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Un genoma de referencia es una representacion del genoma de una especie que se usa por los investigadores como
referencia para comparar las secuencias de ADN generadas durante sus estudios.

En el caso del genoma humano, a parte del ensamblado T2T que proviene de una linea celular haploide
(CHM13htert), el ultimo ensamblado aceptado por la comunidad se denomina GRCh38 y casi en su totalidad
(93%) proviene de 11 donantes andnimos.

El donante RP11 (70% de la secuencia primaria) presenta una
ascendencia mixta africana y europea, pero este ensamblado 80%
presenta un gran componente europeo. 70%
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Figure 1. Contribution of genomic libraries to GRCh37 and GRCh38.



Ensembl Variation - Variant classification

Sequence variants
Human variant class distribution - Ensembl 110

Type Description Example (Reference / Alternative)

SNP Single Nucleotide Polymorphism Ref: . . . TTGACGTA. .. Alt: . . . TTGGCGTA. ..

Insertion Insertion of one or several nucleotides Ref: . . . TTGACGTA. .. Alt: . . . TTGATGCGTA. ..

® SNV:91%

Deletion Deletion of one or several nucleotides Ref: ... TTGACGTA. .. Alt: .. .TTGGTA. .. ® indel: 6%

Indel An insertion and a deletion, affecting 2 or more Ref: .. . TTGACGTA. .. Alt: ... TTGGCTCGTA. .. ® Qeletipn: 2%
nucleotides ® insertion: 1%

_ . @® sequence_alteration: 0%

Substitution A sequence alteration where the length of the Ref: . . .TTGACGTA. .. Alt: .. . TTGTAGTA. .. @ substitution: 0%
change in the variant is the same as that of the '
reference.

Structural variants

Type Description Example (Reference / Alternative)
CNV Copy Number Variation: increases or decreases Reference: "Gain" of one copy: 4-5 millones de variantes entre un individuo
the copy number of a given region [ [ [ [ | [ [ [ | |
"Loss" of one copy: y el genoma de referencia (99.9% SNPs)
I
Inversion A continuous nucleotide sequence is inverted in  Reference: Alternative:
the same position I . | |d 4«4 |
Translocation A region of nucleotide sequence that has Reference: Alternative:

translocated to a new position I



Regidon no codificante: modificacion reguladora

Region codificante

* Sindnima: sin cambio aminoacidico

* Nosindnima

DNA

mMRNA

Protein

 Cambio de sentido (Missense): Cambio de aminoacido

 Conservativa: caracteristicas similares

 No conservativa: caracteristicas diferentes
* Sin sentido (Nonsense): Coddn de parada

R 4

I T

[l regulatory region
[l TF binding site
[] start lost

[ intergenic variant
[] upstream gene variant

[l 5 prime UTR variant
[] start retained variant

[] synonymous variant

[] missense variant

[ inframe insertion

[ inframe deletion

B stop gained

B frameshift variant

B coding sequence variant

I

[ splice donor variant
B splice acceptor variant

[] splice region variant

[ splice donor 5th base

[ splice donor region

[1 splice polypyrimidine tract
B intron variant

[ transcript ablation

[ transcript amplification
B protein altering variant
B mature miRNA variant
B NMD transcript variant
B coding transcript variant

I

[ 3 prime UTR variant

[] downstream gene variant

Il stop lost
[l stop retained variant

[l incomplete terminal codon variant |

[l non coding transcript exon variant
H non coding transcript variant

Bl TFES ablation / amplification

l feature elongation

[l feature truncation

[l sequence variant

Lys

AL

Synonymous
/ Silent

Nonsense

TAG AGG ACG

UAG AGG ACG

STOP Arg Thr
HN s, NH

Non-synonymous

Missense

. Non-
Conservative

conservative



A diferencia de una variante de nucledtido Unico (SNV), que incluye cualquier tipo de variacion de un solo
nucledtido, un SNP (Polimorfismo de nucleétido uUnico) es una variacion que ocurre en la linea germinal del
individuo y debe estar presente en un porcentaje suficiente en la poblacion (generalmente >1%).

* Otros SNVs por debajo del 1% en la poblacién suelen denominarse mutaciones.
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La secuenciacion de ADN en especies con un genoma de referencia se basa en trocear aleatoriamente el genoma
para secuenciar millones de fragmentos solapantes. Estos fragmentos llamados lecturas son reubicados en su
posicion original utilizando el genoma de referencia mediante un proceso denominado alineamiento. Una vez
identificada la posiciéon de cada lectura se cuantifican los nucledtidos presentes en cada posicion del genoma
secuenciado y se anota en funcién de las diferencias con el genoma de referencia.

Parts of penome or transcriptome could be enriched
for a specific purpose and then sequenced.

Ex: protein coding genes, protein binding, etc. .
Count mutations on reads
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Ventajas
* Coste

* Informacion completa del genoma
 Todo tipo de variantes de secuencia
* Estudio de aberraciones cromosdmicas en cancer

 Genoma de referencia
* Interpretacion de los resultados
e Analizar millones de lecturas



Secuenciacion de ADN de novo (Ensamblado de novo)

* Fundamental para el estudio sin genoma de referencia
* No fuerza el ensamblado sobre lo conocido, permite el descubrimiento de nuevas configuraciones genéticas (en
humanos util en muestras de cancer): transferencia horizontal, inversiones, translocaciones...

* Elevado coste computacional

* No es muy sensible para ver pequenas diferencias en genomas bien anotados

CONTIGS

SCAFFOLDS

CONTIGS: fragmentos de ADN compuestos por al menos dos
lecturas solapantes.

SCAFFOLDS: fragmentos de ADN compuestos por al menos dos
contigs. Los scaffolds pueden contener huecos sin
informacion, ya que los contigs pueden "unirse" con
informacién de huecos conocidos (por ejemplo, secuenciacion
paired-end), es decir no necesariamente deben solapar para
saber que uno va a continuacion de otro.

Definir qué scaffolds forman un cromosoma, no es una tarea
sencilla. Y es necesario combinar multiples tecnologias para
lograrlo, incluyendo lecturas largas, mapas dpticos...



Secuenciacion de exomas

* Se basa en capturar y secuenciar la parte codificante de los ~20.000 genes codificantes del genoma (1%)

* Menor coste de secuenciacion
* Andlisis funcional sencillo
* Enfermedades mendelianas

* No apto para variacion en regiones reguladoras, ni intronicas

* No apto para inversiones, translocaciones, CNVs...

Analysis

& DNA

DO "™ ™Y ™Y™Y ™G DG N ™Y ™Y DY ™I ™™

Exon Intron Exon Y Exon Intron

Exon Intron Exon

| I | 1 [ I T 1
N D BRI
L I 1 |

Gene Al Gene B!

Results of exome sequencing

‘ . ‘ ] Sequence reads

Y [@
Patient q ——OACCTYCCTCGTGGACYGCGCCGGGGCTAG

b

o e s mmmmessemmmm— . Reference
cc sequence

e reads

4

mis] isisisisieiaisiaieie] js] | jeis)e] jeie] pajel | ] ] peishel |

lATGAACCTTCCTCGTGGACTGTCGCCGGGGCGAG

LI TTT ]

«~— Reference sequence
CCTAG

Intron Exon

Intron

Intergenic noncodin, Base pair
gse:|uem:e J M
Fragmentation e
i Exon_Intron
B TITTTT i:lilml T
Fi 1
. - TITTTTTTITITITY
= T Fagmemz gyt I HHHH
FITTTTTTITITITS
T Fragment 3
Artificial DNA Linkers Added to End of Each Frag
s the Fragments Denatured, and Coding Sequences Selected
TITTITTTTTTTT Noncoding sequences
RUETITTTTTTITITNTS TITRRRTRnTnunny TITTITITIT .IILLLLLLI.ll.lI“"hI“" iscarded
Fragment 1 pITTTTITITITS LRI Denaturation JITTTEEEETTITTS
T fragment 2 B FITCITTT I T
o Ty A FECTTTTTTTTTTTTTS
DNAlinkers  JLLLMMLLIRSRRRNIEIINE FITHTEETTETTEITTIITI S Fragment 3 JITTTITNINIITY
Replication and Amplification of Exon Fragi
D
Replication A A +E
........ Amplficatin o 1 3 {EY (EY .. Denatuation
iRt Erimess Forward stvandiE : : :—Ileverse strand —i gzt
S e e = i = S =i S T =

E DNA Sequencing

222222101

Imaging
Ll

Fragment 2 Fragment 3

TTITITTTITITIT

A

N o
%
1)

?




La interpretacion de los resultados provenientes de
secuenciacion masiva de ADN requieren de multiples asunciones
y diferentes aproximaciones en funcion del nimero de muestras
secuenciadas, la cobertura y la calidad de secuenciacion.

El proceso de alineamiento y la interpretacion de los valores de
calidad de secuenciacion dados por el secuenciador son criticos.
Realineamiento y recalibracion de los primeros resultados son
pasos muy utilizados.

La cobertura es fundamental, genomas re-secuenciados a
coberturas >20x devuelven buenos resultados usando algoritmos
sencillos basados en umbrales. Sin embargo, alcanzar estas
coberturas en estudios de cohortes es excesivamente caro por lo
gue se desarrollaron alternativas probabilisticas (estadistica
bayesiana).

Recientemente, las estimaciones se estan corrigiendo mediante
informacion de bloques de ligamiento (imputacion).

Image analysis and base calling
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https://doi.org/10.1038%2Fnrg2986



Genotipado mediante microarrays

Actualmente la tecnologia que sigue siendo la mas utilizada en estudios de asociacion de genoma completo se
basa en microarrays, ya que su interpretacion es relativamente mas sencilla que la secuenciacion masiva, y
sobre todo es muchisimo mas barata lo que permite estudiar grandes cohortes. Sin embargo, esta tecnologia
solo permite estudiar variantes conocidas y un numero limitado de las mismas.
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La tecnologia de microarrays para la deteccion de
variantes de secuencia se basa en la hibridacion
por complementariedad de hebra y en la deteccion
mediante fluorescencia de la variable.

En algunos casos utilizan varios colores para identificar
cada alelo posible del polimorfismo o diferentes
intensidades de un mismo color.

En todos los casos la tecnologia requiere de
conocimiento previo y solo puede analizar dos alelos
por pocillo del array. Actualmente existen microarrays
gue permiten analizar millones de variantes en un solo
experimento.



Diseio y analisis de un GWAS

a Data collection b Genotyping ¢ Quality control
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La gran mayoria de los pasos necesarios para controlar y
diseflar un GWAS mediante genotipado aplican igual a un
estudio de secuenciacion.

 El nimero de individuo en estos estudios necesariamente
debe ser grande (>1000) para tener el poder estadistico
suficiente de detectar variantes asociado con el fenotipo de
interés. Se debe tener especial cuidado en no generar
sesgos en alguna de las cohortes reclutadas.

* Los controles de calidad incluyen eliminar
variantes raras, variantes que no se encuentre en
HWE, errores de genotipado e individuos con errores en la
toma de datos entre otros. Pero también debe tenerse en
cuenta la ancestria de los individuos de las cohortes a
comparar, ya que diferencias de ancestria entre las
cohortes puede resultar en diferencias debidas a las mismas
y no a los fenotipos del estudio.



Diseio y analisis de un GWAS

a Data collection b Genotyping ¢ Quality control
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Actualmente, gracias a los miles de individuos genotipados
y secuenciados para diferentes poblaciones podemos
predecir con elevada precision las variantes de secuencia en

posiciones no genotipadas,

mal secuenciadas o en general

no cubiertas por el método de eleccidn, a este proceso se le

denomina

imputacion. La

imputacion se basa en el

desequilibrio de ligamiento existente entre posiciones
proximas en el genoma, posiciones que no segregan de
manera independiente a las sucesivas generaciones ya que
presentan una tasa de recombinaciéon muy baja.
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Diseio y analisis de un GWAS
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Una vez definidos los genotipos de los individuos de
nuestras cohortes se utilizan diferentes modelos de
regresion dependiendo del fenotipo que se esté analizando,
lineales si son fenotipos continuos o logisticos si son
binarios. Estos modelos de regresion pueden incluir
covariables para limitar el efecto de posibles variables de
confusion en el estudio. Los valores de probabilidad
obtenidos suelen representarse en lo que se conoce como
graficos manhattan.
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El analisis de datos multiples conlleva una probabilidad
asociada de encontrar asociaciones debido al azar, es decir
aumenta el error de tipo | (aumento de falsos positivos).
Para evitar esto, generalmente se usan métodos de
correccion multiple, el mas sencillo de ellos es el método
de bonferroni que supone dividir los valores de p por el
numero de analisis efectuados. Sin embargo, en genética los
analisis efectuados como sabemos no son necesariamente
independientes debido a desequilibro de ligamiento, por lo
gue el umbral de significacion comunmente aceptado es de
5e-102 (1 millon de variantes comunes independientes en el
genoma 0.05/10°).



Diseio y analisis de un GWAS

a Data collection b Genotyping Quality control
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Variantes causales a What are the associated loci?

 Multiples loci agrupados en regiones relativamente 1007
pequefas suelen verse asociados significativamente al
fenotipo. Sin embargo, la mayoria seran variantes no-
causales arrastradas debido al desequilibrio de ligamiento.
La busqueda de la(s) variante(s) causal(es) puede incluir
tanto procesos in-silico como analisis de asociacion

-log,,(P)

condicionados o métodos bayesianos mas elaborados (fine- ”

mapping), pero también |la necesidad de re-secuenciar la 1 3 5 7 9 11 [15 19 23
. . , Chromosome
region de interés.

Conditional association analysis on lead SNP

A B 'b What are the likely causal variants?
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Analisis funcional

Si la variante causal se encuentra localizada en una region
codificante su funcionalidad es relativamente facil de determinar.
Sin embargo, sélo el 2-3% de las variantes identificadas por GWAS
se encuentran en regiones codificantes lo que hace su
interpretacion un poco mas complicada.

Aquellas variantes en regiones no codificantes deben ser
interpretadas a informacidon reguladora conocida del genomag,
como modificaciones sitios de unién a factores de transcripcion,
disrupciones en marcas epigenéticas y/o analisis de asociacién de
los genotipos con valores moleculares (expresion de genes,
metilacion...)

Lo ideal seria producir esos datos y realizar los analisis sobre las
cohortes de estudio. Pero analisis de este tipo son costosos, por
lo que se usa la informacién almacenada en bases de datos como
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https://gtexportal.org/home/

Prediccion del riesgo genético en enfermedades complejas

(1) GWAS summary statistics

Allele A C T A
Effect *#1.5 -0.5 +2.0 =1.5
SNP2 SNP3
(2) Genotype data
SNP2 SNP3
Individual 1~ AT CG TT CC
Individual 2 TA GG GT CA
Individual 3 TT CC GT CA
Individual4 TT L GG AA

(3) Polygenic risk score

Individuall 15 - 05 + 40 -
Individual2 1.5 - 00 + 20 -
Individual3 0.0 - 1.0 + 2.0 =
Individual4 00 - 10 + 00 -

@) PRS distribution
Individual4  Individual 3 Individual 2

PRS

0.0 = 5.0
1.5 = 2.0
1.5 = -0.5
3.0 = -4.0

Individual 1

@ GWAS Catalog

https://www.ebi.ac.uk/gwas/

Hj : Phenotype ~ covariates + e

H; : Phenotype ~ PRS + covariates + e

https://doi.org/10.1038/s43586-021-00056-9

Los estadisticos resultantes de estudios de GWAS pueden utilizarse para definir puntuaciones de riesgo genético
(PRS) en nuevas cohortes. Existen multiples aproximaciones, la mas sencilla implica seleccionar SNPs asociados al
fenotipo y sumar sus efectos en los nuevos individuos.
Por otro lado, también podemos calcular el porcentaje de la varianza explicada por la genética en el fenotipo de
estudio mediante el analisis diferencial de la varianza explicada entre un modelo de regresidon que no incluya el PRS
(modelo nulo, Hy) y un modelo que incluya el PRS (H,).


https://www.ebi.ac.uk/gwas/
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