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Aufklarung der DNA-Doppelhelix Struktur 1953
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s . Die Réntgenbeugungsdiagramme der DNA durch Franklin und
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Der humane genetische Code ist endlich entschliisselt !

Die Rohdaten aus dem Humangenomprojekt
sind frei verfiigbar

,Paradise lost“: nicht so unterschiedlich wie
wir es gerne héatten
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PCR-Zyklus (40x) Schmelzkurven-Analyse
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LightCycler: Mutationsanalyse
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PCR und Realtime-PCR
Eine Vielzahl von Anwendungen

Infektionsdiagnostik (Viren, Pilze, Bakterien)

* Virusdiagnostik: HIV, HBV, HCV, BKV, EBV, CMV, HSV1+2, VZV
* Subtypen-Bestimmung — z.B. Influenza A/B ,Schweinegrippe*

* In Kultur langsam wachsende Erreger (z.B. Chlamydien)

Vorgefertigte Kits

Gram (-) Bakterien | Gram (+) Bakterien

Pilze

Escherichia coli Staphylococcus Candida albicans
Klebsiella aureus Candida tropicalis
(pneumonias/ CoNS (Coagulase Candida
oxytoca) negative parapsilosis
Serratia marcescens Staphylecocci} Candida krusei
Enterobacter Streptococcus Candida glabrata
(cloacae/ preumoniag Aspergilus
aerogenes) Streptococcus spp fumigatus
Proteus mirabilis Enterococcus

Pseudomonas faecium

aeruginosa Enterococcus

Acinstobacter faccalis

baumannii

Stenotrophomonas

maltophilia

90 Keime in 6h aus 1,5 ml Blut

M K F1F2

PCR eine Vielzahl von Anwendungen -

Genetischer Fingerabdruck
* 10-150 Bp lange, polymorphe,
repetitive, tandemartige DNA-Sequenzen
* Short tandem repeats (STR), s
Unterscheidung naher Verwandte &
* Lebensmitteliiberwachung
(z.B. Nachweis von Pferdefleisch) - -
* Vater- oder Mutterschaft

M= Mutter
K= Kind
F = Vater

PCR und Realtime-PCR
Eine Vielzahl von Anwendungen
Storungen des

Humangenetik (Erbkrankheiten)

Tumorgenetik

Immungenenk HLA -Typisierung

ostik (T -, KHK-Risiko)

Pharmakogenetlk

Deletion 1n

Absolute ifizi Ermittiung der

Geriéte und Methoden in der Molekularen Diagnostik

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

LightCycler
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Prinzip der nach dem

prinzip nach Sanger
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CACATGA,
CTGTACTAGTATCGATCGAC
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=
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DNA-Sequenzierung

Kapillarelektrophorese + Bioinformatik: Heute Goldstandard
Hohe Zuverlassigkeit
Lange Sequenzabfolgen lesbar
Automatisierbar
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Familiares Mittelmeerfieber und andere vererbliche periodische
Fiebersyndrome
seit Mrz 2016 im Zentrallabor etabliert

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

-Spitfolgen: z.B. Amyloidose

HIDS

FF: Fomilsres Mitsimearfaber

(SNPs) und im MEFV-Gen

NoBISamed > 57 mutations

-
S500p  96bp  231bp  2abp 116bp 3%bp 33

PRYSPRY domain (aa 557778

Mutationsnachweis im MEFV-Gen mittels Sanger Sequenzierung

Erbgang: autosomal rezessiv
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Altere Sequenzierer verschiedener Hersteller

Sanger sequencing (100 Mb/day) Next generation sequencing (Gb’s/day)
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ABI 3730 XL 454 (GS-FLX)
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ABI (Solid)
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&StDNA library
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0.3 axcass of PCR reagents in occurs inside anrich for DNA-
DNA Capture water-in-oil microreactors positive beads
Beads. microreactors

SSHDNA library —————- Clonally-amplified sstDNA attached to bead

‘Sequencing
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3. Schritt

Sequencing

Enous

4. Schritt
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- 2 Monate fiir die Analyse des Watson Genoms
- 2014 Start des 100.000 x humane Genomprojekt:
The Prime Minister (UK) has pledged that the UK will map 100,000 human

genomes by 2017. Veranschlagte Investitionskosten:

).000.000 £




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

NGS in der Routine Diagnostik im CfL seit Marz 2015 moglich

Beschluss vom 11. Marz 2016:

Next, Next Generation Sequencing, Stand Oktober 2014
a 9 Anwendungen der NGS-Methodik in der molekularen Routinediagnostik

Sequencing systems for every lab, application, and scale of study.
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Genpanel Exom + Genom  Genom + ,Populationsgenome”

Im Einheitlichen BewertungsmaRstab (EBM) der Gebiihrenordnung wird zum 01. Juli 2016 die

Abrechenbarkeit von NGS ermdglicht

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

Analyse von Virus- und Bakteriengenomen:
von resistenten Krankenhauskeimen aus chiedenen Proben

nter Stimme

Paneldiagnostik
Neurogenetik: 12 Patienten x 200 Gene pro Run (MiSeq)
Humangenetik: 40 Gene des hereditiren Mammakarzinoms
Molekularpathologie: ,Cancer Panel” therapierelevante Gene

Exomsequenzierung
Humangenetik: Mutationsanalyse bei unbekannter Verdachtsdiagnose
Genomsequenzierung

Humangenetik: Mutationsanalyse bei unbekannter Verdachtsdiagnose

Exom: ca. 1% des Genoms — umfasst alle kodierende Genabschnitte
Deepsequencing: Nachweis von Mutationen und genetischen Varianten in wenigen Zellen oder Zellpopulationen

Einschlagiger Fachliteratur

Klassifikation der nachgewiesene Sequenzvarianten

. Nicht pathogen oder keine klinische Slgmflkanl
SNPs ohne Effekt auf die Funktionalitét c s
. Wahrscheinlich nicht pathogen oder von geringer klinischer Signifikanz

SNP oder héufige Mutation mit Aminosaureaustausch mit fraglicher Auswirkung auf die Funktionalitat

o Mutatlonen unklarer klinischer Signifikanz
\ auf die Funktionalitat, hiufig ,Low Penetrance Mutationen

rie 1 wird in der Regel zum Wildty

und3

rorphism (SNP): MAF > 1%, Mutation: MAF < 1%

GeneChip® Process Flow

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