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Zusammenfassung

Haplotypisierung als bioinformatische Methode, um aus Genotypen Haplotypen berechnen
zu kénnen, ist fir Assoziationsstudien von Krankheiten und dem zugrundeliegenden
genetischen Code sehr wichtig, denn Haplotypen geben die genetische Information genauer
wieder als die Genotypen. Auf der Basis der Annahme der perfekten Phylogenie kann eine
solche Haplotypisierung statifinden. Diese Bachelorarbeit (bersetzt reale (im Labor
sequenzierte) Haplotyp-Daten aus vier verschiedenen Datensatzen in Gentoypen, sucht
innerhalb der Haplotyp-Daten nach Blocken, in denen perfekte Phylogenien vorkommen, und
definiert KenngréBen zum Vergleich der realen Haplotyp-Daten mit den berechneten
Haplotypen. Diese Bewertungsparameter geben die Gite und GroBe der berechneten
Lésungen fir einzelne Blécke wieder.

Abstract
Validation of the perfect-phylogeny assumption for haplotyping

Haplotyping as a bioinformatic method for computing haplotypes on the basis of genotypesis
important for association studies of diseases and the underlying genetic code, because
haplotypes describe this information more precise than genotypes. If one takes the perfect
phylogeny as an assumption it may be possible to do haplotyping this way. In this bachelor’s
thesis real haplotype-data (sequenced in laboratory) from four different data sets are
translated into genotypes and in the real haplotype data blocks with perfect phylogeny are
detected. In addition to this, parameters for analysis and comparison of the real haplotype
data and computed haplotypes are defined. They stand for quality and quantity of the
computed solutions in the blocks.



Inhaltsverzeichnis

LI =101 =11 (8] o TR PP TPPRTPP 5
2 Problemstellung bei der HaplotypiSierung .........coveeeveeiiiiiiiiiii e 6
2.1 Biologischer HINtergrund ..o 6
2.2 Perfekte PhylOgenie ..o 8

3 Beschreibung der Methodik und Definition der KenngroBen ............ccccuvvieivieeeenen. 10
KB I /(=1 g o o | TS UOPT SRR 10
3.2 KenngroBen uUnd MaBe ... 12
3.2.1 Datensatzspezifische MaBe ..o 12
3.2.2 Blockspezifische MaBe ........ccooiii e 12

4 Die Datensatze und die berechneten Ergebnisse..........cccoiiiiiiiiiiiee 16
4.1 ApOlipOProteiN E-GeN ......cueiiiiieeeie e e 17
4.2 Angiotensin Converting Enzyme-Gen ... 19
4.3 KallIKIEIN-GIENE.....ceeii ittt e e e e eeeea e e e 23

5 DiskusSion UNd AUSDIICK ...ttt e 29
LiteraturVerZEIiChNIS. ... ... .. e et 31



1 Einleitung

Die Friherkennung von Krankheiten sowie die Erklarung der unterschiedlichen
Medikamentenvertraglichkeiten  einer  Bevdlkerungsgruppe  ermdglichen  genauere
Betrachtung von Krankheiten. Hierflr werden genaue genetische Analysen und
Assoziationsstudien zwischen Krankheiten und den zugrundliegenden Genomsequenzen
bendtigt. Das menschliche Genom besteht aus Chromosomen, die paarweise vorliegen. Die
Chromosomen selber bestehen aus DNS (Desoxyribonukleinsdure), die aus Basen
aufgebaut ist, die quasi das Alphabet darstellen. Die Daten, die pro Chromosom ausgelesen
werden, nennt man Haplotypen, die Daten fir das Chromosomenpaar Genotypen. In den
Genotypen ist aber nicht mehr die Information enthalten, welche Basen auf welchem
Chromosom vorliegen, es ist nur bekannt, dass es diese Basen an der untersuchten Position
gibt. Fur Assoziationsstudien ist es besser, die genauesten Daten zu verwenden, die man
bekommen kann, also die Haplotyp-Daten. Das Problem ist aber, dass man diese Daten
schwerer bekommt als die Genotyp-Daten. Genotypen lassen sich im Labor sehr leicht und
auch kostenglinstig sequenzieren, wahrend es bei Haplotypen sehr zeit- und
kostenaufwandig ist [Patil et al., 2001]. Deshalb ist es von Vorteil, wenn es Algorithmen gibt,
die aus Genotypen Haplotypen zuverldssig berechnen kénnen. Es gibt verschiedene
Theorien auf deren Grundlage man aus Genotypen Haplotypen berechnen kann. Eine davon
ist die Perfekte-Phylogenie-Annahme. Sie enthélt einige Grundvoraussetzungen, die erflllt
sein missen und berechnet die Haplotypen auf der Grundlage eines phylogenetischen
Baumes.

Diese Arbeit soll Gberpriifen, ob und wie gut die Perfekte-Phylogenie-Annahme auf reale
Haplotyp-Daten zutrifft und ist folgendermafBen aufgebaut:

In Kapitel 2 wird der biologische Hintergrund genauer erlautert und der Ansatz der Perfekten-
Phylogenie-Haplotypisierung erklart. AnschlieBend wird in Kapitel 3 das Vorgehen erklart
und die zur Bewertung verwendeten KenngrdoBen definiert. Kapitel 4 beinhaltet die
Ergebnisse der vier untersuchten Datensatze. Zum Abschluss steht Kapitel 5, in dem die
Ergebnisse diskutiert werden und ein Ausblick gegeben wird.



2 Problemstellung bei der Haplotypisierung

In diesem Abschnitt werden die biologischen Hintergriinde erldutert und die Arbeit motiviert.
AuBerdem wird der Begriff der perfekten Phylogenie erklért.

2.1 Biologischer Hintergrund

Die Erbinformation der Zellen liegt in Chromosomen vor, die aus Desoxyribonukleinsdure
(DNS) und Proteinen, die flr die kondensierte Form sorgen, bestehen. Die DNS besteht aus
vier Basen, Adenin und Guanin (Purine) und Cytosin und Thymin (Pyrimidine). Diese Basen
werden jeweils mit ihren Anfangsbuchstaben A, G, C und T abgekirzt. Jede Zelle, bis auf die
Keimzellen, enthdlt 22 Chromosomenpaare sowie zwei geschlechtsspezifische
Chromosomen (bei Frauen XX, bei Mannern XY), sodass jede Zelle 46 Chromosomen
beinhaltet. Die Keimzellen enthalten den Chromosomensatz nur einmal, dort liegen also
keine Paare vor und es gibt nur 23 Chromosomen pro Keimzelle. Chromosomenpaare nennt
man auch homologe Chromosomen. Im Prinzip bestehen diese Chromosomenpaare bei
allen Menschen aus der gleichen Basensequenz, innerhalb einer Population kénnen sich
aber Variationen ausbilden, die fur Vielfalt sorgen.

Eine Veranderung der Basensequenz entsteht durch Mutationen. Diese sind meistens
Punktmutationen, treten also nur an einzelnen Stellen in der DNS-Sequenz auf. So kann die
Sequenz TGC durch Punktmutation an der dritten Position zu TGA mutieren. Per Definition
sind Variationen in der DNS-Sequenz erst dann SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms,
gesprochen ,snips“), wenn mindestens 1% einer Population eine solche Verdnderung an der
untersuchten Stelle tragt, sich also diese Mutation durchgesetzt hat. Deshalb nennt man sie
auch erfolgreiche Punktmutationen. Es gibt durchschnittlich 10 Millionen SNPs (ca. alle 300
Basenpaare ein SNP). SNPs bilden 90% der Genomvarianz beim Menschen [The
International HapMap Consortium, 2003].

Vielfalt wird auBerdem durch Rekombination erzeugt. Rekombination ist ein Vorgang, der
wahrend der Gametenbildung in der Meiose sowie bei der Bildung der Zygote wéahrend der
Befruchtung stattfinden kann. Dabei paaren sich homologe Chromosomen, also die
jeweiligen Chromosomenpaare, und tauschen Teile der DNS-Sequenz aus. Ein Spezialfall
der Rekombination ist Crossing-Over, das wahrend der Meiose auftreten kann. Zum Beispiel
werden zwei Sequenzen mit den Basen AGGTCC und TTGAAG beim Crossing-Over in der
Mitte der Sequenz zu den Sequenzen AGGAAG und TTGTCC kombiniert.

Als Haplotyp wird die Sequenz auf einem Chromosom bezeichnet. Die paarweisen
Haplotypen ergeben dann das Chromosomenpaar beziehungsweise den Genotyp flr das

Chromosom. Der Genotyp kann an jeder einzelnen Stelle der Sequenz homozygot oder



heterozygot sei. Wenn auf beiden Chromosomen die gleiche Base vorliegt, nennt man diese
Position homozygot, sonst heterozygot.

Ein Haplotyp auf einem Chromosom ware zum Beispiel die Sequenz GTACC. Liegt auf dem
homologen Chromosom die Sequenz GTGGC vor, so sieht der Genotyp wie folgt aus:
GT{A/GHC/G}C. Das Individuum ist fir die ersten beiden Positionen sowie fiir die letzte
homozygot, fir die dritte und vierte Position heterozygot. Der Genotyp kombiniert die
Haplotypen, enthélt aber nicht mehr die Information, welche der Basen an den heterozygoten
Positionen auf welchem Chromosom vorliegt. Aus zwei Haplotypen kann man den Genotyp
eindeutig schlieBen, aus einem Genotyp aber nicht immer die zugrundeliegenden
Haplotypen. Je mehr heterozygote Positionen vorkommen, desto schwieriger wird es, die
Haplotypen eindeutig zuzuordnen. Das liegt daran, dass es bei n heterozygoten Positionen
2" Haplotypenpaare gibt, die einem Genotyp zugrunde liegen kénnen und es nicht klar ist,
welches Paar nun das korrekte fir diesen Genotyp ist. Ein Beispiel hierzu zeigt Abbildung 1.

ACGTA/GGCTA/CCTG Genotyp
ACGT A GCT A CTG Haplotyp1
ACGT G GCT C CTG G Haplotyp?2
ACGT A GCT C CTG Haplotypi
ACGT G GCT A CTG Haplotyp2

Abbildung 1: Ein Genotyp mit zwei heterozygoten Positionen (fett gedruckt) und den
dazugehérigen moglichen Haplotypen. Einem Genotyp mit zwei heterozygoten Positionen
kdnnen zwei Paare von Haplotypen zugrunde liegen.

Wie schon erwahnt, kann die Sequenzierung eines Genotyps im Labor leicht und
kostengunstig durchgefiihrt werden. Die Haplotyp-Information oder Phaseninformation
(welches Merkmal bei heterozygoten SNPs auf welchem Chromosom vorliegt) ist dabei nicht
enthalten. Gerade diese Information ist aber sehr wichtig, da angenommen wird, dass die
Haplotypen eine Rolle in der Bestimmung der Medikamentenvertraglichkeit einer Person
spielen. Zum Beispiel kann anhand einiger Haplotypen ein hdheres Risiko flr einige
Krankheiten angenommen werden. Deshalb ist es wichtig, sich mit bioinformatischen
Methoden zu beschéftigen, die aus Genotyp-Daten zuverldssig Haplotypen berechnen
kénnen. Es gibt dort verschiedene Anséatze, einer davon ist die Perfekte-Phylogenie-

Annahme.



2.2 Perfekte Phylogenie
Haplotypisierung mittels perfekter Phylogenien wurde von Gusfield [Gusfield, 2004]
vorgeschlagen. Zugrunde liegen zwei Annahmen:

e Es gibt Blocke innerhalb des Genoms, in denen keine Rekombination stattfindet.

¢ Die Mutationsfrequenz an einer Basenposition ist sehr gering.
Es wurde festgestellt, dass es in der Vererbungsgeschichte fir Haplotypenblécke keine
Anzeichen fir Crossing-Over-Ereignisse gibt [Daly et al., 2001]. AuBerdem wird die Varianz
in Haplotypblécken nur durch Punktmutationen hervorgerufen und lasst sich somit durch
SNPs beschreiben. Im Genom treten nur sehr wenige Mutationen auf, denn das Genom ist
sehr groB3 und der Zeitraum, in dem die Population an Haplotypen, die betrachtet werden,
entstanden ist, ist sehr kurz. Deshalb kann angenommen werden, dass pro Basenposition
nur eine Mutation innerhalb dieser Zeit der Entwicklung der betrachteten Population auftritt.
Wenn diese beiden Eigenschaften erflllt sind, so lassen sich die Haplotypen zu einem
phylogenetischen Baum zusammenfassen, der eine perfekte Phylogenie ist. Graphisch

dargestellt ist dies in Abbildung 2.

Zugrunde liegende

Genotypen: Haplotypen:
AGCTAG
AGICT) T A G 1 AGTTAG
AGT TAC @ AGTTAG
AGTTAC
TG C (ATA G
TGCAAG
TG C TGG TGCTAG
TGCTGG
TGCTGG
ﬂ 2
Perfekte Phylogenie:
AGCTAG
3 1
AGTTAG TGCTAG
. 2
AGTTAC TGCTGG TGCAAG

Abbildung 2: Darstellung von drei Genotypen mit fiinf zugrunde liegenden unterschiedlichen
Haplotypen, die sich als perfekte Phylogenie anordnen lassen. Die heterozygoten Positionen
sind fett gedruckt. Jeder Pfeil im Kasten der perfekten Phylogenie zeigt eine Punktmutation an.
An den Kanten der Pfeile stehen die Positionen der Sequenz, an denen eine Mutation
stattgefunden hat. In Schritt 1 werden fiir die Genotypen die zugrunde liegenden Haplotypen
berechnet. In Schritt 2 wird die perfekte Phylogenie der Haplotypen dargestelit.



Bei der Haplotypisierung mittels perfekter Phylogenien wird fiir die eingegebenen Genotypen
die Menge an Haplotypen gesucht, die den Genotypen zugrunde liegen und sich als perfekte
Phylogenie anordnen lassen (siehe Abbildung 2, Schritte 1 und 2). Zu beachten ist, dass
dies nicht fir jede Menge an Genotypen mdglich ist. Tritt ein Crossing-Over Ereignis auf, so
gibt es keine perfekte Phylogenie. Genauso verhélt es sich bei mehrfachen Mutationen an
einer Basenposition. Interessant ist es, dass genau dann keine perfekie Phylogenie
gefunden werden kann, wenn die Kombinationen CT, TC, GC, CC in zwei SNPs vorkommen.

Diese Eigenschaft bezeichnet man auch als den Vier-Gameten Test.



3 Beschreibung der Methodik und Definition der KenngréBen

In diesem Abschnitt wird zuerst das Vorgehen beschrieben und anschlieBend werden die
MaBe und KenngréBen definiert, die spater zur Auswertung der Ldsungen verwendet

werden.

3.1 Methodik

Zuerst werden die vier verwendeten Datensatze (ACE, APOE, KLK13 und KLK14) so
vorbereitet, dass eine Binarcodierung mdglich ist. Die Datensatze bestehen alle aus
Haplotyp-Sequenzen und wurden im Labor sequenziert, sind also reale Haplotyp-Daten und
keine berechneten Daten. Beim Einlesen werden aus den Basen der DNS (A, G, C, T)
Nullen und Einsen. Die erste Base, die pro SNP vorkommt, wird auf 0 gesetzt und wenn an
dem SNP die andere Base vorkommt, dann wird diese mit 1 codiert. Dies ist méglich, weil an
einer Position nur zwei verschiedene Basen in den Datensédtzen vorkommen. Bei den
unvollstandigen Datensatzen wurden die SNPs entfernt, die unbekannte Eintrage enthielten.
Die nun binarcodierten Haplotypen werden anschlieBend in Genotypen Ubersetzt. Tritt in
beiden Haplotypen an einem SNP das gleiche Merkmal (0 oder 1) auf, so wird dieser Wert
fir den Genotyp tGbernommen. Treten auf einem Haplotyp 0 und auf dem anderen Haplotyp
dieses Haplotyppaares an der gleichen Position eine 1 auf, so wird in den Genotyp an dieser
Stelle eine 2 geschrieben. Der Wert 2 reprasentiert einen heterozygoten SNP, die Werte 0
und 1 stellen homozygote SNPs dar. Zum Beispiel sehen flr die Haplotypen AGC und ATG
die binarcodierten Haplotypen so aus: 000 und 011. Der dazugehérige Genotyp ist dann 022.
Zusatzlich werden die realen Haplotypen auf perfekte Phylogenien untersucht. Da bei
Verwendung des gesamten Datensatzes keine perfekie Phylogenie auftritt, wurden
aufeinanderfolgende Blécke gesucht, in denen es eine perfekte Phylogenie gibt. Das
Vorgehen dabei sieht so aus:

Es werden alle Individuen betrachtet und es wird nach Bldécken gesucht, wo perfekte
Phylogenie vorkommt. Dies sind alle die Blécke, die nicht die Kombinationen {00, 01, 10, 11}
enthalten. Diese Eigenschaft nennt man die Vier-Gameten-Eigenschaft und sie zerstért die
perfekte Phylogenie. Solange noch perfekte Phylogenie auf dem untersuchten Block
vorhanden ist, wird ein weiterer SNP hinzugenommen und abermals auf perfekte Phylogenie
Oberprift. Treffen die Kriterien nun immer noch zu, so wird wieder ein weiterer SNP
hinzugefigt. Ist nun aber keine perfekte Phylogenie mehr vorhanden, so wird ein neuer
Block begonnen. Am Ende werden die Grenzen zurlickgegeben, damit mit der Vorkenntnis
dieser Grenzen die Berechnung der Haplotypen auf den Genotypen in genau diesen Blocken
arbeiten kann. Damit wird gewahrleistet, dass dort auch wirklich eine perfekte Phylogenie
vorliegt.
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AnschlieBend werden die Haplotypen, die der Annahme der perfekten Phylogenie
entsprechen, berechnet. Der Algorithmus, der dies Ubernimmt, ist im Rahmen des DFG-
Projektes ,Komplexitat von Haplotypisierungsproblemen” implementiert worden und wird in
dieser Arbeit verwendet. Er bekommt als Eingabe die Genotypen und berechnet die
zugrundeliegenden Haplotypen auf der Basis einer perfekten Phylogenie. Die Lésungen, die
der Algorithmus ausgibt, werden dann mit einigen Bewertungsparametern (siche Abschnitt
3.2 KenngréBen) ausgewertet, dazu gehdrt zum Beispiel die Anzahl der Lésungen und ob
einige Haplotypen in allen Lésungen vorkommen.

AbschlieBend werden dann die von dem Algorithmus berechneten Lésungen mit den realen
Haplotypen verglichen. Die Implementierung des Vorgehens wurde mit der
Programmiersprache Java durchgefiihrt. Das Vorgehen wird in Abbildung 3 schematisch
dargestellt.

Reale Haplotypen

Berechnung der Berechnung der
Blocke mit PP Genotypen
Blockgrenzen Genotypen

Berechnung der
Haplotypen

Berechnete
Haplotypen

Vergleich der Lésungen
untereinander

Vergleich der berechneten
mit den realen Haplotypen

i l

MaBe: MaBe:
mittlere LésungsgréBe, Non-Intersection-Fehler,
Anzahl Backbones,.. Phasenfehler

Abbildung 3: Vorgehen bei der Bachelorarbeit. Rechteckige Késten stellen Eingaben bzw.
Ausgaben dar. Ellipsen stellen Funktionen des programmierten Codes dar. Die Abkiirzung PP
steht fir perfekte Phylogenie.
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3.2 KenngroéBen und MaBe

Um die Genauigkeit der von dem Algorithmus berechneten Lésungen zu bestimmen, werden
verschiedene KenngroBen verwendet. Es wird unterschieden in datensatzspezifische MafBe
und blockspezifische MaBe. Untersucht werden die L&ésungen untereinander und
anschlieBend werden die Lésungen mit den realen Haplotypen verglichen.

3.2.1 Datensatzspezifische MaBe

Unter diese Kategorie fallen alle KenngrdBen, die eine Aussage fiir den gesamten Datensatz
liefern. Dazu gehéren die Anzahl der SNPs (gegebenenfalls die Anzahl der SNPs nach
Ldschen der SNPs mit zu vielen unbekannten Eintrdgen), die Anzahl der Individuen, die
Anzahl der Blocke, fir die eine perfekte Phylogenie gefunden werden kann und deren
GroBe, sowie die Anfangspositionen flir einen Block. Ein weiteres MaB ist der Anteil der
heterozygoten SNP-Positionen. Zusatzlich wurde noch der Anteil des langsten Blocks an der
Gesamtlange des Datensatzes berechnet, die Anzahl der unterschiedlichen Haplotypen pro
Datensatz und die durchschnittliche Blocklange.

3.2.2 Blockspezifische MaBe

Fir die Blocke, in denen es eine perfekte Phylogenie gibt, werden einige MaBe betrachtet.
Dazu gehéren die Anzahl der Lésungen, die es fir diesen Block gibt und der prozentuale
Anteil der heterozygoten Positionen. Ein weiteres MaB ist die mittlere LosungsgréBe, die
betrachtet wird, wenn der Algorithmus mehr als eine Lésung liefert. Die L&sungsgroBe
entspricht der Anzahl an unterschiedlichen Haplotypen, die der Algorithmus benétigt, um fir
die eingegebenen Genotypen Haplotypen zu berechnen. Hier wird Ober alle Lésungen
summiert und anschlieBend durch die Anzahl der Lésungen geteilt.

Backbone-Haplotypen

Fir die Lésungen, die der Algorithmus fiir die eingegebenen Genotypen findet, werden wie
auch bei einer anderen Veroffentlichung [Climer et al., 2009] die Backbone-Haplotypen und
deren Anzahl bestimmt. Backbone-Haplotypen sind Haplotypen, die in jeder der Ldsungen
vorkommen, bilden also die Schnittmenge der Lésungen (siehe Abbildung 4). Je groBer die
Anzahl der Backbones ist, desto mehr Haplotypen kommen in allen Lésungen vor, desto

ahnlicher sind sich also die Lésungen.
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Haplotypen

Losung 1 \
| P
\\,f 7 e
A S /
/ ! . .‘(/. Q\‘ ,/ -
m (\ m e Losung 2
. — kY z\t_ __,_/‘/i\
// .\‘\\ u \"\\:\

Backbone- " Lésung 3
Haplotypen

Abbildung 4: Darstellung der Backbone-Haplotypen fiir drei L6sungen. Die kleinen Quadrate
stellen Haplotypen dar. Losung 1 beinhaltet 4 Haplotypen, Lésung 2 enthélt ebenfalls 4
Haplotypen und Lésung 3 enthdlt 5 Haplotypen. Lésung 1 und Lésung 2 haben zwei
gemeinsame Haplotypen, Lésung 2 und Lésung 3 haben drei gemeinsame Haplotypen. Alle
drei Losungen zusammen haben zwei gemeinsame Haplotypen. Dies sind die Backbone-
Haplotypen (dunkle Flache).

Non-Intersection-Fehler

Der Non-Intersection-Fehler wird wie auch bei einer anderen Veréffentlichung [Climer et al.,
2009] fir jedes Paar von realen Daten mit berechneter Lésung gebildet. Er nimmt genau
dann den Wert 0 an, wenn die beiden Mengen identisch sind. Je gréBer der Non-
Intersection-Fehler wird, desto unterschiedlicher sind die beiden untersuchten Mengen.
Maximal kann der Wert 1 betragen, dies bedeutet zwei komplett disjunkte Lésungen. Ein
Beispiel hierflir zeigt Abbildung 5, Teil 2.

- \\ | / [ \
| \ /
Losung A Losung B Losung A Ldsung B

Abbildung 5: Graphische Veranschaulichung des Non-Intersection-Fehlers mit zwei L6sungen
A und B. Die Quadrate stellen Haplotypen dar. Teil 1 des Bildes zeigt zwei Lésungen, die
uberlappen, also gemeinsame Haplotypen aufweisen, Teil 2 stellt zwei L6sungen A und B dar,

die komplett unterschiedlich sind. Der Non-Intersection-Fehler nimmt bei Teil 1 den Wert % an,

in Teil 2 betragt er 1.
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Formal wird der Non-Intersection- Fehler so berechnet:

[ANE] | B'ﬁl]

NonlnErr = max{ Al 3

Aus der Menge A werden alle die Haplotypen entfernt, die auch in B enthalten sind. So erhalt
man A\B. Den Wert B\A erhalt man, indem man aus der Menge B alle Haplotypen entfernt,
die in A sind. Liegen zum Beispiel in A drei verschiedene Haplotypen 010, 110 und 111 und
in B zwei verschiedene Haplotypen 000 und 111, so besitzt A\B die GroBe 2, weil der

Haplotyp 111 in beiden vorkommt. B\A enthalt nur noch den Haplotyp 000, hat also die

[BYWA

GréBe 1. Der Wert % ist in diesem Beispiel%, TEl

. 1 .
nimmt den Wert - an. Das Maximum

dieser beiden Zahlen ist der Wert — also ist der Non-Intersection-Fehler bei diesem Beispiel

(75 ]

= 0,667. Dies bedeutet, dass die beiden L&sungen relativ unterschiedlich sind.

Veranschaulicht ist dieses Beispiel in Abbildung 5, Teil 1.

Phasenfehler

Fir jedes Paar an realen Daten und berechneter Lésung wird fir jedes Genotyp-Paar der
Phasenfehler bestimmt. Er sagt aus, wie unterschiedlich ein Haplotyp-Paar gel6ést wurde. Es
werden pro Haplotyp nur die heterozygoten SNPs betrachtet und dann fiir einen Genotyp die
Haplotypen verglichen. Die Betrachtung kann man deshalb auf die heterozygoten SNPs
beschranken, weil es an den homozygoten Positionen keine anderen Mdglichkeiten gibt, den
Haplotyp zu berechnen. Der erste Haplotyp des ersten Haplotyppaares wird mit den beiden
Haplotypen des zweiten Haplotyppaares verglichen und der Haplotyp, der mit dem gleichen
Wert (im Beispiel in Abbildung 6 der Wert 0) anfangt, wird zum Vergleichen benutzt. Dann
wird gezahlt, an wie vielen Positionen sich die beiden Haplotypen unterscheiden. Dieser
Wert wird fir alle Genotypen pro Lésungspaar aufaddiert und anschlieBend wird diese
Summe durch die Anzahl der heterozygoten Positionen abzlglich jeweils 1 fiir jeden
Genotyp, der heterozygote Eintrage enthalt. Der Phasenfehler nimmt einen Wert zwischen 0
und 1 an. Der Wert 0 bedeutet, dass alle heterozygoten Positionen korrekt gelést worden
sind, der Wert 1 hingegen sagt aus, dass alle heterozygoten Positionen falsch gelést worden
sind. Je kleiner der Wert hierbei ist, desto besser stimmen also die berechneten Haplotypen
mit den realen Haplotypen Uberein. Abbildung 6 veranschaulicht diesen Vorgang flr ein
Losungspaar. Interessant sind bei der Auswertung sowohl der durchschnittliche
Phasenfehler als auch der maximale Phasenfehler. Der maximale Phasenfehler ist wichtig,
weil er angibt, wie schlecht die Losung maximal sein kann, wenn man auf Genotypen
arbeitet und die Haplotypen nicht kennt. Zu diesem Zeitpunkt sind ja die korrekten
Haplotypen unbekannt.
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Genotypen:

Haplotypenpaare:

Vergleich:
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Abbildung 6: Veranschaulichung der Berechnung des Phasenfehlers. Zuerst werden aus den

Genotypen die Positionen genommen, die heterozygot sind (in der Abbildung sind diese

Positionen unterstrichen). Dann werden die paarweisen Haplotypenpaare betrachtet, fett

gedruckt sind diejenigen Haplotypen, die fiir den Vergleich verwendet werden. Beim Vergleich

werden die Positionen gezihlt (durch senkrechte Striche angedeutet), die sich unterscheiden.

In diesem Beispiel werden 14 Unterschiede gezahlt (8 aus dem ersten Paar, 3 aus dem zweiten

Paar und 3 aus dem letzten Paar). Geteilt wird nun durch die Summe der Anzahl der

heterozygoten Positionen (12+9+6) abzlglich 3, weil jeweils die erste Position eines Paares

identisch ist. Somit ist der durchschnittliche Phasenfehler mit einem Wert von 14/24 = 0,583

recht hoch, das heiBt mehr als jede zweite heterozygote Position wurde falsch berechnet.
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4 Die Datensatze und die berechneten Ergebnisse

Alle vier verwendeten Datensatze wurden aus Veroffentlichungen entnommen. Fir einen
Uberblick tber die Datensatze sorgt Tabelle 1. Zwei der Datensatze enthalten zum Teil
fehlende Eintrage, das heiBt, dort fehlt Information Uber die tatsachliche Basensequenz. Dies
kann durch Fehler bei der Sequenzierung der DNS-Sequenz erfolgt sein. Bei der Arbeit mit
den zwei unvollstdndigen Datensatzen wurde die SNPs entfernt, die unbekannte Eintrége
aufweisen, denn dort ware die Aussagekraft nicht groB. Nach dem Ldschen enthielten die
Datensédtze also keine unbekannten Eintrdge mehr. Alle Datensatze bestehen aus
Sequenzen von realen Haplotypen, sie wurden im Labor sequenziert. In den né&chsten
Abschnitten werden die Ergebnisse der KenngréBen fir jeden Datensatz einzeln dargestellt
und diskutiert.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Datensitze des Apolipoprotein E-Gens (APOE),
Angiotensin Converting Enzyme- Gens (ACE) und der Kallikrein-Gene (KLK13 und KLK14).

APOE ACE KLK13 KLK14
Quelle [Orzack et al., [Rieder et al., [Andrés et al., [Andrés et al.,
2003] 1999] 2007] 2007]
Anzahl 80 11 39 39
Genotypen
Anzahl 9 52 190 156
SNPs
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4.1 Apolipoprotein E-Gen

Allgemeines
Dieser Datensatz enthalt 80 Individuen und 52 SNPs. Die Sequenz-Daten wurden von

Orzack et al. [Orzack et al., 2003] erhoben. Dort wurden 80 Individuen untersucht, die alle
nicht miteinander verwandt sind und aus unterschiedlichen geographischen Zonen stammen.
Die Sequenz wurde durch den ABI 377 DNASequencer ermittelt, die Haplotypen wurden mit
allelspezifischer PCR bestimmt. Die Anzahl der SNPs ist im Vergleich zu den anderen
verwendeten Datenséatzen sehr gering, der Anteil der heterozygoten SNPs liegt im Mittelfeld.
Er liegt zwischen den Kallikrein-Datensétzen mit einem Anteil von ca. 20% und dem
Angiotensin-Converting-Enzyme-Datensatz mit ca. 34%. Die Anzahl der unterschiedlichen
Haplotypen fir den gesamten Datensatz ist geringer als bei den Kallikrein-Datensatzen, aber
groBer als beim Angiotensin-Converting-Enzyme-Datensatz. Der Anteil des gréBten Blocks
an der Gesamtlange ist mit ca. 67% am groBten, die durchschnittliche Blocklange mit 3
SNPs eher gering.

Tabelle 2: Ubersicht iiber den Datensatz des Apolipoprotein E-Gens mit den
datensatzspezifischen MaBen

Quelle [Orzack et al., 2003]

Anzahl Genotypen 80

Anzahl SNPs 9

Anzahl SNPs nach Léschen 9

Anteil heterozygote SNPs in % 21,4

Anzahl Blocke mit PP 3

GroBter Block mit PP 6

Anzahl unterschiedlicher Haplotypen 17

@ Blocklange 3

Anteil des langsten Blocks an der 67
Gesamtlange in %

Biologische Relevanz

Das Apolipoprotein E ist ein wichtiges Apolipoprotein der Darmschleimhaut und hat die
Aufgabe, triglyceridreiche Lipoproteinbestandteile zu verstoffwechseln. Es besteht aus 299
Aminosauren und transportiert Cholesterin, Triglyceride und fettlésliche Vitamine zuerst in
die Lymphbahn und anschlieBend ins Blut. Das zugehdrige Gen APOE befindet sich auf
Chromosom 19. Mutationen in diesem Gen kdnnen zu familidr-bedingten, also erblichen
Krankheiten flihren, wie erhdhte Triglycerid- oder Cholesterinspiegel im Blut. Die bisher
entdeckten Polymorphismen des Gens haben Einfluss auf die Krankheiten
Hypolipoproteinamie Typ Il (Polymorphismus e-2) [Wikipedia, 2009] und der
Polymorphismus e-4 wird mit einem hdheren Risiko fir Artheriosklerose sowie Alzheimer in

Verbindung gebracht [Schmidt, 2004].
17




Ergebnisse
Fir diesen Datensatz mit 80 Individuen und 9 SNPs lassen sich drei Blocke

unterschiedlicher Lange mit perfekter Phylogenie finden. Die durchschnittliche Blocklange
betragt 3 SNPs. Der langste Block ist 6 SNPs gro und macht 67% an der Gesamtanzahl
der SNPs aus. Fir jeden Block findet der Algorithmus nur eine Lésung, die mit den realen
Daten (bereinstimmt. Daher haben Non-Intersection-Fehler und Phasenfehler den Wert 0.
Auffallig ist, dass die Lésungen fiir den gesamten Datensatz eindeutig sind, auch bei dem flr
diesen Datensatz groBen Abschnitt mit 6 SNPs. Es gibt fiir jeden Block nur eine Lésung, die
dann auch den realen Haplotyp-Daten entspricht. Dies lasst sich durch die groBe Anzahl an
Individuen erklaren. Eine Ubersicht tiber die erhobenen Daten befindet sich in Abbildung 7.

Blocklange 2 1 6

% heterozygot 23,8 525 15,4
# Ldsungen 1 1 1
@ LosungsgroBe 3 2 7
# Backbones 3 2 7

@ NonInErr 0 0 0
@ Phasenfehler 0 0 0
Max Phasenfehler 0 0 0

Abbildung 7: Darstellung der Ergebnisse von APOE. Der dicke Balken steht fiir die Sequenz,
dariiber sind die Blockldngen eingetragen. Jeweils unterhalb der Blécke stehen die
berechneten Werte fiir den jeweiligen Block. Anteil der heterozygoten Positionen an der
Gesamtanzahl der Positionen (% heterozygot) in %, Anzahl der Losungen (# Losungen), die
mittlere L6sungsgroBe (@ LosungsgroBe), die Anzahl der Backbones (# Backbones) und beim
Vergleich der Lé6sungen mit den realen Daten der Non-Intersection-Fehler (3 NoninErr), der
Phasenfehler (J Phasenfehler) und der gré6Bte Phasenfehler (Max Phasenfehler).
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4.2 Angiotensin Converting Enzyme-Gen

Allgemeines
Der Datensatz besteht aus 11 Individuen mit jeweils 52 SNPs, die von 5 Individuen

afroamerikanischer Herkunft und 6 Individuen europaisch-amerikanischer Herkunft stammen.
Die Sequenz wurde mittels allelspezifischer PCR ermittelt. Im Datensatz des ACE-Gens
wurde das Alu-Indel in X (Alu-Insertion vorhanden) und Y (Insertion nicht vorhanden) codiert.
Zwei weitere Teile des Datensatzes sind unterschiedlich haufige Wiederholungen von G und
CT und kamen ebenfalls nur in zwei Zustanden vor. Auch hier wurde mit X (eine Form) und
Y (zweite Form) codiert. Dadurch wurde wie in den anderen Datensatzen eine binéare

Codierung mit 0 und 1 méglich.

Dieser Datensatz hat mit 11 Individuen die geringste Anzahl an Individuen. Der Anteil der
heterozygoten SNPs ist mit 34% am gréBten. Auch kommt in diesem Datensatz der gréBte
Block vor, der aber nur einen Anteil von 38% an der Gesamtlange hat. Die durchschnittliche
Blocklange ist hier mit 6,5 SNPs am gréBten, die Anzahl der unterschiedlichen Haplotypen

im gesamten Datensatz am geringsten.

Tabelle 3: Ubersicht iiber den Datensatz ACE mit den datensatzspezifischen MaBen

Quelle [Rieder et al., 1999]
Anzahl Genotypen 11
Anzahl SNPs 52
Anzahl SNPs nach Léschen 52
Anteil heterozygote SNPs in % 34
Anzahl Blocke mit PP 8
GroBter Block mit PP 20
Anzahl unterschiedlicher 14
Haplotypen

@ Blocklange 6,5

Anteil des langsten Blocks an
der Gesamtlénge in % 38

Biologische Relevanz
Das Angiotensin konvertierende Enzym ist ein Enzym, das eine wichtige Rolle bei der
Regelung des Wasser-Elektrolythaushaltes und der Aufrechterhaltung des Blutdrucks spielt.
Es wirkt dabei sowohl auf das Renin-Angiotensin-System wie auch auf das Kinin-Kininogen-
System ein. Das Glykoprotein, das als Peptidase wirkt, katalysiert die Umwandlung von
Angiotensin | in Angiotensin Il durch die Abspaltung der zwei C-terminalen Aminosauren.
Angiotensin 1l wirkt gefaBverengend (vasokonstriktorisch) und fihrt so indirekt zu einem
erhoéhten Blutdruck. Die zweite Funktion des Enzyms wird bei der Abspaltung von zwei C-
terminalen Aminosauren des Hormons Bradykinin benétigt. Auch dieser Weg flhrt zu einer
Erhéhung des Blutdruckes [Silbernagl, 2005].
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Fir das Angiotensin-Converting-Enzyme kodiert das Gen DCP1, welches auf dem
Chromosom 17 liegt. Es enthélt ein 287-kb-Indel (Insertion/Deletion: es ist entweder
vorhanden oder nicht), das sogenannte ,Alu“-Indel in Intron 16. Dies wird von einigen
Forschern als Merkmal fur eine héhere Empfindlichkeit fir kardiovaskuldre Erkrankungen
benannt [Rigat et al., 1990], [Mayer und Schunkert, 2000], [Soubrier et al., 1994]. AuBerdem
wird teilweise angenommen, dass das Auftreten dieses Indels mit dem Risiko flr Alzheimer
assoziiert ist [Arregui et al., 2006], andere Studien bestatigen dies allerdings nicht [Zhang et
al., 2005).
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Ergebnisse

Dieser Datensatz weist acht Blocke unterschiedlicher GréBe mit perfekter Phylogenie auf. Im
langsten Block mit 20 SNPs gibt es auch die meisten Lésungen fir diesen Datensatz, es
sind aber nur zwei Lésungen. Sechs der acht Blécke lassen sich vom Algorithmus eindeutig
I6sen, er findet selbst fir den Block mit 11 SNPs nur eine Lésung und diese ist mit den
realen Haplotyp-Daten identisch (Non-Intersection-Fehler und Phasenfehler sind 0). Nur bei
zwei der acht Blécke gibt der Algorithmus zwei mégliche Lésungen zurlick.

Beim Vergleich der vom Algorithmus berechneten Lésungen und den realen Daten gibt es
einen durchschnittlichen Non-Intersection-Fehler von 0,167 bzw. 0,083 bei den Blécken 2
und 3. Der Wert von 0,083 zeigt, dass die vom Algorithmus berechneten Lésungen sehr nah
an den realen Daten liegen und dass nur sehr wenige Haplotypen der berechneten L&sung
nicht in den realen Daten vorliegen oder andersherum. Die Phasenfehler sind mit 0,143 und
0,048 eher gering, das heiBt, dass nur sehr wenige heterozygote Positionen falsch geldst
wurden. Betrachtet man die Werte des Vergleiches genauer, so stellt man fest, dass es
jeweils eine Lésung gibt, die die realen Daten wiedergibt und eine, die unterschiedlich dazu
ist. Dargestellt ist dies in Tabelle 4.

Uberraschend ist, dass trotz wesentlich weniger Individuen als beim Apolipoprotein E-
Datensatz auch hier bis auf bei zwei Blécken die Lésungen eindeutig sind, obwohl weniger
Individuen die perfekte Phylogenie nicht so genau vorgeben wie viele Individuen.

Tabelle 4: Darstellung der Non-Intersection-Fehlers und des Phasenfehlers der zwei L6sungen
fir die Blocke 2 und 3

Blocknummer 2 3
Lésung 1 Non-Intersection-Fehler 0 0
Phasenfehler 0 0
Lésung 2 Non-Intersection-Fehler 0,333 0,167
Phasenfehler 0,143 0,048

21




ACE
11 4

Blockldnge |« >l >

% heterozygot 20,66 29,55

# Lésungen 1 2

J Lésungs-

groBe 8 5

# Backbones 8 4

Vergleich mit realen Daten

@ NonlInErr 0 0,167
@ Phasen- 0 0,071
fehler
Max Phasen- 0 0,143
feh-l-er 20
Blockldnge |« >

% heterozygot 41,36

# Lésungen 2

& Lésungs-
gréBe

# Backbones 5

6

Vergleich mit realen Daten

@ NonlInErr 0,083

@ Phasen-
fehler

Max Phasen- 0,048
fehler

0,024

Blocklange [«

% heterozygot 36,36 27,27 32,47 40,91 54,55

# Lésungen 1 1 1 1 1

& Lésungs-
groBe

# Backbones 5 2 5 3 2

5 2 5 3 2

Vergleich mit realen Daten

@ NonlInErr 0 0 0 0 0

@ Phasen-

fehler 0 0 0 0 0

Max Phasen- 0 0 0 0 0
fehler

Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse von ACE. Zur Erklarung der verwendeten
Abkiirzungen siehe Abbildungsunterschrift von Abbildung 7.
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4.3 Kallikrein-Gene

Allgemeines

Diese beiden Datensétze enthalten fehlende Eintrage, das heiBt, an einigen Positionen ist
unbekannt, welche Basen an diesen Positionen vorkommen. Zusatzlich gibt es Insertionen
und Deletionen. Um mit diesen Datensatzen arbeiten zu kénnen, wurden die darin
enthaltenen ,+“ und ,-“ geldscht. Diese stehen fiir Insertionen und Deletionen, stellen also
keine biallelischen SNPs dar und werden nicht weiter mit betrachtet. Zuséatzlich wurden die
SNPs, die unbekannte Eintrdge enthalten, geldéscht, da diese nicht genug Informationen
enthalten. Beide Datensatze wurden von 39 Individuen (20 afroamerikanische und 19
européisch-amerikanische) durch die Erstellung von Hybrid-Zelllinien gewonnen [Andrés et
al., 2007]. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber die beiden Datensétze. Die Anzahl der SNPs ist
hier am groéBten, auch nach dem Ldschen der unbekannten Eintrdge. Die Anzahl der
unterschiedlichen Haplotypen ist ebenfalls hier am gréBten. Mit 20% heterozygoten SNPs
haben diese Datensatze den geringsten Anteil an heterozygoten Eintragen. Die langsten
Blécke haben hier nur einen Anteil von 11% bzw. 12% an der Gesamtlange. Die
durchschnittliche Blocklange ist bei im KLK13-Datensatz mit 5,7 SNPs gr6Ber als im KLK14-
Datensatz, der nur eine durchschnittliche Blocklange von 3,8 SNPs aufweisen kann.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Datensitze KLK13 und KLK14 mit den datensatzspezifischen
MaBen

KLK13 KLK14
Quelle [Andrés et al., 2007] [Andrés et al., 2007]
Anzahl Genotypen 39 39
Anzahl SNPs 190 156
Anzahl SNPs nach Léschen 108 73
Anteil heterozygote 20 20
SNPs in %
Anzahl Blocke mit PP 19 19
GroBter Block mit PP 12 9
Anzahl unterschiedlicher 70 59
Haplotypen
@ Blocklange 5,7 3,8
Anteil des langsten Blocks an 0,11 0,12
der Gesamtlange
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Biologische Relevanz

Kallikrein ist eine Serinprotease, das hei}t es enthélt Serin in seinem aktiven Zentrum und
kann Proteine spalten. Es Uberflhrt inaktive Vorlaufer der Gewebshormone (Kininogene) in
ihre aktive Form (Kinine). Das System aus Kallikrein und Kininogenen arbeitet ahnlich wie
das Renin-Angiotensin-System (siehe biologische Relevanz von Angiotensin Converting
Enzyme) und hat eine Funktion in der Blutdruckregulation und der Elektrolyt- und
Wasserhomdostase [Wikipedia, 2008]. Die untersuchten Gene KLK13 und KLK14 liegen
zusammen mit dreizehn anderen KLK-Genen auf Chromosom 19 in einem Cluster vor. Die
Expression von KLK13 wird von Steroiden reguliert und das Gen wird als mdglicher Marker
fir Brustkrebs in Betracht gezogen. Die Kallikreine werden immer haufiger als Marker flr
Tumorentstehung und als andere Biomarker fir Krankheiten in Betracht gezogen [NCBI
Entrez Gene, 2009].

Ergebnisse
Der Datensatz des KLK13-Gens enthélt 19 Blécke mit perfekter Phylogenie. Die GroBe der

Blécke variiert stark, es kommen viele kleine Blécke mit einer Lange von 1 und 2 SNPs aber
auch ein Block mit 12 SNPs (11% der Gesamtlange), einer mit 11 SNPs und drei mit einer
Lange von 10 SNPs vor. Diese gréBeren Blécke haben einen Anteil von 49% an der
Gesamtanzahl der SNPs in diesem Datensatz. Die mittlere Blocklange betragt 5,7 SNPs. Es
gibt Bereiche, in denen gehauft kleine Blocke mit einer Lange von 1, 2 oder 3 SNPs
vorkommen, dann wieder Bereiche in denen gréBere Bldocke auftreten. Man sieht die
Tendenz, dass mit zunehmender Blocklange die Anzahl der Ldsungen gréBer wird. Bis zu
einer Blocklange von 3 SNPs gibt es hier nur eine Ldsung, bei einer Lange von 10 SNPs
variiert die Anzahl der Lésungen von 8 Uber 32 bis 64 Losungen. Dies muss dazu noch von
anderen Faktoren abhangen, als der Art, wie die heterozygoten Positionen innerhalb des
Blockes verteilt sind. Denn der Anteil der drei 10er Bldcke ist mit 10,5%, 10,8% und 11,3%
sehr ahnlich und trotzdem gibt es einen groBen Unterschied in der Anzahl der Lésungen. Ein
Uberblick Gber die berechneten MaBe ist in Abbildung 11 dargestellt. In diesem Datensatz
kommen mehrere Blécke vor, die viele Losungen aufweisen, zum Beispiel Block 9 mit 16
Lésungen, Block 11 mit 64 Lésungen und Block 13 mit 32 Lésungen. Bei diesen vielen
Ldsungen ist die Verschiedenheit der einzelnen Ldsungen interessant. Hierzu wurde far
Block 11 ein Histogramm erstellt, das in Abbildung 9 zu finden ist. Es zeigt, dass der Non-
Intersection-Fehler stark variiert, aber nicht gréBer als 0,6 wird. AuBerdem ist festzustellen,
dass es mehr LOsungen gibt, die einen groBen Non-Intersection-Fehler haben, als
Ldsungen, die mit den realen Haplotypen besser libereinstimmen. Die meisten Werte fir den
Non-Intersection-Fehler liegen zwischen 0,4 und 0,5, dies bedeutet, dass 40% bis 50% der

24



Haplotypen der berechneten Lésung nicht mit den Haplotypen der realen Ldsung

Ubereinstimmen.

Verteilung der Non-Intersection-Fehler fur
Block 11 von KLK13
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0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0.6 und

groter

Abbildung 9: Histogramm fiir den Non-Intersection-Fehler fiir Block 11 von KLK13 mit 64
Lésungen. Auf der x-Achse sind die Intervalle in Schritten einer Gr6Be von 0,1 aufgetragen, auf
der y-Achse ist die Haufigkeit der Werte in diesem Bereich eingetragen. In der Spalte mit dem
Wert 0,2 sind alle die Werte zusammengefasst, die gr6Ber als 0,1 aber kleiner oder gleich 0,2
sind.

Betrachtet man das gleiche nun fir den Phasenfehler, so stellt sich dort ein etwas anderes
Bild dar. Das Histogramm dazu befindet sich in Abbildung 10. Hier gibt es wenig sehr groBe
Fehler, die groBer als 0,5 sind. Aber schon ein Phasenfehler von 0,3 bedeutet, dass im
Schnitt fast 30% der heterozygoten Positionen falsch gelést worden sind. Es gibt jedoch hier
immerhin 5 von 64 Ldsungen, die nur einen Phasenfehler von maximal 0,1 aufweisen. Diese

Ldsungen sind also den realen Daten am ahnlichsten.

Verteilung des Phasenfehlers flir Block 11
von KLK13
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Abbildung 10: Histogramm fiir den Phasenfehler fiir Block 11 von KLK13 mit 64 Lésungen. Auf
der x-Achse sind Intervalle der GréBe 0,1 eingetragen, auf der y-Achse die Haufigkeit mit der
die Phasenfehler in diesem Bereich auftraten. In der Spalte mit dem Wert 0,2 sind alle die Werte
zusammengefasst, die groBer als 0,1 aber kleiner oder gleich 0,2 sind.
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KLK13

Blocklange Aéﬁiﬁ—lﬂ:—‘;ﬂ;ﬂéﬂ

% heterozygot | 19,2 24,8 32,1 61,5 43,6 13,5 21,9 20,5
# LOésungen 1 1 1 11 2 8 4
@Losungs- | 53 4 3 22 8 9 6,5

groBe
# Backbones | 3 4 3 22 7 6 4

Vergleich mit realen Daten

@ NonInErr | o 0 0 0 O 0,063 0,167 0,220
@ Phasen- 0 0 0O 0 O 0,045 0,031 0,042
fehler
Max Phasen-| 0 0o 0 o 0,091 0,061 0,083
fehler
Blocklange 4—%4—%4—%4—%
[ ‘ ‘ ‘ EEE
% heterozygot 17,5 1.3 10.8 15,4
# Losungen 16 8 64 1
& Loésungs-
aroBe 10,5 11,375 10,875 5
# Backbones 7 9 6 5

Vergleich mit realen Daten

@ NonInErr 0,211 0,197 0,367 0
@ Phasen- 0,035 0,167 0,211 0
fehler
Max Phasen-| 0,070 0,278 0,421 0
fehler
10 2 11 2 12 11 2
Blockldnge [« e e e e
=TT I T I I I |
% heterozygot 10,5 21,8 17,9 28,2 30,1 28,2 24,5 35,9
# Losungen 32 11 1 1 4 4 1
@ Losungs- 10,25 3 2 2 3 8 7 3
groBe
# Backbones 7 3 2 2 3 6 5 —

@ NonInErr 0,282 0 0 O 0 0,125 0,143 0

@ Phasen- 0,206 0 0 0 0 0,010 0,013 0
fehler

Max Phasen- 0,412 0 0 0 © 0,020 0,026 0
fehler

Abbildung 11: Darstellung der Ergebnisse von KLK13. Fiir die Erklarung der Abklrzungen
siehe Abbildung 7.

Fir den Datensatz KLK14, dessen Ergebnisse in Abbildung 14 dargestellt sind, wurden 19
Blocke unterschiedlicher Lange gefunden. Der langste Block ist nur 9 SNPs lang, dies
entspricht einem Anteil von 12% an der Gesamtlange des Datensatzes. Wie in Abbildung 14
zu sehen ist, gibt es hier zwei Blécke, bei denen der maximale Phasenfehler bei 1 liegt, bei

Block 8 mit einer Lange von 2 SNPs wie auch bei Block 16 mit einer Lange von 5 SNPs.
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Bei diesen Blécken wurden mit einer von 2 bzw. 8 Lésungen alle heterozygoten Positionen
komplett falsch geldst. In Block 16 ist auch der durchschnittliche Non-Intersection-Fehler
sehr groB. Betrachtet man hier auch die Verteilung der Werte des Non-Intersection-Fehlers
wie schon beim Datensatz KLK13 in Block 11, so sind hier Spriinge zu beobachten. Auffallig
ist, dass auch hier die meisten (4 von 8) Werte im gréBten Bereich von 0,6 bis 0,7 liegen, die
meisten Ldsungen also stark abweichen. Dargestellt ist dies in Abbildung 12.

Verteilung des Non-Intersection-Fehlers bei
Block 16 von KLK14

o N B3

.| [ | . I m Hiufigkeit

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0.7 und
groler

Abbildung 12: Histogramm fiir den Non-Intersection-Fehler fiir Block 16 von KLK14 mit 8
Lésungen. Auf der x-Achse sind die Intervalle in Schritten einer Gr6Be von 0,1 aufgetragen, auf
der y-Achse ist die Haufigkeit der Werte in diesem Bereich eingetragen.

Betrachtet man nun den Phasenfehler fir diesen Block, so sieht man, dass auch diese Werte
weit verteilt sind. Ein Viertel der Losungen hat einen geringen Phasenfehler, aber ein Viertel
der Lésungen hat auch einen sehr groBen Phasenfehler mit einem Wert von fast 1, das heif3t
fast alle bis alle heterozygoten Positionen wurden hier falsch geldst. Gezeigt wird dies in
Abbildung 13. Bei 6 von 8 Ldsungen wurden hier mindestens 50% der heterozygoten
Positionen falsch berechnet.

Verteilung des Phasenfehlers bei Block 16 von

KLK14
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Abbildung 13: Histogramm fiir den Phasenfehler fiir Block 11 von KLK13 mit 64 Lésungen. Auf
der x-Achse sind Intervalle der GréBe 0,1 eingetragen, auf der y-Achse die Haufigkeit mit der

die Phasenfehler in diesem Bereich auftraten.
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KLK14

Blocklange |4 4 >l 2 > 5 > 2 >l ! >l ! >
% heterozygot 19,23 19,23 11,54 32,05 43,59 26,74
# LOosungen 1 1 4 1 1 4
@ Lbsungs- 5 3 g 3 ) ;
groBe
# Backbones 5 3 6 3 2 5
Vergleich mit realen Daten
@ NonInErr 0 0 0,156 0 0 0,143
@ Phasen- 0 0 0,075 0 0 0,021
fehler
Max Phasen- 0 0 0.150 0 0 0,043
fehler
Blocklange ‘1;‘2;‘ 4 >l 3 ;Al;‘ 4 >l 7 >l 6 >
% heterozygot|35,90 25,64 25,00 15,34 41,03 16,67 18,68 20,51
# Losungen 1 2 1 1 1 2 4 2
@ Losungs-
gréBe 2 3 4 4 2 5 7,5 7
# Backbones | 2 2 4 4 2 5 4 5

Vergleich mit realen Daten

@ NonlnErr | 0 0,167 0 0 0 0,100
@ Phasen-| 5 0 0 0 0,125 0,038 0,018
fehler

Max Phasen- 0 1.000 0 0 0 0,250 0,077 0,036
fehler

0,192 0,071

A
w
W
O
w

Blocklange

>
---

A
A

A

% heterozygot 18,80 13,33 16,24 18,80 5,13

# Losungen 1 8

@ Losungs-
aroBe 4 5.5 8 4 2

# Backbones 4 2

Vergleich mit realen Daten

@ NonlnErr 0 0,458

@ Phasen- 0 0,500 0,044 0,250
fehler

0,188 0,125 0

Max Phasen-
fehler 0 1,000 0,088 0,500 0

Abbildung 14: Darstellung der Ergebnisse von KLK14. Fiir die Erlduterungen der Abkiirzungen
siehe Abbildung 7.

Bei diesem Datensatz sind die Blécke sehr klein, im Durchschnitt nur 3,8 SNPs lang, das

heiBt, der Datensatz ist sehr zerteilt. Weil die Bldcke so klein sind, gibt es auch nur wenige
Ldsungen fr einen Block.
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5 Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden fUr die vier verwendeten Datenséatze aufeinanderfolgende
Blécke an SNPs berechnet, fir die es fir die Haplotypen der realen Daten eine perfektie
Phylogenie gibt. Mit der Kenntnis dieser Blécke wurden fiir die aus den Haplotyp-Daten
berechneten Genotypen die mdglichen zugrunde liegenden Haplotypen berechnet. Fir diese
berechneten Lésungen wurden die in Kapitel 3.2 definierten MaBe berechnet. Dabei wurden
fur die unterschiedlichen Datensatze verschiedene Beobachtungen gemacht. So scheint die
Anzahl der Individuen im Fall des Datensatzes des Apolipoprotein E-Gen die Eindeutigkeit
der Lésung zu férdern. Bei Datensatzen mit weniger Individuen ist die Lange des Blockes flr
die LésungsgrdBe anscheinend entscheidend, denn es lasst sich bis auf die Ausnahme
eines 20 SNPs langen Blocks beim Datensatz des Angiotensin-Converting-Enzyme-Gens
eine wachsende Tendenz der Anzahl der Lésungen in Korrelation zur BlockgréBe feststellen.

Der Anteil der heterozygoten SNPs am gesamten Datensatz scheint keine groBe Auswirkung
auf die Anzahl der Lésungen zu haben und auch nicht auf die Genauigkeit der Lésungen,
denn diese Werte schwanken sehr stark und eine Korrelation lasst sich nicht erkennen. Dies
misste aber noch genauer untersucht werden, um einen mdglichen Zusammenhang
aufzudecken, denn tendenziell sollten mehr heterozygote SNPs in einer Population die
Schwierigkeit erhdéhen, die zugrunde liegenden Haplotypen fir die Genotypen zu bestimmen.
Bei dem Datensatz KLK13 ist dies zumindest nicht der Fall. Dieser Datensatz hat mit einem
Wert von ca. 20% fir den gesamten Datensatz den niedrigsten Anteil an heterozygoten
Positionen, weist aber selbst in Blécken, wo der Anteil bei ca. 11% liegt, eine groBe Anzahl
an Lésungen auf.

Desweiteren ist festzustellen, dass bei einer groBen Anzahl von L&sungen die Anzahl der
Backbones im Vergleich zu der mittleren LésungsgrdoBe geringer ist. Dies zeigt, dass die
zugrunde liegenden Haplotypen, die fir die Genotypen bestimmt wurden, nicht in jeder
Ldsung identisch sind und auch deren Anzahl nicht. Denn auch die LésungsgréBen variieren
bei einer groBen Anzahl von Lésungen stérker als bei einer kleinen Anzahl von Lésungen.

Die Genauigkeit der Haplotypisierung aufgrund der Perfekte-Phylogenie-Annahme lasst sich
nicht allgemein quantitativ auswerten. Grundsatzlich lassen sich fir kleine Blécke bis zu
einer Lange von 4 SNPs die korrekten zugrundeliegenden Haplotypen fiir die Genotypen
eindeutig bestimmen, aber auch schon bei einer GréBe von 2 SNPs kann es Ausnahmen
geben, wie beim Block 8 des Datensatzes KLK14 mit zwei Lésungen fiir eine Blocklange von
zwei SNPs.
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Bei groBen Blocken schwankt die Genauigkeit der Haplotypisierung sehr. Es gibt Blocke, in
denen liegt der maximale Phasenfehler nur bei 0,02 wie bei Block 7 des Datensatzes KLK13,
bei anderen Blécken ahnlicher GrdBe liegt der maximale Phasenfehler aber bei 0,206 (Block
13 von KLK13), also um Faktor 10 héher, obwohl die Lange der beiden Blécke sich nur um
einen SNP unterscheidet. Hier miissen also noch andere Faktoren eine Rolle spielen.

Fir eine Verallgemeinerung der Aussagen mussten noch genauere Auswertungen gemacht
werden und es ware sinnvoll, diese Daten vergleichbar zu machen, denn aufgrund der
unterschiedlichen BlockgréBe ist ein Vergleich nicht immer sinnvoll. AuBerdem ware es
interessant, welche Werte sich &ndern wirden, wenn bei den Kallikrein-Datensatzen die
unbekannten Eintrdge mit betrachtet wiirden. Dies konnte aufgrund des eingeschrankten
Zeitrahmens der Bachelorarbeit nicht geleistet werden.
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