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Obiectivele subactivitatii 2.5

 Dezvoltarea fluxurilor de lucru automatizate pentru analiza bioinformatica a datelor NGS
o Testarea sistemelor de management ale fluxurilor de lucru (Apache Taverna sau Galaxy) pe clusterul HPC si
centrul de resurse Cloud al DFCTI (CLOUDIFIN)
o Testarea programelor pentru analiza bioinformatica a datelor brute NGS (WGS/WES) pe infrastructura de
calcul DFCTI
o Proiectarea, testarea si optimizarea fluxurilor de lucru pentru analiza bioinformatica a datelor NGS
o Validarea rezultatelor obtinute cu ajutorul fluxurilor de lucru pentru identificarea variantelor
germinale/somatice
O Integrarea fluxurilor de lucru in platforma online de analiza a datelor NGS
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Analiza bioinformatica a datelor NGS - etape generale

Controlul calitatii (FastQC/MultiQC, Fastp, Trimmomatic, etc.)
Alinierea citirilor la genomul de referinta uman i.e. GRCh37/GRCh38 (BWA, SOAP3, Bowtie2, etc.)
|dentificarea variantelor scurte SNP/SNV si indel din linie germinala/somatica
o Variante germinale: HaplotypeCaller (GATK4), DeepVariant, SpeedSeq
o Variante somatice: MuTect2 (GATK4), Strelka2, VarScan
Filtrarea si adnotarea variantelor identificate (snpeff, snpsift, annovar, OpenCRAVAT etc.)
o Baze de date pentru adnotare: OMIM, ClinVar, COSMIC, Cancer Genome Interpreter, etc.
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Flux de lucru DeepVariant (DV)

Identifica variantele SNP si indel germinale cu ajutorul unui algoritm deep learning construit pe baza Nvidia

TensorFlow
* Clasifica tensori folosind o retea neuronala convolutionala

. Workflow input ports
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Flux de lucru HaplotypeCaller (GATK4)

* |dentifica SNP si indel din linia germinala prin reasamblarea locala a haplotipurilor
e Utilizeaza un modelul Markov cu aplicabilitate in bioinformatica (Pair Hidden Markov Model - PHMM)

o Waorkflow output ports
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Proba de referinta

Consortiul Genome in a Bottle (GiaB) a dezvoltat un set de
variante de ,,aur” (proba NA12878), care este utilizat pe scara

larga in etapele de dezvoltare si testare a pipeline-uri de g » e 2
identificare a variantelor
Milioane de SNP si indel scurte (1-50 pb) au fost trasate de-a

77 78

lungul a trei generatii (membrii pedigriului CEPH/Utah) - pentru
a crea un catalog de variante cu un grad ridicat de incredere
Genomul derivat din linia celulara (limfoblastoide transformate
cu EBV din PBL) NA12878/HG001 a devenit unul dintre cele mai
studiate si mai bine caracterizate genomuri umane

Datele brute WGS obtinute din acesta linie celulara (cod de
acces ENA SRR6794144) cu ajutorul platformei lllumina HiSeq
4000, cu o acoperire de ~37x, au fost folosite pentru validarea Eberle et al. 2017
ambelor fluxuri de lucru
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Variant types
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Analiza bioinformatica a setului de date SRR6794144 (DV)

Depth . A . A .
- P Biallelic indel size distribution
400k - 200k type
5M - 150k B Insertion
£ B Deletion
3100k
4M - 3.765M S
- - 50k
c c
3 3M- 3 ok
o v .12 10 8 6 -4 2 0 2 4 6 8 10 12
2M - size
1M
369.5k 384.0k
22.94k 1.736k
OM - . . . ; . £
L S Q & s N + AN 80 °
& & ol &° & & Q° & Depth O 100
& & N & & N & ¢
& Q A N Q N C 10
-\\c,/ ‘\\0/ Q-’\’b ~\\<../ \\0’ ,-o'b &\(.,/
e I S ! ' '
& &K N § N 250 -200 -150 150 200
* - =

size



CeCBiD-EOSC, 28.07.2023

Validarea fluxurilor de lucru pentru identificarea variantelor germinale (WGS)

SNPs - SRR6794144 Indel - SRR6794144
1 1
0,99 0,99
0,98 0,98
0,97 0,97
0,96 0,96
0,95 0,95
0,94 0,94
0,93 0,93
0,92 0,92
0,91 0,91
o7 GATK4 DeepVariant o7 GATK4 DeepVariant
M F1 Score 0,988697 0,988443 B F1 Score 0,934092 0,965639
M Recall 0,99506 0,98018 M Recall 0,922698 0,953199

M Precision 0,982416 0,996846 M Precision 0,945771 0,978409



Validarea fluxului de lucru DeepVariant pentru identificarea variantelor germinale

Sample
HGO0O01
HGOO01
HG002
HG002
HGO0O03
HGO0O03
HGO004
HGO004
HGOO05
HGO0O05
HGO006
HGO006
HGO0O07
HGO0O07

Variant type

SNP
Indel
SNP
Indel
SNP
Indel
SNP
Indel
SNP
Indel
SNP
Indel
SNP
Indel
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(WES)

Recall

0.993206
0.992191
0.99436
0.983444
0.993699
0.981077
0.994963
0.989831
0.99653
0.989389
0.98545
0.957627
0.984973
0.963675

Precision

0.998413
0.997548
0.998878
0.99618
0.998115
0.992658
0.998994
0.997079
0.999321
0.995939
0.995834
0.991266
0.995764
0.99345

F1 Score

0.995803
0.994862
0.996614
0.989771
0.995902
0.986834
0.996974
0.993441
0.997924
0.992653
0.990615
0.974156
0.990339
0.978336
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Fluxuri de lucru pentru identificarea variantelor SNP si indel somatice

Pentru identificarea variantelor somatice SNP, indel si SV (variante structurale) se realizeaza analiza comparativa
a doua probe NGS: una obtinuta din celule normale si cealalta din celule tumorale
Nu se pot utiliza date NGS obtinute de la pacienti pentru validarea metodelor de identificare atat a variantelor
scurte somatice sau a variantelor structurale (SV), datorita faptului ca nu se pot determina variante adevarate a
priori
Identificarea variantelor somatice la un nivel ridicat de precizie si sensibilitate este foarte complicata, in
principal datorita eterogenitatii tumorale (i.e. populatii celulare subclonale), artefactelor de secventiere si
aliniere, dar si din cauza contaminarii cu celule normale
Prin intermediul initiativei ICGC-TCGA DREAM Somatic Mutation Calling Challenge s-a incercat simularea realista
a unor probe tumorale si stabilirea unui consens intre rezultatele diferitelor metode de analiza a variantelor
somatice
S-au folosit seturile de date brute DREAM Nr. 1-4 pentru a valida fluxurile de lucru MuTect?2 si Stelka2

o DREAM #1 - HCC1143 BL, SNV, VAF: n/a

o DREAM #2 - HCC1143 BL, SNV, VAF: n/a

o DREAM #3 - HCC1143 BL, SNV & INDEL, VAF: 50%, 33%, 20%

o DREAM #4 - CPCG0102R, SNV & INDEL, VAF: 30%, 15%
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Validarea fluxurilor de lucru pentru identificarea variantelor SNP si Indel din linie
somatica

1
0,95

Mutect2
B Flscore 0,9448
M Recall 0,9607

M Precision 0,92943

Strelka2
0,77988
0,80887
0,75289

SNP - DREAM Challenge No. 1-4

Mutect2
0,90354
0,90604
0,90105

Strelka2
0,74456
0,80309
0,69399

Mutect2
0,91167
0,87118
0,95611

Strelka2
0,88986
0,83373
0,95409

Mutect2

0,77967

0,74305
0,8201

0,9
0,85
0,8
0,75
0,7
0,65
0,6
0,55
o #1 #1 #2 #2 #3 #3 #4 #4

Strelka2
0,74638
0,70049
0,79869

Indel - DREAM Challenge No. 3-4
1

0,95

0,9
0,85
0,8
0,75
0,7
0,65
0,6
0,55
0,5
#3 #3 H4 #H4

Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2
M F1score 0,819355 0,70522 0,81927 0,687855
M Recall 0,732925 0,57588 0,733885 0,512535
M Precision 0,92965 0,914135 0,92799 0,842855
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