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Einleitung

1 Einleitung
1.1  Ziel und Fragestellung der Arbeit

Im Jahre 1896 wurde von britischen Augenarzten womem Fall von ,kongenitaler
Wortblindheit“ berichtet (Pringle-Morgan, 1896). ®aeschriebene Phanomen ist heute als
Entwicklungsstérung unter den Namen Dyslexie, Ltdgase oder Lese-
Rechtschreibschwache (LRS) bekannt.

Der Dyslexie liegt eine multifaktorielle Genese mugle, dass heil3t, es gibt mehr als eine
pathogenetische Ursache fur die Krankheit. MehFaktoren scheinen bei der Entstehung
der Dyslexie eine Rolle zu spielen. Einer diesektéi@n ist eine erbliche Komponente
(Remschmidt et al., 2000).

Bisher sind ca. 5.000 Erbkrankheiten bekannt, diecld Veranderungen in einem einzigen
Gen verursacht werden (OMIM). DarlUber hinaus spiédt genetische Pradisposition eine
wichtige Rolle fur haufige Erkrankungen wie z. BuBochdruck, Fettstoffwechselstérungen,
Diabetes, Allergien und Tumorerkrankungen.

Bei Erkrankungen, wie bei der Dyslexie wird intensiach dem mdglichen Locus gesucht,
der die genetische Komponente der Dyslexie datstell

Diese Arbeit ist im Rahmen einer bizentrischen Btudir Lese- und Rechtschreibschwache
(LRS-Studie) entstanden. Grundlage ist die Phamgmpng von betroffenen Probanden und
ihrer Geschwister sowie die Genotypisierung (Germamgder Kinder und ihrer Eltern.

Ziel der Studie ist es, bisherige Studienergebnmse molekulargenetischen Ursache der
Dyslexie zu bestatigen und eventuelle neue Lo@rtdecken.

Die Suche nach einem mdglichen Locus fur Dyslexigrde mittels einer genomweiten
Kopplungsanalyse durchgefuhrt. Kopplungsanalyseltesteine Moglichkeit dar, unbekannte
Loci eines krankheitsauslosenden Gens zu bestimiaere weitere Moglichkeit stellen
Assoziationsstudien dar. Die Prinzipien der beidaratze sind zum Beispiel bei Ott oder bei
Strachan und Read erklart (Ott, 1999; Strachan &R2004).

In jeder Untersuchung, die mit Genotypisierungsuaideitet, treten Fehler in den Daten auf.
Diese Fehler sind nicht einfach zu vermeiden oddimaen (Sobel et al., 2002).

Ein Beispiel dafur, dass solche Fehler auftretesh afh weitreichende Folgen haben kdnnen,
ist der Nature Artikel von Gagneux et al. aus dem Jahr 1997 (@agn 1997). Die
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Forschergruppe um Gagneux arbeitete mit Genotyprsgsdaten von Schimpansen.
Aufgrund der Studienergebnisse war sie davon aasgeEn, dass sich weibliche
Schimpansen regelméaliig aul3erhalb ihrer sozialepp@rtheimlich” sexuell betéatigten. Mehr
als die Halfte der Schimpansenkinder hatten Vasyeh missen, die nicht aus derselben
Gruppe wie die Mitter stammten.

Dieser Bericht wurde von der allgemeinen Pressiérinat gerne aufgegriffen (Angier, 1997).
Vier Jahre spater musste Gagneux seine Ergebnisgekziehen. Sie beruhten auf falschen
Schlussfolgerungen infolge unentdeckter Genotypisigsfehler (Angier, 2001).

Dieses Beispiel zeigt, dass vor der Analyse deolerhen Daten stets eine Kontrolle auf
maogliche Fehler in den Datensatzen stattfindentesobelbst wenn die Daten auf Fehler
untersucht werden, wird man dabei nicht alle erkeedonnen.

In dieser Arbeit sollen Methoden beschrieben weradk® zum Entdecken von Fehlern in
Genotypisierungsdaten geeignet sind. Diese Methed#an auf die LRS-Studie angewandt
werden.

So kann diese Arbeit als ,Handbuch zur Qualitatesigng” fir Genotypisierungsdaten mit
Mikrosatelliten in Familienstudien nach ihrer Edasg im Labor und vor der weiteren

Analyse in Kopplungsuntersuchungen verstanden werde

1.2 Aufbau der Arbeit

Im Kapitel 2 wird naher auf die Klinik der Dyslexangegangen, und es werden die Ansatze
zum Studiendesign und zur Phanotypisierung der rsuntbten Personen erlautert. Ein
Uberblick tiber bisherige Studien zur Genetik deslByie schlie3t dieses Kapitel ab.

Im dritten Kapitel werden die Hintergrinde der LBfdie behandelt. In dieser Arbeit
werden die Genotypisierungsdaten der LRS-Studie ,Material® benutzt. Um den
inhaltlichen Fluss nicht zu sehr zu storen, stabsas Kapitel direkt hinter dem Kapitel
Dyslexie.

Im Kapitel 4 geht es um die Fehler in molekulargesceen Untersuchungen, und es wird
erklart, was genetische Marker — die Trager didssnler — sind. Es werden die beiden
grundsétzlichen Arten von Fehlern und Ansatze edie=hler zu entdecken, vorgestellt.
Kapitel 5, 6, 7, 8 und 9 behandeln die Methoden,danen die Genotypisierungsdaten auf
Fehler untersucht werden. Zunachst werden im Khagitalie wichtigsten Dateiformate

vorgestellt, mit denen die Daten aus der LRS-Stadsgewertet werden. Im Kapitel 6 ist eine
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Methode beschrieben, die die Familienstruktur nuiet Fehler in den Daten zu entdecken.
Im Kapitel 7 wird eine Moglichkeit vorgestellt, nder die Daten auf Doppelrekombinationen
als Ausdruck von Genotypisierungsfehlern untersuartlen kénnen. Wie bei der Kartierung
Fehler entdeckt und vermieden werden kénnen, isKapitel 8 beschrieben. Im Kapitel 9
werden verschiedenen Methoden vorgestellt, mit nlele Daten auf Abweichungen von der
Hardy-Weinberg Verteilung untersucht werden konnemd es wird erlautert, wie diese
Abweichungen auf Fehler deuten kdnnen.

Eine Zusammenfassung der Methoden zur Qualitéaessioly stellt das Kapitel 10 dar. Dieses
Kapitel ist in Form einer Standardarbeitsanweisuadggefasst. Diese Standardarbeits-
anweisung ist so verfasst, das sie eine in sichhigssene Darstellung der Vorgehensweise
einer Qualitatssicherung bei Studien mit Genotgpisigsdaten enthalt. Fur zukinftige
Studien kann das Kapitel 10 direkt als fertige 8é&adarbeitsanweisung zur
Quialitatssicherung dienen.

Im Kapitel 11 werden die Ergebnisse dargelegt, dievorgestellten Methoden angewandt
auf die Genotypisierungsdaten der LRS-Studie ergabe

Diese Arbeit schlie3t mit einer Diskussion der bBrgsese der Qualitatssicherung und der
Problematik der Entdeckung von Fehlern in Datennb@iekulargenetischen Untersuchungen
allgemein in Kapitel 12. Hier wird auch diskutiertann welche Methoden sinnvoll sind und

angewandt werden sollen.
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2 Dyslexie
2.1  Klinische Aspekte der Dyslexie

Die Dyslexie, auch Legasthenie oder Lese-Rechtddulewache (LRS), wurde erstmals im
19. Jahrhundert beobachtet. Britische Augenarztschigeben sie als kongenitale
Wortblindheit (Pringle-Morgan, 1896). Vorher waeddyslexie wohl unentdeckt geblieben,
weil erst mit Einfuhrung der Schulpflicht Lesen uBdhreiben fiir die gesamte Bevdlkerung
wichtig wurden. Die Dyslexie ist nicht schicht- eodertsgebunden und tritt in allen
Schriftsprachen auf. Der Begriff Dyslexie stammts adem Griechischen und bedeutet
Ubersetzt so viel wie ,schlechte Sprache® (dysiestit, lexis: Sprache). Die im deutschen
synonym benutzte Legasthenie ist die ,Schwache Hedsen” (legein: lesen, astheneia:
Schwache).

Heute zahlt die LRS zu den haufigsten kinder- wngkndpsychiatrischen Stérungen. Das
haufige Auftreten lasst sich dadurch erklaren, desdis zur Einfihrung der Schulpflicht
praktisch keinen Selektionsdruck gab. Die Dyslexest eine Pravalenz von 4% bis 9% auf
(Shaywitz & Shaywitz et al., 1990; Schulte-Kérn@02a; Francks, MacPhie et al., 2002),
wobei Jungen im Durchschnitt 2-3-mal haufiger biétro sind als Madchen (Katusic et al.,
2001; Rutter et al., 2004). Die Erstdiagnose wirdeutschland meist in der zweiten Klasse
gestellt. Dyslexie beeintrachtigt die Betroffenetinhaltig. So ergaben Untersuchungen, dass
Betroffene im Durchschnitt einen schlechteren Sasghluss machen. Sie erreichen ein
geringeres Berufsausbildungsniveau und sind im Mgty zu Nicht-Betroffenen haufiger
arbeitslos (Strehlow et al., 1992; Esser et aD220

Nach der Einteilung der Weltgesundheitsorganisatl@®D-10, wird die Dyslexie als eine
umschriebene Entwicklungsstérung bezeichnet, dehtnidurch das Entwicklungsalter,
Visusprobleme oder unangemessene Beschulung ekldgb (WHO, 1992). Neben der
Dyslexie als kombinierte Lese-Rechtschreibschwa@kr&1.0) ist auch eine Form der
alleinigen Rechtschreibschwéche anerkannt (F81Klisch ist auch eine alleinige
Leseschwache beschrieben worden.

Das klinische Bild der Dyslexie zeigt sich beim &esund Schreiben. So haben betroffene
Kinder Schwierigkeiten, Buchstaben, Wortteile und®¥ korrekt zu lesen und Gelesenes
wieder zu erkennen. Wortteile oder Worte werderaafigelassen, hinzugefugt, verdreht oder
vertauscht. Textstellen gehen verloren und koénnait nwiedergefunden werden. Der
Textzusammenhang wird nicht verstanden und es kbkei@e Schlussfolgerungen aus zuvor

Gelesenem gezogen werden. Das Lesetempo ist deutherlangsamt. Bei der
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Rechtschreibung zeigen sich Schwierigkeiten beirmdhi¢hen Buchstabieren und beim
Schreiben von Buchstaben, Wortern und Satzen. Bdaten und beim Abschreiben von
Texten werden viele Fehler gemacht (Schulte-Kérn&&mnschmidt, 2003). Als Folge der
Dyslexie kann es zu begleitenden emotionalen Sg@mirund Verhaltensauffalligkeiten wie
Herumalbern, Aggression, Traurigkeit und Angst der Schule kommen (Warnke & Roth,
2000).

LRS ist eine komplexe Erkrankung. Das heil3t, daslst mur eine Ursache zugrunde liegt.
Bisherige Untersuchungen weisen unter anderem autkine genetische Komponente hin.
Weiter sind kognitive Funktionen und eventuell audmweltfaktoren verantwortlich.
Abbildung 2.1 gibt einen Uberblick tiber moglichesdehliche Komponenten der Dyslexie.

. Intelligenz,
L »/ Wahrnehmung und Verarbeitung Gedachtnis
Genetische von visueller Information Aufmerk- '
Disposition i samkeit
Wahrnehmung und Verarbeitung
von akustischer Information
T v
Lese-
- »| Rechtschreib-
Umweltfaktoren Stérung
Abbildung 2.1

Mehrebenen-Ursachen-Modell — nach Schulte-KérneRgrmschmidt (2003)

Fur eine genetische Disposition zur LRS sprechete\bisherige Untersuchungen. So zeigte
sich in mehreren Studien eine familidre Haufungs Mdederholungsrisiko fur Geschwister
liegt zwischen 38-62% (Schulte-Korne, 1998a; SehKlirne, 2001b; Ziegler et al., 2005).
Eine neuere Studie aus dem arabischen Raum zdags, Dyslexie haufiger unter Kindern
nah blutsverwandter Elterfri¢st-cousin parentsals unter Kinder weiter entfernt verwandter
Eltern auftritt, was auf eine genetische Komponem¢e Dyslexie deutet (Abu-Rabia &

Maroun, 2005). Auf eine solche weisen ebenso ZwgHuntersuchungen. Fur die



Dyslexie

Lesefahigkeit liegt der genetische Anteil an deodaehteten Gesamtvarianz zwischen 3%
und 60%, fur die Rechtschreibung bei 60-70 % (Stsor, 1991; Olson et al., 1994). Bei
Jungen scheint der genetische Einfluss hoher nuadebei Madchen.

Da die genetische Komponente der Dyslexie eindeusiy wurde und wird nach
chromosomalen Abschnitten im menschlichen Genomuads an denen die Klinische
Diagnose Dyslexie ihr physisches, molekulargenleiscPendant findet. In verschiedenen
Kopplungs- und Assoziationsstudien wurden bislaagsehiedene Loci entdeckt, die in der

Entwicklung der Dyslexie eine Rolle spielen (siglagu Abschnitt 2.3).

Zu den kognitiven Funktionen, die an der Storung dese- und Rechtschreibfahigkeit

beteiligt sind, zahlen das phonologische Bewussts#as orthographische Wissen und die
Wahrnehmung und Verarbeitung akustischer und \esuklformationen. Das phonologische
Bewusstsein setzt sich aus den Fahigkeiten derahalyise und des Lautgedachtnis
zusammen. Mehrere Studien haben die Bedeutung adsr& phonologisches Bewusstsein
gezeigt. Bereits Risikokinder — Kinder aus Familrait bekannter Haufung von LRS - im

Vorschulalter zeigen hier eine Einschrankung (Tsegeet al., 1992; Marx et al., 1993), die
sich auch bei betroffenen Schulkinder und Erwaoclisenit LRS nachweisen lasst (Schulte-
Kdrne, 2001b).

Verarbeitungsstufen
Auditive Visuelle Untersuchungsmethode|

Schriftsprach- Neuro-

fern Passive Wahrnehmung Wahrnehmung einfacher physiologische

von visueller Reize, Methoden
Sprachreizen Bewegungserkennen
Wahrnehmung von gréBeren —

. i linguistischen Einheiten und Sycho-
Sl e s h?#ézggmli?; Llir;cilen orthographischen metrische

nah Phy e 9 o RegelmaRigkeiten Methoden

(Phonologische Bewusstreit (Orthographisches Wissen)
Lese- und/oder
Rechtschreibstérung

Abbildung 2.2

Auditive und visuelle Verarbeitungsstufen, die atdich mit der LRS in Verbindung stehen
- nach Remschmidt (2000)
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Das orthographische Wissen steht fur die Fahigkegelmagigkeiten in Buchstabenfolgen
zu erkennen und schriftlich wiedergeben zu konr@me fur das Lesen und Schreiben
wichtigen akustischen und visuellen Wahrnehmungemd Wwerarbeitungen wurden
neurophysiologisch untersucht. Die Abbildung 2.2 igze die Ergebnisse dieser
Untersuchungen.

Demnach werden die beiden Verarbeitungssysteme ewigd in verschiedene
Verarbeitungsstufen unterteilt, welche sich zwagemseitig beeinflussen kénnen, die aber
jede fur sich spezifisch zur Ausbildung der Stérbegragen konnen (Remschmidt, 2000).
Weiter zeigte sich bei betroffenen Kindern und Eiagenen sowie Sauglingen betroffener
Eltern eine geringere kortikale Aktivierung bei &gnreizen. Der Einfluss des visuellen
Systems und besonders der Okulomotorik — hier BBckspriinge oder verlangerte
Fixationszeiten — ist derzeit noch relativ unklacijulte-Kérne & Remschmidt, 2003).

Die Rolle der Umweltfaktoren wurde friher wohl (dehdtzt und scheint tatsachlich eher
gering zu sein. Bisher wurde nur eine Zwillingsstudurchgefthrt, die als Umweltfaktoren
die Familiengro3e, die Herkunft der Eltern, dasiaké sozialen Umfeld sowie die familidren
Lesegewohnheiten untersuchte. Nur 6% der Lese- 18% der Schreibfahigkeit wurden

durch Umweltfaktoren erklart (Stevenson, 1990).

2.2  Dyslexie als Phanotyp, Wahl des Studiendesign

Bevor die Diagnose LRS gestellt wird, miussen andehmsachen fur Lese- und
Rechtschreibprobleme ausgeschlossen werden. Sendikéine sonstigen organischen,
neurologischen oder psychiatrischen KrankheitertJatache vorliegen, die Entwicklung und
die Intelligenz miussen normal und die Beschulungearessen sein. Von den maglichen
neurologisch-psychiatrischen Ursachen spielt dapekynetisches Syndrom (HKS) eine
grof3e Rolle und muss von der LRS abgegrenzt weiRemschmidt, 2002).

Nach den Kriterien der DSM-IV (A.P.A., 1994) undsd¢éCD-10 muss die erbrachte
Leseleistung wesentlich unter dem aufgrund desr&lides Intelligenzquotient (IQ) und der
durch Erziehung erwarteten Ergebnisse liegen. Iidiesblite die Differenz zwischen IQ und
erbrachter Leistung mindestens zwei Standardabwegdm, bei niedrigem 1Q 1,5
Standardabweichungen betragen, da erst dann ven 8ibrung anstatt eines mangelnden
Denkvermogens ausgegangen werden kann. Fiur eimersiDiagnose muss der 1Q hoher als

85 sein. Ein weiteres Kriterium der Lesestorung nsich der DSM-IV, dass sie den
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schulischen Verlauf bzw. alle Aktivitdten im tadien Leben, die mit Lesen zu tun haben,
beeinflusst.
Bei Untersuchungen zur LRS mussen diese Aspektekschtigt werden. So wurden fiur die
Studie, in deren Rahmen diese Arbeit entstehtdéeProbandenauswahl Diskrepanzkriterien
fur Alter und 1Q eingefuhrt, die Beschulung wurderixcksichtigt, und mégliche kausale
Erkrankungen wurden ausgeschlossen. Auf3erdem mussite Probanden aus einem
deutschsprachigen Elternhaus stammen.
Um eine Untersuchung des mdglichen genetischen ekinindes der Dyslexie
durchzufiihren, bedarf es der Klarung, was als Disldezeichnet werden soll, da ein
PhanotypDyslexie fir weitere Analysen benétigt wird. Fur die Phapatierung gibt es
prinzipiell zwei Mdglichkeiten: Man kann entwedesadjtative oder quantitative Phanotypen
verwenden. Qualitativ bedeutet, dass der Phanatygr list, also z.B. betroffen oder nicht
betroffen. Dagegen kénnen quantitative Phanotypéreimer Skala ausgedriickt werden. So
kénnte sich etwa fur den Phanotlypsenein Wert zwischen 1 und 10 angeben lassen. Im
Rahmen der LRS-Studie werden quantitative Phanotyeewendet. Sie haben den Vortell,
dass sie in verschiedenen Tests (z.B. Variationenveérschiedenen Altersgruppen)
vergleichbar sind, sie sind bei multifaktoriellerultigenen Erkrankungen ,Gen-néher* und
haben die statistisch grol3ere Power (Geller & 2iegR000). Daruber hinaus haben
guantitative Phanotypen den Vorteil, dass man sieverschiedenen Studien besser
vergleichen kann.
Fur die Untersuchung der genetischen Komponente Rieslexie scheinen erweiterte
Stammbaume zunachst viel versprechend. Der lbeswnileg Nachteil ist aber, dass die
entfernten Verwandten der Betroffenen oft schweerodicht erreichbar sind. Aufl3erdem
existieren fur die Diagnose der Dyslexie keine asagen fur Erwachsene, genauer: fur
Schuler ab der 10. Klasse.
Fur die molekulargenetische Untersuchung der Dyslsxd deshalb Geschwisterpaarstudien
unter Verwendung quantitativer Phanotypen die Mdg¢hder Wahl. Sie haben meist eine
hohe Power, eine einfach durchzufihrende Rekruigerund eine einfache Datenstruktur.
Dariiber hinaus ist die Bereitschaft zur Teilnahnegsindann héher, wenn nahe statt entfernte
Verwandte betroffen sind. Die Geschwisterpaarstubasiert auf der ldee, dass sich
phénotypisch dhnliche Geschwister auch im Gendiyela sollten.
Man unterscheidet drei Studiendesigns fur die Gestlrpaaranalyse:

* Random sib pai{fRSP)-Design

(beide Geschwister werden rein zuféllig aus derdBearung ausgewahlt)
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» Single proband sib pafSPSP)-Design
(eines der beiden Geschwister hat eine extremeopyEache Auswertung)
* Extreme sib pai{ESP)-Design
(beide Geschwister haben eine extreme phénotypsaseragung)

Extreme disconcordant sib paiBesigns mit Geschwistern, die eine stark unteesiftuhe
Auspragung des Merkmals haben, haben die gro3te?omw Kopplung zu finden (Risch &
Zhang, 1995). Dies ist jedoch haufig dadurch bedgtindass die Kinder verschiedene
biologische Eltern habemNon-paternity (Neale, Neale et al., 2002; Ziegler et al., iag%).
Quantitative Phanotypen scheinen nicht einem enefladiallelischen Mendel’'schen Erbgang
zu folgen, sondern eher einem oligogenen Modelllgési et al., 1994). Fur solche
Vererbungsmodelle erhoht das ESP-Design nicht indiePower (Allison et al., 1998). Die
Anzahl der Geschwister, mit denen potentiell and®dranotypen untersucht werden kdnnen,
wurde sich stark reduzieren, wenn ein ESP-Designd®m am meisten interessierenden
Phanotypen angewandt wirde. Um mehrere quantitaBté@notypen gleichzeitig zu
untersuchen, ist dieser Ansatz also nicht gut geeiZiegler, 1999).
Bei der LRS-Studie wurde ein SPSBingle-proband-sib-pairpesign verwendet. Ein
betroffener Proband (Kind mit phanotypischer Augprig LRS), mindestens ein
Geschwisterkind und die Eltern wurden erfasst. Hat Proband einen extrem niedrigen
phanotypischen Wert und das zweite Kind am rel@ra@enort den gleichen Genotyp, dann
sollte es ebenfalls einen erniedrigten phanotygiscWert aufweisen. Die Begriindung fur
diese Wahl des Studiendesigns als das am bestgmneieeist von Ziegler dargelegt worden
(Ziegler, 1999).
Die betroffenen Probanden und die Geschwister wurdi¢ verschiedenen Tests untersucht.
So wurden Intelligenzmessungen, Tests zu Rechibehrand Leseleistung sowie
psychometrische Tests und EEG-Tests durchgeflbriwiide eine Blutprobe entnommen,
um den Genotyp bestimmen zu kdnnen (N&heres siepi#ek3.3).
Von den Eltern flie3t nur der Genotyp in die Austnag ein. Bei den Studiendesigns zur
Geschwisterpaaranalyse wird der Phanotyp der Ettiehrt beriicksichtig. Dies ist ein Vorteil,
da — wie erwéhnt - bei der Dyslexie die Phanotgpisig Erwachsener mit den vorhandenen

Tests nicht befriedigend gut mdglich ist.



Dyslexie

2.3  Bisherige Studien zur Genetik der Dyslexie

Verschiedene Segregationsanalysen zur Dyslexie emubisher durchgefuhrt, um Hinweise
auf das zugrunde liegende genetische Modell zulterhaDie Ergebnisse sind mitunter
widerspruchlich. Lewitter zeigte die Kompatibilit@bit einem rezessivem Hauptgen fur
Familien mit weiblichen Probanden und lehnte alleleaen Modelle ab (Lewitter et al.,
1980). Pennington zeigte einen additiven oder danien Hauptgen-Effekt (Pennington et
al.,, 1991). Unumstritten ist heute, dass die Dyslexicht nach einem einfachen
Mendel'schen Modell vererbt wird.

Bisherige Assoziationsstudien und Kopplungsanalygsarien auf Loci, also Genorte, auf den
Chromosomen 1, 2, 3, 6, 7, 11, 13, 15, 18 und de@h’0mosom. Die Studien sind entweder
auf eine bestimmte chromosomale Region gerichtet odtersuchen das gesamte Genom
(Genomscan). Die erste Kopplungsanalyse wurde 1888 Smith durchgefuhrt (Smith,
1983). Hier ergab sich der Hinweis auf KopplungChromosom 15. Spétere Studien wiesen
ebenfalls auf Chromosom 15 als mdgliches Kandiddemosom (Smith, 1991; Grigorenko,
1997; Schulte-Kérne, 1998b). Die erste genomweitetektduchung wurde 1999 von
Fagerheim durchgefihrt, der eine Kopplung zum Clasom 2 nachweisen konnte
(Fagerheim et al., 1999).

Neuere Studien untersuchten genauer Loci auf deron@isom 6 und konnten eine Reihe
von Suszeptibilitditsgenen — also Gene, die diedBRuangswahrscheinlichkeit beeinflussen —
identifizieren (Francks et al., 2004; Deffenbacéeal., 2004; Cope et al., 2005; Schumacher
et al., 2006).

Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht in chronologischBeihenfolge uber die bisher

stattgefundenen molekulargenetischen Untersuchuoiges Anspruch auf Vollstandigkeit.
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Molekulargenetische Untersuchungen zur Dyslexie

Autoren Chromosom Methodik / Design Phanotyp Ergebnis Land
(Sprache)
Smith et al., 1 Mehrgenerationenfamilie, Leseschwéache Hinweis fur Kopplung USA
1983 psychometrische Tests und
anamnestische Angaben,
klassische Kopplungsanalyse
Smith et al., 6 und 15 18 Mehrgenerationen- Leseschwache Hinweis fur Kopplung | USA
1991 familien, psychometrische und Heterogenitat
Tests, sib-pair-Analyse
Rabin et al., 1 9 Mehrgenerationenfamilien Leseschwache Hinwigi&bpplung USA
1993
Cardon et al., 15 und 6 19 Mehrgenerationen- Lese- Hinweis fur Kopplung USA
1994 familien und Rechtschreibschwéche
Zwillingsstichproben, (Score aus Wort-Lesen,
Psychometrische Tests, sib-| Leseverstandnis und
pair-Analyse (QTL) Rechtschreibung)
Grigorenko et al., 15 und 6 6 Mehrgenerationenfamilien, 5 verschiedene Kopplung des Phanotyps| USA
1997 klassische Kopplungsanalyse Phanotypen »Phonologisches
(modellbasierte und (phonologisches Bewusstsein“ zu
modellfreie Analysen) Bewusstsein, Chromosom 6, Kopplung
phonologisches des Phanotyps ,Wort-
Dekodieren, Objekt- Lesen“ zu Chromosom 1%
Benennen, Wort-Lesen,
Diskrepanz-kriterium
zwischen IQ (gemessen
anhand Wortschatz und
Lesefahigkeit)
Schulte-Kdrne et al., 15 7 Mehrgenerationenfamilien| Rechtschreibstérung Hinweis fur Kopplung Deutsctilan

1998

psychometrische Verfahren

und anamnestische Angaben,

klassische Kopplungsanalys
(modellbasierte und
modellfreie Analysen)

Y
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Autoren Chromosom Methodik / Design Phanotyp Ergebnis Land
(Sprache)
Field et al., 6 79 Familien (davon 30 Betroffenheit definiert Kein Hinweis fur Kanada
1998 Mehrgenerationenfamilien), | anhand eines Untersucher-Kopplung (Englisch)
psychometrische Verfahren | Ratings basierend auf
und anamnestische Angabenm,verschiedenen
klassische Kopplungsanalyse Testergebnissen zum
(modellbasierte und phonologischen
modellfreie Analysen), Bewusstsein, Lesen und
Assoziationsstudie Rechtschreibung; bei
Erwachsenen zusatzlich
anamnestische Angaben
Fisher et al., 6 82 Familien, 181 Wort-Lesen, Diskrepanz | Kopplung des Phéanotyps| Grol3britannien
1999 Geschwisterschaften, aus Wort-Lesen und IQ, | Orthographisches Wisser
Psychometrische Tests, sib-| Orthographisches Wissen| und phonologisches
pair-Analyse (QTL) phonologische Dekodieren zu
Dekodierfahigkeit Chromosom 6
(Nichtwort-Lesen)
Gayan et al., 6 79 Familien, 126 Wort-Lesen, Kopplung des Phanotyps| USA
1999 Geschwisterhalften, Orthographisches Wissen, Orthographisches Wisser
Psychometrische Tests, sib-| phonologisches und phonologisches
pair-Analyse (QTL) Dekodieren (Nichtwort- Dekodieren zu
Lesen), phonologisches | Chromosom 6
Bewusstsein (pig-latin,
Laute-Streichen)
Fagerheim et al., 2p15-16 1 Familie mit autosomal- Lesen Hinweis fur Kopplung, | Norwegen
1999 dominantem Auftreten von wahrscheinliche Lage auf
Dyslexie, 2p15-p16 zwischen
Kopplungsanalyse bei 36 D2S1337 und D2S2352
Familienmitgliedern
Morris et al., 15q Familienbasierte Assoziatiof,Lesen Assoziation zu Grol3britannien
2000 101 bzw. 71 Familien D15S994
D15S214
D15S146
Petryshen et al., 6p23-p21.3 | 79 Familien, 4 Phéanotypen Keine Kopplung Kanada
2000 sib-pair-Analyse (QTL) und | (phonologisches Bewusst; nachweisbar, keine (Englisch)

variance components analys

issein, phonologisches
Dekodieren, Objekt-

Assoziation nachweisbar

Benennen, Buchstabieren
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Autoren Chromosom Methodik / Design Phanotyp Ergebnis Land
(Sprache)
Petryshen et al., 6q 96 Familien mit mindestens | Qualitativer Genotyp Hinweis fur Kopplung Kanada
2001 zwei betroffenen (krank, gesund, unklar) D6S254 (Englisch)
Geschwistern, D6S965
2-Punkt-modellbasierte D6S280
Analyse und Mehrpunkt- D6S251
Kopplungsanalyse
Grigorenko et al., 1p und 6p Modellbasierte und 6 Phanotypen Hinweise auf Locus 1p | USA
2001 modellfreie (phonologisches und 6p
Kopplungsanalyse, Bewusstsein,
8 erweiterte Familien phonologisches
(mit mindestens vier Dekodieren, Objekt-
Betroffenen) Benennen, Wort-Lesen,
Vokabular, Diagnose
.ebenslange Dyslexie")
Nopola-Hemmi et al., | 3 140 Familien, Neurophysiologische Kopplung eines Locus auf Finnland
2001 Genomscan mit 320 Markern Tests Chromosom 3
Fisher et al., 18 2 Zwillingsstudien (QTL) mit| Wort-Lesen, Kopplung zu Chromosom Grol3britannien
2002 89 englischen und 119 orthographisches Wissen, 18p11.2
amerikanischen Familien, phonologisches
Genomscan Dekodieren (Nichtwort-
Lesen), phonologisches
Bewusstsein (pig-latin,
Laute-Streichen)
Kaplan et al., 6p21.3-22 104 Familien, Haseman- 11 quantitative Hinweis fur Kopplung USA
2002 Elston- und DeFries- Phéanotypen (Lesen und
Kopplung (QTL) Schreiben)
Kaminen et al., 2pl1 11 Familien mit 38 Neurophysiologische Tests Kopplung zu 2p11 und Finnland
2003 dyslektischen Probanden, Verdacht auf moglichen
modellbasierte und neuen Locus 7932
modellfreie
Kopplungsanalyse
Nopola-Hemmi et al., | 2p11 Nachfolgestudie zur Studie | Neurophysiologische Tests Eingrenzung auf Finnland

2003

von Kaminen et al. (2003)

chromosomales Gebiet
D2S2116-D2S2181
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Autoren Chromosom Methodik / Design Phanotyp Ergebnis Land
(Sprache)
Grigorenko et al., 6p 107 Probanden, Phonologisches Kopplung zu 6p21.3, USA
2003 Kopplungsanalyse Bewusstsein, phono- zwischen Markern
logisches Dekodieren, D6S105 und D6S265 und
Objekt-Benennen, Wort- | um die Marker D6S109
Lesen und D6S1261
Hsiung et al., 11p15.5 100 Familien mit mindestens Quantitative Phanotypen Kopplung vom Dyslexi¢-Kanada
2004 zwei betroffenen Locus (DYX7) an (Englisch)
Geschwistern, Dopamin-Rezeptor-
Kopplungsanalyse Region (DRD4) auf
Chromosom11p15.5.
Tzenova et al., 1p34-p36 100 Familien, Qualitativer Phanotyp Kopplung zu Chromosom Kanada
2004 Kopplungsanalyse (QTL) (gesund, krank, unklar) 1p34-p36 (Englisch)
und quantitative
Phéanotypen
(phonologisches
Bewusstsein,
phonologisches
Dekodieren,
Buchstabieren, Objekt-
Benennen)
Francks et al., 6p22.2 Familienbasierte AssoziationQuantitative Ph&notypen Assoziation zu den Gen@&@rol3britannien
2004 264 englische und 175 TTRAP, THEM2 und und USA
amerikanische Familien KIAA0319
Chapman et al., 15q 111 Familien Phonologisches Beweis fur Kopplung zu | USA
2004 Dekodieren, Wort-Lesen | Chromosom 15q
De Kovel et al., Xq27 Genomscan einer Wort-Lesen, Nicht-Wort- | Hinweis auf Kopplung zu| Holland
2004 Grol3familie Lesen, phonologisches Chromosom Xq26-27,
Dekodieren Eingrenzung auf Gebiet
zwischen den Markern
DXS1227 und DXS8091
Deffenbacher et al., 6p21.3 Haseman-Elston- und 5 quantitative Phanotypen  Kopplung zu 6p21.3 | USA

2004

DeFries-Kopplung (QTL)

Eingrenzung auf Gebiet
zwischen den Markern

D6S1597 und D6S1571
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Autoren Chromosom Methodik / Design Phanotyp Ergebnis Land
(Sprache)

Schumacher et al., 18p11-gq12 82 Familien, modellfreie Quantitative Phanotypen Kein Hinweis auf Deutschland

2005 Kopplungsanalyse Kopplung zu 18p11-q12

Cope et al., 6p22.2 Fall-Kontroll- und Qualitativer Phanotyp Assoziation zum Gen Grol3britannien

2005 Familienbasierte Assoziation KIAA0319

Igo et al., 13 108 Mehrgenerationen- Wort-Lesen, Hinweis auf USA

2006 Familien, phonologisches Beeinflussung von Wort-
Kopplungsanalyse und Dekodieren Lesen durch Locus auf
Segregationsanalyse Chromosom 13q

Schumacher et al., 6p21-22 239 Familien, 11 quantitative Hinweis auf DCDC2 als | Deutschland

2006 modellfreie Phéanotypen Suszeptibilitatslocus fur
Kopplungsanalyse Dyslexie

Tabelle 2.1

Molekulargenetische Untersuchungen zur Dyslexie
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Hintergriinde zum Dyslexie-Projekt

3 Hintergriinde zum Dyslexie-Projekt

3.1 Rahmen des Projektes

Der Genomscan findet im Rahmen einer bizentrisci&udie der Kinder- und
Jugendpsychiatrien in Marburg und Wurzburg statt.d&@m Projekt sind die Humangenetik
der Universitaten in Wirzburg und Bonn, das Instiir Medizinische Biometrie und
Statistik in Libeck (IMBS) und das Max-Planck-Ihstifir Psychiatrie in Miinchen beteiligt.
Fur Studie wurden von August 2001 bis April 200dgesamt 287 Familien rekrutiert. Alle
Teilnehmer der Studie haben vor Durchfihrung detsTdar Einverstandnis zur Teilnahme an
der Studie gegeben - bei Kindern unter 14 Jahrerdevalas Einverstandnis durch die
Erziehungsberechtigten gegeben. Die Studie wurdehdulie Ethikkommissionen der

Universitaten in Wirzburg und Marburg genehmigtltsi Ziegler et al., 2005).

3.2  Familien und Studiendesign

Die Datensatze stammen von Familien mit mindesteved Kindern, von denen wenigstens
eines von einer Lese-Rechtschreibschwache betrsifen

Die Stichproben wurden in den Kliniken fur Kindemund Jugendpsychiatrie und
Psychotherapie der Phillips-Universitat Marburg uter Bayrischen Julius-Maximilians
Universitat Wurzburg rekrutiert. Von August 2003 April 2004 wurden alle Kinder mit
Dyslexie in einer der beiden Kliniken untersuchs Eamen standardisierte und nicht-
standardisierte Tests zur Anwendung, und es famg étamilienanamnese und eine
medizinische Anamnese der Kinder statt.

Ein Vorliegen des Hyperkinetischen Syndroms wurdé Hilfe eines Interviews mit der
Mutter Uberpriift (DIP§ basierende auf den Kriterien der ICD-10 fiir dageétkinetische
Syndrom), und falls das HKS vorlag, wurden die df&#nen Kinder ausgeschlossen.
Dyslexie und Hyperkinetisches Syndrom kénnen eiema@nsame genetische Pathogenese
haben (Remschmidt, 2002; Willcutt et al., 2002)d @s sollte ausgeschlossen werden, dass
Hyperaktivitdt und Unaufmerksamkeit die neurophlggjischen und neuropsychologischen

Untersuchungen beeinflussen.

! DIPS = Diagnostisches Interview bei psychischémsigen
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Hintergriinde zum Dyslexie-Projekt

Neben dem HKS galten als weitere Ausschlusskritegi@ 1Q < 85, Stérungen des Gehors
und des Sehens, bilinguale Erziehung, ein nichtsdésprachiges Elternhaus, Medikationen
und ein Alter Uber 21 Jahre.

Die Resultate der Untersuchungen und Interviewsdemrin Marburg gesammelt. Hier

wurden sie umcodiert und dann zur weiteren Auflbengi und statistischen Analyse nach
Lubeck ins Institut fir Medizinische Biometrie udatistik weitergegeben. Dort wurden die
Daten auch validiert, wobei sie auf Vollstandigkditter, Schulklasse, 1Q-Test), Konsistenz

bzw. Korrektheit geprift werden. Die Validierungsbeht weiterhin darin zu Uberprufen, ob
die korrekten Testverfahren fur die Rechtschreibteagemall dem Untersuchungsmanual
durchgeflihrt worden sind.

Als Studiendesign ist ein SPSP-Design verwendetiararEin betroffener Proband (Kind mit

phanotypischer Auspragung LRS), mindestens eini®éster und die Eltern wurden erfasst.

Die Begrindung dieses Designs erfolgte in Kapit2! 2

3.3  Phéanotypen

Die betroffenen Probanden und die Geschwister wurdi¢ verschiedenen Tests untersucht.
So wurden Tests zur Ermittlung der schulischentuagen bei den dyslektischen Kindern
und deren Geschwistern durchgefuhrt. In diesen everdie Bereiche Rechtschreibung,
Wortlesen und NichtwortleseRapid naming(schnelles Benennen von Buchstaben, Zahlen,
Symbolen und Farben), Phonologie, Rechnen, Psendgfttone und Reaktionszeit getestet.
Dartber hinaus wurden ein Intelligenztest zur Bitomg der erwarteten Leistung und
psychometrische sowie neurophysiologische Testschdefihrt. Fir eine genauere
Beschreibung der verschiedenen Tests sei auf deéraghrzur Studie (Remschmidt et al.,
2000) und die Publikation von Ziegler et al. verser (2005).

Es wurde eine Blutprobe entnommen, um den Genagprbmen zu kénnen. Von den Eltern
flie3t nur der Genotyp in die Auswertung ein.

In die Analyse wurden elf aus den Tests resultégehanotypen aufgenommen. Die
Bezeichnungen der Tests, die Benennungen der daesuftierenden Ergebnisse und die

Bezeichnung der zur Analyse verwendeten Phanotsipehin Tabelle 3.1 aufgelistet.
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Art des Tests

Test-Bezeichnung

Benennung der Testergebnisse

resultierende Phanotypen

Rechtschreibtest HSP2/3/4/5-9 rst_t rst_t
(Hamburger Schreibprobe)
GRT4+
(Grundwortschatz-Rechtschreib-Test),
WRT1+/2+
(Weingartener Grundwortschatz Rechtschreib-Test)
DRT2/3/4/4+/5
(Diagnostischer Rechtschreib-Test)
R-T
(Rechtschreibungstest)
Lese- und| SLRT SLRT_HW
Nichtwortlesetest (Salzburger Lese- und Rechtschreibtest) SLRT_WU
Marburger Leselisten WL _Z
NWL Z ph_nwl, ph_les
Rapid Naming Buchstaben RAP-B-Z ph_rap_b
Zahlen RAP-Z-Z ph_rap_z
Symbole RAP-S-Z
Farben RAP-F-Z ph_rap_sf
Phonologietest Pseudowort-Segmentierung, Phonemvertauschung, segmz2, segmb,vert2, verts
Restwortbestimmung rest2,
ab 5. Klasse auch Synthesierung und Wortumkehrung synt5
wort5 ph_phono
Rechentest Addieren readd_m
Multiplizieren remul_m ph_rechnl
Punkte zahlen punkt_m ph_rechn2
Pseudohomophone pseu2rr, pseu2ff
pseubrr , pseubff ph_pseuho
Kurzzeitgedachtnis Zahlennachsprechen zana_wp zana_wp

Tabelle 3.1

Durchgefuhrte Tests und ihre phanotypische Bezeiogin
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3.4  Kiriterien fur Dyslexie

Die Diagnose Dyslexie basierte auf dem Score fichBehreiben unter Benutzung der T-
Verteilung in der normalen Population.

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussteriotijienden Kriterien erfullt werden:
basierend auf der angenommenen Korrelation zwisdierund Buchstabieren von 0.4
(Schulte-Korne, 2001), wurde der erwartete Spelficgre geschéatzt. Ein Kind wurde als
betroffen eingestuft, wenn die Diskrepanz zwisckhem erwarteten und dem gemessenen

Score wenigstens eine Standardabweichung betrug.

3.5  Genotypisierung

Der Genotypisierung wurde von der islandischen &irdeCode durchgefuhrt. Auf die

Technik der Genotypisierung soll hier nicht eingegen werden.

Fir den Genomscan in der LRS-Studie wurde tri- uattanukleotide STR-Marker

verwendet, die aus von der GDB (GDB) ausgewahltdemr Die Markerdistanzen und

Positionen wurden aus der Marshfield-Datenbank ¢hkifegld Clinic, 2005) und vom UCSC

Genome Browser (UCSC Genome Browser) enthommen.

Insgesamt wurden 533 Marker genotypisiert. Von 1B&@sonen aus 253 Familien wurden
1058 erfolgreich genotypisiert. Die zwei Persondig, nicht genotypisiert wurden, hatten

dieselben Genotypen wie zwei andere Personen ienbaiz.
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4 Fehler in molekulargenetischen Untersuchungen

4.1  Bedarf einer Qualitatssicherung

Bei der Untersuchung von Genotypen in Kopplungseaseal konnen grundséatzlich zwei

verschiedene Arten von Fehlern in den Daten vaheg Stammbaumfehler und

Genotypisierungsfehler. lhr Charakter, ihre moglicHJrsachen und Auswirkungen sollen
hier néher erlautert werden.

In praktisch allen Untersuchungen, die mit Genatigoungsdaten arbeiten, liegen Fehler in
diesen Daten vor (Bonin et al., 2004; Pompanonl.et2805). Wird nicht versucht, diese

Fehler aufzuspiren, hat dies fir die Ergebnisse Uatersuchungen gravierende
Auswirkungen. Dies wird in den folgenden Unterkeajpitdargelegt.

Bevor es um die Fehler selbst geht, sollen die tggaieen Marker als die ,Trager” dieser
Fehler vorgestellt werden.

Am Ende dieses Kapitels werden verschiedene AnsatzeVermeidung von und zur

Kontrolle auf Fehler erlautert, deren praktischeddtmung in den Kapiteln 5 bis 10 ndher

beschrieben werden soll.

4.2 Genetische Marker

Alle Korperzellen des Menschen (aul3er den rotenizBlien) enthalten einen Zellkern, der
die individuelle genetische Information auf Chrommen enthalt. Eine Zelle, die 22
Autosomen und eines der beiden Gonosdmemthalt, wird als haploid bezeichnet. Die
meisten menschlichen Zellen enthalten den dopp&li@mmosomensatz mit 2 * 22 = 44
Autosomen und 2 Gonosomen. Sie sind diploid, webeilChromosomensatz von der Mutter
und einer vom Vater stammt. Die Chromosomen singl @asoxyribonukleinsaure (engl.
Desoxyribonuleic acidDNA) und Proteinen aufgebaut. Trager der genetisdnformationen

ist die DNA. Detallierte Informationen zum AufbaardDNA sind z.B. bei Strachan und Read

oder Ziegler und Konig nachzulesen (Strachan & R2@04; Ziegler & Kdnig, 2006).

! Autosom = die Chromosomen 1 bis 22, die Chromosountiemicht geschlechtsdeterminierend sind

Gonosom = die Geschlechtschromosomen X und Y
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Genetische Marker sind Abschnitte auf der DNA, defaiftreten Uber die Generationen
verfolgt werden kann. Es kbnnen Gene oder nichiecedde repetitive Bereiche auf den
Chromosomen sein. Jeder Marker hat eine oder neelaternative Auspragungen, Allele.
Eine Person kann maximal zwei verschiedene Alle&gnes auf dem mutterlichen und eines
auf dem vaterlichen Chromosom — aufweisen. Liegesi gleiche Allele vor, nennt man dies
homozygot, bei zwei verschiedenen Allelen spriclainnvon heterozygot. Die Lokalisation
eines Markers ist bekannt.

Marker, die zur genetischen Analyse zur Verfuguefen, sind:

* RFLPs,

* Minisatelliten,

* Mikrosatelliten und
* SNPs.

Die RFLPs Restriction fragment length polymorphignssnd die ,genetischen Marker der
ersten Stunde”. Botstein et al. schlugen sie 1%8®arker zur Erstellung genetischer Karten
vor (Botstein et al., 1980). Sie sind heute niclehmgebrauchlich. Ihre Verarbeitung ist teuer
und zeitaufwendig. Sie erwiesen sich fir disease mapping- also den Versuch der
Kartierung genetischer Erkrankungen — als unbafjeed, weil sie als 2-allelige Marker nur
eine eingeschrankte Informativitat haben und siéhe eSchlisselmeiose haufig als

uninformativ erweist.

Minisatelliten oder VNTR Variable number of tandem repegntdlarker wurden 1984 von
Nakamura entdeckt (Nakamura et al., 1987). Sieehestaus 9-80 Basenpadtemaben viele
Allele, eine héhere Heterozygotie als die RFLPs] die meisten Meiosen sind informativ.
Allerdings sind die technischen Aufarbeitungen iouthern-Blot und bei der Hybridisierung
problematisch. Minisatelliten haben auf3erdem dechiédl, dass sie nicht gleichmafliger

das Genom verteilt sind.

2 Die Purin-Basen Adenin (A) und Guanin (G) und Rigimidinbasen Cytosin (C) und Thymin (T) bilden
zusammen mit einem Phosphat und einem Zuckermo{Bid#oxyribose) die Bausteine der DNA, Nukleotide.
Jeweils zwei Basen (Adenin und Thymin oder Cytasid Guanin) kénnen untereinander eine schwache

Wasserstoffbriickenbindung eingehen und so ein Pas&rilden.
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Mikrosatelliten, die auch als STR-Marké&hort tandem repegtbezeichnet werden, wurden
erstmals von Tautz und Renz als einfache repetidiMé&-Sequenzen beschrieben (Tautz &
Renz, 1984). Sie sind bis heute gebrauchlich. Mmstehen sie aU£A), -Wiederholungen,

sind kirzer als Minisatelliten und daher besserdar Polymerase-Kettenreaktion (engl.
Polymerase chain reactipnPCR) zu amplifizieren. STR-Marker kénnen Di-, -Toder
Tetranukleotide sein. Sie sind gleichmafig undrof3gr Zahl auf das Genom verteilt. Fur die
praktische Anwendung sollten bevorzugt tri- undatetikleotide STR-Marker verwendet
werden, weil die dinukleotiden STR-Marker schwierign der PCR zu handhaben sind und
beim Scoring zu Stotterbanden neigen (siehe AbtcHmM) (Weber & Broman, 2001;
Ghebranious et al., 2003). Neben technischen Rrariebeim Scoring haben STR-Marker
die Nachteile, dass sie zu Mutationen neigen und nfidnche Anwendungen nicht in
gentgend hoher Dichte vorhanden sind (Ziegler &ig62006).

Von den klassischen RFLPs leiten sich die diattbkenSingle nucleotide polymorphisrag
(kurz SNPs, sprich: Snips), die seit Ende der Y@dre verwendet werden. lhre geringere
Informativitat wird dadurch mehr als ausgeglichdass sie in grof3er Zahl tber das gesamte
Genom verteilt sind und ihre molekulargenetischalgse schnell und einfach ist (Wang et
al., 1998; Strachan, 1999).

Die Abbildung 4.1 zeigt den Aufbau von Mini- und ibsatelliten sowie SNPs. Bei SNPs ist

eine einzelne Base ausgetauscht, Mini- und Mikedis@in haben Sequenzmotive, die

unterschiedlich oft wiederholt sind.

A W ——

tggatc atgtcta aatcacacacacagcagag ccecggat ttagag atccaqqqttaqaq atccagggcacttt
A
SNP Mikrosatellit Minisatellit
v
tggatc gtgtcta aatcacacacacacacagcagag cccgggt ttagagatccagggcacttt
Abbildung 4.1

Genetische Marker — angelehnt an: Cichon et @DZp
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Fur eine detaillierte Beschreibung von STR-Markenad SNPs sei auf die Publikation von

Ziegler und Konig verwiesen (Ziegler & Konig, 2006)

Die verschiedenen Marker weisen unterschiedlichieeriRan Fehlern auf. Die STR-Marker,
die auch in der Studie, in deren Rahmen diese Admgsteht, verwendet werden, weisen eine
Fehlerhaufigkeit zwischen 0.4% und 3% auf. Dinukbs Marker weisen hdohere
Fehleranfélligkeiten auf als tri- und tetranukldetiMarker (Ziegler & Konig, 2006). Wie es
zu Stammbaum- und Genotypisierungsfehlern kommam,kaoll im Folgenden erklart

werden.

4.3 Stammbaumfehler und ihre Ursachen

Stammbaumfehler sind Fehler in der Familienstrukiiigliche Ursachen fur solche Fehler
kénnen unter anderem sein: andere biologischerEdtisrangegeben, unbekannte Adoptionen
oder vertauschte Proben. Andere biologische Elbemeutet in den meisten Fallen andere
biologische Vater, also das beriihmte Beispiel diuckuckskinder®, die nicht vom
bekannten Vater stammen. Es wird geschatzt, dag%o 3aller Kinder nicht vom
vermeintlichen Vater stammen. Bei unentdeckten kKiakkkindern wissen teilweise nicht nur
die Vater sonder auch die Mutter nicht um die waHeskunft eines Kindes, weil sie nicht
glauben, dass die Kinder tatsachlich noch mit demnerigen Partner gezeugt worden sind
(Rabbata & Richter-Kuhlmann, 2005; Bellis et a003).

Vor allem bei gro3en oder verzweigten Familiendanen die Nachfahren oder entfernten
Verwandten nichts von einer Adoption wissen, koénn8tammbaumfehler auftreten.
Vertauschte Proben oder falsche Etikettierungeterirals Fehlerquellen da auf, wo der
~otorfaktor® Mensch arbeitet. Mit strengen Kontesll und erfahrenem Laborpersonal kann
dieser Fehlerquelle bis zu einem gewissen Gradgebeugt werden.

Als Folge von Stammbaumfehlern kann die Analysereifalsch-positiven Nachweis von
Kopplung ergeben. Auf der anderen Seite reduzitammbaumfehler die Power der
Analyse, und Kopplungen kénnen Ubersehen werden.

Ein weiterer Fehler, der den Stammbaumfehlern vedivest, kann sein, dass einer Person ein
falsches Geschlecht zugeordnet wird. Dieser Feltann in Uberprifungen des
Stammbaumes Ubersehen werden, wenn zum Beispehén Kernfamilie — Vater, Mutter
und Kind — dem Kind ein falsches Geschlecht zugsetrdird.
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4.4 Methoden zum Entdecken von Stammbaumfehlern

Zum Entdecken von Stammbaumfehlern stehen versamgeMethoden zur Verfiigung. Eine
Maoglichkeit ist die Testung nach McPeek und Sureukerwendung der Programm&EST
und ALTERTEST2002).

PREST steht fur Pedigree Rdationship Satistical Test. Das Programm Uberprift fur alle
Personen im Stammbaum ihre Relationen zueinandes.heifldt, im Falle einer Kernfamilie
mit Vater, Mutter und Kind wird®RESTuberprifen, ob die Eltern wirklich die Eltern und
das Kind wirklich das Kind sein kann. Folgende Refeen kdénnen mit dem Programm
bestimmt werden: Elter-Kind, Geschwister-Geschwjskéalbgeschwister, Halbgeschwister
zu Cousin ersten Grades, Grol3elter-Enkel, OnkeléTa@ousin ersten Grades, Halb-Onkel,
Halb-Cousin und nicht verwandt. Das Programm palft die in der Stammbaum-Datei
(Naheres dazu siehe Kapitel 5) angegebene Beziekahgoder falsch ist.

Wenn PRESTeinen Fehler in einer Relation meldet oder wenm rmaanimmt, dass zwei
Personen im Stammbaum nicht die Relation haben,fldiesie angegeben ist, kann das
ProgrammALTERTESTgenutzt werdenALTERTESTsteht fur Alternative Test Wie bei
PREST werden verschiedene statistische Methoden benutnt, zu berechnen, welche
Relation am wahrscheinlichsten ist. Auf die stesedten Hintergriinde der beiden Programme
sowie ihre Benutzung soll in dieser Arbeit nichihgggangen werden. Eine genaue
Beschreibung findet sich in den Publikationen vooPdek und Sun (2000) sowie Sun et al.
(2002).

Geschlechtsangaben in Genotypisierungsdaten soflteden Angaben tberprift werden, die
bei der Datenerhebung erfasst wurden, um ausza8em dass einer Person ein falsches

Geschlecht zugeordnet wird.

4.5  Genotypisierungsfehler und ihre Ursachen

Von einem Genotypisierungsfehler spricht man, welen in der molekulargenetischen
Analyse erhaltene Genotyp nicht mit dem tatsachhchGenotypen (bereinstimmit.
Genotypisierungsfehler kdnnen verschiedene Ursalcakan.

In jedem Schritt des Prozesses einer molekularggehen Untersuchung kann es zu
Genotypisierungsfehlern kommen. Die Ursachen kdmenschlicher oder technischer Natur
oder durch die DNA bedingt sein.
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Zu Fehlern kann es bei der Probenentnahme, der Bitfaktion und Analyse, dem Scoring
und der Datenanalyse kommen. Moégliche menschligttdeFquellen sind zum Bespiel das
Vertauschen von Proben, das unbeabsichtigte Vedliopger Proben, Pipettierungsfehler
oder Fehler bei der Erfassung, Eingabe und Auswertier Daten (Bonin et al., 2004).

Bei kontaminiertem DNA-Material und bei geringeneodunvollstandigen DNA-Proben

treten Genotypisierungsfehler verstandlicherweedgigft auf (Miller et al., 2002).

Drei wichtige technische Ursachen fir Genotypisigaiehler bei Mikrosatelliten lassen sich

unterscheiden:

* Fehler beim Amplifizieren eines der beiden Allelmez Person mit der Folge
Allelverlust
* Wiedergabe eines ,falschen” Allels durch die PCR

* Amplifikation einer kontaminierten DNA-Probe

Die wahrscheinlich wichtigste dieser mdglichen \drsn ist der Allelverlust.

Wenn Allele nicht amplifiziert werden, spricht maon Nullallelen. Ein Nullallel kann auf
verschiedene Weisen entstehen. Wird bei der DNA{fikqtion zuféllig eines der beiden
Allele haufiger amplifiziert als das andere, undhdielt es sich um unterschiedliche (also
heterozygote) Allele, kann dies zu einer erhdhteizakl an Falsch-Homozygoten filhren —
oder anders gesagt, zu einem Heterozygotenmangehtlell liegt das zweite Allel aber
auch aul3erhalb des beobachteten Bereichs, odegegwar im untersuchten Abschnitt, kann
aber nicht erkannt werden (Chakraborty et al., 1J98Mhe Person, die homozygot fur ein
Nullallel ist, kann als misslungene Beobachtungcleegien und ausgeschlossen werden
(Fisher et al., 2001).

Eine weitere Ursache fir Genotypisierungsfehlerdist Verlust des langen Allels / die
Dominanz des kurzen Allels, also die bevorzugte Hfikption von kirzeren Allelen, die
ebenfalls in Falsch-Homozygoten resultiert (Van@dwut, 2004).

Artefakte in der Elektrophored@nnen zu Falsch-Heterozygoten oder falscher Zworgn
von Allelen fuhren. So sind zum Beispiel Stotterdbam Artefakte durch Rickstande, die bei
der PCR entstehen und als Verschmierungen die rBifggerung zwischen heterozygot und
homozygot erschweren kdénnen (Shinde et al., 2003).
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Sie sind vor allem ein Problem der dinukleotidenRSWlarker, weniger der tri- und
tetranukleotiden STR-Marker (Strachan & Read, 19989¢ Abbildung 4.2 zeigt das PCR-
Ergebnis von ,normalen” Banden im Vergleich zu &idganden.

MW 1 2 3 4
high

low

— Al
)

2
3

]
4 Al

vwvleA A A A A A

Abbildung 4.2
Beispiel STR-Marker nach Ziegler & Kénig (2006)

Zu sehen sind im oberen Teil der Abbildung vier ddatitze, die mit der Gelelektrophorese
dargestellt werden. Die Hauptbanden sind schwaez Stbtterbanden grau. Im unteren Teil
der Abbildung sind die Daten eines Kapillar-Elektnorese-basierten DNA-Sequenzers zu
sehen. Die Peaks reprasentieren verschieden laoBe/d?CR Produkte. Die Hauptbanden

produzieren grol3e, die Stotterbanden kleinere Peaks

Genotypisierungsfehler kbnnen zu der falschen Rékaamten und Doppelrekombinanten
fuhren. Rekombinanten und Doppelrekombinanten emest wahrend des Crossing overs.

Zu Crossing over kommt es wahrend der Meiose. @rgssver bezeichnet das Uberkreuzen
von zwei Chromatiden (Strachan & Read, 2004). Dberireuzungspunkt hei3t Chiasma.
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Die Uberkreuzten Chromatiden brechen, und es komumt Austausch der entsprechenden
DNA-Abschnitte und deren erneutem Zusammenfluge@momosomen. Dadurch vergrol3ert
sich der menschliche Genpool — dieses Phanomemaistit ein zentraler Prozess der
Evolution.

Als Rekombination bezeichnet man ein beobachtetessthg over. Zwei Crossing over
direkt nebeneinander kdnnen nicht beobachtet werden

Der Begriff Haplotyp bezeichnet einen Block eng dhbarter Allele. Treten zwel

Rekombinationen auf einem Haplotyp auf, spricht mam einer Doppelrekombination.

[
NN NN
NN NN
W W W W W

=P NP e
NN NN

Abbildung 4.3
Stammbaum mit drei Personen; Doppelrekombinatiam lkend

Abbildung 4.3 zeigt ein Beispiel fir eine Doppelekination. Dargestellt ist eine
Kernfamilie mit Mutter, Vater und Kind sowie ihrgaweiligen Haplotypen, die fur funf

Marker genotypisiert sind.
Das Kind hat einen Haplotypen ohne Rekombinatior@n Vater und einen Haplotypen von
der Mutter, der eine Doppelrekombination aufwdlie erste Rekombination liegt zwischen

den Markern 2 und 3. Eine zweite Rekombinationtlmgschen den Markern 3 und 4.

Doppelrekombinationen sind unwahrscheinlich, wenie theiden Marker sehr dicht

zusammen liegen. Rekombinationen treten namlichhtnimabhangig voneinander auf,
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sondern beeinflussen sich gegenseitig. Tritt wéhmgr Meiose ein Chiasma auf - also die
Uberkreuzung der einzelnen Chromatiden der Eltereirem Punkt — so unterdriickt es in
der Regel ein zweites — man spricht von positiaezrferenz.

Eine erhohte Quote an beobachteten Rekombinatiooder das Auftreten von
Doppelrekombinationen kdénnen auf Genotypisierurgsfea beruhen. So kann auch die
Doppelrekombination im obigen Beispiel als Genatigungsfehler aufgefasst werden. Das
Kind kbnnte am Marker 3 statt homozygot (2/2) aetler heterozygot wie fir die tbrigen
Marker sein.

Eine erhohte Quote an Doppelrekombinationen kanrer alauch durch wahre
Doppelrekombinationen entstehen, weshalb einegretion als Genotypisierungsfehler mit
Vorsicht erfolgen sollte.

Falsche Doppelrekombinanten machen etwa ein Viett#l Genotypisierungsfehler bei
vollstandig typisierten Kernfamilien aus (Dougldasag, 2002). Broman et al. fanden bei der
Kartierung der Marshfield Karte bei 0.08% der Ggpeth Doppelrekombinanten, die sie
grol3tenteils auf Genotypisierungsfehler zuricki&mi@Broman et al., 1998).

In Tabelle 4.1 ist eine Ubersicht Uber Ursachen fBenotypisierungsfehler, ihre

Entstehungsmechanismen und ihre Auswirkungen zusagestellt.

Die Konsequenzen von Fehlern sind falsche Rucksshkliaus den Ergebnisse der Analysen
von Genotypisierungsdaten  (Pompanon et al.,, 200%jehler koénnen die
Rekombinationsfrequenzen erhdhen, damit den TygHleF erhbhen und Kartendistanzen
verlangern. Die Power der Analyse ist reduziere@@r & Konig, 2006).

Weiter kbnnen Genotypisierungsfehler zu einer fascldentifikation von Personen fuihren
(Bonin et al., 2004).

Douglas et al. fanden heraus, dass eine einprgeefRate an Genotypisierungsfehlern zu
einem Verlust an Informativitat der Kopplungsanaly®n 53% bis 58% fuhren kann. Eine
Fehlerrate von 0.5% verursacht immer noch einearimtivitatsverlust von 28% bis 30%
(Douglas et al., 2000). Eine Fehlerrate von nuri%nalysierten Daten kann bedeutsame
Auswirkungen fur die Schatzungen zum Kopplungsuolgewichtes haben (Akey et al.,
2001).

Um bei der Durchfiihrung von Kopplungsanalysen sifievErgebnisse zu erhalten und
richtige Schlussfolgerungen ziehen zu koénnen, sstabso wichtig, die Haufigkeit von

Genotypisierungsfehlern zu minimieren.
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ntersuchungen

Ursache des Fehlers

Entstehungsmechanismus des
Fehlers

Konsequenz des Fehler fir den
Genotypen

Interaktionen zwischen DNA Molekilen

An den Marker grenzende DNA-
Sequenzen

Keine (oder weniger effiziente)
Amplifikation wegen Mutation in
der Target-Primer-Sequenz

Nullallele

An den Marker grenzende DNA-
Sequenzen

Insertion oder Deletion im
amplifizierten Fragment

Langen-Homoplasie von
verschiedenen Allelen

An den Marker grenzende DNA- | In heterozygoten Individuen Allelverlust
Sequenzen bevorzugte Amplifikation eines
Allels
Qualitat des Probenmaterials
Geringe Qualitat oder Quantitat detn Heterozygoten Amplifikation Allelverlust

DNA

nur eines Allels

Geringe Qualitat oder Quantitat d
DNA

ein Heterozygoten bevorzugte
Amplifikation des kiurzeren Allels

Dominanz des kurzen Allels

Kontamination des DNA Extraktes

Amplifikation einesntaminierten
Allels

D

Falsches Allel

Geringe DNA Extrakt Qualitat

Keine oder geringerestiktion
oder Amplifikation

Allelverlust

Biochemische Artefakte und technische Probleme

Geringe Qualitat der Reagenzien

Keine oder geraBestriktion
oder Amplifikation

Allelverlust; falsches Allel

Geringe Qualitat der Reagenzien

Schlechte Fragnahianung
und Erkennung

Allelverlust; falsches Allel

Geringe Reliabilitat und Prazision
der Ausstattung

z.B. Pipettierungsfehler,
Evaporation wahrend der PCR

Allelverlust; falsches Allel

TaqPolymerase Fehler

Verschmierungen

Falsches Allel

TaqPolymerase Fehler

Inkomplett amplifizierte Fragtae

n Falsches Allel

Mangel an Spezifitat

Amplifikation unspezifischer
Produkte wegeRrimer-Annealing
an andere Loci

Falsches Allel

Mangel an Spezifitat

Unspezifische Restriktions-
Reaktionen

Falsches Allel

Artefakte in der Elektrophorese

Inkonsistenz ddellingen in
verschiedenen Experimenten,
Versuchsdurchfiihrungen, Studien

Langen-Homoplasie von
verschiedenen Allelen; falsches
Allel

Artefakte in der Elektrophorese

Abweichungen déellingen
durch verschiedene Faktoren, wig
z.B. Temperaturunterscheide,
Konzentration an PCR-Produkten

Langen-Homoplasie von
verschiedenen Allelen; falsches
Allel

Menschliche Faktoren

Probenvertauschen Vertauschung durch falsche Falsche Allele
Etikettierungen, verwechselte
Roéhrchen etc.
Fehler in der Kontamination mit fremder DNA, | Falsche Allele
Versuchsdurchfiihrung Kontamination der DNA Proben
untereinander
Fehler in der Benutzung eines unpassenden | Allelverlust; falsches Allel
Versuchsdurchfiihrung Studienprotokolls (z.B. vergessene

Reagenz, falsche Primer)

Datenverarbeitung

Fehlerhafte Auswertung von Pe

akslsches Allel

Datenverarbeitung

Fehler oder Verwechslung von
Genotypen in der Datenbank

Falsches Allel

Datenverarbeitung

Fehler bei der Datenauswertung
(z.B. durch einen Fehler im

Falsches Allel

Analyseprogramm)

Tabelle 4.1

Genotypisierungsfehler — angelehnt an: Pompanah €005)
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4.6  Ansatze zur Entdeckung von Genotypisierungsfeéin

Es existieren verschiedene Mdoglichkeiten die Gausigrungsdaten auf Fehler zu

analysieren.

Einen Teil der Genotypisierungsfehler, aber auachSdammbaumfehler, kann man durch den
Vergleich der Genotypen von Eltern und Kindern eoken. In diesen so genannten Mendel-
Checks wird gepruft, ob die Allele der Kinder mérebn der Eltern kompatibel sind. Kommen
bei einem Kind beispielsweise Allele vor, die bencEltern nicht gefunden werden kdnnen,
so liegt ein Fehler vor. Theoretisch kdnnte aucte évutation vorliegen, aber Mutationen

sind selten (Konig mundlich). Das Prinzip der MatbpMendelfehler zu entdecken, ist in

Kapitel 6 beschrieben.

Allerdings konnen 25% der Genotypisierungsfehlemgatibel mit der Mendelschen

Vererbung sein und sind somit mit der Methode desndiél-Checks nicht zu detektieren
(Douglas et al., 2002). Beispiele fur Fehler, dsnlpatibel zur Mendelschen Vererbung sind,
sind Fehler, die zu falschen Rekombinationen ungp@trekombinationen fuhren. Bei einem
Mendel-Check der Familie aus der Abbildung 4.3 wikdin Fehler entdeckt werden kénnen.
Das Kind kann ja die Allele von den Eltern geerdibén.

Um falsche Doppelrekombinationen aufzudecken, kidrsie Haplotypen rekonstruiert und

inspiziert werden (Ziegler & Konig, 2006). Im Kaglit7 ist dieser Ansatz naher erlautert.

Fehler, wie z.B. Nullallele in den Genotypen kénzenAbweichungen vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht fuhren. Das Hardy-Weinberg Gleichgdwi beschreibt die Beziehung
zwischen Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiterd lresagt, dass diese in aufeinander
folgenden Generationen gleich bleiben (Hennig, 208Bweichungen vom Hardy-Weinberg
Gleichgewicht auf3ern sich vor allem in einem Hongatgnexzess beziehungsweise in einem
Mangel an Heterozygoten.

Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht kann genutzt werdem die Allelfrequenzen
abzuschatzen und erhdhte Quoten an Homozygotemtzieoken. Dieser Ansatz wird im
Kapitel 9 weiter verfolgt, wo auch das Hardy-Weirgh&leichgewicht naher erklart wird.
Wie erhohte Quoten an Nullallelen entdeckt werdénnlen, wird ebenfalls im Kapitel 9

beschrieben.

30



Methoden zur Qualitatssicherung — Daten und verwenete Dateien

5 Qualitatssicherung: Daten und verwendete Dateien

Im Kapitel 4 wurde auf die Ursache von Genotypisigisfehler eingegangen. Auch erste
Ansatze zum Entdecken dieser Fehler wurden diskutie den folgenden Kapiteln sollen

einige Methoden zur Qualitatssicherung bei Genetgpingsdaten konkret vorgestellt
werden. Die Benutzung der verwendeten Programmehur@utput werden erlautert.

Vorher wird in diesem Kapitel auf die wichtigstemputdateien eingegangen, die von den

Programmen bendtigt werden.

Die Qualitatssicherung umfasst sechs Stufen:

- Prifung auf Mendel-Fehler (Kapitel 6)

- Ausschluss von Doppelrekombinanten (Kapitel 7)

- Kartierung der Marker (Kapitel 8)

- x2-Test zum Hardy-Weinberg Gleichgewicht (Kapitet)9.

- Monte-Carlo Permutation zum Hardy-Weinberg Glgmhicht (Kapitel 9.5)
- Test auf Nullallele (Kapitel 9.6)

Um die Genotypen auf Mendel-Fehler zu Gberprufand was ProgramrPedcheckVersion
1.0, (O’'Connell & Weeks, 1998) verwendet. Doppetmbinanten werden mit Hilfe des
Programmg<GenehunterVersion 2.1r_5betgKruglyak et al., 1996) ausgeschlossen. Mit dem
ProgrammCrimap, Version 2.4, (Green et al.,, 1990) findet die Kating statt. Hierbei
werden die Marker auf ihre Reihenfolge gepruft uhese mit vorhandenen Kartierungen
verglichen.

Der y2-Test auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleiehight wird mit dem Programm
Pedstats 0.5.4Wigginton & Abecasis, 2005) durchgefuhrt. Die MetCarlo Permutation ist
in R realisiert.

Auf das Vorliegen von Nullallelen wird mit dem Pragim NullAlleleCheck(Version 0.98,
2004) gepruft.

Aul3er der Monte-Carlo Simulation, die nfitt unter Windowsausgefuhrt wird, werden alle

Programme aubfnix verwendet.
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Die im Kapitel 9.7 beschriebene Methode, Vasardbpiflungen fur die Uberprifung des

Hardy-Weinberg Gleichgewichtes zu benutzen, istopiBonale Erganzung zu den anderen
vorgestellten Verfahren zu sehen.

In der Genotypisierung werden fur alle Personendiég untersuchten Marker die Allele

bestimmt. Die Daten aus der Genotypisierung liejssamplepre Datei vor.

Je nachdem, mit welchen Programmen man diese Datensuchen mochte, benodtigt man
verschiedene Dateiformate als Input. Zwei Dateifatiensollen hier vorgestellt werden: Die
Stammbaum-Datei oder kurped Datei, die Informationen zu den untersuchten Renso

enthéalt, und diedat Datei mit Informationen zu den Markern.

5.1 .ped Datei

Diese Datei enthalt alle Informationen zu den wtenten Stammbaumen (engl. pedigree).
Jede Familie und jede Person sind eindeutig ideietif. Der Aufbau derpedDatei geht auf
Terwilliger und Ott zuriick (Terwilliger & Ott, 1994

Am Beispiel von zwei Familien aus der LRS-Genotigrisng, die in Abbildung 5.1

dargestellt sind, soll der Aufbau einpedDatei erlautert werden.

FOO1 F002
1021-0021272 | 1021-0021271 1021-0021276 | 1021-0021275
6/7 3/6 5/5 2/5
3/6 3/3 5/6 3/3
| | | |
1021-0021270  1021-0021273 1021-0021274  1021-0021277
6/6 0/0 2/5 2/5
3/6 0/0 3/6 3/6

Abbildung 5.1
Stammbaume aus LRS-Genotypisierung
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Die Abbildung zeigt die Stammbaume von zwei Kerrifam. Die Bezeichnungen der
Familien (FOO1 und FO02) und der Personen (z.B141i21272) und die Allele zu zwei Loci
sind angefluhrt (z.B. 6/7 als erster Locus, 3/&ualsiter Locus bei der Person 1021-0021272).

In der Abbildung 5.2 sieht man eine passempael Datei zu diesen Stammb&umen.

FO01 1021-0021270 1021-0021272 1021-0021271126 6 3 6 38.0029974
FO001 1021-0021271 002036330
FO001 1021-002127200106 7360
FO001 1021-0021273 1021-0021272 1021-00212711100 00 39.6350529
F002 1021-0021274 1021-0021276 1021-00212752 225 36 37.9097491
F002 1021-0021275002025330
F002 1021-0021276 001055560
F002 1021-0021277 1021-0021276 1021-00212751225 3651.7647504

Abbildung 5.2
.pedDatei zu den Stammbaumen aus Abbildung 5.1

Jede Zeile in dieser Datei steht fur eine Persendam Stammbaum. Zur Erklarung wird die

erste Zeile betrachtet:

FO001 1021-0021270 1021-0021272 1021-0021271126 6 3 6 38.00299742

Zu jeder Familie wird ihre Identifikation (Familield — erste Spalte: ,FO01") angegeben.
Jede Person ist eindeutig durch ihre ldentifikat{®erson ID — zweite Spalte: ,1021-
0021270%) und ihre Familien ID bezeichnet. Zu je@arson wird die Identifikation ihres
Vaters und ihrer Mutter (Vater ID — dritte Spal{@021-0021272“ — Mutter ID — vierte
Spalte: ,1021-0021271") angegeben. Sind Vater digiter unbekannt, wird in die jeweilige
Spalte ,0“ eingesetzt. Da in diesem Beispiel nuez®enerationen aufgefuhrt sind, stehen in
den Spalten Vater ID und Mutter ID bei der Eltermg@tion Nullen. Man spricht bei den
Eltern oder generell bei Personen, denen keinea¥ioeh im Stammbaum zugeordnet werden
konnen, vonFoundern also Grindern. Personen mit Vorfahren im Stammmbasind
dementsprechendon-founder

Das Geschlecht der Personen (finfte Spalte) istridinlich mit ,1* — wie fur die Person
1021-0021270 —, bei weiblich mit ,2“ bezeichnet.

Die sechste Spalte macht eine Angabe zum Betradfesdtatus. Der Betroffenheitsstatus
macht eine Aussage dartber, ob eine Person vonrdersuchten Erkrankung betroffen ist
oder nicht. Im Rahmen der LRS-Studie wird diesesage nur bei den Kindern getroffen, bei
den Eltern ist sie deswegen ,0“. Betroffene Kindeerd ,2°, nicht betroffene ,1". Die Person
1021-0021270 ist ein betroffenes Kind, deshalbtgdiehihr eine ,,2".
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Bei jeder Person sind zu jedem Marker die zwei l@llengegeben, die die Person fir den
Marker aufweist. Ist dies unbekannt oder ist derkdabei dieser Person nicht genotypisiert,
steht eine Null. Im obigen Beispiel sind zwei Markangegeben. Die Allele des ersten
Markers stehen in der siebten und achten, diewdegen Markers in der neunten und zehnten
Spalte; bei der Person 1021-0021270 hat der erstikevl die Allele (6/6) und der zweite
(3/6).

Die letzte Spalte gibt einen Wert zum quantitatir®manotyp an. Da den Eltern in dieser
Genotypisierung keine Phanotypen zugewiesen wurdiht bei ihnen kein Wert (,0).
Wirde ein qualitativer Phanotyp verwendet, wareseatiedurch den Betroffenheitsstatus
hinlanglich beschrieben.

Generell sollten inpedDateien keine Buchstaben oder Sonderzeichen (im@eBtriche etc.)
stehen, eine Ausnahme kann wie in diesem Beispiedldr Familien ID und der Personen ID

gemacht werden. Die einzelnen Spalten werden drircheerzeichen getrennt.

In der Literatur wird manchmal auch vopre Dateien gesprochen. Oft werden die beiden
Begriffe .pedDatei und.pre Datei nicht klar abgegrenzt. Man kann unter eipedDatei eine
Datei verstehen, die nur Informationen zum Stammband zu den Personen enthalt aber
nicht zu Markern. In der Literatur zu den Programnbei Terwilliger und Ott ist einpost
makepedDatei als.pedbeschrieben, die vom Programnmkage (Terwilliger & Ott, 1994)
bendtigt wird. Ihr Inhalt weicht von dem der obessbhriebenpedDatei ab.

Fur die Anwendung der Programme zur Qualitatssisigewird eine.pedDatei in der oben

beschriebenen Form bendtigt.

5.2 .dat Datei

Allgemeine Aussagen zum genetischen Modell und Anzahl und zu Details Uber die
Marker finden sich in dedat Datei.

Die dat Datei kann vom Benutzer selbst oder durch PrograrfmB.Preplink - Funktion von
Linkage beschrieben in: Terwilliger & Ott, 1994) erstelerden. Prinzipiell beschreibt die
.datDatei die.pedDatei mit Ausnahme der ersten fiinf Spalten (Angaheden Personen).

Fur die Untersuchungen zur Dyslexie sind mehrenalte der dat Dateiirrelevant. So wird
beispielsweise nicht von einem geschlechts-gebemddfrbgang ausgegangen. Derartige

Angaben fehlen in der Beispieldatei — sie sindoyleD” gesetzt.
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Die Abbildung 5.3 zeigt das Beispiel eindat Datei.

Zeile

1 5005 << NO. OF LOCI, RISK LOCUS, SEXLINKED (IF 1), PROGRAM

2 00.0 0.0 0 << MUT LOCUS, MUT MALE, MUT FEM, HAP F REQ (IF 1)

3 12345

4 1 2 # disease << AFFECTION, NO. OF ALLELES

5 0.50000 0.50000 << GENE FREQUENCIES

6 1 << NO. OF LIABILITY CLASSES

7 0.0000 0.0000 1.0000 << PENETRANCES

8 3 5#D1S001 << ALLELE NUMBERS, NO. OF ALLELES

9 0.31250 0.14583 0.10417 0.25000 0.18750 < < GENE FREQUENCIES

10 3 3#D1S002 << ALLELE NUMBERS, NO. OF ALLELES

11 0.39583 0.18750 0.41667 << GENE FREQUENCIE s

12 3 4#D1S003 << ALLELE NUMBERS, NO. OF ALLELES

13 0.37500 0.20833 0.18750 0.22917 << GENE F REQUENCIES

14 0 2 #qtl << QUANTITATIVE, NO. OF ALLELES

15 0.50000 0.50000 << GENE FREQUENCIES

16 1 << NO. OF TRAITS

17 0.000  0.000 0.000 << GENOTYPE MEANS

18 1.000 << VARIANCE - COVARIANCE MATRIX

19 1.000 << MULTIPLIER FOR VARIANCE IN HETEROZ YGOTES

20 0 0 << SEX DIFFERENCE, INTERFERENCE (IF 1 OR 2)

21 0.0000 0.0449 0.0449 0.1000 << RECOMBINATION VAL UES

22 1.0.10000 0.45000 << REC VARIED, INCREMENT, FI NISHING VALUE
Abbildung 5.3

Beispiel fur einedat Datei

Im Folgenden sollen die einzelnen Zeilen der Dadgier erlautert werden.

Hinter den Klammern<<” stehen jeweils Kommentare, die vom Programm igmbwerden.

In Zeile 1 ist die “5” ist die Anzahl der MarkerineKrankheitslocus, drei Marker, die
genotypisiert wurden, und der QTR antitative trait locus- Erlauterung siehe unten). Ein
Risk locusoder ein geschlechtsgebundener Erbgang liegen wich deshalb stehen in den
entsprechenden Spalten Nullen. Bei einem X-chromagem Erbgang stande eine ,1“ an der
dritten Position. Die ,5“ an der vierten Positioesighreibt das Programm, fir das diat
Datei verwendet werden soll.

Die zweite Zeile dient der Beschreibung eines Lpalexy mit einer spurbaren Frequenz
mutiert. Ein solcher Locus liegt im Beispiel nichdr, deshalb sind alle Angaben ,0* bzw.
,0.0"

In Zeile 3 ist die Reihenfolge der Loci in deedDatei angegeben. Der Betroffenheitsstatus
wird in der Regel als erster Locus betrachteto&geh die drei Marker mit ihren Allelen und
der QTL.

Die ,1“ in der Zeile 4 deutet dem Programm an, diiesnachsten Zeilen den Krankheitslocus

beschreiben. In depedDatei ist dieser Locus als der Betroffenheitsstéezeichnet worden.
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Die Anzahl der Allele dieses Locus ist zwei: bef@af,,2" oder nicht betroffen ,1%. Ist der
Betroffenheitsstatus unbekannt, steht eine ,0".

Die folgenden Zeilen 5, 6 und 7 machen Angabeneru@enfrequenzen, déability classes
(Aussagen zu altersabhangigen Penetranzen) undréeren. Die Penetranz ist der Antell
der Personen, die einen Genotypen fir eine Erkrapkaufweisen und auch einen
Phénotypen auspragen (Strachan & Read, 2004).idbglichkeiten, die in der .dat Datei
beschrieben werden, sind homozygot normal, hetgaizyind homozygot betroffen. In
diesem Beispiel wird davon ausgegangen, dass hgqubBetroffene in allen Fallen (also in
100% deshalb die ,1.0000“) erkranken.

Die Zeilen 8 bis 13 beschreiben die genotypisielanker — je zwei Zeilen gehoren zu einem
Marker, also die Zeilen 8 und 9 zum ersten, 10 Lihdum zweiten usw. Die ,3“ in Zeile 8
zeigt dem Programm, dass es sich um Allel-Markerdel. Die ,5" in Zeile 8 gibt die
Anzahl der Allele an. Dahinter steht jeweils derrkéaname, z.B. ,D1S001". In der Zeile 9
sind die Allelfrequenzen angegeben. Die Allelfreggen sind wichtig, wenn durch ein
Programm madgliche Genotypen rekonstruiert werdéers(siehe Kapitel 6).

Die folgenden Zeilen 14 bis 19 machen Aussagen Quin Dieser Locus ist der Ort auf dem
untersuchten Chromosom, den man mit Hilfe der diziven Variable (Phanotyp)
identifizieren mochte (Strachan & Read, 2004). [Dfein der Zeile 14 sagt dem Programm,
dass der Locus eine quantitative Variable ist, gibtidie Anzahl der Allele wieder. Es folgen
Angaben zu den Genfrequenzen, zur Anzahl der Manabnd weitere Informationen zum
QTL.

Zeile 20 macht Angaben zu Unterschieden in den Rékaationsraten von Mannern und
Frauen und Angaben zu Interferenzen. In diesempizisverden keine solchen Angaben
gemacht, die Spalten enthalten Nullen.

Die Zeile 21 enthéalt Angaben zu den Rekombinati@ugfenzen zwischen je zwei
benachbarten Markern. Da in dieser Beispieldateif filarker vorkommen, sind vier
Rekombinationsfrequenzen aufgefuhrt. Der erste Wetrt die Rekombinationsfrequenz
zwischen dem Krankheitslocus und dem ersten deotgeisierten Marker (D1S001). Der
zweite Wert ist die Rekombinationsfrequenz zwisciE5001 und dem zweiten Marker
(D1S002) usw.

Die letzte Zeile, Zeile 22 im Beispiel, enthalt dNemmer der Rekombinationsfrequenz, die

variiert werden soll, mit welcher Zunahme varigrden soll und bis zu welchem Endwert.
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53 Weitere Dateien

Die Programme benotigen zum Teil weitere Input@éate5o bendtig€rimap verschiedene

Inputdateien, die im entsprechenden Abschnitt bresodén werden.
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6 Mendel-Fehler
6.1  Prufung auf Mendel-Fehler

Eine Mdglichkeit, Fehler in den Daten zu entdecKegsteht darin, die Familienstruktur zu
nutzen. So kann gepruft werden, ob die angegeb&wmotypen mit der Mendel'schen
Vererbung vereinbar sind. Unter anderem werdenedi®benen Daten hinsichtlich ihrer
Plausibilitat zueinander Uberpruft. Mendel-ChecKsrdern die Genotypen von Verwandten
und sind somit nur in Familien-basierten nicht abdPopulations-basierten Studien mdglich.
Das ProgramnPedcheckvon O’Connell und Weeksucht fir Autosomen und Gonosomen
nach Fehlern in Mendel’schen Erbgangen (O'ConnéW&eks, 1998).

Als Input-Format benétigPedcheckdie Daten der Familien. Hierzu werden eiped und

eine.dat Datei wie oben beschrieben bendtigt.

Das Programm pruft die Genotypen auf Unstimmigkeitend meldet Fehler, wenn die

folgenden Falle vorliegen:

- Die Allele eines Kindes und der Eltern sind nidampatibel, das heil3t, sie
entsprechen nicht den Mendel’'schen Regeln

- Das Kind ist zwar jeweils kompatibel zu MutterduWater einzeln betrachtet,
nicht jedoch wenn beide gleichzeitig betrachtetdeor.

- Es gibt mehr als vier verschiedene Allele in eikernfamilie.

- Es gibt mehr als drei verschiedene Allele bei cBesstern, wenn ein Kind
homozygot fiir die Allele ist.

- Es gibt mehr als zwei verschiedene Allele bei cBesstern, wenn zwei
Geschwister verschieden homozygot sind.

- Ein Allel liegt au3erhalb einer festgelegten Mengn Allelen.

- An einem X-chromosomalen Marker ist eine manmdiBerson nicht homozygot.

- Eine Person hat in einem als autosomal defime8gstem nur ein definiertes
Allel.

Im Folgenden sollen die Uberprifungen diBedcheck durchfiihrt, an einigen
Beispielstammbaumen naher erlautert werden.
Das Programm durchlauft einen funfstufigen Algantrs. Die nullte Stufe prift zunachst, ob

alle Personen im Stammbaum verbunden sind.
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Auf der ersten Stufe priRedcheclkdie Genotypen der Individuen auf Unstimmigkeitsa,
auf Inkompatibilitat der Genotypen von Kind unddit und auf abweichende Allelzahlen bei
Geschwistern. Ein Fehler lage beispielsweise voenrw Geschwister mehr als vier
verschiedene Allele aufweisen.

Ein derartiger Fehler liegt in Abbildung 6.1 vor.

5
4/9 2/1 4/3 5/1

4/3

Abbildung 6.1
Stammbaum mit fehlerhaften Allelen

Dargestellt ist ein Stammbaum mit drei Generatiori2ie Personen 3-7 sind genotypisiert.
Die drei Geschwister — die Personen 3, 4 und Sbemalie Allele 1, 2, 3, 4 und 5. Somit
liegen bei ihnen funf verschiedene Allele vor. Zvimblogische Eltern kénnen jedoch nur
jeweils hdchstens zwei verschiedene Allele vererberdass Geschwister also héchstens vier
verschiedene Allele aufweisen kdnnen. Bei einem drygoten Kind, also etwa mit dem
Genotyp (1/1), mussen die Eltern mindestens eintisishes Allel besitzen, also zum Beispiel
die Genotypen (1/2) und (1/3) aufweisen. Wenn &séei Situation unter den Geschwistern
mehr als drei verschiedene Allele auftreten, dedie= ebenfalls auf Fehler hin.

Ein Fehler bezlglich Kompatibilitdt zwischen dem@igpen von Eltern und Kind liegt in der
Kernfamilie mit den Eltern Person 6 und Person 8 dam Kind Person 7 vor. Das Kind

weist den Genotyp (4/3) auf. Die Eltern haben den@ypen (4/9) — der Vater, Person 6 —
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und (2/1) — die Mutter, Person 3. Das Kind ist hikbmpatibel zur Mutter. Es kann nicht das
Allel 3 haben, wenn die Personen 3 und 6 die bistdgen Eltern sein sollen.

Die Befehlszeile zur ersten Stufe viBadchecKlautet:

pedcheck -p pedtestl.ped -d pedtestl.dat

Nach dem Befehlgedcheck ” werden dem Programm mitp*” und “-d ” die zu analysierende
.pedDatei und eine zugehdorigaat Datei Ubergeben.
Die Abbildung 6.2 zeigt das Ausgabe-Format der érehdie Pedcheckermittelt, wenn die

Daten dieser Familie gepruft werden.

Fkxkkxkrek | EVVEL O ERRORS *rxkskikskakihsk

----- No Level O errors ----- Keine Fehler auf der ,nullten”
*kkkkkkkkkk Stufe
LEVEL 1 ERRORS dhkkkkkkkkkkkkkkk

##### GENOTYPE ERROR: Pedigree 1 Locus 1 Name M_1 #####
ERROR: Children have more than 4 alleles (123 4 5
ORIGINAL SCORING: X
Father 1: 0/0 Mother 2: 0/0
Child 3: 1/2 Fehler: mehr als 4 Allele bei den
Child 4: 3/4 G hwist
Child 5: 1/5 Sl
##### GENOTYPE ERROR: Pedigree 1 Locus 1 Name M_1 #####

ERROR: Child 7 and Mother are inconsistent.

ORIGINAL SCORING: \
Father 6: 9/4 Mother 3: 1/2

Child 7: 3/4 Fehler: Kind 7 und Mutter sind
inkonsistent

I Summary of Errors: By Pedigree !

! Pedigree 1 !

! marker M_1 !

! !

! Summary of Errors: By Marker !
I Marker M_1 !

! Pedigree 1 !

PedCheck has found 2 inconsistencies in the pedigree data.

Abbildung 6.2

Bildschirmausgabe zu Stammbaum mit fehlerhafteeléi

In diesem Stammbaum liegt die Ursache der Fehlérsghaeinlich bei der Person 3. Nimmt
man an, dass bei ihr ein Genotypisierungsfehleliegirund sie anstelle der Allele (2/1) die
Allele (3/1) hatte, ware der Stammbaum fehlerfrei.
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Wenn ein Stammbaum Manner enthélt, die nicht hegoizfiir X-chromosomale Marker sind
- also die Gonosomen XX sind statt XY - erkenntdhedk dies auch als Fehler.

Ebenso fiuihren die Allele zu Fehlermeldungen, digedoalb der in dedat Datei festgelegten
Menge von Allelen liegen. AuBerdem erfolgt eine tpiéfung, ob alle Personen vollstandig
typisiert sind. So wirde eine Person, bei der murAdel — etwa (1/0) — eingetragen ist, als

halbtypisierte Person zu einer Fehlermeldung fuhren

Auf der zweiten Stufe fih®Pedcheckeinen Lange-Goradia Algorithmus durch. Dieser dien
der genaueren Kontrolle der Allele von Eltern unddérn. Zur vollstandigen Beschreibung
des Lange-Goradia Algorithmus sei auf die Publdw@tron O’Connell und Weeks verwiesen
(O'Connell & Weeks, 1999).

Anschlielend werden die Kernfamilien betrachtesp alutter-Vater-Kind/Kinder. Zu den
Genotypen der Eltern werden die jeweils mdglichggoren Genotypen bestimmt, also z.B.
bei einem Genotyp der Mutter (1/2) und des Vaté3)(Brgeben sich die zygoten Genotypen
1, 2 oder 3. Wenn jedes Kind einen oder mehrersedi&enotypen aufweist, werden die
elterlichen Genotypen und die passenden GenotypeKidder beibehalten. Wenn ein Kind
keine zu den zygoten passenden Genotypen besgudew keine der Genotypen beibehalten.
Fur jede Person werden diese Schritte solange geifichrt, bis keine weiteren Genotypen

ausgeschlossen werden kénnen.

In Abbildung 6.3 ist ein Stammbaum mit drei Genersgn und zwei Kernfamilien
dargestellt. Vier der funf Personen sind genotgpisiDie Person 3, Tochter von den
Personen 1 und 2 und Mutter von Person 5, ist giehotypisiert.

Bei diesem Beispiel sind die Kernfamilien fur sighnommen maoglich. Insgesamt aber tritt
Inkonsistenz auf. Damit der Enkel - Person 5 - Mlilele (3/2) haben kann, misste seine
Mutter - Person 3 - wenigstens ein Allel 2 habéme IEltern haben aber nur die Allele 1, 3
und 4 und kdnnen nur diese an ihre Tochter weitgigen haben. Man erkennt den Fehler im

Stammbaum also erst, wenn man ihn Uber alle 3 Georen betrachtet.
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1 2
4/3 3/1
4
3/1
5
3/2
Abbildung 6.3
Stammbaum mit Fehler auf der zweiten Stufe
*kkkkkkkkkk LEVEL O ERRORS kkkkhkkkkkkkkkkk
----- No Level 0 errors -----
*kkkkkkkkkk LEVEL 2 ERRORS *hkkkkkkkkkkhkkk
##### GENOTYPE ERROR: Pedigree 1 Locus 1 Name M_1 #####

ORDERED GENOTYPE LISTS: Any allele greater than 4 i
(T) Father 4: 3|1 1|3 (2)
(U) Mother 3: 5|5 3|5 5|3 3|3 (4)

(T)Child5: 32 23 (2)

| Summary of Errors: By Pedigree !
! Pedigree 1 !

! marker M_1 !

| 1

I Summary of Errors: By Marker !
I Marker M_1 !

! Pedigree 1 !

PedCheck has found 1 inconsistency in the pedigree d

s set_recoded.

Fehler bei den
(unbekannten) Allelen
der Mutter

ata.

Abbildung 6.4

Bildschirmausgabe zu Stammbaum mit Fehlern autwdeiten Stufe
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Zur Durchfuhrung einer Prufung auf der zweiten StwdnPedchecldient der Befehl:

pedcheck -2 -p pedtest2.ped -d pedtest2.dat

Die Abbildung 6.4 zeigt die Bildschirmausgabe fig Behler dieses Beispiels.

In der dritten Stufe bestimmt das Programm so gaeajkritische Genotypen®. Darunter
werden solche Personen verstanden, deren Elimmataus dem Stammbaum
Unstimmigkeiten in demselben aufhebt. Eliminatia(d, dass die Personen als unbekannt
(0/0) aufgefasst werden. Das fihrt natlrlich zieeirVerlust der Power, aber Fehler werden
damit ausgeschlossen.

In der Abbildung 6.5 ist ein Stammbaum, der dasblra der kritischen Genotypen
verdeutlichen soll, dargestellt. Die Kernfamiliesteht aus Vater und Mutter — Personen 1
und 2 — und drei Kindern — Personen 3, 4 und 5\Maer ist nicht genotypisiert.

Die Mutter ist homozygot mit den Allelen (2/2). Ustgingig von den Allelen des Vaters kann
ein Kind der homozygoten Mutter nicht zwei von déutter differierende Allele aufweisen.
Der Sohn - Person 4 - hat aber die Allele (1/1).

Wirde man entweder die Mutter oder den Sohn auékermnt (0/0) typisieren, gabe es ein

keine Unstimmigkeiten in diesem Familienstammbaum.

O OO

1/2 1/1 2/2

Abbildung 6.5
Stammbaum mit ,kritischen Genotypen*
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Die Befehlszeile fur die dritte Stufe deedcheckontrolle lautet:

pedcheck -3 -p pedtest3.ped -d pedtest3.dat

Die Abbildung 6.6 zeigt die Fehler-Ausgabe fur d8tammbaum mit den kritischen
Genotypen. Das Programm empfiehlt, die Person 2 @idePerson 4 auf ,,0 0“ zu setzen, um

im Stammbaum Konsistenz zu erhalten.

Kkkkkkkkkkk LEVEL O ERRORS Fkkkkhhkkkkkkdkkkkk
————— No Level O errors -----
*hkkkkkkkkk LEVEL 1 ERRORS *hkkkhkkhkkhkkkk

#### GENOTYPE ERROR: Pedigree 1 Locus 1 Name M_1 #####
ERROR: Child 4 and Mother are inconsistent.

ORIGINAL SCORING:

Father 1: 0/0 Mother 2: 2/2 i . .

Child 3. 2/1 Fehler: Inkonsistenz zwischen
Child 4: 1/1 Mutter und Kind 4

Child 5: 2/2

*kkkkkkkkkk LEVEL 2 ERRORS *hkkkkkkkkkkhkkk
————— No Level 2 errors -----
*kkkkkkkkkk LEVEL 3 ERRORS dhkkkkkkkkkkhkkk

Untyping any person listed will result in a consiste nt pedigree at the
given locus.

#itH#H Pedigree: 1 #itHHHH

Vorschlag: Person 2 oder Person
Name: M_1 Locus 1. 4 untypisiert lassen
Person 2: 2/2

Person 4: 1/1

! Summary of Errors: By Pedigree !
! Pedigree 1 !

! marker M_1 !

I Summary of Errors: By Marker !
I Marker M_1 !

! Pedigree 1 !

PedCheck has found 1 inconsistency in the pedigree d ata.

Abbildung 6.6

Bildschirmausgabe zu Stammbaum mit ,kritischen Ggren*

Die vierte Stufe des Programms bestimmt alternaftixgsierungen kritischer Genotypen. Fur
die Familie in Abbildung 3 waren alternative Gempaty fur die Mutter der Genotyp (1/2)
oder fur den Sohn (1/2) und (2/2).

Analog zur vorherigen Kontrolle lautet der Befett zierten Stufe:

pedcheck -4 -p pedtest3.ped -d pedtest3.dat

Die Abbildung 6.7 zeigt die Bildschirmausgabe fig derte Stufe.
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*hkkkkkkkkk LEVEL 3 ERRORS *hkkkkkkkkkkkkkk oddS Ratios fUr
Untyping any person listed will result in a consiste nt pedigre: mOQIIChe
locus. Genotypen

Using datafile allele frequencies.
#H#H Pedigree: 1 ##H#HH

Name: M_1 Locus 1.

(LEVEL 4)

Valid Typings Odds Against (vS. best)
Person 2: 2/ 2 (ORIGINAL)

1/ 2 2.000
Person 4: 1/ 1 (ORIGINAL)

1/ 2 1.000

2/ 2 1.000

Abbildung 6.7
Ausgabe mit Odds

Pedcheck berechnet auf der Grundlage der Allel&egen, die in dedat Datei stehen, Odds
Ratios, mit deren Hilfe man entscheiden kann, weltidividuen am wahrscheinlichsten
fehlerhaft typisiert sind oder nicht in den Stamnonbagehdren (z.B. Problem der unerkannt
nicht-biologischen Vter).

Das Programm fuhrt die dritte und vierte Stufe aus, wenn die erste und zweite Stufe

fehlerfrei sind.

Das ProgramnPedcheckst im Internet erhaltlich (Version 1.0, 2000).

6.2 Konsequenz von entdeckten Mendel-Fehlern

Die Genotypisierungsdaten werden wie beschriebé®edcheclkkontrolliert.

Die in dieser Uberprifung als fehlerhaft erkannBenotypen werden in d@ed. Datei von
Hand auf ,0 0“ gesetzt. Danach kdnnen die Datemusdifizierten.pedDatei erneut mit dem
ProgrammPedcheclgetestet werden.

Finden sich in der Prifung mit Pedcheck keine Fefmlehr in den Daten, kann als nachste
Stufe der Qualitatssicherung die Kontrolle auf Delpgkombinationen wie im

anschlieBenden Kapitel beschrieben erfolgen.
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7 Doppelrekombinationen

7.1  Suche nach Doppelrekombinationen

Wie im Kapitel 4.5 beschrieben, kann eine erhdht@aeRan Rekombinationen oder
Doppelrekombinationen auf Genotypisierungsfehlamnaisen.

Ein Beispiel fur eine Doppelrekombination die aumieen Genotypisierungsfehler beruht,
wurde im Kapitel 4.5 beschrieben. Der Genotypisigaiehler liegt in diesem Beispiel (siehe
Abbildung 4.3) beim Kind, wo auch die Doppelrekorndiion zu sehen ist.

Eine weitere Mdglichkeit, wie es zu falschen Doppledmbinationen kommen kann, ist als
so genanntegphase errorvon Broman et al. beschrieben (Broman et al., L99&se Art von
Fehler liegt vor, wenn alle oder mehrere KindereeiRamilie an derselben Lokalisation und
auf demselben Haplotyp — entweder dem maternalear atem paternalen — eine

Doppelrekombination zeigen. Die Abbildung 7.1 zeigteinen Fall.
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Abbildung 7.1

Familie mit zwei Doppelrekombinationen

In dem Beispiel haben die Eltern am dritten genstgpen Marker die Genotypen (1/2) und
(3/4). Zwei der drei Kinder weisen an diesem Markare Doppelrekombination auf. Sie
haben die Genotypen (1/3) oder (2/3). Man kann iesam Fall auf einen
Genotypisierungsfehler beim Vater riickfolgern. Sdats beobachteten Genotyps (3/4) konnte
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er in Wahrheit den Genotypen (3/3) haben. Dann earirdie beiden Kinder auch keine
Doppelrekombinationen aufweisen. In diesem Beislmgit also der Genotypisierungsfehler
gar nicht in der Generation, wo die Doppelrekomtomen auftreten, sondern in der
Elterngeneration.

Im Folgenden soll beschrieben werden, wie Doppelrdknanten gefunden werden kénnen.
Aus den beiden Beispielen von oben ergibt sich eehtige Konsequenz fir entdeckte
Doppelrekombinationen. Da man nicht immer sichggesakann, wo die Ursache flr eine
Doppelrekombination wirklich liegt, wird im Fallerer entdeckten Doppelrekombination die

gesamte Familie fir den betroffenen Marker als)(@éhotypisiert.

Fur den Ausschluss von Doppelrekombinationen wad BrogramnGenehunterVersion
2.1 5r, verwendet (Kruglyak et al., 1996).

Als Input bendtigiGenehunteeine.pedDatei und einedat Datei (siehe Kapitel 5).

Es werden didaplotypeund diepostscript outOptionen eingeschaltet und die Marker bzw.
die .dat Datei mit den Informationen zu den Markern mit dBefehlload markereingelesen.
Mit der Funktionscan pedigreaverden diepedDatei eingelesen und fur jede Person in allen

Stammbaumen der wahrscheinlichste Haplotyp bestimmt

FhkkkkkkFhkkkkkkhkk KK

*

GENEHUNTER - Complete Linkage Analysi s *
(version 2.1_r5 beta) *

E

*

Fkkkkkkkkkkkkkk ok kkkk

Type 'help' or '?' for help.
Can't find help file - detailed help information is not avai lable.
See installation instructions for details.

npl:1>ps on
Postscript output is now 'on’'

npl:2> haplo on
Haplotype output is now ‘on'

npl:3> load marker chr20_nwl.dat
Parsing Linkage marker data file...
14 markers read (lastone =D20S171)

npl:4> scan pedigree chr20_nwl.ped

analyzing pedigree FOO1...

Abbildung 7.2

Bildschirmansicht voiisenehunter
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Die Bildschirmansicht von Genehunter mit den Stdmit der Befehlseingaben ist in
Abbildung 7.2 zu sehen.

Die Haplotypen werden in einpostscriptDatei gespeichert.
Der Ausschluss von Doppelrekombinanten erfolgt dgoem Hand®, indem bei jeder Familie

fur jedes Chromosom nach Doppelrekombinationenajgsuird.

Die Abbildung 7.3 zeigt eine Haplotypenanalyse fine Familie aus der LRS-

Genotypisierung fur das Chromosom 20.

Date run: Mon Dec 5 16:13:54 2005
Filename: chr20_nwl.ped
Pedigree: F101 1021- 0021693 1021- 0021694
Markers: 123456789 101112131415 é ‘5‘ % :
A154724451181267- 4 2 4 2
707 6 3
@ 45277567266385- 5 7 7 5
B:12467815646335- Z‘ g fli g
b:23232757271126- 5 7 5 7 Dop_pel—'
11 2 6 2 rekombination
8 6 47
1 6 6 1
2 3 3 1
6 8 3 2
7 5 5 6
0 0 00

H o o

1021- 0021692 1021- 0021695 1021- 0021696

einfache
Rekombination

X X

[N
[N
[N

COWWORODORONOORANE
OoO~NONRFRORFRORBNNRO

CQUWWORDUFRONWNWN
ONONRFRORFRORRANNDOAOER
OCQONRFPREPNNNONNWNWN
ONONRFRPORFRORONNDOERE

Abbildung 7.3
Haplotypen mit Doppelrekombinante bei einer Fanalié Chromosom 20

Dargestellt sind zum einen nur die Original-Hapbely der Eltern (A, a, B, b) und der
Stammbaum mit den Haplotypen fir alle Personen.oRéknationen sind mit einem ,x*
gekennzeichnet. Allele, die fett gedruckt sinddsilie beobachteten Allele. Allele, die dinn
und kursiv dargestellt sind, wurden v@enehuntebestimmt.

In diesem Beispiel liegt eine Doppelrekombinatiogi Binem Haplotyp der Person 1021-
0021696 beim sechsten Marker vor.
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Bei zwei so nah beieinander liegenden Rekombinatiomie hier ist die Wahrscheinlichkeit,

dass es sich um einen Genotypisierungsfehler hiaggell — siehe Abbildung 7.4.

1
5
Haplotypen der 4
Mutter 7
(1021-0021693) 2
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rekombiantion Fehler
Il 1
5 5
4 4
7 I
12| 12
15 10]
4 4
5 5
11 11
8 8
Il 1
2 Maternaler 2
6 Haplotyp des 6
n Kindes I
9] (1021-0021696) 1]

Abbildung 7.4

Doppelrekombination oder Genotypisierungsfehler?

7.2  Ausschluss von Daten mit Doppelrekombinationen

Genotypisierungsfehler kdnnen zu falschen Doppelrdknationen filhren. Setzt man die
Allele des betroffenen Markers hier auf ,0“, iseddoppelrekombination beseitigt.

So wie in dem obigen Beispiel werden alle Famifiénalle Chromosomen inspiziert. Findet
man Doppelrekombination, werden die betroffenenkdiam der.pedDatei fir die gesamte

Familie auf ,0 0" gesetzt.

Das Software-Paket Genehunter ist im Internet diftdnzugéanglich (Version 2.1 r6, 2006).
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8 Kartierung der Marker

8.1  Durchfuhrung der Kartierung als Methode zur Quditatssicherung

Die Kartierung der verwendeten Marker kann genutztden, um maogliche Fehler in den
Daten zu entdecken. Aus den genotypisierten Mankgnoh zu jedem Autosom eine Karte mit
den genetischen Abstanden in centiMorgan (cM) kirste

Chromosomenlangen kdnnen als physikalische undtigehe Langen angegeben werden.
Die physikalischen Langen werden in Basenpaarei @mgegeben und entsprechen den
beobachtbaren Langen der Chromosomen. In der Kamgewerden die genetischen Langen
betrachtet. Das centiMorgan ist ein Mal3 fiur die ddekinationsfrequenz, also fur den
Austausch genetischer Informationen infolge Tremgnbenachbarter Genloci. Spricht man
bei der Betrachtung zweier Marker davon, dass Llwme einen centiMorgan voneinander
entfernt liegen, bedeutet dies 1% Wahrscheinlidhkiziss der Marker am ersten Locus vom
zweiten Marker am anderen Locus durch Crossing oadrend der Meiose getrennt wird.
Liegen zwei Marker dicht zusammen, ist diese Wdtestdichkeit geringer, als wenn sie
weiter voneinander entfernt liegen. Bei Frauen idie Wahrscheinlichkeit fur
Rekombinationen gréf3er, somit sind die genetischbstdnde bei ihnen grofRer und die
Karten langer; und die Rekombinationsfrequenzed &idher als bei Mannern (Strachan &
Read, 2004).

Auch durch Fehler in den Genotypisierungsdaten arerdie Karten langer (siehe Kapitel
4.5).

Die Kartierung kann mit dem Progran@nimap erfolgen (Green et al., 1990).
Als Input bendtigtCrimap eine.genDatei. Diese Datei dhnelt der schon beschriebgpesh

Datei.

Zum Stammbaum aus der Abbildung 8.1 zeigt AbbildBr®ydie entsprechendgen Datei.
Die .genDatei enthéalt Angaben zur Anzahl der enthalteremiken und Loci, deren Namen,
jeweils der Familienbezeichnung und den Mitgliedesiner Familie. Zu jedem
Familienmitglied sind die Person ID, die ID von Martund Vater, das Geschlecht und die
Allele angegeben. Im Unterschied zped Datei bekommt eine weibliche Person beim der
Angabe zum Geschlecht in dgenDatei eine ,0“ und eine mannliche eine , 1" (unbektes
Geschlecht = ,3%).
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O

1001 1009
12 --
22 --

1003 1002
11 12
12 12
1004 1005
12 11
11 22

Abbildung 8.1 — Stammbaum zgenDatei

In diesem Beispiel besteht dgenDatei nur aus einer Familie mit 6 Mitgliedern, die zwei
Marker (LOCA und LOCB) genotypisiert worden sind.

Anzahl der Familien !\

Anzahl der Loci /

Anzahl der
Familienmitglieder

P Marker-Namen: LOCA, LOCB
LOCA ____——
LOCB
2’100 :i Familienbezeichnung

1002 1001 1009 0 Personbezeichnung,
1212 Eltern IDs,
1010 f g 01 Geschlecht, Allele

1004 1002 1003 0
1211

1005 1002 1003 0
1122
1009001

0000

Abbildung 8.2
Beispiel.genDatei
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Mit der prepare Funktion werden die weiterhin bendtigten Dateifatenerstellt.loc Datei,
.ord Datei, .par Datei und.datDatei.

Die .loc Datei enthalt Informationen zu den Loci: Anzaht deci und ihre Namen sowie
zwei Spalten zu informativen Meiosen. Dies sind dden, die zu Nachkommen fiihren und
bei der mindestens ein Elternteil mindestens ddygtetozygot ist. Dieord Datei enthéalt
Informationen zu der (An-)Ordnung der Loci.

Die .par Datei enthalt Werte fur die Parameter, die von demschiedenenCrimap
Funktionen genutzt werden. Sie ordnet den andemritippen Namen zu, gibt an, welche
Loci schon ,eingeordnet” wurden und welche noclyeardnet werden sollen etc.

Die .dat Datei wird durch digrepareOption vonCrimap erstellt und enthalt Informationen
zu den Haplotypen.

Mit der build Funktion kann eine Karte aus den verwendeten Markestellt werden. Mit
dem Befehl

crimap x build > build2x.out ,

wird schliel3lich die Ausgabe-Datei erstellt. Anmarg: Das ,x" im Befehl steht fur ,chrx",

also fur die Bezeichnung des untersuchten Chromssdme ,.chr.

Abbildung 8.3 zeigt Teile deout Datei fur die Kartierung des Chromosoms 20 inldR8-
Studie. Die Ausgabe enthélt eine geschlechtsgdtaitiad eine geschlechtsspezifische Karte.
Letztere ist in Abbildung 8.3 nicht dargestelltr e kartierten Marker sind ihre Position in
der Karte, ihre Namen sowie ihre genetischen Alogtdrom Startmarker in cM angegeben.
Fur zwei benachbarte Marker sind jeweils die Rekioatipnsfrequenzen zwischen ihnen und
ihr Abstand voneinander in cM aufgefiihrt. Der Mark®0S838 wurde nicht in die Karte
eingeordnet. Er steht ganz unten in der Ausgabesaimt mdglichen Positionen sind jeweils

mit einem , X" gekennzeichnet.
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()
sex_averaged map (recomb. frac., Kosambi cM):
0 D20S113.abi 0.0 -
0.08 8.0 Vorlaufige Karte ( sex-averaged)
1 D20S882.abi 8.0 fur die einsortierten Marker
0.06 5.8
2 D20S115.abi 13.9
0.07 6.9
3 D20S189.abi 20.7
0.07 7.0
4 D20S904.abi 27.7
0.08 8.3
5 D20S912.abi 36.0
0.06 6.2
6 D20S859.abi 42.2
0.02 25
7 D20S107.abi 44.7
0.02 2.1
8 D20S108.abi 46.8
0.07 6.9
9 D20S481.abi 53.7
0.12 12.1
11 D20S1083.abi 65.9
0.06 6.3 Noch nicht eingeordneter
12 D20S100.abi 72.2 . :
012125 Marker mit Kennzeichnung
13 D20S171.abi 84.6 der vermutlichen Position
..)
D20S838.abi 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12 1 3
X X
Abbildung 8.3

Ausschnitt aus einer Output-Datei v@rimap fir das Chromosom 20; dargestellt ist eine

geschlechtsgemittelte Karte

Die so erstellten Karten kdnnen mit schon vorhaaedédartierungen verglichen werden, um
maogliche Fehler zu finden. Als Referenzkartierungénnen beispielsweise die Marshfield
Karte oder die Karte von deCode genutzt werdenr{Broet al., 1999; Kong et al., 2002).
Drei Aspekte werden vor allem gepruft:

» Stimmen die Chromosomenlangen in etwa tberein?
» Lasst sich die Reihenfolge der Marker anhand dérBezkarten nachvollziehen?

» Liegen alle Marker wirklich auf dem entsprechen@momosom?

Die Chromosomenlangen in den selbst erstellteneliasterden immer etwas von den Langen
in Referenzkarten abweichen. Die Referenzkartenderurmit viel mehr Markern und

informativeren Meiosen viel feiner kartiert. Dagegsind die selbst erstellten Karten
ungenauer und ,roher“. Als Anhalt fir Fehler karer ¥ergleich der Chromosomenlangen

aber dennoch dienen. Wie bereits dargelegt erhBkater die Kartendistanzen. Wirde eine
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erstellte Karte von den Referenzkartierungen dguthbweichen, kann dies durch Fehler

bedingt sein.

Ob sich die Reihenfolge der Marker in den Referarnirungen nachvollziehen lasst, kann
als zweiter Schritt Gberpruft werden. Liegt der MarB in der Referenzkartierung zwischen
Marker A und Marker C, so sollte er sich auch im sielbst erstellten Kartierung zwischen
diesen beiden Markern wieder finden lassen.

Abschlieend wird geprift, ob ein Marker, der insewer Kartierung verwendet wird,
Uberhaupt auf dem entsprechenden Chromosom lieghnVéin Marker gar nicht auf dem
Chromosom liegt, wirde man dies daran erkenners das betreffende Marker ganz am
Anfang oder am Ende mit einer groRen Rekombinafiegeenz zum nachstgelegenen

Marker kartiert wird, und die Kartierung nicht sifjikant ist, da keine Kopplung vorliegt.

Die hier beschriebenen Kontrollen werden samtliebin,Hand“ durchgefuhrt, dass heil3t, die
Kartierung wird mit Crimap durchgefuhrt und die Output-Dateien werden fireged

Chromosom gepriift.

An einem Beispiel sollen die beschriebenen KorgroNerdeutlicht werden. Die Tabelle 8.1
zeigt die Ergebnisse der Kartierung n@rimap, die mit den Markern aus der LRS-
Genotypisierung fur das Chromosom 20 gemacht wurden

Fur das Chromosom 20 wurden in der LRS Studie 1l14rkdfa genotypisiert. Die
Rekombinationsfrequenzen zwischen je zwei benatdrbdviarkern und der Abstand der
Marker vom Startmarker sind in cM angegeben. Alsgigch sind die Markerpositionen in
cM nach der Marshfield Karte und der deCode Kaufgefiihrt.
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Position in Rekombinationsfrequen: Abstand vom Startmarker in cM
LRS- Marker in LRS-Kartierung LRS Marshfield Decode
Kartierung
0 D20S113 0.0 8.9 7.39
0.08
1 D20S882 8.0 15.1 17.8
0.06
2 D20S115 13.9 21.2 O
0.07
3 D20S189 20.7 30.6 33.9
0.07
4 D20S904 27.7 37.6 41.6
0.08
5 D20S912 36.0 46.7 50.9
0.06
6 D20S859 42.2 51.4 59.4
0.02
7 D20S107 44.7 55.7 61.8
0.02
8 D20S108 46.8 57.4 O
0.07
9 D20S481 53.7 62.3 69.4
0.12
11 D20S1083 65.9 77.8 O
0.06
12 D20S100 72.2 84.7 88.9
0.12
13 D20S171 84.6 95.7 98.6

O = nicht enthalten
Tabelle 8.1

Ergebnisse der Kartierung fur Chromosom 20

Die angegeben Langen/Abstande differieren, undvibeker D20S113 bekommt in der LRS-
Kartierung als Startmarker den Wert 0 cM zugeordwnéihrend er in der Marshfield Karte
und in der deCode Karte einen hoheren Wert hatt iBoer nicht der Startmarker, und somit
beginnt in diesen Kartierungen das Chromosom miterai anderen Marker. Die
Referenzkarten wurden, wie erwdhnt, mit viel meharkérn erstellt. Fir Chromosom 20
bestehen die Karte von Marshfield aus 207 Markecdhdie deCode Karte aus 214 Markern.
Schaut man sich aber die Differenzen zwischen @aetgchen Abstanden an, wird deutlich,
dass die Marker im Vergleich der Karten zueinamnshgrefahr ahnlich positioniert sind.
Betrachtet man die Rekombinationsfrequenzen, fintgt bei den Markern ,am Rand“ — am
Anfang und am Ende - keine Werte, die Uberhoht sind so auf Fehler deuten wirden.
Desweiteren sind die genetischen Chromosomenl|&igaich.

In diesem Beispiel sind die drei eingangs erwéhnt®adingungen erfillt. Die
Chromosomenlange unserer Kartierung lasst sich deiten der Referenzkartierungen
vergleichen, die Reihenfolge der Marker lasst dielstatigen und alle Marker liegen auch

wirklich auf dem Chromosom.
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8.2  Konsequenzen bei Aufféalligkeiten in der Kartieung

Es lasst sich nur schwer generalisieren, wie aukédthungen bei der Kartierung reagiert
werden wirde. Treten Abweichungen auf, wirde mamemin der Zusammenschau aller
Schritte der Qualitatssicherung — der Uberprifunguf aMendel-Fehler und
Doppelrekombinanten, der Kartierung und den Tests Abweichungen vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht und auf Nullallele — entsdka, ob beispielsweise ein Marker

eventuell ganz aus der Analyse genommen wurde.
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9 Tests unter Nutzung des Hardy-Weinberg Gleichgewht

Wie in Abschnitt 4.6 beschrieben kann man das Hevéynberg Gleichgewicht nutzen, um
nach auffalligen Abweichungen in den Genotypfregaenzu suchen. Solche Abweichungen
kénnen auf Genotypisierungsfehler hindeuten. Sakdas Hardy-Weinberg Gleichgewicht
genutzt werden, um erhdhte Raten an Homozygoterertdecken, die beispielsweise
entstehen kénnen, wenn in der Genotypisierung dieésrozygoten Genotyps nur ein Allel
amplifiziert wird.

In diesem Kapitel wird das Prinzip des Hardy-Wengb&leichgewichts erklart — siehe
Abschnitt 9.1. Um die Hardy-Weinberg Verteilung zen zu konnen, muissen die
Allelfrequenzen und die erwarteten Haufigkeiten Homozygoten und Heterozygoten
bekannt sein. Dies wird in den Abschnitten 9.2 Arglbehandelt.

Anschlie3end sollen die Methoden vorgestellt weraeih denen die Genotypisierungsdaten
auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewichteusucht werden kénnen. Zum
einen wird einey2-Statistik verwendet, die im Abschnitt 9.4 besehen wird. Mit dery?-
Statistik wird ein Heterozygotenmangel-Test (erdgficiency of heterozygotddH-Test)
durchgefuhrt. Zum anderen wird eine Monte-CarlanRgation verwendet, um erh6hte Raten
an Homozygoten in den untersuchten Daten zu endtdedkese Permutation ist im Abschnitt
9.5 beschrieben.

Im Abschnitt 9.6 wird ein Testuf das Vorliegen von Nullallelen in den Daten Ihesben.

Eine weitere Methode Abweichungen vom Hardy-WeigbeiGleichgewicht in
Genotypisierungsdaten zu erkennen, ist die grapéidzarstellung mit den so genannten

Vasarely-Diagrammen, auf die in Abschnitt 9.7 egagegen wird.

9.1 Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht

Durch das Gesetz von Hardy und Weinberg wird diei@ring zwischen Allelfrequenzen
und Genotyphaufigkeiten beschrieben. Es besagts diésse in aufeinander folgenden
Generationen gleich bleiben (Hennig, 2002). Dasdi#aveinberg Gesetz gilt unter den
Bedingungen: zuféllige Paarungen, groRe Populationeine geschlechtsspezifischen
Unterschiede in den Allelfrequenzen, Allele segeegin nach den Mendel'schen Gesetzen,

kein Wirken evolutionédrer Krafte wie Selektion, fbrMutation oder ahnliches.
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Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht soll kurz erlauveerden:
Ein Locus habe zwei Allele. Das Allel A habe dieleffrequenz p und das Allel B die
Allelfrequenz q. Eine willkirlich ausgewahlte Pars@dre dann homozygot (A/A) mit einer

Wahrscheinlichkeit vorp® (Genotyphaufigkeit P), homozygot (B/B) mit der Wstheinlich-
keit g° (Genotyphaufigkeit Q) oder heterozygot, also (A/Biit einer Wahrscheinlichkeit
von 2pq (Genotyphaufigkeit H).

Es qilt p2+ 2pg+ %= ..

Die Allelfrequenzen sind p+q=1

Die Genotyphaufigkeiten sind P+H+Q=1

Aus den Frequenzen der Allelg,() lassen sich die Frequenzen der mdglichen Genotype

(A/A), (B/B) und (A/B) berechnen.

Das Gleichgewicht stellt sich theoretisch schonhneimer Generation ein. Kennt man die
Verteilung der Genotypen in der Elterngenerati@nrkman auch die Verteilung der nachsten
Generation, der Kinder bestimmen. Ebenso lasst bieh zwei Allelen bei bekannter
Haufigkeit eines Allels / einer (homozygoten) Gempbiaufigkeit die Haufigkeit des anderes
Allels / der anderen Genotyphaufigkeit berechnen.

Ein Nutzen des Hardy-Weinberg Gleichgewicht bestatdrin, Populationen auf
Abweichungen von ihm zu testen. Zeigen sich Abwangjen, dann ist wenigstens eine der
oben gemachten Annahmen falsch. Erhohte Raten amok@oten kbnnen auf Nullallelen
oder anderen Genotypisierungsfehlern beruhen. Finda in den Genotypisierungsdaten
erhohte Raten an Homozygoten, kann auf Fehler fpessen werden.

Abweichungen vom Gleichgewicht konnen aber auch\arschiedenen anderen Griinden
resultieren. Ein Heterozygotenmangel kann durchWehlund Effekt begriindet sein. Dieser
Wahlund Effekt besagt, dass in einer Sub-Populatiomehr Homozygote auftreten, als in
einer grol3en Population, die aus mehrere Subpomudst zusammengesetzt ist (Ridley,
2003). Nah verwandte Eltern (Konsanguinitdt) konneabenso zu einem
Heterozygotenmangel fuhren wie assortativaarung, also wenn beispielsweise grol3e
Menschen eher groRe Menschen heiraten oder Taulmgtuemer Taubstumme (Seyffert,
1998). Ein weiterer wichtiger Grund fur Abweichungeom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
kann sein dass der Genotyp das Uberleben beeiflals® zum Beispiel Heterozygote
Uberleben eher als Homozygote.
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9.2 Schatzen der Allelfrequenzen

Um das Hardy-Weinberg Gleichgewicht nutzen zu kamnelissen die Frequenzen der Allele
bekannt sein. Es existieren geschatzte Allelfregeerfir viele Marker, die aus zufalligen

Stichproben von nicht verwandten Personen stamBieise Allelfrequenzen kann man etwa
den offentlich zuganglichen Genotypisierungskasten Genethon (Dib et al., 1996), CHLC

(1999) oder Marshfield (Broman et al., 1998) entneh. Fur eine grobe Néhrung sind diese
vorhandenen Werte nutzbar.

Da sich jedoch die Allelfrequenzen bei verschiedeRepulationen deutlich unterscheiden
kénnen, ist es besser, die Allelfrequenzen aus td&s@chlich untersuchten Personen zu
ermitteln (Terwilliger & Ott, 1994).

Die Allelfrequenzen werden durch Auszahlen der lalleestimmt. Die AIIeIfrequeni)A far

ein Allel A bei einer untersuchten Gruppe von Peesoergibt aus der Anzahl der Personen,
die ein Allele A haben (falls sie homozygot (A/And, wird doppelt gezahlt), geteilt durch
die doppelten Anzahl an Personen, die fur den thetrden Marker genotypisiert sind. Die

allgemeine Formel hierzu ist:

 2H{AA) L HAA)
P = >N

Das ProgrammPedstats(Version 0.6.4), auf das weiter unten naher einggega wird,

arbeitet mit dieser FormeA, steht hierbei fiir die jeweilige Anzahl der versdtenen Allele
des Markers. n ist die Anzahl der Personen, died&ir untersuchten Marker genotypisiert
sind. Fur einen Marker mit den Allelen A, B und@iisste die Formel zur Bestimmung der
AIIeIfrequean)A lauten:

S _ 24 (AA) + #(AB) + #(AC)
AT 2n

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Allelfjluenzen bietet das Programm

Downfreq(Version 1.1, 1995), auf das hier nicht naher egaggen werden soll.

9.3 Erwartete Haufigkeiten unter Hardy-Weinberg Gleéchgewicht

Die erwarteten Haufigkeiten an Heterozygoten unahbloygoten werden mit den bekannten

Frequenzen ermittelt. So ist die Anzahl der erviantdHomozygoterenomy das Produkt aus
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der  Gesamtzahl der  untersuchten Personen n und demwarteten
Homozygotenfrequernom exp):

€thom) = Prhom exp)* N
Die erwartete Homozygotenfrequenz ergibt sich rlerh Hardy-Weinberg Gesetz

p2+ 2pg+ =
aus dem Quadraten der Allelfrequenzen p und g,ndBestimmung im vorangegangenen
Abschnitt erlautert wurde.
Die erwartete Anzahl an Heterozygoten wird nachFaemel

€(het) = N - Ghom)

bestimmt.

9.4  y3-Test zum Hardy-Weinberg Gleichgewicht

Um einen Heterozygotenmangel-Test durchzufuhrerl] sme Chi-Quadrat Statistik
verwendet werden.

Der y2-Test kommt oft dann zur Anwendung, wenn man tdigzh vorliegende Haufigkeiten
mit den Haufigkeiten vergleichen mdchte, die mawaetet. Es handelt sich um einen
approximativen Test. Das heif’t, die exakte Ubeestinmgswahrscheinlichkeit p wird mit
wachsendem Stichprobenumfang genauer geschatzt.

Fur kleinere Datensatze mussen exakte Testverfadmgawendet werden, fur hinreichend
grof3e ist der?-Test anwendbar. Es wird die Nullhypothese (keékbeveichung) gegen die
Alternativhypothese (Abweichung) gepruft.

Mit dem y2-Test soll nun geprift werden, ob es einen Homotanexzess gibt, also eine
Abweichung der Verteilung von Homozygoten und Hetggten auftritt. Die erwarteten
Zahlen ergeben sich nach dem Hardy-Weinberg Gésetbekannten Allelfrequenzen).

Zur Demonstration deg?-Tests soll der Marker D1S468 dienen, der in d&SL
Genotypisierung untersucht wurde. Tabelle 9.1 zigjbeobachtete und erwartete Verteilung

von Heterozygoten und Homozygoten fur diesen Marker
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Heterozygote Homozygote n
Beobachtet 710 297 1007
Erwartet 733 274 1007

Tabelle 9.1
Verteilung von Heterozygoten und Homozygoten fim tarker D1S468

n sind hier die fur einen Marker genotypisierte d8een, die sich auf k Kategorien —
homozygot oder heterozygot — verteilen.

Die NullhypotheseH, ist, dass die Zahlen der tatsachlich beobachtdtamozygoten und
Heterozygoten Ubereinstimmen mit den Zahlen deh rder Hardy-Weinberg Verteilung
erwarteten Homozygoten und Heterozygoten. Die AitBvhypotheseH: lautet: Es liegt eine
Abweichung zwischen beobachteten und erwartetededavor - und zwar aufgrund von
Nullallelen am ehesten eine Abweichung als Homotwmexzess / Heterozygotenmangel.
Die beiden Hypotheser, und H: sind zweiseitig bzw. werden zweiseitig geprift.des
werden Abweichungen in beide Richtungen (,zuvieldyzuwenig“) analysiert.

Die Gesamtzahl n und die erwartete Homozygotené&egpromexp) Werden als bekannt

vorausgesetztpromexp) kann auch aus den Allelfrequenzen berechnet wefdenZahl der
erwarteten Homozygoten epom) ergibt sich aus der Gesamtzahl n und der
Homozygotenfrequenzmom exp) ZU

€(hom) = Prhom exp)* N .
Die tatsachlich beobachteten Homozygokgp,, werden durch Auszéhlung ermittelt.

Die Anzahl der erwarteten Heterozygotenr: wird ermittelt aus
€(het) = N - Ghom)

Die tatsachlich beobachteten Heterozygdier ergibt sich aus
bhety = N - D(hom)

Dery2-Test sieht dann wie folgt aus

(b(hom) - e(hom))2 + (b(het) - e(het)i

e(hom) e(het)

2
XFg=1~

Die Anzahl der Freiheitsgrade (FG) bestimmt sicls aler Anzahl der frei variierbaren

Summanden. In dieser Formel ist dies ein SummaGd{(k).
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Das Ergebnig? ist der empirische Wert, der mit dem entsprechenQuantil aus derg?-
Verteilung verglichen wird. Die Nullhypothese ist zerwerfen wenn der kritisch@-Wert
kleiner als der empirisché-Wert ist(X?;; <XZm,) -

Fur den Marker D1S468 soll fur n = 1007 Individwia Anzahl der Homozygoten ermittelt
werden, um zu sehen, ob diese von der erwartetematAnabweicht. Die erwartete
Homozygotenfrequenzpromexp) Sei bekannt, 0.27. Es wird ein Signifikanzniveaan v
o =0.05 festgesetzt.

Die Anzahl der erwarteten Homozygoten ergibt siemrd zuieqomy = 274. Die erwartete
Anzahl an Heterozygoten igney = 733. Die tatsachlichen Homozygoten und Heterot®am
werden bestimmt. Es wird in die Forme@leingesetzt:

. _(297-274§ | (710-733)
Kre=1 274 733

Xire = 2.43

Fur einen Freiheitsgrad FG =uhd das Signifikanzniveaa =0.05 gilt ein Grenzwert von
3.84. Der erhaltene2-Wert liegt darunter und erlaubt in diesem Beispso eine
Beibehaltung der Nullhypothese, dass es keinen I2ggotenexzess gibt.

Zu diesem Ergebnis kann ein empirischer p-Wertdteret, der sich zu 0.11 ergibt.

Dery2-Test wird mit dem Programiedstatgealisiert. Es wird fur alle Marker Uberprtft, ob
sich bei ihnen signifikante Abweichungen der Alletfuenzen vom HWE ergeben.

Pedstatdendtigt als Inputdateien eifgedund einedat Datei.

Pedstatsfuhrt entweder einen approximativghTest oder einen exakten Test durch. Dies
hangt von der Anzahl der Allele eines Markers alm @u kleine Zellbesetzungen zu
vermeiden, wird eirPooling Algorithmus durchlaufen. Hierbei werden die Allejeuppiert
und Allele mit sehr kleinen Allelfrequenzen zu ein€ruppe zusammengefasst. Das

Programm durchlauft folgende Schritte:
 Die AIIeIfrequenzerfJi werden durch Allelauszahlung bestimmt (Abschnit)©

+ Alle Allele werden entweder als ,selten”

oder als ,haufig”
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klassifiziert.

 Wenn alle Allele selten sind, wird das Allel mitrde@chsten Frequenz aus dem Pool
der seltenen Allele herausgenommen und in eineeneig Pool platziert, damit kein
Test mit nur einem Pool durchgefiihrt wird.

» Alle Allele im Pool der ,seltenen(A, JR) werden als eine Gruppe von Allelen

(quasi als ein Allel) aufgefasst, deren Frequégzerneut bestimmt wird.

Nach diesenPooling wird entweder ein?2-Test fir jeden Marker mit mehr als zwei Allelen
durchgefuhrt oder ein exakter Test, wenn ein Markgrzwei Allele hat.
Pedstats benutzt fur def-Test folgende Formel (Verallgemeinerung der Forfizley? von

oben) fur die Teststatistik:
=3y {(ou -E )2}
i = E;
wobei m die Zahl der Allele des Markers bezeichngt, ist dasi® Allel. E; bezeichnet die
erwartete Allelfrequenz des Genotypam; und O, die beobachtete Haufigkeit venA ;.
Unter der Nullhypothese, nach der die Daten im #akikinberg Gleichgewicht sind, gilt

Znﬁh ,wenng |
E = ,

1) ~ 2 . .
np ,wenni= j

wobei n die Anzahl der Personen ist, die flr derusogenotypisiert sind un@i die
geschatzte Allelfrequenz voh, ist.

Fur grof3e N ist die Teststatistig-verteilt mit m(m-1)/2 Freiheitsgraden fir einen Marker
mit m Allelen. Fur kleine Fallzahlen bzw. erwart¢téufigkeitenE; ist die Approximation

durch diey?-Verteilung ungenau. In diesem Fall, wifdedstatsden Test zwar durchfiihren,
aber die Ergebnisse dementsprechend kennzeichnen.

Mit dem ProgramnPedstatswerden fir jedes Chromosomen alle Marker bei Bemndern

auf ihre Kompatibilitat mit dem Hardy-Weinberg Gllegewicht tberprift.

63



Methoden zur Qualitatssicherung — Hardy-Weinberg Geichgewicht

Als Beispiel soll die Prifung mitPedstats fir das Chromosom 1 aus der LRS-
Genotypisierung dienen.

Die Befehlszeile sieht wie folgt aus:

pedstats -p chrl_ph nwlpre -d chrl ph_nwldat --ha rdyweinberg
checkfounders

Die Abbildung 9.1 zeigt die Bildschirmausgabe figsg Kontrolle.

HARDY-WEINBERG CHECK AMONG FOUNDERS

N_HOM N_HET E_HET N_ALLELES ALLELES P-VALUE

D1S2713 120 372 342 4,11 poole d 1-14 0.0110A
D1S2688 192 299 303 3, 2poole d 1-4 0.0120 A
Abbildung 9.1

Bildschirmausgabe voRedstats

Es werden die zwei Marker aufgeflihrt, die in der Kaolle auffallige p-Werte ergaben.
Abgebildet ist jeweils der Marker-Name, die Zahlr d&atsachlichen Homo- und
Heterozygoten, die Zahl der erwarteten Heterozygotiee Zahl der Marker im Test (beim
oberen Marker 4, weil 11 Marker zusammengefasst) sadle Allele fur den Marker (oberer
Marker: 14) und der p-Wert fur den durchgefiuhrggifest. Die Buchstaben (,A“) bedeuten,
dass asymptomatisch@Tests durchgefuhrt wurden und nicht exakte Tesésndt einem
(-,E") gekennzeichnet waren.

In diesem Beispiel wurden die zwei Marker vom Paogm ausgegeben, weil ihre p-Werte
kleiner als 0.05 waren.

Pedstatsbietet auch die Mdglichkeit, die Ergebnisse derdylalVeinberg Analyse graphisch
nachzuvollziehen.

Erweitert man die Befehlszeile von oben wupdf

pedstats -p chrl_ph nwl.pre -d chrl_ph_nwldat --ha rdyweinberg

checkfounders -—pdf ,

wird eine .pdf Datei erstellt, die neben Informationen zu Famsteukturen, zum
Betroffenheitsstatus, zu Loci und Allelfrequenzarcta die Auswertungen fur die Hardy-
Weinberg Analyse graphisch darstellt. Die Abbildhg zeigt diese graphische Darstellung
fur den Marker D1S2688.
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Hardy-Weinberg Test Among Founders for D152688

{ Chirequared: 109420, p=00120)

Observed Expected Residuals

L p 140 ‘P =7 P e
3] 5] 3]

i 2 480 BZO i 2 A a0 i 2 ag 4.0
=T = =X

1 1 1 4.2 =217 134

1 2 ‘P

Allzl=1

Allzl= 1

Threshhold
p=OOs p =0 p = 000

" NOTE: Prepresars poololalkks 34

Abbildung 9.2
Graphische Darstellung der Hardy-Weinberg Anafiselen Marker D1S2688
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Unter dem Titel sind dey2 Wert und der zugehorige p-Wert abgebildet. D&Vgrt deutet

auf Abweichung vom Hardy-Weinberg GleichgewichteDinke Tafel zeigt die beobachtete
Allelverteilung ("Observed"). Auf der waagerechté&thse ist das erste Allel, auf der
senkrechten Achse das zweite Allel aufgetragen. Allede 3 und 4 wurden als seltene Allele

zu einem Allel zusammengefasst (p).

Die Werte in den Zellen reprasentieren die Anzahnllzeobachteten Genotypen. Der Genotyp
(2/2) wurde zum Beispiel 46mal beobachtet. Zellem \Genotypen, die haufig erwartet
werden, sind dunkelblau, Zellen von selteneren Ggeo sind heller dargestellt.
Die mittlere Tafel (,Expected®) gibt die nach deraidy-Weinberg Verteilung erwartete
Allelverteilung wieder. Die Werte in den Zellen gidie erwarteten Genotyphaufigkeiten. Die
Farbung richtet sich wie bei der Tafel der Beobetent zuvor nach der erwarteten Zahl an
Genotypen.
Schaut man sich die beiden Tafeln im Vergleich sm,sieht man, dass die Anzahl der
beobachteten homozygoten Genotypen (1/1) der Ardathkerwarteten relativ nahe kommt.
Die Anzahl der beobachteten Heterozygoten (1/2xkteflagegen schon deutlich von der
Anzahl der erwarteten Heterozygoten ab.
Die rechte Tafel (Residuals) zeigt jeweils die Wdiir die Differenz zwischen beobachteten
und erwarteten Genotypen an. So ist die DiffereBz zeim homozygoten Genotyp (1/1) 4.2,
beim heterozygoten Genotyp (1/2) 21.7.
Die Farbung der Zellen in der rechten Tafel richss&th danach, ob es signifikante
Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht gider nicht. Nach der Formel
(Observed - Expectedl

J Expecteg

geht der Wert gegen 0, wenn es wenig oder keineefdhwingen gibt.

Residual;.p =

Die Anzahl der Homozygoten (1/1) weicht kaum absheb hier die Farbung hell ist, die
Anzahl der heterozygoten (1/2) weicht dagegen stadb, weshalb die Farbung der Zelle

kraftiger ist.

Das Programm Pedstats ist im Internet kostenfrdiigbar.
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9.5  Monte-Carlo Permutation zum Hardy-Weinberg Glechgewicht

Um Abweichungen von der Hardy-Weinberg Verteilung entdecken, kann auch eine
Monte-Carlo Permutation durchgefihrt werden. Urgierer Permutation (lapermutare=
(ver)tauschen) versteht man die Veranderung derdknumg einer Menge durch Vertauschen
ihrer Elemente. In der Monte-Carlo Permutation weargon allen Genotypen die zwei Allele
als einzeln stehend betrachtet. Sie werden zu ngéllelpaaren zusammengesetzt. Die so
permutierten neuen Allelpaare werden wiederum saotdrt.

Die zu untersuchende n Genotypen liegen mit eineobachteten Haufigkeit von

Homozygoten Hom, vor. Man kann die n Genotypen als eine Menge vonGameten

ansehen, die zufallig zusammengesetzt sind.

A. #11
AZ #12 #22
#ml #mz #mm
A A A,

Unter der Annahme des Hardy-Weinberg Gleichgewsckiimnnen die n Genotypen mit den
Gameter# A als n zufallig verteilte Verbindungen von zwei Gaen angesehen werden.

Die 2n einzelnen Gameten kénnen so betrachtet werdee sie ,vor* der zufalligen

Verteilung vorlagen:

AlAl--[AlAlAl A ]AA]-]A

Die Monte-Carlo Methode setzt an diesem Punkt aie. ihtersuchte Stichprobe von n
Genotypen, wird als eine Menge von 2n einzelner &amangesehen. Diese Menge wird
gemischt und zuféllig wieder zu n ,neuen Genotypmmsammengesetzt - permutiert. Die neu
zusammengesetzte Gruppe von Genotypen kann mibedrachteten Gruppe verglichen

werden. In der neuen Gruppe werden wiederum diender homozygoten Personetom,

bestimmt und mit der vorher beobachteten Anzadin, verglichen.
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Der Algorithmus dazu ist folgender:

» Berechnung der Anzahl der homozygoten Persdt#em), .

» Zé&hler C = 0 setzen.
* FUr N Permutationen wiederholen der folgenden &ehri
o permutieren der Allele und Neuverteilung zu neudielpaaren,
o0 Berechnung der Anzahl der homozygoten Personendmutierten

DatensatzHon,

o Vergleich: Hom, < Hom,, wenn dies vorliegt, Addition von 1 zu.

* Der Monte-Carlo p-Wert ist C/N.

Sind die untersuchten Genotypen kompatibel zum y{#rdinberg Gesetz, so solltarom,

und Homy, ahnlich sein. Liegen in den untersuchten Genotypehr Homozygote vor als
nach der Hardy-Weinberg Verteilung erwartet, wiet dMonte-Carlo p-Wert klein werden,
d.h. er wird Werte nahe 0 annehmen. Sind die Geeatym Hardy-Weinberg Gleichgewicht

oder liegen mehr Heterozygote (also weniger Homotatdom,) vor, wird der Monte-Carlo

p-Wert einen Wert zwischen 0.5 und 1 annehmen.

Eine bestimmte Anzahl von Mutationen sollte durdtige werden, um eine vorher
bestimmte Genauigkeit des geschéatzten p-Wertesergigdiellen. Unter Benutzung des
zentralen Grenzwertsatzes, kann eine asymptotibrenalverteilung des geschatzten p-
Wertes angenommen werden. Die Zahl der nétigen fatimnen N um einen p-Wert zu
schatzen, der kleiner alg mit einer Genauigkeit von e in einem Konfidenzimé von

1-a ist, ergibt die Formel

N = ( Zl—a/z(n(l_ 77.))1/2 jz .

e

71(1- ) hat sein Maximum be'rzé, so dass sich fur praktische Zwecke die Formel

2
N z(zl—alzj ,
2e

wenn keine a priori Wahrscheinlichkeit Gber den pritbekannt ist.

reduzieren lasst zu

Wenn eine p-Wert mit einer Prazision verr 0.01mit 99% Konfidenz geschéatzt werden soll,

und mit deml-a /2= 0.99tQuantil der Standardnormalverteilung von 2.576d singefahr
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2
N =( 2576) =16589.44~ 1700
2*0.01

Simulationen nétig (Ziegler und Koénig, 2006).
In der Untersuchung der Daten aus der LRS-Studielemejeweils 20000 Permutationen
durchgeflhrt.

Ein Beispiel soll den Test mit der Monte-Carlo Perion verdeutlichen.
Ausgehend vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht sollenkdallelen Marker von 100 fiktiven
Genotypen betrachtet werden. Die Allele a und behathie Frequenzp,= 0.75 und p,=
0.25. Nach dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht isttealleler Marker wie folgt verteilt

a’ +2ab+ 1.
Es ergeben sich a2 = 0.5625 (im Beispiel 56 von R8&fsonen), b2 = 0.0625 (6 von 100
Personen) und 2ab = 0.375 (38 von 100 Personen).
Im Gleichgewicht sind also 62 Personen homozygdt3éhPersonen heterozygot.
Die Monte-Carlo Permutation ergibt bei N = 20008esi p-Wert von p = 0.6234
Der Plot der 20000 permutierten Homozygoten igthbildung 9.3 dargestellt.
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Abbildung 9.3
Plot einer Permutation bei Hardy-Weinberg Gleichigatv

Die Anzahl der beobachteten Homozygotdom, ist durch die blaue Linie wiedergegeben.

Jede Permutation ist durch jeweils einen Punkt efdedjit. Auf der x-Achse sind die
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Permutationen von 1 bis 20000 aufgetragen, aufyd&chse die Anzahl an permutierten

HomozygoterHom, .
Man erkennt, dass die meisten permutierten Werteden auf dem Wert fiHom, liegen.

Betrachtet man nun die Genotypen von 100 fiktivemmsBnen die sich nicht der Hardy-
Weinberg Verteilung entsprechen befinden, zum Belis@0 Homozygote und 20
Heterozygote, ergibt sich ein Monte-Carlo p-Wenh yo= 0.0013. Der entsprechende Plot ist
in Abbildung 9.4 dargestelit.

Die Anzahl der beobachteten Homozygoteliom, ist wiederum durch den blauen Strich

gekennzeichnet. Diesmal liegen aber der grof3tedegipermutierten Werte unter dem Wert

vonHom, .

80

Hom.O
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\
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65
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0 5000 10000 15000 20000
Anzahl Permutationen

Abbildung 9.4
Beispiel fur einen Plot bei Homozygotenexzess

Bei Genotypen, unter denen sich vermehrt Heterdeydmefinden, und damit weniger
Homozygote als erwartet, ergeben sich p-Wert gdg@ei diesem letzten Beispiel liegen 50
Homozygote und 50 Heterozygote vor, es ergibt sinivionte-Carlo p-Wert von p=0.95065.
Die Abbildung 9.5 zeigt den Plot fur dieses Beikpie

In der Abbildung ist zu erkennen, dass der grof3te der permutierten Werte diesmal

oberhalb des Wertes fuHom, liegt. Bei den meisten Permutationen liegen mehr

Homozygote vor als die erwarteten 50, was auf eklhetierozygotenexzess hindeutet.
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Abbildung 9.5

Beispiel fur einen Plot bei Heterozygotenexzess

Die Monte-Carlo Permutation ist als Algorithmus ider ProgrammierspracheRr
implementiert.
Als Input kann eineped Datei im bekannten Format benutzt werden. Die Absgumfasst

den Monte-Carlo p-Wert, den Wert der beobachtetemétzygotenHom, sowie einen Plot

der permutierten Werte wie in den Abbildungen 9.3,und 9.5 dargestellt.

Wie zuvor beimy?-Test wird die Monte-Carlo Permutation nur fir Beunderdurchgefihrt.

9.6 Test auf Nullallele

Genotypisierungsfehler, die auf Nullallelen baswerebnnen zu Abweichungen vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht fuhren. Zum Test auf Null@llewird das Programm
NullAlleleCheck verwendet (Version 0.98, 2004). Der Test wird #udgs Chromosom fir
alle Marker durchgefihrt.

Als Input bendtigtNullAlleleCheck eine ped und eine dat Datei. Die dat Datei muss
Allelfrequenzen enthalten, weil sie fur die Bereghg gebraucht werden. Diese
Allelfrequenzen kénnen aus den genotypisierten kamgeschatzt werden. Fir jeden Marker
werden die folgenden Analysen durchgefihrt, di@saus Abschnitt 9.4 bekannt sind:
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« x? Anpassungstest fiir Nullallele

(b(hom)_ e(hom))2 + (b(het)_ e(het)i

2
X FG=1 =
e(hom) e(h et)

» Berechnung des p-Wert

Eine weitere Moglichkeit der Uberpriifung stellt dét-(Maximum likelihoog)Schatzer fiir
die Frequenz der NuIIaIIeIE)X nach Fisher dar (Fisher et al., 2001).
* NullAlleleCheckbestimmt diesen Wert

~_ (Bpey ~Prpey)

" ey * Do)
Fur den ML-Schatzer gilt ein Wert unter 0.02 alsgmmal, ein Wert grofR3er 0.02 ware
signifikant fur das Vorliegen von Nullallelen (Feshet al., 2001; Ziegler mundlich).

Als Beispiel soll der Marker D1S468 aus dem Beisypi® oben dienen.
Der Wert fiiry®> wurde bereits errechngt,_, = 2.43.

Fur den ML-Schétzer ergibt sich ein Wert von:

5 = (733-710)_ 23 _ | y1ec
(733+ 710) 1443

Die Bildschirm-Ausgabe ist in der Abbildung 9.6 dezgegeben. Sie enthélt jeweils den
Marker-Namen Marker, die Anzahl der Genotypen ohutlen N, die beobachteten und

erwarteten Homozygoten Hom(Obs) und Hom(Exp), sqiVert, p-Wert undd, -Wert.

alex@bioinf:~> nullac -p chrl_ph_nwl.pre -d chrl_ph_ nwl.dat
Marker N Hom(Obs) Hom(Exp) X2 p-Value pHat X
D1S468 1007 297  273.914 2.67282 0.102075 0.0159979
Abbildung 9.6

Ausgabe vorNullAlleleCheck 0.98

Es wurde schon festgestellt (siehe Kapitel 9.4)ssd@&s an diesem Marker keinen

Homozygotenexzess gibt. Auch der ML-Schatzer fig Nullallelfrequenzen bleibt unter
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0.02. Bei diesem Marker wirde man also annehmess Baine Stérung durch Nullallele

vorliegt.

9.7  Vasarely-Abbildungen

In den vorangegangenen Abschnitten wurde beschmielbdie man Nullallele und
Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht eok#& kann. Die bisher
beschriebenen Methoden sind gut geeignet fur deamaiisierten Test grol3er Datenmengen,
dass heil3t, vieler Marker mit vielen Allelen.

Eine weitere Methode, Abweichungen von der HardyrAberg Verteilung zu untersuchen,
ist die visuelle Darstellung anhand von Vasarelfelra Manaster wandte erstmals 1999
Vasarely-Tafel nach dem Vorbild des Kiinstlers ic¢asarely (1908-1997) zur Darstellung
von Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht(Manaster, Nanthakumar et al.,
1999).

Die Methode nutzt die graphische Darstellung déelfkequenzen.

Die Abbildung 9.7 zeigt die Vasarely Darstellung di@n Marker D7S2429 aus der Dyslexie
Studie.
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Abbildung 9.7
Vasarely-Tafel fur einen Marker aus der LRS-Studie
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Der Marker besitzt 13 Allele. Die waagerechten Rgilstellen das erste Allel dar, die
senkrechten Spalten das zweite.

Die Abbildung zeigt fur jede mogliche Allelkombinatt die gemessenen und erwarteten
Allelfrequenzen. Die gemessenen Allelfrequenzem slarch Kreise dargestellt, die in der
Mitte von Quadraten liegen. Diese Quadrate steden erwarteten Allelfrequenzen dar.
Besteht kein signifikanter Unterschied zwischenagteten und gemessenen Allelfrequenzen
— also liegen keine Nullallele oder andere storeaffekte vor — haben Kreise und Quadrate
dieselbe oder @hnliche Farbung und werden nichirgkrschiedlich wahrgenommen.

Liegen nun Abweichungen, wie z.B. Nullallele vomterscheiden sich beobachtete und
erwartete Allelfrequenzen und somit auch die FaBmustufen. Die Kreise heben sich
deutlich von ihrem Hintergrund ab.

Beim dargestellten Marker fallen so zum Beispia dilelkombinationen (1/4), (1/5) oder
(4/8) auf. Die gemessenen Frequenzen flur diese Katbnen heben sich deutlich von den
erwarteten Frequenzen fur diese Kombinationen aixhte Abweichungen im Sinne eines
Uberschusses ein Homozygoten weisen das Allel 4asdAllel 8 auf.

Ein Homozygotenmangel ist beispielsweise fur ddslAl zu beobachten. Der helle Kreis vor

dem dunkleren Quadrat zeigt an, dass es wenigeokggote (6/6) gibt als erwartet.

Die Abbildung 9.8 zeigt einen Marker mit 13 Alle]dyei dem Nullallele vorliegen.
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Abbildung 9.8
Vasarely-Tafel fur einen Marker mit Nullallelen rgelehnt an Manaster (1999)
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Es ist zu erkennen, dass die Frequenzen der gemeeski®mozygoten fur die Allele 2, 3, 4,
6, 7, 8 und 10 sich deutlich von den erwartetermi¢azen unterscheiden. Der sichtbare
Unterschied in den Farben/Graustufen weist auf Athwamgen vom Hardy-Weinberg

Gleichgewicht hin - beispielsweise aufgrund erhbhtemozygotie.

Fur die Kontrolle von Genotypisierungsdaten mitfélitler Vasarely Tafeln existiert von
Manaster ein Windows Programm. Die benotigten Datmiate lassen sich mit eineiRaTool
aus .pedDateien generieren.

Die Ausgabe erfolgt als Graphik unter &#émndowsOberflache.

Die Vasarely Methode kommt fur die UntersuchungarRahmen der LRS-Studie nicht zur
Anwendung, well sie fur grof3e Datensatze unprakgkast. Die Interpretation der Vasarely

Tafeln ist dariber hinaus jeweils Betrachter abiging

9.8  Konsequenzen aus den Tests zum Hardy-Weinberddighgewicht

Die Genotypisierungsdaten werden mit den oben betenen Kontrollen auf ihre
Kompatibilitdt mit dem Hardy-Weinberg Gleichgewidtantrolliert.

Die Tests auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg Glgewicht sind nur als ein Anhalt far
maogliche Genotypisierungsfehler zu sehen. Wie inschnitt 9.1 beschrieben, sind
Abweichungen nicht nur durch Fehler mdglich. Im &egatz zu den Mendel-Fehlern kann
man bei diesen Tests nicht immer sicher sagen, emofgpisierungsfehler vorliegen oder
nicht. Die gefundenen Abweichungen missen schongsel? sein, um sicher als Folge von
Genotypisierungsfehlern interpretiert werden zurigin

In der Auswertung im Rahmen dieser Arbeit werdde Klarker als ,auffallig“ bezeichnet,
die beimy?-Test und bei der Monte-Carlo Permutation p-Weda < 0.05 aufweisen. Bei
dem Test auf das Vorliegen von Nullallelen werdeergalls p-Werte vorg 0.05 und ein

Wert von=0.02 fur den ML-Schétzer als Kriterium fur auffalligedvker benutzt.

Werden ,auffallige® Marker gefunden, hat man die déhkeit, die Genotypisierung fur
diese Marker zu wiederholen oder die Marker aushaetyse auszuschliel3en.

Im Rahmen der LRS-Studie werden Marker, die in dests zum Hardy-Weinberg
Gleichgewicht auffallig sind, besonders beobactEegeben sich auffallige p-Werte in den
Auswertungen, wird die Analyse einmal mit und eihméne die betreffenden Marker
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durchgefuhrt. Ergeben sich genau an der Stelle,dan die Marker stehen, auffallige

Ergebnisse, werden die Marker erneut kontrollied aventuell ausgeschlossen.
Im Kapitel 11.4 ist beschrieben, welche auffalligengebnisse die Auswertungen unter

Nutzung des Hardy-Weinberg Gleichgewichtes ergabed, wie damit im speziellen Fall

umgegangen wird.
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10 Standardarbeitsanweisung zur Qualitatssicherung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Empfehlungen Rurchfihrung einer Qualitatssicherung
bei Genotypisierungsdaten zu geben. Die Kontrollem Genotypisierungsdaten, die im
Rahmen der LRS-Studie im IMBS durchgefihrt wurdend Ubertragbar auf andere Studien
ahnlichen Designs, das heil3t, familienbasierte iStuchit Mikrosatelliten. In diesem Kapitel

werden die Methoden zur Qualitatssicherung in Femer Standardarbeitsanweisung (engl.
Standard operating procedur&0P) dargestellt. Die Idee hinter einer solché® $st, dass

Prozesse innerhalb eines Institutes oder einesrhéttmens in immer gleicher Weise
ablaufen. Eine SOP ist so genau, dass zwei vedsaeeBearbeiter fur ein Problem mit
denselben Schritten zu denselben Ergebnissen komBiese Ergebnisse muissen immer

nachvollziehbar sein.

10.1 Einleitung

Diese SOP beinhaltet Richtlinien zur Qualitdtssisthg von Genotypisierungsdaten in
familienbasierten Studien mit Mikrosatelliten. Adlmeine Hintergrinde zu Fehlern in
molekulargenetischen Studien sind im Kapitel 4 eliesrbeit beschrieben. In den Kapiteln 5
bis 9 wurden verschiedene Methoden beschriebergengn Genotypisierungsfehler in Daten
gefunden werden kénnen.

In dieser SOP wird die praktische Umsetzung demblidén beschrieben, und es wird erklart,
wie man mit entdeckten Fehlern umgeht. Diese S@#@fit sich in zehn Abschnitte. Die
Abschnitte Software (10.2) und DatenmanagemenB8)Xhthalten allgemeine Hinweise, die
anschlieRenden Abschnitte erlautern jeweils dieediien Schritte der Qualitatskontrolle.
Zielgruppe dieser SOP sind mit der Durchfihrung @ealitatskontrollen betraute Personen.
Sie werden im Folgenden als Bearbeiter bezeicliietBearbeitung der Daten erfolgt unter
Supervision des verantwortlichen Biometrikers. Eragu Zugriffe auf benétigte Dateien, zu
Dateiformaten, Programmen und Ahnlichem werdend®ih verantwortlichen Administrator

geklart.
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10.2 Software

Zur Kontrolle auf Genotypisierungsfehler werden seliiedene Programme benutzt. Die
Kontrolle auf Mendel-Fehler wird mit dem ProgranffadcheckVersion 1.0, (O’'Connell &
Weeks, 1998) die Suche nach Doppelrekombinanted mit dem Programn@Genehunter
Version 2.1r_5Sbeta(Kruglyak et al., 1996) durchgefiihrt. Die Kartieguerfolgt mit dem
ProgrammCrimap Version 2.4 (Green et al., 1990). Ein Teil derstSe die das Hardy-
Weinberg Gleichgewicht priifen, werden mit den PaognenPedstats 0.5.4Wigginton &
Abecasis, 2005) undullAlleleCheck Version 0.98, (2004) durchgefuhrt. Alle finf ddyen
genannten Programme werden Buaix verwendet.

Die Permutation zum Hardy-Weinberg Gleichgewichiis Algorithmus irR, Version 2.2.1,
(2005) implementiert. Die Softwafewird aufWindowsverwendet.

Die Bearbeitung der Dateien erfolgt untéfindows zum Beispiel mit dem Programm
UltraEdit. Die Dateien mussen so abgelegt werden, dass orawindowsund Unix auf sie
zugreifen kann. Im IMBS wird dies mit dem veranttiohen Administrator abgeklart.

10.3 Datenmanagement

Die Genotypisierungsdaten liegen in Form eupedund einer.dat Datei vor. Diese Formate
sind im Kapitel 5 dieser Arbeit beschrieben. Hieerden sie alsihredaten.pedund
ihredaten.dabezeichnet.

Fur jedes Chromosom liegen je eine Dateedaten.pedind ihredaten.datvor. Die Schritte
der Qualitatssicherung werden dementsprechendlgefiieijedes Chromosom durchgefuhrt.
Wahrend der Durchfihrung der QualitatssicherungdemrDaten vor allem in der Datei
ihredaten.pedmodifiziert, wenn Fehler gefunden werden. Es wimkumentiert, welche
Personen fur welche Marker modifiziert werden. Di@sin zum Beispiel in eindExcel
Tabelle erfolgen. Ergibt eine Kontrolle keine Fehlend werden keine Modifikationen
durchgefuhrt, wird dies ebenfalls protokolliert.

Im Kopf der Tabelle werden eindeutig die angewaé&thode (also z.BPedcheck sowie
Datum und Uhrzeit der Bearbeitung angegeben. Fuhwerschiedene Bearbeiter die
Qualitatssicherung durch, wird jeweils der Namejaetegen angegeben, der eine Kontrolle

gemacht hat. In der Tabelle sind die Identifikatder Person in der Studie, die Bezeichnung
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des betroffenen Markers sowie die originalen une deuen (also modifizierten) Allele
enthalten.

Von der Originaldateiihredaten.pedwird mindestens eine Kopie erstellt, die in der
Qualitatssicherung nicht modifiziert wird. Treter@hvend der Qualitatssicherung Fehler auf
oder gehen Daten verloren, kann auf diese Kopiéckgegriffen werden. Die Originaldatei
wird getrennt von den Dbearbeiteten Dateien gespdich zum Beispiel als
ihredaten.ped_ORIGINAL

Nach Abschluss einer Methode zur Entdeckung vonoGeisierungsfehlern, wird ebenso
mit der modifizierten Datei verfahren; eine Kopi@&dvgespeichert, gesondert abgelegt und
im Folgenden unverandert gelassen. Mit einer amd&epie wird der néchste Schritt der
Qualitatssicherung durchgefuhrt.

10.4 Suche nach Mendel-Fehlern miPedcheck

Als erster Schritt der Qualitatssicherung werdee denotypisierungsdaten mit dem
ProgrammPedcheclgeprtft. Der Algorithmus hierzu ist in Kapitel 8dchrieben.

Das Programm Pedcheck lauft auf einer Unix-Oberflache. Die bendtigten Dateien
ihredaten.pedindihredaten.daimtssen aufnix vorliegen.

UnterUnix wird die erste Stufe der Prufung rRiédchecldurchgefiuhrt.

Die vonPedcheclentdeckten Fehler werden vom Programm nach jedegrdmmdurchlauf
in der Dateipedcheck.ergespeichert. Diese Zusammenfassung der FehleraanerUnix-
Ebene betrachtet (Befehinore pedcheck.erroder pedcheck.erikann mit UltraEdit unter
Windowsgetffnet werden.

Meldet Pedcheck=ehler, so wird die Daténredaten.pednit UltraEdit getffnet. Je nachdem
was fur ein Fehler vorliegt, werden die Genotypemmdifiziert, dass der Fehler korrigiert
ist.

In den meisten Fallen werden nur bei einer Persoreinen Marker die Allele modifiziert
werden mussen. Weist zum Beispiel ein Kind in ekemfamilie fehlerhafte Allele fir einen
bestimmten Marker auf, werden die Originalalleie, Pedcheclals fehlerhaft erkannt hat, bei
dem Kind ,genullt®, das heif3t, durch die neuen WI@/0) ersetzt.

Es sind aber auch komplizierte Falle moglich. Tawischen zwei Personen Inkonsistenz auf,

muss Uberlegt werden, welche der zwei Personeerfedft genotypisiert worden ist. Dann
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konnen entweder nur die betroffenen Allele dieseere Person oder — falls Unklarheit
besteht — beider Personen genullt werden.

Es kann der Fall auftreten, dass eine Inkonsisthknzh andere Modifizierung der Allele
aulBer dem ,Nullen® behoben werden kann. Ein Beispigire die Person 3 im
Beispielstammbaum aus der Abbildung 6.1.

Hier kdnnen die vorPedcheclgefundenen Fehler behoben werden, indem die P&rshe
neuen Allele (3/1) erhalt. Eine derartige Modifikat setzt aber voraus, dass man sich sicher
ist, dass die Daten bei den anderen Personen imn@iaum alle richtig sind. Diese
Sicherheit besteht aber nicht. Ebenso kdnnteneaseain Beispiel die Person 7 und/oder die
Personen 4 oder 5 falsch genotypisiert sein. Wiirde in diesem Beispiel die Daten bei der
Person 3 anders als nach (0/0) modifizieren, v&gtd man eventuell sogar einen
Genotypisierungsfehler.

Durch ,Nullen* der als fehlerhaft erkannten Alleleerliert man unter Umstanden zwar
Informationen, aber es kdnnen keine zusatzlichémeFén den Daten erzeugt werden.

Die Dateiihredaten.pedwird gespeichert undlltraEdit verlassen. Did°edcheckKontrolle
wird wiederholt, und wenn keine weiteren Fehler deif gepriften Ebene auftreten, wird die
nachstéPedcheckEbene ausgefiihrt.

Tabelle 10.1 zeigt die Kontrolle der Genotypisigysaiaten im chronologischen Ablauf. Die
Aktionen sind je nach benutzter Oberflache nix oderUltraEdit betitelt.

1. | Unix

Geben Sie den Befehl

pedcheck -p ihredaten.ped —d ihredaten.dat ,

um die erste Stufe vdPedchecldurchzufuhren.

Die Ausgabe der Fehler erfolgt in der Dat&icheck.err

Sie kann untelnix (Befehl: more pedcheck.err ) oder untetWindowsmit UltraEdit

betrachtet werden.

2. | UltraEdit
Korrektur der fehlerhaften Genotypen in der Dateedaten.ped (siehe Text)
Dokumentation der Modifizierungen. Speichern deteDa

Wiederholung von (1) und (2) solange, bis keineléemehr gemeldet werden.
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3. | Unix

Geben Sie den Befehl:

pedcheck -2 -p ihredaten.ped —d ihredaten.dat ,
um die zweite Stufe voRedchecldurchzufuhren.

Die Ausgabe der Fehler erfolgt in der Dat&icheck.err

4. | UltraEdit
Korrektur der fehlerhaften Genotypen in der Dateidaten.ped . Dokumentation der
Modifizierungen. Speichern der Datei.

Wiederholung von (3) und (4) solange, bis keineléremehr gemeldet werden.

5. | Unix

Geben Sie den Befehl

pedcheck -3 -p ihredaten.ped —d ihredaten.dat ,
um die dritte Stufe voRedchecldurchzufihren.

Die Ausgabe der Fehler erfolgt in der Dat&icheck.err

6. | UltraEdit
Korrektur der fehlerhaften Genotypen in der Dateidaten.ped . Dokumentation der
Modifizierungen. Speichern der Datei.

Wiederholung von (5) und (6) solange, bis keineléemehr gemeldet werden.

7. | Unix

Geben Sie den Befehl

pedcheck -4 -p ihredaten.ped —d ihredaten.dat ,
um die vierte Stufe voRedchecldurchzufihren.

Die Ausgabe der Fehler erfolgt in der Dat&icheck.err

8. | UltraEdit

Korrektur der fehlerhaften Genotypen in der Dé#teidaten.ped . Dokumentation de

=

Modifizierungen. Speichern der Datei.
Wiederholung von (7) und (8) solange, bis keineléremehr gemeldet werden.

Tabelle 10.1
Ubersicht zur Prifung der Daten rRi¢dcheck

Die Dateipedcheck.erwird bei jedem neuen Programmdurchlauf automatigxgrschrieben.
Sollen die Fehlermeldungen apgdcheck.errnach einem Durchlauf gespeichert werden,

muss der Inhalt vopedcheck.erm einer Datei mit einem anderen Namen abgelegieve

81



Standardarbeitsanweisung zur Qualitatssicherung

Wie im Abschnitt 10.3 beschrieben, wird festgehglteelche Personen fur welche Marker
modifiziert sind. WenrPedcheclkabgeschlossen ist, wird die Dail&iedaten.pedyespeichert.
Eine Kopie wird gesondert abgelegt (z.B. #giseedaten.ped MENDELKORREKTINd im
weiteren Verlauf der Qualitatssicherung nicht metudifiziert. Eine andere Kopie wird im

nachsten Schritt der Qualitatssicherung weiterlizatat.

Wahrend und nach der Durchfihrung des Mendel-Chegkd dokumentiert, wie viele
Mendel-Fehler auftreten. Ein Mal sind etwa die asslglossenen Loci bezogen auf alle Loci.
Diese Fehlerquote wird dokumentiert (z.B. auch iopKin derExcelDatei). Eine Quote von
unter einem Prozent kann akzeptiert werden. EimetgdQuote muss vom Bearbeiter sofort
an den verantwortlichen Biometriker gemeldet werdemeten innerhalb einzelner Familien
oder bei bestimmten Markern gehauft Fehler aufdairch das dokumentiert und gemeldet.

Der Biometriker entscheidet in so einem Fall Ulzes deitere Vorgehen.

10.5 Ausschluss von Doppelrekombinationen mBenehunter

Nach abgeschlossener Prifung auf Mendel-Fehler emedie Daten mit dem Programm
Genehunteauf das Vorliegen von Doppelrekombinanten geptiftKapitel 7 dieser Arbeit
ist dieser Schritt der Qualitatssicherung besceneb
Genehuntemwird wie Pedcheckauf Unix verwendet. Die Daten missen als eiped Datei
und eine.dat vorliegen. Die zuvor imPedcheckmodifizierten Dateierihredaten.pedund
ihredaten.datverden direkt weiter bearbeitet.
Das Programm Genehunter bestimmt fur jede Person in allen Stammb&aumen die
wahrscheinlichsten Haplotypen. Die Haplotypen weritleeinerpostscriptDatei gespeichert.
Diese Datei wird ausgedruckt oder am Bildschirnrdudttet. Abbildung 7.3 zeigt eine solche
postscriptDatei. Wenn bei einer Person eine Rekombinatidtritiuist diese durch ein ,x“
neben dem Haplotyp gekennzeichnet. Treten zwei Rbk@tionen unmittelbar
nebeneinander auf, wird vom Vorliegen einer Dopmga@mbination ausgegangen. In
Abbildung 7.3 ist dies bei der Person 1021-0021d&6-all.
Wie im Kapitel 7 beschrieben, lasst sich nicht siclsagen, wo die Ursache der
Doppelrekombination liegt. Aus diesem Grund wird Aeftreten einer Doppelrekombination
bei einem Familienmitglied die gesamte Familied&n betroffenen Marker genullt. Wie im
vorherigen Schritt erfolgt die Modifizierung derléle zu (0/0) inUltraEdit.
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Die Tabelle 10.2 gibt einen Uberblick uber die Koile auf das Vorliegen von
Doppelrekombinanten miGenehunter Es ist jeweils angegeben, ob ein Arbeitsschiitt a
Unix oder auWindowsmit UltraEdit oderGhostviewerfolgt.

1. | Unix
Geben Sie den Befebih.

Geben Sie den Befgbd on , um diepostscriptFunktion einzuschalten.

Geben Sie den Befefdplo on , um diehaplotypeFunktion einzuschalten.

Geben Sie den Befahhd marker ihredaten.dat

Geben Sie den Befedtlan pedigree ihredaten.ped

o g A WD

Genehunter fragt nun, unter welchem Dateinamendi® postscript outDatei fur die

erste Familie impedDaten speichern méchten:
file to store pedigree plot [FOO1.ps]:
Sie kbnnen einen gewinschten Dateinamen flmpdiPatei der ersten Familie eingeben

oder durch Driuicken von Return die Datei uf@01.psspeichern.
Der Schritt 6 wiederholt sich fur alle Familiendar.pedDatei.

7. | Ghostview

Die Datei FOO1.ps wird mit dem ProgrammGhostview (gsview32yeotffnet. Alle
Haplotypen der Familie werden auf unmittelbar bébacte Doppelrekombinationen
kontrolliert.

8. | UltraEdit
Liegt eine Doppelrekombination vor, werden die HMlales betroffenen Markers In
ihredaten.pedei allen Familienmitgliedern gleich (0/0) gesetzt
Die Modifizierung wird dokumentiert.

Die Schritte 7 und 8 werden fir alle Familien dgyefiihrt.

Tabelle 10.2

Ubersicht zur Kontrolle auf Doppelrekombinationeit @enehunter

Die modifizierten Dateienihredaten.pedund ihredaten.datwerden wie zuvor doppelt
gespeichert. Eine Kopie wird zum Beispiel alghredaten.ped_ DOPPEL und
ihredaten.dat_ DOPPELbezeichneigesondert abgespeichert und im Folgenden unvetander

gelassen.
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Wahrend und nach der Durchfiihrung der Kontrolle oppelrekombinationen erfolgt eine
Dokumentation. Auffalligkeiten wie hohe Quoten awoppelrekombinanten fir bestimmte
Familien oder Marker werden vom Bearbeiter an deantwortlichen Biometriker gemeldet.

10.6 Kartierung der Marker mit Crimap

Im Kapitel 8 wurde beschrieben wie mit dem Progra@nmap die Kartierung der Marker
erfolgen kann. Dort findet sich auch eine Beschnegp der bendtigten Input-Dateien. Im
IMBS wird mit dem Administrator besprochen, wie dierhandenen Dateighredaten.ped
und ihredaten.dain Crimap kompatible Dateien Gberfuhrt werden kénn€nmap wird auf
Unix ausgefiihrt. Die Output-Dateien kdnnen rditraEdit betrachtet und gegebenenfalls
bearbeitet werden.

Unter Verwendung vo&rimap wird fir jedes Chromosom eine Karte mit den in Sardie
verwendeten Markern erstellt. Die erstellte Kariedwnit Referenzkartierungen verglichen,
wobei drei Aspekte gepruft werden. Erstens miusseidromosomenlangen in der erstellten
Karte in etwa mit den Chromosomenlangen in den eekartierungen Ubereinstimmen.
Zweitens wird kontrolliert, ob sich die Reihenfolder Marker in den Referenzkartierungen
nachvollziehen lasst. Und drittens wird geprift,atle fir ein Chromosom kartierten Marker
auch wirklich auf dem entsprechenden Chromosonetieg

Mit dem verantwortlichen Biometriker wird abgesgnen, welche Kartierungen als Referenz
gewahlt werden.

Die Durchfiihrung der Kartierung wird dokumentiebie Output-Dateien der Kartierungen
werden gespeichert.

GroRe Abweichungen bei den Chromosomenlangen,hal&eihenfolge der Marker oder
Marker, die in den Referenzkartierungen nicht denmsmechenden Chromosom zugeordnet
werden kdnnen, werden an den verantwortlichen Biokee gemeldet.

Der verantwortliche Biometriker entscheidet bei #eten von Fehlern oder
Unregelmaligkeiten Gber das weitere Vorgehen.

Tabelle 10.3 gibt einen Uberblick Uber die Arbaitsitte, die wahrend der Kartierung

durchgefuhrt werden.
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1. | Unix
Die bendtigten Dateiformate miussen Buix vorliegen.
Geben Sie den Befebilimap ihredaten build > build2ihredaten.out

Crimap erstellt eine Kartierung mit den Markern aus ihfi@atensatz.

2. | UltraEdit

Kontrollieren Sie die erstellte Kartierung unterriYendung einer Referenzkartierung.

Folgende Bedingungen soll die Kartierung erftillen:

- Chromosomenlangen stimmen in ihrer und in dereReizkartierung in etwa

Uberein.

- Die Reihenfolge der Marker lasst sich in der Rafekartierung nachvollziehen.

- Alle kartierten Markern liegen auf dem entsprexten Chromosom.
Die Kontrolle wird dokumentiert.

Die Schritte 1 und 2 werden jeweils fir jedes Chweam durchgefihrt.

Tabelle 10.3

Schritte zur Qualitatssicherung wéhrend der KartigrmitCrimap

10.7 Hardy-Weinberg Gleichgewicht mitPedstats

Die Qualitatssicherung von Genotypisierungsdated wiit zwei Tests zum Hardy-Weinberg
Gleichgewicht fortgefuhrt, die im Kapitel 9 dies&rbeit vorgestellt wurden. Der erste Test
ist einy2-Test, der mit dem Programiedstatdurchgefihrt wird. Der zweite Test beruht auf
einer Monte-Carlo Permutation, die in Abschnitt8LlBeschrieben wird.

Pedstatswird aufUnix verwendet. Die bendétigten Input-Dateien haben.gaedund dasdat
Format, die Dateierihredaten.pedund ihredaten.datwerden ohne weitere Modifikationen
bearbeitet.

Mit dem ProgramnPedstatswerden fiir jedes Chromosom alle Founder auf Koibitiéit
mit dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht gepriift. DiarEhfiihrung der Uberpriifung sowie
auffallige Marker, das heil3t, Marker mit p-Wertdaiker 0.05, werden dokumentiert.

Die Ergebnisse des Tests rRiédstatsalleine reichen nicht aus, um Marker auszuschtiel3e
Sie werden zusammen mit den Ergebnissen der Maante-Eermutation betrachtet.

Tabelle 10.4 zeigt die Schritte der Qualitatssioshgr unter Nutzung vorPedstatsim

chronologischen Ablauf.
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1. | Unix

Geben Sie den Befehl
pedstats -p ihredaten.ped -d ihredaten.dat --hardyw einberg -

checkfounders

Pedstatgibt die Marker zurtick, die p-Werte kleiner al®®aufweisen.

2. | Dokumentieren Sie auffallige Marker.
Wiederholen Sie die Schritte 1 und 2 fir alle Chosomen.

Tabelle 10.4
Schritte zur Kontrolle der Daten nitedstats

10.8 Monte-Carlo Permutation zum Hardy-Weinberg Glechgewicht

Die Monte-Carlo Permutation ist als AlgorithmusRnmplementiert (Nutzung in Absprache
mit dem Administrator). Das Programmiwird unter Windowsverwendet. Als Input-Datei
wird eine Datei vom.ped Format benttigt. Es wird eine Kopie der Dateiedaten.ped
verwendet, in der diBlon-Foundeyalso Kinder, nicht enthalten sind.

Der Algorithmus liegt als Datei inUltraEdit Format vor. Zur Durchfihrung wird das
ProgrammR gestartet und der Algorithmus eingefligt (Kopiekfiion STRG-CundSTRG-Y.
Im Algorithmus wird die Quelle modifiziert, unteedR die jeweilige Dateiihredaten.ped
findet. Die Zahl der Permutationen kann variierrdem. Als Ergebnis wird die Anzahl der
beobachteten Homozygoten im Datensatz und einentévidarlo p-Wert zurtickgegeben.
Optional kann auch ein Plot erstellt werden widém Abbildungen 9.3 bis 9.5 dargestellt.
Die Anzahl der beobachteten Homozygoten und der t8AQ@arlo p-Wert werden

dokumentiert.

Die Ergebnisse der Auswertung niedstatsund der Auswertung mit der Monte-Carlo
Permutation werden in eine Tabelle Ubertragen é€si@bbildung 11.4). Fallen in der
Zusammenschau beider Methoden Marker mit niedrigeWerten auf, wird dies vom
Bearbeiter an den verantwortlichen Biometriker gelete Treten Marker mit auffalligen p-
Werten auf, wird die Kopplungsanalyse zweimal dgeftihrt. Einmal wird die Auswertung
mit den auffalligen Markern und einmal ohne sie ctigefiihrt. Ergeben die Analysen
interessante Ergebnisse, das heil3t, Hinweise qoplking oder ahnliches, entscheidet der
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verantwortliche Biometriker, wie weiter vorgegangemrden soll. Ergeben sich fur die
auffalligen Marker keine interessanten Ergebnidginen die Marker in der Analyse
belassen werden.

Die Durchfihrung der Monte-Carlo Permutation soinie Ergebnisse werden dokumentiert.

10.9 Suche nach Nullallelen

Die Suche nach Nullallelen wird mit dem PrograrmiullAlleleCheckdurchgefuhrt, wie im
Abschnitt 9.6 dieser Arbeit beschrieben. Das Prognalauft unter Unix und benétigt als
Input-Dateien dieped und .dat Datei. ihredaten.pedund ihredaten.datkonnen also direkt
gepruft werden.

Die Ausgabe erfolgt auf der Unix-Oberflache in Foron Spalten. Die erste Spalte enthalt
den Marker-Namen, dann die Gesamtzahl der unteiesudPersonen, die beobachtete und
erwartete Anzahl an Homozygoten, den berechngtédert und p-Wert sowie den Wejt ,
also den Wert des ML-Schétzers fir die Nullalleltrenz.

Die Ausgabe vorNullAlleleCheckwird kopiert, in eineUltraEdit Datei Ubertragen und
gespeichert. In der Zusammenschau mit den Ergeimider Auswertung miPedstatsund
der Monte-Carlo Permutation werden die p-Werte diedp, -Werte kontrolliert. Auffallige
Werte, dass heiflt, p-Werte unter 0.05 uiig-Werte uber 0.02 werden an den

verantwortlichen Biometriker gemeldet.
Der Biometriker entscheidet in diesem Fall Uberweagere Vorgehen.

Die Durchfihrung voriPedstatswird dokumentiert.

Tabelle 10.5 zeigt die Auswertung mitllAlleleCheckm chronologischen Ablauf.

1. | Unix
Geben Sie den Befehlilac -p inredaten.ped -d ihredaten.dat

NullAlleleCheckberechnet die Daten und gibt als Ergebnis siebatte3pzuriick
Marker N Hom(Obs) Hom(Exp) X*2 p-Value pHatX

2. | Kopieren Sie die Spalten.
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3. | UltraEdit
Speichern Sie die Ergebnisse unter UltraEdit.
Wiederholen Sie die Schritte 1 bis 3 flir alle Chosamen.

4. | Kontrollieren Sie Ergebnisse auf aufféllige p-Wartel p, -Werte.

Dokumentieren Sie die gesamte Auswertung.

Tabelle 10.5
Durchfiihrung der Qualitatssicherung unter VerwemgoummNullAlleleCheckm Uberblick

10.10 Kaontrollen auf fehlerhafte Relationen und Geshlechtsangaben

Im Kapitel 4 wurden Stammbaumfehler beschriebes. Ztammbaumfehler bezeichnet man
falsche Relationen der Personen in den Genotypiggsdaten. Nach diesen Fehler wird mit
den ProgrammeRRESTund ALTERTESTgesucht (McPeek & Sun, 2000; Sun et al., 2002),
die in dieser Arbeit nicht behandelt wurden.

Ein den Stammbaumfehlern &hnlicher Fehler liegt vaenn flr eine Person ein falsches
Geschlecht in den Genotypisierungsdaten angegatbebDieser Fehler wird ausgeschlossen,
indem das in den Genotypisierungsdaten erfasstehi®etit mit dem Geschlecht in den

Daten verglichen wird, die am Anfang der Studie dei Erfassung der Personen erhoben
wurden.

Die Durchfuhrung der Kontrollen auf Stammbaumfeldder Fehler bei Geschlechtsangaben
in den Genotypisierungen wird dokumentiert. Liegehler vor, werden sie dokumentiert und

an den verantwortlichen Biometriker gemeldet.
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11 Ergebnisse der Anwendungen auf die Daten aus dByslexie-Studie

In diesem Kapitel sind die Ergebnisse zusammenigeslie die verschiedenen Methoden zur
Qualitatskontrolle angewandt auf die Genotypisigagaten der LRS-Studie ergaben. Im
Abschnitt 11.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Eine Diskussion der Ergebnisse und Vorschlage zuntiglle auf Genotypisierungsfehler bei
familienbasierten Studien mit STR-Markern findetKmapitel 12 statt.

11.1 Mendel-Fehler

Der Test auf Mendel-Fehler fand wie in den Kapitélund 10 beschrieben mit Hilfe des
Programmgedcheclstatt.

Die Kontrolle auf Mendel-Fehler fihrte zum Aussddwon 557 Loci bei den jeweiligen

Personen, das sind 0.11% aller genotypisierten. Ldiei ausgeschlossenen Loci wurden bei
den betroffenen Personen auf ,0 0“ gesetzt. Dieellalll.1 enthalt einen Auszug aus den
ausgeschlossenen Loci (identifiziert durch Markereaind Personen ID) mit ihren Original

Allelen.

Marker Person 1D Original Allele
D1S205 | 1021-0021522 117 117
D1S205 | 1021-0021523 106 106
D1S205 | 1021-0021524 113 117
D1S205 | 1021-0021525 113 113
D1S205 | 1021-0022072 111 113
D1S237 | 1021-0022007 188 198
D1S249 | 1021-0023943 165 175
D1S2620 | 1021-0021819 103 107
D1S2628 | 1021-0021792 121 125
D1S2652 | 1021-0021362 105 105
D1S2652 | 1021-0021363 103 103
D1S2667 | 1021-0023975 136 160
D1S2788 | 1021-0022059 220 222
D1S2788 | 1021-0023917 212 222
D1S2797 | 1021-0023970 121 123
D1S2870 | 1021-0021792 208 212
D1S430 | 1021-0022165 187 191
D1S434 | 1021-0021451 142 142
D1S434 | 1021-0021452 142 142
D1S434 | 1021-0021454 142 142
D1S434 | 1021-0021455 142 142
D1S434 | 1021-0021639 141 142
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Marker Person 1D Original Allele
D1S434 | 1021-0022035 141 142
D1S450 | 1021-0021464 337 343
D1S450 | 1021-0021465 337 347
D1S450 | 1021-0021466 337 349
D1S452 | 1021-0021825 128 130
D1S452 | 1021-0021826 124 132
D1S452 | 1021-0021827 130 132
D1S452 | 1021-0021828 124 130
D1S452 | 1021-0021829 130 132
D1S484 | 1021-0022116 276 280
D1S484 | 1021-0022118 282 282
D1S484 | 1021-0022119 278 282
D1S495 | 1021-0021656 155 155

Tabelle 11.1

Auszug aus Ergebnissen der Mendel-Checks fur Chsomd

11.2 Doppelrekombinationen

Die Kontrolle auf Doppelrekombinationen erfolgteewin den Kapiteln 7 und 10 erklart.

Unter Nutzung des Programn@enehunterwurden die wahrscheinlichsten Haplotypen fir

alle Familien fir jedes

Chrom. | Familie [Marker-Position Marker
Chrl FO07 34 D1S2818
Chrl FO10 34 D1S2818
Chrl FO11 15 D1S476
Chrl F027 27 D1S189
Chrl F032 34 D1S2818
Chrl F037 6 D1S2697
Chrl FO37 7 D1S2620
Chrl FO41 7 D1S2620
Chrl F044 7 D1S2620
Chrl F084 35 D1S413
Chrl F094 6 D1S2697
Chrl F099 9 D1S255
Chrl F111 41 D1S237
Chrl F113 45 D1S2850

Tabelle 11.2

Von Doppelrekombinationen betroffenen Loci auf Ghosom 1

90



Ergebnisse

Autosom rekonstruiert und auf Doppelrekombinantepiziert. Bei Personen, bei denen sich
Doppelrekombinanten zeigten, wurden die Allele dig betroffenen Marker in der ganzen
Familie auf ,,0 0" gesetzt.

Insgesamt wurden so in betroffenen Familien 1014 (19%) aus der Analyse genommen.

Die Tabelle 11.2 gibt fir das Chromosom 1 die b&tnen Marker und Familien wieder.

11.3 Kartierung der Marker

Die Kartierung der Marker ist in den Kapiteln 8 uh@ beschrieben. Bei der Kartierung
ergaben sich keine Auffalligkeiten. Es wurden siebtarker aus dem Datensatz genommen,
weil bei ihnen weniger als 50% der Rohgenotypisigan erfolgreich waren. Hierdurch

fielen 2363 Loci (0.45%) aus der Auswertung.

Die Tabelle 11.3 enthalt die ausgeschlossenen Marké der jeweiligen Anzahl

ausgeschlossener Loci.

Marker Anzahl
ausgeschlosseng
Loci
D1S305 78
D1S197 93
D3S1607 266
D6S1637 268
D7S2201 300
D8S1707 529
D9S1793 829
Gesamt 2363

Tabelle 11.3

Ausgeschlossene Marker

11.4 Tests unter Verwendung des Hardy-Weinberg Glehgewicht

Die Uberpriifung auf Abweichung von der Hardy-Weinp¥erteilung wurde fiir alle Marker
bei den Foundern— also den Eltern in den Stammbaumen — durchgefDie Durchflhrung

dieser Uberprifung ist in den Kapiteln 9 und 1Guatert.

Es wurden keine Loci aus der Analyse ausgeschlossen

91



Ergebnisse

Die Kontrolle auf Ubereinstimmungen der Genotypisigsdaten mit der Hardy-Weinberg
Verteilung wurde in mehreren Schritten ausgefifast.wurde eing?-Test unter Verwendung
des ProgramnfPedstatsdurchgefuhrt, eine Monte-Carlo Permutation unck dfontrolle auf
Nullallele mit dem ProgramniNullAlleleCheck Die graphische Kontrolle der Marker mit
Hilfe der Vasarely Methode wurde fiir einige Chrommoen durchgefihrt, um die Methode
zu testen. Ergebnisse, die den Ausschluss einekekéaaus der Analyse zur Folge hatten,
ergab die Auswertung der Vasarely-Tafeln nicht.

Unter Verwendung deg-Tests ergaben sich fur die 17 in Tabelle 11.4efihrten Marker
auffallende Werte. Mit aufgefuihrt sind die Ergelseisler Monte-Carlo Permutation fir diese
Marker.

Es ist zu erkennen, dass die p-Werteydekests zum Teil deutlich kleiner als= 0.05 sind.

In einem zweiten Schritt wurden die Genotypisiesdaien mit der Monte-Carlo Permutation
untersucht. Hier zeigten vier von 17 Marker, dieastimy2-Test aufgefallen waren, ebenfalls
signifikante p-Werte. Bei den Ubrigen 13 Markerdan sich jedoch keine signifikanten p-
Werte in der Monte-Carlo Simulation. Ein Beispi@fidgr ist der Marker D3S1270. Der p-
Wert der Auswertung miPedstatdgst p = 0.0078 und weist somit auf eine erhohteakh an
Homozygoten bei diesem Marker hin. In der Montel€&ermutation ist der p-Wert mit p =
0.18875 unauffallig. Betrachtet man die Anzahl depbachteten Homozygoten fallt auf,
worin ein Grund fir die abweichenden ErgebnissaddeiTests liegen kanrPedstats
beobachtet fur diesen Marker 150 Homozygote und Bé&rozygote, berechnet aber eine
Anzahl an zu erwartenden Heterozygoten von 31HeinMonte-Carlo Permutation werden
aber nur 140 Homozygote und 312 Heterozygote béwbtadiese Zahlen liegen eher in dem
Bereich, der fir beide Werte nach den Genotypfregeie zu erwarten ist. Der p-Wert ist
deshalb bei der Monte-Carlo Permutation héher.

Pedstatsbeobachtet mehr Homozygote und berechnet einerfisamten p-Wert, weil das
Programm, wie in Abschnitt 9.4 erwédhnt, Allele ngéringen Frequenzen als ein Allel
betrachtet. Ein Nebeneffekt dieses Allelpoolings mber offenbar ein kinstlicher
Homozygotenexzess. Werden wie beim Marker D3S12¢x @Allele zu einem Allel
zusammengefasst, erscheinen Genotypen, die voriteewei verschiedenen dieser acht
Allele heterozygot waren, nun als homozygeedstatsbeobachtet fir diesen Marker 150
Homozygote, es liegen aber tatsachlich nur 140 Hygaie vor, wie in der Auswertung mit

der Monte-Carlo Permutation bestimmt.
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Ergebnisse der Monte-Carlo
Marker Ergebnisse deg?-Test Permutation
B(hom) | B(het) | E(het) analysierte gepoolte Alle Allele p-Wert MC-B(hom) MC p-Wert
Allele Allele des Markers N=20000
D1S2713 120 372 342 4 11 1-14 0.0110 104 0.99145
D152688 192 299 303 3 2 1-4 0.0120 188 0.30385
D3S1270 150 302 311 4 8 1-11 0.0078 140 0.18875
D3S3551 78 262 246 5 11 1-15 0.0304 34 0.94485
D3S1580 109 367 367 5 9 1-13 0.0459 75 0.3189
D4S1572 90 384 383 6 6 1-11 0.0379 87 0.2293
D4S1615 140 340 356 4 4 1-7 0.0044 134 0.0396
D55424 130 329 333 4 10 1-13 0.0284 122 0.25285
D5S2090 105 386 394 6 6 1-11 0.0001 101 0.20555
D752463 145 341 312 3 10 1-12 0.0327 117 0.9958
D7S2418 140 347 366 5 3 1-7 0.0305 139 0.0079
D8S279 52 446 426 8 7 1-14 0.0467 45 0.9909
D9S1779 186 288 266 4 7 1-10 0.0338 182 0.99775
D10S1218 8 48 59 2 4 1-5 0.0005 434 5,00E-05
D10S537 77 395 394 7 6 1-12 0.0168 72 0.47455
D14S262 190 297 294 4 3 1-6 0.0217 190 0.53355
D18S554 106 359 381 6 6 1-11 0.0032 94 0.01525
Tabelle 11.4

Im ¥2-Test auffallige Marker und ihre Ergebnisse in Ei@nte-Carlo Permutation
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So kannPedstatsfir manche Marker einen Homozygotenexzess beobachien es selbst
produziert hat. Ohne die Testung mit der Monte-€aethode und damit der erneuten
Berechnung der beobachteten Homozygoten, falled#keszerrung zunéchst nicht auf.

Bei den Markern D4S1615, D7S2418 und D18S554 ergaieh bei beiden Methoden

und bei

signifikante  p-Werte, somit scheint dieseMlarkern  wirklich  ein
Heterozygotenmangel vorzuliegen.

Ein Sonderfall ist der Marker D10S1218. Hier ergakech bei beiden Auswertungen hoch
signifikante p-Werte. Dieser Marker hat funf Alleleon denen eines mit einer Frequenz von
p = 0.94014 vorkommt. Die anderen vier Allele waisa@equenzen von 0.04367, 0.00883,
0.00589 und 0.00147 auf. Die signifikanten p-Weddmnten allein auf dieser ungleichen
Verteilung der Allelfrequenzen beruhen.

Wie erwéhnt wurden keine Marker, die igaTest oder in der Monte-Carlo Permutation

Analyse ausdessen.

Kopplungsanalyse einmal mit und einmal ohne dieatffélligen Marker durchgefuhrt. Es

aus der Jedoch wurde die

auffallige p-Werte ergaben,
ergaben sich keine relevanten Abweichungen in deelihissen. Die betroffenen Marker

gehdorten nicht zu den Regionen, die in der Dysl&tigdie fir Kopplung oder Assoziation

auffallig waren. Wenn sich gerade an diesen Stélliemveise fir Kopplung oder Assoziation

ergeben wirde, wirden sie aber erneut kontrolkegtden und gegebenenfalls aus der
Analyse ausgeschlossen werden.

Der Test auf Nullallele wurde fiir alle Marker dugeffiinrt. Die Methode zur Uberprifung ist
in Kapitel 9.7 beschrieben. Bei zehn Markern ergaieh auffallige p-Werte und der ML-
Schatzer fur die Nullallelfrequenz ergab Werte (hée.

Marker N Hom(Obs) | Hom(Exp) »*2 p-Value p”

D2S305 1002 251 215.898 7.27457% 0.00699B75 0.02436
D5S51981 1022 312 277.209 5.99177 0.01437428  0.023915

D6S273 1020 283 242.092 9.06384 0.00260§07 0.087703
D752418 1023 293 248.98 10.28641 0.00134p06 0.022768
D751805 935 233 202.269 5.9579 0.0146915 0.0214{194
D10S1676 1029 345 314.098 4.3761 0.0364463  0.022(90
D12S374 901 278 248.282 4.90997 0.0267021  0.0232948
D20S1083 1025 434 406.086 3.1777Y 0.0746464  0.023Q7
D21S1904 939 453 426.635 2.98604 0.0839454  0.0Z%408
D22S1174 1041 329 296.498 4.98182% 0.0256[L5 0.02315

Tabelle 11.5

Auffallige Marker im Test auf Nullallele
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Tabelle 11.5 gibt einen Uberblick tiber die aufih Marker.

Einer dieser Marker, D752418 fiel auch bei den S eatf Abweichungen von der Hardy-
Weinberg Verteilung auf.

Wie bei den Kontrollen zum Hardy-Weinberg Gleichgdw wurde eine Kopplungsanalyse
jeweils mit und ohne die auffalligen zehn Markerdhgefiihrt. Da sich keine Verschiebung
in den Ergebnissen zeigt, und die Marker nichtedevanten Stellen lagen, wurden sie nicht
aus der Analyse ausgeschlossen.

Hatten sich bei den betroffenen Markern Auffalligke in der Kopplungsanalyse ergeben, so
wuirden sie erneut kontrolliert und eventuell ausgkessen werden.

Zum Umgang mit den in den Tests auf das Hardy-WemnlGleichgewicht auffalligen
Markern siehe auch die Diskussion in Kapitel 12.

11.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Genotypisierung der Personen aus der Dyslexidi&fand durch deCode statt. Im Zuge
der Genotypisierung und in einem routinemalRig dyetithrten Mendel-Check fielen 6
Personen von urspringlich 1060 aus dem Datensatanddas IMBS gegeben wurde.

Nach der Genotypisierung lagen die Genotypisierdaigsn von 1058 Personen vor.
Urspringlich waren 1060 Personen im Datensatz, alver Personen wurden durch deCode
ausgeschlossen, weil sie identische Proben wimgeamdere Person aufwiesen.

Eine ausgeschlossene Person (1021-0021574 ausuadreF=073) war ein nicht-betroffenes
Kind — also ein nicht von der Krankheit betroffer@eschwisterkind. Seine Daten waren
identisch zu den Daten seines Vaters (1021-00215D8y Vater wurde ald~ounder
beibehalten, das Kind ausgeschlossen. Das beteo@@schwisterkind und die Eltern blieben
in der Auswertung.

Die zweite ausgeschlossene Person war ein betesffikmd (1021-0021834 aus der Familie
F133). Es wurde ausgeschlossen, weil seine Dagartiseh zu den Daten der Person mit der
ID 1021-0021833 (aus der Familie F132) waren. DieerB und das nicht-betroffene

Geschwisterkind blieben in der Analyse, wurden atbent fur alle Auswertungen benutzt.

Von den 1058 verbliebenen Personen wurden nochakwier Personen ausgeschlossen.
Der Person 1021-0021752 (aus der Familie F114) teomlurch deCode keine Familie

zugeordnet werden. Sie wurde ausgeschlossen. Biahebei der Person um ein Elternteil der
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Familie F114 handelte, musste die ganze Familied Riisgesamt vier Personen) aus der
Analyse genommen werden.

Die Tabelle 11.6 gibt einen Uberblick Uiber die assilossenen Personen.

Personen ID| Familien | Einzel- | Familie Grund fur

ID Person Ausschluss
1021-002157{ FO073 X Gleiche Daten wie andere Person
1021-002175] F114 X Keine Zuordnung zu Familie mdglich
1021-002175( F114 X Folge des Ausschluss von Person 1021-0021752
1021-002175| F114 X Folge des Ausschluss von Person 1021-0021752
1021-002175] F114 X Folge des Ausschluss von Person 1021-0021752
1021-002183{ F133 X Gleiche Daten wie andere Person

Tabelle 11.6
Ausgeschlossene Personen

In den Daten, die von deCode an das IMBS gegebedenuwo die beschriebenen Methoden
zur Qualitatskontrolle stattfanden, enthielten @enotypen von 1054 Personen fur 533
Marker.

Von den 525140 Loci, die erfolgreich genotypisiedrden waren, wurden 3937 Loci in der
Qualitatssicherung ausgeschlossen, das sind 0.As¥grund von Mendel-Fehlern wurden
557 Loci (0.11%) aus der Analyse genommen, 1017 (@&9%) wurden in der Kontrolle
auf Doppelrekombinanten ausgeschlossen, und 236B(Da15%) fielen in der Kartierung
aus der Analyse.

Bei der Kontrolle auf Einhaltung des Hardy-Weinb&igichgewichtes ergaben sich bei
einigen Markern Auffalligkeiten, sie wurden abechti aus der Analyse genommen. In der
Prifung auf Nullallele wurden bei zehn Markern hiciberhéhten Raten an Nullallelen
festgestellt. Die Marker wurden ebenfalls nichtgasshlossen.

Fur alle Chromosomen auf denen auffalligen Marlegeh wurde die Kopplungsanalyse
zweimal durchgefihrt. Einmal wurden die Marker ar dnalyse belassen, einmal wurden sie
ausgeschlossen. Da es zu keinen relevanten Vebscigen in den Ergebnissen kam, und
keiner der betroffenen Marker in fir Kopplung odesoziation interessanten Regionen lag,

wurden alle Marker in der Analyse belassen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden zur deakung von Fehlern in

Genotypisierungsdaten werden im anschlielBendendajpskutiert.
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12  Diskussion

Genotypisierungsfehler treten in allen molekulaggsechen Untersuchungen auf, die mit
Genotypisierungsdaten arbeiten (Hoffman & Amos, 20Pompanon et al.,, 2005). lhre
vielfaltigen Ursachen im menschlichen wie technesciBereich in allen Schritten einer
Untersuchung lassen sich zwar oft nachvollziehker aicht immer verhindern.

Zwei Strategien sollten verfolgt werden, um dasbRmm der Genotypisierungsfehler zu
handhaben. Zum einen sollte versucht werden, dieglioh@ Entstehung von

Genotypisierungsfehlern zu minimieren. Zum andersoliten die Daten nach der

Genotypisierung auf Fehler kontrolliert werden.

Das Studiendesign, eine genaue Erhebung der Datképrdzises Arbeiten im Labor kbnnen
die Fehlerrate senken. Menschliche Ursachen halaénsgheinlich den wichtigsten Anteil an
der Entstehung von Fehlern (Bonin et al., 2004;fidah & Amos, 2005). Darum ist es
sinnvoll, die Fehlerquelle Mensch mdoglichst zu mmi@ren. Dies kann durch erfahrenes
Laborpersonal und mdglichst viele standardisientel walidierte Arbeitsschritte erfolgen
(Butler, 2001). Wo dies mdglich ist, sollten Arlssichritte automatisiert werden (Perlin et al.,
1995). Genotypisierungsfehler kdnnen zum Teil duteh Einsatz von Positiv- und Negativ-
Kontrollen in allen Arbeitsschritten weiter minimiewerden. Je nach Fragestellung der
Analyse wird empfohlen, 5% bis 10% des Probenmatedoppelt zu untersuchen. Solche
Replikate sollten soweit moglich blind und unabhgnmtersucht werden. In manchen Fallen
konnen Genotypisierungsfehler auch dadurch entdeektien, dass die Genotypisierung mit
einem anderen Verfahren wiederholt wird (Pompariai.£2005).

Fehler, die trotz dieser Mal3nahmen noch auftrd&éénnen mit verschiedenen Methoden im
Nachhinein teilweise entdeckt werden. Wie diesdiire familienbasierte Studie mit STR-
Markern aussehen kann, wurde in dieser Arbeit gotdt.

Eine bewahrte Methode ist die Nutzung der Famitresksur, um Fehler zu entdecken, die
nicht mit der Mendel'schen Vererbung vereinbar sibds Programn®edcheclarbeitet nach
diesem Prinzip.

Die entdeckten Fehler bei den Tests auf Mendel-Kadibitéat konnen durch Fehler in der
Genotypisierung entstanden sein. Fast alle dies@ieFliel3en sich dadurch beheben, dass bei
den betroffenen Personen die jeweiligen Loci auf esetzt wurden — also als nicht bekannt
betrachtet wurden. Dies geschah bei den Mendelfelnheist nur bei einem Marker bei einer
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Person. Das deutet darauf, dass meist nur ein Atlel ein Allelpaar falsch waren. Diese
vereinzelten falschen Allele konnen aufgrund vorchteschen Problemen in der
Genotypisierung aufgetreten sein. Es kann sichumBdie Wiedergabe eines falschen Allels
aufgrund von Stotterbanden oder &hnlichem gehamddélen. Es lag aber nie der Fall vor,
dass ganze Haplotypen ausgeschlossen wurden. Date heher auf mdgliche

Stammbaumfehler oder vertauschte Proben hingedeutet

Auch wenn nicht in jedem Fall klar ist, woher dehter kommt, kdnnen Fehler, die mit den

Mendelregeln nicht vereinbar sind, sicher erkamut ausgeschlossen werden.

Die Interpretation von Doppelrekombinanten als Gguisierungsfehler ist schon etwas
diffiziler. In dieser Arbeit wurde gezeigt, wie ntiilfe derhaplotypeFunktion des Programm
GenehunterFamilien nach Doppelrekombinanten untersucht werkignnen. Nachteil der
vorgestellten Methode ist, dass die Untersuchuran ,Mand” erfolgt, und somit wiederum

der Mensch als potentielle Quelle neuer Fehleriguft

Wahrend der Kartierung sollten drei Aspekte bedchterden, um mogliche Fehler
auszuschlieBen. So sollten die erhaltenen Chromasiémgen ungefahr mit bekannten
Chromosomenlangen ubereinstimmen. Die Reihenfolge Marker sollte so sein wie in
Referenzkartierungen. Und flr jeden Marker sollenmsicher sein, dass er auch wirklich auf
dem entsprechenden Chromosom liegt. Ergeben sidériKartierung Auffalligkeiten, sollten
sie zusammen mit den Ergebnissen aus den anderd¢modée zur Qualitatssicherung
betrachtet werden, um in jedem Fall individuell entscheiden, ob Marker aus der Analyse

ausgeschlossen werden oder nicht.

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit beschaftigthsimit der Nutzung des Hardy-Weinberg
Gleichgewichtes, um aus Abweichungen von diesem mudfgliche Fehler in den
Genotypisierungsdaten zu schlieBen. Wenn mit demetzevon Hardy und Weinberg
gearbeitet wird, sollte stets bedacht werden, dasdHardy-Weinberg Verteilung nur unter
bestimmten Bedingungen gilt. Diese wurden bereitgébnt: zufallige Paarungen, grol3e
Populationen, keine geschlechtsspezifischen UrteEde in den Allelfrequenzen, Allele
segregieren nach den Mendel'schen Gesetzen, keirkeWievolutionarer Krafte wie
Selektion, Drift, Mutation oder ahnliches.
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In der Auswertung der Daten aus der Dyslexie Studiede dieser Einschrankung der Hardy-
Weinberg Verteilung insofern Rechnung getragen, s dasiffallige Ergebnisse der
verschiedenen Methoden nicht gleich zum AusschiaasMarkern fuhrten.

Verschiedene Methoden wurden vorgestellt, mit ddbaten auf Abweichungen vom Hardy-
Weinberg Gleichgewicht untersucht werden kénnes. Aihominale Methode wurde dg¥
Test zur Untersuchung eines Heterozygotenmangetwewneet. Unter Verwendung des
ProgrammPedstatskdnnen grofie Datenmengen schnell und einfach &bett werden. Bei
der Nutzung dieses Programms mussRImrling Algorithmus bertcksichtigt werden und die
Ergebnisse dementsprechend kontrolliert werden. Wéeeigt, verursacht das Programm
selbst durch das Zusammenfassen von seltenen Rl&le einem ,neuen” Allel einen
gewissen Heterozygotenmangel. Ergeben sich agali-Werte fir einen Marker sollte
immer gepruft werden, ob eventuell mehrere Alledpaplt wurden und so eine kunstlicher
Homozygotenexzess entstanden sein konnte.

Die Monte-Carlo Permutation erwies sich als im Veay zum binominalen
Heterozygotenmangel-Test als sehr rechenaufwadndiethode. Die im vorher
durchgefuhrtery?-Test gefundenen Marker mit auffalligen Abweichengm Sinne eines
Heterozygotenmangels konnten mit der Permutatiovertissig bestétigt werden. Und auch
erst mit der Verwendung der Monte-Carlo Permutafienh das Problem des von Pedstats
selbst erzeugten Homozygotenexzesses auf.

Die Kontrolle auf Nullallele stellt eine weitere kede dar, Genotypisierungsfehler
auszuschlieBen. Sie erfolgte ebenfalls mit eingAatest und einemaximum likelihood
Schatzung nach Fisher (Fisher et al., 2001).

Bei der Kontrolle auf Nullallele fielen zehn Markauf. Zwei dieser Marker gehorten zu den
funf Markern, die zuvor iny2-Test zum Heterozygotenmangel und in der MontdeCar
Permutation auffielen. Keiner der auffalligen Markaurde aus den Datensatzen genommen,
weil keiner an einem in der spateren Kopplungsaeafuffallenden Chromosomenabschnitt
lag. Zur genaueren Kontrolle wurde die Analyse @inromosomen mit auffalligen Markern
einmal mit und einmal ohne diese Marker durchgefthr

Sollten sich in anderen Studien gerade fur in destd auffalligen Markern interessante
Ergebnisse in Kopplungsanalysen ergeben, so Saliteer Uberlegt werden, ob dann die
betreffenden Marker verwendet werden konnen. DierA&tiven wéaren eine Wiederholung
der aufwendigen und teuren Genotypisierung, einsghisiss der Marker und damit unter
Umstanden der Verlust des Ergebnisses oder dasidgeo der auffalligen Testergebnisse

und das in Kauf nehmen von maoglicherweise falsdrgebnissen.
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Die Untersuchung der Dyslexie Daten mit Hilfe deas®rely-Tafeln wurde nicht fur alle
Chromosomen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dasse disthode fur groRe Datensétze
unpraktikabel ist. Die erhaltenen Ergebnisse sihdioht eindeutig zu interpretieren gewesen
und unterlagen der subjektiven Wahrnehmung.

Die Vasarely-Methode eignet sich nur fir kleine édaitze mit guter Datenqualitat und
bekannten Genotyp-Frequenzen. Fur eine automaisi@ualitatskontrolle von grof3en
Datensatzen ist diese Methode nicht zu empfehlEgigt & Konig, 2006).

Die Zusammenschau der Ergebnisse zur Qualitatsdtantter Genotypisierungsdaten ergibt
bezogen auf die gesamte Anzahl der Loci eine Hkeitiqgon 0.75% ausgeschlossenen Loci.

Dieses ist die Zahl der Loci, die mit den hier Imewbenen Methoden nach der
Genotypisierung untersucht wurden und auffalligemarWeil durch deCode schon vorher

Loci ausgeschlossen wurden, ist die Zahl der irssgeausgeschlossenen Loci etwas hoher.

Durch deCode wurden sechs Personen aus der Aralggreschlossen. Von diesen hatten
zwei Personen identische Proben mit einer jeweiitegen Person im Studienkollektiv.

Dieser Fehler kann z.B. im Labor durch doppelte warsung von Proben oder in einem
Schritt der Datenverarbeitung aufgetreten seinedfadls ist er wahrscheinlich menschlicher
Natur.

Die dritte ausgeschlossene Person konnte nicht Familie zugeordnet werden. Bei dieser
Person handelte es sich um ein Elternteil. Deswegasste die ganze Familie aus dem
Datensatz genommen werden. Der Fehler beruhte womaindich auf einem
Etikettierungsproblem — hat also auch eine mendoilUrsache.

Durch die in dieser Arbeit durchgeflihrten Testsdear einzelne Loci bei einigen Personen
und einige Marker aus der Analyse ausgeschlossen.

Ein Teil der ausgeschlossenen Loci musste aufgdandProbleme mit den Markern in der
Genotypisierung (die Marker, bei denen weniger 5% der Genotypisierung erfolgreich
waren — siehe Kapitel 10.3) aus der Analyse genamrexden. Hierbei handelt es sich nicht
direkt um Genotypisierungsfehler, der Verlust dids®i ist ja kein Fehler, sondern die Folge
eines anderen Fehlers oder einer fehlgeschlageotyasierung aufgrund von Problemen
mit den Markern.

Die Kontrolle auf Abweichungen vom Hardy-Weinberteiéhgewicht und die Kontrolle auf
Nullallele fuhrten nicht zum Ausschluss von Lociie® kann mit als Beweis der hohen

Qualitat der Genotypisierung durch das Labor gexdewerden. Diese Kontrollen wurden
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durchgefuhrt, aber sie sollten und haben keine élidkeiten ergeben, die zum Ausschluss

von Genotypisierungsdaten fthrten.

Diese Arbeit im Rahmen der LRS-Studie befasst sithdem Problem, wie fur Daten in
solchen Genotypisierungsstudien eine ,Qualitatesiofg” aussehen kann.

Der Schwerpunkt lag dabei klar auf den Genotypisigsfehlern.

Auf die Fehler in Stammb&umen wurde hier nicht egangen. Wie oben erwahnt, liegen in
den Genotypisierungsdaten der LRS-Studie wohl &eafe der in Kapitel 4.3 beschriebenen
Stammbaumfehler vor. Dies kann zum einen auf die @tudienfihrung vor der Erhebung
der Daten zurickzufuhren sein, zum anderen auckhddas Studiendesign begrindet
werden: Es wurden nur Kernfamilien betrachtet. &efuellen wie verzweigte
Familienstrukturen, unbekannte Adoptionen oderiéhes fallen dadurch weg.

Statistische Methoden, die als Ergénzung zur MeRdé&lungen zur Eingrenzung von
Stammbaumfehlern geeignet sind, sind z. B. von MkRed Sun beschrieben (McPeek &
Sun, 2000; Sun et al., 2002).

Um auszuschliel3en, dass einer Person wahrend aetypesierung ein falsches Geschlecht
zugeordnet wurde, sollte von Hand Uberprift werdsn,die Geschlechtsangaben in den
Genotypisierungsdaten mit denen bei der Erhebungr d2aten bestimmten
Geschlechtsangaben lbereinstimmen. Dieser Fehlem kater Umstanden wéhrend der
Mendel-Checks und wahrend der Verwendung von Tekttden nach McPeek und Sun

Ubersehen werden.

Abhéngig von den Markern und den verwendeten Meathpdwerden Fehler mit
unterschiedlicher Haufigkeit entdeckt. Von der Rdé entdeckten Fehler kann die wahre
Fehlerrate geschatzt werden.

Fur SNP-Marker berichten Gordon et al. von entdati&ehlerraten zwischen 25% und 30%
(Gordon et al., 1999), wahrend sich bei Geller drejler Raten von 39% bis 61% ergaben
(Geller & Ziegler, 2002). Douglas et al. berichtean entdeckten Fehlerraten von 51% bis
77% far multi-allelische Marker und 13% bis 75% fiirallelische Marker (Douglas et al.,
2002). Sie untersuchten drei Moglichkeiten, dieGanotypisierungsfehlern fuhren kdénnen.
Die erste Mdglichkeit war der Fehler, dass ein hpygoter Genotyp als anders homozygot
erfasst wird. Dieser Fehler kann als ein zufélligezhler angesehen, der nach den
Haufigkeiten der Genotypen unter Annahme vom HW#reten kann. Die zweite Gruppe

der untersuchten Fehler sind heterozygote Genogyghenals falsch-homozygot angesehen
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werden. Solche Fehler resultieren beispielsweidefdiderhafter PCR-Amplifikation. Als
dritte Gruppe wurden die Fehler untersucht, dasshemozygoter Genotyp falschlich als
falsch-heterozygot bezeichnet wird. Derartige HFehl@nnen beim Auftreten von
Stotterbanden in der PCR entstehen: Neben dem re¢htamozygoten) Allel wird eine
Stotterbande als falsches zweites Allel identifizie

Am haufigsten kann der Fehler der anders homozgmgdtkele entdeckt werden, am
seltensten der Fehler falsch-heterozygot statt zggui. Dieser Fehler kann nur entdeckt
werden, wenn beide Eltern fur das Allel homozygot s

Generell gilt, dass die Wahrscheinlichkeit, eineen@ypisierungsfehler zu entdecken, von
der Allelverteilung und Allelanzahl bei Eltern ukdndern abhangt. Je mehr Allele und je
mehr genotypisierte Kinder zur Verfigung steherstaerofRer ist die Wahrscheinlichkeit,

Fehler zu finden.

Auch wenn in praktisch allen Studien, die mit Gegpdierungsdaten arbeiten,
Genotypisierungsfehler vorliegen, gibt es aber wanige Arbeiten, die sich dem Thema
bisher angenommen haben (Hoffman & Amos, 2005; RPomop et al., 2005).

Immer noch werden Studien durchgeftihrt, ohne diags@ualitatskontrolle stattfindet. Dabeli
ist erwiesen, das auch geringe Fehlerraten, graissvidkungen auf die Informativitat einer
Untersuchung haben (Douglas et al., 2000; Akey.e2@01).

Genotypisierungsfehler kénnen zu falschen Schligesfongen hinsichtlich  der
Allelfrequenz, der Kartierung, des Kopplungsundigiewichts und der Markerabstande
fuhren. Folgen sind verfalschte Ergebnisse und uziedte Power bei Kopplungs- und
Assoziationsstudien (Abecasis et al., 2001; Ha.e2004; Ziegler & Konig, 2006).

Fur das Jahr 2003 werteten Bonin et al. alle Studie JournalMolecular Ecologyaus, in
denen mit Genotypisierungsdaten gearbeitet wurdm Y25 Vero6ffentlichungen, die mit
Mikrosatelliten arbeiteten, wurde nur bei 6% ein@gAbe Uber eine Fehlerrate oder
Allelverlust bzw. falsche Allelamplifikation gemac{Bonin et al., 2004).

Viele Autoren schlagen vor, standardmaflig alle tsmiehungen einer Kontrolle auf
Genotypisierungsfehler zu unterziehen und entdeélablerraten in Veroffentlichungen
anzugeben. Pompanon et al. propagieren dafir ewerselles Fehlermal3, die Fehlerrate pro
Locus (Pompanon et al., 2005). Hiermit waren dibl&reaten in verschiedenen Studien und

auch zwischen verschiedenen Markern vergleichbar.
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Finden Kontrollen auf Genotypisierungsfehler stgittt es prinzipiell zwei Moglichkeiten auf
entdeckte Fehler zu reagieren. Die erste Mdglichistider Ausschluss haufig betroffener
Marker. In dieser Studie wurden die betroffenens®een an den entsprechenden Loci als
unbekannt (,0 0“) genotypisiert. Diese Methode wéngch in den meisten anderen Studien
angewandt (Sobel et al., 2002). Die Alternative evdie betroffenen Marker fur alle
Familien/Personen erneut zu genotypisieren, wieoasSeaman und Holmans vorgeschlagen
wird (Seaman & Holmans, 2005). Nachteil des Ausssdds von Loci ist ein Verlust an

Power, Nachteil der Regenotypisierung ist der ewnffimanzielle) Aufwand.

Der Bedarf fur eine standardmallige Qualitatssicigetesteht. Auch in Zukunft wird man

sich mit dem Thema der Genotypisierungsfehler kitigen muissen. Die zunehmende
Nutzung von SNPs in Untersuchungen verscharft dablém der Genotypisierungsfehler.

Bei der Nutzung von SNPs als genetische MarkeeraljroRere Datenmengen als bei
Mikrosatelliten an. Und Genotypisierungsfehler kénrbei den SNPs als diallelische Marker
viel eher Mendel-kompatibel sein. Sie waren alsohnschwerer zu entdecken (Sobel et al.,
2002).

Die optimale Strategie Fehler einzugrenzen, hangnher vom Studientyp und von den

benutzten Marker — Mikrosatelliten oder SNPs - &wnipanon et al., 2005). Zur

Durchfihrung von Mendel-Checks und Kontrollen aalséhe Doppelrekombinanten etwa
werden die Genotypen der Eltern bendtigt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden eigrsech so besonders fur familienbasierte
Untersuchungen, in denen Mikrosatelliten verwendatden. Sie ermoglichen eine Reduktion
der Fehlerquote in den Genotypisierungsraten. Catemyualitat wird damit erhdht und die

anschlieBenden Kopplungsanalysen ergeben validiegiebnisse.

Die hier vorgestellten Methoden kdnnen zusammereialArt ,Leitfaden” oder ,Handbuch

zur Qualitatskontrolle” von Genotypisierungsdatenwgzt werden.
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13  Zusammenfassung

Diese Arbeit entstand im Rahmen einer multizentesc Studie, die nach méglichen neuen
Genorten der Dyslexie sucht und schon beschriebeciebestatigen mochte (Remschmidt et
al., 2000).

Die Dyslexie ist eine Erkrankung multifaktoriellegeenese. Unter anderem liegt der
Erkrankung eine genetische Komponente zugrundeu(Babher et al., 2006).

Grundlage der Studie sind die Phanotypisierung Gedotypisierung von Probanden und
ihren Geschwistern sowie die Genotypisierung ilikern. Mit Hilfe dieser Daten kann in
einer Kopplungsanalyse nach genetischen Markerachesverden, die mit der Erkrankung
gekoppelt auftreten und so auf Loci eines Dyslexrirsachenden Gens schliel3en lassen.

In praktisch alle Studien, die sich mit Genotypigrgsdaten befassen, liegen Fehler in diesen
Daten vor (Bonin et al., 2004; Pompanon et al.,520Diese Fehler konnen die Ergebnisse
der Studien nachhaltig beeintrdchtigen oder vesfid@s (Douglas et al., 2000). Die
Vermeidung und die Suche nach diesen Fehlern stellee schwierige Aufgabe dar. Von
manchen Forschungsgruppen werden sie vernachlg$ghpanon et al., 2005), und in
wenigen Studien finden sich Angaben dartiber, othbtin zur Fehlerentdeckung verwendet
wurden oder wie hoch die Rate an gefundenen FewlarriBonin et al., 2004).

Zwei Arten von Fehlern lassen sich grundsatzlicherstheiden: Stammbaumfehler und
Genotypisierungsfehler. In dieser Arbeit geht esaltem um die Genotypisierungsfehler. Es
werden verschiedene Methoden betrachtet, mit deBenotypisierungsfehler aufgespirt
werden sollen, um so die Datenqualitat zu erh6hen.

Am Beispiel der LRS-Studie sind auf die Genotypisigsdaten verschiedene Testmethoden
angewandt worden. Wichtige Ansatze waren die N@gaton Mendel-Checks (O’Connell &
Weeks, 1998), die Suche nach Doppelrekombinanteglét & Konig, 2006), Kontrollen
wahrend der Kartierung, zwei verschiedene Method&oyweichungen von der Hardy-
Weinberg Verteilung in den Daten zu entdecken,diedsuche nach Nullallelen.

Mit den vorgestellten Methoden zur Qualitatssichgrukann die Fehlerquote in
Genotypisierungsraten minimiert und somit die Datelitat erh6ht werden. Dieses fuhrt zu
validierten Ergebnissen in den anschlieBenden Kmgslanalysen. Mit der
Zusammenstellung geeigneter Malinahmen zur Qualithesung bildet diese Arbeit damit
die Grundlage fur eine Standardarbeitsanweisungl.(8tandard operating procedur§OP)

fur die Qualitatssicherung bei familienbasiertendsn mit Mikrosatelliten.
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