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POVZETEK

Sekvenciranje naslednje generacije (NGS) je v zadnjem de-
setletju postalo osrednja metoda v klini¢ni diagnostiki priro-
jenth bolezni. Njegova visoka zmogljivost omogoca iskanje
vzrocnih patogenih sprememb skozi celoten genom, pri Ce-
mer pa sam postopek zaradi velike koli¢ine generiranih podat-
kov zahteva uporabo posebnih bioinformatskih orodij. Eden
klju¢nih korakov v analizi je pravilna poravnava pridoblje-
nih zaporedij na zaporedje referencnega genoma, cemur sle-
di doloc¢itev prisotnih genetskih sprememb. Ozko grlo v ana-
liznem postopku trenutno predstavlja anotacija sprememb,
kjer je za odkrite spremembe v genomu treba dolociti, ¢e so
patogene ali benigne, ter ¢e lahko njihova prisotnost v geno-
mu pojasni klini¢no sliko preiskovanca. Svojevrstno eticno di-
lemo predstavlja tudi nac¢in ravnanja ob odkritju sprememb,
ki so sicer patogene, vendar niso neposredno povezane s kli-
nicno sliko. V tem preglednem clanku je opisan potek upo-
rabe NGS v klini¢ni diagnostiki prirojenih bolezni, ki je do-
datno predstavljen na primeru bolnika s prirojeno katarakto.

Kljuéne besede: sckvenciranje naslednje generacije, di-
agnostika prirojenih bolezni
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ABSTRACT

Over the past decade, next-generation sequencing (NGS)
has become the method of choice in the clinical diagnosis of
congenital diseases. Its high throughput enables the identi-
fication of causal pathogenic variants throughout the entire
genome; however, the process requires specialized bioinfor-
matics tools due to the large amount of generated data. One
of the key steps in the analysis is a correct alignment of ac-
quired sequences to the reference genome, followed by vari-
ant calling. Currently, the bottleneck in the process is variant
annotation, where discovered variants in the genome need
to be classified as pathogenic or benign. The causation be-
tween detected variants and observed phenotype is also de-
termined. A unique ethical dilemma is encountered when a
pathogenic variant not directly linked to an observed phe-
notype is discovered. This review describes the individual
steps of NGS in the clinical diagnosis of congenital diseas-
es. The use of NGS in the case of a patient with a congeni-
tal cataract is presented as an example.

Key words: next generation sequencing, diagnosis of con-
genital diseases
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Razvoj sekvenciranja naslednje generacije (angl. next gene-
ration sequencing, NGS) je povzrocil revolucijo na podro-
¢ju dolocanja nukleotidnih zaporedij, saj je le-to postalo
dosti hitrejse in cenejSe. Zaradi zmoznosti socasne anali-
ze celotnega genoma se je NGS hitro uveljavil v klini¢ni
diagnostiki, ki je bila pred tem omejena na dolocanje za-

1 izolacija genomske DNA

3 sekvenciranje

poredja posameznih genov. V genetski diagnostiki se NGS
najbolj pogosto uporablja v diagnostiki prirojenih bolez-
ni in onkologiji. V zadnjem ¢asu pa prodira tudi na dru-
ga podrogja, kot sta mikrobna diagnostika (1) in dolo¢anje
tkivne skladnosti (2). V nadaljevanju se bomo osredotocili
na diagnostiko prirojenih bolezni, kjer bodo predstavljeni
potek analize ter zmogljivosti in omejitve NGS (Slika 1).

2 priprava in obagatitev ONA knjiznice

4 dolotitev nukleotidnega zaporedja

CAGATCA
GGCAGA AGGGTC
CAATTCGC TCACAT

TICGCAC CTGTGA
CACATG TGAGGG

5 poravnava zaporedij in dologitev sprememb

GGCAGA CARTTCGC

CAGATCA
ARGGCAGA

AGGGTC
CTGTGA TCACAT

TTCGCAC TGAGGG CACATG

-ARAGGCAGGTCAATTCGCACTGTGAGGGTCACATG...

€ anotacija sprememb

Slika 1: Shema poteka uporabe NGS v kliniéni diagnostiki. Posamezni koraki, ki so prikazani na shemi, so podrobneje razlozeni v nadaljevanju

besedila.

Figure 1: A general outline of the use of NGS in clinical diagnostics. The individual steps mentioned in the figure are explained in more detail in

the following parts of the review.

Pojem NGS oznacuje razlicne tehnologije sekvenciranja,
za katere je znacilno, da omogocajo analizo ogromnega
Stevila zaporedij hkrati. Izmed prvotnih tehnologij NGS je
danes v $irsi rabi tehnologija sekvenciranja s sintezo podje-
tja lllumina (3), zaradi cesar izraz NGS pogosto kar enaci-
mo z njo (to velja tudi za nadaljevanje clanka, razen ¢e ni
navedeno drugace). NGS temelji na sekvenciranju kratkih
fragmentov DNA (300 baznih parov), ki so pripeti na pre-
tocno celico, kar omogoca njithovo prostorsko locbo in so-
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casno analizo. Sekvenciranje poteka preko sinteze komple-
mentarne verige DNA, kjer se nanjo postopoma dodajajo
nukleotidi s fluorescenc¢no oznako. Zajemanje svetlobnega
signala na koncu vsakega dodanega nukleotida omogoca
dolocitev nukleotida, ki se je v tistem krogu vgradil v ve-
rigo. V kategorijo NGS uvrs¢amo tudi novejso, tretjo ge-
neracijo sekvenciranja, katere pomemben predstavnik je
sekvenciranje z nanoporami, ki prav tako pocasi postaja
sestavni del klini¢ne diagnostike. Tretja generacija sekven-
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ciranja omogoca veliko daljsa branja (> 10 kb) kot druga
(kamor spada Illumina) in sluzi kot komplementarna me-
toda v primerih, pri katerih je zmogljivost sekvenciranja s
sekvenatorji Illumina slabsa, npr. ponavljajo¢a zapored-
jain psevdogenti (4).

Cilj uporabe NGS v diagnostiki prirojenih bolezni je odkrit-
je ene ali ve¢ genetskih sprememb, ki bi nam pojasnile kli-
nicno sliko preiskovanca. Pod pojmom genetska sprememba
razumemo kakr$nokoli odstopanje od nukleotidnega zapo-
redja referencnega cloveskega genoma. Pri tem gre lahko za
manjse genetske spremembe, kot v primeru sprememb posa-
meznih nukleotidov (angl. single nucleotide variant, SN'V) in
kratkih insercij/delecij, ali vec¢je strukturne spremembe, kot
so duplikacije, translokacije, inverzije ter ve¢je insercije/dele-
cije. Vecina genetskih sprememb je benigne narave, nekate-
re pa lahko vodijo do nastanka patoloskih stanj. Pri iskanju
vzroc¢nih patogenih genetskih sprememb lo¢imo tri razlic-
ne pristope glede na obmodje, ki ga v genomu analiziramo:
analiza panela genov, sekvenciranje celotnega eksoma (angl.
whole exome sequencing, WES) in sekvenciranje celotnega
genoma (angl. whole genome sequencing, WGS). Vsak izmed
pristopov ima svoje prednosti in slabosti, v praksi se trenutno
najpogosteje uporablja sekvenciranje celotnega eksoma (5).

Analiza panela genov

Pri analizi panela genov pripravimo NGS knjiznico za
zgolj vnaprej izbrane gene, ki so povezani z opazovanimi
klini¢nimi znaki (npr. prirojena izguba sluha) (6). Z ome-
Jjitvijo na manjse Stevilo preiskovanih genov se zmanjsajo
stroski sekvenciranja, prav tako je enostavnejsa tudi na-
daljnja bioinformatska analiza rezultatov. Slabost tega
pristopa je moznost, da se vzroc¢ni gen ne nahaja v izbra-
nem panelu in ga tako v analizi ne bomo zajeli. Prav tako
lahko tezavo povzrocajo neklasicne kombinacije klinic-
nih znakov, kjer se pojavi dilema, panel katerih genov je
smiselno analizirati.

Sekvenciranje celotnega eksoma

Eksom obsega vse nukleotidne regije na DNA, ki kodira-
jo proteine v genomu, in predstavlja med 1 in 2 % celotne-
ga genoma. Pri WES se priprava NGS knjiznice iz panela
izbranih genov razsiri na vse eksonske regije v genomu. S
tem povecamo verjetnost, da bomo v analizo zajeli patoge-
no genetsko spremembo, hkrati pa je zaradi vecje velikosti
preiskovanega obmocja analiza drazja in zahtevnejsa (7).
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Sekvenciranje celotnega genoma

WGS dodatno poveca moznost za najdbo vzroc¢ne pato-
gene genetske spremembe, hkrati pa se pri WGS izogne-
mo stopnji obogatitve DNA knjiznice, zaradi ¢esar je glo-
bina branja skozi celoten genom enakomernejsa (8). WGS
omogoca tudilazjo dolocitev strukturnih genomskih spre-
memb, opredelitev mitohondrijskega genotipa na mitohon-
drijskem genomu, opredelitev ve¢jih sprememb v Stevilu
kopij odseka genoma in njihovih lomov. Njegova klju¢na
slaba lastnost je drazja in ¢asovno zamudnej$a analiza.

POTEK SEKVENCIRANJA S
TEHNOLOGIJO NGS

Izolacija DNA in priprava DNA knjiZnice

Priprava DNA knjiznice se nanasa na postopek priprave
vzorca DNA za izvedbo sekvenciranja. Zacetni material je
1zolirana DNA, pri cemer se za izolacijo najpogosteje upo-
rabljata periferna kriin slina. Ker tehnologija NGS temelji
na sekvenciranju kratkih fragmentov DNA, je treba narediti
fragmentacijo izolirane DNA, in sicer s fizikalnimi (npr. so-
niciranje) ali encimskimi metodami, medtem ko se kemicne
metode pogosteje uporabljajo za fragmentacijo RNA (9). Po
fragmentaciji naredimo selekcijo fragmentov dolzine 300
500 bp z metodo ¢is¢enja na paramagnetnih kroglicah. Pa-
ramagnetne kroglice glede na ionsko moc selektivno vezejo
nukleinske kisline po velikosti ter se tako uporabljajo za vi-
soko ucinkovite protokole izolacije in ¢is¢enja fragmentov
DNA. Po selekeiji velikosti fragmentov se z ligacijo ali ve-
rizno reakcijo s polimerazo (PCR) na obeh koncih posame-
znega fragmenta DNA pritrdita adapterska oligonukleotida
s tako imenovano »molekularno ¢rtno kodo«. Ta je sesta-
vljena iz unikatnega nukleotidnega zaporedja, ki v prime-
ru vzporednega sekvenciranja ve¢ vzorcev hkrati sluzi kot
identifikacijska regija za dolocitev, kateremu vzorcu pripada-
jo prebrana zaporedja DNA. Poleg molekularne ¢rtne kode
vsebuje adapter tudi regijo, ki omogoca pritrditev fragmen-
ta DNA na pretocno celico. Pojem DNA knjiznica se nana-
$a na skupek vseh fragmentov DNA posameznega vzorca
s pripetimi adapterji. Po pripravi DNA knjiznice za posa-
meznega preiskovanca je treba ovrednotiti kolicino, kako-
vost in dolzino pripravljenih fragmentov DNA. To obicaj-
no storimo z avtomatsko elektroforezo.

53

»



54

Obogatitev DNA knjiznice

Pri analizi izbranega panela genov in WES naredimo tudi
obogatitev DNA knjiznice, s katero v njej povecamo delez
fragmentov, ki pripadajo preuc¢evanim regijam v genomu.
To dosezemo bodisi s pomnozevanjem izbranih fragmen-
tov DNA s PCR ali z njihovo izolacijo preko hibridizacije
s komplementarnim zaporedjem (10). V primeru izvedbe
WES je priporocljivo, da obogatena DNA knjiznica poleg
eksonskih regij vsebuje tudi zacetni del nukleotidnega za-
poredja sosednjih intronov, saj se tu pogosto nahajajo ge-
netske spremembe, ki sprementijo proces izrezovanja (11).
Pomanjkljivost obogatitve DNA knjiznice je neenakomer-
na pomnozitev oziroma izolacija posameznih fragmentov
DNA, zaradi cesar tudi globina branja na razlicnih mes-
tith ni enakomerna. Obogatitev pri WGS ni potrebna, saj
dolo¢amo zaporedje celotnega genoma.

Sekvenciranije s tehnologijo lllumina

Fragmenti DNA ene ali vec¢ pripravljenih DNA knjiznic se
s pomnozevanjem preko mostov pritrdijo na pretocno ce-
lico, kjer nato poteka sekvenciranje. Ker je dobljena dolzi-
na zaporedja (100300 bp) obicajno krajsa od dolzine fra-
gmenta, dolo¢imo zgolj zaporedje njegovega 5° koncnega
dela. Sekvenciranje lahko nato ponovimo tudi na drugem
koncu komplementarne verige fragmenta DNA, s ¢imer
dobimo zaporedji parnih koncev (angl. paired-end read), ki
sta lo¢eni z vimesnim delom, kjer zaporedje ni doloceno (3).

BIOINFORMATSKA ANALIZA

Surovi podatki sekvenciranja zahtevajo nadaljnjo analizo
z razlicnimi bioinformatskimi orodji. Proces lahko razdeli-
mo v $tiri stopnje: dolocitev baz, poravnava zaporedij, do-
locitev genetskih sprememb in njihova anotacija.

Doloéitev baz

Dolocitev baz zaobjema pretvorbo signalov (npr. svetlob-
nih ali elektri¢nih), zajetih med sekvenciranjem v nukle-
otidno zaporedje. V primeru socCasne analize ve¢ vzorcev
je hkrati potrebno tudi razvrstiti, katera zaporedja pri-
padajo kateremu vzorcu. Pri tem so v pomoc¢ »moleku-
larne ¢rtne kode« ki se nahajajo na zacetku vsakega za-
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poredja (12). Razvrsc¢ena zaporedja so shranjena v obliki
datoteke formata FASTQ, ki poleg nukleotidnih zapore-
dij vsebuje tudi podatke o zanesljivosti dolocitve posame-
znih nukleotidov.

Poravnava zaporedij

Zaporedja posameznih fragmentov DNA sluzijo kot osno-
va za pridobitev celotnega zaporedja eksoma, genoma ali
panela genov. Sestavljanje zaporedja genoma de novo (tj.
brez uporabe referencnega genoma) je racunsko zahtevno
n zahteva vecjo koli¢ino generiranih podatkov (13), zara-
di cesar se obicajno za sestavo genomskega zaporedja upo-
rablja prileganje fragmentov DNA na referencni genom.
V ta namen so bila razvita razlicna orodja za prileganje,
ki vkljucujejo kombinacijo globalne in lokalne poravnave
(14). Rezultati poravnave so shranjeni v datoteki formata
BAM (angl. binary alignment map), ki za vsak posamezen
fragment DNA vsebuje podatke o mestu poravnave in mo-
rebitnih neujemanijth (15).

Dolocitev genetskih sprememb

Na podlagi poravnanih zaporedij in neujemanj z referenc-
nim genomom dolo¢imo prisotnost genetskih sprememb.
Te so zbrane v datoteki formata VCF (angl. variant call for-
mat). V njej sta med drugim za vsako genetsko spremem-
bo dolo¢ena njeno nahajalis¢e v genomu ter podatek, za
kaksno spremembo v zaporedju gre. Podan je tudi podatek
o vertikalni pokritosti oziroma globini branja, ki je opre-
deljena kot stevilo unikatnih fragmentov DNA, ki vsebu-
jejo dani nukleotid na nekem mestu v genomu (16). Vecja
kot je vertikalna pokritost genetske spremembe, vecja je
verjetnost, da je ta v genomu dejansko prisotna in ni zgolj
artefakt. Za dolocitev prisotnosti heterozigotnih genetskih
sprememb je okvirno potrebna vsaj desetkratna vertikal-
na pokritost posameznega nukleotida (17). V praksi se iz-
kaze, da je vertikalna pokritost nukleotidov skozi celoten
genom oziroma cksom neenakomerna, zaradi tega mora
biti povpre¢na pokritost genoma oziroma eksoma (tj. pov-
precna vrednost vertikalnih pokritosti posameznih nukle-
otidov v celotnem genomu oziroma eksomu) visja. S tem
dosezemo zadostno globino branj tudi v regijah z nizjo ver-
tikalno pokritostjo nukleotidov. Pri WGS, kjer je vertikal-
na pokritost razmeroma enakomerna, je priporocljivo, da
je povprecna pokritost genoma vsaj 30-kratna, pri WES,

kjer pokritost mocneje variira, pa vsaj 75—100kratna (11). »



Cle zelimo zaznati nizke stopnje mozaicizma ali heterop-
lazmije, mora biti povprecna pokritost genoma ustrezno
vi§ja. Poleg podatka o vertikalni pokritosti je informati-
ven tudi podatek o alelnem delezu genetske spremembe,
ki je opredeljen kot razmerje med vertikalno pokritostjo
dolocene genetske spremembe in celokupno vertikalno
pokritostjo mesta, kjer se ta nahaja. Iz alelnega deleza je
mozno sklepati, ali je neka sprememba homozigotna, he-
terozigotna ali je prisoten mozaicizem (18).

Anotacija genetskih sprememb

Postopek anotacije omogoca povezavo genetske spremem-
be z informacijami o njenem vplivu na delovanje organiz-
ma. Amerisko zdruzenje medicinskih genetikov (angl. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics, ACMG)
jeizdalo smernice, v katerih priporocajo petstopenjsko razvr-
$c¢anje sprememb glede na njihov klini¢ni pomen: patogena,
verjetno patogena, sprememba z neznanim klini¢nim pome-
nom, verjetno benigna in benigna (19). V kategoriji patoge-
nih (povzrocajo nastanek dolocene bolezni) in benignih (ne
povzrocajo nastanka bolezni) spadajo tiste genetske spremem-
be, za katere obstaja trdna znanstvena podlaga o njthovem kli-
ni¢nem pomenu, medtem ko v kategoriji verjetno patogenth
oziroma verjetno benignih spadajo tiste genetske spremem-
be, pri katerih lahko z vsaj 90odstotno gotovostjo trdimo o
njihovem klini¢cnem pomenu. Ce ni jasnih povezav s klini¢-
no sliko, se genetska sprememba razvrsca kot sprememba z
neznanim klinicnim pomenom. Ker je gotovost o povezavi
tezko kvantitativno oceniti, med posameznimi kategorijami
ni ostre meje. Prav tako lahko nova spoznanja privedejo do
ponovne razvrstitve posameznih genetskih sprememb. Naj-
pogosteje uporabljeni podatki za dolocitev kategorije vklju-
¢ujejo pojavnost genetske spremembe v splosni populacyi in
populaciji obolelih, funkcionalne studije, vrsto genetske spre-
membe in predviden vpliv, primerjavo z ze znanimi genet-
skimi spremembami in rezultate racunalniskih modelov (20).
T1 podatki se ¢rpajo iz objavljene znanstvene literature, po-
datkovnih baz ter rezultatov napovednih algoritmov. Popu-
lacijske podatkovne baze (npr. dbSNP, dbVAR in gnomAD)
vsebujejo podatke o prisotnosti in frekvenci genetskih spre-
memb v neki populaciji, vendar ni nujno, da vsebujejo podat-
ke o njihovem klini¢cnem pomenu (21-24). Kljub temu lahko
na podlagi podatka o frekvenci genetske spremembe o njeni
funkeiji deloma sklepamo, saj obicajno velja, da splosno priso-
tne genetske spremembe niso patogene. Drugi tip podatkov-
nih baz obsega baze patogenih genetskih sprememb (ClinVar,
OMIM, HGMD itd.) in tako vsebuje tudi podatke o njtho-
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vem klinicnem pomenu (25-27). Pri interpretaciji podatkov
1z podatkovnih baz je potrebna pozornost, v kaksni meri so

informacije posodobljene in podprte z zanesljivimi viri. Re-
zultate podatkovnih baz lahko kombiniramo z algoritmi, ki

skusajo napovedati vpliv neke genetske spremembe na izra-
zanje genov ter na funkcijo in strukturo izrazenih proteinov.
Najpogosteje so uporabljeni algoritmi za napoved posledic

na aminokislinski ravni (npr. PolyPhen-2, SIF'T in CADD),
kjer algoritem preveri, ¢e se prisotnost genetske spremembe

izrazi kot nesmiselna oziroma drugace smiselna aminokislin-
ska sprememba ali ¢e pride do spremembe bralnega okvirja

(28,29). Algoritem oceni vpliv aminokislinske spremembe na

podlagi njenega mesta znotraj proteina ter biokemijskih last-
nosti in evolucijske ohranjenosti mutiranega aminokislinskega

ostanka. Prav tako se uporabljajo algoritmi za napovedova-
nje mest izrezovanja intronov (npr. GeneSplicer), ki lahko na-
povejo pojav ali izgubo mest v prisotnosti neke genetske spre-
membe (30). Novejsa orodja poskusajo napovedati tudi vpliv
genetskih sprememb v nekodirajocih regijah (31). Obcutlji-
vost 1n specificnost napovednih algoritmov se razlikujeta od

primera do primera, v splosnem pa ti algoritmi se niso dovolj

zanesljivi, da bi jih lahko uporabili samostojno kot edini vir
informacije za napoved vpliva genetskih sprememb. Glede

na velik napredek napovednih algoritmov na sorodnih pod-
ro¢jih, kot je Alphalold za napovedovanje tridimenzional-
nih struktur proteinov (32), lahko pricakujemo, da bo v bliz-
nji prihodnosti uporaba strojnega ucenja in nevronskih mrez

tudi na podro¢ju napovedovanja vpliva genetskih sprememb

privedla do znatnih izboljsav napovedne moci (33).

Filtriranje genetskih sprememb

Za opredelitev vzrocne genetske spremembe oziroma genet-
skih sprememb, ki vplivajo na klini¢no sliko preiskovanca,
izberemo panel genov, ki so povezani s klinicnimi znaki. Pri
osnovanju panela si pomagamo z bazo podatkov Human
Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/) in Genomi-
cs England PanelApp (https://panclapp.genomicsengland.
co.uk/). Obe bazi podatkov sta razviti na podlagi medicin-
ske literature ter sorodnih portalov, kot so Orphanet, DE-
CIPHER in OMIM. Izbrani panel genov uporabimo za
filtriranje anotiranih genetskih sprememb. V naslednjem ko-
raku genetske spremembe filtriramo Se glede na prisotnost
v populaciji ter njihov polozaj v intronski, eksonski, promo-
torski ali regulatorni regiji. Osredotoc¢imo se na redke ge-
netske spremembe, ki so prisotne v eksonski, promotorski ali
regulatorni regiji, saj je vpliv intronskih sprememb obicaj-

no tezje razlozljiv. Izjema so ze znane opredeljene vzrocne »

35



56

intronske spremembe. Pri genih, ki se dedujejo avtosomno
dominantno, klini¢no sliko pojasnimo z opredelitvijo ene
heterozigotne patoloske ali verjetno patoloske spremembe.
Medtem ko v genih, ki se dedujejo recesivno, za pojasnitev
klini¢nega fenotipa opredelimo eno patolosko ali verjetno
patolosko spremembo v homozigotni obliki oziroma dve
heterozigotni spremembi, ki se nahajata na razli¢nih alelih.

Poroéanje nakljuénih najdb

Pri iskanju vzroc¢nih patogenih sprememb, ki bi pojasnile
klini¢no sliko, lahko bodisi po nakljucju ali nacrtno odkri-
jemo tudi druge patogene spremembe, ki pa niso povezane
z napotno diagnozo. Takim najdbam pravimo nakljuc¢ne
oziroma sckundarne (v primeru nacrtnega iskanja) in lah-
ko razkrijejo Ze obstojeco nediagnosticirano bolezen ali pa
povecano verjetnost za njen pojav v prihodnosti. Pri tem se
pojavlja dvom, kako v takih primerih ravnati ter kdaj o naj-
dbah preiskovanca obvestiti in kdaj ne. V ta namen je zdru-
zenje ACMG sestavilo seznam genov, za katere je priporocl-
Jjivo porocanje patogenih sprememb (34). Seznam ne vsebuje
vseh sprememb genov, pri katerih so patogene spremembe
povezane z razvojem razlicnih bolezni, temvec se pri uvrs-
¢anju genov na seznam ravnajo po ve¢ merilih. Glavno iz-
med njih je, da mora porocanje o najdbi omogociti ukrepe,
ki bi znatno zmanjsali obolevnost ali smrtnost brez preko-
merne obremenitve preiskovanca in zdravstvenega sistema.
Trenutni seznam vsebuje 81 genov, od katerih je najvec po-
vezanih z razvojem rakavih in kardiovaskularnih obolen.

POMANJKLIJIVOSTI NGS

Kljub temu da se je NGS uveljavila kot glavna metoda v
klini¢ni genetski diagnostiki, ima nekatere pomanjkljivo-
sti, ki zahtevajo uporabo dodatnih metod ter pozornost
pri interpretaciji rezultatov.

Doloéanje zaporedja problematiénih regij

Problemati¢no je predvsem dolocanje prisotnosti genetskih
sprememb v homolognih, repetitivnih ali z gvaninom in
citozinom bogatih obmocjih. Homologne regije zaradi
svoje medsebojne podobnosti predstavljajo oviro pri po-
ravnavi zaporedij, saj je véasih nemogoce nedvoumno do-
lociti, kateri regiji pripada neko zaporedje. Tako lahko v
primeru napacnega prileganja pride do pojava lazno po-
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zitivnih ali lazno negativnih rezultatov (35). Podobna te-
zava nastopi pri repetitivnih regijah, kjer je tezko doloci-
ti pravo mesto poravnave, ¢e zaporedje fragmenta DNA
vsebuje zgolj repetitivni element (36). Hkrati so repetitivne
in homopolimerne regije mocneje izpostavljene napakam
pri sekvenciranju in pomnozevanju s PCR, saj lahko pri-
de do zdrsa polimeraze (37). Slabsa kakovost rezultatov je
tudi v regijah, bogatih z gvaninom in citozinom, kjer po-
gosteje pride do napac¢ne dolocitve baz (38).

Doloéanije strukturnih sprememb in
sprememb v §tevilu kopij

Medtem ko se NGS razmeroma dobro odreze pri dolocanju
SNV in kratkih insercyj oz. delecij, je dolocevanje vecjih kom-
pleksnih strukturnih sprememb in sprememb v Stevilu ko-
Py (angl. copy number variant, CN'V) zahtevnejse (39). Raz-
log je predvsem kratka dolzina prebranih fragmentov DNA,
ki jih je v primeru ve¢jih sprememb tezko pravilno prilega-
ti na genom. Opredelitev takih genetskih sprememb lahko
olajsajo uporaba podatkov o globini branja prebranih zapo-
redyj, sekvenciranje parnih koncev fragmentov DNA ali pa
poravnava zaporedij de novo brez uporabe referenc¢nega ge-
noma (40, 41).

Uspesnost dolocanja genetskih sprememb v zahtevnejsih re-
gijah lahko izboljsamo s so¢asno uporabo sorodnih metod.
V nekaterih primerih lahko zaporedje problematicnih regij
uspesno dolo¢imo s sekvenciranjem po Sangerju (42). Prav
tako lahko posamezno regijo pred sekvenciranjem specific-
no pomnozimo s PCR, s ¢imer pove¢amo globino branja
in se izognemo napacnemu prileganju na homologne regi-
je (35). V zadnjem casu se vse pogosteje uporabljajo tehni-
ke tretje generacije sekvenciranja, ki s svojo dolgo dolzino
branja olajsajo dolocanje strukturnih sprememb in zapore-
dij v problemati¢nih regijah (4).

KLINICNI PRIMER

Kot oris uporabe NGS sekvenciranja v klini¢ni diagnostiki
prirojenth bolezni je naveden primer bolnika s prirojeno ka-
tarakto. Ker je bil bolnik na intenzivni enoti, je bilo naroce-
no nujno genomsko sekvenciranje. Iz krvi smo izolirali DNA
in pripravili DNA knjiznico celotnega genoma. DNA smo z
metodo sonikacije fragmentirali ter na oba konca fragmen-

tirane DNA ligirali adapterske oligonukleotide s tako imeno-  »



vano »molekularno ¢rtno kodo«. Po pripravi DNA knjiznice
smo izvedli sekvenciranje s sekvenatorjem Illumina Nova-
Seq6000. Po koncanem sekvenciranju smo naredili bioin-
formatsko analizo, pri kateri smo s pretvorbo svetlobnih si-
gnalov v zaporedje baz dolocili nukleotidno zaporedje vsch
fragmentov DNA ter na podlagi »molekularne ¢rtne kode«
dolocili branja, ki pripadajo preiskovanemu bolniku. S speci-
ficnimi bioinformatskimi orodji smo prilegali izbrana branja
na humani referencni genom. Sledila je dolo¢itev genetskih
sprememb, ki se razlikujejo od referen¢nega genoma ter ano-
tacija le-teh. Pri analizi genetskih sprememb smo pregledali
izbrani panel genov, povezanih z izrazenim klini¢nimi znaki.
Po izlocitvi intergenskih in intronskih sprememb smo v genu
ATADS3A, ki kodira mitohondrijsko membransko ATPazo,
nasli tri heterozigotne spremembe, ki jih v splosni populaciji
ni ali pa so zelo redke in prisotne s frekvenco manj kot 0,1 %
(gnomAD). Sprememba ¢.57C>G (NM_001170535) se nahaja

NM_001170535.3:c.220C>G
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57 nukleotidov pred start kodonom gena ATAD3A in lahko

potencialno vpliva na u¢inkovitost promotorja ter tako na iz-
razanje gena, vendar njena bioloska funkcija ni znana. Spre-
memba ¢.229C>G (rs138594222) povzroci zamenjavo levein-
skega ostanka na mestu 77 z valinskim (p.Leu77Val) in je v

podatkovni bazi HGMD opisana kot patoloska, saj povzro-
¢ delno izgubo funkcije proteina ATAD3A (43). Spremem-
ba ¢.282+484 444+227del predstavlja 1,4 kb veliko delecijo,
ki zajema eksona 3 in 4 gena ATAD3A (Slika 2). Spremem-
ba je opisana v bazi ClinVar kot patogena delecija. Z analizo

sekvenciranja genoma smo opredelili dve patoloski spremem-
bi, ki predstavljata verjeten vzrok za opazene klini¢ne znake.
Za natancnejso opredelitev povezave opisanih sprememb z

izrazenimi klinicnimi znaki bolnika smo opravili tudi anali-
zo druzinske segregacije opisanih genetskih sprememb in po-
trdili, da se patoloski spremembi nahajata na razlicnih alelih.

NM_0011/0535.3:¢.282+184_444+22/del {1,4kb delecija)
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Slika 2: Slika spremembe ¢.229C>G (NM_001170535) in 1,4 kb delecije c.282+484_444+227del (NM_001170535) iz interaktivhega
genomskega pregledovalnika IGV (angl. Integrative Genomics Viewer). Prikazan je izbrani odsek na humanem genomu, kjer se nahajata
obe omenijeni genetski spremembi. Zgornje sivo podroéje prikazuje vertikalno pokritost, spodnie sive érte pa prikazujejo posamezne fragmente
DNA. Rdece &rte predstavljajo fragmente DNA, kier se nahaja delecija ¢.282+484_444+227del (NM_001170535). Rdege-modra navpi¢na érta na
zgornjem sivem podroéju predstavlja nukleotidno spremembo ¢.229C>G (NM_001170535).

Figure 2: Figure of variant ¢.229C>G (NM_001170535) and 1.4 kb deletion ¢.282+484_444+227del (NM_001170535) from IGV
(Integrative Genomics Viewer). A selected section of the human genome is shown, where both changes are located. The upper grey area

shows vertical coverage, while the lower grey lines show individual DNA fragments. The red lines represent the fragments where the deletion
€.282+484_444+227del (NM_001170535) is located. The red-blue vertical line in the upper grey area represents the nucleotide change ¢.229C>G

(NM_001170535).
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ZAKLJUCEK

Prihod NGS je v diagnostiki prirojenih bolezni omogocil
premik od zamudnega ciljnega iskanja vzro¢nega gena do

hitre analize celotnega genoma, zaradi cesar se je uspesnost
iskanja genetskega vzroka bolezni moc¢no izboljsala. Poleg
hitrejse in celovitejse analize je NGS mocno pospesil tudi
pridobivanje informacij o ¢loveskem genomu, zaradi cesar
poznamo cedalje vec genetskih sprememb ter njihov vpliv
na razvoj bolezni. Skupaj z razvojem sekvenciranja so se
razvila tudi Stevilna bioinformatska orodja, ki omogoca-
jo obdelavo ogromne kolicine podatkov, ki jih pridobimo

z NGS. Kljub uspesnosti sekvenciranja s tehnologijo Illu-
mina pri dolocanju krajsih sprememb, se ta slabse obnese
pri daljsih strukturnih spremembah. V teh primerih se kot
resitev kaze prihod tretje generacije sekvenciranja z dol-
gimi branji. V bliznji prihodnosti pa nas verjetno caka se
naslednji preboj, ki ga bo prinesla vpeljava umetne inteli-
gence pri napovedovanju posledic genetskih sprememb na
izrazanje in delovanje proteinov, s ¢imer bo mocno olaj-
Sana anotacija sprememb, ki je pogosto ozko grlo analiz.
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