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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

Bioinformatyk

Diagnosta + Klinicysta



Pliki BAM 

– wizualizacja zidentyfikowanych wariantów 

Pliki vcf

VariantStudio Software v3.0





IMiD „home made pipieline”





Genetyka medyczna

Diagnostyka a badania naukowe..

Badania naukowe – poszukiwanie nowego gen

powiązanego z daną chorobą w grupie pacjentów 
o podobnym fenotypie

Badanie diagnostyczne – analiza w celu 

identyfikacji defektu genetycznego 

stanowiącego podłoże fenotypu 



Sekwencjonowanie Następnej Generacji

(Next Generation Sequencing – NGS)

Genom                                  Eksom Panel

(1% genomu)  



Gen                                 Panel genów                               WES

choroby
o specyficznym obrazie klinicznym

(podejrzenie mutacji 

w konkretnym genie)

choroby o heterogennym 

podłożu genetycznym
choroby o niespecyficznym 

obrazie klinicznym

Choroby neurologiczne



Który ze zidentyfikowanych wariantów jest istotny ?

Czy zidentyfikowany wariant jest mutacja patogenną ?

Czy zidentyfikowana mutacja jest istotna biorąc pod uwagę fenotyp pacjenta – gen ?

Czy zidentyfikowana mutacja w konkretnym genie 

odpowiada za chorobę pacjenta ?



Który ze zidentyfikowanych wariantów jest istotny ?

Czy zidentyfikowany wariant jest mutacja patogenną ?

Czy zidentyfikowana mutacja jest istotna biorąc pod uwagę fenotyp pacjenta – gen ?

Czy zidentyfikowana mutacja w konkretnym genie 

odpowiada za chorobę pacjenta ?

JAKĄ METODĘ WYBRAĆ WES vs. PANEL ? 

(diagnostyka)







Analiza panelu kluczowych genów minimalizuje 

ryzyko wykrycia secondary findings.

Diagnostyka – analiza w celu identyfikacji defektu genetycznego 

i wyjaśnienia podłoża określonego fenotypu (choroby) pacjenta

„wyniki uboczne” – [„incidental finding”]

unsolicited findings secondary findings

w genach powiązanych                   w genach niezwiązanych                                    

z diagnozowaną chorobą                  z diagnozowaną chorobą
ale nie fenotypem pacjenta



Elementy diagnostycznego testu genetycznego:

1. Konsultacja przed wykonaniem testu - wstępna diagnoza, skierowanie na badania
deklaracja świadomej zgody
skierowanie – ukierunkowanie badania

NGS - szczegółowa charakterystyka kliniczna pacjenta

2. Laboratorium

wykonanie zleconego badania na podstawie skierowania

3. Identyfikacja podłoża choroby / brak identyfikacji

NGS - weryfikacja zidentyfikowanych wariantów genetycznych 

w kontekście fenotypu pacjenta 

platforma współpraca klinicysta – diagnosta; 

4.Przekazanie wyniku 

NGS - poradnictwo genetyczne



IMiD „home made pipieline”





Choroby monogenowe

Choroby poligenowe / wieloczynnikowe 

Mutacje dominujące 

de novo



bioinformatyczna analiza patogenności zidentyfikowanych wariantów

Mutacje dominujące de novo

analiza triosów 

warianty

heterozygotyczne

nie występujące u rodziców

Strategia identyfikacji podłoża

w sporadycznych przypadkach NI

Wykluczenie patogennych CNV 

oraz zespołu kruchego chr. X

WES

mapowanie odczytów, 

identyfikacja wariantów

wykluczenie wariantów nieistotnych

(synonimiczne)

wykluczenie wariantów częstych

wykluczenie wariantów 

odziedziczonych

21 755

5 640

143

5



XR

NGS w identyfikacji podłoża molekularnego

wybór w rodowodzie odpowiednich osób do analizy
wybór odpowiednich wariantów do analizy 



AD

warianty heterozygotyczne

występujące 

u chorych w rodzinie
występujące 

u zdrowych w rodzinie

warianty

heterozygotyczne

nie występujące u rodziców



Zespół

Wczesna 
encefalopatia miokloniczna

PIGA, SETBP1, SIK1, SLC25A22

Zespół
Spektrum padaczki

z afazją
GRIN2A

Zespół
Zespół Lennoxa-Gastaut

ALG1,DNM1,FLNA, GABRB3,GLI3

HNRNPU,SCN1A,SCN2A,

SCN8A, STXBP1

Zespół
Padaczka z napadami 

miokloniczno-atonicznymi
SLC2A1, SLC6A1

GABRA1,GBRG2,SCN1A,SCN2A,

Zespół

Padaczka z napadami zgięciowymi

ALG13, DNM 1, FOXG1 duplications, GABRA1,

GABRB3, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, IQSEC2, KCNT1,

M AGI2, MEF2C, NEDDL4, NDP, NRXN1, PIGA, PLCB1,
PTEN, SCA2,SCN1A, SCN2A, SCN8A, SETBP1, SIK1,

SLC25A22, SLC35A2, SPTAN1, ST3GAL3,

STXBP1, TBC1D24, TCF4

Zespół Ohtahara

KCNQ2

KCNT1, PIGQ

CDKL5

SCN2A

STXBP1,GNAO1

ARX, DOCK7, 

SLC25A22,
SLC35A2, 

WWOX

Encefalopatie 

padaczkowe o 

wczesnym początku
KCNQ2

AARS, CACNA2D2,

NECAP1, PIGA,

QARS, SCN8A

Padaczka z migrującymi 

napadami ogniskowymi u niemowląt 
KCNT1, SCN2A, SCN1A
PLCB1, QARS, SCN8A, SLC25A22, TBC1D24, 

SLC12A5

Inne zespoły – głównie padaczki miokloniczne

wiek zach. <1 r. EEF1,M EF2C, SCN1A, SLC2A1, SPTAN1, SYNGAP1, TBC1D24

wiek zach. >1 r. CHD2, M EF2C, SYNGAP1, UBE3A

Inne zespoły – głównie padaczki wieloogniskowe

wiek zach. < 6 m. ARHGEF9, DEPDC5, SCN1A, TBC1D24, PNKP1, SLC2A1

wiek zach. 6 – 12 m. ARHGEF9, DEPDC5, FOXG1 mut., MBD5, PIGO, SLC13A5
wiek zach. > 1 r.  ARHGEF9, DEPDC5, M BD5, PCDH19, POLG, TNK2, ZEB2

0 miesięcy                               3 miesiące                 6 miesięcy                                            1 r ok 2 lata                       4 lata

Zespól Dravet
SCN1A

(GABRA1, GABRG2, HCN1, KCNA2

SCN1B, STXBP1, PCDH19)



http://per.broadinstitute.org/









AD; mutacje de novo w rodowodzie 

„przypadek sporadyczny”

Mozaikowość 

- obecność dwóch (lub więcej)  genetycznie różnych linii komórkowych

powstałych postzygotycznie

- mozaikowość germinalna (dotycząca komórek rozrodczych)

(mutacja zaszła na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, 

dotycząc progentitorowych komórek rozrodczych 

grupa komórek rozrodczych jest klonem zmutowanej kom. pierwotnej) 



>90%

Gen SCN1A (MIM ID *182389); locus 2q24 

>90%

mutacje punktowe

delecje/duplikacje

Zespół Dravet



Ex 1_26 del / -SCN1A

- / - - / -

Encefalopatia Padaczkowa – Zespół Dravet
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- identyfikacja mutacji punktowych 

(sekwencjonowanie – wszystkie eksony !!!!!)

- w przypadku braku identyfikacji mutacji punktowych 

rozszerzenie analizy  o rearanżacje genu (delecje 

/duplikacje)

- reanaliza fenotypu – rozszerzenie badania o inne geny  

związane z chorobami Dravet-like

(w przypadku niektórych z nich nie wystarczy analiza 

sekwencji)

Ostatecznym zakończenie analizy genu SCN1A jest przeprowadzenie 

sekwencjonowania i analizy reranżacji

Podejrzenie zespołu Dravet

analiza genu SCN1A 
(? Panel / WES)
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Zespół Dravet
(fenotyp)

SCN1A

GABRG2

GABRA1
(EIEE19)

SCN1B
(EIEE52)

SCN2A
(EIEE4)

PCDH19
(EIEE9)

STXBP1
(EIEE4)

KCNA2
(EIEE32)

SCN8A
(EIEE8)

CHD2
HCN1

(EIEE4)

„Geny zespołu Dravet”



Zespół

Wczesna 
encefalopatia miokloniczna

PIGA, SETBP1, SIK1, SLC25A22

Zespół
Spektrum padaczki

z afazją
GRIN2A

Zespół
Zespół Lennoxa-Gastaut

ALG1,DNM1,FLNA, GABRB3,GLI3

HNRNPU,SCN1A,SCN2A,

SCN8A, STXBP1

Zespół
Padaczka z napadami 

miokloniczno-atonicznymi
SLC2A1, SLC6A1

GABRA1,GBRG2,SCN1A,SCN2A,

Zespół

Padaczka z napadami zgięciowymi

ALG13, DNM 1, FOXG1 duplications, GABRA1,

GABRB3, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, IQSEC2, KCNT1,

M AGI2, MEF2C, NEDDL4, NDP, NRXN1, PIGA, PLCB1,
PTEN, SCA2,SCN1A, SCN2A, SCN8A, SETBP1, SIK1,

SLC25A22, SLC35A2, SPTAN1, ST3GAL3,

STXBP1, TBC1D24, TCF4

Zespół Ohtahara

KCNQ2

KCNT1, PIGQ

CDKL5

SCN2A

STXBP1,GNAO1

ARX, DOCK7, 

SLC25A22,
SLC35A2, 

WWOX

Encefalopatie 

padaczkowe o 

wczesnym początku
KCNQ2

AARS, CACNA2D2,

NECAP1, PIGA,

QARS, SCN8A

Padaczka z migrującymi 

napadami ogniskowymi u niemowląt
KCNT1, SCN2A, SCN1A
PLCB1, QARS, SCN8A, SLC25A22, TBC1D24, 

SLC12A5

Inne zespoły – głównie padaczki miokloniczne

wiek zach. <1 r. EEF1,M EF2C, SCN1A, SLC2A1, SPTAN1, SYNGAP1, TBC1D24

wiek zach. >1 r. CHD2, M EF2C, SYNGAP1, UBE3A

Inne zespoły – głównie padaczki wieloogniskowe

wiek zach. < 6 m. ARHGEF9, DEPDC5, SCN1A, TBC1D24, PNKP1, SLC2A1

wiek zach. 6 – 12 m. ARHGEF9, DEPDC5, FOXG1 mut., MBD5, PIGO, SLC13A5
wiek zach. > 1 r.  ARHGEF9, DEPDC5, M BD5, PCDH19, POLG, TNK2, ZEB2

0 miesięcy                               3 miesiące                 6 miesięcy                                            1 r ok 2 lata                       4 lata

Zespól Dravet
SCN1A

(GABRA1, GABRG2, HCN1, KCNA2

SCN1B, STXBP1, PCDH19)
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>90%

Gen STXBP1 locus 9q34.11 

mutacje punktowe

delecje/duplikacje

STXBP1 – 83% mutacje punktowe;       5% - del/dup; 12% CMA

1        2                                                                                                                   20
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- identyfikacja mutacji punktowych 

(sekwencjonowanie – wszystkie eksony !!!!!)

- w przypadku braku identyfikacji mutacji punktowych 

rozszerzenie analizy  o rearanżacje genu (delecje 
/duplikacje)

- reanaliza fenotypu – rozszerzenie badania o inne 

geny  związane EIEE

Ostatecznym zakończenie analizy genu STXBP1 jest 

przeprowadzenie sekwencjonowania i analizy reranżacji

Podejrzenie EIEE

analiza genu STXBP1

(? Panel / WES)



ZESPÓŁ WESTA

(MIM #308350; DEE 1)

Sekwencjonowania genu ARX - Ekson 2

Duplikacją c.428_451dup (24bp) – insercja 8 Alanin w białku ARX 



ARX  - TruSight One Sequencing Panel (Illumina)

Ekson 2

poliAla poliAla



Phenomizer

to oprogramowanie, które ma na celu pomóc klinicystom w identyfikacji

prawidłowej diagnostyki różnicowej w dziedzinie genetyki człowieka.

Użytkownik wprowadza oznaki/symptomy pacjenta zakodowane jako

terminy z Ontologii Fenotypu Człowieka.

Oprogramowanie następnie klasyfikuje wszystkie choroby z OMIM,

Orphanet i DECIPHER według wyniku, który odzwierciedla, jak dobrze

pasują do siebie profile fenotypowe pacjenta i choroby.











W wyniku przeprowadzenia analizy danych sekwencjonowania całoeksomowego

(WES) wykonanego u Pacjenta nie zidentyfikowano wariantów mogących stanowić 

przyczynę zdiagnozowanej u niej choroby.

Uzyskany wynik nie potwierdza ale i nie wyklucza podłoża genetycznego choroby. 

Na obecnym etapie konieczna jest konsultacja w Poradni Neurologicznej w celu 

szczegółowej oceny klinicznej Pacjenta, w przypadku podtrzymania rozpoznania 

zespołu Westa w pierwszej kolejności konieczne jest rozszerzenie badania o analizę 

najczęstszych mutacji w genie ARX - c.428_451dup (24bp) i c.304ins(GCG)7 w 

eksonie 2 genu (nie wykrywane metodą NGS). 



ARX  - TruSight One Sequencing Panel (Illumina)

Ekson 2

poliAla poliAla



PHOX2B



PHOX2B

Zespół ośrodkowej hipowentylacji



poliA
(GCN)20

PHOX2B c.756_776dup, p.(Ala254_Ala260dup)



insC~50%

PRRT2 c.649dupC, p.(Arg217Profs*8)

insC/-

p.(Arg217Profs*8);[=]

p.(=);[=] p.(=);[=]



PRRT2    



Ataksja Friedreicha – mutacja dynamiczna

1                   2                 3                4                5       

GAA

96-98%

Gen FXN; locus 9q21.11 AR

+
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- identyfikacja mutacji dynamicznej

(sekwencjonowanie – wszystkie eksony !!!!!)

- w przypadku braku identyfikacji mutacji dynamicznej

możemu mieć do czynienia z nosicielstwem

Ostatecznym zakończenie analizy genu FXN jest 

przeprowadzenie sekwencjonowania i analizy 

obecności mutacji dynamicznej

Podejrzenie ataksji - AR

(? Panel / WES)

Ataksja Friedreicha



Elementy diagnostycznego testu genetycznego:

1. Konsultacja przed wykonaniem testu - wstępna diagnoza, skierowanie na badania
deklaracja świadomej zgody
skierowanie – ukierunkowanie badania

NGS - szczegółowa charakterystyka kliniczna pacjenta

2. Laboratorium

wykonanie zleconego badania na podstawie skierowania

3. Identyfikacja podłoża choroby / brak identyfikacji

NGS - weryfikacja zidentyfikowanych wariantów genetycznych 

w kontekście fenotypu pacjenta 

platforma współpraca klinicysta – diagnosta; 

4.Przekazanie wyniku 

NGS - poradnictwo genetyczne



TOR1A NM_000113:c.G361A; p.Glu121LysLO-PD (AD)

WES_ DNA probanta



TOR1A NM_000113:c.G361A; p.Glu121Lys

LO-PD (AD)

WES_ DNA probanta

- / -



Jesteśmy  w takim momencie, gdy przeprowadzanie testów genomowych (panelowego, 

cało eksomowe czy nawet całogenomowego), biorąc pod uwagę względy techniczne, może 
okazać się tańsze niż sekwencjonowanie pojedynczego genu

Cechą tych podejść jest to, że uzyskiwane 

informacje często mają niepewne znaczenie.

Analiza wyników badań NGS w praktyce 


