
Naujos kartos sekoskaitos
duomenø automatinio
analizës algoritmo
bei skirtingø praturtinimo
sistemø ávertinimas
naudojant Sanger sekoskaità

Santrauka

Dar bo tiks las. Áver tin ti nau jos kar tos se kos kai tos SOLiD plat for mos
au to ma ti ná ana li zës al go rit mà, api brë þiant me to do tiks lu mo, jaut ru mo
ir spe ci fið ku mo reikð mes, bei áver tin ti ðiai plat for mai nau do ja mas tai ki -
niø pra tur ti ni mo sis te mas (TargetSeq ir SureSelect) Sang er se kos kai tos
me to du.

Ti ria mie ji ir me to dai. Ti ria mø jø gru pæ su da rë 96 as me nys. Bu vo
ver ti na ma 60 ge no mo va rian tø, iden ti fi kuo tø nau jos kar tos se kos kai tos
me to du – at lie kant Sang er se kos kai tà. Tai ki niø pra tur ti ni mo sis te -
moms pa ly gin ti nau do tos nau jos kar tos se kos kai tos ko ky bës duo me ny se 
nu ro dy tos pa den gi mø reikð mës.

Ty ri mo re zul ta tai. Ðe ði va rian tai bu vo klai din gai iden ti fi kuo ti ar -
ba ne ga lë jo bû ti nu sta to mi dël Sang er se kos kai tos me to do ri bo tu mo ar
klai dø. Du va rian tai bu vo klai din gai ávar dy ti nau jos kar tos se kos kai tos
SOLiD plat for mos au to ma ti nio ana li zës al go rit mo.

Ben dras vi du ti nio pa den gi mo vi dur kis nau do jant SureSelect ir
TargetSeq pra tur ti ni mo sis te mas yra ati tin ka mai 32,77 ir 31,58. At si -
þvel giant á ðias reikð mes, SureSelect pra tur ti ni mo sis te mos ben dras pa -
den gi mas yra 3,65 % di des nis. Dau giau va rian tø bu vo nu sta ty ta nau do -
jant SureSelect pra tur ti ni mo sis te mà, ta èiau TargetSeq sis te ma bu vo
nu sta ty ti ðiai sis te mai uni ka lûs va rian tai.

Taip pat bu vo ap skai èiuo tas au to ma ti nio ana li zës al go rit mo tiks lu -
mas, jaut ru mas ir spe ci fið ku mas – ati tin ka mai 99,66 %, 99,22 %, 99,7 %.

Ið va dos. Nau jos kar tos se kos kai tos SOLiD plat for mos au to ma ti nio
ana li zës al go rit mo tiks lu mo, jaut ru mo ir spe ci fið ku mo reikð mës lei dþia
teig ti, kad nau jos kar tos se kos kai tos duo me nø, ati tin kan èiø aukð tus au -
to ma ti nio ana li zës al go rit mo pa ra met rus, ne bû ti na tik rin ti Sang er me -
to du.

Ly gi nant SureSelect ir TargetSeq pa den gi mo reikð mes nau jos kar -
tos se kos kai tos duo me ny se pa aið kë jo, kad skir tin gø pra tur ti ni mo sis te -
mø pa den gi mo vi dur kiai sta tis tið kai reikð min gai ne si ski ria. Ta èiau
kiek vie na sis te ma bu vo nu sta ty ti tai sis te mai uni ka lûs va rian tai, to dël
efek ty viau sia nau do ti abi pra tur ti ni mo sis te mas, kad va rian tai bû tø nu -
sta ty ti tiks liau siai.

Reikð mi niai þo dþiai: nau jos kar tos se kos kai ta, NKS SOLiD plat for -
ma, pra tur ti ni mo sis te mos, jaut ru mas, spe ci fið ku mas.
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ÁVADAS

Vie nas ið pa grin di niø me to dø, lei -
dþian èiø nu sta ty ti ge no mo va rian tus
bei jø ávai ro væ, yra DNR se kos kai ta.
Ávai rio se gy vy bës moks lø sri ty se vis
daþ niau nau do ja mas nau jos kar tos se -
kos kai tos (NKS) me to das, ku riuo ga li -
ma sek ve nuo ti ko duo jan èià ge no mo
da lá (eg zo mà) ar net vi sà ge no mà. Ta -
èiau ge no mo va rian tams nu sta ty ti
daþ nai vis dar yra tai ko ma Sang er se -
kos kai ta. Be to, ðis me to das iki ðiol
nau do ja mas NKS bû du nu sta ty tiems
ge no mo va rian tams tvir tin ti dël bû ti -
ny bës áver tin ti gau tø re zul ta tø pa ti ki -
mu mà bei pa ties me to do jaut ru mà ir
spe ci fið ku mà. Ðià bû ti ny bæ le mia NKS 
klai dos, dël ku riø sun ku nu sta ty ti va -
rian tus. Pa vyz dþiui, ma þà pa den gi mà
tu rin tys ge no mo re gio nai ga li lem ti,
kad kri ti në se ge no mo sri ty se bus pra -
leis ti reikð min gi va rian tai [1].

Áta kos se kos kai tos re zul ta tams tu -
ri ir be veik kiek vie na me NKS eta pe
da ro mos klai dos, pra de dant se kos kai -
tos tech no lo gi jos pa si rin ki mu, au to -
ma ti nio ana li zës al go rit mo klai do mis,
bai giant in silico ana li zës bei duo me -
nø in ter pre ta vimo klai do mis. La bai
svar bus þings nis yra ir pra tur ti ni mo
sis te mos pa si rin ki mas, nes skir tin go -
mis pra tur ti ni mo sis te mo mis nu sta to -
mi skir tin gi va rian tai skir tin guo se ge -
no mo re gio nuo se.

Moks lo pa sau ly je vyks ta dis ku si -
jos, ar ver ta NKS gau tus duo me nis ir
nu sta ty tus va rian tus vi suo met tik rin -
ti Sang er se kos kai ta. Nau jau siø ty ri -
mø au to riai at si sa ko tik rin ti NKS duo -
me nis Sang er me to du dël gau na mø
aukð tø ko ky bës pa ra met rø (jaut ru mo, 
spe ci fið ku mo) reikð miø. Pa vyz dþiui,
W. Mu su ko le go mis, at li kæ NKS 20-iai 
tûks tan èiø pa vel di mo vë þio ge nø rin -
ki niø ir Sang er me to du pa tik ri næ
7 845 ne po li mor fi nius va rian tus, nu -

sta të, kad 98,7 % re zul ta tø su ta po su
NKS duo me ni mis. Ki ta ver tus, 1,3 %
va rian tø bu vo klai din gai tei gia mi. Ðie
va rian tai nu sta ty ti pro ble mi niuo se ge -
no mo re gio nuo se – AT ar GC gau sio se
sri ty se, ho mo lo gi niuo se, pseu do ge nø
re gio nuo se, ir ga lë jo bû ti at mes ti kaip
klai din gai tei gia mi tik juos pa tik ri nus
Sang er me to du [2]. Re mian tis ðiuo pa -
vyz dþiu teig ti na, kad nors NKS nu sta -
ty tø va rian tø tvir ti ni mas Sang er me -
to du tu ri aki vaiz dþià nau dà, ta èiau da -
lis la bo ra to ri jø vis gi ven gia va rian tø
tik ri ni mo. Taip yra dël to, kad pail gë ja
ty ri mo lai kas ir pa di dë ja jo kai na pa -
kar to ti nai tik ri nant duo me nis Sang er
me to du.

Ðia me dar be sie kia ma áver tin ti
NKS duo me nø au to ma ti ná ana li zës al -
go rit mà, api brë þiant me to do tiks lu mo, 
jaut ru mo ir spe ci fið ku mo reikð mes bei 
dis ku tuo jant, ar ver ta Sang er me to du
tik rin ti NKS duo me nis re mian tis ðio
ty ri mo re zul ta tais. Taip pat ly gi na mos 
dvi skir tin gos pra tur ti ni mo sis te mos
sie kiant áver tin ti, ku ri ið jø yra pra na -
ðes në.

DARBO TIKSLAS

Áver tin ti nau jos kar tos se kos kai tos
SOLiD plat for mos au to ma ti ná ana li -
zës al go rit mà bei ðiai plat for mai pri -
tai ky tas tai ki niø pra tur ti ni mo sis te -
mas nau do jant Sang er se kos kai tos
me to dà bei sta tis ti nius ir bio in for ma -
ci nius áran kius.

TYRIMO MEDÞIAGA IR METODAI

Dar be bu vo pa nau do ti Vil niaus uni -
ver si te to Me di ci nos fa kul te to Bio me -
di ci nos moks lø ins ti tu to Þmo gaus ir
me di ci ni nës ge ne ti kos ka ted ro je (VU
MF BMI ÞMGK) vyk dy to pro jek to
„Lie tu vos po pu lia ci jos ge ne ti në ávai ro -

vë ir san da ros ki ti mai, su si jæ su evo -
liu ci ja ir daþ niau siai pa pli tu sio mis li -
go mis“ (LITGEN) vi so eg zo mo ti ria -
mø jø duo me nys (pro jek to va do vas
akad. prof. ha bil. dr. Vai du tis Kuèins -
kas). Ti ria mø jø gru pæ su da rë 96 as -
me nys. Api ben drin ta ty ri mo stra te gi -
jos sche ma pa tei kia ma 1 pa veiks le.

Ið pro jek to duo me nø bu vo at rink ta 
100 ge no mo va rian tø pa gal ðiuos kri -
te ri jus:

1. Nu sta ty mas pra tur ti ni mo rin ki -
niais – TargetSeq (Life tech nol o gies,
JAV), SureSelect (Agilent, JAV).

2. Vie no nu kle o ti do po li mor fiz mø
ir trum pø in tar pø ir ið kri tø san ty kis –
80 % ir 20 %.

3. Daþ nis tarp ti ria mø jø – va rian -
tas ga lë jo bû ti nu sta to mas tik vie nam
ti ria ma jam.

4. Pa gal ly tá – nu sta ty ti va rian tai
ly giai pa si skirs tæ tarp ly èiø.

5. He te ro zi go ti niø ir ho mo zi go ti -
niø pa kai tø san ty kis – ly gio mis da li -
mis.

6. Ge no mo va rian tø pa si skirs ty -
mas ge no me – to ly gus.

7. Va rian to pa rin ki mas at si þvel -
giant á ge no san da rà – 85 % eg zo ni niai, 
10 % NTR, 5 % in tro ni niai.

8. Pa kai tos po bû dis – átrau kia mos
ir si no ni mi nës, ir ne si no ni mi nës pa -
kai tos.

Dar be bu vo op ti mi zuo tos po li me -
ra zës gran di ni nës re ak ci jos (PGR) sà -
ly gos 60-iai ge nø eg zo nø ar jø frag -
men tø. Jiems vi siems bu vo at lik ta
Sang er se kos kai ta sie kiant ási ti kin ti,
kad NKS bû du nu sta ty ti va rian tai yra 
nu sta to mi ir Sang er me to du.

Va rian tai, ku rie ne bu vo pa tvir tin ti 
Sang er me to du, bei va rian tai, ku rie
bu vo nu sta ty ti Sang er me to du, bet ne -
bu vo þi no ma in for ma ci ja apie juos ið
NKS duo me nø, bu vo pa tik rin ti NKS
duo me nø BAM fai lus vaiz di nant in -
teg ruo ta ge no mo vaiz duok le IGV
(2.3 ver si ja, Broad ins ti tu tas, JAV).
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1 pav. Ty ri mo stra te gi jos sche ma

Fig. 1. The sche me of re se arch stra t e gy



IGV vaiz duok lë je bu vo tik ri na mi
pa grin di niai BAM fai le, gau ta me NKS 
SOLiD plat for ma, esan tys pa ra met -
rai:

• pa den gi mas (angl. cov er age) >6;
• nu kle o ti do ko ky bës áver tis (angl. 

base qual ity score) >20;
• DNR frag men to ko ky bës áver tis

(angl. map ping qual ity score) >30;
• CI GAR áver tis;
• DNR frag men tø, tu rin èiø al ter -

na ty vø já ale lá, skai èius >2.
Sie kiant pa ly gin ti skir tin gas pra -

tur ti ni mo sis te mas, va rian tai bu vo su -
skirs ty ti á dvi gru pes pa gal pra tur ti ni -
mo sis te mà, jun giant skir tin gø ti ria -
mø jø ge no mo va rian tus, ir tam bu vo
nau do ta GATK Com bine Vari ants
(3.7 ver si ja, Broad ins ti tu tas, JAV)
pro gra ma. Va rian tai bu vo ano tuo ja mi
ANNOVAR pro gra mi niu áran kiu [3].

Sta tis ti niams skaièia vi mams ir re -
zul ta tø vaiz di ni mui nau do ta Micro -
soft Of fice Ex cel 2015 pro gra ma ir lais -
vos pri ei gos R Com mander 3.2.4 pro -
gra ma [4]. Sta tis ti nis pa ti ki mu mas
bu vo áver tin tas nau do jant Ma no, Vit -
nio ir Vil kok so no (Mann–Whit ney–
Wilcoxon) ran gø su mø kri te ri jø. Sta -
tis tið kai reikð min gais bu vo lai ko mi
skir tu mai, ku riø reikð min gu mo lyg -
muo p < 0,05. Sta tis ti nës ana li zës
sche ma pa tei kia ma 2 pa veiks le.

TYRIMO REZULTATAI

Apraðomoji variantø
statistika

Pa si tel kiant ANNOVAR pro gra mi ná
áran ká, vi si tir ti va rian tai bu vo ano -
tuo ti – prie tu ri mø duo me nø bu vo pri -
jung ta duo me nø ba ziø in for ma ci ja
apie kiek vie nà ti ria mo jo va rian tà.

Va rian tai dar bui bu vo pa si rink ti
at si tik ti nai, ta èiau taip, kad bû tø pa -
si skirs tæ to ly giai vi sa me ge no me – vi -
so se chro mo so mo se bu vo tir ta bent po
vie nà va rian tà. Dau giau sia va rian tø
bu vo tir ta 13-oje ir 14-oje chro mo so -
mo se (po ke tu ris va rian tus), ma þiau -
siai – 16-oje ir Y chro mo so mo se (po
vie nà va rian tà).

Di dþio ji da lis (85 %) tir tø ge no mo
va rian tø bu vo eg zo ni niai, nes bu vo
nau do ja mi vi so eg zo mo se kos kai tos
duo me nys. Ka dan gi pra tur ti ni mo sis -
te mos ap rë pia ne tik eg zo nus, bet ir
ap lin ki nes sri tis, to dël at lie kant eg zo -
mo se kos kai tà bu vo iden ti fi kuo ti va -
rian tai, esan tys ir in tro nuo se ar ne -
tran sliuo ja mo se ge no da ly se. Dël ðios
prie þas ties bu vo átrauk ti ir to kie va -
rian tai, ku rie bu vo nu sta ty ti vi so eg -
zo mo se kos kai tos me to du. To kiø va -
rian tø da lis sie kë 15 %.

Sanger se kos kai tos duo me nø
ana li zë ir vaiz di ni mas

Dar be bu vo op ti mi zuo tos PGR sà ly gos
60-iai ge nø eg zo nø ar jø frag men tø.
Jiems vi siems bu vo at lik ta Sang er se -
kos kai ta, sie kiant áver tin ti nau do to
au to ma ti nio ana li zës al go rit mo pa ti ki -
mu mà. Ið vi so bu vo sek ve nuo ti 747 ge -
no mo frag men tai ið 890, o 143 ge no mo
frag men tai ne sek ve nuo ti dël ri bo tø
DNR ið tek liø ðiam moks li niam ty ri -
mui.

Vi sø ðiø va rian tø DNR frag men tai
ið NKS duo me nø bu vo pa tik rin ti juos
vaiz di nant in teg ruo ta ge no mo vaiz -
duok le (IGV). Ðio je pro gra mo je tik ri -
na mi pa grin di niai BAM fai le esan tys
pa ra met rai, gau ti pa si tel kiant NKS
SOLiD plat for mà: pa den gi mas (angl.
cov er age), nu kle o ti do ko ky bës áver tis
(angl. base qual ity score), DNR frag -
men to ko ky bës áver tis (angl. map ping
qual ity score), CIGAR áver tis, al ter na -
ty vø já ale lá tu rin èiø DNR frag men tø
skai èius.

Pa den gi mas ro do, kiek DNR frag -
men tø nu kle o ti dø su tam pa ir (ar) ne -
su tam pa tam tik ro je ge no mo po zi ci jo je 
pri ly gia vus juos prie re fe ren ti nio ge -
no mo. Kuo dau giau kar tø tas pats nu -
kle o ti das pa si kar to ja, tuo re zul ta tai
yra ge res ni, ið sky rus tuos at ve jus, kai
di de lis nu kle o ti do pa si kar to ji mø skai -
èius su ku ria mas dirb ti nai, pa vyz dþiui, 
dël DNR frag men tø dup li ka ci jø [5].
BAM fai le taip pat pa tei kia ma in for -
ma ci ja apie kiek vie no nu kle o ti do ko -
ky bës áver èius (angl. base qual ity
score). Ðie áver èiai nu ro do nu kle o ti do
ávar di ji mo tiks lu mà ar ba ti ki my bæ,
kad at lie kant NKS bu vo pa da ry ta
klai da. Nu kle o ti do ko ky bës áver tis pa -
tei kia mas Phred áver èio for ma tu. Jei
Phred áver tis ly gus 10 – tai reið kia,
kad yra 1 ti ki my bë ið 10, jog nu kle o ti -
das iden ti fi kuo tas klai din gai. Jei
Phred áver tis ly gus 30 – tai reið kia,
kad klai dos ti ki my bë yra ly gi 1 ið
1000. To dël ðis áver tis svar bus sie -
kiant at skir ti tei sin gai iden ti fi kuo tus
va rian tus nuo klai din gai tei gia mø va -
rian tø [1].

Taip pat ðia me fai le nu ro do mas
CIGAR áver tis, ku ris tei kia in for ma ci -
jà apie DNR frag men to su ta pi mà su
re fe ren ti niu ge no mu pri ly giuo to je vie -
to je. Pa vyz dþiui, SOLiD plat for ma
gau na mø DNR frag men tø il gis yra
75 bp. Jei frag men tas ide a liai pri ly -
giuo ja mas prie re fe ren ti nio ge no mo,
tuo met CIGAR ver të ly gi 75 M. Ta èiau 
yra ga li mas va rian tas, kad DNR frag -
men to pir mie ji 30 nu kle o ti dø bus pri -
ly giuo ti tin ka mai, to liau ki ti pen ki ne -
bus pri ly giuo ti, o li kæ 40 vël ati tiks re -
fe ren ti nio ge no mo se kà. To kiu at ve ju
CIGAR áver tis bû tø ly gus 30M5N40M.

Ket vir tas la bai svar bus áver tis, nu -
sta to mas pri ly gia vi mo prie re fe ren ti -
nio ge no mo eta pe, yra DNR frag men to 
ko ky bës áver tis (angl. map ping qual ity 
score). Ðis pa ra met ras la bai pri klau so
nuo se kø ho mo lo gi jos. Sek ve nuo ti
DNR frag men tai yra trum pi, to dël jie
ga li at si kar to ti skir tin go se ge no mo
vie to se, o tai ga li lem ti, kad DNR frag -
men tas bus ne tei sin gai pri ly giuo tas
prie re fe ren ti nio ge no mo. To dël DNR
frag men tui, ku ris ga li bû ti pri ly giuo -
tas ke lio se ge no mo po zi ci jo se, pro gra -
ma su tei kia þe mes ná DNR frag men to
ko ky bës áver tá.

Ðia me ty ri mo eta pe nu sta ty ta, kad
ðe ði va rian tai (esan tys SKA3
rs11147976, CRACR2A rs11062745,
ANKRD62  rs201537483, BMS1
rs12764004, BAGE2 rs4913758 ir CFP
rs2235182 ge nuo se) bu vo klai din gai
iden ti fi kuo ti ar ba ne ga lë jo bû ti nu sta -
to mi dël Sang er me to do ri bo tu mo ar
klai dø.

Du va rian tai (TMPRSS15
rs2824804 ir FAM105A rs16903574
ge nuo se; po vie nà ti ria mà já) bu vo klai -
din gai ávar dy ti NKS SOLiD plat for -
mos au to ma ti nio ana li zës al go rit mo.

Li ku siø pa tvir tin tø va rian tø skai -
èius bu vo ly gus 100 %, t. y. vi siems ti -
ria mie siems po ky tis bu vo pa tvir tin tas
ir Sang er me to du.

Praturtinimo sistemø
palyginimas

Sie kiant pa ly gin ti pra tur ti ni mo sis te -
mas, nau do jant GATK Com bine Vari -
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2 pav. Sta tis ti nës ana li zës sche ma

Fig. 2. The sche me of sta tis ti cal ana l y sis
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ants pro gra mà bu vo su jung ti skir tin -
gø ti ria mø jø ge no mo va rian tai. Vë liau 
NKS duo me nys bu vo su skirs ty ti á dvi
gru pes – va rian tai, ku rie bu vo nu sta -
ty ti TargetSeq sis te ma, ir va rian tai,
ku rie bu vo nu sta ty ti SureSelect sis te -
ma. TargetSeq sis te ma bu vo nu sta ty ta 
17-a va rian tø, SureSelect – 22, o 21-as
va rian tas bu vo nu sta ty tas abie jo mis
pra tur ti ni mo sis te mo mis.

Pra tur ti ni mo sis te mos bu vo ly gi -
na mos pa gal vie nà pa grin di niø NKS
pa ra met rø – pa den gi mà. Nau do jan -
tis NKS ko ky bës duo me ni mis bu vo
ap skai èiuo ti kiek vie no va rian to pa -
den gi mo vi dur kiai ir pa ly gin ti abiem
sis te mo mis nu sta ty ti ben dri va rian -
tai.

Re mian tis gau tais ben drais vi dur -
kiais (1 len te lë) ga li ma teig ti, kad
SureSelect pra tur ti ni mo sis te mos ben -
dras pa den gi mas yra ðiek tiek (3,65 %) 
di des nis.

Sie kiant pa tik rin ti, ar ðis skir tu -
mas yra sta tis tið kai reikð min gas, bu -
vo tai ky tas Ma no, Vit nio ir Vil kok so no 
ran gø su mø kri te ri jus. Pri tai kius pa -
si rink tà kri te ri jø, p reikð më bu vo ly gi
0,7079, t. y. nu li në hi po te zë bu vo pri -
im ta – skir tin gø pra tur ti ni mo sis te mø 
pa den gi mo vi dur kiai sta tis tið kai
reikð min gai ne si ski ria.

Ið vi sø ti ria mø jø dviem LIT GEN
pro jek to ty rë jai at li ko vi so eg zo mo se -
kos kai tà abiem pra tur ti ni mo sis te mo -
mis. Gau ti duo me nys lei do tiks liau
pa ly gin ti ðias sis te mas. Ið ana li zuo ja -
mø va rian tø dau giau bu vo nu sta ty ta
SureSelect pra tur ti ni mo rin ki niu (ðe -
ði va rian tai vie nam ti ria ma jam, að -
tuo ni ki tam). Svar bu pa brëþ ti, kad
nors TargetSeq sis te ma bu vo iden ti fi -
kuo ta ma þiau va rian tø (ke tu ri pir -
mam ti ria ma jam ir trys ant ram ti ria -
ma jam), ta èiau bu vo nu sta ty ta to kiø,
ku rie ne bu vo iden ti fi kuo ti SureSelect
sis te ma.

Re mian tis ðiais duo me ni mis bu vo 
at lik tas ir abiem sis te mo mis nu sta -
ty tø ben drø va rian tø pa den gi mo vi -
dur kiø pa ly gi ni mas. Ben dras pa den -
gi  mo vi  dur  kis  su TargetSeq  ir
SureSelect – ati tin ka mai 21,5 ir 33,5. 
SureSelect vi du ti nis pa den gi mas
daug di des nis (35,82 %). Ta èiau svar -

bu pa mi në ti, kad to kiø ben drø va -
rian tø bu vo tik trys, to dël im ties ne -
pa kan ka nor ma lu mui áver tin ti Ða pi -
ro ir Vil ko (Shapiro–Wilk) tes tu bei
to les niems sta tis ti niams ver ti ni -
mams, nes to kiu at ve ju tes tas ne ten -
ka ga lios at mes ti nu li næ hi po te zæ ir
ne di de lës im tys dirb ti nai pa ten ki na
nor ma lø já dës ná.

SOLiD me to do tiks lu mo,
jaut ru mo ir spe ci fið ku mo
nu sta ty mas

At li kus NKS me to du nu sta ty tø va -
rian tø tvir ti ni mà Sang er se kos kai ta,
bu vo ap skai èiuo tas dar be vyk dy to
NKS SOLiD me to do au to ma ti nio ana -
li zës al go rit mo tiks lu mas, jaut ru mas
ir spe ci fið ku mas. Re zul ta tai pa tei kia -
mi 2 len te lë je.

REZULTATØ APTARIMAS

Sanger se kos kai tos duo me nø
pa ly gi ni mas su NKS
duo me ni mis

Ðia me ty ri mo eta pe pa tik ri nus va rian -
tà SKA3 (rs11147976) ge ne IGV vaiz -
duok le nu sta ty ta, kad DNR frag men -
tø ko ky bës áver èiai yra aukð ti. Di dþio -
sios da lies DNR frag men tø CI GAR
áver tis bu vo ly gus 75M, o tai yra ge -
riau sias ga li mas va rian tas su ðiais
duo me ni mis. DNR frag men to ko ky bës 
áver tis ly gus 95 ið 100, nu kle o ti do ko -
ky bës áver tis ly gus 41 ið 41, o pa den gi -
mas ge ras (vi du ti nis pa den gi mas ly -
gus 38). At si þvel gus á ko ky bës áver èius
ga li ma da ry ti ið va dà, kad NKS me to -
du bu vo tiks liai iden ti fi kuo tas esa mas
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1 len te lë. Ben drø va rian tø vi du ti nio pa den gi mo reikð miø pa ly gi ni mas

Ta b le 1. Com pa r i son of me an co v e r a ge va l u es be t we en com mon va ri ants

Ge nas Pokytis pagal HGVS SU DP vidurkis TS DP vidurkis

SKA3 c.1157A>G 27,33 47,67

HNRNPC c.429G>A 33,25 39,60

ZNF721 c.389G>A 65,00 51,00

FAM105A c.957C>G 50,09 19,36

DSP c.5213G>A 102,31 34,71

TMEM184A c.53C>T 6,55 7,00

SMAR CA2 c.280C>G 38,09 49,50

NLRP6 c.2229G>A 9,70 10,78

FGF23 c.716C>T 13,93 12,50

SPA TA13 c.719G>A 51,38 4,30

EDDM3A c.184G>T 46,43 49,00

CY FIP1 c.1165G>A 42,70 13,38

ABR c.1304A>G 35,15 15,17

POLRMT c.3243C>G 12,60 32,67

SIRPB1 c.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

EMI LIN2 c.29T>C 11,75 15,57

GNG7 c.-30A>G 4,00 9,32

UTY c.1029+33C>A 7,50 17,89

Ben dras vi dur kis 32,774 31,579

SU – SureSelect; TS – TargetSeq; DP – vi du ti nis pa den gi mas

2 len te lë. NKS SOLiD me to do au to ma ti nio ana li zës al go rit mo tiks lu mo, jaut ru mo ir spe ci fið ku mo api brë þi mai bei gau ti
áver èiai

Ta b le 2. Def fi ni tions and va l u es of au to ma ted NGS SOLiD da ta ana l y sis pi pe li ne’s ac cu ra cy, sen si ti v i ty and spe c i fi c i ty

Sà vo ka Apibrëþimas Darbe nustatytas SOLiD platformos ávertis

Tiks lu mas Matavimo rezultato ir priimtos pamatinës vertës
atitikimo artumas

99,66 %

Jaut ru mas Ge bë ji mas tiks liai nu sta ty ti ge no mo va rian tus, ku rie
ið tik rø jø yra

99,22 %

Spe ci fið ku mas Teisingai nenustatytø variantø, kuriø ir neturëtø bûti 
toje genomo pozicijoje, dalis

99,7 %



va rian tas. La biau siai ti kë ti na, kad
Sang er me to du ðis va rian tas bu vo ne -
nu sta ty tas dël me to do klai dos.

BMS1 (rs12764004) ge no va rian -
tas taip pat ne bu vo nu sta ty tas Sang er
me to du. Se kø ko ky bë bu vo pras ta, eg -
zo no pa bai go je ma to mos dvi gu bos
smai lës. Pa tik ri nus ðá va rian tà IGV
pa ste bë ta, kad nu kle o ti dø ko ky bës
áver èiai yra aukð ti (dau gu mai frag -
men tø ly gûs 41), vi du ti nis pa den gi -
mas ly gus 44, o tai tu rë tø suf le ruo ti
apie ge rà at ski ro nu kle o ti do ko ky bæ ir
ðiø pa ra met rø ver tës ga li bû ti áro dy -
mas, kad va rian tas ti ria mie siems yra
nu sta to mas. Ta èiau di de lis pa den gi -
mas ir pras tas DNR frag men to ko ky -
bës áver tis (apie 8) ro do, kad DNR
frag men tas yra ho mo lo gið kas ke lio se
ge no mo vie to se, to dël su kur ti prad me -
nys pa gau si na DNR frag men tus ið
skir tin gø ge no mo vie tø. Dël tos prie -
þas ties Sang er se kos kai tos me to du po -
ky tis tir to je ge no mo sri ty je ne fik suo ja -
mas, o NKS me to du jis fik suo ja mas.
Be to, dël ho mo lo gi niø srièiø ge no me
nau jos kar tos se kos kai tos me todu
gau ti frag men tai ga li bû ti ne tiks liai
pri ly giuo ja mi prie re fe ren ti  nio
genomo. Pa na ði si tu a ci ja bu vo nu sta -
ty ta ir vi zu a li  za vus va rian -
tà BAGE2 (rs4913758) ge ne. Vi si ðie
gau ti re zul ta tai lei dþia da ry ti ið va dà,
kad at lie kant NKS duo me nø ana li zæ
bûti na at si þvelg ti á se kos kai tos ir duo -
me nø ana li zës ko ky bës áver èius.

Ana li zuo jant Sang er se kos kai tos
duo me nis, bu vo su si dur ta ir su keb les -
niais va rian tais. Pir ma sis yra su si jæs
su ANKRD62 ge ne esan èiu va rian tu
(rs201537483). Jis bu vo nu sta ty tas
19 as me nø ið 21, ta èiau ið si aið kin ta,
kad ðis ge nas tu ri 93 % ana lo gið kà
pseu do ge nà (ANKRD62P1) 22-oje
chro mo so mo je, to dël vi siems ti ria mie -
siems nuo eg zo no vi du rio iki ga lo bu vo
ma to mos dvi gu bos smai lës, ku rios ið
pir mo þvilgs nio bu vo pa na ðios á po ky tá, 
su ke lian tá rë me lio po slin ká. Da liai ti -
ria mø jø dël mi në tø dvi gu bø, o kar tais
ir tri gu bø smai liø bu vo su dë tin ga nu -
sta ty ti tik rà já va rian to ti pà.

Ki tas va rian tas (rs2235182), su kë -
læs ana li zës sun ku mø, bu vo CFP ge ne. 
Sek ve na vus Sang er me to du ðio ge no
eg zo no ir ða lia esan èio in tro no da lá pa -

ste bë ta, kad se kos ko ky bë su pras të ja
po po liA re gio no, ma to mos dvi gu bos
smai lës (3 pav.). Ðiuo at ve ju tai ho mo -
ge nið kø re gio nø sek ve na vi mo Sang er
me to du trû ku mas – DNR se kos pra -
sly di mas (angl.  DNA se quence
slippages). Pa tik ri nus IGV pro gra ma
nu sta ty ta, kad nors pa den gi mas ir
ma þas (vi du ti nis pa den gi mas ly gus 6), 
ta èiau vi si li ku sie ji ko ky bës áver èiai
ro do, kad po ky tis yra. De ja, jis ne bu vo
pa tvir tin tas Sang er me to du dël mi në -
to ri bo tu mo.

Be to, vyk dant Sang er se kos kai tà
bu vo nu sta ty ti trys va rian tai, ku riø
pa vie niø ti ria mø jø re zul ta tai ne su ta -
po su NKS duo me ni mis. Ðie va rian tai
yra:  rs2824804 (TMPRSS15) ,
rs16903574 (FAM105A), rs11062745
(CRACR2A). Pa tik ri nus va rian tus
IGV  pro gra ma, TMPRSS15  ir
FAM105A ge nuo se ðie va rian tai ne bu -
vo nu sta ty ti. Tai reið kia, kad ana li zës
al go rit mas tei sin gø va rian tø at ran kos 
eta pe klai din gai pri sky rë ðiuos va -
rian tus ir tai yra NKS al go rit mo klai -
da. CRACR2A ge ne esan tis va rian tas
taip pat ne bu vo nu sta ty tas Sang er
me to du, jo NKS duo me nys bu vo vaiz -
di na mi IGV pro gra ma. Vi si ko ky bës
áver èiai ro do, kad po ky tis nu ro dy to je
ge no mo po zi ci jo je yra. To dël la biau siai 
ti kë ti na prie þas tis, dël ku rios ðis va -
rian tas ne nu sta ty tas ti ria ma jam
Sang er me to du, – pa ties Sang er me to -
do klai da. Svar bu pa mi në ti, kad daþ -
niau siai moks li në se pub li ka ci jo se
Sang er me to das nors ir lai ko mas auk -
so ver tës stan dar tu [6–8], ta èiau gau ti
re zul ta tai prieð ta rau ja ðiam tei gi niui
ir pa ro do, kad me to das tu ri ir trû ku -
mø. Sang er me to das yra tiks lus, ta -
èiau jo nau do ji mà ðiuo lai ki në je kli ni -
ki në je ge ne ti ko je ri bo ja di dë jan tis ti -
ria mø ge nø skai èius tam tik roms dau -
gia veiks nëms bei po li ge ni nëms li goms 
nu sta ty ti, pa vyz dþiui, kur tu mui ar in -
te lek ti nei ne ga liai. Sang er me to das
yra ne tin ka mas di de liam ge nø skai -
èiui sek ve nuo ti – ty ri mo kai na ir lai -
kas smar kiai ið au ga. To kiu at ve ju
nau do ja mos NKS tech no lo gi jos, ku -
rios yra tin ka mos tûks tan èiams va -
rian tø nu sta ty ti vie nu me tu. Ta èiau
skir tin gos NKS tech no lo gi jos, su si dur -
da mos su pro ble mi niais ge no mo re gio -

nais (ho mo ge ni niai bei gau sûs trum pø 
in tar pø ir ið kri tø re gio nai), ga li tu rë ti
skir tin gas jaut ru mo ir spe ci fið ku mo
reikð mes. To dël bu vo pa da ry ta ið va da, 
kad tra di ci nis Sang er se kos kai tos me -
to das tu ri bû ti nau do ja mas kaip pa -
gal bi nis NKS nu sta ty tiems va rian -
tams pa tvir tin ti prieð ávar di jant ga li -
mà funk ci næ reikð mæ su sirg ti tam tik -
ro mis li go mis. Be to, Sang er me to das
pui kiai tin ka mo no ge ni nëms li goms
nu sta ty ti, to dël NKS nau do ti ne bû ti -
na. Taip yra nu ro do ma ir NKS nau do -
ji mo kli ni ki në je ge ne ti ko je gai rë se [9].
Tai gi, ðie me to dai ið es mës pa pil do vie -
nas ki tà – NKS me to dai lei dþia at lik ti
di de lio mas to ge no mo ty ri mus, o
Sang er me to das nau do ja mas ma þes -
nëms im tims tir ti bei NKS gau tiems
re zul ta tams tvir tin ti.

Praturtinimo sistemø
palyginimas

Ðiuo me tu yra su kur ta ke le tas skir tin -
gø tai ki niø pra tur ti ni mo sis te mø bei
ne ma þai skir tin gø kiek vie nos sis te -
mos nau ji niø, sie kiant uþ tik rin ti kuo
efek ty ves ná eg zo mo ar kon kre èiø ge -
no mo sri èiø pra tur ti ni mà. Nau jau sio -
se moks li në se pub li ka ci jo se mi n i ma,
jog SureSelect sis te ma lei dþia tiks liau
nu sta ty ti va rian tus, ypaè ana li zuo jant 
trum pus in tar pus bei ið kri tas. Be to,
ge res nis ko duo jan èiø re gio nø pa den -
gi mas pa sie kia mas bû tent ðia sis te ma
[10–12].

Ki ta pra tur ti ni mo sis te ma –
TargetSeq. Nors ji ap ima ma þiau ge -
no mo re gio nø, ta èiau yra to kiø, ku rie
nu sta to mi tik ðia pra tur ti ni mo sis te -
ma. To dël moks li në se pub li ka ci jo se
mi n i ma ne tik skir tin gø se kos kai tos
plat for mø, bet ir skir tin gø pra tur ti ni -
mo sis te mø nau do ji mo svar ba, sie -
kiant nu sta ty ti kuo dau giau va rian tø
[11]. E. R Lon din su ko le go mis nag ri -
në jo far ma ko ge no mi kai svar bius va -
rian tus ir aið ki no si eg zo mo se kos kai -
tos nau dà nu sta tant ðiuos va rian tus.
Ádo mu tai, kad, ðiø au to riø duo me ni -
mis, ma þiau siai va rian tø eg zo nuo se
bu vo nu sta ty ta nau do jant SureSelect
sis te mà, o nau do jant TargetSeq sis te -
mà va rian tø bu vo nu sta ty ta apie 10 %
dau giau [13].
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3 pav. CFP ge no eg zo no frag men to sek ve nog ra ma

Fig. 3. The chro ma tog ram of CFP ge ne exon

Naujos kartos sekoskaitos duomenø automatinio analizës algoritmo bei
skirtingø praturtinimo sistemø ávertinimas naudojant Sanger sekoskaità



Ta èiau yra ir to kiø moks li niø pub -
li ka ci jø, ku rio se ly gi na mi ke li skir tin -
gi pra tur ti ni mo sis te mø ga min to jai.
Gau ti re zul ta tai ro do, kad vi so mis ly -
gi na mo mis tech no lo gi jo mis pa siek tas
pa na ðus tiks lu mas nu sta tant vie no
nu kle o ti do po li mor fiz mus [14]. Tai gi,
skir tin go se moks li në se pub li ka ci jo se
da ro mos skir tin gos ið va dos at sklei -
dþia ðios te mos su dë tin gu mà ir to les -
niø ty ri mø ak tu a lu mà.

Ðia me dar be NKS duo me nys apie
ti ria mus va rian tus bu vo gau ti nau do -
jant dvi skir tin gas tai ki niø pra tur ti ni -
mo sis te mas – SureSelect  ir
TargetSeq. Bu vo sie kia ma nu sta ty ti,
ku ri sis te ma yra pra na ðes në. Pa gal
gau tus re zul ta tus, pa teik tus 1 len te lë -
je, ma þiau sias vi du ti nis pa den gi mas
(DP = 4) bu vo nu sta ty tas va rian tui,
esan èiam GNG7 ge no 5’ ne tran sliuo ja -
ma me re gio ne. Ðiuo at ve ju nau do ta
SureSelect pra tur ti ni mo sis te ma. Tai
ga li ma pa aið kin ti re mian tis va rian to
ge no mi ne po zi ci ja – ði pra tur ti ni mo
sis te ma nau do ja ma ge no mo ko duo jan -
èiø da liø ana li zei, to dël ge riau sias pa -
den gi mas bus ko duo jan èio se sri ty se, o
ne ko duo jan èioms ge no mo da lims pa -
den gi mas yra daug ma þes nis.

Di dþiau sias vi du ti nis pa den gi mas
(DP = 162,3) bu vo nu sta ty tas nau do -
jant TargetSeq pra tur ti ni mo sis te mà.
Ðis va rian tas yra SIRPB1 ge ne.

Di des në da lis (57,14 %) va rian tø
tu rë jo di des ná kaip 20 kartø vi du ti ná
pa den gi mà nau do jant SureSelect sis -
te mà, o nau do jant TargetSeq to ká vi -
du ti ná pa den gi mà tu rë jo tik 42,84 %
va rian tø. Dau ge liu at ve jø re gio nai,
ku rie tu rë jo pras tà pa den gi mà, bu vo
gau siuo se GC nu kle o ti dø re gio nuo se,
ho mo ge nið kuo se re gio nuo se ar ba bu vo 
eg zo no pra dþio je ar pa bai go je.

Re mian tis gau tais ben drais vi dur -
kiais, pa teik tais 1 len te lë je, bu vo nu -
sta ty ta, kad ben dras pa den gi mo vi -
dur kis tarp skir tin gø pra tur ti ni mo
sis te mø sta tis tið kai reikð min gai ne si -
ski ria. Ta èiau, at li kus dvie jø ne gi mi -
nin gø as me nø vi so eg zo mo se kos kai -
tos abiem pra tur ti ni mo sis te mo mis
duo me nø ana li zæ, bu vo nu sta ty ta ma -
þiau va rian tø nau do jant TargetSeq
sis te mà (ke tu ri pir mam ti ria ma jam ir
trys ant ram ti ria ma jam). Ta èiau bu vo
ras ta ir va rian tø, ku rie ne bu vo iden ti -
fi kuo ti SureSelect sis te ma. Tai gi ga li -
ma da ry ti prie lai dà, kad tiks liau siai
va rian tus bû tø ga li ma nu sta ty ti nau -
do jant abi pra tur ti ni mo sis te mas. Pa -
na ðià ið va dà pa da rë ir G. Zhang su ko -
le go mis: vyk dant eg zo mo se kos kai tà ir 
nau do jant abi pra tur ti ni mo sis te mas
bu vo pa siek tas di des nis spe ci fið ku mas 
bei jaut ru mas NKS ana li zës al go rit mo 
va rian tø nu sta ty mo eta pe [11].

SOLiD me to do tiks lu mo,
jaut ru mo ir spe ci fið ku mo
nu sta ty mas

Sie kiant nu sta ty ti, ar ty ri mo me to do
re zul ta tai yra tiks lûs, la bo ra to ri jo se
kiek vie nas ty ri mo eta pas yra ver ti na -
mas ir ati dþiai ste bi mas. Svar bu áver -
tin ti kiek vie no me to do tiks lu mà, jaut -
ru mà bei spe ci fið ku mà [1]. Pui kus pa -
vyz dys yra pa vel di mø li gø NKS ge nø
rin ki niø ty ri mai: nu sta ty ti me to do
spe ci fið ku mà ir jaut ru mà yra itin svar -
bu, nes pa gal ty ri mo at sa ky mà for mu -
luo ja ma diag no zë ir pa ren ka ma to les -
në gy dy mo tak ti ka [2]. At li kus NKS
me to du nu sta ty tø va rian tø tvir ti ni mà
Sang er se kos kai ta, bu vo ap skai èiuo tas 
dar be vyk dy to NKS SOLiD plat for mos 
au to ma ti nio ana li zës al go rit mo tiks lu -
mas, jaut ru mas ir spe ci fið ku mas.

Me to do tiks lu mas sie kë 99,66 %,
t. y. to kia da lis NKS duo me nø su ta po
su Sang er se kos kai tos me to du gau tais 
duo me ni mis. Ðis skai èius bu vo ar ti -
mas L. G. Bie sec ker ir ko le gø gau -
tiems duo me nims – jø at lik ta me ty ri -
me me to do tiks lu mas sie kë 99,97 %
[15]. O. Ha ris men dy ir ko le gø duo me -
ni mis, SOLiD me to do tiks lu mo reikð -
më taip pat bu vo la bai ar ti ma ðia me
dar be gau ta jai reikð mei – 99,7 % [16].

Me to do jaut ru mas – tai ge bë ji mas
tiks liai nu sta ty ti ge no mo va rian tus,
ku rie ið tik rø jø yra. Ðie va rian tai taip
pat va di na mi tei sin gai tei gia mais
(angl. true pos i tive). Tai gi, jaut ru mas
ap skai èiuo ja mas da li jant tei sin gai tei -
gia mø va rian tø skai èiø ið tei sin gai tei -
gia mø ir klai din gai ne igia mø va rian tø 
skai èiaus su mos [17]. Me to do jaut ru -
mas sie kë 99,22 %.

Spe ci fið ku mu lai ko ma da lis tei sin -
gai ne nu sta ty tø va rian tø, ku riø ir ne -
tu rë tø bû ti to je ge no mo po zi ci jo je
(angl. true neg a tive). Jis ap skai èiuo ja -
mas tei sin gai ne igia mø va rian tø skai -
èiø da li jant ið tei sin gai ne igia mø ir
klai din gai tei gia mø va rian tø skai -
èiaus su mos. NKS SOLiD me to do spe -
ci fið ku mas sie kë 99,7 %. Re mian tis
aukð tais NKS me to do jaut ru mo ir spe -
ci fið ku mo áver èiais ga li ma da ry ti ið va -
dà, jog NKS duo me nø, ati tin kan èiø
aukð tus au to ma ti nio ana li zës al go rit -
mo pa ra met rus, tik rin ti Sang er me to -
du ne bû ti na. Pa na ðià ið va dà pa da rë ir
L. M. Baud huin su ko le go mis [18].

Svar bu at kreip ti dë me sá ir á tai,
kad nors Sang er me to das ir yra lai ko -
mas auk so ver tës stan dar tu, ta èiau
bû ta ne nu sta ty tø va rian tø bû tent dël
ðio me to do ri bo tu mo, o tai ke lia klau si -
mà, ar Sang er me to das ga li bû ti lai ko -
mas eta lo nu.

O. Harismendy bei jo ko le gø at lik -
to ty ri mo duo me ni mis, de vy ni ið de -

ðim ties tir tø va rian tø, nu sta ty tø
Sang er me to du ir ne nu sta ty tø NKS
me to du, bu vo klai din gai iden ti fi kuo ti
bû tent dël Sang er me to do klai dos [16]. 
Ne ga na to, ki to ty ri mo me tu taip pat
bu vo nu sta ty ta, kad 17 ið 19 ne ati ti ki -
mø tarp Sang er ir NKS duo me nø bu vo 
dël Sang er klai dos. Re mian tis ðiais re -
zul ta tais pa da ry ta ið va da, kad në ra
pras mës tik rin ti NKS duo me ni mis nu -
sta ty tø vie no nu kle o ti do va rian tø
Sang er me to du, nes to kiu bû du ga li
bû ti at mes ti ir ne áver tin ti reikð min gi
va rian tai. Be to, at si sa kant NKS gau -
tø duo me nø tik ri ni mo bû tø su tau py ta
lë ðø ir lai ko [15].

IÐVADOS

Sang er se kos kai tos me to du nu sta ty ti
að tuo ni va rian tai, ku rie ne su ta po su
NKS duo me ni mis – ðe ði ið tø va rian tø
bu vo klai din gai ávar dy ti ar ba ne ga lë jo
bû ti nu sta to mi dël Sang er se kos kai tos 
me to do ri bo tu mo ar klai dø. Ki ti du va -
rian tai bu vo klai din gai ávar dy ti NKS
SOLiD plat for mos au to ma ti nio ana li -
zës al go rit mo. Ðie re zul ta tai ro do, kad
Sang er se kos kai tos me to do klai dø
iden ti fi kuo jant va rian tus buvo dau -
giau, to dël dis ku tuo ti na, ar ðis me to -
das lai ky ti nas auk so ver tës stan dar tu.

SureSelect ir TargetSeq pra tur ti ni -
mo sis te mos bu vo ly gi na mos ir pa gal
vi du ti nio pa den gi mo reikð mes. Pa aið -
kë jo, kad SureSelect pra tur ti ni mo sis -
te mos ben dras pa den gi mas yra 3,65 %
di des nis. Ta èiau nau do jan tis Ma no,
Vit nio ir Vil kok so no ran gø su mø kri -
te ri ju mi nu sta ty ta, kad skir tin gø pra -
tur ti ni mo sis te mø pa den gi mo vi dur -
kiai sta tis tið kai reikð min gai ne si ski -
ria. Pa si tel kus dvie jø ne gi mi nin gø as -
me nø, ku riems se kos kai ta bu vo ávyk -
dy ta abiem pra tur ti ni mo sis te mo mis,
duo me nis bu vo tiks liau pa ly gin tos abi
pra tur ti ni mo sis te mos. Dau giau va -
rian tø bu vo nu sta ty ta nau do jant
SureSelect pra tur ti ni mo sis te mà, ta -
èiau TargetSeq sis te ma bu vo nu sta ty ti 
ðiai sis te mai uni ka lûs va rian tai, to dël
efek ty viau sia tai ky ti abi pra tur ti ni mo
sis te mas, kad va rian tai bû tø nu sta ty ti 
tiks liau siai.

Dar be nau do tos NKS SOLiD plat -
for mos au to ma ti nio ana li zës al go rit -
mo tiks lu mas bu vo 99,66 %, jaut ru -
mas – 99,22 % ir spe ci fið ku mas –
99,7 %. Re mian tis ðiais re zul ta tais ga -
li ma tvir tin ti, jog NKS duo me nø,
atitin kan èiø aukð tus au to ma ti nio
ana li zës al go rit mo pa ra met rus, tik rin -
ti Sang er se kos kai tos me to du ne bû ti -
na. u
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Summary

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

Gabrielë Þukauskaitë, Laima Ambrozaitytë, Tautvydas Ranèelis,
Ingrida Kavaliauskienë, Vaidutis Kuèinskas

Pur pose. To eval u ate au to mated next
gen er a tion se quenc ing SOLiD plat form’s
data anal y sis pipe line, de fin ing ac cu racy, 
sen si tiv ity and spec i fic ity val ues. Also, to
eval u ate used tar get en rich ment sys tems 
(TargetSeq and SureSelect) us ing Sang er 
se quenc ing.

Par tic i pants and meth ods. Study
in cluded data of 96 in di vid u als. Sixty ge -
nome vari ants, de tected by next gen er a -
tion se quenc ing, were in ves ti gated us ing
Sang er se quenc ing and other anal y sis
tools. Cov er age val ues of next gen er a tion
se quenc ing data were used to com pare

TargetSeq and SureSelect tar get en rich -
ment sys tems.

Re sults. Six vari ants have been iden ti -
fied in cor rectly or could not be iden ti fied at
all be cause of Sang er se quenc ing lim i ta -
tions or er rors. Two vari ants were er ro ne -
ously iden ti fied by au to mated data anal y -
sis pipe line.

The mean cov er age us ing SureSelect
and TargetSeq en rich ment sys tems were
32.77 and 31.58, re spec tively. Based on
these val ues, the cov er age of SureSelect en -
rich ment sys tem is 3.65% higher.

Also, more ge nome vari ants were
iden ti fied us ing the SureSelect en rich -
ment sys tem. How ever, TargetSeq sys -
tem was able to iden tify unique variants.

Fi nally, the au to mated next gen er a -
tion SOLiD data anal y sis pipe line’s ac cu -
racy, sen si tiv ity and spec i fic ity was es ti -
mated to be 99.66%, 99.22% and 99.7%,
respectively.

Con clu sions. These re sults in di cate
that there is no need to ver ify next gen er -
a tion se quenc ing data us ing Sang er se -
quenc ing when au to matic anal y sis al go -
rithm pa ram e ters are high.

Com par i  son of  TargetSeq and
SureSelect cov er age val ues showed that
dif fer ence be tween means is not sta tis ti -
cally sig nif i cant. How ever, both sys tems
were able to iden tify unique vari ants, so
the most ef fec tive way to ac cu rately iden -
tify ge nome vari ants is to use both
enrichment systems.

Keywords: next-gen er a tion se quenc ing,
NGS SOLiD plat form, en rich ment sys -
tems, sen si tiv ity, spec i fic ity.
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Naujos kartos sekoskaitos duomenø automatinio analizës algoritmo bei
skirtingø praturtinimo sistemø ávertinimas naudojant Sanger sekoskaità


