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Klucové faktory ovplyvnujuce identifikaciu variantov
z celoexdmového sekvenovania

RNDr. Katarina Skalicka, PhD., MPH
Laboratdrium klinickej a molekulovej genetiky Detskej kliniky LF UK a NUDCH, Bratislava

Implementacia metod masivneho paralelného sekvenovania do rutinnej klinickej praxe priniesla obrovsky posun v diagnostike mnohych
geneticky podmienenych ochoreni. Rychlost akym sa tieto metédy zaclenili do praxe je odrazom nevycisliteIného benefitu, ktory prinasaju
ako pre samotného pacienta, tak aj pre rodinnych prislusnikov. Neustale zlepSovanie technolégii masivneho paralelného sekvenovania,
ktoré sa prisposobuji novym znalostiam v oblasti genomiky, prinasa aj potrebu systematickej inovacie bioinformatickych softvérov
uréenych na analyzu dat. Na druhej strane sa v$ak prichodom novych technoldgii a postupov objavujii nové vyzvy, ktoré treba prekonavat
takpovediac za behu, aby sa vysledna diagnosticka vytaznost dostala na ¢o najvy$siu iroveii. Presné zobrazenie variantov v jednotlivych
poziciach l'udského genomu zo ziskanych sekvenaénych dat je kritickym krokom, na ktory nadvazuju dalSie analyzy a interpretacie
rovnako ¢eliace mnohych vyzvam. Cielom prehladového ¢lanku je poukazat na kldcové faktory ovplyviujice identifikaciu variantov,
ktoré mozu branit stanoveniu koneénej diagnézy.
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Key factors influencing variant identification from whole-exome sequencing

The implementation of massively parallel sequencing methods into routine clinical practice has brought a great shift in the diagnosis
of many genetically determined diseases. The speed with which these methods were incorporated into practice is the reflection of the
incalculable benefit they bring both to the patient and to family members. The continuous improvement of massively parallel sequenc-
ing technologies, which adapts to a new knowledge in the field of genomics, brings the need for systematic innovation of bioinformatics
software designed for data analysis. On the other hand, however, with the advent of new technologies and procedures, new challenges
appear that must be overcome, so to speak, on the fly, so that the resulting diagnostic yield reaches the highest possible level. The
accurate display of variants in individual positions of the human genome from the obtained sequencing data is a critical step, which is
followed by further analyzes and interpretations, which also face many challenges. The aim of the review article is to point out the key

factors influencing the identification of variants that may prevent the establishment of a final diagnosis.
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Uvod

Vznik technologii masivneho pa-
ralelného sekvenovania (NGS) vyrazne
ovplyvnil systém poskytovania zdra-
votnej starostlivosti v lekarskej genetike
a diagnostike genetickych chordb. Na
rozdiel od predchadzajicich sekvenac-
nych metod je mozné pouzitim tychto
technologii v jedinom experimente vy-
Setrit nukleotidové sekvencie miliénov
az miliard DNA fragmentov, ¢o umoz-
niuje zefektivnit ¢as stanovenia diagnozy
najma v pripade zriedkavych ochoreni.
Rychly vyvoj technologii viedol k drama-
tickému zniZzeniu nakladov na sekveno-
vanie a nasledne spristupnil genémovi
analyzu nielen pre oblast vyskumu, ale aj
klinickej praxe (1). V lekarskej genetike sa
metddy NGS vyuzivaji na identifikaciu
mnohych typov genetickych variantov,
ktoré vedu k vzniku ochoreni akymi st
jednonukleotidové varianty, kratke in-

zercie alebo delécie, ako aj zlozitejsie
typy variantov zahriajiice zmeny v pocte
kopii a komplexné chromozémové pre-
stavby. Bioinformaticka analyza predsta-
vuje komplexn identifikaciu vSetkych
variantov pritomnych vo vySetrovanej
vzorke. Finalnej interpretacii vysledkov
NGS predchadza mnozstvo dalsich ana-
lyz zameranych na filtraciu a klasifikaciu
identifikovanych variantov s cielom najst
jeden alebo niekolko variantov kauzal-
ne spojenych s fenotypom pacienta (2).
Miera stanovenia diagnézy pouZitim
metod celogenomového sekvenovania
(WGS) dosahuje troven od 40 % do 60 %
amoze sa liSit medzi roznymi skupinami
chordb. Pouzitim metddy celoexdmového
sekvenovania, najméi zalozenych na krat-
kych ¢itaniach v rozsahu 100 az 150 ba-
zovych parov (bp), sa miera diagnostic-
kej ispesnosti este zniZuje (3). U¢innost
samotnej diagnostiky zavisi od viacerych

faktorov a netplnost vedomosti o pato-
genetickych mechanizmoch, ktoré stoja
za vznikom ochoreni, je pravdepodobne
najdolezitejSim z nich. Velkou vyzvou je
bioinformaticka analyza a interpretacia
ziskanych tdajov, pricom urcité pretr-
vavajuce problémy a chyby pri danych
¢innostiach mo6zu negativne ovplyvnit
presnost a rychlost diagnostiky. Sucasné
Stadie identifikovali mnozZstvo vyziev,
ktoré mo6zu branit efektivnemu stanove-
niu kauzalnych variantov a naslednému
stanoveniu diagnoézy. Ich opis je pred-
metom predkladaného ¢lanku s cielom
osvetlit moZné pric¢iny nediagnostiko-
vanych pripadov, u ktorych je geneticka
etiolégia vysoko pravdepodobna.

Kvalita referencného genému

Prvym krokom analyzy dat zis-
kanych z NGS je zrovnanie analyzova-
nej sekvencie s referenénym genoémom.
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Kvalita sekvencie referen¢ného genému
je tak nepochybne hlavnym faktorom
ovplyviiujucim vysledky sekvenacnej
analyzy. V poslednych rokoch sa odhalilo
niekol'ko problémov tykajtcich sa kvality
sekvencie referen¢ného genému. BeZne
pouzivana sekvencia referen¢ného ge-
noému pochadza z pociato¢ného zosta-
venia definovaného Projektom I'udského
gen6ému (Human Genome Project) z roku
2003, ktorého vysledkom bolo precitanie
92 percent jeho sekvencii. Predmetom
sekvenovania boli euchromatické oblasti
jadrového gendému. AvSak zvy$nych 8 %
gendému rozptylenych v heterochro-
matickych oblastiach centromér a te-
lomér nebolo z dévodu narocnosti ich
sekvenovania a nasledného zostavenia
predmetom p6vodnych planov projektu.
V marci 2009 Konzorcium pre referencny
genom vydalo presnejsiu verziu ludského
genomu (GRCh37, hg19), avsak stale ob-
sahovalo viac ako 300 nesekvenovanych
oblasti, tzv. medzier. Najnovs§ia verzia
ludského gendému, ktora pri§la takmer
0 20 rokov neskor (GRCh38.p12) a v s~
casnosti sa vyuziva pri analyze dat, ma
stale neprecitanych viac ako 5 % lud-
ského genému (>150Mb) (4). Rozdiely
v pocte identifikovanych variantov pri
pouziti referenc¢nych genomov GRCh37
a GRCh38 stanovenych rozsiahlou §ta-
diou zahfnajtcou 1 572 vzoriek po celo-
exoémovom sekvenovani st zobrazené na
obrazku 1 (5).

Dal§im problémom ovplyviiuja-
cim identifikaciu variantov je skutoc¢nost,
ze 70 % vyslednej sekvencie z Projektu
ludského genoému pochadzalo od jed-
ného jedinca afroeurépskeho povodu.
Referencny genom tak zostal nedokonaly
z dévodu kritickych 0,2 az 1 % sekvencii,
ktoré robia kazdého jedinca zo 7 miliard
ludi na svete odliSnymi. To viedlo k vzni-
ku inherentnej odchylky v biomedicin-
skych tidajoch, kde napr. mnohé varianty
identifikované v neeurépskych popula-
ciach nie st v referen¢nom genéme vo-
bec zastpené. Rozdiely v gendme medzi
réznymi jednotlivcami a populdciami st
v si¢asnosti eliminované tzv. alternativ-
nymi kontigmi, ktoré definujt komplexnt
variaciu ludského genému vratane HLA
lokusov. Alternativne kontigy st vSak na-
tol'ko odliSné, Ze ich nie je mozné pouzit
ako jednu referen¢nt sekvenciu. GRCh38

Obrazok 1. Rozdiely v poéte identifikovanych variantov s potencidlne poskodzujdcim déinkom pri
pouZziti referenc¢nych gendmov GRCh37 a GRCh38 ziskané rozsiahlou $tudiou zahffiajicou data

z celoexémového sekvenovania 1 572 vzoriek (5)
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Obrazok 2. Vplyv alternativnych kontigov v referencnom genéme na identifikdciu variantu v géne
TCF20. Snimka obrazovky integrativneho genomického prehliadaca (IGV) zobrazujica zarovnanie
sekvencii pre patogénny kédujlci variant v géne TCF20, ktory nebol pdvodne identifikovany. Dovo-
dom bolo zahrnutie alternativnych kontigov, ¢o viedlo k zarovnaniu sekvena¢nych ¢itani na viacerych

miestach referen¢ného gendmu (10).
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a GRCh37 (hg19), ktoré predstavuja dve
najCastejsie pouzivané zostavy ludského
referenéného genému sa vzajomne od-
liSujit po¢tom extrachromozomalnych
sekvencii a spominanych pridatnych al-
ternativnych sekvencii a kontigov. AvSak
mnohé studie poukazali na to, Ze pouZi-
tie referenc¢nej sekvencie GRCh38 so za-
radenim alternativnych kontigov viedlo
k absencii tisicok variantov. Dovodom
je nedostato¢na hodnota kvality mapo-
vania (MAPQ), ktora kvantifikuje prav-
depodobnost nespravne umiestneného
¢itania, t. j. predstavuje negativnu loga-
ritmicky $kalovanu pravdepodobnost, Ze
je Citanie nespravne zarovnané. Tento
problém sa da riesit jednoduchym vyli-
¢enim alternativnych kontigov z analyzy
alebo pouzit zrovnavacie algoritmy, ktoré
ich spracuji pomocou zodpovedajiceho
indexového stboru (6). Priklad vplyvu
alternativnych kontigov v referencnom
genome na identifikaciu patogénneho
variantu je znazorneny na obrazku 2 (10).

Prechod z referenéného geno-
mu GRCh37 na GRCh38 v diagnostickej
praxi bol zna¢ne oneskoreny z dovodu
potrebnej aktualizacie bezne pouziva-
nych databaz genetickych variantov ako
napr. 1000 genomes, Exome Aggregation
Consortium (ExAC) alebo gnomAD, ktoré
boli povodne skonStruované pomocou
hg19 a prechodom na novt referen¢nt
sekvenciu vykazovali mierne odchylky.

Vroku 2022 vedci predstavili tpl-
ne nov kompletnt zostavu ludského
gendému s nazvom Telomere-to-Telomere
(T2T), ktora zlepsuje vysledky viacerych
analyz vratane identifikacie variantov.
Na rozdiel od predchadzajtcich verzii
referen¢ného genému, T2T neobsahuje
ziadne medzery ani extrachromozomal-
ne sekvencie. Medzinarodnému konzor-
ciu T2T sa tak podarilo skompletizovat
chybajtcich 8 % ludského genému. V po-
rovnani s GRCh38 vacsina pridanych sek-
vencii zodpoveda segmentalnym dup-
likdcidm a centroméram, ¢o umoziuje
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Obrazok 4. Nespravne vylicenie patogénneho
variantu typu nonsense v géne TCF4 z dévodu
nadstavenia filtracie variantov podla predpoklada-
ného typu dedi¢nosti na Urovni de novo. Dévodom
bola pritomnost patogénneho variantu u matky
probanda v mozaike na drovni 30 % (10).

Matka probanda Proband
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dokladnt analyzu tychto oblasti. Okrem
toho bol aktualizovany pocet kodujtcich
sekvencii o niekol'ko stoviek génov kodu-
jacich protein. Vzhladom na tieto vylep-
$enia mozno o¢akavat, zZe sa v budicnosti
T2T stane novym Standardnym referenc-
nym genémom (4). Predpoklada sa, ze
prechod na nova verziu bude trvat ovela
dlhsie ako v pripade prechodu hg19 na
GRCh38. Novy koncept ludského genému
navyse detailnejSie zachytava genetickt
diverzitu ludstva. Novy pangenom (cely
subor génov viacerych jedincov) zahfma
DNA 47 jedincov zo vSetkych kontinen-
tov sveta okrem Antarktidy a Oceéanie.
Vedci dufaji, Ze sa im do polovice roku
2024 podari osekvenovat DNA dalsich
350 Tudi, a ziskat tak nové informacie.
Vdaka novému konceptu pozname te-
raz 119 miliénov novych bazovych pa-
rov, ktoré tvoria ludsky geném, a tym sa
prehlbuje nielen naSe chapanie ludskej
genetickej diverzity, ale zvySuje sa San-
ca na vyrieSenie nediagnostikovanych
pripadov, ktorych geneticka etioldgia je
vysoko pravdepodobna (7).

Odchylky v pokryti cielovej

sekvencie

Dalsim faktorom, ktory ovplyv-
nuje identifikaciu variantov z NGS,
je pokrytie sekvencie, t. j. pocet Cita-
ni zarovnanych s konkrétnou poziciou
v referen¢nom genéme. Okrem strednej
hibky pokrytia (pocet &itani zarovna-
nych s priemernou genémovou poziciou)
je tiez dolezité zvazit Sirku pokrytia -
podiel baz, ktoré st pokryté dostatoc-
nym mnozstvom ¢itani, aby sa umoznila
presna analyza variantov. Sirka pokrytia

Obrazok 3. A. Odpordcané hodnoty MAF pre klasifikaciu benignych variantov v génoch asociovanych
s poruchami sluchu (16), B. evidované hodnoty MAF ich patogénnych variantov veducich k vzniku

ochorenia (12)

BEMNIGN CRITERIA
BAL MAF of 20,005 (0.5%) for autosomal recessive; MAF of 20.001 (0.1%) for autosomal
dominant
B51 MAF of 200003 (0.3%) for autosomal recessive; MAF of 20,0002 (0.02%) for autosomal
dominant. Likely benign, provided there is no conflicting evidence,
BS1_ MAF of 2000007 (0.07%) for autosomal recessive. No BS1_Supporting criteria for autosomal
Supparting dominant.
B
Gene ¢DNA Protein Pathogenicity MAF* % (Population)
GlB2 €22 282 Uncertain significance 0.4 % (Ashkenazi Jewish)
GIB2 €.346>T pGly12Cys Likely pathogenic 0.3 % (Latina)
G/B2 c.35delG p.Gly12Valfs*2 Pathogenic 0.9 % (Non-Finnish European)
GJ/B2 €716 p.Trp24* Pathagenic 0.4 % (South Asian)
GlB2 €.101T=C p.Met34The Pathogenic 2.0% (Finnish)
G/B2 c.1096G3A p.Val3Flle Pathogenic 8.0% (East Asian)
GjB2 c.167dell p.leuSéArgfs*26  Pathogenic 1.6 % (Ashkenazi Jewish)
Gje2 €.235delC pleu?oCysis*3 Pathogenic 0.6 % (East Asian)
SIC26A4  ¢.3490T p.Leul17Phe Pathogenic 0.5 % (Ashkenazi Jewish)
SLC28A4 9192806 p? Pathogenic 0.5 % (East Asian)

“The highest subpopulation frequency in the Genome Aggregation Database (gnomAD) is shown.

G/B2 (NM_004004.5), SLC2644 (NM_000441.1).

je urcena jednotnostou pokrytia a exis-
tujucimi odchylkami pokrytia, ktoré sa
medzi jednotlivymi platformami liSia.
Nerovnomernost pokrytia zostava vy-
znamnym problémom vo WES. Hibkova
analyza determinantov nizkeho pokrytia
vo WES a WGS ukazala, Ze obmedzenia
mapovatelnosti kratkych ¢itani st jed-
nym z najddlezitej$im faktorov ovplyv-
nujacich pokrytie kodujicich sekvencii
(CDS) v l'udskom gendéme. Oblasti s niz-
kou mapovatelnostou siahaji od 400 000
do viac ako 1 000 000 bazovych parov
a problém s mapovatelnostou je vyraz-
nejs$i pre WES v porovnani s WGS bez
PCR a to vplyvom nizZ$ej velkosti inzertu.
Obmedzenia mapovatelnosti kratkeho
¢itania ovplyviuji mnohé dolezité gény
napr. SMN1 a SMNZ2, ktoré st Gplne re-
prezentované sekvenciami s nizkou ma-
povatelnostou, zatial ¢o pri inych génoch
mozZu byt tieto sekvencie pritomné len
v urcitych oblastiach (napr. v génoch NEB
alebo TTN spojené s neuromuskularnou
chorobou). MnoZstvo baz s nizkou mapo-
vatelnostou skuto¢ne zavisi od pouzitej
zostavy referen¢ného genému, pricom
segmentové duplikacie s jednym z hlav-
nych zdrojov problémov s mapovatelnos-
tou. Referencny genom T2T konzistentne
ukazuje minimalny pocet baz pokrytych
nejedine¢nymi mapovaniami (stredny

pocet je 430 000 bp), zatial co GRCh37
zostava najhors§im so strednym rozsa-
hom oblasti s nizkou mapovatelnostou
na trovni 662 000 bp (8).

Existujuce izoformy,

pseudogény a kdpie génov

Regulacia génu dlhodobo vycha-
dzala z koncepcie jedného promoétora
riadiaceho jeho transkripciu, po ktorej
nasleduje zostrih pre-messengerovej
RNA a delécia vSetkych intréonov. V st-
¢asnosti vieme, Ze génova expresia je
riadena spésobom zavislym od ¢asu, tka-
niva alebo vyvojového §tadia. Gény mozu
mat rozne miesta inicidcie translacie ale-
bo viacero promoétorov, ktoré sposobuju
vyskyt réoznych izoforiem. Zostrihové
izoformy génu mozu vykazovat absenciu
jedného alebo viacerych exénov (pri-
rodzeny skipping), pripadne mézu mat
dalSie relevantné exony (9). Problémom
je zvazit, ktora izoforma je relevantna
pre ochorenie alebo v pripade, Ze sa ¢i-
taci ramec medzi izoformami 1iSi, ako
zabranit strate anotacie relevantného
variantu.

Publikovanym prikladom je va-
riant v géne CACNAIA, ktory bol identifi-
kovany u pacienta s epizodickou ataxiou,
kde v jednej z piatich izoforiem daného
génu predstavoval nonsense variant,
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NM_001127221.1:c.5569C>T p.(Arg1857%),
zatial €o v ostatnych Styroch intréno-
vy variant. Expanzna draha polyQ za-
pojena do spinocerebelarnej ataxie
typu 6 (OMIM #183086) je kddovana
dvoma dal§imi izoformami CACNAIA
(NM_001127222.2 a NM_023035.3), ¢o
naznacuje, Ze tieto dve izoformy s ne-
vyhnutné pre spravnu funkciu mozocka.
Skutocnost, Ze nonsense variant je pri-
tomny iba v izoforme, ktora nekdduje po-
lyQ oblast, spociatku viedla k vyla¢eniu
jeho patogenicity. AvSak vedci ukazali,
Ze tato izoforma pouziva alternativny
ex6n 37A namiesto pévodného exénu 37B
a Ze nonsense varianty v tejto izofor-
me spdsobuju epizodickl ataxiu (OMIM
#108500).

Schopnost spravne identifikovat
a klasifikovat varianty do zna¢nej miery
zavisi aj od schopnosti bioinformatickych
softvérov automaticky zahrntt do ana-
lyzy aj iné izoformy referenénych génov,
pri ktorych sa mo6ze vyskytovat patogén-
ny variant (10).

Varianty pritomné v oblastiach

s nizkou vykonnostou

identifikatorov

Presnost identifikacie variantov
mozZe byt ovplyvnena ajndhodnou alebo
systematickou variabilitou. Pre malé va-
rianty typu jednonukleotidovych zmien
a kratkych delécii (indely) ma nahodna
variabilita minimalny vplyv na vykon-
nost identifikacie variantov vo vacsine
genomu, ktory je sekvenovany s pokry-
tim > 30x. AvSak genomové oblasti, ktoré
st systematicky ovplyviiované nizSou
kvalitou - ako je zvySena chybovost,
nizka kvalita mapovania alebo hibkové
anomalie - nemusia poskytovat konzis-
tentne vysledky pre SNV a indely. Tieto
poznatky umoznili klasifikovat v sekven-
cii genomu oblasti s vysokou a nizkou
spolahlivostou na detekciu variantov.

Vykonnost identifikatorov pouzi-
vanych v bioinformatickych softvéroch je
pomerne vysoka (nad 99 %), av§ak treba
si uvedomit, Ze ich hodnota sa stanovuje
analyzou presnosti identifikacie varian-
tov v oblastiach s vysokou spolahlivos-
tou. Referen¢né Standardy pre stano-
venie vykonnosti identifikatorov vyvija
Konzorcium Genome in a Bottle (GIAB),
ktorého cielom je vytvorit technicka

infraStruktaru (referencné Standardy,
referen¢né metddy a referencné udaje)
za ucelom vyuzitia prekladu sekvenova-
nia celého ludského genému do klinicke;j
praxe a overovania vytvorenych inovacii
v technologiach. Vysoko spolahlivé re-
giony sa ¢asom rozsiruju vdaka neusta-
lemu tsiliu GIAB zlepSovat stibor tidajov
pomocou roznych technolégii sekveno-
vania, akymi st metddy dlhého &itania.
Celkovo vSak oblasti s vysokou spolah-
livostou zaberaja len 2,37 Gbp (75,2 %
sekvencie ludského genému) a 30,4 Mbp
kodujtcej sekvencie (86,6 %) (11).
Zostavajlce regiony zahriajtce
az 4,7 Mbp kédujucich sekvencii st na-
ro¢nejsie na identifikaciu variantov. Tieto
oblasti zahffaja miesta Strukturalnych
variacii, segmentalnych duplikacii, ako aj
niektoré oblasti s nizkou mapovatelnos-
tou, akym je napr. lokus hlavného histo-
kompatibilného komplexu (MHC). V ram-
ci kddujuceho gendému sa vacsina takych-
to intervalov nachadza na chromozéme
X, ktory nie je zahrnuty do intervalov
vysokej spolahlivosti. Chromozém X
predstavuje 1,3 Mbp z celkovej velkosti
4,7 Mbp tazko dostupnych kodujacich
oblasti. Identifikacia variantov lokalizo-
vanych na oboch pohlavnych chromo-
zémoch sa ukazuje ako velmi naro¢na.
Tieto informacie st velmi déleZité vzhla-
dom na velky pocet klinicky relevant-
nych génov umiestnenych na chromozo6-
moch X a'Y (napr. DMD, SRY). Celkovo az
10 604 znamych patogénnych variantov
sa nachadza na tychto chromozoémoch
v ClinVar (v. 2023-03-26), ¢o je 7,8 %
vSetkych patogénnych variantov. Tieto
¢isla naznacuju, Ze je potrebné venovat
vacsiu pozornost identifikacii variantov
a genotypizacii pohlavnych chromozoé-
mov. Spomedzi autozémov sa najvacsie
mnozstvo (0,4 Mbp) tazko identifikova-
nych oblasti nachadza na chromozéme
19. Stibor génov zodpovedajicich naro¢-
nym autozomalnym oblastiam sa prekry-
va s kodujiicou sekvenciou priblizne 1116
génov. Tento zoznam génov je obohateny
o gény imunitného systému a hemostazy,
ako aj komponenty signalnych drah (8).
Je dolezité poznamenat, Ze v ram-
cijedného exému existuje viac ako 4 000
takychto variantov (odhadovanych po-
mocou stboru tdajov HGOO1 GIAB) a az
17 607 (12,9 %) znamych patogénnych

variantov spada mimo oblasti s vysokou
spolahlivostou. Tieto Gdaje st vysSie,
ako sa ocakavalo, a preto je potrebné
k identifikacii variantov lokalizovanych
mimo oblasti s vysokou spolahlivostou
pristupovat individualne a s vi¢$ou opa-
trnostou (8).

Filtrovanie variantov na

zaklade frekvencie vyskytu

v populacnych databazach

Odstranenie variantov, ktoré sa
Standardne vyskytuju v populacii zdra-
vych jedincov, je zakladnym krokom filtro-
vania variantov ziskanych z WES. Vel'kou
pomocou st verejne dostupné databazy,
ako napriklad gnomAD, ktoré poskytuju
sthrnné informacie o variantoch z vel-
kych populaénych kohort. Standardizacia
prahov minoritnej frekvencie alel (MAF)
pre benignu alebo pravdepodobne benig-
nu klasifikaciu je nevyhnutna na presnt
a konzistentnu interpretaciu variantov.
Prahova hodnota musi byt nastavena tak,
aby sa bezZné patogénne varianty neod-
filtrovali, ale nemdze byt taka vysoka,
aby boli vysledky genetickych vySetreni
pretaZené variantmi neistého vyznamu,
ktoré pravdepodobne nesposobujt ocho-
renie. BeZne pouZivané prahové hodnoty
pre takéto filtrovanie eliminuji vSetky
udaje s frekvenciou alel > 1 % alebo na
zaklade frekvencie a vzorcov dedi¢nosti
ochorenia. Pri pouziti takéhoto filtrovania
frekvencie alel vS§ak mozu byt klinicky
relevantné varianty nespravne vyradené
(12).

Vysoka frekvencia alel v§ak moze
byt chybne stanovena dosledkom sek-
venacného artefaktu, napr. pritomnos-
tou homopolymérnych tsekov, ktoré st
nachylné na sklz polymerazy, ¢o moze
viest k inzercii alebo delécii mnozstva
nukleotidov. Tieto varianty mozu byt
pritomné v kontrolnych databazach ako
artefakty, ale mozu byt tieZ skuto¢nymi
kauzalnymi variantmi v analyzovanych
sekven¢nych tdajoch (10).

Prikladom patogénnych varian-
tov, ktorych hodnota MAF presahuje
prahov( hodnotu st varianty v génoch
GJB2 a SLC26A veduce k strate sluchu.
Hodnoty MAF pre recesivne a dominant-
né varianty v génoch asociovanych so
stratou sluchu vychadzajtce z usmerneni
Americkej vysokej Skoly lekarskej gene-
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tiky a genomiky (ACMG) a Asociacie pre
molekularnu patolégiu (AMP) pre klasi-
fikaciu benignych variantov a skuto¢na
hodnota MAF patogénnych variantov
v uvedenych génoch st zobrazené na
obrazku 3.

Pri genetickom vySetreni vrode-
nych portch sluchu, ako aj komplexnych
ochoreni prejavujtcich sa touto syndro-
mologickou jednotkou, sa odporuca ne-
filtrovat identifikované varianty na zak-
lade MAF. Pripadne, ak to softvér na vy-
hodnocovanie dat umoziiuje, zadefinovat
len konkrétne gény, pripadne varianty,
ktoré je potrebné vynechat z automa-
tizovanej klasifikacie vyuzivajiicej MAF
(12). Rovnako je potrebné byt obozretny
a precizny nielen pri vySetreni génov
asociovanych so stratou sluchu, ale pri
vSetkych analyzach.

Anotacia a interpretacia

variantov

Interpretacia vysledkov je prav-
depodobne najnaro¢nej$im krokom
v analyze dat ziskanych z NGS. Hlavnym
cielom je identifikovat variant alebo nie-
kol'ko variantov, ktoré s alebo mozu byt
kauzalne pre vznik ochorenia. Tato tlo-
ha je komplikovana obrovskym po¢tom
variantov identifikovanych v jednotlivej
vzorke, ktoré pri WGS dosahujt hodno-
tu tri az Styri milibny variantov, pricom
v CDS sa nachadza priblizne 25 000 va-
riantov vychadzajacich z WGS aj WES (1).
Identifikacia jedinej kauzalnej mutacie
v takom velkom stibore variantov nie je
jednoducha a na pomoc pri tomto pro-
cese bolo navrhnutych niekolko smernic
a odportcani na interpretaciu vysledkov
NGS v lekarskej genetike, priCom usmer-
nenia ACMG/AMP sa povazuja za zlaty
Standard. Tieto usmernenia obsahuji
pevny pocet kritérii, ktoré hodnotia po-
tencialnu patogenitu variantu na zaklade
réznych druhov podpornych dokazov
a umoznuju ho klasifikovat do jednej
z piatich kategorii: patogénny, pravde-
podobne patogénny, pravdepodobne be-
nigny, benigny alebo variant nejasného
vyznamu (VUS). Webové platformy ako
Franklin (https://franklin.genoox.com/
klinické-db/home) alebo Varsome bo-
li vyvinuté na automaticka klasifikaciu
daného variantu podla kritérii ACMG,
avSak diskrepancie vo finalnej klasifikacii

identifikovaného variantu v ramci jedné-
ho softvéru u viacerych pouzivatelov, ako
aj nezhody medzi oboma softvérmi, st
pomerne bezné. Navrhli sa preto dalSie
rozSirenia smernic ACMG, aby sa for-
malizoval postup klasifikacie zaloZeny
na numerickych bodovacich schémach
(13). Plne automatizovana klasifikacia
variantov v8ak zostava naroc¢na.

Interpretaciu variantov kompli-
kuja aj vyzvy pri predpovedani straty
funkcie kodujacich variantov pouZitim
prediktivnych softvérov. Strata funkcie
(LoF) je hlavhym mechanizmom patoge-
nézy zriedkavych chorob. Identifikacia
genetickych variantov kédujtcich pro-
tein s G¢inkami LoF je preto kliCova pre
diagnostiku zriedkavych choréb. Tri
triedy genetickych variantov sa zvycajne
povaZzuju za varianty pLoF: nezmyselné
(stop_gained) varianty, inzercie a delécie
s posunom citacich rdmcov a kanonické
varianty miesta zostrihu. Tieto varianty
sa tiez nazyvaja varianty skratenia pro-
teinov (PTV), pretoZe véacSina takychto
variantov vedie k pred¢asnému ukon-
Ceniu ich syntézy. Napriek ocakavanym
ucinkom PTV na funkciu génu, kazdy jed-
notlivec nesie az 100 takychto variantov,
¢o naznacuje, ze na identifikaciu pravych
variantov LoF medzi PTV st potrebné
dalsie filtre. Bolo vyvinutych niekol'ko
pravidiel na odfiltrovanie variantov LoF
s nizkou spolahlivostou a implementovali
sa moduly anotatorov variantov, ako na-
priklad LOFTEE. AvSak preddefinované
sady pravidiel nestacia na odfiltrovanie
vSetkych falo$ne pozitivnych variantov
LoF. Udaje o génovej expresii sa tieZ po-
uzivaji na urcenie skuto¢ného poten-
cialu LoF variantu. Nedavno navrhnuty
podiel skore exprimovanych transkrip-
tov vyuziva informacie o génovej ex-
presii z genotypovej tkanivovej expresie
na identifikaciu a vylacenie variantov,
ktoré ovplyvnuju iba izoformy s nizkou
alebo nulovou arovnou expresie. Boli
navrhnuté aj iné pristupy na klasifikaciu
variantov pLoF. Jednym z prikladov je
algoritmus zaloZeny na strojovom uceni
s ndzvom MutPred-LoF, ktory ukazal vy-
sokt Gcinnost pri predpovedani patoge-
nity nezmyselnych variantov a variantov
posunu ¢itacieho ramca. Prediktivna sila
navrhovanych metod je vak stale daleko
od idealu (8).

Problém predpovedania efektov
LoF je podstatne zloZitejsi pre varianty
typu missense. Na vyrieSenie tejto Glohy
sa zvycajne pouziva niekol'ko typov do-
kazov, vratane udajov o evolu¢nej kon-
zervacii proteinovych sekvencii, 3D pro-
teinovej Struktare a chemickych vlast-
nostiach referenénych a mutantnych
aminokyselin. Boli navrhnuté desiatky
bioinformatickych nastrojov na predikciu
patogenity missense variantov, akymi st
SIFT PolyPhen2, CADD a mnoho inych.
Velky pocet nastrojov a vysoka miera
nekonzistentnosti vSak viedli k vzniku
algoritmov, ktoré agreguji predpove-
de z réznych softvérov (napr. REVEL).
Okrem toho boli skonStruované data-
bazy, ktoré uchovavaji vopred vypoci-
tané predpovede, ako napriklad dbNSFP.
Stale sa vSak v ramci ACMG/AMP aktivne
vyvijaji nové algoritmy a stratégie na
interpretaciu skore predikcie patogenity.

Okrem missense a inych variantov
s vysokym vplyvom v kddujacej sekvencii,
mozu k strate funkcie proteinu viest aj
iné varianty, ktoré sa zvycajne povazuju
za tiché (t. j. neovplyvnuji funkciu géno-
vého produktu). Bolo opisanych viacero
prikladov neocakavanych funkénych
uc¢inkov synonymnych variantov, ako
aj rézne mechanizmy ich patogenici-
ty. Medzi najcastejSie patri zavedenie
alebo preruSenie zostrihovych miest
a negativne G¢inky na rychlost transla-
cie. Prikladom je synonymny variant
NM_001077488.2:c.108C>A [p.Val36Val]
v géne GNAS, ktory je lokalizovany
v kryptickom mieste zostrihu, ¢o vedie
k nespravnemu zostrihu zodpovedajtce-
ho transkriptu a k vzniku pseudohypo-
paratyreo6zy. Vyvoj vypoctovej techniky
prediktorov pre synonymné varianty je
komplikovany, hoci sa vtomto smere vy-
nalozilo vela Gsilia (14).

Opis klinickych prejavov

ochorenia a predpokladany

typ dedicnosti

Informécie o klinickom priebehu
ochorenia ¢i uz opisom alebo formou
terminov z Human phenotype ontology
(HPO) st kIa¢ovym nastrojom pre vyber
vhodnych génov zahrnutych do analyzy
celoexdbmového sekvenovania pouZzi-
tim vysoko sofistifikovanych softvérov
s umelou inteligenciou. Tento sposob
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analyzy dat je v stiCasnosti Standardom
aj u nas na Slovensku a vykazuje vysokut
mieru tspesnosti. Druhou stranou min-
ce st vSak ochorenia s vysoko variabil-
nym fenotypom, ktoré skresluja typicky
prejav ochorenia, ako aj ultra zriedkaveé
ochorenia, ktorych prejav je opisany na
malej skupine jedincov, navySe v ranom
detstve, a tak nemusi odrazat cely fe-
notyp. Rovnako netreba zabtdat aj na
mnozstvo ochoreni, ktorych prejav je
pravdepodobne ovplyvneny znamymi
alebo doposial neobjavenymi modifika-
tormi fenotypu. Selekcia vybranych gé-
nov na zaklade HPO terminov tak nemusi
viest k tspeSnému stanoveniu diagnozy.
V tychto pripadoch je potrebné pokra-
¢ovat komplexnou analyzou vSetkych
identifikovanych variantov v ramci ce-
lého exému.

Rovnako stratégia filtrovania
variantov na zaklade predpokladaného
typu dedi¢nosti ziskaného analyzou ro-
dokmena moze narazit na problémy spo-
jené s variabilnou expresivitou, netiplnou
penetranciou alebo s mozaicizmom a tak
viest k vyradeniu kauzalnych variantov
nespravnym nadstavenim ich filtracie
(10). Priklad vyradenia patogénneho va-
riantu nadstavenim selekcie variantov
asociovanych s predpokladanym typom
dedi¢nosti je znazorneny na obrazku 4.

Potreba reanalyzy

Pravidelné aktualizacie referenc-
nych stborov tidajov akymi st populacné
frekvencie, informacie v OMIM, klasifika-
cie variantov v HGMD alebo ClinVar, ako
aj nové aktualizacie z RefSeq a Gencode,
ktoré menia zname definicie génov pribt-
danim novych referen¢nych transkriptov,
mozu mat vyznamny vplyv na anotaciu
a interpretaciu variantov. Reanalyzy uz
existujicich tdajov ziskanych z celoex6-
mového sekvenovania tak moézu viest
k odhaleniu novych diagnéz. Tuto sku-

to¢nost mézZeme potvrdit aj na naSom
pracovisku, kde reanalyza sekvena¢nych
dat pouzitim nového referenc¢ného ge-
nému, aktualizovanych tidajov a v nepo-
slednom rade pouzitim novych vysoko
vykonnych softvérov pre bioinformaticka
analyzu viedli k odhaleniu kauzalneho
variantu a k stanoveniu diagnozy. Potreba
pravidelnej opédtovnej analyzy tdajov pre
nediagnostikované pripady méze mat
obrovsky vyznam. Narast poc¢tu stano-
venych diagnéz z opatovnej analyzy sa
1i8i, ale zvycajne je podstatny. Vysledky
Stadii poukazujii na mieru novych
diagnéz z reanalyz na Grovni 15 % (15).
Vzhladom na tempo nového technolo-
gického pokroku méze byt opatovna
analyza nediagnostikovanych pripadov
eSte efektivnejsia. Dufame vS8ak, Ze nové
technologie sekvenovania a bioinforma-
tické pristupy pomoézu vyrazne znizit
pocet nediagnostikovanych pripadov po
genoémovej diagnostike.

Zaver

V prehladovom ¢lanku sme opisali
klacové faktory, ktoré mozu branit iden-
tifikacii variantov a nasledne stanoveniu
diagnoézy. Verim, zZe uvedené informa-
cie prinest novy pohlad na nediagnos-
tikované pripady vychadzajice z WES,
navrhy a rieSenia na prekonanie tychto
vyziev, pripadne zabrania vzniku opako-
vanych chyb pri hodnoteni dat.

Autorka vyhlasuje, Ze nie je v ni-
jakom potencidlnom konflikte zaujmov.
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