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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo vamos a describir paso a paso cémo analizar los datos de secuenciacion de
segunda generacion usando el servidor Galaxy y el servidor Variant Effect Predictor. En
concreto, estudiaremos cdmo analizar los resultados que obtenemos en secuenciacidn de
nueva generacion (NGS, de Next Generation Sequencing). Como ejemplo se utilizan archivos
obtenidos mediante la plataforma lllumina (California, Estados Unidos) de segunda
generacion, pero es aplicable a cualquiera de las plataformas de secuenciacion NGS.

2 Obijetivos

Una vez que el estudiante lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
=  Obtener archivos VCF y VEP a partir de archivos BAM
= Comprender y filtrar el contenido de los archivos VCF
= Comprender y analizar el contenido de los archivos VEP

*=  Obtener un archivo tipo Excel con los resultados obtenidos

3 Introduccion

La secuenciaciéon de ADN ha sido revolucionaria en los campos de conocimiento de la
biologia molecular y la genética, ya que permite conocer la secuencia y estructura de los
genes, asi como las de otros elementos reguladores importantes en la regulacion de la
expresion génica. En el caso de humanos, es ampliamente conocido el proyecto genoma
humano (1990-2001), que permitié conocer casi la totalidad de la secuencia del genoma
humano. En este proyecto se utilizé el método de Sanger, conocido también primera
generacion de secuenciacién [1].

Mads recientemente (2008), las técnicas de secuenciacién de segunda generacion han
permitido una secuenciacion mucho mas rapida de genomas humanos completos, en
cuestion de dias [2].

Por ultimo (2010), los secuenciadores de tercera generacion permiten obtener secuencias
mucho mas largas que los de segunda generacién, facilitando el ensamblaje y andlisis
informatico, y ademas no necesitan de un enriquecimiento previo de la muestra [3].

El servidor Galaxy [4] es un sistema gratuito y de cddigo abierto para el analisis de datos, la
creacion de flujos de trabajo, la formacion y la educacion, la publicacion de herramientas, la
gestién de infraestructuras, entre otros, que facilita el andlisis de secuencias NGS sin
necesidad de tener conocimientos avanzados de bioinformatica. Esta herramienta aglutina
distintas herramientas bioinformaticas, de andlisis NGS y de otros tipos (por ejemplo,
estructura de proteinas), que procesan los datos en su propia nube y estdn siempre
accesibles. De esta forma, es una herramienta muy adecuada para este tipo de procesos en
usuarios no avanzados con recursos de hardware limitados y/o pocos conocimientos
informaticos. Es posible darse de alta en el sistema de forma gratuita con una cuenta
académica en https://usegalaxy.org/.
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El servidor VEP (https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html; Variant Effect
Predictor, ENSEMBL) [5], permite predecir el efecto de las variantes genéticas obtenidas por
secuenciacién, asi como aglutinar las evidencias cientificas de los efectos de los cambios o
la funcién de los genes obtenidos en la misma.

4 Desarrollo

A la hora de realizar el andlisis de unos resultados de NGS, la primera tarea a realizar es
cargar los archivos de secuencia en Galaxy. Existen varias formas de hacerlo, aqui se
ejemplifica una de ellas utilizando archivos BAM obtenidos a partir de 4 secuencias de la
plataforma /l/lumina de un mismo trabajo disponibles en el repositorio.

4.1 Llamada de variantes desde los archivos BAM

Utilizando Galaxy, ex posible obtener, a partir de los archivos de secuencia FASTQ, archivos
de mapeo de las secuencias sobre el genoma de referencia (SAM o BAM). Estos archivos,
después de comprobar que tienen la calidad suficiente, pueden convertirse en archivos VCF
tras hacer la “llamada de variantes” (variant calling). Estos archivos proporcionan un listado
de variantes que puede ser utilizado para estudiar los cambios de tus secuencias respecto
al genoma de referencia.

El filtrado de archivos VCF (Variant Call Format) se divide a grandes rasgos en dos tipos:
filtrado previo y posterior al variant calling. El filtrado previo a la llamada es aquel en el que
se decide no emitir una linea de variante al archivo VCF. El filtrado posterior a la lamada es
aquel en el que se emite una variante junto con métricas auxiliares, como la calidad y la
profundidad, que luego se utilizan para un filtrado posterior.

De forma previa al variant calling, puede ser necesario un filtrado por calidad de los archivos
BAM, si estos no tienen la calidad suficiente. Esto puede hacerse en Galaxy, por ejemplo,
utilizando las herramientas “Filter SAM or BAM, output SAM or BAM” o “BAM filter”.

La llamada de variantes puede realizarse en Galaxy utilizando, por ejemplo, Lofreq, segun se
indica en la imagen 1.

Posteriormente se puede filtrar el archivo VCF filter, por anadiendo “genotype filter” con los
valores por defecto, e indicando “Yes” en “Filter entire records, not just alleles” (imagen 2).

En la medida de lo posible, el filtrado posterior a la Ilamada debe ser flexible, ajustando las
reglas de filtrado y producir rapidamente el archivo de variantes revisado sin perder
variantes que puedan ser interesantes. Sin embargo, hay ocasiones en las que una variante
no es aceptable en ningln caso, por lo que se puede especificar el nimero minimo de
lecturas necesarias. Este tipo de filtrado se realiza normalmente en bcftools mpileup o
bcftools call, y no se tratan en este articulo docente.

Posteriormente se pueden combinar archivos VCF diferentes (por ejemplo, de genomas de
diferentes pacientes de la misma familia) con VCFcombine (valores por defecto) y analizar
los VCFs combinados, con las variantes que tienen en comun.
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# Call variants with LoFreq (Galaxy Version 2.1.5+galaxy2) o o -

Tool Parameters

Input reads in BAM format *

0O O o 583 MarkDuplicates on data 538: BAM - B

Choose the source for the reference genome

Locally cached

Reference genome *
Human {Homo sapiens) hg3é // -

{—ref)

Call variants across
Whole reference
Types of variants 1o call

Only SNVs

Variant calling parameters

Use default settings

Variant filter parameters

Preset filtering on QUAL score + coverage + strand bias (lofreq call default)

Job Resource Parameters

Use defaull job resource parameters

Imagen 1. Llamada de variantes utilizando Lofreq en Galaxy
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Imagen 2. Uso de VCFfilter en Galaxy para el filtrado posterior de variantes.
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4.2 Anadlisis de los archivos VCF con Variant Effect Predictor.

Una vez obtenido el archivo VCF con las variantes, debe realizarse un andlisis funcional de
las mismas con el objetivo de anotar, seleccionar y priorizar las variantes que sean a priori
mas interesantes en nuestro estudio.

Ensembl Variant Effect Predictor (https://www.ensembl.org/vep) es un potente conjunto de
herramientas para el analisis, la anotacion y la priorizacidon de variantes gendmicas en
regiones codificantes y no codificantes. Puede simplificar y acelerar la interpretacién de
variantes en una amplia gama de disefios de estudios, ya que proporciona acceso a una
amplia coleccién de anotaciones gendmicas, con una variedad de interfaces para adaptarse
a diferentes necesidades, y opciones sencillas para configurar y ampliar el andlisis. Es de
codigo abierto, de uso gratuito y admite la total reproducibilidad de los resultados.

Tras darse de alta en con una cuenta institucional académica (por ejemplo, la de la
Universidad), se pueden subir los archivos VCF (por separado y combinados), y obtener la
anotacién de variantes modificando, por ejemplo, los parametros que aparecen por defecto
como se indica en la imagen 3. Esto es Unicamente un ejemplo para este caso concreto, por
lo que el analisis debe ajustarse a las necesidades del trabajo en cuestion.

También existe flexibilidad en la anotacién del efecto funcional de las variantes genéticas
encontradas. En la imagen 4 se muestra un ejemplo de los pardmetros para anotar en los
diferentes transcritos el efecto funcional y los posibles fenotipos. En laimagen 5 se muestran
los posibles pardmetros a utilizar para la anotacion del efecto funcional de las variantes
genéticas encontradas en lo relativo a su patogenicidad y efectos en el splicing.

4.3 Analisis de los archivos VEP con Microsoft excel.

Los archivos generados en el apartado anterior se pueden descargar como .txt (entre otros)
y abrirse en Excel. Si al intentar abrirlo no aparece la opcién hay que marcar la casilla “todos
los archivos” o poner * (+intro). Importar el archivo a excel indicando que contiene
encabezados, dejan do el resto como aparece por defecto, segln se indica en la imagen 6.

Posteriormente pueden ocultarse o eliminarse las columnas que no tienen informacion para
facilitar el trabajo. Suele ser util inmovilizar la fila superior (encabezados) (Vista > inmovilizar
fila superior).

En este ejemplo se va a filtrar los datos segun los criterios considerados. Datos > Filtro;
seleccionas en el encabezado los valores que quieres. Ejemplo:

Polyphen = Probably damaging > 0.95

SIFT = deleterous + deleterous low confidence
Polyphen = probably damaging >=0.9
BayesDel pred = D (AF y no AF)

Clin Pred =D

MutationAssessor_rankscore >0.9

Provean >0.9

Con este ejemplo de priorizacién se llega directamente a los cambios responsables de la
enfermedad de esta familia [6], pero a veces puede no ser tan claro o directo, ya que no
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sabemos a priori cuales son los cambios responsables de la enfermedad. Normalmente es
necesario combinar diferentes estrategias de filtrado con busquedas bibliograficas, otros
predictores, o incluso estudios funcionales para llegar a identificar los cambios
responsables. Pueden ayudar los datos obtenidos de VEP a priorizar con qué variantes
comenzar el estudio (por ejemplo, genes relacionados con la enfermedad o mutaciones
relacionadas con otras enfermedades, afectacion de la funcién de la proteina, etc.). También
se pueden ordenar los datos (por ejemplo, de mayor a menor valor de una columna). De

esta forma dejamos visibles solo los datos utilidad, o bien los jerarquizamos para priorizarlos
para su posterior andlisis.

New job Clear form | Close

Species:

1, GRCHT, please g Reha? e
Name for this job (optional):
Input data: Either paste data:
e
Examples: Ensambl default, VCF, Varart identif BV'S notations, SPDI
Or upload file:

Salacconar archivo | GalaxyB3. . ta_B29] vcf
Click here to download the praviously uploaded fik

Or provide file URL.

Transcript database to use: ' EnsembliGENCODE trans
embIGENGODE basic transcrpts
®  RefSeq transcipts
neembGENCODE snd ResfSeq iranscripts
Additional configurations
dentifiers = 4
Identifiers
Gone symbal:
Transeript version -]
Pratein: ]
UniProt
HEVS:
Variants and frequency data
Find co-located known variants: Yas ~
Variant synonyms: ]
Frequency data for co-located variants:

1000 Genomes global minor allels frequency
1000 Genomes continental alkele frequencies

gnomAD (exomas) allele frequencies

8 O

PubMed IDs for citations of co-located variants: O

Include flagged variants: a

Imagen 3. Ejemplo d pardmetros bdsicos en VEP para la anotacion de variantes.
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Additional annotations 5| Additional franscript, profain and reguiatory ann

Transcript annotation

Transcript biotype: O

Exon and intron numbers: O
Transcript support level:
APFPRIS: O
MANE: O

Identify cancnical transcripts: O

Upstream/Downstream distance (bp): 5000
miRNA structure: O
NMD:

UTRAnnotator: O

mutfune: ® Disablad

O Enabled

Functional effect

IntAct: O Disabled

® Enabled

Extra fields to include:

MaveDB:

Regulatory data

Get regulatory region consequences. Mo ~

Phenotype data and citations

Fhenotypes:
Gene Ontology:
GenoZMF:
DisGeNET: a
Mastermind:

Imagen 4. Ejemplo de paradmetros a utilizar en VEP para la anotacion del efecto funcional de las
variantes genéticas encontradas.
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Pathogenicity predictions

SIFT:
PolyPhen.

dbNSFP:

Fields fo include:

Transcript match:

CADD:

LOEUF:

EVE:

Splicing predictions

dbscSNV:
MaxEntScan:

SpliceAl:

Conservation

BLOSUME2:

Ancestral allele:

Filtering options @ Pre-fifer resuifs by frequancy

Filters

Return results for variants in coding regions

only:

Restrict results:

Imagen 5. Ejemplo de pardmetros a utilizar en VEP para la anotacidn del efecto funcional de las
variantes genéticas encontradas en lo relativo a su patogenicidad y efectos en el splicing.

-

| Prediction only v

[Prediction onty v]

O Disabled

@® Enabled

aapos

genename
Ensembl_geneid
Fnsembl transecrintid

Field descriptiors in dobNSFP README &

Disabled

O Enabled

@

2 No filtering

Excluda common variants

O Advanced filtaring

| show il resuits v|

Mutation Taster
PROVEAN
REVEL

MutPred
BayesDel
ClinPred

CADD

Clinvar

BayesDel
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Asistente para importar texto - pasa 1 de 2 ? x

El asistente estima que sus datos son Delimitados.
5i esto es correcto, elifa Siguiente, o bien elija el tipo de datos que mejor los desariba,
Tipa de los datos ariginales

Elija el tipo de archiva que describa los datos con mayor precisidn:
© palimitados
() De gncho fije

- Caracteres como comas o tabulaciones separan campos.

- Loz campos estan alineados en columnas con espacios entre uno y otro,

Comerzar a impartar en la filase |1

5 Ongen delarchivo: MS-DOS [PC-8) w

wista previa del archivo ChUsersyfernayDownloads, TEWVOSEWASBCoT)5e bt

POploaded_variationLocationklleleConssquencs IHPACTSYMBOLGeneFeature_typeFeacuy eBIOTYPEEXONINTR
1:1041965-1041965Tml 3aenae_variantMOOERATEAGRNIT5730TranscriptiM_ 001305275 Zprotein_coding?y/3s
41965Tmigaenae_var LantHOTERATEAGRNITS720Transacr ipthi_J01364727 . 2proteln_codlngé /36
04156ETHe sa2nse_variantHODERATEACRNITS7a0TranscripTHM 1SESTE . Sprotein modingT/ 36—

41965Tmisaense variantMODERATERGRNITS730TranscriptdM 005244745, 4protein coding?y 37
1041965Tmlsacnae_varlantMOIERATEAGRN 3 TSV #0Transcripti U1154142% . 3proteln_coding? /3%

Cancelar <

l Siguiente > Finalizar

Asistente para importar texto - paso 2 de 3 ? x

Esta partalla le permite establecer los separadores contenicdos en los datos. Se puede ver cdmao cambia el texto en |3 vista previa.
Separadores
B rabulacisn
[ Bunto y coma | Considerar separadores conseautives como une salo
| coma .

pm . Caliicador de texte: | @

\_J Espacio

O atro:

Vista previa de los datos

Uploaded variacion Location 1lele [Fonsecuance TMERCT
L041865-10215635 =sen=se varisnt MODERATE 1
041965- 1041565 iggense_variant HODERATE
1041865- 1041555 ssense_variant MODEARTE
L8E5-1021865 =sen=se varisnt MODERATE
11041965- 1041965 iggense_variant HODERATE
—
Cancelar < Atrds Finalizar
Asistente para importar texto - paso 3 de 3 ? x

Esta pantalla permite selectionar cada columnia y establecer el formato de los datos.

Formata de los datos en columnas

0 iFeneral . : R
— ‘General convierte los valores numéricos en nimeros, los valores de fechas en fechas y todos los demas
) Teta valores en texto.
O Recha: | DM 2 svanzadas...
) Mo importar columna [saltar]
ista previa de log datos
Gensralcenersl Eenersl ErneralbensralGensral
pllel= Conssgquence IMEACT FYMBEOL [Fens
ir pizssnse varisnt MODERATE QUSRN BT 0 framscript I
r 1l gaenac_varlant MODERATE RGRH [ramacrips
na1s [t pisssnas_variant MODERATE RGEN ffranacripc
s missenss varisnt MODERATE [GEN [ranscrips
041965-1041565 [T nlgaenac_varliant MODERATE RGRN [Framscripe

Cancelar < Atrés

Imagen 6. Importacion de los archivos obtenidos de VEP a Excel.
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R 5 J - Existing_va - | GIVEN_RE( - |USED_REF[ - [SIFT [~ PolyPhen | - [A
sting_va ~ 'GIVEM REF - | USED_REF ~ SIFT | Po\\fp 1s37423030 8| OrdenardeAaZ benign(0.088) 0.
742303 2| OrdenardeAaz benig 3749303: 7] benign(0.034) 0.
742303 benig ) &l OrdenardeZaA
742303 %1 Ordenarde7 a A | re37423E I 2
- rs37423034 Qrdenar por color t 0.
142303 Crdenar por color > |- rs37423034 i 0.
742302 rs37423034 3 0
1742303  rs1418093] benign(0.413) 0.
418093 benig  -<1418003] henign(0.413) 0.
418093 _ , benig 14980030 Filtrar por calor > | probably_dan 0.
413003 Filtrar por color proh.c 1514180931 Fitros de terto N possibly_dam 0.
418003 Fitros de fexto s (Pessil ro1a18003 S benign(0.413) 0.
418053 BeniE 14180031 Buse: |- 0.
e R e e deleterious(003) -/ by
pre— f (seleccionar todc) 1 36025331 -4 deleterious_low_confidence(@) || o
29035 - oasil rs1230381 -4 deleterious_low_confidence(0.01) possibly_dam -
230351 ¥ deleterious(0) P " rs1230381] i-[4 deleterious_low_confidence(0.02) possibly_dam -

fiousi0.01) i - H N |
] ;‘Je'ﬁf fOUS'O m‘ [)USS rs1230381] i 1¥ deleterious_low_confidence(0.03) - -
- deleterious(0.02) rs1230381] -4 deleteriovs_low_canfidence(0.04)
-230381 - deletE'lous‘_\U 03) 3 r$1230381] i deleterious low_confidence(0.05) 3 -
230381 : deleteriqus(0.04) re1220281] - walerated(0.05) - -
deleter : )
230381 eleteriou: . rs12303817 i-oterated0.06) w | possibly_dam -
230381 ! del o possil [ PO
D aimtoa o 1520175924 . 0.
017592 3
N rs20175924 -m Caneelar | |- 0.
017592 [cancelar || reapizsant 2 0.
017592 - rs201759266 G G - p 0.
01759266 G G = -

Imagen 7. Filtrado y priorizacion de variantes utilizando Excel.

5 Cierre

Alo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto cdmo obtener los archivos de variantes
genéticas de NGS tipo .vcf. Ademas, hemos visto como realizar el filtrado y combinado de
los mismos, todo ello utilizando herramientas disponibles en la herramienta Galaxy.
También se ha estudiado un ejemplo de cémo anotar las variantes genéticas utilizando
Ensembl Variant Effect Predictor, para posteriormente filtrar y priorizar los resultados en
Excel con el objetivo de continuar el analisis con las variantes mas interesantes.
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