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Plan prezentacji

@ Seckwencjonowanie nowej generacji — wprowadzenie
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Sekwencjonowanie nowej generacji

e rézne technologie stuzace do wysokowydajnego, réwnolegtego
odczytywania kolejnych nukleotydéw w czasteczkach DNA;

e metody te umozliwiaja wykonywanie sekwencjonowania i analiz:

catych genoméw — DNA-Seq (whole-genome sequencing);

catych transkryptéw (odwrotna transkrypcja na cDNA) — RNA-Seq;

eksoméw exome sequencing;

immunoprecypitacji chromatyny — (Chip-Seq);

metylacji DNA (Bisulfite-seq);

wybranych fragmentéw (targeted sequencing panels).

e pojedynczy sekwencer wykonuje odczyt krétkich fragmentéw
zazwyczaj w czasie od 1,2 dni do tygodnia i moze generowaé ok.
0.7TB do 1.5TB surowych danych genomicznych, do tego nalezy
doliczy¢ jeszcze przynajmniej drugie tyle danych kontrolnych.
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Przebieg eksperymentu

A One-Slide Introduction to Genomics

1. To learn
something about 2.Take a 3.Putitina 4. Which produces a
your genome... sample... sequencer... text file!

/\

o~
3 >readl

AATGACCGATAGAAA
>read2

| AATGACTCACCATAA
1\ >read3

E —’ TCGACGATAATTTAC

5. "Bioinformatics” is the analysis which
computationally reverses this process and
tells us about your genome!

Rysunek: Zrédfo:http://www.slideshare.net/TimothyDanford/tdanford-spark
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© Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) jako problem big data
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e typowy plik BAM (Binary Alignment Map) dla 1 prébki z sekwencjonowania
cato genomowego to ok. 100-150GB (3*10° bp, pokrycie 30 z kompresja
danych);

e rozmiar pliku zalezy zaréwno od liczby sekwencjonowanych regiondéw jak i
$redniej gtebokosci(pokrycia);

e przyktadowo dla Illumina X Ten mozna oszacowa¢, iz wolumen danych moze
siega¢ 320*30*2*3GB ~ 60TB/tydzien i ponad 3PB/rok!;

e powyzsze dane obejmuja tylko surowe dane-niezmapowane (FASTQ), dane
zmapowane (BAM) to kolejne 30-45TB/tydzien.

HiSeq X HiSeq X Ten

Rysunek: Poréwnanie przepustowosci sekwenceréw lllumina (liczba prébek),
Zrédto:http://res.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet-hiseq-x-ten.pdf
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Dlaczego big data 2/3

Genomics - Big Data Problem

The day when every newborn gets their DNA sequenced is not far away: httpy/ ih 013/ohgri-04htm.
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Source: Knights Cancer Institute, Oregon Health Sciences University & Intel

Rysunek: Genomika jako problem big data, Zrédto: Knights Cancer Institute, Oregon Health Sciences University & Intel
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Dlaczego big data 3/3

I Broad Genomics, by the numbers
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Rysunek: Liczba prébek sekwencjonowanych z podziatem na typ w ostatnich latach, Zrédto: Broad Genomics
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© Analiza danych z NGS
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Rysunek: Analiza danych z sekwencjonowania DNA , Zrédto:http://gatkforums.broadinstitute.org/discussion/1186/
best-practice-variant-detection-with-the-gatk-v4-for-release-2-0-retired
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Wybrane analizy — DNA/RNA/Bisulfite-seq

e znajdowanie nowych wariantéw réznego typu:

e SNV - single nucleotide variant;
e mate zmiany strukturalne np. insercje, delecje, duplikacje;
e duze zmiany strukturalne — zmiany liczby kopii.

e pomiar ekspresji réznicowej gendéw (eksondéw);

e odkrywanie nowych transkryptéw, isoform gendw;

e odkrywanie biomarkeréw stopnia metylacji skorelowanych z réznymi
zmiennymi objasniajacymi;

e poznawanie genomoéw wybranych gatunkéw — sekwencjonowania
de-novo.
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Przyktadowe zastosowania kliniczne wynikéw analiz

e personalizowana terapia medyczna;

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

e diagnostyka choréb rzadkich;

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

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

e itd...
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@ Architektura i wyzwania w analizie danych
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Wyzwania dla zastosowania big data w NGS 1/2

o tekstowe i binarne formaty danych specyficzne dla NGS, czesto
zaprojektowane w sposéb uniemozliwiajacy ich wydajne wykorzystanie
w Srodowisku rozproszonym:

e obecnos¢ scentralizowanych nagtéwkow;

e wykorzystanie algorytméw/metod kompresji oraz formaty zapisu, ktére
nie sg fatwe do fragmentowania plikéw;

e przechowywanie danych w sposbb wierszowy pogarszajace kompresje
danych oraz wydajno$¢ zapytan na podzbiorach kolumn;

e brak schematéw danych badz ich zdefiniowanie w sposéb
niekompletny/niespéjny.

e heterogenicznos¢ wykorzystanych technologii informatycznych:
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wykorzystanie bardzo wielu jezykéw programowania (np. C, Python,
Perl, R, shell);

bardzo wiele istniejacych narzedzi, ktére wykonuja prawie te same lub
podobne operacje;

bardzo wiele metod zaimplementowanych w sposéb sekwencyjny,
ewentualnie umozliwiajgce reczne wstepne popartycjonowanie danych
w celu osiggniecia réwnolegtosci — brak elastycznosci obliczen i
alokacji zasobéw;

brak odpowiednich mechanizméw bezpieczenstwa do pracy
Srodowisku rozproszonym i chmurowym.
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Architektura big data dla NGS

@ SparkSeq : 2
§:
HEHSE  spoi
Hadoop-BAM & ADAM
R  lgep & |
:

Rysunek: Stos komponentéw wykorzystanych analizach big data dla NGS, Zrédto: Opracowanie whasne
ZSI-Bio
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@ Projekt BDG - big data genomics
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Rodzina formatéw i zarys architektury — ADAM

biblioteki do analiz genomicznych opartych na Apache Spark;
schematy Avro dla danych genomicznych;

dane przechowywane w formacie Apache Parquet;

narzedza obstugiwane z linii polecen (adam-shell, adam-cli).

ZSI-Bio

RDD

Record/Split

File/Block

Physical

» Transform records using Apache Spark
» Query with SQL using SparkSQL

» Graph processing with GraphX

» Machine learning using MLBase

» Schema-driven records w/ Apache Avro
» Store and query records using Parquet
»Read BAM Files using Hadoop-BAM

» Hadoop Distributed Filesystem
» Cloud Storage
» Local Filesystem

» Commodity Hardware
» Cloud Systems - Amazon, GCE,Azure

Rysunek: [Zrédfo:https://github.com/bigdatagenomics/adan/tree/master/docs
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ADAM - Avro + Parq

Avro:
{"namespace": "example.avro",
"type": "record",
"name": "User",
"fields": [
{"name": "name", "type": "string"},
{"name": "favorite_number", "type": ["int", "null"]},
"name": "favorite_color", "type": ["string", "null"l}
]
}

Columnar storage

Logical table Row layout
D) N oS 1 R A A A A E A A A C |
a|b|ec
e (ol
w2 Column layout
Nested schema EIEIE Gl ]=n === ===
a |04 [ o8
a5 | b5 | o5 | | | encoding
e | IO o |

Rysunek: Zrodlo
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Inne projekty Big data w genomice

e Hadoop-BAM[4] (2012) http://seqpig.sourceforge.net/

e SeqPig[7] (2014) http://seqpig.sourceforge.net/

e Seal[6] (2011) https://github.com/ilveroluca/seal

e SparkSeq[8] (2014) https://bitbucket.org/mwiewiorka/sparkseq/
e SparkSW [9] (2015)

e VariantSpark [5] (2015)

e SeqHBase[2] (2015) http://seqhbase.omicspace.org/

e Halvade[1] (2015) https://github.com/ddcap/halvade

e GenoMetric Query Language[3] (2015) http:
//www.bioinformatics.deib.polimi.it/genomic_computing/GMQL/
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Rysunek: Zasada dziatania algorytmu CoNIFER, Zrédto: Opracowanie wtasne ZSI-Bio

ZSI-Bio Prototypy rozwiazah — ZSI-Bio 22 /31



Analizy liczby kopii — CNV ( Copy Number Variation)

I rdzet / instancje 2 rdzenic / instanci¢ 4 rdzenic / instancjg
CoNIFER  ®ZSI-BIO-CNV
01:40:48
00:36:00
01:26:24
00:28:48 01:12:00
00:21:36 £ 005736
£
2 00:43:12
00:14:24 g
' 00:28:48
00:07:12 00:14:24
00:00:00 00:00:00
4 8 16 3 64 128

Liczba rdzeni Laczna liczba rdzeni

Rysunek: Czas obliczeri detekcji CNV w funkgji liczby rdzeni ( a) CoNIFER i ZSI-BIO-CNV, b) Skalowalno$¢ ZSI-BIO-CNV),
Zrédto: Opracowanie wtasne ZSI-Bio
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Trimming i kontrola jakosci

® trimming krétkich odczytéw wg réznych kryteridw jakosci oraz usuwanie
adapteréw llluminy
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Rysunek: Czas obliczeh metody crop z w funkgji liczby rdzeni ( a) Trimmomatic i ZSI-BIO-Stearns, b) Skalowalnos¢
ZSI-BIO-Stearns), Zrédto: Opracowanie wiasne ZSI-Bio
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wieksza rozdzielczo$¢ analiz — w przypadku analiz RNA-Seq moze to
oznacza¢ przejscie z poziomu gendw/eksondéw na poziom
pojedynczych nukleotyddw;

wieksza skala analiz — genomika populacyjna, genomiczne hurtownie
danych;

integracja danych pochodzacych z réznych analiz sekwencjonowania,
np. (DNA-Seq, RNA-Seq i Bisulfite-Seq) z innymi danymi
fenotypowymi;

zwiekszenie szybkosci analiz — wymuszone przez wzrost
przepustowosci sekwenceréw — projektowanie skalowalnych proceséw
przetwarzania i analizy danych;

automatyzacja przetwarzania danych;
przejscie do strumieniowania danych;
itd. ..
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Przysztosc. . .

Reaching the
41006 $100 genome.
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Dziekuje za uwage. ‘
Marek Wiewidrka

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