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SOUHRN

Metoda sekvenovani nové generace (NGS) se stala velmi populdrni v biomedicinském vyzkumu i v klinické praxi ze-
jiména proto, Ze umoznuje rychly a detailni vhled do genomu pacienta. V kontextu nddorovych onemocnéni umoznuji
metody NGS presnou detekci jak zadrodecnych zameén, tak zejména somatickych mutaci, které mohou pomoci rychle
a precizné stanovit diagndzu a prizplsobit 1é¢bu podle individualnich potieb pacienta. Vyvojem novych vypocetnich
metod a jejich aplikaci za Ucelem precizniho zpracovani NGS dat se zabyva védni obor bioinformatika. Bioinformaticka
analyza je komplexni proces, jehoZ spravné nastaveni je klicové pro ziskani relevantnich vysledkl. Je proto nutné,
aby bioinformatik detailné porozumél biologické podstaté sledovaného jevu, jako je napfiklad vznik genovych mutaci
v pribéhu onemocnéni. Z hlediska bioanalytika i Iékafe je naopak uzite¢né znat jak moznosti a limity NGS technologie,
tak i zakladni bioinformatickou terminologii, na zakladé které jsou pak schopni s bioinformatiky efektivné komunikovat.
V této souhrnné praci se proto autofi snazi obecné popsat bioinformatickou analyzu sekvenacnich dat s dlirazem na
vysvétleni zakladnich pojmU pouzivanych v oblasti analyzy NGS dat.
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SUMMARY

Tom N., Pardy F., Kotaskova J., Plevova K., Pospisilova S.

Next generation sequencing: basic bioinformatic terms and analytic protocols for DNA analysis

Next generation sequencing (NGS) has become very popular both in research and clinical practice, in particular because
it allows detailed and rapid insight into the patient's genome. Within the context of cancer research, NGS methods
allow precise detection of germline and especially somatic mutations, which can help to diagnose a disease quickly
and precisely and thus enable treatment administration based on individual patient needs. The development of novel
computing methods and their application for accurate processing of NGS data is the objective of the scientific field
of bioinformatics. Bioinformatic analysis is a complex process and its precise set-up is absolutely crucial for obtaining
relevant results. Thus, it is necessary for bioinformaticians to understand the biological principles of the given analy-
sis, such as the development of somatic mutations during disease course. From the perspective of a bio-analyst or
physician, it is essential to understand the challenges and limits of NGS technology; basic knowledge of bioinformatics
and its terminology allows for effective communication with bioinformaticians. In this review, the authors attempt
to describe bioinformatic analysis with emphasis on explaining the basic concepts used in the NGS data analysis.
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SEKVENOVANI NOVE GENERACE
- PRINCIP A VYUZITI

Sekvenovani DNA je proces urcovani pofadi nukleo-
tid@ v molekule nukleové kyseliny. Prvni pokusy precist
poradi nukleotidli spadaji do70. let minulého stoleti [1].
Sekvenovani nové generace (NGS) je moderni zptisob
sekvenovani, oznacovany také jako “masivné paralelni
sekvenovani”, ktery umoznuje soubézné ¢teni miliont
az miliard sekvenovanych tsekli o délce desitek az tisici
nukleotidli. NGS se objevilo za¢atkem 21. stoleti a v po-
slednich letech se zacalo vyuzivat v mnoha oblastech
biologie a mediciny. Svou popularitu ziskalo zejména
diky své vysoké kapacité, rychlosti zpracovani a citli-
vosti analyzy. V téchto ohledech NGS zdaleka prevysuje
klasickou metodu Sangerova sekvenovani. Zatimco
Sangerovym sekvenovanim miiZeme sekvenovat v jed-
nom experimentu desitky az stovky sekvenci o délce ma-
ximalneé 1 kb s citlivosti detekce alelické varianty okolo
15 % [2], pomoci technologie NGS Ize analyzovat desitky
miliond aZ miliardy sekvenci v délce az 600 bazi, pficemz
limit detekce 1ze pfi spravném provedeni snizit pod 1 %
[3-5]. V dlisledku znacného rozsiteni NGS doslo postupné
i k vyraznému sniZzeni nakladl na sekvenovani, které
byly v pocatku zavedeni metody extrémné vysoké.

Na poli NGS se postupné vystiidalo nékolik techno-
logickych platforem, napt. pyrosekvenovani (Roche,
454), sekvenovani pomoci ligace - SOLiD (Thermo Fisher
Scientific, Inc.) nebo sekvenovani zaloZené na zmeé-
neé elektrického potencialu - Ion semiconductor sequencing
(Thermo Fisher Scientific, Inc.). Dnes je dominujici tech-
nologii tzv. sekvenovani syntézou (sequencing by synthesis
- SBS) firmy Illumina. V soucasné dobé se v1aboratorich
setkavame nejcastéji se sekvenatory MiSeq, NextSeq ¢i
HiSeq, které se lisi svou kapacitou. Poptavka po techno-
logiich, které mohou pracovat jesté rychleji a produkovat
delsi Cteni, vyustila v rozvoj sekvenovani tzv. “treti”
generace, které je schopno analyzovat velmi dlouhé
fragmenty DNA (desitky az stovky kilobazi) v redlném
Case bez potfeby PCR. Ke tfeti generaci patii ptistroje
PacBio RSII a Sequel (Pacific Biosciences) ¢i pfenosny
sekvenator minION (Oxford Nanopore Technologies).
Jejich vyuziti v klinické praxi je vSak zatim omezené,
zejména kvlli naro¢nosti na pfipravu vzorku a nizsi
kvalité vystupnich dat.

NGS technologie prinasi celou fadu moznosti vyu-
ziti. Mohou napfiklad slouzit k identifikaci zarodec-
nych variant ve velkém poctu gent soucasné. Oproti
klasickym metodam sekvenovani, které slouzily k de-
tekovani jednonukleotidovych zdmén nebo kratkych
inzerci a deleci, umoznuji NGS technologie navic urcit
také zmény v poctu kopii celych genomovych oblasti
nebo identifikovat strukturni varianty, ¢imz mize do

jisté miry konkurovat cytogenetickym vySetfenim.
Trendem posledni doby jsou tzv. genové panely. Jedna
se o soubory desitek aZ stovek vySetfovanych gend,
jejichzZ vybér je definovan cilem vySetfeni. Tyto panely
jsou vhodné pro diferencidlni diagnostiku konkrétni
skupiny onemocnéni nebo lze vyuZzit obecnéjsi panely
napf. pro analyzu genti spojenych s hereditarnimi one-
mocnénimi. Existujiisady umoznujici testovani celého
exomu, tzn. vSech pfepisovanych genti. Nejpokrocilejsi
metodou z hlediska rozsahu sekvenovanych oblasti je
potom sekvenovani celych genomii, které je ale zatim
v Klinické praxi vyuzivano pouze okrajové.

Vyznamnou oblasti vyuziti NGS je nadorova geneti-
ka. I zde se uplatiuji réizné varianty genovych panel
navrzenych pro konkrétni onemocnéni (napf. ClearSeq
AML panel) nebo panely zahrnujici stovky genf asocio-
vanych s riznymi typy nadorti (napt. Truseq Pan cancer
panel). Vysoka citlivost, kterou NGS umoznuje, je s vyho-
dou vyuzivana kromé detekce zarodec¢nych variant také
k detekci somatickych klonalnich mutaci nebo dokonce
ke sledovani zbytkové choroby u hematologickych ma-
lignit. Tato vysoka citlivost detekce umoznuje zachytit
DNA s nizkym zastoupenim ve vzorku - toho se vyuziva
umetod sledujicich tzv. cirkulujici DNA z rozpadajicich
se nadorovych buneék (circulating tumor DNA; ctDNA), kte-
1a je izolovana z krevni plazmy; tento zptisob vySetfeni
nadoru se oznacuje jako “liquid biopsy”. Mimo onkologii
1ze podobny postup uplatnit pro stanoveni genetickych
aberaci plodu z fetalni frakce v krvi matky (cffDNA - cell
free fetal DNA).

NGS analyzy produkuji obrovské mnozstvi primar-
nich dat, které je nutné vhodné upravit a spravné vy-
hodnotit, coz ptispélo k dynamickému rozvoji nového
védniho oboru - bioinformatiky, ktera se zabyva analy-
zou biologickych dat pomoci vypocetnich metod. Volba
zptisobu bioinformatického zpracovani je kritickym
krokem NGS kazdé analyzy. Jeho spravné nastaveni
a provedeni vyZaduje jak porozumeéni biologické podstaté
experimentu, tak znalost relevantnich softwarovych
nastroji a analytickych postupf.

Béznou soucasti komunikace, ktera se tyka NGS
experimentdl a zpracovani dat, jsou anglické pojmy
oznacujici jednotlivé kroky nebo soucésti analyzy. Ceské
ekvivalenty se zatim prili§ nevzily. V textu jsme se proto
vyvarovali nasilnych pfeklad a dali jsme pfednost pi-
vodnim anglickym vyraztm.

NAVRH A PRIPRAVA SEKVENACNIHO
EXPERIMENTU

Povazujeme za nutné pro uplnost zminit laboratorni
Cast NGS procesu, ktera je pro zpracovani dat do znac¢né
miry urcujici. Moznosti ptipravy vzorku pro NGS expe-
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riment jsou vzhledem k prudkému rozvoji této oblasti
velmi Siroké. V prvni fadeé je potfeba stanovit si oblasti
zajmu, tzv. ROI (regions of interest), které chceme pomoci
NGS analyzovat, a shromazdit prislusnou informaci
o téchto oblastech do pfehledného souboru (napt.bed).
Pokud se jednd o jednotlivé geny, popt. nékolik malo
gend, volime vétSinou pfipravu vzorku zaloZenou na
PCR amplifikaci. U vétsiho souboru genti jsou metodou
volby jak PCR piistupy, tak postupy vyuzivajici tzv.
enrichment probes [6], tedy hybridiza¢ni sondy, kterymi je
mozné obohatit sekvenacéni knihovnu o oblasti zdjmu
a zaroven minimalizovat nezadouci sekvence. Vzorek
pripraveny k sekvenovani se oznacuje jako sekvenac-
ni knihovna. Jedna se o smés nahodnych fragmentt
DNA o predem stanovené délce, jenz jsou ohraniceny
znamymi, synteticky pfipravenymi sekvencemi, ozna-
covanymi jako tzv. adaptéry. Tyto adaptéry obsahuji
sekvence, které umoznuji:

Tab. 1. Seznam bézné pouzivanych nastrojl pro jednotlivé kroky
analytické pipeline

Analyticky krok Pouzivany nastroj

Kontrola kvality vstupnich dat FastQC [23]

referenéni genom

AfterQC [24]
Uprava dat pfed mapovanim AdapterRemoval [25]
Cutadapt [26]
Trimmomatic [27]
Mapovani sekvenacéniho ¢teni na BWA [28]

Bowtie2 [29]

Analyza pokryti

BEDtools [30]
Picard [31]
featureCounts [32]

Odstranéni duplikat(

Picard [31]
fgbio [33]

Detekce variant (variant calling)

« zarodecné SNV a kratké InDels

Freebayes [34]
HaplotypeCaller [35]

+ somatické SNV a kratké InDels

Mutect2 [35]
VarDict [36]
Varscan2 [37]

* SNV a kratke InDels s vyuzitim UMI

smCounter2 [3]
DeepSNVMiner [38]

* CNV CNVnator [39]
CNVer [40]
* SV BreakDancer [41]
DELLY [42]
Anotace ANNOVAR [43]
SnpEff [44]
Vizualizace Integrative Genomics Viewer

[43]
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a) amplifikaci knihovny pomoci PCR,;
b) identifikaci vzorki, a tedy jejich michani do jedné
sekvenacni reakce, tzv. multiplexing;
¢) hybridizaci fragmentt v sekvenacnim ¢ipu.
Modifikaci, ktera zvySuje detekcni limit pro zachyt
varianty, je pfidani tzv. unikatnich molekularnich iden-
tifikatorti (UMI) do sekvence adaptéru. Jedna se o sekvenci
8-10 nahodnych nukleotidd, ktera je unikatni pro kazdy
vstupni fragment DNA [7]. Vybér vlastni sekvenacni
platformy zavisi na typu experimentu, velikosti analyzo-
vaného genomu, pozadované hloubce pokryti, pfesnosti
acené.

Bioinformaticka analyza NGS dat

Bioinformaticka analyza by méla byt pfizptisobena
na miru pouzité sekvenacni technologii, sekvenacni-
mu kitu, experimentilnimu designu a v neposledni
fadé biologické hypotéze ¢i diagnostickym potfebam.
Kazdé vyhodnoceni NGS dat zahrnuje sekvenci kroki,
vypocetni postup, ktery se oznacuje jako tzv. pipe-
line. Jako modelova je zde popsana pipeline slouzici
k identifikaci variant na iirovni DNA (obr. 1). BéZné
pouzivané nastroje pro jednotlivé kroky jsou popsany
v tabulce 1.

Obecna pipeline pro ticely detekce mutaci v DNA zahr-
nuje tyto zakladni kroky:
1. Kontrola kvality vstupnich dat
2. Upravy dat pfed mapovanim
3. Mapovani individudlné ctenych sekvenci (tzv. reads;
dale sekvenacni ¢teni) na referen¢ni genom
4, Upravy dat po mapovani
5. Detekce variant
6. Anotace detekovanych variant
7. Vizualizace

V pribéhu analyzy je vyuzivano nékolik rznych
datovych formatd, jejichZ zdkladni piehled je uveden
v tabulce 2.

Kontrola kvality (QC) vstupnich dat

Po dokonceni sekvenacni reakce musi byt zkontrolo-
van jeji spravny pribéh a zhodnocena kvalita generova-
nych dat. Data jsou ziskana nejcastéji v podobé souborti
formatu.fastq, ktery obsahuje sekvence analyzovanych
fragmentd a informaci o jejich kvalité [8].

Uprava dat pfed mapovanim

Pro zvySeni kvality sekvenacnich cteni se vyuzivaji
nékteré analytické postupy [9]:

» spojovani prekryvajicich se konct parovych sekve-
nacnich ¢teni tzv. merging

- parova sekvenacni ¢teni predstavuji fragment DNA
¢teny z obou jeho konct. V oblasti piekryvu je tak infor-
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Tab. 2. Seznam nejc¢astéji pouzivanych format soubord

PFipona

Cely nazev (anglicky)

Informacni obsah

Jbam Binary Alignment Map mapované sekvence (komprimované)

bed Browser Extensible Data genomické intervaly

fasta nenamapované sekvence (referencéni genom)
fastag nenamapované sekvence (surova sekvenacni data)
off General Feature Format anotace

atf General Transfer Format anotace

.maf Mutation Annotation Format seznam variant

.sam Sequence Alignment Map mapované sekvence

vef Variant Call Format seznam variant

mace o sekvenci ziskana ze dvou sekvenacnich Cteni,
« odstranéni nekvalitnich konct sekvenacniho ¢teni
tzv. trimming

- presnost sekvenacni reakce se v jejim pribéhu sni-
Zuje, a tak se snizuje i kvalita bazi s rostouci délkou sek-
venacnich ¢teni. Z tohoto diivodu je v urcitych ptipadech
vhodné odstranit nekvalitni konce, které mohou byt
zdrojem nepresnych vysledki;
» filtrovani na poZzadovanou délku sekvenacniho c¢teni,
tzv. length filtering

pouziva se zejména pro odstranéni kontaminace jak
adaptérovymi, tak biologickymi sekvencemi.

Mapovani sekvenacnich ¢teni na referencni genom
V dal$im kroku jsou jednotliva sekvenacni ¢teni zarov-
nany k referen¢nimu genomu. Tento krok je oznacovan
jako tzv. read alignment/read mapping [10]. Referenc¢ni ge-
nom predstavuje jednovlaknovou konsenzualni sekvenci
urcitého organismu. V ptipadé ¢lovéka obsahuje refe-
rencéni genom 3 miliardy bazi. Tato ¢ast bioinformatické
analyzy je stéZejni a jeji presnost vyznamné ovliviiuje
celkovou kvalitu vysledkd.
Ulelem mapovani sekvenacnich ¢teni na referenc¢ni
genom je:
« identifikovat, jakou c¢ast genomu sekvenacni ¢teni
predstavuji;
» Zjistit rozdily mezi referenc¢ni sekvenci a sekvenci sek-
venacnich ¢teni;
« stanovit statistiku pokryti a podil sekvenci mimo ROI.

Vysledky mapovani jsou typicky uloZeny do souboru
formatu .sam nebo .bam. Po mapovani se ¢asto provadi
dalsi kontrola kvality, kterad je zameéfena na analyzu
pokryti, tzv. coverage. Cilem je ovéfit, zda byly regiony
zajmu (obvykle definované v souboru forméatu .bed, .gff

nebo .gtf) osekvenovany. Od hloubky pokryti, tzn. poctu
prekryvajicich se sekvenacnich ¢teni na urcité pozici,
tzv. coverage depth, je odvozena citlivost detekce. Obecné
plati, Ze ¢im vétsi hloubka pokryti, tim vétsi citlivost [11].
Vysoka citlivost NGS je vyuZivana zejména u experimenttl
analyzujicich subklonalni somatické mutace u nadoro-
vych onemocnéni, ptipadné pfi sledovani zbytkové cho-
roby u lé¢enych hematoonkologickych pacientd.

Upravy po mapovani sekvenaénich éteni

Kvalita mapovani miiZe byt vylepSena nékolika ana-
lytickymi kroky zahrnujicimi napf. odstranéni PCR du-
plikatdi, které vznikaji jako artefakt pti amplifikaci [12].
Jejich pritomnost mizZe zkreslit informaci o frekvenci
variantnich alel (VAF - variant allele frequency*). Odstranéni
PCR duplikatli neni vhodné provadét v pripadé knihoven
zaloZenych na obohaceni regionl zijmu pomoci PCR,
jejiz produkty mohou byt s PCR duplikaty zaménény.
Vyjimkou jsou knihovny vyuzivajici technologii UMI,
ktera slouzi pravé pro odstranéni PCR duplikatd a korekei
sekvenacnich chyb [13].

Detekce variant

Detekce variant se oznacuje jako tzv. variant calling.
Principem tohoto procesu je identifikace pozic, kde se
nukleotidy v sekvenacnich cteni 1i$i od referen¢niho
genomu a zejména pak ovéfeni, zda neni konkrétni na-
lezend nukleotidova zameéna jen sekvenacni ¢i analyticky
artefakt, a zda se skutecneé jedna o variantu v testované
DNA.

Softwarovy nastroj pro tyto tcely se oznacuje jako,
tzv. variant caller. Tyto programy jsou vyvijeny specificky
pro detekci konkrétnich typ zamén, at somatickych,
nebo zarodec¢nych [14, 15]:

« jednonukleotidovych zameén (SNV) a kratkych inzerci
a deleci (InDels)
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Vstupni Pfedzpracovani Mapovani Detekce Vysledky
data vstupnich dat na referenci mutaci
Referenéni genom
—— ) e )  —— Qﬁ - e
I = —
1 | —]
_ — H Lo
(Rfaesatdq? 3 .faStq 36,661,680 : .bam : : 36,661,680 A
1 T o notace
22 GGAGTTTTTGGGTGAGAACATATCCAACTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACTT/  77747 ,777”
M Consensus GGAGTTTTTGGGTGAGAACATATCCAACTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACTT/ dbS N P
@SEQ_ID Coverage
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAA VLALI 111 TULLIVAGAALATIAIGLAART TGRIT | ILLT TALL TGULAA IAL | &)
+ GGAGTTTTTGGGGGAGAACATATCCAACTT TGGCAATACTT)
GGAGTTTTTGG CATATCCAACTTTGTTTCCTTAGCTGGCAATACTT) HGMD

IR((((**4)) %% %++) (% %% %) . 1* GGAGHTTTTGGGTGAGAACATATCCAACTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACTT)
GGAGTTTTHGGGTGAGAACATATCCAACTETCTTTCCHTAGCTGGCAATACTT)
GGAGTETTTGGGTGAGAACATATCCAACTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACTT)
GGAGTTTTTGGGTGAG TTCCTTEGCTGGCAATACHET,
GGAGGTTTTGGGTGAGAACATATCCAACTTTCTTTCCTTAGCTGGCAA

GGABAGTTAGGGAGAGAACATATCCAARTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACT
GGAGTTTTTGGGTGAGGACATATCCAACTTTCTTTCCAGATCGGAAG T
GGAGTTTTTGGGTGAGAACATATCCAAETTTCTTTCCTTAGCT

COSMIC

CTT)
GGAGGTTTTGGGHGAGAACATATCCAAATTTGTATCCT )
GBABTGTTTGGGTGAGAACATATCCAAATTTCTTTCCTTAGCTGGCAATGCTT
IGAGGTTGTGGGTGAGAACATATCCAAgTTTCTTTCCTTAGCTGGCAATACTT;

Obr. 1. Schéma obecné pipeline pro Ucely detekce variant v DNA

Vstupni data predstavuji sekvenacni ¢teni. Kazdé sekvenacni ¢teni ma pridélen jedine¢ny identifikator (SEQ_ID), sekvenci a kvalitu pro

kazdou bazi vyjadrenou ASCIl kédem. Nasledné jsou sekvenacni ¢teni filtrovany podle délky, pfipadné jsou odstranény jejich nekvalitni

konce. Poté jsou sekvence mapovdany na referenéni genom a detekovdny varianty. K variantdm jsou v poslednim kroku prfidéleny informace

z vybranych databazi, které napfiklad umozni rozhodnout, zda a jak je varianta klinicky vyznamna.

« zmén poctu kopii (CNV)
e strukturnich variant (SV).

Detekce zarodec¢nych variant se soustiedi zejména
na genotypovani, tj. urceni, zda jsou alely shodné
s referencni sekvenci ¢i zda jsou variantni, a zda jsou
v homozygotnim, ¢i heterozygotnim stavu. V pfipadé
heterozygota by mély byt obé varianty alely zastoupené
priblizné stejnym poctem sekvenacnich ¢teni.

V pifipadé somatickych mutaci je pozornost sou-
stfedéna na frekvenci variantni alely, kterd odrazi
zastoupeni nadorového klonu ve vzorku. Pro analyzu
somatickych mutaci se v idealnim pripadé pouzivaji
2 druhy materidlu: naddorova tkan a zdrava tkan pro
odecteni zarodec¢nych variant. U nékterych malignit
muZe byt obtiZné definovat spravny zdroj nenadorové
DNA. Béznym zdrojem DNA pro urceni zarodecnych
variant u solidnich nadord jsou jaderné krevni bunky.
V ptipadé hematoonkologickych onemocnéni je zdro-
jem nenadorové DNA stér bukaln{ sliznice. Nicméné
v ptipadé nékterych onemocnéni, jako je naptiklad
akutni myeloidni leukemie, miZe byt bukalni sliznice
infiltrovana nadorovymi burikami. Standardnim vy-
stupem detekce variant je soubor .vcf nebo .maf. Tato
¢ast analytického postupu patii spolu s mapovanim
sekvenacnich ¢teni mezi klicové a zaroven technicky
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nejnaroc¢néjsi kroky analyzy. Optimalizace detek-
ce variant je velmi naro¢na z dtivodu velkého poctu
dostupnych programu a komplexity jejich moZnosti
nastaveni.

Anotace detekovanych variant

K zjisténym zaménam jsou nasledné pritazeny do-
pliujici informace z vybranych databazi, tzv. anotace,
na zakladé kterych je mozno odhadnout funkéni dopad
zameén a jejich klinicky vyznam, pfipadné varianty
filtrovat a fadit podle individualnich potfeb zavislych
na biologické hypotéze. Mezi zdkladni a nejcastéji pou-
zivané databaze patifi dbSNP [16], HapMap [17], Cosmic
[18], HGMD [19], ClinVar [20], PolyPhen [21] atd.

Seznam anotovanych variant pfevedeny do pre-
hledné tabulky je pak nejcastéjsi formou vysledkit NGS
analyz vydanych bioanalytikem 1ékafi ¢i klinickému
genetikovi.

Vizualizace
Dilezitym krokem vyhodnoceni NGS dat je vizuali-
zace generovanych vysledki, ktera je obzvlasté uzitecna
pro validaci a interpretaci ziskanych vysledki.
Nastroje tohoto typu nabizi vizualizaci namapova-
nych sekvenacnich ¢teni [22], ¢ehoz se velmi Casto vy-
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uziva pro kontrolu detekce inzerci a deleci, a zobrazeni
variant v kombinaci s anotacemi z riznych vefejnych
databazi. Jako pfiklad jsou na obrazku 1 uvedeny sek-
venacni ¢teni namapované na referenc¢ni genom se
zvyraznénymi zaménami, které mohou predstavovat
jak redlné varianty, tak chyby vzniklé pfilaboratornim
zpracovani nebo bioinformatické analyze.

ZAVER

I pfes skutecnost, Ze je dnes sekvenovani nové ge-
nerace dobfe zavedenou metodou ve vyzkumu, pro
klinickou aplikaci nejsou stale dostatecné definovany
standardy, jak na tarovni laboratorniho zpracovani
a pripravy vzorki, tak nasledné bioinformatické ana-
lyzy. Pro spravnou interpretaci vysledk{t NGS analyzy
je velmi dlezité, aby lékaf rozumél moznostem a li-
mithm NGS technologie véetné zakladl analyzy dat.
V textu jsme si kladli za cil shrnout a objasnit nejdii-

vvvvvv

k detekci variant v DNA.

Seznam zkratek

AML - Acute myeloid leukemia
cffDNA - cell-free fetal DNA

CNV - Copy number variation
ctDNA - Circulating tumor DNA
DNA - dezoxyribonukleova kyselina
InDels - inzerce delece

NGS - Next-generation sequencing
PCR - Polymerase chain reaction
QC - Quality control

ROI - Region of interest

SNV - Single Nucleotide Variant
Ssv - Structural variation

UMI - Unique molecular identifier
VAF - Variant allele frequency
LITERATURA

1. Heather JM, Chain B. The sequence of sequencers: The history of se-
quencing DNA. Genomics 2016;107:1-8.

2. Tsiatis AC, Norris-Kirby A, Rich RG, et al. Comparison of Sanger se-
quencing, pyrosequencing, and melting curve analysis for the detec-
tion of KRAS mutations. J Mol Diagn 2010;12:425-432.

3. Malcikova J, Stano-Kozubik K, Tichy B, et al. Detailed analysis of the-
rapy-driven clonal evolution of TP53 mutations in chronic lymphocy-
tic leukemia. Leukemia 2015;29:877-885.

4. Xu C, Gu X, Padmanabhan R, et al. smCounter2: an accurate low-
-frequency variant caller for targeted sequencing data with
unique molecular identifiers. bioRxiv 2018;281659; DOI: https://doi.
0rg/10.1101/281659.

5.Newman AM, Lovejoy AF, Klass DM, et al. Integrated digital error

suppression for improved detection of circulating tumor DNA. Nat
Biotechnol 2016;34:547-555.

6. Gnirke A, Melnikov A, Maguire J, et al. Solution hybrid selection with
ultra-long oligonucleotides for massively parallel targeted sequen-
cing. Nat Biotechnol 2009;27:182-189.

7.Kivioja T, Vaharautio A, Karlsson K, et al. Counting absolute num-
bers of molecules using unique molecular identifiers. Nat Methods
201M;9:72-74.

8. Cock PJA, Fields CJ, Goto N, Heuer ML, Rice PM. The Sanger FASTQ
file format for sequences with quality scores, and the Solexa/lllumina
FASTQ variants. Nucleic Acids Res 2010;38:1767-1771.

9. Fabbro CD, Scalabrin S, Morgante M, Giorgi FM. An extensive eva-
luation of read trimming effects on Illumina NGS data analysis. PLoS
One 2013; publ. elektronicky 23. 12. 2013. DOI:10.1371/journal.po-
ne.0085024.

10. Fonseca NA, Rung J, Brazma A, Marioni JC. Tools for mapping high-
-throughput sequencing data. Bioinformatics 2012;28:3169-3177.

11. Sims D, Sudbery |, llott NE, Heger A, Ponting CP. Sequencing depth
and coverage: key considerations in genomic analyses. Nat Rev
Genet 2014;15:121-132.

12. Ebbert MTW, Wadsworth ME, Staley LA, et al. Evaluating the neces-
sity of PCR duplicate removal from next-generation sequencing data
and a comparison of approaches. BMC Bioinformatics 2016; publ. el.
25. 6. 2016. DOI10.1186/512859-016-1097-3.

13. Kou R, Lam H, Duan H, et al. Benefits and challenges with applying
unigue molecular identifiers in next generation sequencing to de-
tect low frequency mutations. PLoS One 2016; publ. el. 11. 1. 2016.
DOI:10.1371/journal.pone.0146638.

14. Xu C. A review of somatic single nucleotide variant calling algori-
thms for next-generation sequencing data. Comp Struct Biotechnol
J2018;16:15-24.

15. Zhao M, Wang Q, Wang Q, Jia P, Zhao Z. Computational tools for co-
py number variation (CNV) detection using next-generation sequen-
cing data: features and perspectives. BMC Bioinformatics 2013;14:S1.
publ. el. 13. 9. 2013. DOI:10.1186/1471-2105-14-S11-S1.

16. Smigielski EM, Sirotkin K, Ward M, Sherry ST. dbSNP: a database of
single nucleotide polymorphisms. Nucleic Acids Res 2000;28:352-
355.

17. International HapMap Consortium. The International HapMap Project.
Nature 2003;426:789-796.

18. Forbes SA, Bhamra G, Bamford S, et al. The catalogue of somatic
mutations in cancer (COSMIC). Curr Protoc Hum Genet 2008; publ.
el. 6.7.2008. DOI: 10.1002/0471142905.hg1011s57.

19. Stenson PD, Mort M, Ball EV, Shaw K, Phillips AD, Cooper DN. The
Human Gene Mutation Database: building a comprehensive muta-
tion repository for clinical and molecular genetics, diagnostic testing
and personalized genomic medicine. Hum Genet 2014;133:1-9.

20. Landrum MJ, Lee JM, Riley GR, et al. ClinVar: public archive of rela-
tionships among sequence variation and human phenotype. Nucleic
Acids Res 2014; publ. el. 14.11. 2013. DOI: 10.1093/nar/gkt1113.

21. Adzhubeil, Jordan DM, Sunyaev SR. Predicting functional effect of hu-
man missense mutations using PolyPhen-2. Curr Protoc Hum Genet

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 24,2018

179



2013; publikovano el. 25. ¢ervna 2015. DOI: 10.1002/0471142905.
hg0720s76.

22.Robinson JT, Thorvaldsdottir H, Winckler W, et al. Integrative genomics
viewer. Nat Biotechnol 2011,29:24-26.

23. Babraham Bioinformatics - FastQC A quality control tool for high throu-
ghput sequence data. Dostupné na www: https:;//www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/fastac/. Accessed 15 Feb 2018.

24.Chen S, Huang T, Zhou Y, Han Y, Xu M, Gu J. AfterQC: automatic filte-
ring, trimming, error removing and quality control for fastq data. BMC
Bioinformatics 2017;18:80.

25. Schubert M, Lindgreen S, Orlando L. AdapterRemoval v2: rapid adapter
trimming, identification, and read merging. BMC Research Notes
2016;9:88.

26. Martin M. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput
sequencing reads. EMBnet.journal 2011,17:10-12.

27.Bolger AM, Lohse M, Usadel B. Trimmomatic: a flexible trimmer for
lllumina sequence data. Bioinformatics 2014,30:2114-2120.

28.Li H, Durbin R. Fast and accurate short read alignment with Burrows-
Wheeler transform. Bioinformatics 2009;25:1754-1760.

29. Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2.
Nat Methods 2012;9:357-359.

30. Quinlan AR, Hall IM. BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing
genomic features. Bioinformatics 2010;26:841-2.

31. Broad Institute. picard: A set of command line tools (in Java) for mani-
pulating high-throughput sequencing (HTS) data and formats such as

SAM/BAM/CRAM and VCF. Dostupné na www: http://broadinstitute.
github.io/picard. Accessed 22 Dec 2017.

32.Liao Y, Smyth GK, Shi W. featureCounts: an efficient general pur-
pose program for assigning sequence reads to genomic features.
Bioinformatics 2014;30:923-930.

33. Fulcrum Genomics. fgbio: Tools for working with genomic and high
throughput sequencing data. Dostupné na www: https://github.com/
fulcrumgenomics/fgbio. Accessed 15 May 2018.

34. Garrison E, Marth G. Haplotype-based variant detection from short-
-read sequencing. arXiv:12073907 [g-bio] 2012. Dostupné na www:
http://arxiv.org/abs/1207.3907. Accessed 15 May 2018.

35. Van der Auwera GA, Carneiro MO, Hartl C, et al. From FastQ data to
high confidence variant calls: the genome analysis toolkit best practices
pipeline. Curr Protoc Bioinformatics 2013;11:11.10.1-11.10.33.

36. Lai Z, Markovets A, Ahdesmaki M, et al. VarDict: a novel and versatile va-
riant caller for next-generation sequencing in cancer research. Nucleic
Acids Res 2016; publ. el. 7. 4. 2016. DOI: 10.1093/nar/gkw227.

37.Koboldt DC, Zhang Q, Larson DE, et al. VarScan 2: somatic mutation
and copy number alteration discovery in cancer by exome sequencing.
Genome Res 2012;22:568-576.

38.Andrews TD, Jeelall Y, Talaulikar D, Goodnow CC, Field MA.
DeepSNVMiner: a sequence analysis tool to detect emergent, rare mu-
tations in subsets of cell populations. PeerJ 2016; publ. el. 24. 5. 2016.
DOI:10.7717/peer}.2074.

39. Abyzov A, Urban AE, Snyder M, Gerstein M. CNVnator: an approach to
discover, genotype, and characterize typical and atypical CNVs from fa-
mily and population genome sequencing. Genome Res 2011:21:974-984,

180  TRANSFUZE HEMATOL.DNES 24,2018

TOM N. et al.

40. Medvedev P, Fiume M, Dzamba M, Smith T, Brudno M. Detecting
copy number variation with mated short reads. Genome Res
2010;20:1613-1622.

41. Chen K, Wallis JW, McLellan MD, et al. BreakDancer: An algorithm
for high resolution mapping of genomic structural variation. Nat
Methods 2009;6:677-681.

42.Rausch T, Zichner T, Schlattl A, Stutz AM, Benes V, Korbel JO.
DELLY: structural variant discovery by integrated paired-end and
split-read analysis. Bioinformatics 2012;28:i333-i339.

43, Wang K, Li M, Hakonarson H. ANNOVAR: functional annotation of
genetic variants from high-throughput sequencing data. Nucleic
Acids Res 2010; publ. el. 3. 6. 2010. DOI: 10.1093/nar/gkq603.

44, Cingolani P, Platts A, Wang LL, et al. A program for annotating and
predicting the effects of single nucleotide polymorphisms, SnpEff:
SNPs in the genome of Drosophila melanogaster strain wil18; iso-2;
iso-3. Fly (Austin) 2012;6:80-92.

Podékovani

Tato prace byla podpofena projektem CEITEC 2020
(LQ1601) za finan¢niho pfispéni Ministerstva §kolstvi,
mladeZe a télovychovy Ceské republiky v rdmci tcelové
podpory z prostfedkit Narodniho programu udrzitel-
nosti II.

Cestné prohlaseni autorii

Autofti prace prohlasuji, Ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou ve stfetu
zajm, a vznik ani publikace ¢lanku nebyly podpofeny
zadnou farmaceutickou firmou.

Podil autori na pripravé rukopisu

NT - hlavni autor prace, priprava prvni verze rukopisu,
finalizace rukopisu

FP - spoluautor prace, pfiprava prvni verze rukopisu

JK - spoluautor prace, revize a finalizace rukopisu

KP - spoluautor prace, revize a finalizace rukopisu

SP - korespondujici autor, spoluautor prace, schvaleni
finaln{ verze rukopisu

Doruceno do redakce dne 26. 4. 2018.
Prijato po recenzi dne15. 5. 2018.

rvm

prof. RNDr. Sirka Pospisilova, Ph.D.

Centrum molekuldrni mediciny, CEITEC,
Masarykova univerzita

Kamenice 5

625 00 Brno

e-mail: pospisilova.sarka@fnbrno.cz

Inzerce W




