyse eingesetzt
werden. Verfahren wie Reduced Representation Sequencing (RRBS) (Meissner, Gnirke et al. 2005),
BS-seq (Cokus, Feng et al. 2008), MethyIC-seq (Lister, O'Malley et al. 2008) oder Whole-Genome
Shotgun Bisulfite Sequencing (WGSBS) (Bock, Kiskinis et al. 2011; Heyn, Vidal et al. 2012)
basieren alle auf einer Bisulfitkonvertierung der DNA, der Generierung einer DNA-Bibliothek und
anschlieBender Hochdurchsatz-Sequenzierung. Dabei variiert die Reihenfolge von
Bisulfitkonvertierung und Generierung der DNA-Bibliothek je nach Verfahren.

1.3 Glioblastom

1.3.1 Gliome

1926 wurde der Begriff Glioblastom (friiher: Glioblastoma
multiforme) erstmals von Percival Bailey und Harvey Cushing
verwendet, basierend auf der Vorstellung, dass sich diese Art
Hirntumor aus primitiven Vorstufen von Gliazellen entwickelt
(MacKenzie 1926). Gliazellen (gr. Gliocyti; abgeleitet aus dem
griechischen Wort glia fir ,Leim”), 1846 von Rudolf Virchow
entdeckt, sind nicht nur als Halte-und Stiitzapparat, sowie zur

elektrischen Isolation der Neurone von Bedeutung, sondern

e spielen auch beim Nahrstoff-und Fllssigkeitstransport oder der
Abbildung 8 Gliom

(Bast, Kufe et al. 2000) Informationsverarbeitung eine wichtige Rolle (Parpura, Heneka et

al. 2012). Die Gruppe der Gliazellen lasst sich weiter in Astrozyten,
Oligodendrozyten, Mikroglia und Ependymzellen untergliedern. Entgegen des etablierten
Modells, das entwicklungsgeschichtlich eine frihe Trennung der Gliazellen und Neurone
postuliert, fungieren einige Gliazellen als Vorlduferzellen oder Neurale Stammzellen (NSC)
(Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).
Die Inzidenz eines Hirntumors liegt bei ca. sieben pro 100.000 Einwohner und Jahr (Robert Koch-
Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.

(Hrsg) 2012). In Deutschland erkranken somit ca. 6000 Menschen an einem priméren
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Hirntumor®. In rund 80 % der Falle handelt es sich dabei um Gliome”. Gliome werden histologisch
und immun-histochemisch in  Astrozytome, Oligodendrogliome, Ependyome und
Oligoastrozytome klassifiziert. Astrozytome sind die dabei am haufigsten auftretenden Gliome
(Schwartzbaum, Fisher et al. 2006; Louis, Ohgaki et al. 2007).

1.3.2 Astrozytome

Jahrlich erhalten ca. vier von 100.000 Menschen die Diagnose eines Astrozytoms. Manner sind
dabei ca. 1,5-fach haufiger betroffen als Frauen (Louis, Ohgaki et al. 2007). Die einzig bekannten
Risikofaktoren sind die Exposition gegenliber hohen Dosen ionisierender Strahlung, die
Erbkrankheiten Neurofibromatose 1/2, Tuberdse Sklerose, Retinoblastom, Li-Fraumeni-Syndrom
und Turcot-Syndrom (Schwartzbaum, Fisher et al. 2006).

Astrozytome werden wie alle Gliome anhand der WHO-Klassifikation der Tumoren des zentralen
Nervensystems in Grad | bis IV eingeteilt. Die Zuordnung erfolgt gemaR dem Malignitatsgrad, der
anhand von histologischen Auffilligkeiten sowie genetischen Verdnderungen festgelegt wird
(Tabelle 1).

Tabelle 1 WHO-Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems (Louis, Ohgaki et al. 2007)

WHO Grad Bezeichnung Kriterien

Nicht infiltrierend

I Pil isches A
ilozytisches Astrozytom Klar abgegrenzt

Diffus infiltrierende

Il Diffuses Astrozytom .
Kernatypien

Diffus infiltrierend
1] Anaplastisches Astrozytom Kernatypien
Mitosen

Diffus infiltrierend
Kernatypien

v Glioblastom Mitosen
Mikrovaskulare Proliferation
Nekrosen

Grad | Astrozytome sind gutartig und konnen nach vollstindiger chirurgischer Resektion als
geheilt angesehen werden. Grad Il Astrozytome (All) haben einen langen klinischen Verlauf und
sind diffus infiltrierend, was eine vollstandige Resektion und Heilung unmaoglich macht. Grad Il
Astrozytome (AAlll) kennzeichnen erhebliche Kernatypien und Mitoseaktivitdt, die mittlere
Uberlebenszeit liegt bei zwei bis drei Jahren. Grad IV Astrozytome (Glioblastome, GBIV) weisen

zusétzlich mikrovaskulére Proliferation sowie nekrotische Bereiche auf, sind resistent gegeniiber

* Sekundaire Hirntumore: Hirnmetastasen anderer Tumore v.a. bei Lungen- und Brustkrebs vorkommend

* Bei den restlichen 20 % handelt es sich beispielsweise um Tumore der Meningen (z.B. Meningeom) oder der
kranialen und spinalen Nerven (z.B. Neurinom)
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Radio-und Chemotherapie und fiihren im Allgemeinen innerhalb von 12 Monaten zum Tode
(Furnari, Fenton et al. 2007).

1.3.2.1 Primire und sekundire Glioblastome®

Basierend auf dem klinischen Erscheinungsbild werden GBIV weiter in primédre Glioblastome
(pGBIV) und sekundare Glioblastome (sGBIV) unterteilt. pGBIV stellen den GroRteil (90 %) der
GBIV-Falle dar und werden Uberwiegend in &lteren Patienten diagnostiziert. sGBIV (10 %)
hingegen sind selten und treten Gberwiegend in Patienten auf, die jlinger als 45 Jahre alt sind.
sGBIV entstehen de novo ohne jegliche Hinweise auf vorhergehende niedrig-gradige Vorstufen.
Im Gegensatz dazu entstehen sekunddre Glioblastome durch Progression aus den niedrig-
gradigeren Astrozytomen Grad Il und Grad Ill. Obwohl pGBIV und sGBIV histologisch nicht zu
unterscheiden sind, besitzt jeder Tumortyp auf molekularer Ebene sein eigenes rekurrentes
Muster an chromosomalen und genetischen Verdnderungen (Furnari, Fenton et al. 2007).
Abbildung 9 gibt einen Uberblick tiber chromosomale und genetische Aberrationen pGBIV und
sGBIV, sowie den niedrig-gradigeren Astrozytomen (All, AAlll), aus denen das sGBIV hervorgeht.

Molekulare Veranderungen im Glioblastom

Charakteristische molekulare Lasion in pGBIV sind die Mutation oder Amplifikation von EGFR,
sowie die Mutation oder Deletion des TSG PTEN auf Chromosom 10. LOH des Chromosom 10q ist
die am haufigsten vorkommende chromosomale Aberration in GBIV (60 % bis 80 % der Falle).
Sowohl pGBIV als auch sGBIV sind hiervon betroffen (Batchelor, Betensky et al. 2004; Ohgaki,
Dessen et al. 2004). Patienten, bei denen ein LOH von 10q detektiert werden kann, zeigen eine
deutlich schlechtere Prognose (Weller, Felsberg et al. 2009). Chromosom 10q kdnnen mehrere
potentielle TSG zugeordnet werden (Assem, Sibenaller et al. 2012). Daher ist zu vermuten, dass
sich in dieser Region auch TSG befinden, die in der Pathogenese von GBIV eine Rolle spielen
(Kanu, Mehta et al. 2009; Ohgaki and Kleihues 2009). Andere Aberrationen, die sich sowohl in
pGBIV als auch in sGBIV zeigen, sind die Deletion von 9p einschlieflich CDKN2A, sowie ein
Zugewinn von 7q (Rao, Edwards et al. 2010; Brennan 2011). sGBIV sind gekennzeichnet durch
TP53 Mutationen und eine, Uberwiegend in sGBIV (80 %) vorkommende, Mutation von IDH1
(Isocitrat Dehydrogenase 1). Punkmutationen von IDH1 fiihren zum Austausch einer Arginins
(R132) (Parsons, Jones et al. 2008; Yan, Parsons et al. 2009). Diese IDH1 Mutation wird
inzwischen als molekularer Marker fir sGBIV herangezogen (Ducray, El Hallani et al. 2009;

Riemenschneider, Jeuken et al. 2010).

> Diese Arbeit konzentriert sich auf WHO Grad IV Astrozytome (Glioblastome)
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Vorlauferzelle (n)

Entstehung de novo progressiver Verlauf
l Mittleres
Uberleben
IDH1 Mut (80 %)
TP 53 Mut (65 %)
PDGFR UE 5-10a
Grad Il: Astrozytom
CDK4 Ampl/ UE
RB1 Mut/ Del
Mittleres A\ LOH 19q (40 %)
Uberleben LOH 11p (50 %)
LOH 109 und 10p (>70%) Zugewinn 7q (50 %) 2-3a
1 0,
Zugewinn 7 und 7p (70 %) Grad lll: Anaplastisches Astrozytom
EGFR Mut/ Ampl (40 %)
PTEN Mut /Del (40 %)
NF1 Mut (20 %) LOH 10q (> 60 %)
TP53 Mut/ Del (40 %) PTEN Mut/Del (10 %)
CDK4 Ampl (15 %) EGFR Ampl (8%)
9-12M  CDKN2A Del (50 %) CDKN2A Del/ Mut (19 %) 912 M

> 45 Jahre Alter bei Diagnosestellung <45 Jahre

Abbildung 9 Chromosomale und genetische Veranderungen von Glioblastomen. Priméare Glioblastome entstehen de
novo. Sekunddre Glioblastome entwickeln sich langsam aus niedrig-graden Astrozytomen. Mut= Mutation, Ampl=
Amplifikation, Del= Deletion, UE= Uberexpression, a= Jahre, M= Monate.

[Modifiziert nach (Furnari, Fenton et al. 2007; Parsons, Jones et al. 2008; The Cancer Genome Atlas 2008; Ohgaki and
Kleihues 2009; Riemenschneider, Jeuken et al. 2010)]

Viele dieser genetischen Veranderungen haben eine diagnostische oder prognostische
Implikation. Da o.g. genetischen Veranderungen jedoch nur zur Definition von Subgruppen oder
des Malignitatsgrads Verwendung finden, werden diese nicht als Biomarker fiir pGBIV eingesetzt
(Riemenschneider, Jeuken et al. 2010).

Anhand des Expressionsmusters lassen sich pGBIV in die Subgruppen Proneural, Neural, Classical
und Mesenchymal einteilen, die auch eine prognostische Bedeutung besitzen (Phillips,
Kharbanda et al. 2006; Verhaak, Hoadley et al. 2010). Die Subgruppen Proneural, Classical und
Mesenchymal treten gleich haufig auf. Die Subgruppe Classical kennzeichnet EGFR Amplifikation,
Deletion von PTEN und P16; Mesenchymal weist Mutationen und/oder Verlust von NF1, TP53
und CDKN2A (INK4a/ARF) auf. Proneural zeigt einige high-level Amplifikationen von PDGFRA,
CDK4/6 und MET. Die in pGBIV sehr seltenen IDH1 Mutationen konnen lberwiegend in dieser
Subgruppe identifiziert werden. Die vierte Subgruppe Neural kommt im Vergleich seltener vor

und weist variable Genotypen auf.
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Glioblastom-assoziierte Signalwege

Chromosomale und genetischen Veranderung, die gehauft in pGBIV und sGBIV auftreten, kdnnen
hauptsachlich drei Signalwegen zugeordnet werden (Abbildung 10): (1) RTK/RAS/PI(3)K-
Signalweg in 88 % der GBIV, (2) p53-Signalweg in 87 % der GBIV, (3) Rb-Signalweg in 78 % der
GBIV (The Cancer Genome Atlas 2008).

RTK/RAS/PI(3)K-Signalweg (Abbildung 10 a)

Die Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR, PDGFRA, ERBB2 oder MET) durch
Mutation oder Amplifikation sind haufig in pGBIV und flihren zu einer verstarkten Proliferation,
Translation und Uberleben. Nach Rezeptor-Aktivierung durch die Bindung extrazelluldrer
Liganden kommt es zur Homodimerisierung der Rezeptoren und zur Aktivierung der intrinsischen
Kinasedomane gefolgt von der Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste des cytoplasmatischen
Rezeptoranteils. Effektorproteine werden rekrutiert und aktivieren verschiedene Signalwege.
Aktivierende Mutationen oder Amplifikationen von EGFR, ERBB2 und PDGFR, sowie
inaktivierende Mutationen von NF1 fihren zu einer konstitutiven Aktivierung des RAS-
Signalwegs. Die konstitutive Aktivierung der PI3K-Signaltransduktion wird durch MET-
Amplifikationen und inaktivierende PTEN-Mutationen/Deletionen vermittelt (Ohgaki and
Kleihues 2009; Brennan 2011).

Rb- und p53-Signalweg (Abbildung 10 b, c)

Die meisten GBIV zeigen inaktivierende Mutationen im p53- und/oder Rb-Signalweg. Beide

Signalwege sind fiir die Regulation des Zellzyklus, insbesondere fiir den Ubergang von G1 in die S-
Phase zustandig und interagieren miteinander. p53, der ,Wachter des Genoms”, wird bei
Zellstress (u.a. DNA-Schaden) aktiviert, der Zellzyklus wird gestoppt oder Apoptose ausgelost, es

Wef/Se1 Der Verlust von TP53 durch Mutationen oder

kommt zur Transkription von Genen wie p21
Deletionen von 17p ist ein haufiges und frihes Ereignis Gberwiegend in der Pathogenese des
sGBIV. MDM?2, ein negativer Regulator von p53, wird durch den Tumorsuppressor CDKN2A
inhibiert (Abbildung 10 b). Rb wiederum kontrolliert den G1/S-Ubergang, indem es die Familie
der E2F Transkriptionsfaktoren bindet und damit verhindert, dass es zur Transkription von Genen
kommt, die zu einem Fortschreiten des Zellzyklus fihren. Die Inaktivierung der Rb-vermittelten
Zellzykluskontrolle (Abbildung 10 c) erfolgt durch genetische Aberrationen der Gene RB1, CDK4,

CDKN2A/B (Kanu, Mehta et al. 2009; Brennan 2011).
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(a) RTK/RAS/PI(3)K - Signalweg
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Abbildung 10 Haufige genetische Veranderungen von drei kritischen Signalwegen. Darstellung der Aberrationen von
Mitgliedern des RTK/RAS/PI(3)K (a), Rb (b) und p53 (c) Signalwegs. Aktivierende Verinderungen sind in blau,
inaktivierende Veranderung in orange dargestellt, je dunkler die Schattierungen, desto haufiger auftretend.

[Modifiziert nach (The Cancer Genome Atlas 2008)]

Methylierungsmuster

Globale Hypomethylierung kann in GBIV beobachtet werden und kann durch die damit
verbundene Aktivierung von Onkogenen, LOI oder durch die dadurch ausgeloste genomische
Instabilitat zur Pathogenese von GBIV beitragen (Cadieux, Ching et al. 2006). Zusatzlich wird eine
Promotorhypermethylierung von klassischen TSG (RB1, EMP3, RASSF1A, CITED4), von Zellzyklus-
regulierenden Genen (p16™“, p14™***), von Genen, die an der DNA-Reparatur beteiligt (MGMT,
MLH1) und von Genen, die bei Invasion und Apoptose eine Rolle spielen (DAPK, TIMP3)
beobachtet (Nakamura, Watanabe et al. 2001; Alaminos, Davalos et al. 2005; Tews, Roerig et al.
2007; Kanu, Mehta et al. 2009).

Das Methylierungsmuster von GBIV unterscheidet sich eindeutig zwischen pGBIV und sGBIV. So
sind alle oben beschriebenen Veranderungen des Methylierungsmusters tiberwiegend in sGBIV
zu finden (Kanu, Mehta et al. 2009). Dieser GBIV-CpG Island hyperMethylator Phenotype (G-CIMP
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Status) korreliert exklusiv mit dem Auftreten von IDH1 Mutationen und wird daher in sGBIV
sowie in als Proneural klassifizierten pGBIV mit /IDH1 Mutationen identifiziert (Noushmehr,
Weisenberger et al. 2010; Turcan, Rohle et al. 2012).

Die MGMT Promotorhypermethylierung wird ebenfalls haufiger in sGBIV (75 %) als in pGBIV
(36 %) beobachtet (Nakamura, Watanabe et al. 2001). MGMT kodiert fir eine O6-Methylguanin-
Methyltransferase, die Alkylgruppen von der O-6 Position von Guanin entfernt. Patienten mit
MGMT Promotorhypermethylierung zeigen eine Sensitivitit gegeniber alkylierenden
Wirkstoffen (wie Temozolomid) und haben eine bessere Prognose. Die MGMT
Promotorhypermethylierung findet daher als molekularer Biomarker in GBIV-Patienten

Verwendung (Riemenschneider, Jeuken et al. 2010).

1.4 Next Generation Sequencing

Die vollstiandige Sequenzierung des humanen Genoms (Humangenomprojekt) im Jahr 2001 ist
eine der wichtigsten Errungenschaften in der Geschichte der Wissenschaft (Lander, Linton et al.
2001; Venter, Adams et al. 2001; International Human Genome Sequencing Consortium 2004). In
den letzten 30 Jahren war die Didesoxymethode nach Sanger die Standardmethode zur DNA-
Sequenzierung und erlebte beim Humangenomprojekt ihre Hochphase. Trotz vieler technischer
Verbesserungen der automatisierten Sanger Sequenzierung wahrend dieser Ara, gibt es doch
eine klare Grenze fiir die Anwendung der Sanger Sequenzierung bei der Entschlisselung einer
groBen Anzahl von menschlichen Genomen. Die Anforderungen immer grofRere Mengen an
Sequenzdaten zu produzieren, so schnell und so billig wie méglich, fihrte zur Entwicklung der
Next Generation Sequencing (NGS) Technologien. Mit der Einfihrung der NGS Techniken, mit
denen Millionen von Sequenzen parallel gelesen werden kdnnen, wurde die DNA-Sequenzierung
revolutioniert und eréffnete damit ein breites Spektrum von Anwendungsmaglichkeiten. Diese
reichen von de novo Sequenzierungen neuer Genome Uber die Re-Sequenzierung humaner
Genome (The 1000 Genomes Project 2010), die Entschlisselung von Krebsgenomen
(International Cancer Genome Consortium 2010) und Epigenomen (Human Epigenome Project

2008) und RNA-Sequenzierung (Wang, Gerstein et al. 2009) bis hin zur personalisierten Medizin.

1.4.1 NGS-Technologie

Zu den kommerziell erhaltlichen NGS-Technologien gehoéren die Plattformen von Roche, Illumina
und Life Technologies™. Die einzelnen Schritte auf dem Weg zur DNA-Sequenz lassen sich in drei
Abschnitte gliedern: (1) Herstellung einer DNA-Bibliothek. (2) parallele, klonale Amplifikation der
DNA. (3) Sequenzierung. (Abbildung 11).
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Herstellung parallele
einer klonale Sequenzierung
DNA-Bibliothek Amplifikation

Abbildung 11 Einzelschritte von der DNA zur Sequenz.

1.4.1.1 Die NGS-Plattformen von Roche und lllumina

Herstellung der DNA-Bibliothek

Die prinzipiellen Schritte bei der Herstellung der DNA-Bibliothek sind: (1) Physikalische
Fragmentierung der DNA. (2) Reparatur der zufillig entstanden Fragmente. (3) Ligation von
Adaptern an beide Seiten der DNA-Fragmente.

Klonale Amplifikation

Die beiden grundlegenden Methoden zur Amplifikation des Templates sind Emulsions-PCR
(Dressman, Yan et al. 2003) und die Festphasen-Amplifikation bzw. Bridge-PCR (Fedurco, Romieu
et al. 2006). Bei der Emulsion-PCR wird die einzelstrangige DNA-Bibliothek tiber die Adapter an
Beads gebunden. Die Amplifikation der Bead-gebundenen DNA erfolgt in den Trépfchen einer Ol-
in-Wasser Emulsion (Abbildung 12 a). Nach der Amplifikation und Anreicherung der Fragment-
bedeckten Beads werden diese in den Wells einer PicoTiterPlate (PTP) immobilisiert.

PCR- Bruch der Dissoziation
Amplifikation Emulsion Template W
8 HHR K
— | W & & 0 Y N oel—> — ek %"‘#;ﬁ
18 w¢g K¢ vy I
- Ve L —> rd L Ve . o«
Template, Primer, Emulsion-PCR

dNTPs, Polymerase

Template,
dNTPs,

Bridge-PCR

Abbildung 12 Parallele, klonale Amplifikation. Die DNA-Bibliothek wird auf eine feste Oberfldche fixiert und durch (a)
Emulsions-PCR (Roche) oder (b) Bridge-PCR (lllumina) amplifiziert. Es entstehen klonale DNA-Fragmente.

[Modifiziert nach (Metzker 2010)]
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Die Bridge-PCR erfolgt auf einem Glass-Slide (Flow Cell). Auch hier werden die DNA-Fragmente
Uber die Adapter gebunden, Vorwarts- und Riickwarts-Primer sind kovalent auf der Flow Cell
gebunden. Pro DNA-Fragment entstehen durch Amplifikation einzelne, getrennte Cluster klonaler
Fragmente (Abbildung 12 b).

Sequenzierung

Die Pyrosequenzierung (Abbildung 13 a), die Grundlage der Roche Technologie ist, basiert auf der
Messung der Biolumineszenz, die durch die ATP-abhangige katalytische Spaltung von Luciferin
emittiert wird (Ronaghi, Uhlen et al. 1998). Ein Zyklus der Sequenzierreaktion besteht aus je vier
einzelnen Synthesereaktionen. Nach dem Einbau des komplementdren dNTP pausiert die
Polymerase, bis dann das nachste komplementdre dNTP eingebaut werden kann. Durch den
Einbau der Nukleotide an den wachsenden DNA-Strang wird durch die Polymerase Pyrophosphat
abgespalten. Pyrophosphat, APS und Luciferin werden von Sulfurylase und Luciferase katalytisch
in Licht und Oxyluciferin umgewandelt. Die Reihenfolge und Intensitat der Licht-Peaks werden als
Diagramm (Abbildung 13 b) von einer CCD-Kamera aufgezeichnet und reprasentiert die DNA-
Sequenz (Margulies, Egholm et al. 2005).

Sequenzbedingt kdnnen im Template Homopolymere (z.B. TTTTT) vorliegen. Da die Nukleotide
an der 3-OH Gruppe nicht blockiert sind, kénnen mehrere identische Nukleotide hintereinander
eingebaut werden; die emittierte Lichtintensitat ist proportional zur Anzahl der abgespaltenen
PP;-Molekiile. Bei Homopolymeren von mehr als sechs Nukleotiden liegt die Lichtintensitat
auBerhalb des linearen Bereichs, so dass die genaue Anzahl der Nukleotide im Homopolymer
nicht mehr bestimmt werden kann. Dies spielt v.a. bei der Bisulfitsequenzierung eine wichtige
Rolle, da es durch den degenerierten Basencode mit nur drei unterschiedlichen Nukleotiden oft
zu langen T-Homopolymeren kommt. Deletionen oder Insertionen von Basen sind daher die

haufigsten Sequenzierfehler (Mardis 2008).
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Abbildung 13 Grundlagen der Sequenziertechnologien von Roche und Illumina. Das (a) Pyrosequencing (Roche) basiert
auf der Messung von Biolumineszenz. Beim (b) Sequencing-by-Synthesis (lllumina) erfolgt das Auslesen der Sequenz
durch Fluoreszenz-markierte Nukleotide. [Modifiziert nach (Metzker 2010)]

Die Sequencing-by-Synthesis Methode (lllumina) bedient sich der Cyclic Reversible Termination
(CRT). Alle vier Nukleotide sind mit einem unterschiedlichen Fluorophor gekoppelt und am 3‘-
Ende durch eine Azidomethylgruppe, die Terminatorgruppe, modifiziert. Wahrend eines
Reaktionszyklus (Abbildung 13 c) werden der Polymerase gleichzeitig alle vier Nukleotide zur
Strangsynthese angeboten. Nach Einbau eines komplementdren Nukleotids ist eine
Strangverlangerung durch die blockierte 3'OH-Gruppe nicht mehr moglich. Die vier Farben der
Fluorophore werden mittels Total Internal Reflection Fluorescence (TRIF) Imaging detektiert
(Abbildung 13 d), die Fluorophorgruppen und die Terminatorgruppe werden abgespalten, ein
neuer Synthesezyklus beginnt (Bentley, Balasubramanian et al. 2008).

Durch die Verwendung der CRT besteht hier nicht die Gefahr von Basendeletionen oder
Insertionen, auch lange Homopolymere stellen kein Problem dar. Die groRte Fehlerquelle liegt
hier bei der Substitution einzelner Basen v.a. nach dem Einbau eines Guanins (Dohm, Lottaz et al.
2008).
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1.4.2 Anreicherungen

Die Einflihrung der NGS Technologien flihrte zu einer enormen Reduktion der Sequenzierkosten
(Metzker 2010). Im Jahr 2001 lagen die Kosten pro Mb DNA-Sequenz bei knapp 10.000 USS und
sanken im Verlauf von 10 Jahren bis auf wenige Cent ab (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Entwicklung der Kosten pro sequenzierter Mb DNA-Sequenz. Im Jahr 2001 lagen die Kosten fiir eine Mb
DNA-Sequenz bei knapp 10.000 USS. Eine rapide Abnahme der Kosten war ab der zweiten Jahreshalfte 2007 zu
verzeichnen. [Modifiziert nach Nature | Vol464|1% April 2010]

Nichtsdestotrotz sind die Sequenzierung ganzer Genome bis heute kostenintensive Projekte. Eine
Einsparung von Kosten und Zeitaufwand kann durch die Reduktion der Komplexitdt des Genoms
zur zielgerichteten Sequenzierung (target enrichment) erreicht werden. Dabei handelt es sich um
die Anreicherung bestimmter interessierender Regionen wie Exons, codierende Gene, bestimmte

Genfamilien oder Gene bzw. genomische Bereiche, die mit Krankheiten in Verbindung stehen.

Mehrere Techniken zur Anreicherung interessierender genomischer Zielregionen wurden
entwickelt. Darunter fallen: (Abbildung 15 a) die Microdroplet PCR (The RainStorm Plattform,
entwickelt von RainDance Technologies™), die - &hnlich der Emulsions-PCR - die parallele
Generierung 1000er von Amplikons ermdglicht; (b) die Molecular Inversion Probes (MIP) basierte
Methode (Nilsson, Malmgren et al. 1994; Landegren, Schallmeiner et al. 2004), bei der
einzelstrangige Oligos (ss-Probes) an ihr komplementdres Template hybridisieren; durch
enzymatische Schritte kommt es zur Zirkularisierung der Oligos, die dann den interessierenden
Bereich enthalten; (c) Solution Hybrid Selection, Hybridisierung in Fllssigphase (Gnirke, Melnikov
et al. 2009), bei der biotinylierte RNA-Oligos an komplementdren DNA-Fragmente hybridisieren,

und Uber die Biotinmarkierung selektiert werden koénnen; (d) die Microarray Genomic Selection
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(MGS), Array-basierte Hybridisierung (Albert, Molla et al. 2007; Hodges, Xuan et al. 2007; Okou,
Steinberg et al. 2007).

(@ Primer gDNA (b)
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Abbildung 15 Methoden zur Anreicherung von interessierenden genomischen Zielregionen. (a) Microdroplet PCR, (b)
Molecular Inversion Probes, (c) Solution Hybrid Selection, (d) Microarray-based Genomic Selection (MGS): gDNA wird
fragmentiert, repariert und Adapter ligiert. Die Fragmente werden auf einen Glas-Array hybridisiert. Nach Waschen,
Elution und Amplifikation erfolgt die Sequenzierung.

[Modifiziert nach (Mamanova, Coffey et al. 2010; Metzker 2010) ]

Bei der MGS, auf deren Grundlage vorliegende Arbeit basiert, wird genomische DNA physikalisch
fragmentiert, repariert und Adapter ligiert. Die so entstandene DNA-Bibliothek wird auf einen

23



Einleitung

Array hybridisiert. Die custom-designed ca. 60-80 bp langen Oligos, auf der Glasoberflache
fixiert, sind komplementar zur interessierenden Zielregion. Nach Waschen, Elution und
Amplifikation liegt eine flr die interessierenden Zielregionen angereicherte DNA-Bibliothek vor,
deren DNA-Sequenz mittels NGS analysiert werden kann.

Mehrere Modifikationen der MGS wurden publiziert (Bau, Schracke et al. 2009; D'Ascenzo,
Meacham et al. 2009; Hodges, Rooks et al. 2009; Igartua, Turner et al. 2010; Summerer, Schracke
et al. 2010). Seitdem wurden zahlreiche Arbeiten veréffentlicht, in denen die zielgerichtete
Sequenzierung durch die Anreicherung von Zielregionen eingesetzt wurde (D'Ascenzo, Meacham
et al. 2009; Lee, O'Connor et al. 2009; Ng, Turner et al. 2009; Burbano, Hodges et al. 2010;
Nikopoulos, Gilissen et al. 2010; Chang, Jackson et al. 2011; Keller, Harz et al. 2011; Meder, Haas
et al. 2011).

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es mit der Next Generation Sequencing Technologie neue epigenetische
und genetische Aberrationen zu identifizieren, die bei der Pathogenese oder der Prognose von

primaren und sekunddren Glioblastomen eine Rolle spielen.

Hierzu sollte im ersten Teil der vorliegenden Arbeit zur Kostenersparnis eine Methode zur
Anreicherung subgenomischer Bereiche etabliert werden, mit der eine subgenomischen DNA-

Methylierungsanalyse erfolgen kann.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten dann eine subgenomische DNA-
Methylierungsanalyse potentielle Tumorsuppressorgene des Chromosoms 10q identifiziert

werden, die durch differentielle Methylierung reguliert sind.

Im dritten Teil der Arbeit sollten mittels Mate-Pair Sequencing neue genomische

Strukturvariationen in Glioblastomen identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Name Hersteller

Agar Agar GERBU Biotechnik, Wieblingen, D
Bovine Serum Albumine (BSA) NEB, Frankfurt am Main, D
Eisessig Merck, Darmstadt, D

Ethanol VWR, Darmstadt, D
Ethidiumbromid Applichem, Darmstadt, D
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Merck, Darmstadt, D

Glycerin Roth, Karlsruhe, D

Hefeextrakt GERBU Biotechnik, Wieblingen, D
LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D
NaCL Applichem, Darmstadt, D
Natronlauge Applichem, Darmstadt, D
Nuclease-free Water Qiagen, Hilden, D

Trizma ® Base Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Trypton Applichem, Darmstadt, D

TWEEN ©20 Sigma-Aldrich, Miinchen, D

2.1.1 Lo6sungen, Medien und Antibiotika

Lésung Zusammensetzung

50 x TAE 2 MTRIS
1 M Eisessig
0,05 M EDTA-Na,* 2 H,0
in H,0

Ampicilin Stocklésung: 100 mg/ml in H20
Arbeitskonzentration: 100 pg/ml

LB-Medium 10 g/ITrypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
in H,0, pH=7.5

S.0.C. Medium 20 g/l Trypton
5 g/IHefeextrakt
10 mM NacCl
2.5 mM KCl
10 mM MgCl2
10 mM MgS0a
20 mM Glucose
in H,0, pH=7
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2.1.2 Enzyme

Enzym

Hersteller

FastStart High Fidelity PCR System

Hot StarTag DNA Polymerase

T4 DNA Ligase (400 U/ul)

T4 DNA Polymerase (3 U/ul)

T4 Polynucleotide Kinase, 3' minus(10 U/pl)
Tag DNA Polymerase

Roche Diagnostics, Mannhein, D
Qiagen, Hilden, D

NEB, Frankfurt am Main, D

NEB, Frankfurt am Main, D

NEB, Frankfurt am Main, D
Qiagen, Hilden, D

2.1.3 Lésungen und Puffer

Name Hersteller

ATP Roche Diagnostics, Mannheim, D
Carrier RNA Qiagen, Hilden, D

dATP Roche Diagnostics, Mannheim, D

Geleletrophorese Ladepuffer (6 x)
GeneRuler DNA Ladder Mix

Human COT-1 DNA

Human Genomic DNA: Male

Sequence Capture Hybridisation Kit
Sequence Capture Wash and Elution Kit

Universal Probelibrary Probes

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Promega, Madison, USA

Roche NimbleGen, Madison, USA
Roche NimbleGen, Madison, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, D

2.1.4 Kommerziell erhiltliche Kits

Kit

Hersteller

DNA 1000 Kit

EZ DNA Methylation Kit

High Sensitivity DNA Kit
LightCycler 480 Probes Master
Mate Pair Library Prep Kit
MinElute Gel Extraction Kit
MinElute PCR Purification
Plasmid Purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QuantiFast Sybr Green PCR Kit
SC Array Hybridization and Wash Kit
TOPO® XL PCR Cloning Kit

Agilent Technologies, Boblingen, D
Zymo Research, Irvine, USA

Agilent Technologies, Boblingen, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
Illumina, San Diego, Kalifornien, USA
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

Roche NimbleGen, Inc., Madison, USA

Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

AMPure XP
Barrier Tips (10 ul, 100 pl, 1000 ul)

Direktverdrangerspitzen

Falcon™-Rohrchen, konisch (15 ml; 50 ml)

LightCycler 480 Multiwell Plate 384
micro TUBE snap-cap

OneShot® TOP10 Competent Cells
PCR Platten

PCR SoftTubes 0,2 ml
ReaktionsgefaRe (1,5 mlund 2 ml)
Rotilabo-Einmal-Pinzetten, steril
Single Cap 8er-SoftStrips 0,2 ml
Sterile Einmalskalpelle

X1 Mixer

Beckman Coulter, Krefeld, D
Neptune, San Diego, USA

Gilson, Middleton, USA

BD Biosciences, Heidelberg, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
Covaris, Woburn, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Nunc, Wiesbaden, D

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D

Eppendorf, Hamburg, D
Roth, Karlsruhe, D

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D

VWR, Darmstadt, D
Roche NimbleGen, Madison, USA

2.1.6 Gerdte

Gerat

Hersteller

Bioanalyzer 2100

Centrifuge 5415 R

Cluster Station

Covaris™ S2

DNA Engine Thermal Cycler
Electrophoresis Power Supply
Elutionsstation

Eppendorf Research Pipetten
Gelkammer

Genome Analyzer lx

Heizblock QBT
Hybridisierungsstation
Hydroshear

Luminescent Image Analyzer
NanoDrops ND-1000 Spectrometer
PMAT

SpeedVac® Savant Vakuumzentrifuge
Thermomixer comfort

Vortex Genie 2-Mixer

Wasserbad

Agilent Technologies, Boblingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

[llumina, San Diego, USA

Covaris, Inc., Woburn, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Consort, Turnhout, Belgien

Roche NimbleGen, Madison, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Owl Scientific, Woburn, USA

[lumina, San Diego, USA

Grant, Cambridge, GB

Roche NimbleGen, Madison, USA
Digilab, Holliston, USA

Fujifilm, Dusseldorf, D

NanoDrop, Wilmington, USA

Roche NimbleGen, Madison, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Bender und Hobein AG, Zirich, Schweiz

Neslab Instruments, Portsmouth, USA
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2.1.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden HPLC-aufgereinigt von Sigma-Aldrich, Miinchen, D bezogen.

2.1.7.1 Primer fiir subgenomische Anreicherungen

Name Sequenz (5'-3°)

PE-PCR.FOR  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
PE-PCR.REV  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

2.1.7.2 Primer fiir gqRT-PCR (UPL-System)

Name Vorwarts Sequenz (5'-3°) Rickwarts Sequenz (5'-3°) Probe
NSC247 GGCCGACAGACAATACAGAGA CCACAGTAAGCAGGGGTGAC 24
NSC268 TCGCTTAACCAGACTCATCTACTG GGCTCAGCTGTATGAAGGTTG 64
NSC272 GGGCAACAACAGCCATATTT GGCAGCCTGTACCTGAGC 66
METTL10 GCAGATCTACCAATGGCACTC CACAAAACTGCTCCCAACC 34
MGMT TTGAAACCCAGGTGTGTTAGG GGAGGGAGCAGAGGACACT 1
WNT8B CTTTGAGGATCCCCAGTGC TGGGACTCTGCTCCTTCTGT 30
MCMS5 CCCAGGAGGAGGAGGAGT CGATGCTCTTGGAGATGACC 71
KCNE1 CTGGCAAGAGAAGGACAAGG CAACGACATAGCACGACCTG 66
DDB2 TTGTATTACGCCCCAGGAAC CCCTTCGCACAGAGCTTC 1
ELAC2 CCCAAACACCGTGTACCTG GAACTCGGAGAAGACGTAGAGC 77
CDKN1B CCCTAGAGGGCAAGTACGAGT AGTAGAACTCGGGCAAGCTG 39

2.1.7.3 Primer fiir MassARRAY®

Name Sequenz (5'-3°)

DKK1_001_10F AGGAAGAGAGAAGGTAAGATTTGGGAGTAAATTTTG

DKK1_001_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTTTAAAATCCTTCAATTACCCTCCTC
GSTO_001_10F AGGAAGAGAGGGATTTTTGATGTAGAGGAGGTTTT

GSTO_001_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTATCTACAAACCAAAACCAAACAACT
HHEX_001_10F AGGAAGAGAGGAGGTTTTTAAATGAAATTAGGTGGA

HHEX_001_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTCCCTAAAAACTCCAAACACCC

KCNMA1_001_10F AGGAAGAGAGAGTGGGATGGATTTTTTTAATTTT

KCNMA1_001_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTAATAAAAAATTACCCCCAACCAATA
KCNMA1_002_10F AGGAAGAGAGGTATTGGTTGGGGGTAATTTTTTAT

KCNMA1_002_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTAATAAACTTTCCTAACCTCCTCCAT
OGDHL_001_10F AGGAAGAGAGTAGGATTTAGGAGAGAGGAGTTGTG

OGDHL_001_T7R CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTATAAAACTTTTCATAACATTCCCATTTT
RASGEF1A_002_10F AGGAAGAGAGGTAGTTTTATTTGGGGTTTTAGGAAT

RASGEF1A_002_T7R  CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTACCCAAACAACTCCTCCTAAC
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RASGEF1A_003_10F
RASGEF1A_003_T7R
SEC31B_001_10F
SEC31B_001_T7R
ZMIZ1_001_10F
ZMIZ1_001_T7R

AGGAAGAGAGTTGTTTTTTGTGGTTGAAAGGG

CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTCCCCATACCCTAAACCCTATACTAA

AGGAAGAGAGGTAAGGTAGTAGTGAATAGGGAGATTT

CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTATCACAAAATAAATAAAAAAAACCC

AGGAAGAGAGGGGGAATTAGGAGTTAGGAGAAGA

CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCTAACTATTCTATTTCCAAAAAACCCC

2.1.7.4 Adapter

Name

Sequenz (5'-3)

PE-Adaptor.FOR
PE-Adaptor.REV
PE-Meth.FOR
PE-Meth.REV
MID1.FOR
MID1.REV
MID2.FOR
MID2.REV
MID3.FOR
MID3.REV
MID4.FOR
MID4.REV
MID5.FOR
MIDS5.REV
MID6.FOR
MID6.REV
MID7.FOR
MID7.REV
MID8.FOR
MID8.REV
MID9.FOR
MID9.REV
MID10.FOR
MID10.REV
MID11.FOR
MID11.REV
MID12.FOR
MID12.REV

GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
GATC,,GGAAGAGC,,GGTTC,,AGC,,AGGAATGC,,C,,GAG

AC, AC,TC,TTTC,C C TAC,AC,GAC,,,GC,, TC, TTC,,C, GATC,,, T

TGGTTAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAACCAT
TCAGTAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACTGAT
TTCCTAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGAAT
GCATGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCATGCT
GTTGGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCAACT
GGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGGCCT
CCTTCAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAAGGT
CGCGCAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCGCGT
CAACCAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCTTGT
AGCTAAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTAGCTT
ACTGAAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCAGTT
ATGCAAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCATT

rot markiert= MID-Sequenz
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@ ACACT-CT-T-T-C-C-C-T-A-C-A-C-G+ .
A-C-A-C-T-C-T-T-T-G-C-C-T-A-CG-A-C-G CGCT-CT-T-CCGATCT
G-CG-A-GA-A-G-GCT-AG
G-A-G-C-C-GT-A-A-G-GAC-GACT TG

(b) A CACT-CT-T-T-CC-C-T-A-C-A-C-
A-C-A-C-T-C-T-T-T-G-C-C-T-A-C-A-C-GA CGCTCTTCCOATCNNNNNT
G-C-G-A-G-A-A-G-G-C-T-A-GN-N-N-N-N
G-A-G-C-C-G-T-A-A-GGACG-ACT-T-G —

Abbildung 16: Gegabelte Adapter (a) ohne und (b) mit MID-Sequenz.

2.1.8 Patientenproben fiir die subgenomische DNA-Methylierungsanalyse

Alle Patientenproben (DNA aus Tumorproben) wurden von Prof. Dr. med. Guido Reifenberger,
Institut fir Neuropathologie, Universitatsklinikum Dusseldorf zur Verfligung gestellt. Die IDH1
Mutation wurde als Marker fiir die Einteilung in pGBIV und sGBIV verwendet (pGBIV-/DHI"" bzw.
sGBIV-IDHI™").

Das Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine Universitat,

Disseldorf liegt vor.

Name Geschlecht IDH1 Status Uberleben [Tage]
GB 112 F wt 34
GB 949 M wt 1611
GB 963 F wt 162
GB 964 M wt 195
GB 971 M wt 484
GB 976 M wt 371
GB 978 M wt 245
GB 973 M wt 646
GB 974 M wt 994
GB 954 F wt 474
GB 875 M R132H 375
GB 975 F R132H 462
GB 119 M R132H 297
161-01 N/A R132H N/A
1094-01 F R132S 71
2705-07 F R132H N/A
2728-06 M R132H 65
802-07 F R132H N/A
88-02 M R132H N/A
AA 181 M R132H 1731
85-03 F R132H N/A

Geschlecht: M= ménnlich, W= weiblich, N/A= keine Angabe
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2.1.9 Kontrollen

Alle Kontrollproben (DNA) wurden Uber die BioCat GmbH, Heidelberg kommerziell erworben. Bei
NB Pool 0 handelt es sich um eine fertige Mischung der DNA von finf Spendern. NB Pool 1-5
wurden jeweils aus der DNA der einzelnen GroRhirnlappen gemischt. Dabei wurde versucht eine
gleichmalige Altersverteilung im Pool zu erzielen. Es wurde ebenso vermieden in einem Pool die

DNA unterschiedlicher Lappen eines Spenders zu mischen.

Name Gehirnlappen Alter Geschlecht Donor Info
NB Pool 0 Grol3hirn Lot # 208220
NB Pool 1 Temporal 41 M N30
Frontal 66 M H11058
Parietal 20 M B307123
Okzipital 33 M B105115
NB Pool 2 Temporal 24 M B307125
Frontal 70 w A709138
Parietal 41 M B307122
Okzipital 22 M A706061
NB Pool 3 Temporal 20 M B307126
Frontal 60 w B302062
Parietal 24 M B307124
Okzipital 82 w B301059
NB Pool 4 Temporal 75 M A706063
Frontal 42 w B302063
Parietal 33 M B302140
Okzipital 20 M B307121
NB Pool 5 Temporal 33 M B302143
Frontal 60 M B302061
Parietal 26 M A701012
Okzipital 41 M B307120

Geschlecht: M= méannlich, W= weiblich
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2.1.10 Patientenproben fiir Mate-Pair Sequencing

Alle Patientenproben (DNA aus Tumorproben) wurden von Prof. Dr. med. Guido Reifenberger,
Institut fir Neuropathologie, Universitatsklinikum Dusseldorf zur Verfligung gestellt. Die IDH1
Mutation wurde als Marker fiir die Einteilung in pGBIV und sGBIV verwendet (pGBIV-/DHI"" bzw.
SGBIV-IDHI™").

Das Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdat der Heinrich-Heine Universitat,
Diisseldorf liegt vor.

Name Geschlecht IDH1 Status Uberleben [Tage]
GS72 M wt 588
GB 112 F wt 34
GB 954 F wt 474
GB 949 M wt 1611
GB 963 F wt 162
GB 964 M wt 195
GB 973 M wt 646
GB 974 M wt 994
GB 976 M wt 371
1094-01 F R132S 71
2705-07 F R132H N/A
2728-06 M R132H 65
802-07 F R132H N/A
88-02 M R132H N/A
AA 181 M R132H 1731
GB 119 M R132H 297
GB 875 M R132H 375
GB 975 F R132H 462

Geschlecht: M= ménnlich, W= weiblich, N/A= keine Angabe
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2.1.11 Datenbanken
Name Beschreibung URL
DAVID Database for Annotation, Visualization and http://david.abcc.ncifcrf.gov/
Integrated Discovery
Ensembl Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org/
Assembly= GRCh37 index.html
R2 microarray analysis and http://r2.amc.nl
visualization platform
Glioblastoma TCGA dataset n=540
Rembrandt  Repository for molecular https://caintegrator.nci.nih.
brain neoplasia data gov/rembrandt/home.do
ucsc UCSC Genome Bioinformatics http://genome.ucsc.edu/
Assembly= Feb 2009 (GRCh37/hg19)
2.1.12 Software
Name Quelle

Agilent Expert 2100

DNAMAN
EpiDesigner

Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.0
LightCycler® 480 SW 1.5

Microsoft Excel 2007

Microsoft PowerPoint 2007

Primer3

SequenceScanner 1.0

Agilent Technologies, Boblingen, D

http://www.lynnon.com/

http://www.epidesigner.com/

http://www.broadinstitute.org/software/igv/
Roche Applied Science

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA

http://frodo.wi.mit.edu/

http://www.appliedbiosystems.com/
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2.2 Methoden

2.2.1 PCR-basierte Methoden

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die spezifische exponentielle Amplifikation von
definierten DNA-Fragmenten. Das Prinzip der PCR beruht auf zyklischen Wiederholungen von
Denaturierung, Annealing von Primern und Elongation durch eine thermostabile Polymerase
(Saiki, Gelfand et al. 1988).

2.2.1.1 Ligation-Mediated PCR (LM-PCR)

Auf beiden Seiten der DNA-Fragmente werden Adapter ligiert, die die Primerbindungsstellen
beinhalten. So lasst sich ein Pool genomischer DNA-Fragmente sequenzunabhdngig amplifizieren.
Die LM-PCR wurde bei der Qualitatskontrolle von DNA-Bibliotheken eingesetzt, um
sicherzustellen, dass geniigend DNA-Fragmente beidseits Adapter besitzen und sich somit zur

Sequenzierung amplifizieren lassen (Protokoll vgl. Kapitel 3.1).

2.2.1.2 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Real-Time PCR ermdglicht u.a. die Quantifizierung von DNA. Die Quantifizierung
erfolgt durch Messung der Fluoreszenz interkalierender Farbstoffe oder FRET basierender
Hybridisierungssonden.

Zur Uberpriifung der Anreicherung der Zielregionen wurde mit dem Universal Probelibrary
System von Roche Applied Science gearbeitet. Die Primer fiir die qRT-PCR wurden mit dem
»sUniversal Probelibrary Assay Design Center” von Roche Applied Science erstellt
(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000). Dabei wurden
fir Kontrollregionen, Zielregionen und Nicht-Zielregionen Assays entwickelt (vgl. Kapitel 3.1).

Zur Bestimmung der Effizienz der Adapter-Ligation bei der Herstellung der DNA-Bibliotheken (vgl.
Kapitel 3.1.1) wurde das QuantiFast Sybr Green PCR System von Invitrogen verwendet. Die qRT-
PCR erfolgte hier als LM-PCR, d.h. die Primerbindungsstellen liegen in den, an die DNA-
Fragmente ligierten, Adaptern. Dadurch lasst sich zurlickrechnen, wieviel Prozent der
eingesetzten DNA-Bibliothek beidseits Adapter tragt. Ein gRT-PCR-Ansatz bestand aus:

5 ul (2 x) QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix, 2 pl (10 pmol) PE-PCR Primer Mix, 2 ul H,O und
1 ul DNA. gRT-PCR-Protokoll: 95 °C fiir 5 min (Ramp Rate [°C/s] 4,8; 40 Zyklenmit 95 °C fir 10 s
(Ramp Rate [°C/s] 4,8), 58 °C fur 20 s (Ramp Rate [°C/s] 2,5), 72 °C fiuir 1 s (Ramp Rate [°C/s] 4,8);
40 °C fur 1 min (Ramp Rate [°C/s] 2,5). Eine Standardkurve wurde aus Verdiunnungen (50 pg/ul,
5 pg/ul, 0,5 pg/ul, 0,05 pg/ul) bereits amplifizierter (nach PCR-Amplifikation liegen 100 %
Adapter-ligierte Fragmente vor) DNA-Bibliothek erstellt.

Bei beiden Methoden wurden die einzelnen Proben jeweils in Triplikaten gemessen, um

Messungenauigkeiten zu kompensieren.
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2.2.2 Klonierung

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten wurde das TOPO XL PCR Cloning Kit von Invitrogen nach
Angaben des Herstellers benutzt. Verwendet man fiir PCR Reaktionen Taq Polymerase ohne 3‘-5°
Exonuclease-Aktivitat, so weisen die PCR-Produkte am 3‘-Ende ein einzelnes Adenosin auf. Der
linearisierte Vektor des Kits besitzt am 5‘-Ende ein einzelnes Thymin. So kann das PCR-Produkt
spezifisch in den Vektor ligiert werden.

2.2.3 Transformation

One Shot® TOP10 chemisch kompetente E.coli wurden zur Amplifikation von Plasmid-DNA
verwendet. 2 pl des TOPO XL Ligationsansatzes (s.0.) wurden zu den kompetenten Bakterien
pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 s gefolgt
von einer zweimin(tigen Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 350 pl SOC-Medium wurden die
Bakterien 1 h bei 37 °C und 350 rpm geschittelt. AnschlieRend wurde die Suspension auf
vorgewarmten LB-Selektionsplatten mit Ampicillin ausplattiert und (iber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden einzelne Kolonien gepickt in 3ml LB-Medium mit 0,1 mg/ml
Ampicillin Gberfiihrt und erneut tiber Nacht bei 37 °C und 350 rpm inkubiert.

2.2.4 Plasmid-Praparation aus Bakterien

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Plasmid Mini Kit von Qiagen nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Elution erfolgte in 50 pl EB-Puffer.

2.2.5 Gelelektrophorese

DNA kann, bedingt durch ihre negative Ladung, elektrophoretisch der GroRe nach in einem
Agarosegel aufgetrennt werden. Zur Herstellung des Agarosegels wurde die bendtigte Menge
Agarose 1-4 % (v/w) in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und in einen Elektrophoreseschlitten gegossen.
Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als
GroBenstandard wurde der GeneRuler™ DNA Ladder Mix von Fermentas verwendet.
AnschlieBend wurde das Gel bei einer Spannung zwischen 90 und 120V fir 1 h gefahren. Bei
einer 10-minltigen Farbung im Ethidiumbromid-Bad interkaliert der Farbstoff in die a-Helix.
Durch UV-Licht Idsst sich die DNA sichtbar machen.

2.2.6 DNA Aufreinigung
2.2.6.1 Aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde die interessierende Bande aus dem
Agarosegel ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefal® Gberfiihrt und die DNA mit dem QIlAquick Gel
Extraction Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Das Losen des Gelstiicks in
QG-Puffer wurde bei 37 °C durchgefiihrt
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2.2.6.2 Aus Reaktionsansdtzen

Zur Aufreinigung von DNA aus Reaktionsansadtzen wurde das MinElute PCR Purification Kit von
Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet.

Zur Aufreinigung von DNA und zur zeitgleichen Abtrennung kleiner Fragment wurde mit dem
Agencourt AMPure XP System von Beckman Coulter Genomics gearbeitet (vgl. Kapitel 3.1.1.).

2.2.7 Konzentrationsbestimmung von DNA
2.2.7.1 NanoDrop®

Die Konzentration wassriger DNA-Lsung kann photometrisch bestimmt werden. Nukleinsduren
zeigen aufgrund der in ihnen enthaltenen Basen ein Absorptionsmaximum bei A=260 nm. Bei
260 nm entspricht eine Absorption von 1 bei einem Lichtweg von 1cm jeweils einer
Konzentration von 50 pg/ml dsDNA, 33 pg/ml ssDNA. Das Verhiltnis zwischen den gemessenen
Absorptionen bei 260 und 280 nm gibt Aufschluss iber eine eventuelle Verunreinigung der DNA
oder RNA-Probe mit Proteinen. Bei reinen Nukleinsdure-Losungen liegt der Quotient A260/A280
zwischen 1,8 und 2.0. Fiir die Bestimmung der DNA-Konzentrationen wurde u.a. der NanoDrop®
ND-1000 verwendet, mit dem sich die Konzentration kleiner Probenvolumina (1-2 ul) messen

|dsst.

2.2.7.2 Qubit®

Mit dem Qubit® von Life Technologies lasst sich ebenfalls die Konzentration wassriger DNA-
Lésungen messen. Eine Konzentration ab 10 pg/ ul kann mit dem Qubit ® System gemessen
werden. Das System arbeitet mit einem fluoreszierenden Farbstoff, der an die DNA bindet und
erst dann fluoresziert. Die Durchfiihrung des Qubit dsDNA HS Assay erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

2.2.8 DNA-Analyse mittels DNA LabChip ® Kit

Hierflir wurde die 2100 Bioanalyzer Plattform von Agilent verwendet. Die Methode beruht auf
dem Prinzip der Kapillargelelektrophorese und ermdglicht die Messung von DNA- GroRe und-
Konzentration. DNA-Bibliotheken in einem Konzentrationsbereich von unter 10 ng/ul wurden
mit dem High Sensitivity DNA Kit analysiert. Fir DNA-Bibliotheken mit einer Konzentration von
mehr als 10 ng/ul wurde das DNA 1000 Kit verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte gemaR den

Angaben des Herstellers.

2.2.9 Quantitative DNA Methylierungsanalyse (MassARRAY®)

Zur Validierung der gefundenen Methylierungsmuster wurde mit dem EpiTYPER-MassARRAY
System von Sequenom gearbeitet (Ehrich, Nelson et al. 2005). Diese Methode erlaubt eine
Hochdurchsatz-Methylierungsanalyse von CpGs. Hierfiir wird die DNA einer Bisulfitbehandlung

unterzogen, bei der alle unmethylierten Cytosine zu Thymin konvertiert werden. Methylierte
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Cytosine werden von der Behandlung nicht verandert. Ausgewahlte Promotorregionen werden
mittels PCR amplifiziert, in vitro in RNA transkribiert und basenspezifisch durch Endonucleasen
geschnitten. Durch MALDI-TOF Massenspektrometrie lassen sich Massenspektren der
Spaltprodukte erstellen. Die Fragmente unterscheiden sich in ihrer Masse. Dies beruht auf den
Sequenzveranderungen der DNA (C-zu-T-Konversion), die durch die anfangliche Bisulfit-

Behandlung hervorgerufen wurden.

2.2.9.1 Bisulfitbehandlung

Die Bisulfitbehandlung von 1 ug DNA wurde mit dem EZ DNA Methylation Kit von Zymo Research
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte fiir 16 h bei 50 °C. Die Elution
erfolgte mit 50 ul EB-Puffer von Qiagen.

2.2.9.2 Design der Bisulfit-PCR-Primer

Die Primer fiir die Bisulfit-PCR wurden mit dem EpiDesigner (http://www.epidesigner.com/)
erstellt. Die Voreinstellungen des EpiDesigners wurden weitestgehend Ubernommen.
Anderungen wurden lediglich bei der Strangspezifitit (Einstellung: ,both“) vorgenommen.
AuBerdem wurde die Einstellung ,,Analyze CpGs in T Reaction” abgewahlt.

2.2.9.3 PCR

Ein PCR Reaktionsansatz bestand aus: 3,26 ul H,0, 0,5 pl (10 x) PCR-Puffer, 0,1 pul (10 mM) dNTPs,
0,1l (10 uM) Primer-Mix, 0,04 ul Hot StarTag Polymerase und 1pul (~10-20ng)
bisulfitbehandelte DNA. Amplikons fiir die Regionen KCNMA1 001, OGDHL, DKK1,
RASGEF1A 002 und SEC31B wurden mit folgendem PCR-Protokoll generiert: 95 °C fir 15 min;
45 Zyklenmit 95 °C fir 30s, 55 °C fur 30s, 72 °C fir 1 min; 5 min bei 72 °C, 4 °C. Die Regionen
GSTO2, KCNMA1 002, RASGEF1A 003, HHEX, ZMIZ1 wurden mit folgendem PCR-Protokoll
generiert: 95°C fur 15 min; 8 Zyklenmit 95 °C fur 30s, 52°C fur 30s, 72°C fur 1 min;
37 Zyklenmit 95 °C fiir 30 s, 65 °C fiir 30 s, 72 °C fiir 1 min; 5 min bei 72 °C, 4 °C. Stichprobenartig

wurden einzelne Amplikons ausgewahlt und auf einem 1,5 % Agarosegel tberpruft.

Die in-vitro Transkription, die Massenspektrometrie, sowie die statistische Auswertung wurden
von der Abteilung Epigenomik und Krebsrisikofaktoren des DKFZ durchgefihrt.

2.2.10 Design des 385K CustomArray fiir die subgenomische DNA-
Methylierungsanalyse

Fiir das Design der 385K CustomArrays von Roche NimbleGen, die fir die Methylierunganalyse
subgenomischer Bereiche verwendet wurden, wurde mittels ENSEMBL die TSS der
proteincodierenden Gene (,known“ und ,novel“) von Chromosom 10qg herausgesucht. Die

Promotorregion wurde 1500 bp upstream und 300 bp downstream der TSS definiert. Die
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Gesamtgrofle dieser 1298 einzelnen Bereiche belduft sich auf 2.510.110 bp. Das eigentliche
Design des Arrays wurde von NimbleGen anhand dieser Genliste berechnet. Hochrepetitive
Sequenzbereiche, die in den Zielregionen lagen, wurden entfernt. Daraus resultierten dann 2852
einzelne Zielregionen einer GesamtgrofRe von 2.031.616 bp. In diesen Zielregionen sind 536 der
741 Gene mit RefSeq Annotation vertreten. Rund 80,9 % der interessierenden Basen und somit
83.516 CpGs kdnnen angereichert werden.

Der Array besteht aus 385.000 Probes (Oligonukleotide), die 60 bis 80 Nukleotide lang und
komplementar zur Zielregion sind. Mit solch einem 385K CustomArray kann eine Zielregion von
bis zu 5Mb abgedeckt werden. Die Chromosomenpositionen der Zielregionen fiir die

subgenomische DNA-Methylierungsanalyse (Kapitel 3.3) sind in Anhang 6.10 verzeichnet.

2.2.11 Mate-Pair Sequenzierung

Das Potential der Methode leitet sich von der Art und Weise der Herstellung der DNA-
Bibliotheken ab. Der initiale Schritt besteht aus der Fragmentierung der genomischen DNA auf
eine definierte GroRRe. Die Reparatur der Enden wird mit biotinylierten dNTPs durchgefiihrt. Nach
Zirkularisierung der DNA-Fragmente und erneuter Fragmentierung werden die biotinylierten
Fragmente selektiert. Nach Adapter-Ligation und finaler GroRenselektion wird die Sequenzierung
der DNA- Bibliothek als PE-Lauf durchgefiihrt: Dabei werden beide Enden der urspriinglichen
DNA-Fragmente ansequenziert. Durch das Mapping auf das Referenzgenom kdnnen dann
Insertionen, Deletionen, Amplifikationen und Translokationen detektiert werden (Abbildung 17).

(Korbel, Urban et al. 2007)
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Abbildung 17 Mate-Pair Sequenzierung. [Modifiziert nach (Korbel, Urban et al. 2007)]
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Die Praparation der Mate-Pair Bibliotheken wurde mit dem Mate Pair Library Prep Kit v2 von
Illumina mit folgenden Modifikationen durchgefiihrt. Die initiale Fragmentierung wurde mit dem
HydroShear durchgefiihrt und die Einstellungen so gewahlt (Cycles 20, Assembly / Speed Code
14), dass Fragmente eine Ldnge von 3 kb zu erwarten waren. Bei der Gelextraktion wurde ein
GrolRenbereich von 2,9 - 3,1 kb ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte mit dem Qubit® (1.0) Fluorometer. Aus Konzentrationsgriinden konnte nicht in allen
Fallen 600 ng DNA in die Zirkularisierungsreaktion eingesetzt werden, daher wurde in Folge
dessen die gesamte Ausbeute der Gelextraktion eingesetzt. Zur Fragmentierung der
zirkularisierten DNA auf 500 bp wurde das Covaris ® S2 System mit den micro TUBEs und
folgenden Einstellungen verwendet: Duty Cycle 5 %, Intensity 3, Cycles per Burst 200, Time 90 s,
Frequency Sweeping on, Temperatur des Wasserbads 4 °C.

Zur Anreicherung Adapter-ligierter DNA-Fragmente wurde die PCR laut Hersteller-Protokoll
durchgefiihrt. Zur Verringerung von PCR-Artefakten konnte die Zyklenzahl auf 15 reduziert
werden. Bei der anschlieBenden Gelextraktion wurde ein Bereich von 400 bp +/- 50 bp
ausgeschnitten. Die DNA Bibliothek wurde auf dem 2100 Bioanalyzer und High Sensitivity DNA
Kit analysiert (GroRenverteilung, Konzentration), eine zweite Konzentrationsbestimmung erfolgte
mittels Qubit.

Die Auswertung beinhaltet nur Deletionen und Amplifikationen, die in mindestens zwei Proben
identifiziert werden konnten. Bei den Amplifikationen sind nur solche mit einer
Mindestkopienanzahl von fiinf berilcksichtigt. Amplifikationen und Deletionen, die in Bereichen

bekannter Polymorphismen liegen, wurden nicht beriicksichtigt.

2.2.12 Hochdurchsatz-Sequenzierung

Die Hochdurchsatz-Sequenzierungen der Bisulfit-Anreicherungen und der MID-Anreicherungen
liefen auf dem Genome Analyzer lIx von Illumina (Bentley, Balasubramanian et al. 2008). Die
Sequenzierungen erfolgten nach den Protokollen des Herstellers. Eine moglichst exakte
Konzentrationsbestimmung ist flir eine maximale Datenausbeute unerlasslich. Im ersten Schritt
wurde die DNA mittels NanoDrop® vermessen. Auf dieser Konzentration basierend wurde eine
Verdunnung der Probe auf 5 ng/ul hergestellt. Dann wurde die Verdiinnung der Probe mittels
2100 Bioanalyzer und High Sensitivity DNA Kit vermessen. Basierend auf der Messung mit dem
2100 Bioanalyzer wurde die (5 ng/pl) Probe auf 10 nM verdinnt und fur die Sequenzierung
eingesetzt.

Hochdurchsatz-Sequenzierungen auf der Roche Plattform (Margulies, Egholm et al. 2005)
wurden bei den Methodenetablierungen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Sequenzierungen fiir die Methodenetablierungen wurden von André Leischwitz, Zentrale
Einheit fir Genom und Proteom, DKFZ durchgefiihrt. Sequenziert wurden hier: 36 bp Paired-End
Laufe, 100 bp Single-Read Laufe, 100 bp Paired-End Laufe.

39



Material und Methoden

Die Sequenzierungen des Kooperationsprojekts mit dem Universitatsklinikum Ulm wurden von
André Leischwitz, Zentrale Einheit fir Genom und Proteom, DKFZ durchgefiihrt. Sequenziert
wurden hier: 100 bp Paired-End Laufe.

Die Sequenzierungen fiir das Projekt ,Subgenomische DNA-Methylierungsanalyse im
Glioblastomen” wurden zusatzlich von André Leischwitz, Zentrale Einheit fiir Genom und
Proteom, DKFZ durchgefiihrt. Sequenziert wurden hier: 100 bp Single-Read Laufe.

Die Sequenzierungen des Projekts ,ldentifizierung von Strukturvariationen im Glioblastom”
erfolgten in der Genomics Core Facility am EMBL Heidelberg. Sequenziert wurden hier: 36 bp
Paired-End Laufe.

2.2.13 Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatischen Auswertungen bei der Methodenetablierung wurden von Berit
Haldemann, Zentrale Einheit flir Genom und Proteom, DKFZ durchgefiihrt.

Die bioinformatischen Auswertungen des Projekts ,Subgenomische DNA-Methylierungsanalyse
im Glioblastom” (Kapitel 3.3) wurden v.a. von Volker Hovestadt, Abteilung Molekulare Genetik,
DKFZ und auch von Berit Haldemann, Zentrale Einheit fiir Genom und Proteom, DKFZ
durchgefihrt.

Zum Alignment der Sequenzdaten mit dem humanen Genom wurde Bowtie (http://bowtie-
bio.sourceforge.net) (Langmead, Trapnell et al. 2009) verwendet Bei den Sequenzdaten handelte
es sich, verursacht durch die Bisulfitbehandlung, um einen degenerierten Basencode. Zum
Mapping der Reads wurden daher alle Cytosine (potentiell methyliert) zu Thyminen konvertiert.
Das Alignment erfolgte an das C zu T (Watson Strang) oder G zu A (Crick Strang) konvertierte
Genom (UCSC hg19). Reads, die an mehrere Stellen mappen, wurden entfernt. Bei den Reads, die
an die gleiche 5 Position mappen (Duplikate), wurde nur derjenige Reads behalten, der den
besten Phred Quality Score aufwies.

Die bioinformatische Auswertung des Projekts ,ldentifizierung von Strukturvariationen im
Glioblastom” wurde von Dr. Marc Zapatka, Abteilung Molekulare Genetik, DKFZ durchgefiihrt.
Das Alignment der Sequenzdaten an das Referenzgenom (UCSC hg19) erfolgte mittels Burrows-
Wheeler Aligner (BWA; http://bio-bwa.sourceforge.net) (Li and Durbin 2009). Bei einigen Proben
wurden mehrere Lanes sequenziert. Flir die Vereinigung der Sequenzdaten der gleichen Proben
und zur Entfernung der Duplikate wurde Picard (http://picard.sourceforge.net) verwendet. Zur
Identifikation von Kopienzahlveranderungen wurde aus der Anzahl der Reads in 1 kb Fenstern die
Log Ratio von Tumor zum Normalgewebe bestimmt und diese mittels GLAD (Hupe, Stransky et al.
2004) segmentiert. Die Identifikation von Insertionen und Deletionen erfolgte mittels
Breakdancer (Chen, Wallis et al. 2009).
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2.2.14 Statistische Analysen

Fiir die Methylierungsanalyse der CpGs in den Zielregionen wurde die Signifikanz mittels
Zweistichproben-t-Test Uberprift. Die Individuellen p-Werte wurden mittels der Benjamini-
Hochberg-Methode fiir Multiples Testen korrigiert.

Die statistischen Analysen bei der Datenauswertung des MassARRAY ® wurden von Dr. Rainer
Claus, Abteilung Epigenomik und Krebsrisikofaktoren, DKFZ durchgefiihrt, hierbei wurde mit dem
Wilcoxon-Test (Rangsummentest) auf Signifikanz getestet. Dieser parameterfreie Test wird

eingesetzt, wenn nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden kann.

In den Kaplan-Meier-Plots wird die Verkniipfung zwischen Genexpression und Uberleben

dargestellt, die Berechnung erfolgte mittels Log-Rang-Test und Cox-Regression.

Als Signifikanzniveau wurde in allen Fallen 5 % (p< 0,05) festgelegt.
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3  Ergebnisse

3.1 Methodenetablierung zur subgenomischen Anreicherung

3.1.1 Generierung von Bibliotheken zur Anreicherung subgenomischer Bereiche

Grundlage fir das hier etablierte und optimierte Protokoll zur Generierung von DNA-
Bibliotheken zur subgenomischen Anreicherung war der NimbleGen Arrays User’s Guide:
Sequence Capture Array Delivery von Roche NimbleGen und das Protokoll des Paired-End Sample
Prep Kit von lllumina. Basierend auf diesen Grundlagen wurde ein Protokoll entwickelt, fir das
die halbierte DNA-Startmenge (10 pug) ausreicht und in dem die Aufreinigungsschritte minimiert
sind, da es hierbei immer zu DNA-Verlusten kommt. Desweiteren sollten die Sequenzierung der
angereicherten Proben nicht auf den Roche Plattform sondern auf dem lllumina GAllx
durchgefiihrt werden. Bei der Roche 454 Pyrosequenzierung kdnnen Homopolymere von mehr
als sechs Nukleotiden nicht mehr eindeutig detektiert werden (vgl. Kapitel 1.4.1.1). Dies spielt
vor allem bei der Bisulfit-Anreicherung (siehe folgendes Kapitel 3.1.2) eine wichtige Rolle. Aus
diesem Grund mussten die Roche-Adapter gegen die lllumina-Adapter ausgetauscht.

genomische DNA

Fragmentierung

Fillln
Adenylierung

Adapter-Ligation

— -.—-/—'-'-'
—

- ——>hicht-angereicherte Bibliothek
DNA-Bibliothek — e, = Quialitdtskontrolle
—— o e Kapillargelelektrophorese
e

Abbildung 18 Schematische Darstellung des Ablaufs der Praparation von DNA-Bibliotheken.
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Fragmentierung

Die Fragmentierung der genomischen DNA erfolgte mit dem Covaris ® S2 System. Dieses System
bietet gegentiber der Nebulisierung (vorgeschlagen in: NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence
Capture Array Delivery und Illumina Paired-End Sample Prep Kit) den Vorteil, dass wahrend der
Fragmentierung keine DNA-Verluste auftreten. Bei den getesten Nebulisierungen lag die
Verlustrate bei bis zu 50 % (Daten nicht gezeigt). Eine Aufreinigung der fragmentierten DNA ist
beim Covaris ® S2 System nicht notwendig, da der Prozess in Wasser, EB oder TE-Puffer
durchgefiihrt wird. Bei der Nebulisierung findet spezieller Nebulisierungspuffer mit einem hohen
Glycerinanteil Verwendung. Eine anschlieRende Aufreinigung muss erfolgen; weitere DNA-
Verluste sind dadurch unvermeidbar.

Fiir die GréRe der DNA-Fragmente wurde eine Verteilung um 200-250 bp angestrebt. Bei dieser
GroRe haben Scherkrafte nur geringen Einfluss auf die Fragmente, so dass bei der
Weiterverarbeitung mit weniger DNA-Verlusten zu rechnen ist. Ein weiteres Auswahlkriterium fir
diesen GroRenbereich war die mogliche Anreicherung von Exons. Ein durchschnittliches Exon ist
ca. 200 bp lang (Zhang 1998). Durch die Anreicherung kann dann mit Fragmenten gerechnet
werden, die einen hohen Exon-Anteil aufweisen. So kann die Menge an sequenzierten Basen, die
in der Zielregion liegen maximiert werden. Die maximale Read-Ldange bei einer Sequenzierung
mit dem GAllx von lllumina lag bei 75 bp (Stand 2009, inzwischen bis zu 150 bp). Bei einem
Paired-End Lauf mit 2 x 75 bp hatte also eine FragmentgrofRe von ca. 150 bp abgedeckt werden
konnen. (Die maximale Read-Ldnge wurde wahrend der Anfertigung vorliegender Arbeit
sukzessive erhoht, so dass die Sequenzierung der angereicherten Proben mit einer Read-Lange

von 100 bp durchgefiihrt werden konnte).

Protokoll

10 ug genomische DNA wurden in 120 pl H,0 in ein ,,micro TUBE“ gefiillt und in den
THQ micro HOLDER eingelegt. Das Wasserbad des Gerats wurde auf 20 °C vorgeheizt.
Die Einstellungen fir die Fragmentierung waren: Duty Cycle 10 %, Intensity 5, Cycles
per Burst 200, Time 180 s. Zur Uberpriifung, ob die Fragmentierung die gewiinschte
GroRRenverteilung ergeben hat, wurde eine Aliquot mittels 1000 DNA-Chip auf dem
Bioanalyzer 2100 analysiert.
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Abbildung 19 GroRenverteilung nach Fragmentierung. Bei der Nebulisierung (rot) liegt nur ein geringer Anteil der DNA-
Fragmente im gewilinschten GréRenbereich (150 bp-350 bp). Bei der DNA-Fragmentierung mittels Covaris (blau) ergibt
sich die gewlinschte Verteilung. (a) Elektropherogramm und (b) Gelansicht der Covaris-Probe, beide erzeugt mittels
Bioanalyzer. M= Marker-Peaks bei 15 bp und 1500 bp.

Die Analyse der fragmentierten DNA zeigt, dass die DNA-Fragmente durch die Fragmentierung
mit dem Covaris ® S2 System in der gewdlinschten GrofRenverteilung vorliegen. Durch die
Fragmentierung lasst sich zwar kein definierter, scharfer Peak erzielen, dennoch liegt der Grof3teil
der DNA-Fragmente im gewiinschten Bereich von 150 -350 bp, mit einem Peak bei rund 200 bp.
Bei der Nebulisierung hingegen liegt der GroRteil der DNA-Fragmente in einem GréRenbereich
von 200 -700 bp mit einem Peak bei rund 450 bp (Abbildung 19). Der Grofteil der DNA-
Fragmente liegt somit auBerhalb des angestrebten GrofRenbereichs.

Fillin

Nach der Fragmentierung sind die Enden der DNA-Fragmente beschadigt. Dies duBert sich in
einzelstrangigen 5- und/oder 3‘-Enden der DNA. Nach der Fillln-Reaktion, liegen dann wieder
blunt ends vor, die am 5‘Ende phosphoryliert sind. Erst dann ist eine effiziente

Weiterverarbeitung der DNA-Fragmente moglich.

Protokoll

Die 120 ul fragmentierter DNA wurden mit 12 pl (10 x) Puffer 2,1 pl (10 mg/ml) BSA,
5 ul (100 uM) dNTPs, 1 ul (100 mM) ATP, 6 pl (3 U/ul) T4 DNA Polymerase und 6 pl
(10 U/ul) T4 Polynukleotide Kinase (3‘ phosphatase minus) hinzugefigt und 20 min bei
12 °C, 20 min bei 25 °C und 20 min bei 75 °C im Thermocycler inkubiert.

Die Puffersysteme der Fillln-Reaktion, der Adenylierung und der Adapter-Ligation (siehe
nachfolgende Schritte) wurden dahingehend optimiert, so dass keine Aufreinigung zwischen den
einzelnen Reaktionen stattfinden musste und die DNA-Verluste hierdurch minimiert werden

konnten.
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Adenylierung

Nach der Fillin-Reaktion liegen die DNA-Fragmente mit blunt ends vor. Zur Verhinderung der
Bildung von Concatemeren, wird durch eine Adenylierungsreaktion ein 3‘ dA Uberhang generiert
(dA-tailing).

Protokoll

Dem Fillin-Reaktionsansatz wurden 16,5 ul H,0, 3 ul (10 x) Puffer 2, 4,5 pul (100 mM)
MgS0,, 3 ul (100 mM) dATP und 3 pl (5 U/ul) Tag Polymerase hinzugefligt und 45 min
bei 72 °C im Thermocycler inkubiert.

Adapter-Ligation

Zur Vermeidung der Selbstligation der Adapter haben diese eine spezielle gegabelte Form (vgl.
Abbildung 16 und Abbildung 21), die durch die nur teilweisen komplementdren Adapter-Oligos
bedingt ist. Der einzelne dT-Uberhang am 5-Ende verhindert ebenfalls eine Selbstligation,
gleichzeitig schafft er sticky ends fir die Ligation mit den DNA-Fragmenten.

Protokoll

Der Adenylierungsreaktionsansatz wurde durch 23 pl H,0O, 5 ul (10 x) Puffer 2, 4 ul
(100 mM) rATP, 10 pl (400 U/ul) T4 Ligase und 8 ul Adapter ergénzt und mindestens 2 h
bei 21 °C inkubiert.

Aufreinigung

Die Read-Lange bei der Sequenzierung liegt bei 75 oder 100 bp. Die Fragmente sollten daher eine
MindestgréRe von 100 bp besitzen, so dass die Read-Lange voll ausgenutzt werden kann. Die
beiden Adapter besitzen zusammen eine GréRe von 66 bp. Die unterste GroRengrenze der DNA-
Bibliothek sollte somit bei rund 150 bp liegen; bei der Aufreinigung der DNA-Bibliothek werden

gleichzeitig Gberschissige Adapter und Fragmente kleiner als 150 bp abgetrennt.

Protokoll

Zur Aufreinigung wurde das Agencourt AMPure® XP PCR Purification Kit verwendet.
Das Volumen des Adapter-Ligationsansatzes wurde mit EB-Puffer (Qiagen) auf 298 ul
eingestellt, 2 pl 10 % Tween20 (v/v) zugegeben und fir 10 min bei 37 °C dquilibriert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 330 pul (25 °C warmen) AMPure XP Beads. Die
Mischung wurde bei 25°C und 350 rpm fir 10 min inkubiert. Wahrend dieser
Inkubationszeit binden die DNA-Fragmente an die paramagnetischen Beads. Die
GroRenselektion ldsst sich durch das ,DNA-L&sung-zu-Bead-Losung—Verhéltnis“
beeinflussen. Hier wurde ein Verhéltnis von 1:1,1 gewahlt, um Fragmente kleiner als
150 bp abzutrennen. Die Beads wurden mit Hilfe eines Magnets pelletiert und der

Uberstand verworfen. Darauffolgend wurden das Pellet in 500 ul 70 % Ethanol
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resuspendiert und kurz abzentrifugiert. Die Beads wurden erneut pelletiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt; das Pellet dann
bei 37 °C getrocknet. Durch die Zugabe von 55 pl EB-Puffer geht die gebundene DNA in
Lésung. Die Beads wurden erneut pelletiert, der Uberstand, der die DNA enthilt,
wurde abgenommen, die DNA-Konzentration bestimmt und je nach

Verwendungszweck bei 4 °C oder bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 20 GréRenvergleich der fragmentierten DNA und der DNA-Bibliothek. Die GréRe der Bibliothek (blau) weist
einen Peak bei rund 215 bp auf. Dies entspricht einer DNA-Fragmentlange (griin) von ca. 170 bp. Die Anteile der DNA-
Bibliothek kleiner als 150 bp wurden abgetrennt. M= Marker-Peaks bei 15 bp und 1500 bp.

Qualitatskontrolle: LM-PCR der DNA-Bibliothek und Kapillargeleletrophorese
Zur Qualitatskontrolle der DNA-Bibliotheken wurde eine LM-PCR mit einem Aliquot DNA-

Bibliothek durchgefiihrt. Die Primer sind hierfir komplementar zu den Adaptern, so kénnen nur
solche Fragmente amplifiziert werden, die auf beiden Seiten Adapter besitzen (Abbildung 21).
Bei einer definierten Templatemenge von 5ng, wurde nur mit solchen Bibliotheken
weitergearbeitet, bei denen nach Aufreinigung eine Konzentration von mindestens 125 ng/ul
gemessen werden konnte. Durch diesen Grenzwert wurde sichergestellt, dass nach der

Anreicherung genligend amplifizierbare Fragmente vorliegen.

Protokoll

Fiir die LM-PCR wurde mit dem FastStart High Fidelity PCR System von Roche Applied
Science gearbeitet: 5 pl PCR-Puffer 2, 0,5 pl (100 mM) dNTPs, 1,25 pl (40 uM) PE-PCR
Primer Mix, 1 pl (5 U/ul) Fast Start High Fidelity Polymerase und 5 ng (gemessen mit
Nanodrop) DNA-Bibliothek in 25 pl H20. PCR-Protokoll: 95 °C fir 2 min; 20 Zyklen mit
95 °C fur 30s, 65 °C fur 20s, 72 °C fiur 30s; 7 min bei 72 °C, 4 °C. Der PCR-Ansatz
mittels MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 15 pul EB-
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Puffer. Das PCR-Produkt der nicht-angereicherten (NC) DNA-Bibliothek wurde bei -20 °C
gelagert.

Zur Uberpriifung der GréRenverteilung der DNA-Bibliotheken wurde ein Aliquot der DNA-
Bibliothek und ein Aliquot der NC-DNA-Bibliothek mittels 1000 DNA-Chip auf dem

Bioanalyzer 2100 analysiert.

1. PCR-Zyklus

\ r

2. PCR-Zyklus

) — & & 2
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w

Abbildung 21 Schematische Darstellung der LM-PCR. Die Primerbindungsstellen liegen in den gegabelten Adaptern
(gelb). Der erste PCR-Zyklus (roter Primer) generiert die vollstandige Primerbindungsstelle (roter Strang) des zweiten
Primers (blau). Die Gberhdngende 5‘-Enden beider Primer (rot und blau) werden durch die PCR aufgefillt.
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Durch die iberhdangenden 5-Enden der PE-PCR Primer hat nach der Amplifikation die GroRe der
NC-DNA-Bibliothek um die erwarteten ca. 50 bp zugenommen (Abbildung 22)
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Abbildung 22 GroRenvergleich der DNA-Bibliothek und der NC-DNA-Bibliothek. Die GréRenverschiebung der nicht-
angereicherten NC-DNA-Bibliothek (rosa) ist durch die Amplifikation der DNA-Bibliothek (griin) mit Gberhdngenden
Primern verursacht. Durch die Amplifikation werden den DNA-Fragmenten rund 50 bp angehangt. M= Marker-Peaks
bei 15 bp und 1500 bp, P= Primer-Peak.

Dieses Protokoll ermdglicht die reproduzierbare Generierung von DNA-Bibliotheken (Anhang
6.1).

3.1.2 Bisulfit-Anreicherung zur subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse

Eine Vielfalt von Methoden zur DNA-Methylierungsanalyse ist heutzutage verfligbar. Beim Typing
werden in einer groReren Anzahl von Proben einzelne Loci untersucht. Das Profiling gibt einen
Uberblick Giber den Methylierungsstatus des Genoms. Zu den Profiling-Methoden zihlen auch
die NGS-basierten Techniken, mit denen jedes einzelne CpG analysiert werden kann (vgl. Kapitel
1.2.2). Zur Reduktion von Kosten und Aufwand wurde die Bisulfit-Anreicherung entwickelt, so
dass die Vorteile von Typing und Profiling ausgenutzt werden kdnnen. Die Bisulfit-Anreicherung
stellt gewissermallen einen Kompromiss aus beiden Verfahren dar und vereinigt die Vorteile
beider Methoden. In einem groReren Bereich (bis 5Mb) kann punktgenau der CpG-

Methylierungsstatus untersucht werden.

Fiir die Bisulfit-Anreicherung wurde die DNA-Bibliothek wie im vorherigen Kapitel 3.1.1
beschrieben generiert und den Qualitdtskontrollen unterzogen. Dann erfolgte die Anreicherung
der Zielregionen durch Array-Hybridisierung.

Fiir die Bisulfit-Anreicherung wird die DNA-Bibliothek auf den 385K CustomArray hybridisiert.

Der Array wird gewaschen, die hybridisierte DNA eluiert.
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Dann erfolgt eine Bisulfitbehandlung und Amplifikation der eluierten DNA, gefolgt von der
Sequenzierung (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Schematische Darstellung des Ablaufs der Bisulfit-Anreicherung.
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Modifikationen bei der Bibliotheken-Herstellung fiir die Bisulfit-Anreicherung

Bei der DNA-Methylierungsanalyse wird die angereicherte DNA einer Bisulfitbehandlung
unterzogen. Deshalb werden bei der Herstellung dieser DNA-Bibliotheken Adapter verwendet,
bei denen alle Cytosine durch 5-Methylcytosin ersetzt sind.

Herstellung der DNA-Bibliothek

Die Schritte der Fragmentierung, Fillln, Adenylierung, Adapterligation und Aufreinigung wurden

wie unter Kapitel 3.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

Hybridisierung

Essentiell fur die Effizienz der Anreicherung ist die Wahl der Hybridisierungsbedingungen wie
Puffer, Temperatur und Dauer. Diese Bedingungen sind so mild wie notig zu wahlen, so dass eine
groBe Menge von Fragmenten hybridisieren kann, die die Zielregionen enthalten. Gleichzeitig
sind diese Bedingungen so stringent wie moglich zu halten, um Hybridisierungen von
Fragmenten zu vermeiden, die keine Zielregion enthalten.

Die gegabelte Form der Adapter spielt auch hierbei eine wichtige Rolle sie verhindert, dass
Fragmente Uber komplementare Adapterbereiche hybridisieren.

Die Bedingungen fiir die Hybridisierung wurden vollstandig aus dem NimbleGen Arrays User’s
Guide: Sequence Capture Array Delivery von Roche NimbleGen Gibernommen.

Protokoll

5 ug DNA-Bibliothek und 100 pl (1 mg/ml) humane Cot-1 DNA wurden bei 60 °C in
einer Vakuumzentrifuge getrocknet und danach mit 5 pul (70 °C) H,0 bei 70 °C fir
10 min im Thermomixer rehydriert. Danach erfolgte die Zugabe von 8 ul (2Xx)
SC Hybridization Buffer und 3,2 pl Component A. Die Mischung wurde 10 min bei 95 °C
denaturiert und dann bei 42 °C kurzzeitig gelagert und schnellstens weiterverarbeitet.
Der 385K CustomArray wurde mittels “Precision Mixer Alignment Tool” (PMAT) mit
einem X1 Mixer beklebt und 15 pl der Hybridisierungsmischung luftblasenfrei in das so
entstandene Reservoir pipettiert (MICROMAN®). Fill- und Ventport wurden luftdicht
abgeklebt. Die Hybridisierung erfolgte fiir 64 h —72 h bei 42 °C.

Waschen und Elution

Beim Waschen des Arrays werden nicht-hybridisierte Fragmente oder Fragmente, die aufgrund
von Sequenzahnlichkeit teilweise hybridisieren konnten, entfernt. Hier gilt das gleiche Prinzip wie
fir die Hybridisierung: Stringent genug zur Entfernung der Fragmente, die keine Zielregion
enthalten; aber mild genug, so dass Zielregion-Fragmente nicht weggewaschen werden. Auch in
diesem Schritt wurden die Bedingungen des NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence Capture
Array Delivery von Roche NimbleGen Gibernommen. Die einzige Ausnahme stellte die Temperatur

des ersten Waschrohrchens mit Wash Buffer Il dar.
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Protokoll

Zwei Wasserbader mit 42 °C bzw. 47,5°C wurden mindestens zwei Stunden
vorgewarmt. 10 x Wash Buffer I, Il und Ill sowie der 2 x Stringend Wash Buffer wurden
mit ddH,0 auf 1 x verdiinnt. 32 ml Waschréhrchen wurden vorbereitet: 2 Réhrchen 1 x
Stringend Wash Buffer (47,5 °C), 1 Rohrchen 1 x Wash Buffer | (RT), 2 Rohrchen Wash
Buffer Il (RT), 1 Rohrchen Wash Buffer Il (RT). Desweiteren wurden zusatzlich 100 ml
Wash Buffer Il auf 42 °C vorgewarmt. Fiir die Elution wurde in einem Behalter mit den
100 ml Wash Buffer Il der Mixer vom Array entfernt. AnschlieRend wurde der Array in
den vorbereiteteten Rohrchen einem mehrstufigen Waschprozess unterzogen, um
Fragmente, die keine Zielregionen enthalten und daher nicht hybridisiert sind,
abzutrennen: In Wash Buffer Il 10 mal invertieren, in Stringent Wash Buffer (47,5 °C),
10 mal invertieren, 5 min bei 47,5 °C inkubieren. 10 mal invertieren, erneut in Stringent
Wash Buffer (47,5°C), 10 mal invertieren, 5 min bei 47,5 °C inkubieren, 10 mal
invertieren. In Wash Buffer | 2 min invertieren. In Wash Buffer Il 1 min invertieren. In
Wash Buffer Il 10 mal invertieren. Dann wurde der Array in die Elutionsstation gelegt
und mit der Elutionskammer verschlossen. Die Elution erfolgte mit 450 ul
(125 mM) NaOH, die in die Elutionskammer pipettiert wurden. Nach flinf-minttiger
Inkubation wurde die Losung abpipettiert. Das Eluat wurde zum Entsalzen Uber ein
MinElute Saule des MinElute PCR Purification Kit von Qiagen aufgereinigt. Dazu wurden
500 ul des PBI-Puffers mit 16 ul (20 %) Essigsdure versetzt, das Eluat zugegeben und die
weitere Aufreinigung nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution erfolgte
mit 50 pl EB-Puffer. AnschlieRend wurde das Eluat mit EB-Puffer auf das bendtigte

Volumen von 60 ul eingestellt.
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Amplifikation der angereicherten, unbehandelten (C) DNA-Bibliothek

Fir die Qualitatskontrolle wird ein Teil der angereicherten DNA-Bibliothek zur Amplifikation ohne
Bisulfitbehandlung verwendet. Diese C-DNA-Bibliotheken zeigten ein unerwartetes
Trennungsverhalten bei der Analyse mittels Kapillargeleletrophorese. Statt eines einzelnen Peaks
zwischen 200 bp - 300 bp waren zwei Peaks vorhanden. Der erste Peak bei ca. 200 bp - 300 bp,
der zweite zwischen 500 bp und 700 bp.

Das Template bei der LM-PCR ist eine Mischung von sehr vielen unterschiedlichen Fragmenten,
die aber alle die gleichen Adapter besitzen. Gegen Ende der PCR mit 30 Zyklen sind Primer,
Nukleotide und DNA-Polymerase eventuell schon ausgeschopft, so dass nicht mehr in jedem
Zyklus mit einer Amplifikation der Fragmente zu rechnen ist. Sinkt die Temperatur zum
Primerannealing kdnnten sich auch zwei Fragmente aneinander lagern, die entweder nur liber
die Adapter komplementar oder sequenzbedingt teilweise komplementar sind. Unvollsténdige
Doppelstrange waren die Folge. Bei der Kapillarelektrophorese kénnten solche Fragmente das
Trennungsverhalten groBerer Fragmente aufzeigen. Durch die Zugabe von einem Volumen neuen
MasterMixes (Puffer, Primer, Nukleotide, Polymerase) gefolgt von der Durchfiihrung eines
weiteren PCR-Zyklus konnte dieses Problem behoben werden. Es zeigte sich dann ein normales
Trennungsverhalten der C-DNA-Bibliothek mit einem einzelnen Peak bei 300 bp (Abbildung 24).
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Abbildung 24 Vergleich der angereicherten C-DNA-Bibliothek nach Amplifikation. Nach 30 PCR-Zyklen zeigt sich
abnormes Trennungsverhalten, durch nicht komplementdre Basen (rot). Ein zusatzlicher PCR-Zyklus mit frischem
MasterMix schafft vollstandige Doppelstrange mit normalem Trennungsverhalten (blau). M= Marker-Peaks bei 15 bp
und 1500 bp, P= Primer-Peak.
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Protokoll

Fir die Amplifikation wurde das FastStart High Fidelity PCR System von Roche Applied
Science verwendet. Ein PCR-Reaktionsansatz bestand aus: 26,25 pl H,0, 5 ul (10 x) PCR
Buffer 2, 1,25 pl (40 uM) PE-PCR-Mix, 0,5 pl (100 mM) dNTPs, 1 ul (5 U/ul) FastStart Taq
DNA Polymerase und 15 pl DNA. PCR-Protokoll: 2 min bei 95 °C, 30 Zyklenvon 30 s bei
95 °C, 20 s bei 65 °C, 30 s bei 72 °C ;72 °C fur 7 min, 4 °C. Nach Ende der PCR wurden
dem Reaktionsansatz 41,25ul pul H,0O, 5 ul (10 x) PCR Buffer, 1,25 ul (40 uM) PE-PCR
Primer Mix, 0,5ul (100 mM) dNTPs, 1l (5U/ul) Fast Start High Fidelity DNA
Polymerase zugefiigt. Die Inkubation im Thermocycler erfolgte fiir 2 min bei 95 °C, 20's
bei 65°C, 7min bei 72 °C; 4 °C. Die Aufreinigung wurde mit dem MinElute PCR
Purification Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution
erfolgte mit 15 ul EB-Puffer.

Zur Uberpriifung der GréRenverteilung wurde ein Aliquot der C-DNA-Bibliothek mit einem 1000
DNA-Chip oder High Sensitivity DNA-Chip (je nach Konzentration) auf dem Bioanalyzer 2100
analysiert.

Die C-DNA-Bibliothek wurde spater zur Uberpriifung der Anreicherungseffizienz eingesetzt.
(siehe Qualitatskontrolle durch qRT-PCR).

Bisulfitbehandlung

Fir die Bisulfit-Anreicherung wird die C-DNA-Bibliothek einer Bisulfitbehandlung unterzogen. Das
gesamte Eluat der Array-Hybridisierung enthalt nur ca. 10 - 100 pg C-DNA-Bibliothek. Durch die
Bisulfitbehandlung ist mit Verlusten, durch gebrochene und damit nicht mehr amplifizierbare
DNA-Fragmente, zu rechnen. Eine Sdulen-Aufreinigung des Reaktionsansatzes ist notwendig.
Dabei ist von weiteren Produktverlusten durch Adsorption an das Sdulenmaterial auszugehen.

Die Zugabe eines RNA Carriers soll Adsorptionsverluste minimieren.

Protokoll

Die Bisulfitbehandlung der C-DNA-Bibliothek wurde nach der Elution und Aufreinigung
durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA-LOsung auf 59 pl mit EB-Puffer aufgefillt. 15 pl
wurden fir die Amplifikation ohne Bisulfitbehandlung eingesetzt, um die
Anreicherungseffizienz zu lGberprifen (s.u.).

44 ul der C-DNA-Bibliothek wurden mit 1 pl (1 ug/ul) Carrier RNA versetzt. Fur die
Bisulfitbehandlung wurde das EZ DNA Methylation Kit von Zymo Research verwendet.
Die 45 ul DNA-RNA-L6sung wurden nach Protokoll mit 5 ul M-Dilution Buffer versetzt
und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl CT Conversion Reagent
hinzugefiigt und fir 16 Zyklen mit 95 °C fiir 15 s und 50 °C fiir 60 min inkubiert, nach
diesen Zyklen wurde der Reaktionsansatz, bis zur Aufreinigung, bei 4 °C gehalten. Die
Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Elution erfolgte mit 25 pl
EB-Puffer.
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Amplifikation der angereicherter, bisulfitbehandelter (BC) DNA-Bibliothek

Die PCR zur Amplifikation der BC-DNA-Bibliothek wurde dahingehend optimiert mit méglichst
wenig Zyklen genligend BC-DNA-Bibliothek zur Durchfiihrung der Qualitatskontrolle und
Sequenzierung zu erzeugen.

Eine groRe Anzahl PCR-Zyklen erhéhen die Gefahr von PCR-Artefakten (z.B. Einbau falscher Basen
oder Duplikate). Da fiir die Sequenzierung die DNA nochmals amplifiziert werden muss, ist es
unerlasslich die Zyklenzahl so gering wie moglich zu halten. Aus diesem Grund wurde nach
25 PCR-Zyklen dem PCR-Reaktionsansatz 1 ul entnommen und mittels High Sensitivity DNA-Chip
analysiert. Zeigte sich hier bereits genligend Produkt, wurde der PCR-Ansatz dem zusatzlichen
PCR-Zyklus mit neuem Mastermix unterzogen und aufgereinigt. War noch nicht genigend
Produkt vorhanden wurden weitere 2 bis 5 Zyklen durchgefiihrt, gefolgt vom zusatzlichen PCR-

Zyklus mit neuem MasterMix. Dann erfolgte die Aufreinigung.

Protokoll

Fir die Amplifikation wurde das Fast Start High Fidelity Kit von Roche Applied Science
verwendet. Ein PCR-Reaktionsansatz bestand aus: 16,25 ul H,0, 5 pl (10 x) PCR Buffer,
1,25 pl (40 uM) PE-PCR Primer Mix, 0,5 ul (100 mM) dNTPs, 1 ul (5 U/ul) HotStarTaq
DNA Polymerase und 25 pl BC-DNA-Bibliothek. PCR-Protokoll: 2 min bei 95 °C,
25 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 20 s bei 65 °C, 30 s bei 72 °C; 72 °C fur 7 min, 4 °C. Nach
diesen 25 PCR Zyklen wurden dem Reaktionsansatz 1 pl enthommen und auf dem
Bioanalyzer von Agilent lberprift, ob schon genug PCR-Produkt gebildet wurde. War
dies nicht der Fall, so wurde die PCR-Reaktion um 2-5 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 20 s bei
65 °C, 30 s bei 72°C; 72 °C fur 7 min, 4 °C verlangert. Nach Ende der PCR wurden dem
Reaktionsansatz 41,25 ul H,0, 5 ul (10 x) PCR Buffer, 1,25 ul (40 uM) PE-PCR Primer
Mix, 0,5 ul (100 mM) dNTPs, 1 ul (5 U/ul) Fast Start High Fidelity DNA Polymerase
zugefiigt. Die Inkubation im Thermocycler erfolgte fiir 2 min bei 95 °C, 20 s bei 65 °C,
7 min bei 72 °C; 4 °C. Die Aufreinigung wurde mit dem MinElute PCR Purification Kit
von Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 12 pl
EB-Puffer.

Qualitatskontrolle: Kapillargelelektrophorese

Zur Uberpriifung der GroRenverteilung wurde ein Aliquot der BC-DNA-Bibliothek mittels High
Sensitivity DNA-Chip auf dem Bioanalyzer 2100 analysiert. Die Fragmente der BC-DNA-Bibliothek
waren im Durchschnitt zwischen 220 bp und 280 bp groR. Abbildung 25 zeigt den direkten
Vergleich der BC-DNA-Bibliothek mit der C-DNA-Bibliothek. Durch die Bisulfitbehandlung kommt
es zu keiner Verschiebung oder Verzerrung der GroRenverteilung (die unterschiedlichen Skalen

und Marker-Peaks sind durch die Analyse mit unterschiedlichen DNA-Chips bedingt).
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Abbildung 25 Vergleich der C-DNA-Bibliothek (blau) und der BC-DNA-Bibliothek (griin). Die GroRenverteilung beider
Bibliotheken ist identisch. Die verschiedenen Skalen und Marker-Peaks ergeben sich aus der Analyse mit
unterschiedlichen DNA-Chips (High Sensitivity: griin, 1000 DNA: blau). M= Marker-Peaks bei 15 bp und 1500 bp (blau)
bzw. bei 35 bp und 10380 bp (griin), P= Primer-Peak.

Als eine Negativkontrolle (fiir die zweite Negativkontrolle wurde dem Mastermix kein Template
und keine Carrier-RNA zugesetzt) wurde Carrier-RNA in einem LM-PCR Ansatz eingesetzt. Die
Analyse mittels Kapillargelelektophorese (Abbildung 26) zeigt, dass kein PCR-Produkt entstanden
ist, das zu Artefakten in der Sequenzierung fiihren wiirde.
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Abbildung 26 Elekropherogramm der Carrier RNA nach Amplifikation mit PE-Primern. M= Marker-Peaks bei 15 bp und
1500 bp, P= Primer-Peak, PD= Primer-Dimer-Peak.
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Qualititskontrolle: Uberpriifung der Anreicherung mittels qRT-PCR

Die Bestimmung der Anreicherung erfolgte mittels gRT-PCR. Im lIdealfall sollten nach der
Anreicherung nur noch Fragmente vorhanden sein, die Zielregionen enthalten. Im NimbleGen
Arrays User’s Guide: Sequence Capture Array Delivery sind zur Kontrolle der Anreicherung gRT-
PCR-Assays mittels SYBR Green vorgeschlagen. Die Detektion ist dabei nicht PCR-Produkt
spezifisch, sondern es wird jede Art dsDNA detektiert. Um eine groRere Spezifitdt bei der
Kontrolle der Anreicherung zu erzielen, wurden gRT-PCR Assays basierend auf dem Roche UPL-
System etabliert. Die Detektion erfolgt hierbei mit einer sequenzabhangigen Probe. Es wurden
UPL-Assays fiir die Zielregionen, fir Nicht-Zielregionen und fir die Kontrollregionen etabliert.
Design-unabhangig sind auf jedem 385K CustomArray drei Kontrollregionen reprasentiert
NSC247, NSC268 und NSC272. Dies ermoglicht eine Experiment-lUbergreifende

Qualitatskontrolle.

Protokoll

Es wurde mit dem Universal Probelibrary System von Roche Applied Science
gearbeitet. Ein gRT-PCR Reaktionsansatz bestand aus: 5 pl (2 x) Probes Master, je 1 pl
(5 pmol) Vorwiérts- und Ruckwarts-Primer, 0,1 ul Probe, 1 pl H,O und 2 pl (5 ng/ul)
DNA-Bibliothek. qRT-PCR-Protokoll: 95 °C fiir 5 min (Ramp Rate [°C/s] 4,8; 40 Zyklenmit
95 °C fuir 10 s (Ramp Rate [°C/s] 4,8), 58 °C fur 20 s (Ramp Rate [°C/s] 2,5), 72 °Cfir 1s
(Ramp Rate [°C/s] 4,8); 40 °C fiir 1 min (Ramp Rate [°C/s] 2,5).

Um die Anreicherung zu bestimmen, wurden C-DNA-Bibliothek und nicht-angereicherte NC-
DNA-Bibliothek analysiert. Die fir jedes Primerpaar empirische bestimmte PCR-Effizienz
wurde hierfiir mit der Differenz der Ci-Werte® (NC-C) potenziert, um Anreicherungswerte zu
erhalten (Abbildung 27). Zur Berechnung der PCR-Effizienz wurde fiir jedes Primerpaar eine
Standardkurve mit Verdinnungen (500 ng/ul, 50 ng/ul, 5 ng/ul, 0,5 ng/ul, 0,05 ng/ul)

fragmentierter humaner genomischer DNA erstellt.

Effizienz = 1,99

C-DNA-Bibliothek

/NC-DNA-Bibliothek

Fluoreszenz (483-533)

Probe: GB 112

Primer: NSC 247

i2 4 & 8 10 13 16 13 22 75 78 Ed e 37 a0
Zyklen

Abbildung 27 Amplifikationskurven der angereicherten (C) und nicht-angereicherten (NC) DNA-Bibliothek. Die
Anreicherung errechnet sich durch Potenzieren der PCR-Effizienz (1,99) mit der Differenz der C.-Werte.

6 C.= Threshold Cycle; diejenige Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz den Schwellenwert erreicht hat.
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Fir die DNA-Methylierungsanalyse lagen die Assays flir die Zielregionen in den
Promotorbereichen der Gene METTL10, MGMT und WNT8B (Chromosom 10). Die Assays der
Nicht-Zielregionen lagen in den Exons der Gene MCM5 und KCNE1 (Chromosom 22 und
Chromosom 21). Im NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence Capture Array Delivery ist ein
unterer Grenzwert der Anreicherung der Kontrollregionen (NSC 247, NSC 268, NSC 272) von 200-
fach festgelegt. Erst dann ist die Effizienz des Anreicherungsprozess grol3 genug, so dass bei der
Sequenzierung ausreichend viele Reads in der Zielregion liegen. Zur Kontrolle der Abreicherung
der Nicht-Zielregionen wurden Assays etabliert, bei denen das detektierte PCR-Produkt

auBerhalb der Zielregion liegt. Es sollte daher keine Anreicherung gemessen werden kénnen.

Abbildung 28 zeigt die Ubersicht der Anreicherung der Probe NB Pool 0. In allen Zielregionen und
Kontrollregionen konnte eine Anreicherung gemessen werden. Die durchschnittliche
Anreicherung der Zielregionen liegt bei ca. 2000-fach. Die Anreicherung der Kontrollregionen bei
ca. 1600-fach. Der Gesamtdurchschnitt der Anreicherung der Zielregionen und Kontrollregionen
liegt bei ca. 1800-fach. Die vom NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence Capture Array Delivery
geforderte Mindestanreicherung liegt bei 200-fach und wurde somit erreicht bzw. weit
Uberschritten. Die Nicht-Zielregionen MCM5 und KCNE1 sind nicht angereichert.
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Abbildung 28 Ubersicht iber die Anreicherung der einzelnen Regionen. Sowohl die Zielregionen als auch die
Kontrollregionen weisen eine starke Anreicherung von durchschnittlich ca. 1800-fach auf. Die Nicht-Zielregionen sind
nicht angereichert. (Daten der Probe NB Pool 0).
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Sequenzierung einer BC-DNA-Bibliothek aus Plazenta-DNA

Zur Uberpriifung des Proof-of Principle wurde aus Plazenta-DNA eine DNA-Bibliothek hergestellt,
angereichert, bisulfitbehandelt und sequenziert. In dem 75 bp Single-Read Lauf wurden rund
10 Mio. Reads erzielt; dies entspricht ca. 720 Mb. Von den rund 10 Mio. Reads war das
eindeutige Mapping’ von rund 70 % im Genom méglich (Mapped Reads). Mit einer Duplikat®-
Rate von 33 %, handelte es sich bei 67 % der 10 Mio. Reads um Unique Reads’, die in der
Zielregion lagen. Knapp 99% der Zielregionen konnten angereichert werden. Die
durchschnittliche Abdeckung der Zielregionen betrug rund 165-fach. Die aus den Sequenzdaten
berechnete Anreicherung liegt bei ca. 750-fach (Tabelle 2).

Tabelle 2 Sequenzierung einer angereicherten, bisulfitbehandelten Plazenta-DNA-Bibliothek

Reads 9.477.649
Readldange 75 bp
Anzahl der sequenzierten Basen 720.301.324
Mapped Reads (von Reads) 70,2 %
Unique Reads in Zielregion (von Mapped Reads) 67,0 %
Anzahl der angereicherte Zielregionen 98,7 %
Abdeckung 165

Anzahl der gemappten Basen in Zielregion
Anzahl der gemappten Basen der Sequenzierung
Anzahl der Basen in der Zielregion
Anzahl der Basen des Genoms

747

Anreicherung =

3.13 MID-Anreicherung10

Heutige Sequenzierer generieren riesige Datenmengen. Die Abdeckung, die dadurch erreicht
werden kann, ist mehr als ausreichend fiir eine signifikante Datenanalyse. Die Folge daraus ist,
dass zur Kostenersparnis in einem Sequenzier-Lauf mehrere Proben simultan sequenziert werden
konnen. Zur Unterscheidung werden die Proben bei der Bibliotheken-Herstellung mit einem
Multiple Identifier (MID) - eine Art Barcode - versehen. Solch ein Multiplexverfahren kann auch

fiir die Anreicherung eingesetzt werden.

Mit dem in dieser Arbeit etablierten Protokoll zur MID-Anreicherung kénnen bis zu
12 Bibliotheken kostensparend Uber einen Array angereichert werden. Die Sequenzierung der
Bibliotheken erfolgte dann anschlieRend ebenfalls als Pool. Die Zuordnung der Daten zu den
einzelnen Proben geschieht (iber die 6 bp lange MID-Sequenz, die in den Adapter integriert ist
(Abbildung 29).

7 Mapping= Zuordnung der Sequenzen zu Chromosomenpositionen
8 Duplikate= identische Reads. Verursacht durch die Amplifikation
° Unique Reads= Reads, nach der Entfernung der Duplikate

0 Eiir die MID-Anreicherung wurde keine Bisulfitbehandlung etabliert
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PE-Adapter PE-Adapter

32 bp 6 bp 6 bp 32 bp

Abbildung 29 MID-Adapter ligiertes DNA-Fragments

Erweiterungsschritte bei der Herstellung der DNA- Bibliotheken

Abbildung 30 gibt einen Uberblick iiber den Herstellungsprozess der MID-Bibliotheken mit
zusatzlich eingeflihrten Schritten der Gelaufreingung und der Pre-PCR. Danach folgt die
Hybridisierung mit weiterfihrenden Schritten (Abbildung 33).

genomische DNA

|
Fragmentierung

|
Fillln

Adenylierung
MID-Adapter-Ligation
Pre-PCR
I

Gelaufreinigung

I
—-_— /\
T —> nicht-angereicherte Bibliothek

MID - Bibliothek == _Qualitatskontrolle
ﬁ
—

‘..-_/-

———

Kapillargelelektrophorese

Abbildung 30 Generierung von MID-Bibliotheken. Vor der Anreicherung eine Pre-PCR und eine Gelextraktion der
300 bp Bande durchgefiihrt.
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Modifikationen bei der Bibliotheken-Herstellung fiir die MID-Anreicherung

Fiir die MID-Anreicherung werden Adapter verwendet, die zusatzlich eine MID-Sequenz besitzen.
Die Verwendung der MID-Adapter hat keine Konsequenzen fiir die Generierung der DNA-MID-
Bibliotheken. Die LM-PCR zur Uberpriifung der Amplifizierbarkeit der MID-Bibliothek wird erst

spater im Protokoll durchgefiihrt.

Adapter-Annealing

Protokoll

Aquimolare Mengen der Oligonukleotide MID.FOR (4000 uM) und MID.REV (4000 uM)
wurden in einer Lésung mit 50 mM NaCl und 10 mM TRIS/HCI gemischt und in einem
Thermomixer auf 95 °C erhitzt. Nach 5-minitiger Inkubation wurde der Thermomixer
ausgeschalten und die Adapter solange im Gerat belassen, bis die Lésung RT
angenommen hatte. Danach wurden die Adapter mit EB-Puffer auf eine Konzentration

von 500 uM verdiinnt und 20 ul Aliquots bei -20 °C gelagert.

Herstellung der MID-Bibliothek

Die Schritte der Fragmentierung, Fillln, Adenylierung, Adapterligation und Aufreinigung wurden
wie unter Kapitel 3.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

Gelaufreinigung

Bei der Hochdurchsatz-Sequenzierung auf dem Illumina GAllx werden die besten Resultate mit
DNA-Bibliotheken einer durchschnittlichen GroRe von ca. 300 bp erzielt. Um diese Fragmente der

MID-Bibliothek zu selektieren, wird ein Gelextraktionsschritt eingefiihrt.

Protokoll

Fiir die Gelextraktion wurden 1,5 pug der MID-Bibliothek mit (10 x) OrangeG Ladepuffer
versetzt und in die Tasche eines 1,5 % TAE Agarosegels pipettiert. Das Gel wurde 1 h bei
120 V gefahren, anschliefend gefarbt (Abbildung 31) und ein GroRenbereich von 200-
400 bp ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte mit dem MinElute Gel Extraction Kit.
Die Elution erfolgte mit 15 ul EB-Puffer. Das Eluat wurde mit H,O auf 125 pl aufgefiillt.

Abbildung 31 MID-Bibliotheken vor der Gelextraktion. Die GroRe der MID-Bibliotheken (B49-B52) liegt zwischen
150 bp und 700 bp. Bei der Gelextraktion werden Fragmente zwischen 200 bp und 400 bp ausgeschnitten.
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Pre-PCR

Da der Prozess der Bibliotheken-Herstellung nicht stets gleich effizient ist, schwankt die Menge
an Adapter-ligierten DNA-Fragmenten zwischen den einzelnen MID-Bibliotheken. Fiir die
gemeinsame Anreicherung mehrerer MID-Bibliotheken (iber einen Array ist es aber essentiell
aquimolare Mengen Adapter-ligierter MID-Bibliothek einzusetzen, um eine gleichmalige
Verteilung der Daten auf die einzelnen Proben zu erzielen. Hierfir wir die Pre-PCR (eine LM-PCR)
eingeflhrt. Nach dieser Pre-PCR liegen als MID-Bibliothek nur noch Fragmente vor, die beidseits
Adapter tragen und nach der Anreicherung auch amplifiziert werden kénnen.

Die Pre-PCR dient auRerdem dazu, die MID-Bibliothek nach der Gelaufreinigung zu amplifizieren,
so dass geniigend MID-Bibliothek zur Hybridisierung vorliegt.

Mit der Durchfiihrung der Pre-PCR kann auch die Anzahl der Zyklen bei der Amplifikation nach

der Hybridisierung abgesenkt werden, da alle eluierten Fragmente amplifizierbar sein sollten.

Protokoll

Fir die Pre-PCR wurde das Fast Start High Fidelity Kit von Roche Applied Science
verwendet. Es wurden pro DNA-Bibliothek fiinf PCR-Reaktionen angesetzt. Ein
Reaktionsansatz bestand aus: 17,25 pl H,0, 5 pul (10 x) Puffer 2, 0,5 ul (100 mM) dNTPs,
1,25 pl (40 uM) PE-PCR Primer Mix, 1 ul (5 U/ul) Fast Start High Fidelity Polymerase und
25 ul gelextrahierte MID-Bibliothek. PCR-Protokoll: 95 °C flir 2 min; 12 Zyklen mit 95 °C
fur 30, 65 °C fur 20, 72 °C fur 30s; 7 min bei 72 °C, 4 °C. Der PCR-Ansatz wurde
mittels MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 15 pl H,0.

) p M
160+ M 120
140 . MlD-B|b51 100+ . MID'BleZ
120 Pre-PCR N Pre-PCR
100 ® MID-Bib51 MID-Bib 52
o ex Gel “1 ex Gel
. T Vlv T T l T T T i T T T T T T T T
35 100 200 300 40 700 2000 10380 [bp] 35 100 200 300 400 700 2000 10380 [bp]

Abbildung 32 Vergleich zweier MID-Bibliotheken nach Gelextraktion und Pre-PCR. Nach der Gelextraktion der MID-
Bibliotheken 51 (rosa) und MID-Bibliothek 52 (hellblau) werden diese in der Pre-PCR amplifiziert (griin bzw.
dunkelblau). Eine gleichmaRige GroRenverteilung der Fragmente konnte dadurch erzielt werden. M= Marker Peaks bei
35 bp und 10380 bp, P= Primer-Peak
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Anreicherung der MID-Bibliotheken

Abbildung 33 zeigt einen Uberblick {iber den Hybridisierungsprozess der MID-Bibliotheken mit
Wasch- und Elutionsschritten gefolgt von der Amplifikation, Qualitdtskontrolle und
anschliefender Sequenzierung.
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Hybridisierung
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Waschen und Elution

PostI-PCR
angereicherte 1 | N > qRT-PCR
MID -Bibliothek = Qualitatskontrolle )

\ \ —_ Kapillargelelektrophorese

/| l !

Sequenzierung

lllumina GAlIx

Abbildung 33 Schematische Darstellung des Ablaufs bei der Anreicherung eines MID-Pools aus bis zu 12 MID-
Bibliotheken.
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Hybridisierung

Nach der Pre-PCR besitzen die MID-Bibliotheken keine gegabelten Adapter mehr, sondern
vollstandig komplementare Enden. Hierdurch ist es moglich, dass Fragmente unspezifisch lber
die Adapter hybridisieren (Abbildung 34) und damit der Anteil der On-Target Reads™ abnimmt.

= : !

Zugabe
™ S

— Blocking-Oligos —

Abbildung 34 Unspezifische Co-Hybridisierungen. Nach der Pre-PCR kdnnen Fragmente Uber die dann
komplementaren Adapter (gelb) hybridisieren. Durch Co-Hybridisierung kommt es zur Anreicherung von Fragmenten
der Nicht-Zielregion. Die Zugabe von Blocking-Oligos reduziert die Co-Hybridisierung lber die Adaptersequenzen. Der
Anteil an On-Target Reads erhoht sich.

Durch Zugabe der PE-PCR Primer als Blocking-Oligos, die vollstindig komplementar zu den
amplifizierten Adaptern sind, sollten diese bei der Hybridisierung abgeséattigt werden, so dass
keine unspezifischen Co-Hybridisierungen vorkommen kénnen.

Die Menge der MID-Bibliothek konnte durch die Durchfiihrung der Pre-PCR reduziert werden, da
von 100 % amplifizierbaren Fragmenten ausgegangen werden kann. Die
Hybridisierungsbedingungen wurden dem NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence Capture
Array Delivery von Roche NimbleGen entnommen.

Protokoll

Je 600 ng (Anreicherung als 5 er-Pool) bzw. 400 ng (Anreicherung als 12 er-Pool) MID-
Bibliothek wurden zu einem MID-Pool gemischt und mit 100 ul (1 mg/ml) humaner
Cot-1 DNA bei 60 °C in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Danach wurde mit 4,5 pl
(70 °C) H,0 bei 70 °C fiir 10 min im Thermomixer rehydriert. Dann erfolgte die Zugabe
von 1,3ul (1 mM) PE-PCR-Mix, 8pul (2x) SC Hybridization Buffer und 3,2 ul
Component A. Die Mischung wurde 10 min bei 95 °C denaturiert und dann bei 42 °C
kurzzeitig gelagert.

Der 385K CustomArray wurde mittels Precision Mixer Alignment Tool (PMAT) mit einem
X1 Mixer beklebt und 15 pl der Hybridisierungsmischung luftblasenfrei in das so
entstandene Reservoir pipettiert (MICROMANZ®). Fill-und Ventport wurden luftdicht
abgeklebt. Die Hybridisierung erfolgte fiir 64 h - 72 h bei 42 °C.

n On-Target Reads= Reads, die mit der Zielregion tGberlappen
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Waschen und Elution

Das Waschen des Arrays und die Elution der DNA-MID-Bibliothek wurde, wie in Kapitel 3.1.2
beschrieben, durchgefiihrt. Die Elution der MinElute Saule erfolgte mit 50 ul EB-Puffer.

Post-PCR des angereichten (C) MID-Pools

Die Zyklenzahl der Post-PCR zur Amplifikation des angereicherten MID-Pools konnte durch die
Einfihrung der Pre-PCR auf 19 Zyklen abgesenkt werden.

Protokoll

Fiir die Amplifikation wurde das FastStart High Fidelity PCR System von Roche Applied
Science verwendet. Es wurden je 2 PCR-Reaktionen angesetzt. Ein PCR-Reaktionsansatz
bestand aus: 17,25 ul H,0, 5 pl (10 x) PCR Buffer 2, 1,25 ul (40 uM) PE-PCR-Mix, 0,5 pl
(100 mM) dNTPs, 1 pl (5 U/ul) FastStart Tag DNA Polymerase und 25 ul DNA. PCR-
Protokoll: 2 min bei 95 °C, 19 Zyklen von 30 s bei 95 °C, 20 s bei 65 °C, 30 s bei 72 °C;
72 °C flir 7 min, 4 °C. Die Aufreinigung wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit
durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 30 ul EB-Puffer.

Post-PCR des nicht-angereichten (NC) MID-Pools

Zur Uberpriifung der Anreicherung mittels gRT-PCR werden C-MID-Pool und NC-MID-Pool
miteinander verglichen. Beide Proben sollten zur optimalen Vergleichbarkeit die gleiche Menge
an PCR-Zyklen durchlaufen haben. Daher wurden 5ng MID-Pool vor der Hybridisierung

abgenommen und in eine Post-PCR Reaktion eingesetzt.

Protokoll

Fiir die Amplifikation wurde das FastStart High Fidelity PCR System von Roche Applied
Science verwendet. Der PCR-Reaktionsansatz bestand aus: ad50 pl H,0, 5 ul (10 x) PCR
Buffer 2, 1,25 pl (40 uM) PE-PCR-Mix, 0,5 pl (100 mM) dNTPs, 1 ul (5 U/ul) FastStart Taq
DNA Polymerase und 5 ng MID-Bibliotheken Pool. PCR-Protokoll: 2 min bei 95 °C,
19 Zyklen von 30s bei 95 °C, 20 s bei 65 °C, 30 s bei 72 °C; 72 °C fur 7 min, 4 °C. Die
Aufreinigung wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit durchgefiihrt. Die Elution
erfolgte mit 15 ul EB-Puffer.
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(a) (b)
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Abbildung 35 MID-Pools nach Post-PCR. Der (a) NC-MID-Pool G und der (b) C-MID-Pool G zeigen die gleiche
GroBenverteilung. M= Marker-Peaks bei 15 bp und 1500 bp, P= Primer-Peak.

Die Post-PCR des NC-MID-Pools und C-MID-Pools wurden jeweils auf dem Bioanalyzer 2100
analysiert (Abbildung 35). Der MID-Pool G zeigt vor (a) und nach (b) der Anreicherung die gleiche
GroRBenverteilung.

Sequenzierung eines 12 MID-Pools

Zur Uberpriifung der MID-Verteilung eines MID-Pools wurden aus Plazenta-DNA 12 MID-
Bibliotheken hergestellt, als MID-Pool {iber einen Array angereichert und sequenziert. Knapp
11 Mio. Reads konnten im 36 bp Single-Read Lauf erzielt werden. Rund 3 % der 11 Mio. Reads
konnten keiner der 12 MIDs zugeordnet werden. Der Anteil der einzelnen MIDs lag zwischen
3,4 % und 13,6 %. Der theoretisch zu erwartende Anteil einer MID liegt bei 8,3 %.

Abbildung 36 Prozentuale Verteilung der einzelnen MID-Sequenzen in einem 36 bp Single-Read Lauf.

65



Ergebnisse

3.2 Anreicherung und Sequenzierung von 20 MID-Pools

Diese in diesem Kapitel gezeigten Daten wurden im Rahmen eines Kooperationsprojekts mit Dr.
Anna Dolnik vom Universitatsklinikum Ulm generiert. Ziel der Ulmer Arbeitsgruppe unter Leitung
von Dr. Lars Bullinger war eine Sequenzanalyse von 1000 Genen, die im Zusammenhang mit der
Entstehung und Prognose von akuter myeloischer Leukdmie (AML) beschrieben wurden.

Hierzu wurde die DNA von 50 AML-Patienten (Ersterkrankung und Rezidive) als Pools
angereichert und sequenziert. Die GréRe des subgenomischen Bereichs lag bei 2,7 Mb, verteilt
auf 10.969 Zielregionen. Zur Demonstration des Proof-of-Principle der in dieser Arbeit etablierten
und optimierten MID-Anreicherung werden hier die Statistik-Daten der Anreicherung und
Sequenzierung gezeigt. Die vollstdndigen Ergebnisse des o.g. Projekts (Dolnik, Engelmann et al.,

Blood, 2012) sind zur Publikation eingereicht und akzeptiert.

3.2.1 MID-Anreicherung von 100 MID-Bibliotheken

Nach den in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.3 beschriebenen Methoden wurden 100 MID-
Bibliotheken hergestellt, in 20 Pools von jeweils 5 MID-Bibliotheken (MID-PoolsA-T)

angereichert und anschliefend sequenziert.

Zur Uberpriifung der Anreicherung wurden qRT-PCR Assays der Zielregionen CDKN1B, ELAC2,
DDB2 und CDKN1 sowie Assays der Nicht-Zielregionen KCNE1 und MCMS5 durchgefiihrt. Die
Kontrollregionen NSC 247, NSC 268 und NSC 272 wurden ebenfalls mittels gRT-PCR analysiert.

Abbildung 37 a gibt einen Uberblick tiber die Anreichungswerte'* der Ziel-und Kontrollregionen
der MID-Pools. Die durchschnittliche Gesamtanreicherung aller MID-Pools lag bei 500-fach. Dies
errechnete sich aus der durchschnittlichen 700-fachen Anreicherung der Zielregionen und der
200-fachen Anreicherung der Kontrollregionen. Die Nicht-Zielregionen waren nicht angereichert.
Beim Vergleich der Anreichungswerte der MID-Pools der CDKN1B-Zielregion (Abbildung 37 b) ist
nur eine geringe Schwankung der Einzelwerte um den Mittelwert von 350 erkennbar. Die
einzigen Uberdurchschnittlich hohe Anreicherungswerte von 550-fach und 500-fach stellten Pool
F bzw. Pool R dar. Schwankungen um den Mittelwert lagen in solchen AusreiRer-Fallen bei einem
Faktor von maximal 2 um den Mittelwert der entsprechenden Region. Dieser Sachverhalt setzt
sich auch in den (brigen Ziel- und Kontrollregionen fort (Abbildung 37 a, Anhang 6.2, 6.3 und
6.4). Der Vergleich der Anreicherungswerte der einzelnen Regionen eines MID-Pools (Abbildung
37 c) zeigt deutliche Schwankungen. Vor allem die Zielregion DDB2 war in allen MID-Pools
Uberdurchschnittlich hoch angereichert (1700-fach). Dieser Sachverhalt war zwischen den
einzelnen MID-Pools ebenfalls konsistent (Abbildung 37 a, Anhang 6.2 und 6.4).

2 Die Anreicherungswerte sind gerundet. Die genauen Anreicherungswerte sind im Anhang 6.2 zu finden
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Abbildung 37 Anreicherung der MID-Pools. (a) Anreicherung der Ziel- und Kontrollregionen aller MID-Pools. (b)

Anreicherung der Zielregion CDKN1B aller MID-Pools. (c) Anreicherung aller Regionen von Pool F. Die Zielregionen sind
orange, die Kontrollregionen tlrkis markiert
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3.2.2 Statistik der Sequenzierungen

Die Sequenzierung der MID-Pools wurde als 100 bp Paired-End Lauf (GAllx, Illumina)
durchgefiihrt. Beide Seiten eines Fragments wurden somit sequenziert. Die Reads konnten durch
die MIDs den einzelnen Patienten zugeordnet werden. Pro 100 bp Read erhielt man 94 bp zur
Datenanalyse. Das Mapping der Reads erfolgte getrennt nach Patienten. Reads aus PCR-
Duplikaten wurden entfernt. Die Anzahl der Basen, die in die Zielregion mappen, wurden gezahlt,
daraus errechnete sich die Reads On-Target Rate und die Abdeckung der Basen in der Zielregion.

Durchschnittlich konnten pro Patient ca. 9,5 Mio. Reads erzielt werden. Nach Abzug der
Duplikate ergaben sich dann rund 7,5 Mio. Unique Reads pro Patient, dies entsprach einer
durchschnittlichen Duplikat-Rate von ca. 20 %. Mittels Burrows-Wheeler Aligner (Li and Durbin
2009) konnten dann 88 % der Unique Reads auf das humane Genom gemapped werden. Dies
entspricht einer On-Target Rate von rund 33 %, dadurch ergibt sich eine durchschnittlich 57-
fache Basenabdeckung in der Zielregion. Im Mittel konnten 98,9 % der 10.969 Zielregionen
angereichert werden (Tabelle 3, Anhang 6.5).

Betrachtet man die MID-Pools E und F im Vergleich zu den restlichen MID-Pools (Tabelle 3) so
fallt auf, dass diese Proben eine im Vergleich geringe On-Target Rate aufweisen. Dies ist darauf
zuriickzufihren, dass bei diesen MID-Pools noch keine Blocking-Oligos zugegeben wurde. Bei den
restlichen MID-Pools erfolgte die Zugaben der Blocking-Oligos; eine Steigerung der On-Target
Rate von ca. 23 % auf rund 33 % konnte hierdurch erreicht werden.

Tabelle 3 Statistik der MID-Sequenzierungen der ersten sechs MID-Pool A-F

Pool Name MID Reads LRJg;zL;e :Ieaazzed ggrﬁ\;lgRe)t ﬁ?:cehc]kung
(von UR)
Lib 10 MID 12 13.259.138 82,2 % 83,6 % 37,9 % 92,8
Lib 11 MID 1 14.836.086 83,3% 80,5 % 40,9 % 110,2
PoolA Lib7 MID 8 6.932.564 80,3 % 82,5 % 31,4 % 38,4
LibRem 10 MID 2 12.095.624 77,7 % 94,3 % 40,9 % 101,4
LibRem 11 MID 3 8.209.668 77,8 % 95,4 % 46,7 % 74,7
Lib 21 MID 1 16.405.180 87,4 % 84,3 % 40,8 % 132,8
Lib 23 MID 3 16.591.510 84,2 % 87,0 % 43,0 % 139,8
PoolB Lib24 MID 4 12.445.814 87,7 % 91,1 % 35,7 % 94,4
LibRem 21 MID 2 7.725.550 82,1% 94,7 % 40,5 % 63,8
LibRem 24 MID 6 1.479.650 88,8 % 92,2 % 38,4 % 12,4
Lib 30 MID 12 9.898.230 89,5 % 89,3 % 40,4 % 85,8
Lib 32 MID 2 10.319.286 83,1% 84,9 % 43,7 % 85,3
PoolC Lib 38 MID 9 10.943.452 87,1% 80,5 % 37,4 % 76,9
LibRem 30 MID 10 7.236.040 81,4 % 92,2 % 38,6 % 55,8
LibRem 38 MID 1 14.778.680 86,33 % 92,9 % 36,3 % 114,25
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Fortsetzung Tabelle 3

Pool Name MID Reads lRJS;ZL;e 'I;Aezrzzlzed (Ovr;:T\;liit ﬁ?:cehc]kung
(von UR)
Lib 28 MID 9 15.883.374 85,3 % 87,4 % 38,0 % 122,1
Lib 40 MID 12 15.523.928 81,7 % 80,5 % 35,7% 98,9
PoolD  LibRem 40 MID 3 8.889.130 75,5 % 93,2 % 42,0 % 75,6
LibRem 43 MID 5 1.629.226 73,4 % 88,3 % 45,2 % 12,0
LibRem 48 MID 10 5.940.720 75,7 % 92,5% 38,8 % 43,2
Lib 1 MID 1 6.561.826 77,8 % 75,2 % 26,1 % 23,6
Lib 4 MID 4 5.067.352 78,1 % 77,5 % 21,0% 15,6
PoolE Lib5 MID 6 5.550.510 80,9 % 75,0 % 20,7 % 16,5
Lib 8 MID 9 9.442.324 77,8 % 71,4 % 23,2 % 29,2
Lib 9 MID 10 12.317.838 79,8 % 76,0 % 23,7 % 42,7
DRK-KSch MID 5 13.619.778 28,2 % 80,6 % 14,9 % 45,7
LibRem15 MID7 10.928.912 61,8 % 87,1% 22,5% 34,6
PoolF LibRem16 MID38 7.055.902 70,4 % 85,1 % 23,2 % 26,0
LibRem 18  MID 10 9.280.022 61,9 % 84,1 % 25,0 % 31,8
LibRem19 MID11 7.256.540 63,0 % 82,0 % 26,7 % 26,5
@ alle 9.412.609 7.510.946 6.612.572 2.154.992 57
Pools 79,8 % 88,0 % 32,6 %

Vor der Anreicherung (2,7 Mb verteilt auf 10.969 Zielregionen) reprasentierte die Zielregion ca.
0,09 % des Genoms (~3 Gb). Nach der Anreicherung und Sequenzierung konnten rund 33 % aller
Reads in die Zielregion gemapped werden. (Abbildung 38 a und b). Daraus lasst sich eine rund
400-fache Anreicherung errechnen ([Anzahl der gemappten Basen in Zielregion/Anzahl der
gemappten Basen der Sequenzierung] /[GroRe der Zielregion in bp/GréRe des Genoms in bpl).

(a) (b) B Zielregion
M Nicht-Zielregion

Abbildung 38 Effizienz der subgenomischen Anreicherung. Vor der Anreicherung (a) reprasentiert die Zielregion 0,09 %
des Genoms, nach Anreicherung und Sequenzierung (b) liegen rund 33 % der Reads in der Zielregion.
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Entscheidend fiir den Erfolg der MID-Anreicherung ist die gleichmaRige Verteilung der MIDs (der
Patientenproben) in einem Sequenzier-Lauf. Nur dadurch kann eine ausreichende
Basenabdeckung der Zielregion fiir alle Patientenproben erreicht werden und nur dann lassen
sich die Vorteile des Multiplexverfahrens optimal ausnutzen.

Zur signifikanten Detektion von SNPs sollte die Basenabdeckung mindestens 30-fach sein. Legt
man die GroRe der Zielregion zugrunde (2,7 Mb), ergibt dies eine Anzahl von rund 6,7*10’
sequenzierten Basen, die in der Zielregion liegen missen. Dies entspricht 8,1*10° Reads
(Readlange 100 bp), die in der Zielregion liegen mussten. Bei einer On-Target Rate von rund 33 %
missen auf jede MID-Bibliothek 2,4 Mio. Reads fiir eine 30-fache Basenabdeckung entfallen.
2,4 Mio Reads sind ca. 8 % der durchschnittlich 30 Mio. Unique Mapped Reads, die bei der
Sequenzierung pro MID-Pool erzielt werden konnten (Anhang 6.5). D.h. erst ab einem MID-Anteil
von 8% kann mit einer hinreichenden Datenmenge fir die entsprechende Probe gerechnet
werden.

Bei den MID-Pools A - F (Abbildung 39) ist bis auf zwei AusreiBer (MID-Pool B, MID 6 und MID-
Pool D, MID 5) der Grenzwert von 8 % pro MID erreicht. Dieser Sachverhalt setzt sich auch in den
restlichen MID-Pools G -T fort. Bis auf wenige Ausreiler haben alle MID-Bibliotheken den
erforderlichen Anteil an den Unique Mapped Reads. Auffallend ist, dass die Ausreiller vor allem
bei der MID5 und der MID 6 zu finden sind. Bei der MID 6 haben rund 67 % der MID 6-
Bibliotheken einen zu geringen Read-Anteil (6 von 9 MID 6-Bibliotheken), bei der MID 5 ist dies
sogar bei 83 % der MID 5- Bibliotheken der Fall (5 von 6 MID 5-Bibliotheken).
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Abbildung 39 MID Verteilung der MID-Pool A - F. Eine 30-fache Basenabdeckung wird theoretisch erst ab einem MID-
Anteil von 8 % erreicht. Nur in wenigen MID-Pools liegen einzelne MID-Bibliotheken unter den 8 % (z.B. MID-Pool B,
MID 6; MID-Pool D, MID 5). Betroffen sind nahezu ausschlieBlich die MID 5-Bibliotheken und die MID 6-Bibliotheken.
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3.3 Subgenomische DNA-Methylierungsanalyse im Glioblastom

LOH von Chromosom 10q ist eine weitverbreitete genetische Aberration in pGBIV wie auch in
sGBIV (Ohgaki and Kleihues 2009). Zur Identifikation potentieller TSG in diesem Bereich (Assem,
Sibenaller et al. 2012), die durch Promotormethylierung (Jones and Baylin 2002) inaktiviert sind,
wurde eine subgenomische DNA-Methylierungsanalyse ,durch Bisulfit-Anreicherung (vgl. Kapitel
3.1.2), der Promotorregionen aller codierenden Genen des Chromosoms 10q durchgefiihrt. Die
Promotorbereiche (definiert als - 1500/+300 bp der TSS) werden durch 2852 einzelne
Zielregionen reprasentiert (Anhang 6.10), in denen 83.516 CpGs liegen.

3.3.1 Anreicherung von Patienten-und Kontrollproben

Nach der in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.2 beschriebenen Methode wurden insgesamt 27 DNA-
Bibliotheken hergestellt und fir 10g Promotorbereiche angereichert. Sechs der Bibliotheken
wurden aus Normalhirn- DNA (Pools aus jeweils 5 Spendern) hergestellt; zehn aus GBIV ohne
IDH1 Mutation (pGBIV-IDHI"") und elf aus GBIV ohne IDH1 Mutation (sGBIV-IDHI™").

Zur Uberpriifung der Anreicherung wurden gRT-PCR Assays der Zielregionen METTL10, MGMT
und WNT8B sowie Assay der Nicht-Zielregionen KCNE1 und MCM5 und der Kontrollregionen NSC
247, NSC 268 und NSC 272 durchgefihrt.

Abbildung 40 a gibt einen Uberblick tiber die Anreichungswerte™ der Ziel-und Kontrollregionen
aller Proben. Die Gesamtanreicherung aller Proben lag bei 2100-fach. Dies errechnete sich aus
der durchschnittlichen Anreicherung der Zielregionen mit 2000-fach und die der
Kontrollregionen mit 2200-fach. Die Nicht-Zielregionen waren nicht angereichert.

Beim Vergleich der Anreichungswerte der einzelnen Proben der MGMT-Zielregion (Abbildung 40
b) sind starke Schwankungen der Einzelwerte nach oben und nach unten um den Mittelwert
(1700) erkennbar. Dieser Sachverhalt setzt sich auch in den tbrigen Ziel-und Kontrollregionen
fort (Abbildung 40 a, Anhang 6.6, 6.7 und 6.8).

Der Vergleich der Anreicherungswerte der einzelnen Regionen der Probe NB Pool 0 (Abbildung
40 c) zeigt deutliche, wenn auch weniger starke Schwankungen (Faktor ~1,5 um den Mittelwert).
Die Zielregion METTL10 zeigt die stdrksten Anreicherungswerte (3100-fach). Der kleinste
Anreicherungswert wurde in der Kontrollregion NSC272 (1200-fach) gemessen. Dieser
Sachverhalt war zwischen den einzelnen Probengruppen ebenfalls konsistent (Abbildung 40 a,
Anhang 6.6, 6.7 und 6.8).

B die Anreicherungswerte sind gerundet. Die genauen Anreicherungswerte sind in Anhang 6.6 zu finden
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Abbildung 40 Anreicherung der Glioblastom-Proben. (a) Anreicherung der Ziel- und Kontrollregionen aller Proben.
Normalhirn-Kontrollen (blau), IDH1-wt (griin), IDH1-mut (rot) (b) Anreicherung der Zielregion MGMT aller Proben. (c)
Anreicherung aller Regionen von NB Pool 0., Zielregion (orange), Kontrollregion (turkis).
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Die Proben GB 119, NB Pool 4 und 161-01 zeigten entweder nur eine Anreicherung von sehr
wenigen Regionen bzw. es konnte keine Anreicherung bestimmt werden, deshalb wurden diese

Proben nicht sequenziert.

3.3.2 Statistik der Sequenzierungen

Die bioinformatische Auswertung der Mate-Pair Sequenzierungen wurde von Volker Hovestadt,
Abteilung Molekular Genetik, DKFZ durchgefiihrt.

Die Sequenzierung der Bisulfit-angereicherten Proben wurde als 100 bp Single-Read Laufe
durchgefiihrt. Im Durchschnitt konnten pro Probe knapp 22 Mio. Reads erzielt werden. Davon
konnten im Schnitt 59,5 % eindeutig im Genom gemapped werden. Rund 99,7 % der 2852

Zielregionen konnten angereichert werden (Tabelle 4, Abbildung 41).

Tabelle 4 Sequenzierung der Bisulfit-Anreicherungen

. Abdeckung Abdeckung
Name Reads Mapped Unique Reads On-Target Zielregion . 'Cst.
Reads (von MR) in Zielregion
[fach] [-fach]
NB Pool 0 22.238.728 55,7 % 1,7 % 58,4 % 11,5 7,6
NB Pool 1 23.589.259 57,9 % 1,3% 63,7 % 9,9 6,4
NB Pool 2 25.568.014 60,7 % 0,8 % 60,7 % 6,3 4,6
NB Pool 3 20.270.058 57,3 % 1,6% 64,7 % 10,5 6,2
NB Pool 5 22.411.231 44,0 % 0,2% 67,1 % 1,3 0,6
GB 112 18.220.930 69,9 % 43 % 59,2 % 23,4 18,5
GB 949 29.753.364 53,5% 0,2% 54,9 % 1,4 1,1
GB 954 17.337.951 62,1 % 29% 39,1% 9,9 6,9
GB 963 26.416.313 58,0 % 0,2% 39,6 % 1,1 0,7
GB 964 22.274.844 60,6 % 0,6 % 58,8 % 4,3 29
GB 971 21.454.537 45,2 % 0,3% 50,4 % 1,6 0,9
GB 973 20.963.200 66,9 % 0,9% 61,2 % 5,5 3,5
GB 974 20.706.142 64,8 % 0,5% 54,7 % 3,0 1,7
GB 976 20.787.505 56,1 % 0,8% 36,2 % 3,1 2,0
GB 978 13.792.772 60,1 % 1,8% 46,1 % 5,8 4,6
1094-01 23.471.130 50,2 % 0,8% 53,2 % 5,0 3,2
2705-07 22.940.711 65,0 % 1,2% 55,8 % 8,1 5,0
2728-06 27.291.176 65,5 % 2,2% 50,9 % 15,3 9,8
802-07 23.481.686 60,1 % 2,2% 46,0 % 12,2 7,6
85-03 25.651.341 57,4 % 1,8 % 45,6 % 10,9 7,1
88-02 22.625.171 60,9 % 2,4% 45,9 % 12,7 7,6
AA 181 15.165.251 69,8 % 3,6% 67,8 % 18,8 10,6
GB 875 19.492.175 58,9 % 0,7% 65,7 % 4,3 2,7
GB 975 15.467.313 71,2 % 3,7% 59,2 % 17,1 9,6
Mittelwert 21.936.617 59,5 % 1,5% 54,5 % 8,6 5,6
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Bei der Auswertung der Sequenzdaten zeigte sich, dass es sich bei dem GroRteil der Reads um
PCR-Duplikate handelte. Die Duplikat-Rate lag bei bis zu 99 %. Diese Reads, die an die gleiche 5'-
Position mappen kdénnen nicht in der Auswertung bericksichtigt werden. Der Duplikat-Anteil
steht im Gegensatz zur angereichert und bisulfitbehandelten Plazenta-DNA, die eine Duplikat-
Rate von rund 33 % aufwies (vgl. Kapitel 3.1.2). Nach Abzug der Duplikate konnten 54,5 % der
durchschnittlich 311.786 Unique Reads den Zielregionen zugeordnet werden (Abbildung 41).
Daraus errechnete sich eine Abdeckung aller Basen der Zielregion von 8,6-fach, die Abdeckung
der 83.516 CpG in der Zielregion lag bei 5,6-fach (Tabelle 4).

Reads
22 Mio.

davon

Mapped
Reads
13 Mio.
60%

davon

Unique
Reads
320.000
1,5%
davon

On-Target
Reads
175.000
55%

Abbildung 41 Schematische Darstellung der Reads.

Read Map

Mit dem Integrative Genomics Viewer (IGV) kénnen die Reads bzw. die Abdeckung der Basen
durch die Erstellung einer ReadMap visualisiert werden. Abbildung 42 gibt einen Uberblick tiber
die Ergebnisse der Sequenzierung. Die Zielregionen (rot) der Bisulfit-Anreicherung sind die
Promotorregionen der Gene auf Chromosom 10q. Sowohl Chromosom 10p, als auch die
intergenischen Bereiche, Introns und Exons von Chromosom 10q sind die Nicht-Zielregion. Der
groRte Teil der Reads (griin) sind auf Chromosom 10q zu finden. Die Hohe der Balken ist ein Maf
fir die Abdeckung (Abbildung 42 a). Nur wenige Reads liegen aullerhalb der Zielregionen. Dies
wird deutlich, wenn man einen 100 kb-Ausschnitt von Chromosom 10q betrachtet (Abbildung
42 b). Fir den GroRteil der Zielregionen sind Sequenzinformationen vorhanden. AuBerhalb der
Zielregionen sind keine Reads zu finden.
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Abbildung 42 Read Map von Chromosom 10. Die gemappten Unique Reads kdnnen mittels Integrative Genomics Viewer dargestellt werden. Die 2852
Zielregionen (rot) liegen auf Chromosom 10 q. Die meisten (54,5 %) der Unique Reads (griin) liegen in der Zielregion, nur wenige Reads mit geringer
Abdeckung liegen in der Nicht-Zielregion Chromosom 10 p (a). Die VergroRerung eines Ausschnitts von Chromosom 10 q (b) zeigt deutlich, dass nahezu alle
Zielregionen angereichert werden konnten; keine Reads sind hier auBerhalb der Zielregionen zu finden.
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Vergleich der Werte der Anreicherung und der Abdeckung

Fir die Auswertung der Sequenzdaten ist die Abdeckung der Basen bzw. CpGs und nicht die
Anreicherungswerte entscheidend. Abbildung 43 zeigt den Vergleich der durchschnittlichen
normalisierten Abdeckung mit der durchschnittlichen normalisierten Anreicherung der einzelnen
Regionen. Fir die Normalisierung der Anreicherung wurden die Anreicherungswerte
(Durchschnitt aller Proben) der Regionen durch Mittelwert (Durchschnitt aller Proben) der
Anreicherung dividiert. Analog dazu wurde die Normalisierung der Abdeckung berechnet. Dabei
handelte es sich um die Basenabdeckung der qRT-PCR Amplikons (MGMT usw.)

Die normalisierte Abdeckung und die normalisierte Anreicherung bewegen sich innerhalb der
einzelnen Regionen im der gleichen GréRenordnung. Ist eine Region stark angereichert liegt eine

hohe Abdeckung der Region vor.
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Abbildung 43 Vergleich der normalisierten Abdeckung und der Anreicherung aller Proben. Eine hohe Anreicherung
korreliert mit einer hohen Abdeckung.
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3.3.3 Methylierungsmuster

Trotz der geringen Abdeckung der CpGs in den Zielregionen konnten 14.243 CpGs mit einer
mindestens 10-fachen Abdeckung in zehn GBIV Proben und vier Normalhirn-Kontrollen analysiert
werden (Tabelle 5).

Tabelle 5 Ausgewertete Proben der subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse

Normalhirn-Kontrollen pGBIV-IDH1" sGBIV-IDH1™"
NB Pool 0 GB 112 2705-07
NB Pool 1 GB 954 2728-06
NB Pool 2 GB 978 802-06
NB Pool 3 85-03
88-02
AA 181
GB975

Beim Ward-Clustering (Abbildung 44) wurde nach der euklidischen Distanz gruppiert. Es zeigt
sich, eine Auftrennung der Proben in drei Gruppen. Dies entspricht weitestgehend den Gruppen
der Normalhirn-Kontrollen, den pGBIV-IDH1"'und den sGBIV-IDH1™". Die sGBIV-IDHI™" wiesen
eine im Vergleich zu den Normalhirn-Kontrollen und pGBIV-IDH1"* stirkere Methylierung auf.
Eine Ausnahme bildet jedoch die Probe 85-03, die der Methylierung nach zwischen den
Normalhirn-Kontrollen und den pGBIV-IDHI"" gruppiert, aber eine Probe der sGBIV-IDH1™"
Gruppe ist.

88-02
GB 975
2728-06
802-07
AA 181
2705-07_| | IDH1-wildtyp
NB Pool 2
NB Pool 3
NB Pool 1
LNB Pool 0]
[eB9o78 |
GB 112
GB 954

. IDH1-mutiert
. Normalhirn

88-02
GB 975
2728-06
802-07
AA 181
2705-07
NB Pool 2
NB Pool 3
NB Pool 1
NB Pool 0
85-03]
GB 978
GB 112
GB 954

Abbildung 44 Ward-Clustering nach der euklidischen Distanz. Die Proben clustern in drei Gruppen, die mit Ausnahme
von 85-03 den Kategorien Normalhirn (blau), SGBIV-IDHI™" (rot) und pGBIV-IDHlWt (griin) entsprechen.
[Abbildung wurde von Volker Hovestadt erstellt]
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3.3.4 Identifizierung differentiell methylierter und exprimierter Gene

Zur Detektion differentiell methylierter Gene wurden die verschiedenen Probengruppen
miteinander verglichen. Vier verschiedene Vergleiche wurden angestellt (Abbildung 45):
Normalhirn gegen GBIV (1), Normalhirn gegen pGBIV-IDHI" (2), Normalhirn gegen sGBIV-
IDH1™" (3) und pGBIV-IDH1"'gegen sGBIV-IDHI™" (4).

sGBIV-IDHI™t| <(@)> | pGBIV-IDHI"t

Abbildung 45 Gruppenvergleiche zur Identifizierung differentiell methylierter Gene.

Von diesen Vergleichen wurden jeweils die Gene ausgewahlt, deren adj.p Wert < 0,05 war und

die relative Methylierungsdifferenz mindestens 10 % betrug.

In Tabelle 6 sind die Kandidatengene der unterschiedlichen Gruppenvergleiche verzeichnet. Der
Vergleich Normalhirn-gegen-pGBIV-IDHI"" (2) ergab keine signifikanten Treffer. Fiir den Vergleich
der Normalhirn-Proben-gegen-GBIV (1) ergaben sich 64 Gene mit differentiellem
Methylierungsmuster, davon waren im Tumor 20 Gene hypomethyliert und 46 Gene
hypermethyliert. Zwei hypomethylierte Gene und 47 hypermethylierte Gene ergaben sich in der
Vergleichsgruppe Normalhirn-gegen-sGBIV-IDH1I™" (3). Fiir den Vergleich der pGBIV-IDH1"
gegen-sGBIV-IDH1™" zeigten sich 11 Gene in sGBIV-IDHI™" als hypermethyliert; ein Gen war
hypomethyliert. Sieben Gene waren rekurrent in allen 3 Gruppen (CHAT, C10orf58, DKK1,
NODAL, PPYR1, RHOBTB1 und SEC31B). 33 Gene waren als differentiell methyliert in zwei

Gruppen wiederzufinden.
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Tabelle 6 Gene mit differentieller Methylierung der unterschiedlichen Vergleichsgruppen

Normalhirn Normalhirn Normalhirn pGBIV-IDHI" | Normalhirn Normalhirn Normalhirn pGBIV-IDHI™
gegen gegen gegen gegen gegen gegen gegen gegen
GBIV PGBIV-IDHI"*  sGBIV-IDHI™  sGBIV-IDHI™" | GBIV pGBIV-IDHI"  sGBIV-IDHI™  sGBIV-IDHI™"
ABLIM1 ABLIM1 LDB3
ACSL5 LRRC18
ADRA2A ADRA2A LZTS2
ALOX5 ALOX5 MIR346 MIR346
ANK3 MIR609
ANXA11 ANXA11 MSMB
C100rf122 NCRNA00245 NCRNA00245
C100rf27 NKX2-3 NKX2-3
C100rf58 C100rf58 C100rf58 NODAL NODAL NODAL
C100rf81 NPFFR1
C100rf91 NPM3 NPM3
C100rf92 OGDHL OGDHL
CDH23 PPP2R2D PPP2R2D
CHAT CHAT CHAT PPYR1 PPYR1 PPYR1
CTBP2 CTBP2 PRLHR PRLHR
cuzp1 PSD PSD
CXCL12 CXCL12 PYROXD2 PYROXD2
DKK1 DKK1 DKK1 RASGEF1A RASGEF1A
DNMBP DNMBP RASSF4 RASSF4
EMX2 RBP3
EMX20S RET RET
FAM13C FAM13C RGR
FGFR2 FGFR2 RGS10
FLI41350 RHOBTB1 RHOBTB1 RHOBTB1
FRAT2 FRAT2 SEC31B SEC31B SEC31B
GDF2 SH2D4B SH2D4B
GPR123 SLC16A9 SLC16A9
GSTO2 GSTO2 SLC18A3
HHEX HHEX SORCS1
HMX2 SYT15 SYT15
HPS1 TLX1INB
HPSE2 HPSE2 TMEM26
HTR7 UNC5B UNC5B
INPP5A INPP5SA VAX1 VAX1
KCNIP2 VL
KCNMA1 KCNMA1 WDFY4
KNDC1 zZmIz1
LBX1 LBX1 ZNF365 ZNF365
LCOR

rot= hypermethyliert, griin= hypomethyliert

Die meisten (56) der differentiell methylierten Gene waren hypermethyliert, was zu einer

reduzierten Expression der assoziierten Gene fiihren kann (vgl.

Kapitel

1.2.1.3).

Eine

Demethylierung von Promotoren (Tabelle 6, griin markiert) kann im Umkehrschluss zur

Aktivierung von Onkogenen filihren (Feinberg 2004). Im néachsten Schritt wurden daher
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diejenigen Gene (aus Tabelle 6) identifiziert, die sowohl eine differentielle Methylierung als auch
eine umgekehrt proportionale differentielle Expression aufwiesen. Hierzu wurden
Datenbankabgleiche mit R2 (R2: microarray analysis and visualization platform, http://r2.amc.nl,
Zugriff Juni 2011), Rembrandt (National Cancer Institute. 2005, http://rembrandt.nci.nih.gov,
REMBRANDT homepage , Zugriff Juni 2011), Supplemental Data der Publikation von Noushmer et
al. (Noushmehr, Weisenberger et al. 2010), sowie den unpublizierten ,Whole human genome
4x44k“ Microarray Expression Profiling-Daten von Dr. Martje Tonjes, Abteilung Molekulare
Genetik, DKFZ durchgefiihrt

differentiell differentiell
methyliert exprimiert

Kandidatengene

Abbildung 46 Identifizierung sowohl differentiell methylierter als auch differentiell exprimierter Kandidatengene.

Durch den Abgleich der Liste der hypermethylierten Gene mit den Genen, die eine verminderte
Expression aufwiesen, ergaben sich acht Kandidatengene (Tabelle 7). Unter den Genen mit
Hypomethylierung konnte keines mit gesteigerter Expression identifiziert werden.

Tabelle 7 Hypermethylierte Gene mit verringerter Expression.

Symbol Name

DKK1 dickkopf 1 homolog (Xenopus laevis)

GSTO2 glutathione S-transferase omega 2

KCNMA1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
OGDHL oxoglutarate dehydrogenase-like

HHEX hematopoietically expressed homeobox

ZMIZ1 zinc finger, MIZ-type containing 1

SEC31B SEC31 homolog B (S. cerevisiae)

RASGEF1A RasGEF domain family, member 1A
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3.3.5 Validierung der Methylierungsmuster der Kandidatengene

Das gefundene differentielle Methylierungsmuster der Kandidatengene wurde mittels
MassARRAY® validiert. Hierflir wurden Regionen einer GroRe von bis zu 500 bp aus den
Promotorregionen der Kandidatengene ausgewahlt und Bisulfit-Primer fiir diese Regionen
gewahlt (Tabelle 8). Die DNA der Normalhirn-Kontrollen und der Tumorproben wurde

bisulfitbehandelt und amplifiziert.

Die in-vitro Transkription, die Massenspektrometrie, sowie die statistische Auswertung wurden
von der Abteilung Epigenomik und Krebsrisikofaktoren des DKFZ durchgefiihrt.

Tabelle 8 Regionen und Amplikons fir MassARRAY®

Gewahlte Regionen Amplikons

Gen Symbol Position I[_szlge Start Ende I[_ta:;]ge CpGs
DKK1 Chr10: 54072921-54074827 1906 90 539 474 20
GSTO2 Chr10: 106027719-106029158 1918 940 1373 448 24
RASGEF1A Chr10: 43697754-43698226 472 85 400 336 36
RASGEF1A Chr10: 43724991-43725412 422 2 104 127 9
KCNMA1 Chr10: 79396097-79397228 1131 313 714 426 26
KCNMA1 Chr10: 79396097-79397228 1131 713 1020 332 34
OGDHL Chr10: 50969660-50971324 1663 529 995 494 52
HHEX Chr10: 94451331-94451737 1369 281 705 445 42
ZMIZ1 Chr10: 81001947-81002296 655 43 227 259 30
SEC31B Chr10: 102279053-102279585 1860 233 708 500 52

Bei der Analyse der MassARRAY® Daten wird der Methylierungsstatus von CpG-Einheiten
bestimmt, die von den Spaltstellen der Endonucleasen abhangig sind. Daher sind in solchen CpG-

Einheiten manchmal mehrere CpGs zu finden. (vgl. Kapitel 2.2.9.).

Das Unsupervised Clustering nach der euklidischen Distanz, zeigt eine auch hier eine Trennung
der pGBIV-IDH1"'und der sGBIV-IDHI™". Die zweifelhafte Probe 85-03 gruppiert hier genau
zwischen pGBIV-IDH1" und sGBIV-IDH1™". Je dunkler die einzelnen Felder dargestellt sind, desto
hoher ist der Methylierungsgrad der einzelnen CpG-Einheiten. Vor allem im unteren Bereich sind
die Methylierungsunterschiede der pGBIV-IDH1"'und der sGBIV-IDHI™" erkennbar. Dabei zeigen
die sGBIV-IDHI™" eine, im Vergleich zu den pGBIV-IDHI" stirke Methylierung. Die CpG-
Einheiten, die ein signifikantes (Wilcoxon-Rangsummen-Test) Methylierungsmuster
(Hypermethylierung) aufwiesen, gehorten zu den Genen DKK1, RASGEF1A, KCNMA1 und SEC31B
(Anhang 6.9.)
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0.0 1.0

IDH1-wt " IDH1-mut

GB978
GB112
GB954
85-03
88-02
2705-07
802-07
2728-06
AA181
GB975

Abbildung 47 Unsupervised Clustering der pGBIV-IDHI™ (griin) und der sGBIV-IDHI™" (rot) Proben. Je dunkler die
einzelnen Felder, desto hoher ist der Methylierungsgrad der einzelnen CpG-Einheiten.
[Abbildung wurde von Dr. Rainer Claus erstellt]

Keine signifikanten Unterschiede ergaben sich zwischen Normalhirn und Tumorproben.

Die Methylierungsanalyse mittels MassARRAY bestdtigt die Ergebnisse der subgenomischen
Methylierungsanalyse. DKK1, RASGEF1A und SEC31B wurden als differentiell methyliert zwischen
den pGBIV-IDH1" und den sGBIV-IDH1™" identifiziert.

SEC31B und RASGEF1A konnten bei der subgenomischen Methylierungsanalyse auch in den

mut

Vergleichen Normalhirn-gegen-GBIV und Normalhirn-gegen-sGBIV-/IDH1 als differentiell

methyliert identifiziert werden. Eine differentielle Methylierung von RASGEF1A wurde bei der

mut

subgenomischen Methylierungsanalyse zusatzlich noch beim Normalhirn-gegen-sGBIV-IDH1
Vergleich gefunden. KCNMA1 wurde in der subgenomischen Methylierungsanalyse in den

mut

Vergleichen Normalhirn-gegen-GBIV und Normalhirn-gegen-sGBIV-IDH1™" als hypermethyliert

identifiziert.
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3.3.6 Der Einfluss von DKK1, RASGEF1A, KCNMA1 und SEC31B auf die

Uberlebensrate

Molekulare Marker zur Einschatzung der Prognose von GBIV-Patienten sind rar. Mit der
Erstellung von Kaplan-Meier-Plots wurde Uberprift, ob sich anhand des Methylierungsstatus der
Gene bzw. die damit einhergehende verminderte Genexpression eine Aussage (iber die Prognose

der Patienten treffen lasst.

Die Kaplan-Meier-Plots wurden mit R2 und Rembrandt erstellt. Grundlage der Kaplan-Meier-
Plots sind die Daten von TCGA (The Cancer Genome Atlas;
http://cancergenome.nih.gov/abouttcga) (The Cancer Genome Atlas 2008). Diese Daten

unterscheiden nicht zwischen sGBIV und pGBIV. Kaplan-Meier-Plots konnten daher nur fiir GBIV-

Patienten generell erstellt werden.

Fir den Zusammenhang der KCNMA1- und DKK1-Expression und dem Gesamtiberleben der
Patienten ergibt sich ein signifikanter Zusammenhang, so ist eine niedrige Expression mit einer

schlechteren Prognose assoziiert (Abbildung 48).

(a) (b)

1,0 1
09 1} @ KCNMALhoch 1 @ DKK1 niedrig
08+ @ KCNMA1 niedrig @ DKK1hoch

| Ty
071 1t Hﬁ
061 I 1}

051 4l 1
0,4 N 1

03 Ly

0,2 a__lLL_: . p< 0,05 —,_L;"i p<0,05
01 Ry, S n=484 e n=484

Uberlebensrate

24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Monate Monate

Abbildung 48 Kaplan-Meier-Plot von GBIV-Patienten. Es zeigt sich eine signifikante Korrelation der Expression von (a)
KCNMA1 und (b) DKKI mit dem Gesamtiberleben. (p< 0,05). [Erstellt mit R2]

Fir RASGEF1A waren in o.g. Datenbanken keine Expressionsdaten hinterlegt. Bei RasGEF1A
handelt es sich um einen GTP-Austauschfaktor mit Spezifitat fir Rap2A. RasGEF1A wirkt dabei
aktivierend auf Rap2A (Yaman, Gasper et al. 2009). Ist die Expression von RASGEF1A vermindert,
sollte auch von einer reduzierten Aktivitdit von Rap2A ausgegangen werden kdnnen. Eine
Hypermethylierung und die reduzierte Expression von RASGEF1A kénnte sich daher direkt auf die
Aktivitat von Rap2A auswirken. Dies lasst sich ndherungsweise mit einer verminderten
Expression von RAP2A beschreiben. Expressionsdaten zu RAP2A waren in der o.g. Datenbank
verfugbar. Hier zeigt sich eine signifikante(p< 5*10 ) Korrelation zwischen RAP2A-Genexpression
und dem Gesamtiberleben von GBIV-Patienten. Eine verminderter RAP2A Expression ist mit

einer schlechteren Prognose assoziiert.
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Abbildung 49 Kaplan-Meier-Plot von GBIV-Patienten. Es zeigt sich eine signifikante Korrelation der RAP2A-Expression
mit dem Gesamtiberleben. (p< 5*10'4). Hohe RAP2A-Expression -einem Effektorprotein von RASGEF1A- geht mit einer
besseren Prognose einher. [Erstellt mit R2]

Flir SEC31B (Abbildung 50) war es moglich sowohl fiir (a) GBIV-Patienten als auch fir (b)
Astrocytoma (All/AAIlll)-Patienten Kaplan-Meier-Plots zu erstellen. Eine signifikant bessere
Prognose lasst sich in beiden Fallen fiir Patienten mit hoher SEC31B-Expression feststellen

(p<0,01 bzw. p<0,05).
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Abbildung 50 Kaplan-Meier Plots fiir Glioma-Patienten. Hohe SEC31B-Expression geht in (a) GBIV-Patienten als auch in
(b) Astrozytomen (A 1I/AAlIl)-Patienten mit einem signifikant besseren Gesamtiiberleben einher
(p<0,01 bzw. p < 0,05). [(a) erstellt mit R2; (b) erstellt mit Rembrandt]
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3.4 Identifizierung von Strukturvariationen im Glioblastom

Strukturelle Variationen (SV) sind im menschlichen Genom weitverbreitet (Korbel, Urban et al.
2007). In vielen Tumoren findet man verstarkt genomische Veranderungen, die auch mit dem
Verlust der genomischen Integritdt einhergehen. Dabei sind diese Stellen nicht nur willkirlich im
Genom verteilt, sondern treffen Bereiche, die Gene enthalten deren Veranderungen klar mit
Tumorprogression im Zusammenhang stehen (Korkola and Gray 2010). Zur Detektion von vor
allem kleinerer Amplifikationen und Deletionen wurde mit der Methode der Mate-Pair

Sequenzierung gearbeitet.

3.4.1 Statistik der Mate-Pair Sequenzierung

Die bioinformatische Auswertung der Mate-Pair Sequenzierungen wurde von Dr. Marc Zapatka,
Abteilung Molekulare Genetik, DKFZ durchgefihrt.

Von 18 Patienten wurden aus gepaarten Tumor/Normal-DNA Paired-End Bibliotheken hergestellt
und in 36 bp PE-Laufen sequenziert. Die Proben GB 112, GB 875 und GS 72 wurden aufgrund der
unzureichenden Abdeckung nachsequenziert werden. Im Durchschnitt ergaben sich bei der
Sequenzierung rund 40 Mio. Reads pro Proben. Davon konnten durchschnittlich rund 87 %
gemapped werden.

Die Duplikate-Rate lag im Mittel bei 27,6 % allerdings schwankten hier die einzelnen Proben
betrachtlich zwischen 8,1 % Duplikate und bis zu 81,1 % Duplikate. Durchschnittlich 14 % der
Reads konnten als Properly-Paired™ klassifiziert werden. Singletons™ hatten einen Anteil von
10,3 %. Die InsertgroRe'® sollte bei ca. 2500 bp-3500 bp liegen (dies war die initiale
FragmentgroRe bei der Herstellung der Bibliotheken).Nur bei ca. 45 % der Bibliotheken liegt die
tatsachliche InsertgroRe bei den erwartenden 2500-3500 bp. Die restlichen Bibliotheken wiesen
eine InsertgrofRe von 250-450 bp auf.

Tabelle 9 Statistik der Mate-Pair Sequenzierung

M 4 Uni p | Insert- Mates
Name Gewebe Reads appe nique roperly Singletons  gréRe auf2

Reads Reads Paired

[bp] Chr

Mittelwert 32743633 87,6%  73,6% 15,6 % 9,9 % 10,8 %
IDH1-wt
Mittelwert 49.701.066 863%  70,9% 12,2 % 10,8 % 10,4 %
IDH1-mut
a'vl'l';telwert 40.515.790 87,0%  72,4% 14,0% 10,3 % 10,6 %

14Properly-Paired= Reads, bei denen beide Enden korrekt dem Genom zugeordnet werden kénnten.
1 Singletons= Reads, bei dem der zugehdrige Mate nicht identifiziert werden konnte.

16 Die InsertgroRe wird anhand des Abstands der Mappingpositionen (im Genom) der Mates berechnet.
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Fortsetzung Tabelle 9

. Insert- Mates

Name Gewebe Reads Mapped  Unique Pr(?perly Singletons  groRe auf 2
Reads Reads Paired [bp] Chr

GS 72 tumor 8.430.152 86,3 % 79,8 % 7,2 % 10,9 % 3209 9,4 %
GS 72 tumor 24.087.000 90,1 % 56,9 % 7,5% 8,3% 3208 10,0 %
GS 72 tumor 27.872.150 87,2 % 54,5 % 7,0 % 10,8 % 3223 13,0%
GS 72 somatisch 8.768.108 86,4 % 70,9 % 11,2 % 10,9 % 392 13,7 %
GS 72 somatisch 28.236.438 90,0 % 42,4 % 11,3 % 8,4 % 425 16,0 %
GS 72 somatisch 31.017.592 82,4 % 42,2 % 9,2 % 14,6 % 482 16,2 %
GB 112 tumor 18.912.206 85,6 % 66,1 % 7,1% 12,0% 481 11,6 %
GB 112 tumor 20.520.114 90,0 % 65,7 % 9,2 % 8,5% 2469 15,1 %
GB 112 tumor 26.294.418 88,0 % 61,5% 8,6 % 10,2 % 2478 16,3 %
GB 112 somatisch 24.485.742 90,1% 65,6 % 9,3% 8,5% 431 16,6 %
GB 112 somatisch 29.269.624 88,2 % 63,0 % 8,8 % 10,1 % 434 13,1%
GB 112 somatisch 27.148.642 85,3 % 62,4 % 7,5% 12,2 % 386 15,8 %
GB 954 tumor 26.011.246 88,0 % 91,7 % 4,8% 10,4 % 2161 9,0 %
GB 954 somatisch 21.199.234 88,3 % 92,3% 5,5% 10,3 % 1837 9,2%
GB 949 tumor 45.860.774 94,8 % 18,9 % 83,9% 29% 202 2,8%
GB 949 somatisch 52.838.056 94,9% 90,1 % 84,3 % 32% 193 8,1%
GB 963 tumor 61.992.372 87,8% 71,4 % 12,1% 10,2 % 287 8,5%
GB 963 somatisch 72.397.130 85,4% 85,0 % 9,1% 11,7 % 256 9,9 %
GB 964 tumor 65.086.516 85,9 % 83,0 % 14,7 % 11,6 % 255 5,8 %
GB 964 somatisch 70.895.416 84,9 % 90,7 % 27,1% 10,2 % 180 8,1%
GB 973 tumor 18.773.542 87,8 % 95,8 % 8,1% 10,4 % 2439 8,9 %
GB 973 somatisch 19.582.138 88,6 % 93,2% 7,6 % 9,6 % 2487 9,6 %
GB 974 tumor 42.219.192 86,6 % 87,6 % 15,8 % 11,0 % 276 7,1%
GB 974 somatisch 47.710.208 79,3% 93,6 % 12,3% 12,0% 223 7,1%
GB 976 tumor 14.680.210 88,5% 96,1 % 7,7% 9,6 % 2345 9,4%
GB 976 somatisch 17.046.250 88,2 % 93,8 % 7,7% 10,0 % 2492 9,2%
1094-01 tumor 65.164.704 86,9 % 74,5 % 12,5% 10,8 % 248 10,8 %
1094-01 somatisch 69.785.544 92,0 % 64,0 % 55,1 % 5,8 % 217 9,0 %
2705-07 tumor 69.137.666 81,7 % 83,5% 35,9 % 9,9 % 237 5,5%
2705-07 somatisch 62.964.046 83,7 % 83,4 % 42 % 12,3 % 2465 10,0 %
2728-06 tumor 76.571.166  86,5% 68,5 % 9,4% 11,3% 289 9,9 %
2728-06 somatisch 76.498.734  84,5% 68,9 % 4,2% 12,7 % 2330 9,2%
802-07 tumor 72.409.698 85,8 % 77,5 % 10,9 % 11,5% 313 9,0%
802-07 somatisch 61.532.196 86,1% 74,4 % 6,6 % 11,3% 2565 9,3%
88-02 tumor 48.234.487 85,9 % 84,2 % 4,8% 11,6 % 2105 10,0 %
88-02 somatisch 57.270.860 81,4 % 74,8 % 6,4 % 13,5% 350 8,7%
AA 181 tumor 50.331.277 86,2 % 79,0 % 25,7 % 10,5 % 250 7,9 %
AA 181 somatisch 56.098.767 82,9 % 86,1 % 11,0% 12,8 % 234 7,8%
GB 119 somatisch 69.117.632 85,5% 82,0% 12,5% 11,8 % 230 8,4 %
GB 119 tumor 70.702.216 86,4 % 81,4 % 7,5% 11,3% 847 8,5%
GB 875 tumor 8.839.604 86,8 % 71,2 % 74 % 10,5 % 3152 10,4 %
GB 875 tumor 25.276.020 90,3 % 45,5 % 7,5% 8,2 % 3148 15,0 %
GB 875 tumor 31.381.782 86,9 % 41,7 % 6,9 % 11,0% 3171 16,1 %
GB 875 somatisch 24.145.058 86,0 % 42,5% 8,2% 11,3 % 485 11,0%
GB 875 somatisch 27.907.138 87,6 % 41,7 % 9,6 % 10,3 % 2514 17,6 %
GB 875 somatisch 21.294.168 90,6 % 46,6 % 10,5 % 7,8% 2443 16,9 %
GB 975 tumor 30.642.800 87,5% 93,8 % 5,6 % 10,9 % 2230 8,9 %
GB 975 somatisch 18.117.878 88,2 % 94,3 % 7,0% 10,3 % 2168 8,7%
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3.4.2 Amplifikationen und Deletionen

Insgesamt zeigten sich eine ganze Reihe von Aberrationen, sowohl in der Gruppe der pGBIV-
IDH1"" als auch in bei den sGBIV-IDH1™". Abbildung 51 gibt einen Uberblick iiber Amplifikationen
(rot) und Deletionen (blau) der Patientengenome. Amplifikation(en) von Chromosom 7 konnten
groRtenteils in den pGBIV-IDH1" identifiziert werden. Die Amplifikation konzentriert sich v.a. auf
den Bereich des Gens EGFR. In sieben pGBIV-IDHI"" lieR sich diese Amplifikation identifizieren
(Tabelle 10). Weitere Amplifikationen konnten in den Banden 1g32.1 4q12 10p11.23-13, sowie
12p13.31-13.32 identifiziert, in denen teilweise krebsrelevante Gene liegen. Die Amplifikation
einer Teilregion der Bande 20q11.21 wurde vor allem sGBIV-IDHI™" beobachtet
(4 sGBIV-IDH1™"/1 pGBIV-IDH1"") Dieser Bereich enthilt die Gene COX4/2, BCL2L1 und TPX2.

mut

Deletionen kdnnten vor allem in sGBIV-IDHI™" identifiziert werden. GroRRere Deletion fand sich
in den Banden 22q11.21 und. Bei dem deletierten Bereich der Banden 1p36.32-36.33 war bei
den sGBIV-IDHI™" (n=6) ausschlieRlich der Bereich des Gens TTC34 betroffen. Eine weitere

Deletion im Bereich der Banden 19p13.2-13.3 konnte identifiziert werden (Tabelle 10).

Tabelle 10 CNA von 18 Gliom-Patienten

Position Pot. Anzahl Anzahl
Chr CNA Bande(n) Start Stop ~Grofe [bp] E)r?l:o)gen IDHiwt IDHimut
1  Deletion 1p36.32-36.33  672.875 4.672.773  3.999.898 4
1  Deletion 1p36.32 2.581.442 2701616  120.174 1 6
1 Amplifikation 1g32.1 203.300.776 204.752.264 1.451.488 * 3
4  Amplifikation 4q12 52.926.400 57.591.107 4.664.707 PDGFRA 1 3
7 Amplifikation 7p11.2 54.827.107 55.445.458 618.351 EGFR 7

10 Amplifikation 10p11.23-13 17.211.931 29.589.049 12.377.118 4
12 Amplifikation 12p13.31-13.32 3.473.588 7.020.236 3.546.648 CCND2 4
19 Deletion 19p13.2-13.3 390.727 7.047.425 6.656.698 2
20 Amplifikation 20q11.21 29.657.312  29.837.695 180.383 4
22 Deletion 22911.21 16.546.302 16.881.688 335.386 3

*MDM4 liegt in dieser Bande ist aber nicht von der Amplifikation betroffen. Chr= Chromosom, CNA= Copy Number
Aberration, Pot.= Potentielles
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Diskussion

4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es mittels Next Generation Sequencing-basierten Technologien neue
epigenetische und genetische Aberrationen in primaren und sekundaren Glioblastomen zu
identifizieren.

Hierzu wurde eine Methode zur Anreicherung subgenomischer Bereiche etabliert, die durch die
MID-Anreicherung als Multiplexverfahren Verwendung findet und im besonderen die
subgenomische DNA-Methylierungsanalyse durch Bisulfit-Anreicherung ermdglicht. Mit der
Bisulfit-Anreicherung wurde dann eine DNA-Methylierungsanalyse im Glioblastom durchgefiihrt
und hypermethylierte Gene identifiziert.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden mittels Mate-Pair Sequenzierung von 18 gepaarten
GBIV-Patientenproben Strukturvariationen im GBIV-Genom identifiziert.

4.1 Subgenomische Anreicherung

Trotz immer weiterer Verbesserungen und Optimierungen der Next Generation Sequencing
Plattformen bis hin zum Third Generation Sequencing, ist die Sequenzierung ganzer
(Epi-) Genome immer noch zeit-und kostenintensiv. Durch die subgenomische Anreicherung wird
eine kosten-und zeitsparende Analyse eines spezifischen interessierenden Bereichs des Genoms
ermoglicht (Pareek, Smoczynski et al. 2011).

Basierend auf der Grundlage des NimbleGen Arrays User’s Guide: Sequence Capture Array
Delivery von Roche NimbleGen und des Protokolls des Paired-End Sample Prep Kit von Illumina
wurde ein Protokoll zur Generierung und Anreicherung von DNA-(MID)-Bibliotheken entwickelt.
Die durchgefiihrten Anderungen der Protokolle, und die Griinde warum Anderungen und
Erweiterungen durchgefiihrt wurden sind in Kapitel 3.1 ausfiihrlich beschrieben.

4.1.1 Effizienz der subgenomischen Anreicherung

Sowohl bei der MID-Anreicherung als auch bei der Bisulfit-Anreicherung zeigten sich
Schwankungen der Anreicherungswerte sowohl zwischen den einzelnen Regionen als auch
zwischen den einzelnen Proben (Abbildung 37, Abbildung 40). Die Schwankungen in den
Anreicherungswerten waren bei der MID-Anreicherung jedoch weniger stark ausgepragt. Eine
durchschnittliche Anreicherung von 2200-fach wurde bei der Bisulfit-Anreicherung (Kapitel 3.3)
erzielt. Die MID-Anreicherung von 20 MID-Pools ergab eine durchschnittliche Anreicherung von
500-fach. Entscheidend in der subgenomischen Anreicherung ist jedoch nicht allein die
Anreicherung, sondern vor allem die Abdeckung, also der Anteil der Reads, der in den
Zielregionen liegt. Der Anreicherungsgrad kann aber als Mal daflir dienen, ob mit einer
ausreichenden Abdeckung der Zielregionen zu rechnen ist. Der Vergleich der normalisierten
Anreicherung mit der normalisierten Abdeckung zeigte, dass im Durchschnitt aller Proben, bei

einer hoheren Anreicherung auch mit einer hoheren Abdeckung zu rechnen ist (Abbildung 43).
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Bei der Sequenzierung der angereicherten Proben zeigte sich, dass 99,5 % (MID-Anreicherung)
bzw. 99,7 % (Bisulfit-Anreicherung) der Zielregionen angereichert werden konnten, Andere
publizierte Studien zeigten dhnliche hohe Anteile (Tabelle 11). Der Anteil der Mapped Reads lag
bei 90 % (MID-Anreicherung) bzw. bei 60 % (Bisulfit-Anreicherung) und zeigte sich im Vergleich
als Gberdurchschnittlich hoch (Albert, Molla et al. 2007; Hodges, Xuan et al. 2007; Bau, Schracke
et al. 2009; Hodges, Smith et al. 2009; Summerer, Schracke et al. 2010).

Tabelle 11 Vergleich der MID/Bisulfit-Anreicherung mit vorherig publizierten Methoden zur subgenomischen
Anreicherung

Studie On-Target Angereicherte GroRe der Mapped Unique
Rate Zielregionen Zielregion Reads Reads
(Albert, Molla et al. 2007) 36-72 % 98,2 % 5 Mb 91% N/A
(Hodges, Xuan et al. 2007) 36-55 % 99,4 % 6 Mb N/A N/A
(Bau, Schracke et al. 2009) 4,5-7 % 66 % 185/ 277 Kb N/A 92 %
(Summerer, Schracke et al. 2010) N/A 97,2 % 1,5 Mb 51% 98 %
MID-Anreicherung 16-47 % 99,5 % 2,7 Mb 90 % 80 %
Bisulfit-Anreicherung* 36-68 % 99,7 % 2,5 Mb 60 % 1,5%
odges, Smith et al. ,5-12 % ,9 % E 6
(Hod Smith l. 2009)* 6,5-12 % 93,9 % 0,26 Mb 28 % N/A

N/A= keine Abgabe, bzw. lasst sich aus den veroffentlichten Daten nicht ableiten.* Anreicherung in Kombination mit
einer Bisulfitbehandlung.

Sowohl bei der MID-Anreicherung als auch bei der Bisulfit-Anreicherung zeigt sich dann aber,
dass es sich bei zwischen 20 % (MID-Anreicherung) und 99 % (Bisulfit-Anreicherung) der Reads
um Duplikate handelte. Bei Duplikaten handelt es sich um Reads, die ihren Ursprung mit hoher
Wabhrscheinlichkeit im selben Bibliothek-Fragment haben. Hohe Anteile von Duplikaten
entstehen wenn es wahrend der Konstruktion der Sequenzier-Bibliothek zu einer starken
Reduktion der DNA-Menge und damit der Vielfalt (Komplexitat) der DNA-Fragmente kommt, wie
es zum beispiel nach einer chip-basierten Anreicherung der Zielfragmente. Dieser Effekt wird
durch die nach der Anreicherung notwendige PCR-Amplifikation noch weiter verstarkt. In der
vorligenden Arbeit wurden Reads als Duplikate gewertet, wenn ihre 5‘-Mapping-Positionen
identisch waren, auch wenn im Read einzelne Basensubstitutionen (durch Sequenzierungsfehler)
vorhanden waren. Die Wahrscheinlichkeit, dass solche Reads von gleichen Ursprungsfragment
stammen, ist als hoher einzustufen, als die Wahrscheinlichkeit, dass bei der Fragmentierung der
gDNA zwei identische Fragmente mit gleichem 5’ Ende entstehen, angereichert und sequenziert
werden. Reads aus Duplikaten kdnnen fiir die Datenauswertung nicht berlicksichtigt werden.

Duplikate diirften nicht nur in dieser Arbeit von Bedeutung sein, sondern in allen Methoden, die
mit sehr geringen DNA-Mengen und PCR-Reaktionen arbeiten. Dieses Phdnomen ist daher auch
bei der reinen Hochdurchsatz-Sequenzierung beobachtet worden. Quail et al. berichteten (iber
eine Duplikat-Rate von bis zu 60 % (Quail, Kozarewa et al. 2008). Vor allem aber sollte bei
Methoden zur subgenomischen Anreicherung die Duplikat-Rate nicht aufler acht gelassen
werden, da hier besonders geringen Mengen DNA amplifiziert werden missen. In publizierten
Studien wird allerdings kaum Gber Duplikate berichtet (Tabelle 11). In den meisten Publikationen
wird zwar (ber die Anzahl der eindeutig Mapped Reads (uniquely mapped reads) berichtet,
hierbei ist aber im Kontext von der eindeutigen Mapping-Position im Genom auszugehen; eine

klare Definition unterbleibt. Einzig eine Gruppe berichtet explizit, dass es sich bei liber 90 % um
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Unigque Reads handelt. Eine genaue Definition von ,,unique” unterbleibt allerdings auch in diesen
Fallen (Bau, Schracke et al. 2009; Summerer, Schracke et al. 2010). Die Definition ist insofern von
Bedeutung, da Mapping Algorithmen eine bestimmte Anzahl von Mismatches pro Read erlauben.
Obwohl zwei Reads vom gleichen PCR-Fragment stammen, kdnnen sich diese durch
Sequenzierfehler in einigen Basen unterscheiden und dann als Unique Reads definiert werden.
Hierdurch wirde sich auch bei der Bisulfit-Anreicherung der Anteil Unique Reads erhdhen.

Bei der MID-Anreicherung wurde durch Pre-PCR und Post-PCR (Kapitel 3.1.3) eine Duplikat-Rate
von nur 20 % erzielt.

Bei Anreicherungen mit NimbleGen Arrays enthdlt das Eluat nur 10 - 100 pg DNA. Die
Bisulfitbehandlung erfolgt bei der Bisulfit-Anreicherung erst nach der Anreicherung. Eine Pre-PCR
ist daher nicht moglich. Zusatzlich ist die Bisulfitbehandlung fir die DNA sehr strapazios; es
kommt zu Strangbriichen: Der Anteil an amplifizierbarer DNA-Bibliothek wird dadurch noch
weiter verringert. Diese Kombination fiihrte aller Wahrscheinlichkeit nach bei der Bisulfit-
Anreicherung zur hohen Duplikat-Rate. Hodges et al. flihrten die Bisulfitbehandlung (gefolgt von
einer Amplifikation) vor der Anreicherung durch. Die dadurch hervorgerufene Sequenzinderung
in den Zielregionen wurde beim Design des Arrays beriicksichtigt. Die Oligos des
Anreicherungsarray waren komplementar zur den Bisulfit-konvertierten Sequenzen der
Zielregionen, bei denen 100 % Methylierung und 0 % Methylierung angenommen wurde. Hiermit
konnte zwar rund 94 % der Zelregionen abgedeckt werden; die On-Target-Rate lag allerdings nur
bei 6 - 12 % (Hodges, Smith et al. 2009). Bei der Bisulfit-Anreicherung konnten rund 55 % (36 -
68 %) der Unique Reads in die Zielregion gemapped werden (Tabelle 11).

Aufgrund der hohen Duplikat-Rate ergab sich bei der ,DNA-Methylierungsanalyse
subgenomischer Bereiche im Glioblastom” eine rund 9-fache Basenabdeckung bzw. eine rund 6-
fache CpG-Abdeckung in den Zielregionen. Dies steht im Gegensatz zur vorangegangenen
Anreicherung und Sequenzierung einer Plazenta-DNA-Bibliothek mit einer Duplikat-Rate von
33 % und einer durchschnittlichen Basenabdeckung der Zielregion von 165-fach (Tabelle 2).
Obwohl in Publikationen eine Abdeckung von >5-fach (Smith, Gu et al. 2009) oder >10-fach
(Meissner, Mikkelsen et al. 2008) fiir ausreichend erachtet wird, so liegen heutige Publikationen
bei einer >25-facher Abdeckung (Gu, Bock et al. 2010).

Bei der MID-Anreicherung wurde durch die Zugabe der Blocking-Oligos (Abbildung 34) in 25-
fachem Uberschuss eine Steigerung der On-Target-Rate von 20 % auf 30 - 45 % erreicht (Tabelle
3). Daraus ergab sich eine durchschnittliche 57-fache Basenabdeckung (Anhang 6.7).

4.1.2 Besonderheiten bei der MID-Anreicherung

Fiir die MID-Anreicherung ist es essentiell, dass dquimolare Mengen der einzelner DNA-
Bibliothek zum Bibliotheken-Pool gemischt werden, nur dann kann eine gleichmaRige Verteilung
der Reads auf die einzelnen Patientenproben gewihrleistet werden (Abbildung 39). Eine
optimale MID-Readverteilung konnte allerdings nicht in allen der 20 MID-Pools verzeichnet
werden. Einzelne MIDs waren in den Pools unterreprédsentiert. Dies betraf v.a. die MIDs 5 und 6.

Als wahrscheinliche Ursache kommt hier entweder eine schlechte Qualitat der Adapter durch
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ineffiziente Synthese der Oligos oder ein unzureichendes Annealing zu einsatzbereitem Adapter
in Betracht. Fir den weiteren Gebrauch dieser MIDs sollten diese MID-Adapter neu synthetisiert
und validiert werden. Eine MID-sequenzbedingte ineffiziente Amplifikation wahrend Post- oder
Pre-PCR ware ebenfalls denkbar. Fir zukiinftige Einsdtze der der MID-Anreicherung muss in
diesem Fall auf MID 5 und MID 6 verzichtet werden.

4.2 DNA-Methylierungsanalyse subgenomischer Bereiche im

Glioblastom

4.2.1 Das Methylierungmuster im Glioblastom

Mittels der in dieser Arbeit etablierten subgenomischer DNA-Methylierungsanalyse wurde das
Methylierungsmuster der Promotorregionen des Chromosoms 10q in GBIV untersucht. Ziel war
die ldentifizierung von Genen, die durch ihre differentielle Methylierung bei der Pathogenese
oder Prognose von pGBIV und sGBIV eine Rolle spielen. pGBIV und sGBIV unterscheiden sich
insbesondere durch die fir sGBIV charakteristische Mutation des IDH1 Gens. Die Mutation wurde
daher als Marker fiir die Einteilung in pGBIV und sGBIV verwendet (pGBIV-IDH1"" bzw. sGBIV-
IDH1I™").

Aus der DNA von 20 GBIV-Patienten (10 pGBIV-IDHI™ / 10 sGBIV-IDHI™") und sechs
Normalhirnkontrollen wurden DNA-Bibliotheken erstellt und fiir die interessierenden Regionen
angereichert. Im Mittel konnte eine Anreicherung von 2200-fach der Ziel-und Kontrollregionen
der insgesamt 26 Proben erreicht werden. In der Sequenzierung zeigte sich eine hohe Anzahl von
Duplikaten. Trotz der hohen Duplikat-Rate konnten dennoch 14.243 CpGs von 14 Proben mit
einer mindestens 10-fachen Abdeckung analysiert werden.

Das Unsupervised Clustering nach dem Methylierungsgrad (Abbildung 44) zeigte eine Trennung
der einzelnen Gruppen in Normalhirn-Kontrolle, pGBIV-IDHI"", sGBIV-IDHI™". Wobei die sGBIV-
IDHI™" eine héhere Methylierung im Vergleich zu den pGBIV-IDH1"* und Normalhirnkontrollen
aufwiesen. Eine solche Auftrennung von Glioblastomen in verschiedene Untergruppen anhand
des Methylierungsmusters bestimmter Gene (hypermethylator phenotype, G-CIMP) wurde von
Noushmer et al beschrieben; in den meisten Fallen zeigte sich ein G-CIMP in GBIV mit /IDH1
Mutation (Noushmehr, Weisenberger et al. 2010). Dabei sind IDH1-Status und G-CIMP nicht nur
assoziiert, vielmehr ist die IDH1 Mutation fiir den Umbau des Methyloms im GBIV verantwortlich
(Turcan, Rohle et al. 2012).

Zur ldentifizierung differentiell methylierter Gene wurde der Methylierungsstatus der Gene der
einzelnen Gruppen miteinander verglichen (Abbildung 45). Dadurch sollten differentiell
methylierte Gene im GBIV, in pGBIV-IDH1"* und sGBIV-IDHI™" identifiziert werden kénnen. Als
signifikant (p< 0,05) differentiell methyliert wurde dann ein Gen gewertet, wenn der
Methylierungsgrad der Vergleichsgruppen eine Mindestdifferenz von 10 % aufwies.

56 Gene konnten als hypermethyliert identifiziert werden; 21 Gene als hypomethyliert. Dabei
waren sieben Gene rekurrent in drei der vier Vergleichsgruppen, 33 Gene waren in zwei der

Vergleichsgruppen wiederzufinden. Die restlichen 37 Gene waren nur in einem Gruppenvergleich
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als differentiell methyliert identifiziert worden (Tabelle 6). In der Vergleichsgruppe ,,Normalhirn-
gegen-IDH1-wt“ wurden keine signifikant differentiell methylierten Gene identifiziert. Eine
mogliche Ursache kdnnte in dem dhnlichen Methylierungsmuster dieser beiden Gruppen liegen
(Abbildung 44). Unter die signifikant differentiell methylierten Gene der restlichen
Vergleichsgruppen fallen Gene, wie beispielsweise FGFR2 oder RASSF4, die bereits im
Neuroblastom bzw. im Neuroblastom und Nasopharynxkarzinom als hypermethyliert identifiziert
wurden (Chow, Lo et al. 2004; Lazcoz, Munoz et al. 2007; Djos, Martinsson et al. 2012). Ebenso
wurde die Hypermethylierung von EMX2 im Bronchialkarzinom bereits beschrieben (Okamoto,
Hirata et al. 2010). MGMT, das man als differentiell methyliert erwartet hatte, wurde nicht
gefunden. Als mogliche Ursache ist vor allem die, aufgrund der hohen Duplikat-Rate, nur geringe
Anzahl analysierter CpGs anzufihren.

Anderungen im Methylierungsmuster der Promotorregionen von Genen kdnnen zur einer
Anderung der Expression dieser Gene fiihren (Jones and Baylin 2002). Die Anderung der
Genexpression der als differentiell methyliert gefundenen Gene wurde daher als direkt messbare
Grofle zur ldentifizierung von Kandidatengenen eingesetzt. Zur Identifizierung differentiell
methylierter und exprimierter Gene konnte auf das groBer Patientenkollektiv der Datenbanken
R2 und Rembrandt (Tabelle 2.1.11), den umfangreichen Daten von Noushmer et al. (Noushmebhr,
Weisenberger et al. 2010) sowie den unpublizierten Microarray Expression Profiling-Daten von
Dr. Martje Tonjes zuriickgegriffen werden.

Aus dem Vergleich der differentiell methylierten Gene mit den Expressionsdaten ergaben sich die
hypermethylierten und herunterregulierten Kandidatengene DKK1, GSTO2, KCNMA1, OGDHL,
HHEX, ZMIZ1, SEC31B, RASGEF1A. Die Validierung der Methylierung der Kandidatengene mittels
MassARRAY® konnte eine differentielle Methylierung der Gene DKK1, KCNMA1, RASGEF1A und
SEC31B fiir den Vergleich der Gruppen pGBIV-IDHI™ und sGBIV-IDHI™" bestitigen. Das
Kandidatengen KCNMA1 wurde allerdings bei der subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse
nicht in diesem Gruppenvergleich als differentiell methyliert identifiziert.

Bestitigt werden konnte ebenso die Aufteilung der Proben in pGBIV-IDHI" und sGBIV-IDHI™"
anhand des Methylierungsmusters (Abbildung 47).

Trotz der geringen Abdeckung der analysierten CpGs war es moglich mit der Bisulfit-
Anreicherung differentiell methylierte Gene zu identifizieren und das aberrante
Methylierungsmuster mit einer unabhdngigen Methode zu validieren.

4.2.1.1 Genexpression und Promotormethylierung zur Identifizierung von
Kandidatengenen

Zu den Veranderungen den DNA-Methylierung in Krebs zdhlen Hypomethylierung sowie
Hypermethylierung, durch die es zu verdnderter Genexpression von Onkogenen bzw.
Tumorsuppressorgenen kommen kann (Jones and Baylin 2002). Die meisten Studien zur DNA-
Methylierung, wie auch diese Arbeit, konzentrierten sich dabei auf die Untersuchung von
Promotorregionen und den Zusammenhang zwischen aberranter Methylierung und
Genexpression. Neuere Publikationen zeigen jedoch, dass Krebsspezifische Verdnderungen der

DNA-Methylierung nicht nur in Promotorregionen oder CGl, sondern v.a. auch in den Regionen
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der ,,CpG island-shores”, oder auch in intragenischen Bereichen (,,gene body“) beobachtet wird;
Verdnderungen der DNA-Methylierung dieser Regionen regulierend die Genexpression (Irizarry,
Ladd-Acosta et al. 2009; Maunakea, Nagarajan et al. 2010).

4.2.2 Die validierten Kandidatengene und ihr Einfluss auf das Gesamtiiberleben

Derzeit sind nur wenige Biomarker fir die Prognose oder Therapie-Response von primaren oder
sekundire Glioblastomen im Einsatz (Riemenschneider, Jeuken et al. 2010). Zur Uberpriifung, ob
die differentiell methylierten Gene als prognostischer Marker Verwendung finden koénnen,
wurden Uberlebenszeitanalysen in Form von Kaplan-Meier-Plots erstellt. Hierfiir wurde die
Expression der Kandidatengene DKK1, SEC31B, KCNMA1 wund RASGEFIA mit der
Gesamtiiberlebensdauer korreliert.

Die Kaplan-Meier-Plots wurden mit den Datenbanken R2 und Rembrandt erstellt. Hier sind die
u.a. die Daten des ,The Cancer Genome Atlas“-Konsortiums (TCGA) hinterlegt (The Cancer
Genome Atlas 2008; Verhaak, Hoadley et al. 2010). R2, unterscheidet allerdings nicht zwischen
pGBIV und sGBIV, noch ist der IDH1-Status der Patienten hinterlegt. Kaplan-Meier-Plots konnten
daher nur fir GBIV-Patienten generell erstellt werden. In rund 90 % der GBIV -Félle handelt es
sich um pGBIV; in den Datenbanken sollten daher pGBIV ohne IDH1 Mutation (pGBIV-/IDHI"")
stark Uberreprasentiert sein und es kann angenommen werden, dass die angegebenen

Gesamtiiberlebenszeiten die der pGBIV-IDHI" Patienten gut wiederspiegeln.

4.2.2.1 DKK1

DKK1 wurde in der subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse als signifikant hypermethyliert
identifiziert (Tabelle 6). Die Hypermethylierung von sGBIV-IDHI™" konnte durch den
MassARRAY® validiert werden (Abbildung 47, Anhang 6.11) und eine umgekehrt proportionale
Verminderung der Expression war mit hypermethyliertem DKK1 assoziiert. GBIV-Patienten, mit
geringer DKK1-Expression wiesen eine signifikant (p<0,05) verkiirzte Uberlebensdauer auf
(Abbildung 48).

Die Dickkopf (DKK)-Familie mit den Mitgliedern DKK1, DKK2, DKK3 und DKK4 (Krupnik, Sharp et
al. 1999) sind Antagonisten des Wnt-Signalweges (Shou, Ali-Osman et al. 2002; Niida, Hiroko et
al. 2004). Dkk bindet an den LRP-Rezeptor, vermittelt so die Interanlisierung in die Zelle und
verhindert damit ein Andocken von Wnt (Logan and Nusse 2004; Niehrs 2006). Der Wnt-
Signalweg ist in vielen Krebsentitdten von entscheidender Bedeutung (Morin, Sparks et al. 1997,
Aguilera, Fraga et al. 2006; Polakis 2007; Qian, Xie et al. 2007; Klaus and Birchmeier 2008). Auch
in der Pathogenese des Gliomblastoms nimmt de Wnt-Siganlweg eine bedeutende Rolle ein
(Palos, Zheng et al. 1999) und wurde im Zusammenhang mit Proliferation (Pulvirenti, Van Der
Heijden et al. 2011), Differenzierung (Satoh and Kuroda 2000) und Invasion (Roth, Wild-Bode et
al. 2000) beschrieben. Die Expression von Wnt1 ist in GBIV erhoht und stellt fiir GBIV-Patienten
ein prognostischer Faktor dar (Liu, Tu et al. 2011). Ein direkter Zusammenhang zwischen erhéhter
Whnt-Expression, einer Zunahme von Proliferation und erhéhten Aggressivitat der Tumore wurde

beschrieben (Yu, Jun et al. 2007; Pu, Zhang et al. 2009). Eine Inaktivierung des Wnt-Antagonisten
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DKK1 konnte demnach ein zusatzlicher Mechanismus sein, Wnt-vermittelte Proliferation,
Differenzierung und Invasion in GBIV zu gewahrleisten. Als Mechanismus zur Inaktivierung wurde
die Promotorhypermthylierung vermutet, aber nicht gezeigt. Eine epigenetische Regulierung des
TSG DKK1 wurde bereits im kolorektalen Karzinom, sowie im Medulloblastom beschrieben
(Aguilera, Fraga et al. 2006; Vibhakar, Foltz et al. 2007).

Eine Hypermethylierung von DKK1 in sGBIV im Vergleich zu pGBIV wurde ebenfalls von Gotze et
al gezeigt. Jedoch konnte in dieser Studie kein Einfluss der Methylierung auf den Expression von
DKK1 nachgewiesen werden. (Gotze, Wolter et al. 2010). Die verminderte Expression von DKK1

scheint auf die Hypermethylierung der Promotorregion zurtickzufiihren zu sein.

4.2.2.2 SEC31B

Mittels subgenomischer DNA-Methylierungsanalyse konnte gezeigt werden, dass die
Promotorregion von SEC31B im Vergleich Normalhirn-gegen-Tumor, Normalhirn-gegen-sGBIV-
IDHI™" und pGBIV-IDH1"'-gegen-sGBIV-IDHI™" hypermethyliert ist (Tabelle 6). Eine Bestitigung
der statistisch signifikanten Hypermethylierung zeigte sich beim MassARRAY® zwischen pGBIV-
IDH1" und sGBIV-IDHI™" (Abbildung 47, Anhang 6.11). Die verminderte Expression von SEC31B
korreliert signifikant mit einer besseren Prognose von GBIV-Patienten und von All/AAlll-Patienten
(p<0,01 bzw. p<0,05).

Uber SEC31B ist derzeit nur wenig bekannt, es handelt sich um orthologes Gen von Sec31p aus
S.cerevisiae. Sec31p ist Teil des COPII-Vesikels (coat protein complex Il), das am retrograden
Transport von Golgi zu ER verantwortlich sind. Unterschiedliche Isoformen des Proteins Sec31
sind an der Auswahl der zu transportierenden Proteine beteiligt (Tang, Zhang et al. 2000;
Stankewich, Stabach et al. 2006). Inwiefern die Hypermethylierung und die damit einhergehende
verminderte Expression dieses Proteins bei der Pathogenese und Prognose bei GBIV eine Rolle
spielt konnte aufgrund der begrenzten Informationen zur Funktion von SEC31B nur spekuliert

werden.

4.2.2.3 KCNMA1

KCNMA1 wurde bei der subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse als differentiell methyliert
in GBIV und insbesondere in sGBIV-IDHI™" im Vergleich zur Normalhirnkontrolle identifiziert
(Tabelle 6). Im MassARRAY® konnte eine Hypermethylierung von KCNMA1 im Vergleich pGBIV-
IDH1"" bestatigt werden (Abbildung 47, Anhang 6.11). Eine Hypermethylierung von KCNMA1 ist
mit einer verminderten Expression des Gens assoziiert und korreliert signifikant (p<0,05) mit
einer schlechteren Prognose von GBIV-Patienten (Abbildung 48).

KCNMA1 codiert fur die a-Untereinheit der Calcium-aktivierten Kaliumkanale (BKc, Kanal). BK¢,
Kandle besitzen sechs konservierte Transmembrandomdnen (S1-S6) und eine siebte
Transmembrandomane (S0). Die Aktivierung der BK¢, Kanadle geschieht durch den cytosolischen
Ca,,-Anstieg oder durch Membrandepolarisation. BK¢, Kandle werden in nicht erregbaren Zellen

u.a. auch in Gliomazellen exprimiert; Gliomazellen weisen eine exklusive Isoform - gBK - auf.
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BK¢, Kanale sind in Prozesse, wie die Regulation der Osmose, Zellproliferation und Zellmigration,
involviert (Debska-Vielhaber, Godlewski et al. 2009). Einige Studien zeigten eine Uberexpression
von KCNMAL1 in GBIV und AAlll, die proportional zum Malignitatsgrad ist. BKc, Kanale konnten
daher einen Beitrag zum aggressiven Verhalten Proliferation und Migration) von Gliomazellen
beitragen (Ransom and Sontheimer 2001; Weaver, Bomben et al. 2006). Andere Untersuchungen
hingegen konnten antitumorigene Eigenschaften der BK., Kanidle nachweisen (Cambien,
Rezzonico et al. 2008; Han, Xi et al. 2008). Die Inaktivierung von KCNMA1 kénnte demnach zu

einer verstarkten Proliferation und Migration von Gliomazellen beitragen.

4.2.2.4 RASGEF1A

RASGEF1A konnte bei der subgenomischen DNA-Methylierungsanalyse als hypermethyliert in
sGBIV-IDHI™" im Vergleich zu Normalhirn und pGBIV-IDH1"" identifiziert werden (Tabelle 6) und
wurde beim MassARRAY® als hypermethyliert bestdtigt (Abbildung 47, Anhang 6.8). Die
Hypermethylierung ist mit einer verminderten Expression von RASGEF1A assoziiert.

RASGEFI1A codiert fir einen GTP-Austauschfaktor (Guanine nucleotide exchange factor, GEF) der
kleinen GTPasen (Ras-Superfamilie). Solche GEFs katalysierne den Austausch von GDP zu GTP der
GTPasen und wirken aktivierend auf die GTPase.

In den Datenbanken R2 und Rembrandt waren fiir RASGEF1A keine Uberlebensraten von GBIV-
Patienten hinterlegt. Damit konnte fiir RASGEF1A auch keine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt
werden. RasGEF1A katalysiert jedoch exklusiv den GDP-Austausch von Rap2A (Yaman, Gasper et
al. 2009). Rap2A ist eine GTPase der Ras-Familie (Wennerberg, Rossman et al. 2005). Fir andere
prominente Mitglieder der Ras-Familie, wie H-Ras, R-Ras oder RalB konnte keine GEF-Aktivitat
von RasGEF1A nachgewiesen werden (Yaman, Gasper et al. 2009).

Durch die verminderte Expression von RASGEFIA, sollte es, aufgrund der verringerten GEF-
Aktivitat, zu einer reduzierten Aktivitdt von Rap2A kommen. Daher wurde angenommen, dass die
verringerte Rap2A-Aktivitdit mit einer verminderten Expression von RAP2A ndherungsweise
gleichzusetzten ist. Eine verminderte Expression von RAP2A korreliert signifikant mit einem
schlechteren Gesamtiiberleben von GBIV-Patienten.

Der Ras-Signalweg spielt - nicht nur im GBIV - eine kritische Rolle in der Onkogenese. Ras-
Proteine dienen als Knotenpunkte in der Signaltransduktion. Aktivierte Ras-Proteine interagieren
mit  zahlreichen katalytisch  unterschiedlichen  Effektormolekilen und kontrollieren
Genexpression, Proliferation und Differenzierung (Colicelli 2004). Andere Proteine der Ras-
Familie, u.a. R-Ras, Ral und auch Rap sind ebenfalls an der Regulation der Signaltransduktion
beteiligt. Obwohl sie eine hohe biochemische Ahnlichkeit zu den Ras-Proteinen besitzen,
fungieren einige von ihnen als Tumorsuppressorgene und nicht als Onkogene (Colicelli
2004).(Wennerberg, Rossman et al. 2005) Rap2A bindet viele der Ras-Effektormolekiile und wirkt
inhibierend auf die durch Ras induzierte Raf-Aktivierung (Nancy, Wolthuis et al. 1999; Ohba,
Mochizuki et al. 2000)

Der Ras-Signalweg (iber EGFR, ERBB2, PDGFR und MET (Abbildung 10) ist in GBIV nachhaltig
aktiviert; es kommt zu andauernder Proliferation und Zellwachstum. Durch die Inaktivierung von

RASGEF1A durch Promotorhypermethylierung, gefolgt von einer verringerten Rap2A-Aktivitat
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konnte die Tumorzelle einen Selektionsvorteil erlangen (,clonal evolution” (Nowell 1976), vgl.
Kapitel 1.1).

4.3 Detektion von Strukturvariationen

Die Detektion von Amplifikationen und Deletionen erfolgte mittels Mate-Pair (MP)
Sequenzierung. 36 MP-Bibliotheken aus DNA von 18 Patienten wurden generiert und
sequenziert. Rekurrente SV wurden sowohl in primadren GBIV als auch in sekundadren GBIV
identifiziert (Tabelle 10).

Eine ganze Reihe von Amplifikationen und Deletionen (Tabelle 12) ist bereits in Glioblastomen
beschrieben worden (Holland 2001; Zhu and Parada 2002; Hill, Hunter et al. 2003; Soni, King et
al. 2005; Ernst, Hofmann et al. 2009; Rao, Edwards et al. 2010).

Tabelle 12 Bekannte amplifizierte und deletierte Bereich mit GBIV-assoziierten Genen
(Rao, Edwards et al. 2010; Verhaak, Hoadley et al. 2010)

Amplifikationen Deletionen

Bande Gen Haufigkeit Bande Gen Haufigkeit
pGBIV- sGBIV- pGBIV-  sGBIV-
IDHI"  IDH1™" IDH1"  IDHI™"

7911.2-12.1 EGFR 36 % 9p11.1-24.3 CDKN2A/B 46 %

12913-14.1 CDK4 13% 10q11.2-926.3 PTEN 85%

12914.2-24 MDM2 9% 13q.2-33.1 RB1 6%

1921-q44 MDM4 8% 17p11.2-13.2 TP53 2%

4q11-35.2 PDGFR 8%

1921-q44 PI(3)K 8%

7911.2-36.3 MET 4%

7921.1-22 CDK6 2%

8g24.21 MYC 2%

Von den in Tabelle 12 dargestellten Amplifikationen konnten bei der Mate-Pair Sequenzierung
nur EGFR und PDGFRA identifiziert werden. Von den beschriebenen Deletionen konnte keine
identifiziert werden. Bei einer kleinen Probenanzahl (n=17: pGBIV-IDH1" = 8, sGBIV-IDH1™" = 9)
kdnnen aus statistischen Griinden die selten vorkommenden SV nicht detektiert werden.
Verstarkt wird dieser Sachverhalt, dass einige der o.g. SV nicht in sGBIV identifiziert werden
kdnnen oder seltener auftreten, so ist beispielsweise eine EGFR-Amplifikationen in nur knapp
10 % der sGBIV beschrieben worden (Ohgaki and Kleihues 2007; Parsons, Jones et al. 2008).

Die Amplifikation in der Bande 20q11.21, identifiziert in 4 sGBIV-IDHI™" und 1 pGBIV-IDH1",
umfasst die Gene COX4/2, BCL2L1 sowie TPX2. BCL2L1 gehort zur Bcl-2 Protein-Familie. Diese
Proteine fungieren als apopotische Regulatoren. BCL2L1 kommt in zwei Splicevarianten vor von
denen die kiirzere als Apoptose-Aktivator, die langere als Apoptose-Inhibitor fungiert (Kim 2005;
Terrano, Upreti et al. 2010; Wang, Beauchemin et al. 2011). Alle drei Gene COX4/2, BCL2L1, TPX2
wurden im Bronchialkarzinom als potentielle Onkogene und als amplifiziert beschrieben (Tonon,
Wong et al. 2005). Die Deletion in den Banden 1p36.32-36.33 betraf exklusiv der Bereich des
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Gens TTC34 und wurde ausschlieRlich in sGBIV-IDHI™" identifiziert. Zu diesem Gen sind keine

Annotationen vorhanden.

Trotz der Detektion einiger SV bleibt die Anzahl an identifizierten SV hinter den Erwartungen
zuriick. Die Detektion von Strukturvariationen erfolgt Gber die Mapping-Position der Paired-End
Reads (Vgl. Kapitel 2.2.11). Entscheidend bei der Datenanalyse ist nicht die Abdeckung der

einzelnen sequenzierten Basen, sondern die Spanning-Coverage (Abbildung 52).

Mate 1 Mate 2
deletierter
Bereich
Referenzgenom
. L
. L]
. L
L) L]
. L ]
L) L]
. L ]

LA
e iy iy
Fragment
B  Bruchpunkt |

Abbildung 52 Spanning Coverage. Die zwei Mates eines Paired-End Reads liberspannen den Bruchpunkt der Deletion.
Das Gleiche gilt auch fiir Amplifikationen.

In vielen Proben konnte keine ausreichende Spanning-Coverage fir detektierte SV erzielt
werden. Als Grinde hierfiir sind anzufiihren: (1) Rund 40 Mio. Reads wurde pro sequenzierter
Lane erzielt. Auch hier handelte es bei knapp 30 % der Reads um Duplikate. (2) Die Auswertung
der Sequenzdaten zeigte eine hohe Anzahl (4 Mio. Reads) von PE-Reads, bei denen die Mates auf
zwei unterschiedlichen Chromosomen liegen. Bei solchen Reads handelt es sich entweder um
intrachromosomale Translokationen oder um sogenannte Chimaren. Intrachromosomale
Translokationen sind ein seltenes Ereignis im menschlichen Genom (Ou, Stankiewicz et al. 2011).
Bei den 4 Mio. Reads deren Mates auf unterschiedlichen Chromosomen liegen handelt es sich
daher mit hoher Wahrscheinlichkeit um Chimaren. Chimaren entstehen, wenn bei der
Zirkularisierung zwei Fragmente von unterschiedlichen Chromosomen ein zirkuldres Fragment
bilden. Reads, die auf Chimarenbildung zurlickzuflihren sind kdnnen bei der Auswertung nicht
berticksichtigt werden, da es sich um praparative Artefakte handelt. (3) Bei rund 10 % aller Reads
handelt es sich um Singletons, d.h. ein Mapping des zweiten Mates war nicht moglich

(Sequenzierfehler, keine eindeutige Mappingposition) oder er war nicht vorhanden.
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(4) Als InsertgroRe der MP-Bibliotheken wurde ein Bereich von rund 3 kb gewahlt. Die
tatsachliche InsertgrofRe der MP-Bibliothek lasst sich anhand der Mappingpositionen der Mates
berechen. 45 % der MP-Bibliotheken wiesen eine InsertgroRe der erwartenden ca.3 kb auf.
Hierbei handelt es sich um sog. ,Outies” (Abbildung 53). In rund 55 % der MP-Bibliotheken lag
die InsertgroRe bei ca. 400 bp (Tabelle 9). Diese sog. ,Innies” entstehen durch unzureichende
Trennung von Fragmenten mit und ohne Biotin-Markierung. ,Innies” liefern keine Information

Uber Strukturvariationen und muissen daher verworfen werden.

Bio
,O0uties”

%
-

Mapping der Reads
auf das =——
lineare DNA-Fragment . =

Abbildung 53 Entstehung der ,Innies” und ,Outies”. Innie-Reads (griin) mappen im Genom mit einer zugewandten
Orientierung und einer Abstand von rund 300-500 bp. Outie-Reads (rot) mappen im Genom mit einer
entgegengesetzten Orientierung und einem Abstand von rund 3000 bp.

5 Schlussbemerkung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden mittels Next Generation Sequencing Technologien das Glioblastom auf
epigenetische und strukturelle Verdnderung hin untersucht. Neue und bereits beschrieben
strukturelle Verdnderungen konnten identifiziert werden. Zur Klarung inwieweit die
amplifizierten Gene COX4/2, BCL2L1 und TPX2, sowie das deletierte Gen TTC34 bei der
Pathogenese des GBIV (v.a. in sGBIV-IDHI™") eine Rolle spielen miissen weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden.

Zur Untersuchung des Methylierungsmusters der Promotorregionen von Chromosom 10q wurde
die subgenomische Bisulfit-Anreicherung entwickelt. Diese Methode erlaubt die punktgenaue
Analyse des Methylierungsstatus einzelner CpGs von (nicht-zusammenhangenden) Zielregionen.

Die Gene DKK1, SEC31B, KCNMA1 und RASGEF1A als hypermethyliert identifiziert und mit einer
unabhangigen Methode validiert werden. Eine verringerte Expression dieser Gene steht im
Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose von GBIV-Patienten. Weiterflihrende Studien
kénnten die Frage klaren, ob die verminderte Expression durch die Hypermethylierung der Gene
verursacht ist. In diesem Zusammenhang sollten auch grundlegende Uberlegungen iber die bei

Methylierungsanalysen zu untersuchenden Regionen angestellt werden.

Eine funktionelle Charakterisierung, v.a. der wenig beschrieben Gene SEC31B und RASGEFIA,
sowie das genaue Zusammenspiel von RASGEF1A und Rap2A kénnte zur Aufklarung deren Rolle

bei der Pathogenese des GBIV beitragen.
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6

Anhang

6.1 DNA-Bibliotheken der subgenomischen DNA-
Methylierungsanalyse
DNA-Bibliothek ~ NC C CBIS
Name [ng/u] [ng/u) [ng/u) [ng/u) PCR-Zyklen
NB Pool 0 131 201 305 67 30
GB 112 134 246 129 32 25
GB 949 151 189 153 37 30
GB 963 183 143 157 30 30
GB 964 151 193 196 82 30
GB 971 233 140 124 84 30
GB 973 173 125 181 93 30
GB 974 174 187 70 8 30
GB 976 215 140 128 19 27
GB 978 200 166 143 30 27
GB 954 144 182 156 44 27
GB 875 135 173 108 51 28
GB 975 179 228 194 30 25
AA 181 154 225 197 39 25
2705-07 157 217 153 70 27
802-07 151 204 170 76 27
2728-06 148 219 205 89 27
85-03 119 232 209 90 27
88-02 153 281 167 78 27
161-01 132 190 26 28 30
1094-01 161 200 159 59 30
GB 119 166 122 35 34 30
NB Pool 1 116 235 146 80 27
NB Pool 2 108 186 126 57 27
NB Pool 3 147 181 134 61 27
NB Pool 4 124 315 19 12 30
NB Pool 5 141 144 41 27 30
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6.2 Ubersicht iiber die Anreicherungswerte der einzelnen Regionen
der MID-Pools A-T

Name Zielregion Kontrollregion Nicht-Zielregion
CDKN1B ELAC2 DDB2  CDKN1 x:rtte' '2\':5 ’;t::’; '2\';;: x;ttd KCNEL MCM5  Gesamt

PoolA 361 562 1585 176 671 156 314 181 217 0 0 476
PoolB 372 711 1648 124 714 137 268 157 188 0 0 488
PoolC 358 813 1960 131 816 145 293 167 202 0 0 552
PoolD 292 709 1660 126 697 132 251 168 184 0 0 477
PoolE 335 600 1633 135 651 312 199 204 225 0 0 488
PoolF 533 659 1223 290 1068 270 501 399 390 0 0 554
PoolG 230 288 2521 139 388 91 203 105 133 0 0 511
PoolH 231 590 1213 607 642 89 209 137 145 0 0 439
Pool | 255 503 1095 165 504 120 235 134 163 0 0 358
Pool J 350 556 1734 216 722 180 335 227 248 0 0 514
PoolK 240 355 1300 101 468 117 219 117 151 0 0 350
PoolL 346 571 1734 430 770 191 326 207 242 0 0 544
PoolM 279 522 1559 141 600 132 244 169 182 0 0 435
PoolN 359 739 1775 358 808 127 290 263 226 0 0 559
PoolO 279 545 1545 124 623 121 236 125 160 0 0 425
PoolP 352 721 1942 175 797 134 282 151 189 0 0 537
PoolQ 435 1060 2492 164 1038 167 356 204 242 0 0 697
PoolR 506 975 1680 188 1143 203 417 255 292 0 0 603
PoolS 290 517 1345 132 546 117 215 107 146 0 0 389
Pool T 282 774 1570 136 665 128 141 143 137 0 0 453
v'\c:rttel' 334 638 1660 202 716 153 276 181 203 0 0

Gesamt 485
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Fortsetzung Anhang 6.3
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Fortsetzung Anhang 6.3
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Fortsetzung Anhang 6.3
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Fortsetzung Anhang 6.3
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Fortsetzung Anhang 6.3
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Fortsetzung Anhang 6.3
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6.4 Darstellung der Anreicherungswerte der einzelnen Regionen der

MID-Pools
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Fortsetzung Anhang 6.4
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6.5 Statistik der MID-Sequenzierung der 100 MID-Bibliotheken
we v e e e e
Lib1 6.561.826 5.110.371 3.841.175 1.002.390 96,6 % 24
Lib10 13.259.138 10.907.748 9.114.997 3.458.015 99,3% 93
Lib11 14.836.086 12.370.555 9.961.180 4.073.853 99,3% 110
Lib12 11.517.946 8.389.267 6.989.100 1.827.442 98,7 % 49
Lib13 16.220.980 14.574.639 13.527.944 3.657.464 99,0 % 98
Lib14 14.793.712 12.490.414 11.590.167 4.302.542 99,4 % 116
Lib15 7.734.900 6.622.259 6.159.848 2.067.746 99,0 % 56
Libl16 7.937.544 6.047.907 5.690.135 1.940.256 99,0 % 52
Lib17 6.420.526 5.834.091 5.336.600 984.781 97,7 % 26
Lib18 12.722.038 10.473.936 9.666.511 3.600.575 99,4 % 97
Lib19 8.388.862 6.419.179 5.873.757 2.142.440 99,3% 58
Lib2 17.481.082 13.803.381 10.864.821 3.305.583 99,5 % 87
Lib20 24.788.034 16.499.505 15.106.714 4.858.536 99,1% 131
Lib21 16.405.180 14.343.793 12.097.796 4.935.465 99,3% 133
Lib22 16.527.410 12.742.618 11.220.831 4.589.369 99,2 % 123
Lib23 16.591.510 13.974.020 12.156.925 5.230.154 99,3% 140
Lib24 12.445.814 10.914.938 9.941.907 3.551.888 98,9 % 94
Lib25 7.699.638 6.900.415 6.306.307 1.957.083 98,5 % 53
Lib26 14.129.322 10.029.425 8.792.147 3.035.105 99,0 % 81
Lib27 10.690.090 7.748.567 6.581.297 1.768.439 98,7 % 47
Lib28 15.883.374 13.557.662 11.852.563 4.507.646 99,4 % 122
Lib29 18.723.116 14.184.142 11.906.273 4.619.321 99,4 % 124
Lib3 17.823.598 15.470.102 12.865.071 5.939.611 99,4 % 160
Lib30 9.898.230 8.864.807 7.913.404 3.197.477 99,2 % 86
Lib31 19.676.022 15.254.381 12.705.957 5.293.166 99,4 % 142
Lib32 10.319.286 8.576.862 7.281.491 3.184.457 99,2 % 85
Lib33 17.008.574 15.619.063 13.788.636 3.487.822 99,3% 94
Lib34 12.464.042 11.399.794 10.004.461 2.247.948 99,1% 61
Lib35 4.654.360 4.436.389 3.890.148 895.224 97,9 % 24
Lib36 7.120.234 6.277.710 5.280.742 1.237.686 98,4 % 33
Lib37 9.432.380 8.760.120 7.700.431 1.437.198 98,5 % 38
Lib38 10.943.452 9.537.610 7.675.208 2.866.691 99,2 % 77
Lib39 11.826.872 9.430.607 7.218.374 2.294.259 99,4 % 63
Lib4 5.067.352 3.961.743 3.069.113 643.894 95,3% 16
Lib40 15.523.928 12.694.042 10.212.053 3.644.246 99,5 % 99
Lib41 17.146.460 13.757.152 10.605.443 3.329.056 99,5 % 91
Lib42 4.345.777 4.345.777 3.908.488 1.239.946 97,8 % 34
Lib43 3.791.743 3.791.743 3.236.340 1.289.167 97,7 % 36
Lib44 3.291.075 3.291.075 2.783.495 828.250 95,6 % 23
Lib45 1.816.848 1.816.848 1.536.116 400.083 91,4 % 11
Lib46 2.367.151 2.367.151 2.044.527 679.107 94,3 % 19
Lib47 7.742.532 6.300.745 5.519.036 1.042.330 98,3 % 27
Lib48 14.127.078 13.556.801 12.499.668 2.025.799 99,0 % 54
Lib49 12.473.212 11.832.920 11.044.389 1.786.311 99,0 % 48
Lib5 5.550.510 4.494.791 3.370.907 699.364 95,2 % 17
Lib50 12.819.258 12.202.096 11.428.983 1.847.549 98,9 % 49
Lib51 10.125.592 9.547.699 8.067.525 1.527.535 99,1% 41
Lib52 3.094.366 2.876.764 2.541.281 504.640 97,1% 14
Lib6 14.716.570 11.543.514 9.625.437 3.299.376 99,3 % 89
Lib7 6.932.564 5.568.706 4.596.686 1.442.657 98,7 % 38
Lib8 9.442.324 7.354.919 5.252.791 1.220.434 96,1 % 29
Lib9 12.317.838 9.835.813 7.476.280 1.768.725 97,8 % 43
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Fortsetzung Anhang 6.5

Name Reads Resds. Roads OnTarget Covered i
LibRem1 13.258.612 11.306.212 10.780.217 3.484.943 99,3 % 92
LibRem10 12.095.624 9.404.197 8.869.427 3.854.150 99,2 % 101
LibRem11 8.209.668 6.386.987 6.092.196 2.845.553 99,0 % 75
LibRem12 8.202.800 6.347.275 5.816.463 1.801.759 98,9 % 48
LibRem13 7.357.928 6.390.478 5.982.200 1.519.441 99,0 % 41
LibRem14 2.131.742 1.880.433 1.669.496 582.857 97,9 % 16
LibRem15 10.928.912 6.762.521 5.889.482 1.325.615 99,0 % 35
LibRem16 7.055.902 4.973.718 4.233.912 984.159 98,6 % 26
LibRem17 2.397.198 2.172.445 2.051.605 547.838 97,0 % 15
LibRem18 9.280.022 5.752.741 4.838.112 1.210.628 98,9 % 32
LibRem19 7.256.540 4.575.388 3.751.685 1.001.902 98,1 % 27
LibRem20A 17.539.936 13.463.016 11.697.218 2.870.605 99,2 % 74
LibRem21 7.725.550 6.349.637 6.015.716 2.437.771 98,8 % 64
LibRem22 2.554.558 1.736.016 1.545.714 667.079 97,9 % 18
LibRem23 15.739.584 11.707.354 11.026.066 3.891.574 99,1 % 102
LibRem24 1.479.650 1.315.152 1.212.765 465.281 96,8 % 12
LibRem25 9.704.236 7.216.842 6.791.091 1.994.979 98,5 % 52
LibRem26 10.106.086 7.707.837 7.158.073 2.297.227 98,6 % 61
LibRem27 4.174.872 2.970.658 2.703.190 913.423 98,3 % 24
LibRem28 21.949.644 12.460.995 11.346.482 3.924.830 99,4 % 105
LibRem29 4.016.008 2.683.004 2.263.100 956.423 98,6 % 26
LibRem2 1.477.026 997.700 837.124 210.818 88,8 % 6
LibRem3 8.589.766 6.663.484 6.275.084 2.596.890 99,2 % 68
LibRem30 7.236.040 5.890.108 5.428.728 2.095.679 98,9 % 56
LibRem31 3.735.588 2.288.471 1.929.377 812.742 98,3 % 22
LibRem32 1.796.312 1.361.045 1.194.812 455.314 95,3 % 12
LibRem33 15.209.128 12.816.307 12.327.684 4.643.376 99,3 % 121
LibRem34 10.380.616 8.090.565 7.800.565 2.907.399 99,2 % 76
LibRem35 13.521.400 10.331.024 9.919.545 3.802.286 99,3 % 99
LibRem36 5.048.338 3.914.423 3.764.543 1.285.943 98,9 % 34
LibRem37 1.402.420 1.162.673 1.009.418 380.511 96,1 % 10
LibRem38 14.778.680 12.758.928 11.854.755 4.300.903 99,3 % 114
LibRem39 6.156.144 4.682.004 4.231.132 1.490.508 99,1 % 40
LibRem4 12.538.162 9.942.539 8.794.709 3.179.783 99,5 % 85
LibRem40 8.889.130 6.715.295 6.255.505 2.826.361 99,3 % 76
LibRem41 704.968 533.115 453.739 188.475 86,5 % 5
LibRem42 10.824.168 9.431.909 8.915.253 2.059.801 98,9 % 55
LibRem43 1.629.226 1.195.863 1.056.368 445.186 96,4 % 12
LibRem44 6.961.770 3.986.594 3.411.733 1.187.706 97,9 % 32
LibRem45 2.289.194 1.053.674 826.090 300.851 90,6 % 8
LibRem46 11.007.758 6.402.353 5.798.054 1.492.561 98,8 % 40
LibRem47 7.226.634 5.515.708 4.828.957 1.393.492 98,8 % 36
LibRem48 5.940.720 4.501.198 4.163.266 1.613.597 99,1 % 43
LibRem49 963.832 673.538 610.551 212.163 94,2 % 6
LibRem5 12.194.438 9.710.603 8.705.383 2.542.968 99,4 % 67
LibRem50 4.371.184 2.699.664 2.426.373 958.500 98,6 % 26
LibRem51 2.550.008 1.466.534 1.222.058 419.454 95,3 % 11
LibRem52 1.406.334 685.272 487.297 216.425 81,9% 6
LibRem6 1.459.592 1.147.490 1.011.311 479.375 95,1 % 13
LibRem?7 12.265.950 10.307.554 9.848.151 3.861.035 99,0 % 102
LibRem8 14.182.276 9.119.503 8.301.941 2.555.450 99,1 % 67
LibRem9 3.392.056 2.823.804 2.562.258 909.512 98,7 % 24
Mittelwert 9.412.609 7.510.946 6.612.572 2.154.992 97,9 % 57
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6.6 Anreicherungswerte der einzelnen Regionen der Glioblastom-

Proben
Name Zielregion Kontrollregion Nicht-Zielregion
METTLIO MGMT  wNTss Mtk \oroa7  Nscaes  nsc27z M Mems  KeNEL  Gesamt
wert wert
NB Pool0 3097 1607 1446 2050 2291 1280 1173 1581 0 0 1816
NBPool1 724 1596 1427 1249 N/A 2766 1277 2021 0 0 1558
NB Pool2 3104 2374 713 2064 3983 338 1403 1908 0 0 1986
NBPool3 909 1354 1868 1377 893 1063 764 906 0 0 1142
NBPool4  N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
NB Pool 5 2747 51 2376 1724 4066 1105 N/A 2585 0 0 2069
wétrtte" 2116 1396 1566 1693 2808 1310 1154 1800 0 0 1725
GB 112 3984 3413 1358 2918 3323 1206 2576 2368 0 0 2643
GB 949 8689 1184 989 3621 N/A 128 N/A 128 0 0 2748
GB 954 790 1267 1389 1148 9992 3361 1809 5054 0 0 3101
GB 963 2255 627 923 1268 N/A N/A N/A N/A 0 0 1268
GB 964 1798 5054 1496 2783 N/A 3408 8317 5862 0 0 4015
GB 971 5712 3199 86 2999 N/A 2817 N/A 2817 0 0 2954
GB 976 2220 343 1082 1215 1297 N/A 379 838 0 0 1064
GB 978 1951 410 1459 1273 9095 394 2469 3986 0 0 2630
GB 973 10416 6778 5455 7550 6215 1666 10084 5988 0 0 6769
GB 974 1195 4134 1129 2153 3166 6492 N/A 4829 0 0 3223
wétrtte" 3901 2641 1537 2693 5515 2434 4272 3541 0 0 3383
109401 2195 1053 565 1271 2990 503 735 1409 0 0 1340
161-01 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
270507 2317 820 1250 1462 2219 18 790 1009 0 0 1236
2728-06 6442 72 1364 2626 1265 493 92 617 0 0 1621
802-07 3824 535 483 1614 4698 983 347 2009 0 0 1812
85-03 828 826 458 704 1406 382 494 761 0 0 732
88-02 1407 736 1109 1084 1105 581 153 613 0 0 849
AA 181 1163 931 6413 2836 1387 857 3080 1775 0 0 2305
GB 119 393 N/A N/A 393 N/A 3634 N/A 1818 N/A N/A 2014
GB 875 1591 2647 929 1722 1146 517 N/A 832 0 0 1366
GB 975 2365 985 608 1319 2472 1285 961 1573 0 0 1446
Cvﬂétrtte" 2253 956 1464 1503 2076 925 832 1242 1372
V'\a';rtte" 2757 1664 1522 1963 3466 1557 2086 2194
Gesamt 2079

N/A= keine Berechnung maglich.
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6.7 Darstellung der Anreicherungswerte der Regionen nach Gruppen
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6.8 Darstellung der Anreicherungswerte der Regionen und Proben
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Fortsetzung Anhang 6.8
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6.9 MassARRAY-Statistik

CpG-Einheit Gen adj. p-Wert CpG-Einheit Gen adj. p-Wert
RASGEF1A_003_CpG_1 RASGEF1A 0,038 HHEX_CpG_1 HHEX 0,066
DKK1_CpG_7 DKK1 0,038 DKK1_CpG_15 DKK1 0,071
DKK1_CpG_4 DKK1 0,038 HHEX_CpG_20.21 HHEX 0,084
RASGEF1A_003_CpG_4 RASGEF1A 0,038 HHEX_CpG_7.8 HHEX 0,1
KCNMA1_001_CpG_15 KCNMA1 0,038 ZMIZ1_CpG_23 ZMIZ1 0,101
DKK1_CpG_5 DKK1 0,038 HHEX_CpG_9 HHEX 0,135
DKK1_CpG_20 DKK1 0,038 DKK1_CpG_18 DKK1 0,137
KCNMA1_001_CpG_10 KCNMA1 0,038 GSTO_CpG_23.24 GSTO 0,137
KCNMA1_001_CpG_8 KCNMA1 0,038 DKK1_CpG_17 DKK1 0,137
SEC31B_CpG_8.9 SEC31B 0,038 KCNMA1_001_CpG_18 KCNMA1 0,156
SEC31B_CpG_49 SEC31B 0,038 HHEX_CpG_4.5.6 HHEX 0,156
SEC31B_CpG_6 SEC31B 0,038 KCNMA1_002_CpG_8 KCNMA1 0,156
RASGEF1A_003_CpG_5.6.7.8 RASGEF1A 0,038 HHEX_CpG_11.12 HHEX 0,156
SEC31B_CpG_44.45.46.47.48  SEC31B 0,038 ZMIZ1_CpG_8 ZMIZ1 0,161
SEC31B_CpG_23 SEC31B 0,038 ZMIZ1_CpG_11 ZMIZ1 0,161
SEC31B_CpG_33.34 SEC31B 0,038 OGDHL_CpG_46 OGDHL 0,169
RASGEF1A_003_CpG_2 RASGEF1A 0,038 HHEX_CpG_17.18.19 HHEX 0,189
KCNMA1_001_CpG_1.2 KCNMA1 0,038 HHEX_CpG_22 HHEX 0,223
KCNMA1_001_CpG_11 KCNMA1 0,038 OGDHL_CpG_18.19 OGDHL 0,227
DKK1_CpG_12.13.14 DKK1 0,038 KCNMA1_001_CpG_19 KCNMA1 0,248
DKK1_CpG_10.11 DKK1 0,038 ZMIZ1_CpG_9.10 ZMIZ1 0,248
KCNMA1_001_CpG_4 KCNMA1 0,038 OGDHL_CpG_3.4 OGDHL 0,269
KCNMA1_001_CpG_3 KCNMA1 0,038 KCNMA1_001_CpG_9 KCNMA1 0,269
SEC31B_CpG_10.11.12.13 SEC31B 0,038 KCNMA1_001_CpG_26 KCNMA1 0,269
SEC31B_CpG_25.26.27.28 SEC31B 0,038 KCNMA1_001_CpG_16 KCNMA1 0,269
SEC31B_CpG_51 SEC31B 0,038 HHEX_CpG_10 HHEX 0,303
KCNMA1_001_CpG_7 KCNMA1 0,038 DKK1_CpG_6 DKK1 0,324
SEC31B_CpG_20.21.22 SEC31B 0,038 RASGEF1A_002_CpG_32.33 RASGEF1A 0,349
SEC31B_CpG_24 SEC31B 0,038 HHEX_CpG_27.28.29 HHEX 0,352
KCNMA1_001_CpG_13.14 KCNMA1 0,038 GSTO_CpG_10.11 GSTO 0,353
SEC31B_CpG_35.36.37 SEC31B 0,038 GSTO_CpG_9 GSTO 0,353
SEC31B_CpG_42.43 SEC31B 0,038 OGDHL_CpG_20.21.22.23.24  OGDHL 0,353
DKK1_CpG_2.3 DKK1 0,038 KCNMA1_002_CpG_31 KCNMA1 0,384
SEC31B_CpG_38.39.40 SEC31B 0,038 OGDHL_CpG_17 OGDHL 0,384
DKK1_CpG_19 DKK1 0,038 HHEX_CpG_13 HHEX 0,386
SEC31B_CpG_29 SEC31B 0,038 RASGEF1A_002_CpG_27 RASGEF1A 0,394
SEC31B_CpG_30.31.32 SEC31B 0,038 KCNMA1_002_CpG_12 KCNMA1 0,409
SEC31B_CpG_52 SEC31B 0,038 OGDHL_CpG_2 OGDHL 0,447
SEC31B_CpG_4 SEC31B 0,051 OGDHL_CpG_25 OGDHL 0,447
SEC31B_CpG_7 SEC31B 0,059 HHEX_CpG_16 HHEX 0,447
RASGEF1A_003_CpG_3 RASGEF1A 0,059 HHEX_CpG_2 HHEX 0,447
SEC31B_CpG_41 SEC31B 0,059 HHEX_CpG_31 HHEX 0,447
SEC31B_CpG_18 SEC31B 0,059 KCNMA1_001_CpG_20 KCNMA1 0,498
GSTO_CpG_1 GSTO 0,059 RASGEF1A_002_CpG_19 RASGEF1A 0,501
KCNMA1_001_CpG_6 KCNMA1 0,059 GSTO_CpG_12.13 GSTO 0,501
KCNMA1_001_CpG_17 KCNMA1 0,066 ZMIZ1_CpG_5 ZMIZ1 0,564
HHEX_CpG_3 HHEX 0,066 ZMIZ1_CpG_7 ZMIZ1 0,564
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Fortsetzung Anhang 6.9

CpG-Einheit Gen adj. p-Wert CpG-Einheit Gen adj. p-Wert
OGDHL_CpG_1 OGDHL 0,564 RASGEF1A_002_CpG_28.29.30.31 RASGEF1A 0,853
GSTO_CpG_2 GSTO 0,564 KCNMA1_001_CpG_21 KCNMA1 0,853
RASGEF1A_002_CpG_36 RASGEF1A 0,564 OGDHL_CpG_40.41 OGDHL 0,853
KCNMA1_002_CpG_29.30 KCNMA1 0,588 GSTO_CpG_6.7 GSTO 0,853
GSTO_CpG_20.21.22 GSTO 0,628 ZMIZ1_CpG_12.13 ZMIZ1 0,892
HHEX_CpG_23.24.25 HHEX 0,628 OGDHL_CpG_6.7.8.9 OGDHL 0,909
HHEX_CpG_14 HHEX 0,628 KCNMA1_001_CpG_22.23.24.25 KCNMA1 0,909
KCNMA1_002_CpG_10.11 KCNMA1 0,666 RASGEF1A_002_CpG_10.11.12.13 RASGEF1A 0,909
OGDHL_CpG_32.33.34.35 OGDHL 0,672 GSTO_CpG_14 GSTO 0,909
KCNMA1_002_CpG_34 KCNMA1 0,672 KCNMA1_002_CpG_7 KCNMA1 0,926
OGDHL_CpG_43 OGDHL 0,672 OGDHL_CpG_27 OGDHL 0,942
RASGEF1A_002_CpG_17.18 RASGEF1A 0,672 OGDHL_CpG_5 OGDHL 0,942
GSTO_CpG_16 GSTO 0,672 OGDHL_CpG_28.29.30.31 OGDHL 0,942
RASGEF1A_002_CpG_34.35 RASGEF1A 0,672 KCNMA1_002_CpG_19.20 KCNMA1 0,942
KCNMA1_002_CpG_13.14.15.16.17 KCNMA1 0,699 OGDHL_CpG_48.49 OGDHL 0,942
GSTO_CpG_3.4.5 GSTO 0,736 HHEX_CpG_30 HHEX 0,942
HHEX_CpG_26 HHEX 0,736 HHEX_CpG_39 HHEX 0,942
OGDHL_CpG_52 OGDHL 0,736 GSTO_CpG_18.19 GSTO 1
ZMIZ1_CpG_22 ZMIZ1 0,752 OGDHL_CpG_42 OGDHL 1
KCNMA1_002_CpG_32.33 KCNMA1 0,752 RASGEF1A_002_CpG_25.26 RASGEF1A 1
RASGEF1A_002_CpG_21.22.23.24  RASGEF1A 0,789 KCNMA1_002_CpG_21.22 KCNMA1 1
KCNMA1_002_CpG_9 KCNMA1 0,789 OGDHL_CpG_36 OGDHL NaN
OGDHL_CpG_47 OGDHL 0,789 ZMIZ1_CpG_1.2 ZMIZ1 NaN
HHEX_CpG_37.38 HHEX 0,789
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6.10 Design des 385K CustomArray fiir die subgenomischen DNA-

Methylierungsanalyse

ID Start Stop I[.s;]ge 1D Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s’r;]ge
0 41964893 41965299 407 48 42569494 42570015 522 96 43232654 43232937 284
1 41965372 41966430 1059 |49 42570016 42570942 927 97 43233354 43233894 541
2 41992521 41992922 402 50 42596715 42596791 77 98 43234174 43234271 98

3 41993151 41993296 146 51 42596864 42596965 102 99 43235872 43236150 279
4 41993381 41993472 92 52 42596968 42597199 232 100 43236382 43236637 256
5 42057274 42057358 85 53 42597284 42597466 183 101 43250990 43251101 112
6 42057526 42057741 216 54 42597772 42598308 537 102 43251705 43252613 909
7 42057795 42057959 165 55 42598385 42598552 168 103 43252680 43252913 234
8 42057978 42058062 85 56 42598610 42598789 180 104 43270743 43271459 717
9 42058378 42058568 191 57 42652383 42652486 104 105 43383363 43384246 884
10 42058712 42058804 93 58 42652629 42652759 131 106 43384472 43385413 942
11 42058849 42058925 77 59 42681614 42681861 248 107 43389317 43391608 2292
12 42058993 42059096 104 60 42681979 42682085 107 108 43420561 43420638 78
13 42153568 42153647 80 61 42682144 42682242 99 109 43420659 43420744 86
14 42154278 42154407 130 62 42682318 42682393 76 110 43420906 43421110 205
15 42155059 42155150 92 63 42713434 42714455 1022 | 111 43421165 43421308 144
16 42155151 42155225 75 64 42748143 42748505 363 112 43421341 43421522 182
17 42182856 42183303 448 65 42748522 42748779 258 113 43421560 43422415 856
18 42183378 42183975 598 66 42748785 42749490 706 114 43463609 43464878 1270
19 42184010 42185030 1021 | 67 42766835 42767029 195 115 43465063 43465860 798
20 42287306 42287393 88 68 42767087 42767422 336 116 43482821 43483563 743
21 42287485 42287564 80 69 42890975 42893476 2502 | 117 43504759 43506175 1417
22 42287656 42287733 78 70 42920107 42921198 1092 | 118 43659214 43660175 962
23 42287810 42288106 297 71 42952393 42952621 229 119 43660178 43660395 218
24 42288151 42288566 416 72 42952905 42954473 1569 | 120 43660405 43660538 134
25 42288587 42288694 108 73 43017738 43018251 514 121 43660539 43661288 750
26 42288719 42288828 110 74 43024091 43025666 1576 | 122 44126103 44126793 691
27 42288968 42289080 113 75 43025898 43026109 212 123 44199683 44201172 1490
28 42289125 42289229 105 76 43044486 43046724 2239 | 124 44201176 44201975 800
29 42289467 42290566 1100 |77 43081827 43082728 902 125 44202006 44202410 405
30 42290572 42290893 322 78 43083006 43083816 811 126 44725490 44725743 254
31 42290917 42291873 957 79 43138035 43138631 597 127 44725749 44727345 1597
32 42367545 42367624 80 80 43155690 43156539 850 128 44773676 44775764 2089
33 42367658 42368343 686 81 43156555 43156744 190 129 44785346 44786115 770
34 42368353 42368508 156 82 43157015 43157368 354 130 44786202 44786293 92
35 42447841 42447929 89 83 43177448 43178246 799 131 44786505 44787422 918
36 42447935 42448010 76 84 43185631 43185760 130 132 44793782 44795868 2087
37 42448036 42448346 311 85 43186031 43186627 597 133 44814383 44817817 3435
38 42448354 42448447 94 86 43186936 43187434 499 134 45003823 45003952 130
39 42448538 42448737 200 87 43187531 43187629 99 135 45004482 45004569 88
40 42448796 42449007 212 88 43211286 43212357 1072 | 136 45004668 45004872 205
41 42449054 42449142 89 89 43212366 43212958 593 137 45004954 45005054 101
42 42449459 42449542 84 90 43222541 43223403 863 138 45005130 45005244 115
43 42453448 42454596 1149 |91 43223611 43224824 1214 | 139 45005325 45005413 89
44 42454638 42454788 151 92 43224847 43225012 166 140 45005530 45005609 80
45 42454821 42454897 77 93 43225467 43225697 231 141 45005684 45005766 83
46 42454912 42455066 155 94 43225701 43225873 173 142 45039674 45040222 549
47 42568480 42569469 990 95 43226057 43226198 142 143 45119290 45120447 1158
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
144 45120831 45121337 507 192 48058673 48060686 2014 |240 50055907 50057987 2081
145 45122732 45124808 2077 | 193 48145848 48145996 149 241 50065862 50067959 2098
146 45188086 45190193 2108 | 194 48145998 48146082 85 242 50175645 50177760 2116
147 45234348 45235078 731 195 48146113 48146602 490 243 50199049 50199489 441
148 45242791 45243414 624 196 48146637 48146762 126 244 50199502 50199679 178
149 45258597 45259702 1106 | 197 48146958 48147119 162 245 50199902 50199972 71
150 45278798 45280872 2075 | 198 48572411 48572482 72 246 50200006 50202776 2771
151 45350280 45351778 1499 | 199 49054450 49054536 87 247 50204243 50204739 497
152 45351780 45351941 162 200 49129257 49130007 751 248 50272948 50274319 1372
153 45352050 45352212 163 201 49130016 49130905 890 249 50274346 50276798 2453
154 45409662 45410071 410 202 49130946 49131332 387 250 50365707 50366700 994
155 45410076 45410928 853 203 49152173 49153436 1264 |251 50366707 50366844 138
156 45411201 45411882 682 204 49153703 49154257 555 252 50367117 50367781 665
157 45464687 45465559 873 205 49183194 49183551 358 253 50401729 50403586 1858
158 45465988 45466769 782 206 49183554 49183666 113 254 50403619 50403816 198
159 45487287 45487462 176 207 49183668 49184942 1275 |255 50416509 50418082 1574
160 45487484 45487698 215 208 49184950 49185411 462 256 50418408 50418624 217
161 45487787 45489786 2000 | 209 49278099 49279466 1368 | 257 50485602 50486278 677
162 45541128 45541279 152 210 49279468 49280014 547 258 50486312 50487561 1250
163 45541373 45541465 93 211 49280078 49280244 167 259 50487562 50491937 4376
164 45542438 45542526 89 212 49328186 49329230 1045 |260 50491942 50494638 2697
165 45542683 45542832 150 213 49344204 49344970 767 261 50556144 50558242 2099
166 46388111 46388894 784 214 49401405 49403350 1946 |262 50639615 50641464 1850
167 46388942 46391592 2651 | 215 49403630 49403825 196 263 50641465 50641905 441
168 46391599 46392344 746 216 49434181 49436272 2092 |264 50646304 50647167 864
169 46412002 46414384 2383 | 217 49474147 49476234 2088 |265 50757735 50757817 83
170 46501994 46503053 1060 | 218 49482633 49484718 2086 |266 51157511 51157785 275
171 46503061 46503137 77 219 49533579 49534590 1012 |267 51158924 51159067 144
172 46503235 46504061 827 220 49561387 49561917 531 268 51159174 51159269 96
173 46504125 46505042 918 221 49561976 49563448 1473 |269 51159360 51159513 154
174 46505239 46506193 955 222 49586238 49587039 802 270 51159525 51159638 114
175 47123868 47124016 149 223 49587047 49587188 142 271 51218011 51220094 2084
176 47124036 47124190 155 224 49587479 49588313 835 272 51233696 51234237 542
177 47124268 47124375 108 225 49665093 49665825 733 273 51234828 51235770 943
178 47125637 47126419 783 226 49666368 49667087 720 274 51240826 51241547 722
179 47126705 47126812 108 227 49697599 49699681 2083 |275 51241551 51243071 1521
180 47126875 47127427 553 228 49791734 49792257 524 276 51243353 51243834 482
181 47127440 47127551 112 229 49792266 49793816 1551 |277 51496355 51496465 111
182 47127890 47127965 76 230 49812695 49814224 1530 |278 51497435 51497531 97
183 47128022 47128101 80 231 49814251 49814496 246 279 51497685 51497828 144
184 47128199 47128547 349 232 49993014 49993764 751 280 51677829 51679911 2083
185 47128550 47128782 233 233 49993779 49994218 440 281 51847682 51848223 542
186 47973886 47975621 1736 | 234 49994224 49995088 865 282 52052431 52055272 2842
187 48010447 48011463 1017 |235 50011512 50012405 894 283 52089440 52089523 84
188 48011507 48012531 1025 | 236 50012479 50013604 1126 |284 52089771 52089865 95
189 48036314 48038391 2078 |237 50045758 50046064 307 285 52089867 52089959 93
190 48048638 48049501 864 238 50046081 50046717 637 286 52167949 52168035 87
191 48058373 48058661 289 239 50046791 50047844 1054 |287 52168269 52168355 87
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

288 52169259 52169384 126 335 57026554 57026627 74 382 61140187 61141097 911
289 52169474 52169636 163 336 57026655 57026735 81 383 61165218 61166260 1043
290 52169679 52169788 110 337 57026787 57027219 433 384 61166461 61166535 75

291 52169816 52169946 131 338 57027282 57027565 284 385 61166563 61167304 742
292 52169964 52170174 211 339 57027604 57027908 305 386 61335618 61337583 1966
293 52279923 52282090 2168 |340 57027927 57028098 172 387 61337608 61338350 743

294 52289205 52289915 711 341 57057161 57057298 138 388 61485099 61485963 865

295 52289929 52290407 479 342 57057403 57057586 184 389 61486239 61486543 305

296 52290426 52291259 834 343 57057746 57057824 79 390 61486769 61487183 415

297 52314894 52316972 2079 |344 57057883 57057979 97 391 61509955 61510880 926
298 52419579 52419697 119 345 57058027 57058212 186 392 61511150 61513691 2542
299 52419729 52420388 660 346 57058283 57058369 87 393 61513695 61513901 207
300 52420399 52420530 132 347 57058475 57058577 103 394 61568614 61571328 2715
301 52420534 52421091 558 348 57058823 57059175 353 395 61571344 61572273 930
302 52421109 52421798 690 349 57060304 57061256 953 396 61583502 61584290 789
303 52502811 52504892 2082 |350 57788975 57791395 2421 | 397 61584560 61585351 792
304 52727790 52728987 1198 |351 57791400 57791776 377 398 61708858 61709856 999
305 52729254 52729874 621 352 57792075 57792412 338 399 61710095 61710943 849
306 53069238 53069536 299 353 57792420 57792571 152 400 61818968 61820496 1529
307 53069543 53070152 610 354 59536344 59536834 491 401 61820564 61821019 456
308 53070153 53071126 974 355 59673266 59673360 95 402 62112500 62112603 104
309 53128807 53130796 1990 |356 59696969 59697257 289 403 62112685 62114268 1584
310 53232801 53234876 2076 |357 59697269 59697451 183 404 62114416 62114603 188
311 53474996 53477166 2171 | 358 59697474 59697661 188 405 62114619 62114733 115

312 53742500 53742763 264 359 59697713 59698508 796 406 62162745 62163411 667
313 53742772 53744864 2093 |360 59698509 59699437 929 407 62206572 62207120 549
314 54200917 54202258 1342 |361 59763239 59763800 562 408 62207282 62207450 169
315 54202260 54202991 732 362 59763824 59763989 166 409 62207657 62208868 1212
316 54280843 54280978 136 363 59764053 59765320 1268 | 410 62208871 62209138 268
317 54281028 54281173 146 364 59789132 59790203 1072 |411 62209142 62210433 1292
318 54281193 54281363 171 365 59790216 59790416 201 412 62342285 62342640 356
319 54281368 54281510 143 366 59790697 59791217 521 413 62342661 62343613 953

320 54281705 54282570 866 367 59813634 59814593 960 414 62343650 62344209 560
321 54282577 54282900 324 368 59814622 59815734 1113 | 415 62373269 62375526 2258
322 55334431 55335104 674 369 59941364 59941862 499 416 62430190 62430782 593

323 55335391 55335766 376 370 59941865 59942480 616 417 62430850 62432683 1834
324 55335771 55336502 732 371 59942485 59943472 988 418 62860547 62860825 279
325 56037178 56037702 525 372 60221836 60222356 521 419 62860827 62861486 660
326 56037713 56037963 251 373 60222605 60223558 954 420 62861596 62861697 102
327 56038080 56038172 93 374 60223575 60223834 260 421 62861879 62862631 753

328 56038383 56038587 205 375 60604808 60606517 1710 |422 62882455 62883928 1474
329 56038603 56039251 649 376 60606533 60607120 588 423 62883932 62884738 807
330 56230407 56231471 1065 |377 60607123 60607552 430 424 63091176 63093131 1956
331 56231479 56232592 1114 |378 60791808 60792803 996 425 63093145 63093279 135

332 57026027 57026179 153 379 60792808 60793881 1074 |426 63101094 63102951 1858
333 57026180 57026266 87 380 61113558 61115622 2065 | 427 63329901 63331742 1842
334 57026329 57026539 211 381 61138571 61140160 1590 |428 63331748 63331967 220
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
429 63332848 63333316 469 476 64562236 64563201 966 523 69237036 69237218 183
430 63355151 63355957 807 477 64563231 64563591 361 524 69237301 69238373 1073
431 63355981 63356348 368 478 64644249 64644726 478 525 69238384 69238796 413
432 63356746 63357226 481 479 64644744 64644967 224 526 69254819 69255061 243
433 63477431 63478636 1206 | 480 64645013 64645466 454 527 69255188 69255301 114
434 63478646 63479511 866 481 64645494 64646205 712 528 69255329 69255539 211
435 63544435 63544518 84 482 64698448 64699384 937 529 69255699 69255903 205
436 63545135 63546036 902 483 64699408 64699972 565 530 69256588 69256682 95
437 63546045 63546169 125 484 64700307 64700394 88 531 69256739 69256873 135
438 63665562 63666143 582 485 64802266 64804348 2083 |532 69267329 69268160 832
439 63666233 63666413 181 486 64855547 64855877 331 533 69268164 69268254 91
440 63666456 63666675 220 487 64856128 64856201 74 534 69268544 69268644 101
441 63666679 63666767 89 488 64856428 64857085 658 535 69268844 69269129 286
442 63666778 63666896 119 489 64857097 64857187 91 536 69269209 69269425 217
443 63666903 63667016 114 490 64857208 64857330 123 537 69313003 69315218 2216
444 63667018 63667563 546 491 64857353 64857461 109 538 69320106 69320245 140
445 63697922 63699295 1374 | 492 64894827 64896783 1957 |539 69320818 69321773 956
446 63699305 63699998 694 493 64896792 64896998 207 540 69334638 69336124 1487
447 63778228 63778736 509 494 64949632 64950228 597 541 69336153 69336343 191
448 63779049 63779810 762 495 64950279 64952050 1772 | 542 69399582 69400084 503
449 63779832 63779979 148 496 64990788 64991517 730 543 69400382 69400693 312
450 63780054 63780310 257 497 64991531 64992027 497 544 69400700 69401150 451
451 63802437 63803088 652 498 64992303 64992841 539 545 69401152 69401316 165
452 63803097 63803329 233 499 65051626 65052476 851 546 69401317 69401637 321
453 63803352 63804198 847 500 65052759 65053521 763 547 69437250 69437470 221
454 63804202 63805606 1405 | 501 65053559 65053707 149 548 69437845 69438184 340
455 63805643 63806491 849 502 65059832 65060856 1025 |549 69438255 69438373 119
456 63948667 63950047 1381 | 503 65241458 65241527 70 550 69438655 69438728 74
457 63950092 63950310 219 504 65626550 65626664 115 551 69438993 69439055 63
458 63950422 63950490 69 505 65626675 65626751 77 552 69469191 69470380 1190
459 63950508 63950603 96 506 65626795 65626871 77 553 69470730 69471260 531
460 64071999 64072417 419 507 65626915 65626989 75 554 69504370 69505862 1493
461 64072424 64073273 850 508 66483650 66483722 73 555 69506145 69506292 148
462 64073299 64074222 924 509 66483725 66483807 83 556 69506305 69506503 199
463 64232986 64233570 585 510 66483826 66483916 91 557 69506546 69506616 71
464 64233575 64235305 1731 | 511 66484029 66484103 75 558 69534370 69534554 185
465 64235313 64235854 542 512 67508317 67508426 110 559 69534833 69534987 155
466 64244618 64247067 2450 | 513 67508427 67510039 1613 |560 69535023 69536012 990
467 64247072 64247533 462 514 67510047 67510120 74 561 69536068 69536993 926
468 64247540 64248266 727 515 67510137 67510396 260 562 69537455 69538473 1019
469 64248272 64248814 543 516 68354251 68356338 2088 |563 69538775 69539780 1006
470 64538506 64538599 94 517 69094894 69096332 1439 |564 69586297 69587334 1038
471 64538630 64538903 274 518 69096339 69096981 643 565 69587671 69588375 705
472 64539160 64539451 292 519 69125386 69126479 1094 | 566 69660853 69663395 2543
473 64539964 64540125 162 520 69126483 69127466 984 567 69708745 69708867 123
474 64561508 64562111 604 521 69193802 69194304 503 568 69708890 69708967 78
475 64562121 64562211 91 522 69194305 69194375 71 569 69726350 69726496 147
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

570 69726632 69727599 968 618 70256790 70257424 635 666 70839698 70840008 311
571 69728227 69728422 196 619 70258030 70258246 217 667 70840288 70840526 239
572 69736095 69736811 717 620 70275785 70275888 104 668 70846130 70848216 2087
573 69737082 69737259 178 621 70276192 70277102 911 669 70879684 70880027 344
574 69737552 69738177 626 622 70329492 70331566 2075 | 670 70880607 70882026 1420
575 69760550 69760664 115 623 70340971 70341474 504 671 70998620 70999188 569
576 69760900 69762883 1984 | 624 70341485 70341968 484 672 71001888 71004065 2178
577 69762890 69764196 1307 | 625 70342261 70342959 699 673 71004312 71004658 347
578 69806979 69807275 297 626 70342976 70343050 75 674 71007547 71008694 1148
579 69807289 69807912 624 627 70384353 70384476 124 675 71058463 71059780 1318
580 69807922 69808520 599 628 70385052 70385117 66 676 71059799 71060930 1132
581 69808524 69809059 536 629 70385168 70385243 76 677 71230105 71231602 1498
582 69836164 69837504 1341 | 630 70385332 70386529 1198 | 678 71231625 71232896 @ 1272
583 69837772 69837940 169 631 70416954 70417737 784 679 71480814 71482577 1764
584 69838248 69838388 141 632 70417824 70417901 78 680 71482583 71483814 1232
585 69890460 69890541 82 633 70418048 70418128 81 681 71553319 71554720 1402
586 69890560 69890641 82 634 70418139 70419362 1224 | 682 71554941 71555057 117
587 69890680 69891257 578 635 70516592 70517022 431 683 71562027 71562867 841
588 69901128 69901931 804 636 70517328 70518371 1044 |684 71562924 71563278 355

589 69902007 69902240 234 637 70551739 70552244 506 685 71563584 71563838 255

590 69902485 69902908 424 638 70552519 70552625 107 686 71564108 71564178 71

591 69903173 69903421 249 639 70552809 70554435 1627 | 687 71575177 71575939 763

592 69931367 69931441 75 640 70608449 70609000 552 688 71575947 71577643 1697
593 69931510 69931688 179 641 70609264 70610534 1271 | 689 71577922 71578029 108
594 69931980 69932294 315 642 70648515 70648596 82 690 71591130 71591413 284
595 69932755 69933442 688 643 70648870 70649112 243 691 71591417 71591646 230
596 69956920 69957501 582 644 70649385 70650597 1213 |692 71591672 71591820 149
597 69958092 69958188 97 645 70698296 70698460 165 693 71591887 71591991 105

598 69958812 69959003 192 646 70698742 70698918 177 694 71592267 71592592 326
599 69959017 69959107 91 647 70699192 70699915 724 695 71592622 71592921 300
600 69988577 69988786 210 648 70716991 70717063 73 696 71593182 71593290 109
601 69989068 69989955 888 649 70717226 70717348 123 697 71593314 71593481 168
602 69989978 69990856 879 650 70717351 70717452 102 698 71593503 71593577 75

603 70149622 70149743 122 651 70717461 70717535 75 699 71593876 71594116 241
604 70150624 70151632 1009 |652 70717536 70717640 105 700 71594126 71594323 198
605 70165441 70165630 190 653 70717881 70718126 246 701 71599690 71600687 998
606 70165894 70166360 467 654 70718235 70718551 317 702 71600975 71601460 486
607 70166369 70166440 72 655 70718815 70719043 229 703 71601470 71601818 349
608 70166521 70166996 476 656 70729852 70729926 75 704 71662371 71663052 682
609 70183396 70184293 898 657 70729932 70730147 216 705 71663070 71664202 1133
610 70184325 70185455 1131 | 658 70730466 70730734 269 706 71664206 71664550 345

611 70187536 70187650 115 659 70744066 70744355 290 707 71684737 71685741 1005
612 70188120 70188192 73 660 70744800 70746135 1336 | 708 71695613 71697685 2073
613 70188706 70188910 205 661 70747078 70749408 2331 | 709 71713408 71713920 513

614 70189396 70189483 88 662 70792855 70793167 313 710 71810870 71812172 1303
615 70189511 70189577 67 663 70793428 70794929 1502 | 711 71812180 71812899 720
616 70255894 70256252 359 664 70838348 70839448 1101 | 712 71813160 71813576 417
617 70256545 70256683 139 665 70839477 70839621 145 713 71813644 71813904 261
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

714 71817663 71817752 90 762 73281889 73282656 768 810 74084315 74085029 715
715 71817753 71817856 104 763 73318452 73318984 533 811 74085275 74085522 248
716 71818483 71818570 88 764 73392630 73392711 82 812 74120380 74120855 476
717 71818657 71818732 76 765 73392896 73393964 1069 | 813 74121135 74122631 1497
718 71819093 71819164 72 766 73393976 73394104 129 814 74321799 74321918 120
719 71819313 71819382 70 767 73394113 73394811 699 815 74321930 74322419 490
720 71819461 71819570 110 768 73437114 73438416 1303 | 816 74322685 74323296 612
721 71819602 71819676 75 769 73516763 73517517 755 817 74323301 74323873 573
722 71832383 71833023 641 770 73517518 73518393 876 818 74383992 74385416 1425
723 71833093 71833977 885 771 73518398 73519352 955 819 74385692 74386078 387
724 71833988 71834609 622 772 73519358 73519935 578 820 74511978 74512644 667
725 71870025 71870713 689 773 73519943 73520299 357 821 74512804 74513544 741
726 71870721 71872573 1853 | 774 73609087 73609772 686 822 74513559 74513893 335
727 71872872 71872966 95 775 73610062 73610129 68 823 74525820 74527997 2178
728 71888003 71888516 514 776 73610392 73610570 179 824 74530796 74530870 75
729 71907025 71909093 2069 | 777 73610572 73610743 172 825 74531806 74532012 207
730 72031971 72034067 2097 | 778 73611017 73611150 134 826 74532391 74532584 194
731 72101125 72103033 1909 | 779 73643250 73643372 123 827 74538871 74538967 97
732 72201556 72203414 1859 |780 73643970 73644138 169 828 74539709 74540607 899
733 72203421 72203636 216 781 73644430 73644896 467 829 74540611 74540749 139
734 72214638 72216691 2054 | 782 73645170 73645365 196 830 74555726 74555929 204
735 72244186 72244994 809 783 73645370 73646967 1598 | 831 74555941 74556741 801
736 72245117 72245752 636 784 73647245 73647584 340 832 74557156 74557273 118
737 72245757 72246334 578 785 73648970 73649237 268 833 74557375 74557502 128
738 72317608 72318604 997 786 73649511 73649788 278 834 74596384 74596470 87
739 72318623 72320081 1459 | 787 73650400 73650483 84 835 74596590 74596662 73
740 72640752 72641617 866 788 73650486 73650560 75 836 74597095 74597936 842
741 72641622 72643443 1822 | 789 73650621 73650705 85 837 74597940 74598083 144
742 72643517 72643914 398 790 73650956 73651030 75 838 74598110 74598809 700
743 72644016 72645549 1534 |791 73702138 73704734 2597 | 839 74599110 74599231 122
744 72645597 72645892 296 792 73727370 73728082 713 840 74602929 74603115 187
745 72645893 72646030 138 793 73749298 73749893 596 841 74603120 74603428 309
746 72647083 72647456 374 794 73783777 73784942 1166 |842 74603439 74603514 76
747 72647460 72647797 338 795 73784976 73785506 531 843 74603650 74603755 106
748 72747493 72748145 653 796 73785792 73786359 568 844 74603795 74603879 85
749 72748438 72749564 1127 | 797 73820181 73820900 720 845 74603880 74604816 937
750 72825152 72825455 304 798 73821223 73821623 401 846 74604833 74604902 70
751 72825457 72827987 2531 |799 73821627 73821773 147 847 74621584 74621674 91
752 73105956 73106132 177 800 73821848 73822055 208 848 74621999 74622387 389
753 73106382 73107532 1151 | 801 74011022 74011120 99 849 74622428 74623275 848
754 73107677 73107791 115 802 74011377 74011692 316 850 74623323 74623600 278
755 73167039 73169120 2082 | 803 74011982 74012243 262 851 74676655 74676818 164
756 73202797 73203813 1017 | 804 74012632 74012864 233 852 74676860 74677219 360
757 73203842 73204880 1039 |805 74012897 74013051 155 853 74678078 74678712 635
758 73240860 73242217 1358 | 806 74055298 74056452 1155 | 854 74678961 74679037 77
759 73242223 73242586 364 807 74056742 74056887 146 855 74679047 74679134 88
760 73280464 73281346 883 808 74057191 74057437 247 856 74679136 74679457 322
761 73281444 73281580 137 809 74083500 74084034 535 857 74679505 74679578 74
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

858 74681907 74683418 1512 | 905 75210376 75210916 541 952 76640649 76640919 271
859 74683437 74683988 552 906 75211146 75212343 1198 | 953 76640939 76641880 942
860 74707481 74708473 993 907 75213879 75214137 259 954 76663853 76665261 1409
861 74708756 74709018 263 908 75214410 75216088 1679 | 955 76665309 76666587 1279
862 74775150 74775251 102 909 75237946 75238594 649 956 76667154 76667303 150
863 74775565 74775667 103 910 75238615 75239523 909 957 76724461 76725122 662
864 74776020 74776150 131 911 75239753 75239959 207 958 76825090 76827782 2693
865 74776410 74776729 320 912 75240653 75241848 1196 | 959 76827800 76828244 445

866 74776740 74777218 479 913 75242132 75243047 916 960 76828257 76831645 3389
867 74787994 74789674 1681 | 914 75303398 75304386 989 961 76831655 76831800 146
868 74789682 74790116 435 915 75304388 75305279 892 962 76831807 76835552 3746
869 74790167 74790359 193 916 75305448 75305673 226 963 76835555 76838683 3129
870 74790367 74790773 407 917 75305788 75305883 96 964 76838710 76839637 928
871 74843268 74843806 539 918 75339351 75339658 308 965 76859667 76861748 2082
872 74843808 74845315 1508 | 919 75339666 75341854 2189 |966 76980675 76980931 257
873 74857504 74858263 760 920 75351996 75352207 212 967 76980932 76981008 77

874 74858538 74858611 74 921 75352506 75352905 400 968 76981842 76982419 578
875 74858625 74858698 74 922 75353021 75353099 79 969 76982437 76982688 252
876 74858976 74859586 611 923 75353391 75354076 686 970 77210976 77212060 1085
877 74862776 74864280 1505 |924 75426332 75426545 214 971 77212065 77212196 132
878 74864290 74864494 205 925 75426828 75428610 1783 | 972 77212243 77213058 816
879 74864499 74864858 360 926 75579436 75582364 2929 | 973 77253212 77253292 81

880 74924993 74927281 2289 | 927 75605145 75605237 93 974 77253707 77255075 1369
881 74958606 74958690 85 928 75605250 75605448 199 975 77556530 77557046 517
882 74958721 74958891 171 929 75605545 75607033 1489 | 976 77557066 77557452 387
883 74959211 74960461 1251 | 930 75799357 75800463 1107 |977 77557460 77558614 1155
884 75004974 75006260 1287 |931 75800624 75801331 708 978 77671527 77671786 260
885 75006286 75006676 391 932 75801346 75801426 81 979 77672037 77672130 94

886 75006689 75006958 270 933 75979609 75979842 234 980 77672132 77672453 322
887 75054866 75055624 759 934 75980106 75980641 536 981 77672482 77673604 1123
888 75055639 75056558 920 935 75980726 75981187 462 982 77690117 77690250 134
889 75070975 75071933 959 936 75981220 75981662 443 983 77690263 77690826 564
890 75072260 75072393 134 937 76253800 76256925 3126 |984 77691117 77691749 633

891 75072661 75072950 290 938 76266916 76267325 410 985 77691962 77692195 234
892 75080244 75081577 1334 | 939 76267329 76267617 289 986 78833252 78833341 90

893 75085291 75086253 963 940 76267624 76267839 216 987 78833344 78834046 703

894 75086721 75087002 282 941 76267859 76268125 267 988 78834329 78835285 957
895 75127275 75127360 86 942 76268129 76268647 519 989 79015267 79017350 2084
896 75127660 75127750 91 943 76268924 76268999 76 990 79066067 79067248 1182
897 75160074 75160306 233 944 76473319 76473890 572 991 79067280 79067358 79

898 75162460 75163367 908 945 76487742 76489651 1910 |992 79067382 79069650 2269
899 75163384 75163460 77 946 76528714 76530764 2051 | 993 79140924 79141457 534
900 75172589 75172671 83 947 76538399 76539584 1186 |994 79206318 79206774 457
901 75173158 75173222 65 948 76539854 76540599 746 995 79206785 79206860 76

902 75173268 75174184 917 949 76540854 76541997 1144 996 79207104 79208286 1183
903 75174190 75174673 484 950 76639020 76639186 167 997 79295093 79297167 2075
904 75200528 75202857 2330 | 951 76639464 76640592 1129 |998 79355676 79356533 858
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange
ID Start Sto ID Start Sto ID Start Sto
P [bp] P [bp] P [bp]
999 79356546 79357902 1357 1046 81782263 81782345 83 1093 82285435 82288377 2943
1000 79458715 79460222 1508 1047 81782378 81782453 76 1094 82391225 82391853 629

1001 79460555 79460706 152 1048 81782457 81782557 101 1095 82391980 82392176 197
1002 79462245 79462409 165 1049 81783028 81783105 78 1096 82392185 82392971 787
1003 79463039 79464163 1125 | 1050 81783553 81783629 77 1097 82392990 82393282 293
1004 79732737 79733632 896 1051 81826856 81826943 88 1098 83623241 83625741 2501
1005 79795723 79797501 1779 | 1052 81827211 81827760 550 1099 83626159 83627437 1279
1006 79797520 79797792 273 1053 81828141 81828421 281 1100 83627439 83628222 784
1007 80178819 80179106 288 1054 81828423 81829298 876 1101 83798798 83800012 1215
1008 80179445 80180393 949 1055 81829915 81830403 489 1102 83800060 83800532 473
1009 80180440 80180900 461 1056 81831005 81831074 70 1103 84089387 84090611 1225
1010 80403258 80404051 794 1057 81831415 81831518 104 1104 84090877 84091038 162
1011 80496725 80498496 1772 | 1058 81831528 81831991 464 1105 84817458 84817534 77
1012 80498504 80500612 2109 | 1059 81880156 81880593 438 1106 84817678 84817937 260
1013 80590326 80591479 1154 | 1060 81880981 81881330 350 1107 84818218 84818610 393
1014 80591496 80592408 913 1061 81881391 81881744 354 1108 84818617 84819269 653
1015 80671886 80672309 424 1062 81881802 81881963 162 1109 85468980 85470256 1277
1016 80672317 80673969 1653 | 1063 81881991 81882687 697 1110 85470310 85470512 203
1017 80775679 80776251 573 1064 81954615 81956089 1475 | 1111 85470519 85470689 171
1018 80776271 80776977 707 1065 81956217 81956581 365 1112 85470860 85470956 97
1019 80776993 80777429 437 1066 81956862 81957528 667 1113 85512546 85512644 99
1020 80777434 80777967 534 1067 81998072 81998154 83 1114 85512671 85513010 340

1021 80873380 80875969 2590 | 1068 81998621 81998702 82 1115 85513024 85513204 181
1022 80875978 80876924 947 1069 82001172 82001272 101 1116 85513367 85514635 1269
1023 81576813 81576888 76 1070 82038865 82039237 373 1117 85751519 85751994 476

1024 81653459 81653575 117 1071 82039239 82040027 789 1118 85752178 85753594 1417
1025 81654334 81654422 89 1072 82040044 82040948 905 1119 85887617 85888180 564
1026 81654431 81654608 178 1073 82092934 82093252 319 1120 85888475 85889809 1335
1027 81654609 81654826 218 1074 82093366 82093596 231 1121 85922169 85924072 1904
1028 81668801 81668895 95 1075 82093901 82094283 383 1122 85942840 85942984 145

1029 81669455 81670371 917 1076 82094616 82095030 415 1123 85942985 85945318 2334
1030 81670383 81670600 218 1077 82104989 82105726 738 1124 85974714 85976199 1486
1031 81696329 81697170 842 1078 82105733 82106654 922 1125 85976304 85976803 500
1032 81697426 81698268 843 1079 82106723 82107826 1104 | 1126 85990651 85992337 1687
1033 81698287 81699597 1311 | 1080 82156015 82156436 422 1127 85992587 85992734 148
1034 81699925 81700165 241 1081 82156520 82157009 490 1128 85993499 85995346 1848
1035 81700256 81700335 80 1082 82157275 82157364 90 1129 86076991 86077546 556
1036 81731160 81732304 1145 | 1083 82157625 82157913 289 1130 86077657 86077769 113

1037 81733062 81733420 359 1084 82157915 82158912 998 1131 86077852 86078926 1075
1038 81733430 81733563 134 1085 82168189 82168723 535 1132 86185739 86185810 72

1039 81774376 81774479 104 1086 82169329 82170730 1402 | 1133 86290335 86290929 595

1040 81774860 81774988 129 1087 82202456 82202625 170 1134 87285566 87286915 1350

1041 81775038 81775109 72 1088 82202876 82203133 258 1135 87286935 87287240 306
1042 81775226 81775323 98 1089 82203136 82203844 709 1136 87287256 87287631 376
1043 81775803 81776104 302 1090 82203861 82204771 911 1137 87362337 87362478 142
1044 81781609 81781683 75 1091 82207491 82208705 1215 | 1138 87362480 87364410 1931
1045 81782124 81782214 91 1092 82208748 82209562 815 1139 87800640 87800711 72
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
1140 87800840 87801048 209 1187 88720500 88721637 1138 | 1234 90550918 90551030 113
1141 87801055 87801572 518 1188 88769469 88769551 83 1235 90551887 90553141 1255
1142 87801575 87802719 1145 | 1189 88769689 88769768 80 1236 90601162 90602517 1356
1143 88012591 88013295 705 1190 88770173 88770271 99 1237 90602529 90603244 716
1144 88013980 88015126 1147 | 1191 88790558 88790653 96 1238 90628450 90628962 513
1145 88015180 88016057 878 1192 88791033 88791114 82 1239 90628965 90629346 382
1146 88112868 88117664 4797 | 1193 88791377 88791645 269 1240 90629350 90630622 1273
1147 88126585 88127302 718 1194 88792338 88792420 83 1241 90649521 90650378 858
1148 88139200 88139755 556 1195 88843448 88844096 649 1242 90650381 90651331 951
1149 88149546 88150115 570 1196 88844208 88844290 83 1243 90660545 90660632 88
1150 88150118 88151628 1511 | 1197 88844363 88845539 1177 | 1244 90660638 90662613 1976
1151 88216745 88217262 518 1198 88845648 88845781 134 1245 90680881 90681562 682
1152 88217265 88217417 153 1199 88973669 88973755 87 1246 90681581 90681783 203
1153 88217745 88217908 164 1200 89253081 89255381 2301 | 1247 90682035 90682956 922
1154 88218223 88218429 207 1201 89312377 89312545 169 1248 90701960 90703372 1413
1155 88236698 88237357 660 1202 89312551 89312937 387 1249 90703381 90703454 74
1156 88237643 88238223 581 1203 89313038 89313274 237 1250 90703708 90703985 278
1157 88238228 88238700 473 1204 89313278 89313427 150 1251 90737691 90738164 474
1158 88270580 88271041 462 1205 89313463 89314456 994 1252 90738180 90739070 891
1159 88271046 88272212 1167 | 1206 89407911 89409632 1722 | 1253 90739105 90741152 2048
1160 88272215 88273077 863 1207 89409661 89410041 381 1254 90956501 90958581 2081
1161 88285136 88285723 588 1208 89451945 89453020 1076 | 1255 91001094 91002229 1136
1162 88286016 88286635 620 1209 89453045 89453947 903 1256 91002550 91002966 417
1163 88381678 88382244 567 1210 89564074 89566151 2078 | 1257 91003070 91003150 81
1164 88402744 88402946 203 1211 89567347 89568901 1555 | 1258 91050143 91050452 310
1165 88403229 88403611 383 1212 89569177 89569427 251 1259 91050684 91051336 653
1166 88403794 88403871 78 1213 89611625 89613402 1778 |1260 91051452 91051549 98
1167 88403904 88403999 96 1214 89613419 89613578 160 1261 91051565 91051646 82
1168 88404134 88404829 696 1215 89613985 89614121 137 1262 91051652 91052159 508
1169 88416804 88418780 1977 | 1216 89743887 89744641 755 1263 91054149 91054346 198
1170 88418785 88418932 148 1217 89744932 89745963 1032 | 1264 91054349 91054498 150
1171 88460836 88461932 1097 | 1218 90332381 90334304 1924 | 1265 91054549 91054732 184
1172 88504838 88505611 774 1219 90334920 90335367 448 1266 91054739 91055267 529
1173 88505666 88506429 764 1220 90335369 90336988 1620 | 1267 91055269 91056227 959
1174 88506541 88506619 79 1221 90339413 90340878 1466 | 1268 91076461 91076578 118
1175 88506621 88507218 598 1222 90340885 90341492 608 1269 91076700 91076798 99
1176 88637758 88637890 133 1223 90404437 90404936 500 1270 91076821 91076936 116
1177 88638194 88638295 102 1224 90404977 90406042 1066 |1271 91077306 91078349 1044
1178 88638585 88639350 766 1225 90406052 90406420 369 1272 91080699 91080901 203
1179 88639403 88639493 91 1226 90406427 90406506 80 1273 91081236 91081325 90
1180 88639503 88639829 327 1227 90413343 90413514 172 1274 91081611 91081696 86
1181 88689223 88689415 193 1228 90413614 90414724 1111 |1275 91081889 91082778 890
1182 88692251 88693335 1085 | 1229 90472911 90474697 1787 |1276 91091906 91092862 957
1183 88706801 88708239 1439 | 1230 90474701 90474811 111 1277 91092957 91093982 1026
1184 88708241 88708903 663 1231 90509589 90510762 1174 | 1278 91126247 91128322 2076
1185 88716619 88716896 278 1232 90510780 90511464 685 1279 91140752 91140976 225
1186 88716937 88718763 1827 | 1233 90511527 90511675 149 1280 91141601 91142843 1243
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
1281 91162233 91162327 95 1328 93546656 93546735 80 1375 94460695 94460952 258
1282 91162632 91162736 105 1329 93546748 93547669 922 1376 94461255 94461419 165
1283 91162886 91163190 305 1330 93547704 93547910 207 1377 94582904 94583433 530
1284 91163235 91163311 77 1331 93547924 93548712 789 1378 94583440 94584398 959
1285 91163513 91164011 499 1332 93557001 93557072 72 1379 94584404 94584984 581
1286 91164103 91165645 1543 | 1333 93557235 93557463 229 1380 94596766 94597580 815
1287 91284743 91286582 1840 | 1334 93557748 93558758 1011 | 1381 94597587 94599047 1461
1288 91342037 91343756 1720 | 1335 93657937 93658660 724 1382 94809006 94809358 353
1289 91343781 91344103 323 1336 93658668 93659244 577 1383 94809378 94813277 3900
1290 91363205 91364264 1060 | 1337 93659333 93659469 137 1384 94815487 94816343 857
1291 91364540 91364671 132 1338 93659513 93659883 371 1385 94818047 94819056 1010
1292 91364685 91365277 593 1339 93660032 93660135 104 1386 94821458 94822662 1205
1293 91393080 91396727 3648 | 1340 93660482 93660558 77 1387 94822672 94825278 2607
1294 91447230 91448720 1491 | 1341 93672166 93672385 220 1388 95051387 95052636 1250
1295 91448723 91449193 471 1342 93672386 93672602 217 1389 95052912 95053297 386
1296 91449817 91450407 591 1343 93672876 93674249 1374 | 1390 95231396 95232596 1201
1297 91450412 91451829 1418 | 1344 93953497 93954415 919 1391 95232641 95232943 303
1298 91586910 91587795 886 1345 93954418 93954578 161 1392 95233201 95233597 397
1299 91913357 91914474 1118 | 1346 93954882 93955173 292 1393 95244834 95245029 196
1300 91914605 91914719 115 1347 93955503 93955576 74 1394 95245094 95245617 524
1301 91914807 91914877 71 1348 93989063 93990034 972 1395 95245644 95245712 69
1302 91915005 91915195 191 1349 94021448 94022932 1485 | 1396 95245879 95246904 1026
1303 92446033 92446111 79 1350 94022933 94023525 593 1397 95248252 95249270 1019
1304 92446116 92448076 1961 | 1351 94039585 94042342 2758 | 1398 95249549 95250330 782
1305 92606756 92607079 324 1352 94082970 94083663 694 1399 95259879 95260688 810
1306 92607101 92607779 679 1353 94083915 94084257 343 1400 95260972 95261345 374
1307 92607811 92608328 518 1354 94084260 94084728 469 1401 95314863 95314932 70
1308 92608335 92609158 824 1355 94170251 94170748 498 1402 95315212 95317100 1889
1309 92620140 92620653 514 1356 94191166 94191276 111 1403 95350330 95352874 2545
1310 92620662 92622238 1577 | 1357 94191852 94192222 371 1404 95352880 95353019 140
1311 92629367 92630149 783 1358 94192491 94192574 84 1405 95356818 95356925 108
1312 92630461 92631438 978 1359 94290550 94291919 1370 | 1406 95357018 95357884 867
1313 92670463 92671587 1125 | 1360 94292303 94292622 320 1407 95358198 95358364 167
1314 92671707 92672396 690 1361 94322844 94325291 2448 | 1408 95358368 95358864 497
1315 92672497 92674110 1614 | 1362 94341289 94341814 526 1409 95360785 95360861 77
1316 92801250 92802876 1627 | 1363 94341885 94341980 96 1410 95361105 95362871 1767
1317 92802927 92803118 192 1364 94342397 94343505 1109 | 1411 95451784 95452010 227
1318 92803165 92803232 68 1365 94419454 94419603 150 1412 95452024 95452277 254
1319 92911207 92912622 1416 | 1366 94419610 94419683 74 1413 95452284 95452943 660
1320 92912631 92913907 1277 | 1367 94419965 94420152 188 1414 95452944 95453149 206
1321 92968800 92969828 1029 | 1368 94420470 94420628 159 1415 95453152 95453800 649
1322 92969836 92970971 1136 | 1369 94420630 94420756 127 1416 95506082 95508204 2123
1323 93158532 93160776 2245 | 1370 94438111 94440483 2373 | 1417 95642175 95642254 80
1324 93232296 93232404 109 1371 94441264 94441746 483 1418 95642365 95643260 896
1325 93232405 93233618 1214 | 1372 94459860 94460028 169 1419 95643294 95644258 965
1326 93233664 93234380 717 1373 94460035 94460142 108 1420 95711106 95711213 108
1327 93382290 93384377 2088 | 1374 94460520 94460594 75 1421 95711284 95711389 106
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[.s;]ge
1422 95711567 95711895 329 1469 96820193 96820744 552 1516 97749542 97749618 77
1423 95711907 95712082 176 1470 96933136 96933742 607 1517 97749809 97749891 83
1424 95712622 95712821 200 1471 96942399 96942572 174 1518 97749929 97750079 151
1425 95742190 95743812 1623 | 1472 96942577 96942881 305 1519 97791591 97794286 2696
1426 95743825 95744273 449 1473 96942892 96943577 686 1520 97839509 97840109 601
1427 95779009 95780118 1110 | 1474 96943591 96944753 1163 | 1521 97860951 97861396 446
1428 95780119 95780287 169 1475 96955488 96956119 632 1522 97861441 97862556 1116
1429 95780294 95781092 799 1476 96956122 96957135 1014 | 1523 97862567 97862641 75
1430 95837477 95839371 1895 | 1477 96957136 96957533 398 1524 97862858 97863028 171
1431 95905129 95905329 201 1478 97040140 97041261 1122 | 1525 97878126 97878923 798
1432 95905459 95905531 73 1479 97041265 97041904 640 1526 97878931 97880431 1501
1433 95905722 95906190 469 1480 97042181 97042285 105 1527 97903545 97903892 348
1434 95906214 95906656 443 1481 97106446 97107015 570 1528 97904220 97904810 591
1435 95906672 95907022 351 1482 97107023 97107113 91 1529 97904815 97905616 802
1436 96111154 96113245 2092 | 1483 97107138 97108423 1286 | 1530 98020766 98022581 1816
1437 96113586 96113677 92 1484 97190332 97190751 420 1531 98022631 98022844 214
1438 96113951 96114198 248 1485 97190772 97192121 1350 | 1532 98052535 98052753 219
1439 96150628 96150806 179 1486 97192177 97192330 154 1533 98053030 98053194 165
1440 96151086 96151448 363 1487 97310365 97312696 2332 | 1534 98053200 98054607 1408
1441 96151711 96153500 1790 | 1488 97405802 97407145 1344 | 1535 98105686 98107758 2073
1442 96294629 96296092 1464 | 1489 97407250 97407488 239 1536 98108535 98110608 2074
1443 96338911 96339433 523 1490 97407511 97407711 201 1537 98262151 98263128 978
1444 96339721 96340752 1032 | 1491 97407766 97407987 222 1538 98263152 98265186 2035
1445 96340866 96340978 113 1492 97443101 97444173 1073 | 1539 98335990 98337488 1499
1446 96431818 96432062 245 1493 97444176 97444646 471 1540 98337490 98338331 842
1447 96432187 96432283 102 1494 97444956 97445418 463 1541 98367578 98367967 390
1448 96432344 96432426 83 1495 97460156 97460467 312 1542 98368038 98368190 153
1449 96432488 96432624 137 1496 97460471 97461245 775 1543 98368353 98368835 483
1450 96432843 96433063 221 1497 97461371 97461449 79 1544 98368838 98369651 814
1451 96433308 96433550 243 1498 97461484 97462053 570 1545 98382260 98383315 1056
1452 96433618 96433712 95 1499 97504066 97505626 1561 | 1546 98383330 98384339 1010
1453 96433714 96433831 118 1500 97505676 97506045 370 1547 98418883 98419267 385
1454 96510825 96511171 347 1501 97656375 97658191 1817 | 1548 98419527 98419663 137
1455 96511175 96511689 515 1502 97670272 97670648 377 1549 98419928 98420893 966
1456 96511946 96512285 340 1503 97670653 97670734 82 1550 98469680 98470597 918
1457 96512541 96512637 97 1504 97670753 97670851 99 1551 98470612 98471328 717
1458 96512676 96512754 79 1505 97670867 97670946 80 1552 98471331 98471618 288
1459 96512756 96512904 149 1506 97670962 97671183 222 1553 98491704 98491796 93
1460 96686859 96687201 343 1507 97671278 97671558 281 1554 98492119 98492471 353
1461 96687205 96687616 412 1508 97671698 97672267 570 1555 98492474 98492954 481
1462 96687910 96688263 354 1509 97722349 97722650 302 1556 98578211 98578455 245
1463 96688519 96688614 96 1510 97722656 97723329 674 1557 98578516 98578659 144
1464 96688655 96688731 77 1511 97723621 97724298 678 1558 98578666 98579464 799
1465 96688732 96688934 203 1512 97748321 97748440 120 1559 98579756 98580046 291
1466 96818814 96819752 939 1513 97748513 97748587 75 1560 98580484 98581400 917
1467 96819778 96819953 176 1514 97748958 97749201 244 1561 98581404 98583300 1897
1468 96820019 96820187 169 1515 97749337 97749470 134 1562 98668899 98669043 145
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Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

1563 98669074 98669246 173 1610 99320642 99322761 2120 | 1657 100197826 100198137 312
1564 98669259 98669924 666 1611 99332524 99334637 2114 | 1658 100981997 100982700 704
1565 98669929 98670131 203 1612 99338244 99340006 1763 | 1659 100985004 100985681 678
1566 98670864 98670943 80 1613 99342819 99342959 141 1660 100985769 100987134 1366
1567 98729482 98729631 150 1614 99343244 99343626 383 1661 101077300 101077756 457
1568 98729911 98730332 422 1615 99344525 99344905 381 1662 101078386 101080661 2276
1569 98730441 98731567 1127 | 1616 99382688 99383761 1074 |1663 101179791 101181652 1862
1570 98934975 98935754 780 1617 99384104 99384204 101 1664 101181666 101181754 89

1571 98935755 98936019 265 1618 99384223 99384323 101 1665 101269882 101270389 508
1572 98936055 98937206 1152 | 1619 99384331 99384409 79 1666 101271124 101272137 1014
1573 99015324 99016338 1015 | 1620 99384433 99384518 86 1667 101277108 101277929 822
1574 99019861 99020803 943 1621 99384798 9938489 99 1668 101280589 101283209 2621
1575 99020820 99021074 255 1622 99384898 99385237 340 1669 101284394 101285204 811
1576 99021110 99021434 325 1623 99385238 99385374 137 1670 101285274 101287393 2120
1577 99021546 99021881 336 1624 99388884 99388988 105 1671 101287394 101287722 329
1578 99041855 99042802 948 1625 99389493 99389794 302 1672 101289943 101290869 927
1579 99043008 99043216 209 1626 99389893 99390980 1088 | 1673 101369609 101369847 239
1580 99043233 99043317 85 1627 99429173 99431056 1884 | 1674 101369848 101371678 1831
1581 99043348 99043941 594 1628 99436463 99438548 2086 | 1675 101407923 101409787 1865
1582 99067633 99067790 158 1629 99461924 99462226 303 1676 101480878 101481475 598
1583 99068398 99068991 594 1630 99462436 99462522 87 1677 101481483 101482809 1327
1584 99069011 99069230 220 1631 99462531 99464689 2159 | 1678 101483080 101483326 247
1585 99069253 99069330 78 1632 99485325 99487464 2140 | 1679 101531083 101531536 454
1586 99069357 99069439 83 1633 99520967 99521684 718 1680 101531822 101533046 1225
1587 99069448 99071069 1622 | 1634 99521686 99523263 1578 | 1681 101663274 101664082 809
1588 99083348 99084068 721 1635 99598836 99599720 885 1682 101664083 101664557 475

1589 99084077 99084164 88 1636 99599721 99600515 795 1683 101664972 101665157 186
1590 99084187 99084269 83 1637 99685410 99685761 352 1684 101759113 101760564 1452
1591 99084292 99084487 196 1638 99685770 99686580 811 1685 101760818 101760921 104
1592 99084496 99084961 466 1639 99686585 99687483 899 1686 101761078 101761194 117
1593 99085217 99085401 185 1640 99724603 99725122 520 1687 101831086 101832000 915

1594 99085727 99085990 264 1641 99760539 99761530 992 1688 101832407 101832478 72

1595 99150539 99151309 771 1642 99761539 99762616 1078 | 1689 101832859 101832953 95

1596 99151622 99151735 114 1643 99779555 99781498 1944 | 1690 101833030 101833167 138
1597 99152007 99152208 202 1644 99781499 99781964 466 1691 101929716 101930143 428
1598 99152500 99152615 116 1645 99782012 99782105 94 1692 101930145 101931269 1125
1599 99170809 99170935 127 1646 99882974 99883079 106 1693 101931543 101931775 233

1600 99171017 99171345 329 1647 99883262 99883432 171 1694 101935243 101936675 1433
1601 99171644 99171963 320 1648 99883698 99884953 1256 | 1695 101936831 101937336 506
1602 99175116 99175681 566 1649 99911488 99912411 924 1696 101937536 101938144 609
1603 99175726 99176035 310 1650 99912749 99913572 824 1697 101938301 101939572 1272
1604 99176157 99176507 351 1651 100017452 100018884 1433 | 1698 101978784 101979631 848
1605 99194375 99194831 457 1652 100018887 100019531 645 1699 101979894 101980870 977
1606 99194840 99196479 1640 | 1653 100144517 100146580 2064 |1700 101986544 101987353 810
1607 99196735 99197291 557 1654 100164386 100166469 2084 |1701 101987679 101988410 732
1608 99247208 99247769 562 1655 100196107 100197621 1515 |1702 101996109 101997378 1270
1609 99247778 99250036 2259 | 1656 100197652 100197720 69 1703 101997698 101997980 283
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Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
1704 101997993 101998072 80 1751 102487097 102487698 602 1798 102974897 102976314 1418
1705 101998097 101998193 97 1752 102488682 102488770 89 1799 102976321 102976694 374
1706 102006770 102007039 270 1753 102488788 102489660 873 1800 102976702 102979118 2417
1707 102007333 102007725 393 1754 102491641 102492231 591 1801 102979165 102980237 1073
1708 102007993 102008656 664 1755 102493854 102496155 2302 | 1802 102985975 102986653 679
1709 102016907 102017796 890 1756 102497425 102499675 2251 | 1803 103033778 103034507 730
1710 102018022 102018162 141 1757 102554815 102556827 2013 | 1804 103041071 103042451 1381
1711 102018417 102018881 465 1758 102576068 102577221 1154 | 1805 103055726 103056518 793
1712 102035556 102037457 1902 | 1759 102577225 102579634 2410 |1806 103056530 103056930 401
1713 102037717 102037965 249 1760 102656482 102656606 125 1807 103056931 103057816 886
1714 102079683 102081311 1629 | 1761 102656961 102658269 1309 | 1808 103102269 103102472 204
1715 102081623 102081699 77 1762 102660766 102661359 594 1809 103102920 103104438 1519
1716 102095297 102096327 1031 | 1763 102661474 102663259 1786 |1810 103114235 103114570 336
1717 102096332 102096896 565 1764 102718959 102719728 770 1811 103115507 103116310 804
1718 102096907 102097035 129 1765 102720728 102720875 148 1812 103163349 103163760 412
1719 102097047 102097127 81 1766 102720876 102721833 958 1813 103163761 103163837 77
1720 102097242 102097745 504 1767 102721850 102722819 970 1814 103163838 103163929 92
1721 102122967 102123325 359 1768 102723184 102723530 347 1815 103163933 103164044 112
1722 102123327 102123578 252 1769 102723792 102723943 152 1816 103164049 103164217 169
1723 102148003 102148211 209 1770 102724212 102724587 376 1817 103164223 103164291 69
1724 102148983 102149154 172 1771 102724707 102725264 558 1818 103164336 103164536 201
1725 102149447 102149635 189 1772 102735755 102737044 1290 | 1819 103164541 103164614 74
1726 102211254 102211475 222 1773 102737046 102738783 1738 | 1820 103164656 103164889 234
1727 102211697 102212424 728 1774 102745406 102745877 472 1821 103316119 103316716 598
1728 102212456 102213328 873 1775 102746135 102746980 846 1822 103319797 103320325 529
1729 102231921 102232578 658 1776 102746990 102749811 2822 |1823 103332395 103333694 1300
1730 102269040 102269587 548 1777 102751712 102753411 1700 | 1824 103333700 103333969 270
1731 102269600 102270219 620 1778 102753422 102753784 363 1825 103334097 103334455 359
1732 102270495 102270959 465 1779 102779435 102782668 3234 | 1826 103336532 103339218 2687
1733 102279072 102280488 1417 |1780 102797720 102798292 573 1827 103371251 103371465 215
1734 102280593 102280792 200 1781 102810040 102812878 2839 | 1828 103371466 103371906 441
1735 102281148 102281276 129 1782 102815871 102816894 1024 | 1829 103371927 103372203 277
1736 102284231 102285638 1408 | 1783 102816900 102817717 818 1830 103372546 103372911 366
1737 102285641 102286221 581 1784 102872919 102873566 648 1831 103443925 103444355 431
1738 102311774 102312769 996 1785 102879142 102880940 1799 | 1832 103444365 103444648 284
1739 102371137 102371685 549 1786 102880942 102885080 4139 | 1833 103444749 103445808 1060
1740 102403744 102404148 405 1787 102889768 102890287 520 1834 103445825 103446531 707
1741 102404188 102405130 943 1788 102895656 102896707 1052 | 1835 103525295 103526611 1317
1742 102405870 102406725 856 1789 102914407 102914830 424 1836 103526637 103527351 715
1743 102409098 102409683 586 1790 102914911 102914995 85 1837 103528446 103528750 305
1744 102420642 102421140 499 1791 102915089 102915153 65 1838 103528751 103529975 1225
1745 102430526 102431028 503 1792 102915174 102915244 71 1839 103532602 103534674 2073
1746 102459748 102460361 614 1793 102915926 102916038 113 1840 103567337 103569392 2056
1747 102463148 102464049 902 1794 102916046 102916487 442 1841 103579636 103580434 799
1748 102473673 102474478 806 1795 102965921 102968099 2179 | 1842 103580450 103581397 948
1749 102479289 102481021 1733 | 1796 102972246 102973992 1747 |1843 103581400 103581720 321
1750 102485062 102485637 576 1797 102974003 102974856 854 1844 103589055 103590850 1796
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Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

1845 103590851 103591253 403 1892 104209614 104209793 180 1939 104942183 104942534 352
1846 103592966 103595201 2236 | 1893 104210070 104211697 1628 | 1940 104942583 104942654 72

1847 103701903 103702291 389 1894 104219187 104219302 116 1941 104942717 104944394 1678
1848 103702301 103702492 192 1895 104219552 104221233 1682 | 1942 104994209 104994956 748
1849 103702527 103702676 150 1896 104251917 104254328 2412 | 1943 104995234 104995346 113

1850 103702681 103702793 113 1897 104274356 104274849 494 1944 104995679 104995765 87

1851 103702816 103702916 101 1898 104275133 104275244 112 1945 104995774 104995900 127
1852 103702996 103703069 74 1899 104275543 104275741 199 1946 105025365 105026069 705

1853 103703451 103703661 211 1900 104275853 104275931 79 1947 105026072 105028102 2031
1854 103751272 103752436 1165 | 1901 104339745 104339895 151 1948 105062145 105062432 288
1855 103752741 103752922 182 1902 104340311 104340800 490 1949 105062735 105062967 233

1856 103753196 103753340 145 1903 104340806 104340990 185 1950 105062980 105063054 75

1857 103805372 103806374 1003 | 1904 104341376 104341807 432 1951 105063440 105063846 407
1858 103806842 103806934 93 1905 104391762 104392744 983 1952 105099847 105099961 115

1859 103807235 103807306 72 1906 104392746 104393035 290 1953 105100170 105100491 322
1860 103807406 103807472 67 1907 104393102 104393340 239 1954 105100532 105100611 80

1861 103813797 103814533 737 1908 104393342 104394947 1606 | 1955 105100732 105101395 664
1862 103814697 103815798 1102 | 1909 104406521 104407170 650 1956 105101651 105101811 161
1863 103864145 103864835 691 1910 104462838 104464044 1207 | 1957 105102107 105102251 145

1864 103864837 103865671 835 1911 104464056 104464834 779 1958 105116273 105116408 136
1865 103865682 103865959 278 1912 104465083 104465418 336 1959 105117020 105117088 69

1866 103869578 103869935 358 1913 104524332 104524609 278 1960 105117089 105117318 230
1867 103869939 103870637 699 1914 104524883 104526407 1525 |1961 105117434 105118483 1050
1868 103881229 103881420 192 1915 104533780 104534175 396 1962 105143601 105145070 1470
1869 103881672 103883610 1939 | 1916 104535225 104535860 636 1963 105145333 105146944 1612
1870 103889690 103891175 1486 | 1917 104580953 104581824 872 1964 105146968 105147202 235

1871 103891189 103891770 582 1918 104582109 104583036 928 1965 105147458 105147742 285

1872 103900378 103900554 177 1919 104586744 104587560 817 1966 105201515 105202076 562
1873 103901158 103902572 1415 | 1920 104587590 104587887 298 1967 105202080 105203114 1035
1874 103974698 103976666 1969 | 1921 104588571 104588657 87 1968 105203285 105204183 899
1875 103980167 103981844 1678 | 1922 104602435 104602554 120 1969 105204993 105205487 495

1876 103990197 103992405 2209 | 1923 104602585 104602794 210 1970 105208086 105208814 729
1877 103993914 103995833 1920 | 1924 104603465 104603639 175 1971 105208830 105210174 1345
1878 104142779 104142986 208 1925 104603738 104604410 673 1972 105228442 105229890 1449
1879 104143529 104144577 1049 | 1926 104616733 104616854 122 1973 105230166 105230512 347
1880 104144584 104144860 277 1927 104616858 104617055 198 1974 105242489 105243672 1184
1881 104144863 104145976 1114 |1928 104617343 104617911 569 1975 105243683 105244560 878
1882 104149042 104149608 567 1929 104617963 104618045 83 1976 105303579 105304214 636
1883 104158500 104159176 677 1930 104618058 104618276 219 1977 105304217 105304563 347
1884 104160113 104160901 789 1931 104618543 104618985 443 1978 105304578 105305660 1083
1885 104168040 104172056 4017 | 1932 104618989 104619276 288 1979 105334119 105335048 930
1886 104181797 104182613 817 1933 104619321 104619768 448 1980 105351726 105352215 490
1887 104183248 104183833 586 1934 104666555 104666630 76 1981 105410626 105411342 717
1888 104184709 104185248 540 1935 104666894 104669321 2428 | 1982 105421361 105421773 413

1889 104185254 104186734 1481 | 1936 104924344 104925895 1552 |1983 105422036 105423014 979
1890 104200037 104201799 1763 | 1937 104925914 104926137 224 1984 105423331 105423442 112
1891 104202376 104202819 444 1938 104926189 104926262 74 1985 105442284 105444906 2623
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ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
1986 105604454 105606645 2192 |2033 107284212 107284441 230 2080 111976677 111977953 1277
1987 105666869 105667015 147 2034 108448558 108450198 1641 |2081 112053900 112055075 1176
1988 105667022 105667141 120 2035 108450200 108450631 432 2082 112055144 112055510 367
1989 105667160 105669160 2001 | 2036 108718224 108718505 282 2083 112055530 112055674 145
1990 105715437 105715894 458 2037 108718508 108719800 1293 |2084 112055925 112056019 95
1991 105716188 105717512 1325 | 2038 108719821 108720094 274 2085 112056020 112056213 194
1992 105797405 105798582 1178 | 2039 108913721 108915045 1325 |2086 112182809 112182954 146
1993 105798709 105799464 756 2040 108915061 108915799 739 2087 112183039 112183176 138
1994 105834976 105837136 2161 |2041 109171028 109171542 515 2088 112183308 112183968 661
1995 105870260 105872449 2190 | 2042 109171563 109172016 454 2089 112184009 112184112 104
1996 105968206 105968313 108 2043 109172036 109172316 281 2090 112184114 112184524 411
1997 105968414 105969739 1326 | 2044 109172338 109173107 770 2091 112246068 112248709 2642
1998 105969789 105970158 370 2045 109209758 109211832 2075 |2092 112316379 112318210 1832
1999 105981516 105982279 764 2046 109664152 109664979 828 2093 112391985 112392422 438
2000 105982348 105982447 100 2047 110215869 110216485 617 2094 112392423 112392555 133
2001 105982698 105982871 174 2048 110661670 110662348 679 2095 112392568 112392693 126
2002 105983163 105983635 473 2049 110690513 110691120 608 2096 112392702 112393335 634
2003 106003184 106003588 405 2050 110691248 110691325 78 2097 112393343 112394330 988
2004 106003681 106005170 1490 | 2051 110691368 110692596 1229 |2098 112394333 112394724 392
2005 106017074 106017441 368 2052 110987840 110988429 590 2099 112421781 112422397 617
2006 106017701 106019152 1452 | 2053 110988432 110989499 1068 |2100 112509343 112510183 841
2007 106023119 106025441 2323 | 2054 110989547 110989922 376 2101 112510875 112511427 553
2008 106064907 106065389 483 2055 111206545 111207107 563 2102 112529748 112530375 628
2009 106078124 106078797 674 2056 111618059 111619639 1581 |2103 112530377 112531822 1446
2010 106078827 106080199 1373 |2057 111619647 111620130 484 2104 112545707 112546277 571
2011 106083105 106085179 2075 |2058 111624866 111625775 910 2105 112546461 112546902 442
2012 106087555 106087862 308 2059 111625810 111626940 1131 |2106 112547051 112547792 742
2013 106087871 106088661 791 2060 111672643 111674783 2141 |2107 112620386 112620634 249
2014 106088921 106089674 754 2061 111703148 111704460 1313 |2108 112620641 112622496 1856
2015 106101967 106104050 2084 |2062 111704467 111704629 163 2109 112629411 112631327 1917
2016 106106462 106107479 1018 | 2063 111704859 111705010 152 2110 112667809 112669354 1546
2017 106107882 106108535 654 2064 111705043 111705172 130 2111 112669362 112670277 916
2018 106125053 106125192 140 2065 111754336 111754508 173 2112 112670292 112670429 138
2019 106125318 106125394 77 2066 111754511 111754815 305 2113 112737125 112738039 915
2020 106125481 106125574 94 2067 111755095 111755355 261 2114 112738044 112738736 693
2021 106125598 106125670 73 2068 111755356 111755751 396 2115 112738744 112739210 467
2022 106125869 106125939 71 2069 111755770 111758358 2589 |2116 112825364 112827323 1960
2023 106126268 106127110 843 2070 111956008 111957004 997 2117 112827361 112828027 667
2024 106389511 106392834 3324 |2071 111957048 111958170 1123 | 2118 112828053 112828153 101
2025 106907131 106907512 382 2072 111958176 111958316 141 2119 112828156 112829328 1173
2026 106907536 106907922 387 2073 111958372 111959077 706 2120 113932911 113935040 2130
2027 106907961 106908068 108 2074 111959098 111959791 694 2121 114031870 114033938 2069
2028 106908071 106909204 1134 |2075 111959798 111960744 947 2122 114099482 114099859 378
2029 107282862 107283214 353 2076 111974207 111974392 186 2123 114122401 114122716 316
2030 107283809 107283911 103 2077 111974682 111974918 237 2124 114123226 114125945 2720
2031 107283916 107284015 100 2078 111974922 111976304 1383 |2125 114125956 114126469 514
2032 107284047 107284172 126 2079 111976336 111976675 340 2126 114195198 114197504 2307

135



Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
2127 114197518 114197707 190 2174 115850625 115851108 484 2221 118020520 118022048 1529
2128 114197797 114198192 396 2175 115923325 115925870 2546 |2222 118022075 118022804 730
2129 114602822 114604852 2031 |2176 115927472 115927573 102 2223 118022805 118023133 329
2130 114698661 114699139 479 2177 115927950 115929856 1907 |2224 118023220 118024484 1265
2131 114699152 114700206 1055 |2178 115987713 115988668 956 2225 118072384 118072681 298
2132 114700237 114700325 89 2179 115988673 115989627 955 2226 118072685 118072953 269
2133 114700326 114701475 1150 | 2180 116090047 116091099 1053 |2227 118072980 118074447 1468
2134 114701476 114702564 1089 |2181 116091382 116091619 238 2228 118175823 118177738 1916
2135 114892124 114893834 1711 |2182 116091630 116091860 231 2229 118177749 118177898 150
2136 114893887 114894179 293 2183 116091949 116092118 170 2230 118286320 118287159 840
2137 114899287 114900057 771 2184 116153334 116155516 2183 |2231 118287487 118287712 226
2138 114900072 114901360 1289 |2185 116155798 116155902 105 2232 118287723 118288030 308
2139 115301570 115303309 1740 |2186 116173270 116173508 239 2233 118288035 118288181 147
2140 115399325 115401079 1755 |2187 116173557 116173749 193 2234 118293873 118295610 1738
2141 115413371 115415408 2038 | 2188 116174115 116174481 367 2235 118295626 118295923 298
2142 115427375 115427566 192 2189 116174555 116174694 140 2236 118338940 118340018 1079
2143 115427860 115428361 502 2190 116174795 116174990 196 2237 118340039 118341014 976
2144 115428384 115428478 95 2191 116175230 116175352 123 2238 118358524 118359510 987
2145 115428795 115430225 1431 |2192 116249640 116250199 560 2239 118359800 118360042 243
2146 115440284 115440424 141 2193 116250530 116250965 436 2240 118369354 118369618 265
2147 115440451 115440592 142 2194 116250970 116251416 447 2241 118369895 118370994 1100
2148 115440611 115441298 688 2195 116251440 116251623 184 2242 118376961 118377489 529
2149 115441381 115441526 146 2196 116276034 116277414 1381 |2243 118418924 118419433 510
2150 115441536 115442229 694 2197 116277995 116278211 217 2244 118419466 118421010 1545
2151 115499658 115499974 317 2198 116362905 116363914 1010 |2245 118490814 118493609 2796
2152 115500033 115500180 148 2199 116364139 116364526 388 2246 118498386 118498925 540
2153 115500228 115500308 81 2200 116364823 116365568 746 2247 118498926 118499418 493
2154 115500313 115500583 271 2201 116365569 116365780 212 2248 118499442 118499682 241
2155 115500613 115501736 1124 |2202 116365969 116366676 708 2249 118499765 118499942 178
2156 115503847 115504251 405 2203 116366684 116366863 180 2250 118499946 118500085 140
2157 115504522 115505164 643 2204 116381185 116383257 2073 |2251 118597464 118599548 2085
2158 115505432 115505563 132 2205 116407399 116409000 1602 |2252 118606988 118607151 164
2159 115513028 115513857 830 2206 116433857 116435525 1669 |2253 118607430 118609067 1638
2160 115514133 115514643 511 2207 116435544 116435928 385 2254 118754138 118755742 1605
2161 115514648 115515091 444 2208 116440225 116440441 217 2255 118756081 118756387 307
2162 115519452 115521159 1708 |2209 116440706 116441922 1217 |2256 118875506 118875984 479
2163 115521437 115522316 880 2210 116517470 116518461 992 2257 118882107 118882660 554
2164 115568660 115568829 170 2211 116569945 116570132 188 2258 118883473 118884451 979
2165 115569093 115569212 120 2212 116570563 116570962 400 2259 118885904 118887575 1672
2166 115569218 115570681 1464 | 2213 116570973 116572448 1476 |2260 118887634 118888703 1070
2167 115602860 115604192 1333 | 2214 116686397 116687011 615 2261 118888709 118889950 1242
2168 115604195 115605226 1032 | 2215 116687017 116688474 1458 |2262 118912292 118913545 1254
2169 115605535 115605665 131 2216 116841565 116841866 302 2263 118916967 118918608 1642
2170 115792266 115793203 938 2217 116841874 116844169 2296 |2264 118923053 118923253 201
2171 115793216 115793678 463 2218 117864457 117864984 528 2265 118923524 118925210 1687
2172 115793681 115794904 1224 |2219 117864997 117865593 597 2266 118945444 118945899 456
2173 115794911 115795477 567 2220 117865732 117866535 804 2267 118945920 118947510 1591
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Fortsetzung Anhang 6.10

Lange Lange Lange

ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

2268 118965991 118966723 733 2315 120852956 120853652 697 2362 121640663 121641046 384
2269 118989171 118991554 2384 | 2316 120853666 120854420 755 2363 121641698 121642749 1052
2270 119106311 119106623 313 2317 120907101 120907854 754 2364 121760922 121761448 527
2271 119106892 119106992 101 2318 120908136 120908216 81 2365 121873458 121873662 205

2272 119107317 119107904 588 2319 120908791 120909178 388 2366 121873698 121874646 949
2273 119107926 119108102 177 2320 120914619 120915732 1114 |2367 122204911 122205113 203

2274 119108107 119108373 267 2321 120915735 120916728 994 2368 122205186 122206493 1308
2275 119123747 119126244 2498 | 2322 120927790 120928947 1158 |2369 122206496 122207388 893

2276 119283873 119287672 3800 | 2323 120929265 120929385 121 2370 122251536 122251865 330
2277 119290400 119291112 713 2324 120929675 120929863 189 2371 122251881 122253613 1733
2278 119291131 119291854 724 2325 120955546 120957215 1670 |2372 122346166 122346733 568
2279 119291911 119292340 430 2326 120957226 120957725 500 2373 122346967 122348244 1278
2280 119292341 119292425 85 2327 120960814 120962389 1576 |2374 122600040 122601392 1353
2281 119292456 119292573 118 2328 120962419 120962615 197 2375 122698471 122699336 866
2282 119292641 119293874 1234 | 2329 120962658 120962739 82 2376 122728859 122729408 550
2283 119293896 119294175 280 2330 121276430 121277543 1114 |2377 123158922 123159018 97

2284 119294194 119295388 1195 | 2331 121277819 121278089 271 2378 123159040 123159612 573

2285 119301150 119302121 972 2332 121278368 121278516 149 2379 123159880 123160601 722
2286 119302709 119303574 866 2333 121285488 121286624 1137 |2380 123160620 123160950 331
2287 119484438 119485001 564 2334 121286900 121286998 99 2381 123342783 123344876 2094
2288 119794957 119797634 2678 | 2335 121287005 121287567 563 2382 123346557 123347970 1414
2289 120091258 120091950 693 2336 121291419 121292203 785 2383 123347977 123349492 1516
2290 120091953 120092178 226 2337 121292232 121293746 1515 | 2384 123358121 123358756 636
2291 120092193 120092592 400 2338 121329734 121330226 493 2385 123594555 123595638 1084
2292 120092638 120093359 722 2339 121330229 121330464 236 2386 123595640 123595822 183

2293 120343633 120346682 3050 | 2340 121330473 121331294 822 2387 123595835 123596162 328
2294 120391719 120393515 1797 | 2341 121331314 121331820 507 2388 123596240 123596640 401
2295 120393684 120393778 95 2342 121337163 121337837 675 2389 123676914 123678603 1690
2296 120503892 120505227 1336 |2343 121338136 121338719 584 2390 123679178 123679455 278
2297 120505795 120506273 479 2344 121338997 121339196 200 2391 123723873 123725436 1564
2298 120509717 120509801 85 2345 121345759 121348006 2248 |2392 123725444 123725625 182
2299 120509905 120510032 128 2346 121399324 121399566 243 2393 123725635 123725782 148
2300 120753742 120753942 201 2347 121399842 121399976 135 2394 123725897 123726247 351
2301 120754347 120754484 138 2348 121399977 121400092 116 2395 123737306 123737556 251
2302 120754777 120755296 520 2349 121400117 121401851 1735 |2396 123737559 123737786 228
2303 120755357 120755805 449 2350 121474040 121474412 373 2397 123738039 123738341 303

2304 120778172 120779810 1639 |2351 121474417 121476148 1732 |2398 123738524 123738814 291
2305 120779812 120780403 592 2352 121516199 121516334 136 2399 123738844 123739233 390
2306 120791604 120791707 104 2353 121516629 121517753 1125 |2400 123742672 123743122 451
2307 120791797 120792251 455 2354 121517818 121517948 131 2401 123743447 123744665 1219
2308 120809094 120810413 1320 | 2355 121518059 121518279 221 2402 123769905 123770465 561
2309 120810446 120811705 1260 | 2356 121529609 121529805 197 2403 123770731 123771759 1029
2310 120811710 120812149 440 2357 121530084 121530360 277 2404 123861264 123863485 2222
2311 120829544 120831169 1626 | 2358 121530419 121531662 1244 |2405 123874989 123875286 298
2312 120831438 120831560 123 2359 121567440 121568730 1291 |2406 123875569 123875831 263

2313 120852054 120852129 76 2360 121568741 121569512 772 2407 123875844 123876180 337
2314 120852351 120852663 313 2361 121621596 121623908 2313 | 2408 123876204 123876414 211
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ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
2409 123876494 123876621 128 2456 124756869 124759837 2969 | 2503 126096759 126098420 1662
2410 123876639 123876750 112 2457 124775587 124775819 233 2504 126098694 126098976 283
2411 123911549 123913618 2070 | 2458 124775826 124776236 411 2505 126125753 126126165 413
2412 123957998 123959206 1209 | 2459 124776247 124776370 124 2506 126126185 126128915 2731
2413 123959477 123960082 606 2460 124776377 124776846 470 2507 126138828 126139692 865
2414 124019263 124019978 716 2461 124776897 124776969 73 2508 126140112 126140876 765
2415 124020286 124021341 1056 |2462 124777162 124777559 398 2509 126293740 126293857 118
2416 124093647 124093811 165 2463 124882212 124883364 1153 |2510 126293863 126293944 82
2417 124093815 124094159 345 2464 124884011 124885542 1532 |2511 126294043 126294121 79
2418 124094215 124095049 835 2465 124885549 124885748 200 2512 126294165 126294237 73
2419 124095203 124095314 112 2466 124885776 124886877 1102 |2513 126421257 126424444 3188
2420 124095371 124095666 296 2467 124886897 124886993 97 2514 126443209 126443471 263
2421 124122665 124124964 2300 | 2468 124887004 124887479 476 2515 126443664 126444543 880
2422 124124969 124125077 109 2469 124891849 124892637 789 2516 126444635 126445284 650
2423 124134567 124134817 251 2470 124895580 124900142 4563 |2517 126469884 126471073 1190
2424 124135110 124135346 237 2471 124900165 124901060 896 2518 126471679 126471965 287
2425 124135399 124135668 270 2472 124902325 124903103 779 2519 126480084 126480921 838
2426 124135685 124136647 963 2473 124903104 124904741 1638 | 2520 126493535 126493761 227
2427 124209502 124212264 2763 | 2474 125414315 125416655 2341 | 2521 126494041 126494458 418
2428 124308621 124310704 2084 |2475 125483812 125483880 69 2522 126494741 126495141 401
2429 124323556 124325632 2077 | 2476 125484022 125484145 124 2523 126595062 126595752 691
2430 124424699 124425128 430 2477 125484207 125484311 105 2524 126595769 126596227 459
2431 124425129 124426786 1658 | 2478 125484556 125484679 124 2525 126619157 126619257 101
2432 124448783 124450863 2081 | 2479 125484689 125484760 72 2526 126619581 126619766 186
2433 124571639 124573713 2075 | 2480 125484837 125484956 120 2527 126619767 126619944 178
2434 124585872 124586641 770 2481 125485012 125485169 158 2528 126620181 126621213 1033
2435 124586652 124587808 1157 | 2482 125485192 125485291 100 2529 126683819 126685897 2079
2436 124587822 124589136 1315 | 2483 125485567 125485899 333 2530 126705773 126706357 585
2437 124595132 124596458 1327 | 2484 125640761 125643019 2259 |2531 126706358 126707791 1434
2438 124596496 124597204 709 2485 125660527 125660625 99 2532 126829732 126831050 1319
2439 124599754 124601542 1789 | 2486 125660647 125660994 348 2533 126837175 126838474 1300
2440 124601564 124601827 264 2487 125661012 125661386 375 2534 126838525 126838758 234
2441 124628563 124630250 1688 | 2488 125661457 125661666 210 2535 126838764 126838910 147
2442 124630336 124630668 333 2489 125661799 125662587 789 2536 126838950 126839085 136
2443 124642416 124642552 137 2490 125722127 125722873 747 2537 126839109 126839503 395
2444 124642826 124643008 183 2491 125741083 125741254 172 2538 126839510 126839678 169
2445 124643291 124643553 263 2492 125741358 125741666 309 2539 126839706 126841349 1644
2446 124643554 124644453 900 2493 125741682 125741972 291 2540 126843916 126844031 116
2447 124658669 124659854 1186 | 2494 125841092 125841619 528 2541 126844061 126844525 465
2448 124659866 124660738 873 2495 125841625 125843352 1728 | 2542 126844626 126845499 874
2449 124703192 124705265 2074 | 2496 125843657 125843915 259 2543 126845514 126845659 146
2450 124728016 124728109 94 2497 126067351 126068100 750 2544 126845660 126845769 110
2451 124728186 124728280 95 2498 126090394 126090622 229 2545 126905262 126905792 531
2452 124728391 124728706 316 2499 126090732 126090815 84 2546 126905802 126906431 630
2453 124728971 124729064 94 2500 126091315 126091581 267 2547 126906454 126906541 88
2454 124729326 124730243 918 2501 126091649 126091817 169 2548 127361120 127362505 1386
2455 124730246 124730451 206 2502 126091864 126091984 121 2549 127362515 127363198 684
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ID Start Stop [bp] [bp] [bp]

ID Start Stop ID Start Stop

2550 127396534 127396890 357 2597 128202834 128204585 1752 |2644 132191815 132192316 502
2551 127397174 127398659 1486 | 2598 128204612 128204809 198 2645 132192340 132192551 212
2552 127412901 127414985 2085 |2599 128235086 128235531 446 2646 132192565 132193805 1241
2553 127426307 127427129 823 2600 128235608 128235769 162 2647 132193815 132193892 78

2554 127427131 127427273 143 2601 128236048 128237153 1106 |2648 132999138 132999579 442
2555 127427389 127427556 168 2602 128457783 128459190 1408 |2649 132999594 132999785 192
2556 127427830 127428379 550 2603 128459528 128459862 335 2650 132999834 133001495 1662
2557 127433792 127434440 649 2604 128582463 128585073 2611 |2651 133299393 133299722 330
2558 127434447 127435358 912 2605 128597821 128598782 962 2652 133307404 133308019 616
2559 127435662 127435873 212 2606 128598831 128599478 648 2653 133471652 133471729 78

2560 127452171 127453013 843 2607 128599771 128599871 101 2654 133471823 133473207 1385
2561 127453834 127454618 785 2608 128863536 128864084 549 2655 133473258 133473391 134
2562 127454625 127455404 780 2609 128883451 128884976 1526 |2656 133473393 133473562 170
2563 127494641 127495786 1146 |2610 128884981 128885926 946 2657 133473563 133473724 162
2564 127495916 127496713 798 2611 129236063 129236860 798 2658 133596405 133597151 747
2565 127500558 127500888 331 2612 129237163 129238126 964 2659 133597200 133598487 1288
2566 127501290 127503324 2035 | 2613 129423958 129425978 2021 | 2660 133644843 133645287 445

2567 127519958 127521524 1567 | 2614 129426004 129427392 1389 | 2661 133645342 133646717 1376
2568 127521578 127521935 358 2615 129580651 129582185 1535 |2662 133699538 133700847 1310
2569 127532878 127533514 637 2616 129582211 129582736 526 2663 133766754 133767336 583

2570 127533792 127534017 226 2617 129593766 129596264 2499 |2664 133767338 133768834 1497
2571 127534298 127534944 647 2618 129734277 129736346 2070 |2665 133780540 133781109 570
2572 127559324 127559642 319 2619 129803713 129804887 1175 |2666 133781121 133781223 103

2573 127559651 127559719 69 2620 129805174 129805779 606 2667 133787640 133788315 676
2574 127559724 127560213 490 2621 129813386 129815060 1675 |2668 133803791 133804094 304
2575 127560489 127560801 313 2622 129815336 129816139 804 2669 133804150 133804309 160
2576 127560804 127561406 603 2623 129837669 129839125 1457 |2670 133832389 133833492 1104
2577 127568697 127569366 670 2624 129898509 129899633 1125 |2671 133848845 133849825 981
2578 127569500 127569912 413 2625 131153962 131156045 2084 |2672 133849834 133851522 1689
2579 127569917 127570032 116 2626 131646636 131648358 1723 |2673 133855569 133856785 1217
2580 127570152 127570770 619 2627 131648376 131648797 422 2674 133912064 133913796 1733
2581 127573563 127575630 2068 | 2628 131651113 131652651 1539 | 2675 133914061 133914137 77

2582 127650524 127650603 80 2629 131652665 131653758 1094 |2676 133970158 133972855 2698
2583 127650609 127651463 855 2630 131653765 131655247 1483 |2677 133972858 133972988 131
2584 127651481 127653335 1855 | 2631 131655254 131659484 4231 | 2678 133994283 133994425 143

2585 127653339 127653414 76 2632 131659489 131661719 2231 |2679 133994713 133996794 2082
2586 127653429 127653706 278 2633 131733469 131734700 1232 |2680 133997057 133997907 851
2587 127656848 127657251 404 2634 131792724 131793193 470 2681 133998022 133998785 764
2588 127657349 127657762 414 2635 131793473 131793722 250 2682 133999102 133999296 195

2589 127657764 127658926 1163 | 2636 131794008 131794347 340 2683 133999386 133999471 86

2590 127823594 127825114 1521 | 2637 131794348 131794493 146 2684 133999537 134000831 1295
2591 127825246 127825674 429 2638 131794576 131794649 74 2685 134051551 134051688 138
2592 128066100 128068587 2488 |2639 131798432 131799906 1475 |2686 134052332 134052432 101
2593 128102964 128104615 1652 |2640 131823104 131825346 2243 |2687 134059117 134060253 1137
2594 128104629 128105024 396 2641 131877199 131877394 196 2688 134060287 134060665 379
2595 128198870 128200554 1685 |2642 131878163 131879350 1188 |2689 134060677 134061228 552
2596 128200843 128201523 681 2643 132048350 132048433 84 2690 134068214 134069635 1422
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ID Start Stop I[.s;]ge ID Start Stop I[.sg]ge ID Start Stop I[-s;)]]ge
2691 134088627 134088751 125 2738 134726566 134726670 105 2785 134924943 134925503 561
2692 134088754 134089065 312 2739 134728230 134728311 82 2786 134925586 134925805 220
2693 134089186 134089292 107 2740 134732873 134733110 238 2787 134939815 134941897 2083
2694 134093637 134093969 333 2741 134733243 134733320 78 2788 134948484 134949249 766
2695 134094035 134094974 940 2742 134733326 134733657 332 2789 134951348 134951837 490
2696 134094986 134095680 695 2743 134733750 134733838 89 2790 134954007 134954743 737
2697 134107155 134107749 595 2744 134733887 134734820 934 2791 134955500 134955567 68
2698 134107755 134108260 506 2745 134734989 134737028 2040 |2792 134955963 134956065 103
2699 134108335 134109219 885 2746 134740951 134741029 79 2793 134965945 134966650 706
2700 134128961 134129455 495 2747 134743310 134743424 115 2794 134966660 134966769 110
2701 134150705 134151217 513 2748 134746633 134747173 541 2795 134966805 134967575 771
2702 134199794 134201557 1764 |2749 134749854 134750566 713 2796 134967800 134968004 205
2703 134201558 134201864 307 2750 134750633 134752636 2004 |2797 134970866 134971053 188
2704 134270077 134270593 517 2751 134761918 134762482 565 2798 134971243 134971440 198
2705 134354361 134355311 951 2752 134763485 134764063 579 2799 134971583 134971997 415
2706 134355400 134355612 213 2753 134764192 134765648 1457 |2800 134971998 134973675 1678
2707 134412512 134413225 714 2754 134765660 134765736 77 2801 134973691 134974142 452
2708 134416383 134416940 558 2755 134765743 134766279 537 2802 134981958 134982454 497
2709 134445236 134445711 476 2756 134775758 134775877 120 2803 134987689 134987992 304
2710 134447303 134452676 5374 |2757 134775966 134776043 78 2804 134988129 134988264 136
2711 134456249 134456408 160 2758 134776059 134776145 87 2805 134988269 134989777 1509
2712 134457364 134457906 543 2759 134776241 134776373 133 2806 134993263 134993732 470
2713 134461493 134461724 232 2760 134776694 134776905 212 2807 134998141 135000832 2692
2714 134461963 134462776 814 2761 134787912 134788496 585 2808 135000877 135001335 459
2715 134500783 134500967 185 2762 134790276 134790877 602 2809 135001337 135001540 204
2716 134501357 134501530 174 2763 134791870 134793011 1142 |2810 135001557 135001950 394
2717 134520677 134521834 1158 | 2764 134795277 134795492 216 2811 135009450 135009654 205
2718 134521903 134522762 860 2765 134795531 134795614 84 2812 135009931 135010300 370
2719 134542491 134543604 1114 |2766 134795752 134795847 96 2813 135010600 135011432 833
2720 134543621 134544161 541 2767 134822431 134824492 2062 |2814 135020586 135021589 1004
2721 134544196 134544572 377 2768 134829130 134830029 900 2815 135021609 135022826 1218
2722 134581858 134582029 172 2769 134830063 134831210 1148 |2816 135036286 135036457 172
2723 134582547 134583780 1234 | 2770 134846260 134846454 195 2817 135036566 135037584 1019
2724 134587735 134589773 2039 | 2771 134846464 134847020 557 2818 135037603 135037670 68
2725 134605492 134606411 920 2772 134864644 134865420 777 2819 135037942 135038074 133
2726 134606450 134607024 575 2773 134866323 134866552 230 2820 135038133 135038409 277
2727 134607232 134607608 377 2774 134866769 134867440 672 2821 135041139 135042566 1428
2728 134627478 134628657 1180 | 2775 134868622 134869094 473 2822 135042705 135044083 1379
2729 134629034 134629568 535 2776 134883273 134883640 368 2823 135056062 135056475 414
2730 134646847 134647768 922 2777 134884291 134884373 83 2824 135056736 135056967 232
2731 134676073 134676859 787 2778 134888027 134888525 499 2825 135057241 135058146 906
2732 134680465 134680625 161 2779 134892219 134892292 74 2826 135066335 135066507 173
2733 134680687 134681045 359 2780 134892588 134895003 2416 |2827 135078682 135078749 68
2734 134681997 134682225 229 2781 134898748 134901484 2737 |2828 135086638 135087190 553
2735 134684617 134685919 1303 | 2782 134901513 134901588 76 2829 135096424 135096501 78
2736 134694386 134694948 563 2783 134901595 134902093 499 2830 135109370 135110217 848
2737 134726285 134726521 237 2784 134910565 134912548 1984 |2831 135115874 135116405 532
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Anhang

Fortsetzung Anhang 6.10

Start

Stop

Lange
[bp]

2832
2833
2834
2835
2836
2837
2838
2839
2840
2841
2842
2843
2844
2845
2846
2847
2848

135116677
135120225
135122941
135127845
135189307
135193525
135228548
135230387
135231237
135231380
135231505
135286031
135327878
135348962
135373335
135373711
135374015

135117952
135122273
135123693
135129836
135192592
135195598
135230315
135230608
135231311
135231467
135231977
135286104
135327955
135349074
135373421
135373789
135374160

1276
2049
753
1992
3286
2074
1768
222
75
88
473
74
78
113
87
79
146
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