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@ Wprowadzenie do genomiki
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Genom ludzki

23 pary chromosoméw: chrl,...,chr22, X, Y
e wsumie 2 x 3 Gbp

Genom referencyjny — publicznie dostepna sekwencja, wygenerowana
na podstawie sekwencji kilku zdrowych os6b

Wariant genetyczny — réznica pomiedzy genomem osoby badanej a
genomem referenyjnym

Réznice genetyczne pomiedzy dwoma osobami:
e 0.1-0.4% genomu (3-12 Mbp) - stanowia warianty pojedynczych
nukleotydéw (ang. Single Nucleotide Variants, SNVs)

e 0.5 % genomu (15Mbp) - Zmiany strukturalne w tym zmiany liczby
kopii
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Czemu warianty s3 istotne?

[ 1. Transcription |

RNABrg
mucleotides

nuclear

membrane

Protein synthesis
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Linked SNPs

outside of gene

no effect on
protein production
or function

Causative SNPs
in gene

Non-coding SNP:
@ changes amount of
protein produced

Coding SNP:
e changes amino
acid sequence
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Skad sie biorg warianty?

e Dzieci dziedzicza wiekszos¢ DNA
od rodzicéw

e Jednak, ok. 60-100 zmian
pojedynczych nukleotydéw oraz
kilka zmian strukturalnych
pojawia sie de novo.

Egg

Baby's Cell
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Choroby Mendlowskie, modele dziedziczenia

Choroby Mendlowskie

Choroby jednogenowe, czyli wywotane przez wariant(y) w pojedynczym
genie.

e Choroby autosomalnie dominujace
e Choroby autosomalnie recesywne

e Choroby sprzezone z chromosomem X (dominujace i recesywne)
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Choroby autosomalnie dominujace
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Choroby autosomalnie recesywne

Avutosomal recessive inheritance
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father mother
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Choroby sprze

X-linked dominant, affected mother
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Czestos¢ chorob uwarunkowanych genetycznie

Choroby dominujace Czestosé
wystepowania
(na 1000 zywo

urodzonych)
Plgsawica Huntingtona 0,5
Neurofibromatosis 0,4
Dystrofia miotoniczna 0,2
Torbielowato$¢ nerek 0,8
Slepota dominujgca 0,1
Hipercholesterolemia 2,0
Sferocytoza wrodzona 0,2
Dentinogenesis imperfecta 0,1
Osteogenesis imperfecta 0,04
Zespot Marfana 0,05

Choroby recesywne Czestosé
wystepowania
(na 1000 zywo

urodzonych)
Autosomalne
Mukowiscydoza 0,4
Gtuchota (rézne postaci) 0,5
Slepota (rézne postaci) 0,2
Fenyloketonuria 0,08
Galaktozemia 0,025
Mukopolisacharydozy (rézne postaci) 0,04
Glikogenozy 0,02
Sprzezone z chromosomem X
Dystrofia miesniowa Duchenne’a 0,14
Hemofilia A 0,01

https://pl.wikipedia.org/wiki/Choroby_genetyczne_czlowieka
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Przyktadowe zastosowania kliniczne NGS

e diagnostyka choréb rzadkich;

o diagnostyka choréb uwarunkowanych genetycznie, ktére przebiegaja w
sposob nietypowy lub bezobjawowy;

e personalizowana terapia medyczna;

e badania przesiewowe (ang. screening) — w szczegélnosci new born
screening;

e identyfikacja markeréw nowotworowych (liquid biopsy)

e szybka identyfikacja patogenéw ozywionych (np. bakterii, wiruséw,
robakéw pasozytniczych) — metagenomika;

ZSI-Bio Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji 12 / 40



(Re)sekwen
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https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/
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Sekwencjonowanie catogenomowe vs. celowane

Catogenomowe Celowane (np. catoeksomowe,

e Stosunkowo réwnomierne panele gendéw)
pokrycie odczytami catego e Nieréwnomierne pokrycie
genomu odczytami catego genomu

e tatwiejsza identyfikacja zmian e Ograniczone mozliwosci
strukturalnych wykrywania zmian

o Wysoki koszt strukturalnych

e Duze wolumeny danych (100Gb/  ® Nizszy koszt sekwencjonowania
pacjent) e Mniejszy wolumen danych

e Wzglednie mniejesze pokrycie o Wieksze pokrycie odczytami (do
niz w przypadku sekw. kilkuset x w zastosowaniach
celowanego (mozaiki) klinicznych)
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Tok przetwarzania

PRZETWARZANIE WSTEPNE WYKRYWANIE WARIANTOW ANALIZA WTORNA
- 3
| : ieplotypsCallst(GATI) : VEP, SNPEf, ANNOVAR

| |

Ocena jakosci wariantow
Surowe

warianty l

Dopasowanie/uliniowienie
do sekwenciji referencyjnej

Priorytetyzacja

wariantéw, analiza
l . kosegregacji wariantow
. w rodzinach (analiza
Rekalibracja i filtrowanie . trio), korelacje
wariantéw : genotypowo fenotypowe

Rekalibracja oceny jakosci . VQSR (GATK)
detekcji nukleotydow .

hevor
Walidacja Sangerem

|

dalszej .
analizy " : Raportowanie wynikow

Gtéwne kroki: mapowanie/uliniowienie —> wykrywanie wariantéw —>

adnotowanie —> priorytetyzacja i interpretacja
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E—— glebokosé pokrycia  {
- —
odczyty

wariant
heterozygotyczny

warianty
— homozygotyczne

\*:-—

eksony

Do mapowania wykorzystuje sie transformacje BWT (Burrows Wheeler
Transform): http://slideplayer.com/slide/9095176/
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https://software.broadinstitute.org/gatk/

ZSl-Bio

Przetwarzanie danych z NGS

18 / 40


https://software.broadinstitute.org/gatk/

Adnotowanie wariantéw

Efekt oddziatywania na
biatko

Predykcje funkcjonalne
(warianty missensowne oraz
splicingowe)

Predykcje funkcjonalne
(warianty niekodujgce)

Czestosci alleli

Znane warianty patogenne
Konswerwacja
Epigenomika

Opisy genéw

ZSl-Bio

(VEP, SNPEff, ANNOVAR) x (Ensemble/Genecode,
RefSeq)

dbscSNV, FATHMM, LRT, MetalLR, MetaSVM,
MutationTaster, MutationAcessor, Polyphen2, SIFT

CADD, FATHMM-MKL, Funseq, Funseq2, RegulomeDB

GnomAD, ExXAC, UK10K, ESP, 1000Genomes
ClinVar, COSMIC, GWAS catalog, GRASP
GERP++, phastCons, PhyloP, SiPhy

Encode, FANTOMS5, Roadmap

Znane korelacje genotypowo-fenotypowe (OMIM,
Medgen), ekspresja, interakcje gen-gen, $ciezki
sygnatowe, fenotypy organizméw modelowych
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Kontrola jakosci

Raw reads (DAT files, BCL files) QC raw and QC passed run yicld, read quality,
run parameters

Demultiplexing

Deconvoluted reads (FASTQ files) (QC barcoding deconvolution, sample read distribution )

Alignment to reference genome

Aligned reads (BAM files) [QC alignment (mapping quality), library complexilyl

BTG @ Coverage calculation, local alignment
control samples On target alignment

Variation analysis

Mutation analysis (VCF files)

QC coverage depth, coverage uniformity, allelic
frequency, strand bias, GC content

[QC negative and positive comrols]

Filtration

Mutation filtering
Mutation annotation
Clinical annotation
Clinical

report

“TRUTH”
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Filtrowanie warianté

W

200-300 tys.

Usuwanie wariantéw o
niskiej jakosci

~100 tys.

Usuwanie wariantéw
Z poza regiondw

\celoww
\"GOWS'/

Usuwanie wariantéw

Filtracja MAF < 1% w
kontrolnych bazach

Choroby dominujace

Choroby recesywne

synonimicznych
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(warianty nieobecne (homozygoty i
badz bardzo rzadkie w potencjalne podwdjne
kontrolnych bazach) heterozygoty)
~50 ~ 100
Analiza trio
e homozyigoty 1 |

ns |

podwajne het. in-tra

..
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|dentyfikacja wariantéw potencjalnie patogenny

TGTATGGGGCCARGAGATATATC |
GGCTGTCATCACT TAGACCTCAC|
|l GGGCATAAAAGT CAGGGCAGAGC|

[ GCATCTGACTCCTGAGGAGAAGT]

[ GGTATCAAGGTTACAAGACAGGT]

ACTCTCTCTGECTATTGGTCTAT) ®
Clinvar HGMD

Znane mutacje w znanych genac

| 4

> OMIM kopii (V) |

Nowe mutacje w znanych genac

| 4
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Analiza wariantéw w rodzinach
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Wykorzystanie informacji fenotyowe;

do priorytetyzacji wariantéw

€EXO m |SER. http://www.sanger.ac.uk/science/tools/exomiser

Whole exome — =
oms ol sy o PHENOSIER

Remove off-target and ‘ Mendelian filters
common variants 6 g

[ B SE— — S

Variant score fiom-alile Phenotype score from phenotypic similarity
freq and pathogenicity

=

*4 . *
| — —— — s ]

0
L J
l PHIVE score to give final candidates

R — Haendel MA et al., 2015
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@ Detekcja zmian strukturalnych
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Rodzaje metod do wykrywania
zmian liczby kopii, translokacji, inwers;ji

Sparowane odczyty

A Analiza mapowania sparowanych odczytéw B Analiza czesciowo mapujacych sie odezytéw
- -
SO e
Zmapowane R Czgsciowo
odczyty mapujace sig
odczyty

D Metody oparte o asemblacie de novo

\ \ ’ ’

o \ \ ’ ’
\ \ 7
\ N
=D~
— Eksony — —

’
E  Metody taczace

’

Analiza sparowowanych
odczytow + asemblacja de
novo




Przyktad algorytmu wykorzystujacego

analize gtebokosci pokrycia

A Plik FASTQ zawierajacy D
dane z sekwencera W

=
3
o
5]
mrsFAST ¢ ;
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. Rozktad wedtug
Pokrycie wartosci
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Zmapowane .
T Usunigecie k
najwigkszych
wartosci osobliwych

— Docelowe
regiony

Odtworzenie
macierzy

Cc
E .
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Centers for Mendelian Genomics

Cumulative Samples: N= 6,599
| [ | Sequenced at BCM= ~5,000
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Ponad 300 nowych genéw
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Chong et al. AJHG , 2015

James Lupski Eric Boerwinkle Richard Gibbs
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Testy asocjacyjne

przypadki
testowe
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Koszt sekwencjonowania

Cost per Genome

$100M -
¢
K2 =
¢ OO
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$10M %9537 %N
%O Moore's Law
Q
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Genomika jako problem Big Data

Genomics - Big Data Problem

The day when every newborn gets their DNA sequenced is not far away: hitpi//www.nin, 13/nhgri-04htm.

!

Cell Response
=

Profferation

|

3
EH
i

Senescence

Affecting Factors

13— 526
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|
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therapeutic response

% of canceratient in US whose genome s sequenced every 2
weels

%0fUS poulation etting their genome sequenced

if everyone in the US has if every cancer patient in the US has : .
their genes sequenced their genes sequenced every 2 weeks. Complex interaction of
varied & changing intrinsic

Images, Assays and Drug and extrinsic factors

response data will push it determine cell response
further up as shown in Blue line
idly, hospitals nters need to access the local data (the ones not shared) and )
datafor var lysis and analytics for cine.
C to be done and need the cloud.
Energy, Total Cc k

Source: Knights Cancer Institute, Oregon Health Sciences University & Intel

Figure: Zrédto: Knights Cancer Institute, Oregon Health Sciences University & Intel
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Podejscie tradycyjne vs. Big Data

ﬁ m \ commodity hardware
\—/ \

)

commodity hardware

Centralised
System
[ [
@ commodity hardware
E
Database
SCALABILITY
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The Hadoop Ecosystem

e Hadoop - srodowisko do przetwarzania rozproszonego wielkich zbioréw
danych, zapewniajace:
o Skalowalno$¢ — aplikacja uruchomiona dla 10GB danych wykona sie tak
samo dla 10PB
e Automatyczne zréwnoleglenie i odporonos¢ na btedy
e Do ekosystemu hadoop nalezy:
Rozproszony system plikéw — HDFS (Hadoop Distributed File System)
Rozproszone silniki obliczen — MapReduce, Spark, Flink
Interfejsy SQL — Hive, Impala
Rozproszone bazy danych: HBase, Cassandra
Wiele innych ...
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Problemy w wykorzystaniu narzedzi Big Data

e Formaty plikéw nie sg przystosowane do przetwarzania rozproszonego

Centralne nagtéwki
Kompresja

Podziat oparty o wiersze
Niespdjne definicje formatéw

e Réznorodnos¢ wykorzystywanych narzedzi
e C, Python, Perl, R, shell
e Sekwencyjne schematy przetwarzania — ciezkie do podziatu
e Brak mechanizméw bezpieczenstwa — konieczne przy przetwarzaniu w
chmurach obliczeniowych
e Aby méc w petni korzysta¢ z zasobéw chmurowych narzedzia musza
by¢ przeprojektowane i zaimplementowane od nowa.
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Korzysci wynikajace z wykorzystania narzedzi Big

e Szybsza analiza
e Szybkie eksomy/genomy (np. w przypadkach zagrozenia zycia)
o Zwiekszone mozliwosci testowania, kalibracji - poprawienie skutecznosci
algorytméw
¢ Implementacja w chmurach obliczeniowych

e Zniesienie barier utrudniajacych dzielenie danych
o tatwos¢ skalowania rozwigzan

e Nowe mozliwosci badawcze

e Integracja danych z wielkich projektéw genomowych
o Integracja danych z wielu platform NGS
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Future. ..

Reaching the
$1606- $100 genome.
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Dziekuje za uwage ‘
Tomasz Gambin

http://zsibio.ii.pw.edu.pl
tgambin@gmail.com ‘
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