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Kam sméruje molekularné-geneticka analyza
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SOUHRN

Cil studlie: Porovnani soucasnych sekvenacénich metod, analyza jejich vysledkd, analyticka a Kklinicka interpretace. Pokus
o vyhled do budoucnosti.

Typ studie: Prehledna prace.

Nézev a sidlo pracovisté: Ustav experimentalni mediciny AV CR, Praha 4.

V ramci soucasného rozvoje sekvencnich metod vrhli vyrobci na trh fadu strojd, které jsou schopny béhem nékolika dnd
sestavit kompletni sekvenci lidského genomu. Metodické principy se prilis nelisi a vychazeji z pfistupu pouzitého jiz pri
plvodni analyze sekvence v ramci projektu HGP, ktery skoncil v roce 2003, tj. ze stanoveni sekvenci kratkych UsekU a je-
jich nasledného pospojovani pocitaovym programem. Cena analyzy jednoho vzorku stéle klesa a predpokladem je jeji
snizeni v roce 2013 na 1000 USD za vzorek. Poklesem nakladt se moznosti vyuziti celogenomového sekvenovani stavaji
konkurencniho boje mezi vyrobci, ktefi své ,sekvenatory“ nové generace nepretrzité zdokonaluji — zvysuiji jejich vykon a po-
uZitelnost v nejréiznéjsich aplikacich. Postupné vrlsta i pouzitelnost jejich vysledkd v praktické lékarské diagnostice, ktera
zacina nabizet nebyvalé mnoZstvi dat.

Do genetické molekularni diagnostiky vstoupil novy fenomén — celogenomoveé sekvenovani. NaSe instituce by k této situaci
meély pristupovat racionalné a investovat tak, abychom prilis nezaostali, udrzeli v této oblasti s celosvétovym vyvojem krok,
ale vybavili se jen takovym mnoZstvi pristrojli, které dokazeme optimalné vyuzit, protoZe Ize opravnéné predpokladat, ze
ZlepsSovani bude rychle pokracovat a stroje, které budou k dispozici za nékolik malo let, budou jesté vykonngjsi a dokona-
lejsi. Také se znacné zvysi kvalita interpretace ziskanych nalezd.

Klicova slova: sekvenace nové generace, celogenomova sekvenace, analyticka interpretace, klinicka interpretace, pristi
VYVO.

SUMMARY

Brdicka R.: Where is the molecular genetic analysis heading?

The review has been focused on the last decade of progress in sequencing technologies and possibilities of analyzing larger
and larger genomes including the whole human genome. New technologies are making WGS cheaper and reaching the
sum of 1000 USD for human WGS is supposed to come in 2013. In spite of the fact that at present the time necessary for
getting the assembled fragments takes several days in case of human genome and cost of one run may be several times
more than 1000 USD many such devices are being constructed and sold. Step by step not only analytical procedures
based on sequencing of amplified small fragments or direct sequencing of isolated DNA strains, but also the interpretation
starting from the analytical process to clinical interpretation is taking place.

WGS seems to become more and more helpful method in genetic testing, offering an enormous amount of data to be ana-
lyzed and interpreted, and in a few years it will most probably become a useful tool also in medical practice.

Key words: new generation sequencing, whole genome sequencing, analytical interpretation, clinical interpretation, next
developments.

Uvod

Sekvenovani nové generace

Podle bulletinu firmy Pacific BioSciences ,Beyond
Next Generation DNA Sequencing Single Molecule
Real Time (SMRT™) Technology“ z ledna 2010 do-
spél vyvoj technologii sekvenovani do treti generace
strojl, které tyto analyzy vykonavaji. Jestlize vycho-
zim zplsobem sekvenovani byl Sanger(v postup za-
loZzeny na ,terminaéni dideoxy” metodé, na separaci
oligonukleotidd vzniklych elektroforézou v polyakryl-
amidovém gelu a na jejich detekai stfibfenim, v pripadé
radioaktivné oznacenych na citlivé fotografické vrst-
V&, nebo pozdéji nahrazenou kapilarni elektroforézou
a fluorescen¢nim znacenim, patfi stroje zalozené na
tomto zplsobu analyzy a detekce do nejstarsi a te-
dy prvni generace sekvenacnich technologii. Takové

stroje se také v ramci projektu HGP ucastnily analyzy
sekvence lidského genomu v ohromném nasazeni,
pfipominajicim historické manufaktury. Dodnes jsou
Uspésné pouzivané a patrné nejrozsirengjsi; najdeme
je vybavené jednou nebo vice kapilarami v nabidce
rfady spole¢nosti. Timto zplsobem byly analyzovany
Casti molekul DNA bézné v délce nékolika set nukleo-
tidd — ve spiSe vyjimedénych pripadech blizici se 1000.
Analyza sekvence proto byla a je zahajovana rozbitim
nativnich molekul DNA na fragmenty — vytvorenim tzv.
knihovny fragmentd, které — protoze vznikaji z velkého
poctu vychozich DNA molekul — se v rlizné mife na-
vzajem prekryvaji a tyto prekryvy umoznuiji jejich vza-
jemné pospojovani a sestaveni nukleotidové sekven-
ce znacné délky [18]. Jiz v projektu HGP si navzajem
konkurovaly dva pfistupy, které se liSily pravé v délce
primarnich fragmenta.
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Tato situace trva do dneska. V soucasnosti pouzi-
vaneé stroje (2. generace) se mimo jiné také lisi v délce
pouzivanych fragmentl. Jejich technologicka rozriiz-
nénost narostla do veliké Sife, ale vétSinou vychazeji
z identifikace nukleotidd postupné zarazovanych pfi
syntéze komplementarniho fetézce (pyrosekvenace).
Ugelem tohoto &lanku véak neni rozebirani jednotlivych
postupl, které pouZivaji rlzni vyrobci téchto strojd
»druhé generace”, proto odkazeme na jejich webové
stranky, popf. videoklipy, v nichz popisuji pouzité me-
todické principy [16]. VyCet firem a zafizeni, kterd zde
uvedeme (tab. 1) neni jisté kompletni, ale je vybérem
z téch noveéjSich, nebot na trhu se objevuji stale nové
s ,dokonalgjsi* technologii, s vy$si vykonnosti, a prede-

Table 1 Basic data of sequencing machines

Urovnich vedoucich k fenotypu. A abychom se neome-
zovali pouze na genom, cestou k fenotypu bude tfeba
zhodnotit i vSechny uvazovatelné vlivy, které se podileji
na jeho formovani.

Pro porovnani stroju, které Ize fadit do druhé gene-
race sekvenatorli mdzeme pouzit tabulku prezentova-
nou v praci Metzkera [16] a jeji dopInéni o nékteré stroje
jen nékolik malo firem, protoze se zfejmé na trhu ob-
jevily dfive nez ostatni a nepochybné i proto, ze mély
vhodnou marketingovou strategii. | kdyz mapa, kterou
najdete na nasledujici adrese, neni nejCerstvejsi, napo-
vi mnohé a nejen o vyrobcich (http://pathogenomics.
bham.ac.uk/hts/). (Podle informaci od vyrobcl operuiji-
cich na naSem trhu disponujeme momentalné (bfezen
2011) v CR péti stroji.)

Device, Minimal amount of | Time of reading Time required for | Price of the Price of one run
Producer DNA per sample | (size of individual | analysis including | device in (sample) in
DNA segments computing®

us$ us$

€ €

CzK CzK
lon Torrent, 1ug 100-200 * 110 000
Life -
Technologies 100 MB 2-3 h approx. 1.9 mil approx. 14.5 thousands
GS Junior, 500 ng 400 * - -
Roche 454 120 000 1200

approx. 3.7 mil approx. 35 thousands
MiSeq, 50 ng 35-150 * 125 000 400-750
[llumina - -

approx. 2.2 mil 7.2-13.5 thousands
PACBIO 500 ng-1 ug 1500
RSPacific 2 120 min 695 000 280
Biosciences < 100GB 24h approx. 7.0 thousands
HeliScope 10 ng 25-55 * 800 000 18 000
Helicos 88

30 GB 8 days approx. 14.4m $Sapprox. 324 thousands

Saccording to size of the analyzed genome
$Sapprox. 10-fold covering of the complete human genome

‘plasmids usually less than one hour, bacterial genomes several hours, human genome several days

(Data of producers are approximate and subject to frequent changes.)

Data were obtained from producers or distributors.

Rada firem deklaruje, Ze jiZ pfed mnoha lety vyslo-
venou predpoveéd sniZzeni naklad( na sekvenaci celého
lidského genomu na 1000 $ dosahnou v roce 2013.

Presune-li se sekvenovani novych generaci, at uz
v podobé sekvenovani transkriptomu nebo exomu [19]
nebo jen vybranych oblasti, do rutinni molekularni dia-
gnostiky (coZ se jiz zaCina dit — nabidka firmy Gendia),
pak zahrne vSechny pracovniky s timto vyvojem spo-
jené — od laboratofi po kliniky — ohromnym mnozstvim
dat, pfirovnavanych k informacni tsunami. Zpracovani
takového mnozstvi dat bude naro¢né z hlediska poci-
taCového vybaveni, a to jiz na urovni laboratorni, kdy
pljde jen o zhodnoceni kvality a zhodnoceni vysled-
ki sekvenace. Data bude tfeba nejen analyzovat, ale
i ukladat a prenaset. V tomto smeéru se uvazuje o Urovni
interpretace, pfi niz bude nutné zvazovat vSechny moz-
né interakce, v prvni fadé mezigenoveé, ale i na dalSich

Interpretace analyticka

Dnes se stava, Ze jsou tyto stroje uvadény na trh
jiz na drovni funkénich prototypd, které jsou postupné
zdokonalovany, a tak béhem prvnich let jejich vyroby
dochézi k mnoha Upravam a vylepsenim. Principy téch-
to novych sekvenacnich metod jsou podobné a mohli
bychom se na né divat z mnoha hledisek, z nichz né-
které jsou vyjadreny jiz v uvedené tabulce 1. Tak na-
priklad pro sekvenaci ,de novo” jsou vyhodngjsi delsi
fragmenty, mivaji v8ak problémy s homopolymernimi
i pomémé kratkymi sekvencemi, u vétsiny téchto strojl
existuji tzv. hlucha mista, s méné jednoznacnymi vy-
sledky, kdy je tfeba pouzit zkuSenost nebo problema-
tické misto analyzovat klasickou sekvenci (nebo jinym
typem sekvenatoru). V tomto sméru maji vyhodu resek-
venacni postupy, které pouzivajl jiz znamou sekvenci
jako poradac. Zatim jsou vSechny zmifiované stroje
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z hlediska analyzy velkych genom (lidského) ,poma-
1&“. Ackoliv uréeni sekvenci jednotlivych fragmentd trva
vétSinou jen nékolik minut az hodin (podle velikosti ge-
nomu), jejich usporadani do plynulé sekvence velkych
genom( pocitacem prodlouzi celkovou dobu analyzy
na nékolik dnd. V tomto sméru maji vyhodu malé ge-
nomy — mitochondrialni [7], a parazitické, napf. bakteril
nebo virl, a vyuzivat bychom mohli WGS jiz dnes, kdy-
bychom bychom dokéazali odhadovat jejich viastnosti
na zakladé znalosti jejich genomu

Na rozdil od klasické sekvenace, kdy kvalitu vysled-
ku a cely proces muze prakticky ovladat technik, pro
spravnou funkci téchto novych pfistrojd je nezbytné od-
povidajici pocitaCové i persondlni vybaveni. V tymech
pouzivajicich stroje nové generace se proto objevuiji
biocinformatici [12, 13] jako jejich neodmyslitelna a ne-
zbytna soucast. A opét dochazi, zatim v zahranici, k to-
mu, co si pamatujeme z doby projektu HGP, k centra-
lizaci vybaveni i persondlu. Obavam se, ze Seska touha
masirovana marketingem, aby kazda molekularné-ge-
neticka laborator méla svUj stroj druhé nebo dokonce
tfeti generace je scestnd, nebot je v soucasnych ceno-
vych relacich principidlné neekonomicka. Stroje dnes
zastaravaji takovou rychlosti, Zze je nutné je maximalng
vyuzivat, tedy nikoliv pouze béhem pracovni doby, ale
nepretrzité jen s prestavkami na potiebnou udrzbu.

Nékteré udaje o noveéjSich strojich najdete v tabul-
ce 1, ktera pochopitelné neobsahuje kompletni sadu
udajd, nebot byly jen ¢astecné dostupné a kromé
toho nékdy i obtizné srovnatelné a v zadném pfipa-
dé neukazuji na jejich kvalitu, napf. naroky na kvali-
fikaci obsluhy, robustnost — odolnost proti prostredi,
Spatnému zachézeni a dalsi dllezité parametry, jako
je napf. chybovost, pro niz obecné plati, ze &im kratsi
jsou odecitané fragmenty, tim je vykazovana chybo-
vost menSi. Rovnéz nezbytné poditacové vybaveni je
jen u nékterych pristrojd soucasti ,stroje”. Dilezitym
parametrem je napr. kolikrat je dany uUsek precten,
nicméné tento ukazatel byva uvadén jen jako prlimér-
na hodnota, kterd v8ak mdze znac¢né kolisat. Napfi-
klad u pfistroje Heliscope se v ramci WGS precte cely
lidsky genom témér 10krat.

Vyhodnocenim sekvence a jejim porovnanim se
standardem, coz jsou v pfipadé lidského genomu vy-
sledky HGP a dalsich projektl zabyvajicich se lidskym
genomem — napf. mutacnimi odchylkami (mutom) [5],
jeho variabilitou (variom) [20] — dokazeme zjistit, v &em
se analyzovany vzorek lisi. Dokazeme také odlisit pre-
vazné homozygotni Useky od spiSe heterozygotnich
[14]. Ukazalo se, ze lidsky zarodecny genom je ziejme
variabilngjsi, nez jsme predpokladali — nejen v mnozstvi
jednonukleotidovych odchylek typu SNP, &i ztrat (de-
leci) nebo ziskl (inserci), ale i opakovani (CNV) nebo
presund [10], a proto byl pdvodni cil analyzovat 1000
individudlnich genomd rozsifen na pocet 2500. To
se tyka ve stejné, nebo dokonce vétsi mite genom(
somatickych bunék (nadorovych) [2]. SouCasné sek-
venatory mohou byt zapojeny i do hledani ziskanych
(somatickych) mutaci, ale i epigenetickych studii [23].
U somatickych mutaci hraje vyznamnou roli citlivost
metody, nebot vychozi vzorek Casto obsahuje smés

bunék, z nichz nékteré postihly nové vzniklé zmény,
avsak ostatni bunky jsou vybaveny nezménénym zaro-
deCnym genomem.

Interpretace klinicka

V souvislosti s potfebami sekvenadni vysledky néjak
interpretovat vznikla a vznika cela fada poditacovych
program(l, které se zabyvaji nejen interpretaci analytic-
kou [5], ale zacinaji se uplatiovat i v interpretaci klinic-
ké, bez niz by sice Slo o biologicky zajimavé vysledky,
ale bez lékarského vyuziti.

Tato posledni, ale pro nds nejdlleZitéjsi faze se vSak
teprve zacina rozvijet, nebot zatim nemame dostatek
znalosti, abychom vzdy dokazali vyvodit, jaky je vy-
znam té které nalezené ,,odchylky” v ramci celého ge-
nomu, a jak mUze ovliviiovat fenotyp nositele. Pomérné
dobre se orientujeme v pfipadé jednoduse dédicnych
zalezitosti [6, 25], kdy jiz k interpretaci klinické mdzeme
dospét zaroven s interpretaci analytickou, napf. u zna-
mych mutaci, avSak zvlasté u komplexnich chorob, a to
jsou ty nejoéznéjsi, je situace natolik slozitd, ze nam
jesté néjakou dobu potrva, nez se budeme moci odpo-
védné dopoustét néjakych zavér( [3].

V kazdém pfipadé musime jiz dnes poditat s tim,
7e mnozstvi Udajli o nasich genomech bude rychle
pfibyvat a méli bychom se pfipravit na to, ze s témito
informacemi budeme muset zachazet. Jist€ mnohem
rychleji budou pfibyvat vysledky sekvenovani malych
genomd, pro medicinu rovnéz dlleZitych, nebot né-
které stroje jsou pro takové analyzy idealni a mohly by
nahradit nejen pracngjsi, ale i zdlouhavéjsi procedury
testujici napt. vlastnosti mikrobd, pokud ovSem dosta-
te¢né pokrodi znalosti o vztahu struktury mikrobialnich
genom k jejich funkénim viastnostem. Z lidského ge-
nomu se to bude tykat prfedevsim mitochondrialni DNA
[7], ale i vybranych &asti centrainiho genomu [11]. Dnes
dokéazeme, a fada firem takové sluzby nabizi, oddélit
napi. DNA urcitych chromozom( nebo podstatné sni-
zit celkovou délku analyzované sekvence izolaci tran-
skriptovanych (transkriptom), nebo jen translatovanych
Usekd (exom).

Diskuse

Podstatnymi otdzkami, které ovliviiuji nase vyhledy
do budoucnosti molekularné-genetické diagnostiky, je
predevsim otazka naklady. Prestoze kazdé zdokonaleni
v jakémkoliv oboru lidské ¢innosti bylo vzdy provazeno
zvySenim naklad(, nechceme to v mediciné pripustit,
nebot je oborem, v némz se investice zdanlivé nevraceji.
Pokud nemocnost obyvatelstva stoupa, jisté také diky
jeho starnuti a nepriznivym vliviim vnéjsiho prostredi, je
nasnadg, ze i kdybychom abdikovali na pokrok v me-
diciné a chtéli jen udrzovat status quo, naklady zdra-
votni pécCe se stejné budou zvySovat. A budeme-li chtit
zdravotni péci zlepSovat, porostou tim vice. V tom tkvi
dalsi z podstatnych otazek nasi souc¢asnosti — chceme
podporovat pokrok v medicing? Je-li médou dneska

Klinicka biochemie a metabolismus 3/2011

145



zdlraznovani personalizace mediciny na genomové
drovni [1, 9], tak se to tyka nejen IéCeni, ale predevsim
diagnostiky, ktera v oblasti chorob s genetickou pfici-
nou nebo dédi¢nou komponentou zacinala od vyhleda-
vani odpovédnych gend, jejich ¢asti a identifikace jejich
zmeén, a v poslednich letech pak dokéazala analyzovat
vice gend najednou v jednom vzorku, aby dnes dopéla
k moznosti analyzovat cely genom — vSechny jeho geny
v jednom analytickém procesu. A tim se dostavame ke
treti zakladni otazce.

Kdy bychom se do takové analyzy méli poustét?
Jako dosud, az klinik dospgje k ndzoru, ze by tako-
vé vySetieni potreboval, aby upresnil svij ndlez a sta-
novil diagnézu nemocného, nebo by bylo Sikovngjsi
znat genetickou vybavu Cloveéka co nejdrive, abychom
mohli uvazovat o vhodné prevenci podobng, jako to
umoznuje novorozenecky nebo dokonce fetalni scree-
ning [8]. Jiz pro rok 2011 se uvazuje v USA o zavedeni
screeningu pro vice nez 400 geneticky podminénych
vzacnych chorob [15, 21]. K takovému rozhodnuti Ize
dospét racionalni ekonomickou Uvahou, nebot naklady
na jednotliva vySetfeni jsou rozhodné vysSi, nicméné
nelze vyloudit zabrany etické a v jejich disledku i prav-
ni. Nezbytnost rozhodnuti se neodbytné blizi, nebot jiz
dnes zaCiname uvazovat o zatim Casto jesté komercné
nedostupné ¢tvrté generaci sekvenacnich strojd [22].

Patologicky fenotyp nemusi vznikat jen na pod-
kladé z generace na generaci prenesenych mutaci
(zmeén) genotypu, které jsou vyslovene patogenni, ale
i ,nevhodnou“ kombinaci ,zdravych“ haplogenom
pochazejicich z rodiCovskych gamet [14, 24]. Kromé
toho i béhem naseho Zivota dochazi ke zménam v ge-
notypu, které mohou u nékterych bunék vést k jejich
nadorovému zvrhnuti.

A tak pfed nami stoji otazky — vstoupime do ge-
nomového obdobi vyzbrojeni odpovidajici technikou?
Kdyz ano, tak s vétSim ekonomickym a strategickym

Table 2. Links

rozmyslem. Dokdzeme si v8ak poradit se ziskanymi
vysledky, jak technicky (pocitatové vybaveni), tak po
strance etické a pravni?

Zavéry

Celogenomové sekvenovani na Urovni lidského za-
rode¢ného genomu, v nejrlizngjsich podobéch — napf.
omezené na exom, transkriptom, vybrané chromozo-
malni tseky, nebo dokonce na jeho zmény pii kancero-
genezi [17] se stava dostupnym zplisobem genetické-
ho testovani a je spiSe jen otazkou Casu, kdy se natolik
rozsifi i v naSich kondinach, ze bude pouzitelné v SirSim
meéfitku nejen ve vyzkumu, ale i v ramci zdravotni péce.
Predpokladem jsou nejen nezbytné naklady, jejich pfija-
telnost, ale i uziteCnost. Soucasné investicni naklady se
pohybuiji v nékolika milionech, (2-10 podle stroje) a pro-
vozni dosahuiji u lidského genomu zatim az 100 tisic na
jednu analyzu a jisté by byly jiz dnes prijatelné pro urci-
tou skupinu osob. Neekonomicnost souc¢asného pouziti
v grantovych projektech je dana pozadavky grantovych
agentur, které nechapou, Ze mnohem efektivngjsi je
utracet grantové prostfedky za sluzby nez vyzadovat,
aby kazdy vyzkumnik si v3e délal viastnima rukama. Za-
a smysluplnost, ktera neni zatim dostatecné vysoka,
pokud nebereme v Uvahu hodnotu védeckou. Nicméné
i zde dosahuije svét znacného pokroku a zfejmé neni da-
leko doba, kdy kompletni vySetfeni celého genomu bude
nejen ekonomicky srovnatelné s vySetfenim jednotlivych
gend, ale bude mit i dostate¢nou uzitnou hodnotu. A na
takovou situaci bychom se méli pfipravit, nejen praktic-
ky, ale i teoreticky — predevsim pochopit, co to bude
pro nas znamenat. Zatim se vsak zda, ze technolo-
gie celogenomového sekvenovani predbihaji nase
schopnosti je klinicky vyuzit.

Web sites of some producers of machine for the NGS:

Life Sciences

http://www.iontorrent.com/ion-personal-genome-machine-sequencer/

http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-
next-generation-sequencing.html

Roche http://www.454.com/

lllumina

http://www.illumina.com/technology/sequencing_technology.ilmn

Pacific Biosciences

http://www.pacificbiosciences.com/

+ video http://www.pacificbiosciences.com/video_lg.html

pdf

http://storage.pardot.com/1652/53311/SMRT_Sequencing_Whitepaper_January_2010.

Helicos

http://www.helicosbio.com/

+ video http://www.helicosbio.com/Technology/tabid/62/Default.aspx

Default.aspx

+ video http://www.helicosbio.com/Technology/TrueSingleMolecule Sequencing/tabid/64/

Oxford NANOPORE Tech-

http://www.nanoporetech.com/

nologies

+ video http://www.nanoporetech.com/sequences (zatim komer¢né nedostupny)

Accompanying computer equipment:

CLC bio http://www.clcbio.com/

Quantum. StorNext.

http://www.quantum.com/StorNext
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Table 2. Continuation

Programs for the interpretation:

GenolLogicS
GeneusTMNext Gen

http://www.ienablenextgen.com/

Genomic Next-Generation
Universal Mapper
(GNUMAP) algorithm

http://dna.cs.byu.edu/gnumap/

Avadis NGS

http://www.strandsi.com/Products

http://www.avadis-ngs.com/

Galaxy (7th EU Project

http://galaxy-project.org

GALAXY 2007-2013)

Genome Trax™

http://www.biobase-international.com/index.php?id=genometrax

Web sites:
Range of services - genetic testing by NGS:
Gendia http://www.gendia.net/

Eureka Genomics

http://www.eurekagenomics.com/

Worldwide deployment of
machines for NGS:

http://pathogenomics.bham.ac.uk/hts/

Quality assurance
of genetic testing:

http://www.currentprotocols.com/protocol/hg1707

Pouzité zkratky:

tions, insertions, deletions and balanced chromosomal

NGS - sekvenovani nové generace rearrangements as well as identifies novel leukemia-spe-
WGS - celogenomoveé sekvenovani cific fusion genes in a single procedure. Leukemia, 2011,
HGP - projekt sekvenovani lidského genomu 13, 2), p. 129-136.
SNP - jednonukleotidovy polymorfismus 11. Holcomb, C. L., H6glund, B., Anderson, M. W. et al.
CNV - variabilita v poCtu opakovani A multi-site study using high-resolution HLA genotyping
STR - kratké tandemové repetice by next generation sequencing. Tissue Antigens, 2011,
77,3, p. 206-217.
12. Horner, D. S., Pavesi, G., Castrignano, T. et al. Bioin-
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1. Ashley, E. A., Butte, A. J., Wheeler, M. T. et al. Clini- form., 2010, 11, 2, p. 181-197.
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