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Resumen:

En el estudio de mutaciones del genoma, las herramientas desarrolladas en el ambito de la
bioinformatica han marcado un antes y después, facilitando la rapida deteccién de variaciones en el

ADN vy favoreciendo el ejercicio de la medicina personalizada dentro del ambito de la oncologia.

En este trabajo se ha hecho un estudio experimental con la finalidad de aprender sobre las diferentes
herramientas bioinformaticas para el anélisis de genoma humano y la detecciéon de variantes o
mutaciones en el mismo. Para ello, se utilizaron muestras de ADN y ARN de pacientes
anonimizados (identificados por codigos). Estas muestras fueron aportadas y secuenciadas por el
servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario de Canarias. En ellas, se detectaron

mutaciones o variaciones concordantes con diferentes patologias.

En la actualidad, la bioinformatica a pesar de aportar una mejoria exponencial en la deteccién y
entendimiento de las patologias, sigue siendo una subespecialidad de “nicho”, principalmente
debido a su larga curva de aprendizaje. Sin embargo, es necesario dedicar esfuerzos a la formacién
y la divulgacién de la bioinformatica entre los profesionales de la salud, ya que esta subespecialidad
tiene una prevision de desarrollo muy grande y podria ser indispensable a la hora de hacer mas

eficiente el diagnostico y la terapéutica médica.

Abstract

In the study of genome mutations, the tools developed in the field of bioinformatics have marked a
turning point, facilitating the rapid detection of DNA alterations and favoring the exercise of

personalized medicine in the field of oncology.

In this work, an experimental study has been carried out with the aim of learning about the different
bioinformatic tools for the analysis of the human genome and the detection of variants or mutations
in tumors. For this purpose, anonymized (code-identified) DNA and RNA samples from breast
cancer patients were used. These samples were provided and sequenced by the Pathology
Department of the Hospital Universitario de Canarias. In them, mutations or pathogenic variations

that conditioned the different pathologies were detected.



At present, bioinformatics, despite providing an exponential improvement in the detection and
understanding of disease, continues to be a "niche" subspecialty, mainly due to its long learning
curve. However, it is necessary to devote efforts to the training and dissemination of bioinformatics
among health professionals, in order to create an even stronger and more interconnected

international network.

Palabras clave
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Introduccion

¢ Qué es la bioinformatica?

Es una subdisciplina cientifica que involucra el uso de tecnologia informdtica para recoger,
organizar, acumular y analizar informacion bioldgica. En este TFG se analizara especificamente
genoma humano para la detecciéon de variaciones significativas y consecuentemente ayudar al
diagnostico del cancer, particularmente en la orientacion de una terapia dirigida a dianas concreta.

[7]
¢Qué es un pipeline?

En informética, un pipeline (“tuberia” en inglés) es la combinacion de procesos informaticos con un
orden definido que estan involucrados en la ejecucion de los flujos de trabajo o workflow (aunque
se puede utilizar también como sinénimo de flujo de trabajo) de forma rutinaria y altamente
automatizada. Estos flujos de trabajo no son mas que un conjunto de tareas individuales. En este

grafico adjunto, podemos ver un ejemplo de lo mencionado:



. Preparacién Alineacién al
ecuenciacion  ee——p  del genoma =P  genoma de

referencia

Filtrado de Deteccién de BAM QC y

i variantes : : 62
variantes visualizacién

Figura 1: Creacion propia
Como

podemos ver, en esta Figura se enumeran los procedimientos necesarios para la consecucion del
objetivo de este TFG (la identificacion de variantes para el diagnéstico pat6logico). En este caso,
cada “flecha” simbolizaria al pipeline, siendo este el conjunto de tareas (p.ej: indexar genoma) que
nos permitirian ejecutar el proceso nombrado y nos darian los datos para la ejecucion del siguiente,
siendo el resultado de un proceso (output) el elemento de entrada (input) del siguiente proceso. [2]

[3]

¢Como se incorpora el pipeline ?

A continuacion, se describiran mas detalladamente los procesos del pipeline que se ejecutaran
siguiendo el esquema de la Figura 1. En este cuadro resumen se nombran algunas de las

herramientas que se pueden usar y en negrita estan los usados en este trabajo:

Proceso Herramienta (s)

Secuenciacion Illumina

Preparacion del Genoma FASTQ, Trimmomatic, FastX Toolkit,
Cutadapt

Alineacién al genoma de referencia BWA, Galaxy

BAM QC y visualizacion Samtools, Qualimap, Freebayes, IGV

Deteccion de variantes VarScan, GATK, Freebayes

Filtrado de variantes Ensembl VEP, GATK, VCFtools




Secuenciacion

La secuenciacién se define como la determinacion exacta de nucle6tidos y bases en una molécula
de ADN. Este proceso puede hacerse de varias maneras. En este TFG, la secuenciacion se hace
mediante sintesis por polimerasas de lecturas cortas del genoma mediante Illumina, proceso
denominado next-generation sequencing (NGS) en contraposicion con la forma original de
secuenciar Sanger sequencing.

El resultado final de esta secuenciacién sera el archivo digital que sera utilizado en los procesos

posteriores [3][4][5]

Preparacion del genoma

Para poder trabajar con el archivo, hace falta primero pasar por el

[ . data] proceso que en este TFG denominaremos “de preparacion”. Este

consiste en varios pasos:
1. Estudio de la calidad de la muestra: para esto se utilizara

FASTQC, una herramienta de estudio de control de calidad

FastQC frecuentemente utilizada en la bioinformatica.
2. “Recorte” o trimming de las partes del genoma que no tengan
buena calidad, manteniendo aquellas que sean buenas para su
Fastx Toolkit / estudio. El “recorte” se ejecutard con Trimmomatic, una
Cutadapt/Trimmo
herramienta especializada que se puede utilizar tanto en la
terminal como en la web.
., A la hora de representar la calidad de nucleotidos concretos se utiliza el
[F'rocessed read} codigo ASCII, que permite asociar un valor especifico a cada
data nucle6tido sin comprometer la correspondencia de los caracteres, como

Figura 2: Imagen resumen del Se muestra a continuacion:

proceso de preparacién del | "#$%&"' ()*+,-./0123456789: ;<=>?@ABCDEFGHI

genoma(1]

QO Q10 Q20 Q30 Q40

Si este codigo no se usara y tuviéramos una secuencia tipo ACGT con una calidad determinada Q
de 25(A), 34(C), 40(G) y 35(T) a la hora de incorporarla a un archivo de dos lineas relacionando
nucledtidos y calidad quedaria de la siguiente manera:

ACGT

25344035



Como se percibe en el ejemplo anterior, no se mantendria la correspondencia de los caracteres. Sin
embargo, con el cddigo ASCII (! = QO y hasta I = Q40 ) la secuencia se leeria de la siguiente
manera:

ACGT

:CID

De esta manera se puede asignar la calidad debajo de la secuencia consumiendo un solo caracter sin

que se pierda la correspondencia y haciendo mas facil su lectura.

Una vez identificada la calidad de las bases, hay que proceder al filtrado mencionado. Se
considerara de “mala calidad” cualquier base que tenga un valor de calidad < Q30. Estos valores de
calidad se definen como la probabilidad de error: Q(A) =-10 log:o(P(~A)). Este criterio de calidad
(originalmente propuesto para el uso del software Phred como parte de la bioinformatica necesaria

para ensamblar el proyecto Genoma

Quality score, Q(A) Error probability, P(~A)

10 0.1 Humano) corresponde a aceptar un
20 0.01 nucleétido concreto en un punto de la
30 0.001

secuenciacion solo si la probabilidad de que
Figura 3: Relacion entre Q y probabilidad de error[6] ; . .
sea erroneo es inferior a 1/1000. [1][6]

Alineamiento al genoma de referencia

Para poder detectar variaciones, es importante comparar el genoma obtenido con otro de
“referencia”. A esto se llamara alineamiento o mapeado y consiste en definir (o hacer un mapa de)
la ubicacién mas probable dentro del genoma para la lectura de ADN observada, ademas de
identificar la secuencia genémica que mejor se ajusta a cada secuencia de referencia (Figura) . Una
vez alineado, serd transformado en un archivo de Sequence Alignment Map (SAM) o mapa de
secuencias alineadas. Este alineamiento se hara en base al tipo de genoma que empleen los paneles

de secuenciacion del secuenciador. En este caso el genoma de referencia es el GRCh38. [1]
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Figura 4: En esta imagen se describe el proceso de mapeado. Como podemos ver, el genoma es “organizado” en base
al genoma de referencia, detectando variantes. A veces, si el genoma es antiguo, se pueden detectar variantes
duplicadas ancestrales. [3]

Deteccion y filtrado de variaciones

En este paso, se identifican potenciales variantes a través de la blisqueda de evidencia de un tipo
particular de variacion en los datos de secuenciacion disponibles. El proceso es bastante simple: se
produce una pila de lecturas, se comparan con la secuencia de referencia y se identifica donde hay
desajustes. El formato estdndar que se usa es VCF, que es el Variant Call Format o formato de
llamada de variaciones.

Habré diferentes tipos de variaciones. Utilizaremos de ejemplo la frase “Esta variaciéon me da
magua” para facilitar el entendimiento de sus diferencias. Todas ellas se describen en base a su
relacion con el genoma de referencia. En este trabajo nos centraremos en la identificacion de

variaciones de un solo nucleétido.

Tipo de variacion Descripcion Ejemplo

Variaciones de un solo Una sola base se intercambia | Esta variacion me da Pagua

nucleétido por otra

Insercidn y deleciones Una o varias bases se afiaden o | Esta me da mucha
eliminan magua

Variaciones del numero de Una o varias bases se repiten Esta variacion me da mucha

copias magua variacion




Una vez las variaciones son detectadas, se procedera a un proceso de “filtrado” basado en
parametros previamente delimitados que permitiran seleccionar las variantes a considerar. En este
trabajo, estas seran las variantes que tengan >300 lecturas y >10% de frecuencia de presentacion.
Estos valores son elegidos de manera aleatoria y principalmente se establecen con la intencion de
evitar el marco de error que puede producir la lectura del genoma, ya que a partir en el el proceso de
fijacion del formaldehido con el ADN introduce cambios quimicos en el ADN interpretables como
mutaciones aleatorias (con mas frecuencia C>T) que pueden ser amplificadas por PCR . Otro dato
que se tiene en cuenta a la hora de estipular estos valores, es el Q. Teniendo en cuenta que Q30 =
probabilidad de error de 1 de cada 1000 lecturas, identificar las variantes con >300 lecturas
supondria permitir, segin la ecuaciéon Q(A) =-10 logio(P(~A)) un Q de aproximadamente 25,
posicionandose en la mitad entre Q30 y Q20 y permitiendo asi un margen a la hora de identificar

variantes.

[1]

¢Por qué usar Software libre y GNU/Linux?

FreeBSD
SunOS X Window
Unics is born BSD lGNU Project Linux
| |
UNIX in C junix svm‘ UNIX SVR4 MacOS X
| i || C
DI . : | r#
1970 1980 | 1990 2000 2010
AppleDOS MacOS Windows 3.0 Windows XP Windows 7
MS-DOS Windows 95
Windows 1.01

Figura 5: Evolucién de los sistemas operativos

El software libre es un software computacional presentado en términos que permiten a usuarios
ejecutar software para cualquier objetivo, de la misma manera que permite estudiarlo, cambiarlo y
distribuirlo. Estas caracteristicas son importantes para el desarrollo cientifico ya que al ser de uso,
modificaciéon y contribucién libre, no atan el desarrollo cientifico a empresas o instituciones
particulares. Ademds, permite escribir capas de compatibilidad abiertas (como drivers) para

hardware especifico, como pueden ser secuenciadores genéticos.



El principal sistema operativo que trabaja con software libre es GNU/Linux. Este sistema operativo
es utilizado principalmente en lineas de estudios donde es necesario el manejo de conjuntos de
datos muy grandes y la ejecucion de procesos que consumen muchos recursos, ya que permite
paralelizar estos procesos y hacerlos mas eficientes y rapidos a través de clusters y nubes de alto
rendimiento que muchas veces estan interconectados con multiples sistemas GNU/Linux. Este
sistema operativo aporta, en comparacion con otros:

1. La posibilidad de trabajar con grandes cantidades de datos de manera muy eficiente a través
del uso de clusters y nubes especificos a GNU/Linux.

2. Estabilidad, seguridad, ajustabilidad y precios asequibles.

3. Una mayor facilidad para usar aplicaciones que no son de escritorio. Este tipo de
aplicaciones son importantes porque permiten flexibilidad y libertad a la hora de ejecutar
tareas , posicionandolo como la tinica verdadera opcién para uso cientifico a gran escala.

Ademats, el uso de software libre permite:

4. Personalizar las tareas ejecutadas de los programas y los programas mismos.

5. Automatizar gran parte del analisis y mantener registros precisos y detallados de cada paso,
lo que proporciona beneficios en:

a. Lareproducibilidad y el reanalisis

b. El entendimiento de problemas y los fallos de los mismos.

Todo esto ha propiciado el posicionamiento de GNU/Linux como el sistema operativo por
excelencia en la bioinformatica, haciendo que el software desarrollado para el analisis del genoma
se enfoque a este sistema operativo. Por lo tanto, es dificil y limitante el trabajar con genoma sin

tener que usar en algun punto del proceso GNU/Linux. [8][9][10][11]



Hipotesis del trabajo

El aprendizaje de herramientas bioinformaticas necesarias para la identificaciéon de mutaciones tras
la secuenciaciéon masiva de ADN de tumores se puede incorporar en un programa de formacion de
médicos / residentes de Anatomia Patol6gica y contribuye a la implantacion de terapias dirigidas y

medicina personalizada.

Justificacion del trabajo

Con el desarrollo de la secuenciacién masiva y su implementacion en las técnicas diagnosticas
aplicadas a tumores, la bioinformatica es una subespecialidad que no solo se ha desarrollado
exponencialmente en los ultimos afios, sino que tiene una prevision de desarrollo muy prometedora.
Sin embargo, todavia es muy ignorada, lo que conlleva a un desconocimiento de esta
subespecialidad, que se presenta como elemento intermediario de conexién entre el sofware,
diagnostico final y su posterior interpretacién. Esta necesidad de profesional capacitado ha
requerido la formacion de una estudiante de doctorado (Ayelen Ramos) para no depender de
empresas externas (algo que es ademas dificil de financiar en nuestro centro) en la ejecucién de

dichas tareas.

Este estudio pretende desarrollar una interfaz de conexién entre estos dos puntos: el sofware y el
diagnostico final en nuestro entorno, con un acercamiento simplificado y asequible de las
principales herramientas de analisis y estudio del genoma para facilitarle el entendimiento a las
personas que puedan estar interesadas en el futuro. Hasta este momento, el plan de formacion en
Anatomia Patol6gica no ha contemplado la formacién en bioinformatica suficiente para el analisis
genomico de mutaciones oncogénicas. Con la realizacion de este TFG hemos puesto a punto un
plan de formacién basico complementario que facilite la aproximacion de este tipo de herramientas
a futuros residentes de Anatomia Patoldgica y de otras especialidades que rotan por el servicio, si
bien en su inicio formativo se recomienda el respaldo de una empresa externa especializada. En
dltima instancia, la comparticién de conocimientos transversales debe mejorar el posicionamiento

del Hospital Universitario de Canarias dentro de la esfera del manejo de pacientes oncologicos.



Objetivo

Objetivo principal

Aprendizaje de las técnicas para el analisis del mutaciones a partir de la muestras secuenciadas del
genoma de los pacientes a estudio y relacion de los resultados con un perfil oncolégico. Dada la
diversidad de herramientas informaticas disponibles para cada problema, nuestro objetivo principal
ha sido experimentar con varias de ellas y elegir las que mejor se adecuan a nuestras necesidades
diagnosticas, configurando un "pipeline” de andlisis bioinformdtico de mutaciones en ADN de

muestras de cancer.

Objetivos secundarios

1. Estudio de los principales genes en el cancer de mama y su expresion genética

2. Disefio y desarollo de pipelines para obtener, seleccionar y detectar variaciones genémicas
relevantes.

3. Uso de bases de datos de bases cientificas y bioinformaticas: Ensembl, NCBI, OncoKB,

InTOGEN, Galaxy

Material y métodos:

Diseno del estudio

Se trata de un estudio experimental de muestras de genoma secuenciadas de pacientes
diagnosticados de patologias oncolégicas en el Hospital Universitario de Canarias. Se pretende
estudiar, modificar en caso de necesidad, mapear y filtrar el genoma para analizar las mutaciones
relevantes del mismo mediante técnicas de bioinformatica. Este proceso lo realizaremos con las
muestras de pacientes previamente diagnosticados de diferentes patologias oncolégicas. Finalmente

compararemos los resultados obtenidos con bibliografia relevante.
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Sujetos del estudio

Se utilizaron archivos informaticos de secuenciaciéon masiva de muestras de ADN obtenidas de

tumores que precisaban diagndstico de mutaciones en genes dianas de posible tratamiento dirigido.

Secuenciacion

Para la secuenciacion, es importante “preparar el ADN”: dividirlo en fragmentos mas pequefios a
los que hay que introducirle adapters para poder “marcar” el ADN que se quiere secuenciar. La
maquina de secuenciacion usa laseres y camaras para detectar la luz emitida por la reaccion de un
nucle6tido pareado. Cada nucleétido se corresponde con una especifica longitud de onda, por lo que
capturando las imagenes producidas por cada ciclo, la maquina puede leer lineas de bases llamadas
“reads” o lecturas que se presentaran en formato digital a través de un archivo .fq o fastq, como se

ve en la imagen mostrada:

w4 -

DNA libraries Flowcell Lawn of DNA Sequencer Sequencing by synthesis Sequence reads
(8 lanes) fragment clusters

Strip second strand
Add nucleotides
Shoot laser

Detect color

Call bases

Figura 6: Proceso de secuenciacion [3]

Para que el entendimiento de los siguientes pasos sea mejor, vamos a utilizar como ejemplo de

lecturas las siguientes: Pacientel_R1.fastq y Pacientel_R2.fastq

[1][3][4][12]

Fases del estudio bioinformatico

Una vez obtenido el archivo de la secuencia que proporciona el secuenciador, empieza el proceso de
analisis bioinformadtico que con frecuencia se considera en tres fases: primario (control de calidad y
pulido de las secuencias), secundario (alineamiento de las secuencias en el genoma humano y
deteccion de variantes) y terciario (priorizacion de las mutaciones encontradas, interpretacion de las

mismas y su significado clinico). En cada una de las fases hay una diversidad de opciones y en el

11



presente TFG hemos explorado diversas opciones y optado por una soluciéon adecuada a nuestras
necesidades, construyendo de este modo un "pipeline" especifico. A continuacién se resumen los

puntos principales y aprendizajes obtenidos durante este proceso.

0. GNU/Linux vs Galaxy

Como fase previa, es fundamental familiarizarse con GNU/Linux para asi poder trabajar
directamente desde la "terminal”, con la linea de comandos. Esto es un poco intimidante si solo
estamos acostumbrados a utilizar ordenadores con sistemas operativos de entorno grafico (Windows
y MacOS ) pero es altamente recomendado a la hora de analizar genoma, ya que nos dara
informacion mas exacta de cada paso concreto que ejecutemos y sus respectivos errores. Para usar
la linea de comandos no hace falta instalarse GNU/Linux: cualquier ordenador con Windows o
MacOS puede incorporar la terminal de GNU/Linux como sistema operativo subyacente. Aunque
la transicién es mads facil si se trabaja directamente con GNU/Linux como sistema operativo
principal. Los comandos Unix/Linux mds importantes que necesitaremos usar son los que se listan
en la siguiente tabla. Utilizaremos los simbolos menor que y mayor que [<>] para sefalar la
informacién que hay que introducir en el espacio concreto de la linea de comando. Es importante
mencionar que dicha linea de comandos es sensible a mayusculas y a espacios y el orden de

aparicion de los comandos que se especifique en los manuales tiene que seguirse rigurosamente [8]

Nos presenta el manual del programa que vamos a ejecutar, muchas
man <comando> veces aporta ejemplos que pueden ayudar a entender mejor su
aplicacion.
Nos permite indexar el archivo con el que vamos a trabajar. Esto se
index <archivo> hara con archivos grandes como el del Genoma Humano y el Archivo

secuenciado una vez haya sido ordenado por coordenadas

bwa mem Necesario para alinear las dos lecturas del genoma con el genoma de
referencia (GRCh38)
Samtools Permite limpiar y ordenar el archivo alineado

java -jar <programaNecesario para ejecutar programas usando java
0 directorio hasta

programa>

Si, por el contrario, no se quisiera usar la linea de comandos, o se quisiera usar en momentos

puntuales, se puede introducir el uso de Galaxy. Esta es una herramienta de cédigo abierto que
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permite la ejecucion de las tareas que mencionaremos en este Trabajo a través de la comodidad de
un entorno web. Se puede elegir entre tres servidores: Galaxy EEUU (https://usegalaxy.org/),

Galaxy Europa (https://usegalaxy.eu/) y Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/). En este

trabajo se utilizé el servidor europeo, ya que en el momento de uso, el estadounidense ocasionaba
problemas en el alineamiento relacionados con fallos por mantenimiento. Sin embargo, se
recomienda usar servidores no-europeos una vez estos conflictos hayan sido solventados, ya que
por la diferencia horaria hay menos saturaciéon por uso y las tareas se pueden ejecutar con mayor

rapidez. [13]

1. Estudio de calidad

En las muestras seleccionadas, se utilizé FastQC para el analisis de calidad de ambas lecturas del
paciente. Este es el software mas utilizado, ya que aporta multiples graficas intuitivas sobre la
calidad de la secuencia. Su estudio nos permitira valorar si merece la pena seguir con el estudio o
hay que repetir la secuenciacion. También nos indica si es necesario hacer trimming de nuestros
resultados de secuenciacion. Este analisis se puede hacer a través de la linea de comandos y de

Galaxy

Galaxy:

Después de subir los archivos que se quieren usar, se va a Tools> Genomic File Manipulation>
Quality Control > FASTQ info.

Linea de comandos para la terminal:
fastqc <fastq_input_file>

Ejemplo:

fastqc Pacientel_R1.fastq
fastqc Pacientel_R2.fastq

Tras hacer el analisis, apareceran dos archivos que se veran de la siguiente manera:

Pacientel_R1_fastgc.html
Pacientel R2_fastqgc.html

Estos hay que abrirlos para poder ser visualizados en la web y poder ver los informes pertinentes.

xdg-open <fastqg_input_file_html>
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Ejemplo:
xdg-open Pacientel_R1_fastqc.html

Es importante tener en cuenta el tipo de datos secuenciado: si son capturas de fragmentos de
genoma y secuenciacion directa de los mismos o si bien son producto de reacciones de
amplificacion por PCR. Esto tltimo es lo habitual en nuestro caso, ya que partimos de cantidades

muy pequefias de ADN de baja calidad, obtenido a partir de cortes de tejido en parafina.

Figura 7: Imagen de seleccion propia. En esta imagen podemos ver el resultado del estudio
de calidad de la muestra de una paciente. En las bases finales de la lectura la calidad
disminuye por debajo de 30 (Q<30)

Summary

@Per base sequence quality

[~ i ¥
dﬁaslc Statistics
Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.8 encading)

i

@Per base sequence quality

@Per tile sequence quality

aPer sequence quality scores
@ Per base sequence content

Per sequence GC content
@P r base N content =

Sequence Length Distribution 22

@Siquem.e Duplication Levels 20 J

18 i
Overrepresented sequences -+ :|:
Oag_apggr Content 14 I

PRTARTRRN T T g mmOpERREER

Aquellas que no daban resultados 6ptimos se recortan con Trimmomatic usando los siguientes
recursos:

Galaxy:

Se utilizan los archivos previamente analizados por FASTQC y se procede de la siguiente manera:
Genomic File Manipulation > FASTA/FASTQ> Trimmomatic.

Antes de ejecutar esta tarea, se incorporan los datos de calidad que se especifican en los pasos

siguientes.
Linea de comandos:

Cuando ambas lecturas tenian problemas de calidad, se invoca el programa TrimmomaticPE, con

los atributos que definen los puntos de corte de calidad (en este caso con un valor de Phred Q33):
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s 1 1 sequence.txt.gz s 1 2 sequence.txt.gz
lanel forward paired.fqg.gz lanel forward unpaired.fq.gz lanel re-

verse paired.fq.gz lanel reverse unpaired.fq.gz ILLUMINACLIP:/usr
/share/trimmomatic/illuminaClipping.fa:2:40:15 LEADING:3 TRAILING:3 SLID-
INGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Ejemplo:

:-$ Pacientel R1.fastq Pacientel R2.fastq Pacientel R1 paired.fastq
Paciente R1 unpaired.fastq Paciente RZ paired.fastq Paciente R2 unpaired.fastq ILLUMI
NACLIP: fusr/share/trimmomatic/illuminaClipping.fa:2:40:15 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDIN
GWINDOW:4:15 MINLEN:36

Cuando solo una de las lecturas tenia problemas de calidad, se invoca el programa TrimmomaticSE:

s 1 1 sequence.txt.gz lanel forward.fgq.gz  ILLUMINA-
CLIP: fusr/share/trimmomatic/illuminaClipping.fa:2:40:15 LEADING:3
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Ejemplo:

:-$ Pacientel R1.fastq Pacientel forward.fastq ILLUMINACLIP:

IlluminaClipping.fa:2:40:15 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Consideraciones a tener en cuenta:

1. Si no se especifica nada en la Phred score, se utilizara automaticamente una phred score de
33. Phred-64 no es recomendable, ya que dejaria poco genoma para analizar.

2. En los manuales se incorpora con frecuencia el uso de ILLUMINACLIP, una herramienta
que se encarga de cortar adaptadores y secuencias especificas de Illumina, en este trabajo no
ha sido necesario para ejecutar las tareas ya que el propio secuenciador usado Illumina
MiSeq realiza esta tarea antes de proporcionar el archivo de salida.

3. Los valores mas importantes son LEADING y TRAILING, ya que determinan el valor
fronterizo a través del cual se “corta” la lectura al inicio y al final de la misma (que son las
zonas donde suele haber mayores problemas de calidad). En este trabajo se le aplicé un
valor de 30 (QB=30)

4. SLIDINGWINDOW nos determina el nimero de bases que se analizan de una vez (en este
ejemplo 4) y el valor de calidad medio que tienen que tener para poder ser leidas (en este
ejemplo 15). Su uso dependera de la calidad general de la lectura analizada. Muy

recomendable si hay varias zonas heterogéneas de la lectura que tienen mala calidad.
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5. MINLEN determina el minimo de longitud que tendran las lecturas que se van a analizar (en
este ejemplo, cualquiera <36 pares de bases). Este herramienta seria necesaria cuando el
genoma analizado fuera muy heterogéneo encuanto a la longitud de las bases

6. Aunque en los ejemplos los archivos estén en formato .gz, (formato comprimido, con la esta
abreviacion proviene de “GNU Zip” y es un tipo de compresion para los sistemas UNIX). es
posible usar archivos directamente en formato .fastq

Una vez se hace este “corte” de las zonas de peor calidad. Volvemos a hacer la evaluacion de

calidad de la muestra. [14][15] [16][17]

Summary i
Dper base sequence quality
aw Qualty dcores atreds all Bases (Sanges / luming 1.9 anzedng)
ia}'u:r base sequence quality i w : .
0 ! Ll 0] ]
Wi | o RS EHHHHT

@E:r_:mus_:un uality scores e EI'QH%EI}%
Q Per base spguence content o

Per seqguence GC content e |

uF'l-r hase M conbent

Seguence Length Distribution

Seguence Duplication Levels

-
a Dwerrepresented sequances

uﬂ:jﬂ[:'.l‘l Coment L4

1234587885 159 3034 4549 6084 7579 9064 L0109 120124 133139 150151
Fostion in read {bpk

Figura 8: Imagen de obtencion propia. Aqui se presenta el resultado del corte de las bases de la lectura previa.
Como podemos ver, todas se encuentran dentro del rango “verde”, determinando una buena calidad de la muestra

2. Alineacion

El siguiente paso consistira en la alineacion de las dos lecturas al genoma de referencia, que en este
caso es el genoma humano Homo Sapiens GRCh38. Es importante tener en cuenta que a lo largo del
proyecto Genoma Humano se han generado muiltiples versiones del genoma de referencia y que
algunas herramientas y comandos que utilicemos pueden estar optimizadas para una version u otra.
Tendemos a utilizar la dltima versién completa del genoma, GRCh38, pero hemos de tener presente

que algunos datos podrian estar referidos a la version previa, GRCh37.

Descargamos el genoma de referencia de Ensembl: Ensmbl — Downloads — FTP Downloads —

archivo FASTA de Homo.Sapiens — Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.gz.
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Para descomprimir:

[ 11 ][ name ... ]
Ejemplo:

gzip -d Homo sapiens.GRCh38.dna.primary assembly.fa.gz

Este genoma de referencia debe ser "indexado" para facilitar que el ordenador encuentre las
secuencias con las que hay buena identidad de una manera mas rapida, fragmentando el proceso en
unidades que son mas asequibles a un computador convencional. Si nos imaginaramos que tenemos
que cocinar arroz para 60 personas, podriamos hacerlo con una cacerola, o podriamos hacerlo
utilizando 10 cacerolas e ir las cocinando a la vez. Una vez planteado, se puede intuir que la
segunda opcion agilizaria el proceso mas eficientemente, puesto que usar una cacerola para un
trabajo tan grande requeriria cocinar, esperar a que se termine el arroz y volver a empezar de cero
con la racion de la siguiente persona. Esto es lo que se pretende evitar indexando los archivos mas
pesados, dividiéndolos en “pequefios paquetes” de informacién para que puedan ser analizados
paralelamente. Por ello, los archivos producto del proceso de indexado no deben borrarse en ningun
momento.

En Galaxy no es necesario indexar el Genoma de referencia, ya que la propia web lo gestiona. Esta
es una labor exclusiva de la linea de comandos.

Para indexarlo hay varios programas que lo ejecutan: bwa, samtools y picard. Todas ellas son

herramientas enfocadas al trabajo del genoma y no hay gran diferencia entre ellas a la hora de

ejecutar la tarea.

bwa index ref.fa

samtools faidx ref.fasta [regionl [...]]

CreateSequenceDictionary [arguments]

Ejemplo:

bwa index Homo sapiens.GRCh38.dna.primary assembly.fa

samtools faidx Homo sapiens.GRCh38.dna.primary assembly.fa

java -jar picard.jar CreateSequenceDictionary -R Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary assembly. fal}

El indexado del genoma de referencia generara los siguientes archivos:
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Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.amb  Producto de usar BWA
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.ann
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.bwt
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.pac
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.sa
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.dict =~ Producto de PICARD
Homo_sapiens.GRCh38.dna.primary_assembly.fa.fai Producto de SAMTOOLS

El archivo que vamos a usar para el alineamiento es el .fa, es decir, el previo al indexado.

Una vez tenemos el genoma de referencia indexado. Procedemos al alienamiento. Para ello
utilizaremos la herramienta BWA y concretamente su algoritmo BWA MEM, que es la preferida
para alinear de manera eficiente la elevada cantidad de secuencias cortas generadas mediantes NGS
con un genoma de referencia del tamafo del genoma humano. Utiliza la teoria de alineamiendo de
cadenas ("string matching") mediante la transformacion de Burrows—Wheeler (BWT)). Este
alineado permite "mismatches" y huecos ("gaps") facilitando que secuencias con mutaciones se
alineen en el sitio correcto. Este proceso se puede ejecutar tanto en Galaxy como con la terminal.
Galaxy:

Se utilizan los archivos previos de FASTQC o de Trimmomatic

Genomics Analysis > Mapping > BWA-MEM?2

Linea de Comandos:

:-S bwa mem -MY -R '@RG\tID:IDdelapersona\tSM:pacientel’
Homo.sapiens.GRCh38.fa -0 archivodesalida.sam Pacientel R1.fastqg Paciente

R2.fastg

Consideraciones a tener en cuenta con bwa mem:

1. -M es necesario para el marcado de los alineamientos secundarios.

2. -Y es necesario para hacer softclipping. Esto conseguird que partes de las lecturas que no
encajen bien con el genoma de referencia en ambas lecturas seran ignoradas. Este proceso
facilita el alineamiento y la deteccion de bases mutadas.

3. -R es necesario para afiadir un encabezado y evitar problemas en el llamado de variantes.

4. -o indica el output o archivo de salida.

Una vez alineado, y antes de pasar al siguiente punto, es importante ordenar y limpiar el archivo
alineado, ademas de convertirlo en un formato mas asequible y compacto para trabajar: el BAM

(Binary Aligment Map)
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: 5 samtools view -b archivodesalida.sam - | samtools fixmate -

samtools sort - -o Pacientel sorted.bam && samtools index Pacientel sorted.bam

Consideraciones a tener en cuenta en esta linea de comandos en general:

1.

El simbolo “ |’ es el pipeline. Indica que el resultado del comando antes de este simbolo
(output) se usara como los datos de entrada (input) del siguiente.

El simbolo ‘-’ es el dash. Indica que el output del comando anterior se leera como los
datos de entrada estandarizados del siguiente input.

El simbolo ‘&&’. Indica que el siguiente comando se ejecutard solamente si los

anteriores se han ejecutado correctamente.

Consideraciones a tener en cuenta con samtools:

1.

19

view convierte el archivo sam en bam (Binary Alignment Map) , permitiendo de esta
manera trabajar con el archivo de una manera mas rapida y efectiva, ya que el BAM es una

compresién del SAM.

[ nEN RN EIC samtools view -b Pacientel.sam -o Pacientel.bam

En este comando, la opcién -b sefiala el archivo sobre el que se quiere trabajar. En este

caso “Pacientel.sam”
fixmate rellena los espacios de las coordenadas.

Galaxy: Genomic File Manipulator -~ SAM/BAM - Samtools fixmate

OOnELWGRIRIGHE samtools fixmate Pacientel.bam -o Pacientel fixed.bam

Sort ordena el archivo bam por coordenadas. Esto es necesario para en los siquientes pasos

poder hacer estudios mas eficientemente.

Comando suelto:

samtools sort Pacientel fixed.bam -o Pacientel fixedsorted.bam

index para poder trabajar con el archivo final mas eficientemente. Este paso no es

necesario con Galaxy



[18][19][20]

3. BAM QC y visualizacion

Una vez finalizada la alineacion, es necesario comprobar la calidad de la misma. Para ello, se
procede primero a averiguar como de exitosos han sido los emparejamientos. A continuacion se

presentan diferentes herramientas que pueden utilizarse:

Galaxy: Genomic File Manipulator -~ SAM/BAM - Samtools flagstat

Con Samtools:

samtools flagstat Pacientel fixedsorted.bam
Con GATK:

java -jar gatk-package-4.2.6.1-local.jar FlagStat -I Pacientel fixedsorted.bam

Con Qualimap:

qualimap Pacientel fixedsorted.bam

Una vez se elige la herramienta y se ejecuta, nos aparecera una imagen similar a la incorporada
(Figura 9) que nos da informacion mas especifica sobre el tipo de emparejamientos que se han

CEESEELRRA IR U IR S A EEEEL R R @R EIREE R producido y si estos se han producido de
4346562 + B primary

34933 + 0 secondary manera correcta. En la primera columna
@ + 0 supplementary

@ + 0 duplicates se observan los emparejamientos exitosos
8 + 8 primary duplicates

4360030 + B mapped (99.51% : N/A) y en la segunda los fallidos. Esta imagen
4325097 + 0 primary mapped (99.51% : N/A)

4346562 + 0 paired in sequencing es un ejemplo de una muestra que ha sido
2173281 + B readl

2173281 + @ read2 correctamente alineada, ya que el
4298774 + 8 properly paired (98.90% : NfA)

4315958 + @ with itself and mate mapped porcentaje de emparejamiento es muy alto
9139 + @ singletons (8.21% : N/A)

8284 + @ with mate mapped to a different chr (98.90%).

3837 + 0 with mate mapped to a different chr (mapQ==5)

Figura 9: Imagen de obtenci6n propia

Cuando la calidad de la alineaciéon se ha comprobado, se procede a observar el nimero de
alineaciones por cromosoma:

Galaxy:

Genomic File Manipulation — Quality Control — QualiMap Counts QC

Linea de comandos:

samtools idxstats Pacientel fixedsorted.bam
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La informacién se presentara en 4 columnas (Imagen 10)
con la siquiente informacién:

1° columna: nombre del cromosoma
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D = =k L P OO D = L P

7
1
45
41
85
1
357

O = b B

Pad
]

4° columna: n° de secuencias no alineadas

181850
260848
162419 2 . " .
197321 36 apilamos" todas las secuencias que se han mapeado al
298366 . .
288881 563 mismo punto del genoma de referencia y generamos un
8394717 359103 89 . o

16569 3691 3 archivo de texto .txt, que ya es de nuevo inteligible (a

156040895 126323 19¢ ) _ . o

57227415 5258 diferencia de los archivos en cédigo binario).

Una vez se corrobora el correcto mapeado de la secuencia,

TE WD 0D =d O B L D
-] r

Figura 10: Imagen de obtencion propia Galaxy: Genomic File Manipulation - SAM/BAM -
Samtools mpileup
Con la linea de comandos:

Samtools:

Samtools mpileup -f Homo.Sapiens.GRCh38.fa Pacilentel fixedsorted.bam -o Pacientel.pileup

En esta linea de comandos, la opcién -f indica el genoma de referencia que hay que posicionar

después

GATK:

java -jar gatk Pileup -R <genoma.referencia> -I <archivo.entrada> -0 <archivo.salida>

Ejemplo:

®
®

S java -jar gatk-4.2.6.1/gatk-package-4.2.6.1-local.jar Pileup -R
3

j
Homo sapiens.GRCh38.fa -I Pacientel fixsort.bam -0 Pacientel pileup.bam

El archivo una vez apilado presentara su informacion a modo de tabla, donde cada columna tiene un

valor:
L SR R G e a 1° columna: nombre del
chrl 10001 t s B 1 cromosoma
e : 2° columna: posicion de la
chrl 10003 a b F
chrl 10004 ¢ 5 AlAMMA GEFFF base en el cromosoma
chri 10005 © 6 .. M BABFF2 . .
PR it 3° columna: base de referencia
chrl 10007 t 6 11FFFF
chrl 10008 a 6 BDFFFF
chrl 10008 a 6 .. 31FFFF

Figura 11: Imagen de obtencién propia



4° columna: n° de lecturas en esa posicion
5° columna: determinacién de la calidad del alineamiento en base a ASCII

6° columna: calidad de la base segtin el sistema ASCII[3][21][24]

4. Estudio y filtrado de variaciones

Para el estudio de variaciones se pueden utilizar varias herramientas. En este trabajo se utilizaran
Varscan y GATK. Ambos son programas de codigo abierto muy utilizados dentro de la comunidad
a la hora de hacer llamado de variaciones y su principal diferencia radica en que Varscan estad mas
centrado en el llamado de variaciones, mientras que GATK cuentas con numerosas herramientas
como Picard, dando cabida al uso de otras tareas como dan el cambio de formato y preparacién del
genoma a filtrar entre otras opciones. Dentro de GATK, utilizaremos HaplotypeCaller. De
estos dos programas, solo Varscan puede usarse en Galaxy.

Galaxy:

Genomic File Manipulation -~ VCF/BCF - Varscan

Para ejecutar la linea de comandos, es necesario usar java:

Varscan

java -jar VarScan.jar mpileup2snp Pacientel.pileup > archivosalida.txt

GATK:
o ja;a -jar jgatk-dl.ﬁ,lfgatk-package-d,Lﬁ.l-locaLjEr

HaplotypeCaller -R Homo sapiens.GRCh38.fa -I Pacientel.pileup.bam -0 gatk va
riants call.vcf

Con el archivo de texto resultante

Chrom Position ~ Ref Var Cons:Cov:Readsl:Reads2:Freg:P-value (Figura 12), se procedera al
i 629750G A  A:9:1:8:88.89%:2.0568E-4
1 2656806C G G:11:0:11:100%:1.4176E-6 filtrado de variantes.
1 2656819C G G:12:0:12:100%:3.698E-7 _
1 2661984C G G:14:0:14:100%:2.4927E-8 Para ello, creamos un archivo
1 2661997C G G:14:0:14:100%:2.4927E-8 i .
1 2666600C G G:16:1:15:93.75%:2.8282E-8 con las variantes seleccionadas en
1 2666613C G G:16:1:15:93.75%:2.8282E-8 )
1 2671216C G G:16:0:16:100%:1.6637E-9 un formato que le permita a V
1 2671229C G G:17:0:17:100%:4.2852E-10 ) ,
1 2675872C G  G:13:0:13:100%:9.6148E-8 programa trabajar con él. Este
1 2675885C G G:15:0:15:100%:6.4467E-9

formato consiste posicionar en 4
Figura 12: Imagen de obtencién propia

columnas la siguiente
informacion:
16 2060607 2060607 G/A
2. Coordenada de inicio 16 2064406 2064406 C/T
16 2070401 2070401 T/C
16 2088217 2088217 A/C
27 17 7674797 7674797 T/C

Figura 13: Imagen de obtencion propia



3. Coordenada final

4. Base supuesta /base mutada

Una vez filtradas las secuencias encontradas, interesa confeccionar un archivo en un formato
compacto que pueda ser interpretado por programas disponibles online para predecir las
consecuencias de los cambios. El formato mas titil es el VCF (variant call format).

Para convertir el archivo obtenido con pileup en VCF se usa el siguiente comando:

java -jar /Ruta-hasta-VarScan.v2.3.9.jar mpileup2snp Pacientel.pileup --output-vcf > Pacientel.vcf

[22](23]
5. Interpretacion de variaciones

Una vez tenemos el archivo VCF, podemos trabajar con varias plataformas que ayudan a la

interpretacion de cambios de nucleétido y permiten priorizar los cientos de cambios encontrados en

funcién de sus repercusiones bioldgicas predecibles (patogenicidad) y su significacién clinica.

Hemos seleccionado dos plataformas muy ttiles en este aspecto:

- VEP (Variant Effect Predictor: https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) analiza
los resultados de nuestro filtrado de

Consequences (all)
mutaciones, nos hace un informe como el que

@® intron_variant: 43%
@ splice_polypyrimidine_tract_variant: mostramos en la imagen de la izquierda.
synonymous_variant: 8%
upstream_gene_variant; 7% Dentro de las mutaciones que se informan,
@ non_coding_transcript_variant: 6% . .

‘ downstream_gene variant: 6% seleccionamos solamente las missense, que
ke oL L nos dara la informacién de la variaciéon en
® non_coding_transcript_exon_variant

missense_variant: 5% concreto y a qué gen se relaciona.
Others

- CGI (Cancer Genome Interpreter:
https://www.cancergenomeinterpreter.org) también utiliza archivos VCF para computar las
consecuencias de los cambios tabulados y ofrece un listado de mutaciones de consecuencias
patogénicas. Ademas, CGI incorpora un analisis terciario de "accionabilidad" de las mutaciones

encontradas, presentando opciones terapéuticas dirigidas a las mutaciones encontradas. [22][23][26]

6. Accionabilidad de las mutaciones

En un dltimo paso, nos interesa integrar las mutaciones encontradas en genes implicados en cancer

con los conocimientos actualizados sobre la utilidad terapéutica de las mutaciones oncogénicas,
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conocido como "accionabilidad". Para este paso, la plataforma que nos ha parecido mas util es

OncoKB .

Resultados

Las mutaciones que encontramos en las muestras analizadas se dividen en mutaciones conductoras
(driver) y pasajeras (passenger). Las primeras son mutaciones que favorecen la proliferacién
tumoral, mientras que las segundas pueden tener un efecto en la inactivacién de genes supresores

de tumores, acelerando la supresion . El compendio de mutaciones identificadas se puede resumir

en el siguiente cuadro:

Paciente Cromosoma Variaciéon Gen
17 7676154G>C | TP53 (passenger)
Paciente 1 17 39723335A>G | ERBB?2 (driver)
132910596T>
9 C TSC1 (passenger)
17 7675145C>G | TP53 (driver)
Paciente 2
17 39723335A>G | ERBB2 (driver)
8 38427976C>T | FGFR1 (passenger)
Paciente 3
140749365A>
7 T BRAF (driver)
7 55191788A>T | EGFR (driver)
8 31640694A>T | NRGI (passenger)
Paciente 4
2 29225544T>G | ALK (passenger)

En el paciente 1 se detectaron tres mutaciones: una mutacion conductora y dos pasajeras:
* La primera mutacién (conductora) es una sustitucion en el codon 655 del gen ERBB2 con

nomenclatura de proteina p.I655V (p.lle1655PVal) y con nomenclatura de ADN
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€.39723335A>G (cambio de adenina por guanina en la base 39723335A, que provoca el
cambio de aminoacido Isoleucina por una Valina). Esto codifica para la modificacion
conductora ERBB2.

La segunda mutacion (pasajera) es una sustitucion en el codon 72 del gen TP53 con
nomenclatura de proteina p.P72R (p.Pro72Arg) y con nomenclatura de ADN ¢.7676154G>C
(cambio de guanina por adenina en la base 7676154, que provoca el cambio de aminoacido
Prolina por una Arginina). Esto codifica para la modificacién pasajera TP53.

La tercera mutacion es una sustitucion en el codon 413 del gen TP5 con nomenclatura de
proteina p.Q413R (p.GIn413Arg) y con nomenclatura de ADN ¢.132910596T>C (cambio de
Timina por Citosina en la base 132910596, que provoca el cambio de aminoacido
Glutamina por wuna Arginina). Esto codifica para la modificacion conductora

TSC1.

Figura 14: En esta Imagen solo se presenta la mutacién conductora TP53, puesto que
es la representativa. Imagen de obtencion propia

En el Paciente 2 se detectaron 2 mutaciones conductoras:

25

La primera es una sustitucion en el codén 156 del gen TP53 con nomenclatura de proteina

p-R156P (p.Argl156Pro) y con nomenclatura de ADN c.7675145C>G (cambio de citosina

por guanina en la base 7675145, que provoca el cambio de aminoacido Arginina por una



Prolina). Esto codifica para la modificacion conductora TP53(Figura 14)..

7,675,130 bp 7,675,140 bp 7,675,150 bo G bp

T ¢ T A €cG 6 T A CGCGOCGOCOCTG C G CCCAGCG GG CG ECG¢ CGTC CTCECTCTCTCATCATC

archivodesalida_fixsort.bam .

|eadlaa

Figura 14: En esta imagen obtenida de IGV se puede percibir la presencia de
Guanina (G) en la exacta localizacién mencionada en el trabajo. Imagen de
obtencién propia

La segunda es una sustitucion en el codon 655 del gen ERBB2 con nomenclatura de proteina
p.1655V (p.lle156PVal) y con nomenclatura de ADN ¢.39723335A>G (cambio de adenina

por guanina en la base 39723335A, que provoca el cambio de aminoacido Isoleucina por

una Valina. Esto codifica para la modificacion conductora
CHT >q | HNEEY I W . | X | I | NI D]
I chrl7 5,287 bp _GV m&?[&? 10 k;m
[
- anm i .
. I o | ]
[} | I I
(I I I
1 (I |
[ B
¢ a I
‘ +
I Ll
Il It
[ |
| ]
-l
[ | I
] ol I ! 1 !
(e Geres| - ‘
HE—& = —t——————H—HHH—H- e

Figura 15: En esta imagen podemos ver una representacion de las dos mutaciones encontradas.
ERBRB2. Imagen de obtencién propia

En el Paciente 3 se detectaron tres mutaciones: dos mutaciones conductoras en el cromosoma y una

mutacion pasajera.
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* La primera es una sustitucion en el codon 638 del gen BRAF con nomenclatura de proteina

p.D638E (p.Asp638Glu) y con nomenclatura de ADN c.140749365A>T (cambio de
Adenina por Timina en la base 140749365, que provoca el cambio de aminoacido Aspartico
por Glutamico). Esto codifica para la mutacion conductora BRAF.

La segunda es una sustitucion en el codon 847 del gen EGFRcon nomenclatura de proteina
p.T847S (p.Thr156Ser) y con nomenclatura de ADN ¢.55191788A>T (cambio de Adenina
por Timina en la base 55191788, que provoca el cambio de aminoacido Treonina por una

Serina). Esto codifica para la mutacion conductora EGFR.



* La tercera es una sustitucion en el codén 220 del gen FGFR1con nomenclatura de proteina
p-R220H (p.Argl156His) y con nomenclatura de ADN ¢.38427976C>T (cambio de Citonina
por Timina en la base 38427976, que provoca el cambio de aminoacido Arginina por una
Histidina). Esto codifica para la mutacién pasajera FGFR1.

NN TE NI N IETN Wi )TN T EEEND D BTN e o

chr7 810 bp [x] chr7 1,520 bp —
}40‘749(100 Dpl X }40‘749(300 Dp‘ X }40.749{500 Dp‘ X }40‘749(700 Dp‘ 55,118,100 bp 55,118,400 bp 55,118,700 bp 55,119,000 bp 55,119,300 b| po219.00y

Figura 16: En esta imagen se pueden observar las dos mutaciones conductoras. Imagen de obtencién
propia

En el paciente 4 se detectaron dos mutaciones pasajeras:

* La primera es una sustitucion en el codén 90 del gen NRG1 con nomenclatura de proteina
p.K90M (p.Lys638Met) y con nomenclatura de ADN ¢.31640694A>T (cambio de Adenina
por Timina en la base 31640694, que provoca el cambio de aminoacido Lisina por
Metionina). Esto codifica para la mutacién pasajera NRG1.

* La segunda es una sustitucion en el codon 1030 del gen ALK con nomenclatura de proteina
p.H1030P (p.His1030Pro) y con nomenclatura de ADN ¢.29225544T>G (cambio de
Adenina por Timina en la base 29225544, que provoca el cambio de aminoacido Histidina

por una Prolina). Esto codifica para la mutacion pasajera ALK.
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Discusion

En todos los pacientes estudiados, las mutaciones encontradas se contrarrestaron con las bases de
datos actuales: COSMIC, IntoGen, CGI y Ensembl. En este apartado solo se trataran las mutaciones
con interés clinico y consideradas patogénicas: las mutaciones conductoras.

En el paciente nimero 1, la mutacion en el cromosoma 17 (p.I655V) identificada como ERBB2 se
determina como patogénica para Adenocarcinoma de Mama (score 0.55 en Intogen; score 0.72 en
COSMIC).

En el paciente nimero 2, la mutacion del gen ERBB2 se comparte con el paciente 1, por lo que se
identifica como patogénica para Adenocarcinoma de Mama. La segunda mutacién puntual y
conductora que presenta en TP53 (p.R156P) presenta numerosas posibilidades diagnosticas, ya
presenta una score =1 para varias patologias: cancer de vejiga biliar, adenocarcinoma de mama,
cancer hepatico, adenocarcinoma de pulmon, sarcoma y glioma de bajo grado entre otros.

En el paciente nimero 3 se identifican dos mutaciones conductoras La primera es (p.D638E) que
codifica para el gen BRAF. En las bases de datos consultadas no hay asociaciones directas claras
con vias patogénicas concretas, pero en la base de datos de IntoGen se identifica una alta presencia
de este tipo de mutacion BRAF en el adenocarcinoma de tiroides y melanoma cutaneo. En Pubmed
se encontré una sola mencién a esta mutacion concreta asociandola al sindrome cardio-fascio-
cutaneo. La segunda mutacion (p.T847S) que codifica para el gen EGFR tampoco presenta una
clara relacion a una patologia concreta, pero IntoGen la asocia mas cercanamente con el cancer de
pulmén de células pequefias, el glioblastoma y el adenocarcinoma de pulmén. No se ha encontrado
literatura al respecto en Pubmed

En el paciente 4, las 2 mutaciones pasajeras se desestiman al no considerarse de caracteristicas
patogénicas.

Dentro del pipeline utilizado en este trabajo, no se han detectado diferencias significativas con
respecto al uso de la linea de comandos y Galaxy a la hora de analizar el genoma. Si bien la

solucion de errores ha sido mas eficiente a través de la linea de comandos, Galaxy aporta una
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interfaz grafica mucho mas amable para el consumidor medio, ademas de que elimina la necesidad
de indexar los datos que se vayan a trabajar, puesto que lo gestiona el mismo programa.

Con respecto a la ejecucion del “trimmeado”, se detect6 una dificultad de deteccién de mutaciones
en genoma trimmeado:

* En el paciente 1 y 2 la detecciébn de mutaciones no presentd ninguna variacion tras el
proceso de trimmeado con los siguientes valores: SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:3
ENDING:3

* En el paciente 3, la deteccion de mutaciones tras el trimmeado fue defectuosa: se detecto la
mutacién pasajera que codifica para el gen FGFR1, pero se obvi6 la mutacién conductora
EGFR, la cual solo fue identificada cuando se analizaron ambas lecturas del genoma sin
modificar.

* En el paciente 4, la deteccién de mutaciones tras el trimmeado también fue defectuosa: se
detectd la mutacion pasajera que codifica para el gen NRG1, pero se obvié la mutacion
pasajera ALK, que solo fue identificada cuando se analizaron ambas lecturas del genoma sin
modificar.

Esto hace pensar que la herramienta de trimmeado, si bien es muy util para poder filtrar las lecturas
de mala calidad y hacer mas eficiente y rdpido el proceso de seleccién, solo deberia recomendarse
en genoma con una calidad general por base y por ranura de secuenciado mala, ya que la diferencia
de resultado no varia cuando el genoma analizado solo presenta una disminucién de la calidad en
las lecturas finales. También es necesario usarla solo cuando las lecturas tienen un minimo de bases
>1Mbp, porque trimmear lecturas mas pequefias dara error en el proceso de mapeado.

Cuando los resultados son comparados con una empresa especializada (ArcherDX), se detecta una
variacion en pacientes analizado:

* En el paciente 4, que segin nuestros analisis habia dado negativo para mutaciones
patogénicas se detecta una mutacion patogénica con nomenclatura de la proteina p.K591E
p.Lys591Glu y con nomenclatura de ADN ¢.1771A>G que codifica para BRAF

* En el paciente 3, si bien también se detectan mutaciones que codifican para el gen BRAF,

como nuestro informe determina, se detectan mutaciones en 3 localizaciones diferentes que
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codifican para el mismo gen BRAF: p.Lys591Glu con DNA c.1771A>G; p.Arg444Gln con

DNA ¢.1331G>A; p.Phe583Val con DNA ¢.1747T>G.
Dentro de las razones de discrepancia en la localizacion de mutaciones, no se encontraron causas
especificas. Como la imagen adjunta nos muestra (Figura 17), la variacién de identificacién de
mutaciones presentada en comparacion con ArchDX podria estar relacionada tanto con las
herramientas utilizadas para el analisis de genoma, el tipo de bases de datos que se usen para
comparar y diferencias en el error humano a la hora de programar, si bien cada paciente presentado
en este trabajo fue analizado varias veces, con genoma trimmeado y sin trimmear y utilizando tanto
la linea de comandos como Galaxy. Tampoco contamos con los datos de filtrado de las variaciones
que estas empresan utilizan y si esa diferencia de limite podria suponer una causa de peso. En este
trabajo se ha identificado también la discrepancia a la hora de identificar mutaciones, la cual es
dependiente de la base de datos que se use y la cantidad de datos que tenga cada base de datos sobre
mutaciones concretas, por lo que se recomienda siempre utilizar varias fuentes de informacion para

detectar mutaciones y catalogarlas lo mas correctamente posible.

il o g s gatk
Ll best practices™ =il
Sample preparation Sequencing Processsing and analysis
Sample prep Sequencing Mapping
artifacts artifacts artifacts
Cross-sample contamination Coverage Iimitations
Sample swaps Programming errors
Batch effects

Figura 17: En esta imagen se pueden identificar todas las causas de error en
el proceso bioinformatico[3]

Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo se ha cumplido, ya que se han estudiado y podido utilizar

diferentes herramientas informaticas para correctamente identificar y catalogar mutaciones en 4
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pacientes, asociandolos a perfiles oncolégicos concretos y, en caso de no ser posible, a estimaciones
plausibles. El uso de pipelines y su disefio y modificacion para cada muestra genomica fue
fructifera, ya que se pudo analizar y arreglar errores concretos a base de modificaciones puntuales
en la linea de comandos. En cuanto a los objetivos secundarios, se consigui6 hacer un uso eficiente
de las herramientas de prediccién de variaciones y su consecuente comparacion con diferentes bases
de datos (COSMIC, OncoKB, ClinVar y CGI) seleccionando entre las resultantes aquellas

consideradas relevantes.

¢ Que he aprendido en este TFG?

Este TFG ha supuesto un gran aprendizaje, ya que ha supuesto un cambio del enfoque clinico para
volver a retomar el estudio y el recuerdo de las bases moleculares y fisiolégicas de la enfermedad
de los primeros afios de carrera. Desde el punto de vista de la informatica, ha supuesto una
oportunidad para conocer mejor el potencial del sistema GNU/Linux en su conjunto. Ha sido
especialmente significativo el poder encontrar un nicho que permitiera la compaginacion de dos

campos de interés personal en uno solo: la informatica y la medicina.

De este TFG he aprendido sobre todo de la capacidad exponencial de crecimiento que tiene la
bioinformatica, y lo importante que es desarrollarla dentro del marco de la salud publica,para poder
democratizar el acceso a diagnoésticos de poblaciones y heterogeneizar los genoma de referencia y
las bases de datos presentes con datos de variaciones de todas las poblaciones posibles. La poca
necesidad de recursos que requiere la identificacién y filtracion de variaciones (un secuenciador y
un ordenador con conexion a internet) brinda una oportunidad de oro para que los paises de Sur
Global puedan invertir en un desarrollo de la via diagndstica oncologica de sus poblaciones mucho
mas horizontal y versatil. También, este acceso tan abierto a la posibilidad diagnostica proporciona
una autonomia clinica a los profesionales que dificilmente seria cohartada por conflictos politicos o

bélicos que podrian condicionar el acceso a infraestructura solamente accesible en el Norte global.
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Este TFG pretende ser una llamada a la curiosidad y el interés por esta subespecialidad,
demostrando que con poco recursos y un poco de voluntad, también se puede acceder a ramas de la

Medicina desconocidas que puedan interesarnos.
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