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Gerite und Methoden in der Molekularen Diagnostik

Sonden-spezifische Quantitative
Echtzeit-PCR mit Echtzeit-PCR
Schmelzkurvenanalyse  (5°-Nuclease-Assay)

] ] ]

~ ~ ~
TagMan Kapillarsequenzierer
ABI Prism 7900 ABI Prism 3700

DNA-Sequenzierung

LightCycler

-17 -

Prinzip der

g nach dem nach Sanger

Polymerase
STTETSETE 3
CTGTACTAGTATCGA ‘3

Copy DNA B
v

Acrylamide Gel

TACATC
CICGTACTAGTATCGATCGAC
+

BACATGA
CIGTACTAGTATCGATCGAC
+

CACATGAT,
CTGTACTAGTATCGATCGAC
3

SIGTAGTAGTATEGATCEAC |
EKE‘Z?EIYEK?KEC.“ —> 8
CTGTACTAGTATCGATCGAC

Separate strands
(Denature)

DNA-Sequenzierung

Kapillarelektrophorese + Bioinformatik: Heute Goldstandard
Hohe Zuverlassigkeit
Lange Sequenzabfolgen lesbar
Automatisierbar

Familidres Mittelmeerfieber und andere vererbliche periodische
Fiebersyndrome
ialdi seit Marz 2016 im etabliert

-Die Symptome sind:

Hohes periodisch auftretendes Fieber, Erytheme, u.a. auch Bauch- und/oder Thoraxschmerzen
-Die Therapie ist héufig abhéingig von dem betroffenen Gen bzw. der Erkrankung

-Spitfolgen: z.B. Amyloidose

TR

fieber, i Varianten (SNPs) und Mutationen im MEFV-Gen

Mutationsnachweis im MEFV-Gen mittels Sanger Sequenzierung
Erbgang: autosomal rezessiv
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Next, Next Generation Sequencing, Stand Oktober 2014

Baguencing sysiama for very lab, sy

Genpanel Exom + Genom  Genom + ,Populationsgenome”

NGS in der Routine Diagnostik im CfL seit Marz 2015 moglich
Beschluss vom 11. Mérz 2016:

Im Einheitlichen BewertungsmaRstab (EBM) der Gebiihrenordnung wird zum 01. Juli 2016 die
Abrechenbarkeit von NGS erméglicht

Flow Cell

Anwendungen der NGS-Methodik in der molekularen Routinediagnostik

1., Long Range PCR" bis ca. 80 KB
Allelspezifische HLA Typisierung mehrerer Patienten in einer Analyse (max. 384 Patienten)

2. Analyse von Virus- und Bakteriengenomen:
Hygiene Nachweis von resistenten Krankenhauskeimen aus vielen verschiedenen Proben
HIV-Genotypisierung , Deep Sequencing* friihe Erkennung neuer resistenter Stamme

3. Paneldiagnostik
2 Patienten x 200 Gene pro Run (MiSeq)
Humangenetik: 40 Gene des hereditiren Mammakarzinoms
Molekularpathologie: ,Cancer Panel” therapierelevante Gene

4. Exomsequenzierung

Humangenetik: Mutationsanalyse bei unbekannter Verdachtsdiagnose
5. Genomsequenzierung

Humangenetik: Mutationsanalyse bei unbekannter Verdachtsdiagnose

Exom: ca. 19 0 bschnitte

Dee u arianten in weni populationen

Auswertung und Befunderstellung mit Hilfe von:
Datenbanken (NCBI, HGMD, Infevers)
Vorhersageprogrammen (Mutation Taster, Polyphen 2)
Einschlagiger Fachliteratur

kation der nachgewiesenen Sequenzvarianten
. Nicht pathogen oder keine klinische Signi
SNPs ohne Effekt auf die Funktionalitat des Proteins

. Wahrscheinlich nicht pathogen oder von geringer Klinischer Signifikanz

f die Funktionalitat

SNP oder haufige Mutation mit Aminosaureaustausch mit fraglicher kung au
. Mutationen unklarer klinischer Signifikanz
Mutationen mit geringer Auswirkung auf die Funktionalitat, haufig ,Lo

- Wildtyp: nega
Fraglich: und

orie 1 wird in der Reg Wildtyp gerechnet)

ingle Nucleotide Polymorphism (SNP): MAF > 1%, Mutation: MAF < 1%

Was ist ein Gen-Chip?

GeneChip® Process Flow

Hybridize
(16-18 hours)

Hybridization Oven 640 Fluidics Station 450

Scanner 3000

Data Analysis |
and

Quality Control

Data Analysis I

Scan Analysis

Multistage Design of the Whole Genome
Association Study
and SNP-Reduction

Samples SNPs
Stage I

Mendel

500K Screening

Stage 11
Replication

Meg

Taq
Man
Stage 111

Verification

Risk Algorithm

Hypercholesterinamie ApoB100, ApoE Sonden spezifische
Echtzeit PCR
Hypercholesterinamie LDLR, PCSK9 Sequenzierung
Hamochromatose HFE Sequenzierung
Morbus Wilson ATP7B Sequenzierung
Familiare adenomatése APC Sequenzierung
Polyposis
Solide Tumore z.B. p53, BRAF, KRAS Sequenzierung / NGS
Familiares Mamma Carcinom BRCA1, BRCA2 Sequenzierung / NGS
MEN2A, MEN2B, familares RET Sequenzierung

Schilddriisenkarzinom

Pharmakogenetik Cytochrome (P450) Sonden spezifische Echtzeit
NAT2, TPMT PCR/ Sequenzierung
HIV-Infektion HIV-RNA Sequenzierung / NGS
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