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Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

Class of phenotype Phenotype Gene
Single gene c!lsorders and 4836 3.266
traits
Sus_ceptlblllty _to cor_nplex 201 500
disease or infection
"Nondiseases" 142 112
Somatic cell genetic disease 205 117

Pr zy kgad: wady nethizobizmue- choroby monogenowe
ok. 400 jednostek chorobowych




Mutacje

aberracje chromosomowe
- liczbowe (poliploidia, aneuploidia)

- strukturalne (translokacje, inwersje, delecje,
Izochromosomy, duplikacje, chromosomy

pi er Scidiceniryocang |
- iInne np. chromosomy markerowe

mutacje punktowe <:

mutacje dynamiczne
(powt -rzenia sekwencj i nukl




Badania molekularne i co badamy?

50 UTR 30UTR

Azmiany w o b r i bekweencji k o d u j Nlebyna hstyku
Intron/ekson

Azmiany punktowe T substytucje, delecje, insercje
Adelecje/duplikacje pojedynczyche k s on - w



Mutacje punktowe

GGG GAG AAC TAC ...
G ENY
Gly Glu Asn Tyr...

missens duplikacja/insercja
GGG GAGTAC TAC ... GGG G:A GAACTA C.
G E Y Y G G E L
Gly Glu Tyr Tyr .. Gly Gly Glu Leu ..
nonsens delecja

GGG GAG AAC TAS ... GGal;'AGA ACT ACG ...
G E N * G R T T

Gly Glu Asn STOP Gly Arg Thr Thr



Wraz z rozwojem technik molekularnych
rozszerza sin zakres
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Techniki wykorzystywane w analizie molekularne;

*

Denaturation 94°C
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PCR (2" kopii danego fragmentu)




PCR-RFLP I ASA-PCR

PCR-restriction fragment length polymorphism i
analiza dgugoSci fr agme-BAGR) w
Allele-specific amplification i

amplifikacja specyficzna dla allelu

PCR-RFLP A amplifikacja AA AG GG
NT homl het hom2 O -
o G brak amplifikacji
A brak amplifikacji | sa ac cc
G

amplifikacja

Program: webcutter —



Testy przesiewowe

SSCP 1 Single Strand Conformation Polymorphism
HD i HeteroDuplex analysis

DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
TGGE -Temperature Gradient Gel Electrophoresis

DHPLC - Denaturing High Performance Liquid Chromatography

HRM i High Resolution Melting analysis

analiza znanych mutacji

przesiew A sekwencjonowanie

B. Normalized Melting Curves

SO

Double_stranded DNA Single-stranded DNA

Fluorescence (Normalized)

Temperature [°C]

Amplicon melting
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Differentiation by
melting curve shape
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Anal i za fragment -P@R)DNA

PCR ze starterami f | unultiglex)cencyj nymi (r

2/2 3/3 172 113 2/3

#1 A—CACACACACA(L& CACACACACACACACACA S 1/l
#2 _\—CﬁCA("A(H(ZA(ZACAC&CACA(L&(H{ZACACACACA — — — -

#3 _\—CA CACACACACACACACACACACACACACACACACA ~ —

Sekwenator (ABIPrism) , wzorzec wiel koSci ( ROX,
Analiza: GeneMapper, GeneMarker, etc.
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met odn

Testy oparte o

INNO-LIiPA (Fujirebio) i testy do analizy mutacji w genie CFTR

Amplified target

Nitrocellulose strip

Homozygous F508del Compound heterozygous
Homozygous 7T $1251N/394delTT
5T/9T
No mutations Compound heterozygous -
INNO-LiPA CFTR19 Homozygous 7T G542X/R117H INNO-LIPA CETRIZ+ Ta
ST/7T Update

marker line

M.CFTRdele2,3(21kb)
M.I507del
M.711+1G-T
M.3272-26A-6
M.3905insT
M.R560T
M.1898+1G-A
M.51251N
M.I148T
M.3199del6
M.3120+1G-A

M.Q

W.F508del=W.1507del TN - o
e

W.N1303K
w.w1282x
W.G5510
W.1717-1G=»A
W.R553X
W.CFTRdele2,3(21Kkb)
W.711+16-T
W.3272-26A-G
W.3905insT
W.R560T
W.1898+1G-A
W.S1251N
W.1148T
W.3199dels
W.3120+1G-»A
Ww.Qs52X

RRRRRRRRRRERURELE || I

marker line

onj. contro conj. control
b M.FSO8del - ----------o5] | | -ooommo |- Ll - R |eeeeeeeeee- M.621+1G-9T
.= 1.3849+10kbC-T
M.N1303K M.2183AAG
Alkaline Phosphatase M.W1282X M.394delTT
M.G551D M.2789+5G-2A
Streptavidin M.1717-1G-0A M.R1162X
Biotin LHEEED G ERERRTEERSEEET - - I - - - [ EEEE- - [ - - - M SRR - - S - - S CERR- - SR - - - B TR et M.3659delC

M.R117H
M.R334W
M.R347P

M.G85E
M.1078delT
M.A455E
M.2143delT
M.E60X
M.2184delA
M.71145G-9A
W.621+1G-T
W.3849+10kbC-»T
W.2183AA-»G=W.2184delA
W.394delTT
W.2789+5G-9A
W.R1162X
W.3659delC
W.R117H
W.R334W
W.R347P

W.G85E
W.1078delT
W.A455E
W.2143dell
W.E6OX
W.711+5G-9A
marker line  essea>d
5

7T

T
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Testy oparte o metodn

Metoda Real-Time PCR (sondy allelospecyficzne)

Perfect match TagMan® probe Single mismatch TagMan® probe

Hybridization i & 8 _/'

5

3 = %T_,

3 B}
|

@
Extension ¢ —/. 4.? GT _/.
5 3 5 3
[
Completed . . 3 : E —_ = .
Probe cleavage: signal Probe displacement: no signal

@D :Oye (D2 :Dye2 @ : Quencher ‘ : DNA polymerase — : Forward primer
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Techni ka sekwenc)] Gangenaa n i

Asekwencjonowanie pierwszej generacji

Aodczyt sekwencji nukleotydowej wybranego pojedynczego
fragmentu DNA

Amatryca: produkt reakcji PCR

N R NN e S N IFEENEENENE
TGGTGGTGGEGGLCGEGCCGEGGCGOETGTGEGGGCAAGAGTG
470 480 480

HRAS - ¢.34G>A, p.Glyl12Ser
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HGVS 1 Human Genome Variation Society

1. nal e0Oy uUywal nazwH@NERp.wie ML tylkoKKITRD)z
2. wszystkie opisywane zmiany muszN byl
3.zawsze W Opisie mutacj. nal eUOy podal

> koduj N@@5ABN A

> sekwencja genomowa i g.375C>T

> sekwencja mitochondrialna i m.8993T>C

> sekwencja RNAT r.67c>g

> sekwencja aminokwasowa 1 p.Arg408Trp

> niekoduijnNéc.y RNA

4. w opisie zmiany powinien byl podany
LRG - Locus Reference Genomic
dopuszcza sifn uUycie sekwencij.i NCB
sekwencji np. LDLR - NM_000527.4

5. sekwencja referencyjna nukleotydowai g § - wny i naj dguUszy

6. sekwencja r ef &pewotaypjodukt tramslaajig k o wa

7.DNAiduUe | i tienayje RNA Bkoyd i ajgkiot er owy,



HGVS 1 Human Genome Variation Society
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HGVS 1 Human Genome Variation Society

Opis zmian
U substytucja c.34A>T
U zakres zmiany c.34_38delATGCA
U delecja c.34delA
U duplikacja c.34dupA
U insercje c.34_35insG
ALE: ¢.35dupT, a nie ¢.35_36insT

U inwersja c.34_76inv
U konwersja c.123 678conNM_004006.1:c.123 678
u allel []

wprzypadku sekwencji powt-rzonych z

nukleotyd/'y znaj duj Nce sifn na koQ@Ecu :

del ecje/ dupli kacje kil ku eksc
c.(780+1 _781-1) (1392+1 1393-1)del/dup
C.(423+1_424-1) (*763_7?)del/dup
c.(?_-79)_(*763_7?)del



Zapis mutacji zgodny z HGVS

NM_ 000277.1: c.1222C>T
NP _000268.1: p.Arg408Trp

Zaplis genotypu zgodny z HGVS

NM_000277.1: c.[=]

=]

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

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

1222C>T]

NM_000277.1: ¢.[1222C>T];[(1222C>T)]



1. Denaturation and Hybridization

M L P A PCR primer sequence X PCR primer sequence Y
h J Stuffor sequence

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)
U identyfikacja delecji / duplikacji
W wybranych - regionach hM
chromosomowych
2. Ligation
U w wybranych zestawach sondy
specyficzne dla naj cznstszych ¢ :
mutacji
0 moUl i warlizy metylacii 3. PCR with universal primers X and Y
. exponential amplification of ligated probes only
w wybranych regionach
chromosomowych

U analiza z wykorzystaniem
oprogramowania komercyjnego
(np. GeneMarker, Softgenetics)
lub dostarczanego przez
MRC-Holland (Coffalyser.Net)

>
<

4. Fragment analysis

ll H | l U Il ” LU o

.................................

MRC Holland
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Sekwencjonowani e nastnpn:

wysokoprzepustowe
sekwencjonowani e
ang. massive parallel sequencing

sekwencjonowanie genomu (WGS, WES, TES) 1 DNA-Seq
sekwencjonowanie transkryptomu i RNA-Seq
sekwencjonowanie epigenomu i Epi-Seq
sekwencjonowanie mikrobiomu

badani e oddzi agy wiaGkP-Bey A

y4

sekwencj onowaméemvogenom:

EKSOM KLINICZNY i MENDELIOME, CLINOME

I W |
bi agk
w



Human Genome Project (13 lat) Sekwenator kapilarny 2,7mld $
Venter Genome (9 mi e s i Beakwehator kapilarny (>340tys. reakcji) 70 min $
James Watson Roche, 454 (234 reakcje) I1min$

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