Analiza genomu

Od sekwencji do diagnozy



Sekwencjonowanie tradycyjne
(Sangera) - pierwszej generaci

-+ Sanger, 1977 (konkurencyjna metoda
Maxama i Gilberta sie nie przyjetfa)

-+ Plerwsze automatyczne sekwenatory
kapilarne (ABI Prism) w 1986

- Sekwencjonowanie przez synteze
-+ Odczyty do 800 zasad, typowo ~600

- Niska przepustowosc¢ (96 odczytow/
urzgdzenie/przebieg)

- Wecigz standard dla krotkich sekwenciji i
matych zadan
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A) Core aa. 70 and aa. 91

Sekwencjonowanie nowe
(drugiej) generaciji - NGS
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§960 bp 6,930 bp 7.000 bp 7.020 bp T.040 bp 1060 b

Sekwencjonowanie przez synteze S e e e eSS e

Miliony odczytow w jednym przebiegu do
1012 zasad

Odczyty krotkie: 50-400 zasad
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NGS drugie] generaci

Obecnie dwie gtowne platformy

lllumina
Amplifikacja "mostkowa" na podtozu statym
Sekwencjonowanie przez synteze -
odwracalne terminatory i detekcja
fluorescencyjna

lon Torrent (Life Technologies)
Biblioteki namnazane przez PCR w emulsji
Sekwencjonowanie przez synteze, detekcja

zmian pH po uwalnianiu protonow przy
dodaniu nukleotydu

Attached

DNA i

Microbead

Bridge amplification Flowcell-bound cluster

i
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The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA

James M. Heather *, Benjamin Chain

Genomics 107 (2016) 1-8



Sekwencjonowanie

Gtownym wyzwaniem w sekwencjonowaniu
nie jest sam odczyt sekwencjl

- Odczytywane fragmenty sa krotkie

- do ~700-800 nt (sekw. tradycyjne
Sangera)

50-400 nt (NGS)

Wyzwaniem jest ztozenie dtugiej sekwencii
z tych krotkich fragmentow

- rdzne technologie sekwencjonowania
wymagajg réznych metod obrobki
bioinformatycznej



Wyzwania NGS

Narzedzia bioinformatyczne ciggle
rozwijane

- Mapowanie odczytdow do znanej sekwenc;ji
referencyjnej utatwia zadanie, ale nadal sg
problemy

sekwencje repetytywne

zmiennosc strukturalna

faza haplotypu

- NGS to nie jest "czarna skrzynka"



Sparowane odczyty (paired
ends)

- Sekwencje z obu koncow dtuzszego (kilka
kb) fragmentu

- Utatwia zmapowanie

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence

C—
L p—
B SS— |
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 ———————————————————————— Referancs m—— = [o—
v
Read 2

Paired-end sequencing enables both ends of the DNA fragment to be sequenced. Because the distance
between each paired read is known, alignment algorithms can use this information to map the reads over
repetitive regions more precisely. This results in much better alignment of the reads, especially across
difficult-to-sequence, repetitive regions of the genome.

© illumina.com



http://illumina.com

NGS ukierunkowane
(targeted)

- Wzbogacenie o wybrane obszary
genomu

ol b
v

- amplifikacja (PCR

+ wychwytywanie przez
hybrydyzacije

- WES - Whole Exome Sequencing -
tylko obszary kodujace

- panele wybranych genow

ABC
S0 S
Enzymes

PHASE! " DRUG
100 i

GENES

Genomic DNA library Alignment to the

preparation
246 246 246 245t
Subjects Subjects Subjects Subjects

Referenc

e CAG AGA TAC TT GAC CTT CTC
CAG TCTC

CYP2C9

TAC CTT GAC CT

TAC CTT GA

AC CTT GAC CTT CTC
CAG AGA TAC CTT GAC

CTT GAC CTT CTC

TAC CTT GAC

AC CTT GAC CTT CTC

TAC CTT GA

AC CTT GAC CTT CTC
CAG AGA TAC CTT GAC CTT CTC

. ’ 2 Variant detection
VEHE e IDIRE G Paired-end sequencing Human Reference Genome 45\ \A0e VAR T C )] (

235%

Subjects

Stage 1: Stage 2:
Raw sequencing data Read depth statistics

Stage 3:
Variant calling

Quality Control

L&

Annotation

dbSNP, EXAC, CADD)

235

Subjects

Fig. 1 PGxSeq sample and data processing workflow (n = 246). Eleven subjects were excluded from variant analysis due to low read count (t; n

1) and high GC content (+; n=10). All clip art depicted in this Figure has been created by the authors

Gulilat et al. BMC Medical Genomics (2019) 12:81
https://doi.org/10.1186/512920-019-0527-2



NGS trzeciej generaci <100nm B

y

_ _ o _ L Direction of
Sekwencjonowanie z dtugimi odczytami = - current/
g Q translocation
)
Obecnie dwie gtdwne platformy 2 t
- 3
single-molecule real time sequencing .
(SMRT) - Pacific Biosystems . o
n + J \
| | Excitation‘ = Fluorescence d
nanopore sequencing (MinlON) - Oxford (~600nm) | ¥ b
Nanopore

Odczyty 20-30 kb

The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA

James M. Heather *, Benjamin Chain

Genomics 107 (2016) 1-8



Sekwencjonowanie |l
generac

- Metody (PacBio, Nanopore) dajace dtugie
odczyty (>10 000 nt)

l} Powerful

Get up to 50 Gb data from a single flow cell*.

* Theoretical max output when system is run for 72
hours at 420 bases / second. Outputs may vary
according to library type, run conditions, etc.

—1  Portable

Sequence anywhere, including at sample
source.

@ Real time

Immediate data streaming for rapid, actionable
results.

« Unrestricted read length

Generate short to ultra-long (>4 Mb) reads for
ultimate experimental flexibility.

© Oxford Nanopore



STATISTICS GRCH38 T2T-CHM13 DIFFERENCE (+%)

Summary
Assembled bases (Gbp) 2.92 3.05 +4.5
Unplaced bases (Mbp) 11.42 0 -100.0
: 4 Gap bases (Mbp) 120.31 0 ~100.0
Za‘ ety d+u g I C h O d Czyt OW Number of contigs 949 24 -97.5
Contig NG50 (Mbp) 56.41 154.26 +173.5
Number of issues 230 46 -80.0
Issues (Mbp) 230.43 8.18 -96.5
Umozliwia sekwencjonowanie obszarow Gene annotation
Number of genes 60,090 63,494 +5.7
re p etytyW n yC h Protein ciding 19,890 19,969 +0.4
Number of exclusive genes 263 3,604
. Protein coding 63 140
W 2022 plerwszy kom o letn Yy genom Number of transcripts 208507 233615 +2.2
. . - Protein codin 84,277 86,245 +2.3
CZ*OW | e ka 3 +aCZ n | e Z Ce ﬂt rO m e ra m | | Number of exclugsive transcripts 1,708 6,693
telomerami (T2T - telomere to telomere) o eode e
Percentage of segmental duplications (%) 5.00 6.61
Wy kryW an | e zZm | an S-t ru k-t ur al N y C h (d U Ze Segmental duplication bases (Mbp) 151.71 201.93 +33.1
. . . . Number of segmental duplications 24097 41528 +/2.3
delecje, zmienna liczba kopili, RepeatMasker
re a r a n Z aCJ e) Percentage of repeats (%) 51.89 53.94
Repeat bases (Mbp) 1,516.37 1,647.81 +8.7
Long interspersed nuclear elements 626.33 631.64 +0.8
Bezposrednie wykrywanie modyfikacj e e
epigenetycznych (metylacja DNA) - Satelite 7651 15042 1966

nanopore

HUMAN GENOMICS

The complete sequence of a human genome

Nurk et al., Science 376, 44-53 (2022) 1 April 2022



NGS trzecie] generaci -
wyzwania

1
Mnlejsza przeDUStOWOéé Short reads: ~150 Lonlg re.ads:|1005-f10005
ekl e
Nizsza doktadnosc ’)
B T —
? assembly
szybkie postepy ostatnio
, ) 4 assembiv halo - ]
sekwencjonowanie hybrydowe - 3 csole smbigte i FE—
. , , . igher coverage an
sktadanie odczytow krotkich na matrycy dffering read engihs

diugich

Narzedzia bioinformatyczne mniegj
rozwiniete

© Nirvetta Thratra, wikimedia



Ukierunkowane
sekwencjonowanie nanopore

- Sekwencja odczytywana w czasie
rzeczywistym

- Mozna usunac lub zaakceptowac na
podstawie poczatkowe| sekwencii

- Bez amplifikacii

-+ zachowany stan metylacii

© nanoporetech.com

Targeted long-read sequencing identifies
missing disease-causing variation

Danny E. Miller,.2* Arvis Sulovari,!-2! Tianyun Wang,!2! Hailey Loucks,? Kendra Hoekzema,!
Katherine M. Munson,! Alexandra P. Lewis,! Edith P. Almanza Fuerte,222 Catherine R. Paschal,34
Tom Walsh,> Jenny Thies,? James T. Bennett,23.6.7 Ian Glass,? Katrina M. Dipple,27.8

Karynne Patterson,! Emily S. Bonkowski,? Zoe Nelson,? Audrey Squire,2 Megan Sikes,? Erika Beckman,?
Robin L. Bennett,5 Dawn Earl,2 Winston Lee,® 19 Rando Allikmets,10.11 Seth ]J. Perlman,2

Penny Chow,'3 Anne V. Hing,'3 Tara L. Wenger,? Margaret P. Adam,? Angela Sun,?8 Christina Lam,2714
Irene Chang,? Xue Zou,!> Stephanie L. Austin,'® Erin Huggins,'¢ Alexias Safi,'¢ Apoorva K. Iyengar,!7.18
Timothy E. Reddy,!” William H. Majoros,'” Andrew S. Allen,'” Gregory E. Crawford,!¢

Priya S. Kishnani,!¢ University of Washington Center for Mendelian Genomics, Mary-Claire King,!>
Tim Cherry,® Jessica X. Chong,%7 Michael J. Bamshad,'27 Deborah A. Nickerson,!.”

Heather C. Mefford,%7.22 Dan Doherty,%7.1° and Evan E. Eichler!.7,20.*

The American Journal of Human Genetics 7108, 1436-1449, August 5, 2021
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Analiza sekwencji genomu

Mapowanie odczytow do sekwenc;ji
referencyjnej

ldentyfikacja wariantow z kontrolg jakosci (!)

opcjonalnie: ustalenie fazy i haplotypow
chromosomow

Przewidywanie efektu | annotacja
wariantow

Filtrowanie i interpretacja wynikow

[

Raw Reads (Fastq)

|

BWA-MEM

Picard

GATK

GATK

l

Map to Reference

l

Mark Duplicates & Sort

BAM, BA| —»

Picard

Alignment Metrics,

Text Files, histogram

Insert Size Metrics
v A
Variant Calling VCF
GATK | Extract SNPs Extract Indels VCF
GATK Filter SNPs Filter Indels VCF
h 4
SnpEFF . . VCF, TXT,
Predict Variant Effects HTML
%‘g;&"‘ Make CSV Report, csv
Hadiants Get coverage data bedgraph
Y

Base Quality Score Recalibration

l

GATK

Apply Recalibration BAM




Mapowanie

Odczyty zwykle w formacie FASTQ Identifier | @GHWI-EAS209 0006 FC706VJ:5:58:5894:21141#ATCACG/1
Sequence I TTAATTGGTAAATAAATCTCCTAATAGCTTAGATNTTACCTTNNNNNNNNNNTAGT%TCTTGAGA
, : + sign & identifier-| +HWI-EAS209 0006 FC706VJ:5:58:5894:21141#ATCACG/1
Wybor genomu referencyjnego Quality scores—| efcfffffcfeefEfCEEEEEEAdE feed] "] Ba ~  [YBBBBBBBBBBRTT\|]|] []dddd"
Base 'Ir'—T
obecnie z reguty GRCh38 (hg38) phred Quality ] =29

Algorytmy dobrze znane | dopracowane https://compgenomr.github.io/book/

zaleznie od platformy, dla lllumina zwykle
BWA-MEM

Etap wymagajacy sporych zasobow
komputerowych | czasu

Wynik w formacie BAM (~50GB/genom)



|[dentyfikacja wariantow

ROzne metody, czesto dajgce rozne wyniki

- GATK - standard

- DeepVariant - z wykorzystaniem uczenia maszynowego

- Wywazenie pomiedzy czutoscig a unikaniem fatszywie pozytywnych wynikOw

- wskazane filtrowanie z uwzglednieniem jakosci/wiarygodnosci

—tap trudny | wymagajacy duzych zasobow
+ Nieco iInne metody | parametry przy identyfikacji wariantow dziedziczonych 1 somatycznych

- Wynik w formacie VCF, zawiera tylko miejsca rozne od genomu referencyjnego (warianty)



Przewidywanie efektu | annotacja wariantow

+ kagczy rozne rodzaje analiz
- weryfikacja, czy dany wariant wystepuje w bazach danych (dbSNP, ClinVar) itp.

- sprawdzenie, jak czesto dany allel wystepuje w dotychczas zbadanych genomach (gnomAD, 1000
genomes)

- lokalizacja wariantu w obrebie genu (lub innego annotowanego obszaru genomu) | predykcja efektu mutaci

- wykorzystuje standardowy zestaw terminow opisujgcych elementy genomu | efekty mutacji - Sequence
Ontology

- Gtdwne narzedzie (i zrodto standardowej terminologii): ENSEMBL VEP (Variant Effect Predictor)
- lokalnie z linit komend lub online (nie polecane do duzych zbiordw wariantow)

- Wyniki zapisane w postaci tabeli lub w dodatkowych kolumnach w pliku VCF



Bazy danych

- dbSNP - wszystkie znane krotkie warianty, identyfikator (format np.
rs8176719) standardem w opisywaniu wariantow

+ ClinVar - warianty o znanym efekcie klinicznym (zmiennosc patologiczna)
- GWAS Catalog - badania asocjacj

- SNPedia - rozne zwigzki wariantow z fenotypem na podstawie literatury,
czesto stosowana w komercyjnych analizach DTC



I 1]

Sequence Ontology

I

J] regulatory region
J TF binding site

.| 5 prime UTR variant
| start retained variant
D start lost

U

I

B splice donor variant
i splice acceptor variant

J

J intergenic variant
|| upstream gene variant

4 2
J| synonymous variant

[] missense variant
inframe insertion

] inframe deletion

i stop gained

i frameshift variant

Jj coding sequence variant
b

I

1 splice region variant

. splice donor 5th base variant

1 splice donor region variant

" splice polypyrimidine tract variant

B intron variant
(.

I

| 3 prime UTR variant }

'| downstream gene variant J

s
J stop lost
1 stop retained variant

T incomplete terminal codon variant
\

/

p
[ transcript ablation

[ transcript amplification
L protein altering variant
mature miRNA variant
I NMD transcript variant
\

jj non coding transcript exon variant
Jj non coding transcript variant

i TFBS ablation / amplification

[l feature elongation

L feature truncation

N




Predykcja efektow

Szereg algorytmow przewidujacych efekt mutacji na
podstawie

konserwacji ewolucyjnej

przewidywanego wptywu zmiany aminokwasu na
strukture biatka

Itp.
Najbardziej znane: SIFT, CADD, PolyPhen
Ogolna klasyfikacja: IMPACT

HIGH

MODERATE

MODIFIER

LOW

SIFT value
Less than 0.05

Greater than or equal to 0.05

Polyphen value
greater than 0.908

greater than 0.446 and less than or equal to 0.908 "Possibly Damaging"

less than or equal to 0.446

unknown

Qualitative prediction Website display example

"Deleterious" (0.01 )

"Deleterious - low confidence" ( 0.01 )

"Tolerated" (0.8 )

"Tolerated - low confidence" ( 0.8 )

Qualitative prediction Website display example

"Probably Damaging"
Benign
"Unknown"



Ostateczna analiza

+ Nie mozna przekazaC wynikOw automatyczne] annotacji odbiorcy (klinicysta, pacjent)

- Wyniki musza by¢ przeanalizowane przez wykwaliflkowang osobe ze wskazaniem tych
wariantow, ktore mogg mieC znaczenie w predykcji fenotypu

* Np. Zzhane warian

p=
-

y patogenne - nalezy siegnac do publikacji i oceniC wiarygodnoscC

dowoddow, zwery
itp.

Ikowac czy np. sg recesywne (a czy sg w genomie homozygotyczne),

+ znane czynniki ryzyka - nalezy ocenic¢ ryzyko biorgc pod uwage informacje o
probandzie, dane populacyjne, itp.

+ czy stwierdzono nowe, nieopisane wczesnie] warianty (obecnie zdarza sie rzadko, chyba
ze badamy rzadkie choroby)



Wielogenowe czynniki ryzyka

GPS - Genome-wide Polygenic Scores/ SNP Increasing  Allele 1 Allele 2 Genotypic  Correlation Weighted
] ) allele score with trait genotypic score

PRS (Polygenic Risk Scores) p— - " - : — —
SNP 2 @ G G 0 0.004 0.000
kaczy pojedyncze asocjacje, z ktorych SNP 3 A A A 2 0.003 0.006
kazda ma nieznaczny wptyw na fenotyp SNP 4 G < G 1 0.003 0.003
SNP 5 G C ¢ 0 0.003 0.000
Analiza LDpred - uwzglednia wszystkie ki ! a ! 1 e 200
. : . SNP 7 C C G 1 0.002 0.002
znane SNP, waga zalezna od asocjacii - N A . , e o
SNP9 A T 1 0 0.001 0.000
SNP 10 & C G 1 0.001 0.001
Polygenic score 9 0.023

The new genetics of intelligence

Robert Plomin' and Sophie von Stumm?

NATURE REVIEWS | GENETICS VOLUME 19 | MARCH 2018 | 159



1.2

~—= Control group
- —— EOCAD group

1.0

Wielogenowe czynniki ryzyka

Wspotczynnik ryzyka wczesnej choroby
wiencowej na podstawie analizy 182
znanych zasocjowanych polimorfizmow

Density
0.6

0.4

Jednoznaczna predykcja tylko dla
skrajnych wartosci

0.2

To nadal nie jest diagnostyka, ale moze sie
przydac w identyfikowaniu grup
najwiekszego ryzyka | | | | |

GRS182

Figure 1. Distribution of genetic risk score based on the
presence of 182 independent variants associated with
coronary artery disease (GRS182) in the UK Biobank
cohort according to early-onset coronary artery disease
(EOCAD) status.

Circ Genom Precis Med. 2018;11:e001849. DOI: 10.1161/CIRCGEN.117.001849



Choroba wiencowa

+ CAD (Coronary Arterial Disease)

+ ~60 000 chorych, ~ 120 000 kontroli (UK

Biobank)

6 630 150 SNP

Density

0.4 —

0.3 -

0.2

0.1 =

Odds ratio versus
remainder of population
] > threefold (8.0%)
Bl > fourfold (2.3%)

B > fivefold (0.5%)

I l l
-4 -2 0

Genome-wide polygenic score for CAD

Polygenic score percentile

100 -
90 -
80 -
0~
Bl
ok =
40 —
I =
20 -
10~

Genome-wide polygenic scores for common
diseases identify individuals with risk equivalent
to monogenic mutations

Amit V. Khera'?343, Mark Chaffin ©45, Krishna G. Aragam'?3#, Mary E. Haas*, Carolina Roselli®4,

Seung Hoan Choi? Pradeep Natarajan ©234, Eric S. Lander?, Steven A. Lubitz®234,
Patrick T. Ellinor ©234 and Sekar Kathiresan ©"234*

NATURE GENETICS | VOL 50 | SEPTEMBER 2018 | 1219-1224

Prevalence of CAD (%)

Control

Case

a
N A
eull tﬁ"'

0

| | | | | | | |

| | |

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percentile of polygenic score

Fig. 2 | Risk for CAD according to GPS. a, Distribution of GPS.,; in the UK Biobank testing dataset (n=288,978). The x axis represents GPS,,, with values
scaled to a mean of O and a standard deviation of 1to facilitate interpretation. Shading reflects the proportion of the population with three-, four-, and



Stratyfikacja ryzyka

High GPS definition Reference group Odds ratio 95% ClI
CAD
- Bardzo znaczny wzrost ryzyka u Top 20% of distribution Remaining 80% 2.55 2.43-2.67
stosunkowo nie”CZﬂej grupy o Wysokim Top 10% of distribution Remaining 90% 2.89 2.74-3.05
GPS/PRS Top 5% of distribution Remaining 95% 3.34 3.12-3.58
Top 1% of distribution Remaining 99% 4.83 4.25-5.46
Top 0.5% of distribution Remaining 99.5% 517 4.34-6.12

Genome-wide polygenic scores for common
diseases identify individuals with risk equivalent
to monogenic mutations

Amit V. Khera?3435, Mark Chaffin©45, Krishna G. Aragam"?34, Mary E. Haas*, Carolina Roselli®4,
Seung Hoan Choi*, Pradeep Natarajan ©2%34, Eric S. Lander?, Steven A. Lubitz©234,
Patrick T. Ellinor ©23# and Sekar Kathiresan ©"234*

NATURE GENETICS | VOL50 | SEPTEMBER 2018 | 1219-1224
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Ryzyko srodowiskowe | genetyczne

Clinical risk + Polygenic risk
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The personal and clinical utility of
polygenic risk scores
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Wielogenowe czynniki ryzyka

- Wyniki podawane jako

- lloraz szans (Odds ratio, OR) - dla cech
dyskretnych (np. chory/zdrowy)

- wspotczynnik beta - dla cech
ilosciowych

+ Kluczowa dla interpretacji informacja: w
ktorym percentylu dla odpowiedniej
populacji miesci sie dany wynik

H
'

'

_— "'

decreased risk

SIGNIFICANTLY INCREASED

You are in the

95th percentile

Most people
\

50

average risk

80

viv, .

!

increased risk



