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Genom ludzki

23 pary chromosoméw: chrl,...,chr22, X, Y
e wsumie 2 x 3 Gbp

Genom referencyjny — publicznie dostepna sekwencja, wygenerowana
na podstawie sekwencji kilku zdrowych os6b

Wariant genetyczny — réznica pomiedzy genomem osoby badanej a
genomem referenyjnym

Réznice genetyczne pomiedzy dwoma osobami:
e 0.1-0.4% genomu (3-12 Mbp) - stanowia warianty pojedynczych
nukleotydéw (ang. Single Nucleotide Variants, SNVs)

e 0.5 % genomu (15Mbp) - Zmiany strukturalne w tym zmiany liczby
kopii
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Czemu warianty s3 istotne?

[ 1. Transcription |

RNABrg
mucleotides

nuclear

membrane

Protein synthesis
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Linked SNPs

outside of gene

no effect on
protein production
or function

Causative SNPs
in gene

Non-coding SNP:
@ changes amount of
protein produced

Coding SNP:
e changes amino
acid sequence
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Skad sie biorg warianty?

e Dzieci dziedzicza wiekszos¢ DNA
od rodzicéw

e Jednak, ok. 60-100 zmian
pojedynczych nukleotydéw oraz
kilka zmian strukturalnych
pojawia sie de novo.

Egg

Baby's Cell
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Choroby Mendlowskie, modele dziedziczenia

Choroby Mendlowskie

Choroby jednogenowe, czyli wywotane przez wariant(y) w pojedynczym
genie.

e Choroby autosomalnie dominujace
e Choroby autosomalnie recesywne

e Choroby sprzezone z chromosomem X (dominujace i recesywne)
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Choroby autosomalnie dominujace
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Choroby autosomalnie recesywne

Avutosomal recessive inheritance
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Choroby sprze

X-linked dominant, affected mother
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Czestos¢ chorob uwarunkowanych genetycznie

Choroby dominujace Czestosé
wystepowania
(na 1000 zywo

urodzonych)
Plgsawica Huntingtona 0,5
Neurofibromatosis 0,4
Dystrofia miotoniczna 0,2
Torbielowato$¢ nerek 0,8
Slepota dominujgca 0,1
Hipercholesterolemia 2,0
Sferocytoza wrodzona 0,2
Dentinogenesis imperfecta 0,1
Osteogenesis imperfecta 0,04
Zespot Marfana 0,05

Choroby recesywne Czestosé
wystepowania
(na 1000 zywo

urodzonych)
Autosomalne
Mukowiscydoza 0,4
Gtuchota (rézne postaci) 0,5
Slepota (rézne postaci) 0,2
Fenyloketonuria 0,08
Galaktozemia 0,025
Mukopolisacharydozy (rézne postaci) 0,04
Glikogenozy 0,02
Sprzezone z chromosomem X
Dystrofia miesniowa Duchenne’a 0,14
Hemofilia A 0,01

https://pl.wikipedia.org/wiki/Choroby_genetyczne_czlowieka

ZSI-Bio Woprowadzenie do genomiki 10 / 24


https://pl.wikipedia.org/wiki/Choroby_genetyczne_czlowieka

Spis tresci

© Sckwencjonowanie Nastepnej Generacji

ZSI-Bio Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji 11 / 24



Przyktadowe zastosowania kliniczne NGS

e diagnostyka choréb rzadkich;

o diagnostyka choréb uwarunkowanych genetycznie, ktére przebiegaja w
sposob nietypowy lub bezobjawowy;

e personalizowana terapia medyczna;

e badania przesiewowe (ang. screening) — w szczegélnosci new born
screening,

e identyfikacja markeréw nowotworowych (liquid biopsy)

e szybka identyfikacja patogenéw ozywionych (np. bakterii, wiruséw,
robakéw pasozytniczych) — metagenomika;
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Dlaczego potrzebujemy informacji

o wszystkich wariantach?

Effectsize & / Exome sequencing
50.0
Few examples of
i Rare alleles

@ causing h\oh—sﬂeql
Mendelian Eﬂmr;llﬂﬂ variants

i influencing
ety g common disease

~ Low-frequency
Intermediate I varlants with

intermediate effect
Modest Rare variants of
small effect

very hard to identify
by genetic means

Allele frequency

Manolio TA, et al (2009). Finding the missing heritability of complex diseases. Nature., 461(7265), 747
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https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/
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https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf.
https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf.

Sekwencjonowanie catogenomowe vs. celowane

Catogenomowe Celowane (np. catoeksomowe,

e Stosunkowo réwnomierne panele gendéw)
pokrycie odczytami catego e Nieréwnomierne pokrycie
genomu odczytami catego genomu

e tatwiejsza identyfikacja zmian e Ograniczone mozliwosci
strukturalnych wykrywania zmian

o Wysoki koszt strukturalnych

e Duze wolumeny danych (100Gb/  ® Nizszy koszt sekwencjonowania
pacjent) e Mniejszy wolumen danych

e Wzglednie mniejesze pokrycie o Wieksze pokrycie odczytami (do
niz w przypadku sekw. kilkuset x w zastosowaniach
celowanego (mozaiki) klinicznych)
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Tok przetwarzania

PRZETWARZANIE WSTEPNE WYKRYWANIE WARIANTOW ANALIZA WTORNA
- 3
| : ieplotypsCallst(GATI) : VEP, SNPEf, ANNOVAR
: | : |

Dopasowanie/uliniowienie

do sekwenciji referencyjnej Ocena jakosci wariantow
Surowe .
warianty . l

Priorytetyzacja

wariantéw, analiza
. kosegregacji wariantow
. l . w rodzinach (analiza
. Rekalibracja i filtrowanie . trio), korelacje
. wariantow : genotypowo fenotypowe
Rekalibracja oceny jakosci . VQSR (GATK) .
detekcji nukleotydow .

hevor
Walidacja Sangerem

|

dalszej .
analizy " : Raportowanie wynikow

Gtéwne kroki: mapowanie/uliniowienie —> wykrywanie wariantéw —>

adnotowanie —> priorytetyzacja i interpretacja
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Surowe sekwencje odczytow — pliki FASTQ

identyfikator
sekwencja odczytu
@FORJUSPO2AIWD1

GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTTT

wspotczynniki jakosci (Q) |

| nukleotyd=T; jako$¢(Q)="'=25 |

Wspétczynnik Q (Phred Quality Score)

Q@ = —10 * logio(P), gdzie P oznacza prawdopodobienistwo, ze nukleotyd
zostat zidentyfikowany niepoprawnie; np.:

e @ = 10 — doktadnosé 90%,
e Q = 20 - dokfadnos¢ 99%,
e Q = 30 — doktadnos¢ 99,9%, itd.
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E—— glebokosé pokrycia  {
- —
odczyty

wariant
heterozygotyczny

warianty
— homozygotyczne

\*:-—

eksony

Do mapowania wykorzystuje sie transformacje BWT (Burrows Wheeler
Transform): http://slideplayer.com/slide/9095176/
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Identify ActiveRegions
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https://software.broadinstitute.org/gatk/
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Lista wariantéw - pliki VCF

##fileformat=VCFv4.0
##fileDate=20090805

##tsource=myImputationProgramy3.1

#itreference=1000GenomesPilot-NCBI36

##tphasing=partial

##INFO=<ID=NS ,Number=1, Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Total Depth">

##INFO=<ID=AF ,Number=. , Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1, Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=8, Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=8, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">
##FILTER=<ID=550,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT, Number=1, Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP, Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS 0] REF ALT ~ QUAL FILTER INFO FORMAT

20 14370  rs6054257 G A 29 PASS  NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP
20 17330 . T A 3 qle  NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP
20 1110696 rs6040355 A G,T 67 PASS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP
20 1230237 . T . 47 PASS  NS=3;DP=13;AA=T GT:6Q:DP
20 1234567 microsatl GTCT  G,GTACT 50  PASS  NS=3;DP=9;AA=G GT:6Q:DP
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Adnotowanie wariantéw

Efekt oddziatywania na
biatko

Predykcje funkcjonalne
(warianty missensowne oraz
splicingowe)

Predykcje funkcjonalne
(warianty niekodujgce)

Czestosci alleli

Znane warianty patogenne
Konswerwacja
Epigenomika

Opisy genéw

ZSl-Bio

(VEP, SNPEff, ANNOVAR) x (Ensemble/Genecode,
RefSeq)

dbscSNV, FATHMM, LRT, MetalLR, MetaSVM,
MutationTaster, MutationAcessor, Polyphen2, SIFT

CADD, FATHMM-MKL, Funseq, Funseq2, RegulomeDB

GnomAD, ExXAC, UK10K, ESP, 1000Genomes
ClinVar, COSMIC, GWAS catalog, GRASP
GERP++, phastCons, PhyloP, SiPhy

Encode, FANTOMS5, Roadmap

Znane korelacje genotypowo-fenotypowe (OMIM,
Medgen), ekspresja, interakcje gen-gen, $ciezki
sygnatowe, fenotypy organizméw modelowych
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Genome Aggregation Database (gnomAD)

Gene: PCSK9

e Zawiera informacje o czestosci wariantéw z 123,136 sekwengji
catoeksomowych oraz 15,496 sekwencji catogenomowych.
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Kontrola jakosci

Raw reads (DAT files, BCL files) QC raw and QC passed run yicld, read quality,
run parameters

Demultiplexing

Deconvoluted reads (FASTQ files) (QC barcoding deconvolution, sample read distribution )

Alignment to reference genome

Aligned reads (BAM files) [QC alignment (mapping quality), library complexilyl

BTG @ Coverage calculation, local alignment
control samples On target alignment

Variation analysis

Mutation analysis (VCF files)

QC coverage depth, coverage uniformity, allelic
frequency, strand bias, GC content

[QC negative and positive comrols]

Filtration

Mutation filtering
Mutation annotation
Clinical annotation
Clinical

report

“TRUTH”
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