Seminarbaustein:

Next Generation Sequencing
Variant Calls mit Galaxy

Hochkomplexe Analysegerate wie NGS produzieren in kirzester Zeit
umfangreiche Datenmengen, die flir Forschung, Entwicklung und
Produktion zeithah auszuwerten sind. Das stellt besondere
Anforderungen an das Fachpersonal. Im Seminar erlernen Sie die
Anwendung und erhalten praktische Hilfe.

Hier sehen Sie ein Umsetzungsbeispiel.

Dozent: M. Sc. Benjamin Béhmer
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NGS :

NextSeq 500

illuming
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Variant Call :

Somatic Mutations

Reference sequence Mor-hurnan

Hormozygous Hemizygous Translocation
Point mutation Indel delenon deletion Gain breakpoint Pathogen

Copy number alterations
Nature Reviews | Genetics

Meyerson M et al. Advances in understanding cancer genomes through second-
generation sequencing. Nature Reviews Genetics (2010) 11, 685-696
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Variant-Call Workflow

Quality Control

Mapping

PileUp

Filtern der Ergebnisse

www.cqg-bildung.de



Ausgabe eines Sequencers: FASTQ-Dateien :

= Alle Sequenzen in einer Datei
= Qualitatsscore fur jede Base

@M00805:5:000000000-A0VLL:1:1101:16473:1320 1:N:0:1
NTTGTCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGTAATCAGACGACACAGGAAGCAGATTTTGCTAAT
TTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGCGAAGTTCCGGCAGTGTCACAGCAC

+
#55<<?BBDBDDDDDDFFFFFFHHHHHFHHA FHHHHHHHHHBHHHHH F F FHHHHHHHHD GDGHC
AFHFHHHHHHFGHDDHFBFHD FFHFF FHHHF FA=@BEEEED ) @<B?BE3==?EEEE
@M00805:5:000000000-A0VLL:1:1101:15023:1321 1:N:0:1
NAGAAATCACAGACATACAAAGCAGTCTGTGTCCTTAGGTCCTGAGCAGCCTCCAGCACATTCT
AGCATCTGCCGTCACATTGTTCTGCACACACCGTCCTTGTCACTGCAGAAGACAGA

+

#5577 ?BBDDEDDDDDGGGGGGIIIIIIIIIITIIIIIITHIHIIHFGHHHIIIIIIIIIHIIII
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHG G F GEGGGGGGGGGGGGGGGGEGGGGCEGG>
@M00805:5:000000000-A0VLL:1:1101:14046:1321 1:N:0:1
NTTTCGTGGAAGTGGGTTACCTGACAGTGTGCACGCCCCCAGCAGGTTCACAATATTCTCGTGG
ACATGAGTGCCTCTCTTTCAGAGCTGTCTGCTTTTTCTGTCAAAGAAAGGAGCATT
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Erste Ebene

@Per base sequence quality

Quality scores across all bases (lllumina 1.5 encoding)
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Read Mapping

Mapping

Referenz-
Genom

www.cq-bildung.de



|GV-Darstellung des Mappings

= |ntegrative Genome Viewer

2,193 hp

L

www.cqg-bildung.de
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Information pro Position: PileUp :

AA
Referenz-
Genom
Referenz Nukleotid | Alignierte
Nukleotide
1 a aaa
2 g ttt
~ T -~
VARIANZ
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Beispiel Variant Call: Mitogenom

10

= Vorteile: Mitogenom ist klein (ca 16k bp)
» Schnelle Durchfuhrung des Mappings

= Nachtell: Viele verschiedene Kopien pro Zelle

» Gefundene Variationen oft nicht sehr eindeutig

https://de.wikipedia.org/wiki/Mitochondrium

www.cqg-bildung.de



Galaxy

11

Webbasiert
Open-Source
Leichte Erstellung von Workflows

Sehr groBe Sammlung von Bioinformatiktools

Vor allem zum Thema NGS
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Galaxy Workflow: Read Quality Control 1

[ ) FASTQ Datei o # Trimmomatic x
output Input FASTQ file
faﬁtq_wt_palreﬂ ............................
fastg_out_unpaired
fastg_out_rl1_paired
fastg_out_r2_paired

fastg_out_rl1_unpaired

fastg_out_r2_unpaired

fastq_out

Beratun .
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Galaxy Workflow: Mapping

13

[ FASTQ Datei

output

x

# Trimmomatic

Input FASTQ file

fastg_out_paired
fastq_out_unpaired
fastg_out_r1_paired
fastq_out_r2_paired
fastg_out_r1_unpaired
fastg_out_r2_unpaired

fastg_out

# Map with BWA for Illumina %

FASTQ file

output (sam)

cQ
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Galaxy Workflow: PileUp

14

[|FASTQ Datei % A& Trimmomatic x

output Input FASTQ file

fastg_out_paired
fastq_out_unpaired
fastg_out_r1_paired
fastg_out_r2_paired
fastg_out_r1_unpaired
fastq_out_r2_unpairad

fastg_out

# Map with BWA for Illumina X

FASTQ file

FSAM-to-BAM X

SAM file to convert

output (sam)

putputl (bam)

# Generate pileup %

Select the BAM file to generate the
pileup file for

outputl (tabular)

Beratung
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Fertiger Workflow

[IFASTQ Datei % /& Map with BWA for Tllumina X

| # Unfiltered BAM ¥ 4~ Flagstat x
file
output { FASTQ file BAM File to Convert
SAM file to convert
output (sam) outputl (txt) &
outputl (bam)
4 Select x A SAM-to-BAM % # Generate pileup x / Filter x £ summary Statistics %
Select lines from SAM file to convert Select the BAM file to generate the Filter Summary statistics on
pileup file for
out_filel outputl (bam) out_file1 out_filel (tabular) &
outputl (tabular) -
#~ Filter pileup x #~ Filter x #~ Compute x & Filter x #& Sort x
Select dataset Filter as a new column to Filter Sort Dataset
out_filel (tabular, interval) out_filel out_filel out_filel

out_file1l &

Beratung
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Ergebnis (Die ersten vier)

16

Chromosom

Referenz-
Nukleotid

Variante

chrM

chrM

chrM

chrM

11719

11722

12705

14580
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Variant Call Alignierte Reads 1

43hp

14.700 bp 1.740bp 1720bp 14730 bp 1
| | | |

(= ]| [ ]| [y} | [=x]

(=]

r¢c 217 7. C T C A T A AT CGCCC A C G 6 A C T C A C A T C C T C A T T A C T AT
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Variant Call Alignierte Reads 18

43hp

11700 bp 1.1M0bp 1720 bp 14730 bp 1
| | | |

76]
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Leigh-Syndrome 19

& 4bp -

8980 bp 8.990 bp 3.000 bp 9010 bp
| | | | |

CQ ?21?5323 www.cq-bildung.de




Andere NGS Anwendungen 20

= Differentielle Genexpressionsanalysen:
» RNA-Seq

= Finden von DNA-bindenden Motiven in Proteinen:
» CHiP-Seq

= Finden von Methylierungsstellen in DNA:
» Methyl-Seq

= DeNovo Genomseqguenzierung:
» Genome-Assembly

Beratun .
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Quellen

21

https://usegalaxy.org/

http://software.broadinstitute.org/software/igv/

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

http://bio-bwa.sourceforge.net/

http://samtools.sourceforge.net/pileup.shtml
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