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KURS: Choroby genetyczne wieku rozwojowego
– możliwości diagnostyczne w erze badań genomowych .



IDENTYFIKACJA MUTACJI 
W CHOROBACH DZIEDZICZNYCH

• WERYFIKACJA DIAGNOZY

• PORADNICTWO GENETYCZNE - MOŻLIWOŚĆ OKREŚLENIA 
RYZYKA GENETYCZNEGO

• BADANIE NOSICIELSTWA U KREWNYCH

• DIAGNOSTYKA PRENATALNA

• DIAGNOSTYKA PREIMPLANTACYJNA

• ZNACZENIE PREDYKCYJNE (PROGNOZOWANIE CIĘŻKOŚCI 
PRZEBIEGU CHOROBY)

• LECZENIE 



DIAGNOZA I
USTALENIE PRZYCZYNY CHOROBY

ZNACZENIE PSYCHOLOGICZNE DLA RODZINY

LECZENIE

POWSTANIE GRUP PACJENCKICH - WSPARCIE
NOWE DANE MEDYCZNE

WIĘKSZA ZNAJOMOŚĆ CHOROBY WŚRÓD SPECJALISTÓW
DANE WIELOOŚRODKOWE

ROKOWANIE
OPRACOWANIE STANDARDÓW DIAGNOSTYCZNYCH

BADANIA KLINICZNE



Era genetyki

- identyfikacja pierwszych genów

- poznanie mechanizmów ekspresji 

regulacji genów

- identyfikacja genów przyczynowo 

związanych z chorobami genetycznymi 

- charakterystyka podłoża molekularnego 

chorób  (rzadkie warianty jako kryterium 

patogenności)

Opublikowanie prac Mendla1860
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Prace Menlda ponownie odkryte

Zaproponowanie chromosomowej 
teorii dziedziczenia

DNA jako nośnik informacji genetycznej
Odkrycie struktury DNA (Watson i Crick)

Opracowanie technologii rekombinacji 
DNA, początek klonowania  

Opublikowanie Genomu Ludzkiego 

Era genomiki

Era medycyny 
spersonalizowanej
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Opracowanie technologii rekombinacji 
DNA, początek klonowania  

Opublikowanie Genomu Ludzkiego 

Era genomiki

Era medycyny 
spersonalizowanej

- identyfikacja dużej liczby genów i mutacji

- „big data”

- wyodrębnienie prawdziwych mutacji 

patogennych z   „genomic noise”

- kryteria oceny patogenności 

identyfikowanych wariantów

- opracowanie terapii w oparciu o dane 

genetyczne

- powszechny dostęp do badań 

genetycznych

- dane genetyczne potrzebne do 

podejmowania decyzji terapeutycznych



POSZUKIWANIE MUTACJI 



KLASYCZNA METODA – SEKWENCJONOWANIE  SANGERA

ROZWÓJ TECHNOLOGICZNY –
SEKWENCJONOWANIE DNA

PROJEKTOWANIE STARTERÓW

OPTYMALIZACJA REAKCJI PCR

ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA 

OCZYSZCZANIE PRÓBKI 

ZNAKOWANIE 

OCZYSZCZANIE

ELEKTROFOREZA KAPILARNA

ANALIZA WYNIKÓW

1 REAKCJA = ODCZYT <1000 NUKLEOTYDÓW 



POSZUKIWANIE MUTACJI 

WYTYPOWANIE GENU(ÓW) DO BADANIA NA PODSTAWIE OBJAWÓW KLINICZNYCH

ANALIZA FRAGMENTÓW TEGO GENU



KLASYCZNA METODA – SEKWENCJONOWANIE  SANGERA

Konieczna analiza każdego kodującego fragmentu genu w oddzielnej reakcji

Pojedynczy gen: 1-178 eksonów, średnio około 10

Ekson1 Ekson2 Ekson3 

ROZWÓJ TECHNOLOGICZNY –
SEKWENCJONOWANIE DNA



SEKWENCJONOWANIE NASTĘPNEJ GENERACJI NGS

Jednoczesna analiza wielu genów!

GEN 1 GEN 2 GEN 3 

ROZWÓJ TECHNOLOGICZNY –
SEKWENCJONOWANIE DNA

SEKWENCJONOWANIE 
WIELKOSKALOWE



ODSETEK ZDIAGNOZOWANYCH OSÓB Z NI

NGS

Nat Rev Genet. 2016 Jan;17(1):9-18. 



GENOM
SEKWENCJONOWANIE CAŁEGO  DNA 

(eksony + introny + sekwencje 
regulatorowe + sekwencje 

międzygenowe)

SEKWENCJONOWANIE NASTĘPNEJ GENERACJI (NGS)

KODUJĄCE REGIONY WSZYSTKICH 
GENÓW  

(zarówno tych o znanej, jak i nieznanej 
funkcji) – około 1,5-2% całego genomu

EKSOM

KODUJĄCE REGIONY WYBRANYCH 
(KILKUDZIESIĘCIU-KILKUSET) GENÓW

PANEL
GEN



Klasyfikacja nowych mutacji – wyzwanie diagnostyczne!

http://www.nature.com/gim/journal/v16/n4/fig_tab/gim2013
138f2.html







I148T  w CFTR
Wariant bez znaczenia klinicznego!!!!!



PRZEBIEG NGS

IZOLACJA DNA, PRZYGOTOWANIE 
BIBLIOTEK

SEKWENCJONOWANIE

POTOK ANALIZY DANYCH

GENEROWANIE RAPORTU



POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

1. Odczyt nukleotydu 

(base calling)

przypisanie sygnału do nukleotydu, 

plik wynikowy: FASTQ

2. Przyrównanie / 

uliniowienie

(alignment, mapping)

przyrównanie fragmentów do sekwencji 

referencyjnej,

plik wynikowy: SAM/BAM

3. Odczyt wariantu 

(variant calling)

różnice między sekwencją badaną a 

referencyjną  

plik wynikowy: VCF

4. Adnotacja wariantów i 

filtrowanie

scharakteryzowanie wariantów na podstawie 

różnorodnych biologicznych baz danych, 

odrzucenie części wariantów

5. Wybór wariantu 

patogennego

wybór wariantu patogennego 

lub wariantów kandydujących
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POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

• OBJAWY KLINICZNE, 

• WYWIAD RODZINNY

• SPOSÓB DZIEDZICZENIA CHOROBY

• BAZY DANYCH, PROGRAMY PREDYKCYJNE 
I PIŚMIENNICTWO

LICZBA 
WARIANTÓW: 
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Częstość populacyjna (osoby zdrowe)  – czy 
zmiana jest częsta w danej populacji ?

Czy zmiana jest zarejestrowana w bazach 
klinicznych (osoby chore) i jaki ma status 

patogenności? 

POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

BAZY POPULACYJNE

BAZY KLINICZNE 



POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

BAZY POPULACYJNE

BAZY KLINICZNE 

PROGRAMY PREDYKCYJNE DO OCENY WARIANTÓW

PIŚMIENNICTWO

BAZY DANYCH – UMOŻLIWIAJĄCE WYTYPOWANIE GENU 
NA PODSTAWIE FENOTYPU  



BAZY DANYCH – UMOŻLIWIAJĄCE WYTYPOWANIE GENU NA PODSTAWIE FENOTYPU  

POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

Im lepszy opis kliniczny , najlepiej wykorzystujący pojęcia zdefiniowane w słowniku 
ontologicznym, a więc całkowicie jednoznaczne,

tym szansa na sukces diagnostyczny większa. 



KAMIENIE MILOWE DZIĘKI NGS

• BADANIA GENETYCZNE NA POCZĄTKU PROCESU DIAGNOSTYCZNEGO: SKRÓCENIE 
ODYSEI DIAGNOSTYCZNEJ

• IDENTYFIKACJA NOWYCH WARIANTÓW PATOGENNYCH W GENACH NIE 
KORELOWANYCH WCZEŚNIEJ Z CHOROBĄ 

• RÓŻNICOWANIE HETEROGENNYCH JEDNOSTEK CHOROBOWYCH 
• ODKRYWANIE NOWEGO SPECTRUM FENOTYPOWEGO
• MOŻLIWOŚĆ LECZENIA 
• MUTACJE DE NOVO ODGRYWAJĄ PROMIMENTNĄ ROLĘ W PATOGENEZIE CHORÓB 

RZADKICH
• MUTACJE W UKŁADZIE MOZAIKOWYM STANOWIĄ ZNACZNĄ GRUPĘ ZMIAN W 

CHOROBACH RZADKICH
• NOWE DANE DOTYCZĄCE DZIEDZICZENIA DIGENICZNEGO / POLIGENICZNEGO
• WYSTĘPOWANIE DWÓCH LUB WIĘCEJ CHORÓB DZIEDZICZNYCH U POJEDYNCZEGO 

PACJENTA JAKO PRZYCZYNA NIETYPOWEGO FENOTYPU 
• ONKOLOGIA: IDENTYFIKACJA NOWYCH MUTACJI W TKANCE NOWOTWOROWEJ (NP. 

PUNKTOWYCH, REARANŻACJI GENOWYCH I INNYCH), ZWIĘKSZENIE CZUŁOŚCI 
ANALIZ MATERIAŁU HETEROGENNEGO, RÓŻNICOWANIE I KLASYFIKACJA, 
NOWOTWORÓW, MONITOROWANIE PROCESU LECZENIA



PROBLEMY I WYZWANIA

• pokrycie <100%, 

• błędne mapowanie krótkich odczytów,

• błędy sekwencjonowania, 

• ustawienia programów 
(np. raportowanie wariantów intronowych
do +/- 10 nukleotydów za złączem ekson-
intron)

• czy analiza obejmuje fragmenty 
intronowe/regulatorowe, rozległe 
rearanżacje, 

• UWAGA na mutacje dynamiczne oraz 
warianty somatyczne 

JAKOŚĆ DANYCH 

INNE

ZAKRES ANALIZY

ILOŚĆ 
DANYCH



PROBLEMY I WYZWANIA

JAKOŚĆ DANYCH 

INNE

ZAKRES ANALIZY

ILOŚĆ 
DANYCH

• brak standardów dotyczących analizy danych
(każde laboratorium ma swój potok analizy)

• ograniczenia bazodanowe
(np. różne listy genów dla tych samych jednostek 
chorobowych)

• ocena patogenności wariantów

• problemy etyczne
(m.in. „secondary findings”)

• raportowanie wyników
(które wyniki i w jakim kontekście powinny zostać 
przekazane pacjentowi), sposób przekazywania 
wyników pacjentowi

• Problem udostępniania danych
(część badań wykonywanych jest w ramach analiz 
naukowych, bazy danych)



PROBLEMY I WYZWANIA

JAKOŚĆ DANYCH 

INNE

ZAKRES ANALIZY

ILOŚĆ 
DANYCH

• Problem przechowywania i ochrony danych 
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Prace Menlda ponownie odkryte

Zaproponowanie chromosomowej 
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Opublikowanie Genomu Ludzkiego 

Era genomiki

Era medycyny 
spersonalizowanej

- identyfikacja dużej liczby genów i 

mutacji

- „big data”

- wyodrębnienie prawdziwych mutacji 

patogennych z   „genomic noise”

- kryteria oceny patogenności 

identyfikowanych wariantów

- opracowanie terapii w oparciu o dane 

genetyczne

- powszechny dostęp do badań 

genetycznych

- dane genetyczne potrzebne do 

podejmowania decyzji terapeutycznych

PACJENT

LEKARZE

RODZIC/OPIEKUN

PSYCHOLOGOWI
E

GENETYCY

NAUKOWCY

DIAGNOŚCI

Współpraca!!!!!!


