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• UVOD U BIOINFORMATIKU

• SEKVENCIRANJE DRUGE GENERACIJE

• NGS I AKUTNE LEUKEMIJE

• ANALIT IČKE FAZE NGS-A

• BIOINFORMATIČKA OBRADA PODATAKA

• PR IMARNA ANALIZA

• SEKUNDARNA ANALIZA

• TERCIJARNA ANALIZA



grč. bios: život, engl. informatics: informatika

• disciplina koja koristi tehnike i znanja informatike, uključujući 

primijenjenu matematiku, računarstvo i statistiku, u svrhu 

analize, organizacije i prikaza bioloških podataka

• 1960.-te

• visokoprotočne tehnologije - omiksonske studije - sustavno proučavanje

bioloških molekula

• sekvenciranje sljedeće generacije - NGS

• generiranje velike količine podataka

• BIOINFORMATIČKI ALATI - pretvaranje masovnih sirovih podataka u 

razumljive i interpretabilne nalaze



jedan slijed nukleotida veličine do 1000 pb 

SEKVENCIRANJE PRVE GENERACIJE SEKVENCIRANJE DRUGE GENERACIJE

mogućnost sekvenciranja više gena i više različitih uzoraka 
ISTOVREMENO

MASIVNO PARALELNO SEKVENCIRANJE

RAZLIKA?

JEDNA REAKCIJA, JEDAN UZORAK, JEDNA SEKVENCA

‘‘SEQUENCING BY SYNTHESIS (SBS)”



• odabir pristupa sekvenciranja ovisi o 
kliničkom/istraživačkom  pitanju

• tri su varijable:

1. osjetljivost metode

2. balansiranje troškova

3. složenost bioinformatičke obrade rezultata

• Osjetljivost = dubina čitanja pojedine baze

• dubina čitanja = broj unikatnih isječaka gena (engl.

read) u kojima se nalazi točno ta baza.

• veći broj read-ova koji se preklapaju i pokrivaju

određenu genomsku poziciju = veća osjetljivost i

specifičnost određivanja varijante



• ciljani panel gena
• optimalni omjer osjetljivosti, informativnosti,

troškova i složenosti bioinformatičke obrade
podataka

• u svrhu postavljanja precizne dijagnoze,
stratifikacije rizika bolesti, određivanje prognoze,
odabira ciljane terapije

• somatske mutacije

DIJAGNOSTIČKA OBRADA

• praćenje minimalne ostatne bolesti
(MRD)

• vrlo osjetljiva metoda praćenja bolesti
molekularnim biljezima

• rano otkrivanje klonalne evolucije bolesti
• komplicirana standardizacija metode

PRAĆENJE BOLESTI





• primarna analiza
• sekundarna analiza
• tercijarna analiza





• rezultat sekvenciranja - slikovne datoteke očitanja baza iz tzv.
fluorescentnih klastera na protočnici analizatora

• ocjenjivanja kvalitete pojedinog baznog očitanja,
• uklanjanja artefakata
• demultipleksiranje - serije slikovnih očitanja (engl. base calls) pretvaraju se u

digitalni zapis slijeda baza koje čine nukleotidnu sekvencu (read)
• read-ovi svakog pojedinog uzorka (knjižnice) pohranjuju se u obliku

zasebnih FastQ datoteka i čine sirove podatke sekvenciranja



Parametri kvalitete  
pokazuju da je 
sekvenciranje bilo vrlo 
uspješno i tehnički 
kvalitetno izvedeno.

STUPIČASTI DIJAGRAM KVALITETE 
BAZNIH OČITANJA



Poravnanje očitanja slijedova baza na referentni
genom tako da traži najprimjereniji izvorni slijed
očitanog read-a u referentnom genomu uz
algoritamsko prihvaćanje mogućeg odstupanja
od referentnog genoma što u tom slučaju
predstavlja mutaciju, polimorfizam ili grešku
sekvenciranja

PORAVNANJE (ENGL. ALIGNMENT)

Identifikacija varijanti s pomoću niza pravila, tj.
postupnika koji će osigurati razlikovanje stvarnih
varijanti od slučajnih grešaka sekvenciranja. Da bi se
neka promjena, odnosno odstupanje od referentnog
genoma, pouzdano prozvala varijantom, treba biti
zabilježena u točno određenom broju različitih očitanja
slijedova baza

DETEKCIJA VARIJANTI (ENGL. VARIANT CALLING)



REFERENTNA 
SEKVENCA

slijedovi baznih očitanja (read-ovi)

odstupanje od 
referentnog 

genoma 



• engl. command line interface
• rad u terminalu u kojem se analize pokreću s 

pomoću tekstnih naredbi i skripti 
• “programiranje”
• potrebno više bioinformatičkog znanja
• vrlo precizna kontrola nad parametrima i 

prilagođavanje složenih pravila

SUČELJE NAREDBENOG RETKA PROGRAMSKI PAKETI S GRAFIČKIM SUČELJEM

bioinformatički hodogram

• vizualno, klikom vođeno okruženje u kojem se analize sastavljaju
i pokreću kroz izbornike i okvire

• intuitivniji za korisnike bez programerskog iskustva
• manja fleksibilnost i manja mogućnost prilagođavanja

parametara analize

U rutinskoj kliničkoj praksi najčešće se poseže za gotovim komercijalnim programskim paketima koji su
prilagođeni specifičnom NGS pristupu, ciljanoj bolesti, vrsti tkiva i skupini varijanti koje želimo detektirati.







funkcionalna i klinička interpretacija varijanti

• integracija znanja iz genomike i molekularne patogeneze
bolesti

• integracija podataka iz javnih genomskih repozitorija



TOČKASTE MUTACIJE 
(SNV)

MALE INSERCIJE/ DELECIJE 
(INDELS)

STRUKTURNE PROMJENE

varijacije broja kopija (CNV)
velike delecije, insercije ili duplikacije

• prema učinku na funkciju proteina - neutralne, aktivirajuće (engl. gain of function) ili inaktivirajuće (engl. loss of
function)

• prema genomskom položaju razlikujemo varijante u kodirajućim regijama (missense, nonsense, frameshift, in-
frame), u splice-site regijama (narušavaju pravilno spajanje egzona) te u nekodirajućim/ regulatornim regijama
(UTR, promotorske i intronske varijante) koje mogu utjecati na razinu i regulaciju ekspresije gena





• informacija o točnom položaju varijante u
genomu

• omogućuju pravilno i standardizirano
opisivanje genske varijante HGSV
nomenklaturom (engl. Human Genome
Variation Society) za nedvosmisleno
prikazivanje varijante u DNA, RNA i proteinu

BAZE REFERENTNIH SEKVENCI

• razlikovanje mutacija od
polimorfizama

POPULACIJSKE BAZE 

• informacije o varijantama detektiranim u
sklopu velikih projekata sekvenciranja

• varijante opisane u sklopu funkcionalnih i
kliničkih studija

BAZE SOMATSKIH I NASLJEDNIH VARIJANTI



• recenzirane i pouzdane reference u kojima se
opisuju varijante od interesa u kontekstu bolesti

ZNANSTVENA LITERATURA

• alati predviđanja patogenosti varijante
• in silico - izvedenica po uzoru na pojmove in vivo (lat. u

živom) i in vitro (lat. u epruveti)
• koriste računalne simulacije i analize modela u virtualnom

okruženju
• algoritam temeljen na AI tehnologiji (engl. Artificial
Inteligence) i strojnom učenju (engl. Machine Learning)

• npr. PolyPhen2 i SIFT

IN SILICO ALATI



patogena 

vjerojatno benigna

dijagnostički 
značaj

prognostički učinak

terapijski značaj
vjerojatno patogena 

KLJUČ ANOTACIJE

integracija svih navedenih izvora znanja, dokaza i informacija o 

varijanti za određivanje patogenosti i kliničkog značaja varijante u 

kontekstu bolesti

KLASIFIKACIJA 

SOMATSKE

VARIJANTE

benigna

varijanta nepoznatog 
značenja utjecaj na kliničku odluku o 

zbrinjavanju bolesnika





Rezultat tercijarne analize - NALAZ KLASIFICIRANIH VARIJANTI



Rezultati NGS analize u dijagnostici akutnih leukemija imaju veliku

diferencijalno dijagnostičku vrijednost te mogu promijeniti

kompletni smjer kliničkog vođenja bolesnika stoga je od iznimne

važnosti odgovarajuća interpretacija i anotacija pronađenih varijanti,

a samo NGS izvješće treba biti u obliku razumljivog,

nedvosmislenog i koherentnog nalaza


