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Anotacija

Magistra darba téma “Metodes un programmatiira genoma datu analizei”

Magistra darba apkopota informacija par nozimigakajam genoma datu analizes metodém.

Izpétitas praks€ biezak lictotas metodes SNP (single nucleotide polymorphisms)
identifikacijai jaunas paaudzes sekvencéSanas (NGS) datos, pieejama programmatiira, kura Sis
metodes ir implement&tas, un veiktas dazadu metozu un programmu darbibas salidzinasana uz
simulétam NGS datu kopam.

Salidzinatas programmas genoma datu analizei - GemSIM, Bowtie2, Samtools, Bfctools,
Gatk. legiitie rezultati parbauditi ar un salidzinati ar simulétam datu kopam.

Darba aprakstita ¢etru genotip&Sanas algoritmu darbiba: GenoSNP, Illuminus, CRLMM,

un GenCall. Tie salidzinati péc datu precizitates, kvalitates raditajiem paraugu datos.

Atslegvardi: SNP, DNS, sekvencésSana, genotipéSanas algoritms



Annotation

A Master thesis topic “Methods and Software genome data analysis”

Master's work contains information about the important genome data analysis methods.

Verified the practice used methods SNP (single nucleotide polymorphisms) identification
of a new generation of sequencing (DGS) data, available software, as these methods are
implemented, and carried out different methods and program performance comparison of
simulated DGS datasets.

Compared the genome data analysis - GemSIM, Bowtie2, Samtools, Bfctools, Gatk. The
results obtained and verified by compared with simulated data sets.

The four genotyping algorithm described in: GenoSNP, Illuminus, CRLMM and
GenCall. They compared by the degree of accuracy, quality indicators in the sample data.

Keywords: SNP, DNA sequencing and genotyping algorithm



Autoreferats

Darba izveidots apraksts par biezak lietotajam viena nukleotida SNP mekléSanas un
analizes metodém un algoritmiem. Ka arT programmam, kas atrod un analizé SNP genoma
datos.

Viena nukleotida polimorfisms (SNP) ir visbiezak sastopama DNS sekvences variacija
cilvéka genoma, kad viens nukleotids — A (adenins), T (timins), C (citozins) vai G (guanins) —
genoma atSkiras starp vienas sugas individiem.

SNP ir ideali markieri, lai noteiktu génu saistibas ar kompleksam slimibam, tapec ka tie
ir blivi izvietoti cilvéka genoma (1 SNP uz ap-tuveni 500 - 1000 bazu pariem) un ir pieejams
plass metozu klasts to genotip€Sanai.

SNP ietekmé art organisma atbildes reakcijas uz medikamentiem vai vides kimikalijam.

SNP ir arT liela ietekme visas zalu izstrades faz€s, sakot ar mérka identifikaciju Iidz
kliniskajiem pétfjumiem. So polimorfismu analize palidz ari pielagot medikamentus vai
medikamentu grupas konkrétam genotipam, kas ir farmakogenomikas pamatprincips.

Lai noskaidrotu ka SNP markieri ietekmé references genomu, tika izpétitas vairakas
programmas, kas veic genoma analizi. Tika apskatitas sekojosas programmas - GemSIM,
SoapSNP, Atlas2, Samtools, tom&r ne no visam iegiitie rezultati nodergja t€mas izp&te. Jo dazas
no programmam, mainoties versijam, vienkarsi nedarbojas. Tapéc rezultata tika izmantotas
tikai — GemSIM, Samtools, Bowtie2, BCFtools, GATK.

Izmantota literatira Sim meérkim tika mekléta interneta un dazados zinatniski
pétnieciskajos darbos. Zinatnieskie raksti no zinatniskajam konferencém, instititiem un
universitattm bija izmantojami tikai PDF formata. Pavisam neliela apjoma tika izmantoti
apraksti no interneta vietném, tadam ka wikip&dija vai medicinai paredz&tas interneta vietnes.
Izmantota literatiira noradita izmantotas literatiiras saraksta un atziméta darba, izmantojot
atsauces no literatiiras saraksta.

Praktiski tika p&titas programmu iesp&jas genotipa analizg un rezultati apkopoti, un tie ir
apskatami darba praktiskaja dala. Praktiskaja dala tika iegiiti VCF formata dati, kuri tika

apkopoti un salidzinati peéc SNP skaita sakritibas vai nesakritibas.
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Apziméjumu saraksts

DNS — dezoksiribonukleinskabes
RNS — ribonukleinskabe

SNP — viena nukleotida polimorfisms

tRNS — transporta ribonukleinskabe



levads

DNS molekularais markieris atklaj nukleotidu sekvences variaciju konkréta genoma
lokacija. Arvien biezak Sos markierus izmanto, lai iegtitu informaciju par organismu genoma
sastavu un struktiiru.

SNP ir ideali markieri, lai noteiktu génu saistibas ar kompleksam slimibam, tapéc ka tie
ir blivi izvietoti cilvéka genoma (1 SNP uz aptuveni 500 - 1000 bazu pariem) un ir pieejams
plass metozu klasts to genotipéSanai. SNP ar1 ietekmé organisma atbildes reakcijas uz
medikamentiem vai vides kimikalijam. Neseni dati liecina to, ka gen&tiskie polimorfismi veido
15-30% no kopgja zalu reagésanas variaciju skaita.

SNP ir arT liela ietekme visas zalu izstrades faz€s, sakot ar mérka identifikaciju Iidz
kliniskajiem pétfjumiem. So polimorfismu analize palidz ari pielagot medikamentus vai
medikamentu grupas konkrétam genotipam, kas ir farmakogenomikas pamatprincips.

Darba mérki:

o Izpétit esoSas SNP (Single Nucleotide Polymorphism) noteikSanas metodes un
programmaturu.
e Salidzinat iegitos rezultatus uz realam un simulétam NGS (Next Generation

Sequencing) datu kopam.



1. Tss ievads genétika
1.1. Cilveka genétika

Gengtika (grieku: genétikos — 'uz dzimsSanu vai izcelSanos attiecigs') ir zinatne par
géniem, iedzimtibu un organismu dazadibu. Vards "genétika" pirmo reizi tika lictots, lai
aprakstitu iedzimtibas studéSanu un variaciju zinatni. Terminu piedavaja izcilais britu
zinatnieks Viljams Betsons (William Bateson), pirmoreiz to lietojot personiska ve&stulé
geologam Adamam Sedzvikam (Adam Sedgwick) 1905. gada 18. aprili. Betsons terminu
"genctika" publiski pirmoreiz lictoja TreSaja Starptautiskaja genétikas konferencé Londona
1906. gada. (1)

Zinasanas par genétiku cilvéki izmantoja jau senatng, veicot augu un dzivnieku selekciju
un pavairoSanu. Misdienu pétijumos gen&tika strauji attistas un nodarbojas, pieméram, ar
specifisku génu funkciju izpéti, génu mijiedarbibas analizi. Organismos genétiska informacija
galvenokart tiek parnésata hromosomas, kur ta ir ieklauta dezoksiribonukleinskabes (DNS)
molekulu kimiskaja struktiira.

Géni kodg informaciju, kas nepiecieSama proteinu sintez€Sanai no aminoskab&m. Proteini
savukart nosaka organisma uzbiivi un izskatu.

Gens satur instrukcijas par to, ka uzbuvet noteiktu proteinu, tadgjadi géns ir kod&jums
proteinam. Princips "viens gé€ns, viens proteins" ir uzskatams par vienkarSojumu — pieméram,
viens géns var razot vairakus produktus, atkariba no ta, ka ta ieraksts tiek reguléts.

Pamatojoties uz DNS génu kodu (nukleotidu sekvenci), ar ipasu fermentu — RNS
polimerazu — palidzibu tiek sintezétas ribonukleinskabes (RNS). So procesu sauc par
transkripciju. Lai sintez€tu proteinus, nepiecieSamas dazadu veidu RNS. Matricas RNS
(mRNS) tiesi kode proteinu aminoskabju secibu. Procesu, kura uz mRNS matricas ribosomas
tiek sintez€ti proteini, sauc par translaciju. Ribosomu RNS jeb rRNS ir ribosomu uzbiives
pamats, bet transporta RNS (tRNS) kalpo aminoskabju nogadasanai uz ribosomam.

Genétika nosaka daudz, bet ne visu, par organisma, ieskaitot cilvékus, izskatu un,
iesp&jams, ar1 uzvedibu. Apkartgjas vides atskiribas un nejausi faktori arf to iespaido.

Dezoksiribonukleinskabe (DNS)

Dezoksiribonukleinskabe jeb (DNS) ir molekulars organiskss savienojums
(nukleinskabe), kas satur genétisko informaciju un veido géna Kkimisko pamatu.
Dezoksiribonukleinskabes molekula sastav no 4 nukleotidu veidiem. Katrs nukleotids satur
purinbazi (adeninu A, guaninu G) vai piramidinbazi (citozinu C, timtnu T), oglhidratu
dezoksiribozi un fosforskabi. Nukleotidi ir savstarpgji savienoti garas virknés. No nukleotidu
sastava, daudzuma un izvietojuma secibas virkné atkarigs sugai raksturigais

dezoksiribonukleinskabes specifiskums. Nukleotidu seciba ietverta genétiska informacija



nosaka, kadas olbaltumvielas Stina spg&j sintezét, t.i., kadas aminoskabes kada seciba iesaistas
olbaltumvielas molekula. (2)

Dezoksiribonukleinskabes molekula sastav no 2 virkném, kas, ar regulariem vijumiem
savitas ap kopgju asi, veido dubultspirali. Udenraza saites savieno vienas spirales timina (T)
atlikumu ar otras spirales adenina (A) atlikumu un analogiski — guanina (G) atlikumu ar
citozina (C) atlikumu. Tadgjadi virknes papildina viena otru. Sada Tpatn&ja struktiira nosaka ne
tikai dezoksiribonukleinskabes biologiskas, bet ari fizikalas un kimiskas ipasibas -
dezoksiribonukleinskabes molekulas ir stabilas. Stinu kodolos dezoksiribonukleinskabe ir
saistita galvenokart ar olbaltumvielam ka dezoksiribonukleoproteids, kas ir galvena
hromosomu sastavdala. Stnas dali$anas cikla laika dezoksiribonukleinskabes daudzums
dubultojas. Dezoksiribonukleinskabes dubultoSanas (replikacijas) procesa dubultspirales
virknes atdalas viena no otras, uz katras no tam fermenta ietekm& sintezgjas jauna, tai
komplementara virkne. Tadgjadi katra no abam jaunajam dezoksiribonukleinskabes

molekulam, kas identiskas vecajai, satur vienu veco un vienu no jauna sintezeto virkni.

Dezoksiribonukleinskabes dubultspi-
rales shéema: A — adenins; G — gua-
nins; T — timins; C — citozins;
D — dezoksiribozes atlikums; P —
fosforskabes atlikums

llustracija 1 DNS dubultspirales shéma (2)
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Hromosoma ir Siinas kodola paSreproducg€josa pavedienveida struktiira, kura ieslégta
$iinas galvena gendtiska informacija. Stinas dalidanas laika hromosomas sadalas pa meit$Gnam.
Hromosomas sastav no DNS, kas ieslégta galvenokart histonu tipa olbaltumvielu apvalka.

Hromosoma veidota no spiralizéta hromatina pavediena, kas sastav aptuveni no 40%
DNS un 60% olbaltumvielu. Sis olbaltumvielas iedala histonu un nehistonu olbaltumviels.
H2A, H2B, H3 un H4 olbaltumvielas veido nukleosomas, bet H1 noslédz ienako$o un izejoso
DNS pavedienu. Histoni ir pozitivi 1adéti, bet DNS — negativi.

1.2. Ribonukleinskabe (RNS) un protini

Ribonukleinskabe (RNS) molekulars organisks savienojums (nukleinskabe), kas tiesi
piedalas olbaltumvielu biosintézg, kuru veic ribosomas. Ribonukleinskabe sastav no 4 veidu
nukleotidiem, kas satur purinbazi vai pirimidinbazi (adeninu, guaninu, citozinu, uracilu),
oglhidratu ribozi un fosforskabi. Nukleotidi, savstarpgji savienoti gara virkn€, veido
ribonukleinskabes molekulu. Nukleotidu secibu ribonukleinskabes molekula nosaka
dezoksiribonukleinskabe (DNS), kas ir matrice, uz kuras pamata sintezgjas ribonukleinskabe.

Pazistami 3 ribonukleinskabes veidi: ribosomu, matrices un transporta ribonukleinskabe.
Ribosomu ribonukleinskabe ir galvena ribosomu uzbiives viela. Katrai olbaltumvielai atbilst
sava matrices ribonukleinskabe, kas veidojas $tna uz dezoksiribonukleinskabes matrices.
Tadgjadi  genétiska  informacija  par  konkrétas  olbaltumvielas  sintézi  no
dezoksiribonukleinskabes tiek nodota matrices ribonukleinskabei (transkripcija). Katrai
aminoskabel matrices ribonukleinskabes molekula atbilst 3 cits citam sekojoSi nukleotidi
(triplets). (3)

Tripletu un aminoskabju savstarpgjas atbilstibas sistému sauc par genétisko kodu. No
Stinas kodola matrices ribonukleinskabe nokliist citoplazma, kur sakas olbaltumvielu sintézes
process. Transporta ribonukleinskabe saista un novieto aminoskabes noteikta seciba uz matrices
ribonukleinskabes atbilstosi genétiskajam kodam. Katrai no 20 dazadam aminoskabém, kas
ietilpst olbaltumvielu molekula, atbilst sava transporta ribonukleinskabe. Informacija, kas
ierakstita matricas ribonukleinskabé, tiek parkodéta olbaltumvielu molekulas aminoskabju
seciba (translacija).

Olbaltumvielas jeb proteini, ir biopoliméri, molekulari savienojumi, ko veido lidz pat 20
dazadu a-aminoskabju saturoSas linearas virknes, kuras aminoskabes savstarpgji saistitas ar
peptidsaitém jeb amidsaiteém. Polipeptids ir olbaltumvielas molekula veidosanas procesa, kas
savijusies lodveida (globulara) vai pavedienveida (fibrilara) forma.

Olbaltumvielas veido ap 45% cilvéka sausnes un ir dzivo Siinu galvena sastavdala.
Olbaltumvielas arT veic daudzas organismu biologiskas funkcijas.

Olbaltumvielas iedala:
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o vienkarSajas olbaltumvielas (proteinos), kas veidotas tikai no vienas vai vairakam
aminoskabju virkném, pieméram, albumins;
e saliktajas olbaltumvielas (proteidos), kuras bez aminoskabju virknes/-ém sastava

ir arT citas vielas, pieméram, hemoglobins).

‘« gens——
) 0 009,000
| ¥
RNS|

P\
tRNS> ' TR
o o 0
o

OlbaHumwe /
arrk&abes s, gl

%lazma

llustracija 2 RNS shéma (3)

1.3. Viena nukleotida polimorfisms (SNP)

Viena nukleotida polimorfisms (SNP) ir biezak sastopama DNS sekvences variacija
cilvéka genoma, kad viens nukleotids — A, T, C vai G — genoma atSkiras starp vienas sugas
individiem. Lai gan katra sekvences posma pozicija jebkura no ¢etram nukleotida bazém ir
iesp&jama, viena nukleotida polimorfismi parasti ir abas alélés. Ja paradas viena nukleotida
neatbilstiba, ta samazina DNS elektrokimisko potencialu. Nemot véra mutacijas mehanismu,
viena nukelotida polimorfismus var iedalit divos veidos. Viens no tiem ir tranzicija, kad
nomainas purins uz purinu (A<G) vai pirimidins uz pirimidinu (CT). Otrs ir transversija,
kad izmainas vai nu purins — pirimidins, vai nu pirimidins — purins (A—C, AT, GoC,
GeT). Tomer visbiezak sastopama variacija genoma ir CT tranzicija. Lielaka dala SNP ir
sastopami genoma nekodg&josajos regionos un dazi SNP lokaliz&ti $ajos rajonos var ietekmét
geénu ekspresiju. SNP, atrodoties géna regul&josos regionos, var ietekmét transkripciju, tadgjadi
mainot attiecigo olbaltumvielu ekspresiju. Kodgjosajos regionos viena nukleotida
polimorfismus iedala:

Nesinonimie SNP, kuri maina olbaltumvielu produktu aminoskabju sekvenci. Sis

mutacijas var izmainit génu ekspresiju gan RNS, gan proteinu [iment.
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Sinonimie SNP, kuri neietekmé produktu primaro sekvenci. lesp€ams, vairakas

sinontmas jeb ,.klusas” mutacijas parveido génu ekspresiju vai olbaltumvielu foldingu.

a SNPs SNP1 SNP2 SNP3
¥ v +

Chromosome 1 AACABGCCA T TCCHGGTC .. ACTCHACCG. .
Chromosome 2 AACARGCCA "TTTTCORMGEoTC T AGTCHRACE G,
Chromosome3 AACARBMGCCA ... TTCGCGHGGEGTC ...AGTCHEACCG.
Chromosome 4 AR CACGBGCCAR . " TTCGEBBOTC wAGTCGACLCS
b Haplotypes /
Haplotype 1 .
Haplotype 2 TTGATTGICIGCAACAGTAATA
Haplotype 3 .-qm-ue:wu.-wuea‘--'w:&u~.-wdtn(tnae
Haplotype 4 T CG,AlIT TCiIC.GCGGTT.CLAGACA
¢ Haplotype- ‘A ¢T ye

tagging SNPs 1O 1On 1or

hesd [ [

Nature Reviews | Immunology
llustracija 3 Viena nukleotida polimorfisma (SNP) shéma (5)

Populacijas genétikas un saistibas pétijumu noliikos, SNP biezi klasificé sekojoSos tipos:

1. tips — iesaistitas nesinonimas izmainas attieciba uz kod€joso dalu, ta ir nekonservativa
izmaina;

2. tips — kodgjoso regionu robezas, nesinonima, bet konservativa izmaina;

3. tips — variacija kodgjosaja sekvencg, bet sinonima;

4. tips — izmaina nekodgjosaja 5’ sekvencg;

5. tips — variacija nekodg€josaja 3’ sekvencg;

6. tips — citos nekodgjosajos regionos

Gengétiskajai analizei visnoderigakais ir SNP 1. tips, tapeéc ka tam piemit fenotipa jeb
funkcionalas 1pasibas.

SNP ir ideali markieri, lai noteiktu génu saistibas ar kompleksam slimibam, tapec ka tie
ir blivi izvietoti cilvéka genoma (1 SNP uz aptuveni 500 - 1000 bazu pariem) un ir pieejams
plass metozu klasts to genotipéSanai. SNP ari ietekm€& organisma atbildes reakcijas uz
medikamentiem vai vides kimikalijam. Dati liecina par to, ka genétiskie polimorfismi veido 15-
30% no kopgja zalu reag€Sanas variaciju skaita. SNP ir ari liela ietekme visas zalu izstrades
fazes, sakot ar mérka identifikaciju lidz kliniskajiem pétijumiem. So polimorfismu analize
palidz ari pielagot medikamentus vai medikamentu grupas konkrétam genotipam, kas ir

farmakogenomikas pamatprincips
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2. Viena nukleotida polimorfisma (SNP) mekléSana un analize

2.1, Expectation — Maximisation EM algoritms.

EM algoritms ir efektiva procediira, lai aprékinatu maksimalas ticamibas aprékinus, ja
tieSa maksimiz&Sana noverotajiem datiem, visticamak, nav iesp&jams, un kadai dalai no datiem,
iesp&jamas lidzigas datu struktiiras.

EM algoritms sastav no 2 soliem — E un M. E solt aizpilda triikstoSos datus, Kuri, ja
vienreiz tikusi atjaunoti, to parametri tiek pielagoti talak M soli, kur tos analize.

2.1.1. EM algoritms

Izvélas X kas ir iesp&jamie dati un 0, kas ir interes€josie dati (4).

IzvElas novérotajiem datiem iesp&jamo funkciju, ko defing ar L(#) = In( f(X|8)).

Kamér vien In(.) ir augosa funkcija, funkcijas L(6) vertiba 0 ir maksimiz&ta. Ne vienméer
ir vienkar$i maksimizet funkciju L(8), tad tiek izmantots EM algoritms, kas lauj iterativi
palielinat L(8) vertibu lidz maksimumam. 6, ir n-tas iteracijas 0 vértiba. Z vertiba bus diskréta,

... . . .. . In fIX|#) —In FX|0,)
tie ir iesp&jamie dati. Tad maksimizéta L(0) vertiba bis vienada ar ' f(X10) = In £(X]6.)

FX10) =Y F(X|2,0)£(=0)
L(0) — L(8,) = (Y F(X|z.0)F(26)) — In F(X]0)

ln:Z flz| X, 8, W —In f{X]0,)(2.1.1)

Péc Jensena nevienadibas 2 AT = Y Aln(z)
i=1 i=1
Konstantei 4> 0 2oimt i — |

T flz|X.0,) _ e e
Ja FlEX0. 2 0y 2 FEOn) = Lo yar parrakstit iepriek$€jo vienadojumu ar

konstantem /(21X )
S X|z,0)f(=]0),

Li#) - Li#,) = Z flz| X, 0, :JIJE'.W.' — InflX|f,)

. o FlX |z, & =)
(z| X, 8,) In[|—— ————
Z_: /2] Flz| X0, FIX | 0s)

2 A(B.8,)
Li?) = L8, + A6, 8,)

1(0)0,) 2 L(8,) + A(8,0,)

L(#) = 1(0|6,)
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Funkcija H010-) iy saistita ar iesp&jamo funkciju L(@). EM algoritms izv€las 6n+1 vertibu,
kura ir L(@) maksimums.
{rnﬂlﬂn} -'r['l?n] T 'j"[ﬂn r-'ln..:'

r J(X|z,0n) [(z]0n)
E:IJKGH"IJAJ humﬂ

r F(X,216.)
ZJ‘J‘&H][IHI\L ) -

L(fn) + Y f(z|X,0,)In1
Lig,)
Li{d,)

Jebkuram 6,=0 7% ) saksit ar
L{f1) 2 1{0,410,) = 1(B,]6,) = L{b,)

Ta rezultata iegst
(- arg m;u-c{ﬁ{-'?h'?n:l}
arg m[ju-c{ L{8) + A(#,8,)}

arg m[ilx{]n{'i"l_'.\' e Zf{:ﬁf.ﬁn ) It][fl"ll.::lhﬂ:}:lﬁlllﬂ?%lr:?ﬂil

arg max (2| X, 8,) In{ f{X]2,8) f(=
=Lr§_,1|1[llv-L{Z_,lrt | X, ) Inf fIX |2, 8) f(=|8)}

)

drg_,nmx{z_f’ |X, & ]|n'%]}

arg m[ju-c{ F.-':|;,; a. In f(X, z|0)}

2.1.2. EM algoritma pamatdarbibas:
Inicializé 6o saskana ar iepriek§ zinamo par optimalo parametru vértibam, kuram
vajadzetu but nejausi izveletam.
Izvelas iteraciju 6h kurn=1, 2, ...
E - solis: aprekina nosacito iespgjamo vertibu @ ) = Fepeo, In FLX, 2[07)

Q(0,8,) Qs 6,) = Q0. 8,)

M — solis: maksimize iegtistot On+1 kur
Soli E un M parmainus atkartojas lidz iegast |L(f=+1)— L{fz)| mazaku neka noradita

tolerances kliida, pieméram 10°®.
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2.2. Normalizacija

Normalizacija ir process, lai samazinatu atSkiribas starp masiviem (datiem), kas nav
biologiskas izcelsmes. Normalizacijas procesam vienmér ir nepiecieSams  analizét
mikromasiva datus. To piedava lielakais vairums genotipa salidzinasanas algoritmu. Illuminus,
GenCall un CRLMM izmanto X un Y intensitati ievadei. Illuminus izmanto X un Y no
GenCall. Gan Illuminus, gan GenCall izmanto vienu un to pasSu normalizacijas metodi.

Katra algoritma pamatiespgjas:

Datora
Algoritms Normalizacija Modelis Operétajsistema
GenoSNP nav within — sample Linux/ Windows
[Hluminus Afina transformacija  between — sample Linux
CRLMM Kvantila within/between — Linux/Windows/Mac
normalizacija sample
GencCall Afina transformacija  between — sample Windows

SeSu gradu brivas afinas (Affine) transformacijas tika izveidots 2005 gada, autors

Kermani. Normalizacijas algoritmam ir 5 posmi.

A B C

Ilustracija 4 Pieci posmi normalizacijas procesa (4)

Pirmkart, pirmais posms, SNP kad al€les intensitates ir mazakas neka pirmajos procentos
vai lielakas neka 99 procentos izslédzot netipisko datu kopas. Sis netipiskas datu kopas SNPs
tiek iznemtas ar katru Beadpool. Un iznemti SNPs ar kliidainam vértibam. Nakamais, jeb otrais

posms ir pamata noveértéjums. Lai pieskanotos kandidatu homozigotam (homozygotes), tie tiek
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definéti ka izkaisiti punkti, kas bija vistuvak X ass sweep punktiem ka kandidatu homozigotu
A kontrolpunkti. Kandidatu homozigotu B kontrolpunkti tiek definéti ka Iidzigi Y ass sweep
punkti. Divas linijas tiek piem&rotas A un B kontrolpunktiem. Divu Iiniju krustoSanas tika
identificéta, izveidojot parametrus tulkoSanai. Visas signalu vértibas izkaisitajos punktos tika
tulkotas izmantojot izveidotos parametrus. P&c tulkoSanas, signala vertiba izkaisitajos punktos
tika pagriezta un apgriezta.

P&dgjais posms ir palielinat vidéjo caur kontroles punktu, lai noteiktu normaliz&tas
intensitates. Normalizetas intensitates automatiski tiek noteiktas ar Illumina programmatiiru.
Abas, gan Illumina programmatiira, gan GenCall lieto vienadus normalizacijas datus datu
ievadei.

CRLMM algoritms izmanto citu normalizacijas metodi, kas saucas kvantila (quantile)
normalizacija. Neapstradatas X un Y intensitates tiek normaliz&tas starp kanaliem un
piemériem katra virkné (stripes). Normalizacija starp kanaliem var izdzest jebkuru due-bias

efektu.
2.3. GenoSNP

GenoSNP algoritms tika izveidots Illumnia Infinitum SNP genotipa parbaudei. Tas
pilniba atbilst izlases prasibam un neprasa nepiecieSamibu péc kontrolparaugiem, nedz
parametriem, kas iegtti. Sp&ja salidzinat genotipus, izmantojot tikai izlases informaciju, padara
metodi lietojamu ne tikai skaitloSanai, bet arT praktiskiem pétijjumiem, kas saistiti ar retiem
variantiem un maziem izlasu lielumiem. P&d€jas GenoSNP versijas izmanto nenormaliz&tus

datus no lieliem datu masiviem izmantojot kvantiles normalizacijai al€les, ja tas nepiecieSams.

16 .

14
12}

10}

logoy
(o ]

0 2 4 6 8 10 12 14 16

llustracija 5 Log intensitates apgabals visiem SNPs (4)
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GenoSNP ir vieniga metode, kura ir piemé&rota gan paraugu modelim, gan lietojot
nenormaliz&tas intensitates no GenCall. Ilustracija (5) att€lota visu SNP intensitate. Ar sarkano
krasu apziméts genotips AA, zala krasa — genotipam AB, zila krasa — genotipam BB.

Tiek izmantotas divas metodes. Pirma metode balstas uz standarta Expectation-

Maximisation algoritmu un otra metode balstas uz Variational Bayesian EM algoritmu.

2.4. IHHluminus

[lluminus ir modela bazgts genotipésanas algoritms,tas tika izveidots 2007 gada, autors
Teo et al (Teo et al, 2007). Datu apjomus nepiecie$samas normalizét pirms darbinat algoritmu.
Normalizacijas algoritms ir 6° (gradu) brivas transformacijas modeli, kas iegiti 5 posmos. S
procediira tiek veikta automatiski [llumina Beadstudio programmatiira, izvadot normalizetas
intensitates. ST modela metode balstas uz EM algoritmiem. Ta prasa izveidot pamata ieejas datu
failu, lietojot normalizétas intensitates, un izveidot atsevisku ieejas failu X hromosomai ar
dzimuma informaciju. Tris komponentes Gausa mikstliras modelim tiek noteiktas un EM
algoritms tiek izmantots aprékinot katras SNP interaktivi.

Dati tiek sadaliti divas dalas — pamata SNP un SNP hromosomai X. SNP hromosomai X
pieskir genotipu atseviski. Tie veido uz kontrastu un stingribu baz&tu normaliz&ta signala
intensitati no GenCall, kurs tiek apziméts ar (xij, yij). Un kontrasts (ci;) un (Sij) tiek definéts ka
Ti; — Ui
Tij T Uij
sij = log(zi; + uij)

Gy =

S1modela izplatibai prieks Xij=(cij,Sij) lieto tris komponensu maisTjumu no multivariacijas
t distribiiciju saisinajumiem. Funkcijas Xij blivums tiek aprakstits ka
3

F(X;j) = Z Ao ( X, ke, Ok, Uk)

k=1
Kur A ir maisijuma proporcijas tiek skaitlotas izmantojot Hardy-Weinberg equilibrum,

ok ir variacija kovariacijas matricai un v ir brivibas pakapju skaits iepriekS determingts.

®y=1,2,3 tiek apziméets ka varbiitiba trs genotipu funkcijai: AA=1, AB=2 un BB=3.
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Source of figure: Teo et al (2007)

llustracija 6 llluminus metodes masivs (4)

[lustracija (6) parada Illuminus masivu, nemot véra SNP. Pelekie punkti reprezente
noverotos datus un melnas linijas reprezente kodola blivumu. Tas parada profila dispersiju par
homogénu clasteru kopu par heterozigotu Klasteriem. Homozigotu pieméri ar kontrastu
intensitati ir atSkirigi no heterozigotu piemériem. Tas parada atSkiribu starp v; = v3 < v3.
Balstoties uz $o Xijj blivuma forma tiek skatita ka

FIXG, 00, 0)
1— Ijjmf{_'{g}-. i, a1, v1) dei;
F(Xij, pra, 02, 02)
,Jr_l]f{)'f.j. 2, 02, Ua) deij

f( X, 01,01)

1 — [T A( X py, o vq) dey;

o1(Xijs 1,01, 01) =

@l Xij, o, 02, 1) =

¢3(Xijs p1, 01, 01)

Komponentes, kas atbilst nulles klasei. Lai uznemtu netipisko datu kopu tiek piedavats
ka degenerats mainigais ar nulles kovrianci un variacijas ka blivums iesp&jamajam vértibam.
Katrai Expectation-Maximisation procediras inicializacijai, (m+1)th atjauninajums 6 var tikt

konstruéts ar atjauninajums parametriem.

Ty 1 T
(m+1) [m+1) [m+1)y f (m} L
i, = (U L f=(— o, — )
k c E Mg & ij Mg ij
i i
! (m) (m4+1). 2 Tig » (770} (m+4+1)+ , {m) [m+1),
lj_l:'.'-!—'.l . 1 E,‘k[f-';‘_j — He | Z_iihle-lff —[La -'I[‘?I'_ii — s )
Tk o (m) (m+1) () (m+1) - (m) (m+1)4:
ne— 1\ 38 (e —pe My —pa ) Yty —ps )P

where b =1.2. 3.
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- ( 10000 0 )
. . 7=\ o 10000
Priek$ SNP ar nulles klasi u=(0,0) un

2.4.1. Hromosoma X

Hromosomas X SNP genotip&Sanas algoritms tiek modificéts ar dzimumu informaciju,

atzimgjot, ka genotips virieSiem nevar biir heterozigots, jo satur tikai hromosomu X.

. _ L . ) da( X7, pa, 03, U3, gender=male) = 0
Genotip&Sanas procediira nemainTies péc dzimumiem

Skaitlojot maisijuma proporcijas, Hardy-Weinberg equilibrium tiks veikts, pienemot, ka

virieSiem ir tikai viena al€les kopija.
2.5. CRLMM

CRLMM ir algoritms, kas originali tika izveidots Affimetrix SNP datu masiviem un tika
adaptéts Illumina Infinium BeadChips. CRLMM izveidoja 2007 gada, autors Carvalho, un
atjaunota 2008 gada, autors Lin. Sis metodes koncepcijas pamata ir 3 komponensu mikstiiras
modelis ar kubiska sadalijuma apvienojumu un 3 genotipu klasifikaciju, lietojot divpakapju
hierarhisko modeli. Kvantiles normalizacijas atbilzu dati janormalizé pirms genotip&$anas
algoritma izmantoSanas.

Tiek definéts S ka vid&ja intensitate. Ir griiti atrast gadijumus, kuros intensitates summa
sniedz noderigu informaciju, lai izveidotu log koeficientu (M), ka daudzuma kontroli. Katram
masivam (Xa, XB) apzimé normaliz€to intensitati no aléles A un al€les B, log raditaji un vid€jas

intensitates tiek paraditas ka

M =logy(x4) — logy(xp)
g logy(74) +logy(75)
2
Sakara ar $iem noverojumiem, tris sastavdalu kop&js modelis ir pieejams katram

paraugam * Sik , kur Zj ir genotipa klasifikacijas mainigais k=1,2,3. fk

kubiska funkcija piecu gradu brivam genotipam k ar vidgjo intensitati Si un €jx ir klidas lielums.
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2.6. GenCall

GenCall ir genotipa algoritms ar Illumina iestradém. GenCall programmatiira automatiski
nosaka drosibas nosacijumus ievades datiem. Izejas datus no Gencall izmanto gan GenoSNP,
gan Iluminus. Sai genotipu analizg, dati no datu masiva tiek pasi normalizéti kamér datu masiva
speciala informacija tiek izmantota. NeatbilstoSie dati tiek likvidéti normalizacijas procesa. Ja
vienreiz dati tiek normaliz&ti ar sadalfjuma algoritmu, tiek iedots individuals DNS genotips.
Sakuma polaras koordinates (R, 0) tiek redigétas divos veidos.

Radiuss R var tikt aprékinats ar Manhattan distanci:

n
R = Z Ty — y:r"
i

Lenkis 6 tieck aprékinats péc Cartesian standarta konversacijas, polaras koordinatas

izsakot:
6 = f(tan' ()
T

Kur (Xi; yi) ir normaliz&tas X un Y intensitates priek§ SNP i vértibas. Katram SNP nosaka
atraSanas vietu genotipa klasteri polarajas koordinatés (R, 6), klasteri var tikt definéti ka
labakais klasteru sadalijums, izmantojot Hapmap datu kopas. GenCall rezultatam tiek iedots
ticamibas limenis, kas tiek pieskirts katram sadalfjumam. Gencall ietver tikai trs klasterus, kuru
apzim&jums ir 3 genotipi: AA, AB, BB. Ja sadalijums nav definéts, tad GenCall rezultats ir

mazaks ka 0,15.
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3. SNP algoritmu salidzinajums

3.1. Dazadu SNP algoritmu apstrades procesi

Lidzinajums (alignment) ir biitisks un izskiross solis jebkurai NGS datu analizei, arT SNP.

Ilustracija (6) apskatami algoritmu darbibas dalas.

SOAPsnp  Atlas-SNP2 SAMtools GATK
Version 1.03 1.2 1.1.18 1.6
F t of aligned SOAP
ormat ot allgne SAM/BAM BAM SAM/BAM
reads output
R ing Atlas-SNP- R i icard
Duplicate reads Penalty emove using Atlas Removed emaove using picar
mapper [41]
Reads with Keep all
: . Remove Keep all hits : P Keep all hits
multiple-hit hits
lit
Qua I y . Yes No Yes Yes
recalibration
Realignment No No Yes Yes

llustracija 7 Algoritma izpildes dajas (13)

Pirmaja soli visas programmas Atlas-SNP2, Samtools un GATK nonem dubultos
ierakstus, atstajot tikai vienu, kas bus labakais kvalitates salidzinasanai. Bet SOAPsnp nolasa
datus, lai samazinatu dubultos datus.

Lai atlasitu ierakstus dazadas vietas genoma, SOAPsnp atlasa tikai unikalos ierakstus,
ierakstus ar labako vietu (izkartojums ar pedgo neatbilstibu). Pargjam programmam —
Samtools, GATK un Atlas-SNP2 nav 1pasa veida ka tiek akceptéti rezultati.

Lai parliecinatos, ka kvalitates noteikSanai katru kartoSanas secibas kludu ipatsvars
atspogulo patieso, SOAPsnp SAMtools un GATK parkalibré kvalitates noteikSanas rezultatus
NGS platformai. Galvenie faktori, piem&ram, kvalitates raditaji, sekvencésSana cikli, un al€les
tipi, visi tiek apskatiti.

Lai risinatu jautajumus, kas saistiti ar indels SAMtools un GATK parvértésana ir solis,
lai nodrosinatu precizu variantu noteikSanu. Jo ipasi, GATK konstrué haplotipus, ko vislabak
varétu parstavét kada regiona saskana ar labako haplotipu. Savukart SOAPsnp Atlas-SNP2 un
neizmanto 1pasu indel pielidzinasanas algoritmu. SOAPsnp autori ir veiku$i simulacijas ar
10,000 indels, un ir pieradits, ka tikai 0.6%, kas ir nobiditas indels lasa, un tikai 0.03% no tiem,

kas ir nepareizi SNPs ir saglabati izejas datu SNP genotipa noteikSanai.
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3.2. SNP calling

Lai noraditu secibu, izmantojot SNPs sekvenceésSanas dati un to kvalitates raditaji, visas
Cetras SNP analizes programmas piemero Bayesian metodi. SOAPsnp SAMtools, un GATK-
UGT, lai aprékinatu varbiitibu katram iesp&jams genotipu, un péc tam izvélass genotipu ar
vislielako varbitibu (pH) ka konsensa genotipu. SNP ir konkréta pozicija, ja tas atSkiras no
references genotipa. Rezultata gan SOAPsnp, gan SAMtools phred-like kvalitates vertejums,
kas parada SNP precizitati, aprékina ka logl0 — 10 [HP — 1]. Atskirigi no pargjiem tris
algoritmiem, Atlas-SNP2 aprékina varbiitibu katram variantam al€le atskiriba no genotipa. Péc

tam péc skaita attieciba pret atsauces, kas lasa un lasa par visticamako variantu. Atkariba no ta,

SOAPsnp Atlas-SNP2 SAMtools GATK
Version 1.03 12 1.1.18 1.6
Format of aligned reads ~ SOAP output = SAM/BAM BAM SAM/BAM
Duplicate reads Penalty Remove using Atlas-SNP-mapper  Removed Remove using picard [41]
Reads with multiple-hit ~ Remove Keep all hits Keep all hits ~ Keep all hits
Quality recalibration Yes No Yes Yes
Realignment No No Yes Yes

llustrdacija 8 DaZzadas mérvienibas algoritmos (13)

kas katram Bayesian SNP calling, programma izmanto atSkirigas mérvienibas SNP calling
procediras. Ilustracija (8) var apskatit dazadas mérvienibas calling SNP algoritmos.
Vairakiem kopg@jiem raditajiem, nereti ir lidzigi lielakajai dalai programmu (piem.,
kvalitates raditajus, sekvencéSana cikli un aléles). Ir art dazi konkréti parametri, atSkirigi katram
algoritmam. Ipasi Atlas-SNP2 ir vairaki unikali raditaji:
e algles ir iesaistitas multi-nucleotide polimorfisma (MNP) gadijuma;
e aleles ir “swap-base”, kas ir definétas situacija, ka divas blakus eso$as
neatbilstibas ir to nukleotidu reference;
e aléles iet blakus kvalitates standarts (NQS), kas nozimé, ka kvalitates zina
varianta al€lei ir jabit lielakai par 20, un kvalitates vértéjums par katru no piecam
papildu bazes abas pusés jabiit lielakam neka 15;
e varianta al€les segums ir vismaz 3.
SAMtools ietver divas unikalas metrikas, bazes linijas atkariba un neatkariba. Pirmo
parskatu par korelaciju starp bazém, bet pedgja pienem, ka dazadiem virzieniem virkngs ir

neatkariga kliidu iesp&amiba.
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3.3. Built-in filtri

Péc iesp€jamas genotipa vai al€les, vairakus ieks€jos filtrus izmanto Atlas-SNP2
SAMtools GATK-UGT un, lai identificétu potencialos SNPs. Ilustracija (9) var apskatit
dazadus kritérijus SNP analizes algoritmos.

Genotipa noteikSanu rezultati tiek atspoguloti VCF formata un vairaki kriteriji ir
japieméro, lai noteiktu galigo genotipu:

e Abi virzieni atbalsta dazadas al€les;

e Saisinatu vertibu procentualas dalas varianti tiek noteikti heterozigotu vai
homozigotu genotipiem. Jo ipasi, specifiska atrasanas vieta, ja ta ir mazaka par
10% no kopgjas atlases variantu, kas nosaka genotipa al€les, kas ir homozigoti
attiectba uz So vietu. Ja procentu vértiba ir starp 10% un 90%, heterozigotu
genotips pieskir vietu, ja vertiba ir 90%, tas ir augstaks neka hromosoma tiek
noteikts ka homozigotu variants.

¢ Binomialo testu izmanto, lai noteiktu genotipu 1pasibas un varbiitibu, lai noraditu,

cik dross ir algoritmu, apskatot So ka variantu.

GATK -
SOAPsnp Atlas-SNP2 SAMtools UGT
Quality score No Yes Yes Yes
Both strands must be covered by variant
Strand bias No r n ’ y van Yes Yes
allele
variant allele coverage = 3 upper limits for
Coverage limits No ge=3Upp Yes No
coverage
Variant reads No Het_erozygous: = 10% Homozygous No No
percentage variant: = 90%
SNP Location No No No No

llustracija 9 Calling SNP algoritma kritériji (13)

Lidzigi, lai Atlas-SNP2 SAMtools un UGT veido SNP calling rezultatus VCF formata..
Tadel ieksgja filtreéSanas kriteriji ir ieklauti GATK-UGT un VCF. VCF satur informaciju par to,
ka, pieméram, SNPs neobjektivitati, kvalitati, dzilumu (coverage) un kvalitati, lietotaji var
filtrét, ko sauc par SNPs starpibas vértibu. Lai gan SOAPsnp ieksgjas filtrésanas, tas neparedz
vairakas metrikas, lai katram SNP biitu vislabaka aléle, otra labaka aléle, un sekvences dzilums.

Sos raditajus var izmantot ka pielagotas post-output filtrus.
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3.4. Datu kopa (Dataset)

Lai izpétitu So dazados SNP calling rikus, low-coverage datus, izmantojam low-coverage
(1-2X) whole-genome sekvencésanas datu kopas secibu no 1 Iidz 1000. genoma projekts:
ERR000044. Si datu kopa ir sekvencé$anas paraugs#NA18550 ar 6,333,357 45-bp-long

ierakstiem. Ilustracija (10) var apskatit sekven&$anas kvalitates raditajus.

Quality scores across all bms (Sanger / lllumina 1.9 mcodng)

123456780910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Position in read (bp)

llustracija 10 Sekvencésanas kvalitates raditaji (13)

25



3.5. SNP noteikSana un salidzinasana

SNP noteikSanai un salidzinaS$anai tiek izmantoti Cetri posmi. Ilustracija (11) tiek

demonstréti Sie soli.

Trim [ Trimmed data ]

Align [ soap2

Call SNP SOAPsnp| |Atlas-SNP2 | |GATK-UGT||SAMtools
(filtering) | |

a—

GATK-UGT

Compare SOAPsnp SAMtools

Ilustracija 11 Cetri soji SNP noteiksanai un analizei (13)

Pirmkart, pirms kartoSanas, tiek nonemti zemas kvalitates virknes, izmantojot izgrieSanas
(trim) funkciju.

Otrkart, izlidzinaSana tiek veikta, izmantojot SOAP2 (versija 2.21) vai BWA (versija
0.6.2), izmantojot genomu. Vismaz divas neatbilstibas ir atlautas katra virkng, un tikai unikalas
pozicijas tiek noraditas izvades datos.

Treskart, SNPs sauc par hromosomam 1. un 2. Visi SOAPsnp callings saskanoSanu veic
péc SOAP2 rezultatiem, jo SOAP?2 ir tikai SOAPsnp ievades formats. Atlas-SNP2, SAMtools,
un GATK-UGT visus kartoSanas rezultatus izvada SAM formata, ko var radit BWA.

Visbeidzot, salidzinam SNP calling rezultatus no ¢etriem algoritmiem. Kops$ Atlas-SNP2
nepiecieSams vismaz 3X parklajumu (coverage), lai noteiktu atSkiribas un nodroSinatu taisnigu
salidzinajumu, izmantojam tikai SNPs ar vismaz 3X katram algoritmam. Visi atrastie SNVs
iedala $adas klasés:

e Viena nukleotida variants (SNV) identific€s tikai vienu SNP calling algoritmu.
e SNVs identificesies ar jebkuriem diviem SNP calling algoritmiem.
e SVNs identificésies ar jebkuriem trim SNP calling algoritmiem.

e SVNs identificgsies ar jebkuriem Cetriem SNP calling algoritmiem
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S1 procediira tick veikta bez jebkadiem post-output filtriem. Tad var lietot filtrus,
pamatojoties uz galvenajiem raditajiem, katram SNP calling algoritmam, Ilustracija (12), ar

dazadu vertibu (coverage) starpibu segsanu.

Metrics
SOAPsnp Consensus score [0, 99]

Atlas-

SNP2 Posterior Probability

SAMtools Genotype quality [0,99], QUAL

GATK- Genotype quality [0,99], QUAL, FisherStrand, HaplotypeScore,
UGT MappingQualityRankSumTest, ReadPosRankSumTest

llustracija 12 Galvenie raditaji visiem Cetriem algoritmiem (13)
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4. Programmu salidzinajums

4.1. GemSIM

GemSIM ir programmatiiras pakotne ar kuras palidzibu tiek simuléti reali sekvencéSanas
dati. Programma var simulét datus no jebkuram sekvencéSanas tehnologijam ka izvades datus
veidojot FASTQ un SAM tipa datus, ieskaitot lllumina un Roche/454 datus. GemSIm izmanto
empiriskus klidu modelus un sadali, izmantojot realus datus. Simulé gan single-, gan paired-
end datus no viena genoma datiem, vairakiem genomiem vai lidzvertigiem haplotipiem.

GemSIM tiek istenots, izmantojot Python, ka komandrindas riks un tas sevi ietver Cetras

programmas:
o GemeErr.py;
o GemHaps.py;
e GemReads.py;
o GemStats.py
GemSIM darbibas modelis att€lots Ilustracija (13).

Aligned GemSIM User manual
sequencing
reads

GemSIM or
supplied error
model

Run-specific
error model

GemStats.py Error analysis

I Single reference genome

* directory of reference
genome:

» species abundance
file

4

GemReads.py ¢«— or

* Reference genome

* Haplotypes
GemHaps.py p
= frequency
= SNPno
W
or
Simulated
sequencing * Reference genome
reads *  Tab delimited
genotype list
(user defined)
W

Alignment and
downstream
processing

llustracija 13 GemSIM modelis (5)
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4.1.1. GemErr.py

GemErr generé kltidas modelus no realiem datiem. levades dati ir SAM tipa. Nolasitie
dati tiek secigi parséti (parsed), noradot kop&jo datu daudzuma un garuma sadalijjumu. Visiem
nolasttajiem datiem tiek noradita sekojoSa informacija:

e Nukleotida tips un bazes pozicija virkng;

e Atbilstiba vai neatbilstiba pozicijai;

e Indels esosa pozicija;

e [eprieksgjas triz bazs pozicijas virkng;

e Nakamas bazes pozicijas virkng;

o Kvalitates raditajus atbilstoSajas vai neatbilstoSajas baz€s un ievietotajas bazes.

Sekvences raditaji (sequence aligners) ieraksta kliidas sakuma un beigas homopoliméram.
Nemot véra So bazi, indels tiek ievietots tikai vienreiz gara homopolimera beigas. Izveiota

informacija tiek saglabata datn€ un izmantota ka ievades dati GemReads.

4.1.2. GemHaps.py

Izmanto references genomu, lai izveidotu saistitus haplotipus (haplotypes), kurus izmanto
ka ievada datus GemReads.py. Mutaciju pozicijas ir nejausas un haplotipi tiek ierakstiti datnge,
ko izmanto ka ievades datus GemReads. Haplotipu frekvenci un snipu (SNP) skaitu var noteikt

pats lietotajs.

4.1.3. GemReads.py

GemReads ievades dati ir dati, ko var izveidot, izmantojot GemErr. References genomam
ir jabiit FASTA formata, FASTA tipa datne vai mape. Izvades dati bis forma FASTQ. kura
pieprasitie dati biis single vai paired-end tipa. Tiek noradits vai atsauces genoms ir cirkulars
vai linears un kads kvalitates raitajs tiks izmantots (33 vai 64, atkariba no izvades datnes
FASTQ veida) izveidotaja datn€. Pieprasitais datu skaits single vai paired-end virknés tiek
izveidots FASTQ datnes:

e Izveidotas virknes garums un sakotngjais ievaditais virknes garums (tikai pair-end
gadijuma) tiek nejausi izvéléts no kltidu modela. Nolasisanas garums var tikt
noteikts ka nemainiga veértiba.

e Izveidotas virknes virziens un atrasanas ieta tiek noteikta nejausi un virkne tiek

kopéta no ievades genoma.
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Virkne tiek noteikts haplotips, ja pieejams, un taja tiek atjauninati SNP péc
vajadzibas.
Kludas tiek ieviestas péc klidu modela, uzskaitot nolasiSans poziciju, sequence-
context simbolu virkni un pirmo un otro nolasiSanas virkni pari, paired-ends
gadijumos.
Kvalitates raditajus, kas tiek noteikti, izmantojot empiroisko sadales modeli, kas

ieklauts kludas modela datné.

4.1.4. GemStats.py

GemStats.py darbibas rezultata tiek izveidots teksta fails (vai divi paired-end datu

gadijuma). Kura ir informacija par kliidu modeli:

Vidgjais kludas biezums;

Kludas biezums katra nukleotida;

Kludas biezums lasiSanas pozicijai;

Jebkura nukleotida sekvenci, kam standarta klidas limenis ir lielaks pr vidgjo;
Iestrades norma;

Dzesanas koeficientu.

So informaciju var izmantot kvalitates kontrolei.

4.2. Bowtie2

Bowtie2 indeksé genoma references datni, izmantojot Burrows-Wheeler transformacijas

(BWT) un FM indekséSanas metodes.

aac aac aac
(a) $acaacg (c) s 9 $ g $ g
aacg$ac a c a c “aac c
acaacg$ a $ T ac $ " a $
acaacg$—~acg$aca—+gc$aaac a a ac a a a
caacg$a > a T ¢ a c a
cg$acaa c a c a c a
g$acaac —"'9 c g c g c
(b) g cg acg aacg caacg acaacg
$ g $ g $ g $ g $ g $ g
a c a c a c a c awcosnc a c
a $ a $ a $ a $ ac =o0$ a $
a a a a a a acgbeea a Ta a a
c a c a c a coomgta c a ctacgba
c a c a cuiacma c “a c a c a
g c Sacaac g aTC g c g c g c

llustracija 14 Burrows-Wheeler transformacijas indeksésanas metode (8)

[lustracija (14) redzama Burrows-Wheelers transformacijas indekséSanas metode:
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(@) Burrows-Wheeler matrica. Kur paradita virknes “acaacg” transformacija;

(b) Nosaka rindu sakritibas diapazonu, nosakot references suffiksus, prieks
virknes “aac”;

(c) Nemainigi atkarto péd’’ejo pirmo (LF) kartéSanu, atjaunojot originalo virkni
péc Burrows-Wheelers transformaciju.

4.2.2. Bowtie2 izmantoSana

Pirmais solis Bowtie2 izmanto$ana ir indexu veido§ana genoma references datnei. Saja
procesa ievades dati ir FASTA foremata un index_prefix ir indekseta datnu kopa.

bowtie2-build -f input_reference.fasta index_prefix

Otrais solis ir komanda bowtie2, kas, izmantojot indeksétas datnes, sekvencé ievaditos
datus un izveido izejas datus SAM formata.

bowtie2 -x index_prefix [-q|--gseq|-f|]-r]-c] [-1 input_reads pair_1.[fasta|fastq] -2
input_reads_pair_2.[fasta|fastq] | -U input_reads.[fasta|fastq]] -S bowtie2_alignments.sam
[options]

4.3. SAMtools

SAMtools ir biblioteéka un programmmatiira pakotne, ko izmanto datu parsé$anai un datu
sakartojuma mainiSanai SAM un BAM formadu datnés. Datus var konvertét no citiem
sakartojuma formatiem, sakartot un apvienot izkartojumu, izdzést PCR dublikatus, generét
pozicijas informaciju pileup formata, atrast SNP un short indel variantus, un apskatit iegiitos
rezultatus teksta formata lietotne.

Sagatavotu datni SAM formata parveido par BAM gtipa datni.

samtools view -bS paraugs.sam > paraugs.bam

samtools sort paraugs.bam > paraugs.sorted

Atrod SNP un short indels.

samtools mpileup -uf paraugs.sorted.bam > paraugs

bcftools view -vcg paraugs> paraugs.vcf

4.4, Bcftools

Bcftools izmanto SAMtools mpileup izejas datu parveidosanai VCF formata.

bcftools view -vcg paraugs> paraugs.vcf
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4.5. GATK - GenomeAnalysisToolkit
GATK ir komandrindas riku kopums augstas iedarbibas analizes riki datu formatiem
SAM/BAM/CRAM un VCF, 1pasu uzmanibu pie€rSot variantu noteikSanai. GATK riki

darbojas izmantojot vienkarsus programmas JAR failus.

P&c nokluséjuma HaplotypeCaller no dotajiem genoma references datiem izveido VCF

datni ar neapstradatiem variantiem.
java -Xmx4G -jar GenomeAnalysisTK.jar -R paraugs.fasta -T HaplotypeCaller -I

paraugs.bam -o raw_variants.vcf
PRE-PROCESSING

EJ] oun| | Mabisteady | | Call Variants
H Reads
+ I H

: 3

CALLSET REFINEMENT

Analysis-Ready SNPs
Variants & indala

VARIANT DISCOVERY

[ Genotype Likelihood i
Map to Reference
BWA mem [ Refine Genotypes ]
|

[ Annotate Variants ]

Picard

i

[ Base Recalibration ]
}

Analysis-Ready
Reads

(o w ]

| Raw Variant m }

Filter Variants ]

!
[ Evaluate Callset }

1
look good?

o -0

Analysis-Ready . .
Variants troubleshoot use in project

llustracija 15 GATK izmantosanas shéma (12)

4.6. Izmantotie failu formati

4.6.1. FASTA
Sekvences FASTA formata ir sekojosas:
Pirma rinda sakas ar “>", kam seko sekvences identifikacijas kods. P&c ta, brivi izvElets
teksta apraksts sekvencei. Talak viena vai vairakas rindas seko sekvences dati.
FASTA formata datn€ var bis vairak neka viena sekvence.
FASTA formats reizém var tikt minéts ka “Pearson” formats (péc FASTA programmas

autora).
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FASTA datnes piemérs redzams Ilustracija (16)

File Edit Format View Help

>1 dna:chromosome chromosome:GRCmM38:1 REF (fr‘agment)| ~
TTCTGTTTCTATTTTGTGGT TACTTTGAGGAGAGTTGGAATTAGGTCTTCTTTGAA
GTTAGTGTCCGTGTGTCTCTGTTCAGTTTCTGCTTCCAGGATCTGTCTCTTGGTGA
TAAGTTTGGGAAGTTTTCTTCTCTAATTTTGTTAAAGATATTTGCTGGTCCTTTAA
TGCTTGTTCACCCTCCACAGTCTGCAAGCTGATCTGCACAGACTGGTCTCAGAGGG
TCTGTCTGTTGCAAATGTTACTATTATAAACATATATTCTGGGCTGCTGAATTTTG
CGAACTACCCAGGGCTAGTGATGTCCTGGGTCTTGTAGAGAAGCCCACAACTTTTA
TAAATCACCCAGGCTTCTCATAGTTTCTTATTCTCTTTTGTTTTCTGTTCTGCCTT
CTATATTTTCCTAAAAATATTTTAAAGTACACACTATACAGACTTTTAATTTAATT
GCATCTCATTGTACCATGGCCAGAGACCACAGAAGATCAAAGATTGACACCCCCGC
CCCAGATTTCCTGGCTGTTTCTTGTTAGGATTTTTTTAGATTTAACATTTCTGTCA
CACCTGTTCTTCTCACTGGTGTGGCCTGAGTCAGAACAACTAGAGTCCTCTAGAGC
GATCTTGCTCTGAGATCACCAGTTCCACCCTGCCTGTCCTAAACTGGCTTTTTTGC
AATCCATAAGTGATTTATTCTTCTGTATCTGGTTAGTGTTTATTGATTTAACTCAT
AGTACTTGCATGTTTTGTAAAATAAATAATTCAAAATTTATACATTTTGAAAATTA
GGGGGCCGTGTGACCCATCCAATAGCTGACTGTGATCATCCACTTATGTGTTTGCT
GAGTTCTTTATATATATTGGATATTAGTCCCCTATCCGATTTGGGATAGGTAAAGA
ATGCTTAGGATTTCTCTGGTGGAATTTTTAGGGTCACTTATATATATTATCATATC
CCTGTGCCCTCTAGTGAGTCTGGCTAAGGGTTTATCAATCTTCTTGATTTTCTCAA
CTTTATCTCTGAGATGAGTTTCCTGTAAGCAGCAAAATCTTGGGTCTTGTTTGTGT

llustracija 16 FASTA datne

4.6.2. FASTQ

Sekvences datne FASTQ formata var saturét vairakas sekvences. FASTQ datne ir teksta
bazeéts datnes formats, kas satur biologiskas sekvences (parasti nukleotidu sekvences) un tas
kvalitates vertgjumus.Sis formats visbiezak tiek lietots augstas kvalitates sekvencé$anas
rezultatiem. FASTQ datne satur parasti Cetras ierakstu rindas katrai sekvencei:

e “@” simbols, kam seko sekvences identifikators un apraksts;

Neapstradata sekvences rinda ar simboliem;

“+” simbols, kam seko sekvences identifikators un paskaidrojums;

Kvalitates vértibas sekvencei otraja rinda.
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FASTQ datnes paraugs redzams Ilustracija (17).

File Edit Format View Help

@rl_From_B dna:chromosome chromosome:GRCM38:3:1:160039680:1 #( ~
ahthhgf+~rchggthb ]ghhlgdhefaghgddeghhdh™ adabfeBaBhB@rs5 from 3
+hcgfhhhhhhhhfhdhhhhhhhhhghhaghhh_ghfhfthhfghghecdafggaehchecc
TAATTGGGCAGATCAAATTAATACTGCTGACACTATAAGTCAGATAGCAGAAAA+hhgghhl
80:1 #0/1GTGCATATCATGTGTGTTCTTTTGTGATTGGGTTACCTCACTCAGGATAATA
@r2e_from_3 dna:chromosome chromosome:GRCm38:3:1:160039680:1
hggehh™ fhfcfahthBhhgdfaBafgd h_hnecfdba\ghfa~rcBaa c\ Z_@r24 f
cAanACCAA+ghTghhchdhhgghhhghhhghhhhhhgWhhhchhghhhthfhhgffhhghg
GTCTCTGTAACTCCTTTCATGGGTATTTTGTTCCCCATTCTAAGAATGAACTAATTATCCAL
:1:160039680:1 #0/1GCAACTAATGGGTAGTTAGTTCACTGAGAAGAATGCCAGACA!
B_afece]\@r39 from_ 3 dna:chromosome chromosome:GRCm38:3:1:160
h™hhhagghhgdvhfffghg gghzthhh]dhugebhghcgheeccze™ ~adfBfbQhcBlI
CTCTGTTTGTTATGCTTG+hhggghhgghhghhhhghhbhhhwhhhhhhfhhdcghghhhhl
GGTTCCCGTAAAGCAGACTGTTAAGAAGGATTCAACTGCATGAATTCAGAACTTTTCAGCT!
e:GRCM38:3:1:160039680:1_ #0/1TCTCAGAGGGAAAGATGAACTCTTAGGATAGA!
h~afB_B_~cddhdcdB™ c@r58 from_3 dna:chromosome chromosome:GRCm
hhhfhh]hhhhhchhhdchghthhcygh™ hhhefhhghhgWTrhfaatheg]*gg_abadd:
AACCTATGAGGAATGGACTGAATCTCTG+ghhhhhgfdggfhhhghhhghhhghhghhhhh
TGCACCATGAGTGCAAAGGTCACCAGTGTAATTTCTTGGATTAAGGATACTCCATGACAGT!
chromosome:GRCM38:3:1:160039630:1 #0/1TAGAGGTCAAATCCCCAGTGTGT,
atfygldgcfcal_acabc\ataedwd[@r77_from_3 dna:chromosome chromo
hhhfhedfhhdl ffhochhhhhhhhhholshashv Wshesfofaches1” dhfhasthxechi

llustracija 17 FASTQ datnes paraugs

4.6.3. SAM

SAM ir Sequence Alignment/Map formats. Ta ir teksta formata datne,kas satur galvenes
sekciju un izkartojuma sekciju. Galvenes sekcija sakas ar “@”, kamer pargj$ izkartojuma
rindam nav 1pasa apzim&juma. Katra sakartojuma rinda satur 11 obligatus laukus biitiskus
informacijas sakartojuma, tadus ka karté€Sanas (mapping) pozicijas un mainiga skaita
iesp&jamus laukus, elastigu vai specifisku informaciju.

[lustracija (18) redzams Sam datnes paraugs.

@HD VN:1.5 SO:coordinate
@SQ SN:ref LN:45

r001 99 ref 7 30 8M2I4MID3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG =

r002 0 ref 9 30 3S6MIP1I4M = O O AAAAGATAAGGATA .

r003 0 ref 9 30 5S6M * 0 0 GCCTAAGCTAA * SA:Z:ref,29,-,6H5M,17,0;
r004 0 ref 16 30 6M14N5M * 0 0 ATAGCTTCAGC *

r003 2064 ref 29 17 GHSM * 0 O TAGGC * SA:Z:ref,9,+,556M,30,1;
r001 147 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGGCAT = NM:i:1

llustracija 18 SAM datnes paraugs (9)

34



4.6.4. BAM
BAM datne ir saspiests BGZF formats. BGZF formats nodros$ina bloku saspieSanu virs
standarta gzip datnes formata. Katrs BGZF bloks satur standarta gzip datnes galveni ar
sekojosiem standart-compliant paplasinajumiem:
e F.EXTRA bits galvene parada ekstra laukus talak.
e Ekstra lauks izmantojot BGZF, izmanto divas apaks$lauka ID vértibas 66 un 6
(ascii “BC’)
o BGZF ekstra lauka garuma payload (lauka LEN gzip specifikacija) ir 2 (divi baiti)
e Payload BGZF ekstra laukam ir 16 bitu neatzimets vesels skaitlis endian formata.
Sis veselais skaitlis parada izméru, kas ir vienads ar BGZF bloka izméru no ka

atnem 1 veselu.

Field Description Type Value
magic BAM magic string char[4] BAM\1
|_text Length of the header text, including any NUL padding int32.t
text Plain header text in SAM; not necessarily NUL-terminated | char [l_text]
n_ref # reference sequences int32.t

|.name Length of the reference name plus 1 (including NUL) int32.t
name Reference sequence name; NUL-terminated char [l.name]
Iref Length of the reference sequence int32.t
block.size | Length of the remainder of the alignment record int32.t
reflD Reference sequence ID, —1 < reflD < n_ref; -1 for a read | int32.t [-1]
without a mapping position,
pos (-based leftmost coordinate (= POS — 1) int32.t [-1]
bin.mq.nl | bin<<16| MAPQ<<8|l.read_name; bin is computed from the | uint32.t
mapping position;'” |_read_name is the length of read_name
below (= length(QNAME) + 1).
flag-nc FLAG<<16|n.cigar.op; " n.cigar.op is the number of oper- | uint32_t
ations in CIGAR.
|_seq Length of SEQ int32.t
next.reflD | Ref-ID of the next segment (=1 < mate.reflD < n.ref) int32.t -1
next_pos 0-based leftmost pos of the next segment (= PNEXT — 1) | int32.t -1
tlen Template length (= TLEN) int32.t [0
read_.name | Read name,” NUL-terminated (QNAME plus a trailing | char[l.read_name]
‘\0’)
cigar CIGAR: op_len<<4|op. ‘MIDNSHP=X'—'012345678’ uint32_t [n_cigar_op]
seq 4-bit encoded read: ‘=ACMGRSVTWYHKDBN'— [0, 15]; other | uint8_t[(l.seq+1)/2]
characters mapped to ‘N’; high nybble first (1st base in
the highest 4-bit of the 1st byte)
qual Phred base quality (a sequence of 0xFF if absent) char [l_seq]
tag Two-character tag char[2]
val_type | Value type: AcCsSiIfZHB™ ' char
value Tag value (by val_type)

llustracija 19 BAM datnes formata raksturojosi elementi (9)

35




4.6.5. VCF

VCF datne ir teksta formata datne. Ta satur meta datu informaciju rindinas. Tai ir
galvenes rinda un talak daru rindas, kas satur informaciju par genomu.
Ilustracija (20) redzams VCF datnes paraugs.

##fileformat=vCFv4.@

##fileDate=20090805

#tsource=myImputationProgramv3.1

#ireference=1000GenomesPilot-NCBI36

##phasing=partial

#H#INFO=<ID=NS,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data"»
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
##TNFO=<TID=AF,Number=.,Type=Float,Description="Allele Frequency">
HH#INFO=<ID=AA,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=@,Type=Flag,Description="dbsNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=@,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q1@,Description="Quality below 10">
##FILTER=<ID=550@,Description="Less than 5% of samples have data">»
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2,Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT nNABB@el
NAGBOB2 NAGBBB3

20 14370 rsees54257 G A 29 PASS NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 0|0:4

8:1:51,51 1|@:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.

20 17330 5 T A 3 qle NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 0|0:4

9:3:58,50 ©]1:3:5:65,3 ©/8:41:3

20 1118696 rseed4e3ss A G,T 67 PASS NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ l|2:2

1:6:23,27 2|1:2:0:18,2 2/2:35:4

20 1238237 . T . 47 PASS NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ 0|0:5

4:7:56,60 9|@:48:d:51,51 8/e:61:2

20 1234567 microsatl GTCT G,GTACT 5@ PASS N5=3 ;DP=9; AA=G GT:GQ:DP e/1:3

5:4 0/2:17:2 1/1:40:3

llustracija 20 VCF datnes paraugs (10)
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5. Pétijjuma dala
5.1. GemSIM izmantoSana

Lai veiktu pétijumus, autore izmanto peles genoma datus. Sakotngji tiek izmantota
programma GemSIM. Programma darbojas ar komandrindas palidzibu Ubuntu videé. Ar
GemReads.py simulacijas programmas palidzibu tiek generéts kltidains datu modelis references
genoma datném Mus musculus. GRCmXX.dna.chromosome. Tiek izveidotas single-end
datnes, simulgjot 300000 — 6000000 100bp garus Illumina ierakstus, lietojot kliidas modeli.

Izmantojama komandrinda:

/GemReads.py — musf.fasta —n 600000 —I 100 -m ill100v5_s.gzip —q 64 —0 musf

Izmantotas FAST datnes paraugu var paskatit 1.pielikuma un simuléto datu paraugu var
apskatit 2.pielikuma.

5.2. Bowtie2 izmantoSana

5.2.1. Bowtie2-build

Bowtie2-build veido bowtie indekxusno DA sekvencém, k;a izvasdes datnes veidojot
seSas datnes ar suffiksiem .1.bt2, .2.bt2, .3.bt2, .4.bt2, .rev1.bt2, .rev2.bt2. sis datnes kopa veido
indeksu un tiek izmantoti references atlas€. Originalais FASTA fails talak netiek izmantots péc
tam, kad indeks ir gatavs.

Izmantojama komandrinda:

bowtie2-build musf.fa index

Talak tiek izveidota SAM datne, izmantojot komandrindu:

bowtie2 -x index -U musf_single.fastq -S musf.sam

Lai apskatitu izveidotas datnes sakumu, izpilda komandrindu:

head musf.sam

Var apskatit datnes sakumu, [1dzigu paraugam, ilustracija (21)

@HD VN:1.0 SO:unsorted

[V )

i

@

H H (] H [a] 2] H [=]
1 0O

llustracija 21 SAMm datnes paraugs (11)

Pirmajas rindas, kas sakas ar simbolu “@” ir datnes galvenes rindas, pargjas rindas ir

SAM sakartotas pa vienai rindai katram sakartojumam.
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5.2.2. Samtools

Samtools tiek izmantots, lai parveidotu SAM datni par BAM datni. BAM ir binars formats

atbilstos$s SAM teksta formatam.

Izmanto komandrindu:

samtools view -bS musf.sam > musf.bam

Lai sagatavoto BAM datni sakartotu, izmanto komandrindu:
samtools sort musf.bam -o musf.sorted.bam

Sorted.bam datne ir formats, kuru var izmantot, lai izveidotu iespg&jamoVCF formatu.

Izmanto komandrindu:

samtools mpileup -uf musf.fa musf.sorted.bam | bcftools view -Ov - > musf.raw.bcf

Lai apskatitu iegiitos variantus, izmanto komandrindu, lai parveidotu izveidoto BFC datni

par VFC datni.

bcftools view —vcg musf.raw.bcf > musf.vcf

Iegiitais VCF formats var tikt izmantots salidzinasanai ar pargjiem datiem.

File Edit Format View Help
I##filefor'mat:VCFva. 1##samtoolsversion=0.1.19-96bsf2294as##reference=file://../C ~
sNumber=A, Type=Integer,Description="Allele count in genotypes for each ALT all
CHI2,Number=1,Type=Float,Description="Posterior weighted chi*2 P-value for tes
" >##FORMAT=<ID=DV, Number=1, Type=Integer,Description="# high-quality non-refere
F1=1;AC1=2;DP4=0,0,2,2;MQ=42 ;FQ=-39 GT:PL:GQ 1/1:148,12,0:211
2;AF1=1;AC1=2;DP4=0,0,2,2;MQ=42;FQ=-39 GT:PL:GQ 1/1:153,12,0:211
1:32,0,36:311 28244 . G T 138 . DP=6;VDBE=9,52¢
B=8.745357e-01;AF1=0,4998 ;AC1=1;DP4=1,1,1,0;MQ=41;FQ=5.47;PV4=1,1,0,1 GT:PL:
»3,8:51 52855 . T C lee . DP=8;VDB=1.12218@e-01;
=9;VDB=1.025695e-01;AF1=1;AC1=2;DP4=0,0,4,4;MQ=40;FQ=-51 GT:PL:GQ
.77 . DP=1;AF1=1;AC1=2;DP4=0,0,1,0;MQ=33;FQ=-30 GT:PL:GQ
DP4=0,1,0,1;MQ=42;FQ=6.11;PV4=1,1,1,1 GT:PL:GQ 0/1:34,0,36:341 77558
1,1,1,0;MQ=42;FQ=6.2;PV4=1,0.0097,1,1 GT:PL:GQ ©/1:32,0,75:311 95069
2;DP4=0,0,2,0;MQ=42;FQ=-33 GT:PL:GQ 1/1:77,6,0:101 101582
Q 1/1:42,3,0:51 115215 . T G 3.01 . DP=4;F
DP=3:RPB=8.745357e-01;AF1=0.4999;AC1=1;DP4=2,0,0,1;MQ=42;FQ=6.98; PVA=¢
;PVA=1,1,1,0 GT:PL:GQ 0/1:33,0,75:331 133341 . T C
C1=2;DP4=0,0,3,4;MQ=33;FQ=-48 GT:PL:GQ 1/1:182,21,0:391 14340€
T:PL:GQ 1/1:91,12,08:211 157335 . T C 22 . DP=3;\
1:204,18,0:331 167426 . G A 4.13 . DP=3;RPB=8.74%
1GO 1/1:11e,9,0:161 174864 . G C 4.77 . DP=1;#
3MQ=42;FQ=-51 GT:PL:GQ 1/1:215,24,0:451 183654 . A
1 GT:PL:GQ 8/1:33,0,75:331 190008 . T G 158
31 198966 . T A 116 . DP=5;VDB=8.31878%e-02;
1;AC1-2;DP4-0,0,1,1;MQ=42;FQ=-33 GT:PL:GQ 1/1:84,6,0:101 206943
97;AC1=1;DP4=2,1,0,1;MQ=42;FQ=4.77;PV4=1,0.0004,1,0.014 GT:PL:GQ e/1:3¢
(PL:GQ 1/1:229,21,0:391 221139 . A T 4.77 .
=9.5;AC1=1;DP4-1,2,2,0;MQ=41;FQ=28;PV4-0.4,0.0079,1,1 GT:PL:GQ ©/1:5¢%
PL:GQ 1/1:108,9,0:161 245841 . A C 3.54 . DP=3;F
,8:211 254222 ., T C a4.77 . DP=3;RPB=8.745357e-01;
=2;DP4-0,0,5,0;MQ=26 ;FQ=-42 GT:PL:GQ 1/1:91,15,0:271 263723
AF1=1;AC1=2;DP4=0,0,5,0;MQ=14;FQ=-42 GT:PL:GQ 1/1:48,15,0:241 276058
1=2;DP4=0,0,1,3;MQ=42;FQ=-39 GT:PL:GQ 1/1:139,12,0:211 285971
3PV4-1,1,1,1 GT:PL:GQ ©/1:36,0,36:361 294637 . G C y
< >

llustracija 22 VCF datnes formats
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5.3. Gatk izmantoSana

Gatk ir iespgja ievadit FASTA datni un galarezultatu iegiit VCF formata ar paris jar
komandam. Tomer ir iesp&ja arT ievadit ar citam programmam iegtitos SAM vai BAM formatus
VCF datnu izvadei. Rezultats praktiski ir lidzvertigs abos gadijumos.

Komandrinda GATK izmantoSnai:

java -jar GenomeAnalysisTK.jar \

-T HaplotypeCaller \
-R musf.fa \
-1 musf_reads.bam \
-L 20\
--genotyping_mode DISCOVERY \
-stand_emit_conf 10\
-stand_call_conf 30\
-0 raw_variants.vcf
Vai izmantojama java -Xmx4G -jar GenomeAnalysisTK.jar -R paraugs.fasta -T

HaplotypeCaller -1 paraugs.bam -o raw_variants.vcf
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6. lIegiito datu salidzinajums

6.1. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2 coverage 5
salidzinajums ar simulatoriem

Salidzinot datus no dazadiem genomiem, un dazadiem datu simulatoriem, vid€ja datu
atskiriba ir 1% — 40%.

Talak esoSajas diagrammas var redzet, ka salidzinot vienus un tos paSus izejas datus,
rezultati atSkiras, sakot ar daziem procentiem lidz pat vairakiem desmitiem procentu. Tas lauj
secinat, ka katra programma atrastais SNP skaits ir atSkirigs, jo katra programma esoSais
algoritms arf ir atSkirigs.

Katra diagrama ir paraditi abu izmantoto datnu lielumi p&c rindu skaita, kas parveidoti
salidzinoSos procentos. Abi datnu apzim&umi visas diagrammas ir vienadas krasas — zila ir
VCEF datne, kura ir galarezultats no divam programmam — Samtools vai GATK. Un otra krasa,
kas diagramma paredz€ta datnei ir oranza un §1 datne ieglita no simulatora teksta datnes veida.
Katrai diagrammai pie $Tm krasam ir iesp&ja redzet datnes formatu.

Diagramma dzeltenai krasai paredz&ts procentualais daudzums SNP, kas abas datn@s
sakrit. Peleka krasa apzimé tos SNP, kas abas datnés nesakrit.

Tada veida viena diagramma ir iesp&ja redzet salidzinamas datnes un SNP salidzinajumu

procentos.

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem

True .
94% 100% | vcf fails

False 6%

49% simulators fails
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Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem (2)

True 46%

False 54%

205%

6.2. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2 coverage 10
salidzinajums ar simulatoriem

simulators fails

vcf fails

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2
coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem

91%
True ’

False

56%

41

100%

vcf fails

simulators fails




Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.2
coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem (2)

11%

True

False

89%

56%

6.3.

6.4. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1 coverage 5

simulators fails

vcf fails

100%

salidzinajums ar simulatoriem

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem

True 91%

False 9%

56%
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’ 100% | simulators fails

vcf fails




Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem (2)

True 11%

False 89%

56%

6.5. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1 coverage 10

simulators fails

100%

vcf fails

salidzinajums ar simulatoriem

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1
coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem

True

False

72%

43

100%

vcf fails

simulators fails




Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.1
coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem (2)

True 52%
‘ 100% | simulators fails
False 48% '
72% vcf fails
6.6. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3 coverage 5

salidzinajums ar simulatoriem

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem (2)

True

92% 100%

simulators fails

False 8% /

146% vcf fails
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Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3
coverage 5 salidzinajums ar simulatoriem

True

6.7. Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3 coverage 10

False 4%

96%

100%

vcf fails

69% simulators fails

salidzinajums ar simulatoriem

Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3
coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem (2)

True

21%

79%

False

100%

72% vcf fails

45

simulators fails




Mus_musculus.GRCm38.dna.chromosome.3

coverage 10 salidzinajums ar simulatoriem
6%

True

False

94%

72%

46

100%

vcf fails

simulators fails




7. Secinajumi

Darba apskatiti pamata statistikas modeli un ¢etru genotipu algoritmu darbiba: GenoSNP,
[luminus, CRLMM, un GenCall.

Visas apskatitas metodes darbojas ar Iidzigiem pamatprincipiem, atSkiras tikai
pielietojums. Katra no programmam

Dazados mérijjumos, algoritmu rezultati ir dazadi. Atkariba no izmantoto datu apjoma
atSkiras gan precizitates mérijumi, gan rezultatu kvalitate gan izmantoto datu drosiba.

Izmantojot vienus un tos pasus génu paraugus programmu salidzinaSanai, rezultati

atSkiras vidg&ji sakot no daziem procentiem Iidz pat vairakiem desmitiem procentu.
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PIELIKUMI



1. pielikums FASTA formata datnes paraugs

File Edit Format View Help

>1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (Fragment}| ~
TTCTGTTTCTATTTTGTGGTTACTTTGAGGAGAGT TGGAATTAGGTCTTCTTTGAAGGTCTG
GTTAGTGTCCGTGTGTCTCTGTTCAGTTTCTGCTTCCAGGATCTGTCTCTTGGTGAGAGTGT
TAAGTTTGGGAAGTTTTCTTCTCTAATTTTGTTAAAGATATTTGCTGGTCCTTTAAGTTGAA
TGCTTGTTCACCCTCCACAGTCTGCAAGCTGATCTGCACAGACTGGTCTCAGAGGGACCTAG
TCTGTCTGTTGCAAATGTTACTATTATAAACATATATTCTGGGCTGCTGAATTTTGTTTAAR
CGAACTACCCAGGGCTAGTGATGTCCTGGGTCTTGTAGAGAAGCCCACAACTTTTACTTTAR
TAAATCACCCAGGCTTCTCATAGTTTCTTATTCTCTTTTGTTTTCTGTTCTGCCTTTGATTC
CTATATTTTCCTAAAAATATTTTAAAGTACACACTATACAGACTTTTAATTTAATTCAGTTT
GCATCTCATTGTACCATGGCCAGAGACCACAGAAGATCAAAGATTGACACCCCCGLCTCCCC
CCCAGATTTCCTGGCTGTTTCTTGTTAGGATTTTTTTAGATTTAACATTTCTGTCATAGATT
CACCTGTTCTTCTCACTGGTGTGGCCTGAGTCAGAACAACTAGAGTCCTCTAGAGCTGGAGG
GATCTTGCTCTGAGATCACCAGTTCCACCCTGCCTGTCCTAAACTGGCTTTTTTGCGGATGA
AATCCATAAGTGATTTATTCTTCTGTATCTGGTTAGTGTTTATTGATTTAACTCATCCATAC
AGTACTTGCATGTTTTGTAAAATAAATAATTCAAAATTTATACATTTTGAAAATTAATTTAT
GGGGGCCGTGTGACCCATCCAATAGCTGACTGTGATCATCCACTTATGTGTTTGCTAGGCCT
GAGTTCTTTATATATATTGGATATTAGTCCCCTATCCGATTTGGGATAGGTAAAGATCCTTT
ATGCTTAGGATTTCTCTGGTGGAATTTTTAGGGTCACTTATATATATTATCATATCATCTGC
CCTGTGCCCTCTAGTGAGTCTGGCTAAGGGTTTATCAATCTTCTTGATTTTCTCAAAGAACC
CTTTATCTCTGAGATGAGTTTCCTGTAAGCAGCAAAATCTTGGGTCTTGTTTGTGTAGCCAG
TTCATTTCCATCATCTGTTTGGATGTGTTTTCCTATTTTTCTATACGGACTTCTACCTGTTT
TCTTTGACAAAAGGATCCCAGGATAAAAGGTTCTTGGTCACACCAGTATTTCAGGATCTCAA
CCAGCCAAACTCTCAATTATCATAGATGGAGAAACCAAAGTTTTCCATGACAAAACCAAATT
AAGGAATAAAGAAAGAAATTAAAGACTTTTTAGAGTTTAATGCAAATGAAGCCACAACATARL
ATGCTGAGAAAACATTTGACAAAATCAAATACCCATTCATGATCAAAGTCTTGGAAAGGTCA
GGTGTGGGCACAACTGGTGGTTATCATGTAGAAGATTGCAAATTGATCCATACTAATCTCCT
AMAATATAAGATACAATTTGCAAAACACATGAAACTCAAGGAGAACGAAGACCAAAGTGTGEG
TCTTTGCATCAACAATGAACACATTCTCTTGTGTTCCTAGTATAGCCTTTGTTGCTGATTTG
TGCTAGAATCAAGTGATAGGTTACCCTTAGCTGCAGTTAAAAATAAAGCAATTATGGAAAGT
TGTAGCCTGGGGTTATGGGAGAGAGGGATAAGGAAAGAGGT TCCCAACACTGACCAGAAATT
TGTCCCTATTGAAAGTAAATGCATTTTGTTTGATTACTGTCAACAATAAGAGTCACATACAG
TCTAAGTAGAAATGAAGCATCTACTCTTTGGTCTTCCTTCCTCTTGAGCTTCATATGGTACA
GACAATCCTGGGTTTAGCTCTGTTCCCCATTTTTTAATAGGGTTATTTGGTTCCCTGGAGTT
TGTGGTCACTTAAGTATACTATCATATCATCTGCAAATAGTGATATTTTGACTTCTTCCTTT o,

£ >




2. pielikums FASTQ formata datnes paraugs

File Edit Format View Help

@rl_from_l dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #8/1TCTGTTTCAATTATGT A
dghhghhhhhagehga™ hfeBf hhbgdBaggfdfbT] [ caadae]\ca@r5 from_1 dna:chromosome chr
+hhhghghhchhhthhghgehchhthgcceheghhhthhheffgfthehhfthegdhafabwhffhB]cb]echhcdfhds
TTCTCCATCTATGGTAATTGAGAGTTTAGCTGGGTACAGTAGCCTGGGCTGGCA+hghhhaghghgfhhfhhhghthegt
ment #0/1GTTGGAGGTCGATTTTGTTAGATATTAGAATGGCTACTCCAGCTTGTTTCTTCATACCATTTGATTGTCAR
@r2e _from_ 1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #0/1AAGCAAACTGATAAT
gedhhcegh[ hhhhhdgchacthhehhaeae[Bd]dB_hhag[fargefaBQPYB@r24 from 1 dna:chromoson
ATGTGCTT+hhhhhhghhhthhhhAhfhhhhhhhhhhhhfdhhch\wgffhheygathghh hcebhhhgfthhfbgfbg
CATTTTGCATGTTTTAAAGACTACTACCAAAGATTTCAACACCAGAAATTATTTTATGAATACA+hchhghhghhgfhht
REF (fragment #8/1ATAGCAGACTGGCCACTAAAAGGTTAGATAAATACATTACCTCTTTGCTCCTTAGATATTTI
hBeeaBad@r39 from_1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #0/1AGATGTC
tehdgggffghhhggdhthfhdaghTfhhhdchg c\ggfehbahhd f B\ *XacagfRb_a@r43 from_ 1 dna:
AAGGACCCAGGTTTGAT+ghhhhhathhh[ghhfhhghfffghhhhhhgfehhhhhhhhhhgarthgdffafthhgdhfghc
TCCAGTTCCTGGCTGTTACAAACAAGGCTGCTATGAACATAGTGGAACATGTGACCTTTTGATATTGTGATCC+ghhgdg
!GRCmM38:1 REF (fragment #@8/1CTACTTTCTCTTCTAAGAGATTTAGTGTATCTGGTTTTATGTTAAAGTCCTT
cWdcgdbWaBUBbgawW d@r58 from_ 1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #
_cghhggfhhaahghgheeghhfghcghggt lhhghtthehgyddBh~rrefgea dBQeeahegcfBgdzaah@re2 f
CAAAGTTTCTGCAAGGCAAAAGATACC+hhhhghhhthfthah dhghhhhhthhfhffgfgthhhh Thhfgh hhhght
TTTTGAGTCTTAAAAGTCTGTAATGTTCATTGGCTCCTGATTTATTAACTTTCAACACATGGAACAAAGTAAAAACAATC
chromosome:GRCmM38:1 REF (fragment #08/1GGGCATCTTTTGAGTATATGCCAAAGAGTGGTATAGCTGGGT
gacdg efdfBbabdcdaBbc]cB]gBb@r77 from_1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (
hhhghhhhfghgahahghdhachthggghhffhgffdhfcfh]eadefhhheffghcfffhcl\ga]WwrR_h y¥bh d[BBc
TACCTCTCCTTGTTGGCATTTTCTAGGTTCTAGTCTG+hhghhghhhghhhhhhhghghhhhgghhfhhshgaghchhff
ACTTCATACTCATCAAAGGTAAAATCCTCCAAGAGGAACTCTCAATTCTGAATATCTACGCTCCAAATGCAAGGGCAGCC
hromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #@/1TAATATTTTCTCTTGCATTATGGGTCCTTTGA
cgd[ hhearg\hhgchaBhaga\e]fcBS_~baacdB @r96 from 1 dna:chromosome chromosome:GRCn
hfghehhchhfhhgeffthhahhhchfhhhhgdghghhfthcggdhghfccegegfdcrdg™ cghhd JWwbdBBBacBa]¢
CTGTCTTTCCTTTCCCCTCTTTCTTCTCTATCCCTCCCAAGTTCCTCCCTT+hhhhdhhhhhgathhhhhf+dhhhghut
gment #0/1GGAACTGTTAGTCAGGCAAATGACATGCTCAGGATCCATATAGAAGAAACCATGGGACACACAAGAGGAL
d d@r111 from_ 1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #@/1AAAACAAATTI
cgthhheggghahdghgdaahhgBgghccdggdffAfef™ ~ eeaaRaBd aY~dgdBbaBgQ@r115 from_ 1 dna:
ATATAGTGGTTGGACAAGAG+hhhhghgthchZdhgghghhhhhthdahdahhhghffh™ hggg gdhgggfhh™ gchak
CTTCAAAAGCTACAAAAAGAGAATGACAGCTAGATATTTTTATCTATGCATTCAATTCAATTCTTAAATCTATGTAATAC
chromosome:GRCmM38:1 REF (fragment #0/1CCCAGTGTTGGAGAATGTCAAGGGTAGAAAGGCGGGAGTTGC
bf dcgc” cdhafde_deBdgdag BbdhB\@ri13e from 1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 F
hgaghhhfthfghgffdacfhhfhhhhhdhhchhbcfhhhhghhet\gBBaggge lehgdh h™ adagdceegcfBcecds
TAGCTGTGATAGAATAGTCATAAAATTTTATAATAAAGAATTACCACA+hdghThThdghg\hhThhhhghhghh]fhet
nt #@/1TTCTTGAGTTTCATATTCTGTTTTACGAATTGTATCTTGGGTATGCTGAGCTTCTGGGCTAATATCCACTTAT
@r145 from_ 1 dna:chromosome chromosome:GRCm38:1 REF (fragment #0/1GTCTTTGTGTGGTT
hdfgdhhgd[ hchggahahfcgeactfhhfffdgcBT hhBbBZca]heBfa [dh~UW]@r149 from 1 dna:chrc
AAGATCATGAGTTGGG+~hhhhhhhfhfghhhhhhhehhRhaffhg]ghgffdhdgcfthefthghhchg]ddhghh[het
GGTTCGAGTACTCTCTGCAGGCAAGCTCTCCTCTTGCAGGGGAGGTCCACAGATATCTGGCATTTAGACCTGCCTT+eht
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(IesniegSanas datums)

Ar So es apliecinu, ka darba elektroniska versija ir augSupieladéta LU informativaja
sisteéma.

Studiju metodike:

(Metodikes paraksts)

Recenzents:
(Dr.dat., Aleksandrs Rivoss)

Darbs aizstavets magistra gala parbaudijuma komisijas sedé

prot. Nr.

(Darba aizstavésanas datums)

Komisijas sekretars:

(Sekretara paraksts)



