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Class of phenotype Phenotype  Gene 

Single gene disorders and 

traits 
4,836  3,266  

Susceptibility to complex 

disease or infection 
701  500  

"Nondiseases" 142  112  

Somatic cell genetic disease 205  117  

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

Przykğad: wrodzone wady metabolizmu - choroby monogenowe  

ok. 400 jednostek chorobowych 



Mutacje 

Åaberracje chromosomowe 

 - liczbowe (poliploidia, aneuploidia) 

 - strukturalne (translokacje, inwersje, delecje,  

   izochromosomy, duplikacje, chromosomy     

       pierŜcieniowe, dicentryczne) 

 - inne np. chromosomy markerowe 
 

Åmutacje punktowe  
 

Åmutacje dynamiczne  

(powt·rzenia sekwencji nukleotydowych) 



Åzmiany w obrňbie sekwencji kodujŃcych lub na styku 

intron/ekson 

Åzmiany punktowe ï substytucje, delecje, insercje 

Ådelecje/duplikacje pojedynczych ekson·w 

 

EKSON EKSON EKSON EKSON EKSON 
INTRON INTRON 

5ôUTR 3ôUTR 

Badania molekularne ï co badamy? 



Mutacje punktowe  

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 GGA GAA CTA C..  

 G   G   E   L 

Gly  Gly  Glu  Leu  ...  

GGG GAG AAC TAG ...  

 G   E   N   *  

Gly  Glu  Asn STOP 

GGG AGA ACT ACG ...  

 G   R   T   T 

Gly  Arg  Thr  Thr  ...  

missens duplikacja/insercja  

nonsens delecja 



Wraz z rozwojem technik molekularnych 

rozszerza siň zakres analizy DNA 

mutacja gen genom 
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PCR (2n kopii danego fragmentu) 

Techniki wykorzystywane w analizie molekularnej 

PCR HYBRYDYZACJA 



PCR-RFLP i ASA-PCR 

ÅPCR-restriction fragment length polymorphism ï  

analiza dğugoŜci fragment·w restrykcyjnych (ACRS-PCR)  

ÅAllele-specific amplification ï 

amplifikacja specyficzna dla allelu 

 

NT hom1 hom2 het 

PCR-RFLP 
A 

G 

T 

T 

amplifikacja 

brak amplifikacji 

A 

G 

C 

C 

brak amplifikacji 

amplifikacja 

AA AG GG 

AA AG GG 

Program: webcutter 



Testy przesiewowe 

SSCP ï Single Strand Conformation Polymorphism 

HD ï HeteroDuplex analysis 

DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis  

TGGE -Temperature Gradient Gel Electrophoresis 

DHPLC - Denaturing High Performance Liquid Chromatography 

HRM ï High Resolution Melting analysis  

analiza znanych mutacji 

przesiew Ą sekwencjonowanie 
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Analiza fragment·w DNA (PCR, QF-PCR) 

M    1    2   3    4    5    6    7   8    9   45* K   m    p/- x 

20 29 

Sekwenator (ABI Prism), wzorzec wielkoŜci (ROX, LIZ) 

Analiza: GeneMapper, GeneMarker, etc. 

PCR ze starterami fluorescencyjnymi (r·wnieŨ multiplex) 



Testy oparte o metodň hybrydyzacji 

INNO-LiPA (Fujirebio) ï testy do analizy mutacji w genie CFTR 
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Testy oparte o metodň hybrydyzacji 

Metoda Real-Time PCR (sondy allelospecyficzne) 
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Technika sekwencjonowania metodŃ Sangera 

Åsekwencjonowanie pierwszej generacji 

Åodczyt sekwencji nukleotydowej wybranego pojedynczego 

fragmentu DNA 

Åmatryca: produkt reakcji PCR 

HRAS - c.34G>A, p.Gly12Ser  





HGVS ï Human Genome Variation Society 

1. naleŨy uŨywaĺ nazw gen·w zgodnych z HGNC (np. nie MLL2, tylko KMT2D) 

2. wszystkie opisywane zmiany muszŃ byĺ opisane na poziomie DNA 

3. zawsze w opisie mutacji naleŨy podaĺ literň opisujŃcŃ sekwencjň referencyjnŃ: 

 > kodujŃcy DNA ï c.35A>G  

 > sekwencja genomowa ï g.375C>T 

  > sekwencja mitochondrialna ï m.8993T>C 

 > sekwencja RNA ï r.67c>g 

 > sekwencja aminokwasowa ï p.Arg408Trp 

 > niekodujŃcy RNA ï né. 

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

 LRG - Locus Reference Genomic 

 dopuszcza siň uŨycie sekwencji NCBI, pod warunkiem podania wersji 

 sekwencji np. LDLR - NM_000527.4 

5. sekwencja referencyjna nukleotydowa ï gğ·wny i najdğuŨszy transkrypt  

6. sekwencja referencyjna biağkowa ï pierwotny produkt translacji   

7. DNA ï duŨe litery, RNA ï mağe litery, biağko ï kod tr·jliterowy, pierwsza litera duŨa 

 



HGVS ï Human Genome Variation Society 

g. é 

c. é 

p. é 



HGVS ï Human Genome Variation Society 

Opis zmian 

 

ü substytucja   c.34A>T 

ü zakres zmiany  c.34_38delATGCA 

ü delecja   c.34delA  

ü duplikacja  c.34dupA 

ü insercje  c.34_35insG 

   ALE: c.35dupT, a nie c.35_36insT 

ü inwersja  c.34_76inv    

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

ü allel   [ ] 

 

w przypadku sekwencji powt·rzonych zakğadamy, Ũe zmianie ulegğ 

nukleotyd/-y znajdujŃce siň na koŒcu 3ô sekwencji. 

delecje/duplikacje kilku ekson·w:  

c.(780+1_781-1)_(1392+1_1393-1)del/dup 

c.(423+1_424-1)_(*763_?)del/dup 

c.(?_-79)_(*763_?)del 



Zapis mutacji zgodny z HGVS 

NM_000277.1: c.1222C>T  

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];[1222C>T] 

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



MLPA 

MRC Holland 

ü identyfikacja delecji / duplikacji  

w wybranych regionach 

chromosomowych 

 

ü w wybranych zestawach sondy 

specyficzne dla najczňstszych 

mutacji  

 

ü moŨliwoŜĺ analizy metylacji  

w wybranych regionach 

chromosomowych 

 

ü analiza z wykorzystaniem 

oprogramowania komercyjnego 

(np. GeneMarker, Softgenetics) 

lub dostarczanego przez  

MRC-Holland (Coffalyser.Net) 





Sekwencjonowanie nastňpnej generacji (NGS) 

wysokoprzepustowe 

sekwencjonowanie r·wnolegğe 

ang. massive parallel sequencing 

sekwencjonowanie genomu (WGS, WES, TES) ï DNA-Seq 

sekwencjonowanie transkryptomu ï RNA-Seq 

sekwencjonowanie epigenomu ï Epi-Seq 

sekwencjonowanie mikrobiomu 

 

badanie oddziağywaŒ DNA z biağkami ï ChiP-seq 

sekwencjonowanie genom·w de novo 

EKSOM KLINICZNY ï MENDELIOME, CLINOME 



Genom Metoda Koszt 

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

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

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

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