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Introduccion

CircRNAs: RNA circular que:

* Se supuso inicialmente que era resultado de procesado erroneo.
e Alta expresion en gran numero de genes humanos.

 Enlace covalente especial cabeza a cola (backsplice).
 Multiples funciones, una de ella biomarcador tumoral.

Existen diversas herramientas de alineamiento basadas en tablas Hash o
en el algoritmo Burrows-Wheeler.

También hay disponibles diferentes herramientas de identificacion de
circRNAs.
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Introduccion (I1)

Los arboles de decision son una técnica de Machine Learning que:
 Permite resolver problemas de clasificacion.

e Destaca por su simplicidad y eficiencia.

e Estan suficientemente probados.

 Se encuentra disponible en Ry otros paquetes de software.

Se puede emplear la métrica Information Gain para reducir |la
entropia.
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Objetivo

Generacion de un modelo bioinformatico
gue permita establecer un conjunto de
circRNAs que actuen como biomarcadores
moleculares para el adenocarcinoma

pulmonar, capaz de clasificar muestras de

tejido pulmonar como sanas o tumorales.



Objetivo. Proceso

Generacion de Pipeline de
identificacion de circRNAs

Datos de secuenciacion de >@
muestras de tejidos sano y con
adenocarcinoma pulmonar Datos de expresion de

circRNAs

Construccion de Modelo de
Clasificacion

4

Biomarcadores candidatos
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Planificacion

Hombre

E1. Trabajo Fin de Master
E11.1 Desarrollar un pipeline que permita identificar circRNAS.
1.1, 1 Identificaciin de algoritmos v herramientas de identificacdn de drcRMAs.
1. 1.2 Andlsis de la informacidn disponible en The Cancer Genome Atlas.
1. 1.3 Generacidn del pipelne a partir dz las herramigntas selecdonadas,
M1.1 Pipsline de idenbficacidn de SreRNAS generads
E11.2 Aplicar el pipeline a muestras de adenccarcinema pulmonar
1,2, 1 Division de la informacdn en un grupo de enfrenamiento v uno de test. Cc
1.2.2 Aplcaodn del ppelne definido al conjunts de datos de entrenameento v 3
M1.2 Datos de circRMA obtenidos
H1.3 Generar un modelo que facilite la dasificacion de muestras como 1
H1.4 Obtener un conjunto inicial de biomarcadores circRNAS
I E1.5 Generacidn de la documentacion y presentacon l
1.5.1 Generaciin de Informe de seguimento: Desarrolo del proyecto Fase 1.
M1.5.1 Entrega del Primer Informe de Seguimients
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Planificacion

Hombre

El 1. Trabajo Fin de Master

1.1 Desarrollar un pipeline gue permita identificar circRNAs.

1.2 Aplicar el pipeline a muestras de adenocarcinoma pulmonar

E 1.3 Generar un modelo que facilite la clasificacion de muestras como #
1.3.1 Construccidn del modelo de Arboles de dedsién e Information Gain aplicar
1.3.2 Verificacidn del modelo con el conjunto de test.
M1.3 Modelo verificado

E 1.4 Obtener un conjunto inicial de biomarcadores circRNAs
1.4.1 Extraccén de un conjunto de crcRMAs con diferente expresion, a partir ¢
1.4.2 Comprobacion de existencia de informacion sobre los crcRMAs obtenidos.
M1.4 Biomarcadores de crcRMA disponibles

E 1.5 Generacion de la documentacion y presentacion
1.5.1 Generacion de Informe de seguimiento: Desarrollo del proyecto Fase I,
M1.5,1Entrega del Primer Informe de Seguimiento
1.5.2 Generacion de Informe de seguimiento: Desarrollo del proyecto Fase 11,
M1.5,.2 Entrega del Segunda Informe de Seguimiento
1.5.3 Redaccidn de la memaria,
M1.5.3 Entrega de la Memaria
1.5.4 Elaboracion de la presentacidn,
M1.5.4 Entrega de |la Presentacidn
1.5.5 Ensayo de |a Defensa publica.
M1.5,.5 Defensa poblica
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Desarrollo. Identificacion de circRNAs

Arranque del Pipeline Fichero con

enlaces a los
datos

hd

Descarga de siguiente
fichero con wget

J’ Fichero SRA

— - Ficheros .
Conversi6n del fichero SRA | ¢ Arranque del pipeline
a ficheros fastqg CIRIZ2
E h i
i Ficheros fastq Concatenacion de secuencias _,| Creacién de indice Alineamiento con Procesado con CIRI2 L
i de genoma si no existen con bwasino existe | bwa _"
Arranque del pipeline L, Concatenacion de secuencias L, Creacion de indice . Alineamiento con | | Procesado con CircExplorer
CircExplorer2 de genoma si no existen con STAR si no existe STAR (parse y annotate)
R . i Concatenacidn de secuencias | | Creacién de indices de genoma, transcriptoma | Ejecucion de KNIFE para |
Arrangue del pipeline i de genoma, transcriptomay P vy ribosoma con bowtie y bowtie2, y de las i_.‘: alineamientos (bowtie y 5
NIFE cTTTTTTTTT *"i ribosoma si no existen b uniones linear y scrambled con KNIFE sino | bowtie2)y procesadodelos
"""""""""""""""" EEEEE existen Do datos.
L e e e o ! bmmmmmm e e = B 1
v
Procesado de Resultados

por muestra (Integracion en
SQLlite y generacion de C5V)

.

Borrado de ficheros
intermedios




Desarrollo. Identificacion de circRNAs (I1)

Continuacién del Pipeline Ficheros con
datos de cada
v ,: muestra
Unidn de los datos de las L

diferentes muestras en un
unico fichero

Fichero
consolidated_result

Fases posteriores de
generacion y validacion del
modelo




Desarrollo. Datos de expresion de circRNAS

« 7577 circRNAs detectados, 118 por los 2 CIRI2 y CIRCEXxplorer2

« De ellos, 6217 en una sola muestra, 749 en dos muestras, 249
en 3 muestras, 112 en 4 muestras. El resto:

circRNAs por numero de muestras
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Desarrollo. Preparacion de los datos

* Normalizacion usando metrica RPM (Read Per Million Mapped Reads).

RPM = (reads_.qna * 10°) / reads_g; e

« Conjuntos de entrenamiento (28 muestras, 14 sanas y 14 tumorales) y
test (12 muestras, 6 sanas y 6 tumorales).

« Desarrollado en R con paguetes especificos (rpart, caret, gmodel)

UOC



Desarrollo. Modelo de arbol de decision

"pred cla=sz")
yes -chr5_plus_151026992_151027531 >= 0.014{no — -

teszt[, "condition"] ] 1 Eow Total |

_____________________________________________________ |

; y = y & |

0.74 1.000 0,000 0.500 |

\68% 0.857 0.000 |

chré_plus 22161796 22162648 >= 0.021 0.500 0.000 |

_____________________________________________________ |

Ty - - > &1

0 0.167 0.833 0.500 |

017 0.143 1.000 |

\21% . :

chri_plus 44810607 44810720 < 0.006 0.083 0.417 :

Column Total T 5 12 |

0.583 0.417 |

_____________________________________________________ |
0 0 1 1)
0.00 0.00 1.00 1.00
32% 18% 4% 46%
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Resultados. Importancia de las variables

chri_plus_44810607_44810720

chri_plus_211312835_2112312938

chri_minus_16484823 16631109

chrg_minus_32062157_32067984

chr1e_plus_40609745_4060987T1

:hr12_plus_1039384138_1035939569

chrii_minus_562516794_62517009

hrt_minus_201490196_201496275

chr19_minus_13153357_13153506

chr10_plus_79611810_79612353

chri_plus_ 144207592 _ 144207804

chré_plus_22161796_22162645

chra_plus_151026992_151027531

T T T T T
3 4 5 G 7 a

dtree$variable importance




Resultados. Diferencia de expresion

W Tumoral
15

Diferencia de expresion de circRNAs
B Normal

18



chr5:151026992-151027531 (+)
[chr5:150406553-150407092]

chr8:22161796-22162648 (+)
[chr8:22019309-22020161]

chr7:144207692-144207804 (+)
[chr7:143904785-143904897]

chr10:79611910-79612353 (+)
[chr10:81371666-81372109]

chr19:13153357-13153506 (-)
[chr19:13264171-13264320]

chr1:201490196-201496275 (-)
[chr1:201459324-201465403]

chr11:62516794-62517009 (-)
[chr11:62284266-62284481]

Resultados. circRNAs

hsa_circ_0074576

chr8:22019183-
22020245

chr5:151025375|
151028130

chr1:201459327 |
201465386

chr11:62284210|
62284417

GPX3

SFTPC

RP4-545C24.1

SFTPA1

CTC-250114.6

CSRP1

AHNAK

CIRI2

CIRI2,
CIRCExplorer2
y KNIFE

CIRCExplorer2
y KNIFE

CIRCExplorer2

CIRCExplorer2

CIRCExplorer2

CIRI2 y
CIRCExplorer2



Resultados. circRNAs

chr12:103938418-103939569 (+) - - 2 solapados HSP90B1 CIRCExplorer2
[chr12:104332196-104333347] parcialmente

chr19:40609745-40609871 (+) - - - LTBP4 CIRCExplorer2
[chr19:41115651-41115777]

chr6:32062157-32067984 (-) - - - TNXB e CIRI2 y KNIFE
[chr6:32029934-32035761] intergénico
chr1:16484823-16631109 (-) - - - Varios genes  CIRI2 y KNIFE
[chr1:16811318-16957604]

chr1:211312835-211312938 (+) - - chr1:211485784 | RCOR3 CIRCExplorer2
[chr1:211486177-211486280] 211486360

chr1:44810607-44810720 (+) - - - BTBD19 CIRCExplorer2

[chr1:45276279-45276392]



Conclusiones

Generado un modelo de arbol de decision:

* (Capaz de predecir con un 91% de precision la condicion normal o
tumoral de las muestras.

* Sensibilidad de un 83,33% sobre el conjunto de test
* Especificidad de un 100%

Los circRNAs mas relevantes resultado del trabajo han sido identificados y
validados experimentalmente en estudios previos.

UOC



Trabajo futuro

Aplicacion del pipeline a un conjunto mayor de muestras de
adenocarcinoma pulmonar.

Aplicacion del pipeline a otros tipos de muestras.

Verificacion experimental de los circRNAs identificados como posibles
biomarcadores de adenocarcinoma pulmonar.

Incorporacion de otras herramientas de identificacion del circRNA al
analisis para poder obtener un mayor numero de circRNAs.
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