UNIVERSITATS
KLINIKUM

ulm

($RSITa,

NDO.
_Q%P\ (’%
L

A
Tngros- S

. (E
Oqnzo0

ulm university un|ver5|tat ‘

M

Methoden in der Humangenetik

19.04.2018, Guntram Borck, Institut fir Humangenetik



Altersverteillung genetischer Erkrankungen

Chromosomale Aberrationen
/——— Chromosomal

Monogene Storungen
Monogene
Vererbung

Polygene und multifaktorielle Pha
Multifaktoriell

N
?M/
‘ /

| ! i i L
Geburt Pubertat Erwachsen

Betroffene




Seltene Erkrankungen

Nicht mehr als 5 von 10.000 Menschen betroffen
Geschatzt bis zu 8.000 seltene Erkrankungen
Geschatzt etwa 4 Mio. Betroffene in D, 30 Mio. in der EU

Viele hamatologische Erkrankungen des Kindes sind SE
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Auftrag zur molekulargenetischen Diagnostik

Imprintingstérungen

O Angelman Syndrom AS, (MLPA), 1 UBE3A

O Beckwith-Wiedemann-Syndrom (MLPA)

O Exomphalos-Makroglossie-Gigantismus-Syndrom
(EMG/Beckwith-Wiedemann-Syndrom) (MLPA)
Kagami-Ogata Syndrom (UPD(14)pat)
Prader-Willi Syndrom PWS, SNRPN
Silver-Russell-Syndrom (MLPA), UPD(11)mat;
UPD(7)mat

Temple Syndrom (MPLA) UPD(14)mat
Transienter neonataler Diabetes mellitus 1, TNDM
(UPD(6)pat; (MLPA))

UPD(7)mat (MLPA)

UPD(14)mat (MLPA)

MLID (multilocus imprinting disturbances)

O DNMTT O DNMT3L

U DPPA3 Q KHDC3L

Q MBD3 Q NLRP2

U NLRPS Q NLRP7

Q TRIM28 Q ZFP57

oo 00 pbod

O Simpson-Golabi-Behmel Syndrom, GPC3 (MLPA,

Sequenz)
O Turner Syndrom, SHOX (MLPA, Sequenz)

O Weaver Syndrom, EZH2

Erbliche Tumorerkrankungen

Adenomatose Polyposis

O Familidre (attenuierte) adenomatése Polyposis FAP
(aFAP), APC (MLPA, Sequenz)

1 Colorectale adenomatdse Polyposis, autosomal
rezessiv, MUTYH (MLPA, Sequenz)

Brust- und Ovarialkrebs familiar
Bitte beachten Sie die Kriterien fir diese Untersuchung auf
unserer Homepage unter:

hittpifwww. uniklinik-ulm.de/struktur/institute/humangenetik/home/genstische-
diagnostik/leistungsverzeichnis_html

O ATM U BRCAT1
4 BRCA2 4 CDH1

U CHEK2 U NBN

4 PALB2 U RADS1C

U RAD51D a 7P53
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Manolio et al. Nature, 2009




Wozu genetische Diagnostik?

Bestatigung der Diagnose
Einschatzung der Wiederholungswahrscheinlichkeit
Pranatale Diagnostik/PID, pradiktive Diagnostik

Therapie
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Aufbau eines Gens

5 Translationsstart (ATG) 3’
Translationsende (STOP)l /UTR

Intron Exon Intron Exon

Enhancer/Silencer Promotor

Mutationen
konnen
I innerhalb eines
Exon intron
11 Gens an
CGT. AG verschiedenen
I Orten vorliegen
SpleiR- SpleiR-
Donor- Akzeptor -
Stelle Stelle UTR: untranslatierte

Region



Sanger-Sequenzierung

30 - 40 cycles of 3 steps :

/DO Dy,  Siept: denariiie] @ ddatp @ ddcTP @ dicTe @ ddTTP
ik v 1. ddNTPs markiert mit verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffen

Ll ‘ i Deni(unerung me S . C
Primer
neue ' A
DNA @cC .
Primer | . C >
Synlhese 3y R4 sl A
. _—-. G
el T
2. Sequenzier-Reaktionen 3. Kapillaren, die Sequenziergel
mit NTPs enthalten

53 B
/N

3

5y T3 9F 3323 Laser

¢
53 53 5 3
N AN AN AN AN AT AT A YA

5 -
: Tﬂmmﬂmﬂ"mm m - usw. 4. Detektionsystem
3 | | l il | ) ca. 25 Zyklen produzieren ~ 103 Kopien
s (1) Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (2) Automatisierte DNA-Sequenzierung (Prinzip)

‘ P Detektor 5. Automatisierter Ausdruck der Sequenz

Passarge, E.: Taschenatlas Humangenetik, 2008



PCR

1

1st PCR cycle

/

2nd PCR cycle
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Allele drop out |

— e
Deletion = =
1st PCR cycle
2nd PCR cycle
Grol3ere heterozygote Deletionen kdnnen
Mittels Sanger-Seq. nicht detektiert werden



Allele drop out |

1st PCR cycle

/

2nd PCR cycle

SNPs in der Primerbindungsstelle

— Ausfall eines Allels



Limitationen von Sanger-Sequenzierung

- Meist nur Exon und Exon-Intron-Ubergéange sequenziert
(5'UTR, 3'UTR, Promotor, tief intronische Varianten)

- Grolkere het. Deletionen und Duplikationen — MLPA

- Allel-spezifische Amplifikation (Allel-Dropout)



Mutations/Variantenarten -
synonym

1. Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt:

N ((\; N MM A/ N
Ao Wlo 198 g

normal  mrnA | =
Proteln | Met |{ Lys [{ Phe { Gl | g

Variante

synonyme (stille) Variante

modifiziert nach e Assson Wosey Lorgman ke



Mutationsarten -
Missense

1. Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt: syn.

2. Mutation, die zum Austausch einer Aminosaure fihrt: Missense-Mutation

~ A

N BORAMumBAAmm)
RN
normal s ©525EEEEEASEEAE
mum{uuHmHmHmy]"s;;;

{

HAIIATToT ™Y (A
Wit QA G A QL

Mt Lys | Phe ‘ES»& !




Mutationsarten -
Nonsense

1. Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt: syn.

2. Mutation, die zum Austausch einer Aminosaure fihrt: Missense-Mutation

3. Mutation, die zu einem direkten Stoppcodon fiihrt: Nonsense-Mutation




Mutationsarten —
Frameshift

1. Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt: syn.

2. Mutation, die zum Austausch einer Aminosaure fihrt: Missense-Mutation

3. Mutation, die zu einem direkten Stoppcodon fiihrt: Nonsense-Mutation

4. Deletion/Insertion von einer Anzahl von Nukleotiden,

die nicht durch 3 geteilt werden kann: Frameshift-Mutation

M !:/\‘q vv”]’
AUGAAGUUU GG
normal ma oS ESE




Mutationsarten -
In frame

1. Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt

2. Mutation, die zum Austausch einer Aminosaure fihrt: Missense-Mutation

3. Mutation, die zu einem direkten Stoppcodon fiihrt: Nonsense-Mutation

4. Deletion/Insertion von einer Anzahl von Nukleotiden,
die nicht durch 3 geteilt werden kann: Frameshift-Mutation
5. Deletion/Insertion von einer Anzahl von Nukleotiden, die

durch 3 geteilt werden kann mframe Mutatlon

NNNNNN

AUGAAGUUUGGCUAA
normal mrna
Proteln | Met | Lys | Phe || Gy | Stop

Vo m

AUGUUFGGEWKA

.“mmy‘smp




1.

2.

3.

4.

Mutationsarten -
Spleil3

Austausch eines Nukleotids, der nicht zum Austausch einer Aminosaure fihrt

Mutation, die zum Austausch einer Aminosaure fihrt: Missense-Mutation

Mutation, die zu einem direkten Stoppcodon fiihrt: Nonsense-Mutation

Deletion/Insertion von einer Anzahl von Nukleotiden,
die nicht durch 3 geteilt werden kann: Frameshift-Mutation
Deletion/Insertion von einer Anzahl von Nukleotiden, die
durch 3 geteilt werden kann: in frame-Mutation

Mutation, die eine Splei3stelle betrifft (SpleiR-Akzeptor /
Spleil3-Donor): Spleif3-Mutation \ /
AG GT

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4



Genetische Variabilitat

AAATATCTATATTCCAATCTCATATTCTTATTTATTTTAATGCTCTTGAACATCTCTAGAAA
ATGTTTTTCCGTAACGCTTCGAATCAATGTGTCTCTGTAGTCCTAATATATTTTGATATTTA
TATTTGATGCTATGTAGAT [[€/G] CAACATTTCTGGGTGTAAACTTTCTAGCTATATCTTTG
TTTTGCTATTCACTCTAAATGACTCTTTTTGAGTCTCTTGAATTTTACTTTGCCGCCAAATA
ATACTCTCCCACTTTGAAACTAATTGTTATATCTTCTTTCTTTGTACCAGAGTACACTTTAA
TAGGGGAGTCAGCTTATATATTTTGTAAGAGATATCTCTAAAGGGGTGGCATTTATGTTGAC
ATCCACCAAGCAGGCTACAATCAGTGCCTCTGTCTGGTTATTTTCCATATGTTTCCTCTCAT
TTCAGTTAGAAATTGCATGGGCTGAATGGTAACATTTATGGCTCTATGACAAGTTCTTGCAA
ATAGGTGTCCAGGTAACAGCTGTGGTCAGATATTCTCTCATAACTTCTGATGCTTATGGAAA
CAAACTGTGGCTTCTTTATTAGATGTATGAGAGATGAATGAGAATATGTTTTCAAGTATTGG
\ACATTAGCCCCTCGTTTC [€/T] GATCACTCTTTATATATTGT
ATATTCTCAAAACTATTCTCCAATGTCTTTTCCAAGCCTATAAT
\AAAAGATCCATCAACAAATGAAGCAATGAATAATATCCTCCAA
ATGGGGATTGGAAACAGCCTAAGTATAGCATATTATTGATATTT
[GTGGATCCTTTGACACGATAACTGAGA

Polymorphismus oder
@  Mutation

Ll linnitviiav il ool uuyuor ool LUl Lyl vl J1ly1 DLyl oy L

_CGAAGAATAAGGAAATAAGTGCGCAGGCATGCACACACACACA
........................... _ACACACAGAATTATCAACAACCTCACTTCTATTATTCATTGCC
TGAAAAAGAAAAGAAAGTCAAACACTTTGCAGAAACCTACATTTTCCCCAGAAACAGAATTA
CCATGTAAAGATGAATTCCTTTTTAAGGGGCACTAAATGACATATTAGATAGTGACTTTAAA
CTAATTGTATGTTCTCACATATTTGCAAAACATACAGAAAAACTGACCAAATGCATGCTTCT
CAATTTTTTATTTTCATAGGCTGAGTGTCTTTTCCCATC



Beispiel 1




Beispiel 2

3-j. Madchen

« Z.n. Mekonium-Illeus

e Chronischer Husten

« Bronchiektasen

« Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa

« Auffalliger Schweil3test

— CFTR



The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE w

Lumacaftor—Ivacaftor in Patients with Cystic
Fibrosis Homozygous for Phe508del CFTR

C.E. Wainwright, J.S. Elborn, B.W. Ramsey, G. Marigowda, X. Huang, M. Cipolli,
C. Colombo, J.C. Davies, K. De Boeck, P.A. Flume, M.W. Konstan, S.A. McColley,
K. McCoy, E.F. McKone, A. Munck, F. Ratjen, S.M. Rowe, D. Waltz,
and M.P. Boyle, for the TRAFFIC and TRANSPORT Study Groups®

therapierelevant

NEJM 2015



Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)
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Beispiele

Erkrankungen, die mittels Sanger-Seq. nicht diagnostiziert
werden kénnen:

1. SMA (hom. Deletion SMN1) -MLPA

2. Fragiles X-Syndrom (Trinukleotidrepeat) —SB

3. DiGeorge-Syndrom/Mikrodel. 22q11.2 — MLPA/FISH

SMA




Array-CGH

« Array comparative genomic hybridization
« Detektion von submikroskopische Deletionen/Duplikationen genomweit
« z.B. bei Auffalligkeiten verschiedener Organe/Systeme (Kleinwuchs, MR,

Autismus, multiple Fehlbildungen, Epilepsie)

(Reference) (Experimental)
Tota Tota

Genomic DNA Genomic DNA

gain
\
|
. B
DNA-CyS 3
<
U ' ; .-‘.‘. - 'b"'.‘""
% | |
%
| L
" ‘ D=
/ \5 // - ,‘ - |
\\, , \\;. ) - \

CGH Microarrays loss



Array-CGH Il

5-j. Junge m. Autismus, Intelligenzminderung und allg. Entwicklungsstérung
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Menschliches Erbgut
komplett entschlusselt




Molekulargenetische Diagnostik

Sanger-Sequenzierung Hochdurchsatzsequenzier-
technologien




Beijing Genomic Institute @

21.04.2018
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Next Generation Sequencing

* Next Generation Sequencing / massively parallel sequencing
* Produziert nicht eine Sequenz sondern Millionen

» kurze Sequenz-Fragmente (reads) von ca. 50-500 bp

« Sequenzen werden mit dem human Referenzgenom alignt

* jede Stelle im Genom ist idealerweise von mehreren reads abgedeckt (coverage)



NGS

* Nicht ein Gen wird untersucht, sondern mehrere/viele
* Mdgliche Anwendungen

- Panel

- Exom

- Genom



Reads
GroRRbuchstaben
,vorwarts‘
Kleinbuchstaben
,ruckwarts“

Referenzallel G

[ Home I Drataset Selection /Filter Options ] Browse Exomes I Biowse Reads ] Gene Coverage I rown load I Exon Coverage I Query I Documentation I Admin _

Browse Reads

Dataset | PRID4TEAIDZT35:G621CTL w| Region [1:1309518-1509519 | Transcrip [EnsToO000338%70 | stranc -1 [ Showreads |

GTTCATCTTCCGCCGECEEATCTTCAGCACGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATC GACGCCTTCATCCCCCTGCTCGECCCCTTCCCCTATC TGO TGEECEGACACTGETAGEATT

| | | | | | I | | | |
302460 1309470 1302480 130%420 1309500 1309510 130%520 13095320 1309540 13059550 1309560 1309570 130

//’_ tcagcacgtttttgcactgaatttgaggcgcatccﬂcgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1

CAGCACGTT TTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCC TTCATCCCCCTGCTCGEGCCCCTTCCCCTATCTGECTGGGCEGACACTGGTAGGAT !
cagcacgtttttgcactgaatttgaggcgcatccgcgacgccttcatcc!cctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
GCACGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGGTAGGATE
geacgtttttgoactgaatttgaggegoatecgegacgecttoatocccctgeteggecocoettecoctatetggetgggeggacactggtaggati
CACGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCOGCGACGCC TTCATCOCCCT GOTCEECCCC T TCCCCTATC TGO TGEGCEEACACTGETAGEATT
cacgtttttqcactgaatttqaqchcatccacgacqccttcatccccctgcthqccccttcccctatctqgctgggcggacactqqtaggat1
cacgtttttgcactgaatttgaggcgcatccacgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
ACGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCEGCGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCCGACACTGGTAGGAT!
CGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGGTAGGATE
CGTTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCGCGACGCC TTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGEECGGACACTGETAGGATT
cgtttttgcactgaatttgaggcgcatccacgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
cgtttttgcactgaatttgaggcgcatccacgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
cgtttttgcactgaatttgaggcgcatccﬂcgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
cgtttttgcactgaatttgaggcgcatccﬂcgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
GITTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCGCGACGUC TTCATCCCCCTGCTCGECCCCTTCCCCTATCTGGCTGGECEGACACTGGTAGGAT !
TTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGGTAGGATE
TTTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCGCGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCEGACACTGGTAGGATE
tttttgcactgaatttgaggegocatoogegacgecttocatoccoctgeteggeoooctteocctatetggetgggecggacactggtaggatd
tttttgocactgaatttgaggegeateagegacgecttoatoccectgeteggeccctteccctatetggetgggeggacactggtaggatd
tttttgecactgaatttgaggegeateogegacgecttoatecocctgeteggecocttecoctatetggetgggeggacactggtaggatd
TTTTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGGTAGGATE
ttttgcactgaatttgaggcgcatccacgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggatf
tttgcactgaatttgaggogoatecgegacgecttoateccootgeteggececttoccctatetygetggyeggacactyytaggati
TTGCACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGG
ttgocactgaatttgaggocgcatoecgegacgeettcatecccctgoteggecccttoccoctatotggotgggeggacactggtaggatd
tgcactgaatttgaggcgcatccacgacgccttcatccccctgctcggccccttcccctatctggctgggcggacactggtaggat1
GCACTGAATTTGAGGCGCATCCGCGACGCC TTCATCCCCCTGCTCGECCCCTTCCCCTATCTEGCTGGECECACACTGEGTAGGAT!
\\\- CACTGAATTTGAGGCGCATCCECGACGCCTTCATCCCCCTGCTCGGCCCCTTCCCCTATCTGGCTGGGCGGACACTGGTAGGATf
ctqaatttqaqchcatccacuacqccttcatccccctqcthqccccttcccctatctqqctqqchqacactqqtaqqat1

50% A/a, 50% G/g
Sehr wahrscheinlich heterozygot



Referenzallel T

l Home I Drataset Selection/Filter Options I Browse Exomes I Browse Readls ] Gene Coverage I Downloasd I Exon Coverage I Query I Documentation I Admin -

Browse Reacls

Dataset | PRID476:AID2Z738:GB2LCTL % | Region [1:55167773-55167773 | Transcript [ENsTO00004 030 | strand 1

tggegteccagaggagggaccocectotyg agcctttggtcttccccagGCACGAGAGGTGCGCT CCTCCTECATCAACCTGTAT GEGAAGGTGETCC AGAAGD!
| | | | I I | | | | |
10 55167720 55167730 55167740 55167750 55167760 55167770 55167780 55167790 55167800 55167810 5!
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCT
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctg
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGC
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggﬂcgtgcgctc
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCA
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggﬂcgtgcgctcctcctgcatca
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCA
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacc
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGETCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCT
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTG
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGT
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGT
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTA
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTAT
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTAT
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCECTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGG
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGA
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacc
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacctgtatgggaa

tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacctgtatgggaag
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacctgtatgg!aaggt
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACEAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTG
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTG
tggcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggacgtgcgctcctcctgcatcaacctgtatgggaaggtgg
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTGG
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTGGTC
TGGCGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGECGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTGGTCCA
gcgtcccagaggagggaccccctctgagcctttggtcttccccaggcacgagaggﬂcgtgcgctcctcctgcatcaacctgtatgggaaggtggtccagaa
CGTCCCAGAGGAGGGACCCCCTCTGAGCCTTTGGTCTTCCCCAGGCACGAGAGGQCGTGCGCTCCTCCTGCATCAACCTGTATGGGAAGGTGGTCCAGAAG

100% Ala
Sehr wahrscheinlich homozygot



Genpanel

« Seqguenzierung von ca. 10-mehrere Hundert Krankheitsgenen
« z.B. wenn Erkrankung genetisch heterogen

« HumGen, z.B. Panels fir monogene Adipositas, ALS

Panel < 25 kb

LEP (MLPA, Sequenz)
LEPR (MLPA, Sequenz)
MC4R (MLPA, Sequenz)
SIM1 (MLPA, Sequenz)
KSR2

POMC (MLPA, Sequenz)
PCSK1

NTRK2

MRAP2

SH2B1 nur MLPA

ploocoooood




TruSightOne

Auch Mendeliom oder klinisches Exom genannt
ca. 4700/ ca. 6700 Krankheitsgene
Bei unklarer Diagnose
Unterpanels (Ulm)
Osteopetrose 21 Gene

Hamatologie

Anamien 58 Gene
Thrombopenien 28 Gene

Knochenmarkversagen 48 Gene



Beispiel 4

Indexpatient M., geb. 2003:

« 2017 Synkope, stationare Aufnahme

* Ausgepragte mikrozytare hypochrome Anamie

 V.a. Eisenmangel

« aber Serumtransferrin 1, Transferrin-Sattigung 1, Ende Eisensubstitution
« KM: geringgradige Vermehrung Siderozyten

« Blutausstrich und KM: V.a. grundlegende Stérung Erythropoese

« Familienanamnese unauffallig

« V.a. sideroblastische Anamie

ALAS?2
GLRX5
HSPA9
LARS2
SLC25A38

Anamien 58 Gene

ALAS2:¢c.1570C>G,; p.HIs524Asp



Beispiel 4

« Diagnose bestatigt
« TruSightOne-Subpanel: gut geeignet bei genetischer Heterogenitat

* hier: therapeutisch relevant



Beispiel 5

Indexpatientin F., geb. 2000:

« 2015 makrozytare hyperchrome Anamie (Hb 5,3), Leukopenie
« KM 2017: MDS

 Regelmaldige Transfusionen

« KM 2017: KM-Erkrankung aller 3 Zellreihen, MDS RCC-Typ

Knochenmarkversagen 48 Gene

RPS10:c.292 293insA,; p.Arg98GlInfs*10



Beispiel 5

« Diagnose gefunden
* TruSightOne-Subpanel: kann helfen, eine Diagnose zu stellen

« Mutation heterozygot, nicht bei Eltern vorhanden (de novo)



TruSightOne aber keine Mutation?

- Mutation in einem Exon/Gen, das nicht (ausreichend) gecovert war.
- Mutation in einem neuen Krankheitsgen, das nicht mit im TruSightOne ist.
- Bel Einzelpat. ist nattrlich auch mdglich, dass keine genet. Form vorliegt.
- Mutation in einem Bereich, der nicht im TruSightOne abgedeckt ist;

z.B. tief intronisch, intragenisch o.a.

Mutation, die mit Sequenzierungstechniken nicht einfach identifiziert

werden kann, z.B. Repeatexpansion 0.a.

Deletion/Duplikation (array-CGH)

Mittels (Trio-)Exomseq. kann man bei <50% der Patienten eine Diagn. stellen



Exom/Genom

Exom: ca. 1,5% des Genoms, aber ca. 80% der pathogenen Mutationen
Ca. 30.000 Varianten/Individuum

— Bioinformatik

Genom: grol3e Menge an Daten, Mutationen auch intragenisch detektierbar,
auch Deletionen/Duplikationen

Z. Zt. nicht in der Routinediagnostik



Zusammenfassung

* Molekulargenetische Diagnostik kann sinnvoll sein
« Genetischer Test je nach Erkrankung/Gen (Sanger, MLPA, SB, aCGH, NGS)

* NGS ist schon, fuhrt aber nicht immer zu einer molekularen Diagnose



Danke fur Ihre Aufmerksamkeit



