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„Genomforschung und Sequenzanalyse 
- Einführung in Methoden der Bioinformatik- “ 

 

AG Hankeln 

  Trio-Analyse (Exome-Seq) 
 
Mutationen mit 
Krankheitsrelevanz  
im Humangenom 
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More than 3800 genes are (known to be) involved 
in human disease... 

Online Mendelian 
Inheritance of Man 
= catalogue of human 
genes and diseases 



https://www.omim.org/entry/141900?search=hemoglobin&highlight=hemoglobin%20haemoglobin 
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Functions of human genes 



Nomenklatur bei Genveränderungen 

SNV 
Single Nucleotide Variant 
 
Persönliche Variation des 
Genoms 

SNP 
Single Nucleotide Polymorphism 
 
SNV, der in mindestens 1% der 
untersuchten Population 
gefunden werden konnte 

CNV 
Copy number variation 



SNVs  
Single Nucleotide Variants 

..ACGGC..

..TGCCG..
..ACTGC..
..TGACG..

Zwei verglichene Genome unterscheiden  
sich im Mittel alle 1000 Bp. 
 
Bei Vergleich aller Genome weltweit  
schätzt man 9-12 Mio. SNVs (also 1/300 Bp). 

Aus diesen (und weiteren) Unterschieden  
resultiert unsere Individualität 





SNPs, Haplotypen und Erkrankungen 

ACHTUNG:  nur selten ist ein SNP die direkte 
  genetische Ursache für eine Erkrankung 
  oder Prädisposition!  

 
SNPs sind vielmehr als genetische Marker zu sehen, 
die einen „Haplotyp“ definieren und mit einem 
unbekannten Krankheitsallel gekoppelt vererbt werden 

T A G T

CTG T
unbekanntes Gen 

Haplotyp 1 

Haplotyp 2 „krank“



Genetische Krankheiten 

•  Mendel‘sche Krankheiten 
–  (meist) monogen 
–  Hohe Penetranz 
–  Beispiele: Sichelzellenanämie (HBB), zystische 

Fibrose (CFTR), Huntington 

•  Komplexe Krankheiten 
–  Polygen, d.h. durch mehrere Gene bedingt 
–  Niedrige Penetranz 
–  Multifaktoriell: können durch Umwelt/Ernährung 

beeinflusst werden 
–  Beispiele: Herzkreislauferkrankungen, Diabetes, 

Übergewicht, Demenz, Krebs, Skelett 



SNPs und Erkrankungen 

Kaiser J. Science (2012) 338:1016-1017 



http://www.yourgenome.org/stories/genome-wide-association-studies 

Genome-wide association studies (GWAS) 



Martha C. Castaño Betancourt et al. PNAS 2012;109:8218-8223 

Genome-wide association and functional studies 
identify the DOT1L gene to be involved in cartilage 
thickness and hip osteoarthritis  

Genome-wide association studies (GWAS) 



Mendel‘sche Krankheiten 

Veltman J.A. Nat. Rev. Genetics (2012) 13:565:575. 



Mendel‘sche Krankheiten:  
Gen-Identifizierung durch Trio-Analyse 

•  Ganze Familie wird sequenziert (gesunde Eltern 
sowie betroffenes Kind) 

•  Wieso alle drei? 
–  Alle Vererbungsmodelle können untersucht werden 
–  Im Gegensatz zur GWAS nur ein einziger Fall nötig! 
–  Probenmaterial ist zugänglich 



Exom-Sequenzierung !! 

•  3.000.000.000 bp (3 Gb) Humangenom 
–  Ca. 45 % repetitiv 
–  Ca. 25 % Genregionen 
–  Ca. 2% Exons bzw. codierende Regionen 

•  20.000 – 30.000 humane Gene 
–  3000-5000 sind Krankheitsgene 
–  Ca. 4000 humane genetische Krankheiten 
–  114 Gene, deren Fehlfunktion tatsächlich mit 

Medikamenten behandelt werden kann 

Michael O. Dorschner, Am J Hum Genet (2013) 93:631-640 



Targeted Resequencing: 
Custom/ Exome Enrichment 

hybridization to 
targeted regions 

enrichment 

denaturated double-stranded 
DNA library 

enriched targeted regions 

Oligo pool (Custom or Exome) 

B. Ebner 



Bamshad MJ., Nat. Rev. Genetic (2011) 12:745-755 

Targeted Resequencing 



Targeted Resequencing: Mapping 

B. Ebner 



Exomsequenzierung eines „Trios“ 

•  Ganze Familie wird sequenziert (gesunde Eltern 
so wie betroffenes Kind) 

•  Wieso alle 3? 
–  Alle Vererbungsmodi können untersucht werden 
–  Im Gegensatz zur GWAS nur ein einziger Fall nötig! 
–  Probenmaterial ist zugänglich 



Die Idee dahinter? 

• Identifikation von SNVs, die spezifisch für die Familie sind 
 
• Suche nach dem „Schuldigen“ durch das Ausschlussprinzip:  
 

-  Welche Mutationen sind neu und potenziell gefährlich? 
-  An welchen Stellen wurden z.B. Varianten an das Kind homozygot 

weitergegeben, für die die Eltern heterozygot waren? 

• Falls Parental- und Filialgeneration betroffen sind: Welche Varianten sind 
vom kranken Elternteil vererbt und kommen im gesunden nicht vor? 
 
• Optimal: zusätzliche Sequenzierung von Geschwistern 



Vererbungsmodi?   Mendel!! 

Entdecke die Möglichkeiten... 



www.wikipedia.org 



Diagnostische Detektion von SNVs: 
technischer Ablauf 

1) Read mapping: Kartierung der Exom-Reads gegen das humane 
Referenzgenom 

2) Identifikation der Varianten:  



Diagnostische Detektion von SNVs: 
technischer Ablauf 

3) Annotation der Varianten:  
 
!  Detektion von veränderten Aminosäuresequenzen 
!  Abgleich mit Informationen aus öffentlichen Datenbanken 

Exarchos, Konstantinos et al (2009) BMC bioinformatics. 
10. 113. DOI: 10.1186/1471-2105-10-113.  

https://sbi4u2013.wordpress.com/2013/02/10/gene-muterations/ 



Technischer  
Ablauf 



Familie A 

•  2 Kinder (2 Mädchen) 
•  Eines der Kinder zeigt 

Auffälligkeiten im Verhalten und 
der Entwicklung 

Familie B 

•  2 Kinder (Mädchen und Junge) 
•  Junge zeigt Auffälligkeiten im 

Verhalten und der Entwicklung ! 
große Ähnlichkeit zur ersten 
Familie! 

Kursszenario 

Keine Verwandtschaft zwischen den Eltern beider Familien, keine bekannte, 
krankheitsrelevante Vorgeschichte in beiden Fällen! 
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Kursszenario 

Familie 11114 (A) Familie 11892 (B) 

SRR1272259 Vater SRR1301491 Vater 

SRR1272260 Mutter SRR1301492 Mutter 

SRR1272261 Krankes Kind (weibl.) SRR1301493 Krankes Kind (männl.) 

SRR1272262 Gesundes Kind (weibl.) SRR1301494 Gesundes Kind (weibl.) 



Aber: SNPs/SNVs sind nicht alles! 



Copy number variations 

Zhang et al. (Ann Rev Genom Hum Gen 2009) 

Mutation rates for CNVs are locus-specific 
and can be 100 – 10 000 fold higher than for SNPs 



Structural variation & disease 

Zhang et al. (Ann Rev Genom Hum Gen 2009) 

Need for high-resolution 
detection of CNVs (and SNVs) 
by DNA sequencing 



Detektion von CNVs 

Vergleich der CNV-Profile gesunder Zellen und Krebszellen eines Patienten: 



Detektion von Genom-Rearrangements 



Detektion von Genom-Rearrangements 



Trioanalyse - Praxisteil 
 

Screenshots und 
Einstellungen 



Der CLC-Workflow 



Position 

 

gene_name (Homo sapiens (hg19)_Gene) 

 

Amino acid change in longest transcript  

 

Coding region change in longest transcript  

  

CLC-Export:  
Diese Spalten müssen dabei sein! 



Navigiere in den 
Ordner, in dem die 
Listen hinterlegt 
sind 

Vergleiche die 
Geschwisterkinder 
untereinander und 
suche nach 
Unterschieden 

Vergleiche die 
kranken Kinder von 
beiden Familien und 
finde 
Gemeinsamkeiten 



Detektion von Mutationen des kranken Kindes, 
die das gesunde Geschwisterkind nicht hat 



Schnittmenge der mutierten Gene 
beider kranken Kinder 


