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——_—
Prehled prednasky |||||

m Podstata detekce variant
m Dédi¢nost
m Analyza

m Model zaloZzeny na binomickém rozdéleni
m Model zaloZzeny na Bayesovské pravdépodobnosti
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DNA pipeline |||||

=
=

Alignment with

Reference Genome

InDel
Calling & Statistics

¥

Annotation

Michal Vasinek (VSB-TUO) Bioinformatika - algoritmy a analyza dat



Dédi¢nost v kostce

Kolik ma jedna bunka zdravého ¢lovéka chromozémi?
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Dédi¢nost v kostce

Kolik ma jedna bunka zdravého ¢lovéka chromozémi?

m 23 pard, tudiz dohromady 46.

m Kazdy par je tvofen dvéma chromozémy, jeden od kazdého rodice.
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Dédicnost v kostce |||||

Divame se na karyotyp(soubor viech chromozom) muze & zeny?

Michal Vasinek (VSB-TUO) Bioinformatika - algoritmy a analyza dat



Dédicnost v kostce |||||

Divame se na karyotyp(soubor viech chromozomii) muze ¢i zeny?
P x
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Dédicnost v kostce |||||

K zamysleni

Predpokladejte, ze jste obdrzeli sekvence (FASTQ) celého genomu (vsech
chromozémii) néjakého clovéka a dale predpokladejte, ze znate referenéni
sekvence chromozomu X a Y. Jak byste zjistili, zda se jedna o muze &i

Zenu?

Michal Vasinek (VSB-TUO) Bioinformatika - algoritmy a analyza dat



Dédicnost v kostce |||||

K zamysleni

Predpokladejte, ze jste obdrzeli sekvence (FASTQ) celého genomu (vsech
chromozémii) néjakého clovéka a dale predpokladejte, ze znate referenéni
sekvence chromozomu X a Y. Jak byste zjistili, zda se jedna o muze &i
zenu?

m Zkusili byste sekvence namapovat na X a na Y, pokud na Y
namapujete pouze nékolik ndhodnych sekvenci, pak se jedna o zenu.
Pokud byste oviem vidéli rovnomérné pokryti obou chromozémii, pak
by se jednalo o muze.
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——
Typy variant |||||

m Germline - zarodecné - vzniklé v dasledku rozmnozovani meiozou.
m Heterozygotni varianta - vidime variantu cca 50:50, od obou rodici
jina baze.
m Homozygotni varianta - vidime variantu cca 100%, od obou rodiéa
stejna baze ale odlisna od referencni.

m Somatické - télni - vznikaji v prabéhu zivota organismu.
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——_—
Heterozygotni varianta |||||

83bp
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Model zalozeny na binomickém rozdéleni |||||

m Predpokladejme, Ze sekvenaini error je nezavisla ndhodna veliéina:
zaména v jedné pozice nema vliv na zaménu na dalSich pozicich.

m Necht P, znaci pravdépodobnost, Ze je jeden konkrétni nukleotid
nespravné precten.

Méjme n sekvenci, které pokryvaji pozici p; v referencni genomu. Kolik z
téchto sekvenci obsahuje na dané pozici nespravné precteny nukleotid,
pokud je pravdépodobnost nespravného cteni p.?
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Model zalozeny na binomickém rozdéleni |||||

Méjme n sekvenci, které pokryvaji pozici p; v referencni genomu. Kolik z
téchto sekvenci obsahuje na dané pozici nespravné precteny nukleotid,
pokud je pravdépodobnost nespravného cteni p.?

m Lze modelovat binomickym rozdélenim B(n,p).

Pix o= (")

m P[X = z] je pravdépodobnost, ze chyba nastane prave x-krat v n
sekvencich.
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Sekvenacni chyba pro riizné platformy |||||

Platform P, [%]
MiSeq 0.473
MiniSeq 0.613
NextSeq 500 0.429
HiSeq 2500 0.112
NovaSeq 6000 0.109
PacBio SMRT 151

Oxford Nanopore 72

Tabulka: Sequencing error rates as number of mismatches.3

Thttps: / /www.genengnews.com /insights/dna-sequencing-accuracy-comes-a-long-
way/

2Sahlin, Medvedev, Error correction enables use of Oxford Nanopore technology for
reference-free transcriptome analysis, Nature communications, 2021

3Stoler, Nekrutenko, Sequencing error profiles of lllumina sequencing instruments,
NAR Genomics and Bioinformatics, 2021
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Vice readti => eliminace chyb |||||

4PacBio reads typically have a really high error rate ( 15% compared with
0.1% for Illumina.) However, their errors tend to be random, so if the
same region is sequenced several times, the errors average out resulting in
a “consensus’ sequence.

Princip

Shawn Baker, PhD, consultant at SanDiegOmics.com explains it like this:
“If you have a 1% error rate and you sequence to 100X depth, at each
base you'll get roughly 99 reads that look the same, say an ‘A’, and one
base that is different, say a ‘G’. The consensus call would be to assume
that the base is truly an ‘A’ and ignore the ‘G’ call.”

“https:/ /www.genengnews.com /insights/dna-sequencing-accuracy-comes-a-long-
way/
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——_—
Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

1.0 A

0.8
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Sequencing error 1% and read depth 100X

—+— binom pmf
—+— binom cdf
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Sequencing error 1% and read depth 100X
99 79 99 9% 100.0%100.0%100.0%]100.0%

0.8

0.6 -

0.4

0.2

—— binom pmf
0.04 —— binom cdf

0 2 4 6 8

m Uvazujme, ze sekvenujeme oblast o délce d = 100bp. Kolik bychom
ocekavali pozic, které budou mit nespravné precteny 4 baze?
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Sequencing error 1% and read depth 100X
99 79 99 9% 100.0%100.0%100.0%]100.0%

0.8

0.6 -

0.4

0.2

0.0 1

m Uvazujme, ze sekvenujeme oblast o délce d = 100bp. Kolik bychom
ocekavali pozic, které budou mit nespravné precteny 4 baze?

m E(4 baze spatné) = p[X =4]d = 1.5
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

m Uvazujme, ze sekvenujeme cely lidsky genom d = 3.2Gbp s pokrytim
100. Jak se zméni ¢ekavany pocet pozic s N chybné prectenymi
bazemi v readech?

E(N 3patné)
1183134840
591567420
195197330
47813487
9272918
1483042
201163
23621
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224

18
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Opakovani experimentu |H|

Pokud experiment zopakujeme, jaka je pravdépodobnost, Ze se na stejné
pozici objevi stejny pocet chybnych éteni?

p[X = N,Y = N] =p[X = N|p[Y = N]
m X aY jsou stejné genomy tudiz:

plX = N,Y = N] = (plX = N])*

m Opakovani vede k vyznamné redukci chybné interpretace sekvence
chybnych ¢&teni jako strukturalni varianty!
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Co se stane, pokud zvysime pokryti Cov?

Sequencing error 1% and read depth 1000X

1.0+ —— binom pmf
—+— binom cdf

0.8 4

0.6 1

0.4 4

0.2 4

0.0 4

T T T
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Co se stane, pokud zvysime pokryti Cov?

m Pri pokryti 100X, jsme méli 99% pravdépodobnost 4 a méné chyb.
Nicméné 4 chyby mohou potencialné znamenat 4 procentni variantu
zameny v jednom nukleotidu (tzv. SNP-single nucleotide
polymorphism).

m Pri pokryti 1000X, jsme méli 99% pravdépodobnost 20 a méné chyb.
Nicméné v tomto pfipadé se jedna pouze o 20/1000 = 2% variantu.

m Pozor: Vyssi pokryti znamena vétsi financni naklady.
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Co se stane, pokud prejdeme na technologii s vyssi sekvenaéni chybou?

Sequencing error 10% and read depth 100X

1.0+ —— binom pmf
—+— binom cdf

0.8 1

0.6 1

0.4 4

0.2 1

0.0 4
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Pravdépodobnost, ze N je readil je chybné precteno |||||

Co se stane, pokud prejdeme na technologii s vyssi sekvenaéni chybou?

m Snizi se nase citlivost detekce x-procentni varianty.
m Vice, nez 50% pozic bude pokryto vice, nez 10% chybnych éteni.

Sequencing error 10% and read depth 100X

104 —— binom pmf
—— binom cdf

0.8

0.6

0.4 4

0.2

0.0
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Heterozygotni varianta

m Cokoli mezi 35% a 65% lze interpretovat jako heterozygotni variantu.

Heterozygous variant 50% and read depth 100X

0.08 4

0.07

0.06 +

0.05 4

0.04

0.034

0.02 4

0.014

0.00 4

—— binom pmf

] — 99w interval -
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——_—
Heterozygotni varianta |||||

m Cokoli mezi 35% a 65% lze interpretovat jako heterozygotni variantu.

Heterozygous variant 50%, sequencing erro 15% and read depth 100X

—— binom pmf het

0104 —— blncm pmf err
—— 99% interval

0.08 4
0.06 4
0.04 4
0.02 4
0.00 4

T
0 20 40 60 80 100
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——_—
Heterozygotni varianta |||||

m Cokoli mezi 35% a 65% lze interpretovat jako heterozygotni variantu.

Heterozygous variant 50%, sequencing error 15% and read depth 30X

0.200 4 —+— binom pmf het
—+ binom pmf err
0.175 1
0.150
0.125 4
0.100 4
0.075 4

0.050 4

0.025 4

0.000 4
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——
Somaticka varianta |||||

m Somaticka varianta se obvykle vyskytuje v fadu jednotek a nizsich
desitek procent.
m \yssi zastoupeni nerozlisitelné od heterozygotni varianty.

Somatic variant 10%, sequencing error 1% and read depth 100X

—— binom pmf som
0.35 7 —— binom pmf err

0.30 4
0.259
0.20 4
0.15 4
0.10

0.054

0.00 4
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——
Somaticka varianta |||||

m Opét Ize chybu oddélit zvysenim pokryti.

Somatic variant 10%, sequencing error 1% and read depth 1000X

—— binom pmf som
—+ binom pmf err
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——
Somaticka varianta |||||

m Pokryti 1000X u Oxford Nanopore.

Somatic variant 10%, sequencing error 7% and read depth 1000X

0.05 —— binom pmf som
—+ binom pmf err

0.04 4

0.03 4

0.02 4

0.01 4

0.00 4

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
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——
Somaticka varianta |||||

m Pokryti 1000X u PacBio.

Somatic variant 10%, sequencing error 15% and read depth 1000X

—— binom pmf som
0.04 4 —+— binom pmf err
0.03 4
0.02 4
0.01 1
0.00 4

T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Michal Vasinek (VSB-TUO) Bioinformatika - algoritmy a analyza dat



Model je jenom model |||||

m Predlozena analyza je pouze zakladni model.
m To, ze nAm vyjde urcity poCet chyb nezndma, ze viechny maji stejny
nukleotid.

m Sekvenaéni chyby nejsou nutné nezavislé a zalezi na pouzité
sekvenacni platformé.

m Sekvence maji obvykle nizsi kvalitu ¢teni blizko konci sekvence.

m Obecné, kvili vysokym nakladim na opakovana méreni preferujeme
nizsi faleSnou positivitu strukturalnich variant.
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——
Shrnuti |||||

m Technologie 3.generace (dlouhé ready Oxford Nanopore, PacBio)
produkuji 100kb sekvence, ale vyssi chybovost neumoziuje provadét
detekci somatickych variant.

m Technologie 2.generace ma velmi nizkou chybovost, ale kratké ready
nam neumozni detekovat strukturalni varianty delsi nez nékolik
desitek bazi.

m Jistotu o detekované varianté mizeme zvysit opakovanim
experimentu pfipadné zvysenim coverage => ob& moznosti vak
vedou na nasobné vyssi naklady.
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——
Principy GATK |||||

m GATK - Genome Analysis ToolKit®

m Snazime se najit Bayesovu pravdépodobnost, ze data podporuji urcity

genotyp.

m Predpokladejme, ze v referenéni sekvenci mame A, rozlisujeme
nasledujicich deset genotypi:

Homozygotni s referenci - AA

m Homozygotni varianta - CC, GG, TT

m Heterozygotni viici referenci - AC, AG, AT

m Heterozygotni mimo referenci - CG, CT, GT

Shttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2928508/pdf /1297 . pdf
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B —
Bayesovo pravidlo |||||

m P(A|B) je podminéna pravdépodobnost, ze nastane A pokud nastalo
B.

m P(A) resp. P(B) je pravdépodobnost A resp. B.

P(A)P(B|A)

P(AIB) = =55,
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Bayesovo pravidlo - priklad Hello World |||||

nemoc/priznak | Ano | Ne | Celkem
Ano 10 0 10
Ne 90 | 900 990
Celkem 100 | 900 1000

P(Priznak|Nemoc)P(Nemoc)

P(Nemoc|Priznak) =

P(Priznak)
1 .01 1
P(Nemoc|Priznak) = 106}% =0.1= £
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——_—
Bayesovo pravidlo - detekce variant |||||

m Jaka je pravdépodobnost, ze jsme detekovali konkrétni genotyp G,
kdyz jsme namérili data D7

m Napf. podminéna pravdépodobnost, ze jsme naméFili genotyp AA,
pokud jsme naméFili data D:

P(D|AA)P(AA)
P(AA|D) =
m Nezname presné hodnoty v tabulce, viz. pfedchozi slide, zndme pouze

data D.

m Potfebujeme znat P(D), nicméné je konstantni napfic vsemi
genotypy => muzeme zanedbat.
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B —
Bayesovo pravidlo |||||

Udava pravdépodobnost, ze na zakladé pozorovanych dat D se jedna o
dany genotyp G.

P(G)P(D|G)

P(GID) = =5

m G - konkrétni genotyp
m D - data na urdité pozici v genomu

p(DIG) = [] p¥IG)
beB

m B je soubor znalosti z namapovanych readd popisujici baze A,C,G, T
=> véechny baze z readi.
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——_—
Bayesovo pravidlo pro detekci variant |||||

P(bIG) = p(bI{ A1, 42)) = Sp(blAL) + 5p(b]42)

m A a As jsou prislusné baze, pokud genotyp rozlozime na jednotlivé
alely(baze). Napf. pro genotyp CT znamena, ze Ay =C a Ay =T .

e/3 ifb#A

P(blA):{l—e if b= A

m e je ohodnoceni kvality dané baze. ASCII reprezentace prevedena
zpét na pravdépodobnost.
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B —
Priklad P(D|G) il

Baze | PHRED | ASCII Py
A B 66 | 0.0005
A ? 63 | 0.001
T 5 53 0.01

Tabulka: Priklad bazi a jejich ohodnoceni chyby

1 1
P(AJAA) = 5p(AJA) + 5p(A]A)
= 0.5(1 — 0.0005) + 0.5(1 — 0.0005) = 0.9995
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B —
Priklad P(D|G) il

Baze | PHRED | ASCII Py
A B 66 | 0.0005
A ? 63 | 0.001
T 5 53 0.01

Tabulka: Priklad bazi a jejich ohodnoceni chyby

1 1
P(AJAT) = 5p(AJA4) + 5p(A[T)
= 0.5(1 — 0.0005) + 0.5(0.0005/3) = 0.499
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B —
Priklad P(D|G) il

Baze | PHRED | ASCII Py
A B 66 | 0.0005
A ? 63 | 0.001
T 5 53 0.01

Tabulka: Priklad bazi a jejich ohodnoceni chyby

1 1
P(A|CG) = 5p(A[C) + 5p(A[G)
= 0.5(0.0005/3) + 0.5(0.0005/3) = 0.00016
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B —
Priklad P(D|G) il

Baze | PHRED | ASCII Py
A B 66 | 0.0005
A ? 63 | 0.001
T 5 53 0.01

Tabulka: Priklad bazi a jejich ohodnoceni chyby

P(D|AT) = P(A|AT) x P(A|AT) x P(T|AT)

m Co se stane, pokud budete nasobit 1000 malych Cisel?
m Obvyklé Feseni pouzit logaritmy: log abc = loga + log b + log ¢
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e
Uréeni pravdépodobnosti genotypu P(G) |||||

m Parametr heterozygosita h = 0.01. S jakou pravdépodobnosti se
vyskytuje heterozygotni varianta. Populaéni charakteristika.

m Parametr chyby reference e, = 0.01. Razné populace maji riizné
referencni sekvence.

m Pokud mame heterozygotni variantu mimo referenci A, tedy CG,
CT, GT, pak predpokladame, ze se jedna o chybu reference:

p(hetvarnon—ref) = h X eepr
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e
Uréeni pravdépodobnosti genotypu P(G) |||||

m Pokud mame homozygotni variantu - CC, GG, TT:

p(homvar) = h/2
m Pokud mame heterozygotni variantu s jednou referencni bazi - AC,
AG, AT:
p(hetvar) = h

m Shoda s referenci - AA:

h
p(match) =1 — 37
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.
GATK - dokonéeni |||||

m Vybirdme dva nejpravdépodobnéjsi genotypy.

m Spocitame LOD (log odds) skére a ovérime, ze je vétsi nez
preddefinovany limit, pokud ano, pak dany genotyp vybereme jako
detekovanou variantu.

m odds je pomér mezi pravdépodobnosti nejpravdépodobnéjsi varianty
p1 vici druhé nejpravdépodobnéjsi varianté po:

LOD(p17p2) = log };—; = 10gp1 — logp2
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.
GATK - priklad dokonceni |||||

Baze | PHRED | ASCII Perr
A B 66 | 0.0005
A ? 63 | 0.001
T 5 53 0.01

Tabulka: Priklad bazi a jejich ohodnoceni chyby

P(AA|D) = P(AA)x P(D|AA) = 0.985x0.9995%0.9995x0.0033 = 0.0032

P(AT|D) = P(AT) x P(D|AT) = 0.01 x 0.496 x 0.499 x 0.499 = 0.0012

LOD =10g0.0032 — 1og 0.0012 = 1.41

Michal Vasinek (VSB-TUO) Bioinformatika - algoritmy a analyza dat



B —
Vysledek VCF soubor |||||

m VCF - variant calling format.

m Soubor pro zapis detekovanych variant.

#CHROM  POS b REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT  4695-JK-16_S82_L001_R12_001.primers_out
chrl7 7674326 rs17880604 C G 2134.60 PASS AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQRankSum=8.198;DB;DP=115;
chrl? 7674797 rs1625895 T C 5441.03 PASS AC=2;AF=1.00;AN=2;DB;DP=127;ExcessHet=3.0103;FS=
chrl? 7675327 rs2909430 C T 11254.03 PASS AC=2;AF=1.00;AN=2;BaseQRankSum=2.095;DB;
\chr17 7676154 rs1042522 G C 27150.03 PASS ;AF=1.00;AN=2;BaseQRankSum=-0.434;DB
chrl? 7676483 rs1642785 G C 24897.03 PASS AC=2;AF=1.00;AN=2;BaseQRankSum=2.896;DB;
chrl2 25225782 . GA G 643.64 REJECT AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQRankSum=-0.830;DP=404;Ex
chrl7 7668836 . GAAAA  G,GAAA 673.12 REJECT AC=1,1;AF=0.500,0.500;AN=2;BaseQRankSum=1.929;DP=411;Exc
chrl? 7669644 . GT G 137.64 REJECT AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQRankSum=-3.241;DP=463;ExcessHet=

chr17 7675393 rs5819162 CTTTT 5 4597.10 PASS AC=1,1;AF=0.500,0.500;AN=2;BaseQRankSum=
chr17 7676317 rs1332047620 CCCCCAGCCCCCCAGCCCTCCAGGT C 100.60 REJECT AC=1;AF=0.500;AN=2;BaseQ
chrl?7 7676325 . CCCCCAGCCCTCCAGGTCCCCAGCCCTCCAGGT *,CCCCCAGCCCTCCAGGT 2892.04 PASS AC=1,1;A

formatika - algoritmy a a
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