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Anotace

Byla vytvorena aplikace, kterd pracuje s nastavenim a vystupy tzv. variant calleri
(programii pro detekci mutaci v analyzované nukleové kyseliné, napriklad DNA).
V prostredi aplikace je mozné spravovat rozsahy parametri jednotlivych variant
calleri a ndsledné generovat skripty pro jejich spusténi ve vSech mozniych nastave-
nich. Ziskané vystupy aplikace prevddi do standardizovaného formdtu a nahrdvd
do své databdze. Na zdkladé srovndni s referencnimi daty (rucné osetrené vy-
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callery a také nejuspésnéjsi kombinace variant calleri samotnych.

Synopsis

The aim of this thesis was to create an application that will work with the settings
and outputs of variant callers (programs for detecting mutations from DNA next
generation sequencing data). The application’s environment allows to manage
the ranges of selected parameters of each of the variant caller and then gene-
rate scripts to run them in all possible settings. The outputs are converted into
a standardized format and stored in application’s database. Based on a compari-
son to reference data (manually curated results) the application is able to deter-
mine the most successful settings for individual variation scallers and the most
successful combination of variant callers themselves.
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1 Uvod

Analyza dat ze sekvenovani nové generace (NGS), které se stalo jednou z klico-
vych metod v biologickém vyzkumu i diagnostice, je stale nevyTreseny problém.
Dtivodem je jednak staly prichod novych technologii na trh, tak i komplexnost
a slozitost dat ze standardnich NGS metod.

Vybér a nastaveni série programu (pipeline) pro analyzu NGS dat je obecné
slozity proces. Vétsina bioinformatikt pouziva prednastavené hodnoty, alterna-
tivné testuje nékolik malo parametrii, nebo se inspiruje literaturou. Jelikoz exis-
tuje mnoho druhti experimentt vyzadujicich specifickd nastaveni, jsou tyto pri-
stupy velmi ¢asto nedostatecné.

Cilem prace bylo vytvorit aplikaci, kterd pracuje s nastavenim a vystupy
variant calleru (programu pro detekci mutaci), ale také dalsich programu, které
jsou soucasti analytické pipeline.

V prostredi aplikace je mozné spravovat rozsahy parametri jednotlivych va-
riant callerti a nasledné generovat skripty pro jejich spusténi ve vSech moznych
nastavenich. Ziskané vystupy aplikace prevadi do standardizovaného formatu
a nahrava je do své databéze.

Na zékladé srovnani s referenénimi daty (rucné oSetfend data reprezentujici
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callert samotnych.

1.1 Struktura a vyznam DNA

Deoxyribonukleotidové kyselina (DNA) je molekula nesouci genetickou informaci
pro rust, vyvoj, fungovani a reprodukci vSech zivych organizmi a mnoha virt.
DNA je slozena ze ¢tyt zakladnich stavebnich jednotek zvanymi téz nukleotidy
(nt) ¢i bazemi: cytosin (C), guanin (G), adenosin (A) a thymin (T). Jednotlivé
nukleotidy jsou spojeny kovalentnimi vazbami a formuji tak jeden ze dvou retézct
DNA. Oba fetézce jsou ve vzajemné anti-paralelni orientaci spojeny vodikovymi
vazbami. Jedna molekula dvousroubovice se oznacuje jako chromozom. V pri-
padé cloveka ma kazda zdrava télni bunka 23 part (otec + matka) chromozomi
(3 * 10° nukleotidt) uloZenych v bunétném jadie [1]. Soubor chromozomii se
oznacuje jako genom.

Chromozomy lze z funkéniho hlediska rozdélit na geny a mezigenové oblasti.
Gen je tak ¢asti (regionem) molekuly DNA o urcité sekvenci nukleotidi (obrazek
1) a lze jej dale rozdélit na exony a introny. Sekvence exonti jednoho genu definuji
(k6duji) slozeni a poradi aminokyselin (zékladnich stavebnich jednotek) jedné bil-
koviny, jez ma urcitou biologickou funkci jako napt. stavebni latka, enzym, hor-
mon, biologickd molekula zodpovédna za mnozeni/fungovani/smrt bunky (po-
tencidlni vznik rakoviny), atd. Proces syntézy produktu kédovaného genem se
oznacuje jako genova exprese [1].

Kazd4a burika lidského téla obsahuje stejné geny (cca 23 000). Soubor vsech



genu se oznacuje jako genotyp. OdlisSnosti mezi bunkami/tkdnémi/organy jsou
dény v aktivaci/deaktivaci ur¢itych kombinaci gent tudiz, zjednodusené feceno,
v produkci odlisnych bilkovin.

Soubor v8ech pozorovatelnych vlastnosti a znaku Zivého organizmu/bunék je
oznacovan jako fenotyp, a zaroven je definovan jako spoluptisobeni genotypu
a pusobenim vnéjsiho prostredi [1].

-Chromozom

Burika

Chemicka baze

Obrazek 1: Struktura DNA a jeji usporaddni v bunce [2].

Molekula DNA je ulozena v bunécném jadie a sklada se ze 4 chemickych bazi:
adenosin (A), cytosin (C), thymin (T) a guanin (G). Jedna kompletni molekula DNA
se oznacuje jako chromozom. Cast DNA kédujici bilkovinu se nazyva gen. Soubor
chromozomil se oznacuje jako genom.

1.2 Sekvenovani nové generace a bioinformatika

Sekvenovani DNA je proces urcovani posloupnosti nukleotidi v molekule DNA.
Znalost sekvence DNA se stala zakladem vyzkumu mnoha biologickych a medi-
cinskych oborii.

NGS je moderni vysokokapacitni alternativa sekvenovani, ktera se na trhu
poprvé objevila v roce 2005 [3] a od té doby prosla zna¢nym vyvojem: p¥inos no-
vych technologii, zvyseni kapacity, délky analyzovanych tiseki DNA a presnosti.

Pro vyse zminéné divody a nizsi cenu oproti klasickym metoddm se NGS stalo
velmi popularni metodou jak ve vyzkumu, tak v klinické praxi a diagnostice, kde
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umoznuje zejména porozumét tomu, jak varianty v genomu ovlivnuji fenotyp
organizmu, vznik a vyvoj nemoci a odpovédi na lécbu. Dnesni cena sekvenace
jednoho lidského genomu klesla pod 1 000 $ a je tak 50 000x nizsi, nez tomu bylo
pti zahdjeni ,Projektu sekvenovani lidského genomu® [4].

Bioinformaticka analyza je stézejni ¢asti NGS experimentu. Ve vétsiné pri-
padi, zejména ve vyzkumu, je zapotrebi bioinformatika, ktery dokaze na zakladé
biologické a technické podstaty experimentu spravné vybrat a nastavit sérii pro-
graml.

1.3 Zakladni typy DNA sekvenacnich experimentt

Faktorem pro vybér z téchto designt je jak biologickéd otazka, tak cena. Obecné
lze experimenty rozdélit podle velikosti sekvenovaného regionu na:

1. Cilené — zamétrené na vybrané useky, ¢i geny.
2. Exomové — analyza vsech exonti v genomu.
3. Celogenomové — analyza celého genomu.

Podle narokti na citlivost detekce mutaci rozdélujeme sekvenovani s nizkym,
stfednim ¢i hlubokym pokrytim. Pro blizsi informace o , pokryti“, viz kapitola
2.1.2.

Mutaci se rozumi modifikace jednoho nebo vice nukleotidi. V zékladu je
muzeme rozt¥idit podle:

1. dédi¢nosti
e Germindlni — zdédénd od rodicu, zpravidla se vyskytuje v 50 % nebo
100 % (jeden nebo oba chromozomy) vsech bunék.

e Somatické — ziskané v pribéhu zivota organizmu, neprendasi se do po-
tomstva, vyskytuji se pouze v urcitych populacich bunék, castokrat
asociovany s rakovinou.

2. typu zamény

e Substituce — zdména jednoho ¢i vice nukleotidi (zdména jednoho
nukleotidu oznacovana jako SNV).
e Inzerce — pridani jednoho ¢i vice nukleotidi.

e Delece — ztrata jednoho ¢i vice nukleotidu (inzerce a delece se hro-
madné oznacuji jako INDEL).

10



Oplodnéni

Dité l g

g Buiky thané

ovlivnéné mutaci

Germinalni mutace jsou vrozeng Somatické mutace jsou ziskany béhem
a vyskytuiji se ve viech télnich burkach. Zivota jedince a tykaji se pouze urcité
Mutace se nejcastéji dédi od rodici. populace bunék.

Obrézek 2: Typy dédi¢nosti mutaci [5].

2 Obecny popis DNA NGS experimentu se za-
meérenim na pipeline a formaty dat

Analyza NGS dat je komplexni mnohakrokovy proces zavisejici na mnozstvi

programiti, databazi a zahrnujici praci s velkymi heterogennimi daty. Pro velky

uspéch NGS technologii a na nich postavenych projektl existuje a je vyvijena

spousta néastroju slouzicich k analyze specifickych ¢asti pipeline [6]. Z tohoto
divodu se stava volba a nastaveni optimalniho programu slozitou otazkou.

2.1 Struktura NGS experimentu
2.1.1 Laboratorni ¢ast

1. Izolace DNA, pripraveni DNA k sekvenaci.

2. Sekvenovani DNA a produkce dat ve formatu FASTQ.

11



FASTQ je textovy format nesouci informaci o sekvenované DNA ve formé
potradi nukleotidl 4 informaci o kvalité kazdé baze. Jedna biologicka sek-
vence osekvenovana sekvendtorem a ulozend ve formatu FASTQ se oznacuje
jako ,¢teni®. Kvalita bazi odrazi pravdépodobnost vzniku chyby (substituce,
inzerce, delece) pfi sekvenaci a je definovana jako [7]:

2.1.2 Bioinformaticka cast — pipeline

Typickd pipeline zahrnuje tyto kroky:

1.

Kontrola kvality (QC) jak primarnich FASTQ, tak i soubort produkova-
nych v dalsich krocich (BAM, VCF).

. Predzpracovani (preprocessing) zahrnuje zejména odstranovani nekvalit-

nich konci ¢teni (trimming), filtrovani ¢teni (filtering), odstranéni konta-
minace.

. Mapovani ¢teni je (spolu s detekel variant) stézejni ¢asti analytické pipeline.

Ucelem mapovani je co nejpfesnéji zarovnat ¢teni pofizenych sekvendtorem
(reprezentujici urc¢itou ¢ast genomu zkoumanych bunék, vétsinou dlouhd
nckolik stovek bézi) k referencnimu genomu (miliardy bézi). Referenénim
genomem se rozumi znama DNA sekvence reprezentujici genom urcitého
druhu. Jelikoz se pocet ¢teni produkovanych jednim spusténim sekvenatoru
pohybuje v fadech milionii a sekvence ¢teni nejsou zcela shodné s referenc-
nim genomem 7z duvodu mutaci a sekvenacnich chyb (substituce, inzerce,
delece), stava se mapovani ¢teni na referencni genom slozitym vypocetnim
ukonem. Pocet ¢teni pokryvajici urcitou pozici v genomu se oznacuje jako
hloubka pokryti. Mapovani ¢teni na referenci je klasicky uchovano ve for-
matu SAM (sequence alignment/map format), respektive v jeho bindrni
formé BAM (binary SAM) [8].

Detekce mutaci/variant (variant calling) je rozhodujici ¢asti DNA NGS
analyzy dat. Funkci programu pro detekci variant (variant calleru) neni
pouze detekovat rozdily od reference, ale zaroven odlisit skutecné mutace
od sekvenacnich chyb a chyb mapovani ¢teni. Vystupem je typicky sou-
bor ve formatu VCF (variant call format) se seznamem mutaci a informaci
k nim vcéetné p-hodnoty o spolehlivosti, zda je dand mutace redlna. Nej-
Castéji vyuzivanymi statistikami jsou Bayesian model [9] a Fisher exact
test [10]. Pro dosazeni kvalitnéjsich vysledku se také vyuzivaji doplikové
anotace a filtry [11]. Nejvyssi senzitivity a specificity pri detekei mutaci je
dosahovdno kombinovdnim vice variant calleri dohromady [12].

7 duvodu nekonzistence formati vystupt jednotlivych variant callert je
zapotiebi vysledky v podobé VCF normalizovat [13]. Nésledné, zejména pro
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biologické ucely, anotujeme detekované mutace informacemi z nejraznéjsich
biologickych databazi a filtrujeme za icelem selekce biologicky vyznamnych
mutaci.

Vybér programii zavisi na designu studie a na typech mutaci, které chceme
detekovat.

Detekce germinalnich mutaci se vyuziva zejména ve vyzkumu vzacnych one-
mocnéni, ¢asto se k analyze vyuzivaji pribuzni jedinci (matka, otec, dité), neni
tteba vysoké hloubky pokryti.

Pro detekci somatickych mutaci je zadouci vyssi pokryti. Zaroven se v analyze
castokrat vyuziva srovnani vzorkl z nadorové tkané vici zdravé tkani jednoho
pacienta za ucelem odliseni sekvenacnich chyb, které se vyskytuji u obou vzorki,
oproti realnym mutacim, které byvaji specifické pro nador.

Ve vétsiné pripadua plati, Ze jeden program vynika v detekci pouze urcitého
typu mutace za urcité hloubky pokryti.

3 Metody

3.1 Referenc¢ni data

vvvvvv

vvvvvv

callerti co nejvice priblizovat.

Referen¢ni data jsou reprezentovdna 254 mutacemi (236 SNV a 18 INDEL)
v exonech genu TP53, které byly detekovany ve 40 vzorcich pacienti trpicich
chronickou lymfocytarni leukemii. DNA byla sekvenovana s ultra vysokym pokry-
tim (pramér 35 000 ¢teni na pozici) pomoci sekvendtoru Illumina Miseq. Mapo-
vani na referenci a variant calling bylo provedeno pomoci program CLC Genomic
Workbench. Sekundérné byl pro variant calling pouzit algoritmus Shearwater R-
balicku DeepSNV [14]. VSechny vysledky prosly manudlni inspekei. Empiricky
byla citlivost detekce stanovena na 0.2 % pro SNV a 0.5 % pro INDEL.

3.2 Generovani inputu pro variant calling

Data produkovana sekvenatorem ve formé FASTQ byla mapovana na referenci
pomoci nastroje BWA [15], nésledné byly SAM soubory konvertovany na BAM,
sortovany a indexovdny pomoci programu Samtools [15]. V této podobé slouzi
data jako vstup pro variant calling.

3.3 Pouzité technologie a prostredi vyvoje

Vétsina vykonné ¢asti aplikace je naprogramovana v jazyce PHP. Pro jeho jed-
noduchost je vyvoj aplikace rychly a flexibilni. Pro nékteré klicové ¢asti aplikace
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jako je napt. paralelizace spousténych procesii vsak vhodny neni. Pro vyvoj téchto
casti byl vybran jazyk Java.

Aplikace je propojena s nékolika MySQL databazemi, které predstavuji tlo-
zisté dat, se kterymi aplikace pracuje.

Dalsim dilezitym vyvojovym néastrojem je PHP framework Nette. Zapouz-
diuje veskerou funkcionalitu aplikace a je pomoci néj vytvoreno uzivatelské pro-
stfedi.

Aplikace je spustitelnd ve webovém prohlizeci. Graficky vystup je tedy de-
finovan pomoci HTML a CSS. Dynamické grafické prvky jsou naprogramovany
pomoci javascriptové knihovny jQuery.

3.4 Proces

Procesem v ramci aplikace rozumime urcitou ¢ast pipeline, zejména variant cal-
lingu. Pro kazdy proces je tieba zadat:

1. Cestu k vstupnim dattm.
2. Forméat vstupnich dat.

3. Format vystupnich dat (vystup procesu je automaticky vstupem pro jeho
subproces).

4. Cestu ke spousténému programu.

5. Sablonu pro generovani skriptu spoustéjiciho program se specifickou kom-
binaci parametru.

Sablonu lze libovolné upravovat. Touto cestou je mozné k iteraci voldni
programu ziskat vlastni funkcionalitu.

6. Typ a hodnoty testovanych parametri.

Parametry délime na statické a mnozinové. Statické se sklddaji pouze z jedné
nebo zZadné hodnoty (pouze identifikdtor parametru). Mnozinové se sklddaji
z vice hodnot — bud jejich vyjmenovanim nebo zadanim rozsahu. Rozsah
vymezime pomoci minimalni hodnoty, maximalni hodnoty a prirtastku.

3.5 Generovani spoustécich skriptiai

Po nakonfigurovani procest nasleduje automatizované sestaveni skripti se vsemi
kombinacemi nadefinovanych parametru, které spoustéji program procesu. Skripty
jsou umistény do adresarové struktury, jejiz priklad vidime na obrazku 5.

Ve srovnéani se strukturou na obrazku 4 vidime, ze ve stromu pribily nové
polozky. V trovni pod adresdifem se jménem procesu se nachazeji ¢islované ad-
resare, kde kazdy z nich znaci vétev s unikatni kombinaci parametrii procesu.
Uvnitt této vétve se nachazi skript pro spusténi programu s urcitou kombinaci

14



#l/bin/bash

for file in [input_files_dir]* [input_files _exf] do
[cli_call] [params] %ile = [output_files_dir]

done

Obrazek 3: Priklad sablony.

Text v hranatych zavorkach je procesem nahrazovan za adekvatni hodnoty.

& variant calling -
m version 1 -
£ alignment -
¥ varcall -
LF filter -
£¥ normalization
& Version 2 -
£ alignment -
£ varcall -
¥ normalization

Obrézek 4: Priklad pipeline.

Polozka s ikonou slozky reprezentuje kategorii procesii. Kategorie slouzi pouze pro
logické usporadani procesti a nema zadny hlubsi vyznam. Polozka s ikonou
ozubeného kola reprezentuje proces.

parametri, adresal pro ukladani vystupnich dat a adresare, které reprezentuji
subprocesy, které berou vzdy jako sva vstupni data vystupni data rodi¢ovského
procesu. Adresare subprocestt maji obdobnou strukturu.

Klicové jsou adresare s vystupnimi daty, které se nachazi v listovych procesech
stromu. Tato data reprezentuji findlni vysledky (seznam detekovanych mutaci)
pro urcitou kombinaci parametri jednoho variant calleru.

3.6 Paralelni spousténi skripttu

Kvili vysokému poc¢tu moznych kombinaci parametru procesu (v béznych ptipa-

dech jich mohou byt vice nez stovky) je vhodné procesy spoustét paralelné.
Nejdrive jsou paralelné spustény vsechny procesy prvni irovné se vSemi kom-

binacemi svych parametri. Tyto koTenové procesy maji cesty ke svym vstup-
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Obrazek 5: Adresarova struktura vygenerovanych skripti.

nim datiim zadany uzivatelem. V okamziku, kdy je néjaky z procesti dokoncen,
jsou spustény vsSechny jeho subprocesy (opét se vsemi kombinacemi) na jeho
vystupnich datech. Takto se situace opakuje dokud nejsou vSechny subprocesy
dokonceny.

Pted spusténim je mozné nastavit maximalni pocet spousténych vlédken (1 béh
procesu s jednou kombinaci parametri = 1 vldkno). Lze tim predejit vysokému
zatizeni procesorti nebo zahlceni operacni paméti.

3.7 Import vystupnich dat

Po dokonceni procesu (dobéhnuti pipeline) se vystupni data importuji do data-
baze. Aplikace vyhledd procesy, které se nachazi na konci pipeline a pro kazdy
z téchto procest je nasledné vytvorena samostatna tabulka, do které jsou vlozeny
jeho vystupni data. V tabulkach se nachazi sloupce udévajici informace o mutaci:

e chromosome (¢islo chromozomu)

e position (pozice na chromozomu)

reference (referenéni baze)

alternative (alternativni béze)

sample (vzorek)
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e type (typ zamény)

Struktura této tabulky je totozna se strukturou tabulky, ve které je ulozena
reference.

V pripadé cileného ¢i exomového sekvenovani jsou oblasti zajmu pouze urcité
oblasti genomu. Regiony jsou definovany v tzv. BED (Browser Extensible Data)
souboru. U¢elem je zejména zrychlen{ analyzy, Setfeni mista a odstranéni oblasti,
které nejsou predmétem zajmu.

3.8 Metriky pro hodnoceni konfiguraci variant callingu

Na zékladé porovnani importovanych vysledkii procesii s referenci v oblasti zajmu
aplikace vypocita statistické tidaje pro:

e TP (true positive) — pocet mutaci shodnych s referenci.

e F'P (false positive) — pocet mutaci, které se v referenci nenachazi.

e FN (false negative) — pocet mutaci, které se vyskytuji v referenci, ale ne
ve vyslednych datech.

e TN (true negative) — pocet pozic, na kterych nebyla detekoviana mutace
jak ve vyslednych datech, tak v referenci, ale spadaji do oblasti zdjmu.

Na zakladé vyse uvedenych idaju se spocitaji nasledujici metriky:

3.8.1 Senzitivita

Senzitivita neboli citlivost nabyva hodnot od 0 do 1 a vyjadiuje tispésnost, s niz
byla zachycena pritomnost mutaci.

SE =TP/(TP + FN)

3.8.2 Specificita

Specificita nabyva hodnot od 0 do 1 a vyjadiuje uspésnost, s jakou byly vybrany
pozice, na kterych se mutace nevyskytuji.

SP =TN/(TN + FP)

3.8.3 PPV

PPV neboli prediktivni hodnota pozitivniho testu nabyva hodnot od 0 do 1 a vy-
jadruje pomér spravné detekovanych mutaci viaci vSem detekovanym mutacim.

PPV =TP/(TP + FP)
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3.84 NPV

NPV neboli prediktivni hodnota negativniho testu nabyva hodnot od 0 do 1
a vyjadiuje pomér pozic, na kterych spravné nebyla detekovana mutace vuci
vSem pozicim, ve kterych nebyla mutace detekovana.

NPV =TN/(TN + FN)

3.8.5 Ballanced accuracy

Pro vybrani nastaveni, kterd maji zaroven vysokou senzitivitu i specificitu byl
pouzit aritmeticky prameér senzitivity a specificity (ballanced accuracy).

BA = (SE + SP)/2

V' nékterych pripadech ziskdvame relevantnéjsi vysledky s pouzitim PPV
a NPV misto senzitivity a specificity.

3.9 Little Profet

vvvvvv

a jejich kombinaci nese nazev , Little Profet®. Pribéh algoritmu je rozdélen do né-
kolika ucelenych c¢asti:
3.9.1 Porovnavani vyslednych dat s referenci

V prvni ¢asti Little Profet jsou pro kazdou tabulku vysledki reprezentujici vy-
sledna data jedné urcité kombinace parametri vypocteny zakladni statistické
udaje: TP, FP, FN, TN, SE, SP, PPV, NPV a BA.

3.9.2 Vyhodnoceni Sampioni

vvvvvv

konfiguraci, 5 s vyssi senzitivitou a 5 s vyssi specificitou.

3.9.3 Kombinovani Sampionua

V ramci skupiny 10 Sampionii jsou vytvoreny vsechny existujici kombinace jejich
dvojic. U kazdé z dvojic vytvorime prunik jimi detekovanych mutaci. Pranik
v této chvili reprezentuje vybér (seznam) mutaci, ktery pouzijeme pro nasledné
srovnani s referenci. Uelem priniku je zbaveni se FP.

3.9.4 Zobrazeni vysledkua
Aplikace po dokonceni analyzy zobrazi nasledujici tabulky s vysledky:

e Obecné hodnoceni pipeline — obsahuje vysledky srovnani vSech pipeline
s referenci.
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e Hodnoceni Ssampiont — obsahuje vysledky pipeline vyhodnocenych jako
Sampionni.

e Hodnoceni kombinaci Sampionti — obsahuje vysledky vSech kombinaci sam-
pionii.

V tabulce je zobrazena kromé statistickych vysledki také struktura pipeline,
ze které je ziejmé, jak je potreba nastavit konkrétni variant caller (nebo kombi-
naci variant calleril) pro danou tGspésnost.

4 O aplikaci

4.1 Sprava uzivatela

Aplikaci mohou ovlddat pouze prihlaseni uzivatelé. Uzivateli je po prihlaseni
vytvorena ,session, ktera expiruje spolecné se zavienim prohlizece. Sprava uzi-
vatelll se nachazi piimo v aplikaci. Uzivateli miize byt pridélena jedna z téchto
roli:

e Administrator — bez omezeni.

e Uzivatel — nema pristup ke spravé ostatnich uzivateli.

4.2 Prenositelnost

Aplikace je spustitelnd ve vSech majoritnich operacnich systémech (Windows,
Linux, OS X). Hlavni omezeni zde kladou samotné variant callery, které jsou
primérné tvoreny pro unixova prostredi. Aplikace tyto programy neobsahuje jako
svou soucast, ale jsou v ni definovany pouze jako cesty k jejich spusténi.

4.3 Pouzité nastroje
4.3.1 NetBeans IDE

Vyvojové prostiedi NetBeans IDE je robustnim nastrojem pro efektivni vyvoj,
kompilaci a ladéni aplikaci. Jiz ve svém zakladu umoznuje vyvoj v mnoha riiznych
jazycich jako je napt. C, C++, C#, Java, PHP a mnoho dalsich. NetBeans
mimo jiné umoznuje instalaci modul, kterymi se da rozsitit jeho funkcionalita.
NetBeans je vyvijen jako svobodny software pod licenci GNU GPL [16].

4.3.2 Nette Framework

Nette je framework pro tvorbu webovych aplikaci v jazyce PHP. Zaméruje se
na eliminaci bezpecnostnich rizik, podporuje AJAX, DRY, KISS, MVC a zno-
vupouzitelnost kodu. Vyuziva udalostmi tizené programovani a je z velké c¢asti
zalozen na pouziti komponent. Nette Framework je rovnéz vyvijen pod licenci

GNU GPL [17].
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4.3.3 XAMPP

XAMPP je multiplatformni distribuce webového serveru Apache. Kromé néj ob-
sahuje ve svém balicku také MySQL databazi a nezbytné nastroje pro béh pro-
gramovaciho jazyku PHP. Jednd se o svobodny software [18].

4.3.4 Adminer

Adminer je nastroj napsany v jazyce PHP umoznujici prostrednictvim webového
rozhrani jednoduchou spravu databiaze MySQL, PostgreSQL, SQLite a dalsich.
Byl napséan jako leh¢i alternativa PhpMyAdminu. Je siteny jako jediny zdrojovy
skript pod licenci Apache [19].

4.3.5 SourceTree

SourceTree je desktopovy klient pro verzovaci systém GIT a Mercurial. Umoz-
nuje komunikaci s webovou sluzbou pro spravu GIT a Mercurial repositaria Bit-
bucket. Ten na rozdil od konkuren¢ni sluzby GitHub nabizi ve své bezplatné verzi
moznost vytvareni privatnich repositaii. Bezplatnd verze je limitovana pro pét
uzivatel. SourceTree je nabizen zdarma.

4.3.6 UnifiedGenotyper
UnifiedGenotyper je souc¢asti balicku nastroji GAKT a vyuziva Bayesian modelu
pro detekei nejvice pravdépodobného genotypu a jeho frekvence [11].

4.3.7 VarDict

VarDict je program pro citlivou detekei mutaci (SNV, vice nukleotidové substi-
tuce, INDEL a strukturdlni varianty). Od vétSiny ostatnich variant calleru se
odlisuje nékolika funkcemi — provadi lokalni zarovnani namapovani ¢teni okolo
inzerci a deleci, bere v uvahu tzv. softclipped c¢teni. Ma specifické funkce pro
cilené sekvenovani a zvlada analyzovat BAM s ultra vysokym pokrytim [10].

4.3.8 VarScan

VarScan je na platformé nezavisly program pro detekci mutaci z dat porizenych
sekvenovanim nové generace. Je vhodny pro detekci somatickych, germinalnich
i strukturalnich variant. Nastroj vyuziva robustniho heuristicko-statitistického
pristupu k detekeci mutaci splnujici urcita kritéria pro hloubku pokryti, kvalitu
bézi, frekvence mutace a statistické vyznamnosti [20].

4.4 Hardwarova konfigurace

Analyza byla provedena na pracovni stanici s témito parametry:

e Procesor: Intel Xeon 24x 2.40GHz.
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e RAM: 64 GB.
e Vnéjsi pamét: 280 GB PCI SSD.

e Operacni systém: Ubuntu 14.04 64bit.

5 Vysledky

V ramci bioinformatického experimentu byly testovany 3 variant callery — Var-
Dict, VarScan a UnifiedGenotyper. Analyza byla provedena na 40 redlnych vzor-
cich. Pro tcely analyzy byly zkoumany pouze mutace typu substituce.

5.1 Cas analyzy a pocet nastaveni pro jednotlivé variant
callery

Nejvice kombinaci nastaveni bylo vygenerovano pro VarDict a to zejména proto,
ze bylo vyuzito filtri pro nejriznéjsi parametry jako subprocesi. Timto doslo
k vyznamnému snizeni ¢asovych naroki na analyzu (protoZe se celd analyza
nemusela pro kazdy vzorek spoustét od zacatku), viz tabulka 1.

variant caller | pocet kombinaci | ¢as analyzy (h) | ¢as def analyzy (h)
VarDict 2880 40 14
VarScan 320 19 2,5
UnifieldGenotyper | 4 10 4.5

Tabulka 1: Celkovy pocet kombinaci a ¢as analyzy testovanych variant calleri.
Vysoky pocet kombinaci a relativné kratka doba analyzy u VarDict je ddna vyuzitim
subprocesti, kterym filtrujeme data generovana v predchozim kroku. Vychozi
nastaveni (1 kombinace) je oznaceno jako ,def*

5.2 Detekéni schopnost variant callert

Na zakladé porovnani detekovanych mutaci s referencénimi daty (algoritmus Little
Profet) byla pro kazdé nastaveni jednotlivych variant caller odvozena senzitivita
a specificita.

kazdého variant calleru. Pro znazornéni funkcénosti a uzite¢nosti aplikace byly
generovany vysledky rovnéz pro vychozi nastaveni vSech variant calleri, viz ta-
bulka 3.
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variant caller ‘ senzitivita ‘ specificity

VarDict 0,915 0,977
VarScan 0,944 0,994
UnifieldGenotyper | 0,248 1

VVVVVV

nastavenim.
Variant callery se specifickymi nastavenimi byly serazeny podle BA. V tabulce jsou

vvvvvv

nastaveni.
variant caller ‘ senzitivita ‘ specificity
VarDict 0,278 1
VarScan 0,218 1
UnifieldGenotyper | 0,231 1

Tabulka 3: Senzitivita a specificita variant calleri ve vychozim nastaveni.
Variant callery s vychozim nastavenim (sefazeno podle BA) vykazuji az 4x nizsi

vvvvvv

5.3 Senzitivita a specificita kombinace variant callera

V pripadé spusténi klicového algoritmu Little Profet pro vSechny 3 variant callery
se do vybéru 10 nejlepsich (sefazeno podle BA) dostala pouze nastaveni vari-
ant calleru VarScan. Po sestaveni kombinaci vsech dvojic a nésledném vytvoreni
pruniku seznamti mutaci, dopadla nejlépe kombinace dvou riznych nastaveni
produkujicich stejné seznamy mutaci (senzitivita 0.944 a specificita 0.994).

6 Diskuse

NGS se stalo v ramci biologického a medicinského vyzkumu, vyvoje i diagnostiky
velmi popularni metodou umoznujici analyzovat DNA ve vyssich kvalitativnich
i kvantitativnich rozmérech. Primarnim vystupem NGS metody jsou sekvence
prectené DNA, které je nutno dale zpracovat — vyc¢istit od chyb a dat jim hlubsi
biologicky smysl. Tato faze je tikolem bioinformatiky, ktera proto hraje v NGS
oblasti nepostradatelnou roli.

Jelikoz je NGS v dnesni dobé pomérné velmi rozsitené, existuji pro standardni
vyuziti, jako napt. detekci germinalnich mutaci u vybranych genti pacientii s ur-
¢itym onemocnénim, ovérené bioinformatické postupy umoznujici relativné spo-
lehlivou analyzu. To ovSsem neplati pro detekci somatickych mutaci. V téchto
pripadech se mohou mutace vyskytovat ve velmi nizkych frekvencich a vyza-
duji proto nastaveni pro velmi citlivou detekci. Uskali takovéhoto nastaveni je

22



vysoka pravdépodobnost faleSné pozitivity, ktera velmi casto odrazi pritomnost
sekvenacnich chyb nebo chyb mapovani ¢teni.

Nastaveni pro takovéto typy experimentu je tfeba testovat a optimalizovat,
coz muze byt velmi casové a intelektualné narocné. Nejnovéji se ukazuje, ze
nejpresnéjsi vysledky generuji postupy kombinujici vice variant calleri dohro-
mady. Doposud vSak neexistuje nastroj, ktery by dokazal automaticky vygene-
rovat skripty s velkym mnozstvim kombinaci parametrii a zjistit, které nastaveni
poskytuje vysledky nejpodobnéjsi referencénim datiam.

Cas analyzy zavisi na algoritmech samotného variant calleru a na poc¢tu kom-
binaci parametrii, se kterymi je spoustén. Pro generovani nékterych typt para-
metra je tfeba spoustét cely algoritmus variant calleru znova, jiné typy parame-
trt mohou byt zarazeny v subprocesu a aplikovany jako filtry na data vznikla
v predchozim kroku. Tento zptsob nastaveni velmi vyrazné urychluje analyzu
a byl vyuzit pro generovani vysledki VarDictu.

Soucasti algoritmu Little Profet je porovnani detekovanych mutaci s referenc-
nimi daty na jehoz zakladé byla stanovena senzitivita a specificita pro vSechna
nastaveni jednotlivych variant callerii, véetné nastaveni vychozich. Po srovnani
cené aplikaci jako nejlepsi zdaleka prekonaly nastaveni vychozi (az 4,3x vyssi
senzitivita).

V nasledujici fazi bylo ze vSech nastaveni vybrano 10 takovych, které produ-
kovaly nejpresnéjsi vysledky (sefazeno podle BA). Do vybéru se dostaly pouze
kombinace nastaveni pro variant caller VarScan. Vytvorenim priniku 2 nejlepsich
nastaveni bylo dosazeno stejné senzitivity a specificity jako u nastaveni nejlep-
stho, protoze obé nastaveni generovaly stejné vysledky.

V tomto pripadé se nepotvrdil autoriiv predpoklad, ze nejlepsi vysledky maji
produkovat kombinace vice druhti variant callerti. P¥i¢in miize byt nékolik. Jako
nejpravdépodobnéjsi pripada typ dat. Vétsina experimentti, u nichz se prokazalo,
ze nejpresnéjsi vysledky v rdmci detekce somatickych mutaci poskytuji pipeline
zalozené na pruniku vysledkl ze 2 variant callerti bylo postaveno na srovnavani
nadorové a zdravé tkané a vyrazné nizsi hloubce pokryti. Zaroven nebylo cilem
detekovat mutace o tak nizké frekvenci, jako ve zkoumaném ptipadé. Také refe-
rencni data byla vytvorena a ovérena odliSnym zptisobem. Dalsim vyznamnym
divodem miuze byt volba odlisnych variant callert a celkové odlisné nastaveni
pipeline.

Dosazeni 100% shody s referenci nebylo dosazeno z duvodu pouziti odlisné
pipeline véetné variant callerti a ru¢ni kontroly vysledki, kde bylo brano v iivahu
i to, zda se mutace vyskytuje i v jinych casovych odbérech u jednoho pacienta
(redlnd mutace) nebo zda se mutace vyskytuje u vice vzorku ruznych pacientii
(sekvenacni chyba). Tyto pristupy vyrazné ovlivnily pritomnost TP a FP v re-
ferencnich datech.
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Zavér

V ramci bakalarské prace se mi podarilo vyvinout aplikaci jejiz ticelem je auto-
maticky nakonfigurovat pipeline pro detekci mutaci z dat porizenych technologii
sekvenovani nové generace. Splnény byly vSechny dil¢i cile a aplikace nabyla plné
funkénosti. Testovani probéhlo na realnych datech pacientt s chronickou lymfo-
cytarni leukémii.

Vysledkem bylo nékolikanasobné zvyseni senzitivity detekce mutaci oproti
standardnim nastavenim. Principem aplikace je automatické generovani skriptt
v nadefinovaném rozmezi hodnot vybranych parametri, jejich paralelni spustént,
nahrani vysledki do databaze, porovnani s manualné osetfenymi referenénimi
daty a stanoveni nejlepsich nastaveni a kombinace programii.

Do budoucna je v planu testovat funkcénost a presnost aplikace na referen¢nich
genomickych datech z ,,National Institute of Standards and Technology* a jinych
typech dat, jako naptiklad syntetickych datech urcenych pro detekci somatickych
mutaci za vyuziti vzorkl z nadorové a zdravé tkané. Zaroven jsou jiz ve vyvoji
a testovani nové pristupy a algoritmy pro: 1) vybér nastaveni, které maji byt dale
kombinovéna; 2) metody pro vypis a vykresleni statistik a detaili o mutacich
a 3) zrychleni analyzy vyuzitim mezipaméti vysledka (cache). V planu je také
zaclenéni metod pro detekci mutaci vyuzivajicich strojového uceni.

Na zdkladé inovativnosti (aplikace podobného typu zatim neexistuje), funké-
nosti a prehlednosti této aplikace jsem presvédcen, ze bude uzitecna pro sirokou
spolecnost védet a lékarskych tymil vyuzivajicich technologii sekvenovani nové
generace. Zaroven bude o této aplikaci brzy publikovan ¢lanek v mezindrodnim
impaktovaném védeckém casopise.
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Conclusions

As part of the thesis I have developed an application whose purpose is to auto-
matically configure the pipeline for detecting mutations from the data produced
by next generation sequencing technology. All the objectives of the thesis were
met and the application acquired full functionality. Testing was done on the real
data of patients with chronic lymphocytic leukemia.

As a result, the sensitivity of the variant detection increased multiple times
compared to the standard settings. The principle of the application is to auto-
matically generate scripts with a specified range of values of selected parameters,
execute them in parallel, upload the results into a database, compare them with
a manually curated reference data and determine the best combination of pro-
grams settings and programs themselves.

In the future, it is intended to test the functionality and accuracy of the
application on a genomic reference data from the “National Institute of Standards
and Technology”, and also on other types of data, such as the synthetic data
dedicated for the detection of somatic mutations using samples from the tumor
and healthy tissue. At the same time, new approaches and algorithms for: 1)
settings selection; 2) methods for extraction and rendering the statistics and
mutations details and 3) acceleration of the analysis using the results cache
memory are developed. The plan is also to incorporate methods for mutation
detection using machine learning.

For the innovativeness (the application of such a type does not exist yet),
functionality and clarity of the application, I believe it will be useful for a wide
community of scientists and medical teams using next generation sequencing
technology. Furthermore, an article about this application is going to be pub-
lished soon in an impacted international scientific journal.
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A Uzivatelské prostredi aplikace

Top Tool for Extensive Multi-variant calling

i
% TOTEM

Top Tool for Extensive Multi-variant calling

Name:

Password:

signup

Obrazek 6: Prihlaseni uzivatele do aplikace.

TOTEM Comg mport  Ewecuton  RunlteProfel Toos  Users  Logout

Top Tool for Extensive Multi-variant calling

Processes Tree

Bovarscan -
2 mplleup -
% varscan_snp -
# nomaization
o Frecbayes +
vardict +
S samtoois [ bef +
Boscalpel +

Process: varscan_snp
curcal ava.ar fopings_uts
Narscanv2 39 jar
mpieup2snp
Input files
Input fles extension  mpleup
Output fles extension  varscan snpvet

‘Show template.

Process parameters

A/ % _output-vet
A v/ % —min-coverage value: 500
AV /X _pvalue values: 0.99, 095

Add parameter

Obréazek 7: Konfigurace pipeline.
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New process

cLicall:

Output files extension:

Template:

#1vin/bash
for file in input_files_dir]* (input_fles_ext]

@

FNAME=S(basename "Sfie").

cli_call] params] $fle > [output_files_dir/S{FNAME} output_files_ext]
2>[output_files_dir]${FNAME} log

done

Obrazek 8: Konfigurace procesu.

Config  Import  Executon  RunLileProfet  Tools  Users  Logout
TopTool for Extensive Mul

Import
Resutts ranges

Prochézet... | Soubor nevybran

Reference
Prochazet... | Soubor nevybran

Obréazek 9: Import referen¢nich dat a oblasti zajmu.

27



New parameter

Type:

Range

Identifier:

[ Include no occurance combination

save

Obrazek 10: Konfigurace parametru procesu.

Config  Import  Executon  RunLileProfet  Tools  Users  Logout

TopTool for Extensive Multi-varian calling

Execution
Select categories

[ Varscan
[ Freebayes
™ Vardict

0 samtools | Bef
0 scalpel

Select actions

[ Generate scripts.

@ Execute scripts
Execution threads max count:

10

) Import resuts

Obrazek 11: Paralelni spousténi pipeline a import vyslednych dat do databaze.
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Import  Executon  RunlLittleProfet  Tools  Users  Logout

Top Tool for Extensive Multi-variant calling

Little Profet
select varcall type:

al

Select balance acurracy evaluation type:

Sensitivity/Specificiy v

Categories:

 Varscan

[ Freevayes

@ Vardict

[ samtools | Bet
Scalpel (no data)

Results comparations

SetingiD Rows TP TN FP N Sensitivity Specifcity PRV Nev Ba
12053 M0 71 2008 %9 22 0 0.98406211687781 0 o o show pipeline
12057 M 71 2408 40 2 0 1895 0 o o show pipeline
12961 105 70 2407 35 23 075266617204301 o o 0.86917762085525  show pipeline
12045 106 70 2407 3% 23 075268617204301 o 40057 0 o snow pipeline
12051 418 72 2400 403 20 0. o o 0901 08196471643265  show pipeline
12055 480 T2 2409 406 20 0. o o 0991 0.81919067100420  show pipeline
12050 549 T2 2409 475 20 0. o 001 o show pipeline
12043 654 T2 2409 479 20 0. 0130671 091 o show pipeline
12057 65 41 2378 28 52 0 o o o o show pipeline
1085 &2 40 277 2 8 0 o o 182 0 show pipeline

Obrazek 12: Analyza vyslednych dat — Little Profet.

TEM Contg mpot Execuon RunLitleProet. ok "

E-mail Name Role
admin Totem Tom admin L]
user Totem Tom user @

Obrazek 13: Sprava uzivateli.
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B Obsah prilozeného DVD

DVD obsahuje soubory potiebné ke spousténi aplikace. Ve vychozim nastaveni
jsou aplikaci spoustény tri variant callery. Jejich parametry jsou nastaveny tak,
aby bylo mozné provést analyzu v kratkém case.

src/
Kompletni adresarova struktura aplikace.

sql/
SQL soubory pro import potfebnych dat do databaze.

ext totem/
Soubory spousténych variant callert.

readme. txt
Instrukce pro instalaci a spusténi aplikace, véetné vsech pozadavki pro jeji
bezproblémovy provoz.
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