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badan genetycznych i klasyfikacji wariantow.
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Diagnostyka prenatalna
~

Proponujac dany test
diagnostyczny nalezy
poinformowac pacjentke o

mozliwej koniecznosci
wykonywania badan genetycznych

U niej oraz jej partnerai zadbac o
dostepnosc takiej diagnostyki.

4 Wyniki badan
wysokoprzepustowych

(aCGH, WES) moga
powodowac¢ trudnosci

W interpretacji!

Przed pobraniem materiatu
nalezy poinformowa¢ pacjentke

o znaczeniu wyniku jaki uzyska
jak réwniez o ograniczeniach

Cetody.
REKOMENDACJE POLSKIEGO TOWARZYSTWA GINEKOLOGOW |
POLOZNIKOW ORAZ POLSKIEGO TOWARZY'STWA GENETYKI

CZLOWIEKA DOTYCZACE BADAN PRZESIEWOWYCH ORAZ
DIAGNOSTYCZNYCH BADAN GENETYCZNYCH WYKONYWANYCH W
OKRESIE PRENATALNYM 2022
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Po co nam tyle testdw i jak sie zabrac do interpretacji wynikow....

Zmiany w obrebie jednego genu (na poziomie sekwencji zasad
nukleinowych), moga prowadzi¢ do powstania nowych alleli. Warianty
dotyczace tylko jednej zasady nukleinowej to warianty pojedynczych
nukleotyddéw (SNV).

Dotycza zmian w strukturze chromosomdw - aberracje chromosomowe.

Obejmuja zmiany w liczbie chromosoméw - aberracje liczbowe, prowadza
do poliploidalnosci oraz aneuploidii.

2
2z
s
S
&

% Uniwersytecki

Szpital Dzieciecy ot
w Krakowie www.cm-uj.krakow.pl

iy,

uf®
[

A

(



Po co nam tyle testéw i jak sie zabraé do interpretacji wynikow....

Insertion Inversions
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Po co nam tyle testdow i jak sie zabra¢ do interpretacji wynikow....

SNV (ang. single nucleotide variant) - wariant pojedynczego
nukleotydu

SV (ang.structural variant) - wariant strukturalny chromosomu

CNV (ang.copy numer variant) - wariant liczby kopii
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Szybki bieg przez podstawowe pojecia...
czyli to co niezbedne aby zrozumieé genetyke

HOMOLOGOUS I GRS <C Phenotype
Physical Expression
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Dziedziczenie autosomalne

DOMINUJACE

v Cecha (choroba) ujawnia sie juz u heterozygot (Aa)

Stan homozygotycznosci (AA) dla patogennego wariantu
genu spotyka sie rzadko, gdyz jest letalny

v" Cecha (choroba) wystepuje z jednakowa czestoscia u obu
ptci

v',Pionowe” przekazywanie cechy

v nie ma nosicielstwa

\

v’ Ze zwigzku heterozygoty (Aa) z osoba zdrow3 (aa):
v' 50% potomstwa (Aa) jest obarczona cecha (chorobg),
v' 50% - to osoby zdrowe (aa)
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Affedcted Normal
Father Mother
"] | | ]}
IiNormal

[ Affected m
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Affected Normal Normal Affected
Son Daugther Son Daugther

RECESYWNE

v" Cecha (choroba) ujawnia sie u homozygot recesywnych
oraz heterozygot ztozonych.

4 C{echa (choroba) wystepuje z jednakowa czestoscia u obu
ptci.

“Poziome” przekazywanie cechy

Ze zwigzku dwéch heterozygot (Aa):

v’ 25% (1/4) potomstwa bedzie zdrowe (AA),

v 50% (1/2) bedzie nosicielami choroby (Aa),

v 25% (1/4)bedzie chore (aa)

AN

D

i Normal
[ | Affected
[ W carrier

Affected
Daugther

v UWAGA! Ryzyko nosicielstwa u zdrowego dziecka pary nosicieli 2/3 (66%)
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Dziedziczenie sprzezone z ptcia

DOMINUJACE

v choroba ujawnia sie u heterozygot, zaréwno kobiet jak i
mezczyzn

v u kobiet- réznorodnos¢ ekspresji (inaktywacja jednego z
chromosomoéw X)

v niektére choroby s3 letalne dla ptci meskiej (w wywiadzie
mozemy obserwowad poronienia samoistne)

v chore kobiety o genotypie heterozygoty przekazuja ceche
50% swojego potomstwa, niezaleznie od pftci

v chory mezczyzna ma wytacznie chore cérki i wytacznie
zdrowych synéw

X-linked dominant, affected mother X-linked dominant, affected father

Affected Affected
mother father

| fl ;_lz}

Unaffected
father
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1 Unaffected

daughter son daughter
U.S. National Library of Medicine

Unaffected Affected Affected Unaffected
son daughter son daughter
U.S. National Library of Medicine

RECESYWNE
v choruja niemal wytacznie mezczyzni (genotyp hemizygoty)

v choroba zazwyczaj jest dziedziczona przez chorych synéw

od swoich matek (bezobjawowych nosicielek)

v chory mezczyzna nigdy nie przekazuje choroby swoim synom.
v wszystkie cérki chorego mezczyzny sa nosicielkami.

v Istnieje 50% prawdopodobienstwa, ze heterozygotyczne
kobiety przekaza zmutowany gen zaréwno synom, jak i
corkom.

X-linked recessive, carrier mother X-linked recessive, affected father

Unaffected Carrier Affected
father mother father mother
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U.S. National Library of Medicine U.S. National Library of Medicine

7=

St
¥ % Uniwersytecki

E Szpital Dziecigey
w Krakowie

\\\\S!H!Ijg’z,
uf®

(¢

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM

www.cm-uj.krakow.pl



Rodowdd - przydatny dodatek w dokumentacji pacjentki

osoba ptci meskiej

osoba plci zenskiej

osoba pici nieznanej lub nieistotnej

| OO

A
~

aktualnie trwajaca cigza

poronienie

matzeristwo

matzenstwo krewniacze

potomstwo (bedace rodzeristwem)

liczba zdrowych oséb danej plci

bliznieta dizygotyczne

bliznieta monozygotyczne

bliznieta o nieznanej zygotycznosci

osoba chora o danej pici

zdrowi nosiciele cech autosomalnych recesywnych

zdrowa nosicielka cechy sprzezonej z chromosomem
X recesywnej

XLD XLR

proband
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Phenotype

Co miesza nam w gtowie....

. s
HOMOLOGOUS B ) Genes <
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Co miesza nam w gtowie....

complete penetrance en expressivity

fenotype

v niepetna penetracja - u niektérych oséb choroba nie ujawnia sie

mimo obecnosci ,nieprawidtowego genu

v'zmienna ekspresja - u 0séb, ktére maja ten sam , nieprawidtowy
obserwuje sie rézne nasilenie objawdéw chorobowych,

gen”
nawet wsérdd cztonkdw tej samej rodziny

v opézniona manifestacja - pdzne wystapienie pierwszych objawdw

choroby
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Co miesza nam w gtowie...
Mitosis (1) Misoss l
. . L Sl
v/ mozaicyzm - w tym mozaicyzm tkankowospecyficzny (np. ® © ”0
pozytywne wyniki testdw NIPT, ktére nie potwierdzaja sie u i . _‘ thermitoses
ptodu) oraz gonadalny (wariant patogenny wystepuje tylko e ),
w gonadach taka osoba jest zdrowa, ale ma podwyzszone Sperm + Egg «®a
ryzyko urodzenia dziecka chorego) 3"“‘.
~ .‘.‘.
Mosaic
v disomia jednorodzicielska (UPD) - odziedziczenie Primary Oocyte
dwéch chromosoméw danej pary od jednego b > R
rodzica (utrata heterozygotycznosci - LOH) L R
) @0 ©
UWAGA NA chromosomy —
* Non-viable

:: * Have to lose 1 chromosome to survive : Trisomy rescue
\ v
|| UniparentaL
By Both cases reported as | PIsOmY
(UPD)
9@

\
Normal UPD } “Normal Karyotype” |

6,7,11,14, 15 oraz 20
(loci zwigzane z zaburzeniami
imprintingu genomowego)

https.//www.mdpi.com/2075-4418/13/4/580
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Dostatem(tam) wynik badania i nic z tego nie rozumiem ...

Dane pacjentki
- wskazania do wykonania badania

Genotyp pacjenta (ptodu)
zapis ISCN lub HGVS

Opis wyniku

informacja stowna: co oznacza genotyp,
korelacja genotyp-fenotyp

ISCN:*

ional System
Human Cy!og enorc Nomenciturs 2024

ISCN 2024 - International System for Human &z i,
Cytogenetic Nomenclature -

47,5%0,4(6;9)(q24;p23),+7,dup(7)(p15p13) \

aberracje chromosomowe aberracje strukturalne
w kolejnosci numerycznej za liczbowymi

Karger<

catkowita liczba chromosomy pici
chromosomow

arr [GRCh38] 10p11.22p15.3(33,390,002_66,408,950)x3

. arr (array CGH) - nazwa techniki jakg wykonano badanie
2. genom referencyjny - ,wzorzec genomu” wzgledem ktérego wykonano badanie
chromosomowy zakres zidentyfikowanej aberracii (jesli wiecej niz jedna wymieniamy je w kolejnosci numerycznej

chromosomow)
nukleotydowy zapis zidentyfikowanej aberracji (doktadne okreslenie jej zakresu - wielkosci i lokalizacji)

5. liczba kopii miejsca objetego aberracjg u pacjenta
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HGVS

Nic z tego nie rozumiem ... Co to jest HGVS ?

VARIATION SOCIETY

« Znajdowane zmiany na poziomie sekwencji DNA musza by¢ opisane przy uzyciu specyficznego jezyka, aby
unikna¢ nieporozumien co do jego znaczenia > Sequence Variant Nomenclature

——Ty LEZY DRUGI

ENST00000553106.5:¢.[1222C>T];[1222=] .
W Ezy AUEL TeGo

JEPEA AUEL SpMEEO GeN
ENSP00000448059.4:p.[(Arg408Trp)];[(Argd08=)]

7

allele badanego genu

1. Sekwencja referencyjna genu/biatka
2. Substytucja nukleotydowa lub inna wykryta u pacjenta zmiana w sekwencji DNA e s e s st e e s -
Zamiana aminokwasowa, ktéra pojawia sie w biatku w przypadku nieprawidiowosci w DNA opisanej wyze;j

(dwukropek) stuzy do oddzielenia identyfikatora typu sekwencji referencyjnej (numer_dostepu.wersji) od rzeczywistego

N

opisu wariantu
“'1” (nawiasy kwadratowe) sg uzywane do opisu alleli

“;" (srednik) stuzy do oddzielania wariantow i alleli

¥

“()” (nawiasy okragte) stuzg do wskazania niepewnosci i jedynie przewidywanych konsekwencji

“>” (znak wigkszosci) stuzy do opisu wariantéw typu substytucja na poziomie DNA i RNA
“=" (znak réwnosci) stuzy do wskazania, ze sekwencja zostata przeanalizowana, ale jest nie zmieniona w stosunku do

sekwencji referencyjnej, przyktady: c.1222C= lub p.(Arg408=)
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Nie kazdy z wykrytych w badaniu genetycznym wariantow
odpowiada za obserwowane u ptodu objawy

& ACMG

American College of Medical
Genetics and Genomics
Translating Genes Into Health®

VUS: Variant of Unknown Significance

pathogenic likely pathogenic

likely benign

« Czestos¢ populacyjna wariantu > czestosé
wystepowania choroby

« Brak wptywu na sekwencje
aminokwasowa biatka lub zmiana
aminokwasu w nie konserwatywne;
domenie biatka

« Model dziedziczenia oraz dane
literaturowe nie wskazujace na zwiazek
wariantu z chorobga/ fenotypem probanta

« Niska czestos¢ wariantu w populacji:
wariant wczesniej nieidentyfikowany

« Wystepowanie wariantu u oséb z
podobnym do probanta fenotypem

« Kosegregacja wariantu z choroba/
cechami fenotypowymi probanta

« Badania funkcjonalne wskazujace na
zwigzek wariantu z wystepujacymi
objawami
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By¢ albo nie by¢ wariantem o niepewnym znaczeniu klinicznym...

3 e
5= n g %
~ — n —
Pathogenic variants are genetic alterations that are known or int o/Ame £ g '§ 21
\ : o S HaS Clllllcal guidelines! IS & a 5
~ strongly suspected to cause disease or a significant increase ff ¢
in disease risk. erec
4 Pathogenic
. 99%
Likely
Likely pathogenic variants are genetic alterations that have T pathogenic
. strong evidence to suggest that they are disease-causing, but Has CImlcal - “p— o 90%
©may not have been fully validated through rescarch or clinical s, Wl . Hot
y v observation. These variants are often based on indirect effect 1 moderate + 3 supporting
4 evidence, such as family history or population studies. {strong OR 81.2%
i :ﬁ:::: ?’; supporting OR Warm
4 supporting 67.5%
Variants of unknown significance are genetic alteration or Unknown 1 "m"ﬂ'ﬂ:e' 1supporting OR. (NS Tepid
mutation that has been identified through genetic testing, .o e i S8upporting
but for which there is not enough evidence to determine clinical sa:c,;;::ﬁ 50%
whether it is pathogenic or benign. effe ot ;::::Jmﬁgm 2 Cool
32.5%
Has no 1 supporting 1 Cold
Likely benign variants are genetic alterations that are e 18.8%
suspected to be benign but have not yet been fully validated clinical § B coid
through research or clinical observation.
effect 5 g S .
Likely benign
Has no »
Benign variants are genetic alterations that are not known to clini ¢ al Benign i

cause disease or increase disease risk.

effect

Sian Ellard, Emma Baple et all: ACGS Best Practice Guidelines for Variant Classification in; Rare Disease 2020
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VUS w diagnostyce prenatalnej... i co teraz?

&) ACMG

Clinically relevant American College of Medical
Genetics and Genomics
Translating Genes Into Health'

Variant of
Uncertain 2t Pathogenic
Significance =

« wspotsegregacja

wariantu z chorobg - wariant de novo - specyfika fenotypu

» wariant * wariant nowo « fenotyp pacjenta
wystepuje u 0séb powstaty u osoby jest
chorych i nie chorej, bez charakterystyczny
wystepuje u oséb obecnosci u dla choroby
zdrowych w tej biologicznych zwigzanej z danym
samej rodzinie rodzicéw wariantem.
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VUS w diagnostyce prenatalnej... i co teraz?

£\

&) ACMG

Clinically relevant American College of Medical
Genetics and Genomics

Into Health®

Variant of
Like
Benign Blk ly Uncertain Pathogenic
enign Significance

swariant wystepuje z

czestosciq
wykluczajaca jego
role w chorobie (>5%
w populagji dla
choroby rzadkiej)
ssprawdz dobrze (np.
gnomAD)

)

e wariant

obserwowany u
zdrowych homozygot
lub u wielu zdrowych
heterozygot w
przypadku
dominujacych choréb
o petnej penetragji

4

AVERERIIE
wspdbtsegreguje z
choroba w rodzinie
(np. chory nie ma
wariantu, a zdrowy
ma)

www.cm-uj.krakow.pl



Prenatal WES > | -4-% WESTRIO

« W badaniu sprawdzany jest materiat genetyczny dziecka (ptodu) i rodzicow

« celem jest maksymalne zwiekszenie szans na postawienie prawidtowej diagnozy (jak najszybsze
i najskuteczniejsze znalezienie i wytypowanie zmian odpowiedzialnych za fenotyp probanta)

« w standardowym badaniu WES trio wydawany jest tylko jeden szczegdtowy wynik, dotyczy on
diagnostyki dziecka (ptodu)

« Jak najlepsza znajomos$¢ fenotypu ptodu stanowi podstawe wtasciwej interpretacji
wynikéw badania!!

Genetics ISPD POSITION STATEMENT PD%E\%II%SIS WILEY

inMedicine

ACMG STATEMENT

© American College of Medical Genetics and Genomics

International Society for Prenatal Diagnosis Updated
Position Statement on the use of genome-wide sequencing

The use of fetal exome sequencing in prenatal diagnosis:
for prenatal diagnosis

a points to consider document of the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

o ; . , . o Ignatia B. Van den Veyver?® | Natalie Chandler*® | Louise E. Wilkins-Haug?® |
Kristin G. Monaghan, PhD’, Natalia T. Leach, PhD“, Dawn Pekarek, MD?, Priya Prasad, MD" and 5 o 36 .
Nancy C. Rose, MD® >; on behalf of the ACMG Professional Practice and Guidelines Committee Ronald J. Wapner | Lyn S. Chitty™ | ISPD Board of Directors
-§;\:\\%\H% Uniwersytecki
W) OLicum midicon %’ = i‘i‘;‘:&fx;:‘"e‘y www.cm-uj.krakow.pl



Co moze mnie zaskoczy¢ w diagnostyce wysokoprzepustowej?

Zidentyfikowanie wariantu powodujacego chorobe,
w genie ktoéry nie jest istotny dla pytania klinicznego
(nie ma zwiazku z przyczynag skierowania pacjenta na
badanie), ale za zgoda pacjenta zostat celowo
przeanalizowany podczas testu genetycznego.

SECONDARY FINDING

Niezamierzone wykrycie wariantu podczas
wykonywania testu, ktéry NIE jest zwigzany z
pytaniem klinicznym (fenotypem probanta), ale ma

znaczenie kliniczne.
INCIDENTAL FINDING (Znalezisko przypadkowe)

s WKrakowie www.cm-uj.krakow.pl




Co moze mnie zaskoczy¢ w diagnostyce wysokoprzepustowej?

Practice Guideline > Genet Med. 2023 Aug;25(8):100866. doi: 10.1016/j.gim.2023.100866.

Epub 2023 Jun 22.

ACMG SF v3.2 list for reporting of secondary findings
in clinical exome and genome sequencing: A policy
statement of the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG)

SECONDARY FINDING

Przyktad: wariant w genie BRCA1 zwiekszajacy ryzyko choroby
nowotworowej zidentyfikowany u 5 latki badanej ze wzgledu na

niepetnosprawnosc intelektualng

INCIDENTAL FINDING (Znalezisko przypadkowe)
Przyktad: wariant w genie GJB2 powodujacy niedostuch

zidentyfikowany u noworodka badanego ze wzgledu na wade serca

/ oraz hipotrofie
° 2;)1{"
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Wyzwania interpretacyjne...

)
o~ Skutki negatywne:
Skutki pozytywne:

« Zidentyfikowanie wariantu
odpowiadajacego za chorobe, ktére;
nie mozna leczyé/zapobiegad
wystapieniu objawéw

Czy nalezy  zidentyfikowanie wariantu

raportowac odpowiadajacego za chorobe o

IF?? pdznym poczatku (w chwili
diagnostyki pacjent nie prezentuje
objawdéw klinicznych)

« problemy z ubezpieczeniem
zdrowotnym/pracodawca itp.

« obcigzenie psychiczne cztonkdw
rodziny

« podjecie terapii bez jednoznacznych
wskazan klinicznych

« genetyczna predyspozycja do
choroby, ktérag mozna
leczyé/zapobiegad wystapieniu
objawow

« podejmowanie decyzji
prokreacyjnych przez partnerdow

« ryzyko zdrowotne, ktére mozna
zmniejszy¢ poprzez zmiane stylu
ZyCia
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Dziekuje za uwage...

Genetyke mozna jednak catkiem tatwo wyjasni¢ ©

www.cm-uj.krakow.pl
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