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Resumen del Trabajo

Uno de los ambitos de aplicacion de la secuenciacion de genomas es el
relacionado con el estudio de los genomas del cancer. El calling o variant calling
es un proceso mediante el cual se pueden identificar variantes en las secuencias
genéticas, lo que podemos aplicar a la deteccion de genes relacionados con el
desarrollo y la progresion del cancer. Existen métodos que permiten implementar
este proceso, pero cada método cuenta con su algoritmo de busqueda y en
muchas ocasiones, el nUmero de variantes encontradas es diferente. En este
estudio nos centramos en el descubrimiento de variantes sométicas en
secuencias tumorales, analizando los métodos y resultados que arrojan distintos
programas: Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2, utilizando el genoma
de referencia hg38. Se efectia un estudio individual de cada uno de los
programas a comparar y de los métodos de calling que aplican, se prueban y se
comparan con datos de secuencias de pares tumor-normal. Los resultados
obtenidos fueron que Mutect2 no tuvo coincidencias con VarScan2, tuvo 17
coincidencias con SomaticSniper y 24 con Strelka2; VarScan2 tuvo solo 1




coincidencia con SomaticSniper en el Modo 1'; SomaticSniper tuvo 38
coincidencias con Strelka2 en el Modo 1y 31 en el Modo 2. Como se ha podido
observar el resultado de los diferentes programas de descubrimiento de

variantes somaticas solo coincide en un subconjunto de variantes.

Abstract (in English, 250 words or less):

Genome sequencing has been extensively applied to the study of the cancer
genomes. “Calling” or “Variant Calling” is a process used for the detection of the
genetic variation, this could be applied to detection of genes responsible for the
development and progression of cancer. There are some methods that
implement this process. Each method has its own search algorithm, and it is
usual that the results of one method differ from the other. In this study we focus
on the discovery of somatic mutations in cancer genomes. The methods and
results of some programs (Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2) are
analyzed. Hg38 reference genome is used. We made individual analysis of
variant calling tools and the methods they apply. Doing Test and comparing those
tools with tumor-normal samples. There were no coincidences between Mutect2
and VarScanz, there was 17 coincidences between Mutect2 and SomaticSniper,
and 24 between Mutect2 and Strelka2; VarScan2 had only 1 coincidence with
SomaticSniper in Mode 1; SomaticSniper had 38 coincidences with Strelka2 in
Mode 1 and 31 in Mode 2. The results from the variant callers agree only on a

subset of variants.

1 Ver el punto 3.3.2 Modelo, para mas informacién sobre los modos de ejecucién de
SomaticSniper




indice

1 g oo [0 Toled o] o PP 1
1.1 Contextoy justificacion del Trab@jo .........cccccecurrimmiiiiiiiiiiiaenns 1
1.1.1 DesSCripCiON GENEIaAl..........uuiiiiieeeeiiieiiiie e e e e e e e eeaaens 1

1.1.2  Justificacion del TEM ... 5

1.2 Objetivos del Trabajo..........ecoiiiieiiiiiiicce e 5
HIORC T =1 o1 (0o [U TSIV 4 1] (oo [0 JST=T o[ 1 o o 6
1.4  Planificacion del Trab@jo........cccooeivviiiiiiiiiiiee e 6
1.4.1  PlanifiCacion l.............uuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiie—.. 6

1.4.2  Planificacion Il.............uuuuuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeees 9

1.4.3  Planificacion [l ...............uuuuruimmiiiiiiiiiiiii. 12

1.5 Resultados €SPEratoS.......ccceiiiieeiiiiiiiiiii e e 15
1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria...................... 15

2 Seleccion de muestras para el testeo de los métodos de calling. ....... 16
3 Estudio y analisis de programas y métodos de “calling”. ..................... 17
Bl MULECTZ ... e e 18
311 INtrOodUCCION ..o, 18

3.1.2  INStAlaCION ...ccceeeeeeeeeeee e 18

313 MOAEIO e 19

B L4 TS i, 21

T Y £ | 65T o3 | 2R 22
3.2.1  INrOAUCCION ..o 22

3.2.2  INStAlaCioN ......cccoe e, 22

3.23 MOAEIO .o 22

Bi2i4 TSl e 24

3.3 SOMALICSNIPE .. coiiiieiiiee et e e e e e e e e e e e e eeeaanes 25
3.3.1  INtrodUCCION ..o, 25

3.3.2  MOAEIO .., 25

3.3.3  INStalacCion ........ccooeeeeieeeeeee 28

3.3 TSl 28

B4 SHEIKAZ ..o e 29
341 INrOUCCION ..o, 29

342 MOAEIO e 29

3.4.3  INStAlACION ..o 32

Bh4  TeSt i 32

4 Comparativa de resultados..........ccooevvviiiiiiiiiiiice e, 33
5 CONCIUSIONES ...t ettt e et e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeennes 44
5.1 Lecciones aprendidas.........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 44
5.2 LOQro de ODJELIVOS .....ccoeiiiiiiiiiiiiiieieeeceeeeeeeee e 44
5.3 Analisis de la planificacion y la metodologia...........c.ccccevvviiiiiieceenennnn, 45
5.4 Lineas de trabajo fUtUrO..........ccccvviiiiiiiiiiiieee 45

6 (€710 17= 1 [0 TP SUURPPPTPPPIN 46
7 BiDIOGIafia. ... .uueueiiiiiiiiiiiiiiiii i 49
8 ANEXOS. . 51
8.1 Anexo |l. Instalacion de paquetes requeridos para seguir las mejores
Practicas del GATK. ..o 51



8.2 Anexo Il. Pasos para el acceso a datos en el Genomic Data Commons.

61
8.3 Anexo lll. Pasos para el acceso a datos en el International Cancer
(€1=T 0] 4 LI @] o KTo ] 1 1 1F] o o SRS 66
8.4 Anexo IV. Pasos para la obtencion de las muestras virtuales tumor-
(10 10T | USSR 69
8.5 Anexo V. Pasos para la obtenciébn de variantes somaticas usando
U =T o TR 75
8.6  Anexo VI. Instalacion VarSCan2 ..........cccccccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 80
8.7 Anexo VII. Pasos para la obtencion de variantes sométicas usando
VAISCANZ. ... . ettt e e e et e e e et r e e e e e e e e e nn e enee 81
8.8  Anexo VIII. Instalacion SOmMatiCSNIPEr.........cooviiiiiiiiiieeeeee e 83
8.9 Anexo IX. Pasos para la obtencion de variantes somaticas usando
SOMALICSNIPET . 85
8.10 Anexo X. Instalacion Strelka2...........cccoce, 90

8.11 Anexo Xl. Pasos para la obtencion de variantes somaticas usando
Strelka2 91



Lista de figuras

Figura 1. Polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs -single nucleotide

L0 1Y L0 0] 1] SRR 1
Figura 2. Indel. Insercion de la secuencia GTA y la eliminacion de la secuencia
A 2
Figura 3. Los 5 tipos mas comunes de variaciones estructurales en secuencias
[0 L= 0 =T 1= RPN 2
Figura 4. Proceso de deteccion de mutaciones sométicas usando Mutect2. -
U= (N 0 21
Figura 5. Flujo de trabajo aplicado por Strelka2 para la deteccion de variantes
K]0 14 F= LA (0% PR 29
Figura 6. BOSQUE AlIEALOIIO .. ...vuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
Figura 7. Una variante coincidente en el mismo cromosoma -chr6- y posicion
entre SomaticSniper -Modo 1- Yy VarSCan2 ... 42
Figura 8. Diecisiete variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas
posiciones entre SomaticSiniper -Modo 1- Yy MUtect2 ............ccceevvvvvviviiiineeeenn. 42
Figura 9. Diecisiete variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas
posiciones entre SomaticSiniper -Modo 2- y MUtect2. ...........cccevvvvevvvvninnneenn. 42
Figura 10. Treinta y ocho variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas
posiciones entre SomaticSiniper -Modo 1-y Strelka2 .............ccoevvvviiiciinnneenn. 43
Figura 11. Treinta y una variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas
posiciones entre SomaticSiniper -Modo 2-y Strelka2. ............ccccvvvviiiiiiieeeenn. 43
Figura 12. Estructura de un fichero vcf............oiiii i, 79

Lista de tablas

Tabla 1. Algoritmo utilizado por VarScan2 para la deteccion de variantes

£S04 F= LA [0 23
Tabla 2. Resultados de la comparativa entre los programas de calling (Mutect2,
VarScan2, SomaticSniper y Strelka2) ... 41
Tabla 3. Valores de cada fila del fichero resultante de un analisis con
SomaticSniper. Formato clasico del fichero de salida.................oeoeeeeeeeeee. 85
Tabla 4. Valores de cada fila del fichero resultante de un analisis con
SomaticSniper. Formato vcf para el fichero de salida ...............coveiiiiiiiins 86
Tabla 5. Campo FORMAT, fichero vcf salida de SomaticSniper..........ccccc....... 86



Comparacion de diferentes métodos de “calling” de Sonia M2 Garrote Fernandez
variantes somaticas: Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Master en Bioinformatica y Bioestadistica
Strelka2 MO0.178 - TFM-Bioinformatica y Bioestadistica Area 2

1 Introduccion
1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

1.1.1 Descripcién General

Los grandes avances en la tecnologia utilizada para la secuenciacion del
genoma permiten una rapida, y relativamente barata, obtencion de
grandes conjuntos de secuencias disponibles para su analisis. Uno de los
ambitos de aplicacion de la secuenciacion de genomas es el relacionado

con el estudio de los genomas del cancer (1).

El calling o variant calling es un proceso mediante el cual se pueden
identificar variantes en las secuencias genéticas analizadas. Las variantes
en las secuencias genéticas se refieren a cambios en la secuencia de los
nucledtidos que conforman los genes, pueden ser variaciones en
nucleotidos individuales -Single Nucleotid Variant (SNV) / Single
Nucleotide Polimorfism? (SNP)- (Figura 1), pueden ser inserciones o
eliminaciones de unos pocos nucleétidos —indel- (Figura 2), grandes
alteraciones de la secuencia de nucleétidos o reajustes estructurales de
toda la secuencia — variaciones en mas de 50 pares de bases que pueden
ser eliminaciones, duplicados, inserciones, inversiones o combinaciones

de estas- (Figura 3).

SNP

/

Crom]osoma GTACTAGI
(.‘romzosoma GTACAAG

Cromjosoma GTACAAG

Figura 1. Polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs -single nucleotide polymorphisms-

2 Cuando la variacion esta presente en al menos el 1% de la poblaciéon hablamos de SNP, sino
hablamos de SNV.
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Reference ACTGACGCATGCATCATGCATGC

Insertion ACTGACGCATGGTACATCATGCATGC
Indel
Deletion ACTGACG~--TGCATCATGCATGC

Figura 2. Indel. Insercién de la secuencia GTA y la eliminacion de la secuencia CA

Duplication e
— L —
Deletion

T—
_;.'._".:

Insertion

o Copy number
o 2s variation
i T p—

Figura 3. Los 5 tipos mas comunes de variaciones estructurales en secuencias de genes

“Cuando los cambios genéticos se producen después del nacimiento se
denominan mutaciones somaticas. Estas mutaciones o0 variantes
somaticas se pueden presentar en cualquiera de las células del cuerpo,
excepto las germinativas (esperma y ovulo). Los cambios de este tipo
pueden causar cancer u otras enfermedades, pero no siempre”, por eso,
es importante diferenciar entre las variantes somaticas denominadas

‘passengers” y las denominadas “drivers”. Las variantes de tipo

3 https://lwww.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/mutacion-somatica
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“‘passengers” no tienen efecto en el desarrollo del cancer, mientras que
las denominadas “drivers”, pueden generar un tumor. Podemos aplicar el
“calling” a la deteccion de genes relacionados con el desarrollo y la
progresién del cancer, lo que supone un avance importante en la
diagnosis y el tratamiento de la enfermedad. Ya existen algunos métodos
gue permiten implementar este proceso y que se despliegan en sistemas
computacionales que son capaces de manejar el gran volumen de datos
de las secuencias de genes. El problema, es que cada método cuenta con
su algoritmo de busqueda y en muchas ocasiones, el numero de variantes

encontradas es diferente. (2)(3)

Por otro lado, la deteccién de variantes o mutaciones somaticas se puede
ver influenciada, no so6lo por los métodos que aplican los distintos
programas de “calling” sino también por la profundidad media de la
cobertura de secuenciacién y la proporcion de subclones patologicos
mutados o frecuencia de las mutaciones. La profundidad media de la
cobertura de secuenciacién se puede definir teéricamente como LN / G,
donde L es la longitud de lectura, N es el numero de lecturas y G es la
longitud del genoma haploide objeto de estudio (4). G, en el caso de
estudios sobre el genoma humano, seria la longitud de los 23
cromosomas que conforman las células haploides del ser humano, que es
aproximadamente 3.1GB. Los subclones patol6gicos mutados tienen que
ver con la heterogeneidad de las células tumorales, en un determinado
tumor no todas las células tumorales son idénticas de forma que a medida
gue las células se van dividiendo se producen variaciones o mutaciones

en los nuevos clones(b).

En este estudio nos centramos en el descubrimiento de variantes
somaticas en secuencias tumorales, en concreto variantes somaticas
simples que se producen en nucledtidos individuales de tipo SNVs e
Indels, analizando el funcionamiento y los resultados que arrojan distintos
programas, que permiten efectuar el “calling” de las variantes en datos de
secuencias de cancer. En concreto se efectia una comparativa de los

programas: Mutect2 (6), SomaticSniper (7), Varscan2 (8) y Strelka2 (9),
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utilizando el genoma de referencia en su version de ensamblado
GRChg/hg38* (GRChg: Genome Reference Consortium human genome),

analizando sus diferencias.

Un ensamblado del genoma, sea la version que sea, no es mas que la
secuenciacion del genoma completo, una secuenciacibn con mayor o
menor calidad, es decir que puede incluir huecos que no se han podido
completar con la tecnologia de secuenciacion utilizada. No se trata de la
secuenciacion del genoma de un individuo, sino que cada segmento de
un genoma de referencia se caracteriza por estar compuesto de la
secuencia mas comunmente observada entre los genomas disponibles
secuenciados. Los ensamblados del genoma de referencia actuales son
de tipo haploide, es decir que representan solo una copia de cada
cromosoma (or contig). El ensamblado mas actual es el GRChg38, que se
lanz6 en diciembre de 2013, y utiliza contigs alternativos para representar
variaciones comunes complejas o alternativas (ALT contigs). Estas
variaciones, también estan representadas en ensamblados anteriores
como el hg37, pero en menor medida. La mayoria de las mejoras que
incluye el ensamblado GRCh38 se deben a varios proyectos de
secuenciacion y analisis del genoma, incluido el 1000 Genomes Project
(10). No solo el ensamblado GRCh38 incluye contigs alternativos, sino
qgue corrige miles de pequefios problemas de secuenciacién debidos a
falsos SNPs e indels que habia en ensamblados previos®. Por estas
razones se selecciona el GRCh38 como genoma de referencia para este

trabajo.

Se analiza la viabilidad de obtener los datos de secuencias de genes
procedentes de repositorios como son los consorcios The Cancer
Genome Atlas (TCGA)® y el International Cancer Genome Consortium

(ICGC)’ que disponen de la secuenciacién de genomas completos de

4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human

5 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035890951-Human-genome-reference-
builds-GRCh38-or-hg38-b37-hg19

6 https://lwww.cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga

7 https://icgc.org/
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pares de tumor y tejido normal. Finalmente, ante la imposibilidad de
obtener los datos de estos repositorios, al ser de acceso restringido, se
opta por la creacion de muestras tumorales virtuales partiendo de

secuencias procedentes del proyecto 1000 Genomes Project? (10).

1.1.2 Justificacion del TFM

La razon por la cual se ha seleccionado este area y tema para el TFM
tiene que ver con el area de conocimiento previo a la realizacion del
Méaster en Bioinforméatica y Bioestadistica, de la autora del TFM, en este
caso la informatica. De este modo se consideré que se tenia mas
posibilidades de llevar a cabo un mejor trabajo de final de master si se
seleccionaba una tematica relacionada con el uso o comparacion de
programas. Después de revisar las distintas areas y subareas de la oferta
de TFMs, se seleccion6 una de las propuestas del area 2, subarea 6, al
ver que esta tenia como palabras clave asociadas: andlisis de datos,

integracion de datos, programacion y aplicaciones web.

1.2 Objetivos del Trabajo

l. Realizar un andlisis de los métodos utilizados en varios programas
(Mutect2, SomaticSniper, VarScan2 y Strelka2), capaces de realizar el
calling de las variantes en datos de secuencias de cancer utilizando el
genoma de referencia hg38. Estudiar sus caracteristicas y realizar

pruebas de funcionamiento con muestras de ejemplo.

Il. Realizar un estudio comparativo de las variantes que encuentra
cada programa y ver las posibles diferencias entre ellas, si existen
variantes coincidentes o no y reajustar los pardmetros asociados a la
ejecucion de los analisis para ver como afectan a los resultados y la

comparativa.

8 https://www.internationalgenome.org/home
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1.3 Enfoque y método seguido

Para poder comparar los distintos métodos de calling que aplican los
programas a estudiar (Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2) es
necesario conocerlos individualmente y ponerlos a prueba analizando los
resultados que arrojan. De esta forma se podra efectuar una comparativa
entre ellos. Es por ello por lo que para cumplir con los objetivos del trabajo

se aplica la siguiente metodologia:

. Estudio individual de cada uno de los programas a comparar:
Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2.

. Analisis de los métodos de calling que implementan.

. Prueba de los programas con datos de secuencias de cancer

utilizando el genoma de referencia hg38.

. Comparativa de los resultados obtenidos tras las pruebas.

1.4 Planificacion del Trabajo

1.4.1 Planificacién |
Antes de comenzar a trabajar en la PEC2 se llevo a cabo el primer plan
de trabajo, el cual se muestra a continuacion.

Recursos

Para llevar a cabo el trabajo se utilizaran las versiones de los programas
evaluados Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2, siendo todas de
libre acceso. Fuentes posibles para la obtencion de los conjuntos de datos
de secuencias de genes: The Cancer Genome Atlas Consortium (TCGA),
el International Cancer Genome Consortium (ICGC).

Tareas

PEC2
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e Tarea 1. Evaluacion individual de cada programa (Del 14/10/20 al
30/10/2020)

e Tarea 2. Seleccion del conjunto de datos a testear (Del 2/11/2020
al 4/11/2020)

e Tarea 3. Andlisis individuales con cada programa sobre el mismo
conjunto de datos de secuencias de genes que permitan la
obtencién de informes de resultados y gréaficos (Del 5/11/2020 al
16/11/2020)

PEC3

e Tarea 4. Comparativa entre los distintos métodos que aplica cada
programa y los resultados diferentes que arrojan (Del 17/11/2020
al 14/12/2020)

PEC4
e Tarea 5. Cierre de la memoria (Del 15/12/2020 al 5/01/2021)
PEC5a

e Tarea 6. Elaboracién de la presentacion (Del 06/01/2021 al
8/01/2021)

PEC5b

e Tarea 7. Defensa (Del 13/01/2021 al 20/01/2021)
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Calendario de tareas con hitos:

AMNTT: ‘;.‘ 2020 2021
AR ) 2 », | | T S | | . S R S
= Temamm 42 a3 o Semam 47 Semamm 43 Semanm 49 Semamm 30 Temam 31 Temamm 32 emam 3 Semam 1 Semam 2 Semaa] Sema

Nombre |':Ed’.Ia de inicio FEd’]a de ﬁn AR [ R i= 8 [ PEACSY A el AR AR R[] REH AR [l THasr 1H 1250 e [§ e h il HArz A1z A 2z
- @ Tarea 1, Evaluacisn 14/10/20 30/10/20 ]
- & Tarea 2. Selecddn 2/11/20 41120 I
- @ Tarea 3, Andlisis 5/11/20 16/11/20 [
- @ HitoPEC2 16/11/20 16/11/20 *
- @ Tarea 4. Comparativa  17/11/20 14/12/20 [
- & HitoPEC3 14/12/20 14/12/20 L 2
- @ Tarea 5. Cierre Memoria 15/12/20 5/1/21 (|
- @ HitoPEC4 5/1/21 5/1/21 *
- @ Tarea6a. Presentacidn 6/1/21 8/1/21 ]
- @ HitoPEC5a 11/1/21 11/1f21 L 2
- @ Tarea 6b. Defensa 13/1/21 20/1/21 [
- @ HitoPECSb 20/1/21 20/1/21 L
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Andlisis de riesgos:

e Ajuste incorrecto en los tiempos asignados a la evaluacion,
seleccion de datos y anadlisis de los programas debido al
desconocimiento previo de las dificultades que puede entrafiar la

comprension de los métodos que aplican. (tareas 1, 2 y 3).

e Ajuste incorrecto en los tiempos asignados a la comparativa de

meétodos. (tarea 4).

1.4.2 Planificacion Il

Una vez comenzada la PEC2 y debido a varias causas que se detallan a
continuacion, la planificacion inicial descrita en el apartado anterior

(Planificacion 1) sufri6 cambios.
Causas de las desviaciones en la planificacion |I.

e Imposibilidad de acceder a los conjuntos de datos en las
fuentes especificadas en los recursos de la planificacion I: The
Cancer Genome Atlas Consortium (TCGA), el International Cancer
Genome Consortium (ICGC). Los conjuntos de datos necesarios -
ficheros BAM muestras normal y tumoral- son de acceso

restringido.

e Dificultades encontradas durante la instalacion de

herramientas asociadas al primer método analizado, mutect2.

e Dificultades encontradas en la comprension asociada a los

conceptos genericos.
Se indica a continuacion la nueva planificacion.
Recursos

Para llevar a cabo el trabajo se utilizaran las versiones de los programas

evaluados Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2, siendo todas de
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libre acceso. Fuentes posibles para la obtencion de los conjuntos de datos

de secuencias de genes: Proyecto 1000 Genomes Project.
Tareas

Se reajustan las tareas llevadas a cabo en la PEC2 y se modifican las de
la PEC3 que pasan a absorber parte del trabajo que no ha sido posible

realizar en la PEC2, por las causas antes citadas.
PEC2

e Tarea 1. Evaluacion individual de mutect2 (Del 14/10/20 al
4/11/2020).

e Tarea 2. Andlisis de fuentes posibles para la obtencion del conjunto
de datos, pares tumor-normal (Del 5/11/2020 al 16/11/2020).

PEC3

e Tarea 3. Generacion de los pares tumor-normal de tipo virtual. (Del
16/11/2020 al 30/11/2020).

e Tarea 4. Andlisis individuales con cada programa sobre el mismo
conjunto de datos de secuencias de genes que permitan la
obtencion de informes de resultados y graficos (Del 1/12/2020 al
7/12/2020).

e Tarea 5. Comparativa entre los distintos métodos que aplica cada
programa y los resultados diferentes que arrojan (Del 7/12/2020 al
14/12/2020).

PEC4

e Tarea 6. Cierre de la memoria (Del 15/12/2020 al 5/01/2021).

PEC5a

e Tarea 7a. Elaboracion de la presentaciéon (Del 06/01/2021 al
11/01/2021).

PECS5b

e Tarea 7b. Defensa (Del 13/01/2021 al 20/01/2021).
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Calendario de tareas con hitos:
R <
Canmr e ey > o = el FFES i == e Bl v
: —' ‘ N ! ! |S-=ln=l=-15 ! ! 4 ! Semamad  Semam )  Semam |S=m=l=32 Semarm 31 Semam 1 Semana 2 Semana 1
Mombre Fecha de inicio Fecha de fin |12mm: A ZEAGH et iz A8 11i2 ZMA0E 21 402 T EE 141 aET e EL R e T Az A2A1E]

© Tarea 1. Evaluacién mutect2 14/10/20 4711720 |

© Tarea 2. Analisis Repositorios de da... 5/11/20 16/11/20 ]

@ HitoPEC2 16/11/20 16/11/20 L 2

@ Tarea 3. Generacion muestras virtu... 16/11/20 30/11/20 |

© Tarea 4, Analisis individuales méto... 1/12/20 712720 [

© Tarea 5. Comparativa 71220 14/12/20 [

@ HitoPEC3 14/12/20 14/12/20 *

@ Tarea 6. Cierre Memoria 15/12/20 5/01/21 |

@ HitoPEC4 5/01/21 5/01/21 +*

@ Tarea 6a. Presentacidn 6/01/21 8/01/21 -

@ HitoPEC5a 1101721 11/01/21 *»

© Tarea 6b. Defensa 13/01/21 20/01/21 [

@ HitoPEC5b 20/01,721 20/01/21 L 4
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Andlisis de riesgos:

e Ajuste incorrecto en los tiempos asignados a las tareas 3, 4y 5
debido al desconocimiento previo de las dificultades que puede
entrafiar la generacion de las muestras virtuales, la aplicacion de

las diferentes herramientas de calling y la posterior comparativa.

1.4.3 Planificacion lll

Una vez comenzada la PEC3 y después de las probleméticas encontradas
con la obtencion de las muestras virtuales tumor-normal para la
realizacion de los analisis, y tras efectuar el estudio y comparativa de los
programas VarScan2 y Mutect2 se tuvo que hacer un reajuste en la
redaccion de los objetivos y también en la Planificacion Il. La nueva

planificacion se detalla a continuacion.
Recursos

Para llevar a cabo el trabajo se utilizan las versiones de los programas
evaluados Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2, siendo todas de
libre acceso. La fuente utilizada para la obtencién de las muestras de
pares tumor-normal y el ensamblado de referencia hg38 son unos

repositorios de ejemplo del instituto Broad?®.
Tareas

Se reajustan las tareas llevadas a cabo en la PEC3 y se modifican las de
la PEC4, que pasan a absorber parte del trabajo que no ha sido posible

realizar en la PEC3, por las causas antes citadas.

PEC2

9

Muestras tumor-normal de ejemplo:

https://drive.google.com/drive/folders/13RJCtKEhAXKCnLr-aQilFL101d57bpHx. Ensamblado de

referencia hg38:
https://console.cloud.google.com/storage/browser/genomics-public-
data/resources/broad/hg38/v0;tab=0objects?prefix=&forceOnObjectsSortingFiltering=false
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PEC3

PEC4

Tarea 1. Evaluacion individual de mutect2 (Del 14/10/20 al
4/11/2020).

Tarea 2. Analisis de fuentes posibles para la obtencion del conjunto
de datos, pares tumor-normal (Del 5/11/2020 al 16/11/2020).

Tarea 3. Obtencién de los pares tumor-normal. (Del 16/11/2020 al
30/11/2020).

Tarea 4. Analisis individuales con Mutect2 y VarScan2 sobre el
mismo conjunto de datos de secuencias de genes que permiten la
obtencion de informes de resultados (Del 1/12/2020 al 7/12/2020).

Tarea 5. Comparativa entre los resultados obtenidos con Mutect2 y
VarScan2 (Del 7/12/2020 al 14/12/2020).

Tarea 6. Analisis individual de SomaticSniper y Strelka2. (Del
15/12/2020 al 24/12/2020)

Tarea 7. Comparativa entre los diferentes métodos. (Del
25/12/2020 al 31/12/2020)

Tarea 8. Cierre de la memoria (Del 1/01/2020 al 5/01/2021).

PEC5a

Tarea 9a. Elaboracion de la presentacién (Del 06/01/2021 al
11/01/2021).

PEC5b

Tarea 9b. Defensa (Del 13/01/2021 al 20/01/2021).
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Calendario de tareas con hitos:

;..‘ 2020 202
Oﬁnﬂ;m . J BiPEC EHoPEC T e e Bl
: —.‘_‘ = Semang 42 |s=m=-=a:| |s=m=-=.u l I 4 |s=m=-=aa l I l |s=m=-=3:| |s=m=-=| Semana 2 Semanall Semanmd
Mombre Fecha d... Fecha de fin J— J— p— J— J— J— p— S— p— J— J— J— J— J— J— J——
© Tarea 1. Evaluacién mutect? 141020 4711720 |
© Tarea 2. Analisis Repositorios de datos 5/11/20  16/11/20 ]
o HitoPEC2 16/11/20  16/11/20 *
© Tarea 3. Obtencidn de los pares tumor-normal 16/11/20 30/11/20 ||
© Tarea 4. Analisis individuales Mutect? y VarScan2  1/12/20  7/12/20 [
@ Tarea 5. Comparativa 7/12/20 1411220 | —
o HitoPEC3 14/12/20 14/12/20 *
© Tarea 6. Analisis SomaticSniper y Strelka2 15/12/20 24/12/20 [
@ Tarea 7. Comparativa global 25/12/20 31/12/20 1
@ Tarea 8, Cierre de la memoria 1/01/21  5/01/21 /1
o HitoPEC4 5/01/21  5/01/21 +
@ Tarea 9a. Presentacién 6/01/21  &/01/21 [
© HitoPEC5a 11/01/21 11/01/21 +*
© Tarea 9b. Defensa 13/01/21  20/01/21 [
o HitoPECSk 20/01/21  20/01/21 *

14



Comparacion de diferentes métodos de “calling” de Sonia M2 Garrote Fernandez
variantes somaticas: Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Master en Bioinformatica y Bioestadistica
Strelka2 MO0.178 - TFM-Bioinformatica y Bioestadistica Area 2

1.5 Resultados esperados

Plan de trabajo e informes de seguimiento: en el plan de trabajo se
definen las lineas generales del proyecto y su enfoque, los objetivos, la
temporizacion y se definen y valoran los riesgos y posibles acciones de
mitigacion de estos. Este plan de trabajo se va reajustando y se

documentan los cambios en los informes de seguimiento.

Memoria: la memoria incluye todos los capitulos que detallan todo el

trabajo llevado a cabo.

Presentacion virtual: es el documento utilizado para la exposicion y

defensa final del trabajo.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

Capitulo 2. Seleccion de muestras para el testeo de los métodos de
calling. En este capitulo se analizan distintas fuentes desde las que se
pueden obtener muestras de secuencias de genes que posteriormente

puedan ser introducidas como input en los programas de calling.

Capitulo 3. Estudio y analisis de programas y métodos de “calling”.

En este capitulo se abordan los siguientes puntos:

. Estudio individual de cada uno de los programas a comparar:
Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2.

. Analisis de los métodos de “calling” que implementan.

. Prueba de los programas con datos de secuencias de cancer

utilizando el genoma de referencia hg38.

Los contenidos de este capitulo reflejan el trabajo desarrollado para
cumplir con el primer objetivo (ver apartado 1.2 Objetivos del

Trabajo)

Capitulo 4. Comparativa de los resultados obtenidos tras las

pruebas. En este capitulo se muestra una comparativa de los resultados

15
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obtenidos tras las pruebas efectuadas con los programas analizados en
el capitulo 2. Los contenidos de este capitulo dan respuesta al objetivo

namero dos (ver apartado 1.2 Objetivos del Trabajo).

Capitulo 5. Conclusiones: en este capitulo se muestran las conclusiones
del trabajo, se hace una reflexion critica sobre la consecucion de los
objetivos, la planificacion y la metodologia y se plantean lineas de trabajo

futuro.

Capitulo 6. Glosario: definicion de términos y acrénimos relevantes

utilizados en la memoria.

Capitulo 7. Bibliografia: listado de referencias bibliograficas utilizadas

dentro de la memoria.

Capitulo 8. Anexos: se presentan varios anexos relacionados con
procedimientos de instalacion de herramientas de calling, funcionamiento
de repositorios de conjuntos de datos de secuencias de genes, obtencion
de pares de muestras tumor-normal para efectuar la comparativa y

ejecucién de pruebas de los métodos de calling.

2 Seleccion de muestras para el testeo de los
meétodos de calling.

Primero necesitamos las muestras tumor-normal. Hacemos un estudio de
posibles fuentes desde las que descargar dichas muestras. Probamos
inicialmente con el repositorio disponible en Genomic Data Commons
(GDC)*, Este repositorio de datos asociados a estudios gendémicos en el
cancer es el repositorio que proporciona The Cancer Genome Atlas
(TCGA)L,

Tras llevar a cabo los pasos para acceder a las muestras, comprobamos
gue el acceso a las mismas esta restringido y no es factible obtener la

aprobacion. En el Anexo Il pueden verse los pasos que se llevaron a cabo

10 https://gdc.cancer.gov/
11 https://www.cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga
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para acceder a los ficheros hasta el momento en el que se descubre que

los ficheros de interés tienen acceso restringido.

Como segunda opcion se decide consultar otro repositorio, en este caso
el del International Cancer Genome Consortium -ICGC-*2. Volvemos a
encontrarnos con los mismos problemas de acceso restringido. En el

Anexo lll pueden verse los pasos ejecutados.

Como tercera alternativa nos planteamos generar nuestros propios pares
tumor-normal virtuales utilizando como base secuencias extraidas del
Proyecto 1000 Genomes Project!3. Partiendo de una muestra normal
simulamos mutaciones somaticas en determinados puntos (fracciones de
alelos), sustituyendo determinadas lecturas por otras procedentes de otra
muestra de forma que obtenemos la muestra de tipo tumor. Luego
medimos la capacidad de detectar las mutaciones que tiene el método de
calling que estemos aplicando. Esta alternativa nos causa varios

inconvenientes asociados al alineamiento con el genoma de referencia.

Finalmente optamos por trabajar con unos conjuntos de datos de ejemplo
disponibles en el instituto Broad!4.

En el Anexo IV se muestran los pasos llevados a cabo para la obtencion
de las muestras, tanto el intento inicial de generar pares virtuales, como

la opcion final de descarga de conjuntos de muestra.

3 Estudio y andalisis de programas y meétodos de
“calling”.
En este capitulo se mostrara un analisis individual de cuatro herramientas

utiizadas para efectuar calling en mutaciones somaticas. Estas

herramientas son: Mutect2, VarScan2, Strelka2 y SomaticSniper.

12 https://dcc.icgc.org/
13 https://www.internationalgenome.org/home
14 https://www.broadinstitute.org/
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3.1 Mutect2

3.1.1 Introduccion
Mutect2'® se utiliza para el descubrimiento de variantes somaticas simples
que se producen en nucledtidos individuales de tipo SNVs e Indels y forma
parte de las herramientas contenidas en el kit de herramientas de analisis
gendémico GATK?® del instituto Broad'’.

3.1.2 Instalacién

GATK se puede desplegar en Linux y otras plataformas compatibles,

también en MacOS X, pero no esté disponible para sistemas Windows.

Para probar el funcionamiento de Mutect2 incluido en el GATK, instalamos
GATK en Ubuntu'® que es una distribucién del sistema operativo Linux.
Como no disponemos de un ordenador con Ubuntu como sistema
operativo anfitriobn, creamos una maquina virtual con Virtual Vox!9,
software de virtualizacion. Una vez creada la maquina virtual con Ubuntu,
en versién 16.04 LTS, la arrancamos y procedemos a la instalacion de
varias herramientas, incluido el GATK, basandonos en la documentacion

oficial del Broad Institute2°.

En el Anexo | se muestra paso a paso la instalacion de estas
herramientas. Aunque no todas las herramientas instaladas pueden ser
necesarias para la aplicacion de mutect2 se ha decidido seguir las
indicaciones de Broad Institute en su tutorial sobre “Install all software
packages required to follow the GATK Best Practices”, siendo Mutect2 una
de las partes del Genome Analysis Toolkit (GATK).

15 Mutect2: https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360051306691-Mutect2

16 GATK -Genome Analysis Toolkit-: https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us#info-tab

17 Broad Institute: https://www.broadinstitute.org/about-us

18 https://ubuntu.com/

19 https://www.virtualbox.org/
2Ohttps://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360041320571--How-to-Install-all-software-
packages-required-to-follow-the-GATK-Best-Practices
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3.1.3 Modelo

Una vez instaladas las herramientas vamos a explicar el funcionamiento
y modelo que utiliza Mutect2. Mutect2 estd clasificado como una
herramienta para efectuar el descubrimiento de mutaciones somaticas
cortas en ensamblados de tipo haplotipo (haplotypes). “Un haplotipo es,
en su sentido mas general, un conjunto de variaciones de ADN a lo largo
de un cromosoma que tienden a ser heredados juntos porque estan muy
préximos™?!. Estas mutaciones cortas incluyen alteraciones de nucleétidos
simples e inserciones y eliminaciones (indel). Mutect2 utiliza un modelo
Bayesiano de genotipado somatico y utiliza la maquinaria de ensamblado
basada en la herramienta HaplotypeCaller??>. HaplotypeCaller es una
herramienta utilizada para el “calling” de variantes en el genoma en células

germinales (6vulo y esperma) -germline variants-.(11,12)

Mutect2 toma como entrada dos muestras de DNA en formato BAM, una
tumoral y una normal. Se llevan a cabo cuatro pasos, resumidos en la

Figura 423;
1. Eliminacién de datos de baja calidad en la secuencia.

2. Deteccibn de variantes en la muestra tumoral usando un

clasificador Bayesiano.
3. Filtrado para eliminar falsos positivos.

4. Determinacion de variantes somaticas mediante un segundo

clasificador Bayesiano

La deteccién de variantes en la muestra tumoral, paso 2, se lleva a cabo

utilizando dos modelos:

21 https://lwww.genome.gov/es/genetics-glossary/Haplotipo

22 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360050814612-HaplotypeCaller

23 Aunque esta figura se corresponde con el proceso de deteccién de Mutect, version anterior a
Mutect2, sirve para describir el modo de trabajo de Mutect2, ya que la diferencia entre Mutect2 y
Mutect es que Mutect2 aplica un modelo de genotipado somatico bayesiano diferente al que
aplicaba Mutect (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360037593851-Mutect?)
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a. Modelo de referencia (M0), este modelo presupone que no hay
variacion en un sitio y que cualquier base observada que no se
corresponda con la de referencia se debe a un error aleatorio

en la secuenciacion.

b. Modelo de variacion (M), este modelo presupone que un sitio

contiene un alelo modificado (m) en una determinada fraccion
(f) ademas de posibles errores de secuenciacion. Se desconoce
cudl es la fraccidn f y se estima como aquella fraccion de las
lecturas del tumor que soportan m. Se declara m como una
variante candidata si la prueba de razon de verosimilitud de los
datos bajo el modelo de variacion y el de referencia sobrepasa
un determinado umbral previamente definido, este umbral
depende de la frecuencia de mutaciones esperada y de la ratio
de falsos positivos deseada. La eleccion del umbral se puede
utilizar para controlar la relacion entre especificidad y
sensibilidad. Se utilizara un umbral de 6.3, que se corresponde
con una relacién 1083:1 a favor del modelo de referencia, esto
se considera dentro de lo razonable ya que la frecuencia de las
mutaciones en muchos tumores es de 1-10 por Mb.

El filtrado, paso 3, elimina falsos positivos provocados por colocacion
inadecuada de las lecturas y por errores de secuenciacibn no
independientes. Se aplican 6 filtros y un panel de normales (panel of
normal) para eliminar eventos no deseados. El método se puede aplicar
sin usar los filtros, usando los filtros y usando los filtros + el panel de

normales.
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Figura 4. Proceso de deteccion de mutaciones somaticas usando Mutect2. -Fuente (11)-

Por altimo, en el paso 4, cada variante que se ha detectado en el paso 2

se clasifica como:
[ ]
[ ]

variante, esta

somatica, sino esta presente en la muestra normal

germinal, si esta presente en la muestra normal

presente en el tumor, pero no hay suficiente

informacién para saber si estd 0 no presente en la muestra normal

3.1.4 Test

Para probar el funcionamiento de Mutect2 usaremos el escenario con dos

muestras tumor-normal, en este escenario tenemos una muestra tumoral

que se corresponde ¢

serian analizar una

mitocondrial®*.
Ver el capitulo 2 dond

Ver el anexo 5 donde

24 Usage examples en https://gatk

on una muestra normal. Otros posibles escenarios

muestra tumoral Unicamente, o un analisis

e se explica la seleccién de muestras.

se indican los pasos para la realizacion del test.

.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360051306691-Mutect2
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3.2 VarScan2?

3.2.1 Introducciéon

VarScan2 es una version mejorada de VarSan (2009) desarrollada en el
Instituto del Genoma de la Universidad de Washington. VarScan2 es un
algoritmo para la deteccion de variantes en next-generation sequencing
data. Mediante VarScan2 se pueden identificar variantes germinales,
mutaciones somaticas, ademas de pérdidas de heterocigosidad (LOH loss
of heterozygosity?®) y eventos de tipo CNA (copy number alterations,
también denominadas CNV o copy number variations?6) (8).

3.2.2 Instalacién

La herramienta estd  disponible para su descarga en

http://varscan.sourceforge.net.

La herramienta esta escrita en lenguaje Java y por tanto puede ser
ejecutada en multiples sistemas operativos (Linux, Mac, Windows).

Se pueden ver todos los pasos para la instalacion en el Anexo VI.

3.2.3 Modelo

VarScan2, al contrario de lo que sucedia en Mutect2, no utiliza un modelo
Bayesiano, sino que emplea una aproximacion heuristica/estadistica para
la deteccion de variantes. Teniendo en cuenta unos umbrales
relacionados con la profundidad de las lecturas, la calidad, la frecuencia

de variacion de los alelos y la significacion estadistica.

Cuando se utiliza VarScan2 para la deteccion de variantes somaticas, el

programa lee los ficheros “normal” y “tumor” de forma simultanea y

25 LOH: se da cuando una célula somatica de tipo heterocigética se convierte en una de tipo
homocig6tica debido a que uno de los dos alelos se pierde. Este problema se ha reconocido

como uno de los principales causantes de la tumorogénesis
(https:/iwww.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/loss-of-
heterozygosity)

26 CNA/CNV: se trata de una variacion en la estructura de las secuencias de DNA, de forma que
para una determinada region de un cromosoma se aprecian variaciones en el niumero de copias
de esa region; en algunas ocasiones estas copias incluyen genes completos, de forma que una
persona puede tener 4 copias de un gen en vez de las 2 que son habituales, o puede tener 3 u
otras variantes. (https://www.genome.gov/genetics-glossary/Copy-Number-Variation?id=40)
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compara aquellas posiciones que estan presentes en ambos y que tienen
la suficiente cobertura (por defecto 8). Los ficheros tienen que haber sido

previamente ordenados por posicion.

Primero se realiza un call independiente para cada fichero utilizando la
funcionalidad germline consensus?’, que consiste en la deteccion de
variantes germinales (SNPs y Indels); luego se comparan los genotipos

mediante el siguiente algoritmo:

If tumor matches normal:
If tumor and normal match the reference
==> Call Reference
Else tumor and normal do not match the reference

==> Call Germline

Else tumor does not match normal:
Calculate significance of allele frequency difference by Fisher's Exact Test
If difference is significant (p-value < threshold):
If normal matches reference
==> Call Somatic
Else If normal is heterozygous
==> Call LOH
Else normal and tumor are variant, but different
==> Call IndelFilter or Unknown
Else difference is not significant:
Combined tumor and normal read counts for each allele. Recalculate p-value.

==> Call Germline

Tabla 1. Algoritmo utilizado por VarScan2 para la deteccién de variantes somaticas
(Fuente: http://dkoboldt.github.io/varscan/somatic-calling.html)

Una vez ejecutado el analisis se obtienen dos ficheros, uno contiene los
SNVs (.snp) y el otro los indels (.indel). Se puede utilizar la opcion -
validation para obtener un tercer fichero que contendra todas las

posiciones que han sido analizadas (called).

27 http://dkoboldt.github.io/varscan/germline-calling.html
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El formato de estos ficheros, los campos que contienen, y como se
corresponden estos campos con los de un fichero VCF, puede consultarse
en la tabla que aparece en el apartado Output en este enlace:
http://dkoboldt.github.io/varscan/somatic-calling.html.

En nuestro caso, y con el objeto de poder compararlo con otros métodos
de calling, nos interesa la columna somatic_status, que se corresponde
con la columna INFO o columna 8 en un fichero VCF, y hace referencia
al tipo de variante: germline, somatic, LOH o desconocida. Para nuestros

propdsitos nos interesan las somaticas.

3.2.4 Test

Para la prueba usaremos las mismas muestras tumor-normal que usamos
con Mutect2. En el caso de Mutect2 usabamos ficheros .bam, pero
VarScan requiere ficheros en formato SAMtools pileup obtenidos a partir
de secuencias alineadas en formato .bam. Para poder crear estos ficheros

en el formato pileup necesitamos:

e Que los ficheros .bam estén ordenados por posicion mediante el

comando sort de SAMtools

e El fichero del genoma de referencia con el que se alinearon los

datos en formato .fasta.

Hay que comprobar la version que tenemos de SAMtools, pues en funcion
de esta el comando para obtener los ficheros pileup es diferente. En

nuestro caso la version es la 1.11:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ sam/samtools —--version
samtools 1.11

Using htslib 1.11

Copyright (C) 2020 Genome Research Ltd.

Usaremos por tanto esta sintaxis:

samtools mpileup -f [reference sequence] [BAM file] >myData.pileup

Una vez tenemos los ficheros preparados, usamos esta sintaxis para

hacer el analisis:
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Jjava -jar VarScan.jar somatic normal.pileup tumor.pileup

output.basename

En el Anexo VIl se pueden ver los pasos llevados a cabo para la
realizacion del analisis con VarScan2.

3.3 SomaticSniper
3.3.1 Introduccion

SomaticSniper es un software que utiliza un modelo Bayesiano para
realizar una comparativa entre probabilidades de ocurrencia de genotipos
en muestras normales y sus correspondientes muestras tumorales. Se
basa en el algoritmo incluido en el paquete MAQ, tal y como esta
implementado en Samtools (13). El algoritmo MAQ es un algoritmo que
permite realizar el alineamiento de lecturas o secuencias cortas con el
genoma de referencia, ademas permite descubrir variantes de tipo SNPs
e indels entre el genoma de referencia y la muestra. MAQ tiene dos fases
en su ejecucion. En la primera fase se produce el alineamiento. Si durante
el alineamiento una secuencia puede ser igualmente alineada con varias
posiciones del genoma de referencia, MAQ selecciona una de ellas al azar
y la alinea con esa, asignando una calidad de alineamiento de cero a esa
secuencia. Estas secuencias con una calidad de alineamiento de cero no
van a contribuir al descubrimiento de variantes, pues se pueden alinear
igualmente bien con varias posiciones, no obstante, dan informacién del
namero de secuencias repetitivas y pueden ser filtradas si se desea. En
la segunda fase se produce el descubrimiento de SNPs e indels, cuyo

funcionamiento se explica en el punto 3.3.3 Modelo (7).

SomaticSniper compara dos ficheros .bam (tumor-normal) y su salida es

un fichero con un formato muy similar al estandar definido en Samtools.

3.3.2 Modelo

Para el descubrimiento de variantes somaticas SomaticSniper se basa en
el modelo probabilistico de genotipado de MAQ, calculando Ia
probabilidad de que los genotipos de un par tumor-normal sean diferentes.

Esta probabilidad se muestra como una “puntuacién somatica”’. Esta
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puntuacion suele estar entre 0 y 255 y se trata de una probabilidad Phred-
scaled probability?8. Si la puntuacién es alta la probabilidad de que haya

una variante somatica en una determinada posicion es alta y al contrario.

El algoritmo para detectar diferencias entre el tumor y su par normal utiliza

una puntuacion que se calcula de la siguiente manera (7):

Modo 1: suponiendo independencia entre los datos de las
muestras tumoral y normal. Se calcula la probabilidad de que una
determinada variante no sea somatica. Tomando el dato de la
muestra tumoral (T), la normal (N) y la de referencia (G); se

calcula una puntuacién S usando la siguiente férmula:

4] \ \ .
P(T|G))P(G))P(N|G:) P(G:)
S=— Iﬂ]Dg”:, Z M M
Gi=0 3 PTIG;)P(Gy) X P(NIGk)P(Gr)
Gi=0 Crp =0

Como se aprecia se trata de probabilidades condicionadas del tipo
P(D|Gi), siendo D el dato de la muestra tumoral o de la hormal en
cada caso, y con relacibn a los 10 posibles tipos de
combinaciones de los genotipos diploides: AA, AC, AG, AT, CC,
CG, CT, GG, TT; poreso lai, jo k varian entre 0 y 9.

La probabilidad P(Gi) se calcula asi:

o Case |
f Case 2
P(Gr)= g2 Case 3

0
| =3 P(Gp)P(Gr #Gg) Case 4
k=0

0 tasa de mutacion heterocigo6ta en la poblacion de interés

28 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531872-Phred-scaled-quality-scores
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Grreferencia base en la posicion de interés

Caso 1: el genotipo es heterocigoto, pero comparte un alelo con

la referencia. Ejemplo: la referencia es Ay GI=AG.
Caso 2: el genotipo es una variante homocigota.

Caso 3: el genotipo es heterocigoto y no comparte alelos con la

base de referencia. Ejemplo: la referencia es Ay Gi=CG.
Caso 4: el genotipo es homocigoto en la base de referencia.

Modo 2: debido a que la muestra tumoral y normal proceden del
mismo individuo, no se pueden considerar independientes y se

plantea esta otra opcion:

S P(TIH) P(NIG) P(HiIG:) P (G:)
§=—10log,o | ——5
2 3 P(NIGH)P (T|H;) P(H;IGi) P(G)

En este caso, la G representa el genotipo en la muestra normal y
H es el genotipo en la muestra tumoral. La probabilidad P(HmM|G)

se define como:

T when Hy shares an allele with &

P(H G) = T when Hy, shares no alleles with G
il _ A=0
| — 3 P(Hy|G)P(Hn#G) when Hy, equals G
n=0
W: probabilidad previa de una mutacion soméatica para un

genotipo normal G

Un valor de p de 0.01, valor mucho mayor que las tasas de
mutaciones somaticas observadas en tumores, proporciona
resultados parecidos a la primera ecuacién planteada. Un valor de
0.000001 se presenta como un valor preciso, pero puede causar

pérdida de sensibilidad cuando las lecturas son de baja cobertura;
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3.3.3

334

Se puede aumentar este valor para conseguir mayor sensibilidad,
pero también se corre el riesgo de que aumente el nimero de

falsos positivos?®.

Ademas, se aplican varios filtros para eliminar los posibles errores
no encontrados por el modelo MAQ. Las variantes somaticas que
pasan estos filtros se interseccionan con la distribucion 130 de
dbSNP3°, de forma que los sitios que empaten en ambas
posiciones y alelo del dbSNP se eliminan. También se eliminan
aguellos sitios donde el genotipo en la muestra normal es
heterocigoto y en la muestra tumoral es homocigoto. Por otro lado,
se clasifican las mutaciones en las altamente confiables y las que
no. Las altamente confiables son aquellas en las que la calidad de
cobertura de mapeo es >=40, BWA — Algoritmo Burrows-Wheller-

, Y la puntuacion somatica (S) es >= 40.

Instalacion

SomaticSniper se puede descargar de esta pagina

http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/.

Se puede conseguir el cédigo fuente del repositorio github al que da
acceso la pagina anterior o se puede descargar como un paquete para
diferentes distribuciones de Linux.

En el Anexo VIl se pueden ver los pasos de la instalacion.

Test

Nuevamente, usaremos las mismas muestras tumor-normal que usamos
con Mutect2 y VarScan2. SomaticSniper tiene como entrada dos ficheros

.bam, el de la muestra tumoral y el de la muestra normal.

29 http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/documentation.htmi

30 dbSNP es la mayor base de datos de variaciones de nucle6tidos, forma parte del Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI). Es una base de datos relacional implementada
en un servidor SQL. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK44469/.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary.cgi?build_id=130
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SomaticSniper puede ser utilizado en dos modos mencionados en el
apartado 3.3.3, el modo por defecto es el Modo 1, si queremos usar el

Modo 2 debemos utilizar la opcién -J.

La sintaxis general de la orden es:

bam-somaticsniper [options] -f <ref.fasta> <tumor.bam>
<normal.bam> <snv_ output file>

Se puede consultar el listado completo de opciones en

http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/documentation.html.

En el Anexo IX se pueden ver los pasos llevados a cabo para la realizacion

del andlisis con SomaticSniper.

3.4 Strelka2

3.4.1 Introduccion

Strelka2 (9) es un meétodo de descubrimiento de variantes tanto
germinales como somaticas, que se basa en la anterior version Strelka
(14).

3.4.2 Modelo

Los pasos que se llevan a cabo para el descubrimiento de las variantes

somaticas se muestran en la siguiente figura (Figura 5).

Normal sample
read alignments
(BAM or CRAM)

{ 3.Realignment

and variant
prob. inference

ion

Normal sample

Select passing
variants

T
g5 | Chrom depth © %‘ Candidate
EE | estimation € & |indel search
<% =E] |Read realignment
~ 5= [ Candidacy
,,ig test
g
. ‘s | Random forest
Candidate . N Raw somatic 4 '3 scuring model
Indels Joint genotyping Seaci 3 £
82
o
[
ER
-«

Candidacy
test
Candidate
indel search

Tumaor sample
read alignments
(BAM or CRAM
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indel discovery

| Read realignmenll Somatic variants
\ / (VCF)

Tumor sample

Figura 5. Flujo de trabajo aplicado por Strelka2 para la deteccion de variantes somaticas
(Fuente: Supplementary Figures (9))
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Como se aprecia, primero hay un trabajo previo con la muestra normal y
tumoral por separado para la deteccion de indels candidatas, las lecturas
realineadas se combinan, y teniendo en cuenta las indels candidatas, se
obtiene un conjunto en crudo de variantes somaticas que, tras pasar por
la fase de asignacion de una puntuacion y el filtrado, da finalmente las

variantes somaticas detectadas en formato vcf.

El modelo de descubrimiento de variantes somaticas asume que las
muestras son de tipo diploide. Tanto para los SNVs como para los indels,

los posibles estados de los genotipos en la muestra normal son:

G}F S {g ref * -ghel b g]mm }

31

Refiriendose bien a no-variante o variante heterocigota o homocigota en

la muestra normal.

Los posibles estados de los genotipos tumorales son:

G, €

1-[’! nonsom?* 'i{'};rﬁl:l]]] }

Refiriéndose a la ausencia o presencia de una variante somatica en la

muestra tumoral, respectivamente.

El método calcula una probabilidad cuando combina los genotipos de la

muestra normal y tumoral:
P(G.G,| D)= P(G..G,)P(D|G,.G,)

D: datos de la secuencia de ambas muestras

31 Esta ecuacion y las siguientes relativas al funcionamiento del modelo Strelka2 estan extraidas
del articulo de referencia que detalla el funcionamiento de este modelo (9)
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P{D|G;-.Gn] - L‘ F P[Dl E‘-FH)P[E‘-FH IGT"G”)

Fty Fn son las frecuencias de los alelos en la muestra tumoral y normal,

respectivamente.

La probabilidad de la frecuencia del alelo: P(D|Ft,Fn) se descompone para
cada muestra en P(Dt|Fi)P(Dn|Fn), donde D: y Dn se refieren al dato de la
muestra tumoral o de la normal, respectivamente. Se puede ver el

desarrollo completo de todo el modelo en el articulo de referencia (9).

Una vez obtenidas las variantes somaticas en crudo se someten al calculo
de una puntuacién y un filtrado. Esto permite aumentar la precision del
descubrimiento de variantes, descartando aquellas que no alcanzan la
puntuacion o no pasan los filtros. Se utiliza el denominado modelo Empirial
Variant Scoring (EVS), un clasificador supervisado de tipo bosque
aleatorio (Figura 6). Este clasificador es entrenado con datos etiquetados
de secuencias obtenidas bajo varias condiciones (diferentes
secuenciadores, diferente preparacion de la muestra, distintas
coberturas). El modelo EVS proporciona una puntuacion de calidad que
se agrega a cada variante. Dependiendo de si Strelka2 se usa para la
deteccion de variantes germinales o de variantes sométicas, los conjuntos
y modelos de EVS son diferentes. El modelo EVS es pre-entrenado lo que
permite mejores costes en tiempo de ejecucion con relacion a otros

sistemas como el usado en GATK VQSR.
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Figura 6. Bosque aleatorio
(Fuente: https://medium.com/@hpumah/bosques-aleatorios-482163ace92e)

3.4.3 Instalacién
Para la descarga e instalacion de Strelka2 debemos dirigirnos a la

siguiente pagina:

https://qgithub.com/lllumina/strelka/blob/v2.9.x/docs/userGuide/quickStart.

md

En ella se nos indican los comandos que debemos ejecutar en la consola
de la distribucién Linux para que se realice la instalacion y se efectie una

prueba que verifique el éxito de esta.

En el Anexo X pueden verse los pasos llevados a cabo.

3.44 Test

Para llevar a cabo el test con Strelka2 necesitamos como en ocasiones
anteriores los ficheros .bam tumoral y normal, el fichero de referencia
hg38, asi como especificar el directorio donde iran a parar los resultados

del andlisis.
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La ejecucion del analisis tiene dos pasos. Uno de configuracién, usando
esta sintaxis:
# configuration
${STRELKA INSTALL PATH}/bin/configureStrelkaSomaticWorkflow.py \
--normalBam normal.bam \
—-—tumorBam tumor.bam \

--referenceFasta hg38.fa \
--runDir demo_somatic

Y otro de ejecucion del flujo de trabajo, para lo cual es esta sintaxis:

# execution on a single local machine with 20 parallel jobs
demo somatic/runWorkflow.py -m local -j 20

En el Anexo Xl se puede ver paso a paso el andlisis realizado con Strelka2

ajustando las sintaxis anteriores a las secuencias de ejemplo.

4 Comparativa de resultados

Para los datos de ejemplo analizados Mutect2, VarScan2, SomaticSniper
y Strelka2 arrojaron resultados diferentes en cuanto al numero de
variantes somaticas detectadas cuando se usaron los parametros de
configuracion por defecto y/o recomendados. Mientras que Mutect2 arrojo
28 variantes detectadas, VarScan nos dio solo 2, SomaticSniper con los
parametros recomendados por los autores dio 136 en el Modo 1y 59 en
el Modo 2 y Strelka2 detect6 68 que pasaran todos los filtros (1 de tipo
indel y 67 de tipo SNV). Ademas, Mutect2 detectd las variantes solo en
posiciones del chrl7, VarScan lo hizo en posiciones del chr6,
SomaticSniper en posiciones del chr6, del chrll y del chrl7 y Strelka2 en

posiciones del chrl7.

Vimos en el Anexo V, que el resultado del andlisis de Mutect2 se almacend
en el fichero somatic_oncefiltered.vcf.gz y que las variantes somaticas
detectadas, que se consideraban pasaban los filtros, tenian el texto PASS
en el campo FILTER. Si contamos cuantas de las lineas de este fichero
contienen el texto chrl7 vemos como son las mismas que contienen el
texto PASS.
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Primero vamos a quedarnos solo con las lineas del fichero que contienen

el texto PASS, para quitar las cabeceras.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$% zcat
somatic oncefiltered.vcf.gz | grep -v "#" | grep "PASS" >
somatic m2.vcf

Contamos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ cat somatic m2.vcf |

grep "chrl7" | wc -1

28

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ cat somatic m2.vcf |
grep "PASS" | wc -1

28

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ cat somatic m2.vcf |
wc -1

28

En el Anexo VII vimos que los ficheros obtenidos en el andlisis con
VarScan2 se denominaban somatic_varscan.snp y
somatic_varscan.indel, y almacenaban las variantes de tipo SNP e indel
detectadas. Nos interesan las clasificadas como Somatic. Esto podemos
verlo en el campo 13 (somatic_status). Si nos fijamos en qué cromosoma
se detectan las somaticas (las cuales solo estaban en el fichero .snp),

vemos que es el chr6:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ cat
somatic varscan.snp | grep "Somatic"

chr6é 29944193 G A 41 8 16,33% G 34

21 38,18% R Somatic 1.0 0.011137449944548962

30 4 17 4 20 21 7 1

chr6é 29944538 A C 17 3 15% A 0 9

100% C Somatic 1.0 2.1967038458792515E-5 0 0

0 9 12 5 0 3

En general todas las variantes, que son 48 (una de tipo indel y 47 de tipo

snp), también se corresponden con posiciones del chr6:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136% cat
somatic varscan.snp | grep '"chre" | wc -1

47

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ cat
somatic varscan.indel grep "chre" wc -1

1

En cuanto a SomaticSniper si queremos saber en qué cromosomas se
han detectado las variantes podemos mostrar el contenido del fichero

obtenido en la ejecucibn en el Modo 2 (ver Anexo IX fichero
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snv_somaticsniperM2.vcf). Usamos el comando cat y more para verlo
paso a paso, ya que no son demasiadas lineas. El vistazo rapido nos
indica que los cromosomas son el chr6, el 17 y el 11. Para comprobarlo

contamos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chr6" | wc -1
6
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chri7" | wc -1

50
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chri1" | wc -1
3

Sumando 6+50+3=59 total lineas de variantes detectadas.

Veamos si las 2 variantes detectadas con VarScan2 en el chr6 estan

dentro de las 6 detectadas con SomaticSniper:

sonia@sonia-virtualBox: ~;tfm;tutor\dl 111365 cat snv <omat1c<n1perM2 vcf | grep "chré

29945148 A G GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:JGQ:VAQ:BQ: MQ:AMQ:55

:55C 0/0:0/0:17:8,9, 0 9:17,0,0,0:78:51:0:29: 52:52:0:. 0/1 0/1:5:2,0,1,2:2,0,3,0:8:51:44:27,30:54:45,60:2:5

1

_GLOee252v2_alt 1200681 . G C - - - GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:J1GQ:VAQ:BQ:M

Q:AMQ:55:55C 9/0:0/0:41:15,25,1,0:0,1,40,0:120:121:0:32:58:58:0:. 8/1:0/1:10:1,2,3,4:0,7,3,0:39:121:87:308,33:3
9:30,60:2:103

_GLOAA253v2_alt 1199671 . G C - - o GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:J1GQ:VAQ:BQ:M

: :0/0:36:12,23,1,0:0,1,35,0:105:123:0:32:57:58:0:. 8/1:0/1:9:0,2,3,4:0,7,2,0:7:123:55:308,33:37:

1289208 . G - - - GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:J1GQ:VAQ:BQ:M
0}0:0[0:41:15,25,1,0:0,1,40,0: :121:0:32:58:58:0:. 0/1:0/1:10:1,2,3,4:0,7,3,0:39:121:87:30,33:3

9: 30, 60 2 103
_GLOAA255v2_alt 1200087 . G - - o GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:J1GQ:VAQ:BQ:M
: :0/0:36:12,23,1,0:0,1,35,0:105:123:0:32:57:58:0:. 8/1:0/1:9:0,2,3,4:0,7,2,0:7:123:55:308,33:37:

1242943 . G . . GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:JGQ:VAQ:BQ:M
:0/0:36:12,23,1,0:0,1,35,0:105:123:0:32:57:58:0: . ©/1:0/1:9:0,2,3,4:0,7,2,0:7:123:55130,33:37:

ia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat somatic_varscan.snp | grep "Somatic"”
29944193 G A s 16,33% G 34 21 38,18% R 1.00
.011137449944548962 30 4 21 7 1
chré 29944538 A C % 5] 9 100% C 1.2
.1967038458792515E-5 ¢} 0 ¢} 3

Como se aprecia, las posiciones en las que se detectan las variantes con
VarScan2 (29944193 y 29944538) no coinciden con las detectadas por

SomaticSniper en el Modo 2.

Probemos si en el Modo 1 estan (fichero snv_somaticsniper.vcf obtenido
en el Anexo IX):

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmftutorial_11136% cat snv_somaticsniper.vcf | grep "chré"
29944538 . A C . . GT:IGT:DP:DP4:BCOUN

:55C 0/0:0/0:33:20,7,0,6:27 4,1,0:53:.:0:31:5?:59:0:. 1;1 1/1:16:0,1,06,9:1,9,0,0
29945148 - A G 5 GT: IGT DP DP4 Bcour

155C 0/0:0/0:17:8,9,0,0:17,0,0,0:78:.:0:29:52: 52 0:. 0;1 0/1:5:2,0,1,2:2,0,3,0:8:.:44:2

_GLOOO250v2_alt 1201941 o G A GT:IGT:DP:
Q:AMQ 55:55C 0/0:0/0:58:16,31,3,8:11,0,47,0:55:.:0: 33 22:24: 0 o 1;1 1/1:74:22,18,9
10:19:2:60

_GLAee251v2_alt 1423616 . G A GT:IGT:DP:
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Vemos que la detectada en la posicion 29944538 en VarScan2 también

ha sido detectada por SomaticSniper en el Modol.

Si buscamos el gen en el que se encuentra la posicién chr6: 29944538 en

Genome Data Viewer32:

Homo sapiens (human)

Search in genome

chré:29944538 n

Examples: TP53, chr17:7667000-7685000, DNA
repair

Assembly

GRCh38.p13 v

m) U.S. National Library of Medicine > NCBI National Center for Biotechnology Information

Genome Data Viewer

Homo sapiens
(human)

Search assembly
QLDIB'.(]I'I‘ gene or phenotype

Examples
» Pick Assembly
+ Ideogram View
Unplaced/unlocalized scaffolds: 168
Alt locifpatches: 446

View scaffolds =

| More Info~

Assembly: [ GRCh38.p13 (GCF_000001405.39) '] = i Chr 6 (NC_00D006.12) Y]

{{  NC_D0D005.12: 29,944,513 - 29,944,564

p25.2 p242  p222 p2133 P22 pIZ3 P2 g2 QI g2 5 qlE) qE2 g2 4220 q2232 q230 q23.3 292 q252 o2

Gene Transcrif Exons: dlick an exon o zoom in. mouse over to see details
Regionw | 4 | HLAA v |} NM_0021168v| | } s@eecoBe
9 2 nc_ooooseaz2 - O O | G Ih @ am == I A Tools - | £ Tracks ¥, Download - & 7
,51@ |23.54e.520 [23.944.520 [29.5944.548 [29.544.550 29,544 561

e

Wt

|e\ 18 18 20 21 22

gggaséé

uCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGGAGC
CGGGTGGTAGGGGTAGCACCCGTAGTAACGACCGGACCAAGAGGAACCTCG
NCBI Homo sapiens Updated Annotation Release 1_[j4

> > > > > > 3
Genes, Ensembl release 102 [ATR Y| +
> > > > > > >

Cited Variations, dbSHP bl2d v2 (AFN T <
rs41554 316 B A/CAE
Live RefSNPs, dbSHP bl54 w2 [erR] <

B GT red1555618 B C/R/T rsld15135161 B C/6/T  rel3SE598385 W C¥T rs3179982 Bl C/T rslB59s:

5C Hm C/T rsl197657634 EE A/G rs41554 316 B A/C/E rsl@53846 B G/R rsl2377E2392 B T/R rsl

BE9S B C/T rs28AASASIZ B T/C 513877665929 B G/T 51159794918 B T/C 541550912 B G/C/T
rsll36949 Hl A/G rsd1EEE922 W C/T rsl1€9133033 B C/A reldio73475% W T/C re74EEEE1EE I
Fel2E3TICTE: B T/A FETETA9ZE45 B G/C rsl33EECASET N BT PTEICEEZEN B CAR reTTEES

Vemos que se trata del gen HLA-A. Luego podemos buscar en IntOgen3?

para ver si este gen esta asociado al cancer, si es un cancer driver:

82 https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/gdv/

33 https://www.intogen.org/search
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€« - C @ intogen.org/search?gene=HLA-A T i W a
i Aplicaciones  “> Google Académico | § | Scirus WOK & RAE [} Traductor de Google W WordReference [l UEMC Agresso n Facebook
We use cookies to track anonymous usage. oK
Refine your search or create a new ane

HLA-A is detected as a mutational cancer driver

HLA-A reports

HLA-A &

* Methods

* Mutation distribution Ensembl 1D TS O
Transcript ID ENST00000396634 &
Protein ID ENSP00000379873
Cancer types where is driver 9
Cohorts where is driver 13
Mutated samples 100

Vemos que efectivamente este gen se clasifica dentro de los mutational

cancer driver.

Si buscamos exactamente la posicién 29944538 en la tabla de mutaciones
observadas en tumores (en esta misma pagina, un poco mas abajo),

Vemos que no se encuentra:

Plot Table E

Shcw entries & | Search:| 25544538
Mutation (GRCh38) “ Protein Position Samples 6 Consequence

No matching records found

Showing 0 to 0 of 0 entries (filtered from 214 total entries) Previous Mext

Por lo que segun IntOgen se trataria de un falso positivo en lo relacionado

con mutaciones asociadas a cancer.

Veamos si las 28 detectadas por Mutect2 en el chrl7 estan entre las 50
detectadas con SomaticSniper en el Modo2. Primero obtenemos las
posiciones ordenadas de los ficheros somatic_ m2.vcf vy
snv_somaticsniperM2.cvf que contengan respectivamente las variantes

detectadas en posiciones del chrl7. Luego comparamos los ficheros
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resultantes con el comando comm, este comando nos muestra tres
columnas: la primera contiene todas las filas que solo aparecen en el
primer archivo, la segunda todas las filas que solo aparecen en el segundo
archivo y la tercera las filas que aparecen en ambos archivos. Si usamos
las opciones -1y -2 el comando solo nos mostrara las filas que aparecen
en ambos, pues elimina las que solo estan en el primero (-1) y las que

solo estan en el segundo (-2).

cat somatic_m2.vcf | cut -f 2 | sort > somatic_m2_posS.vcf
sonia@sonia-VirtualBox:~/ / _ cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chri7" | cut -f 2 | sort
> snv_somaticsniperM2_posS.vcf

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ comm -1 -2 somatic_m2_posS.vcf snv_somaticsniperM2_possS.vcf
184187180
19556155
2394409
29609163
39988669
41349384

81671752

82374762

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S comm -1 -2 somatic_m2_posS.vcf snv_somaticsniperM2_posS.vcf
| we -1

al7y

Vemos que 17 de las variantes detectadas por Mutect2 y SomaticSniper

en el chrl? coinciden.

Podemos buscar alguna de estas posiciones en Genome Data Viewer, por
ejemplo, la primera 10410710:

Genome Data Viewer
Homo sapiens

Home Share this page

Assembly: | GRCh38.p13 (GCF_000001405.39) V‘ = Chr 17 (NC_000017.11) ¥ |

(human)
Search assembly ¢ NC_000017.11: 10,387,159 - 10,425,113
Location, gene or phenotype | 3.3 P32 plal plz  pz pI1 gl a2z @2 g2 212 g3 q2133 q22 q232
Examples & i
D - | __H N
T T T - = — 1
* Pick Assembly =
- Gene Transcript Exons: dlick sn exon to zoom i, mouse oy
~ Ideogram View Regionw [ { [ MvHs v[»]| [ MM 0024723¥] ¢ } 0OOOOODOOOOOOOOC
Unplaced/unlocalized scaffolds: 168 o g , —— = c
Alt loci/ patches: s | D Sucoor- Q@ @ i = = A Tools - | LF Tra

View scaffolds = 18,398 K 18,3395 K 18,400 K 18,485 K 10,418 K 18,

7 8 10 11 12 13 14 15 |gems oo

cE o sapiens Updated Ennotation Release 1

12 3 4 5 86 T Homo Znno = 1
Jsoazpaceede ) i
E = MYHE
= i 024532 I HHi- I H— I —— < Hiit
= Genes, Ensembl release 102

= = Y 22 X T ENEGO00001 22020

g SIEEEE 28 E B wenssa02 - I —— < hi it

Cited Variations, dbSNP bl54 v2
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Vemos que el gen correspondiente es el MYHS8. Lo buscamos en IntOgen:

MYHE8 has not been detected as a mutational cancer driver
MYHS reports

* Methods
e Mutation distribution

En este caso, este gen no esta clasificado como un gen que propicie el

avance y desarrollo del cancer.

En el propio Genome Data Viewer podemos ver informacion sobre una
variante. Por ejemplo, si tomamos la chrl7: 76626447 y nos colocamos
encima, nos muestra informacion del tipo de variante (Variation Type:
SNV, length 1):

Homo sapiens Assembly: | GRCh38,013 (GCF_000001405.39) v | = [ chr17ncovoorman <]

(human)
Search assembly ¢ NC_000017.11: 76,626,422 - 76,626,473
QCW17175525447 | 123 PIBZ plz] plz pll2 PIL qlll gLz qlz g2l g2l qZLE q213% q22 232 240 g2 g5 q2EE
T —— o — -
= T T = = — o == T
i aaa a i PR S sk
+ Pick Assembly -
Gene Transcri Exons: dlick an axon to 200m in, mouse over to see detsil
r Ideogram View Region [ 4 [ ST6GALNACIw [} || [ NM 0184145 <] | ) eeseesese
Unplaced/unlocalized scaffolds: 168 s
Alt loci/ patches: 16 | D Sncomworny Q@ b @ 4 2F X J Tools - | ¥ Tracks - ¥, Download - 2 2
View scaffolds =  :26.420 |7&.E26.430 |75.628,448 76626447 8 TR |7&.528.450 |78 528,
E

EEEEEEE NCEI Homo sapiens Updated Annotation Release 1.[j4J &
Genes, Ensembl release 102 4

Cited Variations, dbSNP bl54 v2 &
Warning; No irack data found in this range

Live RefSNP3, dbSHP bl54 v2 ] £ 3
re7E317EESS B C/T rslSIE2E5105 B C/T  rsl45E237TI6 BN G/A rs1427723373 BE C/T
rE3ITEA23166 B C/AST rsSEETEISTS BN CJA | rsll992Sa47E BN G/A rs54A927521 B BT
rs138481264% WM A/E rsE72272263 W CAT rsSEL245773 W C/T
9457 I B/A rs7E2555141 B A/E r B @A rsE7E92G729 Bl G/A
PETE2623563 HE CAA rEIEA352212 B BAA

rsi421858976 W B/A

+ User Data and Track Hubs RNA-seq exon coverage, aggregate (filtered), NCB 4=/ [0) rs1421858996 log base 20
+ BLAST Variation ID: 51421858996

Variation Type: 5NV, length 1
+ Add Tracks Alleles: G/&

[ Genomic locations)

+ Assembly Region Details GCF_000001405.38: NC 000017.11 @ 76626447

GCF_000001405.25;: NC 000017.10 & 74622529
r_, [Links & Tools]

- | SNP summary: [51421858996

» History
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Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.p13 Primary Assembly
gil568815581|refNC_000017.11|
Link To This View | Feedback

1 5™ (1o, 15, 2aM [25 M oM [35M (90 [#5 M (50 [ty BOM [B5 M [Fom |7T 83,257 441

22 nc_o000017.11 ~ | Find: i ela I @ i = X Ao Tools - | ¥ Tracks - ¥, Download - 2 P -

76,626,436 |78, E2E 446 rs1421858996 [ 1] 78,626, 486

iens Updated Annota.. | I |0 rs1421858996
Position: 76626447

@ Rename...
5 Modify Position/Range/Color

MCBI Homo sapiens Anngtation Release

ATé Zoom To Sequence At Marker

» NCEI Homo sapiens| Annotation ? Marker Details scaled ®
Reveal in Graphic View

2}5’0 Reveal in Sequence View

& Lock/Unlock Marker

@ Remove Marker

|7E.E2EA30 |7E.E2EA4E |7E.E2E.458 |7E.E2E 450

Sigamos con la comparacion de variantes encontradas. Hagamos lo
mismo, pero para el Modo 1: ¢ Cuantas de las 28 detectadas por Mutect2
en el chrl7 estan entre las 116 detectadas con SomaticSniper en el
Modol?

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat snv_somaticsniper.vcf | grep "chri7" | wc -1

365 cat snv_somaticsniper.vcf | grep "chr17" | cut -f 2 |
sort = snv_somaticsnipe .
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 comm -1 -2 somatic_m2_posS.vcf snv_somaticsniper_posS

Vemos que también son 17. Muchas de las variantes detectadas por
SomaticSniper en el chrl7 en el Modo 2 estan también incluidas entre las

detectadas en el Modo 1.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% comm -1 -2 snv_somaticsniper_posS.vcf snv_somaticsnip

erM2_posS.vcf | wc -1
46

De las 50 variantes detectadas por SomaticSniper en el chrl7 en el Modo
2 son detectadas en el Modo 1 46 de esas 50.

En cuanto a Strelka2, todas las variantes habian sido detectadas en el

chrl7. Veamos las que coinciden con Mutect2 y con SomaticSniper.

Primero trasladamos los ficheros con las variantes que pasan los filtros a
la carpeta tutorial 11136, que es donde tenemos el resto de ficheros de

los andlisis realizados.
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sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ zcat somatic.indels.vcf.gz
| grep "PASS" > ..[/../../strelka2 somatic indel.vcf

sonia@sonia-virtualBox:~ftfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ zcat somatic.snvs.vcf.gz |
grep "PASS" > ../../../strelka2_somatic_snvs.vcf

Ahora nos quedamos con las posiciones, ordenamos y comparamos.

En el caso de las de tipo indel, como solo habia 1 no es necesario ordenar.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ cat strelka2 somatic_indel.vcf | cut -f 2 > strelka2 somatic
_indel_posS.vcf

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat strelka2_somatic_snvs.vcf | cut -f 2 | sort > strelka2_s
omatic_snvs_posS.vcf

Comparamos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% comm -1 -2 snv_somaticsniperM2_posS.vcf strelka2_somatic_indel_posS.vcf | wec -1
(<]

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ comm -1 -2 somatic_m2_posS.vcf strelkaz_somatic_indel_posS.vcf | wc -1

i)

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ comm - snv_somaticsniperM2_posS.vcf strelka2_somatic_snvs_posS.vcf | wc -1
31

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ comm - somatic_m2_posS.vcf strelka2_somatic_snvs_posS.vcf | wc -1

24

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S5 comm snv_somaticsniper_posS.vcf strelkaz_somatic_snvs_posS.vef | we -1
38
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 comm snv_somaticsniper_posS.vcf strelka2_somatic_indel_posS.vef | wc -1

Tabla 2. Resultados de la comparativa entre los programas de calling (Mutect2, VarScan2, SomaticSniper y Strelka2)

Programa N° de Cromosoma Coincidencia | Coincidencia Coincidencia Coincidencia
9 variantes Mutect2 VarScan2 SomaticSniper Strelka2
Mutect2 28 chr17 0 ol 24
Modos 1y 2
1 Modo 1
VarScan?2 2 chré 0 0 Modo 2 0
136
. . Modo 1 chr6, chrll, 17 1 Modo 1
SomaticSniper | g chr17 Modos1y2 | 0O Modo 2 &9 [hmem 1l
31 Modo 2
Modo 2
38 Modo 1
Strelka2 68 Chrl7 24 0 31 Modo 2
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SomaticSniper VarScan2
Modo 1

. 2 variantes
136 variantes (chr6)

(chr6, chrll, chrl?)

Figura 7. Una variante coincidente en el mismo cromosoma -chr6- y posicion entre SomaticSniper -Modo
1-y VarScan2

SomaticSniper Mutect2

Modo 1
. 28 variantes
136 variantes (chr17)

(chr6, chril, chrl7)

Figura 8. Diecisiete variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas posiciones entre SomaticSiniper -
Modo 1-y Mutect2

SomaticSniper Mutect2

Modo 2
28 variantes

59 variantes
(chr6, chrl1, chr17) (chr17)

Figura 9. Diecisiete variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas posiciones entre SomaticSiniper -
Modo 2- y Mutect2.
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SomaticSniper Strelka2
Modo 1

. 68 variantes
136 variantes (chr17)

(chr6, chrll, chrl?7)

Figura 10. Treinta y ocho variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas posiciones entre
SomaticSiniper -Modo 1- y Strelka2

SomaticSniper Strelka2
Modo 2

9 . 68 variantes
59 variantes (chr17)

(chr6, chrll, chrl?7)

Figura 11. Treinta y una variantes en el mismo cromosoma -chrl7- y mismas posiciones entre
SomaticSiniper -Modo 2- y Strelka2.

Ya hemos visto que un ajuste en los pardmetros de configuracion en
SomaticSniper (ver Anexo IX) afectaba al resultado obtenido;
previsiblemente lo mismo sucederé con el resto de los métodos de calling.
Se podrian realizar pruebas con diferentes configuraciones de parametros
en cada método buscando un mayor acercamiento entre la deteccion de

variantes somaticas entre los métodos.

Como se ha podido comprobar el resultado de los diferentes programas
de descubrimiento de variantes somaticas solo coincide en un
subconjunto de variantes. Esto ya se ha visto en otros estudios
publicados, con algunos de estos mismos programas analizados aqui y
otros diferentes (GRISP, SNVer, EBCall, JointSNVMix, Streika). También

se ha reportado que los mejores son VarScan2 y Mutect2; aunque no
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parece que esté cercano un consenso para la aplicacion de un estandar

3).

5 Conclusiones

5.1 Lecciones aprendidas

Uno de los principales problemas encontrados durante el desarrollo del
trabajo se ha debido a la obtencion de las muestras de ejemplo. La lectura
inicial de articulos cientificos sobre los métodos de calling nos dirigié hacia
fuentes de datos (Genomic Data Commons y The International Cancer
Genome Consortium) que finalmente se comprobaron como inviables al
necesitar permisos especiales para la descarga de las muestras que
requeria nuestro estudio. La alternativa a esta piedra en el camino fue la
generacion de nuestras propias muestras virtuales partiendo de datos del
1000 Genome Project, que no concluyo con éxito al encontrar dificultades
en la alineacién con el genoma de referencia. Ademas, existia la limitacién
de la maquina, ordenador, donde se iban a efectuar las pruebas; la cual
no soportaba el trabajo con muestras de gran tamario, por lo que habian
de conseguirse ficheros de nuestras tumor-normal del orden de Mb.
Finalmente se consiguio trabajar con unas muestras de ejemplo obtenidas
del repositorio del Instituto Broad. Esto ha limitado el estudio, ya que el no
poder disponer de multiples muestras para el analisis, y que estas sean

completas, empobrece la comparativa final.

5.2 Logro de objetivos

Los objetivos finalmente definidos, que consistian basicamente en un
estudio y comparativa de diferentes métodos de deteccion de variantes
somaticas, se han conseguido completar con éxito con ciertas limitaciones

y ademas hubo que adaptar la version inicial de los mismos.

Cuando se planted la primera redaccion de los objetivos, en la elaboracion
inicial del primer plan de trabajo, apenas se conocia el mundo del analisis
de variantes somaticas, los conceptos y nomenclatura asociados al mismo

y no se habia puesto en practica el trabajo con los programas de deteccién
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de variantes, solo se habian leido unos pocos articulos y se plantearon
los objetivos en base a los estudios que en estos articulos se reflejaban.
Una vez avanzado en el conocimiento, y tras las pruebas efectuadas con
las dos primeras herramientas, Mutect2 y VarScan2, se comprobo que no
se disponia de los recursos necesarios para abordar un trabajo similar al
gue se plasmaba en los estudios de los articulos. Hubo que adaptar la
redaccion de los objetivos, de forma que se eliminé lo relacionado con la
obtencién de gréficas y la comparativa de la sensibilidad y especificidad,
debido a las limitaciones derivadas de la no posibilidad de obtener
multiples muestras de ejemplo tumor-normal completas y las limitaciones
de célculo del ordenador de trabajo. Por tanto, las aspiraciones iniciales
se rebajaron de forma que el estudio fuera abordable.

5.3 Andlisis de la planificacion y la metodologia

La planificacion inicial sufri6 cambios a lo largo de la realizacion de las
entregas 2 y 3 del informe de seguimiento y resultados. Se ha detallado
en el apartado 1.4 Planificacion del trabajo, como ha ido evolucionando la
planificacion. La causa principal del retraso en la planificacion fue debida

a la obtencién de las muestras tumor-normal.

La metodologia planteada inicialmente se ha mantenido, consistiendo en
el estudio individual de cada uno de los programas a comparar: Mutect2,
SomaticSniper, Varscan2 y Strelka2; el andlisis de los métodos de calling
gue implementan; la prueba de los programas con datos de secuencias
de cancer utilizando el genoma de referencia hg38 y la comparativa de los
resultados obtenidos tras las pruebas. Si bien es cierto que la comparativa
no se realizo al final del analisis de los cuatro métodos; sino que se realiz6
una primera comparativa en cuanto se tuvieron resultados de los dos
primeros métodos que se probaron, Mutect2 y VarScan y luego se

complet6 con los resultados obtenidos con SomaticSniper y Strelka2.

5.4 Lineas de trabajo futuro

Como principal linea de trabajo futuro se plantea la generacién de

multiples muestras virtuales tumor-normal, que permitan hacer un analisis
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mas completo y una comparativa de los métodos a través de graficas
relacionadas con la especificidad y sensibilidad, en la linea de lo que se
muestra en los estudios cientificos detallados en los articulos que se han
consultado.

También seria interesante profundizar en los parametros de las diferentes
herramientas de deteccidn de variantes somaticas y como los ajustes en
estos parametros afectan a la deteccion de variantes y por tanto a la

comparativa entre los métodos que aplican estas herramientas.

6 Glosario

Alelo (Allele): un alelo es cada una de las dos 0 mas versiones de un gen.
Un individuo hereda dos alelos para cada gen, uno del padre y el otro de
la madre. Los alelos se encuentran en la misma posicién dentro de los
cromosomas homologos. Si los dos alelos son idénticos, el individuo es

homocigoto para este gen.

Alelo alternativo (Alternative allele): se refiere a cualquier base,

diferente de la de referencia, que se encuentra en un determinado lugar.

Alelo de referencia (Reference allele): se refiere a la base que se

encuentra en el genoma de referencia.

Bases nitrogenadas: compuesto quimico nitrogenado que constituye los
acidos nucleicos que conforman el ADN. Son: Adenina-Timina, Guanina-

Citosina.

Cobertura (Coverage): este término relacionado con la secuenciacion
genética tiene que ver con la calidad de los datos obtenidos cuando se
secuencian los genes. Cuanta mas cobertura, mas calidad, ya que la
cobertura se refiere al nimero de veces que la maquina secuenciadora
secuencia el genoma. Cuantas mas pasadas haga la maquina menos
errores potenciales habra. De esta forma cuantas mas veces se secuencia
un genoma, mas precisos son los datos obtenidos. Cuando se obtienen

datos de secuencias gendmicas estos suelen indicar la cobertura, la
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cobertura se indica con un namero seguido de una ‘x’. Por ejemplo: WGS
30x, indicaria que se trata de un conjunto de datos del genoma al completo
con una cobertura de 30x, es decir se ha secuenciado el genoma completo
de media 30 veces.

Conductor (Driver): mutacion de tipo Driver (Driver mutation):
mutaciones en el ADN responsables del desarrollo y progresion del

cancer.

Diploide (diploid): células diploides, células que contienen dos copias de
cada cromosoma, normalmente una de la madre y otra del padre. Las
células sométicas también se las denomina diploid cells. Las células de

tipo diploid en los seres humanos tienen 46 cromosomas 2n, 23*2.

Fenotipo: es el rasgo que podemos observar, es el reflejo de nuestro
genotipo. Si dos individuos tienen distinto fenotipo también tendran

distinto genotipo.

Genotipo: codigo genético de las células de un organismo. Informacion
genética heredada, se expresa en forma de fenotipo.

Haploide (haploid): células haploides, son aquellas que contienen un
conjunto simple de cromosomas. Por ejemplo: 6vulo y espermatozoide, a
estas células también se las denomina gametos. Las células de tipo

haploid en el ser humano (6vulo y esperma) tienen 23 cromosomas.

Haplotipo (haplotype): “Un haplotipo es, en su sentido mas general, un
conjunto de variaciones de ADN a lo largo de un cromosoma que tienden

a ser heredados juntos porque estan muy proximos”.

Homocigoto/Heterocigoto: Cada alelo de un gen, en un organismo
diploide, se hereda de cada progenitor. Si ambos alelos para ese gen son
iguales, entonces el organismo es homocigoto, si son distintos entonces

es heterocigoto.
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Pasajero (Passenger): mutacion de tipo Passenger (Passenger
mutation): mutaciones en el ADN que no son responsables del desarrollo

y progresion del cancer.
SNP: polimorfismo de nucle6tido simple (single nucleotid Polimorfism).

Variant Calling: descubrimiento de variaciones/mutaciones, método para

el descubrimiento de variantes o mutaciones en los genes.

Variante somética o mutacion somatica (Somatic vatiation/mutation):
se trata de alteraciones en el ADN que se producen después del
nacimiento. Se pueden dar en cualquier célula, excepto en el 6vulo y el

esperma.

WES (Whole exome sequencing): secuenciacién del exoma completo,
es unatécnica gendmica para secuenciar todas las regiones de genes que
codifican proteinas en un genoma (exones). Primero hay que seleccionar
solamente un subconjunto del ADN que codifigue proteinas, los
denominados exones, luego hay que secuenciar estos exones utilizando
alguna tecnologia de secuenciacion. Los seres humanos tienen
aproximadamente 180,000 exones, que representa aproximadamente el
1% de todo el genoma humano, estos 180.000 exones tienen
aproximadamente 30 millones de bases de pares. Uno de los objetivos de
llevar a cabo este tipo de secuenciacion es detectar variantes genéticas
gue alteran la secuenciacién de proteinas y hacerlo a un coste inferior que
si usaramos la secuenciacion completa del genoma WGS (Whole

Genome Sequencing).
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8 Anexos

8.1 Anexo l. Instalacion de paquetes requeridos para seguir las
mejores practicas del GATK?34,

e Instalar el Java Runtime Environment (JRE) en su version 1.8.

E TFMBio [Corriendo] - Oracle VM VirtualBox — m] x

Archive Magquina Ver Entrada Dispositives  Ayuda
Terminal B = 0 1122 {

sonia@sonia-VirtualBox: ~

update-alternatives: utilizando fusr/lib/jvm/java-8-openjdk-amd64/bin/jcmd para
proveer fusr/bin/jcmd (jcmd) en modo automatico

update-alternatives: utilizando fusr/lib/jvm/java-8-openjdk-amd64/bin/jarsigner
para proveer fusr/bin/jarsigner (jarsigner) en modo automatico

Configurando openjdk-8-jdk:amd64 (8u272-b10-Oubuntul~16.04) ...
update-alternatives: utilizando Jusr/lib/jvm/java openjdk-amd64/bin/appletview
er para proveer fusr/binfappletviewer (appletviewer) en modo automatico
update-alternatives: utilizando fusr/lib/jvm/java-8-openjdk-amd64/bin/jconsole p
ara proveer fusr/bin/jconsole (jconsole) en mode automatico

Procesando disparadores para bamfdaemon (0.5.3~bzr0+16.04.20180209-06ubuntul) ...
Rebuilding fusr/share/applications/bamf-2.1index...

Procesando disparadores para libc-bin (2.23-8ubuntull.2) ...

Procesando disparadores para ca-certificates (20190110~16.04.1) ...

Updating certificates in Jetc/ssl/certs...

0 added, © removed; done.

Running hooks in fetc/ca-certificates/update.d...

done.

done.

sonia@sonia-VirtualBox:~$ java -version

openjdk version "1.8.6_272"

Open]DK Runtime Environment (build 1.8.0_272-8u272-b10@-6ubuntul~16.04-b10)
Open]DK 64-Bit Server VM (build 25.272-b1@, mixed mode)
sonia@sonia-virtualBox:~$ I

>

O &P 5 ] I {0} B (%) CTRL DERECHA

e Instalar: BWA, SAMtools, Picard, GATK, IGV, RStudio/R y las librerias
para graficos de R ggplot2 y gsalib.

a. BWA

BWA contiene la implementacién del algoritmo de alineamiento de
Burrows-Wheller. Este algoritmo permite el alineamiento de
secuencias con baja divergencia enfrentadas a largas secuencias
del genoma, como por ejemplo el genoma humano. Contiene 3
algoritmos: BWA-backtrack, BWA-SW y BWA-MEM. El primero
esta disefiado para secuencias lllumina® con lecturas de hasta

100bp. Los otros dos son para lecturas mas grandes entre 70bp y

34https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360041320571--How-to-Install-all-software-
packages-required-to-follow-the-GATK-Best-Practices
35 www.illumina.com
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1Mbp. Tanto BWA-SW como BWA-MEM son similares, siendo el
altimo mas rapido y preciso, incluso da mejores resultados con
respecto a BWA-backtrack en secuencias lllumina con lecturas
entre 70-100bp.

Para efectuar la instalacion primero descargamos el fichero
comprimido que contiene los ficheros binarios®® y luego lo

descomprimimos, nos crea la carpeta bwa-0.7.17

Y Carpeta personal Etfm

© Recientes
{2 Carpeta personal J tar.bz2
bwa-0.7.17 bwa-0.7.17.tar.bz2
[ Escritorio
Compilar BWA:

sonia@sonia-VirtualBox:~ftfm/bwa-0.7.17%

Nos da este error, por no tener zlip:

zlib.h: No existe el archivo o el directorio

Instalamos zlip con la sentencia sudo apt-get install libz-dev y

repetimos el make.
Una vez compilado efectuamos una prueba:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/bwa-0.7.17$ ./bwa

Program: bwa (alignment via Burrows-Wheeler transformation)
Version: 8.7.17-r1188

Contact: Heng Li <lh3@sanger.ac.uk=

bwa <command> [options]

36 https://sourceforge.net/projects/bio-bwa/files/
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Para poder ejecutar bwa desde cualquier ruta debemos afadirlo a
la variable de entorno PATH. Podemos hacer que esto sea

permanente incluyendo el comando:

export PATH=$PATH:/home/sonia/tfm/bwa-0.7.17
al fichero /etc/profile

b. SAMtools

SAMTools es un conjunto de herramientas utilizadas para
manipular los ficheros SAM, realizando operaciones como
ordenamiento, union, indexacion, etc. El formato SAM (Sequence
Aligment/Map) es un formato genérico que permite almacenar

grandes alineaciones de secuencias de nucle6tidos®’.

Para efectuar la instalacion primero descargamos el fichero
comprimido que contiene los binarios y luego lo descomprimimos,

nos crea la carpeta samtools-1.11

{2 Carpeta personal EFm

® Recientes

4 Carpeta personal J J tar.bz2 .

bwa-0.7.17 samtools-1.11 bwa-0.7.17.tar.bz2

[ Escritorio

Compilamos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmS cd samtools-1.11

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.11$ makel]

Durante la compilacién nos da este error:

bam_tview_curses.c:41:20: curses.h: No existe el archivo o el direc

Es necesario instalar ncurses que es una libreria utilizada para la

programacioén de aplicaciones basadas en terminar. En Ubuntu es

87 http://samtools.sourceforge.net/
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necesario instalar los paquetes libncurses5-dev y libncursesw5-

dev.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.11$ sudo apt-get install libncurses5-dev libncursesw5-dey|

Repetimos el make, y nos da otro error:

cramfcram_io.c:53:19: bzlib.h: No existe el archivo o el dired

compilation terminated.

Debemos instalar el paquete libbz2-dev:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.115 sudo apt-get install libbz2-dev

Repetimos el make y otro error:

cramfcram_io.c:57:18: 1zma.h: No existe el archivo o el directorio

Debemos instalar el paquete liblzma-dev

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.115 sudo apt-get install liblzma-dev

Un nuevo error en el siguiente intento de compilacion:

hfile_libcurl.c:47:23: curlfcurl.h: No existe el archivo o el directorio

Debemos instalar el paquete libcurl4-openssl-dev

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.11$ sudo apt-get install libcurl4-openssl-dev
Repetimos el make y en esta ocasion no da ningun error.

Una vez compilado hacemos una prueba:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/samtools-1.115 . /samtools

Program: samtools (Tools for alignments in the SAM format)
Version: 1.11 (using htslib 1.11)

Usage: samtools <command> [options]

Afadimos samtools a la variable PATH, repitiendo el mismo

procedimiento que seguimos con bwa.
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c. Picard

Picard® es un conjunto de comandos que permiten manipular
ficheros en formato SAM/BAM/CRAM y VCF®. Est4 programado
en java, por lo que necesitamos JRE que ya instalamos en su

momento.

Descargamos picard.jar de la ruta

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

Par poder ejecutar los distintos comandos incluidos en Picard

debemos usar la sintaxis:
java -jar picard.jar <ToolName>

Podemos ver los comandos/programas disponibles en Picard
ejecutando la siguiente orden:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmS java -jar picard.jar -h

d. GATK

GATK son las siglas de Genome Analysis Toolkit. Este conjunto de
herramientas de andlisis del genoma se centra principalmente en

el descubrimiento de variantes y en el genotipado.

Si se va a utilizar GATK para uso comercial hay que pagar una
licencia. Esto no aplica en nuestro caso. Descargamos GATK4!,

descomprimimos el archivo y dentro de la carpeta que nos crea

38 proadinstitute.github.io/picard/

39 http://software.broadinstitute.org/software/igv/FileFormats
40 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us

41 https://github.com/broadinstitute/gatk/releases
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1t Carpeta personal tfm gatk-4.1.9.0(2)

® Recientes
1t Carpeta personal J J
o bwa-0.7.17 gatk-4.1.9.0
[ Escritorio
<» Descargas
tar.bz2 Lap
[0 Documentos bwa-0.7.17.tar.bz2 gatk-4.1.9.0.zip
(1 Imaaenes

encontramos la utilidad gatk que nos permitira ejecutar los distintos
programas disponibles dentro del Toolkit (uno de ellos es Mutect?2).
Para ver un listado de todos los programas podemos ejecutar la

orden:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/gatk-4.1.9.85 ./gatk --list
Using GATK jar fhome/sonia/tfm/gatk-4.1.9.0/gatk-package-4.1.9.0-local.jar
Running:
java -Dsamjdk.use_async_io_read_samtools=false -Dsamjdk.use_async_io_write_samtools=true -Dsamjd
k.use_async_io_write_tribble=false -Dsamjdk.compression_level=2 -jar /home/sonia/tfm/gatk-4.1.9.0/ga
tk-package-4.1.9.0-1local. jar --help
<program name>

e. IGV

IGV son las siglas de Integrated Genomics Viewer. Se trata de un
navegador que permite visualizar ficheros BAM, VCF y otra
informacion genomica. Dispone de una interfaz gréfica facil de

utilizar y se puede descargar de forma gratuita*?.

Nos descargamos IGV for Linux (Java included):

42 https://software.broadinstitute.org/software/igv/
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Downloads

Did you know that there is also an IGV web application that runs only in a web browser, does not use Java, and require!
downloads? See https:ifigv.orgfapp. Click on the Help link in the app for more information about using IGY-Web.

Install IGV 2.8.10

Opening IGV_Linux_2.8.10_WithJava.zip
See the Release Notes for what's n
You have chosen to open:

(b IGV MacOS App [ IGV_Linux_2.8.10_WithJava.zip

Java included
which is: archivador Zip (87.6 MB)

from: https://data.broadinstitute.org
(b IGV for Windows

Java included

What should Firefox do with this File?

Openwith | Gestor de archivadores (default) v

Q’S IGV for Linux

Java included

O save File

(O Command line 16V a "I Do this automatically For files like this From now on.
+

Separate

Other IGV Versions Cancel oK

Una vez descargado y descomprimido, podemos ejecutarlo con el

script igv.sh:

sonia@sonia-virtualBox: S ./igv.sh

Esto nos abrir el programa:

File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hgl9 ~ | |chr7 ‘v chr7:43,571,193-43,571,232 Go fF « @ O = =2 | =
p22.1 p2L2 pl15.2 pla.2 pl3 pl2l qll2l qll23 q2L.12 q22.1 q31.1 q3L.32 q33 q35 q36.2
41 bp
43.571L.200 bp 43571210 bp 43571220 bp 43571230 bp
| | | | |
Sequence = |[GTTATCTGTGCTGGCTTTCTCCACTGCCTCTCCTCCCATT]
RefSeq Genes =
[Efchr7:43 571157 i [[234M of 3a3M

f. RStudio IDE and R libraries ggplot2 and gsalib
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RStudio*® es una interfaz grafica que nos permite acceder a las
librerias de R. R es un lenguaje de programacion y también un
conjunto de librerias especificas para la realizacién de célculos
estadisticos y graficos. Antes de instalar RStudio debemos instalar
R4,

Comenzamos afiadiendo el repositorio desde el que descargar R

dentro de Ubuntu. Este repositorio es mantenido por CRAN%®,
Editar el fichero /etc/apt/sources.list y afiadir esta linea al final:
deb https://cloud.r-project.org/bin/linux/ubuntu xenial-cran35/
Luego actualizar los paquetes con:

sudo apt-get update

Y por ultimo instalar r:

sudo apt-get install r-base

A continuacion, descargamos el paquete .deb de RStudio Desktop
en su version gratuita de la pagina

https://rstudio.com/products/rstudio/download/#download.

43 https://rstudio.com/products/rstudio/
44 https://cran.r-project.org/
45 CRAN (The Comprehensive R Archive Network), https://cran.r-project.org/
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Opening rstudio-1.3.1093-amdé64.deb

You have chosen to open:
i rstudio-1.3.1093-amdé64.deb

which is: paquete de Debian (119 MB)
from: https://download1.rstudio.org

What should Firefox do with this File?

Open with | Instalacién de software (defaulk) v

O save File

| Do this automatically For Files like this from now on.

Cancel OK

Una vez descargado lo instalamos con el comando gdebi, si este
comando no esté disponible en la distribucion Ubuntu que estamos

usando lo instalamos:

sonia@sonia-VirtualBox:

S sudo apt install gdebi-core

Luego instalamos el paquete de RStudio con gdebi:

sonia@sonia-VirtualBox:

$ sudo gdebi rstudio-1.3.1093-amd64.deb

Ya podemos arrancar RStudio:

rstudio

sonia@sonia-VirtualBox: 5
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g S - On| - Go to fileffunctior + Addins = R Project: (None)
| e _’ Console  Terminal Jobs = Environment History Connections Tutorial |
~{tfm/ - # Import Dataset -~ | & List =
7} Global Environment -
R version 3.2.3 (2015-12-18) -- "Wooden Christmas-Tree"
Copyright (C) 2015 The R Foundation for Statistical Computing
Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
4 Environment is empty
R es un software libre y viene sin GARANTIA ALGUNA.
= Usted puede redistribuirlo bajo ciertas circunstancias.
é Escriba "license()' o 'licence()' para detalles de distribucion.
R es un proyecto colaborative con muchos contribuyentes.
Escriba "contributors()' para obtener mis informacion y
‘citation()' para saber cémo citar R o paquetes de R en publicaciones. Files Plots Packages Help Viewer =0
. ) . ) © | New Folder | © Delete 4| Rename | {JF More -
Escriba "demo()" para demostraciones, 'help()' para el sistema on-line de ay
= uda, £} Home  tim
o 'help.start()" para abrir el sistema de ayuda HTML con su navegador. 4 Name Size Modified
Escriba 'q()' para salir de R. t .
ﬁ > bwa-0.7.17
== bwa-0.7.17.tarbz2 186.4 KB Oct 31, 2020,
|
gatk-4.1.9.0
E gatk-4.1.9.0.zip 433.6 MB Oct 31, 2020,
IGV_Linux_2.8.10
IGV_Linux_2.8.10_Withjava.zip  87.6 MB Oct 31, 2020,
picard.jar 16.7 MB Oct 31, 2020,
samtools-1.11
G samtools-1.11.tarbz2 4.5 MB Oct 31, 2020,
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Para incorporar la libreria ggplot24¢, una libreria para la realizacién
de gréficos, realizamos lo siguiente dentro de la ventana de

comandos de RStudio:
> install.packages(“ggplot2”)

Ahora instalamos el paquete gsalib. Este paquete contiene
funcione que son usadas por GATK para realizar tablas y graficos.

Para incorporar la libreria gsalib?’:

> install.packages(“gsalib”)

46 https://cran.r-project.org/web/packages/ggplot2/index.html
47 https://cran.r-project.org/web/packages/gsalib/index.html
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8.2 Anexo Il. Pasos para el acceso a datos en el Genomic Data
Commons.

Dentro de la péagina https://gdc.cancer.gov/, nos dirigimos a la zona

Access Data:

0 & = & | Q Buscar Lo
C 49 Bancodelmégenesy.. “ WebUntis m Agresso O Computer Science Su... E Méster Bioinformatica... 6 Campus Mares Virtuales @ Formularios k‘ wok B 1
Lases py viajor Frimary site The NCI's Genomic Data Commons S SO AL L S

Visualization, and Exploration (DAVE)
Tools allow users to interact intuitively
community with a unified data with the GDC data and promole the
repository that enables data sharing development of a true cancer genomics
knowledge base.

(GDC) provides the cancer research

across cancer genomic studies in

support of precision medicine. More about Analyzing Data

The GDC supports several cancer genome

programs at the NCI Center for Cancer Access Data m
Genomics (CCG). including The Cancer ‘9
Genome Aflas (TCGA) and Therapeutically
Applicable Research to Generate Effective
Treatmenis (TARGET).

1."‘
The GDC Data Portal
provides a platform for efficiently querying
and downloading high quality and
complete data. The GDC also provides a
GDC Data Transfer Tool and a GDC API
for programmatic access.

More about the GDC

High Quality Data Sharing More about Accessing Data

Frnahlae Drariecinn Madinina

Y seleccionamos More about Accessing Data.

En la pagina que aparece, seleccionamos Download Various Volumnes of
Data.

O a https://gdc.cancer.gov/access-data E| v @ ﬁ Q| Buscar

&

IMC 9 Banco delmdgenesy.. “ Weblntis [l Agresso @ ComputerScienceSu... [ Master Bioinformatica... (g Campus Mares Virtusles (5 Formularios 1 WOK B T

Access Data

Accessing Genomic Data

User-Friendly
Data Portal
The GDC Data Portal is a groundbreaking tool that enables a better understanding of
cancer biology by allowing researchers to:

Download Various

Search and query genomic data Volumes of Data

Download data directly from the web browser or download large volumes of data
using the high performance GDC Data Transfer Tool

Analyze cancer data including clinical information, genomic characterization data,
and high level sequence analysis of the tumor genomes

Get Started by Exploring GDC Processes and Tools »

Detailed Documentation

En la pagina que aparece, descargamos la herramienta de transferencia
de datos (GDC Data Transfer Tool) usando la distribucién binaria de
Ubuntu.
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VU & https://gdccancer.gov/access-data/gdc-data-transfer-tool

EMC &f Banco de Imagenesy .. © WebUntis mﬂgresso ‘ Computer Science Su..
SYSLEM KECOMmImendaauons

The system recommendations for using the GDC Data Transfer Tool Client are a

OS: Linux (Ubuntu 14 x or later, CentOS 7), OS X (109 Mavericks or later),
CPU: Two 64-bit cores, Intel or AMD

RAM: 8 GiB or more

Storage: Enterprise-class storage system capable of =1 Gb/s (Gigabit per s
and sufficient free space for BAM files, most of which are in the 50 MB - 401
reaching sizes of 200-300 GB.

Binary Distributions
Links to the binary distributions for supported platforms are provided below.
Latest Version of Data Transfer Tool (Python 3)

[ gdc-client_v1.6.0_OSX_x64.zip

[H gdc-client_v1.6.0_Windows_x64-py3.7 zip
[ gdc-client_v1.6.0_Ubuntu_x64-py3.7 zip

Una vez descargada la distribucién la descomprimimos y ya tenemos a

nuestra disposicion el cliente GDC Data Transfer:

onal Efm
8
wd wd g udl
bwa-0.7.17 gatk-4.1.9.0 gatk-4.1.9.0 (2) IGV_Linux_2.8.10
samtools-1.11 bwa-0.7.17.tar.bz2 gatk-4.1.9.0.zip gdc-client
gdc-client_v1.6.0_ IGV _Linux_2.8.10_ picard.jar samtools-1.11.tar.
Ubuntu_x64-py3.7_ WithJava.zip bz2

0.zip
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Seguimos las indicaciones de la guia de usuario de la GDC Data Transfer
Tool*®, donde se indica en el capitulo Preparing for Data Download and
Upload, que lo primero que debemos hacer es descargar el fichero que
contiene el manifiesto. En el manifiesto figurara la lista de ficheros que
vamos a descargar o identificadores de los mismos. Este manifiesto sera
utilizado por la herramienta para hacer la descarga. Para obtener el
manifiesto debemos dirigirnos a Genomic Data Commons Data Portal*°.

m) ZAB?NS;:;N;;E{:SITITUTE Projects 4% Exploration ¢ Analysis = Repository Q Quick Search  Manage Sets 43 Login = Cart [ i GDC Apps

Cases by Major Primary Site

Harmonized Cancer Datasets
Genomic Data Commons Data Portal
Get Started by Exploring:

I§  Projects 48 | Exploration @ Analysis £  Repository

Q. e.g. BRAF, Breast, TCGA-BLCA, TCGA-A5-A0G2

Data Portal Summary  pataReiease 27 0 - October 292020

PROJECTS PRIMARY SITES CASES

[e7 & 68 & 84.392

FILES GENES MUTATIONS

[596.758 §23.399 4 3.287.299

Una vez aqui, pulsamos en el botén Repository.

m) NATIONAL CANCER INSTITUTE # Home ) Projects 48 Exploration 4 Analysis [E=EESig]

GDC Data Portal QQuick Search  Manage Sets 3 Login -~ = Cart [ i GDC Apps

~ Search Files (2]
Q | eg. 142682.bam, dfée2e7ab Files (79.897) Cases (18.680) ' Add All Files to Cart | & Manifest | View 18.680 Cases in Exploration | View images
v Data Category Primary Site Project Data Category Data Type Data Format
#Files \ i \\
[0 sequencing reads .\\ N ‘
v Data Type o) w '7//F
#Files
Aligned Reads
Show More
v Experimental Strategy X
i Showing 1 - 20 of 79.897 fles [ 1.55 PB =17 | sson [ Tsv
0 wxs E= ] Access  File Name Cases Project Data Category  Data Format File Size Annotations
[J RNA-Seq [ 25961 |
be520384-208-4851-b36e-eb23b7blaa
O] miRNA-Seq o ® @controled (= b 1 NCICCR-DLBCL Sequencing Reads BAM 2.50 GB 0
O wes [ 00} £503ce30-1c47-4717-b51c-4bd clf4555
O Targeted Sequencing ®  @controled ° S bam 1 NCICCR-DLBCL Sequencing Reads BAM 1.00 GB 0
I More: D59U98a6-D73D-5075-0601- 1562351247
= @controlied 1 TARGETALL-PZ Sequencing Reads BAM 17.25 GB 0
~ Workflow Type 3 wxs gdc_reain.bam
45803d09-D712-5ce6-24a2-3018366a72
#Files = @controlied 1 TARGET-ALL-PZ Sequencing Reads BAM 13.3G8 0
©€6_wxs_gdc_reain.oam

I BWA with Mark Duplicates and Coclea.. =

Una vez en el repositorio debemos filtrar con las opciones del panel
izquierdo para quedarnos con los ficheros .bam que deseemos afiadir a la
lista de ficheros a descargar. Para elegir los ficheros se va pulsando en el

48 https://docs.gdc.cancer.gov/Data_Transfer_Tool/Users_Guide/Getting_Started/
49 https://portal.gdc.cancer.gov/
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boton con forma de carrito de la compra que aparece a la izquierda del

nombre del fichero.

Para hacer el test vamos a seleccionar el primer fichero .bam que aparece
cuando filtramos por “Aligned Reads” y “.bam”:

& > C @ portalgdc.cancer.gov/repository?facetTab=files&filters=%7B"0p"%3A"and"%2C content ' %3A%5B% 78 op %3A... & & W .

MNATIONAL CANCER INSTITUTE . . ans
W #e M Set H
m GDC Data Portal oo = Q  Managesels  w =@
Alignea Reads Primary Site Project Data Category Data Type
~ Expenmental Strategy
# Files
O wxs 1053
[ miRNA-Seq [ 500 |
[l RNA-Seg [ 220 |
~Warkflow Type Data Format
# Files
[ BWA with Mark Duplicates and Cocleani... @
[ BWA-aln [ 500 |
[ STAR 2-Pass [ 220 |
v Data Format ) Show More
# Files
bam @ Showing 1 - 20 of 1933 files .28 TB = 1= | Json | Tsv
~ Platform E]- Access  File Name Cases Project Data Category  Data Format  File Size
# Files C239TCG
[ illumina 1533 A-04-1332
E & controlled -10A-01W. 1 TCGA-OV Sequencing Reads BAM 1215 GB
~Access 2 gac_rea
# Files In.bam
P . .
Después pulsamos en el botén gue aparece en la esquina

superior derecha. Esto nos da acceso a la siguiente ventana:

[((]

Q Manage Sets % = [

NATIONAL CANCERINSTITUTE . ¢ .
GDC Data Portal -

FILES File Counts by Project File Counts by Authorization Level
1
Project Cases (n=1) Files (n=1) File Size (Z=1215G8) Level Files (n=1) File Size (Z=1215GB)
CASES ® TCGA-OV 1 — 1 mmm  1215GE wmm Unauthorized 1 mmm  1215GE wmm
1 -

FILE SIZE
12.15 GB

How to download files in my Cart?

Download Manifest:
Download a manifest for use with the GDC Data Transfer Tool. The GDC Data Transfer Tool is recommended for transfeming large volumes of data.

Download Cart:
Download Files in your Cart directly from the Web Browser,

Download Reference Files:
Download GDC Reference Files for use in your genomic data analysis.

& Sample Sheel £ Metadata & Download ~ B Remove From Cart ~
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En ella se ven los ficheros seleccionados. Para descargar el manifiesto

pulsamos el botdon Download, y seleccionamos manifest.

Lo siguiente que debemos hacer es obtener el token de autenticacion.
Primero debemos logearnos. Pero para conseguir un usuario con acceso
debemos pertenecer a una organizacion que esté registrada en eRA
(https://grants.nih.gov/grants/guide/notice-files/INOT-OD-07-003.html) vy
una vez registrados aqui se necesita otra autorizacion para acceder a los

datos (https://gdc.cancer.gov/access-data/obtaining-access-controlled-

data), algo que se sale de nuestro alcance.

Aungue GDC proporciona datos en abierto, ninguno de los ficheros es
.bam. Al aplicar el filtro open, vemos el resultado de los tipos de ficheros
gue se pueden descargar.

¢« > c

= Aplicaciones m Google Académico @ Scirus

& portal.gdc.cancer.gov/repository?filters=%76"0p"%3A"and"%2C "content " %3A%5B% 7B op"%3A"In"%2C"c.. & r @ MW .

WOK @& RAE [} TraductordeGoogle W. WordReference [Ill UEMC [I] Agresso [fJ Facebook

NATIONAL CANCER INSTITUTE - . - . .
# Home @) Projects 48 Exploralion 4 Analysis Re vick Search
m GDC Data Portal ome o ¢ Analy Q .

- 3?1" iii GDC Apps
FRRRTRTT)

0 HTSeq - FPKM 16435 YWU' b hiseq counts.tt.gz
0 More 256 L 405¢-5d36-F
W Gopen 12425614-0950-40%-Bda6-MO0GHI=00 1 HCMLCMDC ~ Transcriptome Profiing TXT 260.63 KB 0
~Data Format Ihtseq counts bd gz
o 3 00132401 . _

sFies | (®| Gopen ;Shh:q ifr‘j‘::tm° L 1 CTSP-DLBCL1  Transcriptome Prefiling TX 24533 KB 0
O 153,506 G.hiseq Z
O svs [ 007 | w Bopen L2ASTIELA0R45aT.04 dechde3d0 1 TARGET-ALLP? Transcripiome Profiing TXT 320.1 KB 0
N 83 FPKM b gz

ba720230-51eb-4265-0f6c-d327197c23 - -~ o
0O tsv ™| @Eopen = = 1 NCICCR-DLBECL Transcriptome Profiling TX 397.08 KB
O ber ssfami - . "
O ber awilary mi = R mr";ﬁ:;’:E:‘sc"':sgs:me 1 NCICCR-DLBCL Transcriptome Profiing TSV 41355KB
O maf ﬁ ! 24_45 726 14602691982
W| Gopen £039Mdazs4SG4-al2e 14662091952 1 TARGET-ALL-P? Transcriptome Profilng TSV 50.34 KB
O ber omfxml = 8 mimaseq. mimas qu ation tct
ber biotab 5 4019 bie oA 003 -

0 ber bieta E = Gopen 52:5'(::;::?" 4015-0ic1-475003dfes 1 NCICCR-DLECL Transcriptome Prafiling TX 306,46 KB
O ber pps xml 9. FPKIM.bd .0z
O xisx '] W| Gopen LDE:H260:0120-4dfe-ocT-73G45dch0 1 NCICCR-DLBCL Transcriptome Profilng TSV 408.32 KB
O ede json H 7.ma seq.star gene countsisvgz

Less " Bopen m% 1 TARGET-ALL-P? Transcriptome Profiing TSV 18137 KB
~ Platform

= Fies Show 20+ | entries 2 3|4 s 8 7 8 8|n0
O afymetrix snp 6.0
O illumina human methylation 450 =
O illumina human methylation 27 [ 2605 ]
O ilumina
~ Access 0

4 Fies
O controlled
open

65



https://gdc.cancer.gov/access-data/obtaining-access-controlled-data
https://gdc.cancer.gov/access-data/obtaining-access-controlled-data

Comparacién de diferentes meétodos de “calling” de
variantes somaticas: Mutect2, SomaticSniper, Varscan2 y

Sonia M2 Garrote Fernandez
Master en Bioinformatica y Bioestadistica

Strelka2 M0.178 - TFM-Bioinformética y Bioestadistica Area 2

8.3 Anexo lll. Pasos para el acceso a datos en el International

Cancer Genome Consortium.

Intentamos obtener los datos desde el repositorio®® del portal de ICGC.

@1cGepataPortal (W) () (D) ) @ ouesen

© DATAREPOSITORIES

= o B 233,467 Files
v HE
Repositon
eg. FI123, 7/872a6a-b447-5002 B
100k
Upload File Set
¥ Repository I I .
5 Collsborstory - To.. 120812 o : .
- 0,089 = = =
< 38438
O < PDC - Chicago 22.200
O £GA- Hinxton s03 Showing 1 - 25 of 233,467 files
S FilelD v  Donor
> BEayEs Q [0 & Fi33s5 DO217362 EGA- Himan
[0 unalizned Reads EE.305
0 ssm 51551 [0 & Fis534 DO217962 Collaboratary - Taronte, EGA - Hinxzen
[ Aligned Reads 51209
O stsm 14155 [0 & FI9574 DO46350  EGA- Hinxton, Collaboratary - Toronts, AWS -

8% 16,037 Donors £ 1.70PB
Primary Site ata Type Experir
/A" '
B Donor set (2] Save/Edit File Resulls
B
Proj Study Dsts Typs strategy Orma Lt
ERCAEU (P Aligned WGS BAM  128.72GE
Reads
BRCA-EU (TP Algned WGS BAM  107.27GB
Reads ‘
ov-AU m Aligned WGS BAM 13405GB

Si seleccionamos algun fichero BAM, que son los que nos interesan, y

pulsamos en Download Files, nos muestra una ventana informando de

gue el acceso es restringido.

& Download Files J

For instructions on obtaining access, see the Repositories documentation .

Repository # Danors =Filzs Toral file size

GA - Hinxton 1 1 128.72GB
o

Por lo tanto se requiere autorizacién para el acceso a ficheros de tipo

.bam. Los pasos a seguir para obtener la autorizacién se indican aqui:

50 https://dcc.icgc.org/repositories
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. o= Data Portal M Data Access Compliance Office
ﬁ ¢ Contact U
ICGC = Get Gancer Data a Apply for Access fo Controlled Dafa onac s Loy In| Greate an Account

International
Cancer Genome
Consortium

DACO Home Access Forms Research Practices International Data Access Committee DACO Approved Projects

Data ACCGSS Enter keywords
Compliance Office

Data Access Compliance Office

p 1. Create your account 2. Fill your application "*—-,-" 3. Submit to DACO
il ’ Register, to receive your account Your application, tells us who you are w Send your application
TR e —

The Data Access Compliance Office (DACO): Handles requests from scientists for access to controlled data from the International Cancer
Genome Consortium (ICGC).

Primero creamos una cuenta en la que Unicamente se solicita nuestra
direccién de correo electronico. Se envian por correo la contrasefia y el

resto de las instrucciones.

Una vez registrados podemos acceder:

rtal
e] Contact U: - C
ﬂ 1eee Gef Cancer Data o Apply for Acce rolled Data & sgarrotef@uoc. edu Log Out
International Enter keywords
Cancer Genome

Consortium

Dashboard Controlled Data Access =

ICGC > Dashboard

Dashboard

New account and password has been created on Central User Directory

You are logged into International Cancer Genome Consortium. This site is connected to the Central User Directory.

Welcome to your Dashboard £ - Your Account Operations $ =

The boxes on this page can be organized as you like: just grab the top bar Change your User Profile
of each and move them arnund Tha hoxas can alsn he minimized and Chanae vour Account Sefttinas

Realizamos el siguiente paso Controlled Data Access/Data Access
Compliance Office — Access Forms. Y volvemos a encontrarnos con el
mismo problema que con GDC, necesitamos estar adscritos a una

institucién y aun proyecto concreto, pues se nos piden todos estos datos:
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nput Preview Submission

Contact and Project Information

o

o

o

o

o

A. Name of Applicant

B. Institution Representative
C. Title of Project

D. Collaborators - Personnel
E. Collaborators - Students

F. Research Summary
(scientific abstract)

G. Lay Summary of Project

H. Ethics

Information Technology (IT)

o

1. IT Security Assessment

A Ammmmn

[Esit]

[Esit]

[Edi]

[Add]

[rad]

[Ed]

[Esit]

[Esit]

[Esit]

[ DACO-1104121
Opened on November 11, 2020

Contact and Project Information

A. Name of applicant (principal investigator), including_affiliation and contact details 7]

Please ensure that a full postal address, a valid institutional e-mail address and a valid Open 1D are included.

B. Name of the authorized institutional representative, including affiliation and contact details L7

Please ensure that a full postal address and a valid institutional e-mail address are included.

C. Title of Project 7]

Please provide the address of the project website as well, if available.

D. Names of authorized personnel (within Your institution) L7

Include the names of all investigators, collaborators and research staff (including post-docs) who will have access
to the ICGC Controlled Data in order to werk on the project (see “Research Project” under F}. Please ensure that a
valid institutional email address for each name is included along with their job title/function. Students should be
listed in the next section (under E}).

*Co-investigators or collaborators at other institutions will have to submit a separate Application Form for Access to
ICGC Controlled Data

E. Names of authorized students (within Your institution) @

Innlidn tha nansne af all stadnnte Gneliding aeadiate ctudantel ks will haon arrmee tn the 020 Canteallnd Mags
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8.4 Anexo IV. Pasos paralaobtencion de las muestras virtuales
tumor-normal.

Debido a la capacidad de céalculo del ordenador portatil utilizado durante

el desarrollo de este proyecto no fue viable trabajar con muestras grandes.

Se trata de un equipo con sistema operativo Windows, con un

microprocesador Intel i7, con 8Gb de RAM; pero se operaba en realidad

con una maquina virtual con Ubuntu, configurada con 4Gb de RAM, para

poder ejecutar las distintas herramientas como samtools, mutect, etc..

Inicialmente se opt6 por buscar ficheros .bam de un tamafio inferior a los
10Gb para ver si podian ser manejados por la maquina en tiempos
prudenciales. Se descargd un fichero .bam de 8Gb del cromosoma 21 -
chr21- perteneciente al 1000 Genomes Project. Se comprob6 enseguida,

con la ejecucion de la orden:

./samtools sort ../NA12878.chr2l.bam -o ../sorted.bam

gue permite ordenar los alineamientos en el .bam, que la maquina iba a
tardar demasiado tiempo en realizar cualquier tratamiento con este
fichero. Después de 20 minutos, se cancelé6 manualmente el comando

pues aun no habia concluido.

Se tomo la decision de bajar el tamafio del fichero base para la confeccion
de las muestras virtuales y optar por tamafos del orden de Mb. Se
encontré un fichero .bam del chrll de 368Mb°! procedente de 1000

Genomes Project.

La ordenacion de este fichero tardd 3 minutos, por lo que se decidio

tomarlo como base.

Lo siguiente fue dividir el fichero .bam en varias partes, de forma que
consiguiéramos muestras mas pequefias. Usamos la herramienta picard.
El fichero tiene un total de 3861579 lineas en la zona de alineamiento y

104 lineas en la zona de cabecera:

51 https://www.internationalgenome.org/data-portal/sample/HG01781
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sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ sam/samtools view chrll.bam | wc -1
3861579

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ sam/samtools view -H chrll.bam | wc -1
104

Decidimos crear 3 divisiones:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ java -jar picard.jar
SplitSamByNumberOfReads I=chrll.bam OUTPUT=chrllSplit
TOTAL READS IN INPUT=3861579 SPLIT TO N READS=1287193

Comprobamos que todas las divisiones tienen el mismo numero de lineas:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -H
shard 0001.bam | wc -1

104

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -H
shard 0002.bam | wc -1

104

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -H
shard 0003.bam | wc -1

104

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view
shard 0001.bam | wc -1

1287193

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view
shard 0002.bam | wc -1

1287193

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view
shard 0003.bam | wc -1

1287193

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -h
shard 0001.bam | wc -1

1287297

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -h
shard 0002.bam | wc -1

1287297

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../sam/samtools view -h
shard 0003.bam | wc -1

1287297

Ahora haremos una prueba con mutect2 simulando que la muestra

tumoral y normal son las mismas. Para poder ejecutar mutect2
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necesitamos el genoma de referencia, en este caso usamos GRCh38s2,

Cuando ejecutamos mutect2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$

../gatk/gatk Mutect2 -R

GRCh38.dl.vdl.fa -I shard 000l.bam -I shard 00l.bam -O

somatic.vcf.gz

Nos muestra un error al final:

*% *kkhhkkkkkkk

*kkkkkk

**

A USER ERROR has occurred: Fasta index file
file:///home/sonia/tfm/chrl11Splitt GRCh38.d1.vd1.fa.fai for reference
file:///home/sonia/tfm/chrl11Splitt GRCh38.d1.vd1.fa does not exist. Please see
http://gatkforums.broadinstitute.org/discussion/1601/how-can-i-prepare-a-fasta-file-to-use-
as-reference for help creating it.

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhkkhhkkhkkkkkkkkhhkhhhhhhhkhkhkkkkrkkkkhhhhhhhhikxx

Indicando que se necesita el fichero de indice para el genoma de

referencia. Creamos el fichero de indice, extension .bai, con la siguiente

orden:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$

GRCh38.d1.vdl

.fa

../sam/samtools faidx

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ 1s -1

total 3322196

- rw-rw-r-- 1
—-rw-rw-r-—-— 1
—-rw-rw-r-—-— 1
- rw-rw-r-- 1
- rw-rw-r-- 1

sonia
sonia
sonia
sonia

sonia

sonia
sonia
sonia
sonia

sonia

3010334720
730
130777763
129850348
130951212

Repetimos la orden de mutect2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$

nov

nov

nov

nov

nov

29
29
29
29
29

13:22 GRCh38.dl.vdl.fa
14:24 GRCh38.dl.vdl.fa.fai
12:28 shard 0001.bam

12:29 shard 0002.bam

12:29 shard 0003.bam

../gatk/gatk Mutect2 -R

GRCh38.dl.vdl.fa -I shard 000l.bam -I shard 000l.bam -0

somatic.vcf.g

Z

Y nos da otro error, esta vez relacionado con la necesidad de tener un

archivo diccionario para el genoma de referencia.

52 Descargamos el GRCh38 de esta pagina https://gdc.cancer.gov/about-data/gdc-data-
processing/gdc-reference-files
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kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkkkkhkkkkkhkkkkhhkkkhkkkhkkhkkkkhkkkhkkhkkkkhkk

A USER ERROR has occurred: Fasta dict file

file:///home/sonia/tfm/chrl11Splitt GRCh38.d1.vd1.dict for reference
file:///home/sonia/tfm/chr11Splitt GRCh38.d1.vd1.fa does not exist. Please see
http://gatkforums.broadinstitute.org/discussion/1601/how-can-i-prepare-a-fasta-file-to-use-

as-reference for help creating it.

Procedemos a generar el diccionario con la siguiente ordenss;

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../gatk/gatk
CreateSequenceDictionary —-R GRCh38.dl.vdl.fa
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ 1s -1

total 3322200

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 2615 nov 29 14:36 GRCh38.dl.vdl.dict
-rw-rw-r—- 1 sonia sonia 3010334720 nov 29 13:22 GRCh38.dl.vdl.fa
-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 730 nov 29 14:24
GRCh38.dl.vdl.fa.fai

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 130777763 nov 29 12:28 shard 0001.bam
-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 129850348 nov 29 12:29 shard 0002.bam
-rw-rw-r-—- 1 sonia sonia 130951212 nov 29 12:29 shard 0003.bam

Repetimos mutect2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/chrllSplit$ ../gatk/gatk Mutect2 -R
GRCh38.dl.vdl.fa -I shard 000l.bam -I shard 0001l.bam -O

somatic.vcf.gz

Y nos devuelve otro error, esta vez relacionado con una incompatibilidad
de contigs entre el fichero de referencia, GRCh38.d1.vd1.fa, y las lecturas,
shard_0001.bam:

53 Indicaciones sobre la preparacion del fichero fasta con el genoma de referencia para uso en
comandos del gatk: https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531652-FASTA-
Reference-genome-format
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**% *hkhkkkkkkkkkkkkkkkkk ** *% * * * * *%

A USER ERROR has occurred: Input files reference and reads have incompatible contigs:
No overlapping contigs found.

reference contigs = [chrl, chr2, chr3, chr4, chr5, chr6, chr7, chr8, chr9, chrl0, chrll,
chrl2, chrl3, chrl4, chrl5, chrl6, chrl?, chrl8, chrl9, chr20, chr21, chr22, chrX]

reads contigs = [1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
X, Y, MT, GL000207.1, GL000226.1, GL000229.1, GL000231.1, GL000210.1,
GL000239.1, GL000235.1, GL000201.1, GL000247.1, GL000245.1, GL000197.1,
GL000203.1, GL000246.1, GL000249.1, GL000196.1, GL000248.1, GL000244.1,
GL000238.1, GL000202.1, GL000234.1, GL000232.1, GL000206.1, GL000240.1,
GL000236.1, GL000241.1, GL000243.1, GL000242.1, GL000230.1, GL000237.1,
GL000233.1, GL000204.1, GL000198.1, GL000208.1, GL000191.1, GL000227.1,
GL000228.1, GL000214.1, GL000221.1, GL000209.1, GL000218.1, GL000220.1,
GL000213.1, GL000211.1, GL000199.1, GL000217.1, GL000216.1, GL000215.1,
GL000205.1, GL000219.1, GL000224.1, GL000223.1, GL000195.1, GL000212.1,
GL000222.1, GL000200.1, GL000193.1, GL000194.1, GL000225.1, GL000192.1,
NC_007605, hs37d5]

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhhhhhhkkkkkkkkkkhkhhhhhhhkhkhkkkkkkkkkhhhhhhhhxx

Buscamos informacions* relacionada con este error y se nos indica que
una solucion es partir de una muestra sin alinear y alinearla con nuestro

genoma de referencia.

Podemos usar la herramienta picard con su opcion RevertSamss para
revertir el alineamiento y conseguir, a partir de nuestro fichero .bam

alineado, el mismo fichero sin alinear. Is

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ java -jar picard.jar RevertSam

I=chrll.bam O=uchrll.bam

Luego podriamos alinearlo con el genoma de referencia que hemos

estado usando con Mutect2 en los comandos anteriores.

54 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035891131
55 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360037057532-RevertSam-Picard-
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No obstante, decidimos buscar una alternativa, consistente en encontrar

algun conjunto de datos ya preparado, teniendo en cuenta los problemas

encontrados con la generacion propia. Encontramos conjuntos de datos

proporcionados por el instituto

genomicas. Partiendo de esta pa

Broad para el analisis de secuencias

gina:

https://console.cloud.google.com/storage/browser/genomics-public-

data/resources/broad/hg38/v0;tab=0objects?prefix=&forceOnObjectsSortingFiltering=false

Nos descargamos los ficheros:

| resources_broad_hg38_v0_Homo_sapiens_assembly38.dict

| resources_broad_hg38_v0_Homo_sapiens_assembly38 fasta

| resources_broad_hg38_v0_Homo_sapiens_assembly38.fasta fai

Luego les cambiamos el nombre para acortarlos eliminando el texto

anterior a Homo.

Luego nos descargamos los fich

eros de ejemplo que se describen en el

tutorial 11136 de cdmo usar Mutect2°6.

Finalmente tenemos los ficheros

sonia@sonia-Virtua
total 1356384

- TWXTWX- - -

- TWXTWX- - -
- TWXTWX- - -
- TWXTWX- - -
- TWXTWX- - -
- TWXTWX- - -
- FWXTWX- - -
drwxrwxr -x
- FWXTWX- - -

607714
28618
754824
25282
757396
3744912
373599558
4096
2126864
437801420
4096

4096
255301
ELLYE
15312
2096768
sonia sonia 567033677 ene 18 2018
sonia sonia 78 ene 18 2018
-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 ls

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
20:40
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia

sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia
sonia

ene
ene
ene
ene
ene
dic
ene
ene
ene
ene
ene
ene
ene
ene

- FWXTWX- - -
drwxrwx---
drwxrwx---
- FWXTWX- - -
-TWXTWX- - -
-TWXTWX- - -
-TWXTWX- - -
-TWXTWX- - -
- TWXTWX -
sonia@son

18

RRERREBRRABRNNRERRNRRR R R RS

ia
total 3174480

1 sonia sonia 581712 nov 29 17:42
1 sonia sonia 3249912778 nov 29 17:48
1 sonia sonia 160928 nov 29 17:42

“TWXTWX---
“TWXTWX---
“TWXTWX---

56

Tutorial: https://gatk.broadinstitute.org/

necesarios para acometer el analisis:

4_NA19771.
4_NA19771.
5_HGB2759.
5_HGO2759.vcf.gz.tbi

chri7plus.interval_list

HGOO190.bal

HGO0190.bam

hg38

normal.bai

normal.bam

precomputed

resources

somatic_m2.vcf.gz

somatic_m2.vcf.gz.tbi
tumor_artifact.pre_adapter_detail_metrics.txt
tumor.bai

tumor.bam

tumor_calculatecontamination.table

hg38 -1

vcf.gz
vcf.gz.tbi
vcf.gz

Homo_sapiens_assembly38.dict
Homo_sapiens_assembly38.fasta
Homo_sapiens_assembly38.fasta.fal

hc/en-us/articles/360035889791?id=11136#ref4;

Ficheros:

https://drive.google.com/drive/folders/13RIJCtKEhAXKCnLr-aQilFL1Qld57bpHx

También podemos descargarnos los ejem

plos de otros tutoriales de ftp://gsapubftp-

anonymous@ftp.broadinstitute.org/tutorials/datasets.
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8.5 Anexo V. Pasos para la obtencion de variantes soméaticas
usando Mutect2

Usamos la siguiente orden para hacer el calling con Mutect2, de las

muestras extraidas en los pasos detallados en el Anexo IV:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ ../gatk/gatk --java-
options "-Xmx2g" Mutect2 \

-R hg38/Homo sapiens assembly38.fasta \

-I tumor.bam \

-I normal.bam \

—tumor HCC1143 tumor \

-normal HCC1143 normal \

-pon resources/chrl7 m2pon.vcf.gz \

--germline-resource resources/chrl7 af-only-gnomad grch38.vcf.gz \
--af-of-alleles-not-in-resource 0.0000025 \
--disable-read-filter MateOnSameContigOrNoMappedMateReadFilter \
-L chrl7plus.interval list \

-0 1 somatic m2.vcf.gz \

-bamout 2 tumor normal m2.bam

En esta orden se indica la muestra tumoral y la normal usando la opcion -
| y a continuacién el fichero .bam con las secuencias. Luego se incluyen
las opciones -tumor y -normal y se indica el nombre del grupo de la
muestra. Este nombre, se puede obtener visualizando el campo SM del

fichero .bam:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ ../sam/samtools view -H normal.bam | grep "@RG" | head -n 2
ID:COENM.3 LB:Pond-139372 PL:illumina SM:HCC1143_normal PU:COENMACXX120224.3.CATGCTTA
DT:2012-02-24T05:00:00+0000
ID:COENM.4 LB:Pond-139372 PL:illumina SM:HCC1143_normal PU:COENMACXX120224.4.CATGCTTA
DT:2012-02-24T05:00:00+0000

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ ../sam/samtools view -H tumor.bam | grep "@RG" | head -n 2
ID:COHV4.4 LB:Pond-14758@ PL:illumina SM:HCC1143_tumor PU:COHV4ACXX120402.4.GACCTAAC
DT:2012-04-02T04:00:00+0000
ID:COHV4.6 LB:Pond-14758¢ PL:illumina SM:HCC1143_tumor PU:COHV4ACXX120402.6.GACCTAAC
DT:2012-04-02T04:00:00+0000

Después tenemos la opcion -pon. Esta opcidén se puede incluir o no, se
recomienda incluirla. La opcion -pon permite especificar un fichero de tipo
“‘panel de normales” (panel of normals). Un fichero de este tipo almacena
variaciones o mutaciones en una muestra normal respecto al genoma de
referencia, de tal manera, que al usarlo en la deteccion de variantes entre
una muestra normal y una tumoral, se puedan descartar como variantes
aquellas que estan contempladas en el fichero pon, pues si estan en el
fichero pon es que se trata de variantes germinales o derivadas del propio
proceso técnico (artefactos técnicos) de obtencidén de las muestras y no
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de mutaciones somaticas. El pon utilizado en el ejemplo lo proporciona el
instituto Broad, los pon siempre se generan a partir de muestras normales
de tejidos sanos que supuestamente no tienen alteraciones somaticas y
Su propaosito es capturar esas variaciones germinales y artefactos técnicos
gue luego permitiran mejorar los resultados del analisis. Las muestras
normales de las que se obtiene el pon deben haber sido obtenidas a nivel
técnico con las mismas propiedades con las que se obtienen las muestras
tumorales, es decir usando los mismos métodos para prepararlas, la
misma tecnologia de secuenciacion, etc. Ademas de ser muestras
procedentes de gente joven y sana, de forma que se minimice el riesgo
de usar una muestra normal de alguien con un tumor no diagnosticado.
Las muestras normales se suelen obtener de muestras de sangre. En el
instituto Broad los pon para la deteccion de variantes cortas (SNVs e

Indels) se obtienen usando la herramienta Mutect2°’.

Ademés del pon, podemos descartar otras variantes germinales
proporcionando datos de bases de datos contrastadas usando la opcion -
-germline-resource. EN este caso hay que especificar que variants se
descartan usando un % que indica que se descarten las variantes que
ocurran al menos con ese % de frecuencia poblacional en los ancestros.

En el comando empleado el % se ha marcado:

-—af-of-alleles-not-in-resource 0.0000025

Se ha utilizado la opcion -L para especificar que se lleve a cabo el analisis
no en el conjunto de datos al completo, sino en un subconjunto el cual
viene indicado en el fichero chri7plus.interval list. De esta forma se
reduce el tiempo de analisis que dadas las caracteristicas del equipo
donde se esta ejecutando podria no ser viable si se hiciera el analisis con
todo el conjunto al completo. Con un subconjunto ya se han tardado 22.2

minutos.

57 Ver punto 2 en https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035889791?id=11136#ref4
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Con la opcién -O indicamos cémo queremos que se llame el fichero .vcf

resultante del analisis.

Por ultimo, la opcidén — vamout, NOS permite obtener un fichero que luego
podemos visualizar para hacer una revisibn manual de las variantes

detectadas.

Al terminar, la orden muestra que la ejecucion ha sido exitosa después de

22.2 minutos:

read(s) filtered by: MappingQualityAvailableReadFilter
read(s) filtered by: MappingQualityNotZeroReadFilter
read(s) filtered by: MappedReadFilter

O
O
O
©@ read(s) filtered by: NotSecondaryAlignmentReadFilter

1402003 read(s) filtered by: NotDuplicateReadFilter

0 read(s) filtered by: PassesVendorQualityCheckReadFilter

0 read(s) filtered by: NonChimericOriginalAlignmentReadFilter

0 read(s) filtered by: NonZeroReferencelLengthAlignmentReadFilter

0 read(s) filtered by: ReadLengthReadFilter

0 read(s) filtered by: GoodCigarReadFilter

0 read(s) filtered by: WellformedReadFilter

2495430 total reads filtered

21:12:07.627 INFO ProgressMeter - HLA-A*24:03:01:2323 22.2 286818 12928.9
21:12:07.633 INFO ProgressMeter - Traversal complete. Processed 286818 total regions in 22.2 minutes.

21:12:08.006 INFO VectorLoglessPairHMM - Time spent in setup for JINI call : 0.556942756

21:12:08.009 INFO PairHMM - Total compute time in PairHMM computelLoglLikelihoods() : 33.224269993

21:12:08.009 INFO SmithWatermanAligner - Total compute time in java Smith-Waterman : 58.52 sec

21:12:14.252 INFO Mutect2 - Shutting down engine

[5 de diciembre de 2020 21:12:14 CET] org.broadinstitute.hellbender.tools.walkers.mutect.Mutect2 done. Elapsed time:
22.57 minutes.

Runtime.totalMemory()=213045248

Tool returned:

ISUCCESS

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365% l

Como resultado del analisis obtenemos estos ficheros:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ 1ls -1
total 1359116

48001 dic
35 dic

1790 dic
71008 dic
2664654 dic

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia
-rW-TW-r-- sonia sonia
-TW-TW-T-- sonia sonia
-rW-TW-r-- sonia sonia
-TW-TW-T-- sonia sonia

1
1
1
1

21:12

Z13 1 somatic m2.vcf.gz.stats
21: 1 somatic_m2.vcf.gz.tbi
Z13 2 _tumor_normal_m2.bal

2113 2_tumor_normal_m2.bam

En el fichero 1_somatic_mz2.vcf.gz esta el fichero .vcf con las variantes
detectadas. Debemos aplicar a este fichero un conjunto de filtros para

detectar los verdaderos positivos y los falsos positivos.

Se utiliza FilterMutectCalls para llevar esto a término:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$%
-V 1 somatic m2.vcf.gz \

-R hg38/Homo sapiens assembly38.fasta \

-0 somatic oncefiltered.vcf.gz

Concluido el comando nos muestra:
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20:02:35.516 INFO ProgressMeter - unmapped 0.1 656 5678.0
20:02:35.520 INFO ProgressMeter - Traversal complete. Processed 656 total variants in 0.1 minutes.
20:02:35.714 INFO FilterMutectCalls - Shutting down engine

[6 de diciembre de 2020 20:02:35 CET] org.broadinstitute.hellbender.tools.walkers.mutect.filtering.FilterMutectCalls
done. Elapsed time: 0.22 minutes.
Runtime.totalMemory()=629808096

Y se ha obtenido varios ficheros cuyo prefijo es el especificado en el

parametro -O:

sonia@@sonia-Virtua _

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 50864 dic 6 20:02

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 1817 dic 6 20:02 somatic_oncefiltered.vcf.gz.filteringStats.tsv
-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 1791 dic 6 20:02 somatic_oncefiltered.vcf.gz.tbi

Podemos ver los filtros que aplica la orden FilterMutectCalls usando este

comando:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% zcat somatic_oncefiltered.vcf.gz | grep "##FILTER"
=<ID=FAIL,Description="Fail the site if all alleles fail but for different reasons.">
=<ID=PASS,Description="Site contains at least one allele that passes filters">
=<ID=base_qual,Description="alt median base quality">
=<ID=clustered_events,Description="Clustered events observed in the tumor">
=<ID=contamination,Description="contamination">
=<ID=duplicate,Description="evidence for alt allele is overrepresented by apparent duplicates">
=<ID=fragment,Description="abs(ref - alt) median fragment length":>
=<ID=germline,Description="Evidence indicates this site is germline, not somatic">
=<ID=haplotype,Description="Variant near filtered variant on same haplotype.">
=<ID=1ow_allele_frac,Description="Allele fraction is below specified threshold">
=<ID=map_qual,Description="ref - alt median mapping quality"s>
=<ID=multiallelic,Description="Site filtered because too many alt alleles pass tumor LOD">
=<ID=n_ratio,Description="Ratio of N to alt exceeds specified ratio">
=<ID=normal_artifact,Description="artifact_in_normal">
=<ID=orientation,Description="orientation bias detected by the orientation bias mixture model">
=<ID=panel_of_normals,Description="Blacklisted site in panel of normals">
=<ID=position,Description="median distance of alt variants from end of reads">
=<ID=possible_numt,Description="Allele depth is below expected coverage of NuMT in autosome">
=<ID=slippage,Description="Site filtered due to contraction of short tandem repeat region"s>
=<ID=strand_bias,Description="Evidence for alt allele comes from one read direction only">
=<ID=strict_strand,Description="Evidence for alt allele is not represented in both directions">
=<ID=weak_evidence,Description="Mutation does not meet likelihood threshold">

Las variantes que son verdaderos positivos son etiquetadas con la
etiqueta PASS en el campo FILTER del fichero resultante de la ejecucion
de FilterMutectCalls (somatic_oncefiltered.vcf.gz). Las que
probablemente son falsos positivos son las que no han pasado alguno o
todos los filtros aplicados y contendran en el campo FILTER el nombre de

los filtros que no han pasado.

En este ejemplo:

chri17 2297261 . . base qual;normal_artifact;strand bias;weak evidence
chr17 2329275 . . weak_evidence

chrl7 2394409 . . PASS

Vemos gque las dos primeras lineas no han pasado uno o mas filtros y que

la tercera los ha pasado todos.
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Para obtener cuantas lineas de variantes detectadas contiene el fichero
vcf, hay que conocer como es el formato de estos ficheros. En la siguiente

imagen se muestra la estructura de un fichero vcf:

##fileformat
#HALT
##FILTER
##FORMAT
##INFO
##contig
##reference

HEADER

#record headers

RECORDS
[] variant site record

[ variant site record
[J] variant site record

Figura 12. Estructura de un fichero vcf
(Fuente: https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035531692-VCF-Variant-Call-Format)

Después de las lineas de la cabecera (HEADER) y de la linea con los
nombres de los campos (#record headers), aparece una linea para cada

una de las variantes detectadas.

Filtraremos el fichero para quedarnos solo con las lineas de las variantes,
contaremos todas, luego contaremos las que contienen PASS en el
campo FILTER. La relacion entre las que contienen PASS vy el total nos
da la tasa de verdaderos positivos. La relacion entre las que no contienen

PASS y el total nos da la tasa de falsos positivos.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ zcat somatic oncefiltered.vcf.gz

| grep -v "#" | wc -1

164

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136% zcat somatic oncefiltered.vcf.gz
| grep -v "#" | grep "PASS" |wc -1

28

Tasa de verdaderos positivos = 28/ 164 = 0,17

Tasa de falsos positivos = 1- 0,17 = 0,83
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8.6 Anexo VI. Instalacion VarScan?2

Para descargar la herramienta accedemos a la direccion

http://varscan.sourceforge.net. Al acceder nos informa que debemos

dirigirnos a un repositorio de GitHub (http://dkoboldt.github.io/varscan/)

para la descarga de la Ultima version.

Descargamos el fichero .jar y luego hacemos una prueba de ejecucion

desde la linea de comandos:

Abriendo VarScan.v2.3.9.jar

Ha elegido abrir:
[l VarScan.v2.3.9.jar

que es: archivador Java (109 KB)
de: https://kumisystems.dl.sourceforge.net

{Qué deberia hacer Firefox con este archivo?

Abrir con e

© Guardar archivo

Cancelar Aceptar

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmS 1s
bwa-0.7.17 gdc-client tutorial_8017
chrii.bam sam uchri1i.bam

chriisSplit IGV_Linux_2.8.10
gatk tutorial_11136

Cambiamos el nombre del fichero .jar para manejarlo mejor

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ mv VarScan.v2.3.9.7jar VarScan.jar

Luego probamos su funcionamiento (se muestran las primeras lineas de

la salida del comando):

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm$ java -jar VarScan.jar
VarScan v2.3
USAGE: java —-jar VarScan.jar [COMMAND] [OPTIONS]
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8.7 Anexo VIl. Pasos para la obtencidon de variantes sométicas
usando VarScan?2

Tomaremos como ficheros de partida, los .bam que usamos con Mutect2:
tumor.bam
normal.bam

Primero ordenamos los ficheros por posicién, usando samtools y su
opcion sort. Creamos también los ficheros indices de estos nuevos

ficheros ordenados, con la opcién index de samtools.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136% ../sam/samtools sort tumor.bam -
O tumor sorted.bam

[bam sort core] merging from 2 files and 1 in-memory blocks...
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136% ../sam/samtools sort normal.bam
-o normal sorted.bam

[bam sort core] merging from 2 files and 1 in-memory blocks...
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136% 1ls -1 * sorted*.*

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 374021620 dic 8 20:42 normal sorted.bam

-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 486374961 dic 8 20:37 tumor sorted.bam

Convertimos estos ficheros a formato pileup:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ ../sam/samtools mpileup -f
hg38/Homo_sapiens assembly38.fasta normal sorted.bam > normal.pileup
[mpileup] 1 samples in 1 input files
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ 1ls -1 normal.pileup
-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 775501217 dic 8 22:33 normal.pileup

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ ../sam/samtools mpileup -f
hg38/Homo_sapiens assembly38.fasta tumor sorted.bam > tumor.pileup
[mpileup] 1 samples in 1 input files

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ ls -1 tumor.pileup
-rw-rw-r-- 1 sonia sonia 961029926 dic 8 23:08 tumor.pileup

Efectuamos el andalisis con VarScan2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial 11136$ java -jar ../VarScan.jar somatic
normal.pileup tumor.pileup somatic varsan

Al lanzar el analisis nos informa de los valores de los parametros por

defecto:
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Normal Pileup: normal.pileup
Tumor Pileup: tumor.pileup

coverage:
reads2: 2
strands2:
var freq:

8x for Normal, 6x for Tumor

1
0.2

freq for hom:

1
1.
1

P-value thresh: ©0.99
Somatic p-value:

Una vez concluido el analisis nos muestra un resumen del mismo:

11570336 positions in tumor

5696 positions shared in normal

1471 had sufficient coverage for comparison
1423 were called Reference

O were mixed SNP-indel calls and filtered

30 were called Germline
16 were called LOH

2 were called Somatic

® were called Unknown

0 were called Variant

Nos indica que las posiciones coincidentes entre la muestra normal y el

tumor son 5696 de las que 1471 tienen la suficiente cobertura para ser

comparadas. De estas 1471, ya se encuentran en los datos de referencia

1423 por lo que quedan 48 que se clasifican en 30 de tipo germinal, 16

LOH y solo 2 somaticas.

Concluido el analisis se generan dos ficheros, uno con la extension .indel

y otro con la extension .snp; en el primero aparecera una linea por cada

variante de tipo insercion/eliminacion encontrada; en el segundo una linea

por cada variante de tipo SNP encontrada.

El fichero .snp contiene 48 lineas, el campo numero 13 denominado

somatic_status, indica el tipo de variante (Germline, LOH, Somatic,

Unknown, Variant).

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% cat somatic_varsan.snp | head | cut -f 1,2,3,4,13

chrom
chré
chré
chré
chreé

chré
chré
chré
chré
chreé

position
29890313
29890630
29890699
29890706
29942488
29942497
29942499
29942512
29942517

ref

no—HoonNn-Hon

var
A

somatic_status
Germline
Germline
Germline
Germline
Germline
Germline
Germline
Germline
Germline
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8.8 Anexo VIII. Instalacion SomaticSniper

Accedemos a la pagina http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-

sniper/

Y en la pestafia de instalation se nos indica que primero instalemos una

serie de paquetes de los que depende SomaticSniper

sonia@sonia-VirtualBox:~$ sudo apt-get install build-essential git-core cmake zliblg-dev libncurses-dev
[sudo] password for sonia:
Leyendo lista de paquetes... Hecho
Creando &rbol de dependencias
Leyendo la informacidén de estado... Hecho
Nota, seleccionando «libncurses5-dev» en lugar de «libncurses-dev»
build-essential ya esta en su version mas reciente (12.1lubuntu2).
libncurses5-dev ya estd en su versidn mads reciente (6.0+20160213-1ubuntul).
zliblg-dev ya estad en su versién mas reciente (1:1.2.8.dfsg-2ubuntu4.3).
Tal vez quiera ejecutar «apt-get -f install» para corregirlo:
Los siguientes paquetes tienen dependencias incumplidas:
cmake : Depende: cmake-data (= 3.5.1-1ubuntu3) pero no va a instalarse
Depende: libjsoncppl pero no va a instalarse
linux-generic-hwe-16.04 : Depende: linux-headers-generic-hwe-16.04 (= 4.15.0.128.127) pero 4.15.0.126.125 va a ser instalado
E: Dependencias incumplidas. Intente «apt-get -f install» sin paquetes (o especifique una solucién).

Aungue parece que algunos paquetes tienen otras dependencias y no se
instalan, vamos a continuar con los siguientes pasos por si realmente no

se necesitasen.

El siguiente paso es clonar el repositorio de github de SomaticSniper.

Primero nos cambiamos a la carpeta del tfm y luego lo clonamos ahi:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmS git clone git://github.com/genomefsomatic-sniper.git
Clonar en «somatic-sniper»...

remote: Enumerating objects: 1228, done.

remote: Total 1228 (delta ©), reused @ (delta @), pack-reused 1228

Receiving objects: 100% (1228/1228), 3.42 MiB | @ bytes/s, done.
Resolving deltas: 100% (565/565), done.
Comprobando la conectividad.. hecho.

Esto nos crea una carpeta denominada somatic-sniper. Cambiamos a

esta carpeta y ejecutamos:

Nos indica que debemos instalar el programa cmake:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/but

Leyendo lista de paquetes... Hecho

Creando arbol de dependencias

Leyendo la informacidn de estado... Hecho

Tal vez quiera ejecutar «apt-get -f install» para corregirlo:

Los siguientes paquetes tienen dependencias incumplidas:

cmake : Depende: cmake-data (= 3.5.1-1ubuntu3) pero no va a instalarse
Depende: libjsoncppl pero no va a instalarse

linux-generic-hwe-16.04 : Depende: linux-headers-generic-hwe-16.04 (= 4.15.0.128.127) pero 4.15.0.126.125 va a ser instalado
E: Dependencias incumplidas. Intente «apt-get -f install» sin paquetes (o especifique una solucién).
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Al intentar instalarlo nos da un problema de dependencias y nos sugiere
ejecutar apt-get install con la opcion -f, opcion que permite resolver

problemas de dependencias y paquetes rotos, procedemos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/build$ sudo apt-get -f install

Una vez concluida la ejecucion del comando anterior, repetimos la

instalacion de cmake:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/buildS sudo apt install cmake

En esta ocasion todo funciona correctamente. Volvemos a repetir la

ejecucion de la siguiente orden:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/buildS cmake ../

Después:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/build$ make deps

Luego:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/build$ make -j

Y por ultimo:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/somatic-sniper/build$ make test

Test project fhome/sonia/tfm/somatic-sniper/build
Start 1: SniperUnitTests

1/2 Test #1: SniperUnitTests
Start 2: Sniper

2/2 Test #2: SNiPEr .. iviinsansonsnnssnssanss

100% tests passed, 0 tests failed out of 2
Label Time Summary:

integration 1.45 sec (1 test)

unit 0.02 sec (1 test)

Total Test time (real) = 1.48 sec

Podemos encontrar el fichero bam-somaticsniper en la ruta somatic-

sniper/build/bin.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmfsomatic-sniper/build$ 1s -1 bin
total 372

-rWXrwxr-x 1 sonia sonia 379920 dic 27 21:21 bam-somaticsniper
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8.9 Anexo IX. Pasos para la obtencion de variantes soméaticas
usando SomaticSniper

Probamos a ejecutar SomaticSniper primero en el Modo 1, modo por

defecto, considerando las muestras tumor-normal independientes sin usar

ninguna opcién adicional de las disponibles.

Modo 1:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% .. /somatic-sniper/build/bin/bam-somaticsniper -f hg38/Homo_sapiens_assembly38.fasta
tumor .bam normal.bam snv_somaticsniper
Preparing to snipe some somatics

Using prior probabilities
Normal bam is normal.bam
Tumor bam is tumor.bam

Después de unos 20 minutos, el analisis concluye y podemos ver el fichero

de salida snv_somaticsniper en la carpeta:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% 1s -1 snv_somaticsniper

-TWw-rw-r-- 1 sonia sonia 250518 dic 27 22:19 snv_somaticsniper

El nimero de filas del fichero es:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ cat snv_somaticsniper | wc -1

3017

Al no haber utilizado la opcién -F con el valor vcf, la salida se efectla en
el modo clasico. En cada linea del fichero, en este modo, aparecen 26
valores separados por tabuladores.

Tabla 3. Valores de cada fila del fichero resultante de un andlisis con
SomaticSniper. Formato clasico del fichero de salida®®

Chromosome

Position

Reference base

IUB genotype of tumor

IUB genotype of nhormal

Somatic Score

Tumor Consensus gquality

Tumor variant allele quality

Tumor mean mapping quality

10. Normal Consensus quality

11. Normal variant allele quality

12. Normal mean mapping quality

13. Depth in tumor (# of reads crossing the position)

14. Depth in normal (# of reads crossing the position)

15. Mean base quality of reads supporting reference in tumor

16. Mean mapping quality of reads supporting reference in tumor

CE N A~WNE

58 Esta tabla y las siguientes estan extraidas de la pagina de documentacion de SomaticSniper:
http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/documentation.html
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17. Depth of reads supporting reference in tumor

18. Mean base quality of reads supporting variant(s) in tumor

19. Mean mapping quality of reads supporti

ng variant(s) in tumor

20. Depth of reads supporting variant(s) in tumor

21. Mean base quality of reads supporting reference in normal

22. Mean mapping quality of reads supporti

ng reference in normal

23. Depth of reads supporting reference in normal

24. Mean base guality of reads supporting variant(s) in normal

25. Mean mapping quality of reads supporti

ng variant(s) in normal

26. Depth of reads supporting variant(s) in normal

Nos interesa mas la salida en formato vcf, cuyos valores para cada linea

contienen los siguientes campos:

Tabla 4. Valores de cada fila del fichero resultante
de un analisis con SomaticSniper. Formato vcf para

el fichero de sal

ida

Chromosome

Position

ID (unused)

Reference base

Alternate bases (comma separated)

Quality (unused)

Filters (unused)

INFO (unused)

© oNOoG~WNE

FORMAT specification f

or each sample

10. NORMAL sample data

11. TUMOR sample data

Tabla 5. Campo FORMAT, fichero vcf salida de SomaticSniper

ID Number Type Description

GT 1 String Genotype

IGT 1 String Genot}fpc? v_vhen ?alled independently (only filled if
called in joint prior mode)

DP 1 Integer Total read depth

DP4 4 Integer Number of high-quality ref-forward bases, ref-reverse,
alt-forward, and alt-reverse bases

BCOUNT 4 Integer Occurrence count for each base at this site (A,C,G,T)

GQ 1 Integer Genotype quality

1GQ 1 Integer Joint genotype quality (only filled if called in joint prior
mode)

VAQ 1 Integer Variant quality
Average base quality of each base in the call, reported

BQ ’ Integer in alphabetical order (A,C,G,T)

MQ 1 Integer Average mapping quality across all reads.
Average mapping quality of each base in the call,

AMQ ' Integer reported in alphabetical order (A,C,G,T)
Variant status relative to non-adjacent normal:

SS 1 Integer 0=wildtype, 1=germline, 2=somatic, 3=LOH,
4=unknown

SSC 1 Integer Somatic Score
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Nos interesara fijarnos en el valor del campo FORMAT del tumor, y dentro
de este en el valor del identificador SS, que puede tomar los siguientes

valores:
O=wildtype, 1=germline, 2=somatic, 3=LOH, 4=unknown

Por otro lado, se recomienda la ejecucion del comando usando algunas
de las opciones que tiene. En concreto la opcién -Q con el valor ajustado
a 40y las opciones -G y -L. La opcién -Q permite filtrar la salida, de forma
gue no se muestran aquellas variaciones (snv) con una calidad menor que
la indicada. La opcion -G y -L permiten reducir los posibles falsos positivos

sin afectar mucho a la sensibilidad.

Procedemos a ejecutar, en el Modo 1, la orden con la opcion -F vcf y el

resto de las opciones anteriormente mencionadas:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 ../somatic-sniper/build/bin/bam-somaticsniper -Q 40 -G -

hg38/Homo_sapiens_assembly38.fasta tumor.bam normal.bam snv_somaticsniper.vcf

Como siempre, en el fichero vcf resultante tendremos las lineas de

cabecera y luego las correspondientes a las variantes detectadas:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat snv_somaticsniper.vcf | head
##fileformat=VCFv4.1

##fileDate=20201227

#iphasing=none

##reference=file://hg38/Homo_ sapiens_assembly38.fasta

##FORMAT=<ID=GT ,Number=1,Type=String,Description="Genotype">

=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total read depth">
##FORMAT=<1D=DP4,Number=4,Type=Integer ,Description="# high-quality ref-forward bases, ref-reverse, alt-forward a
nd alt-reverse bases">
##FORMAT=<ID=BCOUNT ,Number=4,Type=Integer ,Description="0ccurrence count for each base at this site (A,C,G,T)"=>
##FORMAT=<ID=GQ,Number=1,Type=Integer,Description="Genotype quality"=>
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ cat snv_somaticsniper.vcf | grep -v "#" | wc -1
136

En total son 136 lineas de variantes.

Si analizamos el contenido de una linea:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136$ cat snv_somaticsniper.vcf | grep -v "#" | head -n 1
chreé 29944538 A C GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:JGQ:VAQ:BQ:MQ:AMQ:55:55C

©/0:0/0:33:20,7,0,6:27,4,1,0:53:,:0:31:57:59:8:,  1/1:1/1:10:0,1,0,9:1,9,0,0:43:.:54:33:53:58:2:69
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El valor de los campos descritos en la Tabla 4 es:

Chromosome chré
Position 29944538
ID (unused) .
Reference base A
Alternate bases (comma | C
separated)

Quality (unused)
Filters (unused)
INFO (unused) .
FORMAT specification for each | GT:IGT:DP:DP4:BCOUNT:GQ:JGQ:VAQ:BQ:MQ:AMQ:SS:SSC

sample
NORMAL sample data 0/0:0/0:33:20,7,0,6:27,4,1,0:53:.:0:31:57:59:0:.
TUMOR sample data 1/1:1/1:10:0,1,0,9:1,9,0,0:43:.:54:33:53:58:2:69

En concreto el valor que nos interesa es el remarcado en verde en la tabla

anterior.

Procedemos a filtrar las 136 lineas para quedarnos con las variantes de

tipo 2, que son las sométicas: SS=2.

Usamos el comando cut para quedarnos con el dltimo campo de las lineas
gue contiene el valor de FORMAT del tumor. Y luego con grep nos
guedamos con las lineas que tengan al final ($) el patron :2:cualquier
combinacioén de los numeros del 0 al 9 ([0-9]*).

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% cat snv_somaticsniper.vcf | grep -v "#" | cut -f 11 | grep ":2:[0-9]*5%" | wcC
-1

136

Como vemos, el numero de lineas sigue siendo 136, por tanto, son 136
las variantes somaticas detectadas con las opciones utilizadas al ejecutar

SomaticSniper.

Podemos repetir lo mismo, con las mismas opciones, pero en el Modo 2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 ../somatic-sniper/build/bin/bam-somaticsniper -Q 40 -G -L -3 -F vcf -f
hg38/Homo_sapiens_assembly38.fasta tumor.bam normal.bam snv_somaticsniperM2.vcf
Using priors accounting for somatic mutation rate. Prior probability of a somatic mutation is 6.06186008

Preparing to snipe some somatics

Using prior probabilities

Normal bam is normal.bam

Tumor bam is tumor.bam

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep -v "#" | wc -1
59

Ahora el nimero de variantes detectadas se reduce a 59.

De las cuales son todas somaticas.
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sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep -v "#" | cut -f 11 | grep ":2:[@-9]*
$" | we -1

59

Si queremos saber en qué cromosomas se han detectado las variantes
podemos mostrar este ultimo fichero con cat y more para verlo paso a
paso. No son demasiadas lineas. El vistazo rapido nos indica que los

cromosomas son el chr6, el 17 y el 11. Para comprobarlo contamos:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmftutorial_11136$ cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chr6” | wc -1
6
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chri?" | wc -1

50
sonia@sonia-VirtualBox:~/tfmftutorial_11136$ cat snv_somaticsniperM2.vcf | grep "chri1”™ | wc -1
3

Sumando 6+50+3=59 total lineas de variantes detectadas.
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8.10Anexo X. Instalacion Strelka2

Primero descargamos el fichero comprimido que contiene la distribucion
de Strelka2:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% wget https://github.com/I1lumina/strelka/releases/download/v

2.9.2/strelka-2.9.2.centos6_x86_64.tar.bz2

A continuacion, descomprimimos el archivo:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S tar xvjf strelka-2.9.2.centos6 x86_64.tar.bz2

Luego efectuamos la ejecucion de la prueba recomendada relacionada

con la deteccién de variantes somaticas:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S bash strelka-2.9.2.centos6_x86_64/bin/runStrelkaSomaticWork

lowDemo.bash

Cuyo resultado es exitoso:

Completed demo workflow execution.

Starting comparison to expected results.
Expected results dir: strelka-2.9.2.centos6_x86_64/bin/../share/demo/strelka/expectedResults
Demo results dir: ./strelkaSomaticDemoAnalysis/results/variants

No differences between expected and computed results.

Demo/verification successfully completed

También se proporciona otra prueba para la deteccion de variantes

germinales, pero no la ejecutamos.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% bash strelka-2.9.2.centos6_x86_64/bin/runStrelkaGermlineWork

flowDemo.bashl]

Una vez instalado se crea una carpeta que contiene la distribucion de
Strelka2 y la carpeta con las demos. (strelka-2.9.2.centos6 x86 64,
strelka-2.9.2.centos6_x86_64).

Dentro de la carpeta strelka-2.9.2.centos6_x86 64, esta la carpeta bin,
dentro de la cual esta un fichero Python que permitira la configuracion
necesaria para la ejecucion del analisis somatico

(configureStrelkaSomaticWorkflow.py):
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sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136% 1s -1 strelka-2.9.2.centos6 x86 64/bin
total 36

-TWXI-XI-X
~FW-r--r--
-TWXM-XI-X

sonia sonia 8537 mar
sonia sonia 606 mar
sonia sonia 6085 mar

2018 configureStrelkaGermlineWorkflow.py
2018 configureStrelkaGermlineWorkflow.py.ini
2018 configureStrelkaSomaticHorkflow.py

2018 configureStrelkaSomaticWorkflow.py.ini
2018 runStrelkaGermlineWorkflowDemo.bash
2018 runStrelkaSomaticWorkflowDemo.bash

sonia sonia 3465 mar
sonia sonia 3384 mar

-TWXF-XI-X
-TWXF-XI-X

MR R R R R

1
1
1
-rW-r--r-- 1 sonia sonia 2580 mar
1
1

El resto de los ficheros son para el analisis de variantes germinales, los

script para la ejecucion de las demos, y los .ini de configuracion.

8.11Anexo Xl. Pasos para la obtenciéon de variantes somaéaticas
usando Strelka2

Para la obtencién de variantes somaticas con Strelka2 hay que efectuar

dos pasos. El primero consiste en la configuracion de los datos de entrada

y las opciones y el segundo en la ejecucion de flujo de trabajo que permite

la obtencién de las variantes somaticas.

Para la configuracion usamos la siguiente orden:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_111365 strelka-2.9.2.centos6_x86_64/bin/configureStrelkaSomatichork
flow.py --normalBam normal.bam --tumorBam tumor.bam --referenceFasta hg38/Homo_sapiens_assembly38.fasta -
-runDir strelka2z_somatic

Successfully created workflow run script.
To execute the workflow, run the following script and set appropriate options:

J/home fsonia/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/runWorkflow.py

Tras la ejecucion de la anterior orden de configuracién aparece el
directorio  strelka2_somatic, que contiene el fichero Python

runWorkflow.py que usaremos para la ejecucion final del analisis.

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136S5 1ls strelkaz somatic

results runWorkflow.py runWorkflow.py.config.pickle workspace

Ejecutamos el siguiente paso:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ strelka2_somatic/runWorkflow.py -m local

Una vez concluido el analisis se almacena el resultado en la carpeta

results/variants

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ ls

somatic.indels.vcf.gz.tbi somatic.snvs.vcf.gz.tbi
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En esta direccion podemos ver informacion sobre el modo de interpretar

los resultados del analisis:

https://github.com/lllumina/strelka/blob/v2.9.x/docs/userGuide/README.
md#outputs

Como resultado del andlisis soméatico obtenemos un fichero que contiene
todas las variantes de tipo SNVs descubiertas en la muestra tumoral, en
nuestro caso el fichero somatic.snvs.vcf.gz; y otro fichero que contiene

las variantes de tipo indel: somatic.indels.vcf.gz.

Contemos las lineas de cada uno de estos ficheros:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelkaz_somatic/results/variants$ zcat somatic.snvs.vcf.gz | grep -v "#" | wc -1
2806

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ zcat somatic.indels.vcf.gz | grep -v "#" | wc -1
80

Veamos cuantas pasan los filtros:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$ zcat somatic.indels.vcf.gz | grep "PASS" | wc -1
i

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelkaz_somatic/results/variants$ zcat somatic.snvs.vcf.gz | grep "PASS"| wc -1
67

Los cromosomas en los que son detectadas las variantes son el chrl?7,

una variante de tipo indel:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelka2_somatic/results/variants$S zcat somatic.indels.vcf.gz | grep "PASS"
chri7 81647906 T TTAAC o SOMATIC;QSI=58;TQSI=1;NT=ref;QSI_NT=51;TQSI_NT=1;5GT=ref->het;M

Q=608.00;MQO=0;RU=TAAC;RC=1;1C=2;IHP=3;SomaticEVS=17.28 DP:DP2:TAR:TIR:TOR:DP50:FDP50:SUBDP508:BCN58 4:4:4,4:0,0:0,0:4.59:0.
00:0.00:0.00 28:28:0,0:27,28:3,3:26.97:0.02:0.00:0.00

Y también el chrl? en las variantes de tipo snv:

sonia@sonia-VirtualBox:~/tfm/tutorial_11136/strelkaz_somatic/results/variants$ zcat somatic.snvs.vcf.gz | grep "PASS"
| grep "chr17" | wc -1

67
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