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Genetische Diagnostik

Zytogenetisch - Molekulargenetisch

Klinisch genetische Diagnostik
pranatal - postnatal

Pradiktiv - diagnostisch




Humangenetische Diagnostik




Die ,,Geburtsstunde” der Chromosomen

Gregor Mendel (1822-1884)

Chromosomenzeichnung Ende 19 Jhd.



Meilensteine der Humangenetik

1959
Jerome Lejeune

Trisomie 21 als Ursache des Down-Syndroms



Meilensteine der Humangenetik

25.4.1953
James.D.Watson & Francis H. Crick

Struktur der DNA als Doppelhelix




40 Jahre DNA - drei Nobelpreise

1953 -

Rosalind Franklin

@ The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1962
Francis Crick, James Watson, Maurice Wilkins

Share this:

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
1962

Francis Harry James Dewey Watson Maurice Hugh
Compton Crick Prize share: 1/3 Frederick Wilkins

Prize share: 1/3 Prize share; 1/3

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1962 was awarded jointly
to Francis Harry Compton Crick, James Dewey Watson and Maurice
Hugh Frederick Wilkins “for their discoveries concerning the
maolecular structure of nucleic acids and its significance for
infarmation transfer in living material™.

he © The Nobel Foundation

is Crick

The Nobel Prize in Chemistry 1980
Paul Berg. Walter Gilbert. Frederick Sanger

Share this:

The Nobel Prize in
Chemistry 1980

Paul Berg
Prize share: 172

The Nobel Pri
Paul Berg "fo,
nucleic acids,
other half joit
contributions
nucleic acids !

Walter Gilbert Frederick Sanger
Prize share: 174 Prize share: 1/4

@ The Nobel Prize in Chemistry 1993
Kary B. Mullis, Michael Smith

Share this:

The Nobel Prize in
Chemistry 1993

oL
Kary B. Mullis Michael Smith
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Chemistry 1993 was awarded “for
contributions to the developments of methods within
DNA-based chemistry” jointly with one half to Kary B. Mullis "for
his invention of the polymerase chain reaction (PCR) method”
and with one half to Michael Smith “for his fundamental
contributions to the establishment of oligonucleotide-based,
site-directed mutagenesis and its development for protein
studies”.




Februar 2001: Die “volilstandige”
Sequenzierung des menschlichen Genoms
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Human Genome Project
Ca 25.000 Gene

3,4 Milliardenbasenpaare g e ==

Green & Guyer, Nature 2011
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A 438 %% Karyogramm aus dem Jahr 1988
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Chromosomenstorungen

Trisomie

Numerische Imbalancen

i oofe °

Monosomie Markerchromosom Ringchromosom

i

=

Deletion

Intrachromosomale Imbalancen = strukturelle Chromosomenstérungen

- o

Mikrodeletion Duplikation Microduplikation

Insertion

Interchromosomale Imbalancen = strukturelle Chromosomenstérungen

=

Unhbhalancierte Robersonsche Translokation Unhalancierte Translokation




Haufigkeit von Chromosomenveranderungen bei Neugeborenen:

Autosomale Trisomien 1,4 auf 1000
Geschlechtschromosomenaneuploidien 1,9 auf 1000
Strukturelle Veranderungen, unbalanciert 0,3 auf 1000
Markerchromosomen 0,4 auf 1000
Gesamt unbalanciert 4,0 auf 1000
Strukturelle Veranderungen, balanciert 4,3 auf 1000
Gesamt 8,3 auf 1000




47,XY,+21




Mikrodeletionssyndrome

Phanotypbeschreibung erfolgte vor chromosomaler
Charakterisierung

Verlust eines kleinen Chromosomensegments

Verlust einer kleinen Zahl benachbarter Gene



Williams-Beuren-Syndrom

1961 Williams
1962 Beuren

Intelligenzminderung
Supravalvulare Aortenstenose
Kleinwuchs

Auffallige Fazies
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Deletionen/Duplikationen
Gezielte Verfahren

—> FISH

(Fluoreszenz in situ Hybridisierung)
- relativ niedrige Auflosung
- aktuell wenig Einsatz

Williams-Beuren-Syndrom

1961 Williams
1962 Beuren

1993 Deletion 7911.23



Deletionen/Duplikationen
Screening-Verfahren
(1997)

Array-CGH, SNP-Array conTRoL oNA PaTIENT oA
., [% ﬁ 3

Patient and control DNA The fluorescent signals

H O h e Aufl 65 u ng idabeled with f!uorescent ar-e measured by the
y.es are applied to the ®
microarray. ®
&l
Aufklarungsrate bei Fragestellung .
[

,V.a. Syndrom” bis zu 20% [ \

2

. H Patient and control HygRrID 2 The data is then analyzed CI:[IHID
CAVE . u n kI a re Va rl a nte n DNA are hybridized by computer software I

to the microarray. oo which generates a plot. DNA DOSAGE
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. e S 7 e

DNA GAIN DNA LOSS NO CHANGE

2013 CANCER GENETICS, INC



Fallbeispiel

Klinische Symptomatik (H. K.) — 22 Monate
— Deutliche Entwicklungsverzégerung
— kein freies Sitzen, kein Krabbeln
— keine expressive Sprache
—  Primarer Kleinwuchs
— Sekundare Mikrozephalie
— deutlicher Nystagmus
— 46,XX
Array-CGH — ,,1p36-Deletions-Syndrom“
— 1,6 Mb grolde Deletion
— arr 1p36.33p36.32(746,608-2,377,297)x1
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Fallbeispiel

Klinische Symptomatik (L.-K. S.) — 2 Jahre, 2 Monate
— Entwicklungsverzégerung
— Unsicheres Laufen mit 24 Monaten
— noch keine expressive Sprache
— Epilepsie
— 46,XX

Array-CGH - 16p11.2-Mikrodeletion
— 0,5 Mb grolde Deletion
— arr 16p11.2(29,656,684-30,190,568)x1
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Zytogenetik Molekulargenetik

Chromosomen Sequenzanalyse
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... hoch bis 1990

* radioaktive Sequenzierung
* Auftrennung auf Gelen in 4 Spuren
* einzelnen kurze Fragmente

*Analyse eines Gens
=>» Tage bis Wochen bis ....

Courtesy of Dr. F. Sanger, MRC, Cambridge.
Noncommercial, educational use only.
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1990 bis 2000

* verlangerte Leseweiten in Sequenz-
gelen durch z.B.:
 Direktblotter” auf Membranen
* Einflihrung von Fluoreszenz
-farbstoffen und ,, Durchfluss-
detektion” (-> Licor ™)

* Einfiihrung der Kapillarsequenzer:
* Zusammenfihrung der 4 Spuren
auf eine Kapillare
* paralleles Sequenzieren von 4,
16, 96 oder 384 DNA-Fragmenten

*Analyse eines Gens
=» 1Tag bis wenige Tage




Sanger-Sequenzierung

Gezielte Diagnostik

Zeitaufwendig

Kostenaufwendig

Aufklarungsrate: so gut wie die klinische Beurteilung

290...... 295 ... 300...... 305...... 3..... 315...... 320..cuq 328...... 1 NP 335...uxa 340- ... 345 ..... 3508...... 355...... 360...... 385...... 3
TGCAAGBATTACTTTTTCCGACAAGTTGGTGCAGATCCTTCGGCCATAGATGTTTGCAAACCCTGTGACTETGATACAGTT

USH2A-NP996816.1_ROI_R_Synthesis_134030.scf<-- Quality(0-100):87
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Erste molekulargenetische diagnostische
Fortschritte

1984 Lokalisation des Chorea Huntington-Gens
1987 Klonierung des Gens fir Muskeldystrophie
Duchenne
1991 Klonierung des Gens fur Cystische
Fibrose
1992 Trinukleotid-Expansion Ursache fir

zahlreiche genetisch bedingte Erkrankungen



... hoch bis 1990

* radioaktive Sequenzierung
* Auftrennung auf Gelen in 4 Spuren
* einzelnen kurze Fragmente

*Analyse eines Gen
=>» Tage bis Wochen bis ....

Courtesy of Dr. . Sanger, MRC, Cambridge.
al use

- Semiconductor Sequencing for Life™
’el‘i ’e ion torrent
technologies b kACKXO+7







Next Generation Sequencing

Panel-Analysen
geeignet fur heterogene Krankheitsbilder
kostenglnstig, schnell

Clinical Exome Sequencing (CES)
- Nur krankheitsassoziierte Gene
- 4.813 Gene und damit fast 62.000 Exons

Whole Exome Sequencing (WES)
- kodierende Bereiche aller 25.000 Gene

Whole Genome Sequencing (WGS)
- Kodierende und nicht kodierende Bereiche aller Gene



Panel-Diagnhostik Epilepsie

Epilepsien

Andere
frihkindliche

ARHGEF15 DYRK1A

BRAT!  GLUL
i i CLCNé  GPR9S
Epilepsien CPAG HDACH

FOXG1  FASN
MECP2  GABBR2

SYNGAP1 RANGAP1
CHD2 RYR3

IQSEC2 MEF2C SRPX2
KCNHS PIK3AP1 SYN1
MBDS5 RANBP2 TNK2

CDKLS

GNAO1 SCNBA
GRIN2B SIK1
HCN1 SLC13A5
AARS KCNA2 SLC25A22
ARHGEF9 KCNB1 SLC35A2
DNM1
DOCK7T SPTANT NECAP1
EFF1A2 ST3GAL3
STXBP1

CHRNA2 ELP4
CHRNA4 GRIN2A KCNT1
CHRNB2 KCNAT

DEPDCS LGn

Fokale Epilepsien

ALG13  SLC2A1

Epilepsien
mit erhohter
Therapie-
relevanz




Patient mit multiplen Fehlbildungen

 Gengopateares Syndrom?

A SYNDROME OF HYPOPLASTIC PATELLAE, MENTAL
RETARDATION, SKELETAL AND GENITOURINARY
ANOMALIES WITH NORMAL CHROMOSOMES

:“:‘j. Goldblatt, m.B. ch.B., F.C.p., Colin Wallis, M.B., Ch.B., D.C.H., and Solly Zieff, MMed (Paed), 5.C. (SA)

Department of Human Genetics, University of Cape Town Medical School, MRC Unit for Inherited
Skeletal Disorders, Cape Town, South Africa

ABSTRACT

e In this paper we describe a male child with rudimentary patellae, mental retardation,
~ multiple joint contractures, dysplastic kidneys, and skeletal abnormalities without chromo-
somal mosaicism, posterior iliac horns, or nail hypoplasia. To our knowledge, this constella-

tion of findings has not been previously reported.

»FEYWDRDS dyplastic kidneys, rudimentary patellae G OId b I att et al y 1 988

W Wl % W WIS W 11 I W Wl W Sl el W 1V

), Py P R

Valérie Cormier-Daire et al.,2000

Genitopatellar syndrome: a new condition comprising absent patellae,
scrotal hypoplasia, renal anomalies, facial dysmorphism, and mental
retardation.

J. Med. Genet. 37:520-524, 2000



De Novo Mutations of the Gene Encoding the Histone
Acetyltransferase KAT6B Cause Genitopatellar Syndrome

Michael A. Simpson,1.11 Charu Deshpande,2.11 Dimitra Dafou,1.11 Lisenka E.L.M. Vissers,3
Wesley J. Woollard,! Susan E. Holder# Gabriele Gillessen-Kaesbach,® Ronny Derks? Susan M. White,®
Ruthy Cohen-Snuijf,” Sarina G. Kant?® Lies H. Hoefsloot,® Willie Reardon,” Han G. Brunner,?

Ernie M.H.E Bongers,?12* and Richard C. Trembath!.10.12*
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Next Generation Sequencing

Mutations in KAT6B, Encoding a Histone
Acetyltransferase, Cause Genitopatellar Syndrome

Philippe M. Campeau,17 Jaeseung C. Kim,2.17 James T. Lu,?# Jeremy A. Schwartzentruber,s

Omar A. Abdul-Rahman,é Silke Schlaubitz,! David M. Murdock,? Ming-Ming Jiang,! Edward |. Lammer,”
Gregory M. Enns,® William J. Rhead,” Jon Rowland,' Stephen P. Robertson,!! Valérie Cormier-Daire,12
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ldentifikation von Genen bei Monogenen Krankheiten

A pproximate # of gene discoveries by method
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Anwendung NGS

Panel-Diagnostik
Heterogene Krankheitsbilder

Exom-Genom-Diagnostik
Monogene Krankheitsbilder
Onkologie-Therapiesteuerung
Pranataldiagnostik
Praimplantationsdiagnostik

Personalisierte Medizin



Exomstudie-unklare Diagnosen-
Zentrum fur seltene Erkrankungen Lubeck ( Prof Dr Minchau)

Gesamt (N=26)

B Aufgeklart

B Kandidat

Trios (N=16) Quadros (N=4) Duos (N=3) Single (N=3)




NGS in der Pranataldiagnostik




Nicht invasive Pranatale Diagnostik/NIPT

Untersucht cell free DNA des Ungeborenen im Blut der Mutter mittels NGS
Seit August 2012 auf dem deutschen Markt

Ab der 9. SSW anwendbar lifeYcodexx
Ergebnis nach 6-10 Werktagen

Derzeit quantitative Bestimmung von Chromosom 21, 13, 18, X, Y
Mikrodeletionen

Kosten: 350,00 Euro
(werden nicht regelhaft von der Krankenkasse Gibernommen)



PraenaTest (Lifecodexx)

Harmony Test (Ariosa Diagnostics)
Prenatalis (lllumina; Verinata)
Panorama-Test (Natera)

Diese Teste kdnnen bestimmte Chromosomenstorungen beim ungeborenen
Kind feststellen, indem statistisch die relative Anzahl von
chromosomenspezifischen DNA-Fragmenten Chromosomen im Vergleich zu
einem Referenzchromosom im miutterlichen Blut ermittelt wird

Erkennbare Chromosomenstorungen

Trisomien 21, 18 und 13

Klinefelter- und Turner-Syndrom

Triple-X- und das 47,XYY

Optional auch Mikrodeletionen 22g11.2 und 1p36



Aussagekraft des Praenatests

Trisomie 21

Sensitivitat von 99,0% (Falschnegativrate von 1%)
Spezifitat von 99,92% (Falschpositivrate von 0,08%)

Trisomie 13

Sensitivitat von 96,8 % (Falschnegativrate von 3,2%)
Spezifitat von 99,85% (Falschpositivrate von 0,5%)

Trisomie 18

Sensitivitat von 92,10 % (Falschnegativrate von 7,9%)
Spezifitat von 99,80% (Falschpositivrate von 0,2%)



Aber
Der Test erlaubt lediglich eine quantitative Bestimmung
Translokations-Trisomien werden nicht erkannt

Mosaike werden in der Regel nicht erkennbar



To know or not to know the genomic sequence of a fetus

Netzer et al. Nature Reviews Genetics, Volume 13 October 2012

Whole genome analysis:

Information Gber spat manifestierende Erkrankungen
Heterozygote Mutationen fur AR-Krankheitsbilder
Varianten mit bisher unklarer Bedeutung

Das , Future child“ hat ein Recht auf Nichtwissen!!

Ausnahme: Genetische Information ist medizinisch
relevant in Kindheit



To know or not to know the genomic sequence of a fetus

Netzer et al. Nature Reviews Genetics, Volume 13 October 2012

Hat die Schwangere ein Recht, die gesamte fetale Information
zu erhalten?

Ausweg

Genomweite Untersuchung des Fetus nur im Zusammenhang
mit einer genomweiten Untersuchung der Eltern-am besten vor
Untersuchung des Feten



NIPT

Die sich schnell weiterentwickelnden Methoden der NIPT
werden in absehbarer Zeit auch in der Pranataldiagnostik

eine groBe Herausforderung nicht nur fur den klinischen
Genetiker und Pranatalmediziner darstellen

Viele ungelOste ethische Probleme

Kosten



Direct to Consumer Testing

23andMe

Bd

deCODEMeE




deCODEme

{4 decODEme
J Complete Scan

Discover your Genetic risk far 42
dizeases and traits ranging fram
Heart Attack and Diabetes to
Alcohaol Flush Reaction.

our Camplete Scan

m price $985

' deCODEme

Cardio Scan

Discaver your genetic risk for the
mast comman types of
cardiovascular diseases, including
Heart Attack and Atrial Fibrillation.

our Cardio Scan

$225

Calculate your genetic risk for 42 diseases

and traits including

* Cardiovascular conditions like heart attack
= Cancers like lung cancer, breast cancer

* Meurological conditions

* and more

Trace your ancestry
= Trace your male and female line
= Find out your geographic roots

The CancerScan calculates
your genetic risk for

Bladder cancer

Colorectal cancer

Lung cancer

skin cancer

Thyroid cancer

Breast cancer in wamen
Frostate cancer in men

W

-
=
=
-
=
=

x deCODEme
Cancer Scan

Calculate your genetic rigk for seven

cammaon cancers including Lung

Cancer, Skin Cancer, Breast
Cancer and Prostate Cancer.

our Cancer Scan

$195

The CardioScan calculates
your genetic risk foi

= Abdominal aortic aneurysm
Atrial fibrillation

Heart attack

Feripheral arterial dizease
Intracranial aneurysm
YWenous thromboembolism

LU R )

buy both cancer & cardio and save  $50



deCODEme

: Result ding t lati o der. Result
Venous Th mnm boem bollsm cuf:;ﬂi;;r;::;y::::ur ing to population andior gender. Results
The term venous thromboembolism (VTE) is used to Eurapean hale
collectively describe deep vein thrombosis and ancestry
pulmonary embaolism.

B CHAMNGE

According to the selected literature, the
your type (0.B8) relative genetic risk calculated fram your
e genotype for males of European ancestry is
0.88. This corresponds to a 8.8% lifetime
risk of developing venous thromboembolism,
which is 12% less than for males of European
ancestry in general [source) . Mote that these
calculations may not include all risk factors.

8.8%
v
]

The lifetime risk of your type
It is estimated that 9 of every 100 m t European ancestry with
Yaut genotype vatiants develop this d in their lifetin

ARRLERRE

. ahout 10 of every 100 males of Europaan ancestry devalop
ase |n their lifatime




deCODEme

Results can vary according to population and/or gender. Results

BreaSt Cancer currently based on:
Breast cancer is by far the most common cancer European Fernale
ancestry

affecting women worldwide, and it is the most
commohn cause of cancer death in women.

B CHAMGE

According to the selected literature, the
your type (0.7) relative genetic risk calculated from your
genotype for females of European ancestry is
0.70. This corresponds to a 8.4% lifetime
risk of developing breast cancer, which is
30% less than for fermales of Eurapean
ancestry in general (source] . Mote that these
calculations may not include all risk factors,

The Ilfetlme risk of your type 4 @ & & & I
s estimated that 8 of every 100 females of European s ¢ with
j-" genotype varants develop this dis e thetr lifetirme. : ' '

The average lifetime risk
On average, about 12 of every 100 females of Eurapean ancestry

& @
dmalup "'L“_.":E.rla'ﬂ Iy thair lifetime m ” ﬁ

12.0%



23andMe, deCODEme und einige Fragen

Untersuchung von Minderjahrigen?

Pradiktive Diagnostik? GenDG???
Mitteilung der Ergebnisse / Moglichkeit zur Riickfrage?

Einsendung fremder Proben?

Aufbewahrung (Dauer, Sicherheit) der Daten und DNA?






Genome Editing




CRISPR/CAS9
Genome-Editing

CRISPR: the good, the bad and the unknown

A DNA-editing technology called CRISPR has
rapidly become one of the most popular ways to
alter genomes. Concerns about its risks temper
excitement about its usefulness. It has already
been used to modify human embryos, and the
technology could alter wild animal populations; it
works in everything from wheat to mice. Nature
brings together research, reporting and expert
opinion on gene-editing and its implications.

”

SEEK AND DESTROY

PAM sequences recguit and activate Cas9 endonuclease
in CRISPR/Ca89 genome-editing tool past s

CHERISTAY ’ COSHOLOY
KIN




CRISPR/CAS9 Genome-Editing

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats)

sind Abschnitte sich wiederholender DNA (repeats), die im Erbgut
von vielen Bakterien und Archaeen auftreten.

Sie dienen einem Mechanismus, der Resistenz gegen das
Eindringen von fremdem Erbgut durch Viren oder Plasmide
verschafft, und sind hierdurch ein Teil des Immunsystem-Aquivalents
von vielen Prokaryoten. CRISPR ist Teil des CRISPR/CAS-Systems,
das in der Gentechnik zur Erzeugung von gentechnisch veranderten
Organismen genutzt wird




Genome Editing

Gezieltes Einfligen genetische Veranderungen an definierten genomischen Positionen

* Homologe Rekombination (HR) (Thomas and Capecchi, 1986)

* Doppelstrangbriiche in der DNA (DSBs) stimulieren lokale HR
(Jasin et al., 1996, Vasquez et al., 2001)

Grundlage des Genome Editing ist das gezielte
Einfligen von Doppelstrangbriichen



Das CRISPR/Cas9-System

1T Auguw H1Id | 5100 ‘
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A Programmable Dual-RNA-Guided
DNA Endonuclease in Adaptive
Bacterial Immunity

Martin Jinek,'?* Krzysztof Chylinski,>** Ines Fonfara,® Michael Hauer,?t
Jennifer A. Doudna,>*>%4 Emmanuelle Charpentier't







Experimenteller Ansatz (

. Hier: differenzierte
218 'K,“\ »myogeneic cells”
Patlent <
. cMyC OCT4 &&7‘
The Nobel Prize ee Healthy colls
in Physiology or Medicine 2012 /,,.-_»---f*‘mz ] In vitro
_— differentiation
John B. Gurdon and Shinya Yamanaka &9

- @B
Skin blopsy %— y
( .
l Repaired IPS cells

P Use gene targeting to repair

@é g.:i'@ disease-causing mutation

Patient-specific IPS cells Robinton and Daley 2012



Mutationen im Dystrophin-Gen

Duchenne-Muskeldystrophie (DMD) Becker-Muskeldystrophie

- Funktionsverlust-Mutationen - funktionseinschrankende Mutationen
- todlicher Krankheitsverlauf - milderer Krankheitsverlauf

Extracellular matrix Sarcoglycan
complex

Sarcolemma

B1 ) Syntrophins
Cytoplasm

'a-Dystrobrevin

Nature Reviews | Genetics

Dystrophin
> 79 exons (>400 kDa Protein)

° 2,5 Millionen Basenpaare
o X-chromosomal
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Erste publizierte Patient mit einer
erfolgreichen Behandlung, nach
Genome Editing an eigenen Zellen (2015)

Great Ormond Street Hospital in London

Layla Richards

Leukemia Treatment Breakthrough:
Previously Untested Cell Therapy Saves
Baby With 'Incurable’' Cancer
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Libecker Nachrichten

Revolution in der Genforschung

Therapie bei Dr. Frankenstein

Wunderwaffe oder Teufelszeug? Die Gen-5chere CRISPR/Cas9 ist beides: Das Verfahren kénnte zur Heilung von Krebs oder
Aids beitragen, das menschliche Leben aber auch von Grund auf manipulieren. Der erste Test an Menschen ist genehmigt.

Diirfen wir uns freuen? Oder miissen wir uns fiirchten?

2y Drucken 7T Text [+i-
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Wunderwaffe fir die Medizin oder Horrorszenario fur Ethiker?
heflige Debatten aus.

Frankenstein or The Modern Prometheus
(Mary Shelley, 1818)



Genome Editing
Klinische Anwendung

EIOETHICS

Embryo engineering alarm
P o b | eme Researchers call for restraint in genome editing

> Off-target Effekte Science 2015
- unbekannte Mutationen innerhalb des Genoms

> Ethische bzw. moralische Verantwortung

4 )

Neue, unglaubliche Mdglichkeiten fur die
(medizinische) Forschung
und die Entwicklungen revolutionarer Therapieansatze.
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Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit



