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Obiettivo dell'esercitazione

● Familiarizzare con i formati di file essenziali per immagazzinare i dati 
di DNA-seq

● Effettuare i passaggi essenziali dell’analisi di dati DNA-seq ottenuti 
tramite Next-Generation Sequencing per rilevare varianti genomiche 
(“Variant calling”)



Casi da analizzare

● Analisi di un esoma umano affetto da linfoma follicolare pediatrico per 
individuare varianti germline o somatiche che potrebbero essere 
associate alla malattia 

● Analisi dell’esoma ottenuto da DNA antico di un nobile veneto del 
1300 morto in circostanze misteriose. 



Casi da analizzare

● Analisi di un esoma umano affetto da linfoma follicolare pediatrico per 
individuare varianti germline o somatiche che potrebbero essere  
associate alla malattia 

● Analisi dell’esoma ottenuto da DNA antico di un nobile veneto del 
1300 morto in circostanze misteriose. 



Preparazione dell’esercitazione

● Scaricare il file “esercitazione6.zip” da 
http://compgen.bio.unipd.it/~stefania/Didattica/AA2021-2022/MMOL_BIOINFO_BE/esercitazione6.zip

● Decomprimere il file “esercitazione6.zip”:

?

● Spostarsi nella cartella esercitazione6:

?

http://compgen.bio.unipd.it/~stefania/Didattica/AA2021-2022/MMOL_BIOINFO_BE/esercitazione5.zip


Preparazione dell’esercitazione

● Scaricare il file “esercitazione6.zip” da 
http://compgen.bio.unipd.it/~stefania/Didattica/AA2021-2022/MMOL_BIOINFO_BE/esercitazione6.zip

● Decomprimere il file “esercitazione6.zip” usando il comando unzip:

unzip esercitazione6.zip

● Spostarsi nella cartella esercitazione6:

cd esercitazione6

http://compgen.bio.unipd.it/~stefania/Didattica/AA2021-2022/MMOL_BIOINFO_BE/esercitazione5.zip
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FASTQ format
Per vedere un fastq:

less 1.fastq

less 2.fastq



Phred Quality Score

Phred Quality Score Probability Of Incorrect Base Call Base Call Accuracy

10 1 in 10 90%

20 1 in 100 99%

30 1 in 1000 99.9%

Q = -10log10P P = 10-Q/10



Preparazione del genoma di riferimento

Scaricare i file fasta dei cromosomi umani 1, 15 e 17 dal link di Ensembl 
http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/

Unire i cromosomi in unico file FASTA:

?

Controllare che i cromosomi siano nell’ordine giusto:

?

http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/


Preparazione del genoma di riferimento

Scaricare i file fasta dei cromosomi umani 1, 15 e 17 dal link di Ensembl 
http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/

Unire i cromosomi in unico file FASTA:

zcat Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.1.fa.gz 

Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.15.fa.gz 

Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.17.fa.gz > ref.fa

Controllare che i cromosomi siano nell’ordine giusto:

?

http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/


Preparazione del genoma di riferimento

Scaricare i file fasta dei cromosomi umani 1, 15 e 17 dal link di Ensembl 
http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/

Unire i cromosomi in unico file FASTA:

zcat Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.1.fa.gz 

Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.15.fa.gz 

Homo_sapiens.GRCh37.dna.chromosome.17.fa.gz > ref.fa

Controllare che i cromosomi siano nell’ordine giusto:

grep “>” ref.fa

http://ftp.ensembl.org/pub/grch37/release-104/fasta/homo_sapiens/dna/


Preparazione del genoma di riferimento

Creare gli indici della sequenza di riferimento con 3 comandi:

bwa index ref.fa

/opt/samtools/bin/samtools faidx ref.fa

/opt/gatk/gatk CreateSequenceDictionary -R ref.fa -O ref.dict 



Allineamento delle reads al genoma di riferimento

Possiamo visualizzare l’elenco dei file prodotti con il comando:

ls -l

bwa ha vari sottocomandi che possono essere elencati lanciando semplicemente il comando:

bwa



Allineamento delle reads al genoma di riferimento
In questo caso useremo reads paired end prodotti con la tecnologia Illumina, quindi le reads si 
troveranno in due file diversi.
Per mappare le reads usiamo il seguente comando di bwa usando l’algoritmo “mem”:

bwa mem -R "@RG\tID:sample\tLB:exome\tSM:sample\tPL:ILLUMINA" ref.fa 

1.fastq 2.fastq > mapping.sam

Per vedere cosa contiene il file mapping.sam:

less mapping.sam



SAM Format

● TAB-delimited text
● header section 

(optional): lines start 
with ‘@’

● alignment section 
with 11 mandatory 
fields

https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
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Allineamento delle reads al genoma di riferimento
I file sam di solito vengono compressi in un formato binario (non di testo e quindi 
comprensibile solo al computer) che si chiama bam e che sta per binary sam. Per portare a 
termine questa conversione si usa il programma samtools che è un pacchetto software per la 
manipolazione e l’estrazione di informazione dai file sam/bam.

/opt/samtools/bin/samtools view -b mapping.sam > mapping.bam

…
-b       output BAM

...
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Allineamento delle reads al genoma di riferimento

Per ordinare le reads del file BAM in base alla loro posizione nel genoma usiamo il comando 
sort di samtools:

/opt/samtools/bin/samtools sort mapping.bam > sorted.bam

Ora creiamo l’indice per il nostro file BAM ordinato: 

/opt/samtools/bin/samtools index sorted.bam



Visualizzare reads allineate al genoma di riferimento

Per visualizzare le reads allineate al genoma usiamo il comando tview di samtools:

/opt/samtools/bin/samtools tview -p 1:2488138 sorted.bam ref.fa



Visualizzare reads allineate al genoma di riferimento
Un programma molto utilizzato per visualizzare gli allineamenti in vari formati, tra cui i 
sam/bam è IGV (Integrative genomics viewer) che può essere scaricato dal seguente indirizzo: 
http://www.broadinstitute.org/igv/ (/opt/IGV/igv.sh) (caricare sorted.bam) 

http://www.broadinstitute.org/igv/
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Rimozione dei duplicati di PCR

I duplicati possono falsificare un alto coverage portando a false “chiamate”.



Rimozione dei duplicati di PCR

Per rimuovere i duplicati di PCR utilizziamo una funzione del programma GATK4:

/opt/gatk/gatk MarkDuplicates -I sorted.bam -O nodup.bam -M 

metrics.txt -REMOVE_DUPLICATES true -CREATE_INDEX true
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Reallinemento locale attorno alle indels
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Ricalibrazione della qualità delle basi
I punteggi della qualità delle basi è fondamentale per la chiamata delle varianti ma ci sono 
bias sistematici che la influenzano



Ricalibrazione della qualità delle basi

Per costruire il modello su cui ricalibrare la qualità usiamo la funzione BaseRecalibrator di 
GATK4:

/opt/gatk/gatk BaseRecalibrator -I nodup.bam -R ref.fa --known-sites 

dbSNP.vcf.gz -O model.grp

Per ricalibrare la qualità usiamo la funzione ApplyBQSR di GATK4:

/opt/gatk/gatk ApplyBQSR -R ref.fa -I nodup.bam -bqsr model.grp -O 

recalibrated.bam
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Cosa significa “Variant calling”?
Identificare le differenze genetiche paragonando le reads sequenziate ad un genoma di riferimento



Variant calling

La chiamata delle varianti può essere fatta utilizzando il programma HaplotypeCaller di 
GATK4:

/opt/gatk/gatk HaplotypeCaller -R ref.fa -I recalibrated.bam -O 
germline.vcf 

Per la chiamata di varianti somatiche può essere utilizzato il programma Mutect2 di GATK4:

/opt/gatk/gatk Mutect2 -R ref.fa -I recalibrated.bam -O somatic.vcf



VCF format file



VCF format file

● Lines starting with ##: arbitrary number of meta-information lines
● Line starting with #: column definition (8 mandatory):

○ CHROM = chromosome
○ POS = start position of the variant
○ ID = unique identifier of the variant (e.g. Number for SNPs)
○ REF = reference allele
○ ALT = comma separated list of alternate alleles
○ QUAL = phred-scaled quality score
○ FILTER = site filtering information
○ INFO = user extensible annotation (e.g. snpEff, Annovar)
○ • FORMAT = an (optional) extensible list of fields for describing the SAMPLE column
○ • SAMPLE COLUMN = free



Variant technical filtering

Filtrare le varianti germline con basso coverage, bassa qualità di mappaggio, bassa qualità 
della chiamata della variante:

/opt/gatk/gatk VariantFiltration -V germline.vcf -filter "QUAL < 

30.0" --filter-name "QUAL30" -filter "MQ < 40.0" --filter-name 

"MQ40" -filter "DP < 30" --filter-name "DP30" -O 

germline_filtered.vcf

/opt/gatk/gatk SelectVariants -R ref.fa -V germline_filtered.vcf 

--exclude-filtered -O germline_selected.vcf 



Variant technical filtering

C’è una funzione (FilterMutectCalls)  in GATK4 che serve per eliminare i falsi positivi 
considerando vari parametri tecnici: 

/opt/gatk/gatk FilterMutectCalls -R ref.fa -V somatic.vcf -O 

somatic_filtered.vcf

/opt/gatk/gatk SelectVariants -R ref.fa -V somatic_filtered.vcf 

--exclude-filtered -O somatic_selected.vcf
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VCF annotation

L’annotazione delle varianti per dbSNP può essere fatta con la funzione VariantAnnotator di 
GATK4:

/opt/gatk/gatk VariantAnnotator -R ref.fa -V germline_selected.vcf -O 
germ_annotated.vcf --dbsnp dbSNP.vcf.gz

/opt/gatk/gatk VariantAnnotator -R ref.fa -V somatic_selected.vcf -O 
som_annotated.vcf --dbsnp dbSNP.vcf.gz
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VCF annotation

Guardare allineamento di queste due varianti:

/opt/samtools/bin/samtools tview -p 1:2488138 recalibrated.bam ref.fa

/opt/samtools/bin/samtools tview -p 15:66727453 recalibrated.bam ref.fa

Nel VCF file contenente le varianti somatiche cercare queste due varianti tramite la loro 
posizione genomica e recuperare il dbSNP ID nella colonna “ID”:

- 1:2488138 G>A (rs*********?; Het/Hom? Variant Allele Frequency?)
- 15:66727453 A>G (rs*********?; Het/Hom?; Variant Allele Frequency?)



VCF annotation

Nel VCF file contenente le varianti somatiche cercare queste due varianti tramite la loro 
posizione genomica e recuperare il dbSNP ID nella colonna “ID”:

- 1:2488138 G>A (rs768520625, Het, 0.107)
- 15:66727453 A>G (rs397516790, Het, 0.112)

In quale gene si trovano? Hanno impatto sulla funzione della proteina? Qual è 
la loro frequenza allelica nella popolazione?.....



Vedere annotazioni in dbSNP
dbSNP è un database di varianti e cerchiamo le due varianti precedenti tramite il loro ID: 

- Andare al sito di dbSNP: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
- Cercare l’ID “rs768520625” e successivamente “rs397516790”

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/


Vedere annotazioni in dbSNP e COSMIC
COSMIC è un database per varianti trovate in studi oncologici

- Andare al sito di COSMIC: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=24778681
- Cercare l’ID “COSM5369532”

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=24778681


Esempi di varianti annotate



Example of variant filtering

Sanger sequencing



Esempi di analisi successive



Obiettivo dell'esercitazione

● Analisi di un esoma umano affetto da linfoma follicolare pediatrico per 
individuare varianti germline o somatiche che potrebbero essere 
causative della malattia 

● Analisi dell’esoma ottenuto da DNA antico di un nobile veneto del 
1300 morto in circostanze misteriose.



Descrizione del caso
● Nobile condottiero morto intorno al 1300 e sepolto in una tomba di marmo 

che ha favorito la mummificazione e la conservazione del corpo.

● Nel 2004 le spoglie sono state studiate e i documenti storici riconsiderati  
scoprendo diverse cose



Dati storici

● All’età di 23 anni aveva iniziato ad accusare stanchezza, febbre, crampi 
muscolari, difficoltà respiratorie e cardiache che, dopo sfozi intensi, 
l’hanno portato ad abbandonare più volte il campo di battaglia nonostante 
fosse un guerriero esperto 

● All’età di 34 anni si è ammalato per lungo tempo, tanto che l’avevano 
considerato morto

● Morto nel 1300 all’età di 38 anni dopo 3 giorni di febbre e generico 
“flusso” (emorragia? nausea? malattia intestinale?)

● Alcuni documenti contemporanei attribuiscon la morte ad avvelenamento, 
altri alla “congestione” dopo una battuta di caccia



Dati sulle spoglie (2004)

● Non presentava ferite 

● Esami tossicologici hanno trovato tracce di 
Digitalis purpurea. 

● La digossina è un potente veleno, un 
glicoside cardiaco che aumenta la forza di 
contrazione del cuore

● Usata per fini terapeutici per le aritmie e 
l’insufficienza cardiaca



Obiettivi dello studio

● Analisi dei dati di sequenziamento dell’esoma a partire 
da DNA antico 

→ Scoprire la più probabile causa della morte



Obiettivi dello studio
● Verificare nell’esoma se ci sono varianti genetiche ricollegabili ad una malattia di 

cui poteva essere affetto il nobile seguendo la guida Esercitazione6_guida.pdf
○ Quante varianti germline si trovano?
○ Troviamo nel VCF le varianti in posizione 17:78078656 e 17:78084553?
○ Se sì, qual è l’allele alternativo? La loro frequenza allelica? Sono eterozigoti o 

omozigoti? Sono in cis o in trans?
○ Hanno un dbSNP ID? Se sì, quali sono?
○ Quale gene colpiscono? Qual è la funzione della proteina prodotta da questo 

gene? La conseguenza funzionale (missenso/sinonime)?
○ Qual è la loro frequenza nella popolazione? Sono rare o polimorfismi?
○ Hanno una significatività clinica annotata in ClinVar? (Benigne, Patogeniche o 

sconosciute) In quale malattia?
○ In ClinVar per la variante 17:78078656 c’è un link per OMIM?
○ C’è una relazione gene/fenotipo? Quale? Sindrome recessiva o dominante?
○ Considerazioni finali? Diagnosi?



Soluzione
● Verificare nell’esoma se ci sono varianti genetiche ricollegabili ad una malattia di cui poteva 

essere affetto il nobile seguendo la guida Esercitazione6_guida.pdf
○ Quante varianti germline si trovano? 35
○ Troviamo nel VCF le varianti in posizione 17:78078656 e 17:78084553? Sì
○ Se sì, qual è l’allele alternativo? La loro frequenza allelica? Sono eterozigoti o 

omozigoti? Sono in cis o in trans? A, 51.4% & 46.2%, trans
○ Hanno un dbSNP ID? Se sì, quali sono? rs1800299 ; rs398123169
○ Quale gene colpiscono? Qual è la funzione della proteina prodotta da questo gene? La 

conseguenza funzionale (missenso/sinonime)? GAA, demolizione glicogeno, 
missenso

○ Qual è la loro frequenza nella popolazione? Sono rare o polimorfismi? 3% e rara
○ Hanno una significatività clinica annotata in ClinVar? (Benigne, Patogeniche?) In quale 

malattia? Patogenica e benigna, Glycogen storage disease, type II
○ In ClinVar per la variante 17:78078656 c’è un link per OMIM? Sì, 606800.0001
○ C’è una relazione gene/fenotipo? Quale? Sindrome recessiva o dominante? Glycogen 

storage disease II (GSD2), autosomica recessiva
○ Considerazioni finali? Diagnosi? Eterozigote composto per GAA, GSD2 tardivo


