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SANTRUMPU SARASAS

ATP — adenozinotrifosfatas (angl. adenosine triphosphate)

BWA — DNR fragmentus prie referentinio genomo prilygiuojanti programa, naudojanti Burrows-
Wheeler algoritmg (angl. Burrows-Wheeler Aligner)

ddNTP — dideoksiribonukleotidas (angl. deoxyribonucleotide)

DMSO - dimetilsulfoksidas (angl. dimethyl sulfoxide)

DNR — deoksiribonukleoriigstis (angl. deoxyribonucleic acid)

dNTP — deoksiribonukleotidas (angl. deoxyribonucleotide)

DP — genomo varianto padengimas (angl. depth of coverage)

IGV — integruota genomo vaizduoklé (angl. The Integrative Genomics Viewer)

NKS — naujos kartos sekoskaita (angl. Next Generation Sequencing)

PGR — polimerazés grandininé reakcija (angl. Polymerase Chain Reaction)

RNR — ribonukleoriigstis (angl. ribonucleic acid)

SOLID - sekoskaita, atliekant oligonukleotidy priligavima ir nustatyma (angl. Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas (angl. Single Nucleotide Polymorphism)

VU MF ZMGK — Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Zmogaus ir medicininés genetikos

katedra

Geny santrumpos

ABR (angl. active BCR-related)

ANKRD36 (angl. ankyrin repeat domain 36)

ANKRDG62 (angl. ankyrin repeat domain 62)

ARSD (angl. arylsulfatase D)

B4GALNT4 (angl. beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 4)
BAGE2 (angl. B melanoma antigen family, member 2)
BMS1 (angl. BMS1 ribosome biogenesis factor)
Clorfl67 (angl. chromosome 1 open reading frame 167)
CCDC107 (angl. coiled-coil domain containing 107)
CFP (angl. complement factor properdin)

CIDEC (angl. cell death-inducing DFFA-like effector c)



CRACR2A (angl. calcium release activated channel regulator 2A)

CYFIP1 (angl. cytoplasmic FMR1 interacting protein 1)

DAP (angl. death-associated protein)

DHTKD1 (angl. dehydrogenase E1 and transketolase domain containing 1)
DISP2 (angl. dispatched homolog 2)

DMKN (angl. dermokine)

DSP (angl. desmoplakin)

EDDMS3A (angl. epididymal protein 3A)

EFCABS (angl. EF-hand calcium binding domain 5)

EMILINZ (angl. elastin microfibril interfacer 2)

ERCCG6L (angl. excision repair cross-complementation group 6-like)
FAM105A (angl. family with sequence similarity 105, member A)
FAM200B (angl. family with sequence similarity 200, member B)

FGF23 (angl. fibroblast growth factor 23)

GAB4 (angl. GRB2-associated binding protein family, member 4)

GNG7 (angl. guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7)
GPR146 (angl. G protein-coupled receptor 146)

GPRCS5D (angl. G protein-coupled receptor, class C, group 5, member D)
HNRNPC (angl. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C)

KRT31 (angl. keratin 31, type I)

LATS (angl. large tumor suppressor kinase 2)

MDGAZ2 (angl. MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 2)
MICALS3 (angl. microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 3)
MIPEP (angl. mitochondrial intermediate peptidase)

MYTLL (angl. myelin transcription factor 1-like)

NLRP6 (angl. NLR family, pyrin domain containing 6)

PERML1 (angl. PPARGC1 and ESRR induced regulator, muscle 1)

PHRF1 (angl. PHD and ring finger domains 1)

PLEKHG4B (angl. pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member
4B)

POLRMT (angl. polymerase (RNA) mitochondrial)

RP1L1 (angl. retinitis pigmentosa 1-like 1)

SGK223 (angl. Tyrosine-protein kinase SgK223)



SIRPBL1 (angl. signal-regulatory protein beta 1)

SKA3 (angl. spindle and kinetochore associated complex subunit 3)

SMARCA2 (angl. SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
subfamily a, member 2)

SNRNP48 (angl. small nuclear ribonucleoprotein 48kDa)

SPATAL3 (angl. spermatogenesis associated 13)

SPATATY (angl. spermatogenesis associated 7)

SYCP2L (angl. synaptonemal complex protein 2-like)

TFF3 (angl. trefoil factor 3 (intestinal))

TMEM184A (angl. transmembrane protein 184A)

TMPRSS15 (angl. transmembrane protease, serine 15)

UTY (angl. ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat containing, Y-linked)
WFDC10B (angl. WAP four-disulfide core domain 10B)

WHSC1 (angl. Wolf-Hirschhorn syndrome candidate)

XPC (angl. xeroderma pigmentosum, complementation group C)

ZCCHCT (angl. zinc finger, CCHC domain containing 7)

ZNF469 (angl. zinc finger protein 469)

ZNF721 (angl. zinc finger protein 721)



IVADAS

Genomas — tai visas viengubas genetinés informacijos deoksiribonukleoriigsties (DNR) ar
ribonukleoriigsties (RNR) molekuléje rinkinys, esantis vienoje organizmo lasteléje (1).

Genome esantys pokyciai sukuria genetine jvairove. Tokie poky¢iai gali neturéti jtakos organizmo
sveikatos buklei ir bati paplite daugiau kaip 1 % dazniu visame genome - jie vadinami
polimorfizmais. Taciau genomo variantai taip pat gali turéti jtakos sveikatai ar netgi buti patogeniski.
Todél genomo varianty tyrimai yra svarbils tiek aiSkinantis tarpopuliacinius skirtumus, tiek ieSkant
asociacijy su ligomis.

Vienas pagrindiniy metody, leidzian¢iy nustatyti genomo variantus bei jy jvairove, yra DNR
sekoskaita. [vairiose gyvybés moksly srityse vis dazniau naudojamas naujos kartos sekoskaitos (NKS)
metodas, kuriuo galima nusekvenuoti koduojanc¢ig genomo dalj (egzoma) ar net visg genoma. Taciau,
genomo varianty nustatymui daznai Vvis dar yra taikoma Sanger sekoskaita. Be to, $is metodas vis dar
taitkomas NKS metu nustatyty genomo varianty tvirtinimui, dél biitinybés jvertinti gauty rezultaty
patikimuma, bei paties metodo jautruma ir specifiskuma. Si batinyb¢ atsiranda dél NKS klaidy, kurios
apsunkina varianty nustatyma, pavyzdziui, dél prasto genomo padengimo. Mazg padengima turintys
genomo regionai gali lemti reikSmingy varianty praleidima kritinése genomo srityse (2).

Itakos sekoskaitos rezultatams turi ir beveik kiekviename NKS etape padaromos klaidos, pradedant
sekoskaitos technologijos pasirinkimu, automatinio analizés algoritmo klaidomis, baigiant in silico
analizés bei duomeny interpretacijos klaidomis. Pavyzdziui, lon Torrent technologija yra jautri
padengimo klaidoms, kurios atsiranda po emulsinés polimerazés grandininés reakcijos (PGR),
ruoSiant bibliotekas (3). Labai svarbus zingsnis yra ir praturtinimo sistemos pasirinkimas, nes
naudojant skirtingas praturtinimo sistemas nustatomi skirtingi variantai skirtinguose genomo
regionuose.

Siuo metu mokslo pasaulyje vyksta debatai dél to, ar verta NKS gautus duomenis ir nustatytus
variantus visuomet tikrinti Sanger sekoskaita, turint omenyje tai, kad daugybéje laboratorijy jau yra
gaunamas Simtaprocentinis NKS specifiSkumas. Wenbo su kolegomis atlikto mokslinio tyrimo metu,
kuomet buvo atlikta NKS 20-¢iai tiikstanciy paveldimo vézio geny rinkiniy ir Sanger metodu buvo
patikrinti 7845 nepolimorfiniai variantai, buvo nustatyta, kad 98,7 % rezultaty sutapo su NKS
duomenimis. Kita vertus, 1,3 % varianty buvo nustatyti kaip klaidingai teigiami. Sie variantai nustatyti
probleminiuose genomo regionuose — AT ar GC gausiose srityse, homologiniuose, pseudogeny
regionuose ir galéjo biti atmesti kaip klaidingai teigiami tik juos patikrinus Sanger metodu (4).

Remiantis Siuo pavyzdziu, nors ir NKS nustatyty varianty tvirtinimas Sanger metodu turi akivaizdzia



nauda, taciau dalis laboratorijy vis tik vengia varianty tikrinimo. Taip yra dél to, kad Si strategija
padidina tyrimo kaing ir laika.

Siame darbe bus nagrinéjamos pastarosios problemos — bus siekiama jvertinti NKS duomeny
automatinj analizés algoritma, apibréziant metodo tikslumo, jautrumo ir specifiSkumo reikSmes bei
atsakant j klausima, ar verta Sanger metodu tikrinti NKS duomenis, remiantis $io tyrimo rezultatais.
Taip pat bus palyginamos dvi skirtingos praturtinimo sistemos siekiant jvertinti, kuri i$ jy yra
pranaSesné.

Darbo tikslas — jvertinti naujos kartos sekoskaitos SOLID platformos automatinj analizés algoritmg
bei §iai platformai naudojamas taikiniy praturtinimo sistemas panaudojant Sanger sekoskaitos metoda

bei statistinius ir bioinformacinius jrankius.

Darbo uZdaviniai:
1. Optimizuoti salygas genomo varianty nustatymui Sanger metodu.
2. I8 parinkty varianty saraso, kurie buvo nustatyti NKS metodu ir patikrinti Sanger metodu,
atrinkti nesutampancius variantus ir juos vizualizuoti integruota genomo vaizduokle (IGV).
3. Palyginti skirtingas, SOLiID platformai naudojamas taikiniy praturtinimo sistemas TargetSeq
ir SureSelect.
4. Jvertinti darbe naudotos SOLID sekoskaitos platformos automatinio analizés algoritmo

tiksluma, jautrumg ir specifiSkuma.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Sanger sekoskaitos metodas

Sanger sekoskaitos metodas, dar kitaip vadinamas pirmos kartos sekoskaita dél to, nes visi kiti naujos
kartos metodai yra pastarojo tam tikros modifikacijos. Sis metodas buvo pristatytas 1977, o 1980 Fred
Sanger uz §j metodg gavo Nobelio premijg.

Metodo esmé — DNR grandinés terminacijos reakcija. Pradzioje, reakcijos miSinyje yra pradmenys,
komplementariis vienagrandei DNR molekulei, kurie inicijuoja DNR sinteze. Sintezés metu
deoksiribonukleotidai (dNTP) komplementariai prisijungia prie DNR S§ablono, sudarydami
fosfodiesterinj ry$j su naujai jsijungianciais nukleotidais. Taip pat, reakcijos miSinyje yra
dideoksiribonukleotidy (ddNTP), kurie neturi 3” hidroksilo grupés, todél tokiam nukleotidui jsiterpus
1 ilgéjancia granding jvyksta grandinés terminacija. Kiekvienos reakcijos metu bus sudaromi skirtingo
ilgio DNR fragmentai (1 pav). Taip pat Sie nukleotidai turi fluorescenting zyme, todél jvykus
grandinés terminacijai, paskutinis jos nukleotido fluoroforas, suZadinus ji genetiniame analizatoriuje,
$vies tam tikra spalva. Sis fluorescentinés Zymés prijungimas suteiké galimybe automatizuoti Sanger

metoda.
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1 pav. Sanger metodo principas (pagal Aliyu S. Bacterial whole genome sequencing: The future

of clinical bacteriology. Ann Nigerian Med. 2014; 8:51-7)



Nors Sanger metodas yra tikslus, taciau jis yra Siuolaikinéje genetikoje nebenaudojamas Viso genomo
sekoskaitai. Taip yra dél naujy — antros kartos, arba Kitaip — naujos kartos sekoskaitos metody, kurie
leidzia atlikti milijonus sekoskaitos reakcijy vienu metu, bei tirti visg egzoma ar genoma per trumpesnj
laikg. Nors Sanger metodas daugelio vis dar yra laikomas “auksiniu standartu” (5, 6, 7, 8), vis dazniau
pasirodo moksliniy publikacijy apie NKS tikslumg ir Sanger naudojimo nebiitinumg NKS gauty
rezultaty tvirtinimui. Neveling su kolegomis atlikto tyrimo metu nustaté, kad egzomo sekoskaita,
atlikta SOLID platformos pagalba, turéjo zymiai didesnj diagnostinj nasumg kurtumo, aklumo,
mitochondriniy ligy nustatyme, lyginant su Sanger metodu (9).

Taip pat jau egzistuoja ir tre¢ios kartos sekoskaitos technologijos. Siuo metu klinikinéje praktikoje
dazniausiai naudojami antros kartos sekoskaitos jrenginiai, o dauguma trecios kartos jrenginiy islieka

vis dar tobulinimy ir moksliniy tyrimy stadijoje.

1.2 Naujos kartos sekoskaitos metodai

Siame darbe buvo naudota naujos kartos sekoskaitos SOLiD platforma egzomo duomenims gauti,
todél toliau bus aptarti antros kartos sekoskaitos metodai. Antrame paveiksle yra pateikiami minétieji

metodai, bei jy iSsidéstymas laiko juostoje pagal pasirodyma rinkoje (6).

2011 : lon Torrent
naujos kartos

2007 : Applied |

2005 : 454 Life Biosystems naujos

Sciences NKS sistema
: GS 20 Sistema

2006 : Solexa naujos
kartos genetinis
analizatorius

kartos genetinis
analizatorius: SOLID
N F\Y /\3

genetinis
analizatorius

2 pav. Antros kartos sekoskaitos metody laiko juosta

Antros kartos sekoskaita, nepriklausomai nuo platformos, turi kelis esminius etapus, kuriuos biitina
Ivykdyti siekiant gauti duomenis:

1. ISskiriama genominé DNR;

2. DNR sufragmentuojama iki mazy fragmenty (apie 200 bp);

3. Ruosiamos DNR fragmenty bibliotekos, kurios gali bati tolygiai ir tiksliai sekvenuojamos

milijonuose paraleliy reakcijy;
10



4. Naujai i baziy pory sudaryty grandiniy fragmentai yra sugrupuojami pagal Zinomg referenting
seka; sugrupuoti fragmentai sulyginami ir pagal jy persidengimus yra nustatoma visa seka

kiekvienos genominés DNR méginyje.

Taciau tai yra tik apibendrinti metodo etapai. Be to, jie Siek tiek skiriasi, jei yra pasirenkama
sekvenuoti ne visg genomg, o tik egzomag ar genomo dalj. Viso egzomo sekokaitos atveju yra
sekvenuojami tik egzonai — baltymus koduojantys regionai, kurie sudaro apie 1 % viso genomo (10).
Didzioji dalis klinikinj pasireiskima turin¢iy ligy priklauso biitent nuo $iy regiony, tokiu biidu yra
sutaupoma kasty ir laiko ne tik atlikti tyrimui, bet ir bioinformacinei analizei.

Pries atlieckant egzomo sekoskaitg, turi biti tinkamai i$skirta genominé DNR. Ypac svarbus veiksnys
yra DNR grynumas, nes nereikalingi komponentai reakcijos miSinyje gali inhibuoti fermentines
reakcijas, o RNR gausa gali turéti jtakos DNR fragmentacijai.

Kitame etape yra ruo§iama DNR fragmenty biblioteka. Sis etapas susideda i§ smulkesniy Zingsniy,
tokiy kaip fragmentavimo ir adapteriy prijungimo. DNR fragmentavimas gali bati atliekamas fiziniu
metodu, pavyzdziui, Covaris sistema, kuomet auksto daznio akustiné energija yra nukreipiama DNR
strukttiros link, taip ja suskaldant j 100 bp-5 kbp dydzio fragmentus. Taip pat gali buti atlikta ir
fermentiné fragmentacija, naudojant restrikcijos endonukleazes (11) bei naudojant kitus metodus.

Po fragmentavimo yra atlickamas adapteriy prijungimas, kurio metu yra nubukinami DNR fragmenty
galai, fosforilinamas fragmento 5’ galas ir prikabinamas adeniny sekos fragmentas 3’ gale. Adapteriai
reikalingi fragmenty prisijungimui prie plokstelés pavirSiaus kuris yra iSklotas komplementariais
oligonukleotidy fragmentais. Jie taip pat reikalingi fragmenty identifikavimui esant skirtingiems
méginiams vienoje reakcijoje. Tai vadinama unikalios DNR sekos adapterio prijungimu: esant daug
skirtingy méginiy, yra galimybé kiekvieno méginio sekg pazyméti tam tikra zyme — unikaliu DNR
sekos adapteriu ir déka to, skirtingus méginius tirti vienu metu.

Po $iy zingsniy vykdomas svarbus egzomo sekoskaitai méginio praturtinimo etapas. JO metu yra
atrenkami tam tikry seky DNR fragmentai. Siuo atveju, norint tirti egzoma, turi bati atrenkami
egzonai. Tam dazniausiai pasitelkiami komerciniai taikinio praturtinimo rinkiniai. Méginj galima
praturtinti naudojant mikrogardeliy (Roche/NimbleGen EZCap) ar tirpale esanciy, hibridizacijos
principu veikian¢iy daleliy technologijas. D¢l savo lengvesnio automatizavimo, lankstumo,
patogesnio naudojimo pastaroji yra zymiai populiaresné. Vieni populiariausiy praturtinimo rinkiniy
yra TargetSeq ir SureSelect. Sie rinkiniai bus aptarti plagiau kitame skyriuje.

Po aptartyjy etapy vykdomas DNR fragmenty gausinimas naudojant mikrogardeles arba emulsing

PGR (priklausomai nuo naudojamos platformos) bei méginio praturtinimas, siekiant paSalinti
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reagenty pertekliy, taip pat, naudojant emulsing PGR, uZtikrinti, kad viename mikroreaktoriuje biity
tam tikras tinkamas komponenty skai¢ius. Tokios ,,nepraturtintos” mikrodalelés yra atskiriamos nuo
praturtinty, ant kuriy DNR buvo pagausinta. Kai méginys yra centrifuguojamas, praturtintos
mikrodalelés lieka virSutiniame sluoksnyje, o nepraturtintos nuséda apacioje. VirSutinis sluoksnis yra
surenkamas ir mikrodalelés yra paskirstomos ir pritvirtinamos kovalentiskai ant stiklinés plokstelés
pavirsiaus. Kiekvienoje daleléje vyks atskira sekvenavimo reakcija (12).

Iki Sio etapo, skirtingi sekoskaitos metodai beveik nesiskiria tarpusavyje. Esminis skirtumas yra

paciame sekoskaitos reakcijos principe, kuris skiriasi tarp platformy.

Roche 454 sistema

2005-iais metais Roche 454 tapo pirmaja komerciskai prieinama platforma, kuri naudojo paralelios
sekoskaitos metoda. Sis metodas yra paremtas pirosekoskaitos technologija ir §iuo metu gali
produkuoti apie 500 Mb informacijos (13). Pirosekoskaita yra paremta neorganiniy fosfaty nustatymu
sekoskaitos reakcijos metu, kuriy skaicius yra proporcingas komplementariy nukleotidy jsiterpimy
skaiciui.

DNR S$ablonai pirosekoskaitai yra paruosiami taip: netaisyklingai sufragmentuoti DNR fragmentai yra
prijungiami ant specialaus objektinio stiklelio pavirSiaus, ant kuriy yra dalelés su trumpais adapteriais.
Prie $iy adapteriy DNR fragmentai ir prisijungia. Tuomet yra atlickama emulsiné PGR, pagausinami
fragmentai. Mikrodalelés su fragmentais yra perkeliamos j Sulinélius. Taip pat j Sulinélius dedamos ir
mazesnés dalelés, kuriose yra fermentai sulfurilazé ir luciferazeé. Tuomet nuosekliai prie Sabloninés
DNR grandinés pradedami jungti dNTP. Kuomet pridedamas naujas komplementarus dNTP, yra
inicijuojama DNR sintezé ir yra iSskirimas pirofosfatas, kuris yra paver¢iamas adenozinotrifosfatu
(ATP) deka ATP sulfurilazés. Tuomet ATP yra panaudojama luciferino pakeitimui j oksilucifering
(veikiantis fermentas — luciferaze). Dél to atsiranda nustatomos $viesos plitipsnis (14). Sie plifipsniai
yra fiksuojami — laikoma, jog vienas plitipsnis atitinka vieng komplementariai jsijungusj dNTP. Su
pagrindiniu Sio metodo trikumu susiduriama sekvenuojant homogeniskus regionus. Sistema negali
atskirti, ar tas pats nukleotidas pasikartoja 10 ar 20 karty. Tuo tarpu, pagrindinis privalumas — ilgy
fragmenty ir aukStos kokybés déka Sia technologija gautus duomenis galima analizuoti esant

mazesniam padengimui lyginant su SOLID ar Illumina platformomis.
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Solexa/lllumina sistema

Illumina yra NKS lyderé, atsakinga uz 70 % platformy, jsigijamy ir naudojamy pasaulyje (15), bei
turinti platformy, gebanciy sugeneruoti itin didelius duomeny kiekius. Pavyzdziui, Highseq3000/4000
gali sugeneruoti net iki 1500 Gb duomeny per eksperimenta.

Illumina metodas yra paremtas sekoskaita sintezés metu — nukleotidai yra nustatomi DNR grandinés
sintezés metu. DNR fragmentai yra pritvirtinami prie plokstelés pavirSiaus ir yra vykdomas tiltelinis
gausinimas. Tokiu biidu yra pagaminami klasteriai — vienos DNR molekulés kopijos tam tikrame
plokstelés plote. Viso to eigoje yra pagaminami 100-200 milijony klasteriy. Tuomet j reakcijos miSinj
yra jdedami visi 4 skirtingai fluorescentiskai Zzyméti ANTP su terminalinémis grupémis, kurios véliau
gali buiti pasalinamos — taip gaunamas fluorescentinis signalas, o grandinés sintezé gali buti vykdoma
toliau (16).

Sios technologijos déka buvo sumazintas tyrimo laikas ir kaina — HiSeq2000 platforma 2014-iais

metais buvo pripaZzinta pigiausia (0,02 JAV dolerio uz milijong nukleotidy) (17).

SOLID sistema

2008-iais Applied Biosystems (dabar Life Technologies) sukaré NKS platforma, kurios veikimas
paremtas emulsine PGR ir sekoskaitos ligavimo principu metodika. PanaSiai kaip ir Roche 454
sistema, DNR S$ablonai yra paruo$iami juos gausinant emulsinés PGR metu, taiau skirtingai nuo
Roche 454, SOLID naudoja maZesnes daleles, dél to gaunamas tankesnis daleliy ant plokstelés
pasiskirstymas. Si sistema geba sugeneruoti aukstos kokybés duomenis (>60 Gb) gavus didelj kiekij
trumpy (50 bp) fragmenty. Sia savybe SOLID platforma yra panasi j Illumina. Ta¢iau pagrindinis
trikumas, kuris budingas ir Illumina sistemai — Sie trumpi fragmentai yra netinkami siekiant gero
padengimo pasikartojanc¢iuose regionuose (12).

Sios sistemos veikimo principas visiskai kitoks, lyginant su aptartais metodais. DNR sekai nustatyti
yra pasitelkiami zondai. Kiekvienas zondas turi vieng i$ 16 dinukleotidy 1-2 pozicijose, kurie véliau
komplementariai jungsis prie DNR grandinés. Kiekvienas zondas taip pat turi degeneruotas bazes 3-
5 pozicijose, o bazés 6-8 pozicijose laiko vieng i$ keturiy fluorescuojanciy dazy. Kadangi yra 16
skirtingy dinukleotidy kombinacijy, i$ viso yra 16 skirtingy zondy, kurie fluorescuoja 4 spalvomis.
Visy pirma, prie DNR fragmento adapterio prisijungia pradmuo. Tada ligazés pagalba prie grandinés
yra prijungiamas pirmasis zondas. Kaip jau minéta, kiekvienas zondas yra Zymeétas vienu 1§ keturiy
fluorofory. Kai jis randa komplementarig sekg ir prie jos prisijungia, jvyksta fermentiné reakcija,
kurios metu fluoroforas atskyla nuo zondo, o i§spinduliuota spalva yra uzfiksuojama kameros. Po 5-
7 cikly naujai susidariusi grandiné disocijuoja, o prie Sablono prisijungia naujas n-1 pradmuo.
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Procesas pakartojamas su n-1 pradmeniu, po to su n-2, n-3 ir n-4 pradmenimis. Taip yra
sugeneruojami persidengiantys duomenys. 5-7 ligacijos reakcijos su 5 pradmeny pakeitimais
sugeneruoja duomenis ~35 baziy sekai nustatyti. Pagrindinis Sios technikos privalumas yra tai, kad
kiekvienas nukleotidas yra nusekvenuojamas po du kartus, taip sumazinama Klaidos tikimybé. Be to,
metodas leidZia atskirti vieno nukleotido pakitimus nuo jvairiy sistemos ar zmogaus klaidy — vieno
nukleotido polimorfizmy (VNP) atveju yra galimos tik trys spalvy kombinacijos; visos Kitos
kombinacijos reiSkia ne VNP, o sistemos klaidg. Taciau Siuo atveju duomeny interpretavimas yra
sudétingesnis dél naudojamo dvispalvio kodo lyginant su metodais, Kurie naudoja sintezés

technologijg (17).

lon Torrent sistema

lon Torrent yra technologija, kuri priklauso tiek antros, tiek trecios kartos sekoskaitos metody
kategorijoms. Metodas pagrjstas puslaidininkiy technologija, kuomet specialiuose Sulinéliuose,
tankiai iSsidés¢iusiuose ant plokstelés, yra integruoti specifiniai jutikliai, kurie registruoja vandenilio
jony atsipalaidavima, kuomet inkorporuojamos naujos bazés. Sio metodo déka nereikalingos
sudétingos §viesos registravimo, skenavimo sistemos, dél to sekoskaitos procesas yra zymiai
greitesnis, o kaina mazesné. Si metodika, kaip ir visos antros kartos sekoskaitos metodikos pagrijsta
»plovimo ir registravimo** principu, reikalaujanciu ir DNR biblioteky gausinimo etapo PGR metodu,
o taip pat ir terminaciniais jvykiais, kurie stabdo sekoskaitos procesa, todél §i technologija néra
galutinai priskiriama  treCios  kartos sekoskaitos ~ technologijy  grupei (18).

Skirtingy aptarty sekoskaitos metody palyginimas pateikiamas pirmoje lenteléje.

1 lentelé. Skirtingy antros ir (ar) trecios kartos sekoskaitos metody privalumai ir tritkumai
(pagal Glenn TC. Field guide to next-generation DNA sequencers. Mol Ecol Resour (2011); 11
759-69.)

Sistema Privalumai Trikumai
Roche 454 Didelis DNR fragmenty ilgis | Didelé Mb kaina
Zemiausia Mb kaina, Gb
duomeny gaunama per diena,
sugeneruoja daugiausiai
DNR fragmenty;
pakankamai  paprastas ir
greitas DNR  fragmenty
biblioteky paruoSimas, kai
nevykdoma emulsiné PGR

IHlumina Brangi jranga, iSlaikymas
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Sistema Privalumai Trikumai

Palyginus  trumpi DNR
fragmentai, surenkant
fragmentus j genoma lieka
daugiau tarpy, lyginant su

SOLID Nedidelé Gb kaina, didelis

tikslumas Illumina. Senesnés Kkartos
prietaisai naudoja sudétinga
spalvinj koda
Mb kaina panasi j Roche 454;
lon Torrent Nesudétingas _ jrenginys, | sunkumai sekvenuojant
nesunku naudotis homogeniskus regionus;

nejmanoma tirti viso egzomo

1.3 Naujos kartos sekoskaitos ir Sanger metody sasaja

NKS evoliucionavo |} labai vertingg technologija, kuri yra pritaikoma diagnostikoje. Taciau,
atsizvelgiant | problemas, kylanc¢ias dél sudétingo analizés algoritmo, kuris eikvoja tyr¢jo laika ir
reikalauja bioinformatikos Ziniy, diagnostikos centrams $ig technologijg naudoti kaip rutininj metoda,
atitinkantj visus kokybés standartus, gali biti sudétinga. Be to, kyla tam tikry problemy dél spartaus
iy technologijy vystymosi. Pavyzdziui, $iuo metu yra sukurtos kelios skirtingos praturtinimo
sistemos, kurios visos turi savo privalumy ir trilkumy, o nuo to i§ dalies priklauso metodo
specifiSkumas ir jautrumas. Todél daznai skirtingi moksliniy publikacijy autoriai gauna skirtingus
rodiklius ar negali priimti vieningos nuomonés riipimais klausimais, o tai trukdo Sio metodo
rutinizacijai.

Kita problema — skirtingos NKS technologijos, susidurdamos su probleminiais genomo regionais
(homogeniniai bei gaustis mazy iSkrity bei intarpy regionai), gali turéti skirtingas jautrumo ir
specifiskumo reikSmes. Todél buvo padaryta iSvada, kad nors NKS technologijos yra tinkamos
tikstanéiy varianty nustatymui vienu metu, siekiant sutaupyti laiko ir iSlaidy, tradicinis Sanger
sekoskaitos metodas turi biiti naudojamas kaip pagalbinis metodas NKS nustatyty varianty
patvirtinimui prie§ jvardinant galimg funkcine reik§me tam tikry ligy atsiradimui (8). Sanger metodas
yra tikslus, taciau jo naudojimg Siuolaikingje klinikinéje genetikoje riboja didéjantis tiriamy geny
skaiCius tam tikriems daugiaveiksniams bei poligeniniams susirgimams, Kaip, pavyzdziui, kurtumas
ar intelektiné negalia. Taip yra, nes Sanger metodas i§ esmés yra netinkamas dideliam geny skaiciui
sekvenuoti, o tokiu atveju tyrimo kaina ir laikas smarkiai iSauga. Taciau Sanger metodas puikiali
tinkamas monogeninéms ligoms nustatyti ir tokiu atveju NKS naudojimas yra nebitinas. Taip yra

nurodoma ir NKS naudojimo gairése (8). Taigi, Sie metodai i§ esmés papildo vienas kitg — NKS
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metodai leidzia atlikti didelio masto genomo tyrimus, o Sanger metodas naudojamas mazesniy
apim¢iy tyrimams bei NKS gauty rezultaty tvirtinimui. Taciau daugéjant ziniy apie Zmogaus genoma,
NKS technologijos taps dar svarbesniu jrankiu ne tik moksliniams, bet ir klinikiniams tyrimams.
Atsiranda galimyb¢ nustatyti itin retus variantus — ir biitent NKS metodas $iy varianty paieskai tinka
labiausiai. Kuomet NKS kaina kris, o bioinformaciniai metodai dar labiau patobulés, bus jmanoma §j

metodg galutinai integruoti j kliniking ruting, atsisakant rezultaty tvirtinimo Sanger metodu.
1.4 Skirtingos praturtinimo sistemos

Nors viso genomo sekoskaita geba nustatyti jvairius genomo pokycius, kaip vieno nukleotido
variantai, intarpai ir iSkritos, kopijy skaiCiaus pokyciai visame genome, taciau tokiy duomeny
zinomy genomo geny egzony sekoskaita, sugeneruoja maziau duomeny ir taip ne tik gali biti
sumazinama tyrimo kaina net iki penkiy karty, bet ir supaprastinama duomeny analizé (19).

Tod¢l egzomo sekoskaita yra puiki alternatyva viso genomo sekoskaitai, nes apytikriai 85 % visy
genomo mutacijy, lemianciy ligas, yra nustatomos koduojanéiuose genomo regionuose (20).
Siekiant atskirti egzomag nuo genomo yra naudojamos taikiniy praturtinimo sistemos. Jos gali biti
dviejy tipy — gardelémis paremtas egzomo atskyrimas arba egzomo atskyrimas tirpale. Pirmiausia
buvo sukurta sistema paremta gardelémis (21), taciau $is metodas reikalavo didelio kiekio DNR, todél
buvo greitai pakeistas atskyrimu tirpale.

Vienos populiariausiy taikiniy praturtinimo sistemy yra SureSelect bei TargetSeq. Abi Sios sistemos
veikia hibridizacijos principu. Paruosta biblioteka yra hibridizuojama su RNR zondais, kurie yra
praturtinti biotinu. Po hibridizacijos, RNR zondai prisijungia prie komplementariy seky, o i$ kitos
pusés — su magnetinémis dalelémis, kurios praturtintos streptavidinu ir sudaro rySius su biotinu.
Magneto pagalba norimi fragmentai yra atskiriami i§ likusio méginio.

Pagrindiniai sistemy skirtumai yra zondo ilgis bei tikslinis regionas, kurj] apima pasirinkta sistema.
Taip pat tyréjus domina nedideli koduojan¢iy regiony padengimo skirtumai taikant skirtingas
sistemas, nes Sie skirtumai tiesiogiai atspindi geb&jima nustatyti retus variantus koduojanciuose
regionuose (22).

Sie skirtumai gali daryti jtaka gaunamiems rezultatams, todél svarbu atlikti sistemy palyginamaja
analize. Mokslininkai visame pasaulyje publikuoja gautus tokios analizés rezultatus ir taip padeda

kitiems apsispresti, kurig sistemg yra verta naudoti (23).
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Mokslinése publikacijose minima, jog SureSelect sistema yra tikslesné varianty nustatymo atzvilgiu,
ypa¢ analizuojant trumpus intarpus bei iSkritas. Zhang su kolegomis atlikto tyrimo metu buvo
nustatyta, kad 70 % varianty buvo bendrai nustatyti abejomis sistemomis, tuo tarpu 30 % buvo
platformai specifiski. Tiriant praturtinimo sistemai specifinius VNP, Sanger metodu buvo patvirtinti
88,3 % SureSelect sistemai specifiniai ir tik 60 % TargetSeq sistemai specifiniai VNP. Dar labiau
stebina trumpy intarpy ir i8krity patvirtinimo rezultatai — SureSelect sistemai specifiniai trumpi
intarpai ir iSkritos buvo patvirtinti 89,6 % atvejy, ir tik 15,8 % atvejy TargetSeq specifiniams
variantams. Jdomu tai, kad tikrinant persidengianéius variantus, nustatytus abejomis sistemomis,
Sanger metodu, buvo gauti geresni rezultatai — VNP buvo patvirtinti 91,5 %, o trumpy intarpy bei
i8krity — 100 % visy atvejy (24).

Shigemizu su kolegomis savo mokslinio tyrimo metu padaré panaSig iSvada — SureSelect pasiekia
geriausig taikiniy praturtinimo efektyvuma, geriausig sekos padengimg koduojanciuose regionuose
bei geriausig vieno nukleotido varianty ir trumpy intarpy bei iskrity nustatymo jautrumg (22).
SureSelect sistema pripazinta geresne ir Park bei jo kolegy tyrime. Pastarojo darbo metu buvo
nustatyta, kad geresnis regiono padengimas pasiekiamas biitent su Sia sistema (25). Be to, remiantis
abiejy gamintojy pateikiama informacija, naudojant TargetSeq praturtinimo sistemg padengimas yra
mazesnis (26, 27).

Tuo tarpu, Londin su kolegomis nagrinéjo farmakogenomikoje svarbius variantus ir aiskinosi egzomo
sekoskaitos naudg $iy varianty nustatymui. Buvo iSkeltas klausimas, ar naudojant egzomo sekoskaitg
bei skirtingas taikiniy praturtinimo sistemas gali biiti pasiektas geras padengimas svarbiose genomo
pozicijose. Idomu tai, kad $iy autoriy duomenimis maziausiai varianty egzonuose buvo nustatyta
naudojant SureSelect sistemg. Tuo tarpu naudojant TargetSeq sistemg varianty buvo nustatyta apie
10 % daugiau (28).

Taciau yra moksliniy publikacijy, kuriose lyginami keli skirtingi praturtinimo sistemy gamintojai ir
gauti rezultatai rodo, kad visos lyginamos technologijos pasieké panasy tiksluma nustatant VNP (29).
Taigi, skirtingose mokslinése publikacijose daromos skirtingos i$vados atskleidzia §ios temos

nevienalypiskumag ir tolimesn;j tyrimy aktualuma.

1.5 Naujos kartos sekoskaitos automatinis analizés alogritmas, jo parametrai

Sparciai tobuléjant NKS technologijoms ir didéjant gaunamy duomeny kiekiui, gyvybés ir gamtos
moksly srityse dirbantiems specialistams bioinformacinés analizés tema darosi vis aktualesné. Be to,

ka tik po NKS gautuose failuose esanti informacija yra neinformatyvi tyréjui, todél ja reikia specialiai
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apdoroti. Todél yra itin svarbu iSmanyti ne tik pac¢ios NKS principa, bet ir mokéti analizuoti bei
tvarkyti gautus duomenis taikant bioinformacinius jrankius. Sujungianc¢iy keliy programy darba,
bioinformacinio pobtidzio komandy naudojimo seka, kurios pagalba yra gaunama informacija apie
tirlamojo asmens genomo variantus, yra vadinama NKS duomeny automatiniu analizés algoritmu.

Yra i$skiriami pagrindiniai analizés algoritmo etapai:

1. Sekos prilygiavimas prie referentinio genomo;
2. Teisingy genomo Varianty atranka;
3. Anotavimas.

Pirmajame etape vykdomas NKS metu gauty DNR fragmenty prilygiavimas prie referentinio genomo.
Cia yra svarbios dvi savokos: DNR fragmentas ir referentinis genomas. DNR fragmentas
apibréziamas kaip galutinis NKS produktas, nusekvenuota tam tikry nukleotidy atkarpa. Referentinis
genomas — visuotinai taikomas genomas, sudarytas i$ unikaliy ir anotuoty DNR seky rinkinio ir
naudojamas mokslininky gauty duomeny palyginimui.

Priklausomai nuo NKS platformos, po sekoskaitos gali biiti gaunami dviejy skirtingy formaty failai —
XSQ, jei sekoskaita buvo atlikta SOLID platforma, arba BCL (kuri automatiskai veréiama j FASTQ),
jei buvo naudota Illumina ar kita sekoskaitos platforma. SOLID formatas skiriasi nuo kity sekoskaitos
platformy dél specifiniy, sekoskaitoje naudojamy zondy ir jy dvispalvio kodo.

Svarbu paminéti, kad tobul¢jant sekoskaitos technologijoms, tobul¢ja ir prilygiavimo programos, jy
dauggja, todéel renkantis prilygiavimo programa, reikéty atkreipti démesj 1 naudota NKS platforma,
programos tikslumg bei kitus parametrus, nes tai gali turéti jtakos galutiniams rezultatams. Vieni
populiariausiy bei geriausiy prilygiavimo rezultaty pasiekiantys bioinformaciniai jrankiai Siame etape
yra BWA, Bowtie, SHRiIMP2 (30). Be to, visas Sias programas galima naudoti nepriklausomai nuo
sekoskaitos platformos.

Prilygiavus DNR fragmentus prie referentinio genomo, pradinis failo formatas yra pakei¢iamas j
BAM formatg, kuris yra universalus visoms sekoskaitos platformoms. Siame faile yra uzkoduota
esminé informacija apie DNR fragmenty sekas, pozicijas genome, bei jy prilygiavimo kokybe. Sio
failo vizualizavimui daZnai yra naudojama integruota genomo vaizduoklé (IGV).

Panaudojant prilygiavimo programas, gautuose duomenyse yra matomas labai svarbus parametras
NKS duomeny analizéje — padengimas (angl. coverage). Padengimas parodo, kieck DNR fragmenty
nukleotidy persidengia tam tikroje genomo pozicijoje prilygiavus juos prie referentinio genomo. Kuo

daugiau karty tas pats nukleotidas pasikartoja, tuo geresni yra rezultatai, iSskyrus tuos atvejus, kai
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didelis nukleotido pasikartojimy skai¢ius sukuriamas dirbtinai, pavyzdziui, dél DNR fragmenty
duplikacijy (31).

DNR fragmenty duplikacijomis laikomos DNR fragmenty kopijos, kurios gali turéti jtakos
galutiniams rezultatams. Jei viename DNR fragmente biity klaidingai nustatytas pokytis, tuomet to
fragmento duplikacijose $is pokytis taip pat buty. Po prilygiavimo, $ios fragmento duplikacijos
dirbtinai padidinty padengimo reik§me. Joms pasalinti naudojamos programos, tokios kaip SAMtools
(32). Taciau yra pasirod¢ moksliniy publikacijy, kuriose teigiama, kad Sis etapas gali bti praleistas,
0 fragmenty duplikacijy pasalinimas turi nedidele jtakg genomo varianty atrankos tikslumui (33).
Kita su padengimu susijusi problema yra netolygus padengimas. Jis gali atsirasti dél to, kad ne visy
seky fragmenty sekoskaitos naSumas yra vienodas. Pavyzdziui, sunkiau yra sekvenuoti sekas,
linkusias sudaryti antrines struktiiras; daznai pasikartojanc¢ias sekas; GC turtingus regionus — tokie
regionai daznai pasizymi nedideliu padengimu (34).

BAM faile taip pat pateikiama informacija apie kiekvieno nukleotido kokybés jvercius (angl. base
quality score). Sis jvertis nurodo, kaip tiksliai buvo jvardintas nukleotidas arba nurodo tikimybe, kad
NKS metu buvo padaryta klaida. Nukleotido kokybés jvertis pateikiamas Phred jvercio formatu.
Kuomet Phred jvertis lygus 10, tai reiskia, kad yra 1 i§ 10 tikimybé¢, jog bazé identifikuota klaidingai.
Tuo tarpu, jei Phred jvertis lygus 30, tai reiskia, kad klaidos tikimyb¢ yra lygi 1 i§ 1000. Todél Sis
jvertis svarbus siekiant atskirti teisingai identifikuotus variantus nuo klaidingai teigiamy varianty (2).
Taip pat siame faile nurodomas CIGAR jvertis — §is jvertis teikia informacija apie DNR fragmento
sutapimg su referentiniu genomu prilygiuotoje vietoje. Pavyzdziui, SOLID platforma gaunamy DNR
fragmenty ilgis yra 75 bp. Jei fragmentas idealiai prilygiuojamas prie referentinio genomo, tuomet
CIGAR verté yra lygi 75 M. Taciau, yra galimas variantas, kad DNR fragmento pirmieji 30 nukleotidy
bus prilygiuoti tinkamai, toliau Kiti penki nebus prilygiuoti, o like 40 vél atitiks referentinio genomo
seka. Tokiu atveju CIGAR jvertis buty lygus 30M5N40M.

Ketvirtas, labai svarbus jvertis, kuris yra nustatomas prilygiavimo prie referentinio genomo etape, yra
DNR fragmento kokybés jvertis (angl. mapping quality score). Sis parametras labai priklauso nuo
seky homologijos. Nusekvenuoti DNR fragmentai yra trumpi, todél jie gali atsikartoti skirtingose
genomo vietose, o tai gali lemti neteisingg DNR fragmento prilygiavima prie referentinio genomo.
Todél DNR fragmentui, kuris gali buti prilygiuotas keliose genomo pozicijose, programa suteikia
zemesnj DNR fragmento kokybés jvert].

Po prilygiavimo vykdomas antrasis — teisingy genomo varianty atrankos etapas. Sis etapas yra itin
svarbus ir nuo jo priklauso, ar variantai bus identifikuoti. Teisingu variantu yra laikomas NKS analizés

algoritmo identifikuotas genomo variantas, kuris ne tik skiriasi nuo referentinio genomo, bet ir turi
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aukstus anksciau aptartus kokybés jvercius, kurie leidzia teisingus variantus atskirti nuo klaidingai
teigiamy varianty. Teisingy varianty atrankai naudojami parametrai, apraSyti BAM failo formate ir
buvo aptarti auks¢iau — tai padengimas, kiekvieno nukleotido kokybés, CIGAR bei DNR fragmento
kokybés jveréiai. Siam etapui jvykdyti gali bati naudojama daugybé skirtingy programy (35). Viena
i§ dazniausiai naudojamy programy Siame analizés etape yra GATK (angl. Genome Analysis Toolkit)
programa. Si programa naudoja BAM arba SAM formato failus, o juos apdorojus, paveréia VCF
formato failais. Siuose failuose jau yra nurodomi visi nustatyti genomo variantai, besiskiriantys nuo
referentinio genomo, jy padengimas (DP), genotipas, bei kiti svarbus rodikliai (36).

Paskutinysis analizés algoritmo etapas — anotavimas. Tai gali bati atliekama tokiomis programomis
kaip ANNOVAR. Jo metu prie nustatyty varianty yra prijungiama informacija i$ jvairiy duomeny baziy
apie varianty tipa, patogeniskuma, paplitimg populiacijose ir kt. Patogu tai, kad tyréjas pats pasirenka
duomeny bazes, kuriose sukaupti duomenys apraSo nustatytus variantus ir taip leidzia juos analizuoti
tam tikrame kontekste.

Siuo metu jau egzistuoja tokie bioinformaciniai jrankiai, kurie apjungia visus $iuos etapus ir visi
veiksmai $iy jrankiy pagalba yra atlieckami vienoje platformoje. Tokiy jrankiy pavyzdys yra Galaxy
platforma, kuri yra lengvai prieinama Ziniatinklyje ir padeda tiriant genoma (37). Be to, mokslininkali
kuria vis daugiau tokio tipo platformy, kaip MutAid platforma, kuri jau leidzia apjungti NKS ir Sanger
sekoskaitos duomenis, tokiu biidu supaprastinant NKS duomeny analiz¢ ir mutacijy tvirtinimg Sanger
metodu (38).

2. TYRIMO METODAI
2.1 Tiriamyjy grupé ir tyrimo eiga

Darbe buvo panaudoti VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje vykdyto projekto
,Lietuvos populiacijos genetin¢ jvairove ir sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir daZniausiai
paplitusiomis ligomis“ (LITGEN) viso egzomo tiriamyjy duomenys (projektas finansuotas Europos
socialinio fondo lésomis; projekto vadovas LMA tikrasis narys akad. prof. habil. dr. Vaidutis
Kucinskas). Viso tiriamyjy grup¢ sudaré 96 tiriamieji.

Darbo metu buvo optimizuotos PGR salygos 60-¢iai geny egzony ar jy fragmenty. Jiems visiems buvo
atlikta Sanger sekoskaita, siekiant jsitikinti, kad NKS biidu nustatyti variantai yra nustatomi ir Sanger

metodu. Apibendrinta tyrimo darbo schema pateikiama treciame paveiksle.
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3 pav. Apibendrinta tyrimo darbo schema
2.2 DNR iSskyrimas

DNR buvo isskirta VU MF ZMGK darbuotojy fenolio-chloroformo metodu pagal laboratorijoje
patvirtintg metodikg arba naudojant automatizuota TECAN Freedom EVO®200 sistemg (gamintojas
Tecan Group Ltd., Sveicarija), kuri remiasi magnetiniy daleliy prijungimo prie DNR principu.

DNR koncentracija bei $varumas pamatuoti NanoDrop® 1000 spektrofotometru (gamintojas Thermo
Fisher Scientific, Vilmingtonas, JAV).

2.3 Pradmeny kiirimas

Siekiant pagausinti koduojancias 60-ies geny sritis buvo pasitelkta polimerazés grandininé reakcija.

Pradmeny kiirimui buvo naudojama Ensembl duomeny bazé ir Primer3 programa, kuri yra prieinama

internete  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0). Buvo sukurti pradmenys, komplementaris 37
skirtingiems egzonams ar jy fragmentams, likusiems 23 geny egzonams pradmenys buvo sukurti
anks¢iau VU MF ZMGK. Kuriant pradmenis buvo laikomasi pagrindiniy pradmeny kiirimo kriterijy
— pradmeny ilgis 20-22bp, pradmeny lydymosi temperatiira 58-60°C, G/C nukleotidy kiekis tarp 40-
60 %.

2.4 Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija (PGR) — tai nukleortigs¢iy sintezés in vitro metodas, kuriuo

meégintuvelyje gali biiti specifiSkai pagausinti atskiri DNR fragmentai. D¢l to, kad kiekvienam egzonui
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specifiSkos pradmeny prisijungimo temperatiros skyrési, i§ pradziy buvo biitinas PGR salygy
optimizavimas. Pagal teorines pradmeny prisijugimo temperattiras, buvo pritaikytas eksperimentinis
PGR salygy optimizavimas bei gradientiné PGR. Tolimesniam darbui buvo parinktos reakcijos

salygos, nurodytos antroje lenteléje.

2 lentelé. Egzony, jy fragmenty bei Salia esanciy genomo sriciy gausinimo PGR metodu sqlygos

Ciklas Temperatiira (°C) Trukmé Cikly skaicius
Pradiné 95 2 min 1
denatiiracija
Denatiracija 95 30s
56 (33 egzonams),
r?sriagrr?eirr]r?as 58 (23 egzonams), 30s 30
prisijting 60 (4 egzonams)
Sintezé 72 1 min
Inkubacija 72 10 min 1

PGR metodo atlikimo eiga:

1. Méginiai ruo$iami traukos spintoje, pries tai sterilizavus aplinka naudojant UV lempg 20 min. bei
kruops$ciai nuvalius pavir$iy 70 % etanoliu.

2. Steriliame 0,5 ml talpos mégintuvélyje ruoSiamas reakcijos misinys. MiSiniui naudoty medziagy
kiekis nurodytas trecioje lenteléje. Be jprasty PGR komponenty, j reakcijos miSinj dedamas ir
dimetilsulfoksidas (DMSO), kuris apsaugo nuo nespecifinio pradmeny jungimosi— pakeisdamas GC
turtingy regiony konformacija sumazina pradmeny jungimosi temperatiirg. Visy medziagy misinys

gerai supurtomas ir nucentrifuguojamas.

3 lentelé. PGR miSiniui naudotas medZiagy kiekis

Medziagy turis
Misinio komponentai
vienam méginiui (uL)

PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific

Baltics, Lietuva) 7,5
H20 51
DMSO (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva) 06

3. I sterilius 0,2 ml talpos mégintuvélius jpilama po 13,2 pl miSinio.
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4. ] kiekvieng mégintuvélj su misiniu pridedama po 0,6 uL genominés DNR tirpalo (50-100 ng/uL).
Viename mégintuvélyje vykdoma neigiama kontrolé — vietoje DNR pridedamas 0,6 pL vandens,
siekiant patikrinti ar néra vandens bei reagenty uzterStumo.

5. I mégintuvélius pridedama po 0,6 pL tiesioginio ir atvirkstinio pradmens. Pradmuo parenkamas
pagal tai, kurj fragmentg norima gausinti.

6. Mégintuvéliai supurtomi, nucentrifuguojami ir sudedami j termociklerj. Skirtingiems egzonams
reikalingos skirtingos reakcijos salygos, todél taikant eksperimentinj PGR saglygy optimizavima, buvo
nustatytos dvi pradmeny jungimosi temperatiiros, prie kuriy buvo gauti specifiski PGR produktai.
Tuomet buvo sukurtos dvi skirtingos programos termocikleryje. Programg sudaro penki etapai:
pradiné DNR grandiniy denatiiracija, DNR grandiniy denatiiracija, pradmeny jungimasis, sintezé ir

galutiné sintezé. 2-4 etapai kartojami 30 karty. Cikly temperatiiros ir laikas nurodyti antroje lenteléje.
2.5 Elektroforezé

Elektroforezé — tai metodas, naudojamas jvertinti PGR produkto pagausinima. DNR molekulé turi
neigiama kriivij, tod¢l patalpinta elektriniame lauke, judés link teigiamo elektrodo. Ilgesni fragmentai
gelyje judés 1é¢iau, trumpesni — greiciau, todél Sis metodas naudojamas DNR ar kity molekuliy bei
cheminiy junginiy frakcionavimui. Sio tyrimo metu, norint nustatyti PGR produkto buvima, ilgj,
specifiSkuma bei reagenty ir reakcijos miSinio uzterStuma buvo naudojama horizontali elektroforeze
1,5 % agarozés gelyje. Elektroforezés metu naudojamos medziagos ir jy kiekiai nurodyti ketvirtoje

lentel¢je.

Metodo atlikimo eiga:

1. Paruosiama elektroforezés forma, jdedamos Sukutés takeliams formuoti.

2. ParuoSiamas 1,5 % agarozes tirpalas 1XTBE buferyje. Agaroze istirpinama, kaitinant mikrobangy
krosnel¢je. Tirpalas atvésinamas iki 60°C temperatiiros.

3. I agarozés tirpalg jlasinami 2l etidzio bromido tirpalo (10 mg/ml).

4. Agaroze jpilama j plokstele ir palieckama polimerizuotis kambario temperatiiroje 30 min.

5. Atsargiai iStraukiamos Sukuteés.

6. Gelis perkeliamas j elektroforezés aparata, kurio kamera uzpildoma 1xTBE buferiu.

7. 2 ul produkto sumaiSomi su 1 pl 3x jvedimo dazo (bromfenolio méliu) ir jneSami | agarozés gelio

Sulinélius. | pirmgj; Sulinélj, norint nustatyti PGR produkto ilgj, jleidZziamas molekulinio ilgio
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standartas (100bp), o i paskutinj — neigiamas kontrolinis méginys (K) su jvedimo dazu, siekiant
nustatyti ar néra Salutiniy PGR produkty bei reagenty ir misinio reagenty uzterStumo.

8. Elektroforezés aparatas uzdengiamas, prijungiamas srovés Saltinis. Elektroforezé vykdoma esant
125V jtampai 15 min.

9. Pasibaigus elektroforezei, gelis fotografuojamas transiluminatoriuje ultravioletinéje Sviesoje.

Naudojant kompiutering Easy Win 32 programg vizualizuojami ir jvertinami gauti rezultatai (4 pav.).

4 lentelé. Elektroforezés metu naudojamos medZiagos

Medziagos Kiekis
Agarozés gelio paruoSimui naudojamos medziagos
SeaKem® LE Agaroze, Lonza, JAV 159
TBE 1X buferis, Carl Roth GmbH+ Co.KG, Vokietija 100 ml
Etidzio bromidas, Carl Roth GmbH+ Co0.KG, Vokietija 2 ul

Fragmenty identifikavimui naudojamos medzZiagos

Bromfenolio me¢lis (3X DNA loading dye), Thermo Fisher

L . . 1wl
Scientific Baltics, Lietuva

Molekulinis ilgio standartas (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder),

. L . 1,5ul
Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva

4 pav. Agarozés gelio nuotrauka po elektroforezés (sqlygy optimizavimas 23-ims egzonams ar jy
fragmentams ir kontrolei; pradmeny jungimosi temperatiira — 58 °C). Pirmajame takelyje matomas
100bp molekulinio ilgio standartas; 2-24 takeliuose matomi skirtingo ilgio produktai po PGR; 25-
ame takelyje — neigiama kontroleé.
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2.6 PGR produkto valymas fermentais (EXOSAP)

Siekiant atlikti sekoskaitg, butina méginius tinkamai paruosti. Tam naudojamos egzonukleazés (angl.
exonuclease, EXQO). Tai fermentai, kuriy déka yra degraduojami po PGR miSinyje lik¢ nepanaudoti
vienagrandziai DNR fragmentai (pradmenys). Kitas fermentas, naudojamas siame etape yra krevecéiy
sarminé fosfatazé (angl. Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP). Ji naudojama nepanaudoty dNTP

defosforilinimui.

Metodo atlikimo eiga:
1. 10,5 ml tirio mégintuvélius paruoSiamas valymui skirtas misinys. MiSiniui naudotas medziagy
kiekis nurodytas penktoje lenteléje. Visy medziagy miSinys yra gerai supurtomas ir

nucentrifuguojamas.

5 lentelé. EXOSAP misiniui naudotas medZiagy kiekis

MiSinio komponenty kiekis
Misinio komponentai
vienam méginiui (unL)

TE buferis (10 mMTris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8),

AppliChem GmbH, Vokietija L8
Kreveciy Sarminé fosfatazé (angl. shrimp alkaline
phosphatase, SAP), Thermo Fisher Scientific 0,14
Baltics,Lietuva
Egzonukleazé I (angl. exonuklease 1), E.coli, Thermo 0.06

Fisher Scientific Baltics, Lietuva

2.10,2 ml tirio mégintuveélius jpilama po 2uL miSinio.

3. ] mégintuvélius su misiniu pridedama 5uL PGR produkto. Turinys gerai supurtomas ir
nucentrifuguojamas.

4. Mégintuvéliai sudedami j Eppendorf Mastercycler (Eppendorf AG, Vokietija) termociklerj vienai
valandai, pasirenkant EXOSAP programg (40min 37°C, siekiant hidrolizuoti vienagrandzius DNR
fragmentus ir ANTP likucius, ir 20min 80°C fermenty inaktyvacijai).
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2.7 Sekoskaitos PGR

Pilnam DNR charakterizavimui biitina nustatyti jos nukleotidy sekg. Sanger metodas dar vadinamas
dideoksi sekoskaitos metodu, nes yra pagrjstas fluoroforais zyméty dideoksiribonukleotidy (ddNTP)
naudojimu. Siame metode vienagrandé DNR naudojama kaip $ablonas, pagal kurj in vitro salygomis
bus sintetinama komplementari DNR grandiné. Sekoskaitos metu yra atliekamos reakcijos, kuriy metu
yra maza, skirtingomis spalvomis zyméty ddNTP ir daug didesné deoksiribonukleotidy (dNTP)
koncentracija. Reakcijos metu ddNTP atsitiktinai prijungiamas komplementarioje dNTP vietoje.
Dideoksiribonukleotidai 3° padétyje vietoje hidroksilo grupiy turi prijungta vandenilj, todél jam
isikorporavus grandinés sintezé yra terminuojama. Terminacija jvyksta dél to, nes trecioje padétyje
nesant hidroksilo grupés, kitas nukleotidas nebegali susijungti fosfodiesteriniu rySiu. Taip gaunami
tos pacios sekos skirtingo ilgio fragmentai su prisijungusiu ddNTP sekos gale, kuriuos galima atskirti

kapiliarinés elektroforezés metodo pagalba ir taip nustatyti visg tiesioging nukleotidy seka.

Metodo atlikimo eiga:
1. 10,5 ml tirio mégintuvélius paruosiamas sekoskaitos PGR skirtas miinys. Siame misinyje
esminis vaidmuo atitenka BigDye Terminator miSiniui, kuriame yra skirtingais fluoroforais
zyméti ddNTP. Misiniui naudotas medziagy kiekis nurodytas Sestoje lenteléje. Visy medziagy

miSinys yra gerai supurtomas ir nucentrifuguojamas.

6 lentelé. Sekoskaitos PGR miSiniui naudotas medZiagy kiekis.

Misinio komponenty kiekis vienam
MiSinio komponentai
méginiui (uL)

Dejonizuotas vanduo 3,15

Sekoskaitos buferis (Big Dye® terminator, 5* Sequencing 14
Buffer), Applied Biosystems™, Didzioji Britanija ,

Sekoskaitos miSinys (Big Dye® terminator Mix), Applied 05
Biosystems™, JAV ’

2.10,5 ml tirio mégintuvélius jpilama po 4,8 uL misinio.

3. I mégintuvélius su miSiniu pridedama 2puL iSvalyto PGR produkto.
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4. ] mégintuvélius pridedama po 0,2 pL. pradmens (tiesioginis (angl. forward)- naudojamas tik vienas
i§ pradmeny, siekiant amplifikuoti tik vienagrandj fragmentg). Turinys gerai supurtomas ir
nucentrifuguojamas.

5. Mégintuvéliai sudedami j Eppendorf Mastercycler (Eppendorf AG, Vokietija) termociklerj dviem

valandoms. Termociklerio programos nustatymai pateikiami septintoje lenteléje.

7 lentelé. Sekoskaitos PGR programos etapai ir sqlygos

Ciklas Temperatira (°C) Trukmé (s) Cikly skaicius
Pradine 96 60 1
denatiiracija
Denatiiracija 96 11
Pradmens 52 11 23
prisijungimas
Sintezé 60 240
Inkubacija 4 o0 1

2.8 PGR produkto valymas etanoliu

Sis etapas reikalingas pertekliniy nukleotidy, ddNTP bei pradmeny pasalinimui i§ miSinio po
sekoskaitos polimerazés grandininés reakcijos.

Metodo atlikimo eiga:

1. 1 0,5 ml turio meégintuvélius paruoSiamas antrajam valymui skirtas miSinys. MiSiniui naudotas
medziagy kiekis nurodytas aStuntoje lentel¢je. Visy medZiagy miSinys yra gerai supurtomas ir

nucentrifuguojamas.

8 lentelé. PGR produkto valymui etanoliu naudotas medZiagy kiekis

MiSinio komponenty kiekis vienam
Misinio komponentai
meéginiui (uL)
Etanolis (96 %; AB ,,Vilniaus degtiné*, 625
Lietuva) ’
Dejonizuotas vanduo 14,5
Natrio acetatas (Applichem GmbH, Vokietija) 3
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2. I mégintuvélius su PGR produktu pridedama 80uL miSinio.

3. Inkubuojama 5 minutes tamsoje, siekiant iSsaugoti sekoskaitos PGR metu naudoty ddNTP
fluorofory aktyvuma.

4. Centrifuguojama 13 000 aps/min grei¢iu 5 minutes. Dekantuojama.

5. I dekantuotus mégintuvélius pridedama 300 pL 70° etanolio. Supurtoma 1 minute.

6. Centrifuguojama 13 000 aps/min grei¢iu 5 minutes. Dekantuojama. Mégintuvéliai patalpinami |

termociklerj 5 minutéms 37°C temperatiiroje, siekiant iSgarinti likusj etanolj.

2.9 Kapiliariné elektroforezeé ir seky analizé

Tiesioginés vienagrandziy DNR fragmenty sekos yra nustatomos kapiliarinés elektroforezes pagalba,
kuomet detektorius fiksuoja Zyméto ir suzadinto genetiniame analizatoriuje ddNTP skleidZziama

Sviesos bangos ilgj.

Metodo atlikimo eiga:

1. | kiekvieng mégintuvélj su paruosta sekoskaitai DNR jneSama po 8 pl Hi-DiTM formamido
(Applied Biosystems™, Didzioji Britanija).

2. Visas turinys supipetuojamas ir jneSamas j sekoskaitos plokstele. Centrifuguojama 1 min. 2000
aps/min greiciu.

3. Sekoskaitos plokstelé su méginiais dedama j genetinj analizatoriy 3130xI Genetic Analyzer (Applied
biosystems™, Life technologies, JAV). Atlickama kapiliariné elektroforezé.

Duomenys yra gaunami sekvenogramos pavidalu ir yra analizuojami specialiomis programomis.
Pirminé duomeny analizé vykdoma naudojantis Sequencing Analysis 5.2 (Applied biosystems™, Life
technologies, JAV) programa. Toliau naudojama internete prieinama Chromas lite 2.1 (Technelysium
Pty Ltd) programa sekvenogramos vertinimui ir poky¢iy nustatymui. Sekvenogramos lyginamos su
referentinémis DNR sekomis pateiktomis Ensembl (Ensembl release 78 - December 2014 ©WTSI)
duomeny bazéje. Kai kuriais atvejais, gautos sekos buvo prilygiuojamos prie referentinio genomo
naudojantis internete prieinamu BLAST prilygiavimo jrankiu Analizuojant informacija, esancia

duomeny bazése yra identifikuojami poky¢iai.
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2.10 Bioinformaciné ir statistiné analizé, naudotos programos

Variantai, kurie nebuvo patvirtinti Sanger metodu bei variantai, kurie buvo nustatyti Sanger metodu,
bet nebuvo zinoma informacija apie juos NKS duomenyse, buvo patikrinti NKS duomeny BAM failus
vizualizuojant integruota genomo vaizduokle IGV (2.3 versija).

Siekiant palyginti skirtingas praturtinimo sistemas, varianty suskirstymui j dvi grupes pagal
praturtinimo sistemg, apjungiant skirtingy tiriamyjy genomo variantus, buvo naudota GATK
CombineVariants (3.7 versija) programa.

Varianty anotavimui buvo naudotas ANNOVAR programinis jrankis.

Statistiniams skai¢iavimams ir rezultaty vizualizavimui naudota Microsoft Office Excel 2015
programa ir laisvos prieigos R Commander 3.2.4 programa. Statistinis patikimumas buvo jvertintas

panaudojant Vilkoksono kriterijy. Statistiskai reikSmingais buvo laikomi skirtumai, kuriy p < 0,05.
3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Sanger sekoskaitos duomeny analizé ir vizualizavimas

Darbo metu buvo optimizuotos PGR salygos 60-¢iai geny egzony ar jy fragmenty. Jiems visiems buvo
atlikta Sanger sekoskaita, siekiant jvertinti naudoto automatinio analizés algoritmo patikimumag. I$
viso buvo nusekvenuota 747 genomo fragmenty i§ 890. Nenusekvenuota genomo fragmenty dalis
(143 fragmentai) yra dél riboty DNR resursy Siam moksliniam tyrimui.

Trys genomo variantai, kurie buvo identifikuoti NKS metu, Sanger sekoskaita nebuvo nustatyti nei
viename tiriamajame. Pastaryjy genomo varianty identifikaciniai numeriai dbSNP duomeny bazéje
yra §ie: rs11147976 (SKA3), rs12764004 (BMSL1) ir rs4913758 (BAGE2).

Visy $iy varianty DNR fragmentai i§ NKS duomeny buvo patikrinti juos vizualizuojant integruota
genomo vaizduokle (IGV). Sioje programoje tikrinami pagrindiniai BAM faile esantys parametrai
(CIGAR, kiekvieno nukleotido ir DNR fragmento kokybés jverciai bei padengimas), gauti NKS
SOLID platformos pagalba.

Patikrinus variantg SKA3 (rs11147976) gene nustatyta, kad DNR fragmenty kokybés jveréiai yra
auksti. Didziosios dalies DNR fragmenty CIGAR buvo lygus 75M, o tai yra geriausias galimas
variantas su $iais duomenimis. DNR fragmento kokybés jvertis lygus 95 i$ 100, nukleotido kokybés
jvertis lygus 41 i§ 41, o padengimas geras (vidutinis padengimas lygus 38). Atsizvelgus j kokybés
jvercius, galima daryti iSvada, kad NKS metodas tiksliai jvardino esamg variantg. Labiausiai tikétina,

kad Sanger metodu §is variantas buvo nenustatytas dél metodo klaidos.

29



BMSL1 (rs12764004) geno variantas taip pat nebuvo nustatytas Sanger metodu. Seky kokybé buvo
prasta, egzono pabaigoje stebimi dvigubi pikai. Patikrinus §j variantg IGV, pastebéta, kad nukleotidy
kokybés jverciai yra auksti (daugumai fragmenty lygus 41), vidutinis padengimas lygus 44, o tai turéty
indikuoti apie gerg atskiro nukleotido kokybe ir $iy parametry vertés gali buti jrodymu, kad variantas
tirlamiesiems yra nustatomas. Taciau, didelis padengimas ir prastas DNR fragmento kokybés jvertis
(apie 8) parodo, kad DNR fragmentas yra homologiskas keliose genomo vietose, todél sukurti
pradmenys pagausina DNR fragmentus i$ skirtingy genomo viety. Todél Sanger sekoskaitos metodu
matome, kad tirtoje genomo srityje pokyc¢io néra, o NKS metodu pokytis fiksuojamas. Be to, dél
homologiniy sric¢iy genome, vykstant naujos kartos sekoskaitos metu gauty fragmenty prilygiavimui
prie referentinio genomo, fragmentai gali bati prilygiuojami netiksliai.

Panasi situacija buvo nustatyta ir vizualizavus variantg BAGE2 (rs4913758) gene. Buvo pastebéta,
kad kokybés jverciai prasti, ypa¢ zemas DNR fragmenty kokybés jvertis (kai kuriy fragmenty jverciai
sické tik 4). Tai byloja apie DNR fragmenty homologiskumg genome. BAGE2 genas, esantis 21
chromosomoje, turi homologiska geng 22 chromosomoje (BAGEDS). Taip pat yra ir kity homologiniy
geny Sioje B melanomos antigeny Seimoje. Visi Sie gauti rezultatai leidzia daryti iSvada, kad atliekant
NKS duomeny analize yra bitina atsizvelgti j sekoskaitos ir duomeny analizés kokybés jvercius.
Taip pat, buvo nustatyta pora jdomesniy atvejy, analizuojant Sanger sekoskaitos duomenis. Pirmasis
yra susijes su ANKRD62 gene esanciu variantu (rs201537483). Jis buvo nustatytas 19 asmeny i§ 21,
taciau i$siaiskinta, kad $is genas turi 93 % analogiSka pseudogeng (ANKRD62P1) 22 chromosomoje,
todel visiems tiriamiesiems nuo egzono vidurio iki galo buvo stebéti dvigubi pikai, kurie i§ pirmo
zvilgsnio buvo panasiis | pokyti, sukeliantj rémelio poslinkj (5 pav). Daliai tiriamyjy dél minéty

dviguby, o kartais ir triguby piky buvo sudétinga nustatyti tikrajj varianto tipa.

rTracel@racTac GGTACTATCTG CAG AC cc TCACAGTCAGAGCATCAG T [GEEEElc GGG GCTCTGT TTTGGGGT

30



Kitas variantas (rs2235182), kurj analizuojant kilo sunkumy, buvo CFP gene. Nusekvenavus Sanger
metodu Sio geno egzono ir Salia esancio introno dalj buvo pastebéta, kad sekos kokybé suprastéja po
poliA regiono, matomi dvigubi pikai (6 pav). Siuo atveju, tai Sanger metodo triikumas sekvenuojant
homogeniskus regionus — patiriamas DNR sekos praslydimas (angl. DNA Sequence Slippages).
Patikrinus IGV programoje, nustatyta, kad nors padengimas ir mazas (vidutinis padengimas lygus 6),
taciau visi likusieji kokybés jverciai rodo, kad pokytis yra. Deja, jis nebuvo patvirtintas Sanger

metodu dél minéto ribotumo.

6 pav. CFP geno egzono fragmento sekvenograma

Be to, vykdant Sanger sekoskaita, buvo nustatyti trys variantai, kuriy pavieniy tiriamyjy rezultatai
nesutapo su NKS duomenimis. Sie variantai yra: rs2824804 (TMPRSS15), rs16903574 (FAM105A),
rs11062745 (CRACR2A).

TMPRSS15 geno variantas buvo patvirtintas 13 i§ 14 tiriamyjy (92,9 %). Vieno tiriamojo seka, kuriam
geno variantas patvirtintas nebuvo, buvo iSanalizuota IGV. Jdomu tai, kad §is variantas nebuvo
nustatytas ir IGV programoje. Tai reiskia, kad analizés algoritmas teisingy varianty atrankos etape
klaidingai priskyré §j varianta ir tai yra NKS algoritmo klaida.

Variantas FAM105A gene nebuvo patvirtintas vienam tiriamajam (patvirtinti 28 i§ 29-iy tiriamyjuy, t.y.
96,67 %). Sis variantas, kaip ir variantas TMPRSS15 gene, nebuvo nustatytas ir vizualizuojant NKS
duomenis IGV programoje. Tai taip pat reiSkia NKS analizés algoritmo klaida.

CRACR2A gene esantis variantas buvo nustatytas 7 i$ 8 tiriamyjy (87,5 %). Tiriamajam, kuriam
nebuvo nustatytas pokytis Sanger metodu, NKS duomenys buvo vizualizuojami IGV. Visi kokybés
jverciai rodo, kad pokytis nurodytoje genomo pozicijoje yra. Tod¢l labiausiai tikétina priezastis, del
kurios $is variantas nenustatytas tiriamajam Sanger metodu — paties Sanger metodo klaida. Svarbu
paminéti, kad dazniausiai mokslinése publikacijose Sanger metodas nors ir yra laikomas “auksiniu
standartu” (5, 6, 7, 8), taCiau gauti rezultatai prieStarauja Siam teiginiui ir parodo, kad metodas taip pat
turi savo trikumy. Likusiy patvirtinty varianty skaicius buvo lygus 100 %, t.y. visiems tirtiems

tiriamiesiems pokytis buvo patvirtintas ir Sanger metodu.
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3.2 Aprasomoji varianty statistika

Naudojantis ANNOVAR programiniu jrankiu, visi tirti variantai buvo anotuoti — prie turimy duomeny
buvo prijungta informacija i§ duomeny baziy apie kiekvieng tiriamojo varianta.

Variantai darbui buvo pasirinkti atsitiktinai, taciau taip, kad buty pasiskirste tolygiai visame genome
— visose chromosomose buvo tirta bent po vieng variantg. Daugiausiai varianty buvo tirta 13 ir 14

chromosomose (4 variantai), maziausiai — 16 ir Y chromosomose (1 variantas) (7 pav.).

Varianty pasiskirstymas tarp chromosomy

Varianty skaicius

w

N

[y

o

mChrl mChr2 mChr3 mChr4 mChr5 mChr6 mChr7 mChr8 mChr9 mChrl0 mChrll mChrl2
® Chr13 m Chrl4 m Chr15 = Chr16 m Chrl7 m Chr18 m Chr19 m Chr20 m Chr21 m Chr22 m ChrX mChrY

7 pav. Varianty pasiskirstymas tarp chromosomy

Didzioji dalis genomo varianty buvo egzoniniai, nes buvo naudojami viso egzomo sekoskaitos
duomenys. Kadangi naudojamos praturtinimo sistemos aprépia ne tik egzonus, bet ir gretimas
aplinkines sritis, todél vykdant egzomo sekoskaita identifikuoti variantai, esantys ir intronuose ar
netransliuojamose geno dalyse. Todél darbo metu buvo jtraukti ir pastarieji variantai, kurie buvo

nustatyti viso egzomo sekoskaitos metu.
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Varianty skaicius Varianty skaicius

5% % 2%

5%

Sinoniminiai = Nesinoniminiai = STOP kod igyiji
= Egzonuose = Intronuose = 3' NTR =5 NTR : : . ocono teyjimas

8 pav. Varianty skaiciaus pasiskirstymas genome (pav. kairéje) ir varianty tipai (pav. desinéje)

Varianty, nustatyty intronuose ir netransliuojamose geno dalyse, dalis sieké 15 %. Tuo tarpu likusig
dalj sudaré variantai, esantys egzonuose (8 pav.). IS jy, 16 % tirty varianty nekeité koduojamos
aminoragsties, todél yra sinoniminiai. Tuo tarpu, didzioji dalis tirty varianty yra nesinoniminiai, t.y.
82 % visy varianty. Vienintelis variantas i$ tirtyjy 1émé STOP kodono susidarymag — tai atitiko 2 %
varianty egzonuose. Sis variantas (rs28502153) yra GAB4 gene.

3.3 Praturtinimo sistemy palyginimas

Siuo metu yra sukurta keletas skirtingy taikiniy praturtinimo sistemy bei nemazai skirtingy kiekvienos
sistemos atnaujinimy, siekiant uztikrinti kuo efektyvesnj egzomo ar konkre¢iy geny atskyrima nuo
likusios genetinés medziagos. Sio darbo metu NKS duomenys apie tiriamus variantus buvo gauti
naudojant dvi skirtingas taikiniy praturtinimo sistemas. Pirmoji — tai SureSelect taikiniy praturtinimo
sistema. Si sistema yra laikoma geresne dél nustatomo didesnio varianty skaiiaus bei geresnio
varianty padengimo. Naujausiose mokslinése publikacijose, kuriuose lyginamos skirtingos
praturtinimo sistemos, naujausia SureSelect sistemos versija minima, kaip pasiekianti didziausig
koduojanciy regiony padengimag (22). Antroji sistema TargetSeq. Nors §i sistema apima maziau
genomo regiony, taciau yra tokiy, kurie nustatomi tik $ia praturtinimo sistema. Todél mokslinése
publikacijose minima ne tik skirtingy sekoskaitos platformy, bet ir skirtingy praturtinimo sistemy
naudojimo svarba, siekiant nustatyti kuo daugiau varianty (24).

Siame darbe, siekiant palyginti praturtinimo sistemas, naudojant GATK Combine Variants programa

buvo apjungti skirtingy tiriamyjy genomo variantai. Véliau NKS duomenys buvo suskirstyti j dvi
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grupes — variantai, kurie buvo nustatyti TargetSeq ir variantai, kurie buvo nustatyti SureSelect
sistemos pagalba (9 pav.). Praturtinimo sistemos buvo lyginamos pagal vieng pagrindiniy NKS
parametry — padengimg. Naudojantis NKS kokybés duomenimis, buvo apskai¢iuoti kiekvieno
varianto padengimo vidurkiai. Taip pat, atliktas bendry varianty, nustatyty abejomis sistemomis,

palyginimas.

Varianty skaicius

0 5 10 15 20 25
® Variantai, nustatyti SureSelect ® Variantai, nustatyti TargetSeq m Bendri variantai

9 pav. Varianty skaicius, nustatytas skirtingomis praturtinimo sistemomis

Bendry varianty padengimo vidurkiai bei bendras visy bendry varianty padengimo vidurkis yra
pateikiamas devintoje lenteléje. Maziausias vidutinis padengimas (DP=4) buvo nustatytas variantui,
esantiame GNG7 geno 5’ netransliuojamame regione. Siuo atveju naudota praturtinimo sistema buvo
SureSelect. Tai galima paaiskinti remiantis varianto genomine pozicija — §i praturtinimo sistema
naudojama genomo koduojanciy daliy analizei, todé¢l geriausias padengimas bus koduojanciose
srityse. Tuo tarpu, nekoduojan¢ioms genomo dalims padengimas yra Zenkliai maZesnis.

Didziausias vidutinis padengimas (DP=162,3) buvo nustatytas naudojant TargetSeq praturtinimo
sistema. Sis variantas yra SIRPB1 gene.

Didesné dalis (57,14 %) varianty turéjo didesnj kaip 20x vidutinj padengima naudojant SureSelect
sistema, kai TargetSeq toki vidutinj padengimg pademonstravo tik 42,84 % varianty. Daugeliu atvejy
regionai, kurie turéjo prastg padengima, buvo gausiuose GC nukleotidy regionuose, homogeniskuose

regionuose arba buvo egzono pradzioje ar pabaigoje.
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9 lentelé. Bendry varianty vidutinio padengimo reikSmiy palyginimas

Genas _Varigpto quNP SU DP. TS DP.
identifikacijos nr. | vidurkis | vidurkis
SKA3 rs11147976 27,33 47,67
HNRNPC rs61745722 33,25 39,60
ZNF721 rs72501950 65,00 51,00
FAM105A rs16903574 50,09 19,36
DSP rs6929069 102,31 34,71
TMEM184A rs17852421 6,55 7,00
SMARCA?2 rs2296212 38,09 49,50
NLRP6 rs11246050 9,70 10,78
FGF23 rs7955866 13,93 12,50
SPATA13 rs9511156 51,38 4,30
EDDM3A rs34552133 46,43 49,00
CYFIP1 rs7170637 42,70 13,38
ABR rs34169260 35,15 15,17
POLRMT rs14155 12,60 32,67
SIRPB1 rs41275422 75,89 162,33
TMPRSS15 rs2824804 33,58 36,00
GAB4 rs28502153 9,44 17,33
ARSD rs211653 11,59 18,08
EMILIN2 rs1790994 11,75 15,57
GNG7 rs1133692 4,00 9,32
uTy rs9341278 7,50 17,89
Bendras vidurkis 32,774 31,579

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

Remiantis gautais bendrais vidurkiais (9 lentelé) galima pastebéti, kad is tiesy SureSelect praturtinimo
sistemos bendras padengimas yra nezymiai (3,65 %) didesnis. Siekiant patikrinti, ar $is skirtumas yra
statistiSkai reikSmingas, buvo taikytas neparametrinis Vilkoksono testas, nes duomenys nebuvo
pasiskirste pagal normalyjj désnj. Normalumo patikrinimui buvo naudotas Sapiro — Vilko testas, kuris

daugelio autoriy yra laikomas vienu galingiausiy testy (39). Remiantis Vilkoksono testu buvo gauta p
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reikS§mé. Ja vadiname maziausig reikSmingumo lygmenj, kuriam teisinga nuliné hipotezé gali buti
atmesta (turimiems duomenims), t.y. jei p reikSmé yra mazesné uz 0,05, tokiu atveju nuliné hipotezé
yra atmetama, ir atvirksciai. Pritaikius pasirinktg testa, p reikSmé buvo lygi 0,7079, t.y. nuliné hipotezé
buvo priimta — skirtingy praturtinimo sistemy padengimo vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskiria.

Apibendrinta statistinés analizés schema pateikiama 10-ame paveiksle.

Sapiro-Vilko testas
(tikrinamas

pasiskirstymas pagal
normalyji désnj)

Vilkoksono testas

10 pav. Apibendrinta statistinés analizés schema

Taip pat, i visy tiriamyjy, dviems tiriamiesiems VU MF ZMGK darbuotojai atliko viso egzomo
sekoskaita abiem praturtinimo sistemomis. Gauti duomenys leido tiksliau palyginti abi praturtinimo
sistemas. I$ analizuojamy varianty, daugiau buvo nustatyta su SureSelect praturtinimo rinkiniu ($esi
variantai nustatyti vienam tiriamajam, aStuoni kitam). Svarbu pabrézti, kad nors buvo nustatyta
maziau varianty naudojant TargetSeq sistema (keturi pirmam tiriamajam ir trys antram tiriamajam),
taciau buvo nustatyti variantai, kurie nebuvo identifikuoti SureSelect sistema. Tai leidzia daryti
prielaida, kad tiksliausiam varianty nustatymui efektyviausia biity naudoti abi praturtinimo sistemas.
Panas$ig iSvadg padaré ir Zhang su kolegomis, savo tyrimo metu nustate, jog vykdant egzomo
sekoskaita ir naudojant abi praturtinimo sistemas, buvo pasiektas didesnis specifiSkumas bei
jautrumas NKS analizés algoritmo varianty Saukimo etape (24).

Remiantis $iais duomenimis, taip pat buvo atliktas abejomis sistemomis nustatyty bendry varianty
padengimo vidurkiy palyginimas. Bendras padengimo vidurkis su TargetSeq ir SureSelect atitinkamai
yra 21,5 ir 33,5. SureSelect vidutinis padengimas Zenkliai didesnis (35,82 %). Taciau svarbu paminéti,
kad tokiy bendry varianty buvo tik trys. Tokios imties nepakanka normalumo jvertinimui Sapiro —
Vilko testu bei tolimesniems statistiniams skai¢iavimams, nes tokiu atveju testas netenka galios
atmesti nuling hipotezg ir tokiu budu nedidelés imtys dirbtinai patenkina normalyjj désnj. Tode¢l
tikétina, kad esant didesnei im¢iai, t.y. iSanalizavus daugiau bendry varianty, vidutinis padengimas

tarp skirtingy praturtinimo sistemy tapty panasus.
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3.4 SOLID metodo tikslumo, jautrumo ir specifiSkumo nustatymas

Siekiant nustatyti, ar tyrimo metodo rezultatai yra tiksls, laboratorijose kiekvienas tyrimo etapas yra
vertinamas ir atidziai stebimas. Kiekvieno tyrimo metodo kokybé turi biiti vertinama — svarbu jvertinti
metodo tiksluma, jautrumg bei specifiskuma (40). Puikus pavyzdys yra paveldimy ligy NKS geny
rinkiniy tyrimai, kuomet metodo specifiSkumo ir jautrumo nustatymas yra itin svarbus, nes pagal
tyrimo atsakymg suformuojama diagnozé ir tolimesné gydymo taktika (4).

Atlikus NKS metodu nustatyty varianty tvirtinimg Sanger sekoskaita buvo apskaiCiuotas darbe
vykdyto NKS SOLiD metodo automatinio analizés algoritmo tikslumas. Siame darbe visi skai¢iavimai
buvo atlikti, naudojantis duomenimis, esanciais Zemiau pateiktose 10-oje ir 11-0je lentelése. Metodo
tikslumas sieké 99,66 %, t.y. tokia dalis NKS duomeny sutapo su Sanger sekoskaitos metodu gautais
duomenimis. Sis skai¢ius buvo artimas Biesecker ir kolegy gautiems duomenims — jy atlikto tyrimo
metu metodo tikslumas 99,97 % (41). Harismendy ir kolegy duomenimis, SOLID metodo tikslumo
reikSmé taip pat buvo labai artima Siame darbe gautajai reikSmei — ji sieké 99,7 % (42).

Svarbu paminéti, kad vertinant NKS metodo tikslumg, jautrumg ir specifiSkuma buvo nejtraukti
duomenys, gauti tikrinant varianta CFP gene. Nors Sio varianto kokybés jverciai NKS duomenyse
rodo, kad $is variantas yra pateiktoje genomo pozicijoje, taCiau dél Sanger metodo ribotumo jo
negalima jvertinti ir jis negali baiti jtrauktas j imtj. Taip pat, dél tos pacios Sanger metodo ribotumo
priezasties, j imtj nebuvo jtraukti ir SKA3 bei CRACR2A genuose esantys variantai.

10 lentelé. Tirti genomo variantai bei jy tarpe patvirtinty ir nepatvirtinty varianty skai¢ius Sanger
metodu

Sanger .. Sanger Sanger
Tiriamui metodu Pa;‘r’;;z?t“ metodu metodu
Genas | dbSNP ID | Ref | Alt Y jvertinty vanatty nejvertinty | nejvertinty
skaiCius | . . . | skaicius .. . .. .
tiriamyjy (%) tiriamyjy tiriamyjy
skaicius skaicius | skaicius (%)
EFCAB5 | rs9900546 G T 8 8 8 (100%) 0 0%
SPATAT | rs4904448 G A 3 2 2 (100%) 1 33,33%
SKA3 rs11147976 | T C 20 18 0 (0%) 2 10%
MIPEP | rs11551114| G A 4 4 4 (100%) 0 0%
HNRNPC | rs61745722 | G A 9 7 7 (100%) 2 22,00%
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enas | dbSNP ID | Ref | Alt skaidius ;.vgrtmtf; skaidius m.zp.)ertm.tq m.zp.)ertm.tq
tiriamyjy (%) tiriamyjy | tiriamyjy
skaicius skaicius | skaicius (%)
PLEEHG“ 20674 | A | C 13 10 |10 (100%) 3 23,00%
SNRNP48| rs2757594 | ¢ | T 8 6 | 6(00%) 2 2504
DMKN |rs12460032| G | T 12 11 |11 (100%) 1 8,30%
PERM1 |rs13303368| ¢ | G 6 6 | 6(00%) 0 0%
RPIL1 | rsoes7518 | A | G 5 3| 3(100%) 2 40%
ZCCHCT [rs151266778] G | A 3 3| 3(100%) 0 0%
DSP | rs6920069 | G | A | 20 13 |13 (100%) 7 350
ZNF721 | rs72501050 | 6 | A | 15 14 |14 (100%) 1 6,67%
BAGE2 | rsao13758 | ¢ | T 13 13 | o) 0 0%
ANKRD62|rs201537483| 6 | A | 21 21 (90’1498%) 0 0%
CIDEC | rsas6168 | G | T 9 4 | 4(00%) 5 55,56%
ERCC6L | rs4s448501 | G | A 3 3 | 300w 0 0%
FAM105A| rs16903574 | ¢ | G 30 29 (96:2687%) 1 3,33%
DHTKD1 | rs1279138 | T | ¢ 25 21 |21 (100%) 4 16%
FAM200B| rs4235380 | ¢ | A | 13 10 |10 (200%) 3 23,08%
MYTIL | rs3748980 | G | A 7 6 | 6(100%) 1 14,29%
B4GQLNT 134063493 | ¢ | T 10 7| 7 (oo%) 3 30%
CRACR2A| rs11062745 | A | G 10 8 | 7(87,5%) 2 20%
TME/LV”S“ rs17852421 | G | A 13 11 |11 (200%) 2 15,40%
SMAZRCA 2206212 | ¢ | & 19 15 |15 (100%) 4 21,10%
NLRP6 |rs11246050| G | A | 19 18 |18 (100%) 1 5,30%
FGF23 | rs7o55866 | G | A | 17 16 |16 (100%) 1 5,90%
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G Tiriamyjy .r?1aert](?c?l: Pj:;‘l,':l;l:i::ll:q rsr.]i?g;l: rsr.]i?g;l:

enas | dbSNP ID | Ref | Alt skaidius ;.vgrtmtf; skaidius m.zp.)ertm.tq m.zp.)ertm.tq

tiriamyjy (%) tiriamyjy | tiriamyjy

skaicius skaicius | skaicius (%)

SPATA13| rs9511156 | G A 21 16 16 (100%) 5 23,80%
EDDM3A | rs34552133 | G T 20 13 13 (100%) 7 35,00%
CYFIP1 | rs7170637 | G A 18 15 15 (100%) 3 16,70%
ABR rs34169260 | T C 19 17 17 (100%) 2 10,50%
POLRMT | rs14155 G C 40 34 34 (100%) 6 15,00%
SIRPB1 | rs41275422 | A | G 18 16 16 (100%) 2 11,10%
TMPSRSS’l rs2824804 | T | C 16 14 |13(929%) 2 12,50%
GAB4 | rs28502153| C A 20 14 14 (100%) 6 30,00%
ARSD rs211653 G C 51 42 42 (100%) 9 17,60%
Clorfl67 | rs4845880 | G A 7 7 7 (100%) 0 0,00%
ANKRD36] rs10171441 | C A 62 59 59 (100%) 3 4,80%
XPC rs2228000 | G A 19 17 17 (100%) 2 10,50%
WHSC1 [rs139753036| C A 7 7 7 (100%) 0 0,00%
DAP rs5745297 G A 13 11 11(100%) 2 15,40%
SYCP2L | rs6456746 | G A 8 7 7 (100%) 1 12,50%
GPR146 | rs55677825| G A 6 5 5 (100%) 1 16,70%
SGK223 | rs4840953 | G C 9 9 9 (100%) 0 0,00%
CCDC107] rs10441685 | C G 4 4 4 (100%) 0 0,00%
BMS1 |rs12764004 | G A 18 17 0 (0%) 1 5,60%
PHRF1 |rs35482931| C T 4 3 3 (100%) 1 25,00%
GPRCS5D | rs3741822 | G T 9 8 8 (100%) 1 11,10%
LATS2 | rs2770928 | C T 12 12 12 (100%) 0 0,00%
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Tiriamyjy .r?fert]g(jel: Pi‘;::;ﬂ?;‘l ;Zie?g;l: rST;?(?(;l:
Genas | dbSNP ID | Ref | Alt skaidius ;.vt.zrtmtf; skaidius m.zp.)ertm.tq m.zp.)ertm.tq
tiriamyjy (%) tiriamyjy | tiriamyjy
skaicius skaicius | skaicius (%)
MDGA?2 [rs200459170| G A 6 6 6 (100%) 0 0,00%
DISP2 |rs12443160| T C 8 7 7 (100%) 1 12,50%
ZNF469 | rs45504291 | G A 15 11 11 (100%) 4 26,70%
KRT31 | rs6503629 | G T 8 8 8 (100%) 0 0,00%
EMILIN2| rs1790994 | T C 26 19 19 (100%) 7 26,90%
GNG7 | rs1133692 | T C 23 13 13 (100%) 10 43,50%
WF[B)ClO 12072074 | G | A 22 13 |13 (100%) 9 40,90%
TFF3 | rs11701143 | T C 6 6 6 (100%) 0 0,00%
MICAL3 | rs5992941 | T C 9 8 8 (100%) 1 11,10%
uTyY rs9341278 | G A 22 15 15 (100%) 7 31,80%
CFP rs2235182 | A | G 9 7 ? 2 22,20%
IS viso 890 747 143

Raudona spalva pazyméti variantai, kurie nebuvo patvirtinti Sanger metodu.

Metodo jautrumas — tai gebéjimas tiksliai nustatyti variantus genome, kurie i3 tikryjy yra. Sie variantai
taip pat vadinami teisingai teigiamais (angl. true positive). Taigi, jautrumas apskai¢iuojamas dalinant
teisingai teigiamy varianty skaiCiy 1§ teisingai teigiamy ir klaidingai neigiamy varianty skaiCiaus
sumos (43).

Tam, kad biity apskaiciuoti visi klaidingai neigiami variantai, buvo sudarytas ne tik tirty, bet ir Sanger
sekoskaitos duomeny analizés metu nustatyty visy likusiy varianty sarasas. Apibendrinti duomenys
apie nustatytus variantus pateikiami vienuoliktoje lenteléje. Sie variantai buvo patikrinti NKS
duomenyse, juos vizualizuojant IGV programos pagalba. Taip siekta jsitikinti, ar nustatyti variantai
Sanger duomenyse taip pat yra nustatomi ir NKS metodu. NKS analizés algoritmas laiko, kad
variantas yra tirlamuose duomenyse tuomet, kai bendras padengimas yra daugiau nei Sesi, nukleotido
kokybés jvertis ne maziau kaip 20, 0 DNR fragmento kokybés jvertis ne maziau kaip 30. Kuomet i
visy DNR fragmenty daugiau kaip du tur¢jo alternatyvyjj alelj, tuomet taip pat laikyta, kad pokytis
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yra ir NKS duomenyse. I§ nustatyty 23 varianty 111-ai tiriamyjy, variantai atitiko NKS analizés

algoritmo parametrus ir buvo patvirtinti 78-iems tiriamiesiems. Likusiems 33-ims tiriamiesiems

variantai nebuvo patvirtinti, taciau i$ jy 27-iems jie nebuvo patvirtinti dél kokybés jveréiy, aptarty

anksciau, neatitikimo. Todél Sie tiriamieji buvo atmesti 1§ imties skai¢iuojant klaidingai neigiamy

varianty reik$me. SeSiems tiriamiesiems variantai nebuvo nustatyti NKS duomenyse, tose genomo

pozicijose kokybés jverCiai buvo auksti. Sie SeSi tiriamieji yra laikomi klaidingai neigiamais

variantais, kuomet NKS metodu nustatytas DNR varianto referentinis, o atlikus Sanger sekoskaita —

alternatyvus alelis (44). Remiantis aptartomis gautomis reikSmémis, metodo jautrumas sieké 99,22 %.

11 lentele. Sanger sekoskaitos metu nustatyti variantai, esantys tirtyjy varianty gretimose genomo

srityse bei NKS metodu patvirtinty ir nepatvirtinty varianty skaicius

Pokyc¢io dbSNP ID NKS Patvirtinty | Nepatvirtinty | Nepatvirtinti
Genas vieta metodu varianty varianty del
genome jvertinty | skaicius skaicius netinkamy
tiriamujy kokybés
skaicius rodikliy
EDDM3A | 14:20747838 | rs11847654 3 3 0 -
GAB4 22:16988136 | rs5992604 9 7 2 2
GAB4 22:16988014 néra 1 1 0 -
GAB4 22:16988028 | rs144427521 2 2 0 -
C1ORF167 | 1:11768262 | rs4845881 6 1 5 5
XPC 3:14158408 | rs2227999 3 3 0 -
ZNF469 | 16:88439326 | rs4782362 11 11 0 -
ZNF469 | 16:88439227 | rs4782301 8 5 3 3
KRT31 | 17:41397581 | rs79496913 2 1 1 -
SPATAL3 | 13:24223774 | rs1220546 6 5 1 -
CCDC107 | 9:35661091 | rs10441686 4 4 0 -
SGK223 | 8:8376702- | rs373458829 9 7 2 2
8376703
SGK223 8:8376561 rs4840952 7 6 1 1
PLEKG4B | 5:163151 rs3810867 7 0 7 4
PLEKG4B | 5:163090 rs3810870 5 1 4 3
MYTIL 2:1943142 rs3748988 6 6 0 -
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Pokycio dbSNP ID NKS Patvirtinty | Nepatvirtinty | Nepatvirtinti
Genas vieta metodu varianty varianty del
genome jvertinty skaicius skaicius netinkamy
tiriamyju kokybés
skaicius rodikliy
DMKN 19:35513204 | rs4806163 9 6 3 3
DMKN 19:35513386 néra 1 0 1 1
PERM1 1:979496 rs13302983 6 4 2 2
PERM1 1:979560 rs13303033 2 1 1 1
RP1L1 8:10610117 | rs112656102 1 1 0 -
RP1L1 8:10610066 | rs4840499 1 1 0 -
SKA3 13:21155087 | rs17345383 2 2 0 -

Kitas etapas — specifiSkumo nustatymas. SpecifiSkumu laikoma teisingai nenustatyty varianty dalis,
kuriy ir neturéty buti toje genomo pozicijoje (angl. true negative). Jis apskai¢iuojamas teisingai
neigiamy varianty skaiciy dalinant i§ teisingai neigiamy ir klaidingai teigiamy varianty skaiciaus
sumos. Teisingai neigiamais variantais buvo laikyti visi, kurie tiek NKS, tiek Sanger duomenyse
atitiko referentinj alelj. Tuo tarpu klaidingai teigiamais buvo laikyti variantai, kurie NKS metodu buvo
nustatyti, ta¢iau Sanger metodu nebuvo patvirtinti. Tokiy varianty buvo 34, todél NKS SOLiD metodo
specifiSkumas sieké 99,7 %. Remiantis aukstais NKS metodo jautrumo ir specifiskumo jverciais,
galima daryti iSvada, jog NKS duomeny, atitinkan¢iy aukStus automatinio analizés algoritmo
parametrus, tikrinti Sanger metodu néra biitina. PanasSig iSvadg padaré ir Baudhuin su kolegomis (45).
Svarbu atkreipti démes;j ir j tai, kad nors Sanger metodas ir yra laikomas “auksiniu standartu”, ta¢iau
biita nenustatyty varianty biitent dél Sanger metodo ribotumo, o tai kelia klausima, ar Sanger metodas
gali buti laikomas etalonu.

Harismendy bei jo kolegy tyrimas atskleidé, jog devyni i§ deSimties tirty varianty, nustatyty Sanger
metodu ir nenustatyty NKS metodu, buvo klaidingai identifikuoti biitent dél Sanger metodo klaidos
(42).

Negana to, kito tyrimo metu taip pat buvo nustatyta, kad 17 i$ 19 neatitikimy tarp Sanger ir NKS
duomeny buvo dél Sanger klaidos. Buvo padaryta iSvada, kad néra prasmés tikrinti NKS duomenyse
nustatyty vieno nukleotido varianty Sanger metodu, nes tokiu biidu gali biiti atmesti ir nejvertinti
reikSmingi variantai. Be to, atsisakant NKS gauty duomeny tikrinimo biity sutaupyta finansine ir laiko

prasmémis (41).
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ISVADOS

1. Naujos kartos sekoskaitos metodu nustatyty 60-ies genomo varianty tvirtinimui buvo panaudota
Sanger sekoskaita. I§ $iy varianty, 37-iems buvo naujai sukurti pradmenys. Visoms 60-iai
genominiy sri¢iy buvo optimizuotos PGR salygos.

2. Sanger metodu nustatyti astuoni variantai, kurie nesutapo su NKS duomenimis. Nustatyta, kad
Sesi 18 Siy varianty (esantys SKA3, CRACR2A, ANKRDG62, BMS1, BAGE2 ir CFP genuose) buvo
klaidingai jvardinti arba negaléjo buti nustatomi dél Sanger metodo ribotumo ar klaidy. Du
variantai (TMPRSS15 ir FAM105A genuose; po vieng tiriamgjj) buvo klaidingai jvardinti NKS
SOLID platformos automatinio analizés algoritmo. Sie rezultatai rodo, kad Sanger metodas turi
daugiau truikumy identifikuojant variantus, nei NKS, todél neturéty biiti laikomas ‘“auksiniu
standartu”.

3. Bendras vidutinio padengimo vidurkis naudojant SureSelect ir TargetSeq praturtinimo sistemas
atitinkamai yra 32,77 bei 31,58. Remiantis Siomis reikSmémis, SureSelect praturtinimo sistemos
bendras padengimas yra 3,65 % didesnis. Tac¢iau naudojantis neparametriniu Vilkoksono testu
nustatyta, kad skirtingy praturtinimo sistemy padengimo vidurkiai statistiSkai reik§mingai
nesiskiria.

4. Panaudojant dviejy negiminingy asmeny, kuriems sekoskaita buvo jvykdyta abejomis
praturtinimo sistemomis, duomenis buvo tiksliau palygintos abi praturtinimo sistemos. Daugiau
varianty buvo nustatyta, naudojant SureSelect praturtinimo sistema, taCiau TargetSeq sistema
buvo nustatyti Siai sistemai unikalis variantai, todél tiksliausiam varianty nustatymui
efektyviausia buty naudoti abi praturtinimo sistemas. Lyginant su 7argetSeq, bendras padengimo
vidurkis yra 35,82 % didesnis naudojant SureSelect sistema, taiau imtis yra per maza, kad $iuos
duomenis galima bty patvirtinti statistiniais analizés metodais.

5. Darbe naudotos NKS SOLID platformos automatinio analizés algoritmo tikslumas yra 99,66 %,
jautrumas lygus 99,22 %, o specifiSkumas — 99,7 %. Remiantis $iais rezultatais, galima daryti
iSvada, jog NKS duomeny, atitinkan¢iy auksStus automatinio analizés algoritmo parametrus,

tikrinti Sanger metodu néra biitina.
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SANTRAUKA

Vienas pagrindiniy metody, leidzian¢iy nustatyti genomo variantus bei jy jvairove, yra DNR
sekoskaita. Jvairiose gyvybés moksly srityse vis dazniau naudojama naujos kartos sekoskaita (NKS)
kuri leidzia nusekvenuoti visg egzoma ar netgi genomga. Taciau, genomo varianty nustatymui daznai
vis dar yra taikoma Sanger sekoskaita. Sis metodas yra laikomas tikslesniu, o gauti duomenys yra
lengviau analizuojami. D¢l $iy priezasCiy, Sanger metodas naudojamas NKS duomeny tvirtinimui.
Taciau Siuo metu mokslo pasaulyje vyksta debatai dél to, ar verta NKS gautus duomenis ir nustatytus
variantus visuomet tikrinti Sanger sekoskaita. Taip pat tyréjai nesutaria dél skirtingy NKS
praturtinimo sistemy naudojimo efektyvumo — skirtingose mokslinése publikacijose pateikiamos
skirtingos praturtinimo sistemy rekomendacijos, o tai atskleidzia Sios temos nevienalypiskuma.

Sio darbo tikslas — jvertinti NKS SOLiD platformos automatinj analizés algoritma, apibréZiant metodo
tikslumo, jautrumo ir specifiSkumo reikSmes, bei jvertinti Siai platformai naudojamas taikiniy
praturtinimo sistemas (TargetSeq ir SureSelect) panaudojant Sanger sekoskaitos metoda bei
statistinius ir bioinformacinius jrankius.

Darbo metu buvo vertinama 60 genomo varianty, nustatyty ir identifikuoty naujos kartos sekoskaitos
metodu, atliekant Sanger sekoskaitg. Viso tiriamyjy grupe sudaré 96 tiriamieji. Taip buvo siekta
jvertinti SOLID automatinio analizés algoritmo patikimuma. Nustatyta, kad $eSi variantai (esantys
SKA3, CRACR2A, ANKRD62, BMS1, BAGE2 ir CFP genuose) buvo klaidingai identifikuoti arba
negaléjo buti nustatomi dél Sanger metodo ribotumo ar klaidy. Tuo tarpu, du variantai (TMPRSS15 ir
FAMZ105A genuose; po vieng tiriamajj) buvo klaidingai jvardinti NKS SOLID platformos automatinio
analizés algoritmo. Sie rezultatai rodo, kad Sanger metodas turi daugiau trikumy identifikuojant
variantus, nei NKS, todél neturéty biiti laikomas “auksiniu standartu”.

Sio darbo metu NKS duomenys apie tiriamus variantus buvo gauti naudojant dvi skirtingas taikiniy
praturtinimo sistemas - SureSelect ir TargetSeq. Praturtinimo sistemos buvo lyginamos pagal vieng
pagrindiniy NKS parametry — padengimg. Bendras vidutinio padengimo vidurkis naudojant
SureSelect ir TargetSeq praturtinimo sistemas atitinkamai yra 32,77 bei 31,58. Remiantis Siomis
reikSmémis, SureSelect praturtinimo sistemos bendras padengimas yra 3,65 % didesnis. Taciau
naudojantis neparametriniu Vilkoksono testu nustatyta, kad skirtingy praturtinimo sistemy padengimo
vidurkiai statistiSkai reikSmingai nesiskiria. Véliau, panaudojant dviejy negiminingy asmeny, kuriems
sekoskaita buvo jvykdyta abejomis praturtinimo sistemomis, duomenis, daugiau varianty buvo
nustatyta naudojant SureSelect praturtinimo sistema, taciau TargetSeq sistema buvo nustatyti Siai

sistemai unikallis variantai, todé¢l tiksliausiam varianty nustatymui efektyviausia buty naudoti abi
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praturtinimo sistemas. Lyginant su TargetSeq, bendras padengimo vidurkis yra 35,82 % didesnis
naudojant SureSelect sistema, taciau imtis yra per maza, kad Siuos duomenis galima biity patvirtinti
statistiniais analizés metodais.

Galiausiai buvo apskai¢iuotas darbe naudotos NKS SOLID platformos automatinio analizés algoritmo
tikslumas, jautrumas ir specifiSkumas, kuris atitinkamai yra 99,66 %, 99,22 %, 99,7 %. Remiantis
Siais rezultatais, galima daryti iSvada, jog NKS duomeny, atitinkanc¢iy auks$tus automatinio analizés

algoritmo parametrus, tikrinti Sanger metodu néra biitina.
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Evaluation of Automated Next Generation Sequencing Data Analysis Pipeline and Different

Enrichment Systems Using Sanger Sequencing

SUMMARY
DNA sequencing is one of the main methods for determining the genome variants. Next generation
sequencing (NGS) is increasingly used in various life science fields due to its high efficiency, the
ability to sequence exome or even whole genome. However, Sanger sequencing is still used to
determine genome variants. This method is considered more accurate and the data is easier to analyze.
For these reasons, Sanger sequencing method is used for NGS data validation.
Nowadays, a debate in the scientific world is held on whether NGS findings should be verified using
Sanger sequencing or not. Also, researchers do not agree on the efficiency of different NGS
enrichment systems — different publications present diverse point of view to enrichment systems,
which reveals ambiguity of the aforementioned topic.
The aim of this work was to evaluate automated NGS SOLID platform’s data analysis pipeline,
defining the accuracy, sensitivity and specificity values of the method and to evaluate used target
enrichment systems (TargetSeq and SureSelect) using Sanger sequencing, statistical and
bioinformatic tools.
Sixty genome variants detected using NGS were investigated using Sanger sequencing and other
analysis tools. Total test group consisted of 96 subjects. The purpose of this was to evaluate reliability
of the SOL.D data analysis pipeline. It was detected that six variants (in SKA3, CRACR2A, ANKRD62,
BMS1, BAGE2 and CFP genes) have been identified incorrectly or could not be identified at all
because of Sanger sequencing limitations or errors. Meanwhile, the two variants (in TMPRSS15 and
FAM105A genes) were erroneously identified by automated data analysis pipeline of NGS SOLID
platform. These results indicate that Sanger method has more flaws than NGS, when identifying
variants and should not be considered as the "gold standard".
NGS data was obtained using two different target enrichment systems - SureSelect and TargetSeq.
They were compared by one of the main parameters of NGS — coverage. The mean coverage using
SureSelect and TargetSeq enrichment systems were 32.77 and 31.58, respectively. Based on these
values, SureSelect enrichment system’s coverage is 3.65 % higher. However, the nonparametric
Wilcoxon test showed that difference between means is not statistically significant.
Using data of two unrelated persons, NGS was performed using both enrichment systems. More
genome variants were identified using the SureSelect enrichment system. However, TargetSeq system

was able to identify unique variants. Consequently, the most effective way to accurately identify
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genome variants is to use both enrichment systems. The mean coverage was 35.82 % higher using
SureSelect system compared to TargetSeq, although the sample size is too small to confirm the data
by statistical analysis.

Finally, the automated NGS SOL.ID data analysis pipeline’s accuracy, sensitivity and specificity was
estimated to be 99.66 %, 99.22 % and 99.7 %, respectively. Based on these results, it can be concluded
that there is no need to verify NGS data using Sanger sequencing when automatic analysis algorithm
parameters are high.
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