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BIO-INFORMATICA
OPSPOREN VAN GENETISCHE MUTATIES BIJ ERFELIJKE 
ZIEKTES



OVERZICHT BI2B BIO-INFORMATICA
Week Onderwerpen theorieles Onderwerpen werkcollege

1 Introductie, biologische databases Stamboom analyse, zoeken in OMIM

2 PCR, primer design, primer 
eigenschappen

Zoeken in NCBI, gen naar mRNA sequentie, primer design

3 Gelelektroforese, Sanger sequencing, 
genstructuur, genetische varianten

Tools voor primer design en primer analyse, blast resultaten 
primer analyse, bekende mutaties op het kandidaatgen

4 Introductie + toepassingen next 
generation sequencing & third generation 
sequencing, genome assemblies, 
genome browsers

Primer design, zoeken naar RP genen in genome browsers

5 Genetische markers,
mutaties & genetische varianten

Targeted next generation sequencing data analyse, weektaak 
doornemen

6 Onderzoek doornemen, oefenen met de 
stof

Exome sequencing data analyse

7 Oefentoets, vragen Oefentoets thematoets, weektaak afmaken, vragen



DOELEN
Na deze week:
• Weet je hoe gelelektroforese werkt
• Kun je aan de hand van je gelelektroforese resultaat bepalen wat de lengte 

van je PCR fragment is
• Kun je beschrijven hoe Sanger sequencing werkt
• Kun je de structuur van een gen of mRNA bepalen aan de hand van 

RefSeq data
• Weet je waar je genetische varianten kan vinden, en weet je wat de 

gevonden informatie betekend



LEERMIDDELEN
• Pevsner, Bioinformatics and functional genomics, third edition,

Hoofdstuk 9, pagina 379-382,
Hoofdstuk 21, pagina 1037-1042 

• Campbell, Biology, twelfth edition, Paragraaf 19.1



AGENDA
• Herhaling week 2
• Huiswerk bespreken
• Weektaak 1 t/m 3
• Gelelektroforese
• Sanger sequencing
• Genstructuur
• Genetische varianten



HERHALING WEEK 2

• Doel PCR: amplificeren van DNA
• Één PCR cyclus bestaat uit drie stappen: 

denaturatie, hybdridisatie en elongatie
• Een PCR experiment bestaat uit meerdere cycli
• Primer design: forward en reverse primer
• Belangrijkst: primers moeten uniek zijn!
• Ontwerpen van primers:

 Lengte
 Hybridisatie- en smelt temperatuur 
 GC content
 Secundaire structuren en repeats

Campbell, 12th edition. Chapter 19, page 455, figure 19.7
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OPDRACHT
Homo sapiens forkhead box P2 (FOXP2), 
transcript variant 1, mRNA 
NCBI Reference Sequence: NM_014491.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014491.4

gene:           1..6543 
CDS:            557..2704

Je wilt een mutatie analyse doen op het FOXP2 gen.
Dit gen heeft te maken met taalontwikkeling.

1. Ontwerp primers om dit gen te amplificeren. 
Denk hierbij aan de juiste notatie.

2. Bereken de Tm van je primers.
3. Bereken de ΔTm van je primers.
4. Bereken het GC percentage van je primers.
5. Hebben je primers een GC klem?

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014491.4


OPDRACHT

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004718, 13-11-2021

Sequentie gen E (NCBI accession number: NC_004718):

ATGTACTCATTCGTTTCGGAAGAGACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGTACTTCTTTTTCTTGCTTTCGTGGT
ATTCTTGCTAGTTACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCGATTGTGTGCGTACTGCTGCAATATTGTTAACGTGA
GTCTTGTAAAACCTTCTTTTTACGTTTACTCTCGTGTTAAAAATCTGAATTCTTCTAGAGTTCCTGATCTTCTGG
TCTAA

Primers ontworpen op de geel gearceerde stukken.

Opdracht:
1. Wat is de sequentie notatie van de forward en 
reverse primer voor gen E?
2. Wat is de lengte van het PCR product?

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004718
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PETRA DIAGNOSTICEREN:
WELKE ZIEKTE, WELK GEN, WELKE MUTATIE?

• Stamboom analyse 
• Diagnose erfelijke 

ziekte Petra

• Kandidaat gen kiezen
• Primer design 

(handmatig)
voor amplificatie van 
kandidaat gen

• Primer design (m.b.v. tools)
voor amplificatie van kandidaat 
gen

• Uitzoeken van bekende 
mutaties in het kandidaatgen

Week 1 Week 2 Week 3

Onderzoek naar één enkel kandidaat gen

Vragen?
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• Herhaling week 2
• Huiswerk bespreken
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GELELEKTROFORESE
• Scheidingstechniek
• Agarose gel wordt gebruikt als zeef om moleculen (DNA, RNA, eiwitten) te 

scheiden op grootte

https://www.addgene.org/protocols/gel-electrophoresis/, 19-11-2021



GELELEKTROFORESE
• Elektrisch veld wordt toegepast  geladen moleculen gaan door de gel 

bewegen

- pool bevindt zich bovenin de gel
+ pool onderin de gel

• Negatief geladen moleculen bewegen naar de + pool
 Hoe kleiner het molecuul, hoe sneller
 Hoe groter het molecuul, hoe langzamer
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Campbell, Chapter 20, figure 20-9a



STAPPEN GELELEKTROFORESE

1. DNA wordt geïsoleerd uit 
sample

2. DNA wordt geamplificeerd 
m.b.v. PCR

3. DNA wordt in de welletjes van 
de gel gepipeteerd

4. Op gel wordt elektrisch veld 
gezet

5. DNA wordt gescheiden op 
grootte

6. DNA bandjes worden gekleurd  https://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis, 12-11-2021



BEPALEN GROOTTE DNA FRAGMENTEN

• Een DNA ladder wordt toegevoegd om de grootte 
van de DNA moleculen te kunnen bepalen

• DNA wordt gekleurd om het te kunnen visualizeren
• Bijv. met SBR Safe + blauw/UV licht

https://www.genebiosystems.com/gel-electrophoresis/86-lambda-dnahindiii.html, 14-11-2021
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WAAROM GELELEKTROFORESE NA PCR?

• Detecteren van de aanwezigheid van PCR product

• Bepalen van de lengte van het PCR fragment

https://www.genebiosystems.com/gel-electrophoresis/86-lambda-dnahindiii.html, 14-11-2021

Longer
molecules

Shorter
molecules

2

Power
source

+–



AGENDA
• Herhaling week 2
• Huiswerk bespreken
• Weektaak 1 t/m 3
• Gelelektroforese
• Sanger sequencing
• Genstructuur
• Genetische varianten



SANGER SEQUENCING
• Methode om DNA te sequencen

• Ontworpen door meneer Sanger en zijn collega’s in 1977

• Ook wel dideoxynucleotide sequencing genoemd

• Relatief korte DNA fragmenten worden gesequenced met de
dideoxy chain termination methode



SANGER SEQUENCING – WAT HEB JE NODIG?
• DNA template
• Nucleotiden: dNTPs

 dATP, dTTP, dGTP, dCTP
• Gemodificeerde nucleotiden: dideoxynucleotiden (ddNTPs)

 ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP
 Gelabeld met verschillende kleuren fluorescerende labels

• Primer
• DNA polymerase

Campbell, Chapter 20, figure 20.12



NUCLEOTIDEN
Nucleoside

Nucleotide

https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleoside_triphosphate, 14-11-2021



DNA 5’  3’

https://en.wikipedia.org/wiki/Directionality_(molecular_biology), 19-11-2021



DNTPS – BOUWSTENEN DNA - GEBRUIKT IN PCR

Nucleotide

https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleoside_triphosphate, 14-11-2021

dNTP: OH-groep op 2’ positie in ribose vervangen door H-groep

H



DDNTPS – GEBRUIKT IN SANGER SEQUENCING

Nucleotide

https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleoside_triphosphate, 14-11-2021

ddNTP: OH-groepen op zowel 2’ en 3’ positie in ribose vervangen door H-groep
In Sanger sequencing zijn deze ddNTPs gelabeld met een fluorescerend label

HH



SANGER SEQUENCING - STAPPEN

1. DNA template wordt gedenatureerd  enkelstrengs DNA
2. Enkele primer wordt toegevoegd

Primer: ~20 nt lang, complementair aan enkelstrengs DNA

3. dNTPs en ddNTPs worden toegevoegd
4. DNA polymerase synthetiseert een complementaire DNA streng met de 

dNTPs 
5. DNA synthese wordt gestopt wanneer DNA polymerase er een ddNTP 

inzet
 Waarom stopt de DNA synthese?



SANGER SEQUENCING

De DNA synthese stopt wanneer er een ddNTP in wordt gezet:
 Omdat ddNTPs de 3’ OH-groep missen
 Daarom: dideoxy chain termination methode

Wanneer de DNA synthese stopt, kan het fluorescenende licht worden 
gemeten 
 Geeft informatie over welke nucleotide er op die plek in het DNA is gezet.
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SANGER SEQUENCING - OUTPUT

https://www.pnas.org/content/pnas/103/19/7240/F4.large.jpg, 19-11-2021



SANGER SEQUENCY FILMPJE



SANGER SEQUENCING

Sanger sequencing kan je toepassen op je PCR product.

Waarom PCR vóór Sanger sequencing?
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BRUGGETJE
• Gen gesequenced  

sequentie annoteren en 
opslaan in database 
(bijv. NCBI RefSeq database)

• Voorbeelden van annotatie:
 Positie exonen
 Positie intronen
 Positie coding sequence (CDS)

• Gen visualiseren m.b.v. genome browser

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000207.3, 23-01-2023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=nuccore_gene&from_uid=1843419891, 23-01-2023

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000207.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=nuccore_gene&from_uid=1843419891


GEN & MRNA STRUCTUUR

Transcriptie start?
Transcriptie stop?

Translatie start?
Translatie stop?

Mentimeter!



HOE KUNNEN WE DE GENSTRUCTUUR BEPALEN AAN 
DE HAND VAN NCBI DATA?

Wat is belangrijk om te weten als we de structuur van een gen willen bepalen 
aan de hand van NCBI annotatie data? Waar moeten we naar op zoek?

• Hoeveel exonen
• Hoeveel intronen
• Positie transcriptie start en stop
• Positie translatie start en stop
• Positie CDS
• Positie 5’ en 3’ UTR (untranslated region)

= deel van gen dat niet vertaald wordt = deel dat niet CDS is



HOE KUNNEN WE DE GENSTRUCTUUR BEPALEN AAN 
DE HAND VAN NCBI DATA?

We nemen het MPL gen in de RefSeq database als voorbeeld:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1

Interessante informatie:
• 1: Chromosoom nummer 1
• p: gen ligt op de korte arm van 

het chromosoom
• 34.2: cytogenetische band

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1


HOE KUNNEN WE DE GENSTRUCTUUR BEPALEN AAN 
DE HAND VAN NCBI DATA?

We nemen het MPL gen in de RefSeq database als voorbeeld:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1

Interessante informatie:
Het gen ligt op positie 
5001-21661 van chromosoom 1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1


HOE KUNNEN WE DE GENSTRUCTUUR BEPALEN AAN 
DE HAND VAN NCBI DATA?

We nemen het MPL gen in de RefSeq database als voorbeeld:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1

Interessante informatie:

Het pre-mRNA bestaat uit 12 exonen. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1


HOE KUNNEN WE DE GENSTRUCTUUR BEPALEN AAN 
DE HAND VAN NCBI DATA?

We nemen het MPL gen in de RefSeq database als voorbeeld:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1

Interessante informatie:

De coding sequence (CDS) bestaat ook uit 12 exonen.

Let op: exon 1 begint op een andere positie en exon 12 eindigt op 
een andere positie in vergelijking met het pre-RNA .
Waarom?  5’ & 3’ UTR.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007525.1


WAT IS NU DE GENSTRUCTUUR VAN HET MPL GEN?

Exon 
1

Exon 
2

Exon 
3

Exon 
4

Exon 
5

Exon 
6

Exon 
7

Exon 
8

Exon 
9

Exon 
10

Exon 
11

Exon 
12

Transcriptie 
start: 5001

Transcriptie 
stop: 21661

Translatie  
start: 5046

Translatie  
stop: 19969

Niet op schaal

CDS:
5046-19969

5’ UTR:
5001-5045

3’ UTR:
19970-21661



OPDRACHT
Teken de structuur van het coagulation factor IX (F9) gen. 
Geef in je tekening de volgende onderdelen aan (geef ook het getal van de 
positie):

• Exonen
• Intronen
• Positie transcriptie start en stop
• Positie translatie start en stop
• Positie 5’ en 3’ UTR 

Teken de structuur aan de hand van de annotatie die je kan vinden over het 
F9 gen in de RefSeq database: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_0
07994.1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007994.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_007994.1
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Exon 
1

Exon 
2

Exon 
3

Exon 
4

Exon 
5

Exon 
6

Exon 
7

Exon 
8

Exon 
9

Exon 
10

Exon 
11

Exon 
12

Transcriptie 
start: 5001

Transcriptie 
stop: 37723

Translatie  
start: 5030

Translatie  
stop: 36336

Niet op schaal

CDS:
5030-36336

5’ UTR:
5001-5029

3’ UTR:
36337-37723

WAAR IN DIT GEN ZIT VARIATIE?

We kunnen dit opzoeken in de NCBI gene, dbSNP, 
ClinVar databases.

NCBI Gene database: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4352



WAAR IN DIT GEN ZIT VARIATIE?

NCBI Gene database: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4352

Gen 
structuur

Genetische 
 variatie

Ingezoomd



SAMENVATTING
• Gelelektroforese:

• Methode om moleculen op grootte te scheiden
• Gel waar elektrisch veld op wordt gezet, negatief geladen moleculen bewegen naar 

positieve pool. 
• DNA ladder om grootte DNA fragment te bepalen

• Sanger sequencing:
• Maakt gebruik van ddNTPs met fluorescerend label
• Wanneer polymerase er een ddNTP in zet stopt de reactie. Er kan geen dNTP meer 

ingezet worden door polymerase  chain termination
• Volgorde van fluorescerende kleuren geeft volgorde van DNA

• Genstructuur bepalen aan de hand van NCBI RefSeq data
• Genetische variatie in gen opzoeken in de NCBI Gene, dbSNP en ClinVar 

databases



BRONNEN
• Pevsner, Bioinformatics and functional genomics, Wiley-Blackwell, third 

edition
• Campbell, Biology, Pearson, twelfth edition



• In deze uitgave is géén auteursrechtelijk beschermd werk opgenomen

• Alle teksten © Ingrid Paffen en Emma Vos / HAN tenzij expliciet externe 
bronnen zijn aangegeven

• Screenshots op basis van eigen werk auteur en/of vernoemde sites

• Eventuele images zijn opgenomen met vermelding van bron

VERANTWOORDING
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