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Objetivos

* Por qué cancer de pulmon?
* Panel de genes especifico

* Punto partida = Archivos en bruto
“fastq”

* Plataforma utilizada =2 Ry otros SW
de visualizacion

= = T

] ' Ger;ome Browser
Galaxy
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* Uso de R como herramienta vehicular

* Librerias Ry Biocondunctor:

* Lectura - ShortRead
Calidad - Fastq files Quality Check
Conversion - SAMtools
Alineamiento - Bowtie2
Anotaciones — Galaxy

Variaciones — Galaxy/UCSC Genome

* Fastq files + Index files
e No FASTA — No SAM
* Familiarizacion Bioconductor




Fase analitica |

* Origen Datos:
* MiSeq lllumina
* Tipo datos: Extension .fastq
* Longitud: 76 pb + indice (8pb)

* Control Calidad previo lllumina:
* “Filtrado de calidad” = Alta calidad

lecturas
IR =
Filename 15-8991 51 Leel R1_e@l fastq
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 2228315

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 76

XGC 43




1 -
Lectura de datos |

* Lectura de datos mediante Shortread

» Ejemplo:[1] 76 : _
CTTAAAACTGATTTTACATGGTACATGAA e A
ACAAGGCAAATAACTGCGATTTTTTTCTT T s corancs ot s s (3
CCTTCTGCTCCTTCCCCT I|| B M -

* Analisis de calidad [1] A "'| ’J' ’*O(" fl

* Distribucién lecturas [2] ' ”'f;\;: Il |~ l, wl i\} 'I"“

* Frecuencia de llamadas por base [3] _

Cycle



Control de calidad

e Contaminaciony distribucion
* Anverso y Reverso [1][2]

* Grafico de caja QC [3]

e Grafico de caja Real [4]




Fase analitica |l

* Transformacion e inspeccion de BAM
files

* Preparacion de datos y observacion
de opciones:

* BLAST/BLAT - Poderosos pero
inadecuados

 BWA/Bowtie2 - SW mas usado para
NGS

* Mapeo en un genoma de referencia

 Visualizacion de anotacionesy
variants mediante navegador
genomico (IGV)




@50 SM:chr10 LN:135534747

QMAME: MO1621:3271:000000000-BV2IC:1:2108:23066:23449

Preparacion de datos v | B

RMNAME: chrl0
DOYS: 1735232

Genoma de referencia .

MBNM: *
MPOSE: O
151ZE: 0
e Uso SAM/BAM files para alineamiento i
CTTCTTCTGAT G TEGOCCAGLGARAGCCAARAGATT GG ACACCCCTGATCTAAAGGTTTTCATTTCTGTTTCTT
CTC
* Conversion con Galaxy = Rapido vy eficaz QUAL:
FGFGLGGLHGEEEEEEGGGGEGGGEFEGHGEREGHGEGEGEEGEEEEEEGFEGEEGEGGLEELEEEEEEG
GGLEGEOCOCC

° i |
BA M F I e Col Field Type Brief Description
., 1 QMNAME String Query template NAME
* Seccion encabezado
2 FLAG Integer bitwise FLAG
. 7 . . 7 3 RNAME String References sequence NAME
* Seccion de alineacion (11 campos obl)
4 POS Integer 1- based leftmost mapping POSition
5 MAPC Integer MAPping Quality
o /J [
* Preparacion Genoma de referencia ¢ oo
7 RNEXT String Ref. name of the mate/next read
e G RC h 3 7 . h g 1 9 8 PNEXT Integer Pasition of the mate/next read
9 TLEN Integer observed Template LENgth
e AI I n ea m Ie nto C h r 10 10 SEQ String segment SEQuence

11 QUAL String ASCIl of Phred-scaled base QUALity+33




Mapa leido en Genoma de
EIEEEE

Utilidades del mapping:

* Alineacion con genoma de
referencia.

* Alinea la lectura, permite ver
desajustes, indeles y recortes de
fragmentos cortos.

e Verificacion de estadisticas de
mapeo.

Reaccidn en cadena de
polimerasa (PCR).

Errores de secuenciacion.

Errores de asignacion.

Set of reads

I
I Reference genome
I 1

I
Mapping

= = -
—

GATCAGCAACGTACCGCCAGATACCGGGAACATACCATACGA

11
Readt TTACCAGATAGG T T I

Read?2




Anotaciones

* Uso de anotaciones con
datos bioldgicos relevantes

* Ayuda a cientificos:
* Entendimiento
* Estructura
* Funcionamiento

 Parte principal:

* Localizacion de genesy
proteinas




Anotaciones
2228315 reads; of these:
2228315 (100.00%) were unpaired; of these:

4428 (0.20%) aligned 0 times
2139611 (96.02%) aligned exactly 1 tTime

* Entrada/Muestra 84276 (3.78%) aligned >1 times
: 99._80% overall alignment rate
 Ensamble de alta calidad >

(o)
90% - Fuentes de error mas frecuentes:
e SW utilizado dependera: - No filtrar las regiones en el genoma que no contienen genes.

* Tipo de datos utilizados

- Fallo al elegir los programas computacionales.
. Obietivo de anotacion - Los datos de referencia contienen errores.
J - Se utiliza un genoma de referencia con anotaciones erroneas.

e Recursos disponibles - Aplicaciones Prediccion de genes Prediccién de funciones de genes.

- Anotaciones = Aplicaciones en investigacion:
- Desarrollo de hipdtesis
- Analisis de gendmica comparativa
- Medio importante para anotacion de otros genomas

- Alineacién = Infinidad de posibilidades:
- Lookseq, IGV, Jbrowse, Genome Workbench




Anotaciones

e Carga datos: BAM + BAI

* IGV: Parte superior muestra , -]
extension cromosoma entera - il

Gred_reads_{BAMY sam Cavessg

* Encontrar foco secuencia: —
chrl0 — posicion

e Parte inferior — Referencia con
Gen/Genes asociados: RET
2 posibles variaciones
5’ UTR en la parte izquierda (roja)

3’ UTR en la parte derecha
(verde)

Diferencia de exones e Intrones
en 2 variaciones del Gen RET

'-EI

Por defecto, el string esta representado de 5’ a 3’, pero si se selecciona la
sefal, se gira hacia el reverso.




Anotaciones

RET

* Visualizacion 2 Zoom in l l

* Genoma referencia vs lecturas

=T | chrl0:43 603,302 —

Tatal count: BG -

oA B3 (T9%, 620+ 6-T)
y .

* Alineaciones referenciadas
* Amplitud barra superior

e Eventos interesantes = Color
2(21% 0+~ 172-)
e Caso particular - Calidades de

-

G:17

T:0
mayor intensidad a menor MO

* Heterocigoto SNP = Secuencia
gue afecta a una sola base o
polimorfismo de nucledtido
simple




A Hap mame: roll
i Dist: 0
| Pead naeme = RADTE 32 0O00M00C- BY 210 1521152023341 Hap name redl
Read leagth Dist 01
Ruad narma = MOER1321:000000000- BVZIC1 211 £ 7202: 304
Mapping = Primary ) MaFQ 42 Read langthy = Tiiog

Anotaciones

18| Refererce span = chr i3, 505,336-43, 505,411 {+) = T6bp wa-»-g - e
Eiz;;":h_‘t Finfarance apan = che il 605, 336-43, 805 411 [+) = Tébp

QY p = = =

: ¥G=0
| M = 2
T = 2
—{#h =0
XO=0
A% = -2
¥T= LA

¥T= LU

Hidden tags: MD

Intensidad de color = mayor
intensidad = mayor calidad

IR
Hap rarme: nid S,
[ [ Dt 0 o i ral
— R O0O0000-BY 1. (1]
M I S I I I a | e Ct u ra M a p p I I I Remlieme o INE L L F:ﬂnm—.. 162 1:321 00000000 BV2IC 1210827534 5901
Fead length = Tebp Rcad kength = 7

Mapping = Primary @ MAPQ 42

distinta calidad. Ejemplo 42 vs O e e s 1o e e RO

Cigar = TEM Cigar = T8
Chppang = Nene Clipping = Mone
. 3G = 0 W=
HWi=0 s 0
IM=0 1T 1]
AN =0 AM = 0
00 = =0
20-0 R
: YTa Uy i
Delecciones e
i T Location = chrif:43 610, Tad
+—Location = chri(ead 610647 R e s C DOV 3
Bace= T OV3E
=T
suopp —
43.601.920 bp 43,601,930 bp 159 bp
| | | 43.609.840 bp a
43,601,920 bp 1 1
T T TH c H e ————
c H
Hap name: null c H M
Dist: 0 Hap name: null
Insertion (2 hasesICl'

T T IE Insertion (5 basgs)JCCGAT Dist: 0




Anotaciones

i
i
i -
I
|
! T
|
SNP potencial sin llamadas a ol
.« 7 1
umbral de representaciony | |
11
genoma de ref. |
Evitar falsos positivos = Color nAACTTCCCTCCCTCCCT
lecturas: Anverso y Reverso
Ejemplo: No hay SNP en e S S
. . chrie 1739232 [ 1 K, E
reverso pero si posible chrie 1739233t 1, &
. chria 1739234 L 1 3 F
Heterocito SNP =2 True =2 e

Espera Timina en reverso. Al ser colum  Definition
inexistente = FALSO POSITIVO |

1 Chromosome
2 Position {1-based)
4 9 3 Reference base at that position
SNP mas deStacadOS Galaxy 4 Coverage (# reads aligning owver that positiom)
5 Bases within reads where (see Galaxy wiki for more imfo)
& Quality wvalues (phredi3 scale, see Galaxy wiki for more)




Variantes

* Eliminacion variantes fuera regiones codificantes.
* Visualizacion lecturas para eliminar posibles errores se secuenciacion.
* Deteccion SNP tras mapeo de lecturas frente genoma ref.

* Obtencion archivo .vcf con variants y archive BAM/BAI con lecturas alineadas = Permite conocer num
lecturas respaldan cada SNP

* Chr 10 = Longitud aprox 128mb = 1,3M. Se reduce para mostrar detalle

* Filtrar variantes que no se vayan a mostrar, debido a errores de secuenciacion por ejemplo, fuera zona
codificante, etc.

* Creacion Pileup:
* Filtrado 6 columnas
* Sin reporte posiciones mayor cobertura 30
* Reporte sélo variantes



Variantes

B

UCSC Genome Brows | | 1 1Ch37/hg19) Assembly

move | <<< | << | < | > | »y e mout| 1.5x | 3x | 10x | 100x |
chr10:43,358,938-43,967 937 60¢ I

* FreeBayes = Evalla
probabilidad de cada genotipo

Chr: chri
[errs cani.zny T NEENETS NI T P-:-:lt?-:l:: 43605332
. ID:.
posible para cada pos genoma I TR D e =
f i o ——— Aftemate A — rowser on Human Feb, 2009 (GRCh37/hg18) Assembly
-_"_-\ - v l-.” \. — — R ':['Ji': IEET{:IE » ] I'\-; Jocrm m| 158 .I:;1J.| Dake FoormDd 15 E 10 | T
re ] T e e o 21 o, e m— I T:.-'Fll:: CHP 5384 S0 | emar psdion pa toal MG E £ asarch fan ™
— = = — = . & |5 Filtered Out: No = m == - = i
o 7/ T 4 = I,__ !1 n o 1
* Exportacion vcf para obtencion | s
. . — |: :.Irltclmnl:tl: Alll:i1n:s; A
= =le Lount:
variantes en zona analizada.
e im| Allele Frequency: 0.5 S e e T T T T T TR e

| Variant Attributes
Is| anete Frequency: 0.3

e Evaluacion variantes:

1 T
e ;-1 CIGAR: 15 ) s 4 110 s
. . B H H
* SNP Rojos = cambios en los i yrerna :
jif PAIRED: D
. , 'd i SAP: 132376 S P ki st
dMINOacCiaos. j..| EPP: 772,260
FS115625659 | rSSSI60933 | rSSee4256 |  FIS3123 18| Murnber of Samples with Data: 1 rS7I198828 | S22SS260 | FSTIESETE | rS45S452S |
. rSTES9ETTT | rs24ssEsa| rsTeT4SSE|  ro4o4d i R 5 rST952ETSE | rS2eSIeas|  roleded| rS2492des |
[ ) S N P Ve r e Va rl a ntes rs4945691 | rsS279ESE5 | rsTROTSST| rsTIZE4 18| 5AR: B SEST7E5459 | rs2252975 | rsSil86457 | rs4559553 |
reoTOESS4| | PS1525735| rs3123797] ST — 1 gpEq L rsT7138862| rSlSTOELL| rSTATITLS| reasS1711 |
r=4343833 | rsl7FSA53| rs3l2idzal| rs7ETTE CAT G CC G : h rS2651918| rS2252761| rs4597es2| ro9422365 |
. 7 . rS149496396 | rSE1543499| rsS2995395|  Psl186s FIURALT: 1 rETIS33058 | rS2282755 | rSTOMG2E4 | rSTEE0214 |
m rs111657726 | rs2795521| rs12411295| rsi743 ——— ——  r=1915148| rs2468565| rs5T754597| rs22ES5ST |
SI n O n I a S . rs2744879 | re17vEES4 | recisdseve| rsivas o . o | Depthe 303 | rS25e3942| rS2252744| rSTR9212S| S3e063S7 |
rs755256 | rs177S5eaS| rsieaeezas| rs=Iie PRO:D rSEE51912 | FS2ESE4SS| FS1E2EeESE| rSEEESeSS |
FSTSE2EE | FS1TV42E5| rS727VESLY|  rSTEE : FSTSOBO4EE | FSTSO4TIE | rSTEES0S4T | rI24o2404 |
Q Q rE2796555 | rE1774204 | rsTESSS535 | re1TS4 | EPPR: 374132 rETIS10366 | rS2460564 | rST72TFES2E6 | rs2S12797 |
[ ] P Z u re I O n eS t ra u CI a S O FSE1S43571 | rS2457916|  +S2995399| roElE 8 o | PSTETLI4963| rI2493661| rFSTSE15999| rs24924e3 |
rE18ESTE3 | FE3STSATS1| ro6lseseTe | reTEw =1251 ABP: 57771 | re=7ieesis| rS2E49S4S| rSTOLATRE| rSEEELEES |
rSET744675 | rs2458298| rsliS19429| rsels i | rsEaSi4i6| rs2240332|  re4424625| rsTETITET
I d """" Jul) RESUTITE raranmemss. -~ - RPL: 339 oottt Tt Tt TTotTTt
eémpalmaaas.

Chéi: 23658

* SNP Negro = Regiones de
intrones.




Variantes

* Filtrado y evaluacién del impacto de variantes = Analisis localizacion SNP

e Segun impacto funcional:

SNPs sindnimos: no causan alteracion de la secuencia de proteina codificada por ese gen.
SNPs missense que si alteran la secuencia de proteina.

SNPS que producen la ganancia de un codén STOP.

SNPs que producen la pérdida de un coddn de inicio.

SNPs en una region de secuencias repetitivas.

SNPs o en una region no codificante.

* Las anotaciones por dbSNP:
RET (NM_020630): synonymous_variantS (TCC) --> S (TCG)
RET (NM_020975): synonymous_variantS (TCC) --> S (TCG)

RET (uc010gez.1) synonymous_variantS (TCC) - S (TCA) - STOP
[R1E5'Ii (uc010gez.1) synonymous_variantS (TCC) > S (TCG) - Cysteina

RET (uc001jal.3) synonymous_variant S (TCC) > S (TCA) - STOP
RET (uc001jal.3) synonymous_variant S (TCC) - S (TCG) - Cysteina[15]
RET (uc001jak.1) synonymous_variantS (TCC) - S (TCA) - STOP
RET (uc001jak.1) synonymous_variantS (TCC) - S (TCG) - Cysteina[15]



Validacion y Efectos
Biologicos

Comparacion variantes
obtenidas con anotadas en

bbdd dbSNP.

BBDD dbSNP - archivo publico
gratuito.

* Variacion genética dentro y entre
especies

Caso Particular = Variaciones en
intrones. Rs2251674

Variante = Relacidon con cancer
tiroides de origen folicular y
polimorfismo en RET.

Asociacion haplotipica 2
Susceptibilidad sobre cancer tiroides

Alignment between genome [hgl9 chri®:43615133-43616133, + strand; 1801 bp) and dbSNP sequence (rsi1B@8863; 1801 bp)
ID (incleding gaps) 99.%%, coverage (of both) 12@.8%

43615133

eapaoeal

43615233

Bagealal

43615333

BRBEa 221

43615433

eoogasal

43815533

Baggadal

43615633

eoeaas01

43615634

Bagaasaz

43815734

peogasa2

43615834

goggd fa2

43515934

RaBEARR2

43610834

Baggaaz

CEACCTCATCTCATTTGCCTGECAGATCTCACARGOGATGLAGTATC TEGLCOAGATEARAGOETELGTECATATGECTCTGCACCCAGCCAGLCCCGECCA 430615232

FERLCETEREECEREEEEE e e e e et e e e e e e e e e v e e e e e e ee e ey e e e ey e e e e e e n 1+

CEACCTCATCTCATT TGCCTGECAGATCTCACARGGGATGCAGT ATCTGGLCGAGATGAAGGTGLGTGCATATGRCTCTGCACCCAGCCAGCICCCEGECLA GRDa8188

ggccacaccctgacccaccacgocccctgocaccoacaccociggoctgocactoccccaccatgocacactctagoccaccatgocootgocatggoatge 43615332
B e B B L o R RS
GECCACACCCTRACCCACCACGCOCCTGCCACCCACACCCTGRCCTOCCACT CCCCCACCATACCACACT CTAGCCCACCATGCCCLTOCCATOGCATGC Bo0ad2ea

catgctetggctcaccacgoccctgocatgtcacaccctgactoccaccacgococtgocoatgocacacc CCCOOOCCAGOTCTCACCAGOCCGCTACCIG 435615432
R T B e N RN R RN R RR RN
CATGCTATGRCTCACCACGCCCCTROCATETCACACCCTGAC TCCAC CACRCCCCTGCCATGOCACACCCCOGGCCCAGOGTCTCACCAGGCCGCTACCLG BRRSA3EE

GGCCACACACCACCCCTCTGCTGETCACACCAGECTGAGC CAGTGACCGCTGCTGCCTGECCATGGCCTGACGACTCGTGCTATTTTTCCTCACAGCTCG 43515532
FLCLELECRECTEREE T EEEE e e e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i

GECCACACACCACCCCTCTECTGETCACACCAGRCTGAGC CAGTEACCOCTELTECCTEOCCATGECCTGACGACTCGTOCTATTTTTCCTCACAGL TG ooBaasae

TTCATCGGEACTT GECAGCCARAAACAT CCTGOTAGC TRAGGGECGEAAGATGAAGAT TTCGRATTTCGECTTGTCCCGAGATET TTATGAAGAGGATTC 43615632

FICCEDEERET TP EE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e ey e
TTCATCGGGACTT GACAGCCAGALACAT CCTGGTAGC TEAGGEGCAGAAGATGAAGAT TTCGGATTTCGECTTGT CCCGAGATGTTTATGAAGAGGATTC ©PA80560

C 43615633
V Depedsel

TACGTEAAGAGGAGCCAGOTGCCCAGT CCCGRORATGARGCGGEEC T CCCAGRGATCCCAGGTACACCATGEGECAGECAGTEGCCCTTOGEAAGCCTAGG 43615733

FECLCETEREECERREEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TACGTGAAGAGGAGCCAGGTGCCCAGTCCCGGGGATGAGGCGGAGETCCCAGGGATCCCAGGTGLACCAT GEGGCAGGCAGTGCCCTTGAGAAGCCTAGG PORROGA1

AAAGAT ACCEAAGAT TAGTGGAGCTCTAAGC T TTTTATAGCCCTCACCCCAAATCTTTCTGACCCTGEGT COCCAAGGACCCAATTAGAACTCCGCTCAG 42615833

AAAGAT ACCEAAGAT TAGTGGAGC TCTAAGCT TTTTATAGCCCTCACCCCAMATCTTTCTGACCCTEAETCCCCAAGGACCCAATTAGAACTCCGCTCAG DaBedTEl

CCTCTOCCATGTCCTTCTCCTCCAGGECCTCCARGOCACCCCTCCCT aaCAGCATACT GACCCGAGGCCCTTOCCGCACT TTTCAGAGGCCACCTCATGC 43615933

CCTCTECCATGTCCT TCTCCTCCAGRECCTCCARGOCACCCCTCCCT 0aCAGLATACT GACCCOAGELCCTTOLCQCACT TTTCAGAGOCCACCTCATAC Ce@Bedsel

TEOGeAACTAACAGTCCTCTTCTGCAGAATAAAGGTCACCOTTCTOATATGACCTTAGCTCTTT TCTCAAAGAAGGOTGOGATGAAATTAGCAGGATCGT 43616833

FOCCEVECRETTE T E R e R e v e e e e e e v e e e e e v e e e e e e e e e e e e ee v e e e e e e e et e e e e e e
TGCGGAACTAACAGTCCTCTTCTGCAGAAT ALAGGTCACCATTCTGATATRACCTTAGC TCTTTTCTCAAAGAARGGTGGGATGAAA TTAGCAGGATCGT GRAGASEAT

CATTCTTTGCAAAAAGEAATGAACTECTTTACAAGTGARGCTTCTCCCGCACAGEGGLCTTGRACACTGOGCTORGTGAGT TTAGADGCATAGRAACCIC 43016133

CATTCTTTGCAAAAAMGEAATGAACTOCT TTACAAGTGAGGCT TCTCCCaCACAGOEECCTTERACACTGGECTGEGTGAGT TTAGARGCATAGRAACCIC adaalael

Figura 63. Alineacion entre el genoma (hg19 chr10: 43604892-43605892, cadena

+; 1001 pb) vy la secuencia dbSNP (rs2251674; 1001 pb)



Conclusiones
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1. Representacion Pipeline a partir
datos tipo Fastq.
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2. Posibilidad de guia util genérica
para cualquier tipo de estudio
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3. Representacion Grafica gracias a
SW: R, IGV, Genome Browser
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