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Blitzlicht DNA-Sequenzierung

Next Generation-

Bioinformatik

Dr. Kerstin A. Stangier, Dr. Yadhu Kumar, GATC Biotech AG, Konstanz

Heute ist es keine Herausforderung mehr, mit Sequenziergeraten der neuesten Generation —soge-
nannten Next Generation-Sequenzern—Sequenzrohdaten im Gigabasen-Bereich in wenigen Tagen
zu generieren. In den letzten Jahren ist die Leistungsfahigkeit dieser Gerate regelrecht explodiert.
Wahrend ein klassisches, auf der Sanger-Technologie basierendes System im Durchschnitt taglich
eine Megabase produziert, schafft ein Next Gen-Sequenzer mindestens 400 Megabasen pro Tag.
Die Geratehersteller entwickeln kontinuierlich neue Reagenzien, mit deren Hilfe die Leseweite
erhoht und somit die Leistungsfahigkeit der Gerate weiter gesteigert wird.

Die Leselange macht den wesentlichen Unter-
schied zwischen den Technologien hinsichtlich
der bioinformatischen Analyse aus. Sie variiert
zum Beispiel bei den Short-read-Technologien
von 50 bis 100 bp (lllumina Genome Analyzer I,
Applied Biosystems SOLID System), tiber rund
250 bp oder 400 bp (Roche Diagnostics GS FLX)
bis zu1.100 bp der klassischen Sanger-Technolo-
gien (z.B. Applied Biosystems 3730xL).

Aufgabe der Bioinformatik ist es, effiziente
Methoden zur Auswertung dieser gigantischen
Datenmengen und heterogenen Datentypen
anzubieten. Dennoch hinkt die Entwicklung
der Bioinformatik dem rasanten Fortschritt der
Sequenziertechnologien noch hinterher.

Es stellen sich viele Fragen, wie etwa: Welche
verfligbaren Software-Tools kdnnen die Daten-
mengen verarbeiten und analysieren? Wie ist
die Qualitat der Analysen einzustufen? Ist es
sinnvoll, Rohdaten fiir zukiinftige Forschung zu
speichern? Die derzeit von den Gerateherstellern
mitgelieferten Software-Tools bieten noch keine
optimale Losung fur alle Anwendungen. Dies
trifft ganz besonders fiir Analysesoftware von
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Short Reads sowie bei ,Hybrid-Projekten zu,
bei denen mehrere Technologien kombiniert
werden. Zudem macht die Weiterentwicklung
der Applikationsprotokolle (z.B. Paired-End-
Analysen) eine kontinuierliche Anpassung und
Verbesserung der verwendeten Algorithmen
notwendig.Daher hat der Sequenzierdienstleis-
ter GATC Biotech aus Konstanz — Anwender der
Technologien von Roche, lllumina und Applied
Biosystems mit einer jahrlichen Kapazitat von
mehrals einer Tera-Base —einige auf dem Markt
verfligbare Analysetools getestet.

Dabei ging GATC unter anderem insbeson-
dere der Frage nach, ob die Ergebnisse einfach
in andere Programme Ubertragen und benut-
zerfreundlich fir Visualisierungen aufbereitet
werden kdnnen.

Assemblierung und Alignment

Bei der Assemblierung werden die Daten kom-
plett neu zu einer moglichst langen Sequenz
zusammengesetzt. Alignments/Mappings

Abb. 1: Grafische Darstellung der Contig-Verteilung einer de novo-Assemblierung. Je groRer
der Kreis, desto groBer das Contig. Es handelt sich um die Genomsequenz eines Bak-
teriums, sequenziert mit dem Roche GS FLX.
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basieren auf einer Referenzsequenz. Zunachst
erscheint dies einfacher als eine de novo-Assem-
blierung. Mappingist wie das Zusammensetzen
eines Puzzles, wobei sich einige Puzzle-Teile
(reads) jedoch extrem dhnlich sind (Repeats).Ein
Teil stimmt mit der Referenzsequenz Uberein,
andere Abschnitte sind unterschiedlich auf-
gebaut (strukturelle Variationen, Segment-Du-
plikationen), oder Stlicke des re-sequenzierten
Genoms sind vollig neu (z.B. Insertionen).

Reads aus repetitiven Strukturen sind in
beiden Fallen kompliziert zu verarbeiten; einige
bioinformatische Tools ordnen diese zufallig an
den passenden Stellen an, andere sortieren sie
ganz aus. Daher muss die eingesetzte Software
—abhangig vom jeweiligen Projekt — sorgfaltig
ausgewahlt oder sogar mehrere Tools nachei-
nander flr eine sequentielle Analyse kritischer
Bereiche in einer Pipeline zur Verfligung gestellt
werden.Eine weitere Herausforderung stellt
die Analyse von Paired-End-Reads dar. Da die
Protokolle fir die Erstellung von Banken mit
grofden Inserts immer besser werden, kann mit
der Kombination von Libraries unterschiedlicher
InsertgrofRen die Problematik repetitiver Struk-
turen Uberwunden werden.

Assemblierung

SegMan NGen von DNASTAR kann auf einem
Desktop-Computer Next Gen-Sequenzdaten
von lllumina und Roche sowie Daten klassischer
Sanger-Sequenzer miteinander assemblie-
ren. Eine Schnittstelle zu SeqMan Pro in der
DNASTAR Lasergene Suite erlaubt eine Visua-
lisierung und weitere Analyse. Datenfiles aus
SegMan NGen konnen in SeqMan Pro impor-
tiert werden,um etwa Dual-End-Sequenzdaten
darzustellen.Der Benutzer kann Basen editieren,
Qualitatswerte anschauen sowie SNPs detek-
tieren und filtern.

Der mit dem Next Gen-System mitgelieferte
GS De Novo Assembler (Newbler Assembler)
von Roche/4s4 Life Science verarbeitet sowohl
Single-als auch Paired-End-Reads. Auch Hybrid-
Assemblies aus GS FLX-Daten und Sanger-Daten
kénnen generiert werden. Flir den Export stehen
verschiedene File-Formate zur Verfligung.

MIRA (Mimicking Intelligent Read Assembly)'
eignet sich besonders fiir die Verarbeitung von
Genomen mitvielen repetitiven Sequenzen.Die
derzeit verfligbare Version kann GS FLX-Reads
und Sanger-Reads aus de novo-Genomprojekten
assemblieren.

Velvet? ist eine vom European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI,Cambridge, UK) entwickelte
Software zur de novo-Assemblierung von sehr
kurzen Next Gen-Rohdaten, auch in Kombina-
tion mit GS FLX-Daten. Um Repeats aufzulosen
und Contigs zu orientieren, konnen Paired-
End-Reads und Sequenzen aus der klassischen
Sanger-Sequenzierung eingelesen werden.

Edena (Exact De Novo Assembler)3ist dhnlich
zu Velvet, kann derzeit aber keine Paired-End-
Assemblies verarbeiten.

LABORWELT



Blitzlicht DNA-Sequenzierung

Bei Tests mit Datensatzen verschiedener
Technologien oder deren Kombination und bei
unterschiedlichen OrganismengrofRen zeigte
sich, dass keines der Tools fiir alle Anwendun-
gen das beste Ergebnis erzielt.

Alignment / Mapping

Einige der genannten Tools, z.B. SeqMan NGen,
kénnen fur de novo-Assemblierungen sowie
Alignments eingesetzt werden. Neben SeqMan
NGen und der Roche Diagnostics GS Reference
Mapper-Software stehen auch fiir Alignments
eine Reihe von Freeware-Tools zur Verfligung:

ELAND (Efficient Large-Scale Alignment of Nu-
cleotide Databases) sucht in einer Referenzse-
quenzidentische Bereiche zu kurzen DNA-Reads
und erlaubt dabei bis zu zwei Abweichungen
innerhalbvon 32 bp.Insertionen und Deletionen
(InDels) werden nicht abgedeckt, da die Software
in den gemappten Reads an solchen Stellen
keine Licken einfugt.

Mosaik (von Michael Stromberg, Boston
University) verarbeitet eine grol3e Bandbreite
unterschiedlicher Readlangen und kann tber
InDel-Bereiche mappen, aber keine Paired-end-
Informationen nutzen.

Maq (http://mag.sourceforge.net/index.sht-
ml), ZOOM (Zillions of Oligos Mapped)+ sowie
SOAP (Short Oligonucleotide Alignment Pro-
gram)s sind speziell fiir das Mapping von Short
Reads konzipiert und kénnen mit Insertionen
und Deletionen umgehen.

Auch hierergab die genaue Betrachtung,dass
sich lediglich Tendenzen erkennen lassen, nicht
aber eine Software der Problemldser schlecht-
hin ist. Je nach Organismus, Homologie zur
Referenzsequenz und anderen beeinflussenden
Parametern muss das eingesetzte Tool zur Ana-
lyse mit Bedacht gewahlt werden.

Neben den beiden haufigsten Anwendungen,
der Assemblierung und dem Alignment, sind
teilweise nachgelagerte Analysen erforderlich,
wie zum Beispiel BLAST und Annotation. Die
Daten missen nicht nur kompatibel, sondern
auch transferierbar sein.

e LR S STRI AR TR
CRITTTICTRCARLATCCErT "kl
Tak Tidbl “LTITT '.I.l o

.Irl:_'n:'u.-\. ..||.|.|.|:.].._5.'.“'-:,.I;._.I

Inlh.u.q'hv'wlltgu

gt
1ale -\.,;u:,l:.:ul 2y

= elpal

¥ s per E
ke e i

agtgtakt
LLLlEdeLdldthE_g 5168
e caaactch:a-:agcaatgct
e ;u:_n.lfm.l.hl...ﬂ.l..:l.ltl.q.l..l

g i ‘l‘r"-l'l'

1 "I-$ J- v
\j’mulw!':nlﬁru; ﬂt‘tl.-tﬂ:

e
T —

Abb. 2: Grafische Darstellung mittels unterschiedlicher SchriftgréBen und -farben von SAGE-
Tags (Serial Analysis of Gene Expression) eines Transkriptom-Experiments. Je groBer
die Schrift, umso haufiger wird das SAGE-Tag im Sample exprimiert. Unterschiedliche
Farben reprasentieren unterschiedliche Tags. Die Sequenz stammt vom Mausgenom,
sequenziert mit dem Illumina Genome Analyzer II.

Datentransfer

Die urspriinglichen Rohdaten, die die Next
Generation-Sequenzer als Ergebnis generieren,
sind Bilddateien mit riesigem Datenvolumen.
Diese Dateien werden direkt in den Systemen
zu Qualitats- und Sequenzdaten verarbeitet.
Aufgrund der extrem hohen Readzahl erreichen
auch diese Filesimmer noch eine gewisse GroRe.
Zurweiterfihrenden Analyse missen die Daten
auf andere Computer transferiert werden, was
dank der Entwicklung von Glasfaser-Kabel,
High Speed-Internet und immer preiswerteren
Datenspeichern mit sehr hoher Kapazitat im
Giga- und Tera-Bereich relativ einfach ist.

Datenspeicherung

Obwohl Datenspeicher heutzutage erschwing-
lich sind, stellt sich die Frage, wie sinnvoll eine
Speicherung von Sequenzrohdaten ist. Es gibt
noch keinen allgemeingtltigen Standard fur
Datenformate von Next Gen-Sequenzdaten,
obwohlInitiativen wie das SRF-Projekt (http://srf.
sourceforge.net) versuchen, einheitliche Formate
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Abb. 3: Vergleich einer de novo-Assemblierung eines Bakteriengenoms, generiert mittels
einer Technologie (Roche GS FLX, blau) bzw. mit kombinierten Technologien (Hybrid-
Strategie mit Roche GS FLX und Illumina GA I, rot).
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zu definieren und durchzusetzen. Auch gibt es
keine Normen fir analysierte Daten wie z.B.
SNPs, InDels und Annotationen.

Die Sequenziertechnologien und deren
Leistungsfahigkeit, Kapazitat und Anwendungs-
protokolle entwickeln sich rasant weiter; damit
werden die Sequenzierkosten weiter sinken.
Daher kann es sogar preiswerter sein, Sequen-
zierprojekte zu wiederholen als Rohdaten ver-
gangener Projekte zu speichern.

Fazit

Das Ziel eines Projekts und bereits vorhandene
Sequenzdaten bestimmen nicht nurdie Auswahl
der Sequenziertechnologie oder Kombination
zweier oder mehrerer Technologien, sondern
sie diktieren auch den effizienten Einsatz der
bioinformatischen Software.

Daher ist zusatzlich zur detaillierten Fach-
kenntnis von Starken und Einschrankungen der
unterschiedlichen Next Generation-Sequen-
ziertechnologien auch das Wissen um die zur
Verfiigung stehenden Analysetools der ent-
scheidende kosten- und zeitsparende Faktor fiir
die erfolgreiche Durchfiihrung eines Projekts.
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