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Doporuceni Eurogentestu pro diagnostické NGS
Spiros Tavandzis a kolektiv

Text byl prevzat a upraven zorigindlu ,Guidelines for diagnostic next generation sequencing,
Eurogentest 2014“. Pteklad byl pfedevsim vyuZit pro validaci NGS platformy, nékteré casti textu byly
vynechdny. Prosime proto ¢tendre, aby text povazovali za strucny prehled doporuceni. Budeme radi
za Vase komentare (spiros.tavandzis@lag.agel.cz).

Slovnik zakladnich pojma:

diagnostickd vytéZnost (diagnostic yield)- pravdépodobnost, Ze bude nalezena varianta asociovana
s onemocnénim a Ze bude moci byt stanovena diagndza. Jeji hodnota je uréovana na zakladé souboru
vysetfovanych pacientd. Stanovuje vykonnost NGS predevsim z klinického hlediska.

klinicky cil - oblast zajmu (region of interest - ROIl) — slouZi k vymezeni vykazovaného rozsahu a
navrhu dg. testu

vykazovany rozsah — oblast klinickych cild (ROIs), kterou Ize spolehlivé sledovat napf. bez drop outd
apod.

technicky cil (technical target) — podil duplikatd, mnozZstvi dat, pokryti, pocet cluster( atd.

pokryti (coverage) — pocet identifikaci konkrétni baze na konkrétni pozici

calls - identifikace baze na konkrétni pozici

Informativni pokryti (informative coverage - IC) - podil cile, u néhoZ muze byt spolehlivé stanoven
genotyp. Lisi se od bézného (hrubého) pokryti.

pipeline - bioinformaticky analyticky postup

sekunddarni nalez - nalez v genu, ktery neni zapojen v etiologii testovaného onemocnéni, ale je
soucasti panelu

nevyzadany nalez - nalez zachyceny v genu zapojeném v etiologii testovaného onemocnéni, nejedna
se vsak o klicovy gen

klicové geny (core genes) — klinicky relevantni geny, geny prokazatelné asociované s danym
onemocnénim

Prohlaseni:
1.01: NGS by nemélo byt zavedeno do klinické praxe bez pfipustné validace provedené v souladu
s noveé vznikajicimi doporucenimi.

1.02: Laboratof musi jasné deklarovat, Ze nabizeny test diagnézu vylucuje nebo potvrzuje.

2.01: Cil a pfinos testu by mély byt projednany na zacatku validace. Shrnuti cile a pfinosu by mélo byt
soucdsti validacni zpravy.

2.02: Pokud laboratof zvaZuje zavedeni NGS do diagnostiky, méla by nejprve posoudit jeho
,diagnostickou vytéznost”

2.03: Pro diagnostické ucely by mély byt v analyze zahrnuty pouze geny se znamym vztahem (t.j.
publikovanym a potvrzenym) mezi aberantnim genotypem a patologii daného onemocnéni.
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2.04: Klinickymi a laboratornimi odborniky by mél byt vytvoren ,seznam klicovych genti daného
onemocnéni” z nékolika divod: pro Ucely porovnani, zabranéni nezodpovédnému/nespolehlivému

testovani, prospésnost pro pacienta.

2.05: Porovnani nabidek diagnostického testovani mezi laboratofemi by mél umoznit jednoduchy
hodnotici systém na zakladé pokryti a diagnostického pfinosu (vytézku).

3.01: Laboratof musi pro kazdy NGS test uvadét: onemocnéni, na které/ktera je test zaméren; nazvy
testovanych gen(; jejich vykazovany rozsah; analytickou citlivost a specificnost testu; a pokud je to
mozné i onemocnéni, ktera nejsou ke klinickému fenotypu relevantni, kterd by ale mohla byt
zpUsobena mutacemi v testovanych genech.

3.02: Aby se sniZila moZnost sekundarnich nalezi, mély by se diagnostické laboratofe ve svych
analytickych postupech soustiedit na to, jaké geny jsou soucasti panelu, a na jejich odpovidajici
validaci.

3.03: Laboratore by mély poskytovat informace o mozZnosti nevyzadanych nalezd.

3.04: Pokud se klinické centrum nebo laboratof rozhodne pacientdm podavat informaci o
prenaselstvi u nesouvisejiciho onemocnéni a o sekunddrnich ndlezech, mély by zavést tzv. opt-
in/opt-out protokoly s veskerymi nalezitostmi.

3.05: Pacientovi by méla byt jasna pravidla o poskytovani nevyzadanych a sekundarnich nalez( dané
laboratore.

3.06: Doporucuje se poskytnout pacientovi informace pisemné formou letdku, nebo online na
webovych strankach.

4.01: VSechna méfeni kvality pouZivand pfi NGS diagnostickych postupech by méla byt presné
popsana.

4.02: Diagnostické laboratofe musi zavést strukturovanou databazi relevantnich méreni kvality v
ramci (i) vSech typu platforem (ii) vSech typ( testd (iii) a vSech zpracovanych vzorkd.

4.03: Soucasti nastaveni celé metody musi byt i jednoznacna identifikace vzork(l a moznost sledovani
(z hlediska nezaménitelnosti vzork(, v origindle zminuji vyuziti carovych kod() v celém priibéhu jejich
zpracovani. Tyto aspekty musi byt zahrnuty ve validaci platformy.

4.04: Presnost a preciznost (accuracy and precision) by mély byt soucdasti obecné validace platformy.
Validace nemusi byt pro jednotlivé metody nebo testy opakovana.

4.05: Bioinformaticka analyza musi byt upravena pro konkrétni pouZitou technickou platformu.

4.06: Analyticka citlivost a specificita musi byt v prlibéhu validace analyzy stanoveny samostatné pro
kazdy typ varianty.

4.07: Diagnostickd laboratof musi validovat vSechny ¢asti bioinformatického analytického postupu
pomoci standardizovanych datovych soubord kdykoli, kdy jsou implementovany relevantni zmény —
nové verze, aktualizace (plati pro verejné online nastroje i komercni softwarové baliky).
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4.08: Diagnosticka laboratorf musi pouzivat strukturovanou databazi vSech relevantnich variant
s aktudlnimi anotacemi.

4.09: Diagnosticka laboratotr musi zafidit dlouhodobé ulozeni vSech relevantnich dat.

4.10: Béhem vyvoje testu musi byt definovan ,vykazovany rozsah”, coz je ¢ast ,regions of interest”
(ROLI), pro kterou je spolehlivé generovan urcity pocet ,volani“ (,calls, VCF). Vykazovany rozsah by
mél byt k dispozici [ékafiim (napf. ve zpravé, nebo online).

4.11: Pozadavky na ,,vykazovany rozsah“ zavisi na cili testu.

4.12: Kdykoliv dojde k dalezitym zméndm v metodé, musi byt zkontrolovany parametry kvality a
reanalyzovany vzorky. Laboratof by méla predem stanovit jaké vzorky a kolik jich bude reanalyzovano

pokud k aktualizaci metody dojde.

5.01: Zprava z NGS testovani by méla na jedné strance obsahovat identifikaci pacienta, diagndzu,
strucny popis testu, shrnuti vysledk( a hlavni nélez.

5.02: Drive, nez laboratof poskytne analyzu tohoto typu, méla by nastavit a zdokumentovat pravidla,
podle kterych bude reportovat genomické varianty. Pravidla by méla byt v souladu s mezindrodnimi

doporucenimi.

5.03: Udaje o variantach nejasného vyznamu (VUS, UV) musi byt shromazdovany z divodd piipadné
definitivni klasifikace jejich vyznamu.

5.04: Laboratofe by mély mit pred spusténim testu jasné definovany postup/protokol pro pripad
reseni nevyzadanych a sekundarnich nalez(.

5.05: Neocekdva se, Ze by laboratof systematicky re-analyzovala stard data a reportovala nové
nalezy, a to ani v pfipadé, Ze dojde ke zménam v panelech klicovych gen0.

5.06: Laboratof musi vytvofit vlastni databaze variant pro onemocnéni, jejichz testovani nabizi, aby
byla schopna varianty vyhodnocovat.

6.01: Diagnosticky test je jakykoliv test provadény za uUcelem odpovédi na otdzku souvisejici se
zdravotnim stavem pacienta.

6.02: Vyzkumny test je zaloZen na hypotéze a vysledek muiZze mit pro pacienta zapojeného do
projektu omezeny klinicky vyznam.

6.03: Vysledky diagnostického testu mohou vést k hypotéze.

6.04: Diagnostické testy, jejichz primdrnim cilem je hledani diagndzy konkrétniho pacienta, by mély
byt provadény akreditovanymi laboratofemi.

6.05: Pred predlozenim vysledk( vyzkumu indikujicimu lékafi a/nebo pacientovi (klientovi), musi byt
tyto vysledky potvrzeny v akreditované laboratofi.

6.06: Frekvence vsech variant, které jsou detekovany sekvenovdnim vzork(l zdravych jedincu
v diagnostickém a/nebo vyzkumném rezimu, by mély byt sdileny.
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6.07: VSechny varianty uvddéné ve vysledkovych zpravach by mély byt sdileny v regiondlnich,
narodnich i mezinarodnich databazich.

Kapitola 1: Obecny uvod

1.1 Uvod

Prohlaseni 1.01: NGS by nemélo byt zavedeno do klinické praxe bez odpovidajici validace
provedené v souladu s nové vznikajicimi doporucenimi.

At uzZ je cilem diagnostického testu vyloucit, nebo potvrdit diagndézu, je nutno tuto skutecnost
definovat predem, protoze se jednd o vyznamny rozdil. Rozdil je predevsim v kompletnosti testu a
podminuje nejen rdzna nastaveni, ale predevsim jiny pohled na diagnostiku.

Pokud je provadéno NGS subdodavatelem (jako servisni sluzba), je esencidlni dosahnout stejnych
podminek kvality, jako v pfipadé in-house sekvenovani. Doporucujeme, aby byl poskytovatel takové
sluzby akreditovany oprdvnénym akreditacnim institutem, a aby byla servisni smlouva jasné
definovana a navrzena tak, aby garantovala provedeni testovani v souladu s akreditacnimi standardy
pro diagnostické testovani (ISO 15189).

Cely tento text Doporuceni se v podstaté zabyva NGS testovanim v souvislosti se vzacnymi a vétsSinou
monogennimi nemocemi. Aplikovatelné je i na somatické testovani v souvislosti s nadorovym
onemocnénim. Testovani somatickych variant ale vyZaduje dalSi parametry kvality, jako je prdh
detekce, coz se obecné u varianty testované vgerminalni linii neresi. Tento dokument tuto
problematiku nezminuje.

Doporuceni se zabyva hlavné analyzou pomoci panelli genll a to specifickou capture assay, nebo
exomovym sekvenovanim. Dlvody tohoto pfistupu byly neddvno publikovany jinde a nebudou zde
opakovany (Rehm 2013). Pro celogenomové sekvenovani (whole genome sequencing, WGS) jsou tato
doporuceni v zasadé také platna, je ale nutné je odpovidajicim zplisobem rozsifit.

Vyuziti NGS pro urcovani rizikovych faktord u multifaktoridlnich onemocnéni neni v soucasnosti
klinicky akceptovana praxe. Proto ani neuvadime specifika pro nabizeni takového druh testovani.

Prohladseni 1.02: Laboratof musi jasné deklarovat, Ze nabizeny test diagnézu vylucuje nebo
potvrzuje.

Takové rozliseni je dlleZité a zarucuje odlisSné nastaveni a rozdilny pohled na diagnostiku. Podobng,
pokud laboratofe nabizi somatické testovani pomoci NGS, mély by byt jasné definovany limity této
metody.

1.2 Vyvoj doporuceni pro diagnostické vyuziti

1.2.1 Rozsah

Platforma masivniho paralelniho sekvenovani je pouzivana pro razné aplikace. V rdmci diagnostiky
rozliSujeme nasledujici NGS assaye:

- mutation scanning (vyuziva se pro konkrétni gen nebo malou skupinu genu).
- mutacéni screening pomoci ,target capture” nebo amplikonovym sekvenovanim zndmych gend.

4
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- exomové sekvenovani by mélo byt rozdéleno na dvé odlisné aplikace. Prvni je cilend analyza
zndmych gen(, kdy jsou pokyny stejné jako v ptipadé cileného mutaéniho screeningu s vyjimkou
v pfipadé nevyzadanych vysledkl — v informovaném souhlasu to musi byt popsano rozsahleji. Druha
aplikace je identifikace novych genetickych poruch, coz podle nas z vétsi ¢asti zlstava v oblasti
vyzkumu hlavné v pfipadé, kdy geny, ve kterych byla varianta nalezena, nebyly s konkrétnim
onemocnénim dfive spojovany; t.j. je obtizné takovou podrobnou analyzu v diagnostice nabizet.
Vyjimkou z takového postoje je exomové sekvenovani pacient + rodic¢e z dlvodu identifikace de novo
vad.

-,mendeliomy” (kombinace cileného a exomového testovani)

- celogenomové sekvenovani (Whole genome sequencing — WGS)

“«

Kazda platforma ma svd technickd omezeni (Buermans a den Dunnen, 2014) i konceptudlni limity —
napf. trinukleotidové repetice nemohou byt sekvenovanim a mapovanim kratkych Usek( detekovany.
Tato doporuceni ale nepopisuji jednotlivé platformy a jejich specifické technické parametry.
Laboratof musi tato omezeni a limity zndt a v rutinnim diagnostickém testovani zohlednit.

O limitech daného diagnostického testu je dulezité informovat klienty (klinické pracovniky).

1.2.2 Metody
- neprelozeno, obsahuje vycet dalSich starSich doporuceni

1.2.3 Limity

Tato doporuceni nehodnoti vyhody a nevyhody diagnostiky s pouzitim ,target capture assay” vs.
exomové sekvenovani. Je odpovédnosti diagnostické laboratore toto vyhodnotit a obhdjit v detailni
validaéni zpravé, pred zavedenim metody. Tato doporuceni jsou obecnd — neni moziné popsat
vSechny oblasti aplikace do vSech moznych detaild.

Doporuceni jsou vysledkem diskuze relativné malé skupiny expert(, ktera nebyla tvorena zastupci
vSech subjektl. Nicméné ambici téchto doporuceni je, aby byla pfevzata narodnimi akreditacnimi
institucemi k doplnéni normy I1SO 15189.

1.2.4 Pfinos EuroGentestu
- nepreloZeno

1.3 Hlavni body dokumentu

1. Doporuceni zdlraznuji povinnost laboraore pred zahdjenim nabidky NGS diagnostického testu,
definovat jeho diagnostickou vytéznost

2. Nejdlezitéjsim novym prvkem tohoto dokumentu je navrh na hodnoceni riznych NGS test( jako
typy A, B nebo C v zavisloti na jejich kvalité a komplexnosti

3. Autofi navrhuji standardizaci parametrQ kvality s vyuZitim ,,vykazovaného rozsahu”

4. Laboratof musi pfijmout opatteni, kterd umozni vyporadat se s dalSimi zvlastnostmi, které jsou
dané povahout NGS testovani, jako jsou sekunddrni a nevyzadané ndlezy nebo zjiSténi prenasecstvi u
recesivnich nebo X-vdzanych onemocnéni.

Je nad ramec Ukolli vedoucich laboratofi definovat, jaky by mél byt obsah a vyuZiti informovaného
souhlasu. Proto je vtomto dokumentu uvedeno, Ze neni zodpovédnosti laboratofe informovany
souhlas poskytovat ani uchovavat.

5. Doporucuje se striktné rozliSovat mezi diagnostikou a vyzkumem, presto, Ze se tyto rozdily diky
NGS technologii stiraji.
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Kapitola 2: Diagnostické/klinické vyuZiti

2.1 Uvod

Vyhody zavedeni NGS do rutinni diagnostiky jsou v testovani mnoha gend najednou v relativné
kratkém case za relativné nizkou cenu, ¢imz Ize pokryt vice diagnéz najednou, a to exomovym nebo
genomovym sekvenovanim, nebo cilenou analyzou vybrané skupiny gend.

Vtextu je sloZité popisovano, Ze v pripadé cilené analyzy ma panel genl bud obsahovat geny
asociované s danym onemocnénim (klicové geny), nebo maji byt geny asociované s konkrétnim
onemocnénim vyfiltrovany v pribéhu bioinformatické analyzy.

Dale z dvodu porovnatelnosti nabidky jednotlivych laboratofi navrhuji autofi pro diagnostické NGS
testy zavedeni tzv. ,rating scheme” pro jehoz vytvoreni je nutna narodni i mezinarodni spoluprace.

2.2 Hlediska a priklady

2.2.1 Limity NGS a diagnosticka vytéZnost

Limity NGS zavisi na platformé a obohacovaci metodé - enrichmentu (pokud je pouZzita). Enrichment
zaloZzeny na PCR je citlivy na alelické dropouty zplsobené SNPs v misté nasedani primerd, ale je
levnéjsi a méné pracny a snadno aplikovatelny na maly pocet pacientl nez metody zalozené na
capture. Capture assay nemaji takovy problém s alelickym dropoutem, ale neporadi si dostatecné
s oblastmi bohatymi na GC. WGS je méné zatizeno alelickym dropoutem, ale vyZaduje vysokou
sekvenacni kapacitu ndhradou za nizsi coverage, atd.

Prohlaseni 2.01: Cil a pfinos testu by mély byt projednany na zacatku validace. Shrnuti cile a
pfinosu by mélo byt soucasti validacni zpravy.

Prohlaseni 2.02: Pokud laboratof zvaZuje zavedeni NGS do diagnostiky, méla by nejprve posoudit
jeho ,diagnostickou vytéznost”

"Diagnosticka vytéZnost" je definovana jako pravdépodobnost, Ze bude nalezena varianta asociovana
s onemocnénim a Ze bude moci byt stanovena diagndza. Jeji hodnota je uréovana na zakladé souboru
vySetfovanych pacientli (Weiss, Van der Zwaag et al., 2012). Stanovuje vykonnost NGS z klinického
hlediska. , Diagnostickou vytéZnost” neni jednoduché urcit, protoze definovat soubor pacient(l pro
danou diagndzu nebo klinicky pozadavek m(ze byt komplikované. MizZe byt ale vyuzZita literatura a
porovnani s existujicimi technikami (Neveling et al., 2013).

Na zakladé ,diagnostické vytéznosti“ by mél byt vytvoren ,seznam klicovych gent“ a , diagnosticka
cesta/smérovani“. , Diagnostickd vytéznost” neni parametr kvality laboratore, témi jsou citlivost a
specificita.

2.2.2 Seznam klicovych gent

Vytvdfené panely pro konkrétni onemocnéni maji obsahovat geny, které jsou prokazatelné
zodpovédné za vznik onemocnéni. Tyto geny lze oznacit jako klicové. Dobrovolné Ize do panelu
zaradit také geny, které s danym onemocnénim souviseji ,méné”.

Prohlaseni 2.03: Pro diagnostické ucely by mély byt v analyze zahrnuty pouze geny se zndmym
vztahem (tj. publikovanym a potvrzenym) mezi aberantnim genotypem a patologii daného
onemocnéni.
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Dalsi véc je nastaveni standardu pro coverage a citlivost. Mélo by byt uréeno, pro které geny plati
stejnd analytickd citlivost jako v pfipadé Sangerova sekvenovani. Pfi prechodu ze Sangerova
sekvenovani na NGS by neméla byt analyticka citlivost vySetfeni pro dany gen sniZena. Pfidani dalSich
genl do panelu bude samoziejmé zvysSovat ,diagnostickou vytéZnost”, ale nemélo by to byt na ukor
ztrdt mutaci, které by byly dfive detekovany.

Je nezbytné, aby byly useky s nizkym pokrytim dovySetfeny jinou metodou — napf. Sangerovym
sekvenovanim. Pokud ale v Usecich, které maji nizké pokryti (a byly dosekvenovany Sangerem),
nebyla u stovek aZ tisicl pripadd identifikovdana Zadnd mutace, nema smysl takovy Uusek
dosekvenovavat. Laborator ale musi tuto skutecnost doloZit na zakladé vlastnich zkuSenosti nebo na
zakladé publikovanych dat.

Vzrlstajici detekéni pomér (zachytnost) je pfi definovani seznamu klicovych genll a vyporadani se
s nepokrytymi useky hlavnim faktorem.

V souhrnu lze konstatovat, Ze predstavy o seznamu kli¢ovych gen( jsou nasleujici:

- seznam musi podstatnou mérou prispét ke kvalité Zivota pacienta a proto musi byt geny
vybrany peclivé

- byl by prijatelny dvoustupnovy systém, kde jsou nékteré geny zkoumany podrobnéji (jinymi
slovy, s vice kompletnim pokrytim) nez jiné

- seznam nesmi plsobit na uUcinnost poskytované sluzby tj. pfilis horlivé testovani neni
uzZite€né

- pouziti paneld klicovych genli musi vést k lepsi diagndze skupiny onemocnéni, pokud ne, pak
nema klinickou prospésnost

Prohlaseni 2.04: Klinickymi a laboratornimi odborniky by mél byt vytvoren ,,seznam klicovych gent
daného onemocnéni“ z nékolika divoda: pro ucely porovnani, zabranéni
nezodpovédnému/nespolehlivému testovani, prospésnost pro pacienta.

Nabizené testy by mély byt klinicky relevantni.
2.2.3 NGS vs. jiné techniky: , diagnosticka cesta/sméfovani“

,Diagnosticka cesta/smérovani“ vyjadruje cely diagnosticky pfistup laboratofe k danému genu. Zda-li
jej vysettfuje pomoci NGS, dosekvenovava oblasti s nizkou coverage, dovysetfuje gen metodou MLPA,
CGH array, WGS atd. Diagnosticky test by mél byt tvoren NGS s naslednym dovysetienim.

Laboratore budou aplikovat r(izné (technické a diagnostické) nastaveni NGS testll, a to i bez ohledu

na pokyny. Existuje totiz stale pfiliS mnoho proménnych, které nemohou byt prikazovany

prostfednictvim normativnich pokynd. Proto navrhujeme jednoduchy systém hodnoceni (laboratofe
typu A, B, C) pro NGS diagnostiku, ktery bude zarukou spravedlivého hodnoceni a snadného
porovnani nabidek rdznych laboratofi.

1. Test typu A: Laboratof zarucuje >99% spolehlivost identifikace bazi (calls) referencni sekvence
nebo variant v kédujici oblasti a pfilehlych intronovych sekvencich, kompletné dosekvenovava
vypadky Sangerovym nebo srovnatelnym sekvenovdnim a v zavislosti na pouzité platformé
provadi dalsi analyzy, napfiklad dosekvenovani homopolymernich oblasti. Toto je nejvyssi
Uroven presnosti, kterou mlze laboratof v souc¢asné dobé u NGS nabidnout.

2. Test typu B: Laborator pfesné udava, které Useky jsou sekvenovdny s >99% spolehlivosti ,calls”
reference nebo zjisténych variant, a nékteré mezery dosekvenovava Sangerovym nebo
srovnatelnym sekvenovanim. Tento typ testu je moZné pouzit pro potvrzeni diagndzy, ale pro
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jeji vylouceni nikoli. V testu tupu B budou klicové geny komplexné pokryty, jak bylo uvedeno
v kapitole 2.2.2
3. Test typu C: se spoléha pouze na kvalitu NGS, 7adné dodatecné Sangerovo (nebo jiné)
sekvenovani neni nabizeno. Na pfiklad, pokud je panel gen( vybran na zakladé dat z exomového
sekvenovani, bez doplnéni analyzy dalSim sekvenovanim. Test typu C nebude splfiovat kritéria
,Panelu klicovych gen(l“, ale laboratof presto musi specifikovat hodnotitelny rozsah NGS.
Doplnénim MLPA nebo jiné nezavislé metody lze dale zvysit citlivost testu, ale to patfi do
,diagnostické cesty/smérovani“ spiSe nez do hodnoticiho systému, ktery je minén pro NGS a
sekvenovani.

Prohlaseni 2.05: Porovnani nabidek diagnostického testovani mezi laboratofemi by mél umoznit
jednoduchy hodnotici systém na zakladé pokryti a diagnostického vytézku.

Navrhujeme, aby laboratofe informovaly o typu provadéného testu ve svych zprdvach a na
webovych strankach, aby mohli pacienti a indikujici 1ékafi tyto testy a jejich ceny porovnat mezi
jednotlivymi laboratofemi.

EuroGentest tvofi databazi NGS panel(, kterd bude pravdépodobné dostupnd na Orphanetu.
Databaze by mohla hodnotici systém prevzit pro zjednodSeni porovnavani laboratoti

2.3 Srovnani s dalSimi doporucenimi
- neprelozeno

Kapitola 3: Informovany souhlas a informace pro pacienta a Iékaie

3.1 Uvod

Informovany souhlas je zaklad genetického testovani (Sequeiros et al., 2010), stejné tak konzultace
pred testovanim. Jeho zavedeni je doporuceno vzemich, kde neni nutny ze zadkona, z dlvodu
moznych nevyzadanych nalez(. V zemich, kde je souhlas povinny, musi byt upraven pro NGS analyzu.

3.2. Stanovika a priklady

3.2.1. DUsledky rtiznych NGS testt

Dopady diagnostického testovani zalozeného na NGS zavisi na postupu, platformé, filtrovacich
procesech a ukladani dat v laboratofi. Indikujici 1ékaf je zodpovédny za predani informace o testu
pacientovi, proto by mél byt plné informovany o omezenich a moZnych neocekavanych dopadech
genetického testovani. Pokud je nabizen panel gend, pak je vyzadovana znalost gend zahrnutych
v tomto panelu.

Prohlaseni 3.01: Laboratof musi pro kazdy NGS test uvadét: onemocnéni, na které/ktera je test
zaméren; nazvy testovanych gen; jejich vykazovany rozsah; analytickou citlivost a specifi¢nost
testu; a pokud je to moZné i onemocnéni, kterd nejsou ke klinickému fenotypu relevantni, ktera by
ale mohla byt zplisobena mutacemi v testovanych genech.

Disledky testu zaloZeného na NGS vychazi predevSim z mozZnosti vyskytu nevyZadanych a
sekundarnich nalez(l. NevyZadané nalezy jsou zachyceny vgenech spojenych s testovanym
onemocnénim, sekundarni ndlezy jsou detekovany vgenech, které s etiologii testovaného
onemocnéni nesouvisi.
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Prohlaseni 3.02: Aby se sniZila moZnost vyskytu sekundarnich nalezi, mély by se diagnostické
laboratofe ve svych analytickych postupech soustfedit na to, jaké geny jsou soucasti panelu a na
jejich odpovidajici validaci.

MozZnost nevyzadanych ndlezl v panelu gend je velmi nizka a je zavisla hlavné na zafazenych genech.
Nékteré geny, Ci specifické sekvencni varianty, v panelu genli mohou souviset s onemocnénimi, ktera
neodpovidaji klinickému fenotypu. V takovych pripadech se nelze sekundarnim naleziim vyhnout. U
recesivnich onemocnéni mohou byt navic detekovany heterozygotni mutace, ¢imz dojde k odhaleni
prenasece onemocnéni. To bude mit samoziejmé dlsledky pro klinicko genetické poradenstvi. Tato
informace by méla byt uvedena ve zpravé (viz Kapitola 5).

Prohlaseni 3.03: Laboratofe by mély poskytovat informace o moznosti nevyZzadanych nalezu.

Laboratore by mély poskytnout obecné prohlaseni o tom, Ze vysledky z analyzy panelu gen mohou
odhalit Sirsi fenotyp, nez ktery se tyka plavodni diagndzy.
V kazdém pripadé by mél klinik pred indikaci NGS testu zvazit a zkontrolovat fadu parametru:
1. technické aspekty, tj. byt si védom toho, Ze jde o rozsahly test ve srovnani s analyzou
jednoho genu, citlivost testu miZe byt omezend v zavislosti na diagndze;
2. riziko nevyZzadanych a sekundarnich nalezl u konkrétniho NGS testu;
diagnostickou indikaci, tj. musi byt predepsan odpovidajici test;
4. pro spravnou interpretaci vysledkl a pro napsani adekvatni vysledkové zpravy je dllezité,
aby méla laboratof o pacientovi klinické informace. Klinik by mél tyto informace laboratofi
poskytnout.

w

Pokud si Iékaf neni nékterym z téchto bodu jisty, mél by pozadat o radu nebo od indikace NGS testu
ustoupit. Lékar musi mit kontakt na osobu, kterd je za NGS test zodpovédna. Laboratoi by méla
poskytnout informace o odpovédnych osobach, na které se mUze lékar v pripadé potieby obratit.

Kvalita interpretace nevyzadanych a sekundarnich vysledkd (ve smyslu patogenni (s dopadem na
funkci proteinu) vs. neutrdlni vs. ,VUS”) by méla byt stejnd jako pro zbytek testu.

3.2.2 Postup pro Sifeni nevyzadanych a sekundarnich nalezi

Ptred realizaci NGS testu je v klinickém (genetickém) centru nutné nastavit "postup pro nevyzadané a
sekundarni nalezy"”, ktery by mél byt v souladu s rozhodnutimi etické komise. Mélo by byt
rozhodnuto, zda jsou pacientdm kromé plvodniho diagnostického vysledku nabizeny opt-in, nebo
opt-out moznosti. Jsou-li tyto mozZnosti poskytovany, méli by byt na zakladé zdvaznosti onemocnéni,
véku jeho pocatku, mortality, existence efektivni 1éCby atd., klasifikovany rGzné vysledky.

Pouzitelné klasifikacni modely jiz byly publikovany (Berg et al. 2011, Bredenoord et al. 2011), ale
moznosti, které Ize nabidnout velmi zavisi na mistnich zasaddch. Postup by mél také urcovat, zda jsou
nevyzadané ndlezy a status prenasece interpretovany ve zpravé.

Prohlaseni 3.04: Pokud se klinické centrum nebo laboratof rozhodne pacientim podavat informaci o
prenaselstvi u nesouvisejiciho onemocnéni a o sekundarnich ndlezech, mély by zavést tzv. opt-
in/opt-out postupy s veskerymi logistickymi naleZitostmi.

V hlavni zpravé by mély byt hlaseny nevyzadané nalezy a status prenasece u genl zahrnutych v
panelu. Sekundarni nalezy by mély byt pospany v samostatné zprdvé. Sestaveni multidisciplinarniho
vyboru odbornik(i nebo mistni etické komise k Ucelu diskuze o odeslani sporného sekundarniho
nalezu indikujicimu Iékafi je volitelné.
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Pokud neni dostupna eticka komise, napft. v pfipadech, Ze se jednd o komercni laboratofe nabizejici
NGS testovani v klinickém kontextu, méla by probihat pravidelnd panelova diskuze odbornik(i na
téma, jak se vyporadat s nevyzadanymi ndlezy a zda jsou vysledky soudné napadnutelné ¢i nikoliv.
Panel by mél byt sloZzen prinejmensim ze tfi odbornikd s klinickymi zkusenostmi véetné atestovanych
klinickych genetik( a 1ékar( jinych specializaci, ktefi se pfimo podileji na péci o pacienta. Jednotlivé
pripady a vysledky diskuzi by méli byt dokumentovany ve formulafti, ktery ucastnici diskuze podepisi.

3.2.3 Poradenstvi pfi pouZiti NGS diagnostickych testd

Je nezbytné zajistit pacientovi genetické poradenstvi jiz pred provedenim testu, kde by mu mély byt
vysvétleny ocCekavané vysledky (negativni, pozitivni) a pacient by mél byt upozornén na moznost
nevyzadanych a sekundarnich nalezl. Mély by byt definovany oba typy néalezd a pravidla laboratore
tykajici se Sifeni téchto nalez(..

Prohlaseni 3.05: Pacientovi by méla byt jasna pravidla o poskytovani nevyZzadanych a sekundarnich
nalez(i dané laboratore.

Méla by byt poskytnuta informace o interpretaci vysledkd, zvlasté fakt, Zze se tyto informace mohou
zménit se vzrlstajicimi znalostmi. Pojem nevyZzadané a sekundarni ndlezy musi byt projednany ve fazi
pfed provedenim testu. Doporucujeme pisemny informovany souhlas, ktery ale neni vyzadovan,
pokud si Ize vybrat z nékolika moznosti vraceni nevyzadanych a sekundarnich nélezd.

Prohlaseni 3.06: Doporucuje se poskytnout pacientim informace pisemné formou letdku, nebo
online na webovych strankach.

Souhlas musi zahrnovat oddil o sdileni anonymizovanych variant v populaénich a s onemocnénim
souvisejicich databazich. Musi byt respektovany zasady ochrany osobnich udajii a zakony
v jednotlivych zemich. V klinické praxi by méla byt podporovdna tcast pfi sdileni variant. Umozni to
snadnéjsi interpretaci variant a prinese to prospéch ostatnim pacientim. Pokud zachyty v panelu
genl exomu nebo genomu nevyresi diagnézu, méla by byt provedena druha celoexomova nebo
celogenomova analyza. BEhem tohoto poradenstvi by mél byt vyplnén novy infromovany souhlas.

3.3. Srovnani s jinymi doporucenimi
-neprelozeno

Kapitola 4: Validace testu
4.1 Uvod

U diagnostiky pomoci NGS musi byt empiricky stanoveny a validovany presnost, analyticka
preciznost, analyticka citlivost a specificita, vykazovany rozsah vysledk( testu a referencni rozsah.

4.1.1 Definice

Platforma nezahrnuje jen NGS sekvendator, ale také isolaci DNA, obohacovaci metody, pfipravu
knihoven a analyzu dat. Ugelem validace platformy je stanoveni, e masivni paralelni sekvenaéni
systém je schopen sprdvné precist sekvenci DNA (Gargis et al. 2012). Zaroven umozni vyhodnotit, jak
presné muZe byt detekovana kazda varianta. Soucasti validace neni interpretace nalezenych variant.

10
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4.1.2 Popis analytického postupu

Vtomto dokumentu jsou doporuceni pouze pro analyzy germinalnich mutaci (ne de-novo ani
somatické mutace). Kvalita vzorku vznikd kombinaci mnoha parametr(, jako je mnoZstvi
vytvorenych dat, podil PCR duplikati a pokryti (coverage). V diagnostickém prostredi, musi byt
analyzované pouze vzorky dobré kvality. Je proto nezbytné definovat kritéria, kterd charakterizuji
vysokou kvalitu cilenych genovych panelt, exom( nebo genomu.

Obecné plati, Ze postup analyzy NGS dat je sloZen z detekce bazi (base calling) a demultiplexingu,
mapovani, anotace a filtracnich krokd. Tyto kroky jsou popsany v tabulce 1, véetné dalsich
volitelnych krokd.

4.1.3 Parametry kvality

V diagnostickém nastaveni musi byt posouzeny pouze vzorky v dobré kvalité. Je proto nezbytné

definovat kritéria pro charakterizovani vysoce kvalitnich cilenych genovych paneld, exomd nebo

genom.

Kvalita vzorku by mély byt hodnocena na trech drovnich:

- Technicky cil: vyhodnocovat kvalitu vzorku na zdkladé technického cile je férové v pripadé
capture sekvenovani, v pfipadé exomového sekvenovani je to zavislé na pouzitém kitu.

- Kilinicky cil — Region of interest (ROI): klinicky cil (geny, Useky, které budou interpretovany) musi
byt zvaZen predtim, neZ se nastavi vykazovany rozsah a navrhne diagnosticky test (viz kapitola 2
a nasledujici oddil). Kvalita vzorku nesmi byt posuzovana pouze podle ROI, musi byt posouzena i
z technického hlediska.

- Seznam transkripti: laboratofe se navzdjem lisi pouzitymi kity, panely genl i klinickymi cily
(budou se tedy lisit jejich seznamy transkriptt). Z divodu porovnani kvality mezi laboratofemi by
méla byt kritéria kvality vypoctena nejen na zékladé seznamu transkript(, ale na zakladé vsech
kodujicich transkriptll z referenéni sekvence.

Ackoliv hraje cil pfi hodnoceni kvality vzorku vyznamnou roli, kvalita neni zavisla pouze na cili, jde o
kombinaci mnoha parametr(. Je nutné vzit v Uvahu také mnoZstvi vytvorenych dat, podil klastertd
pritazenych ke kazdému vzorku (pfi multiplexovani), podil PCR duplikatl a pokryti (coverage). Stejné
tak nestaci pokryti samo o sobé, zejména pokud bereme v Gvahu hrubé pokryti. Kritéria kvality by
méla byt zaloZena na informativnim pokryti namisto hrubého pokryti (Weiss,Van der Zwaag et al.
2013). Geny, u nichZ se vyskytuji pseudogeny nebo repetitivni sekvence mohou vykazovat vysokou
uroven hrubého pokryti, ale nizkou Uroven pokryti informativniho (pokud jsou vyrazend vsechna
mapovana cteni se Spatnou kvalitou).

Podil cile, u néhoz miZe byt spolehlivé stanoven genotyp, tj, pro ktery je ziskano dostatecné
informativni pokryti pro prfesné zjisténi genotypu, poskytuje struéné hodnoceni kvality, které lze
aplikovat na tfi vySe definované cile. Pokud se podafili vSechny kroky pfipravy vzorku, mélo by byt
toto Cislo vysoké a reprodukovatelné. Nicméné pokud jeden krok selhal, mél by byt podil cile, u
néhoz Ize spolehlivé stanovit genotyp, nizsi. Pfitomnost mnoha PCR duplikatl v disledku selhani
pripravy knihovny muze napfiklad sniZit celkovou coverage a sniZit tak pocet mist se spolehlivé
stanovitelnym genotypem. Také nizké mnozstvi dat mlzZe vést k nizké informativni coverage.

Prohlaseni 4.01: VSechna hodnoceni kvality pouzivand pfi NGS diagnostickych postupech by méla byt
presné popsana.
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Dobre zdokumentovany by méli byt zejména detaily vypoctu méreni, aby byla interpretace méreni
jasna. Pro usnadnéni automatické manipulace s hodnotami fizeni jakosti (QC), by méla byt kvalita
méreni definovana a dokumentovana v ujednocené terminologii a mél by byt pouzit standardizovany
format. Napf. gcML projekt udrzuje obecny souborovy format XML pro uloZeni QC dat a ontologii QC
termin( pro genomiku a proteomiku.

Technologie NGS tedy vyzaduje monitorovani specificit béhu analyzy/specifickych rysd vzorkd. Udaje
z monitorovani nemuseji byt hlaseny, ale mél by byt pouzit pro pribéznou validaci.

4.1.4 Monitoring a sledovani vzorkd

Technologie NGS vyZaduje monitorovani specifickych vlastnosti béhu jako je pocet poolovanych
vzork(, podil klastrl prifazenych ke kazdému vzorku a skoére kvality podle pozice baze. Kazdy
sekvenacni béh musi byt sledovan, zda jsou nebo nejsou splnény specifikace pristroje. Kromé toho
by mély byt vymezeny minimalni poZadavky pro dulezitd kvalitativni méreni (tj. kvalita baze, délka
Cteni, atd. podle charakteristiky platformy). Méla by byt sledovana také analyza specifickych rysa
vzorku, jako je informativni pokryti, uniformita pokryti, bias vramci retézce, GC bias, kvalita
mapovani, podil mapovanych readd, podil duplikat, podil cile pokrytého minimaini hloubkou
coverage, podilem nepokrytého cile, primérnou coverage, presnosti stanoveni genotypu (calling),
pocet variant, a pomér transice/ transverze. Nékterd QC méreni, ktera by méla byt rutinné sledovana
pro vsechny vzorky, jsou uvedeny detailnéji v tabulce ¢. 1

12



Table 1: Elements of a NGS bioinformatics pipeline

Processing | Description Tools and Output
step databases
Base calling | Base calling and demultiplexing, are also vendor software of | FASTQ file(s)

and

referred as primary analysis.

the sequencing

demultiple- platform
xing
Primer In amplicon sequencing primers have to be | [CutAdapt (Martin FASTQ files or
trimming trimmed from the reads etal 2011)]. [BWA | BAM file (if
(Li & Durbin, soft clipping
2009]] (soft by a mapper
clipping while such as BWA)
mapping)
Adapter Sequencing adapters may be trimmed from | [Trimmomatic FASTQ files or
trimming the read ends for those reads where the (Bolger et al. BAM file (if
(optional) | insert size is smaller than the read length. If | 2014]], [SeqPrep soft clipping
not trimmed, sequenced adapters may (https://github.com | by a mapper
interfere with mapping and variant calling, | fistjohn/SeqPrep]]. | such as BWA)
leading to false-positive or false-negative [CutAdapt (Martin
variant. etal 2011]]. [BWA
(Li & Durbin,
2009]] (soft
clipping while
mapping)
Low- Low quality bases may also interfere with [Trimmomatic FASTQ files or
quality mapping and variant calling and can be (Bolger et al. BAM file (if
trimming trimmed from the end (and begin) of reads, | 2014)]. [SeqPrep soft clipping
(optional) (https://fgithub.com | by a mapper
Jistjiohn/SeqPrep]]. | such as BWA)
[CutAdapt (Martin
etal. 2011]]. [BWA
(Li & Durbin,
2009]] (soft
clipping while
mapping)
Mapping In the read mapping step, paired-end/ [BWA (Li & Durbin, | BAM file

single-end reads are mapped to the
reference genome allowing for base changes
and indels. Mapping should always be
performed against the full reference
genome even when a small gene panel is
sequenced. .

2009]]. [Novalign
(http:/ fwww.novoc
raft.com/main/inde
xphp)]. [Stampy
(Lunter & Goodson
2011)]. [SOAPZ (Li
et al. 2009]].
[LifeScope - for
color space reads
(http:/ fwww lifetec
hnologies.com)]],
[Bowtie [Langmead
& Salzberg 2012]]
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Duplicate In shotgun sequencing few duplicates are [Picard BAM file

removal expected since the DNA is randomly MarkDuplicates

(optional) | sheared. However, duplicates can occur (hitp://broadinstitt
during PCR and as an artifact of imaging. In | ute.github.io/picard
amplicon sequencing, duplicates are 1
expected and should not be removed.

Indel The presence of indels in the sequenced [GATK BAM file

realign- samples often leads to multiple single base RealignerTargetCre

ment mismatches around these sites, especially if | ator &

(optional) | they reside close to the start or end of reads. | IndelRealigner
These artifacts may show up as false- (DePristo et al.
positive variants during subsequent 2011)] and [SRMA
analysis. Local re-alignment algorithms (Homer & Nelson
identify such positions and try to minimize | 2010]]
the amount of mismatching bases by
performing a local re-alignment of the indel
spanning reads, increasing the accuracy of
the calls while minimizing false positives.

Quality After mapping to the reference genome, the | |GATK BAM file

score base quality score of the reads can be BaseRecalibrator &

recalibra- recalibrated to better match the probability | PrintReads

tion of false base calls and to spread the quality | (DePristo et al.

(optional) | scores wider over the valid range. 2011]]. [ReQON
In most algerithms, false base calls are (Cabanski et al.
distinguished from real variants by 20127]
performing a simple base calling or using
databases of known polymorphisms, e.g.

[dbSNP].

Variant Variant calling consists of detecting and [samtools (Lietal. | VCF file

calling genotyping differences to the reference 2009]]. [GATK
genome (base changes and small indels). UnifiedGenotyper

(DePristo et al.
2011)]. [GATK
HaplotypeCaller
(DePristo et al.
2011)] and
[Platypus (Rimmer
etal. 2014]]

Annotation | Varlant interpretation requires detailed [Annovar (Wang et | CSV, TSV, TXT,
annotation. Very basic annotations are gene | al. 2010]], [SNPeff excel files or
name, region (exonic, splicing, intronic, (Cingolani et al. databases
intergenic, etc.) and coding change 2012)]. [Cartagenia
information. Additienally, minor allele Bench Lab NGS
frequency for known polymerphisms, (http:/ fwww.cartag
pathogenicity and conservation scores and | enia.com/products/
clinical databases can be used, bench-lab-ngs /1]

[dbSNP (Sherry et
al. 2001)]. [1000
Genomes (The 1000




Genomes Project
Consortium 2012]],
[ESP 6500

(https:/ /esp.gs.was
hington.edu /drupal
/]

[SIFT (Kumar et al.
2009]]. [PhyloP
(Cooper etal.
2005)].
[MutationTaster
(Schwarz et al.
2010]]

[COSMIC (Forbes et
al. 2008]], [OMIM [

http://omim.org/]].
[ClinVar (Landrum

etal 2014]].
[HGMD (Stenson et
al. 20147]
Filtering To find disease related variants in large [SnpSift (Cingolani | CSV, TSV, TXT,
variant lists, rigorous filtering is needed. etal. 2012]]. excel files or
Typical variant filters exclude low quality [Cartagenia Bench | databases

variants, intronic/intergenic variants,
synonymous SNPs or known
polymorphisms with low frequencies in the
population. However, this kind of filtering
selects both for deleterious and false-
positive variant calls. To remove the false-
positives, filtering according to variant
frequencies of an in-house database,
containing all the processed samples of a
lab, is often applied. Because an in-house
database accumulates false-positive
variants that are specific for the used
sequencing platform, sequencer and
analysis pipeline, it can be used to identify
and remove these false-positives.

Lab NGS

(http:/ /www.cartag
enia.com/products/
bench-lab-ngs /)]
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Prohlaseni 4.02: Diagnostické laboratore musi zavést strukturovanou databazi relevantnich méreni
kvality v rdmci (i) vSech typl platforem (ii) vSech typ( testl (iii) a vSech zpracovanych vzork.

Udaje ze sledovani by neméli byt hlaseny, ale poutzity pro priibéznou validaci.

Je dulezité sledovat vyjimky, jako jsou napf. pocty pripadl, kdy byl vzorek sekvenovan, aby bylo
dosazeno definovaného kritéria kvality a korekce pfipadné zamény vzorku. Musi byt pouZita metoda
sledovani vzorku, protoZe pracovni postupy pfi NGS analyzach jsou velmi komplexni a zahrnuji vice
krok( zpracovani a to jak v laboratofi, tak nasledné pfi vypocetni analyze. Napriklad, obycejnd SNPs
by mohla byt povazovana za obohacené cile a genotypovany nezavislymi metodami (tj.
sekvenovanim nebo qPCR genotypovanim, viz dodatek 2). Pro vzorky, které byly zaménény, a pro
jejichz zaménu neni vysvétleni, by neméla byt vypracovana zprava.

Prohlaseni 4.03: Soucasti nastaveni celé metody musi byt i jednoznacnd identifikace vzork( a
moznost sledovani (z hlediska nezaménitelnosti vzorkd, v origindle zminuji vyuZiti ¢arovych kéda)
v celém pribéhu jejich zpracovani. Tyto aspekty musi byt zahrnuty ve validaci platformy.

Pfi ovérovani platformy, musi laboratof zajistit, aby vSechny jeji pfistroje a cinidla splfiovala
pozadavky vyrobcl. Musi byt zjisténa omezeni kazdé technologie a brana na zfetel béhem vyvoje
testu a analyzy dat. Laboratofe mohou rozliSovat funkce (pro ovéreni), které patfi k platformé,
specifickému testu, nebo analytickému postupu. Mél by se sledovat také podil nezmapovanych readd
a nezafazenych MIDU, protoZze to umozni nalézt poskozené vzorky (kvali kontaminaci vzniklé
v pribéhu pracovniho postupu. K SNPs, které se vyuZivaji k identifikaci vzorku, mohou byt navic
priddny oblasti pro kontrolu kvality u vSech panelovych nebo exomovych obohaceni. Vypocet poctu
zachycenych aberantnich bazi (non-wt calls), zachycenych neplatnych bazi (oznacenych jako baze 'N')
a sporadickych indels v téchto regionech miZe pomoci identifikovat poskozené vzorky. Navic
srovnavani téchto parametrd umoznuje pfimé porovnani rlznych verzi diagnostického testu a
zaroven porovnani mezi testy. Mohou se porovnat rGzné sekvenacni platformy, metody pro
enrichment atd. a tyto oblasti by tak umoznovali zkouset zpUsobilost. Varianty zjisténé v oblastech
kontroly kvality musi byt vylou¢eny z metrickych vypoctu. Doporucuje se pouzit 3 velké exony na
raznych chromozomech, které neobsahuji zndmé polymorfismy, predevsim insdely (Tabulka ¢. 2).
Pouziti tfi regiond misto jednoho, poskytuje zdlohu v pfipadé velkych deleci nebo problému
s enrichmentem. Exony jsou pouzity, protoZe jsou jiz zafazeny do exomového obohacovani a tak musi
byt pridany jako vlastni obsah k panelu.
Table 2: Quality control regions

chromosome | start (hg19) end (hg19)
chri 152057442 152060019
chr9 5919683 5923309
chri8 19995536 19997774,

Komentar k a priory Sanci nalezeni varianty - Priklady
Pfedstavme si, Ze existuje 99% Sance zachytit heterozygotni variantu pfi pokryti 20x. Toto ovlivni
frekvenci zachytu mutace asociované s onemocnénim a to rlzné, v zavislosti na riznych pristupech,
ale také v zavislosti na dédi¢nosti onemocnéni (z dlvodu zjednoduseni predpokladejme, Ze pokryti
nizsi nez 20x ma 0% Sanci zachytit heterozygotni variantu, coZz samoziejmé neni Uplné pravda):

U recesivnich onemocnéni

A. Pro exomové sekvenovani
Pokud je 75% exon( analyzovano s pokrytim 20x,
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e budou zachyceny dvé varianty slozeného heterozygota v jednom genu jen v 55,1%
pfipadd
e ve 38,3% pripadl bude nalezena pouze jedna varianta;
e av6,6% nebude zachycena ani jedna varianta
Pokud je 86% exomu pokryto 20x
e budou zachyceny dvé varianty slozeného heterozygota v jednom genu jen v 72,5%
pfipadd
e ve 25,3% pripadd bude nalezena pouze jedna varianta;
e av2,2% nebude zachycena ani jedna varianta
Pokud je v cilovém panelu 96% cile pokryto 20x
e budou zachyceny obé varianty sloZzeného heterozygota v jednom genu jen v 90,3,%
pfipadd
e ve 9,5% pripad( bude nalezena pouze jedna varianta;
e av0,2% nebude zachycena ani jedna varianta

B. Pro celoexomové sekvenovani,

Pokud je 75% exomu pokryto 20x
e bude 1 heterozygotni varianta 1 genu zachycena v 74,2% pripadQ,
e U 25,8% pripadu nebude varianta nalezena

Pokud je 86% exomu pokryto 20x
e bude 1 heterozygotni varianta 1 genu zachycena v 85,1% pfipad,
e U 14,9% pripadu nebude varianta nalezena

Pokud je v cilovém panelu 96% cile pokryto 20x
e bude 1 heterozygotni varianta 1 genu zachycena v 95% pfipadd,
e U 5,0% ptipadu nebude varianta nalezena

4.2 Stanoviska a priklady

4.2.1 Validace platformy

V pribéhu validace platformy se laboratof musi ujistit, Ze vSechna jeji zafizeni a reagencie spliuji
pozadavky vyrobcl. Musi byt zjiSténa omezeni kazdé technologie a vzata do Uvahy pfi analyze dat a
VyVvoji testu.

Prohlaseni 4.04: Presnost a preciznost (accuracy and precision) by mély byt soucasti obecné validace
platformy. Validace nemusi byt pro jednotlivé metody nebo testy opakovéna.

Kazda sekvenacni technologie ma své silné a slabé stranky. Bioinformatické ndastroje proto musi
odrdZet tyto charakteristiky. Musi byt pouZity nejaktudlnéjsi referenéni sekvence. Potieba
pfiméreného pokryti je zavisld na typu pfitomné varianty a jejiho poctu kopii (homo, hemi,
heterozygot). Tento parametr a prahové hodnoty pro procento alelického precteni by proto méli byt
empiricky stanoveny a v prabéhu validace testu také validovany. Ve srovnani s heterozygoty staci pro
presnou detekci SNP u homozygotl ¢i hemizygotl nizsi coverage.

- Presnost se odkazuje na souhlas opakovanych méreni stejného materidlu. Ke stanoveni
presnosti na zdkladé posouzeni reprodukovatelnosti (presnost mezi sériemi - béhy) a
opakovatelnosti (presnost v sérii - rdmci béhu) by mél byt analyzovan adekvatni pocet vzorkt
(min 3).
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Opakovatelnost Ize stanovit pfipravou a sekvenaci stejného vzorku vicekrdt (min 3x) za
shodnych podminek a ndsledného vyhodnoceni vzdjemného souladu v detekci varianty a
vykonnosti.

- Reprodukovatelnost hodnoti konzistenci vysledkd u stejného vzorku za réznych podminek, jako
napfiklad analyza vzorku v rlGznych bézich, rozdilnad priprava vzorku, ptiprava vzorku rGznymi
pracovniky a poufZiti rozdilnych pristroji. Shoda mezi 95 a 98% je povazovano za uspokojivé.

4.2.2 Validace analytického postupu

Prohlaseni 4.05: Bioinformatickd analyza musi byt upravena pro konkrétni pouZitou technickou
platformu.

Pfi ovérovani pouzivaného postupu musi byt méfeny diagnostické specifikace na zakladé

vyhodnoceni analytické citlivosti a specificnosti. Lze k tomu pouzit nékolik metod:

- Srovnani genotypu ziskanych z dg. testd s genotypy ziskanymi z SNP arrai; nicméné toto srovnani
mUzZe byt zatiZeno chybami, protoZe dbSNP varianty zahrnuté ve vétsiné SNP arraich jsou
obvykle pouzivany k procviceni a posileni genotypovacich algorytmd.

- Slepé srovnani genotypu ziskanych z diagnostického testu s variantami ovéfenymi sangerovym
sekvenovanim, nevyhodou této metody byva nizky pocet bézné dostupnych variant

- Srovnani ziskanych genotypi pouzitim dvou rozdilnych NGS technologi

- Analyza umélého datového souboru, v némz jsou zndmé skutecné varianty a chyby

- Resekvenovani a/nebo analyza dobfe chrakterizovanych verejné dostupnych vzorkd DNA jako
jsou 1000genomes DNA vzorky dostupné pres Coriell repositories, zatimco dopovidajici
sekvenacni datové soubory jsou k dispozici na adrese www.1000genomes.org

Dostupnost velice dobfe charakterizovanych vzorkt je idealni situaci. Smérem k tzv. ,platinovym*”
datovym soubordm jsou jiz také vytvoreny pristupy (GenomelnABotle — http://genomeinabotle.org).
Dalsi projekt poskytuje otevieny pristup k datdm, zvycerpdvajicim zplsobem osekvenované
tfigeneracni rodiny, jejiz DNA vzorky mohou byt objednany pies Coriell repository. Jsou dostupné
konsenzualni seznamy variant ze sekvenacnich dat ziskanych ze tfi technickych platforem, které byly
plné validovany kfizovymi kontrolami nebo doplnkovymi metodami. Vzorky DNA téchto osob muze
byt pouZita pro validaci platformy nebo bioinformatického postupu. V souladu s ovérovacimi
postupy stanovenymi pro validaci Sangerova sekvenovani (Mattocks et al . 2010), se doporucuje
ovérit okolo 300 variant na platformu s cilem upresnit senzitivitu a specificitu systému.

Prohlaseni 4.06: Analyticka citlivost a specificita musi byt v pribéhu validace analyzy stanoveny
samostatné pro kazdy typ varianty.

Jakékoliv zmény v chemii, obohacovacich protokolech, nebo platformé bioinformatické analyzy bude
opraviovat k revalidaci postupu.

Obecné plati, Ze jsou laboratore vyzyvany k provadéni zkousek odborné zpUsobilosti, jakmile byl test
validovan a podileni se na programech externiho hodnoceni kvality jakmile budou k dispozici. Jedna
se o pozadavek normy ISO 15189 pro akreditaci zdravotnickych laboratofi, ale je to také efektivni
zpUsob sledovani vykonnosti v laboratofich. Laboratofe jsou vtomto kontextu vyzivany ke sdileni
dobfe charakterizovanych vzorkl a datovych souborl pro spolupraci za ucelem zlepSovéni a
standardizace postupu v diagnostice.
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Prohlaseni 4.07: Diagnosticka laboratof musi validovat vSechny ¢asti bioinformatického analytického
postupu pomoci standardizovanych datovych soubor( kdykoli, kdy jsou implementovany relevantni
zmény — nové verze, aktualizace (plati pro verejné online nastroje i komercni softwarové baliky).

In-house databaze zahrnujici vSechny relevantni varianty predstavuji dlleZity nastroj s cilem pro
identifikaci artefaktl specifickych pro danou platformu, sledovani vysledk( validace, a zajisténi
vymeénu proxy pro locus specifické databdze a meta-analyzy. Typicky, tato databaze by méla umoznit
dalsi anotace (napfriklad falesnych pozitivit, zverejnénych mutaci, segregujicich variant, a tak dale),
které vyrazné zefektiviuji diagnosticky proces.

PFi (automatické) klasifikaci variant je tfeba dbat na vybér cut-off (tj. frekvenci varianty v normalni
populaci). Cut-off se bude lisit v zavislosti na oéekdvaném typu dédi¢nosti (dominantni, recesivni, X-
vazané) a na databazi, ktera je pouzivana jako reference.

Prohlaseni 4.08: Diagnosticka laboratof musi pouZivat strukturovanou databdzi vSech relevantnich
variant s aktudlnimi anotacemi.

Data by se méla ukladat ve standardnich formatech FASTQ, BAM a VCF, které by mély byt rovnéz
pouzity pro vyménu dat s jinymi laboratofemi. Pti ukladani vysledkd analyzy, maji byt kromé vysledkd
analyzy ulozeny také soubory full-log. Log soubory by mély byt pokud mozino Uplné, coz umozni
reprodukovat prevod celé analyzy a FASTQ dat do diagnostické zpravy. Bohuzel, stale neexistuje
zadny (mezinarodni) konsensus ohledné toho, co by mélo byt ukladano. Nicméné, ukladani dat musi
byt v souladu s narodnimi pozadavky a zdravym rozumem. Pokud je uloZzen soubor BAM, musi z néj
byt umoznéno generovat plvodni soubor FASTQ tj. mél by obsahovat nemapované ready a
v pfipadé, Ze byly ready ofiznuty, musi byt soubory FASTQ uloZeny také. UloZené soubory VCF by
mély obsahovat vSechny varianty s dobrou kvalitou pfed filtrovanim podle frekvence alely, pozice
v genomu atd. Pokud jsou VCF soubory uloZeny, je vyhodné pouzit genomovy VCF soubor (gVCF)
(v€etné informaci ohledné pokrytych pozic) tak, aby z nich mohly byt spolehlivé vypocteny frekvence
variant. Je tfeba se vyhnout vlastnim formatim soubor( dodavatell, protoze by mohly byt obtizné
Citelné, jakmile by prodejce prerusil pouzivani tohoto formatu souboru. Aby byla zarucena integrita
dat je doporucovdno pouzivat kontrolnich souctd. Kromé vysledk( analyzy musi byt uloZzeny také
kompletni log files. Tyto soubory by mély byt pokud moZno Uplné, aby byla zajiSténa
reprodukovatelnost celého postupu od FASTQ souboru po vysledek. Log files by také méli obsahovat
vSechny nastroje a databdaze spolu s pouZitou verzi nastroje a databaze/ ¢asové razitko/ a parametrd.
Postupy, nastroje a databaze by mély byt archivovény. Je doporuceno pouzivat systém pro spravu
verzi.

Prohlaseni 4.09: Diagnosticka laboratof musi zafidit dlouhodobé uloZeni vsech relevantnich dat.

4.2.3 Validace testu

Pred validaci musi byt diagnosticky test peclivé optimalizovan. Pred spusténim testu je dilezité, aby
byl definované ROl nebo klinické cile, jako jsou napf. vSechny pouzité kddujici oblasti a
konzervovana sestfihova mista (Ellard et al. 2012). Pti popisu klinického cile, musi byt uveden nazev
a verze pouZitého transkriptu. Klinicky cil musi byt definovan v souladu s evropskymi pokyny pro
osvédcené postupy pro geny a onemocnéni, jako jsou genové karty (Dierking et al., 2013), genové
dokumentace (http://ukgtn.nhs.uk/find-a-test/gene-dossiers/) nebo osvédéené postupy navriené
EMQN dokumenty (http://www.eman.org/emqn/Best+Practice). Vzhledem k tomu, Ze se seznam
kauzalnich gen( neustdle vyviji, musi byt klinicky cil pravidelné aktualizovan. Nékteré oblasti
klinického cile nemohou byt spolehlivé sekvenovany a proto by mély byt vylouceny z vykazovaného
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rozsahu. Klinicky relevantni oblasti, které nejsou zahrnuty do vykazovaného rozsahu (z technickych
dlvodu), by mély byt genotypovany jinym zplsobem, jako je napf. Sangerovo sekvenovani. Pfi vyvoji
testu je tfeba vzit v Gvahu typy mutaci, které mohou byt detekovdany, jakoz i informace o prevalenci
takovychto mutaci u konkrétniho onemocnéni.

Prohlaseni 4.10: Béhem vyvoje testu musi byt definovan ,vykazovany rozsah“, coz? je ¢ast ,regions of
interest” (ROIs), pro kterou je spolehlivé generovan urcity pocet ,calls”. Vykazovany rozsah by mél
byt k dispozici Iékarfim (napf. ve zpravé, nebo online).

Exomové sekvenovani, které ma za cil dosazeni vysokého diagnostického prinosu, nevyZzaduje dalsi
doplrikové analyzy k dosazeni vysokého pokryti ve vSech oblastech genomu, na které se vztahuje, ale
potfebuje jasné sdélit |ékafi, Ze test nemuUzZe byt pouZit pro vylouceni konkrétni klinické diagnozy
(vykazovany rozsah).

Prohlaseni 4.11: Pozadavky na ,vykazovany rozsah“ zavisi na cili testu.

P¥i optimalizaci dg. testu je nutné stanovit cenu a TAT. VSechny vzorky nesplnujici kritéria kvality (viz
drive) by nemély byt pouZity pro rutinni diagnostiku.

Vykonnost dg. testu musi byt hodnocena z hlediska presnosti, analytické citlivosti, analytické
specifi¢nosti a presnosti. Vzhledem k tomu, Ze pfesnost zavisi na sekvenci a kontextu, bude se ménit
v ramci genomu/exomu a méla by byt stanovena na Urovni testu, tedy pro kaidy ROI. Analyticka
citlivost zavisi na informacénim pokryti a vykazovaném rozsahu.

Ve zpravé by mély byt jasné uvedeny limity pouZitého testu. Obvykle zahrnuji repetitivni sekvence,
pseudogeny, homologni oblasti, obsah GC pard, drop-outy alel, a skutecnost, Ze nékteré typy variant,
jako transverze a inverze, nemohou byt zachyceny a/nebo se neberou v Uvahu pro dg. test (napf.
pokud nejsou z exomovych dat odstranéné informace o CNV, ale mohlo tak byt technicky uc¢inéno).
Nalezené varianty je nutno ovérovat, aby se zjistilo, zda nedoSlo k zaméné. Ovérené varianty lze
vyuzit k validaci bioinformatického postupu. Nicméné toto neni nutno provadét v pfipadé, Ze je
pouZitd technologie rozsidhle validovana. Timto zplUsobem lze urcit oblasti se spolehlivé
stanovitelnym genotypem a konfirmovat pouze ty leZici mimo tyto oblasti.

Prohlaseni 4.12: Kdykoliv dojde k dulezitym zméndm v metodé, musi byt zkontrolovany parametry
kvality a reanalyzovany vzorky. Laboratof by méla predem stanovit jaké vzorky a kolik jich bude
reanalyzovano pokud k aktualizaci metody dojde.

Napr. metoda by méla byt re-validovana, pokud je pouZit novy genom, pfi aktualizaci softwarového
nastroje, pfi Upravé genového panelu (u cileného re-sekvenovani), pfi zméné pfristrojového vybaveni
nebo reagencii. Jakmile laboratofr test validuje, méla by se zapojit do zkousek zplsobilosti (EHK).

4.3 Srovnani s dalSimi doporucenimi
- Neni preloZeno

Kapitola 5: Psani zprav

5.1 Uvod
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Pfi psani zprdv je nutné vychdzet z doporuceni HGVS. Zprava musi byt psana srozumitelnym a jasny
zpUsobem, aby ji rozumél i clovék, ktery neni znalcem v oboru. Pfipojeni seznamu s fenotypy
maximalizuje kvalitu vysledku poskytovaného |ékafi. Pro ujednoceni bioinformatické analyzy a
konzistenci dokumentace nalezenych variant je vyrazné doporuceno zahrnovat i genomové
souradnice. Exony neni nutno uvadét, protoze dochdzi ¢asto k aktualizacim referencnich sekvenci a
pocCty exond v genu se mohou ¢asem ménit a vnaset nesrovnalosti. Vysledkova zprava by méla
obsahovat identifika¢ni Udaje pacienta, shrnuti klinického stavu, specifikaci pouZitého genetického
testu, vysledek a zavér.

5.2 Stanoviska a priklady

5.2.1 Minimalni obsah zpravy

Prohlaseni 5.01: Zprdva z NGS testovani by méla na jedné strance obsahovat identifikaci pacienta,
diagndzu, struény popis testu, shrnuti vysledkd a hlavni nalez.

Jedna strana tedy shrnuje vSechny dileZité Udaje a dalsi stranky mohou byt jako doplrikové stranky
s vice detaily.

Prohlaseni 5.02: Dfive, neZ laboratof poskytne analyzu tohoto typu, méla by nastavit a

zdokumentovat pravidla, podle kterych bude reportovat genomické varianty. Pravidla by méla byt
v souladu s mezinarodnimi doporucenimi.

5.2.2 Klasifikace variant
Nelisi se od sangerova sekvenovani. Péti-tfidova klasifikace. NepouZivat termin polymorfismus.

Prohlaseni 5.03: Udaje o variantach nejasného vyznamu (VUS, UV) musi byt shromaidovany
z dlivodui pFipadné definitivni klasifikace jejich vyznamu.
5.2.3. NevyZadané a sekundarni nalezy

Prohlaseni 5.04: Laboratofe by mély mit pred spusténim testu jasné definovany postup/protokol
pro pfipad Feseni nevyzadanych a sekundarnich nalezu.

5.2.4 Povinnost re-kontaktovat

Prohlaseni 5.05: Neocekava se, Ze by laboratof systematicky re-analyzovala starda data a
reportovala nové nalezy, a to ani v pfipadé, Ze dojde ke zménam v panelech kli¢ovych genu.

Prohlaseni 5.06: Laboratof musi vytvofit vlastni databaze variant pro onemocneéni, jejichz testovani
nabizi, aby byla schopna varianty vyhodnocovat.

Kapitola 6. Rozdil mezi vyzkumem a diagnostikou
6.1 Uvod

S rostoucimi moZnostmi exomového a genomového sekvenovani se rozdil mezi diagnostickym a
vyzkumnym testovanim stira.
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Diagnosticky test je jakykoli lékarsky test, ktery byl provedeny z dlvodu stanoveni diagndzy ci
odhaleni onemocnéni. V genetice to znamena, Ze v genetickém materidlu jedince byla hledana
pravdépodobné patogenni varianta, kterd by vysvétlovala pacientliv fenotyp, nebo bylo ucelem
vySetfeni zjistit miru rizika vyvoje onemocnéni, které se projevilo v rodiné. Pouziti geneticky test
muaze byt velmi specificky (napf. konkrétni exon genu), ale i méné specificky (napf. CNV).
Diagnosticky test je proveden ve specializovanych laboratofich, které se fidi normou ISO15189.

Prohlaseni 6.01: Diagnosticky test je jakykoliv test provadény za lcelem odpovédi na otazku
souvisejici se zdravotnim stavem pacienta.

Vyzkum je zpravidla cilen na odhaleni a interpretaci novych faktd.

Prohlaseni 6.02: Vyzkumny test je zaloien na hypotéze a vysledek miZe mit pro pacienta
zapojeného do projektu omezeny klinicky vyznam.

6.2.2 Rozdil mezi diagnostikou a vyzkumem

- opét vomackoveé popisuji, Ze rozdil mezi diagnostikou a vyzkumem se rozmélniuje.

Prohlaseni 6.03: Vysledky diagnostického testu mohou vést k hypotéze.

6.2.3 Jaky typ NGS mize byt proveden v diagnostické laboratofi?

Prohlaseni 6.04: Diagnostické testy, jejichz primarnim cilem je hledani diagnézy konkrétniho
pacienta, by mély byt provadény akreditovanymi laboratoremi.

6.2.4 Povinnost potvrdit vysledek vyzkumu v diagnostickém prostredi

Prohlaseni 6.05: Pfed predloZzenim vysledkd vyzkumu indikujicimu lékafi a/nebo pacientovi
(klientovi), musi byt tyto vysledky potvrzeny v akreditované laboratofi.

6.2.5 Sdileni mutaci a variant v mezinarodnich databazich

Prohlaseni 6.06: Frekvence vsech variant, které jsou detekovany sekvenovanim vzorkl zdravych
jedinci v diagnostickém a/nebo vyzkumném rezimu, by mély byt sdileny.

Prohlaseni 6.07: VSechny varianty uvadéné ve vysledkovych zpravach by mély byt sdileny v
regiondlnich, narodnich i mezinarodnich databazich.
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