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1.- Introduccién

1.1.- Anemia de Fanconi

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosomica, que presenta una
herencia autosdémica recesiva en 20 de los 22 genes involucrados (gen FANCB herencia
ligada al cromosoma X y gen FANCR herencia autosomica dominante), es una enfermedad
rara con una incidencia de 1-5 por millén de nacidos vivos y una esperanza de vida promedio
de 20 afios, aunque algunos pacientes son diagnosticados hasta la tercera década de vida o
incluso después (Auerbach, 2015). Actualmente, se han identificado mutaciones de linea
germinal en 22 genes especificos (FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG/XRCC9, FANCI, FANCJ/BRIP1, FANCL, FANCM,
FANCN/PALB2, FANCO/RAD51C, FANCP/SLX4, FANCQ/ERCC4, FANCR/RAD51,
FANCS/BRCAL, FANCT/UBE2T, FANCU/XRCC2, FANCV/REV7 y FANCW/RFWD3), cada
uno de los cuales representa un subgrupo de anemia de Fanconi que a nivel clinico presentan
heterogeneidad fenotipica (Rio et al., 2018).

En lo que concierne a la heterogeneidad fenotipica, existen caracteristicas clinicas con una
mayor prevalencia, siendo las mas frecuentes la falla medular, las alteraciones del desarrollo
fisico (malformaciones congénitas) y la predisposicion al desarrollo de tumores solidos
(Garcia-de Teresa et al., 2016). Sin embargo, se ha podido determinar otras alteraciones en
los pacientes con AF con una menor prevalencia, pero importantes para el diagnostico, estas
se encuentran agrupadas en dos acronimos. El primero es VACTERL-H (anormalidades
vertebrales, atresia anal, enfermedades cardiacas, fistula traqueoesofagica, atresia esofagica,
malformaciones renales, extremidades superiores e hidrocefalia); se ha reportado en la
literatura que entre el 5y el 30% de los pacientes con AF presentan al menos tres de las ocho
anomalias congénitas descritas como VACTERL-H. Recientemente, se identificaron otras
anomalias frecuentes en AF denominadas con el acronimo PHENOS (pigmentacion de la
piel, cabeza pequefia, ojos pequefios, sistema nervioso, otologia, estatura corta) que ha sido
complemento de VACTERL-H para el diagndstico (Alter & Giri, 2016; Faivre et al., 2000,
2005) y se ha observado al menos cuatro de seis de estas caracteristicas en 5% de pacientes
con AF.

La evaluacion de estas caracteristicas clinicas ha ayudado a poder correlacionar que los
pacientes con pérdida completa de una proteina FANC o estados hemicigotos o heterocigotos
de genes FANCB, FANCD2 respectivamente, se asocian a un fenotipo grave, con mayor
frecuencia de asociaciones con anomalias congénitas, mientras que los pacientes con una
proteina alterada presentan un fenotipo menos agresivo, con un inicio tardio de la anemia
aplasica, mayor supervivencia y una menor prevalencia de complicaciones (Faivre et al.,
2000; Fiesco-Roa et al., 2019).
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Las principales complicaciones de la AF son la anemia aplésica; el sindrome mielodisplasico
y la leucemia mieloide aguda con una probabilidad 6000 y 700 veces mayor,
respectivamente, de desarrollarse en pacientes AF en comparacion con la poblacion general;
y tumores solidos especificos (Bhandari et al., 2021). La AF est4 asociada al desarrollo de
cancer debido a los defectos en la reparacién del ADN que presentan, aumentando la
susceptibilidad de las células somaticas a mutagenos y, en consecuencia, una mayor tasa de
mutaciones; defectos en control en el ciclo celular, lo que conducen a una proliferacion
celular anormal; inestabilidad cromosdmica, que se considera como promotor de la evolucion
del cancer; y aumento de citoquinas proinflamatorias que podria resultar en dafio adicional
del ADN y la muerte celular (Wegman-Ostrosky & Savage, 2017).

Por lo anteriormente mencionado, el diagnéstico de AF basado en las manifestaciones
clinicas es complejo y requiere de pruebas de diagnéstico como la evaluacion de rupturas
cromosomicas en linfocitos-T de individuos sanos y pacientes AF (Frohnmayer Lynn et al.,
2020), para confirmarlo. Se trata de una prueba de aberraciones cromosomicas (AC), en la
cual las células de los pacientes son expuestos a agentes alquilantes bifuncionales
(Mitomicina C o Diepoxibutano) que generan la formacion de enlaces covalentes cruzados o
ICLs (Inter strand crosslinks, por sus siglas en inglés), que en células de individuos sanos
pueden ser reparados por la via FA/BRCA pero en los pacientes con AF que tienen deficiente
esta via, no pueden reparar este tipo de lesiones y generan dafio a nivel cromosémico que se
evalUa por la presencia de las AC (Garcia-de Teresa & del Castillo, 2014; Molina et al.,
2022). Esta deficiencia en la via FA/BRCA confiere inestabilidad cromosémica a la célula,
de manera que en comparacion con las células control, en células de pacientes AF en metafase
se observa un mayor namero de rupturas cromosémicas y formacion de figuras radiales, que
son producto de la union entre dos 0 mas rupturas de doble cadena de crométidas no hermanas
(Fig. 1, sefialadas con flechas) (Ben Haj Ali et al., 2019).

Fig. 1 Metafase despues de exposicion a Mitomicina C.
Flechas azules sefialan rupturas cromosémicas y flechas rojas figuras radiales
(Garcia-de Teresa et al., 2019)
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1.2.- Via de reparacion FA/BRCA

Los productos proteicos de los 22 genes de AF, junto con las proteinas asociadas a AF
(FAAPs), interacttan en una red bioquimica comun para reparar ICLs, conocida como la via
FA/BRCA, que esta implicada en el funcionamiento correcto de varios procesos celulares.
Esta via actda en conjunto con otros mecanismos de la reparacion del ADN como la
reparacion por escision de nucledtidos (NER), la sintesis translesion (TLS) y la
recombinacion homologa (HR), y con otras vias de reparacion del ADN, en menor medida
(Niraj et al., 2019; Rodriguez & D’Andrea, 2017). Las 22 proteinas se organizan
funcionalmente en tres grupos (Fig. 2) (Helbling-Leclerc et al., 2021):

l. Proteinas que constituyen el complejo central AF (“core™) o rio arriba (proteinas
asociadas FAAP).

Il. Proteinas del complejo FANCD2-FANCI

M. Proteinas rio abajo que permiten la incision del ADN y la reparacion de las
lesiones.

Group |
Group Il
FANCD1/BRCA2
FANCR/RAD51
FANCJ/BRIP1
FANCS/ BRCA1
FANCN/PALB2
Group Il FANCU/XRCC2
FANCO/RADS51C
FANCV/REV7
FANCP/SLX4
FANCW/RFWD3
FANCQ/ERCC4

Fig. 2 Representacion esquematica de los grupos de proteinas FANC.
(Helbling-Leclerc et al., 2021)
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1.2.1.- Formacion y consecuencias de enlaces covalentes cruzados (ICLS)

El ADN se compone por cuatro bases nitrogenadas, dos purinas: adenina (A) y guanina (G)
y dos pirimidinas timina (T) y citosina (C), estas bases se unen A con T 'y C con G por medio
de dos y tres puentes de hidrdgeno, respectivamente. Este tipo de enlaces confieren
estabilidad suficiente al ADN para mantener la unidn de las cadenas complementarias, sin
embargo, se requiere su separacion al momento en que se lleve a cabo la replicacion del
ADN. Los ICLs son lesiones que unen covalentemente dos bases de las cadenas
complementarias del ADN, es decir, generan el tipo de enlace quimico de mayor estabilidad
(Fig. 3), y se forman como consecuencia de la exposicion a sustancias quimicas con dos
grupos electrofilicos reactivos (Clauson et al., 2013). Existen compuestos quimicos exdgenos
que generan ICLs, los cuales son usados principalmente como quimioterapéuticos, estos son
la mostaza nitrogenada, el cisplatino, la mitomicina C y el psoraleno. También existen
agentes enddgenos inductores de ICLs, que surgen del metabolismo celular normal como el
metabolismo de componentes de la dieta o hidrolisis espontanea de purinas; el metabolismo
de los aminoécidos y las poliaminas; y a través de la peroxidacion de los lipidos se generan
diversos aldehidos que son altamente reactivos y poseen la capacidad de formar ICLs (Housh
etal., 2021; Kee & D’Andrea, 2010).

Enlace covalente
cruzado

Fig. 3 Representacion de un enlace covalente cruzado.
Imagen de elaboracion propia.

Los ICLs representan una obstruccion de la maquinaria de transcripcion y replicacion, debido
a que impiden la separacion de las dos cadenas de ADN, resultando nocivos para las células
gue se encuentran en divisién. Sin embargo, las células cuentan con mecanismo de reparacion
especificos para esta lesibn como es la via FA/BRCA (Juarez-Figueroa et al., 2018;
Rodriguez & D’ Andrea, 2017).
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1.2.2- Reparacion de los ICLs

La reparacion de ICL mediada por la via FA/BRCA se produce principalmente en la fase S,
cuando la replicacion es detenida (Fig. 4). El primer paso es el reconocimiento de la lesién
por la proteina UHRF1 y el complejo FANCM-MHF1-MHF2, posteriormente se reclutan 11
proteinas FANC adicionales que forman el complejo central AF. Este complejo
monoubiquitiniza al complejo FANCD2 y FANCI, por medio de su actividad de ubiquitina
ligasa. La monoubiquitinacién del complejo 1D2 activa la funcion endonucleolitica de
FANCP/SLX4 y XPF/FANCQ, complejo que realiza una incision para desenganchar el ICL.
El desenganche genera tres lesiones intermediarias: una ruptura de cadena sencilla que se
repara por sintesis de translesion; un aducto que se repara por NER y una ruptura de doble
cadena que se repara por recombinacién homologa (HR). Si estas lesiones no se reparan o
son reparadas erroneamente, pueden conducir a la inestabilidad gendmica, como
consecuencia del colapso de la horquilla de replicacién que resultan en eventos de
recombinacion aberrante, como fusiones cromosomicas o figuras radiales caracteristicas de
los pacientes con AF. Finalmente, la ubiquitina carboxi-terminal hidrolasa 1 (USP1) en
conjunto con UAF1 desubiquitinizan el complejo ID2 para completar la via del AF (Garcia-
de Teresa et al., 2020; Juarez-Figueroa et al., 2018; Kee & D’ Andrea, 2010; Niraj et al., 2019;
Palovcak et al., 2017; Wang & Gautier, 2010). En el caso de las células que no se dividen, la
reparacion ocurre por NER (nucleotide excision repair, por sus siglas en inglés) y en regiones
activamente transcritas por NER acoplada a la transcripcion (Niraj et al., 2019).
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Fig. 4 Reparacion de ICL por medio de la ruta FA/BRCA

5. Desubiquitinacion

del complejo ID2

(Garcia-de Teresa et al., 2020)
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1.3.- Consecuencias de la deficiencia via FA/BRCA: cancer, inestabilidad genémica
y senescencia

Se ha observado que la presencia de mutaciones germinales en genes de proteinas
involucradas en el proceso de reparacion de dafio al ADN, como ocurre en la AF, predispone
al desarrollo del cancer por la adquisicion de un “fenotipo mutador”; este evento propicia la
evasion de los checkpoints y mutacion en genes esenciales en la sefializacion y proliferacion
(Palovcak et al., 2017). A partir de las evidencias anteriores, se sugiere que el estudio de la
via FA/BRCA, al estar involucrada en el mantenimiento de estabilidad gendmica,
representaria una base para el entendimiento de procesos carcinogénicos.

Un ejemplo especifico del proceso de inestabilidad gendmica y sus consecuencias son los
pacientes Fanconi con mutaciones bialélicas en BRCA2 (- / -), ellos presentan un riesgo a
desarrollar tumores solidos asi como de malignidad mieloide de mal pronostico (Myers et
al., 2012), posiblemente contribuyan en la aparicion de glioblastoma en pacientes pediatricos
(Dodgshun et al., 2016)y, de manera general, se asocia a fenotipos graves de cancer de forma
prematura y malformaciones congénitas (Feben et al., 2017). Adicionalmente, se ha
apreciado que las mutaciones en estado heterocigoto de genes de la via FA/BRCA
contribuyen al riesgo de cancer en personas sin AF. Esto genera una fuerte asociacion entre
los defectos genéticos en la via FA/BRCA y el céncer.

Para fortalecer esta premisa, existen estudios en los que se observa que una mutacion de la
linea germinal en un alelo del gen BRCA2 aumenta el riesgo de cancer de mama a casi un
50% y un 15% a cancer de ovario (Nalepa & Clapp, 2018); ademas de estos tipos de cancer,
se han observado pacientes con mutaciones monoalélicas de BRCA2 que muestran elevado
riesgo de cancer de pancreas y prostata (Venkitaraman, 2019).

La inestabilidad gendmica incrementa la cantidad de mutaciones espontaneas en cada ciclo
de replicacion y se ha determinado que puede ser por: inestabilidad de microsatélites,
inestabilidad nucleotidica y, por ultimo, la inestabilidad cromosomica, la cual se manifiesta
en metafases de pacientes con AF como AC, este tipo de inestabilidad se relaciona con la
transformacion oncogénica de las células (Palovcak et al., 2017).
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Asimismo, se ha propuesto que las enfermedades monogénicas con inestabilidad
cromosomica, como la anemia de Fanconi, cursan con envejecimiento acelerado (Fig. 5)
debido a la caracteristica clinica de presentar prematuramente patologias clasicas de edades
avanzadas como falla medular y cancer (Brosh et al., 2017; Che et al., 2018; Garcia-de Teresa
et al., 2020). En otros estudios se ha desarrollado una hipétesis que propone a la AF como
sindrome asociado a la senescencia que, paradojicamente, presenta un impulso de seleccion
de células pre-leucémicas que evaden el crecimiento y entran en la fase S del ciclo celular
por diferentes mecanismos (Helbling-Leclerc et al., 2019, 2021).

ENVEJECIMIENTO ﬁ

10

Inflamacion
aumentada

Disfuncion
mitocondrial

(]
¢
@ Epigenética

alterada

Dafio al ADN o [ 20 [EoT

ANEMIA DE FANCONI

Y

Fig. 5 Factores que propician envejecimiento en AF.
Adaptado de (Brosh et al., 2017)

En épocas recientes se ha observado como comun denominador del envejecimiento el dafio
acumulado, es decir que ocurre como consecuencia de diferentes afectaciones al genoma
como el acortamiento de telémeros, alteraciones epigenéticas y, principalmente, inestabilidad
gendémica (L6pez-Otin et al., 2013). Estos efectos se pueden estudiar por medio de
citogenética; sin embargo, existen nuevas tecnologias que permiten el estudio del genoma
completo usando biologia molecular y mas recientemente bioinformatica, disciplinas que en
conjunto permiten el estudio del dafio especifico y acumulado por medio de firmas
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mutacionales. para ello es indispensable partir de secuencias de genoma o exoma completo
las cuales se obtienen por medio de la secuenciacion de nueva generacion.

1.4.- Secuenciacion de nueva generacion

La secuenciacion de ADN es una técnica de laboratorio que se basa en biologia molecular y
quimica, la cual es utilizada para determinar el orden exacto de las bases nitrogenadas (A, C,
Gy T), esta técnica ha pasado por diferentes cambios en el transcurso del tiempo hasta llegar
a la secuenciacion de nueva generacion (NGS). ElI mayor avance que ofrece la NGS es la
capacidad de producir un enorme volumen de datos a bajo costo ampliando el &mbito de la
experimentacion mas alla de determinar el orden de las bases y provee mejoras a la practica
clinica.

Su aplicacién en oncologia ha aumentado debido a la premisa de que el cancer se basa en
mutaciones somaticas adquiridas, por tanto, el estudio a profundidad del genoma puede
suponer ciertos beneficios (Behjati & Tarpey, 2013; Metzker, 2010; Shendure & Ji, 2008).

La principal plataforma utilizada en la secuenciacion es lllumina, que se basa en una técnica
conocida como "amplificacion en puente” y admite una variedad de protocolos, incluida la
secuenciacion gendmica, secuenciacion del exoma y dirigida, secuenciacién metagenémica,
de ARN, ChlP-seq, y metiloma (Slatko et al., 2018). En esta tecnologia se implementaron
terminadores reversibles, lo que permite obtener informacion de manera ciclica. En lllumina,
la secuenciacion del ADN se realiza mediante analogos de nucleétidos marcados con
fluorescencia que actian como terminadores reversibles de la reaccion de amplificacion,
como se detalla en los siguientes pasos:

1. Amplificacion de los fragmentos de ADN mediante el método de PCR en puente.

2. Se afladen los cuatro nucle6tidos terminales reversibles simultaneamente y son
incorporados a la cadena complementaria.

3. Cada que se incorpora un nucleétido (cada uno marcado de color distinto), se emite
una sefial de fluorescencia, se obtienen las iméagenes, se eliminan los tintes
fluorescentes (Fig. 6) (Garrido-Cardenas et al., 2017).

4. Se obtiene una gran cantidad de datos que necesitan ser analizados para poder obtener
resultados donde la bioinformatica toma un papel muy importante en el
procesamiento y analisis de los datos generados por NGS.
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Fig. 6 Método de terminacion reversible ciclica de cuatro colores de Illumina
Modificado de (Metzker, 2010)
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1.5.- Bioinformatica como herramienta para investigacion

La bioinformatica es una ciencia multidisciplinaria que estudia la informacion bioldgica a
partir de la teoria de la informacion, la computacion y las matematicas, surgié como
consecuencia del enriquecimiento de datos biologicos, los cuales se obtuvieron
principalmente por el proyecto del genoma humano y la colaboracion de otras compafiias
privadas. Es una ciencia que, por su naturaleza versatil, puede ser aplicada en una amplia
gama de experimentos. El estudio de los genes, proteinas y transcritos, no se limita al
conocimiento de ellos, sino que considera la mejora del diagndstico de enfermedades, terapia
y prondstico; en general, su aplicacion principal estd en campos como biologia y medicina
(Bayat, 2002; Cariedo Andalia & Arencibia Jorge, 2004).

Para realizar analisis bioinformaticos se requiere del uso de software e internet, a pesar de
que son herramientas de facil acceso, no implica que el analisis de datos crudos sea sencillo.
El codigo utilizado en estas herramientas no es exactamente una receta que se pueda repetir,
se suele tomar como base, pero en realidad se trata de una red de trabajo conjunto entre
herramientas. Parte de esta “red” puede ser descifrada usando guias que son los pipelines
(flujos de trabajo) que se desarrollan en herramientas bioinforméticas convencionales,
apoyadas por el grado de “expertise” del usuario. Como punto de partida se puede considerar
datos de secuenciacion de ARN, inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP), metagenoma o,
en el caso del presente trabajo, exoma y/o genoma completos (Bayat, 2002; Davis-Turak et
al., 2017). Conforme al transcurso del tiempo, los datos obtenidos de genes y proteinas han
sido conjuntados en repositorios llamados bases de datos (BD) y que generalmente se
encuentran en internet. Sin embargo, no ha sido posible concentrar toda la informacion
conocida en una base de datos Unica, lo cual eleva el valor del aprendizaje en andlisis
bioinformético dirigido a estudios particulares. Algunas de las BD mas importantes para la
obtencion de datos de NGS son:

e Gene Expression Omnibus (GEO) y Sequence Read Archive (SRA) de NCBI

(National Center for Biotechnology Information)
e ArrayExpress (AE) de EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute)

Los analisis bioinformaticos basados en la NGS estan disefiados para convertir las sefiales en
datos, los datos en informacion interpretable y la informacidn en conocimiento procesable.
Este proceso puede conceptualizarse como analisis primario, secundario y terciario (Fig. 7)

1° Procesar datos crudos en formato FASTQ de los instrumentos de secuenciacion para
convertirlas en datos de bases de nucle6tidos y lecturas cortas.

2° Alineacion con una secuencia de referencia o el ensamblaje de novo de las lecturas de
nucleotidos de la NGS y la posterior deteccion de variantes.
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3° Contexto a la informacion generada durante un experimento de NGS al asociar el perfil
gendmico especifico de la muestra con anotaciones descriptivas (Oliver et al., 2015).

Anélisis primario Anélisis secundario Anélisis terciario
(generacion de la (Procesamiento de la (Interpretacion de
secuencia) secuencia) resultados)

Analisis de la sefial Genoma de referencia
Base de datos y
algoritmos

Asignacion de las bases Alineacion al genoma

Filtrado de lecturas
Calificacion de la
calidad de las bases

Asignacion de variantes

Lectura generada en
FastQ

Fig. 7 Flujo de trabajo en el analisis bioinformatico de datos NGS.
Imagen de elaboracion propia

1.5.1.- Bases de datos (GEO y SRA)

Las variaciones genéticas del genoma humano y su contribucién a cambios fenotipicos han
sido un topico principal a lo largo de investigaciones asociadas a medicina y biologia. A
partir de la secuenciacion del genoma humano y su disponibilidad publica, se han
identificado variaciones en el ADN por medio de diferentes tecnologias y han permitido
evaluar sus implicaciones en enfermedades humanas (Rawal et al., 2017). Existen bases de
datos de interés bioinformatico, de diferentes tipos. Por ejemplo: literarias, nucleotidicas, de
proteinas, de ARN, de enfermedades; entre otros contenidos.

Gene Expression Omnibus (GEO) es una base de datos respaldada por el Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (NCBI) que acepta datos brutos y procesados con descripciones
del disefio experimental, los atributos de las muestras y la metodologia usada (Clough &
Barrett, 2016). Estos datos se encuentran usualmente en archivos de tipo SRA, que es el
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principal archivo de datos de secuenciacion de alto rendimiento, que archiva los datos de
secuenciacion en bruto y la informacion de alineacion de las plataformas de secuenciacion
como Illumina Genome Analyzer®. La BD SRA acepta datos de todo tipo de proyectos de
secuenciacion; por ello, es posible descargar archivos de este tipo y convertirlos a FASTQ
por medio de SRA toolkit con los cuales se realizara el pipeline.

2.- Antecedentes

2.1.- Firmas mutacionales en cancer

Una firma mutacional es un patron caracteristico de diferentes mutaciones somaticas, que se
puede observar a lo largo de un proceso mutacional del ADN asociado frecuentemente a
diferentes tipos de céancer (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013). Las
firmas mutacionales han sido clasificadas esencialmente en tres categorias: sustitucion de
base sencilla; de doble sustitucion de base; e INDELS (pequefias inserciones o deleciones).
En la primera categoria, se considera que cada pirimidina puede sufrir dos transversiones,
cambio de pirimidina por purina, y una transicién cambio de pirimidina por pirimidina, es
decir T>A, T>G,T>C,C>A,C>G y C>T, un total de seis variantes nucleotidicas simples, (Fig.
8), expresadas en contexto de trinucledtido, es decir, considerando que base se encuentra
inmediatamente en 5’ y 3’, con cuatro posibilidades para cada posicion (cuatro bases
nucleotidicas) y cada mutacion posible colocada en una caja negra (Fig. 9); generando un
total de 96 combinaciones (4*6*4) que son expresadas en el eje “X” de una firma mutacional,
mientras el eje “Y” representa el porcentaje 0 cantidad de mutaciones globales (Fig. 10).

.
Fig. 8 Transiciones y transversiones de purinas y pirimidinas
Imagen de elaboracion propia.
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Nucleétido 5 Nucleétido 3’

Fig. 9 Combinacion de mutaciones en el contexto
de trinucleotido.
Imagen de elaboracion propia.

La disposicion del porcentaje de cada mutacion especifica presente en diferentes muestras y
tipos de cancer han permitido identificar mas de 30 firmas de sustitucion de nucle6tido
sencillo (SBS) (Fig. 11). Estas firmas se pueden encontrar en el catdlogo de mutaciones
somaticas en cancer (COSMIC) y cada firma presenta validacion experimental y/o estadistica
segun corresponda. Sin embargo, hay que considerar que a pesar de tener evidencia que las
respalda estas firmas hablan de los procesos mutacionales que ocurren en el transcurso de
una enfermedad. Para entender esto, se tiene el ejemplo de las firmas SBS4 y las de tipo
SBS7. La firma SBS4 esta asociada a consumo de tabaco y se puede observar en ella que
existe una prevalencia de mutaciones tipo C>A las cuales son el reflejo de la formacion de
aductos de guanina, dafio que causan los compuestos aromaticos policiclicos que se
encuentran en el tabaco. Por otra parte, las firmas SBS7a y SBS7b, que se han encontrado
casi exclusivamente en melanoma, muestran una gran afinidad por mutaciones de cambio
C>T las cuales reflejan la formacion de dimeros de pirimidina como consecuencia de los
dafios de la luz ultravioleta.

C>A C>G C>T T>A T>C T>G

S I e
SBS3

°

m‘} | | ||| |“ “l ‘Il |‘ ||‘ |‘ || | ‘ |
0 | I

VUUVVVVVLUVVUVVDLDUULULLULDVVUYVDULOD

Fig. 10 Esquema de la firma mutacional SBS3
(COSMIC | Mutational Signatures, n.d.)
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Cabe sefalar que no todas las firmas presentan predominancia de ciertos tipos de mutaciones,
existen también firmas que tienen mas o menos la misma proporcion para cada categoria
siendo algunas firmas mas faciles de identificar los procesos a los que se les asocia en
comparacion de otras.
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S ST =
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Fig. 11 Firmas validadas de sustitucion de nucleétido Unico.
En recuadro azul las firmas asociadas a exposicion de la luz UV y en amarillo la asociada a consumo de
tabaco.
(Alexandrov et al., 2020)

En esta categoria se encuentran firmas como la SBS1 y SBS5 que han exhibido fuerte
correlacion con la edad en la mayoria de los tipos de cancer de la nifiez y la edad adulta, esto
cimenta la hipétesis de que una proporcién de las mutaciones de este tipo se adquieren con
relativa constancia durante la vida del paciente, probablemente en tejidos somaticos normales
(Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013).

Por otra parte, se encuentra la firma SBS3, que se asocia a defectos en la reparacion por
recombinacion homologa por mutaciones en BRCA1 y BRCA2 (Alexandrov et al., 2020).
Para el disefio de firmas de doble sustitucion de base existe 16 posibles bases dobles de origen
(4*4 bases) donde AT, TA, CG y GC son su propio complementario, las doce restantes
pueden representarse como seis posibles dobletes de la cadena. Por lo tanto, hay 4+6=10
bases dobles de origen. Las bases dobles, AT, TA, CG y GC pueden ser sustituidos por seis
posibilidades, mientras los dobletes restantes, pueden ser sustituidos por nueve posibilidades
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que se forman por la combinacion de tres posibles bases nitrogenadas que sustituyan a la de
origen y diferentes de esta (3*3). Por lo tanto, en total hay 4*6 + 6 *9 = 78 combinaciones
posibles para esta firma (Fig. 12).

Cabe destacar que no todas las firmas tienen una propuesta de etiologia asociada, por
ejemplo, las firmas DBS4, 8, 9y 11 se consideran de etiologia desconocida, mientras la DBS7
y la DBS10 estan asociadas a defectos en reparacion mismatch (Fig. 13).

AC>NN AT>NN CC>NN CG>NN CT>NN GC>NN TA>NN TC>NN TG>NN TT>NN
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Fig. 12 Esquema de la firma mutacional DBS
(COSMIC | Mutational Signatures, n.d.)
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Fig. 13 Firmas validadas de doble sustitucién
(Alexandrov et al., 2020)

La tercera categoria, INDELS, se categoriza segun el nimero de bases que son insertadas o
eliminadas, esta categoria es menos intuitiva pues se consideraron ciertas regiones repetitivas
y si estas poseen microhomologia. Se plantean 83 tipos diferentes que surgen de 5 categorias:
1 bp eliminado, 1 bp insertado, > 1bp eliminado, > 1 bp insertado y deleciones con
microhomologia; cada una se desglosa en la longitud de homopolimero, unidades repetidas
o longitud de la microhomologia dependiendo el caso (Fig. 14).

>1bp Deletion at Repeats >1bp Insertion at Repeats Microhomology
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Fig. 14 Esquema de firma ID6
(COSMIC | Mutational Signatures, n.d.)
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De ellas, la firma ID6 presenta mutaciones con microhomologia y se asocia a defectos por
recombinacion homologa mediada por microhomologia (Fig. 15)
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Fig. 15 Firmas validadas de INDELS
(Alexandrov et al., 2020)

En la mayoria de los tipos de cancer, se presentan al menos dos firmas mutacionales, y parece
que el numero de firmas se asocia con la complejidad de los procesos mutacionales en cada
tipo, ademas algunas firmas presentan mayor especificidad hacia ciertos tipos de cancer,
como las firmas SBS4 y SBS7 que se encuentran principalmente en adenocarcinoma de
pulmon y melanoma respectivamente, mientras otras estan presentes en un grupo mas
homogéneo de ellos, como las SBS1 y SBS5 (Alexandrov et al., 2020). Ademas, se ha
observado que aquellos canceres con exposiciones cronicas presentan una mayor tasa de
mutaciones totales en comparacién con las de cancer de alta incidencia en jovenes, esta
variacion en la prevalencia de las mutaciones es atribuible a las diferencias en cuanto a la
duracién del linaje celular entre el 6vulo fecundado y la célula cancerosa (Alexandrov, Nik-
Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013).

El repertorio de firmas mutacionales proporciona una base para la investigacion de la
etiologia de las diferencias geograficas y temporales en la incidencia del cancer; las
representaciones graficas de las firmas mutacionales permiten visualizar que tipo de
mutaciones son predominantes o si se presentan de manera mas o menos proporcional, 0 si
estas se encuentran presentes mayoritariamente en la hebra transcrita o en la no transcrita, y
esto relacionarlo a los mecanismos biomoleculares de los eventos mutacionales. Estos se
podrian estudiar en tejido sanos 0 no neoplasicos y tener aplicaciones clinicas y de salud
publica para comprender los procesos mutacionales que subyacen a la carcinogénesis
(Alexandrov et al., 2020; Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013).

2.2.- Estudio de dafio acumulado por medio de firmas mutacionales.

Para procesar, filtrar e interpretar los datos de secuenciacion para obtener firmas
mutacionales, es necesario el uso de métodos estadisticos y matematicos, ademas de poseer
conocimientos de la biologia y gendémica del cancer o afeccién en estudio (Maura et al.,
2019). El repertorio de firmas mutacionales nos proporciona una base para la investigacion
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de la etiologia de los procesos mutacionales, permitiendo comprender los mecanismos de
estos que subyacen a la patologia (Alexandrov et al., 2020).

Estos algoritmos de andlisis de firmas mutacionales producen una matriz M~ P*E, tomando
un valor predefinido de firmas n a partir de la factorizacion de M para diversos valores y
determinando la mejor n la cual permitira la reconstruccién del error mas pequefia (Fig. 16).
Esto se explica con el ejemplo de una fiesta donde los invitados serian las firmas
mutacionales y estas tienen diferentes conversaciones, las cuales son grabadas con
micréfonos colocados por toda la habitacion; la cual seria la muestra de cancer; y de ellos se
obtienen grabaciones, que son analogas al catdlogo de mutaciones, ddénde algunas
conversaciones son méas comprensibles por tener mayor volumen o proximidad a los
microfonos, esto seria andlogo a la exposicion a los procesos mutacionales; y finalmente hay
que considerar el ruido ambiental o la musica de fondo que seria equivalente al error.
Entonces aquellas conversaciones que mejor se puedan distinguir seran aquellas en donde
exista el menor ruido ambiental posible y las que mayor volumen tengan (Alexandrov, Nik-
Zainal, Wedge, Campbell, et al., 2013; Omichessan et al., 2019).
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Fig. 16 Representacién gréafica de la ecuacion M=P*E
Adaptado de (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Campbell, et al., 2013)

Las firmas qué mejor puedan distinguirse en una muestra de cancer pueden proveer
informacidn sobre el tipo de sustituciones de base, asi como el porcentaje de su incidencia.
Estas en el conjunto de mutaciones de sustitucidn simple conforman un patrén con el cual se
identifica dafio genomico acumulado y especifico. Ademas, en el caso de extracciones de
novo, permiten una asociacion unica a una enfermedad en concreto como se ha observado
con la fuerte correlacion de firmas SBS7 a melanoma. En este caso en muestras de pacientes
AF, que es una enfermedad no-cancer pero que presenta altas incidencias de algunos tipos de
cancer podria presentar patrones de firmas Unicas o firmas que tengan sentido biologico con
relacién a cancer de los tipos mas frecuentes que desarrollan estos pacientes. El tipo de dafio
observable a su vez puede expresar diferentes niveles de exposicion, por tanto, en pacientes
AF e individuos control de la misma edad se presentaria diferente cantidad de mutaciones
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haciendo posible la deteccion de envejecimiento prematuro asociado al dafio acumulado e
inestabilidad gendmica.

3.-Justificacion

Las firmas mutacionales revelan el curso de exposiciones a agentes genotdxicos exdgenos o
enddgenos, asi como deficiencias en las vias de reparacion del ADN. Mas de 30 firmas
mutacionales se han reportado recientemente en tejidos de diverso origen con cancer, donde
se ha observado exposicion genotdxica o envejecimiento. Sin embargo, aln no se conoce Si
en otro tipo de enfermedad se puedan encontrar patrones especificos de firmas y donde
nuestro interés esta enfocado en pacientes con AF y explorar la posibilidad de encontrar
firmas Unicas para esta enfermedad, lo cual puede hipotetizarse ya que es un padecimiento
con alteracion en la via FA/BRCA de reparacion del dafio al ADN. La relevancia del estudio
se enfoca principalmente a dos eventos: (1) alta heterogeneidad fenotipica y genotipica y (2)
el impacto de las enfermedades que pueden llegar a desarrollar estos pacientes, como se
desarrollara a lo largo del presente trabajo.

En los pacientes con Anemia de Fanconi se conocen las mutaciones de los genes y
mecanismos de herencia que causan la enfermedad, pero se desconocen las consecuencias de
los procesos mutacionales intrinsecos de la enfermedad los cuales pueden estar relacionados
con la severidad de las manifestaciones clinicas, la progresién del desarrollo de neoplasias o
con envejecimiento prematuro. El estudio de firmas mutacionales en pacientes con AF puede
ayudar a entender si existen firmas que puedan ser asociadas con la enfermedad. Con base
en aquellas que se puedan observar, podria inferirse que procesos mutacionales se presentan
a lo largo de la enfermedad vy si estos se asocian a edad, a eventos de exposicion cronica
exogena o enddgena, asi como a determinar si la acumulacion de dafio gendémico en AF es
diferente que en individuos normales.

4.- Hipdtesis

Con el desarrollo del pipeline bioinformatico se encontrara una firma especifica en los
pacientes AF, asi mismo, se encontraran las firmas SBS1 y SBS5 que estan relacionadas con
envejecimiento y que pueden estar implicadas en el proceso de acumulacion de dafio y
posible desarrollo a neoplasias presentes en AF y la firma SBS3 relacionada a deficiencia en
la reparacion del ADN por recombinacion homdloga por la deficiencia intrinseca de la
enfermedad.
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5.- Objetivos
5.1.- Objetivo general

Desarrollar un pipeline bioinformatico, que permita identificar las firmas mutacionales
presentes en pacientes con Anemia de Fanconi, para determinar si existe envejecimiento
prematuro.

5.2.- Objetivos particulares

e Realizar el pre-procesamiento de datos de WES.

e Realizar el proceso de anotacion de las lecturas para obtener el catadlogo de variantes
de nucledtido Unico (SNV).

o Desarrollar el pipeline de andlisis de firmas mutacionales utilizando SigProfiler y
SignatureAnalyzer.

e Analizar e identificar la presencia de firmas mutacionales reportadas o firmas
especificas de los pacientes con anemia de Fanconi estudiados.

6.- Metodologia

Para mas detalles y acceso al pipeline elaborado, se cre6 un repositorio de Github al cual se
puede acceder en la liga: https:/github.com/ehatl/Mutational Signature pipeline o
consultando los anexos del presente trabajo.
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6.1.- Diagrama de flujo de trabajo.
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6.2.- Diagrama metodoldgico
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Para mas informacion técnica de cada herramienta y lenguajes utilizados en el presente
trabajo ver anexos I-XIII.

6.3.- Blsqueda de secuencias de exoma o genoma completo.

La basqueda de estas secuencias se realizd en SRA con “Fanconi anemia” como palabra
clave, buscando secuenciacién de genoma o0 exoma en Homo sapiens y tipo de archivo
FASTQ, que es el formato al que se transforman los archivos de salida de secuenciacion de
nueva generacion. Se encontr6 un proyecto con el identificador PRINA191127, el cual
contenia 16 secuencias de exoma de pacientes AF (casos indices) y familiares directos. Por
otra parte, se selecciond el proyecto PRINA729775, que contenia mas de 200 secuencias de
exoma obtenidos de tejido de cancer de mama, de estas se seleccionaron cuatro muestras para
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realizar la validacion del pipeline, por ser provenientes de un cancer cuyas firmas
mutacionales han sido estudiadas. Cada secuencia se descarg6 por medio del identificador
SRRy posteriormente convertidas a archivos FASTQ con la herramienta de NCBI llamada
SRA toolkit.

6.4.- Anélisis FASTQC

Una vez obtenidas las secuencias en el formato FASTQ, se realizé el analisis de estas con la
herramienta FASTQC. Se evaluaron los médulos y se determinaron los parametros para
realizar el proceso de trimming posteriormente. El objetivo principal de este primer analisis
fue conocer los posibles contaminantes de las secuencias, como son los adaptadores
utilizados en secuenciacion Illumina o los demas parametros evaluados por el programa vy si
eran aptas para analisis posteriores. Para una visualizacién conjunta de todas las muestras
analizadas en FASTQC, se utilizé la herramienta MultiQC. Este programa grafica las
diferentes muestras en una sola grafica para cada modulo evaluado, de esta manera se realizo
un analisis méas practico, se compard que muestras presentaron mejores condiciones y se
seleccionaron las modificaciones pertinentes. Para mas informacion ver anexo Il.

6.5.- Trimming

Posterior al analisis en FASTQC, se procedi6 a seleccionar los pardmetros que se utilizaron
en Trimmomatic. En este caso se observé que el adaptador TruSeq3-PE-2.fa se encontraba
en las lecturas, por lo cual se eliminé de ellas con la opcidn correspondiente. Asi mismo se
afiadieron otras opciones para determinar el umbral de calidad para aceptar o rechazar una
base de la secuencia, esto con la finalidad de mejorar la calidad de las bases secuenciadas.
Ademas, se eliminaron las primeras 10 bases de la secuencia, debido a que generalmente son
bases que tienen una mala calidad y no tienen una adecuada proporcion de %AT y %GC. La
seleccion de estos pardmetros y su ejecucion, permitieron obtener muestras filtradas y
recortadas, en las cuales se preservo una calidad éptima para proseguir el analisis. Como
resultado de correr el Trimmomatic, se generaron cuatro archivos de salida: dos archivos
pareados y dos archivos no pareados. Para mas informacion ver anexo Ill.

6.6.- Andlisis FASTQC después de la limpieza

A los cuatro archivos de salida de cada muestra analizada, se les repitid el analisis redactado
en el apartado 6.3 con la finalidad de corroborar que las muestras después del trimming
dejaron de presentar interferencias significativas en cuanto a su calidad en los diferentes
modulos y continuar con el analisis.
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6.7.- Anotacion y manejo de archivos SAM-BAM

Para realizar la anotacion de las lecturas limpias, se realiz6 un mapeo con la herramienta
BWA de los archivos de salida del trimming (en formato FASTQ) contra el genoma GRCh38
como referencia. Las secuencias resultantes se obtienen en formato SAM, pasan de ser cuatro
archivos a tres, debido a que se anotan juntos los archivos pareados y de manera individual
los no pareados. Con la herramienta de Samtools se convierten en archivos BAM. Primero
se ordenaron por coordenadas, después se fusionaron para obtener un archivo BAM Unico y,
finalmente, se les agregaron “readgroups” los cuales son caracteristicas adicionales para un
mejor rastreo e identificacion de la muestra, ademas de ser parte de las buenas practicas de
GATK. Para mayor entendimiento de la programacion de estas tareas ver anexo IV y V.

6.8.- Recalibracion y llamado de variantes

Después de obtener los archivos BAM que contienen los readgroups, se realizé la
recalibracion de las muestras con BaseRecalibrator y posteriormente se aplicé con
ApplyBQSR. Esto con la finalidad de detectar errores sistematicos que ocurren durante la
secuenciacion al estimar la precision de cada base y ajustar la puntuacion. Una vez que se
realizan los ajustes, se realizd el llamado de las variantes con Mutect2, herramienta
especializada para variantes somaticas. El archivo de salida final es un .VCF que contiene
las columnas con los datos necesarios para ser archivos de entrada de programas para la
extraccion de firmas mutacionales. Sin embargo, parte de las variantes que detecta muestran
leyendas como evidencia débil, contaminacion, etc. Por ello se filtraron aquellas variantes
que estaban marcadas con la leyenda “PASS”. Esto se realizo con comandos para filtrar en la
terminal como se describe en el anexo XIV.

6.9.- Obtencién de firmas mutacionales

Las diferentes firmas mutacionales se extraen de una gran serie de datos de secuenciacion de
genomay exoma completos, por medio de factorizacién matricial no-negativa (NNMF). Este
método tiene como principal utilidad encontrar una representacion lineal de los datos, que no
sean negativos. En el caso de las firmas de un proceso mutacional n se obtiene una matriz
K*N de la siguiente manera:

pi .. D
p=|:
k.. pk

Esto expresa la frecuencia relativa esperada de un tipo de mutaciones k ocurran en un genoma
expuesto a un evento mutacional n. P es la matriz de firmas, compuesta por tipos de mutacion
como filas y firmas como columnas. La intensidad de las exposiciones a mutaciones se
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representa en una matriz N*G que expresa la exposicion de muestra dada g a un evento
mutacional n. E es la matriz de exposicion a procesos mutacionales, que tiene a las firmas
como filas y muestras como columnas

et es
E=|:
el .. eg

Por ultimo, la anotacion de la matriz de la coleccion de muestras se representa como K*G.
M es la matriz de catdlogo, conformada por mutaciones como filas y muestras como
columnas

mi .. mg
M=\ :
mf .. mk

Esto se logra gracias al uso de diferentes algoritmos como SigProfiler (extraccién de novo)
y deconstructSigs (extraccion fitting) paquetes de Python y R respectivamente.

Se realizd la extraccion de novo utilizando los archivos .VCF filtrados resultantes en la
herramienta de sigProfiler. Esta herramienta utiliza archivos de entrada de tipo VCF, se
indica el nimero minimo y méximo de firmas que se desean extraer, asi como el nimero de
iteraciones que debe realizar para obtenerlas. Como archivos de salida se generan dos
carpetas principales “All_solutions” la cual propone el nimero de soluciones segun se haya
indicado el nimero de firmas que se deseaban extraer y “Suggested solution” que es
precisamente la solucién que mejor explica el set de muestras e incluye lo siguiente:

e SBS96_De-Novo_Solution: En esta carpeta se visualizaron graficos para cada firma
identificada que representa la proporcion de las mutaciones para esa firma, son
graficos de todas las diferentes firmas de novo. Se generd un gréfico de actividad que
muestra en cuales muestras esta presente una firma de novo dada y en qué proporcion
(Fig. 17). Por ultimo, permite visualizar una grafica que presenta la media de
mutaciones por megabase (Fig. 18).

e COSMIC _SBS96 Decomposed_Solution: En esta carpeta se pueden visualizar
esencialmente los mismos gréaficos, con la diferencia de que se simplifican a la
solucion que mejor explica el set de muestras. Adicionalmente muestra el grafico de
descomposicion de la firma de novo en las firmas del catalogo que la forman (Fig.
19). De esta manera, SigProfiler permite una orientacion tipo fitting que fue
comparado y respaldado por un extractor diferente basado en este enfoque
(deconstructSigs).
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Fig. 17 Grafica de ejemplo de actividad.
En el eje X se muestra el identificador de cada muestra y en el eje de las Y el nUmero de mutaciones
aportadas por cada firma de novo, las cuales estan identificadas por diferente color.

Somatic Mutations per Megabase
=

21 21 21
Fig. 18 Grafica de ejemplo de carga mutacional de la muestra
El eje Y es las mutaciones somaticas por megabase y el eje X es el nUmero de muestras con la firma
indicada sobre el numero de muestras totales. Los nombres de las columnas son las firmas mutacionales
y el gréafico esta ordenado por la media de mutaciones somaticas por megabase.
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Fig. 19 Ejemplo de un gréafico de descomposicion de firmas.
De lado izquierdo se puede observar la firma de novo original y la reconstruccién de esta
con los datos de similitud de coseno (valores cercanos a 1 indican similitud), la correlacion,
los porcentajes de error L1 y L2 y la divergencia KL. Del lado derecho vemos la
descomposicion de la firma en las firmas propuesta por COSMIC.

s Bass Substin

Posteriormente, se obtuvo el archivo de entrada para el programa deconstructSigs, para
realizar la extraccion tipo fitting, a partir de la matriz obtenida. EIl archivo de entrada inicial
no es un archivo .VCF a diferencia de SigProfiler, pero los datos pueden obtenerse de uno
debido a que se requiere un archivo con la misma informacion, especificada en columnas
como:

e Sample.id: Identificador de la muestra

e Chr: Cromosoma en el que se encuentra la variante

e Pos: posicién en la que se encuentra la variante

e Ref: La base nucleotidica en esa posicion en el gen de referencia
e Alt: La base por la cual cambié en la muestra estudiada.

A partir de estos datos se genera el archivo de entrada que contiene el calculo de la fraccién
de mutaciones encontradas de cada tipo en los 96 contextos. Posteriormente basandose en la
factorizacion matricial no negativa (NNMF) determina para cada firma, la solucién que
muestra la menor suma de los cuadrados del error (SSE) entre la muestra tumoral dada y el
perfil tumoral reconstruido descartando aquellas que presenten < 6 % de la fraccion de
mutaciones encontradas para evitar falsos positivos (Rosenthal et al., 2016).
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Los archivos de salida obtenidos son graficos similares a los del catdlogo de COSMIC,
presentan la proporcion de mutaciones por tipo de mutacion en cada uno de los 96 contextos,
afiadiendo un encabezado que contiene la fraccion de las firmas extraidas (Fig. 20), esta
fraccion ademaés puede ser representada en un gréfico de pastel (Fig. 21).
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Fig. 20 Grafico de ejemplo de firma extraida en deconstructSigs.

El primer gréfico representa la firma extraida original, debajo la gréafica de la firma
reconstruida indicando las firmas presentes y la fraccion en la que se encuentran.
Finalmente, el gréafico del error SSE que debe ser cercano o igual a cero.

Se analizaron los graficos obtenidos de SigProfiler y se determind la firma que mejor explico
el set de muestras, asi como la descomposicion de esta para conocer las posibles firmas
presentes. Por otra parte, se observaron y compararon con los graficos de deconstructSigs y
observaron las similitudes y diferencias entre ambos enfoques. Adicionalmente se analizé la
viabilidad bioldgica de los resultados obtenidos de estas herramientas matematicas.
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Fig. 21 Grafico de pastel de ejemplo generado en deconstructSigs
El gréfico se realiza con las fracciones de firmas determinadas del gréfico anterior. La fraccion
de firmas desconocidas corresponde a mutaciones que no pudieron determinarse o bien se
determinaron en nrooorcién menor a 6%.

7.- Resultados

7.1.1- Resultados de multiQC de los archivos FASTQ antes y después del trimming del
proyecto PRINA729775 (pacientes cancer de mama)

B C O ——— D FastQC: Status Checks

A FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence GC Content

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence GC Content

Fig. 22 Resultados del FASTQC antes y después del proceso de trimming con MultiQC.
Histograma de las puntuaciones medias de calidad de las lecturas (A, E). Contenido
promedio de GC (B, F). Grafico del contenido de bases en las secuencias (C,G). Grafica
del estado general de las muestras en los diferentes médulos evaluados por FASTQC (D,

H).
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En la Fig. 22 se observa el resultado del proceso de evaluacion de los archivos FASTQC, las
imagenes de la parte superior son los datos crudos que se descargaron, como se puede
apreciar en las imagenes las primeras posiciones presentan un poco de ruido (inherente al
proceso de secuenciacion). Las secuencias presentan buena calidad al encontrarse en el rango
de puntuacion superior a 30. La mayoria de las secuencias se rigen bajo una distribucion
normal respecto al contenido de GC con excepcion de los forwards de las muestras
SRR15195406 y SRR15195409, las cuales presentan una advertencia. El contenido de bases
de las secuencias sefiala una advertencia debido a que el contenido de las bases no es
completamente proporcional entre GCy AT.

A pesar de que tienen una calidad 6ptima se decidio realizar el proceso de trimming. En el
panel inferior de la imagen se observan los archivos que salieron después de realizar el
proceso de trimming con el programa Trimmomatic y se aprecia que la calidad de las muestras
mejora en la parte inicial. Se observd mejor proporcion del contenido de las bases después
de realizar el trimming, sin embargo, el contenido de GC se modifica para algunos archivos
de lecturas pareadas, a pesar de esta advertencia es posible continuar el proceso de analisis.

7.1.2.- Firmas mutacionales generadas por SigProfiler del proyecto PRINA729775
(pacientes cancer de mama)
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Fig. 23 Seleccién recomendada de numero de firmas para analisis en cancer de mama
Se observa la recomendacion del niumero de firmas adecuadas para el analisis de las
muestras del proyecto PRINA729775 de cancer de mama. El grafico indica que después
de evaluar los diferentes parametros, la extraccion de dos firmas es la mejor solucion que
se ajusta a muestras del presente proyecto.
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A. Firmas mutacionales de novo
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Fig. 24 Firmas mutacionales obtenidas con SigProfiler en cAncer de mama

En la figura Fig. 24 se observan los resultados del analisis de firmas mutacionales generado
por SigProfiler. En el panel superior (A) se presentan los principales datos obtenidos al
extraer una firma de novo para las muestras de cancer de mama, en la primera figura de
izquierda a derecha se observan las dos posibles firmas que explican el proceso mutacional
de las muestras, las cuales poseen alto contenido de mutaciones C>A; posteriormente, en el
panel central el nUmero de mutaciones que explican cada firma en cada una de las muestras
(SBS96A en rosa y SBS96B en naranja) y; en el dltimo panel la media de mutaciones
somaticas por megabase y la proporcion en que se encuentra cada una de las firmas
propuestas en las diferentes muestras. En el panel inferior (B) se presentan los principales
datos obtenidos al extraer una firma de tipo fitting, en la primera figura de izquierda a derecha
se observa las dos firmas extraidas de novo junto a su reconstruccion segun las firmas del
catdlogo de COSMIC, las cuales son en este caso la firma SBS45, SBS29 y SBS5;
posteriormente, en el panel central se presenta el nUmero de mutaciones de cada una de estas
firmas en cada una de las muestras (SBS45 gris, SBS29 rosa'y SBS5 en verde) y; en el ltimo
panel la media de mutaciones por megabase correspondiente a cada firma del catalogo y el
namero de muestras en que se encuentran en las diferentes muestras.
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7.1.3.- Firmas mutacionales generadas por deconstructSigs del proyecto PRINA729775
(pacientes con cancer de mama)
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Fig. 25 Gréficos obtenidos en deconstructSigs de las muestras de cancer de mama.
Resultados de firmas mutacionales en tejido de cancer de mama de pacientes con 47 afios
(A, B), resultados de firmas mutacionales en tejido de cancer de mama de pacientes con
38y 32 afos respectivamente (C, D).
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En la figura 25, en los cuatro paneles separados por marco de color, se observa de arriba
hacia abajo histograma de la firma mutacional extraida; firma mutacional reconstruida con
las firmas que posiblemente la compongan, incluyen la leyenda de la fraccion en que se
encuentran; grafica de error y; gréfico de pastel que representa en color violeta los
porcentajes en los que se encuentra una firma, en gris se representa la porcion desconocida o
que no se pudo asociar a alguna firma. Las muestras del panel verde y morado presentan en
mayor proporcion SBS45, mientras que las muestras del panel rojo y amarillo presentan
mayor proporcion de SBS94, como se desglosa en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1 Proporciones obtenidas por firma con el programa de deconstructSigs

Muestra Edad Firmas  [Proporcion
SBS45 0.347
SBS94 0.224
Breast cancer 1 47
SBS18 0.149
SBS24 0.087

SBS45 0.199
SBS94 0.186
Breast cancer 3 47
SBS18 0.132
SBS24 0.089
SBS94 0.145
SBS4 0.112
SBS18 0.094
Breast cancer 4 32
SBS45 0.087
SBS29 0.082
SBS24 0.068
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7.2.- Resultados del proyecto de muestras de pacientes Fanconi y familiares

7.2.1.- Resultados de MultiQC de los archivos FASTQ antes y después del trimming del
proyecto PRINA191127

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence GC Content FastQC: Adapter Content

FastQC: Status Checks
FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence GC Content

e — Adape Corert (D

Fig. 26 Resultados del FASTQC antes y después del proceso de trimming con MultiQC.
Histograma de las puntuaciones medias de calidad de las lecturas (A, E). Contenido
promedio de GC (B, F). Gréfico del contenido de adaptadores (C, G). Gréfica del estado
general de las muestras en los diferentes modulos evaluados por FASTQC (D, H).

En la Fig. 26 se observa el resultado del proceso de evaluacién de los archivos FASTQC, las
imagenes de la parte superior son los datos crudos que se descargaron del proyecto
PRINA191127, como se puede apreciar en el primer panel la mayoria de las secuencias no
presentan buena calidad al encontrarse en el rango de puntuacién inferior a 30 (fraccion
amarilla de la gréafica). Todas las secuencias se rigen bajo una distribucién normal respecto
al contenido de GC. El contenido de los adaptadores presentd un porcentaje superior al 5%
en la mayoria de las secuencias, haciéndolas inadecuadas.

Para mejorar la calidad de estas secuencias, se realiz6 el proceso de trimming y se obtuvieron
los resultados presentados en el panel inferior de la imagen, se aprecia que la calidad de las
muestras mejora en todas y ahora cumplen con la puntacion de calidad superiores a 30. El
contenido de GC se modifica para algunos archivos de lecturas pareadas, a pesar de esta
advertencia es posible continuar el proceso de anélisis debido a que las secuencias ahora
indican un contenido de adaptadores inferior a 0.1%, es decir que son muestras limpias en
comparacion a los datos crudos.
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7.2.2.- Resultados obtenidos en SigProfiler de casos indice
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Fig. 27 Seleccion de firmas en casos indice

Se observa la recomendacion del namero de firmas adecuadas para el analisis de las
muestras del proyecto PRINA191127. El grafico indica que después de evaluar los
diferentes parametros, dos firmas son las que se ajustan a estas muestras.
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Fig. 28 Firmas mutacionales obtenidas con SigProfiler de los pacientes FA
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En la figura Fig. 28 se observan los resultados del analisis de firmas mutacionales generado
por SigProfiler. En el panel superior (A) se presentan los principales datos obtenidos al
extraer una firma de novo para las muestras de los casos indice Fanconi, en la primera figura
de izquierda a derecha se observan las dos posibles firmas que explican el proceso mutacional
de las muestras, ambas presentan en mayor proporcion mutaciones C>T; posteriormente, en
el panel central el nimero de mutaciones que explican cada firma en cada una de las muestras
(SBS96A en rosa y SBS96B en naranja) y; en el ultimo panel la media de mutaciones
somaticas por megabase y la proporcion en que se encuentra cada una de las firmas
propuestas en las diferentes muestras. En el panel inferior (B) se presentan los principales
datos obtenidos al extraer una firma de tipo fitting, en la primera figura de izquierda a derecha
se observa las dos firmas extraidas de novo junto a su reconstruccion segun las firmas del
catdlogo de COSMIC, las cudles son en este caso la firma SBS42 y SBS5; posteriormente,
en el panel central se presenta el nimero de mutaciones de cada una de estas firmas en cada
una de las muestras (SBS42 en rosa y SBS5 en verde) y; en el Gltimo panel la media de
mutaciones por megabase correspondiente a cada firma del catalogo y el nimero de muestras
en que se encuentran en las diferentes muestras.

7.2.3.- Resultados obtenidos en SigProfiler de familiares de pacientes AF del proyecto
PRINA191127

/
o
&

B —. -®+ Mean Sample Cosine Distance .1 g
0.0225 1 s T — - —m- Avg Stability
. \.\ -0.9
0.0200 - N
. N
’ -0.8
Q \‘
£ 0.0175 - \,
o \
[0} .
a : \\ -0.7 R
[ . . 2z
£ 0.0150 - \ =
S : N, 0.6 &
Q 3 \, L;
Q %
£ 0.0125 - LR z
& P :
C
o
[J]
=

0.0100 - N,

4 -0.4
~
[ % N
e, N,
0.0075 - ~. |
._\.\.\ 0.3
@ -
.............. ~.
0.0050 - e @ creenerinninen i na ey -4 -0.2
% 1 > b )

Total Signatures
Fig. 29 Seleccién de firmas en familiares
Se observa la recomendacion del namero de firmas adecuadas para el analisis de las
muestras del proyecto PRINA191127 de los familiares. El grafico indica que después de
evaluar los diferentes parametros, dos firmas son las que se ajustan a las muestras del
presente trabajo.
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A. Firmas mutacionales de novo
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Fig. 30 Firmas mutacionales obtenidas con SigProfiler de familiares de pacientes AF del
proyecto PRINA191127.

En la figura Fig. 30 se observan los resultados del analisis de firmas mutacionales generado
por SigProfiler. En el panel superior (A) se presentan los principales datos obtenidos al
extraer una firma de novo para las muestras de los casos indice Fanconi, en la primera figura
de izquierda a derecha se observan las dos posibles firmas que explican el proceso mutacional
de las muestras, ambas presentan en mayor proporcion mutaciones C>T; posteriormente, en
el panel central el nUmero de mutaciones que explican cada firma en cada una de las muestras
(SBS96A en rosa y SBS96B en naranja) y; en el ultimo panel la media de mutaciones
somaticas por megabase y el nimero de muestras en que se encuentra cada una de las firmas
propuestas en las diferentes muestras. En el panel inferior (B) se presentan los principales
datos obtenidos al extraer una firma de tipo fitting, en la primera figura de izquierda a derecha
se observa las dos firmas extraidas de novo junto a su reconstruccién segun las firmas del
catalogo de COSMIC, las cuales son en este caso la firma SBS42, SBS44, SBS29, SBS5 y
SBS1; posteriormente, en el panel central se presenta el nimero de mutaciones de cada una
de estas firmas en cada una de las muestras (SBS42 en naranja, SBS44 en amarillo, SBS29
en rosa y SBS5 en verde) y; en el dltimo panel la media de mutaciones por megabase
correspondiente a cada firma del catalogo y el nUmero de muestras en que se encuentran en
las diferentes muestras.
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7.2.4.- Resultados de deconstructSigs de casos de pacientes AF del proyecto PRINA191127
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Fig. 31 Resultados obtenidos de los pacientes FA en deconstructSigs.
Cada color representa una firma diferente como se observa en la leyenda. En el eje Y se
presenta la fraccion en que se encuentra una firmay en el eje X se observan las muestras por
identificador del individuo y entre paréntesis el subtipo de Fanconi que se trate.

En la Fig. 31 se muestra los resultados para cada paciente Fanconi identificado como caso
indice, se puede observar que todas las muestras tienen en comun la firma SBS42, SBS44 y
la SBS46 mientras que el resto de las firmas varia ligeramente. Se puede observar en los
individuos FANCA poseen en comun a la firma SBS15 mientras los dos restantes (FANCA
y FANCB) poseen la SBS6. Sélo el individuo identificado como Wangl posee la firma
SBS29. Unicamente el individuo identificado como Chenl posee la firma SBS18. El resto
de las mutaciones que no se pudieron asociar a firmas especificas estan representadas como
desconocidas.
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7.2.5.- Resultados de deconstructSigs de familiares de los pacientes AF del proyecto
PRINA191127
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Fig. 32 Resultados obtenidos de familiares de pacientes AF del proyecto PRINA191127
en deconstructSigs.
Cada grafica posee el encabezado de la familia que representa. Cada color indica una
firma diferente como se observa en la leyenda. En el eje Y se presenta la fraccidon en que
se encuentra una firma y en el eje X se observan las muestras por identificador del
individuo.

En la Fig. 32 se muestra los resultados de las diferentes muestras agrupadas por familia, se
puede observar que todas las muestras tienen en comun la firma SBS42 mientras que el resto
de las firmas varia ligeramente. La mayoria de los pacientes presenta la firma 44 con
excepcion de la madre y hermano de Kongl. La mayoria de los pacientes presenta la firma
46 con excepcion del padre de Wang2. La firma SBS15 esta presente en Songl y su madre;
Wang1ly su padre; Kongly su madre y; ambos padres de Songl. La firma SBS6 esta presente
en el padre de Chenl; la madre de Wangl; el hermano de Kongl; en Wang2 y en Songl. La
firma SBS18 Unicamente la presenta Chenl. La firma SBS20 esta presente en la madre y el
hermano de Kongl. La firma SBS29 esta presente en el padre y madre de Chenl; en el padre
y madre de Kongl; en Wangl y su padre y; en ambos padres de Wang2. El resto de las
mutaciones que no se pudieron asociar a firmas especificas esta representado como
desconocido.
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8.- Discusién

El estudio de firmas mutacionales se ha convertido en un estandar de los estudios genémicos
porque generalmente permite un panorama mas amplio de las mutaciones que ocurren a lo
largo del genoma en comparacion a estudios que se enfocan en pocos drivers, que
proporcionan una ventaja selectiva de crecimiento, y por lo tanto promueven el desarrollo
del cancer (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013; Koh et al., 2021). Las
firmas mutacionales han sido estudiadas exclusivamente en cancer, en principio porque el
primer estudio fue realizado en 21 muestras de cancer de mama (Nik-Zainal et al., 2012),
ademaés con el conocimiento de las limitaciones en los estudios de mutaciones driver, se opt6
por estudiar un panorama mas amplio incluyendo mutaciones passengers, como lo son la
mayoria de las mutaciones en cancer. El estudio de mutaciones passengers estaba rodeado
por un paradigma que las catalogaba como “eventos neutros”, y se consideraba a las
mutaciones drivers como las Unicas relevantes, a las cuales los modelos matematicos estiman
que se requieren de cinco a ocho para el desarrollo del cancer, pero que son superadas en
namero por mutaciones passenger (Pon & Marra, 2015). Posteriormente, dicho paradigma
comenzo a cambiar debido a hallazgos de algunos estudios que sugieren que el acumulo de
mutaciones passengers tiene cierto efecto “driver” o simplemente aportan a la progresion del
cancer (Kumar et al., 2020; Salvadores et al., 2019).

La evaluacién de firmas mutacionales requiere de una serie de buenas practicas en el manejo
de datos de secuenciacion. Esto solo es posible a partir del desarrollo de un pipeline (o flujo
de trabajo) bioinformatico con el cual se determina la calidad de lecturas, calibracion de la
anotacion, generacion de resultados y su posterior evaluacion e interpretacion. En el presente
proyecto se realiz6 un pipeline bioinformatico para la evaluacion de firmas mutacionales en
muestras de pacientes con anemia de Fanconi que se caracterizan por tener deficiencia en la
via de reparacion FA/BRCA la cual se encarga del mantenimiento y estabilidad genémica
del ADN, por lo que evaluar las firmas en estos pacientes podria a) tener un mejor
entendimiento de los procesos mutacionales que se desarrollan en el transcurso de esta
enfermedad, b) determinar el tipo y la cantidad de eventos mutacionales que presentan los
pacientes AF, c) investigar si presentan firmas de envejecimiento y d) ser precursor del
estudio de firmas en otras enfermedades no-cancer.

8.1.- Validacion del pipeline con muestras de cancer de mama del proyecto PRINA729775.

Para evaluar el correcto funcionamiento del pipeline, se realizé la validacion con muestras
obtenidas del proyecto PRINA729775. En la descripcion de este proyecto se indica que se
buscaron deficiencias de la recombinacion homologa en subtipos de cancer de mama de la
poblacion taiwanesa. La primera consideracion que se debe hacer es que este analisis se
realizo con 232 secuencias de WES provenientes de tejido de cancer de mamay tejido normal
adyacente con el cual los autores disefiaron su propio panel de normales (Wu et al., 2021).
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El motivo de seleccion de este set de datos esta asociado al estudio de firmas mutacionales
en cancer de mama, como modelo pionero y a la gran cantidad de informacion relacionada a
este.

De los resultados obtenidos en SigProfiler para este set de datos, se observé en la solucion
de novo dos firmas propuestas SBS96A y SBS96B, debido a la estabilidad que presentan y
la actividad de cada una en las diferentes muestras (Fig. 24A), la firma SBS96A parece ser
la que mejor explica el set de muestras debido a que se encuentra presente en todas las
muestras y posee una estabilidad de 0.99 en comparacion con la SBS96B con estabilidad de
0.8. Esta firma se descompone en las firmas SBS45, SBS29 y SBS5. Se debe sefialar que en
el articulo del proyecto se plantea que gracias a la elaboracion de un panel de normales
propio, se eliminaron variantes falsas positivas, principalmente aquellas que fueron
consecuencia del uso de 8-oxoguanina (Wu et al., 2021), usada en la secuenciacion del
genoma (Costello et al., 2013). Esto explica que la firma SBS45, validada como artefacto,
predomine en el analisis. Por otra parte, el articulo sefiala que las firmas de novo extraidas se
asemejan mas a la firma SBS1 (asociada al envejecimiento) y la SBS2 (actividad de
APOBEC). Sin embargo, en este trabajo se extrajeron la firma SBS5 (asociada a
envejecimiento) y SBS29 (asociada a masticar tabaco). Ambas firmas se han encontrado
como firmas secundarias presentes en cancer de endometrio, mismo tipo de cancer que ha
sido asociado a defectos en BRCA al igual que el cdncer de mama (Ashley et al., 2019).

No obstante, al realizar la revision de presencia de firmas en diferentes tipos de cancer
propuesta en (Alexandrov et al., 2020), se puede observar que la firma SBS5 se encuentra
con mayor frecuencia y en mayor proporcién en cancer de mama, que la firma SBS3. En este
punto se debe mencionar que las firmas no tienen la misma probabilidad de ser extraidas,
esto se debe a que las firmas que tienen patrones mas marcados son mas sencillas de
determinar por el programa, por lo cual existe cierto sesgo para extraer las firmas SBS3,
SBS5 0 SBS8, por ejemplo. Adicionalmente, las firmas SBS3 y SBS5 son aquellas que
presentan menor correlacion estadisticamente significativa entre los programas
deconstructSigs y SigProfiler (Koh et al., 2021; Rosenthal et al., 2016). Desde otra
perspectiva, la firma SBS3 se ha reportado en 7% de carcinosarcoma uterino como firma
predominante primaria y 21% como firma secundaria, aunque ninguno de los casos estaba
asociado a defectos en genes asociados a recombinacion homoéloga. El cancer de ovario
seroso de alto grado y el cancer de mama basal o triple negativo son fuertemente asociados
a defectos en la via de reparacion por recombinacion homologa, sin embargo, la fraccién de
cancer de mama atribuida a mutaciones de BRCA1 y BRCA2 es menor al 5%, de manera que
no se esperaria encontrar la firma SBS3 con alta frecuencia en muestras de cancer de mama
en general, en cambio si se espera una alta proporcion en los casos de cancer de mama
asociados a mutaciones en BRCAL y BRCA2. En el caso de que se requiera detectar con
mayor sensibilidad la deficiencia de genes asociados a reparacion por recombinacion
homologa se pueden utilizar softwares complementarios como HRDetect, CHORD y SigMA
que limitan la busqueda de firmas mutacionales a aquellas que se asocian a estos genes
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ademas de proporcionar guias de tratamiento (Davis-Turak et al., 2017; Koh et al., 2021;
Van Hoeck et al., 2019).

Uno de los hallazgos mas interesantes es que los resultados obtenidos de la muestra de cancer
de mama, en pacientes de 47 afios, son similares entre si, en el sentido de la proporcionalidad
de las firmas extraidas. Sin embargo, la firma SBS5 no logré ser extraida, como se
pronosticaba, debido a la dificultad del programa para extraer firmas de comportamiento
plano, y como se ha observado en otros estudios la omision de la firma SBS3 por ejemplo
hace que sea reasignada como firma SBS5 u SBS8 pero obteniendo una reconstruccién del
error (SSE) diferente (Maura et al., 2019; Rosenthal et al., 2016), esto quiere decir que al
forzar al programa a extraer firmas de comportamiento plano la asignacion puede resultar
ambigua. Por otra parte, la firma SBS29 (asociada al habito de masticar tabaco) solo se
observd en una muestra, la correspondiente a tejido de cancer de mama en una paciente de
32 afos.

Aparecen 3 firmas de manera constante, la firma SBS94 en mayor proporcién para 2 muestras
del set de datos, esta firma no tiene etiologias propuestas pues fueron recientemente
identificadas (Islam et al., 2021). Sin embargo, una caracteristica en comun de las firmas
SBS94 y SBS29 son el sesgo transcripcional que se encuentra en mutaciones C>A, mismo
tipo de mutaciones que predominan en ambas firmas y ambas han sido encontradas en cancer
colorrectal, lo cual podria indicar una similitud conveniente para su extraccion en ambos
programas. En este proyecto se trabajo con secuencias de exoma completo que permite
observar mas detalladamente el sesgo transcripcional y el sesgo a su vez, es un reflejo de las
vias de reparacion asociadas a las transcripcion que estan implicadas en estos eventos
mutacionales, por ello también es la importancia de afiadir el contexto de las secuencias de
5’ a 3’, en términos generales se puede usar datos de exoma sin ningin problema
(Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Campbell, et al., 2013; Koh et al., 2021).

Por otra parte, ocurre algo similar entre la firma SBS18 que esta asociada a exposicion de
especies reactivas de oxigeno, y la firma SBS24 que esté asociada a exposicion a aflatoxina.
Ambas firmas presentan nuevamente una mayor proporcion de mutaciones del tipo C>A,
siendo congruente con una de las primeras investigaciones, la realizada en 21 genomas de
cancer de mama, dénde se plante6 la relacion entre la mutagénesis y la transcripcion al
encontrarse un sesgo transcripcional de cadena, para las mutaciones C>A/G>T en la mayoria
de las muestras de cancer de mama, siendo predominantes las mutaciones C>A
caracteristicas de este cancer (Nik-Zainal et al., 2012).

Al comparar los resultados obtenidos en SigProfiler con deconstructSigs (Fig. 25), se pueden
observar algunas diferencias, principalmente la extraccion de mas firmas con
deconstructSigs, en comparacion con SigProfiler, esto se ha atribuido a que existen
beneficios de analizar muestras de forma individual en deconstructSigs y que es posible

42|Pagina



detectar procesos mutacionales activos en un pequefio nimero de muestras (Rosenthal et al.,
2016).

Para esta primera parte de la validacion del pipeline se da por sentado que este es funcional,
si bien las muestras de cancer de mama han estado fuertemente asociadas a cierto tipo de
firmas se debe entender que una de las limitaciones del estudio de las firmas mutacionales es
debido a que en principio se tratan de herramientas matematicas cuyos resultados deben de
ser evaluados con respecto de los conocimientos biologicos, es decir que la viabilidad de que
las firmas estén presentes no solamente se basa en ser soluciones de la factorizacion matricial
no negativa sino también que tengan un sentido bioldgico. La viabilidad bioldgica de la firma
SBS94, SBS18 y SBS24 solo podria descartarse realizando estudios enfocados a detectar la
presencia de este tipo de mutaciones.

8.2.- Aplicacién del pipeline en muestras de pacientes AF del proyecto PRINA191127

En este set de datos, se logro obtener con el programa SigProfiler la solucion de novo de dos
firmas propuestas SBS96A y SBS96B, debido a la estabilidad que presentan y la actividad
de cada una en las diferentes muestras, ambas poseen cierta predominancia por mutaciones
de tipo transicion de citosina a adenina C>A, esta predominancia se observa en las firmas
extraidas por el programa (Fig. 28A), la firma SBS96A parece ser la que mejor explica el set
de muestras. Esta firma segun la solucién fitting de SigProfiler (Fig. 28B) estd compuesta
por la firma SBS42, SBS5y SBS1; sin embargo, la firma que se observa en mayor proporcion
y de manera constante en la grafica de actividad es la firma SBS42. Esta firma esta asociada
a exposicion por alcanos y fue observada por primera vez en trabajadores de una imprenta
japonesa que estaban expuestos a cierto tipo de compuestos que favorecian estas mutaciones,
ademas esta altamente presente en adenocarcinoma biliar y en principio podria parecer una
firma con cierta asociacion a la etnia puesto que este cancer tiene incidencia de 2.1 por
100,000 en la poblacion occidental mientras en la oriental es de mas del doble (5.2 por cada
100,000) (Mimaki et al., 2016); por inferencia de los nombres que llevan las muestras,
probablemente se trate de pacientes orientales. Por otra parte, las firmas SBS5 y SBS1 son
firmas asociadas al envejecimiento (Alexandrov et al., 2015).

En el caso de deconstructSigs se observa una gran variedad de firmas, siendo la SBS42, la
Unica que comparten ambos programas, siendo ademas la que prevalece entre los pacientes.
La firma SBS44 se relaciona con defectos en reparacion mismatch y la SBS46 (igual que la
SBS45), esta validada como firma artefacto en secuenciacion de exoma completo (Fig. 31).

La firma SBS42, asociada a exposicion de haloalcanos, es la de mayor relevancia en el

presente proyecto. Un ejemplo de haloalcano bien documentado es el tetracloruro de carbono
(CCly), el cual ha sido utilizado para inducir modelos de hepatotoxicidad y estudiar la
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aplicacion hepatoprotectora de diversos agentes (Izzo et al., 2021). EI CCls posee dos
mecanismos principales: la unidn de enlaces covalentes y la peroxidacion lipidica, ambos por
consecuencia del metabolismo por el citocromo CYP2E1 que dan lugar a un radical libre
CClz* (Weber et al., 2003). Hay que recordar que, de manera general, la peroxidacion lipidica
forma especies reactivas de carbonilo como el malondialdehido (MDA). EI MDA puede
reaccionar con la guanina, la adenina y la citosina para producir ICLs. Otros productos de la
peroxidacion lipidica son los aldehidos insaturados como la acroleina y el crotonaldehido
que pueden reaccionar con las bases nitrogenadas, se conjugan, se ciclan y forman
monoaductos (Housh et al., 2021; Lopez-Martinez et al., 2016). Los aldehidos en anillo
abierto de un sitio abasico 3’ son capaces de formar ICLs al reaccionar con el grupo amino
exociclico de los residuos de citosina (Clauson et al., 2013). Teniendo estas consideraciones,
se puede decir que los efectos de haloalcanos pueden imitar procesos metabélicos endégenos
a los que son hipersensibles los pacientes con AF, debido a su defecto bioquimico basal.

Los ICLs son reparados por la via FA/BRCA, que durante el desenganche por la funcion
endonucleolitica de FANCP/SLX4 y XPF/FANCQ, genera tres lesiones intermediarias, una
de ellas son los aductos. Estos suelen ser reparados por NER a nivel global (GG-NER) o
NER acoplada a la transcripcion (TC-NER). Esta Gltima es una subvariante que repara los
dafios en el ADN que se producen durante la transcripcion, utilizando la Pol 1l elongada para
escanear la cadena transcrita y "reconocer” el dafio que bloquea la transcripcion,
posteriormente se reclutan las endonucleasas de reparacion ERCC1-XPF y XPG las cuales
escinden la hebra dafiada en sentido 5’ y 3’ con respecto al dafio, liberando un fragmento de
ADN monocatenario y seguido las ADN polimerasas rellenan el hueco (Duan et al., 2021).
Esto es relevante debido a que recientemente se ha propuesto a ERCC1 y XPF como genes
asociados a AF debido a defectos encontrados en estos pacientes, ademas de encontrar
interaccidn directa entre la via FA/BRCA y NER (Garcia-de Teresa et al., 2020; Juarez-
Figueroa et al., 2018; Kashiyama et al., 2013; Mouw & D’Andrea, 2014; Rodriguez &
D’Andrea, 2017).

En lo que concierne a firmas mutacionales, TC-NER posee un papel importante debido a que
aquellos dafios como la exposicién a luz UV, que genera dimeros de pirimidina, o consumo
de tabaco, que producen aductos voluminosos de guanina, son representados por firmas
mutacionales con mayor cantidad de sesgo transcripcional, es decir, no se encuentra la misma
cantidad de mutaciones de un tipo y contexto especifico en la cadena transcrita con respecto
a la no transcrita. Este sesgo es consecuencia directa del tipo de reparacion para estos dafios
guiados por TC-NER (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Aparicio, et al., 2013). La firma
SBS42 es una firma que presenta sesgo transcripcional en C>A y en C>T posee mas
mutaciones G que C en las cadenas no transcritas de los genes, es coherente con el dafio a la
guanina y la reparacion mediante la TC-NER. Por ello, probablemente mas que una
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exposicion directa a una sustancia, la firma SBS42 en el estudio de este set de datos es
indicador bioldgico de una elevada presencia de aductos (Keppler et al., 2000).
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Fig. 33 Representacion del sesgo transcripcional en la firma SBS29
En el caso de algunos contextos trinucleotidicos en C>A se puede observar aumento de
mutaciones en la hebra transcrita con respecto de la no transcrita.

En el caso de SBS1y SBS5, solo fueron extraidas en el programa SigProfiler. En la gréfica
de actividades por firmas de catalogo, de los pacientes AF se puede observar que en 2 de los
5 pacientes la proporcion de SBS5 es de aproximadamente el 50% del total de mutaciones,
mientras que en el caso de los familiares de los pacientes AF la proporcién de SBS5 fue
heterogénea y se present6 en 9 de los 11 individuos. Con esta informacion se puede cotejar
las diferencias que existen entre pacientes no Fanconi y AF con relacion al envejecimiento
acelerado, debido a que SBS5 se ha observado en alta correlacion con la edad en diferentes
muestras es de tumores, de manera que es una firma que se espera observar generalmente en
todas las personas con mayor 0 menor proporcién acorde a la edad. Sin embargo, en pacientes
pediatricos cdmo los pacientes AF no se esperaria observar una cantidad tan alta como la que
pudiera presentar un adulto sano. A pesar de que los familiares de estos pacientes AF
presentan al menos una mutacién en un gen Fanconi (con excepcion del padre de Wang2 y
el del hermano de Kongl, que no presentan ninguna mutacion asociada a Fanconi), ninguno
sobrepasa el 20% de mutaciones asociadas a SBS5. Por lo tanto, la cantidad de SBS5
presentada en los diferentes individuos ademas de ser indicador de envejecimiento acelerado
se puede asociar también a peores prondsticos de cancer o mayor dafio acumulado
(Alexandrov et al., 2015; Chong et al., 2021).

Respecto a la firma SBS29 asociada a masticar tabaco, el cual posee compuestos aromaticos
policiclicos, acarrea como consecuencia la formacidn de aductos de guanina y su reparacion
se realiza por NER acoplada a la transcripcién. La firma SBS29, asociada a exposicion a
tabaco masticado, es frecuente en cancer de células escamosas de la boca, una de las
neoplasias con mayor incidencia en AF (Boot et al., 2018; Datta & Brosh, 2019). La
presencia de estas firmas en los pacientes AF, no necesariamente significa que los pacientes
estén expuestos a haloalcanos per se o bien mastiquen tabaco, sino que presentan cierto tipo
de dafio cuyas consecuencias son traducidas en el mismo tipo de firma.
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Por otra parte, se observa en deconstructSigs, como una constante, otras firmas como las 6,
15, 20 y 44 que estan todas asociadas a defectos en reparacién mismatch (MMR) y que suelen
extraerse de forma conjunta. Actualmente, no es posible hacer una distincion entre una firma
u otra en relacion con su participacion en los defectos de MMR, por lo cual ambas tienen la
misma explicacion bioldgica. La via FA/BRCA esté relacionada con la actividad de la via de
reparacion de mismatch; existen estudios que han demostrado la interaccion directa entre
proteinas de ambas vias. Por ejemplo, MMR activa FA/BRCA por la interaccion entre a)
MLH1y FANCD2-FAN1, BRCAL, y FANCJy b) MSH2 y SLX4/FANCP, cuando no estan
coordinadas las rutas se desencadena la toxicidad de MSH2 (proteina MMR), la pérdida de
MMR puede contribuir al desarrollo de tumores en AF, ademas, la deficiencia de MSH2
suprime la actividad anticancer y pro-envejecimiento del acortamiento de telémeros. Por otra
parte, la proteina MSH2, ademas de interactuar con la via de reparacion por recombinacion
homologa, también posee interaccion con la via de NER, més especificamente con la proteina
ERCC1 (Peng et al., 2014; Spies & Fishel, 2015; Williams et al., 2011).

8.3.- Limitaciones del estudio

Algunas de las limitantes del presente proyecto son:

1. No tener acceso completo al historial clinico de los pacientes.

2. Latendencia a presentar fenotipos hiper-mutadores, pues el hecho de generar varias
mutaciones de manera descontrolada puede proveer una asignacion errénea de firmas.

3. Los programas utilizados estdn mejor estandarizados para diferentes objetivos.
SigProfiler se recomienda que se realice con al menos 200 muestras para una mejor
extraccion de novo, mientras el programa deconstructSigs se considera mejor
estandarizado para usar un menor numero de muestras (Rosenthal et al., 2016).

De manera general los resultados obtenidos representan un nuevo enfoque en el estudio
de firmas mutacionales en enfermedades no-cancer que pudiera promover el interés en
investigaciones futuras para el entendimiento de los eventos mutacionales en exoma o
genoma completos que consideren aquellas que son “passenger” y que estas, a su vez,
puedan permitirnos plantearnos nuevas hipétesis sobre las posibles causas del desarrollo
de cancer en la enfermedad estudiada.

9.- Conclusiones

1. Se desarroll6 un pipeline bioinforméatico basado en las buenas practicas del
preprocesamiento de datos.

2. Se propone considerar los resultados del presente trabajo obtenidos por extraccion de
tipo fitting en deconstructSigs, como la mejor prediccion de las firmas de AF; el
programa se recomienda para set pequefios.

46|Pagina



3. Enlos pacientes con AF, se encontraron las firmas: SBS5 asociada a envejecimiento;
SBS42 asociada a la exposicion de haloalcanos; SBS44, SBS15 y SBS6 asociadas a
defectos en reparacion mismatch; SBS29 asociada a tabaco masticado; y SBS18
asociada a dafio por especies reactivas de oxigeno.

4. No se identifico la presencia de las firmas SBS1 asociada a envejecimiento, ni la
firma SBS3 relacionada a deficiencia en la reparacion del ADN por recombinacion
homologa, es posible que se deba a que las muestras sean de pacientes que, por su
edad, atn no acumulan la cantidad de dafio suficiente para ser detectadas.

5. Seencontro una firma de novo, con alto contenido en mutaciones de tipo C>T y sesgo
transcripcional marcado, lo cual sugiere defectos en la reparacion de ICL’s y
acumulacion de aductos que son reparados por TC-NER. Se recomienda reproducir
el pipeline con un set més grande de muestras de AF para validarla.

10.- Anexos

Anexo |. Linux

Al adentrarse en el mundo de la bioinformética es comun encontrar, por ejemplo, proyectos
con miles de muestras con datos de alto rendimiento que requieren una enorme cantidad de
potencia de calculo. Por tanto, el uso de plataformas de computacion de alto rendimiento
(HPC) es un requisito esencial, y normalmente, funcionan con sistemas Unix/Linux. El hecho
de tener el mismo sistema evita problemas de reproducibilidad o de incompatibilidad de
software, siendo una de sus fortalezas el alto grado de portabilidad, que permite a los usuarios
registrar y compartir flujos de trabajo (pipelines) en repositorios privados y publicos
(Ayyildiz & Piazza, 2019; Kulkarni et al., 2018).

Linux es una interfaz de texto para ordenador basada en Unix que permite controlar el
ordenador usando comandos ingresados con un teclado en lugar de controlar las interfaces
gréaficas de usuario. Es un software libre por lo que puede ser utilizado, estudiado,
modificado, copiado y redistribuido sin restricciones (“The Linux Command Line for
Beginners,” n.d.).

Los investigadores que no estan familiarizados con la linea de comandos de Unix,
generalmente se enfrentan a un aprendizaje forzado. El conocimiento de las herramientas
bioinformaticas es el principal cuello de botella en el analisis de datos generados por NGS.
Ademas, los programas utilizados para el procesamiento de archivos de secuenciacién estan
disefiados para ejecutarse en un entorno Unix/Linux, como lo es Ubuntu el subsistema Linux
que puede ser utilizado en Windows. Después de obtener los datos de la secuencia hay una
variedad de pipelines para el anélisis de NGS que utilizan herramientas de codigo abierto.
Esto incluye, por ejemplo, el anélisis de calidad de la secuencia (FASTQC), recorte y filtrado
(Trimmomatic), y busqueda de pequefias inserciones, deleciones y SNVs (SAMtools,
Mutect2, etc).
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Anexo Il. FASTQC

FASTQC es una aplicacion ampliamente adoptada en el control de calidad de archivos
FASTQ, ya que resume la calidad de la lectura por posicién, informa al usuario del contenido
de adaptadores en las secuencias, notifica las frecuencias de tetrdmeros y muchos otros
aspectos presentes en los datos de la secuencia en bruto (Brown et al., 2017).

El formato FASTQ fue inventado a principios de siglo en el Wellcome Trust Sanger Institute
por Jim Mullikin. Este es el formato de salida de la secuenciacion en Illumina. Dentro de este
formato se aprecian cuatro lineas.

1.
2.

Una linea de titulo "@" que a menudo contiene so6lo un identificador de registro.
Una segunda linea con la secuencia, la cual utiliza los mismos caracteres del formato
FASTA.

La tercera linea contine un signo “+” que sefiala el final de las lineas de secuencia y
el comienzo de la cadena de calidad.

Y en la dltima linea se observa la calidad expresada en caracteres imprimibles ASCII
con la misma longitud que la cadena de secuencia.

@SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
GGGGGGGGGGGGGGGGCTTTTTTTGTTTGGAACCGAAAGG
GTTTTGAATTTCAAACCCTTTTCGGTTTCCAACCTTCCAA
AGCAATGCCAATA

+SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
3+&$#n nunRnnnNnnN7EQ71 : »n ,C7,B,?68, ‘EA1EA
1EAS5’9B: 7: #9EAODQ2EAS’ : >57:%A; A8A; 79B; D@
/=<77=9<2A8==

Fig. 34 Formato FASTQ
(Cock et al., 2010)

El software PHRED es el encargado de leer archivos planos de secuenciacion de ADN,
genera bases y asigna un valor de calidad a cada base generada en términos de la probabilidad
de error estimada (Cock et al., 2010).

Los informes de analisis de FASTQC son el estandar para varias herramientas de control de
calidad, basandose en su resultado como criterio para proceder con los pasos posteriores 0,
alternativamente, para filtrar, recortar o, en Gltima instancia, descartar los datos (de Sena
Brandine & Smith, 2019).

48|Pagina



FASTQC presenta diez mddulos de analisis que resumen el contenido de un archivo de

secuenciacion:

Moddulo y descripcion

Calidad de la secuencia por
base: Se debe observar una
proporcion constante entre el
contenido de 9%A=%T vy
%G=%C. En una muestra
aleatoria se espera que haya
poca 0 ninguna diferencia
entre las diferentes bases, por
lo que las lineas de este gréafico
deberian ser paralelas entre si.

Contenido de N por base: No se
espera que pase de 0, de lo
contrario sefiala problemas en
la secuenciacion para realizar
el llamado correcto de una
base.

Calidad de la secuencia por
mosaico: El grafico muestra la
desviacion de la calidad media
de cada mosaico. Los colores
estan en una escala de “frio a
caliente”, siendo los colores
frios las posiciones en las que la
calidad estaba en o por encima
de la media; por tanto, un
mddulo adecuado no deberia
mostrar colores calidos.

Tabla 2 Descripcion de modulos de FASTQC

Datos adecuados

Datos inadecuados

@Per base sequence content Contenido por secuencia base
Sequence conten: across ail bases Secuence content scoss 1 base:
oo 100
70 »
50
40 #
. — —
e — — — =~ )
N Wm

@pPer base N content @For contenido de N base

M content across ol bases
100 100

N content acrozs all bases

75456785100

@per tile sequence quality

Quality per tile

5510

I 18 15 18 @ 2 24 28 28 30 32 54 35 38 40
Fostion in read (bp)

@calidad por secuencia de mosaicos

Qualty per tile

2 14 15 18 20 ;2
Position in read (bp)
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Por puntuaciones de calidad
de la secuencia: La
distribucién de la calidad
promedio de lectura debe
ajustarse al rango superior del
gréfico.

Calidad de la secuencia por
base: Es normal que la
puntuacién de calidad media
comience siendo mas baja en
las primeras 5-7 bases y que
luego aumente. Las lecturas
con muy buena puntuacién se
encontraran en la zona verde.
e La caja amarilla
representa el rango de

percentiles 25-75%
e Las lineas negras
(bigotes) representan

los valores 10 y 90%

e La linea azul
representa la calidad
media

Por contenido de GC de la
secuencia: Se espera ver una
distribucién tipo normal. Si ve
un sesgo de GC que cambia en
diferentes bases, esto podria
indicar una secuencia
sobrerrepresentada que esta
contaminando su biblioteca.

@Per sequence quality scores
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Distribucion de la longitud de
la secuencia: Cada uno de los
fragmentos que se secuencia se
le denomina "‘read" o lectura.
Y estos varian de tamafio por
diferentes factores del mismo
proceso de secuenciacion. Este
modulo indica el tamafio en
bases de dichas secuencias.

Niveles de duplicacién de
secuencias: Se espera que casi
el 100% de las secuencias sean
Gnicas, es decir, sin duplicados.

Secuencias
sobrerrepresentadas: Ninguna
secuencia deberia presentarse
mayor al 0.1% en WES o
WGS. En caso de un panel,
podria ser normal.

Contenido de adaptadores: Lo
ideal es que no sean
detectables, pero esto a
menudo puede ocurrir. La
presencia de estos puede dar
lugar a andlisis suboptimos.
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estos mddulos debe ser analizado para determinar los ajustes a los

parametros de trimming (recorte) que sean necesarios para obtener secuencias de

mejor calidad.
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Anexo I11. Trimmomatic

Trimmomatic es una herramienta que se utiliza para mejorar las calidades de datos generados
con la plataforma Illumina, donde se realiza el proceso de trimming o recorte de bases de
mala calidad, eliminacion de lecturas de mala calidad y eliminacion de adaptadores. Esto
permite evitar analisis erroneos como consecuencia de la presencia de secuencias de mala
calidad en los datos de secuenciacion de nueva generacion (NGS).

Trimmomatic utiliza dos metodos para detectar secuencias técnicas dentro de las lecturas. El
primero, es "modo simple”, funciona encontrando una coincidencia aproximada entre la
lectura y la secuencia técnica proporcionada por el usuario; y el segundo modo, denominado
"modo palindromo", tiene como objetivo la deteccion de este escenario comin de "lectura de
adaptador”, en el que el fragmento de ADN secuenciado es méas corto que la longitud de la
lectura, y da lugar a la contaminacion del adaptador en el extremo de las lecturas (Bolger et
al., 2014).

Hay dos modos principales del programa: modo de extremo emparejado y modo de extremo
unico. En ambos se mantendra la correspondencia de las lecturas y también utilizara la
informacidn contenida en ellas para encontrar mejor los adaptadores o primers de PCR. En
el caso de extremo emparejado se requieren dos archivos de entrada y cuatro archivos de
salida, dos para la salida ‘'emparejada’ donde ambas lecturas sobrevivieron al procesamiento,
y dos para la salida correspondiente "no emparejada” donde una sobrevivid, pero la lectura
asociada no lo hizo. Por otra parte, en el modo de extremo Unico, se especifican un archivo
de entrada y uno de salida (Fig. 35) (Trimmomatic Manual: V0.32, n.d.).
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Forward no

pareado

Lectura Forward relacionada
a los criterios (eliminada)

Forward
pareado

Reverse
pareado

Lectura Forward relacionada
a los criterios (eliminada)

Reverse

Reverse no pareado

Fig. 35 Flujo de lecturas en Trimmomatic en modo de extremo emparejado.
Modificado de TrimmomaticManual_V0.32

Anexo IV. Burrows-Wheeler Aligner BWA

BWA es un software que permite la alineacion de lecturas cortas con un genoma humano de
referencia de forma rapida y precisa generando un archivo de salida en formato SAM.

Se basa en la transformacion de Burrows-Wheeler (Fig. 36), algoritmo en el cual se
construyen matrices a partir de una cadena de datos, esta cadena esta compuesta por letras de
alfabeto y tiene un terminador que es el simbolo $, la cadena de datos tiene un orden inicial
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pero el algoritmo permuta el orden de los datos y posteriormente los ordena
lexicograficamente, de esta manera se obtienen datos de salida mas féciles de codificar.

0i|googol$ @ 16i[$googo 1
111 0ogol$g 1 i3i|gol$go o
'2i1logol$go , . 2 10i|googol $
] St Sort )
1311go1$goo ring Sorting -~ 5 5:/1$goog o
41101$goog I 4 12'logols$g o
5:|1$googo 5 4ilol$goo g
16:[$googol 6 i1lijoogol$ g
Pos i S(i)  B[i]
X = googol$ lo$oogg
(6)3)@555254’1)

Fig. 36 Construccion de la matriz de sufijos.
Siendo X la cadena de datos googl$, hacemos el supuesto de que los datos forman un circulo,
asi segun el terminador $ podemos obtener 7 cadenas distintas, estas se ordenan
lexicograficamente y el orden en el que se obtienen las cadenas es la matriz (Li & Durbin,
2009).

Esto permite por ejemplo que, al comparar secuencias cortas con respecto de un genoma de
referencia, esto suceda mas rapidamente. Seria sencillo plantear que la bdsqueda de una
secuencia corta se tome completa y se busque a lo largo del genoma de referencia, sin
embargo, eso seria mas tardado y lo que en realidad sucede al usar programas basados en
BWT es que la secuencia se alinea contra fragmentos mas cortos y ordenados del mismo
genoma de referencia. Esto se denomina index o indice y al igual que en un libro al buscar
un capitulo permiten que la alineacion reduzca el origen potencial de una secuencia de
consulta dentro del genoma, ahorrando tiempo y memoria.

Otros aspectos practicos de su uso se desglosan a continuacion:

1. Las bases no A/C/G/T se denominan nucledtidos aleatorios, aunque con una
posibilidad minima debido a que las lecturas son relativamente largas.
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2. Mapeo por pares, primero encuentra las posiciones de todos los resultados, los
ordena segun las coordenadas cromosémicas y luego hace un barrido lineal a
través de todos los resultados posibles para emparejar los dos extremos.

3. Se puede determinar el nimero maximo de desajustes o gap.

4. Permite generar puntuaciones de calidad de mapeo para cada alineacion (Li &
Durbin, 2009).

Anexo V. SAMTOOLS

SAMtools es una biblioteca y un paquete de softwares que permite analizar y manipular
archivos de alineaciones en formato SAM o BAM.

El formato de mapa de alineacién de secuencias (SAM) es un formato de alineacion comun
que soporta todos los tipos de secuencias y es el formato en el cual se obtienen los archivos
procesados en BWA. Para mejorar el rendimiento, (Li & Durbin, 2009) disefiaron el formato
Binary Alignment/Map (BAM), que es la representacion binaria de SAM y mantiene
exactamente la misma informacion con menor tamarfio de almacenamiento y mejor velocidad
de procesamiento.

Algunas de sus funciones son convertir otros formatos de alineacién, ordenar y fusionar
alineaciones, eliminar duplicados de PCR, generar informacion por posicion en el formato
pileup, reconocer SNPs e INDELS cortos, y mostrar alineaciones en un visor basado en texto.

Anexo VI. GATK

Los archivos de salida de BWA que se encuentran en formato SAM se convierten en archivos
de entrada de Genome Analysis Toolkit (GATK). Esta herramienta se desarroll6
originalmente como un marco de programacion que permitia el desarrollo de nuevas
herramientas de andlisis del genoma y ha evolucionado hasta convertirse en una meta-
herramienta pues se puede utilizar de forma inmediata para realizar pipelines, debido a que
conjunta diferentes programas como Samtools, Picard, Mutect2 etc (Van der Auwera et al.,
2013). GATK permite el procesamiento y el control de calidad de los datos de secuenciacion
de alto rendimiento, es decir, toma en cuenta diferentes fuentes de error y asi superar
sistematicamente a otros programas usados en el llamado de variantes. Por ello es el estandar
de la industria para la identificacion de SNPs e INDELS en datos de exomas y genomas
completos generados por NGS. Una de las funciones mas relevantes que considera la fuente
de error es la Recalibracion de la Puntuacion de la Calidad de las Bases (BQSR), en la que
las puntuaciones de la calidad de las bases asignadas por el secuenciador se corrigen con
puntuaciones determinadas empiricamente a partir de los datos del grupo de lectura
utilizando variantes validadas; estas puntuaciones recalibradas reflejan con mayor precision
la verdadera fiabilidad del llamado de bases, corrigiendo asi los sesgos que presentan las
plataformas de secuenciacion (McCormick et al., 2015).

55|Pagina



Generalmente el flujo de trabajo basico que incluye “las buenas practicas de GATK” es el
representado en la Fig. 37.

Datos crudos de
secuenciacion (FASTQ)

l

> Alineacion de lecturas
a la referencia

l

Alineacién de archivo
BAM

!

Marcar fragmentos

Ensamblaje del genoma
de referencia (FASTA)

duplicados

l

BQSR /

Andlisis — archivo BAM
listo

Fig. 37 Pipeline en GATK considerando las buenas practicas.
Modificado de (Koboldt, 2020)

Anexo VII. Picard

Es un conjunto de herramientas de linea de comandos para manipular datos de secuenciacion
de alto rendimiento (HTS) y formatos como SAM/BAM/CRAM y VCF. Es utilizada para
limpiar, clasificar y fusionar los archivos de la misma muestra del paciente y para eliminar
las lecturas duplicadas. Identificar y marcar las lecturas duplicadas en un archivo BAM
permite excluirlas del analisis posterior. Ademas, permite afiadir readgroups, los cuales son
clave para la funcionalidad de GATK. El pipeline de GATK no funcionara sin estas etiquetas,
pues contienen diferentes metadatos que permiten diferenciar muestras obtenidas en
diferentes afos, librerias o plataformas (Koboldt, 2020; Turajlic et al., 2017; Van der Auwera
etal., 2013).

Las principales funciones que se usan son:
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e SortSam: Esta herramienta ordena el archivo SAM o BAM de entrada por
coordenadas, las alineaciones leidas se ordenan primero por el campo del nombre de
la secuencia de referencia utilizando el diccionario (etiqueta @SQ). Las alineaciones
dentro de estos subgrupos se ordenan en segundo lugar utilizando la posicion de
mapeo mas a la izquierda de la lectura. Después de este esquema de ordenacion, los
alineamientos se enumeran de forma arbitraria.

e MergeSamFiles: Esta herramienta se utiliza para combinar archivos SAM y/o BAM
de diferentes ejecuciones 0 readgroups. Para evitar errores en el procesamiento
posterior, es fundamental identificar/etiquetar adecuadamente los readgroups. Si
diferentes muestras contienen IDs de readgroups idénticos, esta herramienta evitara
colisiones modificandolos para que sean Unicos.

e AddOrReplaceReadGroups: Esta herramienta permite al usuario reemplazar todos los
readgroups en el archivo INPUT con un tnico grupo de lectura nuevo y asignar todas
las lecturas a este grupo de lectura en el archivo BAM OUTPUT.

Anexo VIII. Mutect2

Mutect?2 es parte de las herramientas de GATK que se usa para evaluar mutaciones somaticas
este utiliza un modelo probabilistico para la alineacion de secuencias por pares para asignar
una probabilidad de que cada lectura haya sido secuenciada de cada haplotipo candidato.
Esto produce una matriz de probabilidades de lectura-haplotipo para la muestra del tumory,
si estd presente, la muestra normal. Entonces calcula en cada una la méxima probabilidad
entre los haplotipos que exhiben ese alelo (Benjamin et al., 2019). El archivo de entrada para
este programa es un archivo BAM vya calibrado que contiene los readgroups y el archivo de
salida es un VCF (variant calling format) que se utiliza a su vez como archivo de entrada en
el programa de extraccion de firmas SigProfiler. Las funciones principales de esta
herramienta son:

e LearnReadOrientationModel: Si alguna de las muestras tiene errores de sustitucion
que se producen en una sola cadena de ADN antes de la secuenciacion, se utiliza el
filtro de sesgo de orientacion de Mutect2. Primero, con --flr2-tar-gz se crea una
salida con los datos en bruto utilizados para aprender el modelo de sesgo de
orientacion.  ElI  archivo  generado se aplica con la  funcion
LearnReadOrientationModel.

e GetPileupSummaries: Resumen los recuentos de lecturas que soportan alelos de
referencia, alternativos y otros para sitios otorgados.

e CalculateContamination: Calcula la fraccién de lecturas procedentes de la
contaminacion cruzada de la muestra

e FilterMutectCalls: Para obtener el archivo VCF a partir del modelo de orientacion
aprendido.
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Anexo IX. Python

Python es un lenguaje de programacion que posee sintaxis clara, comunidad de
desarrolladores activa, disponibilidad gratuita y uso extensivo en comunidades cientificas
como la bioinformatica. Python estd disefiado para ser visualmente ordenado y sus
principales cualidades son:

1. Ser un lenguaje de programacion con una sintaxis limpia y semantica sencilla.

2. Conlosavances de las ciencias bioldgicas, los datos cientificos son cada vez de mayor
tamafio en almacenamiento y heterogéneos. Por eso, al desarrollar y aplicar
herramientas informaticas para el anélisis de datos, los dos objetivos principales son
la escalabilidad que ayuda en el manejo del volumen de datos y las abstracciones
robustas que procesan la integracion y heterogeneidad de los datos. Estas dos
caracteristicas las maneja adecuadamente el lenguaje Python lo que ayuda en el
desarrollo de prototipos de algoritmos para tareas muy sencillas a otros con mayor
complejidad que utilizan mas recursos computacionales. Otra de las ventajas de este
lenguaje es que cuenta con una licencia libre (Ekmekci et al., 2016).

Anexo X. R

R es un lenguaje de programacion libre, usado principalmente para estadistica, se encuentra
en constante desarrollo y es apoyado por cientificos y programadores. Entre sus principales
cualidades se encuentra la diversidad de paquetes que posee en tres repositorios principales:
1. Bioconductor (proporciona herramientas para el andlisis y la comprension de datos
gendmicos), 2. CRAN y 3. Omegahat. Estos paquetes proporcionan una mayor flexibilidad
y crea el vinculo entre varias fuentes de datos de una forma mas simple. Ademas, posee una
sintaxis similar a la de otros lenguajes de programaciéon, haciéndolo mas digerible (Milano,
2019).

Anexo XI. Extraccion de novo vs fitting.

Los métodos para extraccion de firmas pueden agruparse en dos categorias con diferentes
objetivos. La primera se utiliza para descubrir nuevas firmas (extraccion de novo), mientras
que la segunda pretende detectar las firmas mutacionales conocidas y validadas en el catalogo
mutacional de una muestra determinada (fitting). A grandes rasgos ambos enfoques
necesitan, en principio, compararse con firmas de referencia como las del catalogo de
mutaciones somaticas en cancer (COSMIC por sus singlas en inglés) sin embargo, por
diferentes razones. En el caso de la extraccion de novo, obtiene medidas como la similitud
del coseno para corroborar que una firma se trate o no de la misma a la que esté siendo
comparada dentro del catdlogo y proponer una mejor solucion. Por otra parte, en la extraccion
por fitting busca el emparejamiento a una firma especifica o grupo de firmas dentro del
catalogo que recree o se ajuste a la firma “global” obtenida (Maura et al., 2019; Omichessan
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et al.,, 2019). En la extraccion de novo se busca generar una firma desde factorizacion
matricial no negativa (NNMF), este método matematico por definicion genera mas de una
solucidn posible, sin embargo, se busca aquella que sea la mas aproximada. En el caso de los
algoritmos “fitting” se asignan a un catilogo de referencia como COSMIC usando
exclusivamente el subconjunto de firmas de estas, el objetivo es estimar E dadas las matrices
My P (Fig. 38) (Tate et al., 2019).
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Fig. 38 Representacion grafica de las matrices para obtener firmas.
La matriz M representa el catalogo, la matriz P representa la matriz de firmas y, por altimo,
la matriz E que representa la exposicidn a eventos mutacionales, es aquella que se estima
por NNMF, por tanto, se puede obtener mas de una solucion. Modificado de (Koh et al.,
2021).

Con ambas herramientas, deconstructSigs y SigProfiler, se ha observado un aumento de la
especificidad con respecto al nUmero de mutaciones promedio, mientras que la sensibilidad
es favorecida en muestras de cancer que tienen un menor nimero de firmas caracteristicas
(Omichessan et al., 2019).

Anexo XIlI. SigProfiler toolkit

Este conjunto de herramientas bioinformaticas permite la extraccion de firmas mutacionales,
disponibles en Python y R, a partir de la generacion de la matriz mutacional, asi como la
funcionalidad de apoyo para la esquematizacion y la simulacion de estas. A pesar de que no
son las unicas herramientas que lo permiten, cobran relevancia por ser las utilizadas en la
creacion del catalogo de firmas COSMIC, que posteriormente fue presentado en diversos
articulos que respaldan este proyecto, asi como otros que proponen la deteccion de firmas
como apoyo al conocimiento de las causas de cancer o mutaciones no cancer.

SigProfiler se divide en 4 herramientas esencialmente: SigProfilerMatrixGenerator,
SigProfilerExtractor, SigProfilerSimulaor y SigProfilerPlotting.
SigProfilerMatrixGenerator, es un marco de Python que crea matrices mutacionales para
mutaciones somaticas. Esta herramienta funciona para identificar y categorizar las
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mutaciones en funcion de posibles sustituciones de un solo nucleétido (SBS), sustituciones
de doble base (DBS) e inserciones / deleciones (INDEL; ademas esta herramienta se convirtio
en un estandar de extraccién de novo (Bergstrom et al., 2019). La extraccion de novo de
firmas mutacionales es un enfoque de aprendizaje automatico no supervisado donde se busca
determinar actividad de las firmas; es decir, el nimero de mutaciones aportadas por una firma
en una muestra de cancer. Para realizarlo se basa en la factorizacion de matrices no negativas
(NMF), cuya ventaja principal es su capacidad para producir factores no negativos que
forman parte de los datos originales. SigProfilePlotting es una herramienta estandar para
mostrar y graficar todos los tipos de firmas mutacionales, asi como todos los tipos de patrones
mutacionales en los genomas del cancer. SigProfilerExtractor, por otra parte, permite la
extraccion de novo de firmas mutacionales a partir de datos generados en un formato
matricial, realiza 500 factorizaciones independientes y, para cada repeticion, estas se
comparan para identificar soluciones resistentes a las fluctuaciones de los datos de entrada y
a la falta de unicidad del NMF. La herramienta identifica el nimero de firmas mutacionales
operativas, sus actividades en cada muestra y la probabilidad de que cada firma cause un tipo
de mutacion especifico en una muestra de cancer. La herramienta hace uso de
SigProfilerMatrixGenerator y SigProfilerPlotting, integrandose perfectamente (Islam et al.,
2021; SigProfilerExtractor, 2019).

A pesar de que permite extraer la o las posibles soluciones de novo, también permite ver una
“solucion sugerida” en el caso de que la firma sea mejor explicada por medio de la
descomposicion en firmas del catdlogo. Sin embargo, no se utiliza como enfoque de tipo
fitting puesto que esta optimizado para la extraccion de firmas de novo y tiene una mayor
sensibilidad al utilizar un nimero elevado de muestras.

Anexo XII1. deconstructSigs

El algoritmo determina la combinacion lineal del marco de firmas predefinidas. Es decir, es
un algoritmo de tipo “fitting”. ElI marco de datos de entrada (T) se genera calculando la
fraccion de mutaciones encontradas en cada uno de los posibles 96 contextos de
trinucledtidos para cada muestra de tumor. La fraccion de veces que se observa una mutacion
en cada uno de los 96 contextos de trinucle6tidos (s) para cada firma (k) son datos necesarios
para calcular los pesos (W). Para determinar los pesos (W) que mejor recreen T, se adopta
un enfoque iterativo. Excluye cualquier firma que contenga un Unico contexto de
trinucledtidos, esto se hace para tener en cuenta el hecho de que algunas firmas se
caracterizan casi por completo por mutaciones en contextos trinucleotidicos especificos, y
por tanto sin mutaciones encontradas en esos contextos, es poco probable que esas firmas
estén presentes. De las firmas restantes se elige una firma mutacional que mejor refleje el
perfil mutacional de la muestra minimizando el error de suma cuadrada (SSE). A la primer
firma que encuentre como coincidencia se le asigna un peso=1 y posteriormente, se repite
con cada firma del catalogo hasta asignar el peso real en que atribuye cada firma a la extraida
(Rosenthal et al., 2016).
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ANEXO XIV. Todos los Scripts

Descargar archivos en SRA toolkit

1. Comando para descargar los archivos SRA
$ prefetch -v RUN

2. Comando para dividir archivos fastq en en forward y reverse
$ fastq-dump --outdir /ruta/salida/ --split-files
/ruta/donde/descargué/sra/SRREJEMPLO. sra

FASTQC

Debido a que parte importante de este proyecto es simplificar el procedimiento, se disefié un
Script en el editor de texto Nano, en el cual se incluye la sintaxis completa de un “ciclo for”
para FASTQC que se encargara de realizar la misma accién en bucle hasta finalizar con los
archivos FASTQ de interés.

El Script contiene lo siguiente
#!/bin/bash

#Ciclo for para correr todos los archivos FASTQ en FastQC

for VARIABLE in $(1s /../Input-Files/FASTQs/sample*)

do

echo Estoy trabajando con ${VARIABLE} y se va a realizar un
Fastqc

fastqc ${VARIABLE} -t 8 -o /../Intermediate-
Files/FASTQC/Before_T/ _

echo Ya termine con el archivo ${VARIABLE}

done

La sintaxis general de un ciclo for es

for <VALOR> in <LISTA DE VALORES>
do

#instrucciones

Done

En este caso, mi lista de valores se trata del contenido en mi carpeta denominada Input-files
y las instrucciones solicitadas son: decir con que archivo esta trabajando, realizar en analisis
en FASTQC, guardar los archivos de salida en la carpeta denominada Before T v,
finalmente indicar cuando finalice el procedimiento con el archivo determinado.

Una vez realizado el analisis en FASTQC, se revisaron los archivos de salida en donde se
pueden visualizar los 10 mddulos de analisis relatados en el anexo 11
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Trimmomatic

Con base en las observaciones pertinentes en FASTQC se realiza una limpieza de las
lecturas. Trimmomatic puede ser ejecutado bajo la siguiente sintaxis:

java -jar /mnt/d/Programas/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-
0.39.jar PE Inputl_1l.fqg Inputl_2.fq outputl_1_paired.fq
Ooutputl_1_unpaired.fqg outputl_2_paired.fq
outputl_2_unpaired.fq <PARAMETROS>

Con java -jar se ejecuta el programa indicando la carpeta donde fue instalado, PE es para
indicar el modo Pairend. Este modo requiere dos archivos de entrada (input forward y
reverse); la asignacion de 4 archivos de salida (output forward pareado, forward no pareado,
reverse pareado y reverse no pareado); y la asignacion de los parametros deseados.

Al igual que en el caso de FASTQC, se elabord un script en el editor de texto nano, para
asignar variables que sintetizaran la sintaxis descrita y fuera genérico para poder aplicarlo a
diferentes archivos y usarlo dentro de un ciclo for.

#!/bin/bash

#Egtrada de archivos fastq forward y reverse
F=$1

R=$2

#Renombrar archivos de salida

FP=$(basename ${F}|sed 's/.fq/_paired.fq/")
Fu=$(basename ${F}|sed 's/.fq/_unpaired.fq/')
RP=$(basename ${R}|sed 's/.fq/_paired.fq/")
RU=$ (basename ${R}|sed 's/.fq/_unpaired.fq/')

#Asignar la carpeta de salida _
FILTERFQ='../Intermediate-Files/Filtered-FASTQs'

#Asignar ruta de trimmomatic _ _
trimmomatic="'java -jar /mnt/d/Programas/Trimmomatic-
0.39/trimmomatic-0.39.jar PE'

#Correr el trimmomatic

echo Estoy usando Trimmomatic para limpiar mis muestras
${trimmomatic} ${F} ${R} ${FILTERFQ}${FP} S${FILTERFQ}${FuU}
${FILTERFQ}${RP} ${FILTERFQ}${RU}
ILLUMINACLIP:/.../Programs/Trimmomatic-0.39/adapters/TruSeq3-
PE-2.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:70

echo Ya termine de usar Trimmomatic

Para asignar los archivos de salida se utilizé el comando basename que permite extraer el
nombre de un archivo en una ruta dada. En este caso si asigno a la variable
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F= /mnt/d/MutationalSignatures_Pipeline/Intermediate-
Files/Filtered-FASTQs /Samplel_1.fq.gz

el comando extrae solo “Samplel 1.fq.gz”

El simbolo | (pipe o tuberia) permite encadenar la ejecucion de programas, el output del
comando basename pasa como el input del comando sed. Este ultimo busca un patrén
marcado entre / /'y lo sustituye por un nuevo patron dado. De tal manera, se tiene:

sed 's/.fq.gz/_paired.fq.gz/")

Busca el patron “.fq.gz” y los sustituye por “ paired.fq.gz”” logrando que el resultado final
de

FP=$(basename ${F}|sed 's/.fq/_paired.fq.gz/') para el
archivo /mnt/d/MutationalSignatures_Pipeline/Intermediate-
Files/Filtered-FASTQs /Samplel_1.fq

Sea
Samplel_1_paired.fq.gz

Finalmente, se realiz6 un ciclo for, esta vez sustituyendo las instrucciones por la ejecucion
del Script realizado.

g?r qrghivo in $(1s /../Input-Files/FASTQs/*|cut -d ‘_’ -f 1-
uniq

do ./02.Trimmomatic.sh ${archivo}’_1.fq.gz’
g{archivo}’_z.fq.gz’

one

A los archivos de salida del trimmomatic, se les realiza un segundo analisis FASTQC para
corroborar la calidad de las secuencias.

#!/bin/bash

#Ciclo for para procesar archivos fastq en el programa
FastQC despues del trimmomatic

for VARIABLE in $(ls /../Intermediate-Files/Filtered-
FASTQS/*)

do

echo Estoy trabajando con ${VARIABLE} y se va a realizar un
Fastqc

fastqc --threads 8 ${VARIABLE} -0 /../Intermediate-
Files/FASTQC/After_T/

Scho Ya termine con el archivo ${VARIABLE}

one

Para realizar el alineamiento de secuencias y obtener el merged, se sigue el mismo principio
para el cambio de las variables. EI cambio méas importante es el programa, las opciones y los
argumentos que cada uno necesita.
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#Designar variables para los 4 archivos de salida de
trimmomatic

FP=$1
RP=$2
FU=$3
RU=$4

#Asignar la variable del genoma de referencia
gENREF='/.../References/hg38_v0_Homo_sapiens_assemb1y38.fasta

#Asignar la ruta de BWA

BWA="/.../Programs/bwa-0.7.17/bwa mem -t 8'

#Asignar ruta de salida

BAMs="/../Intermediate-Files/BAMs/"'

#Asignar la variable para el archivo de salida de bwa
SAMP=$ (basename ${FP}|sed 's/_1_paired.fq.gz/_paired.sam/")
SAMF=$ (basename ${FP}|sed 's/_paired.fq.gz/_single.sam/"')
SAMR=$ (basename ${RP}|sed 's/_paired.fq.gz/_single.sam/"')

#Realizar anotaciodn

echo voy a realizar la anotacion de FP y RP
${BWA} ${GENREF} ${FP} ${RP} -0 ${BAMs}${sAmP}
echo voy a realizar la anotacion del FuU

${BWA} ${GENREF} ${FU} -0 ${BAMs}${SAMF}

echo voy a realizar la anotacion del RU

${BwWA} ${GENREF} ${RU} -0 ${BAMs}${SAMR}

echo ya termine la anotacion

####Pasar archivos de SAM a BAM

#Asignar variables para el cambio de extension en SAMtools
BAMP=$ (echo ${sAvmP} |sed 's/\.sam/\.bam/")
BAMF=$ (echo ${sAMF} |sed 's/\.sam/\.bam/")
BAMR=$ (echo ${SAMR} |sed 's/\.sam/\.bam/")

#Asignar variable de la ruta SAMtools
SAM="/.../Programs/samtools-1.10/samtools"

#Cambio de formato de SAM a BAM

${sAM} view -bS --threads 8 ${BAMs}${SAMP} -0 ${BAMs}${BAMP}
${sAM} view -bS --threads 8 ${BAMs}${SAMF} -0 ${BAMs}${BAMF}
${sAM} view -bS --threads 8 ${BAMs}${SAMR} -0 ${BAMs}${BAMR}

###Realizar ordenamiento de las lecturas

#Asignar ruta para Picard

Picard="java -jar /.../Programs/picard/build/1ibs/picard.jar"
#Cambio de nombre para generar archivos BAM sorted
BAMsortP=$(echo ${BAMP} |sed 's/\.bam/_sorted\.bam/")
BAMsortF=$(echo ${BAMF} |sed 's/\.bam/_sorted\.bam/")
BAMsortR=$(echo ${BAMR} |sed 's/\.bam/_sorted\.bam/")
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#Realizar ordenamiento con Picard

${Picard} SortSam 1=${BAMs}${BAMP} 0=${BAMs}${BAMsortP}
SO=coordinate

${Picard} SortSam I=${BAMs}${BAMF} 0=${BAMs}${BAMsortF}
SO=coordinate

${Picard} SortSsam I=${BAMs}${BAMR} 0=${BAMs}${BAMsortR}
SO=coordinate

#Cambio de nombre para el archivo BAM merged
BAMmerged=$(echo ${BAMsortP} | sed
's/_paired_sorted\.bam/_merged\.bam/"')

#Realizar merged con Picard

${Picard} MergeSamFiles INPUT=${BAMs}${BAMsortP}
INPUT=${BAMS}%{BAMsortR} INPUT=${BAMs}${BAMsort F}
OUTPUT=${BAMs}${BAMmerged}

El Script anterior sera el ejecutado en el siguiente ciclo for

for MUESTRA in $(1s /../Intermediate-Files/Filtered-
FASTQs/*|cut -d ‘_" -f 1-6]uniq)

do ./05.BWA.sh $MUESTRA’_1_paired.fq.gz’
$MUESTRA’_2_paired.fq.gz’ $MUESTRA’_1_unpaired.fq.gz’
$MUESTRA’ _2_unpaired.fq.gz’

A los archivos de salida merged.bam se les afiade los readgroups, en caso de ser los mismos
para todas las muestras se puede integrar al primer Script, pero si estos son distintos se sugiere
afiadirlos por separado.

###Agregar readgroups al archivo BAMmerged
#Asignar variable al archivo de entrada
BAMmerged=$1

#Asignar ruta de salida
BAMs="/../Intermediate-Files/BAMs/"

#Asignar ruta de Picard

Picard="java -jar /.../Programs/picard/build/1ibs/picard.jar"
#Asignar nombre al archivo de salida

BAMmergedRG=$(echo ${BAMmerged} |sed
's/_merged\.bam/_merged_RG\.bam/")

${Picard} AddorreplaceReadGroups -I ${BAMs}${BAMmerged} -0
${BAMs}${BAMmergedRG} -LB library -PL ILLUMINA -PU 1 -SM
sample_name --CREATE_INDEX true

Para realizar la recalibracion con BaseRecalibrator y ABQSR
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#!/bin/bash

#variable para el genoma de referencia
gENREF=’/.../References/hg38_v0_Homo_sap1ens_assemb1y38.fasta

#Asignar variable al archivo BAM final
BAM=$1

#Vvariable de known-sites

MILGENOMAS="/.../References/1000G_phasel.snps.high_confidence
.hg38.vcf.gz’
MILLS="/.../References/Mills_and_1000G_gold_standard.indels.h
g38.vcf.gz’

###Recalibracion de calidades PHRED con GATK##

#Asignar_cambio de nombre para archivo de salida de
BaseRecalibrator

BRC=$(echo ${BAM} | sed
's/_merged_RG\.bam/_recal_data\.table/")

#Asignar ruta del programa
GATK=’java -jar /.../Programs/gatk-4.1.8.1/gatk-package-
4.1.8.1-Tocal.jar’

#Ejecutar BaseRecalibrator
echo ‘Estoy ejecutando BaseRecalibrator de’ ${BAM}

${GATK} BaseRecalibrator -R ${GENREF} -I ${BAM} --known-sites
${MILGENOMAS} --known-sites ${MILLS} -0 ${BRC}

#Asignar archivo de salida para ApplyBQSR

ABQSR=$(echo ${BAM} | sed
's/_merged_RG\.bam/_recal_data\.bam/"')

#Ajuste con ApplyBQSR

${GATK} ApplyBQSR -R ${GENREF} -I ${BAM} --bqgsr-recal-file
${BRC} -0 ${ABQSR}

BRC2=$(echo ${BAM} | sed
's/_merged_RG\.bam/_recal_data2\.table/")

#Ejecutar BaseRecalibrator por segunda vez

echo ‘Estoy ejecutando BaseRecalibrator por segunda vez’
${GATK} BaseRecalibrator -R ${GENREF} -I ${ABQSR} --known-
sites ${MILGENOMAS} --known-sites ${MILLS} -0 ${BRC2}
#Asignar archivo de salida para ApplyBQSR

ABQSR2=$%$(echo ${BAM} | sed
's/_merged_RG\.bam/_recal_data2\.bam/")
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#Ajuste con ApplyBQSR
${GATK} ApplyBQSR -R ${GENREF} -I ${ABQSR} --bqgsr-recal-file
${BRC2} -0 ${ABQSR2}

El Script anterior se ejecuta en el siguiente ciclo for

for MUESTRA in $(1s /../Intermediate-Files/BAMs/*|cut -d ‘_’
-f 1-6|uniq)

go ./08.BaseRecalibrator.sh $MUESTRA’_merged_RG.bam’

one

Para ejecutar Mutect2 para el llamado de variantes

#!/bin/bash
#variable para el genoma de referencia
gENREF='/.../References/hg38_vO_Homo_sapiens_assemb1y38.fasta

#Asignar variable al archivo
#variable de bases de datos

PON='/.../References/1000g_pon.hg38.vcf.gz'
GNOMAD="'/.../References/af-only-gnomad.hg38.vcf.gz'
CN¥?'/.../References/CNV_and_centromere_b1ack11st.hg3811ftove
r.list’

#Asignar ruta del programa
GATK="'java -jar /.../Programs/gatk-4.1.8.1/gatk-package-
4.1.8.1-Tocal.jar'

#Ruta a archivos de salida
TABLE='/../Results/VCFs/VCF_table/'
TAR='/../Results/VCFs/VCF_tar/'
VCFunfiltered="/../Results/VCFs/VCF_unfiltered/"'
VCFfiltered='/../Results/VCFs/VCF_filtered/'

#Asignar variable al archivo de entrada
ABQSR2=$1

#Asignar variable a archivos de salida
F1R2=$%$(basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_f1lr2\.tar\.gz/")
UNFILTERED=$(basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_unfiltered\.vcf/")
echo 'Estoy ejecutando Mutec2 de' ${ABQSR2}

${GATK} Mutect2 -R ${GENREF} -L ${CNV} \

-T ${ABQSR2} \

-germline-resource ${GNOMAD} -pon ${PON} --flr2-tar-gz
${TAR}${F1R2} \

-0 ${VvCFunfiltered}${UNFILTERED}

#Asignar variables a archivos de salida
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ORIENTATION=$(basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_read-orientation-model\.tar\.gz/")
echo 'Aprendiendo orientacion’

${GATK} LearnReadOrientationModel -I ${TAR}${F1R2} -0
${TAR}${ORIENTATION}

#Asignar variables a archivos de salida
PILEUP=$(basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_getpileupsummaries\.table/"')

echo 'Obtener el resumen por GetPileupSummaries'
${GATK} GetPileupSummaries -I ${ABQSR2} -V ${GNOMAD} -L
${CNV} -0 ${TABLE}${PILEUP}

#Asignar variables a archivos de salida

SEGMENTS=$ (basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_segments\.table/")
CONTAMINATION=$ (basename ${ABQSR2}|sed
's/_recal_data2\.bam/_calculatecontamination\.table/"')

echo 'Realizar el calculo de la contaminacion'
${GATK} calculateContamination -I ${TABLE}${PILEUP} -tumor-
segmentation ${TABLE}${SEGMENTS} -0 ${TABLE}${CONTAMINATION}

#Asignar variables a archivo VCF filtrado

FILTERED= $(basename ${ABQSR2}|sed

's/_ reca1 _data2\.bam/_filtered\.vcf/")

echo Agregar Ta orientacion aprendida a las variantes

1Tamadas'

${GATK} FilterMutectCalls -V ${vCFunfiltered}${UNFILTERED} \
-R ${GENREF} \
--tumor-segmentation ${TABLE}${SEGMENTS} \
--contamination-table ${TABLE}${CONTAMINATION} \
--orientation-bias-artifact-priors

${TAR}${ORIENTATION} \
-0 ${vCFfiltered}${FILTERED}

Este Script se inserta dentro del siguiente ciclo for

for MUESTRA 1in $(1s /.../Intermediate-Files/BAMs/*|cut -d '_'

-f 1-6|uniq)
do ./10-Mutect2.sh $MUESTRA'_recal_data2.bam'
one

Script para limpiar el archivo .\VVCF obtenido en Mutect2 y obtener solo las variantes
confirmadas en “PASS”

#! /bin/bash
FILTERED=$1

PASS=$(basename ${FILTERED}|sed
's/_filtered\.vcf/_pass\.vcf/")
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grep '#CHROM' ${FILTERED} > /../Results/VCFs/VCF_pass/${PASS}
grep -v '##' ${FILTERED}|grep 'PASS' >>
/../Results/VCFs/VCF_pass/${PASS}

Este Script se inserta en el siguiente ciclo for
#!/bin/bash

for MgESTR? in %(15 /.../Results/VCFs/VCF_filtered/*|cut -d
‘7 -f 1-7|unigq

go ./12-VCFpass.sh ${MUESTRA}'_filtered.vcf'

one

Las muestras obtenidas seran los archivos de entrada en SigProfiler, el cual se corre en

lenguaje de Python y puede realizarse dentro de la misma terminal Linux con el comando
$ python3

Y se realiza lo siguiente

>>> from SigProfilerMatrixGenerator import install as
genInstall

>>> genInstall.install('GRCh38")

>>> from SigProfilerExtractor import sigpro as sig
>>> def main_function():

>>> sig.sigProfilerExtractor(input_ type—"vcf", output="/.../
Results/sigProfiler/ ", input_data="/.../
Results/VCFs/VCF_pass/", reference_genome='GRCh38"',
exome=False, minimum_signatures 1, maximum_ s1gnatures=10,
nmf_replicates=100, cpu=4, make_decomposition_p1ots=True)

Se obtienen diferentes carpetas y graficos como se explica en el anexo XII. En los resultados
obtenidos se encuentran tablas que sirven como archivo de entrada para deconstructSigs.

# Asignar variable de entrada

head(sample.mut.ref)

mut.ref.relatives <-
as.data.frame(read.csv(".../Results/TSV/TSV_relatives/All_rel
atives_pass.tsv'",header = TRUE,sep="\t"))
head(sample.mut.ref)

Tibrary(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg38)
# Convertir a entrada de deconstructSigs

sigs.input.relatives <- mut.to.sigs.input(mut.ref =
mut.ref.relatives,

sample.id = "Sample"
chr = "chr",
pOS — uposu’
ref = "ref"
alt = "alt",
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bsg =
BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg38)

Para la extraccion tipo fitting se usa deconstructSigs en la terminal de R. deconstructSigs
trabaja con el catalogo de COSMIC 2013 (a la fecha de realizado el presente trabajo. Por ello
fue necesario cargar el catdlogo actualizado, usando el archivo descargable de
https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/downloads/

#Crear referencias con firmas actualizadas
signatures.DBS2020 <-
as.data.frame(read.csv(".../Ref_signatures/
COSMIC_v3.2_DBS_GRCh38.txt"

header = TRUE,sep="\t"))

#Exportado de excel pasar a dataframe

ref.sBS2020 <- as.data.frame(ref_sBS2020,header =
TRUE, sep="\t")

#Referencia que contiene columna como nombre de las filas
cosmic.SBS2020 <-

as.data.frame(tibble: :column_to_rownames(ref.sBs2020),header
= TRUE,sep="\t")

Una vez creado el catalogo actualizado se continua con el siguiente Script ejemplo para la
muestra 1, se puede copiar en R las veces que sea necesario, cambiando la informacién de
la muestra, dentro del mismo Script de R.

# Determinar que firmas contribuyen a muestras normalizadas
de casos 1indice

sample_probandl = whichSignatures(tumor.ref =
sigs.input.probands,

signatures.ref =
cosmic.SBS2020,

sample.id = 1,

contexts.needed = TRUE)
#0btener Plots de casos indice
plotSignatures(sample_probandl, sub = 'wangl')
#0btener graficas Pie de casos indice
makePie(sample_probandl, sub = 'wangl', add.color = "cyan")

Este mismo procedimiento se repitié con las muestras de los familiares. En el presente
proyecto se trabajo con las muestras de cinco pacientes AF y 11 familiares de ellos, por lo
cual en el Script en R se realiz6 16 veces para cada muestra.
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ANEXO XV. Script maestro

En este Script se conjuntan los Scripts anteriores para realizar un flujo de trabajo continuo.
#! /bin/bash

source config-file.sh

### Enumeracion de los Scripts a usar ###
Script_Pl="//Scripts/ScriptOl_TrimmToBAM.sh’ #Trimmomatic a
bam merged

Script_P2="//Scripts/Script02_VvCF.sh’ #Llamado de variantes y
obtencién de PASS

##### Running Trimmomatic, BWA, converting SAM to BAM, sort
and merge BAMs, addReadgroups ####

#for arcgivo in $(1s ${InputFolder}*|cut -d ‘_’ -f 1-2|uniq)
# 0]

# echo ‘Actualmente estoy en ${PwD} con Tas
muestas para Trimmomatic’

# ${script_r1l} ${archivo}’_1.fq’
${archivo}’_2.fq’

# done

#done

####### Recalibracion de calidades y Mutect2 para generar
archivos VCF y obtener las variantes PASS #######

#find ${BAMs} -name ‘*_merged-RG.bam’ \

# | xargs -I BAM -P ${NT} ${Script_P2} BAM
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