@HESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de Titulacion, Previo a la Obtencion del titulo de Ingeniera en
Biotecnologia

“Ildentificacion de genes expresados diferencialmente en ratones
con fibrosis pulmonar expuestas a dos terapias de reposicion
mitocondrial utilizando herramientas bioinformaticas”

Elaborado por
Jarre Moreano, Alanis Rafaela

Director

Flores Flor, Francisco Javier Ph.D
Fecha

07 de marzo del 2024

b | -

-
ER. =

S i .
sl

g

g &,



Tabla de contenido

G) Introduccidn

2 > Objetivos e hipotesis

3 > Materiales y Métodos

4 > Resultados y Discusion

5 > Conclusiones

6 > Recomendaciones

7 >Agradecimientos




Introduccion- Fibrosis Pulmonar

Acumulacion de
miofibroblastos y matriz
extracelular.

Afeccion cronica,
potencialmente mortal.

Fibrosis
Pulmonar

4760
nuevos
casos al

ano

MSGC humanas con nawc)sp%r?ilémggzsech?do
nanoparticulas de oxido

: de hierro infusionadas
de hierro Fe-hMSC con pioglitazona
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Introduccion- Analisis de Expresion Diferencial de Ge_

Patron de alteraciones genéticas en
condiciones especificas

Variaciones de transcripciones Informacion
genéticas dentro del transcriptoma biologica
Herramientas [
: Procesos
probadas y Lista de genes — G I xy
poderosas afectados N a a
LR PE
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Introduccion- Enriquecimiento funcional

Ontologia estructura 'y
génica computacionalmente
accesible.

GO y entidades biologicas Anotaciones

-Procesos bioldgicos
Componentes -Componente celular
principales -Funcién Molecular

-KEGG

od et al., 2020; Jezernik et al., 2022)

Representacion completa,
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ObjEtIVO General |dentificar genes expresados diferencialmente en ratones con fibrosis pulmonar

expuestas a dos terapias de reposicion mitocondrial utilizando herramientas
bioinformaticas.

eObtener secuencias crudas de RNAseq de ratones con fibrosis pulmonar

Objetivos especﬁ‘icos expuestas a dos terapias de reposicion mitocondrial a partir de bases de datos

, publicas.
$ eLimpiar y normalizar las secuencias de RNAseq obtenidas
eldentificar genes con expresion diferencial entre los tratamientos.

eRealizar un analisis funcional de los genes identificados

Al tratar la fibrosis pulmonar con dos tipos de células madre mesenquimales

. . (MSC) modificadas: una con nanoparticulas de éxido de hierro (Fe-hMSC) y la

H’pOtES’S otra con nanoparticulas de 6xido de hierro infusionadas con pioglitazona (Pg-
Fe-nMSC), se observa una expresion génica diferencial de los mismos genes.
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Materiales y métodos

Entrada

18 Secuencias de
genoma completo

FastQSanger \

Fenotipo

Fe-hMSC PgFe-hMSC
“Tratl” “Trat2”

Pre-analisis
Mapeo
] | i
b | e
. ‘ W Lo
- dmd i b i
LT L HJ
Control de Calidad
N - —
- [

Fibrosis Pulmonar
“Control”

Matriz de
FeatureCounts

Analisis

Expresion
Diferencial de Genes
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S
—————————————
Fols Entich et

Salida

Genes
diferencialmente
expresados y su
ontologia génica.
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Materiales y métodos
Fase de Pre-analisis

ENA> s/

European Nucleotide Archive

Muestras

» Control: Mus musculus
con Fibrosis Pulmonar.

Set de datos Descarga set de

* “Intervencion eficiente datos
para la fibrosis pulmonar - Se extrajeron ENA, donde

mediante transferencia estaban bajo el codigo: « Tratamiento 1: Fe-hMSC
mitocondrial promovida PRJNA948365

fnﬁ[ggoﬂgﬁgpes's . 85728664428 bp.

* Tratamiento 2: Pg-Fe-
hMSC.

Galaxy
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Materiales y métodos
Fase de Pre-Analisis

Control de

= Galaxy | rscc | W
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Gene

— Cutadapt 7 Counts
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Materiales y métodos

Fase de Analisis

Analisis de expresion diferencial de genes

Galaxy

Bl RO HE

(. Obtener una sola
tabla

* Normalizar datos

» Seleccionar
condiciones

~N

o Pre-DESeq?2
_., 2020; Afgan et al., 2018) ‘\)

 Estimar la varianza
biolégica utilizando
las réplicas

* Importancia de
expresion entre 2
condiciones

e DESeq2

(. Se genero un grafic
de volcan para
visualizar los genes
diferencialmente
expresados.

. J

o)

__ Post-
DESeq2
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Materiales y métodos

Fase de Analisis
Analisis de enriguecimiento funcional

Analisis de
enriquecimiento

Extraer Cargas los - .
Unicamente el nombres en la fggg:ggﬁleﬁ?é'
nombre de los base de datos iz

: celular, funcién
genes en un ShinyGO 0.80 y T
archivo y esperar que se procesos,
descargarlo. procese biolégicos y
KEGG.
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STAR: Scores alineados, donde: a) primera repeticion, b) segunda
repeticion y, c) tercera repeticion.

Resultados y discusion

Control de calidad y mapeo
% Duplicados

FP_1_Control_forward 52.2% 51% 239

Nombre de la muestra

FP_1_Control_reverse 51.6% 51% 23.9
Fe 1 Trat1 forward 51.5% 51% 2038 2 STAR: Alignment Scores b)
Fe_1_Trat1_reverse 50.3% 51% 20.8

PgFe_1_Trat2 forward 60.6% 49% 20.3
PgFe 1 Trat2 reverse 59.5% 49% 20.3

FP_2_ Control_forward 51.4% 51% 215
FP_2_ Control_reverse 50.7% 51% 215

STAR: Alignment Scores

FP_1_Control

Fe_1_Tratl

PoFe) Tratz

Percentages Percentages

Fe 2 Trat1 _forward 52.1% 50% 22.3

@ Uniquely mapped @ Mapped to multiple loci @ Mapped to too many loci

@ Uniquely mapped @ Mapped to multiple loci @ Mapped to too many locl
o i i gy i ® Unmapped: too short @ Unmapped: other

Fe_2 Trat1_reverse 49.5% 50% 22.3 @ Yipeicio e 1@ nppel ok 9 STAR: Allgniment Scores
PgFe 2 Trat2_forward 57.3% 48% 21.9

PgFe 2 Trat2_reverse 53.4% 48% 21.9
FP_3 Control_forward 50.3% 51% 222

FP_3 Control_reverse 48.8% 51% 222

Fe 3 Trat1 _forward 49.7% 50% 22.3

Fe 3 Trat1_reverse 47.9% 50% 22.3 et

@ Uniquely mapped @ Mapped to multiple loci @ Mapped to too many loci

PgFe 3 Trat2_forward 54.9% 50% 23.6 ®: Unaizppecktoo ot @) nmapped; other.

PgFe 3 Trat2 reverse 52.6% 50% 23.6

Datos estadisticos generales obtenidos de Galaxy utilizando MultiQC
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Resultados y discusion _

Control de calidad y mapeo

Estadisticas de duplicacion, donde: a) primera repeticién, b) segunda Porcentaje de genes asignados con Feature Counts
repeticion y, c) tercera repeticion.

a) featureCounts: Assignments b) featureCounts: Assignments

a) Picard: Deduplication Stats b) Picard: Deduplication Stats

fore. 50 60 70 80
Percentages Percentages.
© Assigned @ Unassigned: Unmapped 0 Unassigned: Multi Mapping ® Assigned @ Unassigned: Unmapped @ Unassigned: Multi Mapping
2] No Features @ Ambiguity ® No Features @ Ambiguity
® Unique Pairs @ Duplicate Pairs Nonoptical ~ © Unmapped @ Unique Pairs @ Duplicate Pairs Nonoptical & Unmapped '
s = b e featureCounts: Assignments
(4] Picard: Deduplication Stats c)
. _ L —-
S _I M —-
o y _ i —

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percentages
@ Unigue Pairs @ Duplicate Pairs Nonoptical & Unmapped

@ Assigned @ Unassigned: Unmapped Unassigned: Multi Mapping
@ Unassigned: No Features @ Unassigned: Ambiguity
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Resultados y discusion
Expresion diferencial de genes

Grafico PCA de las dos primeras dimensiones de un analisis de

componentes principales, realizado con los recuentos normalizados de las Mapa de calor de la matriz de distancias de muestra a muestra (con
agrupamiento) basado en los recuentos normalizados.

muestras.
Sample-to-sample distances
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log fold change

MA-plot for Tratamientos: Control vs TratFe

Expresioén diferencial de genes

MA-plot for Tratamientos: Control vs TratPgFe

10

20

fog told change

T T T T
1e-01  1e+00  1e+01  1e+02  1e+03

mean of normalized counts

No muestra
significancia

T T T T
T
1e+0d  1e+05 1e-01 1e+00  1e+01 1e+02  1e+03  1e+04  1e+05

mean of normalized counts.

Grafico MA de cada

MA-plot for Tratamientos: Fe vs PgFe

og feld change

=10

=20

una de las muestras

Los genes que
superaron el umbral
de significancia
(valor p ajustado
<0,1) estan
coloreados en azul.

T
1e-01

T T T T
1e+00 Te+01 1e+02 1e+03 1e+04 Te+05

mean of normalized counts

(Monier et al., 2018)

comparadas entre si.

~log10(pvalue)

20

»

Gnat2 Se han identificado alrededor de
15000 genes cuya expresion varia
entre las condiciones
experimentales estudiadas. De los
cuales en este grafico que
muestran los 20 mas
sobreexpresados.
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EnrlqueCImlento funC|ona| La Tasa de Descubrimiento Falso

(FDR) representa una correccion

Distribucién de enriauecimiento funcional basado en procesos biol6aicos de los diferentes aenes ’ _
Anatomiczl structure formation involved in morphogenesis - apllcada alos p-valores derivados
Cell migration - del analisis de enriquecimiento
Cell motility - .
Localization of cell - funcional
Locomaotion -

Si se observa el FDR, cuando el
color es azul, es bajo o

Movement of cell or subcellular companent -
Regulation of cellular component organization -

Phosphorylation - ] -log10{FDR)
Cellular response to organic substance - o 28 significativo lo cual indica que la
Anatomical structure morphogenesis - & R .
cell death - 26 asociacion que existe entre los
Intracellular signal Frarwsdl_lution - @ 2& genes 'y la via, es altamente
Cellular response to chemical stimulus - < 22 T . T .
cCallilsr eorhronant sisably 4 = . significativa. El morado indicaria
Regulation of protein metabolic process - ] asociacion media y el rojo una
Cellular component biogenesis - ® o A
Requlation of molecular function - =] N- i Gares aSOCI?CIIC)n que no gs . .
Cellular protein modification process - @ . 400 estadisticamente S|gn|f|cat|va
Protein modification process - ® ® oo con la via.
Response to stress - ] ® =00
organelle organization - < ® 00
Macromolecule maodification - ) ® 00
Regulation of cell communication - .
Regulation of signaling - ]
Regulation of responsze to stimulus - ]
Cellular protein metabolic process - 5
Positive regulation of metabolic process - @
Animal organ development - 4
Systemn development - @
.
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Enriquecimiento funcional

Distribucion de enriquecimiento funcional basado en los componentes celulares de los diferentes genes

Basement membrane =

Ribosome = s
Spindle = ® N. of Genes
Microtubule = )
Collagen-containing extracellular matrix = =) e 100
Centrosome = & ® 200
Microtubule organizing center = £ ® 300
Membrane raft = & ® 400
Extracellular matrix = =] ® 500
External encapsulating structure = <]
Microtubule cytoskeleton = &
Muclear body - @
Mucleolus = ® -og10(FDR)
Ribonucleoprotein complex = + ]
Golgi apparatus = & B 1
Endosome - d W 1S
Crganelle envelope - . W 1
Envelope - €
Supramolecular complex = L
Mitochondrion = 3
] ] | (] ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Fold Enrichment

(Ge et al., 2020, Carbon et al., 2021)

9 componentes celulares que se
encuentran altamente asociados
con los distintos genes.
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Resultados y discusion
Enriquecimiento funcional

Distribuciéon de enriquecimiento funcional basado en la funcién molecular de los diferentes genes.

Observando la

Structural cunsti.tuent of ribqaume - relacién del FDR basado
Microtubule binding = -
Bl BiR . = i en la funcion mplecular a
small GTPase binding = = H. of Génes la cual se asocian los
Protein serine kinase activity = ° s 100 genes, se pueden
Protein serine/threonine/tyrosine kinase activity = - ® 200 destacar 3 que son
Protein serinefthreonine kinase activity = * & 300 altamente significativos,
Protein kinase binding - I
Kinase binding = = ® 400
Protein-containing complex binding - s 4 ® 500
Kinase activity = &
Transferase activity transferring phosphorus-containing groups - ]
Cytoskeletal protein binding - @ 1og10(FDR)
Purine ribonucleoside triphosphate binding - 3
ATP binding - & W s
gdenyl nucleotide binding - ® W 10
Purine nucleotide binding - @ | 1z
adenyl ribonucleotide binding = J
Purine ribonucleotide binding = &
Ribonucleotide binding = =

i i i [ i
.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Fold Enrichment
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Resultados y discusion  gpciquecimiento
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Se obtuvieron tres réplicas de cada muestra de: control, tratamiento 1 con Fe-hMSC y tratamiento 2 con PgFe-
hMSC, de bases de datos publicas, las cuales se utilizaron para realizar un analisis de expresion diferencial de
genes y se obtuvieron alrededor de 15000 genes diferencialmente expresados.

El mapeo permitié constatar que el procesamiento de las lecturas obtenidas de la base de datos gener6
secuencias de alta calidad y sin signos de contaminacion.

Dentro de los tratamientos, se observa una clara diferencia entre el tratamiento 1 (Fe-hMSC) y el tratamiento 2
(PgFe-hMSC). Mientras que el tratamiento 1 no mostro resultados significativos en comparacion con el grupo
de control, en el grupo de tratamiento 2 se observé una diferencia en la expresion de genes y a su vez
demostré una alta capacidad de transferencia mitocondrial y excelentes resultados terapéuticos entre los dos
tratamientos. Lo cual se pude utilizar de punto de partida para mas investigaciones involucrando las células
madre mesenquimales con nanoparticulas de oxido de hierro y pioglitazona como terapia para la fibrosis
pulmonar.

En el analisis del enriquecimiento funcional se puede concluir que la mayoria de los genes se encuentran
estrechamente relacionados a los componentes celulares, donde tuvieron mas de 9 componentes celulares con
mayor significancia. Por el lado de las rutas KEGG, la mayoria de genes forman parte de rutas cancerigenas,
sin embargo, tomando en cuanta los probables falsos positivos se encontraron que muchos de los genes
pertenecen también a la ruta metabdlica de la enfermedad del COVID-19, lo cual como son dos enfermedades
que afectan las vias respiratorias, se puede usar de punto de partida para posteriores inves &)IOHGS
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Es necesario hacer varias pruebas que permitan identificar si las muestras son de buena calidad o si
se contaminaron, sobre todo si no las estamos tomando nosotros, sino que son tomadas de una
base de datos. Es por esto que es indispensable hacer un control de calidad y mapeo.

Al comparar dos tratamientos para realizar un analisis de expresion diferencial de genes, es
importante observar cobmo se comporta cada tratamiento en comparacioén con el control y entre si.
Por lo tanto, es necesario obtener graficos separados para cada comparacion. Aunque DESeq2
proporciona un unico grafico, se puede ejecutar el analisis dos veces mas para obtener las
comparaciones deseadas. Ademas, es aconsejable generar un mapa de volcan para visualizar el
analisis de expresion diferencial de genes y identificar los genes con mayor grado de expresion.

Cuando se hace un analisis de enriquecimiento funcional, es necesario observar cada uno de los
campos Y la clasificacidon de los genes con sus respectivos valor-p antes de tomar la decision de cual
va a ser la via final de los genes.

Cuando se hace un analisis de enriquecimiento funcional, es necesario observar cada uno de los
campos Y la clasificacion de los genes con sus respectivos valor-p antes de tomar la decision de cual
va a ser la via final de los genes. ShinyGO es una herramienta sencilla para poder observar toda la
estadistica y sus graficos de manera eficiente y con una interfaz amigable.
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