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Projekt sekwencjonowania genomu ludzkiego

Genom Metoda Koszt

Human Genome Project (13 lat) Sekwenator kapilarny 2,7 mld $

Venter Genome (9 miesięcy) Sekwenator kapilarny (>340tys. reakcji) 70 mln $

James Watson Roche, 454 (234 reakcje) 1 mln $

James Lupski Life/APG (3 reakcje) 75 tys. $



Jakie mutacje identyfikujemy za pomocą 
sekwencjonowania?

Mutacje o charakterze substytucji

GGG GAG AAC TAC ...

G   E   N   Y

Gly Glu Asn Tyr ...

GGG GAG TAC TAC ...

G   E   Y Y

Gly Glu Tyr Tyr ...

GGG GAG AAC TAG ...

G   E   N   *

Gly Glu Asn STOP

GGA GAG AAC TAC ...

G   E   N   Y

Gly Glu Asn Tyr ...

missens

ciche 
synonimiczne

nonsens



Jakie mutacje identyfikujemy za pomocą 
sekwencjonowania?

Delecje / insercje – mutacje typu frameshift

GGG GAG AAC TAC ...

G   E   N   Y

Gly Glu Asn Tyr ...

GGG GGA GAA CTA C..

G   G E L

Gly Gly Glu Leu ...

GGG AGA ACT ACG ...

G   R   T   T

Gly Arg Thr Thr ...

insercja / 
duplikacja

delecja



Jakie mutacje identyfikujemy za pomocą 
sekwencjonowania?

Mutacje splicingowe (najczęściej substytucje)

Ex 2Ex 1 Ex 2A
miejsce 

rozgałęzienia

GUaagu
miejsce 

donorowe

cAG
miejsce 

akceptorowe

sekwencja 
polipirymidynowa

YYY

ESE

ISS

AC GU

NGS: SpliceAI, ADA, RF
Sanger: Alamut, Human 
Splicing Finder



Sekwencjonowanie

• odczyt sekwencji nukleotydowej wybranego pojedynczego fragmentu 
DNA

• sekwencjonowanie I generacji 
Fred Sanger – laureat nagrody Nobla – 1977
Matryca do sekwencjonowania: produkt reakcji PCR



https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
Baza danych



NM_000277.1: c.[169-13T>G ]
CS982301



10   11   12  13

GGC>AGC

p.Gly12Ser

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000174775;r=11:532242-537287;t=ENST00000451590


Mutation taster
https://www.mutationtaster.org/
Program predykcyjny



Sekwencjonowanie

• sekwencjonowanie następnej generacji 
(NGS) - wysokoprzepustowe 
sekwencjonowanie równoległe, 
pierwotnie opracowane do 
sekwencjonowania genomów de novo; 
aktualnie resekwencjonowanie

• sekwencjonowanie II generacji 
wymaga amplifikacji materiału przed 
właściwą reakcją sekwencjonowania

• sekwencjonowanie III generacji 
nie wymaga amplifikacji materiału; 
sekwencjonowanie bezpośrednie

Pierwsze publikacje - 2012
zespół Kabuki – KMT2D

zespół Freemana-Sheldona - MYH3
zespół Millera – DHODH

zespół Schinzla-Giediona - SETBP1
nieswoiste zapalenie jelit 

przypominające zespół Crohna - XIAP

http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjc69GX-aLQAhVCRhQKHYLHDOUQjRwIBw&url=http://www.nature.com/nrg/journal/v17/n1/abs/nrg3999.html&psig=AFQjCNFEHDXHOqvn0NyvSXS_TMBlK0h0NQ&ust=1479030566239644


Sekwencjonowanie II generacji - Illumina

Amplifikacja klastrowa (mostkowa) Sekwencjonowanie 



Sekwencjonowanie II generacji - Illumina

MiSeq, HiSeq NextSeq, NovaSeq

JPG, BCL → fastq

GACCT…

TGAGC…



Plik fastq

https://kscbioinformatics.wordpress.com/2017/02/03/raw-illumina-sequence-data-files-for-dummies-part-1/

https://www.drive5.com/usearch/manual/fastq_files.html

Przyrównanie do 
sekwencji 

referencyjnej lub 
de novo assembly

fastq→ bam



Integrative Genomic Viewer

Różny design – różne pokrycie



ODCZYT 
(najczęściej 75-150pz)

PARA ODCZYTÓW 
z jednego fragmentu DNA

POKRYCIE nt

sekwencja referencyjna

zmiany sekwencji



Minusy „krótkich odczytów”

• Problemy z sekwencjonowaniem regionów bogatych w pary GC

• Słaba rozdzielczość w regionach „kompleksowych” np. MHC

• Regiony powtórzone / paralogi – problemy z uliniowieniem sekwencji

• Brak możliwości identyfikacji rearanżacji chromosomowych (rozległe 
delecje/duplikacje; warianty strukturalne)

• Brak możliwości „fazowania” wariantów



Parametr MiniSeq MiSeq NextSeq NovaSeq

Czas reakcji 4–24 godz. 4–55 godz. 12–30 godz. 16–44 godz.

Max ilość danych 7.5 Gb (5Gb) 15 Gb (5Gb) 120 Gb (80Gb) 6000 Gb

Max liczba odczytów 25 mln 25 mln* 400 mln 20 mld

Max długość odczytu 2 × 150 bp 2 × 300 bp 2 × 150 bp 2 × 150 bp

Genom ludzki 30x 21 reakcji 2 reakcje 1 reakcja (3-19)

Parametr Genom Eksom Eksom kliniczny Celowane NGS

koszt ++ ++ ++ +

pokrycie + ++ +++ ++++

Ilość danych ++++ +++ ++ +

CNV + (strukturalne) +/- +/- +/-

nowe geny ? + + - -

Można analizować genom, ale …
To 3 miliardy par zasad, z czego >95% to DNA niekodujący, 

o którym jeszcze mało wiemy
1.5% genomu – część kodująca (25 tys. genów o wielkości 16,3kpz) tzw. eksom



Zalecenia EuroGenTest (12.2014)
http://www.eurogentest.org/fileadmin/templates/eugt/pdf/NGS_Guidelines/EuroGentest_NGS_guidelines_2014_-_final_draft_02-12-2014_v2.pdf



Panel App
(https://panelapp.genomicsengland.co.uk/)



Human Phenotype Ontology (HPO)



Sekwencjonowanie celowane

dodatkowy 
etap 

wzbogacania 
fragmentów 

DNA pod 
względem 

analizowanej 
sekwencji

tzw. TARGET

24 hours



Sekwencjonowanie celowane

A, B czy C?



https://academic.oup.com/hmg/article/27/R2/R234/4996216

Insercja Delecja

Duplikacja (CNV) Inwersja

Krótkie odczyty: błędne mapowanie odczytów / brak mapowania
Długie odczyty: sekwencjonowanie punktów złamań

LR LR

LR

Rozwiązanie – długie odczyty



Sekwencjonowanie III generacji

+ długie odczyty (do 15kb) co umożliwia 
identyfikację rozległych rearanżacji genomu i 
sekwencjonowanie sekwencji powtórzonych

– duża ilość generowanych błędów (do 15%)

Oxford Nanopore

Pacific Biosciences



Human Molecular Genetics, Volume 27, Issue R2, 01 August 2018, Pages R234–R241, https://doi.org/10.1093/hmg/ddy177

The content of this slide may be subject to copyright: please see the slide notes for details.

Figure 3. Long reads span and call variations that short reads cannot. IGV ...

https://doi.org/10.1093/hmg/ddy177


DANE, które należy zinterpretować



plik Excel (*.tsv, *.txt, *.csv) lub oprogramowanie komercyjne

wybór wariantu związanego z patogenezą choroby

plik *.vcf (m.in. GATK, SAMTools)

analiza funkcjonalna – odniesienie do populacyjnych baz danych 
(gnomAD, ClinVar), analiza predykcyjna

plik *.bam (BWA)

analiza sekwencji pod kątem obecności zmian – podstawień pojedynczych 
nukleotydów lub insercji / delecji  + anotacja

pliki *.bcl→ plik *.fastq (CASAVA, bcl2fastq, basespace)

dopasowanie wygenerowanych przez sekwenator
sekwencji do genomu referencyjnego (hg19,hg38)



KRAS G12C 
→ LRG_344t1:c.12G>C (NM_004985.5:c.12G>C)
→ LRG_344t1:c.34G>T (p.Gly12Cys or G12C)
→ LRG_344t1:c.37G>T (p.Gly13Cys)



Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/ Version 20.05

1. należy używać nazw genów zgodnych z HGNC (np. nie MLL2, tylko KMT2D)

2. wszystkie opisywane zmiany muszą być opisane na poziomie DNA

3. zawsze w opisie mutacji należy podać literę opisującą sekwencję referencyjną:

> kodujący DNA – c.35A>G 

> sekwencja genomowa – g.375C>T

> sekwencja mitochondrialna – m.8993T>C

> sekwencja RNA – r.67c>g

> sekwencja aminokwasowa – p.Arg408Trp

> niekodujący RNA – n….

4. w opisie zmiany powinien być podany numer sekwencji referencyjnej.

5. sekwencja referencyjna nukleotydowa – główny i najdłuższy transkrypt

6. sekwencja referencyjna białkowa – pierwotny produkt translacji 

7. DNA – duże litery, RNA – małe litery, białko – kod trójliterowy, pierwsza litera duża

http://varnomen.hgvs.org/


Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/

Rekomendowane sekwencje referencyjne:
RefSeq sequences with the prefixes NC_, NT_, NW_,NG_, NM_, NR_ or NP_ 

chromosome - NC_000023.11
genomic contigs or scaffolds - NT_010718.17, NW_003315950.2
gene/genomic region - NG_012232.1
coding transcript - NM_004006.2
non-coding transcript - NR_004430.2
protein - NP_003997.1

LRG sequences with the prefixes LRG_#, LRG_#t#, LRG_#p# (see examples below) 
gene/genomic region - LRG_199
coding transcript (or non-coding transcript) - LRG_199t1
protein - LRG_199p1

Ensembl transcript (ENST) and protein (ENSP) which are not identified by Ensembl as being incomplete
gene/genomic region - ENSG00000198947.15
coding transcript - ENST00000357033.8
non-coding transcript - ENST00000383925.1
protein - ENSP00000354923.3



Sekwencje referencyjne – baza LRG
https://www.lrg-sequence.org/



Sekwencje referencyjne – baza LRG
https://www.lrg-sequence.org/



Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/

g. …

c. …

p. …



Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/

Opis zmian

• substytucja c.34A>T

• zakres zmiany c.34_38del (c.34_38delATGCA)

• delecja c.34del (c.34delA) 

• duplikacja c.34dup

• insercje c.34_35insG

• ALE: c.35dup, a nie c.35_36insT

• inwersja c.34_76inv 

• konwersja c.123_678conNM_004006.1:c.123_678

• allel [ ]

w przypadku sekwencji powtórzonych zakładamy, że zmianie 
uległ nukleotyd/-y znajdujące się na końcu 3’ sekwencji. 



Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/

Nazewnictwo na poziomie białka

• tylko jako dodatek do opisu na poziomie DNA

• jeśli zmiana aminokwasowa nie została zbadana funkcjonalnie (RNA lub 
białko) zapisuje się ją w nawiasie np. p.(Arg45Trp)

• format p.Arg45Trp, NIGDY: p.45Arg>Trp
ZALECA SIĘ UŻYWANIE KODU TRZYLITEROWEGO

• zmiany ciche: p.= (ew. p.(=), NIGDY: p.Arg45Arg

• zmiany prawdopodobne, nie badane: p.? 

• mutacje typu frameshift: p.Arg97Glyfs*26, p.Arg97GlyfsTer26, p.Arg97fs

• mutacje typu extension: p.(Ter110GlnextTer17), p.(*110Glnext*17), 
p.Met1ext-5 (5’UTR), p.Met1_Leu2insArgSerThrVal (ATG)



Human Gene Variation Society (HGVS) 
http://varnomen.hgvs.org/

Zapis mutacji zgodny z HGVS
• NM_000277.1:c.1222C>T

• NC_000012.12(NM_000277.1):c.1315+1G>A
• NG_008690.2(NM_000277.1):c.1315+1G>A

• NP_000268.1:p.Arg408Trp
Zapis genotypu zgodny z HGVS

• NM_000277.1:c.[=];[=]
• NM_000277.1:c.[1222C>T];[=]
• NM_000277.1:c.[1222C>T];[?]

• NM_000277.1:c.1222C>T(;)1315+1G>A
• NM_000277.1:c.1222C>T(;)(1222C>T)
• NM_000277.1:c.[1222C>T];[1222C>T]

• NM_000277.1:c.[1222C>T;1155C>G];[1315+1G>A]
Analiza konkretnego wariantu – zapis genotypu

• NM_000277.1:c.[1222C>T];[1222=]
• NP_000268.1:p.[Arg408Trp];[Arg408=]



Mutalyzer - https://mutalyzer.nl/



Mutalyzer - https://v3.mutalyzer.nl/



Variant Validator (https://variantvalidator.org/)



Klasyfikacja wariantów zgodna z ACMG (2015)
https://www.nature.com/articles/gim201530

1) Patogenne 

2) Potencjalnie patogenne

3) O niepewnym znaczeniu klinicznym

4) Potencjalnie łagodne

5) Łagodne

Kryteria oparte na:

• częstości występowania wariantu w populacji

• danych obliczeniowych i predykcyjnych

• badaniach funkcjonalnych

• danych dotyczących segregacji wariantu w rodzinie 

(de novo, segregacja z fenotypem) 

• obecności innych wariantów u pacjenta 

(np. in trans z patogennym wariantem)





MOCNE WSKAZUJĄCE

Dane populacyjne

MAF wyższe niż częstość występowania 
choroby w populacji (BA1/BS1) lub częstość 

występowania w populacji niezgodna z 
częstością występowania choroby (BS2)

Wyniki analiz predykcyjnych

Predykcje nie wskazują na to, że wariant 
może wpływać na produkt białkowy/gen 

(BP4)
Mutacje missens w genach, w których 

mutacje LoF są przyczyną choroby (BP1)
Wariant „cichy” nie zaburzający składania 

mRNA (BP7)
Delecje/insercje w ramce odczytu w 

regionie powtórzeń, nieistotnym dla funkcji 
białka (BP3)

Analizy funkcjonalne
Nie wykazano znaczącego wpływu na 

białko/gen (BS3)

Analiza segregacji Brak segregacji z chorobą (BS4)

Analiza de novo

Dane z alleli
W układzie in trans z wariantem 

dominującym lub in cis z patogennym (BP2)

Inne bazy danych
Wiarygodne źródło niedostępne publicznie 

(BP6)

Inne dane
Zidentyfikowany u probanta z inną 

przyczyną choroby (BP5)

Wariant łagodny: 
BA1 lub ≥2 BS1-BS4

Wariant potencjalnie łagodny:
1 BS1-BS4 i 1 BP1-BP7 lub

≥2 BP1-BP7



BARDZO MOCNE MOCNE UMIARKOWANE WSKAZUJĄCE

Dane populacyjne

Częstość wśród 
pacjentów znacząco 
wyższa niż w grupie 

kontrolnej (PS4)

Brak w bazach 
populacyjnych (PM2)

Wyniki analiz 
predykcyjnych

wariant LoF, w genie w 
którym tego typu 

mutacje są 
odpowiedzialne za 

chorobę (PVS1)

Taka sama zmiana 
aminokwasowa jak w 

przypadku znanej mutacji 
(PS1)

Nowa mutacja missens w 
kodonie, w którym 

opisano mutację (PM5)
Wariant zmieniający 
długość białka (PM4)

Wyniki analiz 
predykcyjnych wskazują 

na patogenny efekt 
obecności mutacji (PP3)

Analizy 
funkcjonalne

Badania funkcjonalne 
potwierdzające 

patogenny charakter 
wariantu (PS3)

Hot-spot lub znana 
domena funkcjonalna, w 

której nie występują 
zmiany łagodne (PM1)

Mutacja missens w genie 
z małą liczbą łagodnych 

zmian missens lub 
częstymi, patogennymi 

wariantami missens (PP2)

Analiza segregacji Segregacja z fenotypem w rodzinie (PP1)

Analiza de novo
De novo (potwierdzone 

ojcostwo – PS2)
De novo (bez badania 

ojcostwa – PM6)

Dane z alleli
In trans z wariantem 
patogennym (PM3)

Inne bazy danych
Wiarygodne źródło 

niedostępne publicznie 
(PP5)

Inne dane

Feonotyp pacjenta lub 
historia rodziny 

odpowiadająca obecności 
mutacji w danym genie 

(PP4)

Wariant patogenny: 

1) PVS1 i 

• ≥1 PS1-PS4

• ≥2 PM1-PM6

• 1PM1-PM6 i 1 PP1-PP5

• ≥2 PP1-PP5

2) ≥2 PS1-PS4

3) 1 PS1-PS4 i

• ≥3 PM1-PM6

• 2 PM1-PM6 i ≥2 PP1-PP5

• 1 PM1-PM6 i ≥ 4PP1-PP5

Wariant potencjalnie patogenny:

1) PVS1 i 1 PM1-PM6

2) 1 PS1-PS4 i 1-2 PM1-PM6

3) 1 PS1-PS4 i ≥2 PP1-PP5

4) ≥3 PM1-PM6

5) 2 PM1-PM6 i ≥2 PP1-PP5

6) 1 PM1-PM6 i ≥4 PP1-PP5



Varsome (https://varsome.com/)



Franklin (http://franklin.genoox.com) 
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