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Mutacje punktowe

* Mutacje punktowe (single nucleotide variants, SNV) to zmiany
pojedynczego nukleotydu w genomie, m.in. tranzycje i transwersje.

* Tranzycja to zastgpienie puryny inng puryng (A €<= G) lub pirymidyny
inng pirymidyna (C <= T).

* Transwersja to zamiana puryny na pirymidyne lub pirymidyny na
puryne (np. A>T, G C A C, G T).



Mutacje punktowe

* tranzycje sg statystycznie czestsze od transwersji mimo tego, ze
teoretycznie mozliwych transwersji jest dwa razy wiecej = hotspoty
mutacyjne

e transwersje w pewnych sytuacjach srodowiskowych mogg jednak
dominowac — przyktadem sg nowotwory ptuc u palaczy, gdzie wskutek
dziatania kancerogendw dymu tytoniowego czestosc¢ transwersji G>T
(C=>A na nici komplementarnej) jest wyjgtkowo wysoka.

* tranzycje czesciej skutkujg mutacjami synonimicznymi niz transwersje =
kodony kodujgce ten sam aminokwas czesto roznig sie wtasnie tranzycjg w
trzeciej pozycji (np. GCU -> GUU, oba kodony dla alaniny réznia sie
tranzycjg C->T).

* transwersje czesciej zmieniajg znaczenie kodonu



Insercje i delecje (InDel)

* Mate insercje/delecje (kilkunukleotydowe) nazywamy
mikroinsercjami/mikrodelecjami, a wieksze —
makrodelecjami/makroinsercjami.

 Umowng granicg rozrozniajacg warianty strukturalne od mniejszych
InDel jest dtugosc¢ ~50 par zasad - do 50 pb czesto mowimy o InDel,
powyzej o rearanzacjach strukturalnych.

* Powstawanie: poslizg polimerazy (replication slippage); naprawa
peknie¢ DNA (microhomology-mediated end joining)



Insercje i delecje (InDel)

* Mukowiscydoza (CF) — klasycznym przyktadem mutacji in-
frame InDel jest najczestsza mutacja genu CFTR powodujgca te
chorobe: delecja trzech nukleotydow, ktéra skutkuje utrata
fenyloalaniny w pozycji 508 biatka CFTR (AF508) -
nieprawidtowe fatdowanie biatka kanatu chlorkowego i jego
degradacje, prowadzgc do objawdw mukowiscydozy (gesty Sluz
w ptucach, zaburzenia funkcji trzustki itp.). Istniejg takze inne
mutacje InDel w CFTR — np. delecje powodujgce frameshift

* Talasemie — zaburzenia syntezy hemoglobiny, np. B-talasemia,
czesto sg wynikiem matych delecji lub insercji w genie B-
globiny (HBB), ktére wywotujg przesuniecie ramki odczytu i
przedwczesny stop-kodon.

* Choroby metaboliczne — wiele dziedzicznych chordéb
enzymatycznych spowodowanych jest frameshiftem wskutek
InDel = jedna z czestszych mutacji powodujgcych
fenyloketonurig to delecja 1 pary zasad w genie PAH
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(hydroksylazy fenyloalaninowej), co zaburza ramke odczytu i Coca Cola Light
unieczynnia enzym.




Warianty strukturalne

* Duze delecje: utrata fragmentu DNA obejmujgcego od kilkuset par zasad az
po miliony pb.

* Delecje moga usuwac fragment genu, caty gen, a nawet wiele genow
jednoczesnie. Skutkiem moze byc brak jednego lub kilku biatek
(haploinsuficjencja) lub przerwanie ciggtosci genu.

* Przyktad: zespot DiGeorge’a (22g11.2 deletion syndrome) - spowodowany
delecjg ~3 milionow par zasad w chromosomie 22, obejmujaca kilkadziesiat
genow. Powoduje to wrodzone wady serca, podniebienia, zaburzenia
odpornosci i inne objawy.

* Inny przyktad to delecja fragmentu chromosomu 7 w regionie ELN
powodujgca zespot Williamsa-Beurena (charakterystyczny fenotyp twarzy,
wrodzona wada serca, nadmierna otwartos¢ w zachowaniu).



Warianty strukturalne

* Duplikacje: podwojenie (czasem wielokrotne zwigkszenie liczby kopii)
fragmentu genomu. Zwiekszenie dawki gendw moze prowadzi¢ do
nadmiaru wytwarzanego biatka lub zaburzenia rownowagi
stechiometrycznej kompleksow biatkowych.

* Przyktad: duplikacja segmentu 17p12 zawierajgcego gen PMP22 prowadzi
do neuropatii HMSN typu | (choroba Charcot-Marie-Tooth 1A) wskutek
nadmiernej ekspresji biatek mieliny. Odwrotna mutacja - delecja tego
segmentu — powoduje zesp6t HNPP (dziedziczna neuropatia z
nadwrazliwoscig na ucisk).

* Duplikacje (amplifikacje) gendw sg tez istotne w onkologii - np.
amplifikacja genu HER2 (ERBB2) w raku piersi wystepuje u ~20% pacjentek
i skutkuje nadmierng produkcjg receptora HER2, co napedza wzrost
nowotworu.



Warianty strukturalne

* Inwersje: czesto sg zbalansowane - nie powodujg utraty ani zysku
sekwencji, wiec mogg nie dawac skutkéw fenotypowych, o ile nie
przerwg istotnego genu.

e przerwanie genu lub zaburzenie lokalnych interakcji regulatorowych
(np. enhancer przestaje oddziatywac na gen) moze mie¢ powazne
konsekwencje.

* Przyktad: hemofilia A moze wynikac z inwersji w genie F8 (kodujgcym
czynnik VIII krzepniecia) - u ok. 40% ciezkich przypadkow hemofilii A
dochodzi do inwersji intronu 22 genu F8, co przerywa jego ciggtosc i
uniemozliwia produkcje funkcjonalnego czynnika VIII.



Warianty strukturalne

* Translokacje: przeniesienie fragmentu chromosomu w nowe miejsce — albo na

inny chromosom (translokacja wzajemna lub robertsonowska), albo w inne
miejsce tego samego chromosomu.

* Translokacje mogg by¢ zrownowazone (gdy nie towarzyszy im utrata materiatu

genetycznego) lub niezrownowazone (gdy dochodzi do dodatkowych
delecji/duplikacji przy taczeniu). Cho¢ nosiciele translokacji zrbwnowazonych
czesto sg zdrowi, ich gamety mogg otrzymac niezrownowazony zestaw
chromosomow, co skutkuje poronieniami lub wadami u potomstwa.

Najwieksze znaczenie kliniczne majg translokacje powodujgce powstanie genéw
fuzyjnych — zwtaszcza w nowotworach. Przyktad: translokacja t(9;22) fgczaca
fragment chromosomu 9 (gen ABL1) z fragmentem chromosomu 22 (gen BCR).
Powstaje gen fuzyjny BCR-ABL1 kodujgcy onkogenng kinaze tyrozynowg — tzw.
chromosom Filadelfia — bedacy przyczyng przewlektej biataczki szpikowej (CML).

Innym przyktadem translokacji tworzgcej gen fuzyjny jest t(15;17) w ostrej
biataczce promielocytowej (gen PML-RARA).



CNV

. ﬁzagujﬁ sie, ze tacznie 4,8-9,5% ludzkiego genomu stanowig regiony zmienne pod wzgledem
iczby kopii

* gen AMY1 kodujgcy amylaze slinowg wystepuje w zmiennej liczbie kopii = adaptacja ewolucyjna

* Znaczenie biologiczne CNV wynika gtdwnie z efektu dawki genu (gene dosage). Zaréwno nadmiar,
jak i niedobér kodpii genu moga zaburza¢ homeostaze. Wspomniane wczesniej choroby CMT1A i
HNPP to przykfad, gdzie nadmiar lub brak jednej kopii genu PMP22 skutkuje neuropatia. Inny
przykfad to zespot Smith-Magenis gdelecja 17p11.2) i zespo6t Potockiej-Lupskiego (duplikacja
17p11.2) — delecja i duplikacja doktadnie tego samego regionu chromosomu 17 dajg dwa rézne
zespoly genetyczne o przeciwstawnym fenotypie (m.in. w jednym uposledzenie mowy, w drugim
nadmierna gadatliwosé).

* W onkologii zmiany thu CNV wystepujg bardzo czesto jako kopie dodatkowe lub utrata gendw.
Amplifikacje protoonkogendéw (jak MYC, ERBB2/HER2, MDM2 i inne) przyczyniajg sie do
transformacji nowotworowej przez nadmierng ekspresje onkogenow. Z kolei delecje obejmujace
geny supresorowe (np. delecja 13914 zawierajgca RB1 w siatkowczaku, czy 9p21 zawierajaca
CDKN2A w réznych nowotworach) prowadzg do utraty mechanizméw kontrolnych cyklu
komaorkowego.



Hotspoty mutacyjne

* |stniejg hotspoty mutacyjne, czyli miejsca o podwyzszonej czestosci
wystepowania mutacji.

» Czesto sg to sekwencje szczegodlnie podatne na okreslony mechanizm
mutagenezy.

* Klasycznym przyktadem hotspotu sg dinukleotydy CpG — cytozyna w takim
kontekscie bywa metylowana do 5-metylo-cytozyny, ktora fatwo
spontanicznie deaminuje do tyminy. Skutkiem jest tranzycja C->T (lub G>A
na nici przeciwnej) w tym miejscu. Takie mutacje C>T w hotspotach CpG
stanowig istotny odsetek wszystkich mutacji punktowych u ludzi.

* wyspy CpG sg stosunkowo rzadkie w genomie m.in. wtasnie dlatego, ze
mutacje w CpG czesto je eliminuja



Hotspoty mutacyjne

* Innym przyktadem hotspotu sg tzw. miejsca gorgce w genach onkogenow: np. gen TP53
(czgsto zmutowany w nowotworach) ma kilka kodonow, w ktérych mutacje punktowe
wystepuja znacznie czgsciej niz w innych (np. kodony 248273 w TP53 sg hotspotami
mutacji missense w wielu typach nowotwordow). W?/nlka to zarowno z podatnosci
biologicznej (np. te miejsca to regiony kontaktu biatka z DNA, kluczowe dla funkcji, wiec
mutacje dajg przewage nowotworowi), jak i z czynnikow mutagennych (np. karcynogeny
mogg preferencyjnie uszkadzac okreélone sekwencje).

* W genie HRAS znane s3 hotspoty mutacji (kodony 12, 13, 61), ktére akt}/1 ujg onkogen -
mutacje doktadnie w tych miejscach czgsto wykrywa si¢ w nowotworach, podczas gdy
inne pozycje HRAS rzadziej ulegajg mutacjom zmieniajgcym funkcje.

* Badania somatycznych mutacji w czerniaku skupiajg sie na kodonie V600 genu BRAF
(hotspot ~50% czerniakow) czy w raku okreznicy na kodon G12/G13 genu KRAS.

* Hotspoty mutacyjne sg wykorzystywane jako cele ukierunkowanych testow
diagnostycznych — zamiast sekwencjonowac caty gen, czasem wystarczy zbadac kilka
hotspotow, gdzie z najwiekszym prawdopodoblenstwem znajdziemy mutacje patogenna.



SNP

* SNP (Single Nucleotide Pol}:morphism) to termin uzywany na okreslenie czestego
wariantu pojedynczego nukleotydu w populacji. Zgodnie z klasyczng definicjg, aby
Zzmiana byfa uznana za SNP, rzadszy allel powinien Wftepowac’ co hajmniej u 1%
populacji (w przeciwnym razie méwimy raczej o rzadkim wariancie lub mutacji).

* SNP sg zatem polimorfizmami - stanowig normalng zmiennosc genetyczng. Wiekszosc
SNP jest neutralna fenotypowo lub ma bardzo subtelny wptyw. Dzigki temu moga
utrzymywac sie na wysokich czestosciach w populacji.

* Przyktad: polimorfizmy w genie kodujgcym enzym CYP2D6 wptywajg na szybkosc
metabolizmu lekéw — rézne allele (SNP) determinuja fenotyp tzw. szybkiego lub wolnego
metabolizera, ale zaden z nich nie jest ,,chorobowy” sam w sobie; dopiero w kontekscie

podania leku ujawnia sie znaczenie konkretnego wariantu.

* W diagnostyce genetycznej skupiamy sie zatem gtownie na wykrywaniu rzadkich
wariantow u pacjenta. Z kolei SNP sg niezwykle cenne w badaniach populacyjnych i

asocjacyjnych (GWAS), gdzie ich rézne czestosci u chorych vs. zdrowych mogg wskaza¢ na
genetyczne czynniki ryzyka chorob.



Mutacje dziedziczne

* Mutacje dziedziczne (germinalne) to mutacje obecne w komadrkach rozrodczych
(gametach) i tym samym przekazywane potomstwu.

* Pochodzg one albo od ktoregos z rodzicdw (jesli rodzic jest nosicielem mutacji w swoim
materiale genetycznym), albo powstajg de novo w linii zarodkowej (mutacje de novo
obecne u dziecka, ktorych nie ma ani w genomie ojca, ani matki).

* Mutacja dziedziczna obecna jest we wszystkich komdrkach organizmu potomka od
momentu rozwijania sie zarodka. Takie mutacje odpowiadajg za klasyczne choroby
dziedziczne, ktére czesto majg charakter mendlowski (dominujace, recesywne itd. w
rodowodach rodzin).

* Przyktady: mutacje w genie CFTR powodujgce mukowiscydoze, mutacje w genie F8
§k_ut_||2ujqce hemofilig A, czy mutacje genu BRCA1/BRCA2 zwiekszajgce ryzyko raka piersi i
jajnika.

* W przypadku BRCA1/2 nosicielstwo germinalnej mutacji predysponuje do nowotworéw

- mutacja dziedziczna moze skutkowac choroba{(doplero W pOzniejszym etapie zycia
(gdy zajda dodatkowe zmiany, np. utrata drugiej koplii genu w komorkach somatycznych).



Mutacje dziedziczne

* anemia sierpowata — mutacja punktowa (SNV, transwersja A>T w genie HBB) dziedziczona autosomalnie
recesywnie.

* Mukowiscydoza (CF) — najczestsza mutacja AF508 to InDel in-frame (utrata trzech nukleotyddw) w genie
CFTR, dziedziczona autosomalnie recesywnie. Ale znamy >2000 réznych mutacji CFTR powodujgcych CF, w tym
missense (np. G551D), nonsense, splicing, duze delecje - czyli peten wachlarz mozliwych mutacji w jednym
genie 2 rozwaj lekdw modulujgcych CFTR (terapie personalizowane dla CF) uwzglednia konkretny rodzaj
mutacji: np. iwakaftor (Kalydeco) dziata tylko u chorych z okreslonymi mutacjami missense (tzw. mutacje klasy
g! j?kk ?551D) poprawiajgc otwieranie kanatu, ale nie pomoze przy delecji AF508 (klasa Il — btad fatdowania

iatka).

* Hipercholesterolemia rodzinna — najczesciej spowodowana mutacjami genu LDLR (receptora LDL). Mogg to
by¢ rozne typy mutacji: od SNV zmieniajoarc ch poLedyncze aminokwasy istotne dla wigzania LDL, przez mate
delecje z przesunieciem ramki, po duze delecje obejmujgce caty gen LDLR. Wszy{1 tkie skutkujg uposledzeniem
usuwania cholesterolu z krwi i wysokim ryzykiem chordéb sercowo-naczyniowych. Testy genetyczne,
identyfikujac mutacje, pozwalajg objac rodzine wczesng opieka (dziedziczenie dominujgce).

e Zaburzenia rozwoju intelektualnego — coraz czeSciej okazuje sie, ze u dzieci z ciezkimi wadami rozwojowymi,
u ktérych wykluczono znane choroby, przyczyng bywajg zmiany w genomie, jak mikrodelecje/duplikacje
(CNV). Sekwencjonowanie catogenomowe i mikromacierze CGH ujawniajg podtoze strukturalne u czesci takich
pacjentéw, np. mozaikowg trisomie lub delecje fragmentu chromosomu w czesci komorek.



Mutacje somatyczne

* Mutacje somatyczne to mutacje powstajgce poza linig zarodkowa, w komarkach ciata
(somatycznych) podczas zycia osobnika.

* Mutacje somatyczne nie s3 przekazywane potomstwu - dotyczg tylko danego organizmu.

* Nowotwory powstajg na skutek akumulacji wielu mutacji somatycznych w pojedynczej
komorce, ktore nadaja jej przewage wzrostowgq i prowa za] do klonalnego rozrostu. Kazdy
guz nowotworowy jest wiec genomowo unikalny, zawiera liczne mutacje (zaréwno tzw.
drivery napedzajgce chorobe, jak i pasazerskie bedace skutkiem niestabilnosci genomu).

* Przyktad: w czerniaku skéry wywotanym promieniowaniem UV komorki nowotworu
mogg zawierac dziesigtki tysiecy mutacji somatycznych rozproszonych po genomie, z
charakterystycznym sygnaturg ?IW|eIe mutacji C>T w miejscach dwunukleotydow TT/TC
uszkodzonych przez UV). Z kolel niektore nowotwory dziecigce majg relatywnie mato
mutacji somatycznych.

* Wazne jest tez pamigtac, ze mutacje somatyczne moga pojawiac sig rowniez w
nienowotworowych tkankach wraz z wiekiem (tzw. mozaicyzm somatyczny) i czasem
powodowac np. segmentalne choroby skory czy inne mozaikowe fenotypy.



Mutacje somatyczne

* Przewlekta biataczka szpikowa (CML) = gen fuzyjn BCR-
ABL1-2>pojedyncze zdarzenie strukturalne (wariant strukturalny,
somatyczny) moze aktywowac onkogen i wywotac chorobe.

* Czerniak i rak ptuca — te nowotwory czesto sg napedzane przez
mutacje punktowe w onkogenach. W czerniaku ~50% chorych ma
mutacje BRAF V600E (SNV tranzycji T>A, zamiana waliny na kwas
glutaminowy w pozycji 600 kinazy BRAF). To mutacja somatyczna typu
missense bedgca hotspotem; jej obecnosc¢ kwalifikuje pacjenta do
terapii inhibitorami BRAF (wemurafenib, dabrafenib).



Doswiadczalne metody badania mutacji
genomowych

* Sekwencjonowanie Sangera - dzis uzywane gtownie w matej skali
(pojedyncze geny, walidacja wynikow). Pozwala wykry¢ SNV i
niewielkie InDel z wysoka doktadnoscia.

* Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) umozliwia:

» Sekwencjonowanie catego egzomu (WES)

» Sekwencjonowanie catego genomu (WGS)
* Panele genowe



Doswiadczalne metody badania mutacji
genomowych

Sekwencjonowanie dtugich odczytéw - PacBio czy Oxford Nanopore = szczegdlnie
przydatne w w?/]krywanlu wariantow strukturalnych. Przyktadowo, identyfikacja liczby
powtorzen w chorobie Huntingtona (CAG w genie HTT) albo mutacji dynamicznych
(dtugich ekspansji powtodrzen jak w zespole tamliwego chromosomu X).

Metody cytogenetyczne i mikromacierze — tradycyjna cytogenetyka (badanie kariotypu
w mikroskopie po barwieniu prazkowym) wcigz jest uzyteczna do wykrywania duzych
translokacji, aneuploidii (np. trisomie) czy innych zmian rzedu dziesigtek milionow bp.
Mikromacierze aCGH i SNP- -array pozwalajg natomiast przeskanowac caty genom pod
katem CNV z rozdzielczoscig kilkudziesieciu kb - to standard w diagnostyce aberracji
chromosomowych u dzieci z wadami wrodzonymi czy w onkologii do wykrycia nabytych
zmian ilosciowych DNA.

PCR i techniki celowane - w praktyce laboratoryjnej, jesli znamy konkretnej mutacje do
wykrycia (np. hotspoty), WYkOI’ZVStUJe sie czesto metody PCR (np. ASO-PCR z sondami
specyficznymi dla mutaCJl) ub gPCR do wykrywania amplifikacji/delecji (np. MLPA —
analiza liczby kopii, np. egzonéw).



Doswiadczalne metody badania mutacji
genomowych

* Nowoczesne podejscie do badania mutacji obejmuje tez
wykorzystanie modeli in vitro i testow funkcjonalnych do interpretacji
wariantow o nieznanym znaczeniu (VUS).

* Przyktadowo, technologia saturacyjnej mutagenezy pozwala stworzyc
wszystkie mozliwe mutacje w danym genie i przetestowac ich wptyw
na funkcje biatka.

* Opublikowano takie badania np. dla genu BRCA1, gdzie za pomocg
edycji CRISPR zbadano efekt setek wariantow na przezycie komorek,
co pomaga w klasyfikacji VUS
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In 2020, the National Human Genome Research Institute (NHGRI) made ten “bold
predictions,” including that “the clinical relevance of all encountered genomic variants will
be readily predictable, rendering the diagnostic designation ‘variant of uncertain
significance (VUS)’ obsolete.” On September 16, 2021, we talked about this prediction in
the NHGRI Bold Predictions seminar series, and here, we update and expand upon these

talks (accessible on the NHGRI website at https://www.genome.gov/event-calendar/Bold-

Predictions-for-Human-Genomics-by-2030 (7). This prediction appears to be the boldest of

all ten as VUSs deposited in ClinVar have increased by ~5-fold from 2020 when the

prediction was published to 2023 (ClinVar; https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/; date

accessed August 1, 2023). However, despite this daunting increase, we are hopeful that

many if not most VUSs awaiting classification will in fact be resolved by 2030.



