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Od kliniki do interpretacji wyniku

Badania molekularne §
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Nie kazde badanie DNA jest testem genetycznym
W ujeciu medycznym

Test genetyczny

- badanie wykonywane ze wskazan medycznych/zdrowotnych na
ludzkim materiale biologicznym (DNA, RNA, biatka i niektére
metabolity) w celu identyfikacji cech genetycznych
odziedziczonych lub nabytych we wczesnej fazie rozwoju
prenatalnego.

- Task Force on Genetic Testing, National Institute of Health; USA

1997 Promoting Safe and Effective Genetic Testing in the United States, Executive summary
- Council of Europe

2008 Additional Protocol to the Convention on Human Rights and Biomedicine, concerning
Genetic Testing for Health Purposes,

( zgodnie z europejskim protokotem dodatkowym o testach genetycznych, moze to by¢ jakikolwiek materiat pozwalajacy na
uzyskanie informacji rownowaznych jak przy analizie DNA czy RNA)

Fundusze . Qo . .
Europejskie gz?clfpospollta g Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwdéj - olska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny



Celem testu genetycznego jest:

»Zdiagnozowanie genetycznej przyczyny choroby albo wykazanie, czy dana osoba ma jednag
lub wiecej zmian genetycznych mogacych spowodowaé rozwoj choroby, badz ja wywofaé
w razie przekazania potomstwu.

Celem testu jest tez okreslenie zmian genetycznych, gdy maja one znaczenie dla
postepowania leczniczego. ”

Test genetyczny obejmuje:
badania postnatalne (diagnostyczne, prognostyczne, przesiewowe)
badania przedurodzeniowe (prenatalne i preimplantacyjne)

Testy genetyczne stanowig element badania genetycznego obejmujgcego rowniez badanie
kliniczne jak i analize rodowodowa.

Bal J. Testy genetyczne. w: Biologia molekularna w medycynie.
Elementy genetyki klinicznej str.171-173 red. Bal J, PWN 2011




In genetics, the ,,true patient” may by a family with shared genetic heritage
WHO; 2003

The fact that genetic testing has consequences not only for individual, but also
for relatives, including offsprings

European Commission 2004




PROBLEM KOMUNIKACJI DANYCH GENETYCZNYCH

(problemy prawne, problemy etyczne)

LEKARZ - PACJENT (PROBANT, BADANY)

(autonomia, poufnos¢, prywatnos¢ pacjenta, prawo do wiedzy/niewiedzy)

BADANY — CZLONKOWIE RODZINY
( KREWNI; PARTNERZY)

LEKARZ — CZLtONKOWIE RODZINY

(autonomia, poufnosé, prywatnos¢ pacjenta)



Pawet WBIEWSki, 8 stycznia 2019

Wielki kit — komercyjne testy genetyczne
Badaja, co $lina na jezyk przyniesie

Polska z nieuregulowanym statusem komercyjnych badan genetycznych pozostaje
skansenem Europy. Jedne firmy probuja na podstawie testow okreslic nasz poziom empatii,
a inne — czy powinnismy solic jajka. A miedzy tym wszystkim ryzyko raka, schizofrenii i
innych ciezkich chordb...

WADRE DZIECKO

vane we wspotpracy z psychologami. Diagnozuje zapisane w genach czynniki

MEZCZYZNA

Pakiet badar: "Pakiet Premium - Mezczyzna' to kompleksowy zestaw badar genetyc:
maja na celu wykrycie mutacji odpowiedzialnych za rozwoj raka prostaty i sutka, czerr|

nnnnnnnnnnnnnnn

A4

PREDYSPOZYCJE

s gl SPORTOWE
KOBIETA | e

Pakiet badan "Pakiet Premium - Kobieta" to wyjatkowo szeroka i wszechstronna ofertabadan : celu wykrycie ewentualnych mutacji w obrebie gendw: ACT
i',cnctyclznych; cﬂ.a nowoc‘zestlwch, dbajacvch‘o swoj stan zldrcw‘wa KDDN‘.‘I Badan\c.ma na cc‘m wu na predyspozycie sportowe u dziecka.

wykrycie mutacji odpowiedzialnych za rozwdj nowotwordw piersi i jajnika, czerniaka ztosliwego,

nowotworu trzustki, nowotworow jelita grubego, tarczycy, ptuca, chorab zakrzepowo

zatorowych, chordb sercai uktadu krazenia, miazdzycy i choroby Alzhaimera.




Genetyka medyczna

Diagnostyka a badania naukowe..

* Badania naukowe — poszukiwanie nowego gen

powigzanego z dang choroba w grupie pacjentow
o podobnym fenotypie

 Badanie diagnostyczne — analiza w celu identyfikacji
defektu genetycznego stanowigcego podtoze fenotypu
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Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji
(Next Generation Sequencing — NGS)
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»Wyniki uboczne” — [,incidental finding”]

unsolicited findings secondary findings
w genach powigzanych w genach niezwigzanych
z diagnhozowang chorobg z diagnozowang chorobg

ale nie fenotypem pacjenta

Analiza panelu kluczowych genéw minimalizuje ryzyko
wykrycia secondary findings.

Diagnostyka — analiza w celu identyfikacji defektu genetycznego
i wyjasnienia podtoza okreslonego fenotypu (choroby) pacjenta




Sekwencjonowanie nastepnej generaciji (NGS)

Genomowe Eksomowe — Celowane
(whole genome sequencing WGS) (whole exome sequencing WES) (targeted sequencing)
rarararar| | At |sRofrslpn
Sekwencjonowany region = - =
calty genom caly eksom fragmenty genomu
(22 000 gendéw + introny (22 000 gendéw + ztacza ekson/intron) (wybrane geny, ztagcza ekson/intron)
+ obszary niekodujace)
1 1
Pokrycie sekwencjonowanych obszaréw
niskie (kompletnosé¢ ~95%) niskie-srednie (kompletnos¢ ~ 97%) wysokie (kompletnos¢ >99%)
> 30X >50 ~100X > 200
Ztozone/zachodzace na siebie fenotypy Okreslony fenotyp
(heterogennos¢ genetycznal/kliniczna) (heterogennos¢ genetyczna)
1
problem identyfikacji i raportowania znane geny
wynikow ubocznych mate ryzyko wynikéw ubocznych
mozliwosé reanalizy danych w miare Badanie dotyczace konkretnej
postepu badan i identyfikacji nowych grupy genéw w danym momencie
genéw sprawczych znanych jako podtoze fenotypu
Nie reckomendowane jako badanie Stosowane jako badania diagnostyczne
diagnostyczne (badanie celowane rekomendowane przez ESHG/EQMN*)
I [ |

Sekwencjonowanie metoda Sangera
(analiza konkretnego fragmentu DNA, weryfikacja raportowanych wariantéw NGS)




Eksomowe Celowane
(whole exome sequencing WES) (targeted sequencing)
) ' //H HH// ‘ .// /41 @ //. @' .//
=
= ©3 3
Sekwencjonowany region = - -
caty eksom fragmenty genomu
(22 000 gendéw, ztacza ekson/intron) (wybrane geny, ztacza
eksonl/intron)

Pokrycie sekwencjonowanych obszaréw

niskie-Srednie (kompletnos¢ ~ 97%) wysokie (kompletnos¢ >99%)

>50 ~100X > 200
Ztozone/zachodzace na siebie fenotypy Okreslony fenotyp
(heterogennos¢ genetycznalkliniczna) (heterogennosé genetyczna)
problem identyfikacji i raportowania Znane geny
wynikéw ubocznych mate ryzyko wynikéw ubocznych
mozliwosé reanalizy danych w miare Badanie dotyczace konkretnej
postepu badan i identyfikacji nowych grupy genéw w danym
genow sprawczych momencie znanych jako podioze

fenotypu

Stosowane jako badania diagnostyczne
(badanie celowane rekomendowane przez ESHG/EQMN?*)




NGS
panel / eksom*

Zidentyfikowane warianty genowe
Fenotyp > ‘
Bazy danych
Wytypowane dla fenotypu HGMD, ClinVar
warianty genowe ExAc, dbSNP
Lokalne bazy danych (dane wiasne)
‘, Dane opublikowane.
Ad notacj a wariantow PI'EdPYkICj;hpatoael'tl nt(?s'c_irin tSllngl -
< N olyPhen, MutationTaster,
Charakterystyka patogennosci S
Dane kliniczne
Dane wiasne > ‘
KI fikaci Badanie rodzinne
asy_ ! aga < (dziedziczenie,kosegregacja z fenotypem)
wariantow
Dodatkowe dane
1 1 1 1
Potencjalnie O niejasnej Potencjalnie :
Patogenne ; . Niepatogenny
patogenne patogennosci | | niepatogenny

} } ? 1 1
‘ Sprawozdanie z analizy DNA «~




Czy zidentyfikowana mutacja w konkretnym
genie odpowiada za chorobe pacjenta ?

Ktéry ze zidentyfikowanych wariantéw jest istotny ?
Czy zidentyfikowany wariant jest istotny biorac pod uwage fenotyp pacjenta — gen ?
Czy zidentyfikowany wariant jest mutacja patogenng ?
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. Chce wykona¢ badanie

"

NGS na padaczke.......

CO AUTOR MIAt NA MYSLE.......

Co wybrdc........?

Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji

®_=_=

Genomic Cut Add
DNA DNA Linkers

A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTT-CCTTT-AG--ACTCTTA-T-TTT-ATTTAAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATA-TTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCT--CAG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
AAC-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCT--CAG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
AAC-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
AAC-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTAT--AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
AAC-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCT---AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACTT-ATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC

A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AQGAAAGAAC-ATACTTTTT-CCTT--AG--ACTCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-(-AQAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AC--A(TCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-A(T-CATCATTG-((
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-A SATACTTTTT-CCTT--AG--ACTCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
UL A-C ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
1 \ AAC ~CTCTTA-T-TTTTAT--AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
| ! A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
i 1 A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-TCTTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
I ] A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
1 1 . A-C-AGAAAGAACTATACTTTTT-CCTT--AGT-ACTCTTA-T-TTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
1! ¢ A--GAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC,
1! 0o A--GAAC-ATACTTTTT-CCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
| ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
Input ° . ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
library Flow An image of ACTCTTTTATTTAATTACT-ACT-CATCATTG-CC
hundreds of ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
cell In Situ AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
i CTTACT-CATCATTGTCC
PCR Sequencing extended CATIGHCE
nolecule
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Elementy diagnostycznego testu genetycznego:

1. Konsultacja przed wykonaniem testu - wstepna diagnoza, skierowanie na badania

deklaracja $wiadomej zgody

skierowanie - ukierunkowanie badania

NGS - szczegdtowa charakterystyka
kliniczna pacjenta

2. Laboratorium
wykonanie zleconego badania na podstawie skierowania

3. Identyfikacja podtoza choroby / brak identyfikacji
NGS - weryfikacja zidentyfikowanych wariantow

genetycznych w kontekscie fenotypu pacjenta

platforma wspétpraca klinicysta - diagnosta;

4 Przekazanie wyniku

NGS - poradnictwo genetyczne




. kslicaaniiiogs _

® © compbio.charite.de/phenomizer/ Bl e % | | Q Szukaj

wiedzane l Pierwsze kroki ﬁ‘ Translator 7—: PubMed @ Ch. rzadkie @ PD Science " varsome "1:' Sanger blog X RES gene @ panelapp ‘ Kalendarz

Menu. v Support the Phenomizer. Help.

Features. Diseases. Ontology. Patient's Features.
Enter feature... search. || reset. i Feature. Modifier. Num diseases.
HPO id. News

HP:0005767 = Info

HP:0010704 ; 5

- The Phenomizer is developed and maintained by Sebastian Kéhler (see E

HP:0010711 p
HP:0010706 group website for more info).
7 - The Phenomizer Orphanet uses the latest Orphanet date and a different
HP:0001453 ¢ p > G
algorithm for ranking the differential diagnoses.
HP:0010707
HP:0010712 Please cite the following papers when you use this tool/HPO in o
your publications. g
HP:0006088 /
HP:0010708 Kohler et al., Clinical diagnostics in human genetics with semantic ?
= | similarity searches in ontologies. r
HP:0010713
Am ] Hum Genet (2003) vol. B5 {4) pp. 457-64 *
HP:0030300 .
HP-D000878 Kohler et al., The Human Phenotype Ontology in 2017. .
Nucleic Acids Research (2017) doi: https://doi.org/10.1093/nar/gkw1039
HP:00303086
HP:0001233 PR (iala LoDt e LT T o
HP:000570% 2-3 toe cutaneous syndactyly 0/
HP:0004591 2-3 toe syndactyly o
HP:001070% 2-4 finger syndactyly ’
HP:0005768 2-4 toe cutaneous syndactyly o d

HP:0010714 2-4 toe syndactyly

HP:0010692 2.5 finger syndactyly ie
HP:0010715 o

2-5 toe syndactyly

HP:0008083 2nd-5th toe middle phalangeal hypoplasia t »
HP:0011838 3-4 finger cutaneous syndactyly Ic
HP:0006087 3-4 finger syndactyly s
HP:0009772 3-4 toe syndactyly
HP:0010710 3-5 finger syndactyly
HP:0010716 3-5 toe syndactyly
Page 1 of424 b P| Features 1 - 27 of 11442 Mode of inheritance. v
Fundusze

: [ 9¢)
icki Rzeczpospolita Unia E iska
Europejskie ) Instytut nia Europejs
Wiedza Edukacja Rozwdj - Polska ‘ Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny




1} ® © & https:i/hpo.jax.org/app/ B sox% e & | | Q szukaj ! ND & »

Wi

Czesto odwiedzane Pierwsze kroki Transiator = PubMed Ch. rzadkie PD Science & varsome ‘4% Sanger blog RES gene panelapp Kaiendarz
=

Downloads « Help

The Human Phenotype Ontology News & Updates

The Human Phenctype Ontology (HPO) provides a standardized vocabulary of phenotypic abnormalities encountered in human disease, Each term in

the HPO destribes a phenotypic abnormality, such as Atrial septal defect: The HPO is currently being developed using the medical literature, HPO Web Application 1.6.0 October 14, 2019
Orphanet, DECIPHER, and OMIM. HPO currenty contains over 13,000 terms and over 158,000 anriotat hes / diseases. The HPO project
and others ha loped saftware for phenotype-dri ics, genomic diagno September 2019 release September 16, 2019
flagship product of the Manarch Initiative, an NIH-suppx international consortium dedicated to seman gration of biomedical and mode!
organism data with the utimate goa! of impraving biomedical research. The HPO, as a part of the Monarch Initiative, is a central cemponent of ane of

2 heiine P June 2018 release June 16, 2019

the 13 driver prajects in the Giobal Alfiance for Genomics and Health {GA4GH) strategic roadmap,

Exomiser Phenomizer
Evaluate variants based on the predicted pathogenicity. 4 Rank disease differential diagnosis by dinical features.

Genomiser Clinical Annotation
Analyze genome sequence data for non-coding variants. Create structured and precise patient phenotype profiles.

o O m D na rCh Cross-species disease discovery and diagnosis.

 Joen
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POTOK ANALIZY DANYCH (pipeline)

1. Odczyt nukleotydu

przypisanie sygnatu do nukleotydu,
/ (base calling) plik wynikowy: FASTQ

przyréwnanie fragmentéow do
sekwencji referencyjnej,

plik wynikowy: SAM/BAM

2. Przyréwnanie / uliniowienie
/ (alignment, mapping)

4

réznice miedzy sekwencjq badang
a referencyjna

/ (variant calling) plik wynikowy: VCF

3. Odczyt wariantu

T L LT LT ]

Bioinformatyk

scharakteryzowanie wariantow na

4. Adnotacja wariantow i podstawie ré6znorodnych biologicznych
filtrowanie baz danych, odrzucenie czesci

wariantow

wybor wariantu patogennego

Wybér wariantu patogennego

lub wariantéw kandydujacych

VWY

I T

Diaanosta + Klinicysta




IMiD ,,home made pipieline” (Annovar, Conifer)

. A

1 [identifier
2 |22030 51
3 |22030_s1
4 |22030 51
5 |22930_s1
6 22930 S1
7 |22030_s1
8 22930_S1
9 |22030_s1
10 22930_51
11 22930_51
12 |22930_51
13 22930 _S1
14 |22930_s1
15 |22930_S1
16 22930_51
17 |22930_s1
18 22930_51
19 |22930_51
20 22930_s1
21 [22930_s51
22 |22930_S1
23 |22930_s1
24 ‘22930_51
25 22930_s1
26 |22930_51
277 22930_S1
28 |22930_51
29 |22930_S1
30 |22030_s51
31 22930_S1
32 22930_51
33 |22930_51
34 22930 51
35 |22930_51
36 22930_S1
37 |22930_s1
38 22930_s1
39 |22930_51
40 |22030_s1
4122030 51
4222030 51
43 22930 51
44 |22030_s1
45 22930_S1
46 |22030_s1
47 |22030_s1
48 |22030_s1
49 |22030_s1
| 50 122030 s1

B

Sex
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
female
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LRRK2 NM_198578:c.A4309C:p.N1437H

HGMD® Professional 2019.3

Gene Mutation Phenotype Reference Batch Advanced | Statistics Information Support | Home Logout

Aasly (2010) Mov Disord 25, 2156

—_ Johansen (011) Park Relat Disord 17: 528 [Additional report]
CM107057 | AAT-CAT  Asnl437His c4309A>C pN1437H [ Parkinson disease Puschmann (012) Parkinsonism Relat Disord18: 332 [Additional case  [E88) [EAS) dbSNE
Teport]
3 more reference(s)...
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Variation ID: 39183 Ensembl transcript ID
Description: single nucleotide variant UniProt peptide. Q55007
alteration type single base exchange
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Variant details ) (2] DNA changes 2 ;ﬁxs:az(;»c
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This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

This variant has been viewed 5 tmes on VarSome.

Connect with past and future viewers of this variant..
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