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DNA-Analytik III



Scherer et al. Nat Genet Suppl 39:s7 (2007)

Genetische Variabilität
Lexikon



Genetische Variabilität
Sequenzvariation

Mutationen (Mikro~)
Basensubstitution

Insertion + Deletion = InDel

Polymorphismen 
SNP („single nucleotide” ~)

Polymorphismen resultieren aus Mutationen, 
die sich mit einer Häufigkeit >1% in einer 

Population etabliert haben. 



SNP-Bestimmung
Methoden

Sanger-Sequenzierung

PyroSequenzierung

Quantitative PCR („TaqMan“)

Massenspektrometrie („Sequenome“)

DNA-Chip („Affimetrix“)



SNP-Bestimmung
DyeTerminator-Sequenzierung



SNP-Bestimmung
DyeTerminator-Sequenzierung



SNP-Bestimmung
DyeTerminator-Sequenzierung



InDel-Bestimmung
DyeTerminator-Sequenzierung



InDel-Bestimmung
DyeTerminator-Sequenzierung
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PyrosequencingPyrosequencing

sequence to analyze:

A/GCTGCCT



Background subtracted

Primer sequence

C to T ratio: 
1/500

T only

Primer sequence

0.16%
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Bestimmung seltener Mutationen/Variationen
Ultra deep 454 sequencing



Wang et al. Science 280:1077 (1998)

SNP-Bestimmung
Genotypisierung per Chip

A/A        A/C       C/C

Variant Detection Array for allele A

VDA C

 A allele signals
 C allele signalsa
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Affymetrix
Human SNP Array 6.0 

>1.8 million markers
906,600 SNPs

946,000 for CNVs

SNP-Bestimmmung
High-throughput array-based genotyping

Illumina
Human 660W-Quad BeadChip
2.6 million markers / four samples
550,000 tag SNPs
100,000 for CNVs
5,000 common CNVs



Genetische Variabilität
Terminologie

Haplotype
= set/region physically linked polymorphism

*       *       *
...AGCTT...CCAAA...TCACC...
...AGGTT...CCAAA...TCACC...
...AGGTT...CCAAA...TCGCC...
...AGGTT...CCGAA...TCGCC...

chromosomes

TGATTGTTACAACACTTTACC
AGGTCGCTCGAAAATCTAACC
AGGCTATTCGAGAGCCTAGGT
AAGTTACCCGGGAGCCCAGCC

major haplotypes
21 SNPs
10..50 kb



 TIHC. Nature 449:851 2007

Genetische Variabilität
Haplotypen



 TIHC. Nature 449:851 2007

270 individuals from 
    4 geographically diverse populations: 

YRI   Africans: 30 trios (Yoruba in Ibadan, Nigeria)
CEU European: 30 trios of northern/western ancestry 

(Utah, US; CEPH collection)
CHB Chinese: 45 unrelated Han individuals (Beijing, China)

JPT  Japanese: 45 unrelated individuals (Tokyo, Japan) 

3.1 million human SNPs genotyped 
~25–35% of common SNP variation in the populations surveyed

HapMap Projekt
Gegenstand



 Olsson  et al. Arthritis Res & Ther 9:r98 2007

HapMap Projekt
Haplotyp-Blöcke



 TIHC. Nature 437:1299 2005

Africans

Europeans

Asians

HapMap Projekt
Haplotyp-Blöcke



tag SNPs

TA
CA
TG
CG 
  

T/C    A/G       tag haplotypes

Haplotype
= set/region physically linked polymorphism

*       *       *
...AGCTT...CCAAA...TCACC...
...AGGTT...CCAAA...TCACC...
...AGGTT...CCAAA...TCGCC...
...AGGTT...CCGAA...TCGCC...

chromosomes

TGATTGTTACAACACTTTACC
AGGTCGCTCGAAAATCTAACC
AGGCTATTCGAGAGCCTAGGT
AAGTTACCCGGGAGCCCAGCC

major haplotypes
21 SNPs
10..50 kb

Genetische Variabilität
TagSNPs



 TIHC. Nature 449:851 2007

 

•HapMap is estimated to capture the 65-75% untyped 
common SNPs with a likelihood of  90-96% depending on 
population. 

•Current generation of commercial genome-wide 
genotyping products captures 3.1 million HapMap SNPs 
with 80% in African and up to 95% in non-African 
populations.

HapMap Projekt
Schlussfolgerungen



Chromosom A Chromosom B

Inversion

InDel

Allel-Variation

Kombination

Genetische Variabilität
Strukturelle Variationen



Human genome

5.3% segmentally duplicated

87% of all segmental duplications >50 kb

genomic regions  >1kb 

with nt identity  >90% 

Segmentale Duplikation
Definition



Fredman et al., Nat Genet 36, 861 (2004)

Segmentale Duplikation
SNVs



Copy number variation (CNV)
 Detection by DNA microarrays

Lee et al., Nat Genet Suppl 39:s48 (2007)

• 0.5-2 Mio data points
• comparative 

hybridization vs. a 
reference



Eichler et al., Nature 447:161 (2007)

Strukturelle Variationen
Kartierung



DNA-Analytik

epigenetische Modifikationen









Methylierung
spontane Desaminierung





Bisulfit Sequenzierung
chemische Desaminierung

  Cytosin      Uracil   



Bisulfit Sequenzierung
Nachweis mit DyeTerminatoren 



Bisulfit Sequenzierung
Genomweite Analyse



DNA Methylierung
Fibroblasten vs. ES

Lister et al., Nature 462:315 (2009)



DNA Methylierung
ES

Lister et al., Nature 462:315 (2009)



DNA Methylierung
ES

Lister et al., Nature 462:315 (2009)



DNA Methylierung
DNA-Methyl-Transferase

Aufrecht-
erhaltung

de novo

histone deacetylase interaction domain



DNA Methylierung
Methyl-C bindende Proteine

Methyl-CpG
Binding 
Domain 

Transcriptional
Repression
Domain



DNA Methylierung
Geninaktivierung & Heterochromatisierung



DNA Methylierung
X-Inaktivierung

Barr-Körper



DNA Methylierung
Imprinting / Prägung

mütterliche
maternales

väterliche
paternales

Gen unterliegt der Prägung / Inaktivierung
Imprinting



DNA Methylierung & Krankheit
ICF-Syndrom

ICF
• Immunodeficiency-
• Centromeric instability
• Facial anomalies



DNA Methylierung & Krankheit
Rett-Syndrom

 RETT
•X-linked dominant, male lethal
•most common cause of 
sporadic mental retardation in 
females
•period of normal development 
followed by 

•progressive degeneration in 
speech and motor skills,

• seizures, autism,
• stereotypical, repetitive hand 
movements



DNA Methylierung & Krankheit
Fragiles X-Syndrom





DNA Methylierung
Initiation der Transkription

Mittel zur Reduzierung genomischer Komplexität ?



genome.fli-leibniz.de
Teaching
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