Short Read Aligners



NGS

e Sekwencjonowanie krotkich odcinkow (50 —
300 pz)

e Jako wynik otrzymujemy olbrzymig liczbe
odczytow (fragmentow DNA) liczong w
setkach milionow



Standardowe sekwencjonowanie vs
NGS

* Woczesne algorytmy aligmentu (dopasowania)
zostaty zaprojektowane w celu znalezienia
wiekszosci (jesli nie wszystkich) dopasowan
(BLAST)

* Rozwdj technik NGS spowodowat iz zaistniata
notrzeba opracowania nowych i szybkich metod,
ctére mogg bardzo szybko wybrac najlepsza
okalizacje dla kazdego z odczytow (kosztem
oraku zlokalizowania wszystkich potencjalnych
alternatywnych dopasowan)




Short reads aligners

* Uzasadnieniem nowego paradygmatu byto
traktowanie sekwencji jako krotkich,
niezaleznych pomiaréw, ktore beda nastepnie
porownywane ze znanym genomem lub
wzgledem siebie nawzajem

 Doprowadzito to do rozwoju catej grupy
algorytmow dopasowywania, czesto okreslane
jako "short read aligners" lub ,,short read

* mappers"



Short reads aligners

* powszechnie stosowane narzedzi
programistyczne w bioinformatyce,
zaprojektowane tak, aby wyrownac (align)
bardzo duze liczba krétkich odczytow

— Dominacja urzadzen lllumina spowodowata, ze wiekszosc
dziata w zakresie, w jakim te instrumenty generujg dane
(50-300 pz).



Jak dziatajg Short reads aligners

* Ograniczenia

1. Wiekszos¢ programow znajdzie jedynie
dopasowania, ktore sg ,wystarczajgco” podobne do
celu. To znaczy, ze algorytm "rezygnuje" z
wyszukiwania poza pewien prog (podobienstwa).

2. Algorytmy majg za zadanie znalez¢ obszary o duzym
podobienstwie

3. Wiekszos¢ programow nie analizuje dfugich
odczytow lub staje sie nieefektywna w czasie ich
analizy

4. Istnieje rowniez granica tego, jak krotki moze byc
odczyt



Mapping vs Alignment

« Mapowanie to * Alignmentto
zlokalizowanie obszaru szczegotowe
genomu, z ktorego umieszczenie kazdej
pochodzi sekwencja zasady w odczycie.
odczytu.

* Dopasowanie jest

[ ] I . .
Mapowanie jest uwazane za poprawne,

uwazane za poprawne, e .
N POP jesli kazda baza jest
jesli pokrywa sie z

orawdziwym umieszczona
regionem. poprawnie.



Mapping vs Alignment

 Poprawne mapownie, niepoprawny aligment
(dopasowanie)

* Poprawny aligment (dopasowanie)
nieprawidtowe mapowanie



Mapping vs Alignment

e Aligment
— Identyfikacjia SNP

— Identyfikacjia variantow genomowych —
genotypowanie

* Mapping

— RNAseq (interesuje nas z jakiego genu pochodzi
odczyt, nie jesteSmy szczegollnie zainteresowani
roznicami w sekwencji)



Jak wybrac program do aligmentu
danych

Algorytm: globalny, lokalny lub poét-globalny?

Czy istnieje potrzeba zastosowania aligmentu
nielinearnego?

W jaki sposob ,,radzi sobie” z mutacjami
INDEL?

Czy aligner moze opuszczac (lub taczy¢ ) duze
obszary (alternatywny splicing) ?

Czy opcje filtrowania moga by¢ dostosowane
do naszych potrzeb?



Jak wybrac program do aligmentu
danych

 BWA (algorytm z najnowszej wersji nie zostat
opublikowany w recenzowanym czasopismie !)

— https://gist.github.com/ialbert/3164967c853b7fd
8fd4e

e Bowite2

e Histat2 — implementacja algorytmu Bowite2


https://gist.github.com/ialbert/3164967c853b7fd8f44e
https://gist.github.com/ialbert/3164967c853b7fd8f44e

Jak dziatajg programy do aligmentu
danych

e Zasadniczo wszystkie programy dziatajg na
tych samych zasadach:

1. Najpierw budowany jest indeks ze znanego zrodta
(nalezy to zrobic tylko raz) — genom feferencyjny.

2. Odczyty w formacie FASTA / FASTQ sg nastepnie
przyrownywane wzgledem tego indeksu.



BWA

e Budowanie indexu

— Polecenie bwa index



bowite?2

e Budowanie indexu
— bowtie2-build



HISAT2

e Budowanie indexu
— Polecenie hisat2-build

— Mozna stosowac zaréwno do duzych jak i matych (
ponizej 4 miliardow) genomow

— Mate genomy pliki ht2 (liczby 32-bitowe)
— Duze genomy ht21 (liczby 64-bitowe)



hi=zat2 [options]#* -x <hisatZ-idz>
Main arguments

-X <hi=at2-idx>

-1 <mlz>

-2 <m2>

-0 <r>

HISAT2

{-1 <ml> -2 <mi> | -U <r>» | —--sra-acc <SRA accession number>} [-5 <hit>]

The basename of the index for the reference genome. The basename is the name of any
of the index files up to but not including the final .1.ht2 / etc. hisatz looks for the

specified index first in the current directory, then in the directory specified in the
HISATZ INDEXES environment variable.

Comma-separated list of files containing mate 1s (filename usually includes 1), e.g. -1
flvhk 1.fg,£1yB 1.faq. Sequences specified with this option must correspond file-for-file
and read-for-read with those specified in <m2>. Reads may be a mix of different lengths. If

- is specified, hi=atZ will read the mate 1s from the "standard in" or "stdin" filehandle.

Comma-separated list of files containing mate 2s (filename usually includes _z), e.g. -2
flyk 2.fg,f1yB 2.fg. Sequences specified with this option must correspond file-for-file
and read-for-read with those specified in <m1>. Reads may be a mix of different lengths. If

- is specified, hi=zacz will read the mate 2s from the "standard in" or "stdin" filehandle.

Comma-separated list of files containing unpaired reads to be aligned, e.g.
lanel.fq,lanel.fg,laned.fg, lan=4.fg. Reads may be a mix of different lengths. If - is

specified, hisatz gets the reads from the "standard in" or "stdin” filehandle.



SAM - Sequence Alignment Maps

Plik tekstowy
Rozdzielony znakami tabulacji

Zawiera dwie sekcje
— Nagtowek (jest sekcjg opcjonalng, zaczyna sie znakiem
@)

— Alignment (kazda linijka zawiera informacje o
aligmencie), 11 pdl zawierajacych informacje o
aligmencie

Specyfikacja http://samtools.github.io/hts-
specs/SAMv1.pdf



http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf

BAM

Binarna wersja SAM

BAM jest skompresowang (i najczesciej
posortowang) wersjg SAM

Sortowanie na podstawie

— Lokalizacji (pozycji) - najczesciej

— Nazwy odczytow

Wymiana i przechowywanie danych w
formacie BAM jest bardziej efektywne



SAM — cel formatu

Umozliwia przedstawienie setek milionow
dopasowani (aligmentow)

Metody przetwarzania informacji w plikach
SAM / BAM

Informacja zawarta w tym pliku okresla sukces
kazdej analizy

Tworzenie tego pliku tak, aby faktycznie
zawierat potrzebne informacje zawsze
powinny by¢ naszym priorytetem



SAM — co zawiera

* Pliki SAM/BAM utworzone przez rézne
programy moga zawierac rozng ilos¢
informacji

* Roznice nie wynikajg jedynie z doktadnosci i
efektywnosci wykorzystanego narzedzia

e Standar wymaga aby plik SAM zawierat 11

podstawowych kolumn z scisle okreslonymi
informacjami



SAM — co zawiera

* Jak sie okazuje plik SAM utworzone przez
rozne programy zawierajg rozne ilosci
informacji, a réznice miedzy nimi mozna
podzieli¢ na dwa gtowne kategorie:

— Ktoére aligmenty sg (lub nie s3) zareportowane w
pliku SAM

— Informacje w polach poza wymaganym minimum
przez standard



SAM — co zawiera

W praktyce konwersja ,,standardowego” pliku
SAM generowanego przez jeden program w inny
,Sstandardowy” plik SAM generowany przez inny
program jest zadaniem bardzo trudnym, a czesto
wrecz niemozliwym do osiggniecia



SAM — co zawiera

* Format SAM jest bardzo "skapy,,

e Kazdy aligner uzupetni tyle ile informacji, ile
wie jak uzupetnic



Co oferujg pliki SAM

e Szybki dostep do aligmentow, ktore naktadajg sie
na wspotrzedne. Na przyktad wybieramy
aligmenty, ktore sie pokrywajg z wspotrzedna
323,567,334 na chromosomie 2

* tatwy wybor i filtrowanie odczytéw na podstawie
atrybutoéw. Na przyktad chcemy szybko wybrac
aligmenty, ktére sg wyrownane do sekwencji o
odwroconej orientacji (-)

* Wydajne przechowywanie i dystrybucja danych.
Na przyktad, jeden skompresowany plik zawiera
dane dla wszystkich probek jednego typu



BAM to FASTQ

* Poniewaz pliki BAM przechowujg skompresowane
informacje zdarza sie (coraz czesciej), ze
informacjie z ,surowych” odczytow przechowuje
sie jako niewréwnane (,,unaligned”) pliki BAM

* Pliki BAM w takiej postaci nie mogg by¢
analizowane, aby mozna byto analizowac
przechowywane w nich informacje konieczne jest
ponowne ich przekonwertowanie w pliki FASTQ



Tworzenie plikéw SAM/BAM

Pobranie/otrzymanie surowych danych
odczytow (pliki FASTQ)

Pobranie sekwencji genomu referencyjnego
Indexowanie genomu referencyjnego

Wyrownanie (aligment) pliku(ow) FASTQ
(otrzymujemy plik SAM)

Sortowanie pliku SAM (samtools)
Zbudowanie indexu dla pliku BAM (samtools)



