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Abstract. E����� �� ���������� ��� � ����� �������� �� ��� �����-E����� �� ���������� ��� � ����� �������� �� ��� �����-
p�������� �f ��x�-���������� ���������� (NGS) �������. I� ��� 
present study, sequencing errors identified from analysis of single 
nucleotide variants (SNVs) identified during exome sequencing 
�f ����� �������� DNA w��� ���d��d ����� ��� T����� F����� 
I�� P����� Sy����. Tw� �������������� ����� w��� �������d f�� 
���������� ����� ��� A�p��S�� Ex��� ��p���� k��, ��d SNV� 
f���d �� ���� ����� w��� v���d���d ����� S����� ����������. A 
����� �f 98 SNV� d������d �y NGS w��� ���d���y �������d f�� 
f������ ����y���. N��� �f ��� ����yz�d SNV� w��� ���w� �� �� 
false positives when confirmed by Sanger sequencing. All but 
��� SNV w��� �����d���d �� �� ����p��y��� �������, �����y 
������� ��� ��������� �� d������� �f ��������d��. T�� ��������� 
����� w�� �����d���d �� �� ������d �� ��� p�����. T�� p������ 
������� ��v����d ���� ��� �������y �f ��� SNV ���������� ������ 
���������d f��� ����p��y��� ���������/d������� ������, w���� 
��� �������y �����v�d w��� ����� ��� I�� T������ �y����.

Introduction

N�x�-���������� ���������� (NGS) ��� ������ � p�w��f�� 
��d w�d��y ���d �������� ���� f�� ��� ��������� �f ����-
����� �� ����d����y d������ ��d f�� ��� �v�������� �f d��v�� 
��d p�������� ��������� �� ������ (1,2). W���� �x��� 
���������� (WES), w���� ������� p������ ��d��� ������� 
�f ��� ������, �� ��� p��f����d �p���� f�� ��� f��d��� �f 
��w �������v� ������� v������� �� ���� M��d����� d����d��� 

as well as the identification of genetic variants associated with 
��d�v�d��� �yp�� �f ������ (3,4). T�� I�� T������ NGS p���f��� 
��p������� � �������d�����-����d ���������� ���������y, 
��� ��d���y��� p�����p�� �f w���� �� ��� ���-�p����� d����-
���� �f �yd����� ���� �������d f��� ��� ���������� �dd����� �f 
d��xy��������d�� �� � d��xy����������� ���d (DNA) ����� (5). 
T�� I�� P����� Sy����, w��� 15 G� ���p�� p�� ���, ��d ��� 
A�p��S�� Ex��� k��, w���� p��f���� ������ ���������� 
�f ��� ������ ����� �x��� �y �����p��x-p��y������ ����� 
reaction (PCR) amplification, enable researchers to examine 
�x���� ��p�d�y ��d w��� ��w ����.

H�w�v��, ���������� ������ ������ ��� �f ��� ���� �����-
cles in the identification of causative genetic variants and/or 
���������. S�v���� p������� �f ���������� ����� ��� �������z�d 
����d �� ��� ��������� �f ��� NGS �y����. C��p���d �� ��� 
I������� p���f����, ��� I�� P����� p���f��� ��� � ���� ����� 
of false positives in the identification of small insertion and 
d������� ��������� (��d��) ��� ���w� ���� �������y �� ��� �d��-
tification of single nucleotide variant (SNV) (6-8). Considering 
���� ��� v��� �������y �f ��������� (>90%) �� ����� ������ 
p������ �� SNV�, ��d ���� �������� p������� ������������ ��p�d 
���������� �� �� ����p����� ���� f�� ������v��y f�w ���p���, ��� 
I�� P����� Sy���� �� �� ��������v� �p���� f�� �������� �x��� 
�v��������. T����f���, ��f�������� �����d��� SNV ���������� 
����� (���� �� f�������y ��d/�� ��������� ���������) �� ��p��-
����, �� �� ��� ��� p�������� �� ��p��v� d��������� �������y ��d 
��y �v��d w���� �� ��� �������� d������� p������.

I� ��� p������ ���dy, w� d������� ��� ����d���� ��d ������-
��������� �f ���������� ������ d����� WES w��� ��� I�� P����� 
System, confirmed by Sanger sequencing.

Materials and methods

Overview. Tw� �������������� p������� w��� �������d f�� 
WES. Identified SNVs were validated with Sanger sequencing.

Ethics statement. T�� p������ ���dy w�� �pp��v�d �y ��� 
I�������� �f B����d���� R������� ��d I���v����� H��p����'� 
I������������ R�v��w B���d. A�� ��� p������� p��v�d�d w������ 
��f����d �������. T�� ���dy w�� ���d����d �� �����d���� 
w��� ��� ������� p�����p��� �f ��� D���������� �f H�����k�.

Blood samples and DNA isolation. T�� ����d ���p��� ���d 
�� ��� ���dy w��� ��������d f��� ��� I�������� �f B����d���� 
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R������� ��d I���v����� H��p���� (K���, J�p��). DNA w�� 
�������d f��� p���p����� ����d ����������� ����� ����� ��� 
QIA��p DNA B���d M��� k�� (Q�����, H��d��, G�����y), 
�� p�� ��� ����f�������'� ������������. W� �������d DNA 
������������� w��� N���D��p L��� Sp�����p��������� 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).

Ion Torrent Proton library preparation and sequencing. A� 
I�� T������ �d�p���-������d ������y w�� ��������d f����w��� 
��� ����f�������'� p������� (I�� A�p��S��™ Ex��� RDY 
kit PIv3, Rev. A.0; MAN0010084; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.). Briefly, 100 ng high-quality genomic DNA was used to 
p��p��� ��� I�� A�p��S��™ Ex��� ��p���� ������y. P����d 
��p������ w��� ��d-��p����d, ��d I�� T������ �d�p���� ��d 
��p������ w��� ������d w��� DNA ������. F����w��� AMP��� 
bead purification (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA), the 
������������� ��d ��z� �f ��� ������y w��� d��������d ����� 
��� App���d B���y�����® S��pO��™ R���-T��� PCR �y���� 
��d I�� L�����y T��M��® Q����������� k�� (���� f��� T����� 
Fisher Scientific, Inc.).

S��p�� �������� PCR, �������� ����k���, ��d ������-
���� w��� p��f����d ����� ��� I�� PI™ H�-Q™ C��f 200 
kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.), according to the manu-
f�������'� ������������. A� ��p�� ������������� �f ��� DNA 
���p���� ��py p�� ��� �p���� p�������� (ISP�) w�� �dd�d �� 
��� �������� PCR ������ ��x ��d ��� �������� w�� �����-
ated using the Ion Chef™ System (Thermo Fisher Scientific, 
I��.). T��p����-p�����v� ISP� w��� �������d, ���������� w�� 
p��f����d ����� I�� PI™ C��p k�� v3 ���p� �� ��� I�� T������ 
P�����, ��d �����d��� w�� p��f����d ����� ��� I�� DNA 
Barcoding kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Variant calling. D��� f��� ��� P����� ���� w��� ��������y 
processed using Ion Torrent platform-specific pipeline soft-
ware, Torrent Suite v4.0 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) to 
generate sequence reads, trim adapter sequences, filter, and 
remove poor signal-profile reads. Initial variant calling from 

��� I�� A�p��S��™ ���������� d��� w�� ��������d ����� 
Torrent Suite with a plug-in ʻvariant caller’ program. To 
eliminate erroneous base calling, three filtering steps were 
used to generate final variant calling. The first filter was set 
�� �� �v����� d�p�� �f ����� ��v����� �f >50, �� ���� v������ 
coverage of >15, and P<0.01. The second filter was employed 
�y v������y �x������� ��������� ����� I��������v� G������� 
V��w�� ��f�w��� (���p://www.����d���������.���/��v) �� CLC 
G������� W��k����� v������ 9.5.1 (Q�����), �� w��� �� �y 
filtering out possible strand-specific errors (i.e., a mutation was 
d������d ���y �� ���, ��� ��� ����, �����d� �f DNA).

Results

A total of 26,260 SNVs were initially detected. We randomly 
�������d 98 SNV� �� �� v���d���d �y S����� ����������. Of 
these, nine single nucleotide sequence errors were identified. 
A previous study identified primer-related sequencing errors 

F����� 1. P������� p�����-������d ���������� �����. T�� p����� (���w� �� 
yellow underline) bound one of the non-specific sites, resulting in a sequencing 
����� �f G �� T �����v������ �������� �� PRICKLE3 (p. Cy�251T��, ����k 
arrowhead) located on chromosome X. This error was confirmed by Sanger 
����������.

F����� 2. S������� ������ ��������z�d ���� G���p 1. (A) P������� �f ��� 
v�������, ������� �f S����� ���������� ��d �������� ����� �f ��� I�� T������ 
�y���� ��� ���w�. (B) R�p���������v� ��pp�d ������ �f � C>G �����v��-
���� �� ���������� 17 p������� 2275720 (�.17:2275720 C>G ��19). Tw� 
����p��y��� ������� (����k ��d y����w ��d������) ��� d������y ���k�d �� ��� 
��19 ��f������ ��������. A �������� ����� �������d �� ���������� ���� (����k 
����w���d).
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�� ��� I�� T������ �y���� (9). Of ��� 18 ����� p������ (f��w��d 
��d ��v����) �f ��� �x��� ��p���� k�� w� ����yz�d, ��� p������� 
p�����-������d ����� w�� �����v�d (F��. 1).

T�� ���� �f ��� ���������� ������ w��� ��������d �� p������ 
and were classified into three groups. Group 1 sequencing 
������ ������ f��� �w� ����p��y��� �������, �� ���� ��� 
5' ��d 3' ��d��, w���� ����� � �������� ����� �� ��� ������-
��d�� �f ��� ���������� ���� (F��. 2). NGS ���w�d ���� ���� �f � 
��������d� �� ��� ����p��y��� ���� w�� �����p����d �y ���� 
�f � ��������d� �� ��� ����� ����p��y��� ����. T�� ��������� 
����� w�� ������ �� ��� ����d���� ��d� �f ��� ����p��y��� 
������� (�.�., w���� �������� 'AAAAGGGG' �� ��p����d 
�� 'AAAAAGGG') �� �� � �������� � f�w ��������d�� d�w�-
������ �f � ����p��y��� ������ (�.�., w���� 'AAAAACCGT' 
������� 'AAAAACACGT' ��d ��� ��f�-��d� 'C' �� ���k�d, 
��������� �� � ���������� �����).

G���p 2 ���������� ������ ����� w��� � ��������d� ���� 
f��� � ����p��y��� ���� �� ��p����d �y � ��������d� f��� 
������� ����p��y��� w����� 10 ��������d�� �f ��� �����v�d 

�������� ����� (F��. 3). T�� ����������� ����p��y��� ������ 
�� �����d���d �� �� ��� ���� ����� �f ���� �������� �����.

I� G���p 3, �������� ����� ���������� f��� ��� ‘������-
tion’ of a homopolymer lesion which may replace adjacent 
��������d�� (�.�., GGGCTA ������� GGGGTA). I�������� �f 
�w� ��������d��, �����p�� ����p��y���� �f w���� �x��� �����d 
��� �����, ��� �����v�d �� ��� ��������-����� ����. T���� �w� 
��������d�� ���k ��� ���� ��������d� ��d � ���������� ����� 
������ �� � ������ (F��. 4). N�����y, ��� �f ��� f����-p�����v� SNV� 
identified in the study are related to homopolymer regions.

Discussion

T�� I�� T������ �y���� ���� �������d����� ���������� ����-
�����y �� d����� ��� p������ ���� ��� �������d �� ��������d�� 
�����p�����d d����� DNA �y������� (5). DNA f�������� w��� 
specific adapter sequences are linked and then clonally ampli-
fied by emulsion PCR on the surface of 3-µm beads. These 

F����� 3. S������� ������ ��������z�d ���� G���p 2. (A) P������� �f ��� v���-
����, ������� �f S����� ���������� ��d �������� ����� �f ��� I�� T������ 
�y���� ��� ���w�. (B) R�p���������v� ��pp�d ������ �f � G>T �����v������ 
in chromosome 4 position 76943088 (g.4:76943088 G>T hg19). One nucleo-
��d� ���� �f ����p��y��� ���� �� ����p��d �y ������� ��������d� (����k 
����w���d).

F����� 4. S������� ������ ��������z�d ���� G���p 3. (A) P������� �f ��� 
v�������, ������� �f S����� ���������� ��d �������� ����� �f ��� I�� T������ 
�y���� ��� ���w�. (B) R�p���������v� ��pp�d ������ �f �� A>T �����v������ 
�� ���������� 5 p������� 179994849 (�.5:179994849 A>T ��19). Tw� ����� 
�f ��������d� (����k ����w���d�), w���� ���� �� ��������� f��� ��� ��������-
���d ����p��y��� ���� �f ��y��d��� (���w� w��� ����k ����), ��� �������d. 
T���� ��������d�� ���k ���� �������� ��d ��d��� �������� ������ �� � ������.
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���p����d ���d� ��� ���d�d ���� p�����-������� �����w���� 
f��������d �� � ������� w�f��, ��d ���������� �� p����d f��� 
a specified location in the adapter sequence. A microwell is 
���� f���d�d w��� � ������ �p����� �f d��xy������������d� 
���p���p���� (dNTP). If ��� �����d���d dNTP �� ���p�����-
���y �� ��� ���d��� ���p���� ��������d�, �� �� �����p�����d 
���� ��� ���w��� ���p��������y �����d (10). T��� ������ ��� 
������� �f � p�����, w���� �������� �� ���-�������v� ���������� 
������. If ����p��y��� ��p���� ��� p������ �� ��� ���p���� 
��������, �����p�� dNTP ��������� ��y �� �����p�����d 
�� � ������ �y���, w���� ���d� �� � ������p��d��� ������ �f 
�������d �yd������ ��d � p��p���������y ������ ���������� 
������. T��� ������ ��������y �� ������������y p��p�������� �� 
��� ������ �f �������d ��������d��; ��w�v��, �������� �f ��� 
��������y ��� �����, ������� w��� �� �����d � ����p��y��� 
�����. T�� �������y �f ����p��y��� ������ ����� �� ��� 
����d���� ��d� �f ����p��y��� �������, w���� � �������� 
���� �� 'AAAAAAAA' (�� 8-��������d� ��p���) �� ��p����d �� 
'AAAAAAAAA' (� 9-��������d� ��p���) �� 'AAAAAAA' (� 
7-��������d� ��p���). T���� ������ ��� ���� ����� �� � �������� 
��v���� ��������d�� d�w������� f��� � ����p��y��� ������. 
I� ����� �����, � �������� ���� �� 'AAAAAATGC' �� ���d �� 
'AAAAAATAGC'. A��������v��y, � �������� �f 'AAAAGTCG' 
��y �� �������z�d �� 'AAAAATCG' �� 'AAACGTCG'.

S��������� ������ ������ � ����� ��������� �� ��� ����y��� 
�f SNV� ����� NGS p���f����. O�� ������� ��d�����d ���� 
SNV� ������d �� ���������� ����� �f �w� ����p��y���� 
(G���p 1) ������� ���f�������� w��� S����� ����������. 
SNV� ����������� f��� ����p��y��� ���������� �� ������-
���� (G���p� 2 ��d 3, ���p����v��y) ��� p������y f���� p�����v��, 
and confirmation is necessary. Several strategies are being 
��v��������d �� �v��d ����� ����p��y��� ���������� ������. 
T�� H�-Q ��zy�� w�� �����d���d �� 2014 �� ������� SNV 
��d ��d�� p��f������� �� ��� I�� PGM �y���� ��d ����� �� 
��� I�� P����� Sy����. I������� ����� ��d�����d ���� ��� I�� 
PGM �y���� ���d w��� ��� H�-Q k�� �����v�d � 43% ��d������ 
�f ��d�� ������ �� ��p����� ���������� �v�� ��� p��v���� I�� 
PGM ���������� ��zy��. A������ �������y �� ��� d�v���p-
���� �f ��f�w��� f�� v������ d��������. I�� R�p����� ��f�w��� 
�� d������d f�� ����yz��� �������� d��� �������d f��� ��� 
I�� T������ �y����. T��� ��f�w��� �� ����d �� ��� ��������� 
�f F���B�y��, � B�y����� ������� v������ d������� d������d �� 
find small polymorphisms (11).

T�� p������ ���dy ��v����d ���� ��� �������y �f ��� 
SNV ���������� ������ ��������� f��� ����p��y��� 
���������/d������� ������, ��� f�� ���� ������ �� ��� I�� 
T������ �y���� ���� ��� ���p������ I������� �y����. Ev�� 

w��� ��� ���v���������d �������� ��� ��p��y�d, ��� ������� 
�������d ����� ��� I�� R�p����� Sy���� �����d �� �����p����d 
w��� �������.
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