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2. Resumen del Trabajo Fin de Grado.

El ADN es un polimero' que contiene la mayor parte de la
informacidn necesaria para el desarrollo y funcionamiento de todos los
organismos vivos conocidos. La informacion esta fraccionada en diferentes
segmentos, los genes, que contienen variables que son individuales y que
determinan las caracteristicas de cada persona. Entre ellas, hay dos que son
de especial importancia para la atencion sanitaria: la susceptibilidad
genética de padecer una enfermedad y la capacidad de responder de forma
diferencial a un medicamento, denominado farmacogenética". Poder
identificar dichas variantes puede ayudar a comprender la enfermedad e
individualizar el tratamiento del paciente respectivamente.

Para conocer estas variantes debemos conocer la secuencia de ADN
de los genes implicados en las patologias o0 en las caracteristicas
farmacogenéticas para un individuo determinado, un proceso denominado
secuenciacion. La secuenciacién completa del genoma, por su complejidad,
estd todavia lejos de encontrar un hueco entre las aplicaciones médicas de
uso rutinario. Sin embargo, existen técnicas para seleccionar y secuenciar
el exoma, que es la parte del genoma que contienen los exones, fracciones
de los genes que contienen la informacién necesaria para la fabricacion de
las proteinas. El exoma supone aproximadamente un 2% del total del
genoma, Yy su secuenciacion se realiza en la Unidad de Investigacion del
Complejo Hospitalario Materno Infantil (UICHUIMI) para identificar la
causa de enfermedades raras y de origen genético.

La secuenciacion de exoma cubre la mayor parte de los exones del
genoma, pero no detecta algunas regiones, lo que imposibilita la deteccion
de variantes en ellas. Este hecho crea una incertidumbre diagndstica, lo que
limita el poder de esta herramienta para la deteccion de mutaciones
patogénicas "', ya que genes clinicamente relevantes pueden haberse
guedado sin analizar por un defecto experimental. Por ello, necesitamos
saber con precisidon qué regiones exdmicas han quedado fuera del analisis.
Asi, el objetivo principal del Trabajo Fin de Grado es la creacion de una
herramienta informaética que permita al personal clinico, sin conocimientos
informaticos la deteccidn de regiones del exoma con poca cobertura de
secuenciacion, es decir, regiones del ADN con una frecuencia de lectura
baja comparandolo con respecto al genoma de referencia (ADN estandar).
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3. Introduccion.

El acido desoxirribonucleico (ADN) es un acido nucleico que
contiene la informacion genética de los organismos Vvivos y es responsable
de su almacenamiento y transmision hereditaria. La totalidad de la
informacion genética que posee un organismo 0 una especie en particular
se denomina genoma, es decir, un conjunto de genes donde estan
almacenadas las claves para la diferenciacion de las células que forman los
diferentes tejidos y 6rganos de un individuo.

El genoma codifica una serie de caracteristicas o rasgos observables
de un organismo, como su morfologia, desarrollo, propiedades
bioquimicas, fisiologia y comportamiento. A todas estas caracteristicas la
denominamos fenotipo, y a toda la informacién genética, el genotipo.

El ADN esta estructurado, como observamos en la Figura 3.1, por
dos largas cadenas complementarias de nucledtidos unidas entre si
formando una doble hélice. Las dos cadenas de nucleo6tidos que constituyen
una molécula de ADN, se mantienen unidas entre si porque se forman
enlaces entre las bases nitrogenadas" de ambas cadenas que quedan
enfrentadas.

Esta configuracion le aporta estabilidad a la molécula de ADN. Las
cuatro bases nitrogenadas que se encuentran en el ADN son la Adenina
(A), Timina (T), Citosina (C) y Guanina (G). La unién de las bases se
realiza mediante puentes de hidrogeno, y este apareamiento esta
condicionado quimicamente de forma que la Adenina se complementa con
la Timina y la Guanina con la Citosina.

Figura 3.1

Escuela de Ingenieria Informatica - ULPGC



En el ser humano, las células sométicas * poseen 46 cadenas de
ADN, llamados cromosomas"”, distribuidos en 23 parejas. Cada par esta
formado por un cromosoma de origen materno y otro paterno. Veintidds de
estas parejas tienen la misma estructura y el tamafio, es decir, son
homdlogos. Pero el sexo de la persona esta determinado por el Gltimo par
de cromosomas, los cromosomas sexuales. La mujer contiene dos
cromosomas X, mientras que el hombre contiene un cromosoma X y otro Y
(es decir, cromosomas heterdlogos). Las celulas germinales contienen la
mitad de la informacion, que resulta de la recombinacion de los
cromosomas paterno 'y materno para originar cromosomas Unicos
responsable de la herencia.

El genoma humano contiene aproximadamente entre 20.000 y
25.000 genes. Se consideran genes las regiones del genoma que codifican
para proteinas, esto es, las regiones que se transcriben para generar ARN
mensajeros que luego se traducen en proteinas en los ribosomas. De media,
los genes tienen un tamafio de 3.000 nucledtidos o bases. Teniendo en
cuenta que el total del genoma asciende a 3.164,7 millones de bases, la
suma de todos los genes representa un 2% del genoma humano. Por tanto,
el 98% del genoma humano es ADN-no codificante, o lo que es lo mismo,
no contiene informacion relevante para la sintesis de proteinas.[2]

La estructura de los genes contiene, ademas, elementos que
Vil

participan en la regulacion de su expresion como los promotores ™ y
potenciadores™ de la transcripcion.

La estructura intron-exén de los genes fue descubierta en 1977
(podemos observar dicha estructura en la Figura 3.2). [2] Estructuras que
diferencian a Eucariotas de Procariotas™.

Un intron es una region del ADN que debe ser eliminada del
transcrito de ARN antes de que salga del nucleo y sea traducido. Los
exones representan las secciones en la version final del ARNm que se unen
entre si durante el proceso de splicing (también llamado corte y empalme)
y, por tanto, se traduciran finalmente en proteinas.
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Structure of a Gene

Exon | Exon 2 Exon 3 Exon 4
Promoter | 1 Intron 1 =21 intron 2 m intron 3
ﬂ"\_ I B —— —Wx{‘\
Gene I_DNA)
@ Transcription
Primary transcript (RNA)
c - -
‘@V Splicing
Mature transcript (MRNA) L pras—
g Protein synthesis
Protein FIFHAIFIFID
Figura 3.2

La expresion génica, encargada de la sintesis de proteinas a partir de

los genes, comprende por dos etapas: fase de transcripcion y la fase de
traduccion. En la fase de transcripcion consiste en que a partir de un
fragmento del ADN es transcrito por ARN polimerasa (ARNP) en un ARN
nuclear que, tras el procedimiento (splicing), se convierte en mensajero
(ARNmM). En la fase de traduccion se genera la proteina a partir del ARNm
y esta comprendida por tres subfases: iniciacion de la sintesis proteica,
elongacion de la cadena polipeptidica y finalizacion de la sintesis de las
proteinas. Podemos observar estas dos etapas en las siguientes imagenes
Figura 3.3 y Figura 3.4 respectivamente.jError! No se encuentra el
origen de la referencia.

MWonternplate strand
EMN& polymerase \

Fibonucleotide

Termplate strand

-

Direction of transcription
Figura 3.3
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Figura 3.4

3.1 Aplicaciones Médicas.

La presencia de variantes genéticas puede provocar cambios en la
estructura final de las proteinas, lo que puede ser origen de enfermedad. El
diagnostico genético de enfermedades se ha convertido en una técnica que
se emplea cada vez méas en la Medicina. Entre las diferentes técnicas de
analisis de ADN, la secuenciacion se considera como la técnica de
referencia, dada su alta sensibilidad y especificidad. La importancia
creciente que tiene la secuenciacion de ADN en el diagnostico ha
provocado un gran desarrollo en todos los aspectos relacionados con las
tecnologias de secuenciacion de ADN, asi como en las herramientas
informaticas para el procesado y anélisis de las secuencias de ADN.

Entre las nuevas técnicas de secuenciacion de ADN que se han
desarrollado en los Gltimos afios destacan las técnicas de nueva generacion,
que se suelen conocer como Next Generation Sequencing, o simplemente
NGS. jError! No se encuentra el origen de la referencia.

Pero cabe preguntarse ¢qué metodo de secuenciacion de ADN se
considera hoy en dia como el método de referencia para el diagnostico

10
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genético de enfermedades? La respuesta a esta pregunta es muy directa. El
método de referencia para la secuenciacion de ADN para su uso en el
diagndstico genetico de enfermedades sigue siendo el método de Sanger,
en combinacién con la electroforesis capilar (EC). EI método de Sanger,
que es considerado como la "técnica clasica” de secuenciacion es el unico
que, por el momento, aparece en las directrices y estandares de calidad
(Best Practice Guidelines) de los organismos internacionales que se
encargan de supervisar el buen hacer de los laboratorios de diagnostico
genetico.

En principio, el concepto del NGS es muy similar al método de
Sanger, ya que las bases son secuencialmente identificadas a traves de
sefiales emitidas.

La diferencia es que el método de Sanger se limita a secuenciar un
segmento de un especifico tamafio, mientras que el NGS extiende este
proceso a través de millones de reacciones de forma paralela y masiva.

Para ello, cada muestra de ADN es fragmentada dentro de una
libreria de pequefios segmentos que pueden ser secuenciados de manera
uniforme y precisa en millones de reacciones paralelas. Las recién
identificadas cadenas de bases, Ilamadas lecturas, son entonces
reensambladas usando un genoma de referencia conocido. En el caso de
gue haya una ausencia del genoma de referencia para la especie que se esta
secuenciando, se utiliza un ensamblado de novo.

En resumen, el método NGS tiene una alta profundidad de cobertura
y es mas rentable y barato a la hora de secuenciar largas regiones. Sin
embargo no es tan efectivo como el método Sanger en cuanto a las regiones
repetitivas de secuenciacion.

También existen otras aplicaciones médicas de secuenciacion que se
estan utilizando en el mundo de la Medicina, como es la farmacogenética y
el analisis de enfermedades no reveladas. La primera consiste en el estudio
en las diferentes respuestas que puede dar un determinado paciente ante los
medicamentos. Los medicamentos constituyen hoy en dia una de las causas
de reacciones adversas, que resultan en una importante morbilidad vy
mortalidad en pacientes asi como en un aumento de los costos en los
tratamientos e infraestructuras. Esta disciplina ayuda a personalizar los
tratamientos meédicos en los pacientes, mejorando el uso de los
medicamentos.

11
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La segunda consiste en que a traves de la estrategia de la
secuenciacion del exoma se puede averiguar la aparicion de enfermedades
graves en los pacientes. Esto permite la aplicacion de procedimientos
preventivos, que pueden hacer mejorar el estado de salud de los pacientes y
ayudan beneficiosamente en cuanto a los costos economicos que por ello
acarrea.

Finalmente, el proceso de secuenciacion del exoma permite hallar la
originalidad genética de una enfermedad, permitiendo el tratamiento de la
enfermedad de forma maés eficaz. Dicho proceso es recomendable utilizarlo
cuando es dificil llegar al diagnostico por criterios clinicos o de
laboratorios convencionales (ej.: sintomas compartidos entre varias
enfermedades), o cuando el nimero de genes candidatos es demasiado
elevado.

12
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4. Estado Actual y Objetivos.

La Unidad de Investigacion del Complejo Hospitalario Universitario
Insular — Materno Infantil (UICHUIMI) durante muchos afios lleva
estudiando descubrir el origen de enfermedades genéticas en los habitantes
locales con la finalidad de determinar y proponer un tratamiento apropiado
para estas nuevas enfermedades. Esta Unidad de Investigacion ha avanzado
en muchas de sus investigaciones logrando, por ejemplo, la identificacion
de una mutacién endémica” en la poblacién perjudicada por la enfermedad
de Wilson™.

Se evalla la secuenciacion del exoma para identificar la causa de
enfermedades poco comunes y de origen genetico. Para ello existe una
herramienta de software llamada “DNAnalytics” (desarrollada en el 2013
en la Unidad de Investigacion) que realiza dicho proceso, y en el que se
trabaja con ficheros de datos grandes, que son poco intuitivos.

Uno de los problemas que se plantea es que la cobertura (nimero de
veces que se ha secuenciado de forma fiable una region determinada) es
variable. Esto es, hay regiones del ADN donde no se ha secuenciado el
exoma, y por tanto hay imposibilidad de identificar variantes en dichas
regiones. Esto crea una incertidumbre diagndstica, lo que limita el poder de
esta herramienta para la deteccion de mutaciones patogénicas, ya que genes
clinicamente relevantes pueden haberse quedado sin analizar por un defecto
experimental. Por ello, necesitamos saber que regiones exdmicas han
quedado fuera del anélisis.

En UICHUIMI a partir del empleo de la secuenciacion del ADN por
NGS (Next-generation sequencing) se trabaja con ficheros de datos
grandes. Esto implica la manipulacion, busqueda y extraccion de
informacién de los datos de la secuencia del ADN (bioinformética) sobre
grandes tamafios de datos.

En primer lugar, debemos sefialar que este trabajo esta basado en la
continuacion y mejora sobre la aplicacion global ya creada, y que hemos
nombrado con anterioridad. La herramienta general se encarga de procesar
y encapsular el flujo de andlisis del ADN, llegando a realizar de forma
informatizada desde el alineamiento del mismo hasta la anotacion y
filtracion de las variantes descubiertas. En nuestro caso, como trataremos

13
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con ficheros de alineamiento de las secuencias del ADN, nos enfocaremos
en esa fase.

Por otro lado, destacamos que inicialmente el objetivo de este
Trabajo Fin de Grado era la creacion de un modulo software que permita al
personal de la Unidad de Investigacion sin conocimientos informaticos, la
identificacion de regiones del ADN con una frecuencia de lectura baja
(por debajo de un umbral definido por el usuario) comparandolo con
respecto al genoma de referencia (ADN estandar). Dicho médulo una vez
finalizado se integraria en la aplicacion global ya existente (DNAnalytics).

Pero en el transcurso del desarrollo del proyecto, se ha visto
necesario la transformacion del desarrollo del modulo a la creacion de una
interfaz de usuario (GUI) que realiza dicho proceso. Esto es, porque el
personal clinico se veia con la necesidad de tener un entorno visual sencillo
que permita la interactuacion con el algoritmo desarrollado.

Ademaés, hemos afiadido un objetivo mas, que consiste en la
obtencion de nimeros estadisticos sobre los resultados que se generan una
vez finalizado el proceso de busqueda de regiones con baja lectura del
ADN. Asi, podiamos saber de manera mas precisa cuantos genes/exones
son sospechosos de estar mal secuenciados.

Por tanto se pueden definir los siguientes objetivos:

A partir de un fichero de datos (en nuestro caso es un fichero de
alineamiento del ADN con formato .BAM) extraido de la
secuenciacion del ADN, calcular el nUmero de veces que se ha
leido un posicidn en el secuenciamiento del ADN.

o Filtrar y extraer las regiones que tengan un ndmero de veces de
lectura determinado por un especifico umbral. Cabe destacar que
nos interesa que dicho umbral sea bajo (o también no haberse leido
nunca) para la localizacion de regiones del ADN sin secuenciar.

e Comparar estos datos con los exones ya conocidos de los humanos
(Homo Sapiens), para la localizacion de regiones que no han sido
secuenciadas.

e Calcular resultados estadisticos de los diferentes ficheros extraidos.

e Crear una Interfaz Gréafica (GUI) para los usuarios de la Unidad de
Investigacion.
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5. Flujo de Analisis y busqueda de variantes en el ADN.

Para la identificacion de variantes genéticas que causan posibles
enfermedades en los pacientes, la UICHUIMI realiza un proceso de
secuenciacion del exoma a través del NGS, ya que este método permite
cubrir todo el exoma con una serie de lecturas bastantes fiables con
respecto a una alta proporcion del exoma. El ser humano posee muchas
variantes en las cuales algunas de ellas pueden ser sospechosas de producir
la enfermedad de analisis. Investigar este proceso es bastante dificil, ya que
en la mayoria de los casos incluso hay que realizarlo de forma manual.

Por ello la UICHUIMI necesita de conocimientos informaticos y que
ayude a orientarse hacia un proceso tanto estdndar como econémico en la
practica sanitaria.

En las siguientes fases describiremos el proceso que se realiza en el
analisis del ADN, desde el estudio de una posible hipotesis o suposicion
hasta que se adquieren variantes que pueden originar enfermedades.

5.1 Preparacion de hipdtesis o suposicion.

Primeramente, se realiza un analisis de los familiares del paciente o
del paciente sospechoso de padecer una posible enfermedad genética. Para
ello se confecciona un arbol genealdgico como se puede observar en la
Figura 5.1.

Dicha representacion grafica facilita la identificacion de sindromes
genéticos y el establecimiento de diagnésticos presintomaticos™'. A su vez
permite un mejor calculo del riesgo y los patrones de herencia de una
enfermedad, es decir, permite conocer la probabilidad de tener una
enfermedad o de heredarla.

La construccion de un arbol genealdgico constituye el analisis
genético mas facil y barato. Solamente con esta herramienta pueden
desecharse algunas de las hipotesis posibles respecto a la enfermedad del
paciente en estudio, evitando asi un gasto considerable de dinero en la
realizacion de pruebas diagnosticas mas caras.
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Una vez establecidas una o varias hipotesis, podremos decidir qué
segmentos del ADN se van a secuenciar Yy realizar diferentes
comparaciones de los resultados obtenidos. En la Unidad de Investigacion
se trabaja con tres tipos de hipotesis: homocigotos, dominantes recesivos y
uno o mas genes candidatos (variantes).

5.2 Obtencion del ADN.

En esta fase se les extrae a los pacientes que queremos investigar una
pequefia muestra de sangre con una cantidad aproximada de 10 mililitros,
de la que se extrae el material genético de las células blancas segun el
método de precipitacién fraccionada de Miller.[3]

5.3 Secuenciacion del ADN.

Una vez obtenidas las muestras de ADN, son enviadas al Instituto de
Genomica de Pekin (Beijing Genomics Institute — BGI) para que se
encarguen de realizar la secuenciacion por el método NGS.[4]

En este instituto se realiza el proceso de fragmentacion del ADN en
diferentes fracciones de aproximadamente 150 pares de bases. Con
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diferentes metodos fisico-quimicos se ejecuta una separacion de las
fracciones que no forman parte del exoma y contiene una calidad menor.

Mediante el sistema “Illumina HiSeq 2000 las fracciones restantes
correspondientes a una calidad positiva se secuencian en una direccién y su
inversa, obteniéndose informacion de las dos cadenas del ADN.[5]

Este sistema de secuenciacion no sélo ofrece unos resultados sin
precedentes y de bajo coste, sino también una experiencia de usuario
avanzada. Con dicha tecnologia supera las deficiencias de las técnicas de
secuenciacion tradicionales como de alto coste en mano de obra y
materiales. Los métodos alternativos de preparacion de muestras permiten
una amplia gama de aplicaciones incluyendo la expresion génica, pequefio
descubrimiento de ARN o las interacciones proteina-acido nucleico.

Los resultados obtenidos se guardan en diferentes archivos
informatizados en el que incluyen una sucesion de secuencias con sus
correspondientes valores de calidad. Esta informacion esta almacenada en
dos archivos en formato “.FASTQ”, en el cual cada uno de ellos contiene
las secuencias de una de las dos direcciones del ADN(5’ y 3°). Para saber
como esta estructurado estos ficheros basta con irnos al final de la memoria
al anexo “Formato de los ficheros”.

5.4 Alineamientos de las Secuencias.

Los archivos recibidos de la secuenciacion normalmente contienen
30 millones de secuencias con longitudes de aproximadamente de 90 pares
de bases, por lo que almacena unos 3 mil millones en su totalidad.

El problema que existe es que la informacién que aporta estos
ficheros no determina en qué posiciones se encuentran las secuencias, por
lo que se lleva a cabo el proceso de alineamiento para ordenar cada
secuencia en su posicion exacta o aproximada. Para llevar a cabo este
proceso se utiliza un genoma de referencia, en el cual se hace las
comparaciones con cada una de las secuencias recibidas.

Los objetivos al hacer la comparacion de dos 0 méas secuencias son:
e Determinar (y cuantificar) el grado de similitud que hay entre ellas.

e Determinar si existe algun tipo de relacion entre ellas o si el parecido
es simplemente fruto de la casualidad.
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e Detectar la presencia de motivos estructurales y/o funcionales
conservados.

e Construir arboles filogenéticos
evolutivas.

Xiii

que reflejen sus relaciones

Realizar el alineamiento de las secuencias requiere un gasto muy alto
tanto en computacion como en memoria, por lo que utilizar métodos
habituales se hace inviable. Para ello se emplea diferentes algoritmos que
contribuyan a una mejor eficiencia del proceso en vez de una mayor
eficacia. Existen dos tipos de algoritmos que pueden solucionar esta
cuestion: algoritmos en funcion de una tabla hash y algoritmos basados en
arboles sufijo/prefijo.

En funcion del ndmero de secuencias que se comparan podemos
distinguir:

e Alineamiento de dos secuencias: se comparan dos secuencias
utilizando diversos métodos como, por ejemplo, la matriz de puntos
(dot-plot), algoritmos de programacion dinamica (Needleman-
Wunsch o Smith- Waterman) o algoritmos heuristicos (FAST,
BLAST).

e Alineamiento de multiples secuencias: se comparan mas de dos
secuencias. Para ello se pueden utilizar diversos programas basados
en algoritmos heuristicos como, por ejemplo, CLUSTALW.

Para el método de alineamiento de dos secuencias las técnicas mas
conocidas para realizar este proceso son:

e Alineamiento global: Es especialmente util cuando las secuencias
se parecen bastante, tienen una longitud similar y los dominios
conservados se encuentran en el mismo orden. Abarca la totalidad
de las secuencias comparadas, es decir, intenta alinear todos y cada
uno de los residuos de las dos secuencias. Este tipo de
alineamiento nos permitird determinar si las secuencias son
homologas o no, si pertenecen a una misma familia o construir un
arbol filogenetico. Para este proceso se utiliza el algoritmo de
Needleman-Wunsch.

e Alineamiento local: Es el méas utilizado y resulta especialmente
uatil cuando se comparan secuencias muy divergentes, de igual o
distinta longitud, pero que pueden contener una 0 mas regiones
conservadas con similitud local. Las regiones conservadas suelen
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corresponder a dominios estructurales o funcionales que resultan
cruciales para el mantenimiento de la estructura y/o funcion de la
molécula. Para este procedimiento se emplea el algoritmo de Smith
— Waterman.

e Alineamiento semiglobal: Es especialmente util cuando se
comparan secuencias de longitud muy distinta o secuencias en las
que el final de una se solapa con el inicio de otra. Permite (1)
detectar regiones de solapamiento que nos permitan ensamblar
contigs a partir de fragmentos mas pequefios, (2) comparar EST
(expressed sequence tags) con ADN gendémico para asi poder
distinguir los exones de los intrones y determinar la estructura del
gen, y (3) descubrir patrones en una secuencia mucho mas larga.
Para este proceso se utiliza el algoritmo de Smith — Waterman ya
que no aplica penalizaciones ni al inicio ni al final de la secuencia
maés larga.

Alineamiento global | Alineamienio local Alineamiento semiglobal

Figura 5.2

Para el método de alineamiento de multiples secuencias las técnicas
maés utilizadas para realizar este proceso son:

e Programacion dindmica: La técnica de programacion dindmica es
teoricamente aplicable a cualquier ndmero de secuencias; sin
embargo, y puesto que es computacionalmente costosa tanto en
tiempo como en memoria, raramente se usa en su forma mas bésica
para mas de tres o cuatro secuencias.

e Meétodos progresivos: Los métodos progresivos, jerarquicos, o por
arbol, generan un alineamiento multiple de secuencias alineando
primero las secuencias mas similares, para ir afadiendo
sucesivamente al alineamiento secuencias 0 Qrupos menos
relacionados, hasta que el conjunto problema completo ha sido
incorporado a la solucién.

e Meétodos iterativos: Los métodos iterativos intentan mejorar el
punto débil de los métodos progresivos: su fuerte dependencia de la
precision de los alineamientos de los emparejamientos iniciales. Los
métodos iterativos optimizan una funcién objetivo basada en un
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método seleccionado de puntuacion de alineamiento mediante la
asignacion de un alineamiento global inicial y el posterior
realineamiento de subconjuntos de secuencias.

Primeramente sabemos que tenemos un genoma de referencia que
posee aproximadamente 3x1079 nucledtidos. Como sabemos, las cadenas
aisladas del ADN (muestras) se envian a Beijing Genome Institute para que
ellos se encarguen de la secuenciacion por NGS.

Una vez recibida la fragmentacion de dicho ADN en millones de
trozos entre 150 y 200 pares (en ficheros informdticos en formato “.fastq),
hacemos una comparacion de cada secuencia con el genoma de referencia
en el que se obtiene diferentes lecturas (DP) en todas las posiciones. Estas
lecturas se guardan en el fichero de alineamiento (.bam) ademas de
informacién adicional (cromosoma, calidad del mapeo, longitud de la
secuencia...). Mediante la herramienta desarrollada, podremos recorrer
todas esas lecturas y obtener las regiones determinadas por el umbral
introducido por el usuario.

Como hemos visto existen diferentes programas de alineamiento de
secuencias, sin embargo, en UICHUIMI se utiliza uno en concreto llamado
BWA. Describiremos a continuacion este tipo de software.

Burrows — Wheeler Aligner

BWA es un paquete de software para el mapeo de secuencias
pequefias contra un genoma de referencia, como por ejemplo el genoma
humano. Dicho software se compone de tres algoritmos: BWA-backtrack,
BWA-SW y BWA-MEM. EI primer algoritmo esta disefiado para la
secuencia de Illumina en el cual lee hasta 100 pares de bases, mientras que
las dos restantes estan disefiadas para las secuencias mas largas que oscilan
entre 70 y 1 millén de pares de bases. BWA-MEM y BWA-SW comparten
caracteristicas similares, como por ejemplo el soporte de lecturas largas y
alineamientos de rupturas, pero BWA-MEM, por lo general se recomienda
para consultas de alta calidad, ya que es més rapido y preciso. BWA-MEM
también ofrece un mayor rendimiento que BWA-BackTrack para lecturas
[llumina de 70 a 100 pares de bases.

BWA-back esta principalmente disefiado para las tasas de error de
secuenciacion por debajo del 2%. Aunque los usuarios pueden tolerar mas
errores a través de lineas de comandos, su rendimiento se degrada
rapidamente. Hay que tener en cuentas que para lecturas Illumina, bwa-
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backtrack puede opcionalmente suprimir bases de baja calidad del alelo 3’
antes de la alineacion y por lo tanto es capaz de alinear mas lecturas con
una alta tasa de error en la cola, que es una postura tipica de Illumina.

BWA-SW y BWA-MEM toleran més errores con alineamientos mas
largos. Las simulaciones sugieren que pueden funcionar bien con un error
del 2% para una alineacion de 100 pares de bases, el error de 3% para una
de 200 pb (pares de bases), 5% para 500 pb y 10% para 1000 pb 0 més.[8]

El resultado de los algoritmos BWA estd en formato “.SAM”,
adecuado para la basqueda de las variantes.

5.5 Localizacion de variantes.

Una vez hemos hecho el alineamiento de las secuencias, en esta fase
iremos desde el principio hasta el final del genoma de referencia
comparandolo con el exoma reconstruido, para asi ir identificando en qué
posiciones es diferente. Este proceso es el mas complicado de todos, ya que
en cada posicion normalmente se encuentra varias lecturas alineadas y hay
gue saber que existen variantes en las que sobra o falta un fragmento.

Para ello antes de realizar el proceso de localizacién de variantes, se
hace un refinamiento a los alineamientos. Para realizar este proceso se
emplea un sistema llamado Genome Analysis Toolkit. Por otra parte existe
una herramienta llamada Picard en el cual éste se encarga de realizar una
eliminacion de lecturas repetidas que no agregan informacién, analizar
coberturas de profundidad y recalibrar los valores de calidad. Con todas
estas funcionalidades ayudan a facilitar la deteccién de Indels™.[9] [10]

A continuacion observamos en la siguiente Figura 5.3 como se
ubican las secuencias en un fichero en formato “.SAM”:

Ref : TCGT CACGACA

seql: --GTAABCAC----

seg2: TCGTAABCACG---

sep3: —-—--TAABCACGA--

seqg4: -CGTAAMCACG---
Figura 5.3

En esta imagen podemos observar como en la posicion 7 de la
referencia hay una Timina, sin embargo, en tres de las cuatro secuencias a
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comparar vemos que hay una Adenina. Con esto podemos llegar a la
hipotesis de que puede haber una variante en dicha posicion, pero también
cabe destacar que hay que tener en cuenta algunos puntos de vista.

Sabemos que a cada una de las lecturas le corresponde un valor de
calidad, por lo que podemos a llegar a plantearnos que este resultado puede
ser debido a un error del aparato de secuenciamiento. También puede haber
sido un fallo en el programa de alineamiento, ya que cada uno de los
alineamientos le corresponde un valor de bondad.

El objetivo es utilizar un programa que localice el mayor numero de
variantes veridicas posibles. En este caso la busqueda de variantes es mas
facil ya que sabemos que existen variantes por la inexistencia de una o mas
bases, por una repeticion de un fragmento de cadena o por la inclusion de
una cadena.

GENOMA DE REFERENCIA 3x10"9 nucledtidos

Fichero .FASTQ

- Fichero de Alineamiento (.bam)
|

DP=13 pp=10 DP=11 DP=14 DP=15
Fichero de Variantes (.vcf)

P Il Yl

5.6 Anotacion de variantes.

En esta fase obtenemos un fichero con miles de variantes, en el cual
nuestro objetivo es identificar unas cuantas entre todas ellas. Para ello
debemos hacer una serie de filtros con respecto a unas ciertas normas.

La informacién sobre la ubicacion de las variantes es pobre ya que
solo indica la posicién en la que se ha producido la variante, por lo que es
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necesaria agregar mas informacion sobre ello. Los campos maés frecuentes
gue se afladen son:

e Localizacion: Indica que codon pertenece al genoma de referencia
y qué codon pertenece la variante.

e Sinonimia: Las variantes son sindnimas cuando no representan un
cambio en el aminodcido que codifica el codén donde se
encuentra.

e Peligro: Dentro de las variantes que no son sinonimas, se hallan
también las toleradas y peligrosas, dependiendo del cambio de las
variantes.

e Frecuencia: Repeticién de la variante en las distintas bases de
datos. Habitualmente estan clasificadas por regiones, por lo que se
puede saber en qué partes del mundo son mas usuales o0 no.

e Conocimiento: Base de datos e informacion donde se encuentra la
variante, y asi nos informa de hasta qué punto es conocida la
variante.

Aungue existen herramientas de anotacion que permiten ejecutarse
de forma local, es mas recomendable realizarla en los servicios web ya que
los resultados estaran actualizados.

5.7 Filtrado.

Esta etapa es la méas importante ya que en la anterior fase de
localizacion de variantes, se identifican una media de 150.000 variantes. La
finalidad de esta fase es hacer un filtrado de las variantes que pueden ser
sospechosas de causar una enfermedad.

Para ello se hace un filtrado por el método por frecuencias, en el cual
se suprimen las variantes que contengan una frecuencia muy alta, ya que se
consideran que con dicha frecuencia perjudicaria a muchas personas. Por
otra parte, también se suprimen las variantes con lecturas menores que 10,
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gue tengan valores de calidad por debajo de 50 y que no sean la opcion mas
evidente.

Por ultimo se clasifican las variantes segun el tipo de hipotesis que se
trate (homocigotos, dominante recesivo 0 uno 0 mas variantes). También se
pueden buscar variantes comunes entre diferentes pacientes sobre una
misma enfermedad.
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6. Desarrollo de la aplicacion.

En esta etapa describiremos todo el proceso en la creacion de la
aplicacion sobre la identificacion de regiones de baja frecuencia de lectura
en el ADN, desde la planificacion del trabajo hasta la implementacion de la
herramienta. Se ha decidido que la aplicacion sea llamada MIST (Missing
Sequencing Tools).

6.1 PLANIFICACION.

En este capitulo hablaremos sobre la metodologia de trabajo que se
va a utilizar, las diferentes plataformas usadas y los requisitos asignados
para el desarrollo.

6.1.1 Metodologia de Trabajo.

Para el desarrollo del médulo de software de identificacion de
regiones pobres en el ADN se ha utilizado como procedimiento de trabajo
la metodologia de desarrollo agil. Este método basado en el desarrollo
iterativo e incremental, donde los requisitos y soluciones evolucionan
mediante la colaboracion de grupos auto organizado y multidisciplinario.
Cada iteracion del ciclo de vida incluye: planificacion, anélisis de
requisitos, disefio, codificacion, revision y documentacion. Una iteracion
no debe agregar demasiada funcionalidad, sino que el objetivo es tener una
especie de “demo” al final de cada iteracion. Con esto permite al cliente
probar y utilizar la version ya desarrollada. Por ello se puede realizar los
cambios en los requisitos desde el principio del desarrollo.

La finalidad es que los desarrolladores tengan una facilidad en los
cambios del software a la hora de afadir o suprimir requisitos, y asi no
haya duracion entre la iteracion actual y la siguiente.

En el 2001 se creo un manifiesto agil con la finalidad de descubrir
mejores formas mejores de desarrollar software para nuestra propia
experiencia, y no sélo para reducir el tiempo de desarrollo sino para
mejorar también la eficiencia. Estos son los 4 puntos del manifiesto agil:

¢ Individuos e interacciones sobre procesos y herramientas.

e Software funcionando sobre documentacidon extensiva.

e Colaboracion con el cliente sobre negociacion contractual.
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Respuesta ante el cambio sobre seguir un plan.
Ademas también se crearon 12 principios en dicho manifiesto:

Nuestra mayor prioridad es satisfacer al cliente mediante la entrega
temprana y continua de software con valor.

Aceptamos que los requisitos cambien, incluso en etapas tardias del
desarrollo. Los procesos Agiles aprovechan el cambio para
proporcionar ventaja competitiva al cliente.

Entregamos software funcional frecuentemente, entre dos semanas y
dos meses, con preferencia al periodo de tiempo mas corto posible.

Los responsables de negocio y los desarrolladores trabajamos juntos
de forma cotidiana durante todo el proyecto.

Los proyectos se desarrollan en torno a individuos motivados. Hay
que darles el entorno y el apoyo que necesitan, y confiarles la
ejecucion del trabajo.

El método mas eficiente y efectivo de comunicar informacion al
equipo de desarrollo y entre sus miembros es la conversacién cara a
cara.

El software funcionando es la medida principal de progreso.
Los procesos Agiles promueven el desarrollo sostenible. Los
promotores, desarrolladores y usuarios debemos ser capaces de

mantener un ritmo constante de forma inmediata.

La atencidn continua a la excelencia técnica y al buen disefio mejora
la Agilidad.

La simplicidad, o el arte de maximizar la cantidad de trabajo no
realizado, es esencial.

Las mejores arquitecturas, requisitos y disefios emergen de equipos
auto-organizados.
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e A intervalos regulares el equipo reflexiona como ser mas efectivo
para a continuacion ajustar y perfeccionar su comportamiento en
consecuencia.

También hay que tener que en cuenta que dicho método tiene sus
inconvenientes o desventajas. Por ejemplo estos pueden ser:

e Falta de documentacion del disefio. Al no haber documentacion es
el cadigo lo que se toma documentacion.

e Problemas derivados de la comunicacion oral. No hace falta decir
que algo que estd escrito “no se puede borrar”, en cambio, algo
dicho es muy facil crear ambigiedad.

e Fuerte dependencia de las personas.

e Falta de reusabilidad derivada de la falta de documentacion.

e Restricciones en cuanto a tamaros de los proyectos.

Problemas derivados del fracaso de los proyectos agiles.

En nuestro proyecto como sélo habra un desarrollador y un cliente,
no podremos utilizar dicha metodologia ya que esta enfocada a grupos.
Pero podemos utilizar algunas caracteristicas de dicho método a nuestro
desarrollo. Por ejemplo podemos realizar reuniones frecuentes para
observar cdmo va progresando el desarrollo del proyecto, lanzamientos
habituales del desarrollo, mejoras progresivas del proyecto o cambios sin
muchas modificaciones en los requisitos.

6.1.2 Plataformas de desarrollo.

En este apartado hablaremos sobre las diferentes plataformas que se
ha utilizado para el desarrollo del trabajo fin de grado. En nuestra
aplicacion podriamos haber utilizado cualquier lenguaje de programacion,
pero la finalidad es que la herramienta desarrollada sea de facil portabilidad
y mantenimiento. Por ello el lenguaje de programacién que hemos utilizado
es Java. Hay diferentes razones por las que hemos hecho dicha eleccion. La
principal razén es que ya existe una aplicacion global desarrollada llamada,
“DNAnalytics”, en dicho lenguaje. Dicha aplicacion se encarga de
encapsular los distintos procesos para el analisis de los datos genéticos y
permite al personal de la Unidad conocer de manera rapida las variantes
candidatas de una enfermedad.
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Asi que utilizar este lenguaje sera mucho mas factible a la hora
realizar una posible integracion de nuestro modulo a la aplicacion general.
Otro de los argumentos es que Java es un lenguaje independiente de la
plataforma, es decir, cualquier programa creado a través de Java podra
funcionar correctamente en ordenadores de todo tipo y con sistemas
operativos distintos.

También se ha utilizado como codigo de programacion Shell, en el
gue hemos realizado pequefios scripts para nuestros filtrados de datos en
los archivos de los alineamientos de las secuencias de diferentes pacientes.

6.1.3 Recursos.

A continuacion detallaremos los recursos tanto hardware como
software que hemos utilizado para el desarrollo de nuestra aplicacion para
la localizacion de regiones pobres en el ADN.

Recursos Hardware

Los ficheros de alineamiento del ADN requieren alto costo en lo
computacional, en el cual se necesita poseer una cantidad alta de memoria
y de procesadores con bastante potencia. Para ello se necesita multiples
nicleos para comparar y analizar los datos en paralelo. También es muy
recomendable tener un disco de almacenamiento externo, con la finalidad
de conservar tanto los resultados obtenidos como los datos a investigar.

Actualmente, en UICHUIMI se utiliza dos ordenadores con los que
poder trabajar con estos ficheros. A continuacion especificaremos los
requisitos que tienen ambos:

Componente Descripcion
Memoria RAM 16 GB DDR3
CPU Intel i5 de dos nucleos
Almacenamiento de datos 500 GB
Componente Descripcion
Memoria RAM 16 GB DDR3
CPU Intel i7 3770 (4 nlcleos / 8 subprocesos)
Almacenamiento de datos SSD 250 GB/ 3TB
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Recursos Software

Muchos de los programas relacionados con el analisis del ADN han
sido desarrollados en una distribucion de Linux, por lo que ha sido
recomendable utilizar el sistema operativo CentOS (version 6.4). Se ha
elegido este sistema operativo porque ofrece velocidad, estabilidad y
confiabilidad. Comparado con otros sistemas operativos basados en Linux,
CentOS soélo ejecuta las versiones mas basicas y estables de programas,
reduciendo el riesgo de bloqueos del sistema. Por otra parte puede operar
mucho mas rapido que los sistemas operativos basados en Linux similares
porque solo ejecuta las versiones basicas de software. También se puede
ejecutar en una computadora durante mucho tiempo sin requerir ninguna
actualizacion adicional del sistema.

Como hemos elegido el lenguaje de programacion Java, se utilizara
el entorno de programacion Netbeans IDE 7.3. También hemos tenido que
utilizar para filtros de datos el lenguaje Shell. Ademas para la lectura de los
ficheros de alineamiento del ADN hemos instalado una herramienta para
dicho formato llamado Samtools.

6.2 DESARROLLO.

En esta fase explicaremos el proceso de desarrollo del médulo de
software para la identificacion de regiones del ADN con baja frecuencia de
lectura. También informaremos de las progresiones, los cambios y las
correcciones que se han ido realizando durante el desarrollo del médulo.

Como ya sabemos el flujo de analisis del ADN esta compuesto por

varias fases (las podemos observar en la Figura 6.1) que hemos explicado
en el Capitulo 5:

Preparacién Obtenci6n del b sh g
Hipotesis ADN

Alineamiento de
las Secuencias

Figura 6.1

Anotacion de
Variantes
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En este Trabajo de Fin de Grado pondremos toda la atencién en la
fase de “Alineamiento de Secuencias” ya que los ficheros con los que
vamos a trabajar pertenecen a esta etapa.

Como hemos observado en el flujo de andlisis del ADN, podremos
utilizar un programa llamado “Burrows — Wheeler Aligner ” para realizar el
alineamiento de las secuencias, generando un fichero en formato “.SAM” y
su correspondiente binario “.BAM”. En nuestro caso trabajaremos con el
ultimo ya que es una versién mas comprimida que el primero. [12]

En un archivo “.SAM” recibimos los alineamientos con sus
respectivas calidades.

Primeramente, para poder leer estos tipos de ficheros debemos tener
instalada en nuestra distribucién de Linux una herramienta Ilamada
“Samtools”.[13] Para saber méas sobre las diferentes opciones de esta
herramienta, basta con dirigirnos al anexo “Herramientas adicionales”.

En nuestro caso para el desarrollo de la identificacion de regiones pobres
en el ADN utilizaremos el siguiente comando:

| samtools view |

Dicho comando nos permite visualizar estos ficheros en formato
“.SAM”. Para ello abriremos un terminal en nuestra distribucion Linux y
ejecutaremos el comando en el cual observamos el contenido como el de la
Figura 6.2 de algin determinado paciente:

Figura 6.2

A continuacion analizaremos con detalle cdmo estan estructurados
estos tipos de ficheros en formato “.BAM” y describiremos cada uno de los
campos asociados:
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e OQNAME: Es una especie de identificador. Es usado para agrupar /
identificar alineamientos que estan juntos, como alineamientos
paralelos o una lectura que aparece en maltiples alineaciones.

e FLAG: Una serie de bit a bit de informacion que describe la
alineacion. Contiene varias informaciones.

e RNAME: Nombre de la secuencia de referencia, a menudo contiene
el nombre del cromosoma (1, 2, 3...).

e POS: La posicion mas a la izquierda de donde este se asigna a la
referencia de alineacién. En formato “.SAM”, la referencia empieza
por 1 y por el formato “.BAM” comienza en 0.

e MAPQ: Calidad de mapeo. Un valor de 255 indica que la calidad del
mapeo no esta disponible.

o CIGAR: Es una string que indica como las bases que se alinean, ya
sea emparejado / desajuste con la referencia (M), son eliminados de
la referencia (D), y son insertados en los que no estan en la
referencia (1). Este formato extendido permite, ademas, realizar mas
operaciones.

e RNEXT: Informa del nombre de la secuencia de referencia de la
siguiente alineacion en este grupo. Si aparece un “=" quiere decir
que la siguiente se encuentra en el mismo cromosoma.

e PNEXT: Te indica la posicion de la alineacion principal de la
siguiente en la plantilla. Se establece con valor 0 cuando la
informacion no se encuentra disponible. Este campo es igual a POS
en la linea principal de la siguiente lectura. Si NEXT es 0, las no
suposiciones pueden ser hechas sobre NEXT y bit 0x20.

e TLEN: La longitud de este grupo desde la posicion mas a la izquierda
a la posicion mas a la derecha.

e SEQ: Las cadena de secuencia para este alineamiento.

e TAGS: Etiquetas con informacion adicional que también se encuentra
dentro de la alineacion.

Por otra parte, también a través del siguiente comando:

samtools view —-H

Podremos observar el nUmero de pares de bases que contiene cada
uno de los cromosomas. Podemos ver este caso mediante la siguiente
ilustracion (Figura 6.3):
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File Edit V\iew Scrollback Bookmarks Settings Help
G0:none rcoordinate

Figura 6.3

En dicha imagen podremos ver que la informacion esta estructurada
ademas de la cabecera, con los siguientes campos:

e @SQ: Identificador.
e SN: Nombre del cromosoma.
e LN: NUmero de pares de bases que contiene dicho cromosoma.

6.2.1 Objetivos.

En este capitulo describiremos los diversos objetivos que necesitan
los usuarios en UICHUIMI y sus diferentes caracteristicas. El desarrollo de
estos objetivos se daran por correctos cuando sean validados por el/los
clientes. A continuacion mostraremos estos objetivos:
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Objetivo 1 Localizacion de regiones pobres

Version 1.0

Autores Deyan F. Guacaran Sabogal
Antonio Tugores Cester

Descripcion La herramienta debe permitir hacer una busqueda de
regiones con lecturas de baja frecuencia, determinada
por un umbral introducido por el usuario. Ademas debe
realizar una comparacion con las regiones de los exones
de los humanos.

Importancia Muy Alta

Estado Validado

Tabla 6.1: Objetivo 1

Objetivo 2 Interseccion entre regiones pobres.

Version 1.0

Autores Deyan F. Guacaran Sabogal
Antonio Tugores Cester

Descripcion La herramienta debe permitir hacer una interseccion de
las regiones con baja frecuencia de lectura entre
multiples pacientes.

Importancia Muy Alta

Estado Validado

Tabla 6.2: Objetivo 2

Objetivo 3 Resultados Estadisticos

Version 1.0

Autores Deyan F. Guacaran Sabogal
Antonio Tugores Cester

Descripcion La herramienta debe permitir extraer resultados
estadisticos de los ficheros tanto de las regiones con
baja frecuencia de lectura como en la interseccién entre
multiples pacientes.

Importancia Alta

Estado Validado

Tabla 6.3: Objetivo 3
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6.2.2 Requisitos Funcionales

Los requisitos funcionales son aquellos que definen una funcion del
sistema de software o sus componentes, con la finalidad de que los usuarios
logren sus objetivos.

Requisito Funcional 1 | Progreso

Version 1.0

Autores Deyan F. Guacaran Sabogal

Descripcion La herramienta deberd mostrar el progreso de
ejecucion mediante una barra de progreso.

Importancia Alta

Estado Validado

Tabla 6.4: Requisito Funcional 1

6.2.2.1 Casos de Uso

En este capitulo hablaremos sobre los casos de uso, aquellos que
realizan una descripcion de los pasos o las actividades que deberan
realizarse para llevar a cabo algun proceso. Antes de explicar los casos de
uso, sefialamos el actor que interactta con la aplicacion.

Actor 1 Usuario
Version 1.0
Autores Deyan F. Guacaran Sabogal

Descripcion El actor representa a toda entidad externa al sistema que
guarda una relacién con éste y que le demanda una
funcionalidad.

Tabla 6.5: Actor1 1

A continuacion mostraremos todos los casos de uso que intervienen
en el programa y sus relaciones, por lo que para ello realizaremos un
esquema en UML. Lo podemos observar en la siguiente Figura 6.4:

34

Escuela de Ingenieria Informatica - ULPGC



CU-01 Localizacion de regiones pobres

1

Usuario

CU-02 Interseccion de regiones pobres

CU-03 Resultados Estadisticos

Figura 6.4

Una vez especificados los casos de uso que el programa contiene,

procederemos a hacer una descripcion del flujo de acciones de cada uno de
ellos. Para ello también haremos capturas de pantalla de como esta
organizado todos ellos.

Caso de Uso 1 Localizacion de regiones pobres

Version 1.0

Autores Deyan F. Guacaran Sabogal

Actor Principal Usuario

Descripcion El usuario localiza las regiones con una frecuencia

de lectura baja.

Precondicién Que haya un fichero en formato “.bam”

correspondiente al alineamiento de las secuencias de
un determinado paciente.

Flujo

1. El usuario selecciona el fichero en formato “.BAM” como fichero
de entrada.

2. El usuario selecciona el fichero de referencia de los exones de los
humanos como fichero también de entrada.

3. El usuario introduce el umbral de lecturas.

4. El usuario guarda el fichero de salida en la ubicacion que desee.

5. Elusuario pulsa el boton “Start”.

6. El sistema muestra el progreso de ejecucion mediante la barra de
progreso.

7. El sistema muestra un panel de la consola con los calculos que se

estan realizando en ese momento.

Tabla 6.6: Caso de Uso 1
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A continuacion veremos una ilustracion del caso de uso
“Localizacion de regiones pobres” mediante la Figura 6.5, en el cual
podremos ver el proceso de ejecucion de bdsqueda de regiones con baja
frecuencia. Para ello hemos puesto de ejemplo un umbral de 10, es decir,
regiones que tengan lecturas de cero a nueve:

- O x

_[ Depths T Comparison T Stadistical Results ]
Input

File BAM :  /home/uai/Desktop/SQZ_001.bam | Browse ... |

File Exons :  /homefuai/Desktopf/exonshomosapiens.txt [ Browse ... J
Threshold : 10

Output
/homejuaifDesktop/SQZ_001 | Browse ... |
| Start |

I >+ |

00:05:15 Comparison 10001/16532 L
00:05:16 Comparison 15001/16532 1
Saving results
MNew Chromosome: 11
00:05:19 Initial Position: 9161257
00:05:24 Initial Position: 46780511
00:05:28 Initial Position: 64521121
00:05:33 Initial Position: 78636357
00:05:37 Initial Position: 117100149
Calculating poor area
00:05:40 new poor area 0/135006516
00:05:41 new poor area 50000000/135006516
00:05:41 new poor area 100000000/135005516
Comparing poor areas between exons areas
00:05:42 Comparison 1/26093
00:05:43 Comparison 5001/26093
00:05:44 Comparison 10001/26093
00:05:45 Comparison 15001/26083
00:05:46 Comparison 20001/26093 |
v
Figura 6.5
Caso de Uso 2 Interseccion entre regiones pobres
Version 1.0
Autores Deyan F. Guacaran Sabogal
Actor Principal | Usuario
Descripcion El usuario realiza la interseccion de regiones pobres
entre maltiples pacientes.
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Precondicién

Que haya disponible como minimo dos o mas ficheros
de diferentes pacientes con sus correspondientes
regiones pobres.

Flujo

1. El usuario selecciona una lista de ficheros de los diferentes
pacientes con regiones pobres como ficheros de entrada.

2. El usuario guarda el fichero de salida en la ubicacion que desee.

3. Elusuario pulsa el boton “Start”.

Tabla 6.7: Caso de Uso 2

A continuacion mostraremos una ilustracion de cOomo esta
estructurado el caso de uso “Interseccion entre regiones pobres” mediante

la Figura 6.6:

Depths | Comparisan T Stadistical Results ]

Input

fhome/fuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall)/niv 062 .txt
/homejuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall)/niv_085_2013.txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/100x(umbrall }fSQZ_001 txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/1 00x(umbrall)fSQZ_002 txt
fhomefuaifDesktop/ResultsDepths/100x(umbrall)fSQZ_003.txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/100x(umbrall)/SQZ_020.txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/1 00x(umbrall)fSQZ_025.txt
fhomefuaifDesktop/ResultsDepths/100x(umbralll}fSQZ_030.txt

l Remowve J l Add

)

Output

fhomefuaifDesktop/interseccion

Start

Browse ...

)

Figura 6.6

Caso de Uso 3

Resultados Estadisticos

Version 1.0
Autores Deyan F. Guacaran Sabogal
Actor Principal | Usuario

Descripcién

El usuario obtiene diferentes resultados estadisticos
tanto para la interseccion de regiones pobres de
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multiples pacientes como también para pacientes
individuales.
Precondicién Que haya disponible ficheros con regiones con baja
frecuencia de lectura de diferentes pacientes o la
interseccion entre ellos.

Flujo
1. El usuario selecciona el fichero para obtener los resultados
estadisticos como fichero de entrada.
El usuario guarda el fichero de salida en la ubicacién que desee.

3. El usuario pulsa el boton “Start”.
Tabla 6.8: Caso de Uso 3

>

A continuacidon mostraremos una ilustracion de cémo esta
estructurado el caso de uso “Resultados Estadisticos” mediante la Figura

6.7:

[ Depths T Comparison T Stadistical Results ]

Input

Browse ... J

File : /homefuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall)/niv_ 062 txt i

Ouput

/home/uai/Desktop/ResultadosEstadisticos L Browse ...

L Start

Figura 6.7

6.3 RESULTADOS

En este capitulo hablaremos sobre los diferentes resultados que
generan la aplicacion sobre la localizacion de regiones con baja frecuencia
de lecturas, ademéas de otras funciones adicionales como los resultados
estadisticos de dichos resultados generados.
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6.3.1 Depths

En esta fase hablaremos sobre el fichero que se genera al realizar el
calculo del numero de lecturas de todos los cromosomas. Durante el
proceso se extraen las regiones con respecto al umbral introducido por el
usuario. Una vez obtenido dichas regiones pobres, se realiza una
comparacion con las regiones del genoma de referencia de los “homo
sapiens” para saber en que zonas son afectadas. A continuacion vemos una
ilustracion de un fichero generado de un determinado paciente al realizar la
ejecucion en la Figura 6.8 y explicaremos cada uno de los campos:

~/Desktop/threshold10/50x/niv_19 2013.txt - Sublime Text 2 (UNREGISTERED)

Goto Tools Project Preferences Help

chrom exon_start exon_end poor_start poor_end gene_id gene_name  exon_number exon_id transcript_name rmn cript_info gene biotype match
1 11869 12227 L 12139 EN 00223972 DDX11L1 1 ENSEBBOB2234944 D fit 5

11869 12227 12145 12146 ENSGBEBEO223972 DDX11L1 1 ENSEBBBB223494 - 2d_tra ipt pseudogene Inside!

11872 12227 L 12139 ENSGEB0BB223972 DDX11L1l 1 ENSEOBOB2234632 D . un seud 1 5 dogene LETT'

11872 12227 12145 12146 ENSGBEBEO223972 DDX11L1 1

11874 L 12139 ENSGEB0BB223972 DDX11L1l 1 ENSEBBOB2269724 D 1L1-202 unproc

11874 12145 12146 ENSGBEBEO223972 DDX11L1 1 ENSEBBBB82269724 DDX11L1-202 5

12010 5 12139 ENSGEB0BB223972 DDX11L1l 1 ENSEGBOB1948541 DD» . trans " |_ps il 5EL ne  Overlap!
13225 44 64 14104 ENSGBEBEO223972 DDX11L1 3 ENSEBBBE230i || seud 1l

13403 655 14104 ENSGBEBEO223972 DDX11L1 3 NS - unpr 1y 2N Se gene nghT‘

13453 6 14184  ENSGBBOOE223972 DDXLLLL 6 NS 6309 - tr ribed_u ocessed pseudogene pseudogene Right!
13661 4409 14104 ENSGBEBEE223972 DDX11L1 4 NS - un 1| dogene pseudogene Left!

15796 59 15989  ENSGBBBOB227232 WASHTP NS 9 WASHTP- un | dogene pseudogene Inside!

15904 594 15909 ENSGBEBEO227232 WASHTP NS 5 unpr || dogene pse gene Left!

166087 16605 ENSGBEBEO227232 WASHTP 9 EFJSEBBBBZZ41?3 - nproces || dogene pseudogene Left!

16687 6745 16731  ENSGBBBOO227232 WASHTP 9 ENSEBBBBZ224 WASHT P- un | dogene pseudogene Inside!

24734 4886 69 30112  ENSGEBEBEB227232 WASHTP ENSEBBBBZ225 WASHTP-284 un 1_pseudogene pseudogene Overlap!

24737 489 24697 30112 ENSGBEREO227232 WASHTP ENSEQOEB231 WASHTP-283 unpr 1_pseudogene pseudogene Overlap!

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Figura 6.8

e Chrom: Nombre del cromosoma. En nuestros ficheros irdn del
cromosoma 1 al cromosoma Y.

Exon_Start: Comienzo de la posicion de la region del exon.
Exon_End: Final de la posicién de la region del exon.

Poor_Start: Comienzo de la posicion de la region pobre.

Poor_End: Final de la posicion de la region pobre.

Gene_ID: El identificador estable para el gen.

Gene_Name: Nombre del gen.

Exon_Number: Posicion del exdn en la transcripcion.

Exon_ID: El identificador estable para el exon.

Transcript_Name: EI nombre de la transcripcion.

Transcript_Info: Informacion de la transcipcion.

Gene_Biotype: El biotipo de este gen.

Match: La zona del exdn que resulta afectada. Pueden ser de cuatro
opciones: left, right, inside y overlap. Hablaremos sobre ello a
continuacion.
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En el primer caso, puede ocurrir que la zona que esté afectada sea
una parte izquierda de la region del exdn. Podemos ver un caso en la
siguiente ilustracion (Figura 6.9):

Poor Region

84055 | 13136

LEFT .
| ' Exon Region

131025 134836

Figura 6.9

En el segundo caso, puede ocurrir que la zona que esté afectada sea
una parte derecha de la region del exdn. Podemos observar un caso en la
siguiente ilustracion (Figura 6.10):

Poor Region

32p032 324273

| RIGHT I

Exon Region

323861 324060

Figura 6.10

En el tercer caso, puede ocurrir que la zona afectada se encuentre
dentro de la region del exon. Podemos ver un caso en la siguiente
ilustracion (Figura 6.11):
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Poor Region

IJ??d 14lﬂ?

INSIDE
! Exon Region !
13225 14412
Figura 6.11

En el Gltimo caso, puede darse la opcion de que la zona afectada sea
su totalidad ya que la region con baja de frecuencia de lectura sea de mas
tamafio que la region del genoma de referencia. Podemos ver el caso en la
siguiente ilustracion (Figura 6.12):

Poor Region
267497 : 317847
| OWVERLAP |
|
Exon Rei ‘
317720 317781
Figura 6.12
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6.3.2 Intersection

En la siguiente Figura 6.14 describiremos como esta estructurado el
fichero generado con sus respectivos campos:

int100x(thrl.lenght50) txt

|chrom on_start exon_end gene_id gene_name exon_number exon_id transcript_name transcript_info gene_biotype
1 52473 53312 ENSGDOBO0268020 OR4G4P 1 ENSEBRRO3698237 OR4G4P-881 unprocess pseudogene pseudogene

62948 63887 EN5GB0B00240361 OR4GL1P 1 ENSEGRRA1B830178 OR4GL1P-80L1 unproce pseudogene pseudogene

59891 7EBEE  ENSGBOBOELE6892 OR4FS 1  ENSEEBE82319515 OR4F5-081  protein_coding protein_coding

89295 91629 ENSGBO000238009 RPLL-34P13.7 4 ENSEDOBO1846804 RPLL-34P13.7-001 lincRNA lincRNA

89551 90050 EN5GB0B00239945 RPL1-34P13.8 2 ENSEBOBO1927725 RP1L-34P13.8-001 lincRNA lincRNA

90287 91105 EN5GB0B00239945 RPL1-34P13.8 L ENSEBOBO1907785 RPLL-34P13.8-001 lincRNA lincRNA

118953 111357 ENSGEOOEO238009 RPL1l-34FP13.7 = ENSEDOBO1879696 RPLL-34P13.7-002 1incRNA lincRNA

141474 143011 ENSGOOOEO241860 RP11l-34P13.13 2 ENSEBOEO1911218 RPLL-34P13.13-004 antisense processed_transcript
146386 1465689 ENSGOOAEE241860 RP11-34P13.13 8  ENSEPE001853409 RP11-34P13.13-881 1incRNA processed_transcript
160446 168690 ENSGOOBOO241599 RP11-34P13.9 1

161314 161525 ENSGOOAOO241599 RP11-34P13.9 P

ENSE@O001882727 RP11-34P13.59-001 lincRNA lincRNA
ENSE@0001895361 RP11-34P13.59-001 lincRNA LincRNA

Figura 6.14

L
L
L
L
L
L
L
1
1
1

e Chrom: Nombre del cromosoma. En nuestros ficheros iran del
cromosoma 1 al cromosoma Y.

Exon_Start: Comienzo de la posicién de la region del exon.
Exon_End: Final de la posicién de la regidn del exén.
Gene_ID: El identificador estable para el gen.
Gene_Name: Nombre del gen.

Exon_Number: Posicion del exon en la transcripcion.
Exon_ID: El identificador estable para el exon.
Transcript_Name: El nombre de la transcripcion.
Transcript_Info: Informacién de la transcripcion.
Gene_Biotype: El biotipo de este gen.

Como vemos en la imagen anterior, las regiones con baja de
frecuencia de lectura no se encuentran en los ficheros, ya que solo haremos
la comparacion de los exones comunes correspondientes al genoma de
referencia, y no tendremos necesidad de afiadir dichas regiones pobres.

6.3.3 Statistical Results

En esta fase haremos balance de los resultados que se han generado
tanto en los ficheros con baja frecuencia de lectura como en los ficheros
con las intersecciones entre multiples pacientes. Para ello obtendremos de
cada uno de ellos una serie de estadisticas para hacernos una idea de la
cantidad de informacién que se esta perdiendo en el genoma de referencia.
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En la Figura 6.15 mostraremos una imagen como ejemplo del fichero
gue se genera una vez ejecutado el procedimiento:

StadisticalResults txt

|_|,-‘*¢*¢*¢** GENES *kkEdkks s

Number of Genes: 51798
Protein-coding genes : 23327

Long non-coding RNA genes : 7728
Small non-coding RNA genes : 1986
Processed Pseudogenes ger 1 9457
Unprocessed Pseudogen

Unitary Pseudogenes g

Polymorphic Pseudogenes genes :
Pseudogenes genes : 376

Processed Transcript genes: 13808
Transcribed Unproce 1 Pseudogene genes: 638
Retained Intron genes: 8833

FEERRERRE Exons kEdkkdf
Number of exons: 277582
Protein-coding exons : 98833

Long non-coding RNA exons : 26635
small non-coding RNA : L9l9
Processed Pseudogenes 1 23312
Unprocessed Pseudog

Unitary Pseudogenes

Polymorphic Pseudog

Pseudogenes exo

Transcribed Unprocessed Pseudogene exons: 3867
Retained Intron exons: 29382
Figura 6.15

A continuacion haremos un andlisis de todos los componentes
estadisticos que hemos obtenido tanto de un fichero con baja frecuencia de
lectura como de un fichero de interseccion entre multiples pacientes:

e Number of Genes: Numero de genes afectados en todos los
cromosomas.

e Proteing - Coding Genes: Numero de genes afectados en el cual
codifican proteinas.

e Long non — coding RNA Genes: Numero de genes afectados en el
cual codifican transcritos no proteicos ( contienen mas de 200
nucleédtidos)
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e Small non — coding RNA Genes: Significa lo mismo que el anterior,
pero la diferencia es que estos son pequefios.

e Processed Pseudogenes Genes: Numero de genes afectados en el
cual son pseudogenes procesados.

e Unprocessed Pseudogenes Genes: Numero de genes afectados en el
cual son pseudogenes que no han sido procesados.

e Unitary Pseudogenes Genes: Numero de genes afectados en los
cuales varias mutaciones pueden detener un gen transcrito o
traducido con éxito.

e Polymorphic Pseudogenes Genes: Numero de genes que estan
intactos en el genoma de otros individuos de la misma especie.

e Pseudogenes Genes: Numero de genes que han perdido su
capacidad de codificacion de proteinas o ya no estan expresados en
la célula.

e Process Transcript Genes: Numero de genes afectados que no han
sido transcritos.

e Transcribed Unprocessed Pseudogenes Genes: Numero de
pseudogenes transcritos no procesados.

e Retained Intron Genes: NUmero de genes que contienen secuencias
intronicas.

Al igual que con las estadisticas a nivel de gen, también podemos
observar en la anterior imagen que hemos obtenido resultados a nivel de
exon.

6.3.4 Caso Practico

Una vez localizadas las regiones que contienen baja frecuencia de
lectura del ADN en un determinado paciente, el objetivo es hacer el mismo
proceso para multiples pacientes. Luego agrupamos a los que han sido
secuenciados con una cobertura de 50x (50 veces que se ha secuenciado de
forma fiable una region) vy a los de cobertura de 100x (100 veces que se ha
secuenciado). A cada grupo le haremos la interseccion con la finalidad de
encontrar los exones comunes. Asi, encontraremos las regiones de exones
gue estan afectadas en el genoma de referencia.

Hemos llegado a varias conclusiones una vez hecho el estudio que
explicaremos en el capitulo 7. Podemos ver en las siguientes ilustraciones
los resultados obtenidos, asi como sus graficas correspondientes.
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50000
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Threshold 10 50x 100x
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Long non-coding RNA | 7640 7547
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i Total Genes
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7. Conclusiones y Trabajos Futuros.

Como ya sabemos, existe un problema en el que la cobertura de la
secuenciacion de un determinado paciente es variable. Por ello, hay
regiones del ADN en el que es posible que no se haya secuenciado el
exoma, y por consecuente la imposibilidad de identificar dichas variantes
en dichas regiones.

Para ello, hemos creado la herramienta que se encarga de detectar
regiones con poca cobertura de secuenciacion (MIST- Missing Sequencing
Tools). Como ya sabemos dicha aplicacion filtra y calcula regiones del
fichero de alineamiento con un nimero de lecturas determinado por un
umbral introducido por el usuario.

Para llegar a una veracidad convincente como sabemos que
heredamos dos cromatidas™ (una de nuestra madre y otra del padre, en el
cual las dos forman un cromosoma) en el que cada una de las crométidas
estd formada por dos cadenas, hemos contemplado que el minimo de
lecturas leidas debe ser 4. Cabe destacar que en todos los cromosomas
tenemos dos alelos™, menos en el cromosoma Y en el que sélo tenemos
uno.

Aun asi nosotros hemos puesto un umbral de 10, ya que ademas de
ser un limite estandar podemos obtener una mayor veracidad en nuestras
investigaciones.

Después de haber hecho multitud de procesos con diferentes ficheros
los resultados obtenidos han sido sorprendentes. Se ha observado que hay
demasiados genes con baja frecuencia de lectura y que son de tamafo
considerable. Hay que destacar que en cada uno de los genes podemos
encontrar que hay multiples exones esparcidos en diferentes zonas de éstos
sospechosos de haber sido mal secuenciado.

Esto nos ha creado una incertidumbre diagnostica, ya que en casi
todos los resultados obtenidos hemos observado que un 1/3 del genoma ha
sido mal secuenciado. Por ello, podemos decir que es una cantidad
aproximadamente considerable aunque por otra parte sabemos con
seguridad que el otro 2/3 restante esta bien secuenciado a ciencia cierta.

Por una parte, al realizar la comparacion entre las dos intersecciones
realizadas hemos descubierto genes sospechosos de estar mal secuenciados
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en la cobertura 100x que no encontramos en los pacientes con tasa de
cobertura 50x.

La otra conclusion que hemos llegado es que al hacer una
comparacion estadistica a nivel tanto de genes como de exones que
codifican proteinas, podemos analizar que existe una mejora al hacer una
cobertura de 100x con respecto al 50x.

Secuenciar con una profundidad de 100x es mucho mejor que con la
de 50x, ya que la cobertura de encontrar genes codificantes mal
secuenciados es mucho mayor, por lo que la rentabilidad en cuanto a coste
monetario seria mas beneficiosa secuenciar directamente con una
profundidad mucho mayor (100x).

Es obvio que con MIST (Missing Sequencing Tools) solo hemos
hurgado una pequefia parte de algo mas grande. La busqueda de regiones
en el ADN que son sospechosos de haber sido mal secuenciados representa
un logro cientifico y tecnoldgico para la sanidad.

Poder con dicha tecnologia descubrir regiones causantes de originar
una posible enfermedad, o averiguar si el individuo es mas o menos
susceptible de un determinado medicamento constituye un gran avance en
el tratamiento médico, y supone tanto un beneficio econémico bastante
grande como preciso que los sistemas actuales.

Aun asi, todavia quedan cosas por hacer en el flujo de trabajo de la
localizacién de regiones mal secuenciadas en el ADN. A continuacion
exXponemos unas cuantas:

e Optimizacion y mejora de la herramienta MIST de localizacion de
regiones del ADN con baja frecuencia de lectura.

¢ Afadir la herramienta desarrollada al software general DNAnalytics
como modulo adicional.

e Implementar, o encontrar nuevos algoritmos para la busqueda de
identificacion de regiones mal secuenciadas en el ADN.

e Reducir el tiempo de procesamiento de los resultados obtenidos,
adaptando la herramienta en maquinas mas potentes.

e Encontrar y estudiar otras herramientas ya desarrolladas similares a
nuestro programa, con el fin de realizar una comparacion sobre éste.
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8. Aportaciones.

En este capitulo hablaremos de las diferentes aportaciones que
presenta nuestro Trabajo Fin de Grado. Con la implementacion de la
aplicacion hemos avanzado considerablemente en muchos factores muy
Importantes.

En primer lugar, dicha aplicacion (MIST) aporta saber qué zonas del
exoma han sido mal secuenciadas. Por ello si, por ejemplo, un 90 % ha sido
de las regiones han sido bien secuenciadas el programa detecta qué zonas
del 10 % restante no lo han sido. Con esto nos podemos ahorrarnos tiempo
y recursos (ya que reduce el nimero de exones a secuenciar por Sanger).

Por otra parte, en cuanto al factor cientifico-médico, buscar qué
zonas han sido mal secuenciadas es de vital importancia ya que existen
regiones que pueden causar enfermedades o incluso la muerte del paciente.
Asi que las detecciones de estos posibles genes candidatos, permite
conocer qué variantes son sospechosas de causar riesgos de salud o nuevas
variantes que no han sido descubiertas hasta ahora.

Ademaés esta aplicacion reduce, claramente, la posibilidad de error
por parte de los empleados de la Unidad de Investigacion, ya que no sélo
se evaluan los resultados obtenidos sino que el experto puede realizar sus
comparaciones con los datos suyos llegando asi a conclusiones mas
Optimas.

En la actualidad, no existe este método informatizado y que cubra
esta necesidad. Con el desarrollo de esta aplicacion, conseguimos que los
profesionales de dicho sector se encuentren con una herramienta sencilla,
intuitiva y atil que agilizara y mejorara las investigaciones para este tipo de
estudios.
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9. Competencias Cubiertas.

Para la realizacion y evaluacion de este trabajo fin de grado, se
requiere de una serie de competencias, de las cuales enumeraremos y
justificaremos las siguientes:

9.1 Cllo1

Capacidad para disefar, desarrollar, seleccionar y evaluar
aplicaciones y sistemas informaticos, asegurando su fiabilidad,
seguridad y calidad, conforme a principios éticos y a la legislacion y
normativa vigente.

1. Se han disefiado, desarrollado, seleccionado y evaluado aplicaciones
y sistemas informaticos ya que se ha tenido que hacer un estudio
previamente sobre como seria la obtencion de las regiones con baja
frecuencia de lectura en el genoma de referencia.

2. Se ha desarrollado una aplicacion con la capacidad de automatizar
dicha basqueda, incluyendo las diferentes pruebas tanto de fiabilidad
y seguridad como las de calidad, considerando las diferentes normas
vigentes.

3. En dicha memoria podemos ver que hemos incluido los apartados
“Estado Actual y Objetivos” y “Recursos” (en el apartado de
“Planificacion”), con el fin de cubrir por completo dicha
competencia.

9.2 Cll02

Capacidad para planificar, concebir, desplegar y dirigir
proyectos, servicios y sistemas informaticos en todos los ambitos,
liderando su puesta en marcha y su mejora continua y valorando su
Impacto econémico y social.

1. Para la realizacién de este proyecto de dicha magnitud, tener una
planificacion es imprescindible para alcanzar los plazos establecidos
del mismo.

2. Si se alcanza satisfactoriamente la presentacion del proyecto, ratifica
que la competencia ha sido cubierta.
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3. Cabe destacar que dicho proyecto aunque esté en un proceso de
investigacion y experimentacion, puede tener en un futuro un
importante impacto y valor econdémico. Esto es asi, porque dicha
herramienta proporciona un ahorro tanto de tiempo como econdémico
muy considerable para los investigadores.

9.3 Clio4

Capacidad para elaborar el pliego de condiciones técnicas de una
instalacion informéatica que cumpla los estandares y normativas
vigentes.

Para una acertada utilizacion de la herramienta desarrollada se ha
planteado las siguientes condiciones técnicas:

1. La implementacion del médulo de software debe tener una serie de
requisitos para llevar a cabo la instalacién del mismo:

Fiabilidad.
Comportamiento constante.
Buena calidad del software.
Que sea seguro.

2. La intencion es que dicha herramienta sea utilizada de forma global
para los investigadores quieran hacer uso de ella. En un principio la
aplicacion se ha planteado en el idioma espafiol, pero cabe la
posibilidad de ampliarla a otro idioma si es necesario.

3. En el caso de que fuera necesario realizar diferentes correcciones a
dicha herramienta, el proceso de pruebas no deberia de afectar a la
actividad del mismo. Es preciso analizar y comprobar el
funcionamiento antes de efectuar la difusion del producto.

9.4 Cll08

Capacidad para analizar, disefiar, construir y mantener
aplicaciones de forma robusta, segura y eficiente, eligiendo el
paradigma y los lenguajes de programacién mas adecuados.

1. Como hemos dicho en la anterior competencia, la aplicacion debe
contener una serie de requisitos para que sea robusta, segura y
eficiente.
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2. Para la implementacion de la aplicacién, es recomendable que se
tome como paradigma la orientacion a objetos y que dicho lenguaje
sea también imperativo.

3. La portabilidad es técnicamente dificil de lograr, por ello se ha
utilizado como lenguaje de desarrollo Java ya que actla
independientemente de la plataforma que estemos trabajando.

9.5 Cll018

Conocimiento de la normativa y la regulacion de la informatica
en los ambitos nacional, europeo e internacional.

Actualmente las leyes que estan puestas en diferentes paises guiadas
a proteger la utilizacion desmedida o/e ilegal de la informacion obtenida y
tratado en equipos informaticos.

Desde hace varias afios, la mayoria de los paises en el ambito
europeo e internacional, han intentado crear/ejecutar leyes relacionados con
el acceso ilegal a los sistemas informaticos o el mantenimiento indebido de
estos accesos, la propagacion de virus u otros métodos para adquirir
informacion ilegal.

Todos estos enfoques en paises occidentales son muy parecidos a los
europeos, ya que el objetivo también es proteger la informacion que puede
ser adquirida de forma ilicita mediante diferentes métodos como la
comunicacion segura o que la transferencia informacion sea de lo mas
confidencial posible.

9.6 TFGO1

Ejercicio original arealizar individualmente y presentar y
defender ante un tribunal universitario, consistente en un proyecto en
el ambito de las tecnologias especificas de la Ingenieria en Informatica
de naturaleza profesional en el que se sinteticen e integren las
competencias adquiridas en las ensefianzas.

Esta competencia ha sido totalmente cubierta en la presente memoria
sobre este Trabajo Fin de Grado, en el cual también se ha desarrollado la
aplicacion a la que se hace mencién.
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Para ello hemos hecho previamente un estudio sobre el desarrollo del
mismo, desde la planificacion e implementacion de la herramienta hasta los
resultados obtenidos al realizar la ejecucion de los diferentes algoritmos
desarrollados.

Todos estos aspectos pertenecen, evidentemente, a ambitos de las
tecnologias especificas de la Ingenieria en Informatica.
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10. Normativa y Legislacion.

A continuacion se incluird la legislacion vigente que afecta a este
Trabajo Fin de Grado en materia de seguridad informatica:

10.1 Ley de Proteccion de datos.

En este apartado explicaremos las razones por las cuales esta ley es
importante en nuestro proyecto.

Una de las principales razones por la que se utiliza esta ley es que la
aplicacion realiza sus procesos a partir de unos ficheros relacionados con el
alineamiento del ADN. Estos ficheros vienen originalmente de muestras de
sangre extraida en determinados pacientes, por lo que es de vital
Importancia proteger cualquier informacion concerniente a dichas personas
identificadas.

Ademas durante la implementacion de la aplicacién, hacemos
operaciones y procedimientos técnicos los cuales nos permiten la recogida,
elaboracion y modificacion de los datos.

En nuestro caso, estos datos de caracter personal recogidos en
pacientes, s6lo podran ser usados para finalidades relacionadas con las
investigaciones biomédicas. Por otro lado, el tratamiento de dichos datos
requerira del consentimiento inequivoco del afectado, salvo que la ley
disponga otra cosa.

10.2 Leyes sobre Seguridad.

En este apartado hablaremos sobre los diferentes aspectos
relacionados con la seguridad que necesita la aplicacion desarrollada en
este Trabajo Fin de Grado. Para ello enumeramos las siguientes
consideraciones a tener en cuenta:

1. La informacion de los archivos que vayamos a tratar relacionado con
determinados pacientes sean de total confidencialidad.

2. Con la posibilidad de que la informacién en dicho archivos sufra
peligro de confidencialidad e integridad en los datos, los equipos
informaticos donde vayamos a instalar la aplicacion deberan tener un
sistema de proteccion.
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3. Generalmente las amenazas internas pueden ser mas serias que las
externas, ya aquellas personas dentro la investigacion conocen la red
y saben como es su funcionamiento, ubicacion de la informacion,
datos de interés, etc. Por ello es necesario realizar copias de
seguridad, e incluso, si es necesario sistemas de respaldo remoto que
permitan mantener la informacién en dos ubicaciones de forma
asincrona.

4. Aungue en nuestros equipos informaticos tienen el sistema operativo
Linux, los virus son uno de los medios mas tradicionales de ataque a
los sistemas y a la informacion que los sostienen. Para poder evitar
su contagio se deben vigilar los equipos y los medios de accesos a
ellos, principalmente la red.
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11. Manual de Usuario y Software.

En este apartado exponemos un sencillo manual de usuario sobre la
aplicacion desarrollada para los usuarios correspondientes tanto al personal
clinico como a los usuarios externos. Para facilitar la interpretacion del
funcionamiento del mismo, mostraremos varios ejemplos mediante
capturas de pantalla.

11.1 Acceso a la aplicacion.

1. Haga clic dos veces sobre el archivo llamado “MIST” o seleccionelo
y pulse la tecla “Enter”.

2. A continuacion se abrira la interfaz del programa en el cual esta
compuesta por tres pestafias superiores: “Depths”, “Comparison” y
“Statistical Results”.

11.2 Proceso “Depths”.

El proceso que realiza es la localizacion de regiones del ADN con
lecturas por debajo del limite que hemos introducido en el campo numérico
“Threshold”.

1. Hacer clic en la pestafia “Depths”. Se ofrecera la interfaz:

| 4] - 0O x

_[ Depths T Comparison I Stadistical Results ]

Input

File BAM: || | Browse ... )
File Exons : L Browse ... |
Threshold :
output
Browse ...

( Start |

L "
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2. Dicha interfaz esta compuesta por dos secciones: “Input” y “Output”.

3. Hacer clic en el boton “Browse...” correspondiente a “File BAM”
para elegir el fichero de alineamiento del ADN.

(=] - O x
J Depths I Comparison T Stadistical Results ]
n Open x
Look In: |[(E§ Desktop |v] = i I E | =1 ) —
File BAM : | J [ J [ J l J = I‘—J bwse ...
| niv_085_2013.bam [ 50Z_002.bam | WDH_2100]
File Exons : || niv_102.bam | | SQZ_003.bam || WDH_2100] pwse ...
am [ niv_19_2012.bam " 50Z_020.bam | WDH_2100]
Threshold : [ niv_60_20130307.bam [ ] SQZ_025.bam
Sl Il 50z 001.bam Y sQz_030.bam
PL S T
OWSE ...
File Mame: SQZ_001.bam
| Files of Type: |BAM file 7 J
I [
[ Open J | Cancel |
i
.
v

4. MIST solo permite elegir ficheros con extension “.BAM”.

5. Hace clic en el boton “Browse...” correspondiente al “File Exons”
(Base de datos de exones).

£ — 0O X
J Depths I Comparisen T Stadistical Results ]

B Open x

File BAM : Look In: | (& Genoma de Refere... |¥| | @ | | @ | | @ | =] ls] | bwse ...

. exonshomosapiens.txt

File Exons : bwse ...

Threshold :
oWse ...
File Name: exonshomosapiens. txt
l Files of Type: |All Files TJ
e —

[ Cpen J [ Cancel J
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6. En el campo “Threshold” introducir el umbral para determinar el
limite de lecturas.

| 2] - O x
J Depths T Comparison I Stadistical Results ]
Input
File BAM : /home/uai/Desktop/SQZ_001.bam L Browse ... J
File Exons :  /home/uai/Desktop/Genoma de Referencia/exonshomosapiens.txt L Browse ... J
Threshold : | 10|
k
Qutput
Browse ...
[ Start J

29

7. Hacer clic en el boton “Browse...” correspondiente a la seccion
“Output”, para seleccionar la ubicacion del archivo donde queremos
general nuestros resultados. El archivo lo podemos guardar con
formato del tipo “.txt” o “.tsv”’ (Tab Separated Values).

(= - 0O x
J Depths I Comparisen I Stadistical Results ]

n Save x
. = I =] |
File BAM : Look In: | (& Desktop Y LG (@) @) E 8 b
_ (& cnv [ lengthpog
File Exons : ﬁficherosfinales ﬁ lengthpoo LS
[ Genoma de Referencia [ lengthpog
Threshold : GV 2.2.13 (& Limifiana
ﬁ lecturasmMT ﬁ posinicron
L 3 | I
owse ...
File Mame: resultado.txt
; Files of Type: [AII Files T] g
| 1
[ Save J [ Cancel J

LT
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8. Hacer clic en “Start” para ejecutar el proceso del programa.

- 0O x
_[ Depths T Comparison T Stadistical Results ]
Input
File BAM : fhome/uaifDesktop/SQZ_001.bam L Browse ... J
File Exons : | /home/uaifDesktop/Genoma de Referencia/exonshomosapiens.txt [ Browse ... J
Thresheld: 10
k
Output

Jhomefuai/Desktop/resultado. txt Browse ...

| Start ]
— -

UuiuLlTss L.UIII'.JGII:!UII L IJUULFS33Ld 2

00:01:45 Comparison 20001/33325

00:01:47 Comparison 25001/33325
00:01:48 Comparison 30001/33325
Saving results

New Chromosome: 3

00:0L:53 Initial Position: 31774841
00:01:57 Initial Position: 49229062
00:02:02 Initial Position: 75803102

9. EIl programa mostrara un mensaje de error al pulsar el boton “Start”
en el caso de que no se haya realizado ninguna de las anteriores
instrucciones.

2 -0 x

J Depths T Comparison T Stadistical Results ]

Input
File BAM : | Browse ... )
File Exons : L Browse ... |
Threshold: = | Error *

k
o You must select the file BAM to be treated.

Browse ...
|

«T 7
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10. Una vez que el proceso de la aplicacion haya terminado, podemos
volver a cerrar la aplicacion o directamente pasar a otra pestafa.

11.3 Proceso “Comparison”.

El proceso que realiza es la interseccion de las regiones con baja
frecuencia de lectura de todos los pacientes.

1. Hacer clic en la pestafia “Comparison”. Se mostrara el siguiente
panel, dividido en las secciones “Input” y “Ouput”:

n - o x
Depths | Comparison T Statistical Results ]
Input
| Remove | | Add |
Output
Browse ...
l Start J
k

2. Hacer clic en el boton “Add” para afiadir los ficheros de entrada.
Solo se pueden anadir ficheros generados en la etapa “Depths™.
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£ - 0O X

Depths | Comparison I Statistical Results ]

Input

| 2} Open b
LookIn: (@ 00xwmbrall)  |v] (@ | [ @ | (@ | [E][ B |

B niv 062.txt " sQZ_025.txt

[ niv_085_2013.txt [ 50Z_030.txt

" sQz_ool.txt | WDH_21001_L3L4.txt

7] 5QZ_o02.txt ] WDH_21002_L3L4.tut

[ 50Z_003.txt ("] WDH_21003_L3L4.txt

" sQZ_020.txt

Add
File Name: niv_062.txt
Files of Type: |All Files TJ Browse ... |
R‘: [ Open J [ Cancel J J

1. La siguiente interfaz nos muestra las rutas de cada uno de los
ficheros que hemos afiadido para realizar la comparacion.

- 0O x
Depths | Comparison I Statistical Results ]

Input

fhomefuai/Deskiop/ResultsDepths/1 00x{umbrall iniv_082.txt
fhome/fuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall )/niv_085_2013.txt
fhome/fuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall)/SQZ_001.txt
fhome/fuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall)jSQZ_002.txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/100x(umbrallJSQZ_003.txt
fhome/fuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall )JSQZ_020.txt
fhomefuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall )JSQZ_025.txt
fhomefuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall JSQZ_030.txt

l Remove J [ Add J

Output
Browse ...
l Start J
k

2. Hace clic boton “Remove” para eliminar un fichero afiadido
previamente.
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3. En la seccion “Output” hacer clic en el botén “Browse...”, para
seleccionar la ubicacion del archivo ddénde queremos guardar
nuestros resultados. El archivo lo podemos generar del tipo “.txt” o
“tsv” (Tab Separated Values).

(2] - 0 x|

Depths | Comparison I Statistical Results ]

Input

fhomefuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall niv_062. txt
fhome/uai/Desktop/ResultsDepths/1 00x(umbrall)/niv_085_2013.txt
/homejuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall )fSQZ_001.txt
fhomejuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x(umbrall SQZ_002.txt
fhomejuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x(umbrall SQZ_003.txt
fhomejuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall )/SQZ_020.txt
fhomejuai/Desktop/ResultsDepths/100x{umbrall )fSQZ_025.txt
fhomefuai/Desktop/ResultsDepths/1 00x{umbrall YSOZ_030.txt

l Remove J [ Add J

Qutput

Browse ... .

Look In: | [E§ Desktop TJ @] (@] (@] (E) =]

(& chv [ lengthpoo
[ ficherosfinales [ lengthpoo
(5 Genoma de Referencia [ lengthpoo
[ Gv 2.2.13 (& Limifiana

ﬁ lecturasMT ﬁ posinicron

< L

File Name: resultados. txt

Files of Type: |All Files

|
. Save | | cancel

4. Hacer clic en “Start” para ejecutar el proceso del programa.
5. El programa mostrara un mensaje de error al pulsar el boton “Start”

en el caso de que no se haya realizado ninguna de las anteriores
instrucciones.
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£%] - 0 X

Depths | Comparison I Statistical Results ]

Input

o You must enter at least two files.

| Remove | | Add |
Qutput
Browse ...

( Start J

k

6. Una vez que el proceso de la aplicacion haya terminado, podemos
volver a cerrar la aplicacion o directamente pasar a otra pestafia.

11.4 Proceso “Statitiscal Results”.

El proceso que realiza es la obtencion de resultados estadisticos tanto para
la interseccion de regiones pobres entre pacientes como para cada uno de
forma individual.

1. Hacer cli en la pestafia “Statistical Results”. Se muestra la interfaz,
dividida en las secciones “Input” y “Output”.

= 0 X

[ Depths T Comparison I Statistical Results ]

Input

File : L Browse ... |
k
Ouput
Browse ...
l Start J
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2. Hacer clic en el boton “Browse...” correspondiente al campo “File”
para elegir el fichero al que queremos realizar el tratamiento.

| - 0O X
[ Depths T Comparison T Statistical Results ]

2] Open x
I . = = .
File Look n: | @ int100x L @)@ =D s LT
B int100x(thrl 0,lenght1).txt
se ..
(R J
File Name: int1 00x(thrl0,lenghtl).txt
Files of Type: | All Files TJ
. Open | [ cancel
k

3. En la seccion “Output” hacer clic en el boton “Browse...”, para
seleccionar la ubicacion del archivo dénde queremos guardar
nuestros resultados. El archivo lo podemos generar del tipo “.txt” o
“tsv” (Tab Separated Values).

4. Hacer clic en el boton “Start” para ejecutar el proceso del programa.
5. El programa mostrard un mensaje de error al pulsar el botdén “Start”

en el caso de que no se haya realizado ninguna de las anteriores
instrucciones.
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[ Depths I Comparison T Statistical Results ]

n Error x
File : Browse ...
o You must select the file to be treated.
—
Browse ..,
k
| Start J

6. Una vez que el proceso de la aplicacion haya terminado, podemos
volver a cerrar la aplicacion o directamente pasar a otra pestafa.
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13. Anexo 1: Formato de ficheros.
FASTQ

En la siguiente Figura 1.1 observamos como esta estructurado los
primeras lineas de un fichero “.fastq”. La primera linea es el identificador
(comenzando por @), después del cual viene la secuencia. La linea que
comienza con + suele contener otra vez el mismo identificador, aunque se
puede omitir para ahorrar espacio en disco. Al final viene una serie de
caracteres que representan la calidad, un caracter por cada letra de la
secuencia.

Para que la cadena de valores de calidad tenga la misma longitud que
la secuencia, se codifica el numero convirtiéndolo en un carécter ascii. Para
evitar caracteres ascii que no se pueden desplegar en pantalla, se suele
agregar 33 al nimero de calidad antes de codificarlo.

8IT.21 4392:7:1:1487:3943/1
AATTGCATCTCGTATGCCGTCTTCTCGNTTGAANNNNA
&

GFGEACFF=FE<FBEGA;FGFF38FB)CREBB&&&L]

Figura 1.1

VCF

En las siguientes Figuras 1.2 y 1.3 podemos observar como esta
estructurado un archivo de variantes de formato “.VCF” [15] :

68

Escuela de Ingenieria Informatica - ULPGC



niv_19 32.vef

jeafileformat=VCFv4. 1

##ApplyRecalibration="analysis_type=ApplyRecalibration input_file=[] read buffer_sizesnull phone_home=STANDARD gatk key=null tag=NA read_filter=[] intdq
interval_merging=ALL interval_padding=0 reference_sequence=genoma/human_glk v37.fasta nonDeterministicRandomSeed=false disableRandomization=false maxR
downsampling_type=BY SAMPLE downsample_to_fraction=aull downsample_to_coverage=1000 enable_experimental downsampling=false baq=0FF baqGapOpenPenalty=4d
BQSR=null quantize quals=® disable_indel quals=false emit_original_quals=false preserve gscores_less than=6 defaultBaseQualities=-1 validation_stric
keep_program_records=false unsafe=null num threads=1 num_cpu_threads_per_data_thread=1l num_io_threads=0 monitorThreadEfficiency=false num_bam_file_hand
pedigreeString=[] pedigreevalidationType=STRICT allow_intervals_with_unindexed bam=false generateShadowBCF=false logging_level=INFO log_to_file=null hd
)] recal_file=(RodBinding namemrecal file sourcestemp/snp.recal) tranches_filestemp/snp.tranches out=org.broadinstitute.sting.gatk.io.stubs.VariantCon
sting.gatk.io.stubs.variantContextwriterStub sites_only=org.broadinstitute.sting.gatk.io.stubs.VariantContextWriterStub bcf=org.broadinstitute.sting.gd
ignore_filter=null mode=SNP filter_mismatching_base_and_quals=false®

#¥CombineVariants="analysis_typesCombineVariants input_file=[] read_buffer_sizesnull phone_home=STANDARD gatk_keysnull tag=MA read_filters[] intervals
interval _merging=ALL interval_padding=0 reference_sequence=genoma/human_glk v37.fasta nonDeterministicRandomSeed=false disableRandomization=false maxR
downsampling_type=8Y_SAMPLE downsample_to_fraction=null downsample_to_coverage=1000 enable_experimental_downsamspling=false baq=0FF baqGapOpenPenalty=44
BOSR=null quantize_quals=® disable_indel_quals=false emit_original_quals=false preserve_qscores_less_than=6 defaultBaseQualities=-1 validation_strictnd
keep_program_records=false unsafe=null num threads=l num cpu_threads_per_data_thread=l num io threads=0 monitorThreadEfficiency=false num bam file hang
pedigreeString=[] pedigreevalidationType=STRICT allow_intervals_with_unindexed bam=false generateShadowBCF=false logging_level=INFO log_to_file=null hd
source=calls/niv_19_calls.vcf), (RodBinding namesvariant2 source=calls/niv_032 calls.vcf)] out=org.broadinstitute.sting.gatk.io.stubs.VariantContextur
.10.5tubs.VariantContextWriterStub sites_only=org.broadinstitute.sting.gatk.io.stubs.VariantContextiriterStub bcf=org.broadinstitute.sting.gatk.io.stul]
filteredrecordsmergetype=KEEP_IF_ANY_UNFILTERED multipleallelesmergetype=8Y TYPE rod_priority list=null printComplexMerges=false filteredAreUncalled=f
assumeIdenticalSamples=false minimusN=1 suppressCommandLineHeader=false mergelnfowithMaxAC=false filter_mismatching base_and_quals=false"
#FILTER=<ID=LowQual,Description="Low quality">

#4FILTER=<ID=YQSRTrancheINDEL99.001099.90,Description="Truth sensitivity tranche level for INDEL model at VQS Lod: -8.4456 <= x < -1.1939">
#SFILTER=<ID=YQSRTrancheINDEL99.90t0160.00+,Description="Truth sensitivity tranche level for INDEL model at VOS5 Lod < -206.2159">
SIFILTER=<ID=VQSRTrancheINDEL99.9610100.00,Descriptions"Truth sensitivity tranche level for INDEL model at VQS Lod: -206.2159 <= X < -8.4456">
#SFILTER=<ID=VQSRTrancheSNP99.001099.90,Description="Truth sensitivity tranche level for SNP model at VOS Lod: -2.53088 <= x < 1.8545">
##FILTER=<ID=YQSRTrancheSNP99.90t0100.00+,Description="Truth sensitivity tranche level for SNP model at VOS Lod < -1601.2869">
#IFILTER=<ID=YQSRTrancheSNP99.96t0100.00,Description="Truth sensitivity tranche level for SNP model at VOS Lod: -1001.2889 <= x < -2.5388">
S4FORMAT=<ID=AD ,Numbere=, , Type=Integer,Description="Allelic depths for the ref and alt alleles in the order listed">
FSFORMAT=<ID=DP, Number=1, Type=Integer,Description="Approximate read depth (reads with M)=255 or with bad mates are filtered)">

Figura 1.2

En esta primera imagen observamos las primeras lineas del archivo
“.vef”, en el cual nos expone una informacion (meta-informacion) de como
sera el contenido y la estructura que tendra dicho fichero. Esta meta-
informacion es incluida después de la cadena “##” y debe ser formada por
“clave = valor”.

En estas primeras lineas encontramos los siguientes campos
asociados a sus valores:

e Fileformat: Este campo siempre es requerido y debe ser la primera
linea del fichero. Informa del nimero de la version del fichero de las
variantes.

e Info: Este campo puede ser de varios tipos: entero, real, flag,
caracter y cadena. También contiene un campo “Number” que es de
tipo entero en el cual se describe el nimero de valores que puede ser
incluido con el campo “Info”.

o Filter: Este campo informa de los filtros que se han aplicado a los
datos.

e Format: Este campo indica los diferentes campos del Genotipo que
Se van a exponer.

e Contig: Es un conjunto de lecturas contiguas que estan relacionadas
entre si mediante la superposicion de secuencias. Al igual que con
las secuencias cromosomicas es muy recomendable que la cabecera
incluya etiquetas que describen los “contigs” que hacen referencia al
fichero “.vcf”. El formato es idéntico a la de una secuencia de
referencia, pero con una etiqueta URL adicional que indica donde
puede ser encontrado la secuencia.
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En la Figura 5.6 vemos como esta estructurado las lineas de los datos
del fichero. Esta formado por 8 campos (ademas de 2 campos mas que son
opcionales), en el cual todas sus lineas estan delimitados por tabuladores.

€¢ 9

Los valores perdidos estan especificados por un “.”.

19/ 32vef

#sourcesselectvariants
#CHROM PO5 ID' REF ALT QUAL  FILTER INFO  FORMAT SM
1 808631 rsll246779 G A 527 PASS  ACS2;AF=l.00;AN=2;BaseqRanksum=3.351;08;DP=35;Dels=0. 08; F5=0.000;HapLotypescore=0. 6000; M)6=0; MIRanksunr0. 996; ReadPosRanksune-6. 272; 56=-6.

301e+01;culprit=Fs;set=Intersection  GT:AD:OP:GO:PL 1/1:0,17:17:48:560,48,0

1 812284 rs7545373 C G 58.76 PASS  AC=2;AF=L1.00;AN=2;D8;DP=7;Dels=0.09; F5=0. 000;Haplotypescore=a. 8968; NLEAC=2; HLEAF=1. 08; H)6=0; 58=-6.781e+6L; set=Intersection GT:AD:OP:GO:PL 1/1:0,4:4:6:98,6,0
1 862124 rs13303101 A G 44.76 PASS  AC=2;AF=L.00;AN=2;08;0P=5;Dels=0.00; F5=0. 000;Haplotypescore=a, 0000; MLEACS2; MLEAF=1. 00; M)=69.00; H00=0; 58=- 3. 201e+0L; culprit=DP; set=Intersection GT:AD:DR:G0:PL
1/1:0,3:3:6:76,6,0

Figura 1.3

A continuacién explicaremos cada uno de los campos que esta
estructurado dichas lineas:

¢ CHROM (cromosoma): Contiene un identificador a partir del
genoma de referencia o una cadena ID entre corchetes que apunta
a un “contig” en el archivo de ensamblado. Todas las entradas
para un especifico cromosoma deben formar un bloque contiguo
en el VCF.

e POS: La posicion de referencia, con la primera base que tiene la
posicion 1. Las posiciones son ordenadas numéricamente, en
orden creciente, dentro de cada secuencia de referencia CHROM.
Se permite tener multiples registros con el mismo punto de venta.
Los telomeros™" son indicados usando las posiciones 0 o N+,
donde N es la longitud del correspondiente cromosoma o contig.

e ID: Identificador de la variante. Si se trata de una variante de tipo
“dbSNP” se incita a utilizar el/los nimero/s rs. Sin identificador
deberia estar presente en mas de un registro de datos. Si no
existiera ninguna identificacion posible, se le asigna el valor
perdido por defecto.

o REF (base de referencia): Cada base debe serunode A, C, G, T,
N. Se permiten maltiples bases. El valor en el campo POS se
refiere a la posicion de la primera base de la cadena. Para
inserciones y deleciones en los que tanto REF o uno de los alelos
de ALT deberian de otro modo ser vacios/nulos, las cadenas REF
y ALT deben incluir la base antes del evento (debe reflejarse en el
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campo POS), a menos que el evento se produzca en la posicion 1
en el contig en cuyo caso se debe incluir la base después del
evento.

ALT (base alternativa): Las opciones son cadenas de bases
formadas por las bases A, C, G, T, N o un identificador ID o una
cadena alternativa llamada “breakend”. Si no hay alelos
alternativos, entonces se debe usar el valor perdido.

QUAL: En campo se utiliza para asignar un valor de calidad con
respecto al campo ALT. Las puntuaciones altas indican llamadas
de alta confianza.

FILTER: Este campo tendra el valor “PASS” si la posicion ha
pasado todos los filtros, es decir, si se ha realizado una llamada a
esta posicion. De lo contrario, si no se ha pasado todos los filtros,
se hace una lista separados por “;” de los filtros que han sido
frustrados.

INFO: En este campo se afiade informacion adicional si se
requiere. Esta codificado como una serie separada por ““;” con el
formato “clave = valor”.
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14. Anexo 2: Herramientas Adicionales.

Existen herramientas adicionales para ser utilizadas en el tratamiento
de ficheros especificos, aunque no estan relacionadas con alguna fase en
particular en el flujo de analisis del ADN.

Una de las herramientas que son imprescindibles para el tratamiento
con el ADN es el conjunto de paquetes Samtools/Picard. Estos dos
paguetes se encargan de la manipulacion de los ficheros en formato SAM y
su correspondiente binario BAM, referente al alineamiento de secuencias.

Samtools

Es un conjunto de utilidades que manipulan los alineamientos en el
formato de BAM. Importa y exporta a partir del formato SAM (Sequence
Alignment / Map), la no clasificacion, la fusion y la indexacién, y permite
recuperar lecturas en cualquier region con rapidez. [14]

Samtools esta disefiado para trabajar en “stream” (lectura continua).
Considera un archivo de entrada "-" como la entrada estandar (stdin) y un
archivo de salida "-" como la salida estandar (stdout). Varios comandos de
se pueden combinar con “pipes”™"" de Unix. Samtools siempre alerta de las
salidas y los mensajes de error a la salida de error estandar (stderr).

También es capaz de abrir un BAM (no SAM) de archivos en un
FTP remoto o servidor HTTP si el nombre de archivo de BAM comienza
con "ftp://" o "http://". Samtools comprueba el directorio de trabajo actual
para el archivo de indice y se descargara el indice sobre la ausencia. No
recupera el archivo de alineacion entero, a menos que le pidamos que lo
haga.

Una vez instalada la herramienta, podremos visualizar este tipo de
ficheros de alineamiento de secuencias. Dicha herramienta posee diferentes
opciones que vamos a ver a continuacion:

e samtools view: Extrae o imprime todo o parte de los alineamientos
en el formato SAM o BAM. Si no se especifica ninguna region, se
imprimiran todas las regiones; de lo contrario sélo alineamientos
superpuestos de las regiones especificadas serdn mostradas. Un
alineamiento se puede administrar varias veces si es la superposicion
de varias regiones.
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e samtools sort: Ordena alineamientos por las coordenadas del
extremo izquierdo.

e samtools index: Indexa el alineamiento ordenado para acceso
aleatorio rapido. Genera un fichero en formato “.BAI”.

e samtools idxstats: Recupera e imprime estadisticas en el fichero
indice. La salida esta delimitado por tabuladores con cada linea que
consiste en nombre de la secuencia de referencia, longitud de la
secuencia, lecturas mapeadas y lecturas no mapeadas.

e samtools merge: Combina mdaltiples alineamientos ordenados. La
listas de referencias de cabecera de todos los archivos de BAM de
entrada, y los @SQ cabeceras, si los hay, todos deben referirse al
mismo conjunto de secuencias de referencia.

e samtools faidx: Indexa la secuencia de referencia en el formato
FASTA o0 extrae una subsecuencia de la secuencia de referencia
indexada. Si no se especifica ninguna region, “faidx” indexarad el
archivo y crea <ref.fasta> en el disco. Si las regiones son
especificadas, las subsecuencias se recuperaran y se imprimen por la
salida estandar en el formato FASTA. El archivo de entrada puede
ser comprimido en el formato RAZF.

e samtools mpileup: Genera BCF o “pileup” ™™ para uno varios

archivos de BAM. Los registros de alineamiento son agrupados por

identificadores de muestra en @RG lineas de cabecera. Si los
identificadores se encuentran ausentes, cada archivo de entrada se
considera una muestra.

o Samtools tviews: Visor de alineamiento de texto (basado en la

biblioteca ncurses).

Otra herramienta que explicaremos a continuacion se llama
“VCFTools” disefiado para la manipulacién de ficheros VCF.

VCFTools

Es un paquete de programas disefiados para trabajar con archivos
VCF, como los generados por el Proyecto 1000 genomas. El objetivo de
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VCFTools es proporcionar métodos de facil acceso para trabajar con datos
de variacion genética complejos en la clase de archivos VCF. [16]

Este conjunto de herramientas se puede utilizar para realizar las
siguientes operaciones sobre archivos VCF:

Filtrar variantes especificas.

Comparar archivos.

Resumir variantes.

Convertir a diferentes tipos de archivos.

Validar y combinar archivos.

Crear intersecciones y subconjuntos de variantes.

VCFtools consta de dos partes: un médulo perl y un ejecutable
binario. EI moédulo de perl es una API general de Perl para manipular
archivos VCF, mientras que el binario ejecutable proporciona rutinas
de analisis generales.

Picard

Picard abarca utilidades de lineas de cddigo basados en Java que
manipulan archivos SAM y una API de Java (HTSJDK) para la creacion de
nuevos programas que leen y escriben archivos SAM. Tanto el formato de
texto y formato binario SAM (BAM) son compatibles.

GATK

El kit de herramientas de analisis del genoma 0 GATK es un paquete
de software desarrollado en el Instituto Broad capaz de analizar los datos
de secuenciacion. El conjunto de herramientas ofrece una amplia variedad
de herramientas, con un enfoque principal en la localizacion de variantes y
genotipado, asi como una fuerte énfasis en la garantia de calidad de los
datos. Su arquitectura robusta, potente motor de procesamiento y las
caracteristicas de computacion de alto rendimiento hacen que sea capaz de
asumir proyectos de cualquier tamafio. Hace uso de otra utilidad llamada
“Queue” para realizar el andlisis de flujo de trabajo completo de un modo
sin supervision, y mediante la aplicacion de una secuencia de herramientas
predefinida.
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Qualimap

Es una aplicacién independiente de la plataforma, escrito en Java y R

que proporciona una interfaz grafica de usuario (GUI) y una interfaz de
linea de comandos para facilitar el control de calidad de los datos de
secuenciacion de alineacion.

Qualimap examina los datos de alineamientos de secuencias en

archivos SAM/BAM de acuerdo con las caracteristicas de las lecturas
asignadas y proporciona una vision general de los datos que ayuda a los
sesgos de detectar en la secuencia y/o mapeo de los datos y facilita la toma
de decisiones para su posterior andlisis. [17]

1.

Examina los datos de alineacion de secuenciacion de acuerdo con las
caracteristicas de las lecturas mapeadas y sus propiedades
gendmicas.

Proporciona una vision general de los datos que ayuda a detectar
sesgos en la secuenciacion y/o mapeo de los datos y facilita para su
posterior analisis.

Las principales caracteristicas que ofrece Qualimap son:

Analisis rapido en todo el genoma de referencia de la cobertura de la
cartografia y la distribucion de nucleétidos.

Resumen facil de interpretar de las principales propiedades de los
datos de la alineacion.

Analisis de las lecturas mapeadas dentro/fuera de las regiones
definidas en una referencia de la anotacion.

El analisis de la adecuacién de la profundidad de la secuenciacion en
los experimentos de RNA-seq.

Agrupacion de los perfiles epigendémicos™.

A continuacion mostraremos una serie de imagenes del programa:

75

Escuela de Ingenieria Informatica - ULPGC



EileTools «Windows Help

2 BAM QC: saliva.sorted.bam *

E BAM QC: ERR089819.bam * | [ Counts QC: Data Analysis * ]

@ Results

@ Summa...

@ Input

@ Coverage across reference

© Coverage Histogram

@ Coverage Histogram (0-50X)

& Duplication Rate Histogram

8 G Fraction C g

© Mapped Reads Nucleotide Content
= Mapped Reads GC-content Distributi
= Mapping Quality Across Reference
@ Mapping Quality Histogram

@ Insert Size Across Reference

“ Insert Size Histogram

Summary
Globals
Reference size 100,286,002
Number of reads 35,576,180

Number/percentage of mapped reads
Number/percentage of unmapped reads
Number/percentage of paired reads
Number/percentage of reads both mates
paired

Number/percentage of singletons

Read min/max/mean length

ACGT Content

Number/percentage of A's
Number/percentage of C's
Number/percentage of T's
Number/percentage of G's
Number/percentage of N's

GC Percentage

Coverage

Mean

Standard Deviation

Mapping Quality

30,983,200 / 87.09%
4,592,980/12.91%
30,983,200/87.09%
30,983,200/87.09%

0/0%
100/100/100

1,003,585,776 / 32.43%
541,692.060 /17.5%
1,008,351,599 / 32.52%
543,136,344 / 17.55%
0/0%

35.05%

30.86
25.01

I

il

Summary

Eile=Tools o ¥indows Help

)% BAM QC: saliva.sorted.bam x

BAM QC: ERR089819.bam * | [ Counts QC: Data Analysis * [

© Results

@ Summary

@ Imput

@ Coverage across reference

@ Coverage Histogram

@ Coverage Histogram (0-50X)

@ Duplication Rate Histogram

@ Genome Fraction Coverage

@ Mapped Reads Nucleotide Content
= Mapped Reads GC-content Distributi
@ Mapping Quality Across Reference
= Mapping Quality Histogram

@ Insert Size Across Reference

@ Insert Size Histogram

Coverage across reference
ERR089819.bam

Coverage (X

GC (%)

Position (bp)

—— Coverage — GC content(%) - - mean GC content

Coverage across reference
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& BAM QC: saliva.sorted.bam x

BAM QC: ERR0B9819.bam * | [ Counts QC: Data Analysis * |

@ Results

@ Summary

@ Input

o Coverage across reference

o Coverage Histogram

o Coverage Histogram (0-50X)

@ Duplication Rate Histogram

@ Genome Fraction Coverage

@ Mapped Reads Nucleotide Content
@ Mapped Reads GC-content Distributi
@ Mapping Quality Across Reference
@ Mapping Quality Histogram

@ Insert Size Across Reference

@ Insert Size Histogram

Coverage Histogram
ERRD89819.bam

45,000,000
42,500,000
40,000,000
37.500.000
35,000,000
32,500,000
30,000,000
27,500,000
25,000,000
22,500,000
20,000,000
17,500,000
15,000,000
12,500,000
10,000,000

7,500,000

5,000,000

2,500,000

ol

MNumber of genomic locations

@ H ™ ®m TN

67
8-9

10-12
13-15

&
.

g
R

16-20
2-26
B-15
45-58
0-77

102-133
134174
129
230-300
301384
=6-517
518-677
678-863
834143

1144 -1502

15031942

1943 - 2466

2467 - 2802

Coverage (X}

Coverage histogram
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15. Glosario.

i Polimero: Macromoléculas (generalmente organicas) formadas por la
union de moléculas mas pequefias llamadas mondmeros.
"Farmacogenética: Disciplina que estudia el efecto de la variabilidad
genética de un individuo en su respuesta a determinados farmacos.

" Mutacién patogénica: Mutacion que causa la aparicion de enfermedad
con una elevada penetrancia (proporcion de individuos que teniendo el
cambio expresan la enfermedad).

" Base nitrogenada: 1. Compuesto organico ciclico, que incluye dos o mas
atomos de nitrogeno. 2. Unidad minima de informacion equivalente a un
bit informatico.

v Célula somatica: Célula que conforma el crecimiento de los tejidos y
organos de un ser vivo pluricelular.

"' Cromosoma: Estructura que se encuentra en el centro (nicleo) de las
células que transporta fragmentos largos de ADN.

" Promotor: Secuencia que sefiala el comienzo de la transcripcion del
ADN a ARNm.

" Potenciador: Secuencia reguladora que se encuentra lejos del inicio de
la secuencia. Este aumenta la intensidad de la actividad de la transcripcion.
 Eucariota y Procariota: Tipos de células que se diferencian por tener o
no nudcleo y por sus sistemas de membranas internas. Ambas tienen
material genético heredable y una membrana que las separa del exterior.

X Endémica: Se aplica a la enfermedad que se desarrolla habitualmente en
una region determinada.

* Enfermedad de Wilson: Trastorno hereditario en el cual hay demasiado
cobre en los tejidos corporales. El exceso de cobre causa dafio al higado y
al sistema nervioso.

X' Diagnostico Presintomatico: Identificacion de individuos saludables
que pueden haber heredado un gen deterministico para una enfermedad.

X Arbol Filogénetico: Arbol que muestra las relaciones evolutivas entre
varias especies u otras entidades que se cree que tienen un ascendencia
comun.

“¥'Indel: La palabra indel es una contradiccién de “insercién o delecion”,
en referencia a los dos tipos de mutaciones genéticas que se consideran a
menudo juntas a causa de su efecto similar y la incapacidad de distinguir
entre ellas en una comparacion de dos secuencias.

« Cromatida: Una de las unidades longitudinales de un cromosoma
duplicado, unida a su cromatida hermana por el centromero, es decir, la
croméatida es toda la parte derecha o izquierda del centromero del
cromosoma.
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«i Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen
que se diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en
modificaciones concretas de la funcion de ese gen.

' Telémero: Extremo de un cromosoma.

wiit Pjpes: Elemento informatico que lleva la informacion de un comando a
otro en Linux.

™ Pileup: Formato de texto basado para resumir las lecturas de las bases
de llamadas de alineamientos a una secuencia de referencia.

« Epigenética: En un sentido amplio, estudio de todos aquellos factores
no genéticos que intervienen en la determinacion de la ontogenia o
desarrollo de un organismo, desde el 6vulo fertilizado hasta su senescencia,
pasando por la forma adulta; y que igualmente interviene en la regulacion
heredable de la expresion génica sin cambio en la secuencia de nucle6tidos.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Ontogenia
http://es.wikipedia.org/wiki/Organismo
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93vulo
http://es.wikipedia.org/wiki/Senescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Expresi%C3%B3n_g%C3%A9nica
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido

