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1. TumorSec

TumorSec es un paquete tecnologico para datos de secuenciacion masiva en cancer de
mama. Permite el analisis y descubrimiento de mutaciones somaticas con gran exactitud y
sensibilidad. Para obtener variantes somaticas confiables, se utilizan datos de secuenciacion
de una muestra de sangre y otra del tejido tumoral de un mismo individuo, permitiendo
contrastar las variantes germinales, presentes en las células mononucleadas de sangre
periférica del individuo, de las somaticas, presentes en las celulas tumorales. Esta disefiado
para trabajar con datos de secuenciacion masiva dirigida ultra profunda de amplicones de
PCR (Ultra Deep Targeted Sequencing, UDTseq (Harismendy et al., 2011)). TumorSec esta
compuesto por varias herramientas libres disefiadas para el analisis de datos gendmicos,
ademas de bases de datos publicas para realizar las anotaciones de las mutaciones
detectadas.

2. Infraestructura Computacional

Con las nuevas tecnologias de secuenciacion, los proyectos gendmicos generan cada vez
mas volumenes de datos, requiriendo la implementacion de algoritmos sofisticados para su
analisis. Por lo tanto es necesario contar con la infraestructura computacional adecuada que
permita la obtencion de resultados en un tiempo compatible con practica clinica. Cuatro
aspectos a considerar son: 1) Transferencia de datos desde el secuenciador, 2)
Almacenamiento de datos, 3) Sistema de Respaldo y 4) Procesamiento y analisis de datos.

2.1. Transferencia de archivos desde el secuenciador.

Una vez que la secuenciacion ha terminado, es necesario cambiar los datos al computador
en donde se realizaran los analisis. Dicha transferencia puede ser a través de discos duros
externos, pendrives o redes locales. En el Laboratorio de Patologia Molecular del Cancer de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, el secuenciador MiSeq se encuentra
conectado directamente al servidor de computo, ubicado en el Laboratorio de
Bioinformatica Genomed-Lab, a través de fibra Optica. La velocidad maxima de
transferencia tedrica en dicha red es de 10 Gbps si ambos equipos tienen el hardware
necesario. En nuestro caso, el secuenciador MiSeq tiene una tarjeta de red que limita la
transferencia de los datos a 1 Gbps. La transferencia de un archivo fastq de 49 Mb demora
1 segundo en ser transferido a una tasa de descarga promedio de 46968.1 KiloBytes/sec.

Un procedimiento importante de realizar luego de la transferencia de los datos, es revisar
que los archivos fastq no estén truncados debido a alguna falla durante la transferencia
desde el secuenciador. Se recomienda hacer un checksum de los datos antes de comenzar
los andlisis de busqueda de variantes.



2.2. Almacenamiento de datos.

En promedio, por corrida de MiSeq, se generan 2.5 Gb de datos. El almacenamiento es un
factor importante a considerar si se va a secuenciar una gran cantidad de muestras. A esto
se le debe sumar el tamafio de archivos utilizados durante el proceso de analisis de los
datos, como el genoma de referencia (~3Gb para la version hgl9), bases de datos como
dbSNP (~11Gb para dbSNP version 138 descomprimido) y el tamafio de los archivos
resultantes del analisis con Mutascope, los cuales van a variar dependiendo del tamafio y
numero de reads de cada muestra. Como referencia, para una corrida de MiSeq con un
output de ~2.6 Gb de datos, Mutascope genera ~2.2 Gb de datos.

2.3. Sistema de respaldo.

Los datos pueden ser almacenados en los servidores por el tiempo que estén en uso o
mientras se estime conveniente. En el Laboratorio de Bioinformatica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, contamos con un servidor de respaldo con 6 HDD de
3TB montados en RAIDS, con lo que se tiene una particion de 14.5 TB. Este servidor es
utilizado para realizar respaldos diarios de la carpeta home de seis computadores de
escritorio y dos servidores con los que cuenta el laboratorio. Ademads, poseemos un
grabador de cintas para realizar respaldos a largo plazo. Una cinta de respaldo tiene 1.6 TB
de capacidad y asegura una integridad de los datos por décadas.

2.4. Procesamiento y analisis de datos.

En el Laboratorio de Bioinformatica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
disponemos para proyectos UDTseq de un servidor SGI H2106-G7, que cuenta con 4
procesadores AMD Opteron (tm) Processor 6376 @2.3GHz 16 nucleos, 264 GB de RAM y
6 discos de 3 TB. Este equipamiento se ubica en una sala de servidores con aire
acondicionado permanente y supervision profesional constante. Dado los recursos
disponibles, nos es posible analizar varias muestras simultdneamente. Por ejemplo, el
analisis para un set de 212 amplicones (~35 kb) y una muestra pareada normal-tumor con
~510000 lecturas para los readsl y reads2 de las muestras normal y tumor (~2 millones de
lecturas en total), utilizando 1 ntcleo, demora en el servidor SGI H2106-G7 174 min y 10
seg., con un tiempo de CPU de 179 min y 52 seg. Al utilizar el mismo servidor, pero esta
vez con § nucleos para la etapa de alineamiento de las lecturas al genoma de referencia y 1
nucleo para el resto de los modulos de Mutascope, el mismo analisis demora 123 miny 17
seg. Adicionalmente, la misma muestra fue analizada en un computador de escritorio, con
un procesador Intel Core 17-3770 CPU @ 3.40GHz x 8 nucleos, 16 GB de RAM, 1 SSD de
250GB y 1 HDD de 3 TB, utilizando 8 nucleos para la etapa de alineamiento y 1 nucleo
para el resto de los modulos de Mutascope, demora 56 min y 55 seg. Evidentemente el
computador de escritorio fue mas rapido que el servidor al analizar una muestra, esto se
debe a la velocidad del procesador y a la disponibilidad de un SSD que permite operaciones



de lectura escritura mucho mas rapido. Sin embargo, la disponibilidad de un servidor
permite el analisis de varias muestras al mismo tiempo, de este modo al ejecutar Mutascope
utilizando el servidor SGI H2106-G7 para una corrida de secuenciacion con 17 muestras
pareadas normal/tumor, demora 283 min y 4.3 seg.

3. Software

El paquete tecnologico de andlisis de datos TumorSec, tiene 3 niveles de
software/herramientas que permiten realizar: 1) el analisis de deteccion de variantes, 2)
control de calidad, 3) generacion de reporte por corrida de secuenciacion, y 4) reportes por
paciente. Estos 4 niveles vienen empaquetados e integrados en una imagen Docker con el
sistema operativo Ubuntu 14.04. Para informacion sobre la imagen de Docker, dirigirse a la
seccion 4. sobre empaquetamiento del flujo de trabajo TumorSec en una imagen de Docker.

3.1. Analisis de deteccion de variantes

Este nivel se basa en Mutascope (Yost et al., 2013), una suite disefiada para el analisis de
datos de secuenciacion masiva de amplicones de PCR, con un énfasis en la comparacion de
tejido normal y tumoral, permitiendo la identificacion de mutaciones de baja prevalencia.
Mutascope es un flujo de trabajo que consiste de 8 modulos programados en Perl (Figura 1)
y utiliza herramientas desarrolladas por terceros como SAMTools (Li et al., 2009), BWA
(Li and Durbin, 2010), Picard Tools, UCSCTools (Kent et al., 2002), R y GATK (McKenna
et al., 2010). Para su correcto funcionamiento, este software requiere que el genoma de
referencia a utilizar este previamente indexado (bwa index) y con su formato “.2bit”
(utilizando el script faToTwoBit de UCSCTools). El indexado del genoma de referencia,
solo se debe realizar una vez. Los 8 mdédulos de Mutascope pueden ser ejecutados en forma
automatica utilizando el modulo principal runPipeline. De manera alternativa, cada modulo
puede ser ejecutado de manera independiente entregandoles los datos de entrada
correspondientes y utilizando la estructura de datos requerida por Mutascope (Figura 1).
Para mayor informacion acerca de Mutascope referirse al Manual oficial.

Con el objetivo de disminuir los tiempos de analisis de los datos de secuenciacion de una
corrida en el MiSeq, TumorSec viene con scripts escritos en bash que permiten la ejecucion
en paralelo de Mutascope para varias muestras al mismo tiempo, haciendo uso de toda la
capacidad de computo que se encuentre disponible. Dentro de la imagen de Docker, hay
una serie de pequefios scripts que ayudan a realizar dichas tareas de automatizacion. La
ubicacion de los scripts dentro de la imagen es:

/opt/Mutascope tools

A continuacion se muestran los pasos si se quisiera correr Mutascope con el modulo
“runPipeline” en varias muestras al mismo tiempo. Si se tiene una carpeta con los archivos
fastq a procesar, se puede utilizar el script (create-jobs.sh) para crear los trabajos en la
carpeta actual.
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Figura 1. Flujo de trabajo general de Mutascope. Las 3 columnas corresponden a los archivos de entrada y
salida, como también los moddulos de Mutascope. Los modulos estan marcados con diferentes colores,
indicando los archivos de entrada necesarios. Las flechas continuas indican archivos de resultado o
intermediarios generados por el médulo. Las flechas discontinuas indican las distintas secuencias de mddulos
posible. Por ejemplo, callSomatic requiere que se haya ejecutado y generado los archivos de salida de los
modulos makeBlacklist, xpileup y calcErrorRates.

“create-jobs.sh”: Este script recibe como parametro la ruta de la carpeta donde estan los
archivos fastq, la ruta de la carpeta donde esta el VCF de dbSNP, la ruta al genoma de
referencia indexado con su formato .2bit, y por ultimo la ruta al archivo .bed con los
amplicones disenados. Ejemplo de ejecucion:

./create-jobs.sh /path/to/fastqg folder/ /path/to/dbSNP.vcf
/path/to/reference.fa /path/to/amplicons.bed

Este script asume que los nombres de los archivos fastq tienen el formato presentado mas
abajo. Para un individuo secuenciado con una libreria paired-end para sus muestras normal
y tumoral, deberian existir los siguientes archivos:

AA0926G_S2 L1001 R1 001.fastg
AA0926G_S2 1001 R2_001.fastg
AA0926T S3 L1001 R1 _001.fastg
AA0926T S3 1001 R2 001.fastg



Donde “AA0926” corresponde al ID del individuo, seguido de una “G” o “T”, que indica si
es la muestra normal (Germinal) o Tumoral, respectivamente; “R1” indica que son las
lecturas de un extremo, y “R2” corresponden a las lecturas del otro extremo, debido a que
es una secuenciacion paired-end. Al ejecutar este script, se generaran N carpetas, donde N
es el numero de muestras. Dentro de cada carpeta se crea un archivo que contiene el
comando para correr el pipeline de Mutascope con el modulo “runPipeline”. El comando
de Mutascope viene con la opcion “—t 8 por defecto, es decir que utilizard 8 nicleos para
la etapa de alineamiento con Bwa. Para cambiar el nimero de nucleos se debe cambiar
manualmente el script.

A continuacion, con la ayuda de otro script se pueden ir ejecutando los procesos para cada
individuo. Esto también puede ser automatizado y paralelizado para correr multiples
individuos al mismo tiempo. El script “masive-submits-parallel.sh” hace este trabajo,
permitiendo ademas controlar el nimero de individuos que se quieren analizar al mismo
tiempo. Este script debe ser ejecutado en la raiz donde se crearon las carpetas para cada
individuo con el script “create-jobs.sh”. Por defecto, el script “masive-submits-parallel.sh”
permite la ejecucion de Mutascope para 6 individuos al mismo tiempo. El numero de
procesos al mismo tiempo puede cambiarse modificando la linea:

MAX NPROC=6 # Number of process to execute at the same
time.

Para determinar el nimero maximo de individuos a ejecutar al mismo tiempo, se¢ debe
considerar lo siguiente: si un sistema Linux consta de 32 nucleos, el nimero de nucleos
para correr Bwa dentro de Mutascope es definido como 8 (“-t 8”) y el numero de individuos
a analizar al mismo tiempo se define como 6, quiere decir que estaremos ocupando 8*6=48
nucleos como maximo en las etapas donde se utilice Bwa. Sin embargo, el sistema tiene 32
nucleos, por lo que se debe estimar y definir a priori el nimero de nucleos e individuos a
paralelizar con tal de no exceder el maximo de recursos disponibles. Cabe destacar que el
modo de ejecucion de Mutascope mediante el script “masive-submits-parallel.sh”,
funcionard en un servidor o sistema Linux sin gestor de colas. Si va a utilizar Mutascope en
un cluster, debe ejecutarlo de acuerdo a los requerimientos del sistema.

Mutascope genera los resultados ordenados en tres carpetas. Una carpeta llamada
“intermediate”, la cual contendra archivos intermediarios que fueron utilizados durante el
analisis (archivos de alineamiento BAM, xpileup y tasas de error). La segunda carpeta que
genera se llama “quality”, en esta carpeta Mutascope guarda una serie de archivos de texto
plano y graficos con informacion relativa a la calidad de la secuenciacion, mapeo de
lecturas y llamado de variantes. Por ultimo, la carpeta “results” contiene un archivo VCF
con el llamado de variantes final, mas otro archivo con el conteo de lecturas por amplicon
tanto en la muestra normal como en la tumoral. Una vez finalizada la ejecucion de
Mutascope, recomendamos juntar todos los output de cada muestra en una misma carpeta
(manteniendo la estructura de las carpetas “intermediate”, “quality” y “results”) para
facilitar los analisis posteriores.



Una vez finalizado el analisis de Mutascope, el siguiente paso es la anotacion del efecto
para cada variante/mutacion detectada. Esto puede ser realizado con el programa SnpEff
(Cingolani et al., 2012). Para anotar los archivos VCF con SnpEff, se puede utilizar el script
“run-snpEff-sh”. Este script recibe como parametro la ruta donde se encuentran los
archivos VCF obtenidos con Mutascope. Ejemplo ejecucion:

./run-snpEff.sh /path/to/the/results/

El script anterior generara archivos VCF anotados con SnpEff, para cada individuo
analizado, en una carpeta llamada “results SnpEff” en la ubicacion desde donde se ejecutd
el script.

Finalmente, es posible generar una tabla final con las variantes detectadas en todos los
individuos secuenciados en una corrida. Esta tabla puede ser generada con el script
“variants-table.sh”, el cual ejecutara VCFTools (Danecek et al., 2011) para extraer la
informacion relevante de los VCF anotados con SnpEff, generando una tabla en formato
CSV (Comma-Separated Values) para facilitar su manipulacion con Excel, LibreOffice o
algin programa parecido. Ejemplo para ejecutar el script “variants-table.sh”:

./variants-table.sh /path/to/the/vcf-snpEff files/

Este script generara una tabla en formato CSV con todas las variantes detectadas en todos
los individuos. Dicha tabla tiene las siguientes columnas:

Nombre Definicion Nombre Definicion
Columna Columna
Ind Id del individuo fep p-value somatico calculado en el
modulo callSomatic
chr Cromosoma de la variante nad Cobertura  del alelo referencia,
alternativo en la muestra normal
pos Posicion (bp) de la variante tad Cobertura  del alelo referencia,
alternativo en la muestra tumoral
id rsID in dbSNP ngt Genotipo en la muestra normal
ref Alelo de referencia tgt Genotipo en la muestra tumoral
alt Alelo alternativo nfreq Frecuencia alélica en la muestra normal
vt Tipo de variante (SNP, INS o | tfreq Frecuencia alélica en la muestra
DEL) tumoral
filter Filtros aplicados por | nss Estado de wvalidacion final en la
Mutascope muestra normal
qual Puntaje de calidad en escala | tss Estado de wvalidacion final en la
phred para el alelo alternativo muestra normal
dp Profundidad de cobertura | snpEff Anotacion del efecto con SnpEff
total




3.2. Control de Calidad

En general, la calidad de las lecturas entregadas por el secuenciador es bastante buena, por
lo que en la mayoria de los casos no es necesario filtrar lecturas antes de empezar los
analisis con Mutascope. Sin embargo, pueden darse algunos casos que requieren de un
filtro previo de lecturas, como cuando una corrida de secuenciacion falla por algiin motivo
técnico generando un numero inusual de lecturas de mala calidad, motivo que causa un alto
porcentaje de lecturas que no pueden ser alineadas al genoma de referencia o que son
alineadas en multiples sitios. También puede darse el caso de que queden algunos
adaptadores de la secuenciacion en las lecturas, lo que va a influir en las etapas posteriores
del analisis. En estos casos, es preferible filtrar por calidad y realizar un trimming de los
adaptadores, previamente antes de comenzar los analisis de busqueda de variantes, lo que
mejora considerablemente el nimero de lecturas que se alinean a la referencia, en la
mayoria de los set de datos (Schirmer et al., 2015).

Se ha demostrado que la mayoria de los errores de secuenciacion se deben a problemas
durante la etapa de preparacion de la libreria y en la amplificacion por PCR (Schirmer et
al., 2015). Un ejemplo al cual nos vimos enfrentados, fueron 3 muestras pareadas
normal/tumor, que fallaron en una corrida de secuenciacion (Figura 2). El problema fue
debido a que para esas muestras, la concentraciéon de ADN utilizada en la preparacion de la
libreria fue demasiado baja. Ademas, en la misma corrida se utilizaron dos filter plate
durante la preparacion de la libreria, uno de ellos era nuevo y otro reutilizado.
Coincidentemente, las muestras que fallaron, fueron cargadas en el filter plate reutilizado
junto con otras 3 muestras pareadas, las cuales presentaron un niimero de lecturas por
debajo del promedio observado en las muestras cargadas en el filter plate nuevo (Figura 2).
En este caso la solucion fue volver a secuenciar las muestras que fallaron en una nueva
corrida.

Otro problema que puede suceder es que se confunda el orden de algunas muestras en el
momento previo a su carga en el secuenciador, generando inconsistencia de los datos. Por
otro lado, el algoritmo encargado de separar las lecturas de acuerdo a los barcodes puede
asignar erroneamente lecturas a otra muestra. Si se llegara a detectar o sospechar alguno de
estos problemas se recomienda solucionarlos y limpiar los datos antes de seguir con el
proceso de analisis.

Si se tiene una buena secuenciacion, las lecturas de mala calidad que queden son filtradas
en el mismo software Mutascope, al momento del alineamiento. Ademas, Mutascope
genera varios archivos con diversas métricas que permiten evaluar la calidad de la
secuenciacion. Estos archivos tienen informacion variada sobre el alineamiento (lecturas
totales secuenciadas, lecturas que fueron alineadas al genoma de referencia, lecturas que
fueron alineadas en una sola region), nimero de lecturas por amplicon, uniformidad,
sensibilidad y desviacion estandar del nimero de lecturas por amplicon. Ademas es posible
determinar coberturas promedios por gen (todos los amplicones que pertenecen a un gen
determinado), para buscar si algin gen fall6 por completo o solo algun(os) de los
amplicones disefiados.
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Figura 2. Numero de lecturas en una corrida de secuenciacién. Arriba se muestras las

lecturas del readl, y abajo las del read2. El recuadro rojo enmarca las muestras que se cargaron
en el filter plate reutilizado, mientras que el verde son las del filter plate nuevo.

En la imagen de Docker viene el script “TruSeq qc.R”, que permite generar figuras y
contenido sobre ¢l control de calidad de una corrida de secuenciacion, y que sera util en la
confeccion de los reportes por corrida de secuenciacion. El script “TruSeq gc.R”, recibe
como parametros la ruta donde estan los archivos de calidad generados por Mutascope
(carpeta “quality”), la tabla con todas las variantes generada con el script “variants-

table.sh” y el orden de las muestras en el filter plate. Luego, el script es ejecutado de la
siguiente manera:

Rscr

ipt

TruSeqg gc.R

/path/to/the/quality files/

/path/to/the/variants.csv order samples.txt




El orden de las muestras en el plate debe ser un archivo de texto plano con una columna
que contenga los ID de los individuos en el orden establecido. El script genera como
resultado una carpeta llamada “7ruSeq qc” con el siguiente contenido:

./TruSeq_qgc

— amplicons coverage boxplots.pdf
— amplicons coverage cor Blood.pdf
— amplicons coverage cor Tumor.pdf
— amplicons coverage.pdf

—— coverage.txt

— reads barplot.pdf

— reads statsAll.csv

— reads stats by side.csv
— sensitivity.csv

— subjects per variants.txt
—— uniformity.csv

— variants called.bed

— variants called.txt

— variants_ counts.txt

— variants fregs hist.pdf
— variants fregs.pdf

— variants origin.txt

— varplots

— 010 variants fregs.pdf
— 038 variants fregs.pdf
— 040 variants fregs.pdf
— 043 variants fregs.pdf
— 045 variants fregs.pdf
— 048 variants fregs.pdf
— 049 variants fregs.pdf
— 050 variants fregs.pdf
— 051 variants fregs.pdf
— 052 variants fregs.pdf
— 053 variants fregs.pdf
— 054 variants fregs.pdf
—— 055 variants fregs.pdf

Este es un ejemplo de los archivos generados por el script para una corrida en particular. La
carpeta “varplots” tendra N archivos dependiendo del numero de individuos secuenciados
en una corrida. Los archivos contenidos en la carpeta “varplots” corresponden a graficos de
las frecuencias alélicas de las variantes que pasaron todos los filtros en cada individuo de
una corrida.

3.3. Reporte por corrida de secuenciacion

Una vez obtenidos los resultados con Mutascope, se genera un reporte con los siguientes
puntos basicos a considerar:

1) Introduccién: Una breve descripcion con informacion sobre el origen de las
muestras, equipo utilizado y caracteristicas generales del ensayo de Secuenciacion
Dirigida de Alta Profundidad.

2) Materiales y Métodos: Detalle de las muestras secuenciadas, kit de secuenciacion
utilizado, software y algoritmos utilizados para analizar los archivos FASTQ



3) Resultados:

a. Control de Calidad: Se detalla aspectos especificos de la secuenciacion.
Concentraciones iniciales del ADN utilizado, junto con el orden de las
muestras en el filter plate. Esto es util para establecer correlaciones con los
resultados de la secuenciacion. También se analiza el nimero de lecturas
pareadas generadas por cada muestra. Estadisticas sobre mapeo de las
lecturas generadas en el genoma de referencia.

b. Cobertura: Se detalla la cobertura promedio obtenida a nivel de genes y para
cada amplicon entre todas las muestras secuenciadas en una misma corrida
de MiSeq. Ademés se entregan estadisticas sobre la uniformidad,
representada como la fracciéon de amplicones cubiertos por un numero de
lecturas dentro de 2 veces el promedio de lecturas por amplicon en una
muestra. La sensibilidad también es reportada y corresponde al nimero de
amplicones con cobertura menor a 50X, 100X, 500X, 1000X y mayor a
1000X por amplicon. Por ultimo se crean scatterplots de correlacion entre la
cobertura por amplicon entre todas las muestras secuenciadas en una misma
corrida.

c. Deteccion de variantes: Se muestra el nimero total de variantes detectadas
por individuo, clasificadas de acuerdo a si son somaticas o germinales.
Ademas se detalla el nimero de variantes que pasaron, y las que no, todos
los filtros aplicados por el llamador de variantes implementado en
Mutascope. Se generan graficos de las frecuencias alélicas de las variantes
que pasaron todos los filtros en la muestra normal v/s tumoral detectadas en
cada paciente.

d. Frecuencia de filtros aplicados: Se muestran histogramas con la frecuencia
de los filtros de Mutascope en las variantes descartadas. Esto con el objetivo
de determinar que filtros son mas determinantes en el llamado de variantes
final.

Todo el contenido nombrado, es obtenido con el script “7TruSeq gc.R”.
3.4. Reportes por paciente

En nuestra experiencia, no existe una base de datos especializada para la revision de
variantes de utilidad clinica en cancer de mama y las que hay deben utilizarse en conjunto y
ser revisadas cuidadosamente. Todas las variantes encontradas deben ser investigadas,
puesto que algunas mutaciones que se encuentran localizadas en regiones intronicas pueden
ser de relevancia clinica. Por lo tanto es dificil generar un reporte automatizado por
paciente que tenga todos los antecedentes relevantes a ser considerados por el clinico. Se
requiere una revision bibliografica de las variantes encontradas y los resultados ser
analizados por un equipo multidisciplinario que asesoren al oncologo tratante en sus
decisiones terapéuticas. Estos equipos constituyen los denominados “Tumor Boards”, y
suelen incluir a todos los profesionales involucrados en la generacion y analisis de los datos
gendmicos, asi como los médicos tratantes y expertos en el area.

No obstante de lo recién descrito, es posible realizar busquedas automatizadas en las bases
de datos disponibles para las variantes encontradas en cada paciente. Para dicho objetivo,



aconsejamos considerar, al menos, los recursos indicados en el Anexo 1. En la imagen de
Docker, viene instalado el programa Annovar (Wang et al., 2010) con dos de las bases de
datos descritas en el Anexol (COSMIC y ClinVar), facilitando la anotaciéon de manera
rapida para un archivo VCF. Ademas Annovar tiene una gran cantidad de bases de datos
descargables para anotar variantes, y permite la creacion de bases de datos personalizadas
que estén en formato GFF3 (Generic Feature Format version 3), para integrar informacion
como PharmGkB. Como alternativa a PheGenl, Annovar posee una base de datos para
encontrar variantes que han sido previamente asociadas a enfermedades o fenotipos en
estudios de GWAS. Cabe destacar que es necesario mantener actualizadas las bases de
datos de Annovar.

4. Empaquetamiento del flujo de trabajo TumorSec en una imagen de Docker.

Utilizando Docker (“docker,” n.d.), se cred una imagen basada en Ubuntu 14.04, la cual
contiene todas las librerias y programas necesarios para ejecutar Mutascope.

Para utilizar esta imagen es necesario tener instalado Docker en el sistema donde se quieren
realizar los calculos. Una vez instalado, la imagen debe ser descargada, esto se logra
utilizando el siguiente comando:

docker pull tumorsec/mutascope

Esto descargara la imagen que pesa ~848 Mb. Una vez descargada, puede ser utilizada de
inmediato. Para ejecutar la imagen se usa el siguiente comando:

docker run -it tumorsec/mutascope:latest bash

Este comando ejecutara la imagen, que es idéntica a un sistema Ubuntu Linux. Esta imagen
viene con el software indicado en la tabla 1. Adicionalmente, se adjunté un conjunto de
scripts en bash y R para automatizar ciertos procesos del flujo de trabajo y/o generar
resultados respectivos a controles de calidad (referirse a secciones 3.2 y 3.3 para detalles de
scripts adicionales). La imagen también puede ser ejecutada montando uno o varios
directorios del sistema Host en la imagen de Docker. Esto es util para cargar los datos de
secuenciacion, genoma de referencia, dbSNP y todos los requerimientos especificados en el
manual de Mutascope. Ademas, al montar directorios, los cambios realizados dentro de la
imagen, se veran reflejados en el sistema Host, de esta manera si se monta un directorio
vacio para guardar los resultados de los analisis, estos quedaran guardados en el sistema
host y no se perderan al cerrar Docker. Para ejecutar la imagen montando un directorio del
sistema host se ejecuta el siguiente comando:

docker run -it -v /ruta/directorio/en/host:/ruta/en/imagen
tumorsec/mutascope:latest bash

Ahora se podran utilizar todos los datos del directorio que montamos dentro de la imagen
de Docker. Si el directorio de la imagen especificado en el comando anterior no existe, es
creado automaticamente.

Luego de cerciorarse de tener todo lo necesario para correr Mutascope, ejecutamos la
imagen, la cual estara lista para ejecutar el flujo de trabajo completo. La imagen de docker



utiliza el mismo hardware del sistema host, por lo que estan disponibles la misma memoria
RAM y namero de nucleos, facilitando paralelizar ciertos procesos del analisis como el
alineamiento de las lecturas al genoma de referencia con Bwa.

Programa Version Adicionales

gce 4.8.4 -

Java 7 -

Perl 5.18.2 -

Bwa 0.7.12-r1039 -

Samtools 1.2 -

R 3.0.2 Paquete mclust
SnpEff 4.1 -

VCFtools 0.1.12b -

Mutascope 1.0.2 -

Annovar 2015-06-17 Bases de datos Clinvar y

Cosmic

Tabla 1. Software preinstalado en la imagen de Docker “tumorsec”
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Nombre

Descripcion

URL Acceso*

Ref.

dbSNP

Base de datos de polimorfismos
SNPs 'y pequefios indels. Es
mantenida por el “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SN P
P/index.html

COSMIC

Catédlogo de Mutaciones Somaticas
en Cancer (COSMIC) disefado para
almacenar informacion sobre
mutaciones somaticas relacionadas
con el cancer humano.

http://cancer.sanger.ac.uk/canc P
ergenome/projects/cosmic/

(Forbes et al., 2010;
S.A. Forbes et al.,
2008; Simon A
Forbes et al., 2008)

PharmGkB

Base de datos que se encarga de
recolectar, curar y  diseminar
conocimiento sobre el impacto de las
variaciones genéticas humanas sobre
las respuestas a drogas. La
informacion no esta 100% curada vy
las relaciones no representan
necesariamente  una  asociacion
directa entre las variables en
cuestion.

https://www.pharmgkb.org A

(Altman, 2007;
Thorn et al., 2010)

ClinVar

ClinVar fue disenado para proveer un
acceso libre y publico a archivos con
reportes de relaciones entre
variaciones humanas y fenotipos
(estados de salud).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cli P
nvar/

(Landrum et al.,
2014)

PheGenl

Integrador de fenotipo y genotipo.
Une la informacion de estudios
GWAS con una variada cantidad de
bases de dato alojadas en NCBI
(Gene, dbGaP, OMIM, GTEx vy
dbSNP).

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gap P
/phegeni#tpgGAP

(Ramos et al., 2014)

*P: publico; S: suscripcion; A: bajo autorizaciéon del equipo.




