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Vil

\Tengo el alma reventada
y arena en el coraon.
Con esta torre derribada
ahora veo el Sol.

Amaneceres en la playa
y un brindis en tu honor.

Si la felicidad se escapa
bailae con el dolor."

La Torre Picasso
Arde Bogoa






\No te creas lo que dicen los cantantes.
No hagas caso a la mitad de lo que ves.

La verdad es que nada es tan importante.
La verdad es que nada es tan importante.”

El Bien
Viva Suecia
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Resumen

La alta capacidad de generacon de datosomicos en losultimos anos ha forzado la implementacon de siste-
mas de aralisis automatizados que permitan la geston e interpretacon de grandes cantidades de informacon.
Con todo, la generacon de grandes cantidades de datos por cada paciente, la incorporacon de diferentesomicas
y el modelado por ordenador en biomedicina hacen necesaria la presencia en los laboratorios experimentales
de esta disciplina del bioinformatico de cabecera, con la nalidad de poder tratar adecuadamente todo este
conocimiento.

El presente trabajo sirve como re ejo de estas nuevas necesidades computacionales en grupos experimentales.
Concretamente, del grupo de Hematologa y Oncologa Clnico Experimental de la Universidad de Murcia entre
los anos 2020 y 2024. En esta Tesis Doctoral se recogen resultados de investigacon bioinformatica en elarea del
modelado molecular, la obtencon y estudio de variantes germinales, el desarrollo de nuevos programas para el
procesado de datos de secuenciacon por lecturas largas y su aplicacon pectica al estudio de la siopatologa
hepatica.

As, se ha podido comprobar que, si bien se han producido avances de gran importancia en losultimos afnos
en la prediccon estructural de protenas en base a su secuencia, quedan aun pendientes avances para comprender
realmente los mecanismos que determinan el plegamiento de una secuencia dada, como muestran los resultados
de AlphaFold para diferentes conformaciones de serpinas como la antitrombina, que en este estudio fue incapaz
de mostrar ninguna estructura de esta que no fuese la nativa, a pesar de existir, incluso para la secuencia
silvestre, otras posibles estructuras que AlphaFold no es capaz de considerar a da de hoy.

Aunque ya se haba descrito la relacon entre la agenesia de vena cava y un mayor riesgo tromotico,
mediante estudios de exomas se ha podido constatar ®mo la agenesia de vena cava est relacionada con la
aparicon de trombo lias en genes de la hemostasia primaria que causaran un evento tromiotico durante el
desarrollo embrionario. Esta podra ser la raon de la malformacon y justi cara por otro lado los eventos
tromloticos que ocurren en la etapa adulta.

En esta memoria se recoge igualmente el desarrollo de dos protocolos de aralisis para datos de secuenciacon
por nanoporos, permitiendo un procesado esandar de muestras secuenciadas por esta tecnologa, explotando
sus capacidades (de nicon de grandes haplotipos, regiones repetitivas, deteccon de variantes estructurales),
buscando minimizar sus limitaciones, mediante el uso de herramientas de amplio uso en la comunidad cient ca
en torno a estas tecnologas, y facilitando la orquestacon de los diferentes pasos en equipos de caractersticas
muy variables, desde con guraciones modestas a grandes servidores de computacon.

Este trabajo es tamben el primero, hasta donde sabemos, que realiza una descripcon detallada del per-
| epitranscrippmico del hgado en pacientes con obesidad y distinto grado de enfermedad hepmtica, lo que
podra ayudar a comprender nuevos aspectos sobre la evolucon de las condiciones hemticas y sobre las rutas
metatolicas que puedan ser de intees desde el punto de vista diagrostico o terapeutico.

Porultimo, se pudo describir igualmente el proceso de diferenciacon hepatica desde @lulas pluripotentes
inducidas a organoides hemticos. Se obseno en la expreson diferencial la aparicon en los organoides de anota-
ciones relacionadas con la formacon de estructuras anabmicas asociadas aorganos internos, as como funciones
propias del hgado. Al mismo tiempo, se arrop algo de luz sobre el perl y cambios epitranscrippmicos en
ambos estadios, encontrando que las modi caciones m6A del ARN tendran relacon tanto con la estabilidad de
los transcritos, as como parecen tener conexon con el proceso mismo de especializacon celular.
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Summary

The high throughput systems for omics data generation has forced lately the implementation
of automated analysis systems allowing the management and interpretability of huge amounts of
information. Hence, the generation of large amounts of data for each patient, the incorporation of
di erent omics and computer modeling in biomedicine lead to the presence of bioinformaticians in the
experimental laboratories of this discipline, in order to properly process all this knowledge.

The present work is a re ection of these new computational needs in experimental groups. More
speci cally, in the Hematology and Clinical Experimental Oncology group of the University of Murcia
between 2020 and 2024. This Doctoral Thesis includes results of bioinformatic research in the area
of molecular modeling, the calling and study of germline variants, the development of new pipeli-
nes to process sequencing data from long reads and their practical application to the study of liver
pathophysiology.

Thus, this work shows that, although there have been major advances in recent years in the
structural prediction of proteins based on their sequence, progress is still to be dome in order to
actually understand the mechanisms that determine the folding of a given sequence, as shown by the
results of AlphaFold for di erent conformations of serpins such as antithrombin, which in this study
was unable to show any structure di erent from the native one, despite the existence, even for the
wild-type sequence, of other possible structures not considered by simulation systems to date.

While it has already been described the relationship between vena cava agenesis and higher th-
rombotic risk, it was con rmed via exome sequencing assays how vena cava agenesis is related to the
appearance of thrombophilias in primary hemostasis genes. This would cause an early thrombotic
event during the embryo development. This would be the reason behind the malformation, and would
also explain the thrombotic events observed during adulthood.

This Thesis also includes the development of two novel analysis protocols for nanopore sequencing
data, allowing a standard processing of samples sequenced by this technology, exploiting its capabilities
(de nition of large haplotypes and repetitive regions, or detection of structural variants), seeking to
minimize its limitations, by using tools widely accepted by the scientic community around these
technologies, and easing the orchestration of the di erent steps in workstations with highly variable
characteristics, from modest laptops to large computer servers.

This work is also the rst, to our knowledge, making a detailed description of the epitranscriptomic
pro le of the liver in patients with obesity and di erent degrees of liver disease, which could help to
understand new aspects on the evolution of liver conditions and on the metabolic pathways that could
be of interest from the diagnostic or therapeutic point of view.

Finally, it was also possible to describe the process of hepatic di erentiation from induced pluripo-
tent stem cells (iPSC) di erentiated to hepatic organoids. It was observed in the di erential expression
results the appearance on organoids of annotations related to the formation of anatomical structu-
res associated with internal organs, as well as typical liver functions. At the same time, some light
was shed on the epitranscriptomic pro le and its changes in both stages, nding that the m6A RNA
modi cations would be related both to the stability of the transcripts, as well as appear to have a
connection with the process of cell specialization itself.
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Introduccon general

Bioinfornatica

La bioinformatica es una disciplina transversal consistente en la aplicacon de herramientas
y conocimientos de las ciencias de la computacon y las matemnaticas a la geston e interpretacon
de datos biobgicos.

Aunque hoy esta disciplina se ocupa de datos de diferentesomicas, se origina en estudios
proteicos. A partir de la decada de 1950 comenzaron a publicarse diferentes avances describiendo
el ADN y su funcon como transmisor principal de la informacon biobgica [1, 2]. No obstante,
en aquel momento se tena un mayor conocimiento sobre las protenas, as como se dispona
de diferentes nmetodos para su secuenciacbn [3], cosa que no ocurrira para el ADN hasta
la publicacon de la secuenciacon Sanger en 1977 [4]. En este contexto, Margaret Dayho
desarrolb entre 1958 y 1962 COMPROTEIN [5], un programa para el IBM 7090 que permita
ensamblar fragmentos proteicos de experimentos de secuenciacon de protenas mediante el
nmetodo Edman. Este programa, desarrollado en FORTRAN utilizando tarjetas perforadas, fue
el primer ensambladorde novo [6]. Este avance facilib enormemente la elaboracon de las
primeras bases de datos de protenas. La primera de ellas,Adlas of Protein Sequence and
Structure [7], desarrollado por la propia Dayho , fue la primera base de datos biobgicos. Esto
supone la consideracon de Dayho como primera bioinformatica y madre de la disciplina [6].

Estos avances posibilitaron mas adelante el desarrollo de los algoritmos de Needleman-
Wunsch para alineamientos por pares [8] y CLUSTAL para mnultiples [9], las matrices PAM de
sustitucon de aminacidos (en las que tamben participp Dayho [6]), los inicios de la paleo-
geretica [10] o la aparicon de los primeros programas para el manejo de datos de secuenciacbn
de ADN [11], lo que unido a otras innovaciones tecnobgicas facilitara el posterior desarrollo
del Proyecto Genoma Humano entre 1991 y 2001 [12]. A partir de ese hito, la geromica vivb un
apido desarrollo de la mano de las innovaciones tecnobgicas de los sistemas de secuenciacon.
Este primer gran proyecto de secuenciacbn masiva se dob con una inverson de 3000 M USD
y se ba® en la secuenciacon Sanger [4], el esandar de secuenciacon de laepoca, y sistema de
referencia ain en algunasareas para la con rmacon de variantes cortas.

Posteriormente surgieron los llamados sistemas de secuenciacon masivext-generation
sequencing(NGS). Estos netodos permitieron la obtencon de gran cantidad de secuencias de
una muestra con una menor inverson de tiempo y dinero que con el anterior sistema Sanger.
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2 CAPITULO 0. INTRODUCCI ON GENERAL

Tanto es as, que a lo largo de la cecada de los 2000 el coste de secuenciacon de un genoma
completo se redujo a mayor velocidad que la relacon de la Ley de Moore (Figura 1), lo que da
idea de la rapidez con que la secuenciacon masiva se ha desarrollado en losultimos anos, ya
gue el coste de un genoma completo ha pasado de 95 M USD de mediados de 2001, a menos
de 1000 USD desde principios de 2019 [13].

Rojo: coste de secuenciacon real. Azul: equivalencia con la Ley de Moore .

Figura 1. Evolucon del coste de secuenciacon del genoma humano.

Esto ha supuesto la generacon de gran cantidad de informacon geromica en lasultimas
ecadas, as como ha servido de base para numerosos avances en investigacon bionedica y
diagrostico clnico. Por otro lado, esta alta capacidad de generacon de datos ha forzado la
implementacon de sistemas de aralisis automatizados que permitan la geston e interpretacon
de estas grandes cantidades de informacon. Con todo, la generacon de grandes cantidades
de datos por cada paciente, la incorporacon de diferentesomicas y el modelaosilico en
biomedicina hacen necesaria la presencia en los laboratorios experimentales de esta discipli-
na del bioinformatico de cabecera con la nalidad de poder tratar adecuadamente todo este
conocimiento.

Bioinfornatica y biomedicina

La globalizacon del uso deomicas en laboratorios, incluso de tamano medio, ha hecho
pacticamente imprescindible la incorporacon de personal con formacon bioinformatica aestos.
Ha sido el caso del grupo de Hematologa y Oncologa Clnico Experimental de la Universidad



de Murcia, especializado en desordenes del sistema hemosatico y uno de los de mayor produc-
tividad cient ca de esta Universidad [14]. Es en este grupo donde, tras terminar el Master en
Bioinformatica de la propia Universidad de Murcia, me incorpoe para realizar mi tesis doc-
toral. El presente documento es, por tanto, el resumen de 4 anos de trabajo dentro de este
grupo, mostrando tanto los proyectos directamente relacionados con mi tesis doctoral como las
implicaciones paraeste que ha tenido la incorporacon de un bioinformatico en las distintas
Ineas de trabajo que lo componen.

Sistema hemosatico: antitrombina

La hemostasia garantiza el movimiento normal de la sangre por el sistema circulatorio, al
mismo tiempo que contiene todos los elementos necesarios para generar una respuesta procoa-
gulante ante una rotura de vasos. La activacon del sistema hemosatico culmina en la formacon
de trombina o factor Il (FIl), ultima de las sern proteasas procoagulantes de la cascada de
la coagulacon (Figura 2). Esta forma la malla de brina, activa a las plaquetas y provoca un
estado proin amatorio que evita una hemorragia sostenida en el tiempo [15]. No obstante, la
potencia procoagulante de la hemostasia debe estar namente regulada para que solamente
acue cuando y donde sea necesaria. El control de los elementos procogaulantes lo ejercen di-
ferentes anticoagulantes. Es por ello que se considera al sistema hemosatico como un delicado
equilibrio entre elementos procoagulantes y anticoagulantes en el que dominan estos ultimos,
manteniendo la sangre uida. Esto provoca que cualquier distorson que afecte a alguno de estos
elementos pueda tener consecuencias, bien tromtoticas, bien de sangrados.

Dentro del sistema hemoshtico tamben se engloba a la brirolisis, otro delicado equilibrio
de elementos capaz de responder a la formacon del cagulo de brina para eliminarlo una vez
la hemostasia ha realizado su funcon y se haya controlado el riesgo hemoragico. En este
interviene la formacon de plasmina y su inhibidor (antiplasmina), junto a otros activadores e
inhibidores. (Figura 2).

Tanto en la cascada de coagulacon como en la de la brirolisis, los inhibidores de pro-
teasas son clave, ya que controlanestas en el ujo sanguneo normal. Aunque existen diferentes
tipos de inhibidores en la hemostasia, como el inhibidor del factor tisulatissue factor pathway
inhibitor (TFPI), o el inhibidor de la brirolisis activada por trombina o thrombin activatable -
brinolysis inhibitor (TAFI), muchos de los elementos inhibidores de la hemostasia forman parte
de la superfamilia proteica de las serpinas, una superfamilia de protenas con elevada homologa
estructural y funcional que desempenan funciones clave en gran variedad de sistemas y orga-
nismos. Estas protenas presentan un mecanismo inhibitorio suicida altamente e ciente (Figura
3) [16, 17]. De entre las serpinas hemoshticas destacan l2-antiplasmina y los inhibidores
del activador del plasmirogeno 1 (PAI-1) y 2 (PAI-2) en el sistema brinoltico. En coagula-
con, destacan el cofactor Il de heparina, ZPI, inhibidor de la protena C, y especialmente la
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Contorno discontinuo: serpinas.

Figura 2. Esquema de la cascada de la coagulacon.



antitrombina, el principal anticoagulante encgeno.

La antitrombina es
una glucoprotena de
sntesis hemtica y que
se secreta al plasma,
donde se encuentra a
una concentracon de
150 3-. Se compone de
9 telices (hA-hl), tres
bminas (A, B, C) vy
un centro, loop reacti-
VO 0 reactive center loop
(RCL) que es cortado
por su proteasa diana
e internalizado dentro Azul & verde: -l-antitripsina. Verde: loop reactivo. Rojo: tripsina.
de la protena, pasando
as de una conformacon Figura 3. Serpina-proteasa con RCL cortado (PDB: 1EZX).
nativa o estresada (con
el RCL expuesto, Figu-
ra 4a) a una latente o relajada (con el RCL internalizado). Es el principal anticoagulante
endgeno, ya que inhibe diferentes componentes de la cascada de coagulacon (Figura 2), des-
tacando el factor X activado (FXa) y el Flla como sus principales dianas [18]. Aunque la
antitrombina presenta las principales caractersticas estructurales de las serpinas (Figura 4c),
se diferencia de la mayora de estas al presentar su centro activo parcialmente insertado en el
cuerpo de la mokcula, lo que reduce considerablemente su capacidad inhibitoria. Por ello, para
aumentar su actividad anticoagulante en hasta 1000 veces necesita un cofactor: la heparina (u
otros glucosaminoglucanos similares). Al unirse a la antitrombina, se provoca la expulson del
centro reactivo y la activacon de la protena (como en la Figura 3) [19].

La importancia de la antitrombina en la hemostasia se re eja en el elevado riesgo tromkoti-
co (hasta 40 veces mayor) que supone la de ciencia de antitrombina (DAT), ya sea adquirida
0 congenita. En esteultimo caso se trata de una enfermedad rara con una prevalencia de 1:500
- 1:2000 en la poblacon general [20, 21]. Se considera un desorden automico, Monogenico y
dominante, ya que la causa de las alteraciones a nivel molecular se origin&ERPINC1. Este
gen se ubica en la hebra complementaria del cromosoma 1, presenta 3 transcritos (solo uno co-
di cante, el caronico) y se compone de 7 exones, sumando 13527 nucleotidos del genoma, 1552
de ellos codi cantes (Figura 5). Esto resulta en una protena de 464 amirpacidos, 52602 Da de
tamano y un eptido senal de 32 aminacidos que se elimina en el retculo endoplasmatico, don-
de sufre dos modi caciones postraduccionales, N-glicosilacon de cuatro residuos y formacon
de tres puentes disulfuro intracatenarios antes de ser secretada al plasma.
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