RST-2.5 Pagina 1din 71

<

Instrumente Structurale
2014-2020

UNIUNEA EUROPEANA

Programul Operational Competitivitate

CeCBiD-EOSC

Centru Cloud si Big Data pentru participarea la Cloud-ul European
pentru Stiinta Deschisa (CeCBiD-EOSC)

Raport Stiintific si Tehnic 2.5

Servicii si aplicatii informatice pentru suportul activitatii de analiza a
datelor de secventiere de noua generatie

Editor: Mihnea Dulea
Autori: George Necula
Dragos Nicolae Ciobanu-Zabet

Ionut Traian Vasile

Versiunea: Finala (1.0)
Data: 31.07.2023
Distributie: Internd
Cod document: CBD_RST-2.5

Rezumat: Proiectul POC CeCBiD-EOSC a fost implementat de catre echipa Departamentului Fizica
Computationald si Tehnologia Informatiei (DFCTI) din IFIN-HH in perioada 2020-2023. Acest document
raporteaza rezultatele obtinute in cadrul Subactivitatii 2.5 — “Realizarea de servicii si aplicatii informatice
pentru suportul activitatii de analiza a datelor de secventiere de noua generatie”. Sunt prezentate fluxurile
de lucru dezvoltate in cadrul DFCTI pentru analiza secventelor genomice umane obtinute prin metoda
secventierii de noua generatie (NGS). Fluxurile programate sunt testate, optimizate si validate riguros in
vederea integrarii lor in serviciile de analiza NGS care sunt puse la dispozitia utilizatorilor in Centrul de
Resurse Cloud si Big Data. Pentru furnizarea serviciilor de analiza NGS se programeaza o platforma software
unica si o interfata web de acces al utilizatorilor la aceste servicii.

© Copyright IFIN-HH




RST-2.5 Pagina 2 din 71

DREPT DE PROPRIETATE SI DECLINAREA RASPUNDERII

Acest document contine materiale ale caror drepturi de autor apartin IFIN-HH si care nu pot fi
reproduse sau copiate fara permisiune.

Utilizarea comerciala a oricaror informatii continute in acest document poate necesita o licenta
de la proprietarul informatiilor respective.

Beneficiarul proiectului nu garanteaza ca informatiile continute in acest raport pot fi utilizate
independent in forma in care au fost prezentate, sau ca utilizarea informatiilor nu prezinta riscuri,
si nu 1si asuma nicio raspundere pentru pierderile sau daunele suferite de orice persoana care
utilizeaza aceste informatii.

Continutul acestui material nu reprezinta in mod obligatoriu pozitia oficiald a Uniunii Europene
sau a Guvernului Romaniei.

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 3 din 71

Prefata

Investitiile in infrastructura de Cloud computing si de Big Data in vederea maximizarii
potentialului de crestere a economiei digitale europene reprezinta una dintre directiile prioritare
ale Strategiei Pietei Unice Digitale, care a fost stabilita in 2015 de catre Comisia Europeana.!

Recunoscand capabilitatile de exploatare a fenomenului Big Data oferite de tehnologia Cloud,
Comisia a lansat in aprilie 2016 Initiativa Europeana Cloud?, a carei implementare se bazeaza
pe Cloud-ul European pentru Stiinta Deschisa (European Open Science Cloud - EOSC) si pe
Infrastructura Europeana de Date (European Data Infrastructure — EDI).

In viziunea Comisiei Europene, EOSC trebuie sa asigure pentru comunitatea stiintifica un mediu
virtual sigur, deschis, capabil sa ofere servicii de stocare, management, analiza, precum si de
refolosire a datelor dincolo de frontiere si discipline stiintifice. In acest cadru, s-a recomandat
infrastructurilor europene de cercetare (si in primul rand infrastructurilor ESFRI) sa promoveze
reutilizarea datelor proprii pentru inovare si in scopuri educationale prin sprijinirea conectarii lor
la EOSC.3

Parcursul de Implementare a EOSC* a stabilit liniile de actiune pentru crearea unei federatii pan-
europene a infrastructurilor de date pentru cercetare, care sa inlocuiasca fragmentarea existenta
cu solutii eficiente si usor de utilizat pentru stocarea, gasirea, partajarea si refolosirea datelor.
Directiile de actiune propuse pentru implementarea modelului federalizat al EOSC privesc
arhitectura sistemului, administrarea datelor, serviciile, accesul si interfetele de acces, regulile
de participare, precum si guvernanta. Arhitectura EOSC cuprinde un nucleu federativ, care
include resursele partajate ale EOSC, precum si multiple infrastructuri de date federate angajate
in furnizarea de servicii catre EQOSC.

fncepand din anul 2018, IFIN-HH a contribuit la implementarea infrastructurii EOSC prin
intermediul Departamentului Fizicd Computationald si Tehnologia Informatiei (DFCTI,
https://cc.ifin.ro ), care a participat, in calitate de asociat al coordonatorului, Fundatia EGI>, la
proiectul H2020 EOSC-Hub® (2018-2020), destinat dezvoltarii resurselor si serviciilor Cloud
initiale pentru EOSC. Sarcina DFCTI a fost de a furniza, prin intermediul centrului Cloud
CLOUDIFIN?, resurse pentru sustinerea diferitelor comunitati de utilizatori, precum si de a
contribui cu servicii nationale la catalogul de servicii al EOSC, in conformitate cu regulile de
angajare ale proiectului. in acest scop, EOSC-Hub a finantat activitatea de management si
operare a site-ului CLOUDIFIN, asigurand continuitatea furnizarii acestor servicii.

Pentru a putea finanta realizarea masei critice de resurse necesara participarii la EOSC, DFCTI a
propus proiectul CeCBiD-EOSC in cadrul apelului POC 398/2018. Totodata, pentru continuarea
implementarii serviciilor specifice EOSC, DFCTI participa, incepind din 2020, la proiectul H2020
EGI-ACE - ,Advanced Computing for EOSC” (2020-2023), a carui misiune este de a asigura
servicii EOSC gratuite pentru cercetatorii din toate disciplinele stiintifice care necesita calcule
intensive si Big Data. Astfel, proiectele EGI-ACE si CeCBiD-EOSC actioneaza complementar, la
nivelul EU si, respectiv, national, pentru realizarea strategiei de integrare a infrastructurii de
calcul si de date a IFIN-HH in EOSC.

Obiectivul general al proiectului CeCBiD-EOSC este cresterea capacitatii de cercetare in scopul
ridicarii nivelului de competitivitate stiintifica pe plan international al IFIN-HH, prin modernizarea

L ™A Digital Single Market Strategy for Europe” - COM(2015) 192

2 "Fyropean Cloud Initiative - Building a competitive data and knowledge economy in Europe" - COM
(2016) 178

3 %L ong-term sustainability of Research Infrastructures” - SWD(2017) 323

4 “Implementation Roadmap for the European Open Science Cloud” - SWD(2018) 83

5> Fundatia EGI, https://www.egi.eu/about/egi-foundation/

6 “Integrating and managing services for the EOSC”, https://www.eosc-hub.eu/

7 Centrul de resurse Cloud al DFCTI, CLOUDIFIN, http://cloudifin.ifin.ro/
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infrastructurii Cloud, extinderea infrastructurii masive de date si realizarea unui centru de date
cu performante inalte, care sa fie integrat in Cloud-ul European pentru Stiinta Deschisa.®

Totodata, proiectul propune o solutie tehnica pentru interconectarea la nivel national, in cadrul
unui Cloud federalizat, a centrelor de tip Cloud privat dezvoltate in institutii apartinand sistemului
de CDI, capabila sa ofere utilizatorilor acces printr-o interfata unica la resurse si servicii furnizate
de aceste centre. Implementarea acestei solutii va eficientiza utilizarea resurselor Cloud de catre
grupurile de cercetatori si va stimula semnificativ cooperarea intre specialistii in tehnologii
informatice avansate.

Infrastructura realizata in cadrul proiectului va sustine dezvoltarea unor activitati de CDI in
domeniile sistemelor de calcul paralel si distribuit, invatarii automatizate, calculului stiintific si
bioinformaticii, cu aplicatii relevante pentru fizica materiei condensate, studiul interactiei laser-
materie, nanofizica si nanoelectronica.

Obiectivele specifice ale proiectului CeCBiD-EOSC au fost urmatoarele:

1. Realizarea unui centru performant de resurse Cloud si Big Data prin achizitionarea si
instalarea de active corporale si necorporale necesare pentru derularea activitatilor de
CDI prevazute in proiect.

2. Dezvoltarea si diversificarea serviciilor furnizate la nivel european de catre centrul
CLOUDIFIN in perspectiva integrarii acestuia in EOSC.

3. Realizarea in cadrul centrului de resurse Cloud a unei solutii tehnice capabila sa
interconecteze la nivel national, in cadrul unui sistem federalizat, centrele de tip Cloud
privat dezvoltate in institutii apartinand sistemului de CDI, capabild sa ofere utilizatorilor
acces printr-o interfatd unica la resurse si servicii furnizate de catre aceste centre.

4. Asigurarea conditiilor de sustinere informationala in tehnologie Cloud si Big Data a
participarii institutului la colaborari internationale de anvergura, precum si a noilor optiuni
strategice privind angajarea in directii de cercetare emergente din spatiul stiintific
international, cu relevanta socio-economica deosebita.

5. Dezvoltarea si implementarea de servicii si aplicatii informatice pentru administrarea si
functionarea centrului de resurse, care utilizeaza tehnologii Cloud si Big Data pentru:
satisfacerea cerintelor IT din faza operationala a proiectului Extreme Light Infrastructure
- Nuclear Physics (ELI-NP); modelarea si simularea la nivel molecular a nano- si
biosistemelor complexe; analiza datelor de secventiere de noua generatie.

6. Realizarea conditiilor tehnice si asigurarea suportului de specialitate pentru obtinerea
si/sau imbunatatirea de catre parteneri economici, in special din cadrul Clusterul
Tehnologic Magurele (MHTC), a unor produse si servicii Tn domenii de specializare
inteligentd, care vor conduce la cresterea competitivitatii acestora.

7. Formarea si perfectionarea personalului calificat, precum si transferul de cunostinte in
domeniile Cloud computing si Big Data catre personalul stiintific si tehnic din alte entitati
ale sistemului de CDI.

8. Diseminarea rezultatelor proiectului prin participarea la conferinte (inter)nationale si
publicarea de articole stiintifice in parteneriat public-privat.

Prin obiectivele sale, proiectul conduce la extinderea capacitatii resurselor Cloud si Big Data,
precum si la Tmbunatatirea calitativa si diversificarea serviciilor de calcul si de analiza de date
pe care Centrul de Calcul Avansat din IFIN-HH le va oferi comunitatii stiintifice nationale si
internationale, contribuind prin aceasta la dezvoltarea sistemului national de CDI si la cresterea
vizibilitatii la nivel european.

Rezultatele prevazute ale proiectului sunt urmatoarele:

8 Cerere de Finantare, proiect CeCBiD-EQSC
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Documentul
Nr. Rezultat prognozat in care a fost
raportat

1. Documentatia de achizitie a servicillor de consultanta pentru RP2
elaborarea documentatiei tehnice necesare echiparii centrului de
resurse Cloud si Big Data

2. | Contract de furnizare a serviciilor de consultanta pentru elaborarea RP2
documentatiei tehnice necesare echiparii centrului de resurse Cloud si
Big Data

3. | Documentatie tehnica privind echiparea centrului de resurse Cloud si RP3
Big Data

4. | Documentatia de achizitie a serviciilor de informare si publicitate RP1
Contract de achizitie servicii de informare si publicitate RP1

6. Contracte de achizitie active corporale pentru echiparea centrului de RP11
resurse Cloud si Big Data

7. Un comunicat de presa publicat la lansarea proiectului RP1

8. Un comunicat de presa publicat la finalizarea proiectului RP13
Pagina web a proiectului, publicata la adresa http://cecbid- RP1
€eo0sc.nipne.ro

10. Materiale de informare si publicitate (roll-up-uri, afise, rame afis, RP1
mape, banner).

11. Sistem de procesare de date achizitionat si instalat. RP13

12. Sistem de stocare de date achizitionat si instalat. RP13

13. Switch pentru interconectarea sistemelor hardware achizitionat si RP13
instalat.

14. Instalatie de climatizare achizitionata si instalata. RP13

15. Sistem UPS achizitionat si instalat. RP13

16. Rack-uri pentru gzduirea echipamentelor IT achizitionate si instalate. RP13

17. Tablouri electrice si retea electrica achizitionate si instalate. RP13

18. Servicii si aplicatii informatice pentru administrarea si monitorizarea RP13
centrului CLOUDIFIN, precum si pentru asigurarea accesului
utilizatorilor.

19. Interfata de acces al utilizatorilor la resurse oferite de centre Cloud RP13
multiple. Manual de utilizare.

20. | Servicii si aplicatii informatice pentru satisfacerea cerintelor IT din faza RP13
operationala initiala a proiectului ELI-NP. Raport stiintific si tehnic

21. | Servicii si aplicatii informatice pentru suportul activitatii de modelare si RP13
simulare a nanostructurilor complexe

22.  Servicii si aplicatii informatice pentru suportul activitatii de analiza a RP13
datelor de secventiere de noua generatie

23. | Studiu privind performantele centrului Cloud si Big Data. Manual de RP13

management
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24.  Lucrari si comunicari stiintifice RP13
25. | Fise de post RP1-13
26. | Documente de raportare (rapoarte de activitate / de progres; procese RP1-13

verbale ale intalnirilor echipei de management a proiectului)
27. | Cereri de plata/rambursare RP4-13

28. | Raport de audit final al proiectului. -

Proiectul CeCBiD-EOSC a demarat la data semnarii contractului de finatare de catre Ministerul
Educatiei si Cercetarii (19.05.2020), iar finalizarea lui este planificata pentru luna iulie 2023.

Proiectul CeCBiD-EOSC este cofinantat din Fondul European de Dezvoltare Regionalda (FEDR) in
baza contractului de finantare incheiat cu Ministerul Educatiei si Cercetarii in calitate de Organism
Intermediar, in numele si pentru Ministerul Fondurilor Europene in calitate de Autoritate de
Management.
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Rezumat

Scopul livrabilului

Scopul acestui raport este de a prezenta rezultatele obtinute in cadrul Subactivitatii 2.5 a
proiectului CeCBiD-EQSC, privind dezvoltarea software pentru optimizarea analizei datelor de
secventiere de noua generatie (NGS) si implementarea platformei de servicii de analiza NGS.

Impact

Workflow-urile dezvoltate in cadrul Subactivitatii 2.5 descriu o solutie originala de automatizare
a serviciilor de analiza a datelor de secventiere de noua generatie, care accelereaza procesele
de descoperire a diferitelor variante alelice din secvente genomice umane, contribuind la
diagnosticarea mai rapida a unor afectiuni complexe precum diabetul, cancerul, boli neurologice,
etc. Totodata, platforma software implementata deschide perspectiva dezvoltarii si consolidarii
cooperarii cu cercetarea din bioinformatica si cu mediul privat intr-un domeniu emergent si de
interes economic, un exemplu in acest sens fiind colaborarea cu SC Genetic Lab SRL.

Continutul Raportului Tehnic

In Introducere se motiveaza necesitatea analizei secventelor genomice obtinute prin metoda
secventierii de noua generatie si se trec in revista obiectivele si rezultatele preconizate ale
Subactivitatii 2.5. Proiectarea si testarea a cinci fluxuri de lucru de analiza NGS este prezentata
in Cap. 2. Sunt descrise in detaliu 2 fluxuri de lucru optimizate si validate riguros pentru analiza
liniei germinative a datelor NGS umane si 3 fluxuri de lucru pentru analiza somatica din probe
de secventiere normale si tumorale. Modul de validare a fluxurilor de lucru este prezentat in
Sectiunea 2.3, iar comparatia rezultatelor rularii programelor pe infrastructura CPU si, respectiv,
GPU, sunt prezentate in Sectiunea 2.4. In Cap. 4 se prezinta activitatile de optimizare si de
integrare a fluxurilor de lucru in serviciile de analiza NGS care urmeaza sa fie puse la dispozitia
utilizatorilor in Centrul de Resurse Cloud si Big Data. Platforma software de furnizare a acestor
servicii si interfata grafica a utilizatorilor realizate in cadrul CCBD sunt descrise in Cap. 5.

Concluziile Raportului Tehnic

Subactivitatea 2.5 se incheie cu realizarea rezultatului planificat nr. 22 al proiectului - "Servicii
si aplicatii informatice pentru suportul activitatii de analiza a datelor de secventiere de noua
generatie. Raport stiintific si tehnic”.

Prin implementarea platformei de analiza a datelor de secventiere de noua generatie se
contribuie la indeplinirea urmatoarelor obiective ale proiectului: O4. Asigurarea conditiilor de
sustinere informationala in tehnologie Cloud si Big Data a participarii institutului la colaborari
internationale de anvergura, precum si a noilor optiuni strategice privind angajarea in directii de
cercetare emergente din spatiul stiintific international, cu relevanta socio-economica deosebita;
05. Dezvoltarea si implementarea de servicii si aplicatii informatice pentru administrarea si
functionarea centrului de resurse, care utilizeaza tehnologii Cloud si Big Data pentru ... analiza
datelor de secventiere de noua generatie.

De asemenea, prin programarea aplicatiilor de analiza a datelor NGS, Subactivitatea 2.5 a
contribuit la indeplinirea indicatorului suplimentar de realizare “Aplicatii dezvoltate folosind
tehnici pentru infrastructuri masive de date (Big Data)” din Cererea de Finantare.

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH
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1. Introducere

1.1 Context general si necesitate

Obiectivul specific O5 al proiectului include Dezvoltarea si implementarea de servicii si aplicatii
informatice pentru administrarea si functionarea centrului de resurse, care utilizeaza tehnologii
Cloud si Big Data pentru analiza datelor de secventiere de noua generatie.

Analiza secventelor genomice umane (exom sau genom intreg), obtinute prin metoda
secventierii de noua genereatie (New Generation Sequencing - NGS) este utilizata in vederea
localizarii atat a variantelor alelice obisnuite dar si a acelora rar intalnite care pot afecta
semnificativ determinismul genetic al diferitelor afectiuni complexe precum diabetul, cancerul,
boli neurologice, etc. Prin intermediul genotiparii de mare capacitate la nivelul intregului genom
uman s-au identificat mai mult de 2.600 alele cu risc obisnuit, asociate cu peste 350 trasaturi
complexe. Progresul tehnologic din domeniul secventierii de noua generatie permite
secventierea genomului uman la costuri din ce in ce mai reduse si va facilita identificarea de noi
variante rare asociate cu diferite profile patogenice, cavasispecii, sau a mutatiilor de novo.

Desi secventierea genomica este din ce in ce mai accesibila atat cercetatorilor cat si beneficiarilor
privati, metodele de analiza bioinformatica - mai precis asamblarea genomurilor foarte mari din
ampliconi foarte scurti si post-procesarea ulterioara - raman in continuare o provocare datorita
cantitatii enorme de date a caror prelucrare prin metode conventionale necesita timp de calcul
mare. Acest inconvenient afecteaza atat viteza de progres a cunoasterii stiintifice cat si cea a
unor activitati cu aplicabilitate economica, cum este diagnosticarea genetica din probe recoltate
de la pacienti/clienti. La fel cum orice metoda de laborator necesita optimizare, testare si
validare experimentala, asa si analiza bioinformatica necesita selectia programelor de asamblare
(CABOG, SGA, SOAPdenovo) cu rata de eroare scazuta, selectia parametrilor optimi de
asamblare pentru tipul de date analizate, precum si validarea metodei de asamblare (e.g.
cromozomul 14 uman) conform GAGE (Genome Assembly Gold-Standard Evauations).

Rezultatele analizei primare a datelor NGS sunt exemple tipice de Big Data, carora li se pot
aplica tehnici avansate specifice pentru sistematizare, data mining, cautari, etc. Acestea au fost
implementate pe platforma CLOUDIFIN in vederea accelerarii proceselor de descoperire sau
diagnosticare.

1.2 Obiectivele Subactivitatii 2.5

Obiectivele specifice ale Subactivitatii 2.5 sunt urmatoarele [8]:
1. Instalarea sistemelor de management al fluxurilor de lucru Apache Taverna si Galaxy

2. Testarea aplicatiilor care folosesc tehnici pentru infrastructuri masive de date (Big Data)
pentru analiza bioinformatica a datelor NGS

3. Instalarea si testarea apliatiilor bioinformatice de analiza NGS care ruleaza pe
acceleratoare grafice

4. Proiectarea si testarea fluxurilor de lucru bioinformatice pentru asamblarea secventelor
de novo si pe referinte, genotipare, detectie SNP, detectie indel, etc.

5. Validarea acuratetii fluxurilor de lucru bioinformatice pentru analiza datelor NGS

1.3 Rezultate preconizate

e 22 - Servicii si aplicatii informatice pentru suportul activitatii de analiza a datelor de
secventiere de noua generatie. Raport stiintific si tehnic.

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH
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2. Proiectarea si testarea fluxurilor de lucru

Seturile de date genomice umane au in general doua proveniente: germinativa si somatica. In
timp ce seturile de date obtinute din linie genetica sunt intrebuintate in general pentru studii
genomice si pentru identificarea alelelor implicate in etiologia maladiilor ereditare, iar analiza
liniei somatice se realizeaza cu scopul identificarii modificarilor genetice implicate in diferite tipuri
de neoplazii. Analiza bioinformatica a liniei genetice somatice presupune analiza comparativa a
doua probe de secventiere: una obtinuta din celule normale si cealalta din celule tumorale.
Fluxurile de lucru dezvoltate in cadrul proiectului reflecta aceste diferente. La finalul proiectului
s-au obtinut 2 fluxuri de lucru optimizate si validate riguros pentru analiza liniei germinative a
datelor NGS umane si 3 fluxuri de lucru pentru analiza somatica din probe de secventiere
normale si tumorale. Ambele tipuri de fluxuri de lucru pot fi utilizate pentru analiza seturilor de
date WGS/WES de secventiere Illumina obtinute din probe clinice.

Fluxurile de lucru utilizate in vederea automatizarii procedurilor de analiza bioinformatica a
datelor NGS brute sunt bazate pe sistemului de management al fluxurilor de lucru Apache
Taverna [1]. A fost ales sistemul Taverna datorita experientei anterioare si pentru ca pastreaza
posibilitatea de rulare atat pe infrastructura HPC cat si in Cloud. Fluxurile de lucru Taverna au o
structura generala alcatuita din: 1) porturi de intrare prin care se specifica datele NGS brute si
parametri esentiali; 2) module folosite pentru executia programelor si 3) porturi de iesire folosite
pentru diagnostic si validarea executiei fluxului de lucru. Fluxurile de lucru prezinta o constructie
modulara, iar fiecare modul primeste date de intrare individual, astfel incat sa permita reluarea
fluxului exact din punctul unde a survenit o eroare, fara a necesita rularea modulelor precedente.
Toate fluxurile de lucru rezultate au fost testate pe un server HPC dotat cu doua procesoare Intel
Xeon Gold 5120 cu 14 nuclee, 128 GB memorie RAM, si sistem de operare CentOS 7. Aceleasi
fluxuri de lucru au fost rulate in paralel pe o masina virtuala din clusterul CLOUDIFIN dotata cu
24 de nuclee CPU (Intel Xeon Gold 5120), 100 GB memorie RAM, avand instalat acelasi sistem
de operare (CentOS 7). Ambele sisteme de calcul au avut instalat un accelerator grafic NVIDA
Tesla K80.

Primul flux de lucru implementat si testat in cadrul proiectului s-a axat pe descoperirea,
adnotarea si interpretarea variantelor umane scurte: single-nucleotide polymorphism (SNP) si
insertii/deletii (INDEL), bazat in principal pe pachetului software Genome Analysis Toolkit
(GATK) [2]. GATK este unul dintre cele mai utilizate instrumente software de identificare a
variantelor genetice i.e. identificarea cu precizie suficient de buna a diferentelor dintre citirile
analizate si genomul de referinta, care sunt determinate fie de variatii genetice reale fie de erori.
Pentru obtinerea acestor performante, pachetul GATK utilizeazd metode statistice avansate
precum regresia logistica, clasificatorul bayesian naiv si modelul Markov ascuns. Pe scurt, citirile
NGS brute au fost aliniate pe o versiune a genomului uman de referinta (GRCH37 / GRCH38) cu
ajutorul programului BWA-MEM [3]. Fisirele FASTQ aliniate au fost convertite in fisiere BAM, care
mai departe au fost sortate, indexate, iar citirile duplicatele au fost marcate. Fisierele BAM au
fost rafinate cu ajutorul modulului Base Quality Score Recalibration (BQSR) cu parametrii
standard. Identificarea efectiva a variantelor scurte a fost realizata cu ajutorul modulului
HaplotypeCaller. Pentru eficientizarea procesarii datelor aliniate, au fost impartite in 8 segmente
care au cuprins 2-3 cromozomi si care au fost procesate mai departe in paralel, dar au fost
combinate in final intr-un singur fisier VCF. In cele din urma, fisierul VCF rezultat a fost filtrat
cu ajutorul modulului Variant Quality Score Recalibration (VQSR) folosind diferite seturile de
training pentru filtrarea SNP si INDEL.

Pe parcursul proiectului s-au efectuate o serie de actualizari si optimizari asupra fluxului de lucru
dezvoltat pentru identificarea variantelor scurte din linie genetica germinativd (GATK). GATK
este limitat in ceea ce priveste managementul memoriei si eficienta ruldrii i.e. module
importante sunt inca limitate la rularea pe un singur nucleu CPU sau doar pe cateva nuclee. Din
cest motiv este esentiala organizarea eficienta a datelor brute aliniate si paralelizarea acestora.
Optimizarea modului in care sunt procesate datele a inclus determinarea numarului optim de
segmente in care pot fi impartite fisierele BAM, rezultate in urma alinierii, care pot fi procesate
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cat mai eficient pe numarul de nuclee CPU disponibile pe infrastructura HPC sau pe cloud. O alta
modificare a fluxului de lucru a fost posibilitatea de selectare a versiunii de genom de referinta
GRCh38 sau GRCh37. A fost addugata versiunea mai veche (GRCh37) deoarece este inca cea
mai folosita versiune. Ultima versiune a genomului de referinta (GRCh38) tine mult mai bine
cont de complexitatea genomului uman si include loci alternativi i.e. multiple versiuni distincte
ale regiunilor complexe ale genomului. Al doilea motiv pentru includerea genomului GRCh37 in
fluxul de lucru fiind faptul ca majoritatea programelor folosite pentru evaluarea specificitatii si
sensibilitatii metodei utilizate pentru determinate variantele scurte inca nu iau in considerare
contig-urile alternative ale versiunii GRCh38.

Tot in vederea identificarii variantelor scurte din linie geneticd germinativa a mai fost
implementat un flux de lucru bazat pe pachetului software DeepVariant [4], ca alternativa la
fluxul de lucru GATK. DeepVariant utilizeaza un algoritm deep learning bazat pe Google
TensorFlow, beneficiind astfel de mbunatatirea eficientei de procesare, datorita utilizarii
acceleratoarelor grafice (GPU). Ambele fluxuri de lucru au primit imbunatatiri, precum
posibilitatea de a descarca seturi de date NGS (WGS/WES) direct din European Nucleotide
Archive pe baza codului de acces, dar si posibilitatea de a selecta diferite programe de aliniere
in etapa de pre-procesare.

Identificarea mutatiilor somatice nu ar trebui sa fie dificila daca se compara seturile de datele
NGS normale cu cele tumorale, deoarece modificarile asociate diferitelor tipuri de cancer sunt
prezente doar in proba tumorala si nu in alela de referinta din proba normala. Dar atat factorii
biologici cat si tehnologici, care includ eterogenitatea intra-tumorald, contaminarea probelor,
incertitudinile de citirea a bazelor si alinierea citirilor de secventiere, cresc semnificativ gradul
de dificultate al identificarii mutatiilor somatice. Studiile diferitelor populatii clonale si sub-
clonale au dezvaluit ca celulele tumorale variaza in modul in care sunt anormale, iar unele
mutatii pot fi observate doar la o mica parte din celulele tumorale de la un pacient. De asemenea,
obtinerea unor probe tumorale si normale pure, cu ajutorul tehnologiilor actuale, este aproape
imposibila. Contaminarea probelor duce la subestimarea fractiilor variantelor alelice (VAF) in
probele tumorale, respectiv supraestimare in probele normale. Fluxurile de lucru implementate
si testate in cadrul proiectului includ pasi de procesare pentru reducerea gradului de incertitudine
in identificarea mutatiilor somatice, respectiv analiza CNV. In mare majoritate a cazurilor,
celulele umane normale contin doar doua copii ale genelor, dar in anumite situatii numarul
copiilor poate creste. Acest efect se numeste Copy Number Variants (CNV). Efectul se poate
manifesta atat pe linie germinativa cat si somatica. Una din situatiile in care se intélneste CNV
somatic este in cancer. Majoritatea tumorilor contin CNV, dar impactul acestora asupra evolutiei
clinice a cancerului este inca slab inteles.

S-au dezvoltat si validat doua fluxului de lucru pentru identificarea variantelor scurte din linie
genetica somatica, bazate pe programele GATK MuTect2 [5] si Strelka2 [6]. Fluxul de lucru
pentru identificarea CNV (Copy Number Variants) este bazat tot pe pachetul GATK. Etapa de
pre-analiza a fluxurilor de lucru pentru identificarea variantelor scurte (SNP si INDEL) si CNV
somatice prezint aceleasi module in vederea descarcarii seturilor de date, alinierii, sortarii,
indexarii, etc. Pe scurt, structura fluxului de lucru GATK MuTect: citirile NGS brute au fost aliniate
pe o versiune a genomului uman de referinta (GRCH37 / GRCH38) a cu ajutorul programului
BWA-MEM. Citirile aliniate au fost convertite in fisiere BAM, iar mai departe au fost sortate si
indexate cu ajutorul programului SAMtools [7] iar duplicatele au fost marcate (GATK
MarkDuplicates). Identificarea efectiva a variantelor scurte a fost realizata cu ajutorul modulului
GATK MuTect2. Variantele rezultate au fost mai departe filtrate cu ajutorul modulului GATK
FilterMutectCalls pentru excluderea fals pozitivelor. In final, variantele au fost adnotate cu
ajutorul modulului GATK Funcotator. Variantele finale sunt scrise in format VCF multi-proba i.e.
sunt inregistrate variantele descoperite in proba normala fata de genomul de referinta, respectiv
variantele descoperite in proba tumorala si care nu se regasesc in proba normala. Variantele
filtrate si adnotate tumorale au fost extrase cu ajutorul programului BCFtools [8].
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2.1 Identificarea variantelor scurte (SNP si INDEL) din linie
genetica germinativa

In primele etape ale proiectului a fost implementat si testat fluxul de lucru bazat pe pachetul
software Genome Analysis Toolkit (GATK) pentru descoperirea, adnotarea si interpretarea
variantelor umane scurte SNP si INDEL. Fluxul de lucru este bazat pe setul de recomandari GATK
de bune practici pentru analiza datelor de secventiere cu rata mare de transfer (HTS), pornind
de la datele de brute de secventiere (NGS) in format FASTQ sau uBAM (unmapped). Fluxul
contine 3 faze de procesare: (1) pre-procesarea datelor brute; (2) descoperirea variantelor din
linia germinativa; (3) analiza preliminara - adnotarea avansata si filtrarea variantelor (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Diagrama fluxului de lucru Taverna pentru pre-procesarea datelor brute NGS,
descoperirea variantelor genetice si adnotarea variantelor

Primul modul al fluxului de lucru foloseste programul BWA (Burrows-Wheeler Alignment cu
algoritmul BWA-MEM) [3] pentru alinierea perechilor de citiri (forward si revers) pe ,genomul
de referinta” GRCh38DH. Acest genom include un set de contig-uri reprezentative pentru fiecare
cromozom: 1-22 (chr1-22), X (chrX), Y (chrY) si genomul mitocondrial (chrM), dar si un set de
contig-uri alternative, asamblari alternative si loci alternativi pentru a reprezenta cele mai des
intalnite variatii complexe (e.g. loci HLA), si care permit asamblarea corectda a haplotipurilor
divergente. Pe langa regiunile alternative, mai este inclus un contig de ,captura” care mapeaza
secventele endogene ale virusului Epstein-Barr (infecteaza limfocitele B in ~90% din populatia
mondiald). In acest prim modul sunt incluse etapele de sortare si indexare a fisierelor BAM,
recent mapate, realizate cu ajutorul pachetului software SAMtools [7] - necesare procesarii
ulterioare si vizualizarii asamblarilor.

In urma alinierii si sortarii citirilor perechi, este necesara verificarea si eventual sincronizarea
citirilor care nu se suprapun perfect cu citirea complementara, forward si reverse, care compun
fragmentele (insertii) de secventiere Illumina. Urmatorul pas al fluxului de lucru este reprezentat
de marcarea citirilor duplicate, care pot surveni in etapa de pregatire a librariilor prin
amplificarea PCR, sau pot aparea ca urmare a interpretarii incorecte a unui cluster de amplificare
ca multiple clustere. Citirile neimperecheate cu citirea complementara sunt marcate tot ca
duplicate si vor fi indepartate. Urmatorul modul al fazei de pre-procesare nu este specificat in
ghidul de bune practici GATK,dar presupune adaugarea/corectarea informatiilor suplimentare
(e.g. specificarea platformei de secventiere, corectare grupurilor de citire, etc.) continute in mod
normal de fisierele BAM, care sunt necesare pentru faza de descoperire a variantelor. Modulele
2-4 ale fluxului de lucru utilizeaza pachetul software Picard [9] pentru pre-procesarea datelor.
Algoritmul de aliniere BWA-MEM este foarte eficient, dar prezinta totodata si o rata ridicata de
aliniere incorectd a fragmentelor, in special daca variantele sunt localizate la capetele
fragmentelor. Pentru a corecta erorile de aliniere introduse de BWA, este necesara realinierea
locala tinand cont de SNP/INDEL cunoscute (e.g. dbSNP138, hg38_known_indels,
1000g_gold_standard_indels).
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In etapa de identificare a variantelor primare ale liniei germinative, ghidul de bune practici GATK
recomanda utilizarea subprogramului complex HaplotypeCaller [10]. Programul identifica
regiunile active i.e. care prezinta un nivel semnificativ de variatie; construieste grafice tip De
Bruijn pe baza carora reasambleaza regiunile active si determina haplotipurile posibile; foloseste
algoritmul PairHMM pentru a produce o matrice de probabilitati ale haplotipurilor care sunt apoi
utilizate pentru a determina alelele probabile pentru fiecare regiune activa; in final este
determinat genotipul prin aplicare teoremei lui Bayes. Programul HaplotypeCaller este eficient
in identificarea variantelor din regiunile cu un grad ridicat complexitate e.g. contin diferite tipuri
de variante apropiate una de alta.

Pentru determinarea variantelor genetice finale, este necesara filtrarea variantelor descoperite
initial, in functie de diferite caracteristici (e.g. complexitatea regiunii, gradul de acoperire al
alelei, raportul de acoperire dintre citirile forward/revers, etc.), ghidata cu ajutorul variantelor
genetice cu grad ridicat de caracterizare (1000 Genomes si hapmap) pentru a exclude variantele
fals pozitive. Acest proces se humeste recalibrarea scorurilor de calitate ale variantelor (VQSR),
si foloseste un algoritm ML (Machine Learning) in care variantele genetice validate sunt utilizate
pentru obtinerea setului de antrenare. Acest set integreaza 5-8 parametrii, din profilurile de
adnotare, pentru alcatuirea modelului de recunoastere a variantelor adevarate dintre cele false
din setul de testare. Metoda VQSR se aplica separat pentru SNP si INDEL, rezultand doua fisiere
VCF (variant call format).

Fisierele VCF obtinute in etapa de descoperire a variantelor genetice sunt supuse mai departe
analizei preliminare - adnotarea avansata si selectia variantelor relevante pentru fiecare tip de
analiza medicala / studiu clinic. Adnotarea variantelor include date elementare legate de efectele
biologice: gena afectatad; natura regiunii afectate - codanta sau necodantd; mutatie sinonima
sau ne-sinonima (missense sau non-sense). Ultimul modul al fluxului de lucru este dedicat
adnotarii si selectiei variantelor genetice cu relevanta clinica, utilizdnd programele SnpEff [11]
si SnpSift [12]. Pe langa adnotarea variantelor genetice, SnpEff mai are si functia de predictie a
efectelor biologice ale variantelor folosind o baza de date proprie de ,genomuri de referinta”.
Programul SnpSift permite adnotarea variantelor genetice cu campuri din alte fisiere VCF (e.q.
dbSnp, ClinVar, EXAC, etc.). Variantele genetice (> 500.000 obtinute de la >1200 pacienti) puse
la dispozitie prin intermediul bazei de date ClinVar [13] au semnificatie clinica e.g. benigna /
probabil benigna, patogenica / probabil patogenica, factor de risc, raspuns la medicament, etc.

Programul DeepVariant inlocuieste regresia logistica pentru modelarea erorile de baza, modele
Markov ascunse pentru a calcula probabilitatile de citire, si clasificarea Bayes pentru identificarea
efectiva a variantelor, utilizate de programul GATK, cu un singur model de deep learning (DL).
Lantul de instrumente DeepVariant incepe prin identificarea SNP/INDEL din contig-urile aliniate
la genomul de referintd cu sensibilitate ridicata, dar cu specificitate scazuta, folosind tehnici
standard de procesare algoritmicd. Modelul DL foloseste arhitectura Inception [14]- bazata pe
retele neurale convolutionale - ce emite probabilitati pentru fiecare dintre cele trei genotipuri
diploide (homozigot raportat la referinta, heterozigot si homozigot alternativ) pentru fiecare
locus. Modelul este antrenat cu ajutorul genotipurilor adevarate etichetate, care poate fi stocat
si aplicat pe probe de secventiere noi.
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Figura 2.2 Diagrama fluxului de lucru Apache Taverna pentru identificarea variantelor scurte
SNP si INDEL, din linie genetica germinativa umana cu ajutorul programului DeepVariant.

Fluxul de lucru DeepVariant este mult mai simplu, fiind format din 3 module: 1) descarcarea
seturilor de date din European Nucleotide Archive (ENA); 2) alinierea citirior NGS Illumina la
genomurile de referinta umane (GRCh38 si GRCh38/hg19); 3) identificarea propriu-zisa a
variantelor scurte din probele genomice WGS (Whole Genome Seqgencing) si WES (Whole Exome
Segencing) cu programul Deep Variant.

2.2 Identificarea variantelor scurte (SNP si INDEL) si CNV din
linie genetica somatica

S-a implementat si testat fluxul de lucru bazat pe pachetul software Genome Analysis Toolkit
(GATK) pentru descoperirea, adnotarea si interpretarea variantelor SNP/INDEL, precum si
pentru determinarea variatiei numarului de copii (CNV) din linie genetica somatica. Pentru
testarea initiala a fluxului de lucru s-au folosit date genomice brute obtinute din tesut mamar
(proba normale) si tumora mamara (proba tumorala) publicate de catre P. Savage et. al [15].
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(FalculateContaminatio

FilterMutectCalls

| ANNOTATE_FUNCOTATOR |

Figura 2.3 Diagrama fluxului de lucru Apache Taverna pentru identificarea variantelor somatice
umane din probe normale si tumorale, cu ajutorul programului Mutect2 (GATK4).
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Identificarea preliminara a mutatiilor somatice, atat din proba tumorala cat si din proba normalg,
s-a realizat cu ajutorul programului GATK MuTect2 [5]. Pe baza datelor preliminare, programul
construieste trei seturi de filtre utilizdnd: proba normala, care permite excluderea variantelor ce
apartin linei germinative; o baza de date populationala (gnomAD), care documenteaza cele mai
frecvente alele germinative umane; un panel de normali (PoN), care asigura captarea alelelor
ramase nedetectate in pasii anteriori. Un panel de normali este realizat din probe genomice
integrale (din 10-40 probe) tehnic similare, secventiate pe aceeasi platforma, cu acelasi kit de
secventiere, aliniate pe acelasi genom, folosind aceeasi metoda de analiza NGS. Filtrarea cu
ajutorul PoN permite identificare si excluderea artefactelor de citire si mapare, dar si a altor
artefacte randomice de secventiere si procesare. Cele trei filtre sunt aplicate in urmatoarele 3
module ale fluxului de lucru astfel incat parametrii care afecteaza sensibilitate si specificitatea
fiecarui metode de filtrare sa fie ajustati individual (Fig. 2.3). Ultimul modul adnoteaza variantele
somatice identificate cu ajutorul programului Funcotator, care apeleaza baze de date specializate
in cele mai prevalente tipuri de cancer.

. Workflow input ports
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Figura 2.4. Diagrama fluxului de lucru Apache Taverna pentru identificarea variantelor somatice
umane din probe normale si tumorale, cu ajutorul programului Strelka2

Procedura folosita de programul Strelka2 pentru identificarea variantelor somatice prezinta
unele avantaje fata de programul Mutect2, in special in cazul analizei seturilor de date hibride si
sintetice i.e. generate in silico. De asemenea, programul Strelka2 este mult mai eficient din
punctul de vedere al procesarii computationale, comparativ cu Mutect2. Ambele fluxuri de lucru
pot fi utilizate pentru confirmarea modificarilor somatice din probe clinice de secventiere NGS
cu acoperire ridicata: >100X.

Primul modul al fluxului de lucru pentru analiza CNV citeste datele NGS aliniate ale probelor
tumorale/normale, alcatuieste o lista de intervale geonomice corespunzatoare si colecteaza
numarul de citiri per intervale. Intervalele genomice sunt cele determinate cu ajutorul datelor
asociate kiturilor de secventiere NGS, si corespund in general locilor alelici. Urmatoarele doua
module alcatuiesc panelul de normali (PoN) pentru CNV, respectiv reducerea zgomotului citirilor
fata de PoN, cu ajutorul analizei componentelor principale. Urmatorul modul determina raportul
dintre alelele de referinta si alelele alternative. In final, ultimul modul incorporeaza raportul
copiilor si numaratoarea alelica, si le grupeaza in segmente continue (cromozomiale) cu ajutorul
metodei MCMC (Markov-Chain Monte Carlo).

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 16 din 71

. Workflow input ports

| input_dir || ref_hgen || bam_normal || bam_tumor | A

Preprocessintervals

><7

— ) — 4“"' ==
(|collectReadCoun ""-""‘ ‘V"<k
Tt

olect
N

=
DenoseReadio ‘

. ColIectAIIeIicCount

W odelSegments_coverage_alleld

PlotModeledSegments

eg mentation_allelic_data*

Figura 2.5 Diagrama fluxului de lucru Apache Taverna pentru identificarea modificarilor
genomice CNV (Copy Number Variants) din probele normale si tumorale, cu ajutorul pachetului
de programe GATK.

2.3 Validarea fluxurilor de lucru

2.3.1 Identificarea variantelor scurte din linie germinativa
(GATK si DeepVariant)

S-a evaluat impactului modificarilor efectuate asupra fluxului de lucru in ceea ce priveste
consistenta rezultatelor, precum si validarea rezultatelor finale i.e. compararea fisierelor VCF
brute / filtrate cu VQRS cu date genomice foarte bine caracterizate e.g. NA12878 considerat
.Standard de aur”. Variantele genetice pot fi reprezentate in diferite modalitati in cadrul
formatului VCF, iar daca se compara direct datele din doua seturi, este posibil ca majoritatea
diferentelor sa fie date de diferitele reprezentari ale aceleiasi variante. Mai mult de atat,
definitiile parametrilor de performanta esentiali pentru validarea metodelor, precum adevarat
pozitiv (TP), fals pozitiv (FP), si fals negativ (FN), nu sunt inca standardizate. In cele din urma,
performantele metodelor variaza in functie de tipurile de variante si de complexitatea regiunilor
genomice utilizate pentru comparatie. Parametrii esentiali pentru validarea analitica a
variantelor identificate sunt sensibilitatea - abilitatea de a detecta variante care se cunosc ca
sunt prezente sau absenta variantelor fals negative (FN) denumita ,Recall” si specificitatea -
abilitatea de a identifica corect absenta variantelor sau excluderea prezentei fals pozitivelor (FP)
denumita ,Precision”. Cei doi parametrii ,Recall” si ,Precision” sunt combinati intr-unul singur
parametru - ,F1_score”:

Recall = TP/(TP+FN)
Precision = TP/(TP+FP)
F1_Score = 2 * Precision * Recall/(Precision + Recall)

Setul de variante genetice de referinta pentru genomul NA12878 este publicat de Genome in a
Bottle (GIAB) [16]. Acest set de variante genetice caracterizeaza cu un grad ridicat de incredere
un genotip uman pentru 78% din bazele nucleotidice cu informatii de secventa (i.e. baze diferite
de ,N") din genomul de referintd GRCh37. Datele de intrare pentru comparatia rezultatelor
constau din fisierele VCF brute si cele rafinate cu VQSR, atat pentru SNP cat si pentru INDEL,
care sunt comparate individual. Pe langad acestea fiind necesar si setul de variante genetice de
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referinta (VCF) si un set corespunzator de regiuni de incredere pentru acestea in format BED.
Regiunile de incredere indica locatiile geonomice folosite pentru comparatie. Variantele din setul
testat care nu se potrivesc cu variantele din referinta sunt considerate FP, iar variantele de
referintd care nu se potrivesc cu niciuna din setul de test sunt considerate FN. Setul de regiuni
de incredere a fost dezvoltat de Platinum Genomes [17].

Un set aditional de variante de referinta a fost dezvoltat ceva mai recent dintr-o mixtura a doua
mole hidatiforme (i.e. sarcina molara), respectiv liniile celulare hidatiforme CHM1 si CHM13,
rezultdnd un genom "diploid sintetic". Desi variantele din aceste doua seturi de referinta
reprezinta scenarii reale, numarul de variante adevarate este de obicei necunoscut, complicand
utilizarea acestora pentru evaluarea acuratetei (i.e. cat de aproape este setul definit de variante
adevarate de peisajul mutational ,adevarat”). In schimb, variantele de referinta obtinute din
genotipului "diploid-sintetic" pot fi utilizate pentru generarea si evaluarea datelor de secventiere
NGS obtinute in silico i.e. generarea de variante intr-un scenariu controlat cu o rata mutationala
predefinitd, complementand validarea cu date reale. In acest studiu, datele de secventiere NGS
si variantele de referinta pentru genomul ,diploid sintetic” au fost folosite pentru evaluarea
acuratetei fluxului de lucru in comparatie cu date din literatura. Datele de secventiere geonomica
integrala (WGS) folosite pentru validare au fost publicate de catre Supernat et al. [18] si au fost
descarcate din baza de date NCBI SRA (cod de acces SRR6794144). S-a folosit SRA Toolkit
pentru obtinerea perechii de fisiere FASTQ nealiniate. Datele WGS brute apartinand genomului
"diploid sintetic" au obtinute prin secventierea unui amestec (raport 1:1) al liniilor celulare CHM1
(cod de acces ENA: SAMN02743421) si CHM13 (cod de acces ENA: SAMN03255769). Au fost
descarcate doua seturi de date rezultate din doua secventieri replicate, realizate de doua echipe
independente, avand codurile de acces ENA: ERR1341793 si ERR1341796. Cele doua perechi de
fisare FASTQ apartinand genomului "diploid sintetic" au fost analizate cu noua versiune a fluxului
de lucru (GARK v4.2.0) folosind versiunea GRCH37 a genomului de referinta, iar evaluarea
rezultatelor s-a realizat prin comparatia cu variantele de referinta si regiunile de incredere
corespunzatoare (fisierele full.37d5.vcf sid full.37d5.bed incluse in CHM-eval [19]. Cele doua
fisiere FASTQ apartindand genomului NA12878 au fost analizate cu ambele variante ale fluxului
de lucru (i.e. GATK v3.8 si GATK v.4.2.0) si cu cele doua variante ale genomului de referinta
(GRCH37 si GRCH38). Fisierele rezultate au fost comparate cu versiunile corespunzatoare ale
variantelor de referinta si regiunile de incredere. Evaluarea parametrilor de performanta a fost
realizata cu ajutorul programului hap.py v0.3.14 [20] cu motorul de analiza vcfeval.

Indicatorii de performanta obtinuti in cazul analizei probei SRR6794144 in diferite situatii (i.e.
utilizarea genomului de referinta GRCh38 / GRCh37; versiunii GATK 3.8 / 4.2.0) au fost relativ
apropiati. Au fost identificate aproximativ 3.9 milioane de SNP si aproximativ 800 mii de INDEL.
Numarul total al variantelor cunoscute pentru GRCh38 fiind de 3.54 milioane (3.04 mil. SNP si
0.499 mil. INDEL), respectiv 3.69 mil. (3.21 mil SNP si 0.48 mil INDEL) cu versiunea GRCh37.
Diferentele fata de setul de testare sunt considerate variante necunoscute (0.6 - 0.8 mil. SNP si
0.3 mil. INDEL). Diferentele dintre indicatorii de performanta in cazul utilizarii celor doua versiuni
ale genomului de referinta (Fig. 2.6) sunt reduse, atdt pentru sensibilitate cat pentru
specificitate, dar cu un usor avantaj in favoarea versiunii GRCh37. Calcului ariei de sub curba
ROC arata situatia la nivel global si indica reducerea sensibilitatii de la 98.5 % (GRCh37) la 96
% cu GATK v.3.8 si la 96.4 % cu GATK v4.2.0 in cazul utilizarii versiunii GRCh38 a genomului
de referinta. Analiza fisierelor VCF filtrate cu ajutorul modulului VQSR indicd scarificarea
sensibilitatii in favoarea specificitatii: 94 % pentru GRCh37 si 91.96 % (v4.2.0) si 91.76 %
(v3.8) pentru GRCh38. Acesti indicatori, precum si analiza ariei de sub curba ROC indica
imbundtatirea marginala a sensibilitatii si specificitatii in cazul utilizarii GATK v4.2.0. Cea mai
mare Tmbunatatire este reprezentata de cresterea sensibilitatii (2 %), ce se observa in cazul
utilizarii versiunii GRCh37 a genomului de referintd, care determina identificarea suplimentara a
aproximativ 150 mii de SNP fata de analiza realizata cu versiunea GRCh38.

Metoda ML folosita de modulul VQSR determina reducerea semnificativa (>10 mii) a variantelor
fals pozitive, atat in cazul in cazul SNP céat si al INDEL, pentru toate situatiile calculate, dar cu
pretul reducerii sensibilitatii metodei i.e. filtrarea exagerata a variantelor adevarat pozitive. Din
pacate, modificarea parametrilor standard recomandati (reducerea parametrului max gaussian)
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pentru modulul ApplyVQSR nu a condus la pdastrarea echilibrului dintre sensibilitate si
specificitate, in ciuda limitarii procesului de filtrare. In aceste conditii, pentru majoritatea
aplicatiilor fluxului de lucru, filtrarea variantelor cu ajutorul modulului VQSR nu poate fi
justificata.

A. SRR6794144 - GRCh37 B. SRR6794144 - GRCh37
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Figura 2.6 Indicatori de performanta pentru proba SRR6794144 (NA12878 / HG001) la nivel
de SNP (A) si INDEL (B) analizata cu ajutorul versiunii GRCh37 a genomului de referinta; la nivel
SNP (C) si INDEL (D) analizata cu ajutorul versiunii GRCh38 a genomului de referinta.

Avand in vedere ca probele ERR1341796 si ERR1341793 sunt replicate ale genomului “diploid
sintetic”, analiza acestora a produs indicatori de performanta foarte apropiati, iar micile diferente
se incadreaza in marja de eroarea a metodei. Fisierul de referintd VCF folosit pentru acesta
analiza contine 3.55 mil. SNP si 0.54 mil. INDEL. Analiza comparativa a variantelor celor doua
probe replicate a identificat un numar total de 3.18 mil. SNP si 0.48 mil. INDEL. Ca si in cazul
variantelor identificate pentru proba SRR6794144, filtrarea acestora cu modulul VQRS determina
0 usoara crestere a specificitatii in detrimentul sensibilitatii pentru ambele tipuri de variante (Fig.
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2.7). Rezultatele obtinute pentru validarea fluxului de lucru cu toate probele analizate fiind in
concordanta cu datele din literatura [18].

A.  ERR1341796 - GRCh37 B. ERR1341796 - GRCh37
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Figura 2.7 Indicatori de performanta pentru proba ERR1341796 la nivel de SNP (A) si INDEL
(B); pentru proba ERR1341793 la nivel de SNP (C) si INDEL (D). Ambele probe au fost analizata
cu ajutorul versiunii GRCh37 si GATK v4.2.0.

Validarea rezultatelor obtinute cu ajutorul programului DeepVariant s-a realizat pe baza
genomului HGO03 / NA24149, cromozomul 20. Indicatorii de performanta au fost comparati cu
cei publicati de dezvoltatorii programului DeepVariant. Cele doua seturi de rezultate fiind identice
pentru SNP: Recall 0.995995, Precision 0.999086 si scor F1 0.997538; si pentru INDEL: Recall
0.995295, Precision 0.998010 si scor F1 0.996651. Mai departe s-a utilizat genomul uman
HGO001 / NA12878 (SRR6794144) pentru a evalua parametrii de performanta deja obtinuti cu
fluxul de lucru GATK4, care au fost comparati cu datele obtinute cu DeepVariant. Folosind
DeepVariant, s-a analizat o varianta simpla a setului de date (citirile doar indexate si sortate),
si 0 varianta a setului de date pre-procesata complet cu ajutorul pachetul GATK4 (analizata
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anterior si cu GATK4 HaplotypeCaller). Din comparatia indicatorilor de performanta obtinuti
pentru cele doua programe de analiza, reiese cresterea usoara a sensibilitatii si specificitatii
pentru detectia SNP cu programul DeepVariant fata de GATK4 (Fig. 2.6A). In schimb, se observa
fmbunatatirea semnificativa a indicatorilor de performanta in cazul detectiei insertiilor / deletiilor
cu ajutorul DeepVariant. De asemenea, se observa cresterea usoara a specificitatii (Recall) fara
o afectare semnificativa a specificitatii (Precision) daca se analizeaza varianta pre-procesata
(GATK4) a acestui set de date (Fig. 2.6). Insa, aceste diferente nu sunt suficient de semnificative
pentru a justifica dublarea timpului de rulare al analizei bioinformatice. Timpul de rulare al
analizei DeepVariant a fost de 22884.45 + 34.3 secunde in cazul serverului HPC, respectiv
25304.84 £ 212.18 secunde in cazul VM (cloud). In timp ce durata de rulare a GATK4
HaplotypeCaller, a fost de 29750.28 secunde. Desi timpul de rulare al celor metode de analiza
este comparabil, timpul total de executie este redus prin intermediul accelerarii maparii cu
ajutorul GPU si prin eliminarea etapei de pre-procesare GATK - la 7.9h pentru setul de date
SRR6794144 (NA12878 / HG0O1).

A. SNPs - SRR6794144 B. Indel - SRR6794144
1 1
0,98 0,98
0,96 0,96
0,94 0,94
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0,86 0,86
0,84 0,84
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mF1 Score  0,978624 0,988443 0,987606 W F1_Score  0,90888 0,960646 0,965639
B Recall 0,977443 0,98018 0,979409 M Recall 0,879327 0,942434 0,953199
Precision 0,979808 0,996846 0,995941 Precision 0,94049 0,979576 0,978409

Figura 2.8 Indicatori de performanta pentru proba SRR6794144 (NA12878 / HG001) la nivel
de SNP (A) si INDEL (B) analizata cu ajutorul versiunii GRCh38 a genomului de referinta.

In cadrul proiectului a fost prevazuta si o etapa de evaluare a performantelor fluxurilor de lucru
pentru analiza datelor NGS cu seturi de date NGS clinice furnizate de catre firma Genetic Lab
SRL (C.U.I 13571513), Bucuresti, Romania: un genom (WGS) cu acoperire de 30x, secventiat
cu ajutorul platformei Illumina Hiseq si cinci exom-uri (WES) cu acoperire 100x, secventiate cu
ajutorul platformei Illumina NovaSeq 6000 si kitul de secventiere Agilent SureSelect Human All
Exon V6. Datele WGS si WES brute au fost analizate cu fluxurile de lucru validate GATK 4.2.0 si
DeepVariant, folosind genomul de referinta uman GRCh38. Seturile de date WES au fost
analizate doar cu fluxul de lucru DeepVariant rulat cu optiunea WES. Variantele scurte (SNP si
INDEL) identificate cu ajutorul celor doua fluxuri de lucru au fost comparate cu cele furnizate de
catre firma Genetic Lab (GL) impreuna cu datele NGS brute. Fisierele VCF furnizate de catre
firma GL au fost produse in urma analizei independente a acelorasi seturi de date NGS, cu
ajutorul unui proceduri de lucru bazata tot pe pachetul GATK. In cazul setului de date WGS se
observa o variatie cuprinsa intre 3.9 - 8.5% a numarului de variante SNP si INDEL identificate
de firma GL si cele identificate cu fluxurile de lucru dezvoltate in cadrul proiectului. In cazul celor
cinci seturi de date WES, variatia este cuprinsa, in general, intre 2 - 10%, dar cu un maxim de
14.8% pentru setul de date 220236_VA (Tabel 1). Variatia observata, in special in cazul setului
de date WGS, ar indica o scadere a sensibilitatii de detectie a variantelor SNP cu cel putin 6%
pentru ambele fluxuri de lucru. Din pacate, este foarte complicat de evaluat performantele
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fluxurilor de lucru GATK si DeepVariant cu ajutorul unor seturi de date NGS nestandardizate, in
principal pentru ca nu se poate determina sensibilitatea si nici specificitatea celor doua metode
fara sa se cunoasca variantele adevarate, dar si pentru faptul ca acesti parametrii pot prezenta
o variatie neliniara in functie de acoperirea mediana (numar median de citiri), complexitatea
regiunilor (compozitia bazelor GC) si de nivelul de zgomot al citirilor (baze N).

Tabel 1 Comparatia variantelor scurte SNP si INDEL obtinute de catre Genetic Lab cu cele
obtinute cu fluxurile de lucru dezvoltate in cadrul proiectului

Sample Method Type SNP variants INDEL
variants
LS221911  Genetic Lab WGS 4111650 905539
LS221911 DeepVariant WGS 3761002 869619
LS221911 GATK 4.2.0 WGS 3838770 848843
225282_MM Genetic Lab WES 330848 50952
225282_MM DeepVariant WES 361596 46847
225312 _IC Genetic Lab WES 353373 52877
225312 _IC DeepVariant WES 372431 47272
219493_I1 GeneticLab WES 277453 44420
219493_I1 DeepVariant WES 311875 41439
220236_VA Genetic Lab WES 347812 54457
220236_VA DeepVariant WES 399484 52560
225269_MR Genetic Lab WES 366946 56653
225269_MR DeepVariant WES 389357 50290

Acesta comparatie subliniaza importanta validarii fluxurilor de lucru pentru analiza datelor NGS.
Avand in vedere ca validarea fluxului de lucru DeepVariant s-a realizat doar pentru WGS, mai
departe s-a efectuat validarea acestui flux de lucru pentru seturile de date WES.

Validarea fluxului de lucru DeepVariant pentru analiza seturilor de date exomice (WES) a fost
relizata cu ajutorul a sapte seturi de date GIAB: NA12878 (HGO001), membrii trioului (familiar)
Ashkenazi (HG002 - HG004) si membrii trioului Chinese Han (HGO0O05 - HG0O07). Seturile de date
brute WES au fost descarcate din baza de date NCBI Sequencing Read Archive (SRA), folosind
codurile de acces (ERR1905890, SRR2962669, SRR2962692, SRR2962694, SRR2962693,
SRR14724507, SRR14724506). Seturile de date HG001 - HGOO5 au fost obtinute cu ajutorul
kitului de secventiere Agilent SureSelect All Exon V5, iar seturile HGO06 - HGOO07 cu Agilent
SureSelect All Exon v7. Seturi utilizate in procedura de validare au un grad ridicat de acoperire
medie (100-200x). Variantele adevarat pozitive (format BED) si pozitiile regiunilor genomice cu
grad inalt de incredere au fost descarcate de pe serverul GIAB FTP. Pe scurt, urmatoarea
procedura a fost aplicata pentru analiza celor sapte seturi de date WES - citirile brute NGS au
fost aliniate pe genomul de referinta GRCh37 cu programul BWA MEM, pre-procesarea cu GATK
in vederea marcarii citirilor duplicate, urmata de procesarea cu DeepVariant rulat cu protocolul
optimizat pentru seturilor de date exomice. Determinarea sensibilitatii (recall) si specificitatii
(precision) s-au determinat cu pachetul software hap.py. Regiunile genomice cu grad inalt de
incredere pentru seturile WES individuale au fost intersectate cu ajutorul programului BEDtools,
si s-au pastrat doar regiunile regdsite in toate seturile de date.
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Rezultatele validarii fluxului de lucru Deep Variant cu protocolul WES sunt in concordanta cu
rezultatele publicate pentru seturile de date exomice HG001 - HG0O07 [21] (Tabel 2). Valorile de
sensibilitate si specificitate inregistrate pentru seturile de date HG001 - HGOO5 au fost, in
general, de >0.99, dar cu cateva abateri in cazul variantelor INDEL. Valorile ceva mai scazute
obtinute in cazul seturilor de date HG0O06 - HGOO07 ar putea fi explicate prin faptul ca, numai
95% din regiunile cu grad inalt de incredere au avut o acoperire de cel putin 10x, in ciuda
gradului ridicat de acoperire medie (170 - 180x) [21].

Tabel 2 Indicatorii de performanta pentru validarea fluxului de lucru DeepVariant cu protocolul

WES
Sample V:yr:)aent Recall Precision F1 Score
HG001 SNP 0.993206 0.998413 0.995803
HGO001 INDEL 0.992191 0.997548 0.994862
HG002 SNP 0.99436 0.998878 0.996614
HG002 INDEL 0.983444 0.99618 0.989771
HG003 SNP 0.993699 0.998115 0.995902
HGO003 INDEL 0.981077 0.992658 0.986834
HG004 SNP 0.994963 0.998994 0.996974
HG004 INDEL 0.989831 0.997079 0.993441
HGO005 SNP 0.99653 0.999321 0.997924
HGO005 INDEL 0.989389 0.995939 0.992653
HG006 SNP 0.98545 0.995834 0.990615
HGO006 INDEL 0.957627 0.991266 0.974156
HGO007 SNP 0.984973 0.995764 0.990339
HGO007 INDEL 0.963675 0.99345 0.978336

2.3.2 Identificarea variantelor scurte din linie somatica
(MuTect2 si Strelka2) si CNV

Identificarea variantelor somatice la un nivel ridicat de precizie si sensibilitate este foarte
complicata, in principal datorita eterogenitatii tumorale (i.e. populatii celulare subclonale),
artefactelor de secventiere si aliniere, precum si contaminarii cu celule normale [22]. Cancerul
mamar este un termen generic care descrie o colectie eterogena de transformari neoplazice
maligne. Probele tumorale sunt de cele mai multe ori eterogene la nivel morfologic, si cuprind
diferite tipuri celulare in compozitie stromala variata. Diversitatea histologica si moleculara inter-
tumorala a fost asociata diferitelor fenotipuri clinice care privesc potentialul de metastazare si
raspunsul terapeutic. Mutatiile somatice stau la baza mecanismului de transformare a unei celule
normale intr-una tumorald. Similar mutatiilor linei germinative, lungimea secventei nucleotidice
afectate poate varia de la o singura baza nucleotidica (SNP) la un cromozom intreg. Studiile
genomice realizate cu sprijinul secventierii de noua generatie au avut ca scop: identificarea
genelor care determind progresia cancerului, clasificarea subtipurilor de cancer in vederea
stabilirii unei corelatii intre proprietatile moleculare si evolutia clinica, pentru determinare
tintelor terapeutice, precum si asocierea factorilor de mediu de tiparele mutationale. Multe din
metodele de procesare si identificare a variantelor somatice genereaza rezultate discrepante
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pentru un numar mare de alele. Prin intermediul initiativei ICGC-TCGA DREAM Somatic Mutation
Calling Challenge (SMC-DNA) s-a incercat stabilirea unui consens intre rezultatele diferitelor
metode / protocoale de analiza a variantelor somatice [23]. S-au generat in silico 6 seturi de
date NGS brute normale si tumorale: probele normale s-au obtinut prin secventierea cu
acoperire ridicata (citiri 60-80X) a unor linii celulare, iar cele tumorale au fost obtinute prin
insertia in probele normale a doua spectre mutationale nesuprapuse i.e. unele selectate
randomic si altele care au {intit gene asociate diferitelor tipuri de cancer. Aceste seturi de date
au fost folosite pentru a valida fluxurile de lucru pentru identificarea variantelor somatice.

S-au folosit trei tipuri de seturi de date pentru validarea fluxurilor de lucru optimizate pentru
detectia variantelor somatica din genomuri / exomuri umane: (1) primele 4 seturi de date ICGC-
TCGA DREAM Somatic Mutation Calling Challenge (2) Mixtura seturilor de date GIAB (Genome
in a Bottle) NA12878 si NA24385 realizat la Centrul Medical Hartwig din Amsterdam si (3) un
set de date realizat in silico cu un anumit numar de SNP si INDEL introduse in proba ,tumorala”
generata in silico. Pe langa aceste seturi de date, s-a mai generat inca un set de date pentru
validarea fluxului de lucru CNV.

Probele normale ICGC-TCGA DREAM au obtinute prin secventierea cu acoperire ridicata (citiri
60-80X) a unor linii celulare, iar cele tumorale au fost obtinute prin insertia in probele normale
a doua spectre mutationale nesuprapuse i.e. unele selectate randomic si altele care au tintit
gene asociate diferitelor tipuri de cancer (mamar si de prostata). Primele trei seturi sintetice
sunt de sex feminin si prezintda gene derivate din linia celulara HCC1143 BL (linie celulara
stabilizata de carcinom mamar). Primele doua seturi nu prezinta populatii subclonale i.e. o
singura clona si nu prezinta INDEL, ci doar SV (deletii, insertii, translocatii si inversii). Setul 3
prezinta frecvente alelice subclonale de 50, 33 si 20%. Setul 4 este singurul de sex masculin, si
prezinta frecvente alelice subclonale de 30 si 15%. Acest set contine gene asociate cancerului
de prostata. Probe tumorale sintetice 3 si 4 prezinta atat variante somatice scurte, dar si SV.
Setul de date mixt NA12878/NA24385, asemanator unei tumori, a fost realizata prin combinarea
celor doua genomuri GIAB pentru validarea metodelor de identificare a mutatiilor somatice cu
frecventa scdzuta. In acest context, variantele scurte SNP/INDEL specifice genomului NA12878
sunt identificate drept modificari genetice “somatice”, iar variantele comune NA12878/NA24385
sunt ,germinative”. Proba tumorala WGS (citiri pereche de 150 bp) cu acoperire de 90x, a fost
generata prin amestecarea ADN NA12878 in proportie de 30% cu ADN provenit de la proba
NA24385 in proportie de 70%. Frecventele alelice somatice fiind astfel de 15% pentru
heterozigoti, respectiv 30% homozigoti din NA12878. Proba normala a acestui set de date a fost
obtinuta prin secventierea WGS (citiri pereche de 150 bp) a NA24385 la o acoperire de 30x. In
ultima etapa a procesului de validarea a fluxurilor de lucru, s-a utilizat programul VarSim [24]
pentru a genera noi seturi de date sintetice. Seturile de date, generate complet in silico se pot
utiliza pentru a controla cu exactitate frecventa alelica (i.e. simularea diferitelor grade de
contaminare cu celule normale), dar si a numarului de variante ce se pot introduce in proba
tumorala. Pentru generarea seturilor de date s-a folosit versiunea UCSC GRCh37/hgl9 a
genomului de referinta uman. Ambele seturi de date au fost construite cu urmatorii parametrii
comuni: lungimea citirilor perechi de 100 bp, lungimea medie a fragmentelor de 350 bp cu
deviatie standard 50 bp, acoperire de 50x, precum si utilizarea a 3 linii de secventiere cu
acoperire egala. Pentru setul tumoral s-au utilizat mutatiile codante si necodante din baza de
date COSMIC [25] pentru a insera la nivel genomic un numar de 6.000 SNP, 2.000 insertii si
2.000 deletii (4.000 INDEL). Prin amestecarea unei linii de secventiere normala cu 2 linii
tumorale,s-a obtinut o frecventa alelicd homozigotica de aproximativ 60% si heterozigotica de
30% pentru variantele somatice, iar prin amestecarea a 2 linii normale cu o line tumorala s-au
obtinut frecvente alelice homozigotice de 30% si heterozigotice de 15%. Aceste seturi de date
au fost folosite in procesul de validare a fluxurilor de data Mutect2 si Strelka2 pentru a evalua
performantele celor douda metode in cazul contaminarii usoare, respectiv contaminare severa.
In scopul validarii fluxului de lucru pentru identificarea si vizualizarea CNV, s-a utilizat programul
CNV-Sim [26] pentru generarea in silico a probelor normale si tumorale. Si de aceasta data s-a
utilizat versiunea UCSC GRCh37/hg19 a genomului de referinta uman pentru ambele probe, dar
modificarile genomice au fost aplicate pe fiecare cromozom in parte (1 - Y). Astfel, s-au generat
24 de fisiere FASTQ per probd, contand citiri Illumina perechi, cu lungimea de 100 bp, si
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acoperire de 30x. Setul de date tumoral a fost modificat in mod aleatoriu cu 20 CNV per
cromozom, avand o lungime cuprinsa intre 0.5 Mb si 10 Mb. Insertiile si deletiile introduse la
nivel genomic, in raport de 1:1, au crescut sau au redus diferitele segmente cromozomiale in
intervalul 2-4.

Seturile de date DREAM Nr. 1-3 au fost descarcate din baza de date NCBI SRA (coduri de acces:
SRX570726, SRX1025978, respectiv SRX1026041) si s-a utilizat SRA Toolkit pentru obtinerea
perechilor de fisiere FASTQ nealiniate. Seturile de date DREAM Nr. 4 si NA12878/NA24385 au
fost descarcate dintr-o alta sursa [27] in format BAM. Primele trei seturi de date DTREAM,
precum si seturile de date generate in silico au fost supuse intregii etape de pre-analiza, iar cele
in format BAM au pornit din etapa de indexare si sortare. Premergator alinierii, s-a utilizat
programul Trimmomatic [28] pentru taierea capetelor (5’ - 3’) citirilor si eliminarea adaptorilor
de secventiere NGS. Fisierele FASTQ procesate au fost aliniate fie pe versiunea GRCH38, fie pe
versiunea GRCh37/hg19 a genomului de referintd uman, cu ajutorul programului BWA-MEM
v0.7.17-1. Citirile aliniate au fost convertite in fisiere BAM, si mai departe au fost sortate si
indexate cu ajutorul programului SAMtools [7] iar duplicatele au fost marcate. Identificarea
efectiva a variantelor a fost realizata cu ajutorul modulului GATK MuTect2. Variantele rezultate
au fost mai departe filtrate cu ajutorul modulului GATK FilterMutectCalls pentru excluderea fals
pozitivelor. In final, variantele au fost adnotate cu ajutorul modulului GATK Funcotator. Fluxul
de lucru bazat pe programul Strelka2 a fost utilizat in acelasi modalitate - analiza in tandem a
probelor tumorale si normale in vederea evidentierii transformarilor neoplazice la nivel genomic.
Pentru detectia variantelor structurale (inversii, translocari, insertii si deletii > 1 Kb - 5 Mb) s-a
utilizat programul Manta [29], dar nu a fost integrat intr-un flux de lucru. Variantele somatice
identificate au fost filtrate aditional, in vederea imbunatatirii parametrilor de performanta, cu
ajutorul programului BCFtools [8]. Evaluarea parametrilor de sensibilitate (Recall), specificitate
(Precision) si scorul F1 s-a calculat cu ajutorul programului RTG-Tools v3.8.4 [30] cu metoda de
analiza vcfeval.

Cele doua fluxuri de lucru au identificat in proportie de 98 - 99% SNP din cele patru seturi de
date DREAM, dar sensibilitatea detectiei INDEL (seturile DREAM Nr. 3-4) a fost de maxim 87%
la evaluarea variantelor candidate (sensibilitate maxima si specificitate minima). Principala
provocare in detectia variantelor scurte SNP si INDEL somatice fiind diferentierea variantelor
adevarat pozitive (TP) de fals pozitive (FP) - metodele de filtrare, folosite de ambele programe,
au favorizat reducerea minima a sensibilitatii in defavoarea specificitatii. Pentru ambele seturi
de rezultate DREAM Nr. 1-4, s-a efectuat o prima optimizare, cu scopul Tmbunatatirii
parametrului F1, dar cu posibilitatea ajustarii individuale a sensibilitatii si specificitatii, in functie
de aplicatie. Optimizarea rezultatelor DREAM nu a necesitat decét filtrarea suplimentara a
variantelor, folosind 1-2 parametrii de calitate disponibili in fisierul VCF.

#1 #1 #2 #2 #3 #3 #4 #4

Mutect2 = Strelka2 = Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2

M Flscore 09448 0,77988 | 0,90354 0,74456 | 0,91167 0,88986 0,77967 | 0,74638
Recall 0,9607 @ 0,80887 | 0,90604 0,80309 0,87118 | 0,83373 0,74305 0,70049
Precision 0,92943 0,75289 | 0,90105 0,69399 | 0,95611 0,95409 0,8201 | 0,79869

A
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#3 #3 #4 #4

Mutec = Strelk = Mutec @ Strelk
t2 a2 t2 a2

M F1 score 0,819355 0,70522 0,81927 0,687855
Recall 0,732925 0,57588 0,733885/0,512535
Precision 0,92965 0,914135 0,92799 0,842855

Figura 2.9 Indicatori de performanta pentru detectia SNP din seturile de date DREAM Nr. 1-4
(A) si INDEL pentru seturile de date DREAM Nr. 3-4 (B).

In cazul primului set sintetic DREAM, s-a imbunatatit rezultatele Mutect2 (SNP) prin cresterea
specificitatii cu 7,5%, pastrand valoarea sensibilitatea neschimbata (96%). Rezultatele Strelka2
(SNP) pentru acelasi set de date au fost mult mai slabe pentru specificitate si sensibilitate.

In cazul rezultatelor de validare Mutect2 obtinute cu setul de date DREAM Nr. 2, s-a imbunatatit
specificitatea cu 22%, cu pretul reducerii sensibilitatii cu doar 4%, iar scorul F1 a fost imbunatatit
cu 12%.

Indicatorii de performanta pentru seturile de date sintetice DREAM Nr. 3 si 4, pentru ambele
fluxuri de lucru, fiind mult mai apropiate. Si de data acesta fiind necesara optimizarea
specificitatii metodelor. Astfel, se inregistreaza valori bune ale detectiei SNP, in special pentru
setul Nr. 3 - acesta fiind cel mai reprezentativ pentru o proba tumorala reald, datorita prezentei
a 3 populatii subclonale de variante somatice. In schimb, s-au inregistrat valori ceva mai slabe
de sensibilitate pentru detectia INDEL cu fluxul de lucru Strelka2 (Fig. 2.9B).

Per total, fluxul de lucru Mutect2 s-a dovedit a fii superior in ceea ce priveste detectia variantelor
somatice scurte SNP si INDEL.

Parametrii utilizati pentru filtrarea post-analiza a variantelor somatice din seturile de date
DREAM cu ambele fluxuri de lucru nu au fost adecvati pentru filtrarea seturilor de date GIAB
(NA12878/NA24385) - fiind necesara filtrarea de la zero a variantelor candidate, individual
pentru SNP si INDEL, folosind pana la 4 parametrii de calitate pentru Mutect2 si pana la 3
parametrii pentru Strelka2.

Deoarece variantele “somatice” prezente in mixtura NA12878/NA24385 sunt, de fapt, variante
germinative, a fost necesara rularea fluxului de lucru Mutect2 fara PON (Panel de Normali).

In procesul de validarea al fluxului de date Mutect2 cu acest set de date, s-a obtinut cele mai
ample diferente dintre valorile standard (sensibilitate si specificitate) si cele optimizate. De
aceasta data, pentru detectia SNP s-a imbunatatit atat sensibilitatea (29,7%) cat si specificitatea
(4,9%). Pentru detectia INDEL, a rezultat o crestere a sensibilitatii cu 55% si a specificitatii cu
3%. Rezultatele obtinute cu fluxul de lucru Strelka2 au inregistrat o crestere de numai cateva
puncte procentuale. In final s-au obtinut rezultate foarte apropiate prin cele doua fluxuri de lucru
(Fig. 2.10).

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 26 din 71

A B
1 1
0,9 0,9
0,8 0,8
0,7 0,7
0,6 _ 0,6
o ]
= 0,5 (=) 0,5
n £
0,4 0,4
0,3 0,3
0,2 0,2
0,1 0,1
0 0
Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2
B F1 score 0,84297 0,84181 B F1 score 0,627795 0,626375
M Recall 0,87376 0,91965 M Recall 0,658075 0,590205
M Precision 0,81428 0,77612 M Precision 0,60302 0,67073

Figura 2.10 Indicatori de performanta pentru detectia SNP (A) si INDEL (B) din seturile de date
NA12878-NA24385

In final, utilizarea seturilor de date generate in silico cu ajutorul programului VarSim au relevat
diferente interesante intre cele doua metode de analiza.

In cazul setului de date standard - frecventd alelicd nemodificatd “AF 100” - s-au obtinut
rezultate rezonabile cu ajutorul fluxului de lucru Mutect2: sensibilitate de 79,3% si specificitate
foarte buna de 99,4%. Reducerea frecventelor alelice cu 1/3 “AF 60” a condus, in mod asteptat,
la reducerea sensibilitatii la 67.2%, iar in cazul reducerii frecventelor alelice cu 2/3 “AF 30" s-a
redus sensibilitatea la 29.9%. In toate cele trei situatii, specificitatea s-a mentinut peste 99%.
Din pacate, si cu aceste seturi de date, rezultatele obtinute cu fluxul de lucru Strelka2 au fost
suboptime. In mod contraintuitiv, specificitatea metodei a crescut invers proportional cu
frecventa alelica (Fig. 2.11A). Singura situatie in care fluxul de lucru Strelka2 a prezentat un
avantaj, prin comparatie cu fluxul de lucru Mutect2, a fost in identificarea INDEL prezente in
aceste seturi de date. Cauza acestei discrepante nefiind clara - din setul de date “"AF 100" s-au
identificat, prin metoda MuTect2, maxim 9,5% INDEL, iar prin metoda Strelka2 s-au identificat
maxim 88,7%. Si de aceasta datd fiind notabila cresterea specificitatii invers proportional cu
frecventa alelica in cazul fluxului de lucru Strelka2 (Fig. 2.11B).

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

AF 100 AF 100 AF 60 AF 60 AF 30 AF 30
Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2 Mutect2 Strelka2

M Flscore | 0,88276 0,67017 0,80242 0,66884 0,62708 0,45211
M Recall 0,79356 0,67983 0,67216 0,59746 0,45789 0,29914
M Precision  0,99456 0,66077 0,9953 0,75959 0,99456 0,92521

A

SNP
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HFlscore 0,17233 0,92066 0,10112 0,889465 = 0,032005 0,72595
Recall 0,095285 = 0,887405 | 0,053655 0,82823 0,016295 0,59077
Precision  0,97354 0,959775 @ 0,966115 | 0,968845 0,97727 0,98169

Figura 2.11 Indicatori de performanta pentru detectia SNP (A) si INDEL (B) din seturile de date
generate in silico AF 100-30.

Variantele structurale sunt definite drept modificari genetice de > 1 Kb, dar mai mici de 5 Mb,
si pot include inversii si translocatii echilibrate (diploide) sau pot introduce dezechilibre genomice
(insertii si deletii), denumite si CNV.
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Figura 2.12. Vizualizare CNV identificate in proba tumorald HCC1143 folosind versiunea
GRCh38 (A) a genomului de referinta uman si versiunea UCSC GRCh37/hg19 (B).

Prima etapa a procesului de validare a fluxului de lucru destinat identificarii CNV a fost testarea
setului de date obtinut prin secventierea linei celulare HCC1143 (proba tumorald) si a linei
complementare HCC1143 BL (proba normala), utilizand versiunea USCS GRCh37/hgl9 a
genomului de referintd uman. Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute cu versiunea
GRCh38 (Fig. 2.12). A doua etapa a fost validarea fluxului de lucru CNV cu ajutorul a doua seturi
de date generate in silico. Pentru testarea rezolutiei de detectie a metodei a fost construit un
set secundar de date prin amestecarea contig-urilor cromozomiale normale printre cele tumorale
(Fig. 2.13B). Rezultatele indica cat se poate de clar segmentele cu numar de copii modificate
(insertii si deletii), si corespund pozitiilor CNV introduse de programul CNV-Sim. (Fig. 2.13).
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Figura 2.13 Vizualizare CNV identificate in proba tumoralda generata in silico cu ajutorul
programului CNV-Sim (A), respectiv pentru o proba cu contig-uri normale inserate printre cele
tumorale (B).

Desi CNV reprezinta un subset al SV, fluxul de lucru GATK realizat pentru identificarea CNV nu
poate diferentia inversiile si translocarile echilibrate i.e. celelalte tipuri de variantele structurale.
Primele teste ale fluxului de lucru realizat in vederea identificarii tuturor variantelor structurale
(Manta) au indicat o sensibilitate de aproximativ 60% pentru seturile de date DREAM Nr. 1-3.

2.4 Utilizarea GPU

S-au implementat diferite masuri necesare pentru reducerea timpului de procesare al fluxurilor
de lucru GATK4 si DeepVarinat. S-a addaugat posibilitatea de a selecta, pe langa programul BWA
MEM, unul din cele doua programe ce apeleaza NVIDIA CUDA (Compute Unified Device
Architecture) pentru paralelizarea alinierii citirilor NGS la genomurile de referinta cu ajutorul
Nvidia GPGPU.

Programul SOAP (Short Oligonucleotide Analysis Package) a fost printre primele programe de
aliniere a datelor NGS, iar versiunea moderna a acestuia (SOAP3-dp) [31] aduce o serie de
optimizari precum utilizarea indexarii comprimate si a programarii dinamice de optimizare a
memoriei VRAM. Pe scurt, procesarea datelor SOAP3-dp se realizeaza in trei etape: 1) se
utilizeaza algoritmul BWT bidirectional accelerat cu ajutorul GPU pentru alinierea citirilor fara a
introduce goluri la nivelul secventei de referinta; 2) utilizarea algoritmului de programare
dinamica accelerat pe GPU pentru alinierea citirilor rdmase nealiniate cu ajutorul citirilor omologe
deja aliniate; 3) se folosesc elemente extinse ale subcontig-urilor in incercarea de alinia citirile
ramase nealiniate.

GASAL2 (GPU Accelerated Sequence Alignment Library v2) [32] este o biblioteca GPU
specializata pe alinierea locald, globala si semi-globala a secventelor ADN si ARN. Functiile de
aliniere GASAL?2 sunt asincrone/neblocante si permit suprapunerea completa a executiei CPU si
GPU. Alinierea globala a secventelor este realiza prin algoritmul Needleman-Wunsch (NW), iar
alinierea locala prin algoritmul Smith-Waterman (SW). Biblioteca GASAL2 contine functii ce se
pot integra in alte programe de analiza NGS precum gase-gasal2. Acest program utilizeaza fie
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GASE (Generic Aligner for Seed-and-Extend) - o extensie a BWA (ver. 0.7.13) - sau BWA MEM
pentru partea de indexare a citirilor si GASAL2 pentru accelerarea alinierilor.

Programul BarraCUDA utilizeaza algoritmul Burrows-Wheeler Transform (BWT) [33].
Algoritmului BWT proceseaza datele intr-un ritm constant, iar timpul de rulare depinde, in
principal, de numarul de perechi baze (Gbp) si de complexitatea datelor i.e. proportia de citiri
eronate. Acest program a fost obtinut prin rescrierea modulului de baza (BWT) pentru
exploatarea paralelismului masiv al NVIDIA GPGPU (CUDA).

Comparatia intre timpului de rulare al alinierii citirilor NGS cu ajutorul programului BWA-MEM si
timpii de rulare obtinuti cu trei programe ce permit accelerarea maparii cu ajutorul GPU este
prezentata in Tabelul 3. Din pacate, programul BarraCUDA ruleaza sub-optim pe acceleratoarele
grafice. Timpul de rulare al setului de date SRR949537 este de 4 ori mai scurt decat BWA MEM
rulat pe un singur nucleu CPU, dar de peste 2 ori mai extins daca se ruleaza maparea pe 24
nuclee CPU. Rulare sub-optima a BarraCUDA se observa si din timpul de rulare al setului de date
SRR099988, motiv pentru care nu s-a rulat maparea celorlalte seturi de date mult mai extinse.
Cea mai semnificativa reducere a timpului de rulare s-a obtinut cu ajutorul programului gase-
gasal2 pentru seturile de date nu un numar redus de perechi de baze (SRR949537), respectiv
un numar moderat de perechi de baze (SRR099988). Din cauza unei probleme de alocare a
memoriei necesare, nu s-a putut mapa setul de date SRR6794144 si nici alte seturi, cu un numar
mai mare de perechi baze, cu acest program. in schimb s-a putut accelera alinierea setului de
date SRR17246885, ducand la injumatatirea timpului de rulare. In final, programul SOAP3-dp
nu a prezentat probleme tehnice in maparea celor 4 seturi de date, si permite reducerea timpul
de rulare de 2.9 ori pentru setul SRR6794144, respectiv 3.6 ori pentru setul SRR17246885, prin
comparatie cu BWA-MEM (Tabel 1).

Tabel 3 Comparatia intre timpului de rulare al maparii citirilor NGS cu ajutorul programului
BWA-MEM si timpii de rulare obtinuti cu trei programe ce permit accelerarea maparii cu ajutorul
GPU (secunde).

BWA-
MEM SOAP3-dp gase-gasal2 BarraCUDA
NGS datasets HPC HPC VM HPC VM HPC VM
178.01 £ 126.50 127.57 98.77 + | 111.85 + | 337.76 | 335.71
SRR949537 1.55 + 0.46 | £ 1.415 0.47 7.79 +1.82 | £1.25
2637.7
986.23 £ 686.31 683.38 | 543.14 £ | 707.02 £ 3+ 2966.18
SRR099988 5.66 + 4.83 + 7.52 8.42 5.29 27.61 + 5.56
16897.89
2+ 5768.25 | 5672.36
SRR6794144 64.107 +6.73 + 2.78 n/a n/a n/a n/a
10965.4 | 11003.5
20641.92 | 5647.51 | 5620.33 7 £ 5%
SRR17246885 + 5.349 + 4.33 + 12.27 40.37 18.69 n/a n/a
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3. Integrarea fluxurilor de lucru in serviciile de analiza
NGS

3.1 Optimizarea fluxurilor de lucru

La finalul activitatii de dezvoltare s-au realizat o serie de modificari ale fluxurilor de lucru
destinate analizei liniilor genetice germinative si somatice umane in vederea integrarii acestora
in serviciile de analiza a datelor de secventiere de noua generatie (NGS) care urmeaza sa fie
puse la dispozitia utilizatorilor in Centrul de Resurse Cloud si Big Data.

Fluxurile de lucru dezvoltate au fost actualizate pentru a permite descarcarea automata a datelor
de secventiere obtinute cu ajutorul platformei de secventiere Illumina din baza de date European
Nucleotide Archive, folosind codul de acces.

Astfel, s-a adaugat posibilitatea ca toate fisierele FASTQ incarcate ca date de intrare sa fie
recunoscute automat in etapa de post-procesare.

O alta imbunatatire este posibilitatea de a selecta una din cele trei metode de mapare a citirilor
NGS la genomurile de referinta umane i.e. Burrows-Wheeler Aligner (BWA), Short
Oligonucleotide Analysis Package (SOAP3-DP), si GPU Accelerated Sequence Alignment Library
v2 (GASAL2).

Pentru testarea finala a fluxurilor de lucru ce analizeaza linia genetica germinativa s-a utilizat
setul de date SRR099988 (11.9 Gbp), obtinut cu ajutorul platformei Illumina HiSeq 2000.
Testarea finala a fluxurilor de lucru pentru analiza liniei genetice somatice a fost realizata cu
seturi de date genomice umane ICGC-TCGA DREAM Somatic Mutation Calling Challenge [23] Nr.
2 - proba normala SRR2020596 si proba tumorala SRR2020634, ambele de 56.5 Gbp, obtinute
tot cu ajutorul platformei Illumina HiSeq 2000.

Structura finala a celor 5 fluxuri de lucru dezvoltate care au fost integrate in platforma, precum
si sursele datelor de intrare sunt prezentate mai jos.

3.2 Identificarea variantelor scurte SNP si INDEL cu
DeepVariant

Deep_“ariant

chu
fasty1 STDERR

mark_duplicates
cpu STDERR
STDOUT

maptype

mapping

fastgl output_dir

STDOUT |, Workflow output ports

cpu
fastyl STDERR

ena_dovwnloader -
- input_dir
fastgl STLDERR

: A maptyps
: | [PEUCETT || ETHOUT j: sutput_dir | STDOUT

ref_hgen
WS : A4

Deep_“ariant
| f :
.. . AWWI :

ref_hgen

Figura 3.1 Identificarea variantelor scurte SNP si InDel din linie genetica germinativa umana,
utilizand DeepVariant.

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 31din 71

Date de intrare:

-inputvalue cpu: WGS / WES

-inputvalue cpu: e.g. 24

-inputvalue fastql: e.g. SRR099988
-inputvalue input_dir: e.g. SRR099988
-inputvalue output_dir: e.g. SRR099988
-inputvalue maptype: bwa / soap3-dp / gasal2

-inputvalue ref_hgen: Homo_sapiens_assembly19 / Homo_sapiens_assembly38

3.3 Identificarea variantelor scurte SNP si INDEL cu GATK
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gatk_GenotypeGVCFs

atk_VariantRecalibratol

Figura 3.2 Identificarea variantelor scurte SNP si InDel, din linie genetica germinativa umana,
utilizand GATK.

Date de intrare:

-inputvalue fastql: e.g. SRR099988
-inputvalue input_dir: e.g. SRR099988
-inputvalue maptype: bwa / soap3-dp / gasal2
-inputvalue cpu: e.g. 24

-inputvalue ref_hgen: Homo_sapiens_assembly19 / Homo_sapiens_assembly38
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3.4 Identificarea variantelor somatice umane cu MuTect?2

ena_downloader

mapping_normal| |mapping_tumor

CALL SNV_INDELS MUTECT2 |)

FILTER_SOMATIC _CALLS

(FalculateContaminatio

FilterMutectCalls

| ANNOTATE_FUNCOTATOR |

Figura 3.3 Identificarea variantelor somatice umane din probe normale si tumorale, utilizand Mutect2
(GATK4).

Date de intrare:

-inputvalue bam_normal: e.g. SRR2020596
-inputvalue bam_tumor: e.g. SRR2020634
-inputvalue input_dir: e.g. DREAM_S2
-inputvalue maptype: bwa / soap3-dp / gasal2
-inputvalue cpu: e.g. 28

-inputvalue ref_hgen: Homo_sapiens_assembly19 / Homo_sapiens_assembly38

3.5 Identificarea variantelor somatice umane cu Strelka2

. Workflow input ports

AN
Workflow output ports

wﬂa’l/‘ / ena_downloader strelka2

: bam_normal | orperr mapping_normal bam_normal Avd
w basr:;::::m STDOUT bam;:zmal STDERR bamc-;:mm = TOEAR : ena_downloader
: input_dir : Maptype ref_hgen [ stpout m
; : ref_hgen | stpout :

sample

!

. mpl
Cpu Sl mapping_normal

maptype mapping_tumor

mapping_tumor
bam_tumor

cpu STDERR e -

> maptype

ref_hgen | stpout
sample

Figura 3.4 Identificarea variantelor somatice umane din probe normale si tumorale, utilizand StrelkaZ.
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Date de intrare:

-inputvalue bam_normal: e.g. SRR2020596
-inputvalue bam_tumor: e.g. SRR2020634
-inputvalue input_dir: e.g. DREAM_S2
-inputvalue maptype : bwa / soap3-dp / gasal2
-inputvalue cpu: e.g. 10

-inputvalue ref_hgen: Homo_sapiens_assembly19 / Homo_sapiens_assembly38

3.6 Identificarea modificarilor genomice structurale - variante
structurale si CNV

. Workflow input ports

Preprocessintervals |input dir” ref_hgen ||bam normal ||bam tumor|A

\ \vw '

DenciseReadCounts

—
reateReadCountPa nelOfNormalg
ModeISegments

ColIectAIIellcCount

odelSegments_coverage_alleld

PlotModeledSegments

eg mentation_allelic_data*

Figura 3.5 Identificarea modificarilor genomice CNV din probele normale si tumorale, utilizand GATK.

Date de intrare:

-inputvalue bam_normal: e.g. SRR2020596
-inputvalue bam_tumor: e.g. SRR2020634
-inputvalue input_dir: e.g. DREAM_S2_CNV

-inputvalue ref_hgen: Homo_sapiens_assembly19 / Homo_sapiens_assembly38
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4. Platforma de analiza a datelor NGS

4.1 Procedura de initializare a fluxurilor de lucru NGS

Fisierele tip workflow (t2flow) necesare analizei datelor NGS pe platforma CCBD pot fi obtinute
prin doua metode:

1) Utilizatorul descarca fisierele respective de pe platforme externe (cum este, de exemplu
https://www.myexperiment.org);

2) utilizatorul genereaza fisierele t2flow pe calculatorul personal.

in cel de-al doilea caz, utilizatorul va folosi mai intai programul software Taverna Workbench
instalat pe calculatorul personal pentru a construi grafic fisierul t2flow, pe care il salveaza local.

Etapa urmatoare constd in procesarea fluxului de lucru respectiv pe resursele hardware din
centrul cloud.

Pentru aceasta, utilizatorul inregistrat va accesa mai intdi platforma software a CCBD,
identificandu-se prin user si parola pe interfata descrisa in livrabilul 2.1.

Din interfata Biroului Virtual va apasa pe butonul ,Applications” si apoi va selecta , TAVERNA”
din bara cu aplicatiile pe care este autorizat sa le foloseasca.

Mansge Vids  Manage Cloud Images  Manage Flawars  Manage Securily Groups  Manage Netwarks  Configure OpenSiack Credertisie Applications

mmmmmmmm SIESTA TAVERNA

TRVERNA

% Apache Taverna

Figura 4.1: Antetul interfetei grafice de acces la aplicatia Taverna

Pentru incarcarea in platforma a fisierului t2flow se foloseste butonul ,,Upload Workflow” din bara
de comenzi a aplicatiei reprezentata in figura mai jos.

Figura 4.2: Bara de comenzi din interfata aplicatiei Taverna

Actionarea butonului respectiv activeaza metoda grafica care a fost dezvoltata si implementata
pentru incarcarea fisierelor de tip t2flow.

Se deschide fereastra din Fig. 4.3, care-i ofera utilizatorului posibilitatea sa incarce fisierul prin
tragere si plasare (drag and drop) in fereastra de upload.

Daca sunt necesare mai multe fisiere t2flow, acestea se pot incarca simultan, intr-o singura
operatiune, printr-o selectare multipla. Alternativ, fisierele pot fi trase cu mouse-ul din locatia
lor in fereastra de upload.
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The applications for the perla-pv user are m SIESTA R-MATRIX | TAVERNA

TAVERNA

) Apache Taverna

CLOUDIFIN - Upload t2flow files

Drop files here or click to upload

Fisierele incarcate pot fi gasite in calea home a utilizatorului - perla-pv.

Figura 4.3: Pagina de incarcare a fisierelor t2flow

Sistemul permite incarcarea fisierelor de input tipice Big Data, de mari dimensiuni, fiind testat
cu fisiere de ordinul 5GB. Pentru aceasta, se apasa pe butonul "Upload Large File" din bara de
comenzi reprezentata in Fig. 4.2, pentru a deschide pagina de mai jos.

CLOUDIFIN - Large File Upload

Nu inchide acest tab pana cand nu este finalizat upload-ul fisieruluil

Drop files here or click to upload

Fisierul incarcat poate fi gasit in calea home a utilizatorului - perla-pv

Figura 4.4: Pagina de incarcare a fisierelor Big Data
4.2 Executia fluxurilor de lucru

Interfata grafica prin intermediul careia utilizatorul isi administreaza fluxurile de lucru este
reprodusa in Fig. 4.5.

Interfata ii permite utilizatorului sa initieze asupra fisierelor listate urmatoarele operatiuni:
— vizualizarea continutului fisierului (buton View),
— executarea fisierelor executabile (Execute),
— stergerea fisierului (Delete),
— descarcare a fisierului pe calculatorul personal (Downoad).

Pentru rularea unui fisier t2flow se apasa butonul "Execute", iar fisierul este analizat in vederea
identificarii datelor de intrare (input-uri) necesare rularii workflow-ului. Datele de intrare
necesare sunt detectate de platforma iar utilizatorului nu-i mai ramane decat sa le completeze.
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Figura 4.5: Pagina de administrare a fluxurilor de lucru

In continuare sunt prezentate in detaliu procedurile programate in acest scop.

Din fisierele t2flow platforma extrage sirurile de caractere care sunt incadrate intre marcajele
<port> Si </port>.

<port><name>input dir</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><ann
otations/></port>

<port><name>output dir</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><an
notations/></port>
<port><name>fastgl</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><annota
tions/></port>

<port><name>ref hgen</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><anno
tations/></port>
<port><name>maptype</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><annot
ations/></port>
<port><name>cpu</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><annotatio
ns/></port>

In acesta portiune a codului sunt definite datele de intrare (input-uri). Dupa aplicarea unor filtre
sunt identificate urmatoarele date de intrare: 'input dir', ‘'output dir', ‘'fastqgl',
'ref hgen', maptype’, 'cpu'.

Aceste input-uri sunt afisate pe pagina web, iar dupa completarea lor utilizatorul apasa butonul
"Execute" de lansare a workflow-ului din interfata (Fig.4.6). Dupa apasarea butonului, este
generat mai intai un mesaj MQTT care este apoi este transmis, de exemplu, pe topicul
"cloud/reqg/cloudifin/gpu01" catre agentul care asculta la acest topic. Mesajele care contin
in topic stringul "req" sunt destinate agentilor, iar ceve care contin stringul "res" sunt
receptionate de platforma. Din acest topic "cloud/req/cloudifin/gpu01" rezulta ca mesajul
MQTT este transmis pe un agent (pentru ca regasim "req"), este destinat site-ului cloud
"CLOUDIFIN" iar procesarea workflow-ului se realizeaza pe masina virtuala care se numeste
gpu0l1l.

Dupa completarea input-urilor (denumite inputports in Taverna Workbench), acestea devin:
—inputvalue input dir "SRR099988"
—-inputvalue output dir "SRR099988"

-inputvalue fastgl "SRR099988"
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-inputvalue ref hgen "Homo sapiens_assemblyl9"

-inputvalue maptype "gase" -inputvalue cpu "1".

Mesajul MQTT generat de platforma dupa completarea input-urilor, numelui de utilizator
(username) si fisierului selectat de acesta (t2flow name) arata astfel:

-topic: "cloud/reqg/cloudifin/gpulOl"

-mesaj: username + "|/opt/taverna-workbench/executeworkflow
/nfs3/{{username}}/CECBID/" + t2flow name + comp

unde comp sunt input-urile completate de utilizator de mai sus.

Mesajul MQTT este receptionat de agentul de pe masina virtuala cu numele gpu01 si este impartit
in doua parti prin folosiere delimitatorului " "

username + "|/opt/taverna-workbench/executeworkflow /nfs3/{{username}}/CECBID/"
+ t2flow name + comp

The applications for the perla-pv user are: m SIESTA R-MATRIX TAVERNA

TAVERNA

Apache Taverna

Execute Workflow: cecbid/peria-pv_user/ENA_SOAP3_dp_BWA_DeepVariant_gpu_OK t2flow. Please fill input ports!
input_dir
output_dir
fastq1
ref_hgen
maptype

cpu

Figura 4.6: Pagina de specificare a input-urilor

Daca se doreste acesarea consolei masinii virtuale se apasa butonul de "Console Access" din Fig.
4.2. Se deschide fereastra din Fig. 4.7 pentru selectarea resursei dorite.

Dupa apasarea butonului "Request Console" in lista de console va aparea link catre aceasta
resursa.

Console Access

Select Resource: |eli-np_gpu ~

Figura 4.7: Pagina de accesare a consolei unei masini virtuale
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5. Concluzii

Toate fluxurile de lucru pentru analiza seturilor de date provenite din ambele linii genetice
(germinativa si somatica) au rulat cu succes.

In urma ultimelor modificari aduse etapei de pre-analiza a fluxurilor de lucru, timpul de
rulare al analizei NGS a fost scurtat suplimentar cu 1-2 ore. Aceste modificari au permis
automatizarea completa a procedurilor bioinformatice si integrarea fluxurilor de lucru in
platforma CLOUDIFIN de analiza a datelor NGS.

La finalul proiectului au fost obtinute 2 fluxuri de lucru optimizate si validate riguros
pentru analiza liniei germinative a datelor NGS umane si 3 fluxuri de lucru pentru analiza
somatica, realizata in tandem din probe de secventiere normale si tumorale. Fluxurile de
lucru dezvoltate in cadrul proiectului permit automatizarea principalelor tipuri de
proceduri bioinformatice pentru analiza seturilor de date NGS (WGS/WES) umane.

Cele 5 fluxuri de lucru au fost integrate in platforma software dezvoltata pentru analiza
fisierelor de date de mari dimensiuni (Big Data) provenite din secventierea de noua
generatie (NGS).

S-a dezvoltat si implementat o interfata grafica de acces al utilizatorilor autorizati la
serviciile platformei de analiza a datelor NGS.
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6. ANEXA

Codul sursa pentru fluxul de lucru ENA_SOAP3_dp_BWA_DeepVariant_gpu_OK.t2flow

<workflow xmlns="http://taverna.sf.net/2008/xml/t2flow" version="1" producedBy="taverna-
core-2.5.0"><dataflow id="28255bca-da42-45ce-87ed-81fa90c33568"
role="top"><name>Workflowl</name> <inputPorts><port><name>input_dir</name><dept
h>0</depth><granularDepth>0</granularDepth><annotations
/></port><port><name>output_dir</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granul
arDepth><annotations
/></port><port><name>fastql</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDe
pth><annotations
/></port><port><name>ref_hgen</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granular
Depth><annotations
/></port><port><name>maptype</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granular
Depth><annotations
/></port><port><name>cpu</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDept
h><annotations
/></port></inputPorts><outputPorts><port><name>ena_downloader</name><lastPredicte
dDepth>0</lastPredictedDepth><annotations

/></port><port><name>mapping</name> <lastPredictedDepth>0</lastPredictedDepth><a
nnotations

/></port><port><name>Deep_Variant</name> <lastPredictedDepth>0</lastPredictedDepth
><annotations
/></port></outputPorts><processors><processor><name>mapping</name><inputPorts><
port><name>ref_hgen</name><depth>0</depth></port><port><name>output_dir</nam
e><depth>0</depth></port><port><name>input_dir</name><depth>0</depth></port>
<port><name>maptype</name><depth>0</depth></port><port><name>fastql</name>
<depth>0</depth></port><port><name>cpu</name><depth>0</depth></port></inputP
orts><outputPorts> <port><name>STDOUT</name><depth>0</depth><granularDepth>0<
/granularDepth></port> </outputPorts> <annotations

/><activities><activity ><raven><group>net.sf.taverna.t2.activities</group><artifact>exter
nal-tool-

activity</artifact><version>1.5</version> </raven><class>net.sf.taverna.t2.activities.extern
altool.ExternalToolActivity </class><inputMap><map from="ref _hgen" to="ref_hgen" /><map
from="input_dir" to="input_dir" /><map from="output_dir" to="output_dir" /><map
from="fastql" to="fastql" /><map from="cpu" to="cpu" /><map from="maptype"
to="maptype" /></inputMap><outputMap><map from="STDOUT" to="STDOUT"
/></outputMap><configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfiguratio
nBean xmlns="">

<mechanismType>789663B8-DA91-428A-9F7D-B3F3DA185FD4</mechanismType>
<mechanismName>default local</mechanismName>
<mechanismXML>&lt; ?xml version="1.0" encoding="UTF-8"?&gt;&#xD;
&lt;locallnvocation /&gt; &#xD;
</mechanismXML>
<externaltoolid>e7b37999-1b40-4211-aed8-76d3ddc055f3</externaltoolid>
<useCaseDescription>
<usecaseid />
<description>fastq_1 = e.g. SRR099988
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input_dir = e.g. SRR099988

output_dir = e.g. SRR099988

maptype = bwa, soap3 or gase

ref_gen = Homo_sapiens_assembly19 or Homo_sapiens_assembly38
</description>

<command>export
input_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir%%

mkdir
/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%output_dir%%/%%maptype®%%_bam

export
output_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/% %output_dir%%/% %maptype%
%_bam

cd $output_dir

if [ "%%maptype%%" == "soap3" ]; then

export soap3dp_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/Software/SOAP3-dp_cudall_vm

export ref_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/Software/SOAP3-dp_index

export picard=/nfs3/gnecula/CECBID/Software/picard.jar

export LD_LIBRARY_PATH=$LD_LIBRARY_PATH:/usr/local/cuda-11.0/targets/x86_64-linux/lib

$soap3dp_dir/soap3-dp pair $ref_dir/%%ref_hgen%%.fasta.index
$input_dir/%%fastq1%%_1.fastq.gz $input_dir/%%fastql1%%_2.fastq.gz -c 0 -b 3 -0
$output_dir/%%fastql%% &gt; $output_dir/%%fastql%%.log

wait

samtools merge -@ %%cpu%%% %%fastql%%_merged.bam \
% %fastq1%%.gout.1 \
% %fastq1%%.gout.10 \
% %fastql1%%.gout.11 \
%%fastql%%.gout.12 \
% %fastq1%%.gout.13 \
% %fastql1%%.gout.14 \
%°%fastq1%%.gout.15 \
%°%fastq1%%.gout.16 \
% %fastq1%%.gout.17 \
%°%fastq1%%.gout.18 \
%°%fastq1%%.gout.19 \
% %fastq1%%.gout.2 \
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% %fastq1%%.gout.20 \
% %fastq1%%.gout.3 \
% %fastq1%%.gout.4 \
%°%fastq1%°%.gout.5 \
% %fastq1%%.gout.6 \
%°%fastq1%%.gout.7 \
%°%fastq1%%.gout.8 \
% %fastq1%%.gout.9 \
% %fastq1%%.dpout.1 \
%%fastql1%%.unpair

wait

samtools sort -@ %%cpu%%% %%fastql%%_merged.bam -0 %%fastql1%%_sorted.bam

samtools index -@ %%cpu%% %%fastql%%_sorted.bam %%fastql%%_sorted.bam.bai

wait

nohup java $jvm_args -XX:ParallelGCThreads=%%cpu®%% -jar $picard \
AddOrReplaceReadGroups \
I=%"%fastql1%%_sorted.bam \
0=%%fastq1%%_sorted_rg.bam \
SORT_ORDER=coordinate \
CREATE_INDEX=true \
RGPL=illumina \

RGLB=Lib1l \

RGPU=%"%fastq1%% \
RGID=%%fastq1%% \
RGSM=%%fastql%%

wait

else

echo "soap3-dp mapping not selected"

fi
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if [ "%%maptype%%" == "bwa" ]; then

export
ref_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/GATK_somatic_workflow/GATK_somatic_germline/gatk_files/so
matic/ref

bwa mem -Y -K 100000000 -t %%cpu%% -R '@RG\tID:%%fastql%%\tSM: % %fastql%%'
$ref_dir/%%ref_hgen%%.fasta $input_dir/%%fastql1%%_1.fastq.gz
$input_dir/%%fastql%%_2.fastq.gz | samtools view -Shb -0 $output_dir/%%fastql%%.bam

samtools sort -@ %%cpu%% % %fastql%%.bam &gt; %%fastql%%_sorted_rg.bam

samtools index -@ % %cpu% % % %fastql%%_sorted_rg.bam
% %fastql1%%_sorted_rg.bam.bai

else

echo "bwa mapping not selected"

fi

if [ "%%maptype%%" == "gase" ]; then

export gase_bin=/nfs3/gnecula/CECBID/Software/gase-gasal2/gase

export
ref_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/GATK_somatic_workflow/GATK_somatic_germline/gatk_files/so
matic/ref

$gase_bin gase_aln -1 150 -t %%cpu%% -Y -R '@RG\tID:%%fastql%%\tSM:%%fastql% %'
$ref_dir/%%ref_hgen%%?%.fasta $input_dir/%%fastq1%°%_1.fastq.gz
$input_dir/%%fastql1%%_2.fastq.gz &gt; $output_dir/%%fastql%%.sam

samtools view -Shb -@ %%cpu%%% %%fastql%%.sam &gt; %%fastql%%.bam
samtools sort -@ %%cpu%% %%fastql%%.bam &gt; %%fastql%%_sorted_rg.bam

samtools index -@ % %cpu®% % % %fastql1%%_sorted_rg.bam
% %fastql1%%_sorted_rg.bam.bai

else

echo "gase mapping not selected"

fi

</command>
<preparingTimeoutInSeconds>1200</preparingTimeoutInSeconds>
<executionTimeoutInSeconds>1800</executionTimeoutInSeconds>
<tags>

<string>cpu</string>

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 45 din 71

<string>fastql</string>
<string>input_dir</string>
<string>maptype</string>
<string>output_dir</string>
<string>ref_hgen</string>
</tags>
<REs />
<queue__preferred />
<queue__deny />
<static__inputs />
<inputs>
<entry>
<string>ref_hgen</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>ref_hgen</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>output_dir</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>output_dir</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />

</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
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</entry>
<entry>
<string>input_dir</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>input_dir</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>fastql</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>fastql</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>cpu</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>cpu</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>

<forceCopy>false</forceCopy>

CeCBiD-EOSC_RST-2.5 © IFIN-HH



RST-2.5 Pagina 47 din 71

<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>maptype</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>maptype</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
</inputs>
<outputs />
<includeStdIn>false</includeStdIn>
<includeStdOut>true</includeStdOut>
<includeStdErr>true</includeStdErr>
<validReturnCodes>
<int>0</int>
</validReturnCodes>
</useCaseDescription>
<edited>false</edited>

</net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfigurationBean> </configBea
n><annotations

/></activity></activities> <dispatchStack><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t
2.core</group> <artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Parallelize</class><configBean

encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeC
onfig xmIns="">

<maxJobs>1</maxJobs>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeConfig> </configBean>
</dispatchLayer> <dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group><artifact>
workflowmodel-
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impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.ErrorBounce</class><configBean encoding="xstream"><null xmIns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group><artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Failover</class><configBean  encoding="xstream"><null  xmlns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group><artifact>workflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version> </raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Retry </class><configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig
xmlns="">

<backoffFactor>1.0</backoffFactor>
<initialDelay>1000</initialDelay>
<maxDelay>5000</maxDelay>
<maxRetries>0</maxRetries>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig> </configBean> </di
spatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group> <artifact>wor
kflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version></raven> <class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Invoke</class><configBean encoding="xstream"><null xmlns=""
/></configBean></dispatchLayer></dispatchStack> <iterationStrategyStack> <iteration> <str
ategy><cross><port name="ref_hgen" depth="0" /><port name="output_dir" depth="0"
/><port name="input_dir" depth="0" /><port name="maptype" depth="0" /><port
name="fastql" depth="0" /><port name="cpu" depth="0"
/></cross></strategy> </iteration></iterationStrategyStack> </processor><processor><na
me>Deep_Variant</name><inputPorts> <port><name>output_dir</name><depth>0</dept
h></port><port><name>ref_hgen</name><depth>0</depth></port><port><name>mapt
ype</name><depth>0</depth></port><port><name>fastql </name><depth>0</depth><
/port><port><name>cpu</name><depth>0</depth></port> </inputPorts><outputPorts> <
port><name>STDOUT</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDepth></po
rt></outputPorts><annotations

/> <activities><activity > <raven> <group>net.sf.taverna.t2.activities</group> <artifact>exter
nal-tool-

activity</artifact> <version>1.5</version> </raven><class>net.sf.taverna.t2.activities.extern
altool.ExternalToolActivity</class><inputMap><map from="ref_hgen" to="ref_hgen" /><map
from="output_dir" to="output_dir" /><map from="fastql" to="fastql" /><map from="cpu"
to="cpu" /><map from="maptype" to="maptype" /></inputMap><outputMap><map
from="STDOUT" to="STDOUT" /></outputMap><configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfiguratio
nBean xmlns="">

<mechanismType>789663B8-DA91-428A-9F/D-B3F3DA185FD4</mechanismType>
<mechanismName>default local</mechanismName>
<mechanismXML>&lt;?xml version="1.0" encoding="UTF-8"?&gt; &#xD;
&lt;locallnvocation /&gt; &#xD;
</mechanismXML>
<externaltoolid>d1941d40-5b97-458c-93a6-c8934adead8c</externaltoolid>
<useCaseDescription>

<usecaseid />
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<description />

<command>INPUT_DIR="/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%output_dir% %/
%% maptype%%_bam"

INPUT_DIR_REF="/nfs3/gnecula/CECBID/GATK_somatic_workflow/GATK_somatic_germline/ga
tk_files/somatic/ref"

OUTPUT_DIR="/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%output_dir%%/out_DV"
BIN_VERSION="1.3.0"

### --regions "chr20:10,000,000-10,010,000" \

sudo docker run --gpus 1\
-v "${INPUT_DIR}":"/input" \
-v "${INPUT_DIR_REF}":"/input_ref" \
-v "${OUTPUT_DIR}":"/output" \
google/deepvariant:"${BIN_VERSION}-gpu" \
/opt/deepvariant/bin/run_deepvariant \
--model_type=WGS \
--ref=/input_ref/%%ref_hgen%%°%.fasta \
--reads=/input/%%fastq1%%_sorted_rg.bam \
--output_vcf=/output/output.vcf.gz \
--output_gvcf=/output/output.g.vcf.gz \
--intermediate_results_dir=/output/tmp \

--num_shards=%%cpu®%%

wait</command>
<preparingTimeoutInSeconds>1200</preparingTimeoutInSeconds>
<executionTimeoutInSeconds>1800</executionTimeoutInSeconds>
<tags>
<string>cpu</string>
<string>fastql</string>
<string>maptype</string>
<string>output_dir</string>
<string>ref_hgen</string>
</tags>
<REs />
<queue__preferred />
<queue__deny />

<static__inputs />
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<inputs>
<entry>
<string>ref_hgen</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>ref_hgen</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>output_dir</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>output_dir</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>fastql</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>fastql</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>

<forceCopy>false</forceCopy>
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<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>cpu</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>cpu</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>maptype</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>maptype</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
</inputs>
<outputs />
<includeStdIn>false</includeStdIn>
<includeStdOut>true</includeStdOut>

<includeStdErr>true</includeStdErr>
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<validReturnCodes>
<int>0</int>
</validReturnCodes>
</useCaseDescription>
<edited>false</edited >

</net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfigurationBean> </configBea
n><annotations

/> </activity> </activities> <dispatchStack> <dispatchLayer> <raven><group>net.sf.taverna.t
2.core</group> <artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Parallelize</class><configBean

encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeC
onfig xmIns="">

<maxJobs>1</maxJobs>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeConfig> </configBean>
</dispatchLayer> <dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group><artifact>
workflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version></raven> <class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.ErrorBounce</class><configBean encoding="xstream"><null xmIns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group><artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Failover</class><configBean  encoding="xstream"><null  xmlns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group><artifact>workflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version></raven> <class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Retry</class><configBean

encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig
xmlns="">

<backoffFactor>1.0</backoffFactor>
<initialDelay>1000</initialDelay>
<maxDelay>5000</maxDelay >
<maxRetries>0</maxRetries>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig> </configBean> </di
spatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group><artifact>wor
kflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Invoke</class> <configBean encoding="xstream"><null xmins=""
/></configBean></dispatchLayer></dispatchStack> <iterationStrategyStack> <iteration><str
ategy><cross><port name="output_dir" depth="0" /><port name="ref_hgen" depth="0"
/><port name="maptype" depth="0" /><port name="fastql" depth="0" /><port name="cpu"
depth="0"

/></cross></strategy> </iteration> </iterationStrategyStack> </processor> <processor><na
me>ena_downloader</name><inputPorts><port><name>input_dir</name><depth>0</de
pth></port><port><name>fastql</name><depth>0</depth></port></inputPorts><outpu
tPorts><port><name>STDOUT</name><depth>0</depth><granularDepth>0</granularDep
th> </port> </outputPorts> <annotations

/> <activities><activity > <raven><group>net.sf.taverna.t2.activities</group> <artifact>exter
nal-tool-

activity </artifact><version>1.5</version> </raven><class>net.sf.taverna.t2.activities.extern
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altool.ExternalToolActivity </class> <inputMap><map from="input_dir" to="input_dir" /><map
from="fastql" to="fastql" /></inputMap><outputMap><map from="STDOUT" to="STDOUT"
/></outputMap><configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfiguratio
nBean xmlns="">

<mechanismType>789663B8-DA91-428A-9F7D-B3F3DA185FD4</mechanismType>
<mechanismName>default local</mechanismName>
<mechanismXML>&lt; ?xml version="1.0" encoding="UTF-8"?&gt; &#xD;
&lt;locallnvocation /&gt; &#xD;
</mechanismXML>
<externaltoolid>ae031485-b926-4d42-aaec-a6070cc2fda3</externaltoolid>
<useCaseDescription>
<usecaseid />
<description>mkdir /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/ERR949836

java -jar ena-file-downloader.jar --accessions=ERR949836 --format=READS_FASTQ --
location=/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/ERR949836 --protocol=FTP --
asperalLocation=null

mv
/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/ERR949836/reads_fastq/ERR949836/*.fastq.gz
/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/ERR949836

rm -rf /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/ERR949836/reads_fastq
</description>

<command>export ena_down=/nfs3/gnecula/CECBID/Software/ena_downloader/ena-file-
downloader.jar

mkdir /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir% %
export input_dir=/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir%%

java -jar $ena_down --accessions=%"%fastql%% --format=READS_FASTQ --
location=%$input_dir --protocol=FTP --asperalLocation=null

mv
/nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir%%/reads_fastq/%%fastql%%/*
.fastq.gz /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/% %input_dir%%

rm -rf /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir%%/reads_fastq

#gunzip /nfs3/gnecula/CECBID/1000genomes/samples/%%input_dir%%,/*.fastq.gz

wait
</command>
<preparingTimeoutInSeconds>1200</preparingTimeoutInSeconds>

<executionTimeoutInSeconds>1800</executionTimeoutInSeconds>
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<tags>
<string>fastql</string>
<string>input_dir</string>
</tags>
<REs />
<qgueue__preferred />
<queue__deny />
<static__inputs />
<inputs>
<entry>
<string>input_dir</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>input_dir</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>
<entry>
<string>fastql</string>
<de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
<tag>fastql</tag>
<file>false</file>
<tempFile>false</tempFile>
<binary>false</binary>
<charsetName>windows-1252</charsetName>
<forceCopy>false</forceCopy>
<list>false</list>
<concatenate>false</concatenate>
<mime />
</de.uni__luebeck.inb.knowarc.usecases.ScriptInputUser>
</entry>

</inputs>
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<outputs />

<includeStdIn>false</includeStdIn>

<includeStdOut>true</includeStdOut>

<includeStdErr>true</includeStdErr>

<validReturnCodes>

<int>0</int>

</validReturnCodes>
</useCaseDescription>
<edited>false</edited>

</net.sf.taverna.t2.activities.externaltool.ExternalToolActivityConfigurationBean> </configBea
n><annotations

/></activity></activities> <dispatchStack> <dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t
2.core</group> <artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Parallelize</class> <configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeC
onfig xmlns="">

<maxJobs>1</maxJobs>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.ParallelizeConfig></configBean>
</dispatchLayer> <dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group> <artifact>
workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.ErrorBounce</class><configBean encoding="xstream"><null xmlns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group><artifact>workflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version></raven> <class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Failover</class><configBean encoding="xstream"><null xmiIns=""
/></configBean></dispatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</
group> <artifact>workflowmodel-
impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Retry</class><configBean
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig
xmlns="">

<backoffFactor>1.0</backoffFactor>
<initialDelay>1000</initialDelay>
<maxDelay>5000</maxDelay>
<maxRetries>0</maxRetries>

</net.sf.taverna.t2.workflowmodel.processor.dispatch.layers.RetryConfig></configBean></di
spatchLayer><dispatchLayer><raven><group>net.sf.taverna.t2.core</group><artifact>wor
kflowmodel-

impl</artifact><version>1.5</version></raven><class>net.sf.taverna.t2.workflowmodel.pro
cessor.dispatch.layers.Invoke</class><configBean encoding="xstream"><null xmlns=""
/></configBean></dispatchLayer></dispatchStack> <iterationStrategyStack> <iteration><str
ategy><cross><port name="input_dir" depth="0" /><port name="fastql" depth="0"
/></cross></strategy> </iteration> </iterationStrategyStack> </processor></processors><c
onditions> <condition control="ena_downloader" target="mapping" /><condition
control="mapping" target="Deep_Variant" /></conditions> <datalinks><datalink> <sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>ref _hgen</port></sink><source
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type="dataflow"> <port>ref_hgen</port></source></datalink> <datalink><sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>output_dir</port></sink><sour
ce type="dataflow"><port>output_dir</port></source> </datalink><datalink> <sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>input_dir</port></sink><source
type="dataflow"><port>input_dir</port></source></datalink><datalink><sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>maptype</port></sink><source
type="dataflow"><port>maptype</port></source></datalink><datalink> <sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>fastql</port></sink><source
type="dataflow"> <port>fastql </port></source></datalink><datalink><sink
type="processor"><processor>mapping</processor><port>cpu</port></sink><source
type="dataflow"><port>cpu</port></source></datalink><datalink> <sink
type="processor"><processor>Deep_Variant</processor><port>output_dir</port></sink><

source type="dataflow"><port>output_dir</port></source> </datalink><datalink><sink
type="processor"><processor>Deep_Variant</processor><port>ref_hgen</port></sink><s

ource type="dataflow"><port>ref_hgen</port></source></datalink><datalink> <sink
type="processor"><processor>Deep_Variant</processor><port>maptype</port></sink><s

ource type="dataflow"><port>maptype</port></source></datalink><datalink> <sink
type="processor"><processor>Deep_Variant</processor> <port>fastql</port></sink><sour
ce type="dataflow"><port>fastql </port></source></datalink><datalink> <sink

type="processor"><processor>Deep_Variant</processor><port>cpu</port></sink><source
type="dataflow"> <port>cpu</port></source> </datalink> <datalink> <sink
type="processor"><processor>ena_downloader</processor><port>input_dir</port></sink>

<source type="dataflow"><port>input_dir</port></source></datalink> <datalink> <sink
type="processor"><processor>ena_downloader</processor><port>fastql</port></sink><s
ource type="dataflow"><port>fastql </port></source></datalink><datalink> <sink

type="dataflow"><port>ena_downloader</port></sink><source
type="processor"><processor>ena_downloader</processor><port>STDOUT</port></source
></datalink><datalink><sink type="dataflow"><port>mapping</port></sink><source
type="processor"><processor>mapping</processor><port>STDOUT</port></source></dat
alink><datalink> <sink type="dataflow"><port>Deep_Variant</port></sink><source
type="processor"><processor>Deep_Variant</processor><port>STDOUT</port></source>
</datalink> </datalinks><annotations><annotation_chain_2_2
encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>bf582ab4-ce96-44b3-b1c4-d25138b7e43b</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 08:15:35.839 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>e356ebdc-e832-4ec6-9fd6-b7149fe02867 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 16:35:57.595 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>9a8f67cc-5f30-4932-9610-e7f1lc5e5316e</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 14:19:00.638 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>286c81e7-a774-450c-90de-28dc7ee60d98 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 10:42:20.691 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>e26ce0b3-36ec-4352-8c2a-b42ee8586860</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 16:36:37.275 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>c9f912b4-524a-4916-acac-526f655e1220</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 07:22:24.37 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>fcb40c2f-1e7f-4c20-b672-ccf24deb1975</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 07:47:46.252 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>d368b641-1d9f-4f51-bc59-63288743e558</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 07:48:58.935 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>b26abfc6-96f1-4a8d-b12d-ebe062227e68</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 06:59:25.480 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>2afa277d-addc-4be5-9e6f-554cc7796c53 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 07:47:33.332 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>cd680466-addb-4c1b-9b6a-f603894190d6</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 11:51:14.170 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>c7c00272-4f27-45b7-95eb-b38d04a8662e</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 08:26:38.907 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>2830118d-9a9d-4380-a82e-81ed6belcffé</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-06 10:57:41.391 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>909ac05e-1ab0-4a66-846b-d0e6e860alec</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 14:14:52.198 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>186d555f-aa7f-46c6-9a07-8eda31cbbl6e</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 13:32:52.728 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>ac7d142e-0db2-4992-aaee-475884f59ec7 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-06 07:39:31.388 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>a5b5eb6a-62ed-48a4-a802-c1de5c47d523</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 09:15:41.445 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>64c43d80-0373-492a-acec-7701978d178d</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 06:48:14.230 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>55100d64-5740-4816-ac0a-243f0b2e96d7 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 08:06:58.54 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>bacc2a7e-e0d5-499a-b55d-67007841a972</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 10:05:08.887 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>409a5cbc-459d-43a7-a667-b4e5c23457d6</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-23 09:53:28.251 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>bb40a405-e2c8-4b76-904e-90fb5786b68b</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-23 09:56:10.21 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>fa90ad83-29f4-4967-aab3-49bc40cffbbc</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-06 05:50:12.824 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>28255bca-da42-45ce-87ed-81fa90c33568</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-23 10:08:16.704 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>4c2dd107-972e-49fc-b56b-146981940a51 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-12 14:23:08.770 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>cd8159fa-62cb-445b-bdd2-a22dea00b000</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 07:54:59.523 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>8e3f9f1b-4a20-4ab0-ad1la-7eedf996d2f7 </identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 16:53:13.146 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>26a5b42b-025b-41b1-af24-722406742dc6</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-12 14:14:40.151 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>e44d9825-ddb7-4b7b-867f-4347a2db980f</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 07:50:26.861 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2> <annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>9f06f89d-8ce7-41a7-87d4-2c2eec8dc273</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 12:05:58.561 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>e1912994-8e37-4750-a25e-5ce60b8ffldc</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 19:43:10.696 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>ale8b76b-583d-4661-8e0a-50b4ec2442c5</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 13:59:23.714 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>789d879f-99f2-41bc-a86b-7ad1404d213f</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 14:16:30.987 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>10cf4b7b-3d2b-4bd2-899b-7bal11316b11b</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-12 14:06:37.641 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>d7532bf9-51ef-4d91-aaa5-b5b93ac38668</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 10:02:31.708 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>048c9ea7-6b6d-4715-8454-a0d191649017</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 06:30:24.283 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>48a275c5-92ee-4c60-8ed8-1cc7a4256779</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-05 07:45:50.423 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>56a3c154-e6e1-4787-ab2a-d1f5865207fa</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 11:50:33.71 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>94e43334-d62d-41be-898d-24838d29f6d1</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 14:59:44.793 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>f019ebe1-8b18-4036-8ad6-87edla707ec2</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 15:01:59.219 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>41fd26d1-65fc-47al-ab21-6fb1f31fdaa6</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 09:54:54.263 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmins="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>8fbc405d-d1eb-4057-a7c3-af82caad1f76</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-12 14:16:11.430 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream" > <net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion">

<identification>78ec372b-d38b-451c-b36d-18bd78057ecf</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-07 09:48:20.216 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>

<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl|>
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<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>b8fca280-11e9-432c-abc0-57eac89c00ef</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-12 13:59:39.649 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl> </annotation_chain_2_2><annotation_c
hain_2_2 encoding="xstream"><net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl xmlns="">

<annotationAssertions>
<net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>

<annotationBean
class="net.sf.taverna.t2.annotation.annotationbeans.IdentificationAssertion" >

<identification>2da50e5a-bfc3-43cf-albc-e5444d84903b</identification>
</annotationBean>
<date>2022-05-04 14:15:37.315 UTC</date>
<creators />
<curationEventList />
</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationAssertionImpl>
</annotationAssertions>

</net.sf.taverna.t2.annotation.AnnotationChainImpl></annotation_chain_2_2></annotations
> < /dataflow> </workflow>
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