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Naujos kartos sekoskaitos
duomeny automatinio
analizes algoritmo

bei skirtingy praturtinimo
sistemy jvertinimas
naudojant Sanger sekoskaita

Santrauka

Darbo tikslas. Ivertinti naujos kartos sekoskaitos SOLiD platformos
automatini analizés algoritma, apibréziant metodo tikslumo, jautrumo
ir specifiSkumo reik§mes, bei jvertinti Siai platformai naudojamas taiki-
niy praturtinimo sistemas (TargetSeq ir SureSelect) Sanger sekoskaitos
metodu.

Tiriamieji ir metodai. Tiriamuju grupe sudaré 96 asmenys. Buvo
vertinama 60 genomo variantu, identifikuotu naujos kartos sekoskaitos
metodu — atliekant Sanger sekoskaita. Taikiniuy praturtinimo siste-
moms palyginti naudotos naujos kartos sekoskaitos kokybés duomenyse
nurodytos padengimy reik§meés.

Tyrimo rezultatai. Sesi variantai buvo klaidingai identifikuoti ar-
ba negaléjo buti nustatomi dél Sanger sekoskaitos metodo ribotumo ar
klaidu. Du variantai buvo klaidingai ivardyti naujos kartos sekoskaitos
SOLiD platformos automatinio analizés algoritmo.

Bendras vidutinio padengimo vidurkis naudojant SureSelect ir
TargetSeq praturtinimo sistemas yra atitinkamai 32,77 ir 31,58. Atsi-
zvelgiant 1 Sias reikSmes, SureSelect praturtinimo sistemos bendras pa-
dengimas yra 3,65 % didesnis. Daugiau varianty buvo nustatyta naudo-
jant SureSelect praturtinimo sistema, tac¢iau TargetSeq sistema buvo
nustatyti Siai sistemai unikalts variantai.

Taip pat buvo apskaiciuotas automatinio analizés algoritmo tikslu-
mas, jautrumas ir specifiSkumas — atitinkamai 99,66 %, 99,22 %, 99,7 %.

Isvados. Naujos kartos sekoskaitos SOL:D platformos automatinio
analizés algoritmo tikslumo, jautrumo ir specifiSkumo reik§més leidzia
teigti, kad naujos kartos sekoskaitos duomenu, atitinkanciu aukstus au-
tomatinio analizés algoritmo parametrus, nebttina tikrinti Sanger me-
todu.

Lyginant SureSelect ir TargetSeq padengimo reik§mes naujos kar-
tos sekoskaitos duomenyse paaiskéjo, kad skirtingy praturtinimo siste-
mu padengimo vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskiria. Taciau
kiekviena sistema buvo nustatyti tai sistemai unikalas variantai, todél
efektyviausia naudoti abi praturtinimo sistemas, kad variantai batu nu-
statyti tiksliausiai.

Reiksminiai Zodziai: naujos kartos sekoskaita, NKS SOLiD platfor-
ma, praturtinimo sistemos, jautrumas, specifiSkumas.
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IVADAS

Vienas i$§ pagrindiniy metodu, lei-
dzianc¢iu nustatyti genomo variantus
bei ju ivairove, yra DNR sekoskaita.
Ivairiose gyvybés mokslu srityse vis
dazniau naudojamas naujos kartos se-
koskaitos (NKS) metodas, kuriuo gali-
ma sekvenuoti koduojané¢ia genomo
dali (egzoma) ar net visa genoma. Ta-
¢iau genomo variantams nustatyti
daznai vis dar yra taikoma Sanger se-
koskaita. Be to, §is metodas iki $iol
naudojamas NKS budu nustatytiems
genomo variantams tvirtinti del bati-
nybés ivertinti gautu rezultatu patiki-
muma bei paties metodo jautruma ir
specifiSkuma. Sia butinybe lemia NKS
klaidos, dél kuriu sunku nustatyti va-
riantus. Pavyzdziui, maza padengima
turintys genomo regionai gali lemti,
kad kritinése genomo srityse bus pra-
leisti reik§mingi variantai [1].

Itakos sekoskaitos rezultatams tu-
ri ir beveik kiekviename NKS etape
daromos klaidos, pradedant sekoskai-
tos technologijos pasirinkimu, auto-
matinio analizés algoritmo klaidomis,
baigiant in silico analizés bei duome-
nu interpretavimo klaidomis. Labai
svarbus zingsnis yra ir praturtinimo
sistemos pasirinkimas, nes skirtingo-
mis praturtinimo sistemomis nustato-
mi skirtingi variantai skirtinguose ge-
nomo regionuose.

Mokslo pasaulyje vyksta diskusi-
jos, ar verta NKS gautus duomenis ir
nustatytus variantus visuomet tikrin-
ti Sanger sekoskaita. Naujausiu tyri-
mu autoriai atsisako tikrinti NKS duo-
menis Sanger metodu dél gaunamu
aukstu kokybés parametru (jautrumo,
specifiskumo) reikSmiu. Pavyzdziui,
W. Mu su kolegomis, atlike NKS 20-iai
takstanéiu paveldimo vézio genu rin-
kiniu ir Sanger metodu patikrine
7 845 nepolimorfinius variantus, nu-

staté, kad 98,7 % rezultatu sutapo su
NKS duomenimis. Kita vertus, 1,3 %
varianty buvo klaidingai teigiami. Sie
variantai nustatyti probleminiuose ge-
nomo regionuose — AT ar GC gausiose
srityse, homologiniuose, pseudogenu
regionuose, ir galéjo bati atmesti kaip
klaidingai teigiami tik juos patikrinus
Sanger metodu [2]. Remiantis Siuo pa-
vyzdziu teigtina, kad nors NKS nusta-
tytu variantu tvirtinimas Sanger me-
todu turi akivaizdzia nauda, ta¢iau da-
lis laboratoriju visgi vengia variantu
tikrinimo. Taip yra dél to, kad pailgéja
tyrimo laikas ir padidéja jo kaina pa-
kartotinai tikrinant duomenis Sanger
metodu.

Siame darbe siekiama ivertinti
NKS duomenuy automatini analizés al-
goritma, apibréziant metodo tikslumo,
jautrumo ir specifiSkumo reikSmes bei
diskutuojant, ar verta Sanger metodu
tikrinti NKS duomenis remiantis §io
tyrimo rezultatais. Taip pat lyginamos
dvi skirtingos praturtinimo sistemos
siekiant ivertinti, kuri i$ ju yra prana-
Sesné.

DARBO TIKSLAS

Ivertinti naujos kartos sekoskaitos
SOL:D platformos automatini anali-
zés algoritma bei Siai platformai pri-
taikytas taikiniu praturtinimo siste-
mas naudojant Sanger sekoskaitos
metodg bei statistinius ir bioinforma-
cinius jrankius.

TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Darbe buvo panaudoti Vilniaus uni-
versiteto Medicinos fakulteto Biome-
dicinos moksly, instituto Zmogaus ir
medicininés genetikos katedroje (VU
MF BMI ZMGK) vykdyto projekto
»Lietuvos populiacijos genetiné ivairo-

vé ir sandaros kitimai, susije su evo-
liucija ir dazniausiai paplitusiomis li-
gomis“ (LITGEN) viso egzomo tiria-
muju duomenys (projekto vadovas
akad. prof. habil. dr. Vaidutis Kuéins-
kas). Tiriamuju grupe sudare 96 as-
menys. Apibendrinta tyrimo strategi-
jos schema pateikiama 1 paveiksle.

I8 projekto duomenu buvo atrinkta
100 genomo variantu pagal Siuos kri-
terijus:

1. Nustatymas praturtinimo rinki-
niais — TargetSeq (Life technologies,
JAV), SureSelect (Agilent, JAV).

2. Vieno nukleotido polimorfizmu
ir trumpu intarpu ir iSkritu santykis —
80 % ir 20 %.

3. Daznis tarp tiriamuju — varian-
tas galéjo buti nustatomas tik vienam
tiriamajam.

4. Pagal lyti — nustatyti variantai
lygiai pasiskirste tarp lyéiu.

5. Heterozigotiniy ir homozigoti-
niu pakaitu santykis — lygiomis dali-
mis.

6. Genomo variantu pasiskirsty-
mas genome — tolygus.

7. Varianto parinkimas atsizvel-
giant i geno sandara — 85 % egzoniniali,
10 % NTR, 5 % introniniai.

8. Pakaitos pobudis — itraukiamos
ir sinoniminés, ir nesinoniminés pa-
kaitos.

Darbe buvo optimizuotos polime-
razés grandininés reakcijos (PGR) sa-
lygos 60-iai genu egzonu ar ju frag-
menty. Jiems visiems buvo atlikta
Sanger sekoskaita siekiant isitikinti,
kad NKS badu nustatyti variantai yra
nustatomi ir Sanger metodu.

Variantai, kurie nebuvo patvirtinti
Sanger metodu, bei variantai, kurie
buvo nustatyti Sanger metodu, bet ne-
buvo zinoma informacija apie juos i8
NKS duomenu, buvo patikrinti NKS
duomenuy BAM failus vaizdinant in-
tegruota genomo vaizduokle IGV
(2.3 versija, Broad institutas, JAV).

Nepatvirtintu
NK? (du_o MENYS | Atrenkami 100 Yar.la'ntu Val‘lar.ltl,}_ NKVS
i$ projekto enomo variant tvirtinimas kokybés iveréiu
LITGEN) g = Sanger metodu patikra
naudojantis IGV

TargetSeq ir
SureSelect
praturtinimo
sistemu
palyginimas
agal padengima |

Statistiné
analizé

1 pav. Tyrimo strategijos schema
Fig. 1. The scheme of research strategy
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IGV vaizduokléje buvo tikrinami
pagrindiniai BAM faile, gautame NKS
SOLiD platforma, esantys paramet-
rai:

- padengimas (angl. coverage) >6;

- nukleotido kokybés ivertis (angl.
base quality score) >20;

- DNR fragmento kokybés ivertis
(angl. mapping quality score) >30;

« CIGAR jvertis;

- DNR fragmentu, turin¢iy alter-
natyvuji aleli, skai¢ius >2.

Siekiant palyginti skirtingas pra-
turtinimo sistemas, variantai buvo su-
skirstyti i dvi grupes pagal praturtini-
mo sistema, jungiant skirtinguy tiria-
muju genomo variantus, ir tam buvo
naudota GATK Combine Variants
(8.7 versija, Broad institutas, JAV)
programa. Variantai buvo anotuojami
ANNOVAR programiniu irankiu [3].

Statistiniams skaiéiavimams ir re-
zultatu vaizdinimui naudota Micro-
soft Office Excel 2015 programa ir lais-
vos prieigos R Commander 3.2.4 pro-
grama [4]. Statistinis patikimumas
buvo ivertintas naudojant Mano, Vit-
nio ir Vilkoksono (Mann-Whitney-
Wilcoxon) rangu sumu kriteriju. Sta-
tistiskai reikSmingais buvo laikomi
skirtumai, kuriu reikSmingumo lyg-
muo p < 0,05. Statistinés analizés
schema pateikiama 2 paveiksle.

TYRIMO REZULTATAI

Aprasomoji varianty
statistika

Pasitelkiant ANNOVAR programini
iranki, visi tirti variantai buvo ano-
tuoti — prie turimu duomenu buvo pri-
jungta duomenu baziu informacija
apie kiekvieng tiriamojo varianta.

Variantai darbui buvo pasirinkti
atsitiktinai, taciau taip, kad batu pa-
siskirste tolygiai visame genome — vi-
sose chromosomose buvo tirta bent po
viena varianta. Daugiausia variantu
buvo tirta 13-oje ir 14-oje chromoso-
mose (po keturis variantus), maziau-
siai — 16-oje ir Y chromosomose (po
viena varianta).

Didzioji dalis (85 %) tirtu genomo
variantu buvo egzoniniai, nes buvo
naudojami viso egzomo sekoskaitos
duomenys. Kadangi praturtinimo sis-
temos aprépia ne tik egzonus, bet ir
aplinkines sritis, todél atliekant egzo-
mo sekoskaitg buvo identifikuoti va-
riantai, esantys ir intronuose ar ne-
transliuojamose geno dalyse. Dél Sios
priezasties buvo itraukti ir tokie va-
riantai, kurie buvo nustatyti viso eg-
zomo sekoskaitos metodu. Tokiu va-
rianty dalis sieké 15 %.

_ TAIP F testas
Sapiro ir Vilko testas
(tikrinamas
pasiskirstymas pagal ( e
normaluji skirstini) Mano, Vitnio ir
NE Vilkoksono rangu
sumuy kriterijus

2 pav. Statistinés analizés schema
Fig. 2. The scheme of statistical analysis

Sanger sekoskaitos duomeny
analizé ir vaizdinimas

Darbe buvo optimizuotos PGR salygos
60-iai genu egzonu ar ju fragmentu.
Jiems visiems buvo atlikta Sanger se-
koskaita, siekiant ivertinti naudoto
automatinio analizés algoritmo patiki-
muma. I§ viso buvo sekvenuoti 747 ge-
nomo fragmentai is§ 890, o 143 genomo
fragmentai nesekvenuoti deél ribotu
DNR istekliu Siam moksliniam tyri-
mui.

Visu §iy variantu DNR fragmentai
i§ NKS duomenu buvo patikrinti juos
vaizdinant integruota genomo vaiz-
duokle (IGV). Sioje programoje tikri-
nami pagrindiniai BAM faile esantys
parametrai, gauti pasitelkiant NKS
SOLiD platforma: padengimas (angl.
coverage), nukleotido kokybés ivertis
(angl. base quality score), DNR frag-
mento kokybés ivertis (angl. mapping
quality score), CIGAR jvertis, alterna-
tyvuji aleli turinéiu DNR fragmentu
skaiéius.

Padengimas rodo, kiek DNR frag-
mentu nukleotidy sutampa ir (ar) ne-
sutampa tam tikroje genomo pozicijoje
prilygiavus juos prie referentinio ge-
nomo. Kuo daugiau karty tas pats nu-
kleotidas pasikartoja, tuo rezultatai
yra geresni, iSskyrus tuos atvejus, kai
didelis nukleotido pasikartojimu skai-
¢ius sukuriamas dirbtinai, pavyzdziui,
del DNR fragmentu duplikaciju [5].
BAM faile taip pat pateikiama infor-
macija apie kiekvieno nukleotido ko-
kybés ivercius (angl. base quality
score). Sie iver¢iai nurodo nukleotido
ivardijimo tiksluma arba tikimybe,
kad atliekant NKS buvo padaryta
klaida. Nukleotido kokybés ivertis pa-
teikiamas Phred iverc¢io formatu. Jei
Phred ivertis lygus 10 — tai reiSkia,
kad yra 1 tikimybé i§ 10, jog nukleoti-
das identifikuotas klaidingai. Jei
Phred ivertis lygus 30 — tai reiskia,
kad klaidos tikimybé yra lygi 1 is
1000. Todél $is ivertis svarbus sie-
kiant atskirti teisingai identifikuotus
variantus nuo klaidingai teigiamu va-

riantu [1].
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Taip pat Siame faile nurodomas
CIGAR ijvertis, kuris teikia informaci-
ja apie DNR fragmento sutapima su
referentiniu genomu prilygiuotoje vie-
toje. Pavyzdziui, SOL:iD platforma
gaunamu DNR fragmenty ilgis yra
75 bp. Jei fragmentas idealiai prily-
giuojamas prie referentinio genomo,
tuomet CIGAR verte lygi 75 M. Taciau
yra galimas variantas, kad DNR frag-
mento pirmieji 30 nukleotidy bus pri-
lygiuoti tinkamai, toliau kiti penki ne-
bus prilygiuoti, o like 40 vel atitiks re-
ferentinio genomo seka. Tokiu atveju
CIGAR ivertis buty lygus 30M5N40M.

Ketvirtas labai svarbus jvertis, nu-
statomas prilygiavimo prie referenti-
nio genomo etape, yra DNR fragmento
kokybés ivertis (angl. mapping quality
score). Sis parametras labai priklauso
nuo seku homologijos. Sekvenuoti
DNR fragmentai yra trumpi, todel jie
gali atsikartoti skirtingose genomo
vietose, o tai gali lemti, kad DNR frag-
mentas bus neteisingai prilygiuotas
prie referentinio genomo. Tod¢el DNR
fragmentui, kuris gali bati prilygiuo-
tas keliose genomo pozicijose, progra-
ma suteikia zemesni DNR fragmento
kokybés iverti.

Siame tyrimo etape nustatyta, kad
S§e§i variantai (esantys SKA3
rs11147976, CRACR2A rs11062745,
ANKRD62 rs201537483, BMS1
rs12764004, BAGE2 rs4913758 ir CFP
rs2235182 genuose) buvo klaidingai
identifikuoti arba negaléjo buti nusta-
tomi del Sanger metodo ribotumo ar
klaiduy.

Du variantai (TMPRSS15
rs2824804 ir FAMI105A rs16903574
genuose; po viena tiriamaji) buvo klai-
dingai ivardyti NKS SOL:D platfor-
mos automatinio analizés algoritmo.

Likusiu patvirtinty varianty skai-
éius buvo lygus 100 %, t. y. visiems ti-
riamiesiems pokytis buvo patvirtintas
ir Sanger metodu.

Praturtinimo sistemy
palyginimas

Siekiant palyginti praturtinimo siste-
mas, naudojant GATK Combine Vari-
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ants programa buvo sujungti skirtin-
gu tiriamuju genomo variantai. Véliau
NKS duomenys buvo suskirstyti i dvi
grupes — variantai, kurie buvo nusta-
tyti TargetSeq sistema, ir variantai,
kurie buvo nustatyti SureSelect siste-
ma. TargetSeq sistema buvo nustatyta
17-a variantu, SureSelect — 22, 0 21-as
variantas buvo nustatytas abiejomis
praturtinimo sistemomis.

Praturtinimo sistemos buvo lygi-
namos pagal viena pagrindiniu NKS
parametru — padengima. Naudojan-
tis NKS kokybés duomenimis buvo
apskaiciuoti kiekvieno varianto pa-
dengimo vidurkiai ir palyginti abiem
sistemomis nustatyti bendri varian-
tai.

Remiantis gautais bendrais vidur-
kiais (1 lentelé) galima teigti, kad
SureSelect praturtinimo sistemos ben-
dras padengimas yra Siek tiek (3,65 %)
didesnis.

Siekiant patikrinti, ar Sis skirtu-
mas yra statistiSkai reik§mingas, bu-
vo taikytas Mano, Vitnio ir Vilkoksono
rangu sumuy kriterijus. Pritaikius pa-
sirinktq kriteriju, p reikSme buvo lygi
0,7079, t. y. nuliné hipotezé buvo pri-
imta — skirtingu praturtinimo sistemu
padengimo vidurkiai statistiskai
reik§mingai nesiskiria.

I§ visu tiriamuju dviem LITGEN
projekto tyréjai atliko viso egzomo se-
koskaita abiem praturtinimo sistemo-
mis. Gauti duomenys leido tiksliau
palyginti Sias sistemas. I§ analizuoja-
muy variantu daugiau buvo nustatyta
SureSelect praturtinimo rinkiniu (Se-
§i variantai vienam tiriamajam, as-
tuoni kitam). Svarbu pabrézti, kad
nors TargetSeq sistema buvo identifi-
kuota maziau variantu (keturi pir-
mam tiriamajam ir trys antram tiria-
majam), ta¢iau buvo nustatyta tokiu,
kurie nebuvo identifikuoti SureSelect
sistema.

Remiantis Siais duomenimis buvo
atliktas ir abiem sistemomis nusta-
tytu bendru variantu padengimo vi-
durkiu palyginimas. Bendras paden-
gimo vidurkis su TargetSeq ir
SureSelect — atitinkamai 21,5 ir 33,5.
SureSelect vidutinis padengimas
daug didesnis (35,82 %). Taciau svar-

1 lentelé. Bendru varianty vidutinio padengimo reik$miuy palyginimas
Table 1. Comparison of mean coverage values between common variants

Genas Pokytis pagal HGVS| SU DP vidurkis TS DP vidurkis
SKA3 c.1157A>G 27,33 417,67
HNRNPC c.429G>A 33,25 39,60
ZNF721 ¢.389G>A 65,00 51,00
FAM105A c.957C>G 50,09 19,36
DSP c.5213G>A 102,31 34,71
TMEM184A ¢.53C>T 6,55 7,00
SMARCA2 ¢.280C>G 38,09 49,50
NLRP6 c.2229G>A 9,70 10,78
FGF23 c.716C>T 13,93 12,50
SPATA13 c.719G>A 51,38 4,30
EDDM3A ¢.184G>T 46,43 49,00
CYFIP1 c.1165G>A 42,70 13,38
ABR c.1304A>G 35,15 15,17
POLRMT ¢.3243C>G 12,60 32,67
SIRPBI1 ¢.316A>C 75,89 162,33
TMPRSS15 c.95A>G 33,58 36,00
GAB4 c.487G>T 9,44 17,33
ARSD c.671C>A 11,59 18,08
EMILIN2 ¢.29T>C 11,75 15,57
GNG7 c.-30A>G 4,00 9,32
Ty ¢.1029+33C>A 7,50 17,89
Bendras vidurkis 32,774 31,579

SU — SureSelect; TS — TargetSeq; DP — vidutinis padengimas

bu paminéti, kad tokiu bendru va-
rianty buvo tik trys, todél imties ne-
pakanka normalumui jvertinti Sapi-
ro ir Vilko (Shapiro-Wilk) testu bei
tolesniems statistiniams vertini-
mams, nes tokiu atveju testas neten-
ka galios atmesti nuline hipoteze ir
nedidelés imtys dirbtinai patenkina
normaluji désni.

SOLiD metodo tikslumo,
jautrumo ir specifiskumo
nustatymas

Atlikus NKS metodu nustatytu va-
rianty tvirtinima Sanger sekoskaita,
buvo apskaiéiuotas darbe vykdyto
NKS SOLiD metodo automatinio ana-
lizés algoritmo tikslumas, jautrumas
ir specifiSkumas. Rezultatai pateikia-
mi 2 lentelé¢je.

REZULTATY APTARIMAS

Sanger sekoskaitos duomeny
palyginimas su NKS
duomenimis

Siame tyrimo etape patikrinus varian-
ta SKA3 (rs11147976) gene IGV vaiz-
duokle nustatyta, kad DNR fragmen-
tu kokybés iveréiai yra auksti. DidzZio-
sios dalies DNR fragmentuy CIGAR
ivertis buvo lygus 75M, o tai yra ge-
riausias galimas variantas su Siais
duomenimis. DNR fragmento kokybés
ivertis lygus 95 i§ 100, nukleotido ko-
kybeés ivertis lygus 41 i§ 41, o padengi-
mas geras (vidutinis padengimas ly-
gus 38). Atsizvelgus i kokybés ivercius
galima daryti isvada, kad NKS meto-
du buvo tiksliai identifikuotas esamas

2 lentelé. NKS SOLiD metodo automatinio analizés algoritmo tikslumo, jautrumo ir specifiSkumo apibrézimai bei gauti

iverdciai

Table 2. Deffinitions and values of automated NGS SOLiD data analysis pipeline’s accuracy, sensitivity and specificity

Savoka Apibrézimas Darbe nustatytas SOLiD platformos ivertis
Tikslumas Matavimo rezultato ir priimtos pamatinés vertés 99,66 %
atitikimo artumas
Jautrumas Gebé¢jimas tiksliai nustatyti genomo variantus, kurie 99,22 %
is$ tikruju yra
SpecifiSkumas Teisingai nenustatytu variantu, kuriy ir neturéty bati 99,7 %
toje genomo pozicijoje, dalis
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3 pav. CFP geno egzono fragmento sekvenograma
Fig. 3. The chromatogram of CFP gene exon

variantas. Labiausiai tikétina, kad
Sanger metodu $is variantas buvo ne-
nustatytas dél metodo klaidos.

BMS1 (rs12764004) geno varian-
tas taip pat nebuvo nustatytas Sanger
metodu. Seku kokybé buvo prasta, eg-
zono pabaigoje matomos dvigubos
smailés. Patikrinus §i variantg IGV
pastebéta, kad nukleotidu kokybés
iveréiai yra auksti (daugumai frag-
mentu lygus 41), vidutinis padengi-
mas lygus 44, o tai turétu sufleruoti
apie gera atskiro nukleotido kokybe ir
§iu parametry vertés gali bati irody-
mas, kad variantas tiriamiesiems yra
nustatomas. Tac¢iau didelis padengi-
mas ir prastas DNR fragmento koky-
bés ivertis (apie 8) rodo, kad DNR
fragmentas yra homologiskas keliose
genomo vietose, todél sukurti pradme-
nys pagausina DNR fragmentus i$
skirtinguy genomo vietu. D¢l tos prie-
zasties Sanger sekoskaitos metodu po-
kytis tirtoje genomo srityje nefiksuoja-
mas, o NKS metodu jis fiksuojamas.
Be to, dél homologiniu sriéiu genome
naujos kartos sekoskaitos metodu
gauti fragmentai gali buti netiksliai
prilygiuojami prie referentinio
genomo. Panasi situacija buvo nusta-
tyta ir vizualizavus varian-
ta BAGE2 (rs4913758) gene. Visi §ie
gauti rezultatai leidzia daryti iSvada,
kad atliekant NKS duomenu analize
butina atsizvelgti i sekoskaitos ir duo-
menuy analizeés kokybés ivercius.

Analizuojant Sanger sekoskaitos
duomenis, buvo susidurta ir su kebles-
niais variantais. Pirmasis yra susijes
su ANKRDG62 gene esanéiu variantu
(rs201537483). Jis buvo nustatytas
19 asmenuy i$§ 21, taciau iSsiaiskinta,
kad sis genas turi 93 % analogiska
pseudogena (ANKRDG62P1) 22-oje
chromosomoje, tod¢l visiems tiriamie-
siems nuo egzono vidurio iki galo buvo
matomos dvigubos smailés, kurios i§
pirmo Zvilgsnio buvo panasios i pokyti,
sukelianti rémelio poslinki. Daliai ti-
riamuju dél minéty dvigubu, o kartais
ir trigubuy smailiy buvo sudétinga nu-
statyti tikraji varianto tipa.

Kitas variantas (rs2235182), suke-
les analizés sunkumu, buvo CFP gene.
Sekvenavus Sanger metodu Sio geno
egzono ir Salia esancio introno dali pa-

stebéta, kad sekos kokybé suprastéja
po poliA regiono, matomos dvigubos
smailés (3 pav.). Siuo atveju tai homo-
geniSku regionu sekvenavimo Sanger
metodu trakumas — DNR sekos pra-
slydimas (angl. DNA sequence
slippages). Patikrinus IGV programa
nustatyta, kad nors padengimas ir
mazas (vidutinis padengimas lygus 6),
tadiau visi likusieji kokybés iverciai
rodo, kad pokytis yra. Deja, jis nebuvo
patvirtintas Sanger metodu dél mine-
to ribotumo.

Be to, vykdant Sanger sekoskaita
buvo nustatyti trys variantai, kuriy
pavieniu tiriamuju rezultatai nesuta-
po su NKS duomenimis. Sie variantai
yra: rs2824804 (TMPRSS15),
rs16903574 (FAM105A), rs11062745
(CRACRZ2A). Patikrinus variantus
IGV programa, TMPRSSI15 ir
FAM105A genuose §ie variantai nebu-
vo nustatyti. Tai reiSkia, kad analizés
algoritmas teisingu varianty atrankos
etape klaidingai priskyré Siuos va-
riantus ir tai yra NKS algoritmo klai-
da. CRACR2A gene esantis variantas
taip pat nebuvo nustatytas Sanger
metodu, jo NKS duomenys buvo vaiz-
dinami IGV programa. Visi kokybés
iverciai rodo, kad pokytis nurodytoje
genomo pozicijoje yra. Todél labiausiai
tikétina priezastis, dél kurios §is va-
riantas nenustatytas tiriamajam
Sanger metodu, — paties Sanger meto-
do klaida. Svarbu paminéti, kad daz-
niausiai mokslinése publikacijose
Sanger metodas nors ir laikomas auk-
so vertés standartu [6-8], tac¢iau gauti
rezultatai prieStarauja Siam teiginiui
ir parodo, kad metodas turi ir traku-
mu. Sanger metodas yra tikslus, ta-
Giau jo naudojima Siuolaikingje klini-
kinéje genetikoje riboja didéjantis ti-
riamuy genu skaicius tam tikroms dau-
giaveiksnéms bei poligeninéms ligoms
nustatyti, pavyzdziui, kurtumui ar in-
telektinei negaliai. Sanger metodas
yra netinkamas dideliam genu skai-
¢iui sekvenuoti — tyrimo kaina ir lai-
kas smarkiai iSauga. Tokiu atveju
naudojamos NKS technologijos, ku-
rios yra tinkamos takstancéiams va-
riantu nustatyti vienu metu. Taciau
skirtingos NKS technologijos, susidur-
damos su probleminiais genomo regio-
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nais (homogeniniai bei gausts trumpuy
intarpuy ir iSkritu regionai), gali turéti
skirtingas jautrumo ir specifiSkumo
reikSmes. Todeél buvo padaryta iSvada,
kad tradicinis Sanger sekoskaitos me-
todas turi buti naudojamas kaip pa-
galbinis NKS nustatytiems varian-
tams patvirtinti prie§ ivardijant gali-
ma funkcine reik§me susirgti tam tik-
romis ligomis. Be to, Sanger metodas
puikiai tinka monogeninéms ligoms
nustatyti, todél NKS naudoti nebuti-
na. Taip yra nurodoma ir NKS naudo-
jimo klinikinéje genetikoje gairése [9].
Taigi, Sie metodai i§ esmés papildo vie-
nas kita — NKS metodai leidzia atlikti
didelio masto genomo tyrimus, o
Sanger metodas naudojamas mazes-
néms imtims tirti bei NKS gautiems
rezultatams tvirtinti.

Praturtinimo sistemy
palyginimas

Siuo metu yra sukurta keletas skirtin-
gu taikiniu praturtinimo sistemu bei
nemazai skirtingu kiekvienos siste-
mos naujiniu, siekiant uztikrinti kuo
efektyvesni egzomo ar konkrediu ge-
nomo sri¢iy praturtinima. Naujausio-
se mokslinése publikacijose minima,
jog SureSelect sistema leidzia tiksliau
nustatyti variantus, ypac analizuojant
trumpus intarpus bei iSkritas. Be to,
geresnis koduojanciu regionu paden-
gimas pasiekiamas butent Sia sistema
[10-12].

Kita praturtinimo sistema —
TargetSeq. Nors ji apima maziau ge-
nomo regionu, taciau yra tokiu, kurie
nustatomi tik $ia praturtinimo siste-
ma. Todél mokslinése publikacijose
minima ne tik skirtingu sekoskaitos
platformu, bet ir skirtingu praturtini-
mo sistemu naudojimo svarba, sie-
kiant nustatyti kuo daugiau variantu
[11]. E. R Londin su kolegomis nagri-
néjo farmakogenomikai svarbius va-
riantus ir aiSkinosi egzomo sekoskai-
tos naudq nustatant Siuos variantus.
Idomu tai, kad, Siuy autoriu duomeni-
mis, maziausiai variantu egzonuose
buvo nustatyta naudojant SureSelect
sistema, o naudojant TargetSeq siste-
ma varianty buvo nustatyta apie 10 %
daugiau [13].
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Taéiau yra ir tokiu moksliniy pub-
likaciju, kuriose lyginami keli skirtin-
gi praturtinimo sistemu gamintojai.
Gauti rezultatai rodo, kad visomis ly-
ginamomis technologijomis pasiektas
panaSus tikslumas nustatant vieno
nukleotido polimorfizmus [14]. Taigi,
skirtingose mokslinése publikacijose
daromos skirtingos iSvados atsklei-
dzia Sios temos sudétinguma ir toles-
niy tyrimuy aktualuma.

Siame darbe NKS duomenys apie
tiriamus variantus buvo gauti naudo-
jant dvi skirtingas taikiniy praturtini-
mo sistemas — SureSelect ir
TargetSeq. Buvo siekiama nustatyti,
kuri sistema yra pranaSesné. Pagal
gautus rezultatus, pateiktus 1 lentelé-
je, maziausias vidutinis padengimas
(DP = 4) buvo nustatytas variantui,
esanfiam GNG7 geno 5 netransliuoja-
mame regione. Siuo atveju naudota
SureSelect praturtinimo sistema. Tai
galima paaiskinti remiantis varianto
genomine pozicija — §i praturtinimo
sistema naudojama genomo koduojan-
¢iu daliu analizei, todél geriausias pa-
dengimas bus koduojanciose srityse, o
nekoduojan¢ioms genomo dalims pa-
dengimas yra daug mazesnis.

Didziausias vidutinis padengimas
(DP = 162,3) buvo nustatytas naudo-
jant TargetSeq praturtinimo sistema.
Sis variantas yra SIRPBI gene.

Didesné dalis (57,14 %) variantu
turéjo didesni kaip 20 kartu vidutini
padengima naudojant SureSelect sis-
tema, o naudojant TargetSeq toki vi-
dutini padengima turéjo tik 42,84 %
variantu. Daugeliu atveju regionai,
kurie turéjo prasta padengima, buvo
gausiuose GC nukleotidu regionuose,
homogeniskuose regionuose arba buvo
egzono pradzioje ar pabaigoje.

Remiantis gautais bendrais vidur-
kiais, pateiktais 1 lenteléje, buvo nu-
statyta, kad bendras padengimo vi-
durkis tarp skirtingu praturtinimo
sistemuy statistiskai reikSmingai nesi-
skiria. Tadiau, atlikus dvieju negimi-
ningu asmenuy viso egzomo sekoskai-
tos abiem praturtinimo sistemomis
duomenuy analize, buvo nustatyta ma-
ziau variantu naudojant TargetSeq
sistemaq (keturi pirmam tiriamajam ir
trys antram tiriamajam). Taciau buvo
rasta ir variantu, kurie nebuvo identi-
fikuoti SureSelect sistema. Taigi gali-
ma daryti prielaida, kad tiksliausiai
variantus batu galima nustatyti nau-
dojant abi praturtinimo sistemas. Pa-
nasig iSvada padaré ir G. Zhang su ko-
legomis: vykdant egzomo sekoskaita ir
naudojant abi praturtinimo sistemas
buvo pasiektas didesnis specifiSkumas
bei jautrumas NKS analizés algoritmo
variantu nustatymo etape [11].

SOLiD metodo tikslumo,
jautrumo ir specifiskumo
nustatymas

Siekiant nustatyti, ar tyrimo metodo
rezultatai yra tikslas, laboratorijose
kiekvienas tyrimo etapas yra vertina-
mas ir atidziai stebimas. Svarbu iver-
tinti kiekvieno metodo tiksluma, jaut-
ruma bei specifiSkuma [1]. Puikus pa-
vyzdys yra paveldimu ligu NKS genu
rinkiniy tyrimai: nustatyti metodo
specifiSkuma ir jautruma yra itin svar-
bu, nes pagal tyrimo atsakyma formu-
luojama diagnozé ir parenkama toles-
né gydymo taktika [2]. Atlikus NKS
metodu nustatyty varianty tvirtinima
Sanger sekoskaita, buvo apskai¢iuotas
darbe vykdyto NKS SOLiD platformos
automatinio analizés algoritmo tikslu-
mas, jautrumas ir specifiSkumas.

Metodo tikslumas sieké 99,66 %,
t. y. tokia dalis NKS duomenu sutapo
su Sanger sekoskaitos metodu gautais
duomenimis. Sis skai¢ius buvo arti-
mas L. G. Biesecker ir kolegu gau-
tiems duomenims — ju atliktame tyri-
me metodo tikslumas sieké 99,97 %
[15]. O. Harismendy ir kolegu duome-
nimis, SOLiD metodo tikslumo reiks-
meé taip pat buvo labai artima Siame
darbe gautajai reikSmei — 99,7 % [16].

Metodo jautrumas — tai gebéjimas
tiksliai nustatyti genomo variantus,
kurie i§ tikruju yra. Sie variantai taip
pat vadinami teisingai teigiamais
(angl. true positive). Taigi, jautrumas
apskaic¢iuojamas dalijant teisingai tei-
giamuy variantuy skaiéiu i§ teisingai tei-
giamu ir klaidingai neigiamu variantu
skaifiaus sumos [17]. Metodo jautru-
mas sieké 99,22 %.

SpecifiSkumu laikoma dalis teisin-
gai nenustatytu variantu, kuriu ir ne-
turétu buti toje genomo pozicijoje
(angl. true negative). Jis apskaic¢iuoja-
mas teisingai neigiamu variantu skai-
¢iu dalijant i§ teisingai neigiamu ir
klaidingai teigiamu variantu skai-
Giaus sumos. NKS SOLiD metodo spe-
cifiskumas sieké 99,7 %. Remiantis
aukstais NKS metodo jautrumo ir spe-
cifiSkumo iverciais galima daryti iSva-
da, jog NKS duomenu, atitinkanéiu
aukstus automatinio analizés algorit-
mo parametrus, tikrinti Sanger meto-
du nebutina. Panasia iSvada padaré ir
L. M. Baudhuin su kolegomis [18].

Svarbu atkreipti démesi ir i tai,
kad nors Sanger metodas ir yra laiko-
mas aukso vertés standartu, taciau
buata nenustatytu varianty batent dél
$io metodo ribotumo, o tai kelia klausi-
ma, ar Sanger metodas gali bati laiko-
mas etalonu.

O. Harismendy bei jo kolegu atlik-
to tyrimo duomenimis, devyni i§ de-

Simties tirtuy variantu, nustatytu
Sanger metodu ir nenustatytuy NKS
metodu, buvo klaidingai identifikuoti
butent dél Sanger metodo klaidos [16].
Negana to, kito tyrimo metu taip pat
buvo nustatyta, kad 17 i§ 19 neatitiki-
mu tarp Sanger ir NKS duomenu buvo
del Sanger klaidos. Remiantis $iais re-
zultatais padaryta iSvada, kad néra
prasmeés tikrinti NKS duomenimis nu-
statytu vieno nukleotido variantu
Sanger metodu, nes tokiu budu gali
bati atmesti ir neivertinti reikSmingi
variantai. Be to, atsisakant NKS gau-
tu duomenu tikrinimo batu sutaupyta
lésy ir laiko [15].

ISVADOS

Sanger sekoskaitos metodu nustatyti
astuoni variantai, kurie nesutapo su
NKS duomenimis — Sesi i§ tu variantu
buvo klaidingai ivardyti arba negaléjo
bati nustatomi del Sanger sekoskaitos
metodo ribotumo ar klaidy. Kiti du va-
riantai buvo klaidingai ivardyti NKS
SOLiD platformos automatinio anali-
zés algoritmo. Sie rezultatai rodo, kad
Sanger sekoskaitos metodo klaidu
identifikuojant variantus buvo dau-
giau, todél diskutuotina, ar Sis meto-
das laikytinas aukso vertés standartu.

SureSelect ir TargetSeq praturtini-
mo sistemos buvo lyginamos ir pagal
vidutinio padengimo reikSmes. Paais-
kéjo, kad SureSelect praturtinimo sis-
temos bendras padengimas yra 3,65 %
didesnis. Taéiau naudojantis Mano,
Vitnio ir Vilkoksono ranguy sumuy kri-
terijumi nustatyta, kad skirtingu pra-
turtinimo sistemu padengimo vidur-
kiai statistiSkai reik§mingai nesiski-
ria. Pasitelkus dvieju negiminingu as-
menu, kuriems sekoskaita buvo ivyk-
dyta abiem praturtinimo sistemomis,
duomenis buvo tiksliau palygintos abi
praturtinimo sistemos. Daugiau va-
riantu buvo nustatyta naudojant
SureSelect praturtinimo sistema, ta-
éiau TargetSeq sistema buvo nustatyti
Siai sistemai unikalts variantai, todel
efektyviausia taikyti abi praturtinimo
sistemas, kad variantai bty nustatyti
tiksliausiai.

Darbe naudotos NKS SOLiD plat-
formos automatinio analizés algorit-
mo tikslumas buvo 99,66 %, jautru-
mas — 99,22 % ir specifiSkumas —
99,7 %. Remiantis $iais rezultatais ga-
lima tvirtinti, jog NKS duomenu,
atitinkanciuy aukstus automatinio
analizés algoritmo parametrus, tikrin-
ti Sanger sekoskaitos metodu nebuti-
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Also, more genome variants were
identified using the SureSelect enrich-
ment system. However, TargetSeq sys-
tem was able to identify unique variants.

Finally, the automated next genera-
tion SOLiD data analysis pipeline’s accu-
racy, sensitivity and specificity was esti-
mated to be 99.66%, 99.22% and 99.7%,
respectively.

Conclusions. These results indicate
that there is no need to verify next gener-
ation sequencing data using Sanger se-
quencing when automatic analysis algo-
rithm parameters are high.

Comparison of TargetSeq and
SureSelect coverage values showed that
difference between means is not statisti-
cally significant. However, both systems
were able to identify unique variants, so
the most effective way to accurately iden-
tify genome variants is to use both
enrichment systems.

Summary

EVALUATION OF AUTOMATED NEXT GENERATION SEQUENCING DATA
ANALYSIS PIPELINE AND DIFFERENT ENRICHMENT SYSTEMS USING
SANGER SEQUENCING

Gabrielé Zukauskaité, Laima Ambrozaityté, Tautvydas Ranéelis,
Ingrida Kavaliauskiené, Vaidutis Kuéinskas

TargetSeq and SureSelect target enrich-
ment systems.

Purpose. To evaluate automated next
generation sequencing SOLiD platform’s
data analysis pipeline, defining accuracy,
sensitivity and specificity values. Also, to
evaluate used target enrichment systems
(TargetSeq and SureSelect) using Sanger
sequencing.

Participants and methods. Study
included data of 96 individuals. Sixty ge-
nome variants, detected by next genera-
tion sequencing, were investigated using
Sanger sequencing and other analysis
tools. Coverage values of next generation
sequencing data were used to compare

Results. Six variants have been identi-
fied incorrectly or could not be identified at
all because of Sanger sequencing limita-
tions or errors. Two variants were errone-
ously identified by automated data analy-
sis pipeline.

The mean coverage using SureSelect
and TargetSeq enrichment systems were
32.77 and 31.58, respectively. Based on
these values, the coverage of SureSelect en-
richment system is 3.65% higher.

Keywords: next-generation sequencing,
NGS SOLiD platform, enrichment sys-
tems, sensitivity, specificity.
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