Genetska
dijagnostika

ExomeXtra®: Detaljan pregled
dijagnostickih performansi

Strucni pregled




U ovom strucnom pregledu prikazujemo
xkako ExomeXtra® objedinjuje prednosti sekvenciranja egzoma, sekvenciranja genoma i array CGH analize
xda ExomeXtra® rieSava do 25% visSe slucajeva od standardne analize egzoma

x9dje sekvenciranje cijelog genoma (WGS) doseZze tehnicke granice analiticke osjetljivosti
xda je ExomeXtra® osjetljiviji od WGS-a u klinicki relevantnim regijama

xda abjavljene tvrdnje o nadmoc¢i WGS-a nad sekvenciranjem egzoma mogu dovesti u zabludu
xda WGS jednog pacijenta ima isti dijagnosticki prinos kao Single ExomeXtra®

x1 Sta ovi nalazi znace za izbor dijagnosticke strategije prvog izbora



DijagnosticCki izazov

Rijetke genetske bolesti nastaju zbog razli¢itih genetskih
varijanti, ukljucujuci varijante sekvence i varijante broja
kopija. Otkrivanje varijante koja uzrokuje bolest omogucava
molekularnu dijagnozu, Cesto zavrSava dug dijagnostiCki put,
podrzava genetsko savjetovanje te, zavisno od bolesti, pruza
informacije vazne za prognozu i odluke o lijec¢enju.

Cilj genetske dijagnostike je jasan: utvrditi uzrocnu varijantu
kod Sto veceqg broja pacijenata. Savremene visokoprotocne
metode molekularne genetike omogucavaju otkrivanje
varijanti broja kopija i varijanti sekvence. Sekvenciranje
cijelog egzoma (WES) usmjereno je na regije koje kodiraju
proteine, dok sekvenciranje cijelog genoma prosiruje analizu
na Citav genom. Ipak, viSe podataka sekvenciranja ne znaci
automatski i viSe dijagnoza.

Dijagnosticka uspjesnost ne zavisi samo od obuhvata
genoma. Klinicki relevantne regije zahtijevaju dovoljnu i
ravnomjernu dubinu sekvenciranja, razliCite vrste genetskih
promjena moraju se pouzdano otkriti, a pronadene varijante
protumaciti u odgovaraju¢em klinickom i porodi¢nom
kontekstu. Izazov je dobiti prave podatke na pravim mjestima
i analizirati ih u pravom kontekstu. Podatke sekvenciranja
treba usmjeriti na klinicki relevantne regije, a podaci o
genetskim srodnicima mogu znatno povecati dijagnosticki
prines.

ExomeXtra® je razvijen na ovom principu. Njegov dizajn

omogucava osjetljivo otkrivanje Sirokog spektra dijagnosticki
relevantnih vrsta varijanti.




Dio 1: ExomeXtra® -

Vise od egzoma, pametnije od genoma

CeGaT ExomeXtra® objedinjuje prednosti sekvenciranja cijelog egzoma, sekvenciranja cijelog genoma i array CGH analize u jednom
dijagnostickom testu. Prosiruje standardnu dijagnostiku egzoma izvan kodirajucih regija i ukljucuje analizu CNV-a na nivou cijelog
genoma. Time uklanja potrebu za dodatnom array CGH analizom koja se kod odredenih fenotipova obi¢no narucuje prije dijagnostike

egzoma.

Istovremeno, ciljano obogacivanje omogucava veliku dubinu
sekvenciranja klinicki relevantnih regija i osjetljivije
otkrivanje varijanti nego WGS standardne dubine. Dodatne
analize proSiruju dijagnosticki obuhvat, ukljucujuci otkrivanje
odabranih infekcija ¢iji simptomi mogu podsjecati na
genetske paremecaje.

ExomeXtra® obuhvata kodirajuce sekvence iz viSe baza
transkripata (MANE, Gencode, Ensembl, RefSeq Curated).
Obuhvat je dodatno proSiren na:

(1) sve ruéno kurirane kodirajuce i nekodirajuce regije iz vise

od 20 CeGaT dijagnostickih panela koji obuhvataju stotine
nasljednih bolesti,

(2) sve patogene i vjerovatno patogene nekodirajuce
varijante opisane u HGMD-u i ClinVaru (=53,500),

(3) 5'UTR mjesta prekrajanja svih MANE Select transkripata,
(4) cijeli mitohondrijski genom uz visoku pokrivenost,
(5) RNA gene relevantne za bolesti,

(8) regije s farmakogeneticki relevantnim varijantama u
odabranim genima,

(7) probe za otkrivanje relevantnih prenatalnih infekcija i

virusa koji potiu nastanak tumora, te

(8) mrezu ciljnih regija na svim hromosomima za otkrivanje
CNV-a na nivou cijelog genoma.




Tabela 1: Poredenje performansi standardnog komercijalnog egzoma i testa CeGaT ExomeXtra®. Procenti oznacavaju udio dijagnosticki relevantnih regija pokrivenih dubinom od

najmanje 30x.

Kodirajuce sekvence
xGencode 49

xMANE Select 1.5
xRefSeq Curated 250813
xEnsembl 115

5UTR mjesta prekrajanja
Nekodirajuce varijante
xClinVar 260703

xHGMD 2026 02

x Obje baze zajedno
xDuboko intronske / udaljene
Nekodiraju¢i RNA geni
Mitohondrijski genom

Mreza za CNV analizu
cijelog genoma

Probir na infekcije

Samo u
ExomeXtra®

Komercijalni egzom CeGaT ExomeXtra®

95.7% 97.3%
96.9% 98.0%
97.0% 98.2%
96.3% 96.9%

nije obuhvaceno obuhvaceno za otkrivanje varijanti koje mijenjaju prekrajanje
97.7% 99.6%
92.1% 99.3%
93.5% 99.3%
54.3% 97.3%

nije obuhvaceno obuhvaceno 37 relevantnih gena

relativno niska pokrivenost visoka pokrivenost omogucava osjetljivu detekciju heteroplazmijskih varijanti

nije ukljuceno uklju¢ena uz rezoluciju od priblizno 50 kbp i dodatne ciljne cis-
regulatorne regije odabranih gena

nije ukljuceno Humani papilomavirus (HPV), Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus
(EBV), citomegalovirus (CMV), virus hepatitisa B (HBV), Herpes
simplex virus (HSV) 1i 2, Toxoplasma gondii (toksoplazmoza),
Varicella Zoster virus (VZV), parvovirus B19 (peta bolest), Treponema
pallidum (sifilis), Plasmodium spp. (malarija), Borreliella spp. (lajmska
bolest), Brucella melitensis (bruceloza), Neisseria meningitidis
(meningitis), Listeria monocytogenes (listerioza)

Uobicajeno analizirana
mjesta prekrajanja

Y
Kodirajuci egzoni

Slika 1: Standardni dizajni egzoma ne obuhvataju 5UTR mjesta prekrajanja. Varijante na tim mjestima ipak mogu biti patogene, npr. zbog zadrzavanja introna ili preskakanja egzona

koji sadrzi pocetni kodon.



Dio 2: ExomeXtra® rjeSava 25% vise sluCajeva
od osnovne analize egzoma

ExomeXtra® moze rijesiti 9-16 % viSe slucajeva od standardnih visokokvalitetnih egzoma

i do 26% viSe od osnovne analize egzoma.
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Slika 2: Na osnovu stvarnih dijagnostickih slucajeva procijenjeno je koji se mogu rijesiti osnovnom analizom egzoma, visokokvalitetnim standardnim egzomom (definicije u tekstu)ili

samo testom ExomeXtra®.

Prikupljanje podataka

Procijenjena su 2,592 dijagnosticka slucaja rijeSena testom
ExomeXtra® (verzija 6). Obuhvatali su 3,174 varijante
klasificirane kao patogene (P)ili vjerovatno patogene (LP),
odnosno varijante koje objasnjavaju slucaj. U 2,230 sluCajeva
uzrok je bila jedna varijanta, a u 362 viSe njih, uglavnhom
slozena heterozigotnost ili kombinacije SNV-a i CNV-a.

Varijante su razvrstane u 24 klase prema vrsti, metodi
detekcije ili uCestalosti. Klase su svrstane u Cetiri glavne
grupe: varijante sekvence, varijante broja kopija, varijante u
dodatnim nekadirajucim regijama testa ExomeXtra®
varijante koje zahtijevaju naprednu bicinformatiku.

Scenariji analize

Definirali smo tri vrste analize:

x.,08novna” analiza egzoma: standardni komplet i osnovna
bioinformatika za otkrivanje varijanti sekvence u
kodiraju¢im egzonima,

x.standardna visokokvalitetna” analiza: standardno
obogacivanje egzoma uz dodatnu detekciju CNV-a, te

x ExomeXtra®.

Za svaku klasu varijanti procijenjeno je moze li se otkriti
,0snovnom” analizom egzoma, ,standardnom
visokokvalitetnom” analizom ili samo testom ExomeXtra®.

Sve analize egzoma mogu otkriti varijante sekvence u
kodirajucim regijama. Detekcija CNV-a iz egzomskih
podataka nije jednostavna; u nalazima drugih laboratorija
redovno vidamo slucajeve bez dijagnoze jer CNV nije otkriven.
Posebno su zahtjevni CNV-i jednog egzona (19% CNV-a u
nasoj kohorti). Stoga za standardni egzom, u odnosu na
ExomeXtra®, pretpostavljamo osjetljivost detekcije CNV-a od
50% do 81%. Nekodirajuce regije ciljane testom ExomeXtra®
nisu dostupne drugim analizama, a druge laboratorije rijetko
koriste i neke slozenije bioinformaticke metode.

Analiza na nivou slucaja

Za objasnjenje genetskog sluCaja ponekad je potrebno vise
od jedne varijante. Takav slu¢aj smatramo rijeSenim samo
ako je otkrivena i varijanta koju je najteze otkriti. Naprimjer,
bolest uzrokovana missense mutacijom i drugom varijantom
duboko u intronu moze objasniti samo metoda koja analizira
duboke intronske regije, poput testa ExomeXtra®.



Dodatnih 20% varijanti otkrivenih testom ExomeXtra®

2,612

349
+13.4%

153
+5.9%

60
+2.3%

nije
kvantificirano

Varijante sekvence u egzonima koji kodiraju proteine (CDS)

Sve missense, nonsense, frameshift, stop-loss i start-loss varijante, sinonimne varijante i varijante kljucnih
mjesta prekrajanja, u homozigotnom, heterozigotnom i mozai¢nom stanju s visokom ucestaloscu (>20%).

Varijante broja kopija

Sve varijante broja kopija koje zahvataju pojedinacne egzone, cijele gene i vece genomske regije koje
standardni egzomi ne obuhvataju.

ExomeXtra® je visoko osjetljiv i za CNV-e jednog egzona. Samo ExomeXtra® ukljuéuje mrezu za CNV
analizu cijelog genoma s rezolucijom sliénom array analizi. Dodatni array CGH nije potreban.

Nekodirajuci geni i regije

Varijante izvan kodirajucih regija (intronske i dubaoko intronske), u nekodiraju¢im RNA genima, nekodirajué¢im egzonima
gena za proteine (UTR), mitohondrijskoj DNA i ekspanzijama ponavljanja koje standardni egzomi ne obuhvataju.

Samo ExomeXtra® obuhvata sve poznate varijante koje uzrokuju bolesti iz baza ClinVar i HGMD,
uklju€ujuéi duboko intronske i one uzvodno od gena.
UkljuCujemo i
yrelevantne RNA gene (npr. RNU4-2),
yuzvodne netranslatirane regije (UTR) svih MANE Select transkripata kodirajucih gena,
xregije s ponavljanjima koje nedostaju u standardnim egzomima,

xCis-regulatorne regije koje stupaju u interakciju s promotorima odredenih gena.

Potrebna je napredna bicinformatika

Ovdje spadaju mozai¢ne varijante sekvence i mozai¢ni CNV-i niske ucestalosti, uniparentalne disomije,
sloZeni aleli i VNTR-i (varijabilni broj tandemskih ponavljanja).

ExomeXtra® ukljuéuje dobro osmisljen komplet za obogacivanje, ali i naprednu bioinformatiku i pazljivo
razvijene analitiCke metode. Mozaicizam moze biti vrlo relevantan, a mnogi bioinformaticki postupci
zanemaruju takve varijante. Posebno, analize cijelog genoma ne omogucavaju osjetljivo otkrivanje
mozaicizma niske ucestalosti. Uniparentalne disomije (UPD) mogu dovesti do efekata genomskog
utiskivanja relevantnih za bolest, koji se ne vide direktno iz rezultata detekcije varijanti.

Izvan granica ljudskog genoma

ExomeXtra® uklju€uje i probir na relevantne infekcije, Sto omoguc¢ava dodatne dijagnoze, posebno u
prenatalnim slu€ajevima. To nije bilo dio ove kohortne analize, pa kvantifikacija trenutno nije moguca.

Rezultati prema broju rijeSenih slucajeva

2,061

2,233-2,269
+8-15%

2,592
+26%

RijeSeno osnovnom analizom egzoma
Bolest objasnjavaju samo pojedinacne varijante sekvence ili njihove kombinacije

RijeSeno standardnim visokokvalitetnim egzomom
Bolest objasnjavaju CNV-i, kombinacije SNV-a i CNV-a te neke proksimalne intronske varijante

RijeSeno samo testom ExomeXtra®
RjeSenje zahtijeva detekciju nekodirajucih varijanti, mozaicizma niskog nivoa ili specijaliziranu bioinformatiku



Dio 4: | duboko sekvenciranje cijelog genoma

ima ogranicenu osjetljivost

Jedan od argumenata u korist sekvenciranja cijelog genoma
jeste da obuhvata ,potpuni” genom.

Pokrivenost cijelog genoma znaci da ocitanja sekvenciranja
obuhvataju svaku genomsku lokaciju i da je njihov broj

dovoljan za osjetljivo otkrivanje varijanti na svakoj od tih
lokacija.

Medutim, nisu sve regije klinicki relevantne. Smatramo da je
bolje stvarati podatke tamo gdje su vazni: usmjerenim
sekvenciranjem duboko pokriti klinicki relevantne regije,
umjesto rijetko rasporediti ocitanja svuda.

U odnosu na WES, WGS mijenja dubinu pokrivenaosti
(osjetljivost) za Sirinu obuhvata (udio zastupljenog genoma). U
sljedecem dijelu razmatramo posljedice te smanjene
osjetljivosti.

Najprije utvrdujemo gornju granicu pokrivenosti sekvenciranjem
kratkih oCitanja. Analiziramo duboko sekvenciran WGS skup
podataka (350 Gbp sirovih podataka, prosjecna pokrivenost 100x)
kako bismo procijenili obuhvat svih klinicki relevantnih regija.

Te regije definiramo kao sve kodirajuce sekvence iz baze
MANE Select i sve duboko intronske varijante koje uzrokuju

bolesti iz HGMD-a i ClinVara. Za osjetljivu detekciju
zahtijevamo pokrivenost od najmanje 30x.

Teoretski, WGS skup s pokriveno$cu 100x trebao bi omoguciti
viSe od 30 u cijelom genomu. Medutim, regije s ekstremnim
sadrzajem GC-a ili visoko repetitivnim sekvencama (npr.
telomere, centromere i duge regije ponavljanja) gube se pri
pripremi biblioteke. Ni sva preostala oCitanja ne mogu se
mapirati na

referentni genom, Sto stvara praznine u pokrivenosti.
Naprimjer, oCitanja mogu biti prekratka za mapiranje na
repetitivne regije ili referentna sekvenca moze predstavljati

varijabilne regije na nacin nespojiv s podacima dobijenim iz
odredenog uzorka.

Klinicka dijagnostika zahtijeva i strogo filtriranje kako bi
mapirana oCitanja tacno predstavljala genom pacijenta. To
ukljucuje uklanjanje duplikata, ocitanja niske kvalitete
mapiranja i onih koja se ne paravnavaju jedinstveno na jedan
genomski lokus, odnosno imaju viSe poravnanja s jednakim
rezultatom. Takva oCitanja mogu iskriviti alelne ucestalosti,
dati lazno pozitivne nalaze ili dovesti do propustanja varijanti.

Nakon ovog filtriranja, WGS skup s pokrivenoScu 100x
adekvatno pokriva 97.5% CDS-a i 98.8% duboko intronskih
varijanti. To nije ,potpuna” pokrivenaost, ali predstavlja gornju
granicu ostvarivog i cilj kojem treba teziti svaki kvalitetan
dijagnosticki test zasnovan na NGS-u.

Zaklju€no, ¢ak ni stvaranje ogromne koli¢ine podataka ne
osigurava 100% pokrivenost cijelog genoma. Ne osigurava
ni potpuni obuhvat medicinski relevantnih regija.

Kvalitetan dijagnosticki test treba se Sto vise pribliziti
optimumu u regijama u kojima je to vazno.



Dio 4: ExomeXtra® je osjetljiviji

od standardnog WGS-a

lako je WGS odlican istrazivacki alat, dijagnosticka primjena
NGS-a zahtijeva visoku osjetljivost, a ogranicenje predstavlja
mogucnost tumacenja otkrivenih varijanti. Nasa analiza
pokazuje da su medicinski relevantne regije bolje zastupljene
u dobro osmisljenom egzomu.

Niza pokrivenost medicinski relevantnih regija povecava
mogucnost propustanja uzroCne varijante, posebno kod
mozaicizma niskog nivoa (<20%), a narocito kod malih
mozaicnih CNV-a niskog nivoa.

Dijagnosticki WGS obi¢no se izvadi uz prosjecnu pokrivenost
30x. U prethodnom dijelu prikazali smo gornju granicu
pokrivenosti na mnogo dublje sekvenciranom uzorku. Sada
poredimo realan WGS skup s podacima standardnog egzoma
i testa ExomeXtra®, oba sekvencirana uz prosje¢nu
pokrivenost oko 130x.

Kao u prethodnom dijelu, koristimo klinicki relevantne
kodirajuce i nekodirajuce regije iz javnih baza podataka

i za osjetljivu detekciju zahtijevamo pokrivenost 30x. WGS s
prosjekom 30x ocCigledno ne moze osigurati 30x za sve ciljne
regije jer pokrivenost nije potpuno ravnomjerna. Zato za
poredenje primjenjujemo i blazi prag od 20x.

Ipak, zbog stohastickog uzorkovanja molekula DNA tokom
pripreme biblioteke i sekvenciranja, niza pokrivenost povecava
vjerovatnoc¢u da varijanta potpuno promakne. Smanjenje sa
30x na 20x povecava ovaj rizik sa 0.003% na 0.6%. Drugim
rijeCima, bit ¢e propustena 10d 170 heterozigotnih varijanti. Za

mozaicne varijante ovaj efekat je jos izrazeniji.

Vecina poznatih varijanti koje uzrokuju bolesti nalazi se u
kodirajuc¢im regijama (85%)ili blizu granica CDS-a(10%), ali se
opisuje sve viSe relevantnih intergenskih i duboko intronskih
varijanti. Istovremeno, nove varijante na takvim polozajima
rijetko se mogu klinicki procijeniti. Prilagodena obogacivanja
egzoma poput testa ExomeXtra® mogu ukljuciti duboko
intronske, UTR i intergenske regije, uz fokus na poznate

mutacije koje uzrokuju bolesti.

(A) (B) (C) (D)
WGS —— — — —— — — — —— . e e — —
—— i T | e T T e e Ry e — — ——— " T g S - —
Standardni =_—:__ :—::—=_
egzom _—==— =
- | e . — ——— —==
ExomeXtra® — = e = —_——— e
T e —_—— - —_—
1 - . . . . . . 1
SUTR suR  puboko Kodirajuci Kodiraju¢i  3'UTR
mjesto intronska egzon egzon
prekrajanja varijanta

Gen koji kodira protein

RNA gen

Slika 3: Shema raspodijele ocitanja duz genoma za WGS (gore), standardno obogacivanje egzoma i ExomeXtra® (dolje), u odnosu na klinicki relevantna obiljeZja transkripata. WGS
pokriva vecinu genoma uz relativno nisku dubinu, ali u nekim regijama moze doci do izostanka pokrivenosti(C). Standardni egzomi imaju viSu prosjecnu pokrivenost, ali propustaju
medicinski relevantne varijante u nekodirajucim regijama i RNA genima (A, B, D). CeGaT ExomeXtra® objedinjuje visoku pokrivenost egzoma s relevantnim nekodirajucim regijama i
povecava pokrivenost tamo gdje standardni egzomi i WGS mogu biti nedovoljni.



Podaci pokazuju da ExomeXtra® nadmasuje sekvenciranje
cijelog genoma u pokrivenosti klinicki relevantnih regija.
Praznine u pokrivenosti ne proizlaze iz razlike izmedu
egzomskog i genomskog pristupa (odnosno pristranosti
obogacivanja), nego odgovaraju granici mogucéeg koju
odreduju priprema biblioteke, mogu¢nost mapiranja oCitanja
i potrebno filtriranje, kao Sto je prikazano ranije.

Prvo, podaci standardnog egzoma vec¢ pokazuju bolju
pokrivenost kodirajucih sekvenci od WGS-a.

Drugo, kod nekodirajucih varijanti koje uzrokuju bolesti
iznenaduje da kvalitetan komercijalni egzomski komplet, koji
pokriva oko polovine tih regija, nadmasuje WGS. ExomeXtra®
je asmisljen za njihovo ciljano obogacivanje i nadmasuje i
WGS i WES pri pragovima 20x i 30x. Za ove varijante
ExomeXtra® doseze 98.2% pri pragu 20%, dok je gornja
granica duboko sekvenciranog WGS skupa bila 98.8% (vidjeti
prethodni dio).

Kao Sto je navedeno, priprema biblioteke i sekvenciranje su
stohastiCki procesi uzorkovanja, a niZa pokrivenost povecava
rizik propustanja varijante. Homozigotne varijante lako se
otkrivaju, ali rizik neotkrivanja raste sa smanjenjem alelne
uCestalosti, od heterozigotnih do mozaicnih varijanti niske
uCestalosti.

Efekat smanjene osjetljivosti moZe se simulirati na 2,592
stvarna slu¢aja prikazana u dijelu 1. Konacni nalazi sadrze
2,775 varijanti sekvence (SNV-i i indeli, bez mitohondrijskog
genoma).

Provjerili smo pokrivenost poloZaja varijanti u WGS skupu
30x. Zajedno s alelnim ucestalostima zabiljezenim u
egzomskim podacima i binomnom raspodjelom, ove
vrijednosti omogucavaju procjenu vjerovatnoce lazno
negativnih nalaza zbog stohasti¢kog uzorkovanja.

Utvrdeno je da bi vjerovatno promaklo 1% varijanti: WGS
vjerovatno ne bi otkrio 27 varijanti koje su u ovoj kohorti
omogucile dijagnozu testom ExomeXtra®. To pokazuje
vrijednost usmjeravanja analize i stvaranja viSe podataka
tamo gdje su vazni. Povecana osjetljivost glavna je prednost
sekvenciranja egzoma. Kod testa ExomeXtra® ona ne zahtijeva
kompromis u otkrivanju varijanti relevantnih za bolest u
nekodirajuc¢im regijama, jer su obje grupe obuhvacene velikom
dubinom.

Zakljuéno, ExomeXtra® pokriva vise relevantnih regija
vecom dubinom i zato pruza visu osjetljivost od WGS-a 30x.
To povecava udio rijeSenih slu¢ajeva i omoguc¢ava
otkrivanje mozaicizma koji se sistematski propusta u vecini
WGS analiza. ExomeXtra® postize potrebnu pokrivenost u
98.0% kodirajuce sekvence i 97.3% duboko intronskih
nekodiraju¢ih varijanti, dok WGS 30x doseze samo 54.9%,
odnosno 52.6%.

Zanimljivo je da smanjena osjetljivost WGS-a u odnosu na
sekvenciranje egzoma naizgled proturjeci literaturi. Vise
publikacija tvrdi da sekvenciranje genoma umjesto egzoma
znatno povecava dijagnosticki prinos. U sljedecem dijelu
pokazujemo zaSto to moze dovesti u zabludu.

Tabela 2: Prosjecna pokrivenost i udio (%) ciljnih regija pokrivenih najmanje 20x/30x nakon filtriranja poravnanja za WGS, standardni WES i optimizirani CeGaT egzom. Kodirajuce
sekvence: MANE Select 1.5; varijante koje uzrokuju bolesti: HGMD i ClinVar. Dijagnosticka pokrivenost izracunata na CDS-u iz MANE Select 1.5.

Ukupno sekvenciranih GB
Prosje¢na dijagnosti¢ka pokrivenost

Pokrivenost >20x
Kodirajuce sekvence

Duboko intronske varijante koje uzrokuju bolesti

Pokrivenost >30x
Kodirajuce sekvence

Duboko intronske varijante koje uzrokuju bolesti

WES WGS ExomeXtra®
12 100 175
~135x ~30x ~125x
97.0 91.4 98.2
59.4 89.0 98.4
96.9 54.9 98.0
54.3 52.6 97.3



S padom cijena sekvenciranja, strucna zajednica poCela se
okretati WGS-u u nadi da ce ovaj ,najsveobuhvatniji” test
konacno popuniti preostale praznine u dijagnostickom
prinosu. Uprkos ve¢im i brzim uredajima, WGS i dalje
zahtijeva znatno viSe resursa za sekvenciranje, pohranu,
obradu podataka i tumacenje. OCekivalo se da taj dodatni
napor znatno poveca udio rijeSenih slucajeva. Istovremeno,
dijagnaosticke ustanove poput nase stalno su optimizirale
WES kako bi obuhvatio sve viSe varijanti koje uzrokuju
bolesti.

Ocekivane prednosti WGS-a i prestiz najnovije tehnologije
stvaraju snazan pritisak za prelazak s WES-a na WGS u
dijagnastici. Medutim, javni zdravstveni sistemi strogo
ureduju pokrice troskova, a troSkovna efikasnost ostaje vrlo
vazna. Dodatni resursi za WGS moraju biti opravdani
dodatnom koristi. Zato je viSe grupa pokuSalo dokazati korist
WGS-a kroz visi dijagnosticki prinos i kraci put pacijenta do
dijagnoze. Takve studije analiziraju kohorte testirane objema
metodama kako bi utvrdile koji sluCajevi nisu rijeSeni WES-
om, ali jesu WGS-om.

Uprkos tim nastojanjima, velike dijagnosticke prednosti WGS-
a dosad nisu potvrdene: publikacije prikazuju znatan
dodatni prinos, ali se pri pazljivijem uvidu on ne moze
pripisati novoj tehnologiji. Tri su glavna moguca razloga.
Prvo, ako je WES uraden mnogo prije WGS-a, nova nau¢na
saznanja omogucila bi iste dijagnoze i ponovnom analizom
WES podataka uz aktuelne baze. Drugo, ponekad se
nekvalitetni WES podaci porede s najsavremenijim WGS-
om. Tre¢e, WGS varijante smatraju se uzro¢nim iako su
klasificirane kao VUS (varijante neizvjesnog znacaja) i ne
omogucavaju konaéno objasnjenje slu¢aja. Slu¢aj smatramo
rijeSenim samo kada se moze izdati znacajan nalaz, odnosna
kada je otkrivena vjerovatno patogena ili patogena varijanta
(ACMG klasa 41li 5).

Razmatramo tri publikacije koje navode visi dijagnosticki
prinos WGS-a u odnosu na WES. U prvoj analiziranoj
publikaciji autori navode porast od 14.5 procentnih

Dio 5: Dijagnosticki prinos sekvenciranja genoma
nizi je nego sto tvrde neke publikacije

poena (p. p.)[4]. Nasa ponovna analiza pokazuje porast od
najvise 1.4 p. p.[5]. Medutim, taj dodatni prinos prati gubitak
prinosa u drugim podrucjima, kako je objaSnjeno u nastavku.

Druga publikacija nije sadrzavala dovoljno podataka za
ponovnu analizu, ali istaknuti porast prinosa od 9 procenata
[6] odgovara samo 1.8 procentnih poena[7]. Malo je
vjerovatno i da bi WES propustio neke spomenute vrste
varijanti (npr. egzonske CNV-e). Zanimljivo, o¢ekivanja izgleda
nadjacavaju ono $to podaci pokazuju: suoceni s neskladom,
autori upucuju na treéu publikaciju [8]. lako prihvataju da
njihovi podaci pokazuju porast od 1.8 p. p., a nova publikacija
8.2 p. p., zakljuCuju da je ,nasa procjena, Cini se, slicna onima
iz drugih GS studija”, prakticno tvrdeci da svi znaju da WGS
mora znatno povecati prinos.

Sada detaljnije razmatramo tre¢u publikaciju[9]. U kohorti
od 744 sluCaja autori nalaze 61 varijantu koja abjasnjava
slu¢aj i navodno se maze otkriti samo WGS-om, $to je porast
0d 8.2 p. p. u odnosu na WES. Podaci su dostupni pa mozemo
ispitati svih 61 rjesenje.

Ponovnu analizu proveli smo u dva koraka. Prvo smo za svaku
varijantu iz dodatnih podataka procijenili odluku autora da
ona objasnjava slu¢aj. Zatim smo provjerili tvrdnju da se
varijante koje objasnjavaju slucajeve ne mogu otkriti WES-
om. Gdje gad je postojala neizvjesnost, zbog nedovoljnih
podataka ili mogucih razlika u tumacenju, slijedili smo
izvornu procjenu autora.

Za dvije od 61 varijante opis nije dovoljan: LINE insercija bez
preciznog polozaja, koja moze, ali ne mora zahvatati
kodirajuci egzon, te tandemska duplikacija/delecija navodno
u genu MED13L, ali s koordinatama daleko izvan njega. Obje
smo tretirali kao varijante koje objasnjavaju slucaj i mogu se
otkriti samo WGS-om. Od preostalih 59, koje se mogu
procijeniti, 16 zapravo ne objaSnjava sluCaj: sami autori
klasificirali su ih kao VUS.

1
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Slika 4: Ponovna analiza varijanti za koje se tvrdi da su dostupne samo WGS-u. Lijevo: pocetno se navodi 61 od 744 varijante. U sredini: dvije od 61 nije moguce procijeniti zbog
nedostatka podataka, a 16 su VUS i ne objasnjavaju slucaj. Desno: od 43 varijante pogodne za dalju analizu, 26 moze otkriti svaki savremeni egzom, a 36 ExomeXtra®.

Preostale 43 varijante koje objaSnjavaju slucajeve pripadaju
sljede¢im kategorijama:

x14 su SNV-i ili indeli u kodirajucoj sekvenci. Tvrdnja da
WES ne moze otkriti varijante u kodiraju¢im egzonima
svakako zahtijeva preispitivanje. Sve su, naravno,
dostupne WES-u, ukljuCujuci varijante mjesta prekrajanja
1-2 para baza izvan kodirajuceg egzona, koje WES takoder
obuhvata.

x9 su duboko intronski SNV-i ili indeli, predaleko od
kodirajuce regije za standardni WES. Medutim, na$
prilagodeni ExomeXtra® sve ih obuhvata ciljnim regijama
obogacivanja.

x5 su ekspanzije tandemskih panavljanja. Ove varijante
opcenito je teSko otkriti iz kratkih oc¢itanja. Uz dovoljnu
pokrivenost, ipak nema razloga oCekivati bolju detekciju
WGS-om nego WES-om. Tri od pet lokacija obuhvacene su
komercijalnim egzomima, a svih pet nasim prilagodenim
testom ExomeXtra®.

x7su delecije/duplikacije koje zahvataju najmanje jedan
cijeli kodirajuci egzon (CNV-i). Sve se mogu otkriti iz WES

podataka, pa za njihovu detekciju nije potreban WGS.

x8 su vece ili sloZenije strukturne varijante (SV-i): jedna
velika UTR delecija, jedna delecija polovine egzona, pet
inverzija i jedna slozena varijanta. Tri bi se barem
djelimi¢no vidjele u WES podacima, iako oni ne bi pokazali

njihovu punu slozenost. | djelimican nalaz bio bi dovoljan
razlog za detaljniju analizu.

Zakljuéno, od 61 dodatne varijante dobijene WGS-om u kohorti
od 744 slucaja, samo 45 zaista objasnjava slucaj, a samo 17
zahtijeva WGS za otkrivanje (odnosno samo sedam ako se
WES radi testom ExomeXtra®). Dodatni prinos WGS-a iznosi
2.3 p. p. uodnosu na standardni egzom i 0.9 p. p. u odnosu na
ExomeXtra®, Sto vjerovatno ponistava gubitak detekcije
mozai¢nih varijanti ili varijanti u slabo pokrivenim regijama.

Kao WGS, i WES se s vremenom unapredivao. Ne iznenaduje
da savremeni WGS nadmasuje WES izveden zastarjelim
protokolima ili interpretiran bez aktuelnih naucnih saznanja.
Savremeni WES koristi nove dokaze i za tumacenje varijanti i
za dizajn ciljnih regija, npr. uklju¢ivanjem poznatih uzrocnih
varijanti u nekodirajucim regijama. Ipak, maguce je da WGS
donese dodatni prinos i u odnosu na najsavremeniji WES,
posebno kroz detekciju slozenih strukturnih varijanti.
Vjerovatan porast iznosi oko 1p. p., kao $to smo pokazali u
komentarima na tri publikacije.

Istovremeno, WGS propusta mozaicne varijante niske
uCestalosti koje WES otkriva. U nasoj kohorti takve varijante
doprinose oko 1p. p. dijagnosti¢kog prinosa. WGS ne pokriva
ni sve relevantne regije jednakom dubinom, pa se varijante
gube tamo gdje je pokrivenaost niska.

Zakljuéno: WGS jednog pacijenta i Single ExomeXtra® imaju
isti dijagnosticki prinos, uz malu razliku u fokusu.



Dio 6: Najbolja dijagnosticka strategija pocinje
sekvenciranjem Trio ExomeXtra®

WGS obecava vedi dijagnosticki prinos od WES-a. U praksi to
nije tako. Dijagnosti¢ko tumacenje obitno se usmjerava na
klinicki relevantne regije. Veliki WGS skupovi zato se
prakticno filtriraju na podskupove sli¢ne egzomu, uz
zadrzavanje nedostataka nize prosjecne pokrivenosti. Ciljana
WES obogacivanja poput testa ExomeXtra® imaju suprotan
pristup: koncentriraju dubinu sekvenciranja tamo gdje se
donose dijagnosticke odluke.

Cak i kada se podaci cijelog genoma analiziraju
sveobuhvatno, dodatni prinos WGS-a u odnosu na
optimizirani egzom potice od relativno malog broja slozenih
strukturnih varijanti. Istovremeno, standardni WGS 30x
slabije otkriva mozai¢ne varijante niske ucestalosti od
duboko sekvenciranog egzoma poput testa ExomeXtra®. WGS
takoder daje velik broj nalaza izvan medicinski relevantnih

regija. Oni gotovo uvijek ostaju varijante neizvjesnog znacaja i

rijetko daju dijagnostiCke informacije koje usmjeravaju
postupanje. ViSe podataka samo po sebi rijetko donosi bolji
dijagnosticki ishod.

Znatnu razliku donosi dodatna dimenzija podataka:
informacije o nasljedivanju uklju€ene kroz trio analizu. To
obi€no povecava dijagnosticki
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prinos za priblizno 10-15 procentnih poena, mnogo vise od
dodatne koristi samog prelaska sa sekvenciranja egzoma
na genom [11-13].

U praksi ExomeXtra® jednog pacijenta vec rjeSava vecinu
slucajeva koje bi rijeSio kvalitetan WGS, a otkriva i neka
rieSenja koja WGS propusta. Po potrebi se brzo moze prosiriti
na Trio ExomeXtra®. Kod slozenih slucajeva opravdano je
odmah poceti testom Trio ExomeXtra®. WGS je najbolje
saCuvati za mali dio nerijeSenih slu¢ajeva koji zahtijevaju
podatke cijelog genoma radi otkrivanja slozenih strukturnih
varijanti. U odabranim nerijeSenim slucajevima
komplementarne metode, poput sekvenciranja RNA ili analize
metilacije, mogu pruziti dodatne funkcionalne dokaze za
tumacenje varijanti.

Klju¢no dijagnosticko pitanje glasi: Koja metoda prvog izbora
daje najvecu Sansu da se objasni moj slucaj? Na osnovu ovdje
prikazanih podataka, Trio ExomeXtra® pruza najveci
dijagnosticki prinos medu procijenjenim strategijama.

RijeSeni slucajevi,
utvrdena uzrocna
varijanta

WGS Trio
ExomeXtra®

Slika b: Izvori podataka za udio rijeSenih slu¢ajeva, Single/Trio: CeGaT slucajevi s razvojnim kasnjenjem; WGS: prinos procijenjen iz literature; nedostaju¢e do 100%: negativni
slucajevi bez prijavljene varijante (Battke, Schulze & Schulte (2024), What Is the Real Diagnostic Benefit of Whole-Genome Sequencing?).



Metode

Dio 1: Pokrivenost je izratunata na tri replike vanjskih
referentnih standarda (hg001, hg96, hg97) za svaki egzomski
komplet, uz poduzorkovanje sirovih podataka radi direktnog
poredenja. OCitanja 2 x 100 bp mapirana su pomoc¢u bwa-
mem2 (2.1) na referentni genom GRCh38, a pokrivenost je
raCunata vlastitim softverom. Duboko intronske nekodirajuce
varijante definirane su kao udaljene vise od 30 bp od bilo
kojeg poznatog CDS-a; time je dobijeno 7,003 varijante.

Dio 2: Rucno objedinjavanje varijanti koje objasnjavaju 2,592
slu¢aja prikupljena od uvodenja testa ExomeXtra® verzije 6.
Razmotreni su svi klinicki sluCajevi, uz jedini kriterij odabira:
genetski nalaz mora sadrzavati genetsko objasnjenje
fenotipa (,rijeseni” slucajevi).

Dijelovi 3 i 4: Sve analize zapocCete su visokokvalitetnom DNA.

Egzomi su obogaceni kompletom Twist Exome 2.0 +
Comprehensive Spike-in ili CeGaT ExomeXtra® verzije 7.
Sekvenciranje WGS i WES uzoraka izvedeno je

na uredajima lllumina. Duzine ocCitanja bile su 2 x 150 za WGS i
2 x100 za WES. Ocitanja su poravnata pomocu bwa-mem?2
(2.1, WES uzorci)ili lllumina DRAGEN (4.2.4, WGS uzorci) na
referencu GRCh38 s maskiranim pseudoautosomalnim
regijama hromosoma Y. Uklanjanje duplikata, filtriranje i
izraCun pokrivenosti provedeni su vlastitim softverom. Za
kodirajuce ciljne regije koristena je baza MANE Select (v1.5):
191,627 regija koje ukupno obuhvataju 33.4 Mbp. Duboko
intronske varijante koje uzrokuju bolesti izdvojene su iz HGMD
Professional (izdanje 26.2) i ClinVara (preuzeto 2026-07-03).
ZadrZane su samo nekodirajuce varijante udaljene vise od 30
bp od bilo kojeg poznatog CDS-a, ukupno 7,003. Prikazani su
prosjeci tri razliCita uzorka.

Dio 5: Ru¢na panovna analiza svih varijanti koje objasnjavaju
sluc¢ajeve iz dodatnih podataka rada Wojcik i sar.[9].

Dio 6: Udio rijeSenih Single/Trio slu¢ajeva iz CeGaT kohorte s
indikacijom razvojnog kasnjenja. Dijagnosticki prinos WGS-a
procijenjen je pregledom literature.
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CeGaT je globalni pruzalac genetskih analiza za Sirok
spektar medicinskih, istrazivackih i farmaceutskih
primjena.

Osnovana 2009. u Tabingenu, Njemacka, kompanija
povezuje najsavremeniju tehnologiju sekvenciranja s
medicinskom ekspertizom kako bi otkrila genetske
uzroke bolesti i podrzala brigu o pacijentima.
Istrazivacima i farmaceutskim kompanijama CeGaT
nudi Sirok izbor usluga sekvenciranja i analiza tumora.
Stvara podatkavnu osnovu za klinicke studije i
medicinske inovacije te vlastitim saznanjima doprinosi
napretku nauke.

Kompanija kojom upravljaju vlasnici posvecena je
nezavisnosti, sveobuhvatnoj licnoj podrsci klijentima i
vrhunskoj kvaliteti. CeGaT laboratorija akreditirana je
prema CAP/CLIA, DIN EN IS0 15189 i DIN EN ISO/IEC
17025 te ispunjava najvise medunarodne standarde. Za
vrhunske rezultate, svi procesi odvijaju se u vlastitoj
ustanovi pod naucnim i medicinskim nadzorom.
Posvecenost kvaliteti dopunjena je certifikacijom
prema DIN EN ISO/IEC 27001, medunarodno priznatom
standardu upravljanja informacijskom sigurnoscu.
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