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강의내용및순서

• Next-generation sequencing의기본원리

• 시퀀싱 Data로부터변이정보를얻기까지의 Process

• 변이정보 (VCF) 해석과임상적용을위한배경지식
• Reference Genome
• HGVS nomenclature
• ACMG classification
• Genotype-Phenotype correlation
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Next-generation sequencing (NGS): Overview
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Illumina sequencing: Basic Principle

https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8

Flow Cell
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Illumina sequencing: Basic Principle

5https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8



Read structure & information: FASTQ file

Short-read sequencing

Read length: 30-150 bp

FASTQ file 시퀀싱 장비로부터 생산되는 원시 데이터 (raw data)
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Read Mapping to Reference Genome: BAM file

Depth of coverage = 17

Read 정보에서 변이 정보를 재구성하기 위한 데이터 처리 과정
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Comparison with Reference Genome: VCF file

Reference sequence

Mapped reads

Nucleotide distribution

Alternative sequence

Variant 기술의핵심정보 4가지

IGV: Bam file

chr1:114,505,000 G A
④① ② ③

① Chromosome
② Position
③ Reference Allele
④ Alternative Allele

정렬된 Read들로부터 변이 정보를 읽어 들이는 과정
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Adding interpretable information: Annotation

기본 Variant 정보로 부터, 사람이 해석 가능한 정보를 추가하는 과정 > 실제 임상 레포트에 포함된 정보

Reference Genome (GRCh37/hg19, HGVS nomenclature)

[Variable annotation database]

Cytoband
Gene name
Transcription ID
Exon, Intron information
Coding sequence change
Amino acid change
Variant classification
Population allele frequency
Pathogenic report

chr1:114,505,000 G A

1p13.2
HIPK1
NM_198268.3
Exon9
c.2043G>A
p.Pro681=
Synonymous variant
25.95% (EAS)
Benign
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실제 레포트 예시

HGVS nomenclature

Reference GenomeACMG classification

10



Reference Genome

Fragmented reads들로부터 variant를 불러들이는데 기본 frame이 되는 중요한 정보

Human Reference

GRCh38 (latest version)
Genome Reference Consortium human version38

GRCh37
GRC human version37

UCSC hg19
UCSC human genome version19

*De novo assembly
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Reference Genome
Reference Genome이 왜 중요한가?

chr13:32930609

GRCh37

GRCh38

BRCA2 NM_000059.3: c.7480 C>T, p.R2494X

Intergenic 영역, Reference allele: G

엉뚱한 영역의 Genome을 확인할 수 있음.

유전자의 위치는 절대적인 것이 아님.
Reference Genome을 기준으로 기술된 상대적 위치 > Version에 따라 Position이 달라짐.
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HGVS nomenclature
Human Genome Variation Society에서 제안한 변이 기술의 공통 약속

dbSNP - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Number mRNA (NM) > Transcription ID
“c.” for a coding DNA reference sequence
“p.” for a protein reference sequence
rs number: reference SNP number (dbSNP)

HGVS - http://varnomen.hgvs.org/recommendations/general/
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ACMG classification
American College of Medical Genetics에서 제안한 변이 해석의 기준

5-Tier system

https://varsome.com/variant/hg19/chr13-32930609-C-T 14



ACMG classification
American College of Medical Genetics에서 제안한 변이 해석의 기준

[ACMG classification 주요 고려 사항]

대부분의 변이(>50%)는 VUS로 구분됨. (Variant of Uncertain Significance)

 대부분의 변이의 의미를 판독하기가 어려움.
 VUS로 분류된 변이 중 일부는 Pathogenic 또는 Benign 일수도 있음.

[Pathogenic을 Supporting 하는 Finding]

Variant Class: Stop-gain, Frameshift, Splicing variant
Extremely rare population frequency (정상 인구 집단에서 거의 존재하지 않는 변이)
Variant occurred in highly conserved regions (종간 보존이 잘된 위치의 변이)

De novo variant (부모에게 관찰되지 않는 변이) > 가족 검사 필요
Defective in vitro Functional Assay > 변이 기능 측정 검사 필요

[Benign을 Supporting 하는 Finding]

Variant Class: Synonymous variant
Common variant: Allele frequency > 1% (정상 인구 집단에서 흔하게 존재하는 변이)
Variant occurred in variable regions

Genet Med 2015; 17(5):405-423.

Am J Hum Genet 2017;101(3):315-325.
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Annotation Database 활용

[Gene annotation DB] : Gene name, HGVS annotation data
refGene, knownGene, ensGene, UCSC_gene

[dbSNP DB] : rs number annotation data
avsnp153

[Population frequency DB] : 정상인인구집단에서해당변이의빈도정보
EXAC, gnomAD, esp6500, 1000G, KRGDB

[in-silico prediction tools] : missense 변이의기능변화예측 tool > score
SIFT, Polyphen-2, CADD, MutationTaster, FATHMM, DANN, GERP++, PhyloP

[Clinical information DB] : 실제환자 case report database
ClinVar, InterVar, COSMIC, HGMD

ANNOVAR: https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/

변이 정보에 Annotation Database를 이용하여, 원하는 정보를 추가, 다양한 Bioinformatics tools 이용
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Genotype-phenotype correlation

17

https://www.omim.org/ https://www.orpha.net/

https://hpo.jax.org/app/

https://decipher.sanger.ac.uk/



Genotype-phenotype correlation: OMIM
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Further Resources

• Further resources

• Illumina sequencing 원리: https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8

• Genome Reference Consortium: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/

• HGVS nomenclature: http://varnomen.hgvs.org/recommendations/general/

• dbSNP: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

• ANNOVAR: https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/

• OMIM: https://www.omim.org

• Orphanet: https://www.orpha.net/

• Human Phenotype Ontology: https://hpo.jax.org/app/

• DECIPHER: https://decipher.sanger.ac.uk/

• Hum Mut 2016; 37(6):564-569.

• Genet Med 2015; 17(5):405-423.

• 개인블로그: 두마디정밀의료 (Towards Precision Medicine)

https://2wordspm.com/

• E-mail: joonji422@yuhs.ac
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