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Genetyka neonatologiczna
- nie tylko testy przesiewowe.

Diagnostyka molekularna
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Mutacje

— zmiany w sekwencji DNA organizmu spowodowane dziataniem
czynnikéw chemicznych, fizycznych (mutacje indukowane) lub bltedami
w replikacji DNA (mutacje spontaniczne)

Zmiany w DNA majg poczatkowo charakter premutacyjny, jezeli nie
zostang usuniete w procesach naprawczych mogga prowadzi¢ do zmian
mutacyjnych utrwalonych w kolejnych rundach replikacyjnych.

mutacje somatyczne

mutacje germinalne
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Genetyka
molekularna

DNA,nukleotydy

Chromosomy

Cytogenetyka

Kontinuum zmiennosci genetycznej

Zmiany pojedynczych nukloetydéw (SNP, SNV)
mutacje punktowe (1 na 800 bp)

Mate insercje/ delecje (indels)
frameshift, mikrosatelity, minisatelity

Element mobilne
insercje retroelementow (300 bp — 10 kb)

Zmiana duzych elementy genomowych (>10kb)
duze delecje
duplikacje segmentalne

Lokalne rearanzacje

Zmiennos¢ chromosomalna
translokacje, inversje, fuzje
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Przygotowanie
V4 b ko
GCGAATGCGTCCACARCGCTACAGGTG
GCGARTGCGTCCACARCGCTACAGGT
GCGAATGCGTCCACARCGCTACAGG
GCGARTGCGTCCACARCGCTACAG
GCGARTGCGTCCACARCGCTACA
GCGAATGCGTCCACARCGCTAC
GCGARTGCGTCCACAARCGCTA
GCGAATGCGTCCACARCGET
GCGARTGCGTCCACARCGE
GCGAATGCGTCCACARCG
GCGARTGCGTCCACARC
GCGAATGCGTCCACAR
GCGARTGCGTCCACA
GCGAATGCGTCCAC
GCGAATGCGTCCA
GCGRATGCGTCC
GCGAATGCGTC
GCGRATGCGT
GCGAATGLG
GCGRATGC

GCGRATG
GCGAAT

Sequencing Read
er

Library fragment

Fragment

Exon1 Exon2 Exon3  Exon4  Exons Exoné X
XY ey & Add Linkers

Genomic DNA L
hybridize

m Wash Background DNA

- ( -

;

T 4m

Probes

Target
DNA

NimbleGen Array

454 Geno
Sequence

Sekwenator

Analiza
danych

[(TTTGTTCACCCCAATGATCATGCCAATC

[IIIGTTCACCCCAATGATCATGCCAATC

-HOOO=-OODIOIDIONN=-DIODOO-0

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 ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT ACTCTTA-T-TTTTATT-AA CT-ACT-CATCATTG-CC
AAC-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT ACTCTTA-T-TTTTATT-AA 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

C AG CT-ACT-CATCATTG-CC

—ACT-CATCATTG—CC

A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-TCTTT-ATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAAC-ATACTTTTTTCCTT--AG--ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
A-C-AGAAAGAACTATACTTTTT-CCTT
A--GAAC-ATACTTTTTTCCTT-
A--GAAC-ATACTTTTT-CCTT-

CT-ACT-CATCATTG-CC
ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
ACTCTTA-T-TTTTATT-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
ACTCTTTTATTTAATTACT-ACT-CATCATTG-CC
-AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
AAT--CT-ACT-CATCATTG-CC
CTTACT-CATCATTGTCC
CATTG-CC




TGCCGGTGTACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC

GTACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGG
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC

CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTEGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTCCCAGCCAACCACGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTEGAGACCTGGAGGACTCACT

CTCCCACCCCCCTTCAGCTGCCACCCAAGCAGGCGAAG(TT‘GACACCYCGAGGACTCACTGGCCCGY

CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTHGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTEGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTRGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTHGAGACCTGGAGGACTCACT
CTTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTTGAGACCTGGAGGACTCACT
TTCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTCGACGACCTGGAGGCGACTCACTG
TCAGCTGGCAGCCAACGCGACGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGCGACTCACTGG
TCAGCTGGCAGCCAAGGAGCGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGACTCACTCGG
TCAGCTCCGCACGCCAACCACGCGAAGCTTCCGACGACCTGGAGCACTCACTCGG
TCAGCTGGCAGCCAAGGAGCGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGCGACTCACTGG
TCAGCTCGGCAGCCAACGCGACCGCCAACCTTCCACACCTCCAGCACTCACTCGG
TCAGCTGGCAGCCAAGGAGCGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGACTCACTGG

ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCC
ACTCCTGAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCC
GAGGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGLCCCGLCCCC
GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA
GGTGGTGGCTGCCTACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACA
TGCCTACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCGGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
ACCAGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCC
GGGCAAGAAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
GGCAAGGBAGAGGAGCGAGGCCCCGCCCCACATC
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DNA genomowy pacjenta
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....TATGCGATGCGTATTTCGTAAA. . .. milionéw fragmentéw

uliniowienie odczytéw
(przyréwnanie do sekwencji referencyjnej)

Reference Sequence

identyfikacja wariantéw sekwencji
odbiegajacych od sekwencji referencyjnej




Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji
(Next Generation Sequencing — NGS)
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Europejski Fundusz Spoteczny
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1. Sondy potéwkowe MLPA

/ 5T1
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SK2 S5K1

2. Hybrydyzacja sond do zdenturowanego DNA

_/ N

Sondy polowkowe
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gDNA
3. Ligacjasond
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4, DenaturacjagDNA i zligowanych sond MLPA
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5. Multipleksowa reakcja PCR
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MLPA - identyfikacja mutacji punktowej

LRRK2 p.Gly2019Ser / LO-PD (AD)
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DYT1

— najczestsza mutacja 904-906 del GAG/TOR1A §...GAGGAG(N),"...3
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Mikromacierze

SNVs

CNVs
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Zespot Dravet

Gen SCNIA (MIM ID *182389). Jocus 2q24
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Spektrum choréb zwigzanych z mutacjami genu SCN1A

GEFS+ SCN1A Dravet
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Dziedziczenie autosomalne dominujgce (AD)

O O HO
O one
Oml O AD mutci do rove

O

O OL
ik Il
T

Typowy rodowédd (dziedziczenie pionowe, niezalezne od pici)

Izolowany przypadek choroby w rodzinie jako wynik nowej mutacji
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AD; mutacje de novo w rodowodzie

»przypadek sporadyczny”
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Mozaikowos¢

- obecnosé dwéch (lub wiecej) genetycznie réznych linii komérkowych

powstatych postzygotycznie

- mozaikowos¢ germinalna (dotyczaca komérek rozrodczych)
(mutacja zaszta na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego,
dotyczac progentitorowych komérek rozrodczych
grupa komoérek rozrodczych jest klonem zmutowanej kom. pierwotnej)




Encefalopatia padaczkowa — zespé6t Dravet
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1= 1= SCN1A  c.[=];[=] c. [5383G>T];[=]
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SCN1A c.[5383G>T];[=] SCN1A c.[5383G>T;[=]
p.[GIu1795*];[=] p.[Glu1795*];[=]
*(leukocyty mut 50%,

kom poch. ektodermalnego mut. 30%)
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Gen PLPI Jocus Xq22.2
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Choroba Parkinsona — o wczesnym poczatku (PARK2, PINK1, DJ1)
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Analiza nosicielstwa rodzicéw - biallelicznosci mutacji

111 -2 13

W diagnostyce choréb AR wymog wykazania biallelicznosci mutacji
Analiza nosicielstwa rodzicow




Analiza dziedziczenia mutacji w genie PARK2 (EO_PD: AR)
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Osoba chora moze byé¢ nosicielem dwéch réznych mutacji danego genu
(czesta homozygotycznos¢ mutacji w rodzinach spokrewnionych)

m je bialleliczn . .
utacje bialleliczne mutacje monoalleliczne

x| [X X X
X X

homozygota heterozygota heterozygota
zlozona zfozona



,»--aby zrozumie¢ organizm cziowieka w zdrowiu i chorobie, musimy zrozumie¢ wszystkie

typy jego wariantéw genomowych — w sumie ~ 4 000 000 wariantéw ...”

Jezeli porownamy genomy 2 oséb to réznice miedzy nimi sg niewielkie
—99.9% zgodnosci

Genom to okoto 3.2 x 10° bp — roéznica 0.1% to i tak kilka milionéw zasad
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NEXT GENERATION SEQUENCING
WGS WES Panel

Whole exome sequencing Targeted sequencing

Whole genome sequencing
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Jestesmy w takim momencie, gdy przeprowadzanie testéw genomowych (panelowego,
cato eksomowe czy nawet calogenomowego), biorgc pod uwage wzgledy techniczne,
moze okaza¢ sie tansze niz sekwencjonowanie pojedynczego genu

Cecha tych podejs$¢ jest to, ze uzyskiwane informacje
czesto majq hiepewne znaczenie.



NGS
panel / eksom*

Zidentyfikowane warianty genowe

Fenotyp

>

Wytypowane dla fenotypu
warianty genowe

{

Dane kliniczne
Dane wiasne

Adnotacja wariantow
Charakterystyka patogennosci

S

Bazy danych

HGMD, ClinVar

ExAc, dbSNP

Lokalne bazy danych (dane wtasne)
Dane opublikowane.

Predykcja patogennosci in silico
PolyPhen, MutationTaster, SIFT
Predykcja zaburzen splicingu

Badanie rodzinne
(dziedziczenie,kosegregacja z fenotypem)

Dodatkowe dane

Klasyfikacja
wariantow b
1 1 1 1
Potencjalnie O niejasnej Potencjalnie .
Patogenne - : Niepatogenny
patogenne patogennosci| | niepatogenny
! } ? 1 1

Sprawozdanie z analizy DNA




ZESPOL WESTA
(MIM #308350; EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 1; EIEE1)

Gen ARX (MIM ID *300382); /Jocus Xq21.3

st :..wo 300):95
e AT y T oE mow =
TC

%5 -] an ME__ Al % A% A% a4k F3 I3
B0 CcE000C0000EEaCET ECTT EAGBOT BEAUEAGCOEOOEI0C00E G0Ea0LG0C00Ca0LHaE At a0e e EALEacChEaac00T COACOCHB00ABIECEET CEOLEACCACE GCOAACEOEOCOBECCA0OOAALBICCOBACOOCOEARIOACEaCEat0CAOECaEO0CEOEE0EEEECaCOBEET OBBACACILT CAAGA

AG(

Ins (GGC),

I
r)

N |
i ” }L *" wﬁl" |er\|'.'|1” “l'h"..h' ||||.| |.An lt' 1\"‘“ i Lﬂ ‘f\ “.m)l" M | ‘ \ i u'! “,ﬁ\'.lx:”J”\l“:"\:;nUn"-:... il l'f il U|\

\N"‘fll"{.."'L"va,"\;'"‘ | ”ufu..u\ I h| "'x !|I.I 'J I||1 l..'."”w" “{{rnrllﬂl;u- D__O

14 400 am0
Gualiy{0- 100131
- A N LS - D - D - P P LG D - A DA - I L A L N I P - T P D L O L D S - N P S L L PO P S ]
BT ACOOCCCOBOCA0BEOEEEEET CET T CAGGOT GLOACAGCOCIGCEOC00C00COGCI0CA0C00CE0CEOCEOCEOC00CO0CO0EO0CABCIOELOCEACTOEEACE ceacae ceeetee: CCACCOCCAACCOEGLOBECCO000AALI0CC0ACTOCOCAG0GACCACE

Sekwencjonowanie genu ARX - Ekson 2




ARX - TruSight One Sequencing Panel (lllumina)
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Molekularne podtoze choréb cztowieka

Delecje — utrata czesci sekwencji DNA
Insercje — wstawienie do sekwencji dodatkowych zasad, zalicza sie tu rowniez duplikacje
Mutacje punktowe
- mutacje typu missens
- mutacje typu nonsens
- mutacje sekwencji splicingowych
Mutacje typu frameshift (przesuniecie ramki odczytu)

Mutacje dynamiczne

genetyka mendlowska — mutacja ma charakter stabilny (taki sam efekt
fenotypowy) przy przekazywaniu nastepnym pokoleniom,zajscie jednej zmiany w
DNA nie zmienia prawdopodobienstwa zajscia kolejnej

mutacje dynamiczne — zmiany w DNA zwigzane z obecnoscig niestabilnych
sekwencji mikrosatelitarnych — polegaja na zwielokrotnieniu liczby jednostek
podstawowych w zakresie chorobotworczym charakteryzuja sie wieksza
niestabilnosciag w miare wydtuzania rejonu powtorzen

Niestabilno$¢ w przekazywaniu nastepnym pokoleniom prowadzi do wystepowania
w dziedziczeniu choroby zjawiska antycypacji




Mutacje dynamiczne

typ mutacji, gdzie zmiana materialu genetycznego polega na
zwielokrotnieniu liczby potencjanie patogennych powtérzen sekwenciji
mikrosatelitarnych w locus

(w chwili obecnej odnosi sie to giéwnie do sekwencji tréjnukleotydowych)
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Choroba Huntingtona — mutacja dynamiczna; dziedziczenie AD
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Ataksja Friedreicha — mutacja dynamiczna; dziedziczenie AR

96-98%
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