Genetische Analyse

Gabriel Wagner, PhD
Oncolab Diagnostics GmbH

MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT WIEN




@

Genetische Analyse

DNA-Isolation aus
Vollblut

\

(Sequenzierung MLPA

MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT WIEN

N/

Auswertung und Interpretation der
Ergebnisse

Genetische Analyse
Gabriel Wagner, PhD




Kapillar-/Sangersequenzierung

* Frederick Sanger
« Britischer Biochemiker
« Zweifacher Nobelpreistrager

— 1958 Proteinstruktur von Insulin
— 1980 Basensequenzierung
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Sequenzierung
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Sequenzierung
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Punktmutation

Reference
ATTTTGCATGC TGAAACTTC TCAACCAGAAGAAAGGGCCTTCACAR TCCTTTATGTAAGAATGATATAACCAARLG
ATT T TG ATGC TRAAAC T ICTCAACCAGAAGAAAGEGC e T T CAC AGERTCC I TTATGTAAGAATGATATAACCAAAAG
WT Forward ATTTTGCATGC TGALACTTCTCALACCAGAAGALAGGGCCTTCACAR TCCTTTATGTAAGALTGATATAACCAARLG
ATTTTGCATGC TGAAACTTC TCAACCAGAAGAAAGGGCCTTCACAR TCCTTTATGTAAGAATGATATAACCAARLG
WT Reverse ATT T TGO ATGEC TRAAAC T IO TCAACCAGAAGAAAGRGECCTTCACAS TCeCTTTATSETAAGAATGATATAACCAAAAG
=
Probe Forward ATTTTGCATGC TGALACTTC TCALAC CAGAAGAAAGGGC O TTCACAGE FTCCTTTATG TALGALATGATATAACCAARLG
-
Probe Reverse ATTTTGCATGC TGALACTTC TCAACCAGAAGAAMAGGGCC TTCACAGMB TCCTTTATG TAAGAATGATATAACCAALAG
ATT T TG ATGC TR AAAC T T T AAC CAGAAGAAAGR G e T T A AGK R T T TTATGSTAAGAATGATATAACCAAAAG
D
ATTTTGCATGC TGALACTTC TCAAC CAGAAGALAGGGC O TTCACAGE G TCCTTTAT G TALGALTGATATAACCAARLG
|

c.181T>G, p.Cys61Gly
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Punktmutation

Austausch eines Nukleotids
1. Missense Mutation

TTA TCA CAA GCC GTA GGA
Leucin  Serin Glutamine Alanin ~ Valin  Glycin
2. Nonsense Mutation

TTA TCA TAA

Leucin  Serin  Stop
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Frameshift Mutation

Reference
"AGGCGGACTCCCAGCACAGARDA A LL
AGGCGGEACTCCCAGCACAGARDL A LD

WT Forward
N T

FTAGATCTGAA TGCTGATCC CC TG TG TGAGAGAARAGALTGGAATAAGCACG,
GTAGATCTGALATGCTEATCCCC TG TG TGAGAGALARAAGALTGRALATALGCOALG,

P

TAGGCGFACTCCCAGCACAGAAAAAAN

WT Reverse

e rAGA TN TG AA TGO I GATCCCC T GG radAGATAAAAGAATEGAATAAGCAG.

'AGGCGGACTCCCAGCACAGAAAAAAM
"AGGCGGACTCCCAGCACAGAARAAAR

st 0

ATCCCCTGTGTGAGAGAAAAGARTGGALATAAGCAG,
E'lTEI:Cn:thGTgAgAgAAAAgAATGGAAtaAgEag;
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Probe Reverse

GG'I'_ﬂ.G.ﬂ.TCTGAATGCIGAICCCCTGTGTGAGAGAAAAGAHIGGAATAAGCAG

wvv\/v\{\ s dd A A AN AN A WA

AGGEGGACTEEEAGEAEAGHBAE&AE

GTAGATCTGAATGETGATEEEETGTGTGAGAGBABAGABTGGEATAEGEAGJ

c.1016delA, p.Lys339Argfs*2
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Framshift Mutationen

Deletion oder Insertion

1. In frame

TTA TCA GTA GGA

Leucin Serin  Valin  Glycin

2. Frameshift

TTA TCA AAG CCG TAG

Leucin  Serin  Lysin Prolin Stop
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Next Generation Sequencing

[llumina MiniSeq




[llumina Sequencing Workflow

Sequencing

ITAAGGCTAGOTTCATGCTE
TAAGOCTAGCTTCATGLTE
ITAAGGCTAGG TTCATGOTE
TAAGGCTAGG TTCATGOTE

| AAGOCTAGATTCATSETe
T T AT e

iTAA  CTAGGTTCATGCTE

© Illumina
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Library Preparation

lllumina TruSight Cancer V2 Panel

Probenvorbereitung bis die Proben so aussehen:

5 P5 DNA Insert
[Se—— ] ]| | | |
[Se— ] ]| | | -
Index 1 Index 2
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Library Preparation

Transposomes
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Library Preparation — Target Enrichment

1.1. 1. 1. Biotin probes
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[llumina Sequencing Workflow

Sequencing

ITAAGGCTAGOTTCATGCTE
TAAGOCTAGCTTCATGLTE
ITAAGGCTAGG TTCATGOTE
TAAGGCTAGG TTCATGOTE

| AAGOCTAGATTCATSETe
T T AT e

iTAA  CTAGGTTCATGCTE
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Illumina MiniSeq - Technologie
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Cluster Formation
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Newly
synthesized
strand
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Cluster Formation

Bridge Amplification
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Cluster Formation

Bridge Amplification
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Cluster Format

Linearisierung
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Cluster Formation

Bridge Amplification

~
1222233202
93372333333

eéz%soso&w&w&n.

awv_uuu..al»

8000009009980990000 22339

33339 :vvl.

93333233239

uueuuvuuuub

U.uvvvv‘.uvulJ

4

0000999004033333".
0 223233320

vvavvu-u./\rb
oouuuuvvuunj

g&@w%&wm&ouwwwwwwwwf
20093239 L

© Illumina

23

Genetische Analyse
Gabriel Wagner, PhD

MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT WIEN

@



1011

Cluster Format

Bridge Amplification
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Cluster Format

© Illumina
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Cluster Format

© Illumina
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Cluster Format

© Illumina
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[llumina Sequencing Workflow

Sequencing

ITAAGGCTAGOTTCATGCTE
TAAGOCTAGCTTCATGLTE
ITAAGGCTAGG TTCATGOTE
TAAGGCTAGG TTCATGOTE

| AAGOCTAGATTCATSETe
T T AT e

iTAA  CTAGGTTCATGCTE

© Illumina
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Sequencing by Synthesis




Sequencing by Synthesis

O
py .* j "
HN™ Yy cleavage
J JT site fluor /|T
0/ N Jn

3’ ,
block 3

OH free 3’ end
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Sequencing by Synthesis

MiniSeq - 2 Kanal SBS

MEDIZINISCHE
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Cycle 1

Cycle 2

Cycle 3

Cycle 4

Cycle 5

red
channel
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[llumina Sequencing Workflow

Sequencing

ITAAGGCTAGOTTCATGCTE
ITAAGGCTAGGTTCATGLTS
MAAGGCTAGOTTCATGOTS
Ly
im’ﬂilﬂl TLLTE
L TAGGTTCATGOTE
TA TAGOTTCATGOTS
iTAA  CTAGGTTCATGCTE
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Data Analysis — Sophia DDM
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Sequenzierung MLPA
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MLPA

« Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
 Nur zur Erganzung bzw. Bestdatigung von Ergebnissen

« Zur Feststellung von Deletionen oder Multiplikationen von ganzen
Exons - CNVs (Copy Number Variants)/LGRs (Large Genomic
Rearrangements)
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Data Analysis — Sophia DDM
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MLPA

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y

sequence

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)
2. Ligation

' : v f

3. PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of ligated probes only
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Interpretation der Veranderung

Klasse Veranderung ist Proteinfunktion Klinische Risiko
Relevanz
1
Polymorphismus nicht beeintrachtigt nein Normalbevdlkerung
2
3 unklassifizierte Variante unbekannt unbekannt unbekannt
4 BRCA1: 85% BC
: L : 53% OC
Mutation beeintrachtigt ja BRCA2: 84% BC
5 27% OC
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Befunde

- Polymorphismen der Klasse 1 & 2 werden nicht gelistet
- UVs werden nur fir BRCA1 & 2 berichtet
- Primer flur Mutationsbestatigungen werden erst bei Bedarf bestellt

- Alle ein bis zwei Jahre wird eine Reklassifizierung durchgefihrt
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Vielen Dank fur die Autmerksamkeit




