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Desarrollo y aplicaciones bioinformaticas para el
procesamiento y analisis de informacion gendmica
humana

Resumen

La medicina del futuro (el futuro ya es hoy) requiere de la capacidad de procesar
rapidamente, integrar y analizar cuidadosamente la enorme cantidad de datos que se
generan en el plano de la salud. El cuerpo humano comienza a verse entonces como una
fuente de datos, comenzando por el genoma humano. En particular, la gendmica esta
cambiando el paradigma de la medicina en sus tres aspectos fundamentales: la prevencion,
el diagnéstico y el tratamiento, potenciando la revolucién de la medicina de precision. Una
de las cuestiones clave para que la medicina de precision incremente su adopcién en la
practica clinica es contar con una herramienta sélida de manipulacién y analisis de los datos
genomicos que sirva de apoyo a la toma de decisiones mediante el analisis de los datos y
presente los resultados en un formato facilmente interpretable para los profesionales de la
salud.

En este contexto, la presente tesis se planted como objetivo general el desarrollo y disefo
de un marco de referencia tanto tecnoldégico como conceptual para la gestion,
procesamiento y analisis de informacion gendmica humana derivada de experimentos de
secuenciacion (ngs y arrays), para su aplicacion a los tres pilares de la practica clinica,
diagnéstico, tratamiento y prevencion. Ademas se planted realizar una prueba de concepto
de su aplicacion en casos reales de cada uno de ellos.

Los resultados muestran que fuimos capaces de desarrollar, por un lado, un protocolo
bioinformatico que permite de manera eficiente y precisa llevarnos desde los datos crudos
obtenidos de un experimento de NGS (lecturas) hasta un archivo, que posee un gran
contenido de informacién bioldgica y clinica. Esta informacion es la que luego es utilizada
por los profesionales para incorporar en la clinica. Para ello, y por otro lado, hemos
desarrollado una plataforma de software que permite por parte de los profesionales el
analisis profundo y detallado de la informacién gendmica en cualquiera de los tres contextos
de interés mencionados (diagnostico, tratamiento, prevencién). Finalmente, los resultados
de las pruebas de concepto demuestran que los desarrollos mencionados permiten a partir
de datos gendmicos, por ejemplo un exoma, llegar a un diagnéstico molecular preciso en el
caso de un paciente que posee una sospecha clinica de una enfermedad mendeliana, u
obtener un detallado perfil del riesgo relativo de una persona de desarrollar diversas
enfermedades complejas. Mas aun, el trabajo realizado con los presentes desarrollos en
colaboracién con diversos profesionales de la salud, muestra la importancia de contar con
este tipo de herramientas que facilitan el acceso, son intuitivas y se encuentran disponibles
en el ambito local.



Development and bioinformatics applications for
the processing and analysis of human genomic
information

Abstract

The medicine of the future requires the ability to quickly process, integrate and carefully
analyze the enormous amount of data generated in the field of health. We are beginning to
see the body as a source of data, starting with the human genome. In particular, genomics is
changing the paradigm of medicine in its three fundamental aspects: prevention, diagnosis
and treatment, empowering the precision medicine revolution. A key issue for precision
medicine to increase its adoption in clinical practice is to have a robust tool for manipulation
and analysis of genomic data that supports decision making through data analysis and
presents the results in a format easily interpretable by healthcare professionals.

In this context, the general objective of this thesis was to develop and design a technological
and conceptual framework for the management, processing and analysis of human genomic
information derived from sequencing experiments (ngs and arrays), for its application to the
three pillars of clinical practice, diagnosis, treatment and prevention. In addition, a proof of
concept of their application in real cases of each of them was proposed.

The results show that we were able to develop a bioinformatics protocol that allows us to
efficiently and accurately take the raw data obtained from an NGS experiment (reads) to a
file, which has a high content of biological and clinical information. It is this information that is
then used by professionals to incorporate into the clinic. For this purpose, we have
developed a software platform that allows professionals to analyze in depth and in detail the
genomic information in any of the three contexts of interest mentioned above (diagnosis,
treatment, prevention). Finally, the results of the proof-of-concept tests demonstrate that the
aforementioned developments make it possible to use genomic data, for example an exome,
to arrive at a precise molecular diagnosis in the case of a patient with a clinical suspicion of
a Mendelian disease, or to obtain a detailed profile of an individual's relative risk of
developing various complex diseases. Moreover, the work carried out with the present
developments in collaboration with various health professionals shows the importance of
having such tools that are easy to access, intuitive and locally available.
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Introduccion

De la genética a la gendmica, el legado del Proyecto Genoma
humano

La doble hélice del ADN

La palabra polimero proviene del griego poly: muchos y mero: parte o segmento, y se usa
para denominar a grandes moléculas formadas por unidades estructurales mas pequefias
repetidas, llamadas mondmeros.

En biologia hay dos polimeros muy importantes: los acidos nucleicos, cuyos monémeros
son los nucledtidos, y las proteinas cuyos mondmeros son los aminoacidos que las
componen.

Los nucledtidos son los mondmeros que conforman la cadena de ADN y el ARN de los
seres vivos. Los nucledtidos a su vez, estan formados por tres partes: un azucar, una base
nitrogenada (que puede ser adenina — A, timina — T, citosina — C, guanina — G o uracilo
— U) y un grupo fosfato que actua como enganche con el siguiente nucledtido. Los
nucledtidos se unen asi, formando polimeros que codifican informacion biolédgica, los acidos
nucleicos.

Toda célula viva en el planeta almacena su informacion hereditaria en moléculas de ADN
(Acido Desoxirribonucleico) doblemente enlazadas. Como mostraron en esa hermosa
“estructura” Watson y Crick [1] hace mas de 60 anos, cada molécula de ADN esta formada
por una cadena de polimeros compuestas de siempre los mismos 4 nucleétidos (A, T,C,G)

De acuerdo a una estricta regla definida por la complementariedad de sus estructuras las
bases se asocian de tal manera que A siempre se aparea con T, y C siempre se aparea con
G dando lugar de este modo a las dos hebras complementarias que componen una
molécula de ADN. Las dos hebras de ADN entrelazadas una sobre la otra forman la doble
hélice. [2]

Si bien la complementariedad de las bases es esencial para el proceso de replicaciéon
(copia) del ADN, y por lo tanto el paso clave de la transmisién de la informacion genética -y
de la herencia-, desde una perspectiva “computacional’ la clave del ADN esta en su
contenido de informacién, que es una propiedad emergente - y esta almacenada y
codificada - en la secuencia lineal de bases a lo largo de una hebra. En otras palabras, el
orden de las “diferentes” bases a lo largo de una hebra de una molécula de ADN es lo que
Se conoce como su secuencia, por ejemplo:

5 - ACTGTTAGCTAGCTAGCTAGCATCGATCAGCATCAGCTCAGCTGGCAATTTAG - 3’

(Nota: por convencién la secuencia del ADN se leen/escriben siempre de 5’ a 3).



El ADN en una célula no suele ser (salvo organismos unicelulares) una sola molécula larga,
sino que se divide en varios segmentos de longitudes desiguales, denominados
cromosomas. Los cromosomas pueden ser observados al microscopio Optico cuando la
célula se encuentra en proceso de division, y el ADN se compacta y super enrolla dando
lugar a los clasicos cromosomas. Cada especie tiene un numero determinado de
cromosomas. Por ejemplo, los humanos tienen 46 cromosomas (23 pares), las plantas de
arroz tienen 24 cromosomas y los perros 78.

El ARN, o acido ribonucleico, es un acido nucleico similar en estructura al ADN pero con
algunas diferencias sutiles. A diferencia del ADN, el ARN es de cadena simple. Hay
diferentes tipos de ARN en la célula: ARN mensajero (ARNm), ARN ribosomal (ARNr) y
ARN de transferencia (ARNt). Mas recientemente, se han encontrado algunos ARN de
tamano pequefio que estan involucrados en la regulacién de la expresion génica.

La célula utiliza el ARN para diferentes tareas; por ejemplo el ARNm, es la molécula de
acido nucleico cuya traduccion transfiere informacién del genoma a las proteinas. Otra
forma de ARN es el ARNt o ARN de transferencia, y moléculas de ARN no-codificantes de
proteinas que fisicamente llevan los aminoacidos al sitio dénde se lleva a cabo la traduccion
y permiten que sean ensamblados en cadenas de aminoacidos para formar las proteinas en
dicho proceso.

¢, Qué son los genes? ;Qué es el genoma?

Un gen, en una de sus definiciones mas comunmente utilizadas, es la secuencia de ADN
que proporciona a la célula las instrucciones necesarias para producir una proteina
especifica, que luego llevara a cabo una funcion particular en el organismo. En otras
palabras, un gen es la secuencia de ADN que “codifica” para una proteina. Las proteinas
son polimeros lineales de aminoacidos. En el cuerpo humano podemos distinguir unos 20
tipos de aminoacidos que forman las proteinas y son denominados proteinogénicos. El
codigo genético humano (Figura 1) es la tabla de equivalencia entre las secuencias de
ARN y de proteinas. Las secuencias de ADN codificantes son leidas de a ftripletes
(codones) donde cada uno de los codones “codifican” para un aminoacido dado. El cddigo
genético humano se dice degenerado dado que existen 64 codones posibles para 20
aminoacidos (mas de un codon es capaz de codificar el mismo aminoacido). Ademas,
existen 3 codones denominados STP que indican que se ha terminado de “traducir’ la
proteina. Las proteinas son las principales responsables de realizar las funciones bioldgicas
de un organismo. Las proteinas forman las estructuras del cuerpo como los 6rganos vy
tejidos, asi como las reacciones quimicas que controlan y llevan senales entre las células.
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Figura 1: Cddigo genético del ARN.[86]

El genoma es la secuencia del conjunto completo de ADN de un organismo dado. Todos los
organismos vivos tienen su propio genoma. Cada genoma contiene la informacion necesaria
para construir y mantener ese organismo a lo largo de su vida. El mismo contiene no sélo
los genes, sino también otras secuencias (no codificantes para proteinas). Algunas de ellas
codifican para los diferentes tipos de ARN con variadas funciones biolégicas, otras regiones
contienen la informacion para la expresién de los genes y otras cumplen funciones
asociadas a la integridad estructural de la molécula de ADN, a los procesos de replicacion,
etc. Lo importante, es que todas estas funciones dependen de la informacién que esta
contenida en la secuencia y, es con esta informacién con la trabajaremos en esta tesis.

Todos los individuos de una misma especie poseen un genoma que los define como
especie, y en ese contexto hay un genoma de referencia y todos los humanos tienen el
mismo genoma de referencia, y por ende los mismos genes dispuestos espacialmente en
una misma posicién, ademas de tener mas del 99,9% de su secuencia de ADN idéntica a la
de cualquier otro ser humano. Aun asi, somos diferentes. Estas diferencias son suficientes
para cambiar la forma y funcién de una proteina, cuanta proteina se produce, cuando se
produce o donde se produce, etc. Estos cambios, entre otros, influyen en todo lo que
somos, y en particular, siendo el foco principal de estas tesis, en diferentes aspectos de
nuestra salud.

¢, Qué es la gendmica? s En qué se diferencia de la genética?

La genética es un término que se refiere tradicionalmente al estudio de los genes y sus
funciones en la herencia, en otras palabras, la forma en que ciertos rasgos o condiciones se
transmiten de una generacién a otra. Una visibn mas amplia de la genética implica todos los
estudios cientificos de los genes y sus efectos. Histéricamente, los genes, principalmente
aquellos asociados a enfermedades genéticas (como la fibrosis quistica, la enfermedad de



Huntington, etc.), se estudiaban de a uno. Se buscaba su ubicacion (su locus) en el genoma
y luego se determinaba su secuencia.

Con el avance de las tecnologias de secuenciacién se hizo posible determinar la secuencia,
no de solo un gen, sino de todo el genoma de un organismo en un solo experimento.
Entonces determinar y luego estudiar “todo un genoma” dio lugar a una nueva disciplina
llamada gendémica.

La gendmica es un término mas reciente y amplio que describe el estudio de todos los
genes de un organismo (el genoma), incluyendo las interacciones entre ellos y con el
entorno del mismo. La gendmica, de alguna manera, incluye la genética pero también
avanza, en el caso de la salud humana, mas alla de las enfermedades tradicionalmente
llamadas genéticas (técnicamente llamadas Mendelianas, y usualmente asociadas a un solo
gen), sobre aquellas enfermedades complejas como las cardiacas, el asma, la diabetes y el
cancer, cuya causa surge de la compleja combinacion de factores genéticos y ambientales.

La genomica estd, en este contexto y como veremos a continuacion, revolucionando la
practica médica, ofreciendo nuevas posibilidades para la prevencion, el diagndstico y
tratamiento tanto de las enfermedades mendelianas, como las complejas.

¢, Qué es la secuencia del ADN?

El término secuencia de ADN se utiliza para referirse al orden exacto de las bases (o pares
de bases) a lo largo de una cadena de ADN. Nétese, que debido a que las bases existen
como pares, Yy la identidad de una de las bases en el par determina al otro miembro del par
(por complementariedad), no es necesario que los investigadores reporten ambas bases del
par, y se suele simplemente escribir la secuencia de una sola cadena (siempre del extremo
5" al 3’). Por ejemplo, la siguiente, representa una secuencia de ADN

5 - ACTGTTAGCTAGCTAGCTAGCATCGATCAGCATCAGCTCAGCTGGCAATTTAG - 3

La secuencia de ADN, como cualquier secuencia de caracteres, es una entidad capaz de
almacenar informacion. De este modo del genoma de un organismo, podemos decir que es
la secuencia de ADN que contiene toda la informacidon necesaria para crear a ese
organismo y darle un conjunto de instrucciones para que interactie y responda a su
entorno. En otras palabras, para que viva. Es por ello que conocer la secuencia del genoma
de un organismo es tan importante, y por ello desde la década del 80, hemos estado
determinando cada vez con mayor detalle la secuencia de nuestro(s) genomas(s).

El proyecto Genoma humano y su legado.

El Proyecto Genoma Humano (HGP, por su sigla en inglés, Human Genome Project) [3] fue
el esfuerzo de un equipo internacional de investigacion para determinar la secuencia de
ADN de todo el genoma humano. Los cientificos que lo llevaron adelante, buscaban
secuenciar y mapear todos los genes de los miembros de nuestra especie, el Homo
sapiens. El Consorcio Internacional de Secuenciacion del Genoma Humano (International
Human Genome Sequencing Consortium) [4] publicd el primer borrador del genoma
humano en la revista Nature en febrero de 2001 con la secuencia de los tres mil millones de
pares de bases del genoma humano completo en un 90%. Desde alli en adelante, se ha



continuado determinando cada vez un mayor porcentaje del mismo, con mayor precision y
detalle, y mas recientemente, prestando atencién a la varianza entre los individuos (o sea la
varianza poblacional).

El HGP ha revelado que probablemente haya aproximadamente unos 20.500 genes
humanos. Este producto final del HGP ha dado al mundo un recurso de informacion
detallada sobre la estructura, organizacién y funciéon del conjunto completo de genes
humanos. Esta informacién puede considerarse, como ya mencionamos, como el conjunto
basico de "instrucciones" heredadas para el desarrollo y la funcién de un ser humano.

Tras la publicaciéon de la primera version del genoma en febrero de 2001, Francis Collins, el
entonces director del Instituto Nacional de Investigacion sobre el Genoma Humano [5],
sefalé que el genoma podria considerarse en términos de un libro con multiples usos: "Es
un libro de historia - una narracion del viaje de nuestra especie a través del tiempo. Es un
manual, con un plano increiblemente detallado para construir cada célula humana. Y es un
libro de texto transformador de la medicina, con conocimientos que le daran a los
proveedores de atencibn médica inmensos poderes para tratar, prevenir y curar
enfermedades”.

Los protocolos, herramientas y técnicas desarrolladas para la realizacién del HGP sentaron
las bases de la gendmica y se expandieron rapidamente a otros organismos, como por
ejemplo los ratones, las moscas de la fruta y los gusanos planos. Estos esfuerzos se
apoyan mutuamente, porque la mayoria de los organismos tienen muchos genes similares,
u "homologos", con funciones similares. Por lo tanto, la identificacién de la secuencia o
funcion de un determinado gen en un organismo modelo, por ejemplo, tiene el potencial de
explicar un gen homoélogo en seres humanos, o en uno de los otros organismos.

Desde una perspectiva técnica, el genoma humano, representa un mapa que nos permite
ordenar el funcionamiento de nuestro organismo desde una perspectiva molecular. Tal es
asi, que luego de determinar su secuencia, el esfuerzo de la comunidad biolégica pasé a
ser determinar y comprender el funcionamiento de los diferentes segmentos o componentes
del mismo (genes, regiones regulatorias, regiones estructurales, etc.). Visto de otro modo,
podemos decir que una parte importante de la biologia lo que busca es comprender qué
significa cada una de las partes del genoma humano.

Por otro lado, es importante destacar, que una vez determinado genoma humano de
referencia, el objetivo pasé a ser determinar como el genoma de un individuo difiere del que
hoy consideramos “de referencia”. Mas aun, en el contexto de la salud, el objetivo consiste
en determinar como es que estas diferencias (denominadas variantes) afectan nuestra
salud.

¢, Qué es una variante?

Como mencionamos en el parrafo anterior, la versién publica del genoma humano, es lo que
actualmente tomamos como genoma humano de referencia. EI mismo, no representa la
secuencia del genoma de un individuo particular, sino que es un consenso que, valga la
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redundancia, se utiliza como mapa de referencia para describir las diferencias que
presentan las secuencias de los genomas de individuos particulares respecto de la misma.

El genotipo de un organismo es el conjunto de sus genes. Mientras que su fenotipo son
todas sus caracteristicas observables - que son influenciadas tanto por su genotipo como
por el medio ambiente. El fenotipo puede referirse a cualquier aspecto de la morfologia,
comportamiento o fisiologia de un organismo. A veces, cuando se utiliza la palabra genotipo
se hace referencia a todo el genoma de un organismo y otras veces solo se refiere a los
alelos de una posicion particular del genoma.

Las diferencias en la secuencia de ADN presentes en un individuo respecto del
genoma de referencia, se denominan variantes.

La mayoria de las veces las variantes no tienen ningun efecto significativo sobre el fenotipo.
Pero, a veces, el efecto es perjudicial, y s6lo una letra que falte o que haya cambiado puede
resultar en una proteina dafiada, la ausencia de la proteina, o el cambio en la cantidad
producida de la misma, lo que puede traer graves consecuencias para nuestra salud.

Entonces en funcién de la definicion de variante y teniendo en cuenta que, como
mencionamos anteriormente, todos los seres humanos tenemos mas del 99% de nuestra
secuencia de ADN idéntica a la de cualquier otro ser humano, podemos decir que el
genoma de un individuo es (o se representa como) una lista de variantes, respecto
del genoma de referencia.

Las variantes, se pueden clasificar en diversos tipos. Por ejemplo, una variante que
corresponde a la sustitucion de una citosina (C) por una timina (T), es lo que se denomina
una variante de nucledétido unico (SNV del inglés). En cambio una variante que agregue, por
ejemplo 4 bases, ACTT, se la llama insercién; mientras que aquella que corresponda a la
pérdida de una o mas bases se la denomina delecién. Por otro lado, a veces las variantes
corresponden a cambios en segmentos grandes de un cromosoma (de miles de pares de
bases) y se denominan usualmente rearreglos estructurales. En particular, cuando grandes
segmentos son eliminados o duplicados, se las denomina alteraciones en el niumero de
copias (CNV, del inglés Copy Number Variations) ya que usualmente alteran el nimero de
alelos (copias de uno o mas genes).

Las variantes se producen normalmente a lo largo de todo el genoma de una persona. En
promedio, cada persona tiene entre 3 y 5 millones de variantes en su genoma, la mayoria
de las cuales, por lo general, no tienen ningun efecto en la salud (o eso se supone). La
mayoria de estas variantes se encuentran en el ADN entre genes (variantes intergénicas).
Cuando las variantes se producen dentro de un gen o en una regién reguladora, tiene un
impacto mayor ya que pueden afectar la funcién del gen y suelen desempefiar un papel mas
directo en nuestra salud.

Alelos y frecuencia del alelo minoritario

Podemos definir a los alelos, como a las formas alternativas de un gen (o simplemente un
par de bases especificas del genoma sin funcién definida y que denominaremos marcador)
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que pueden ocurrir en un mismo locus, (posicién dentro del genoma). Es decir, cada alelo
representa una de las alternativas de un segmento de secuencia de ADN en un lugar
particular de un cromosoma.

Relacionando este concepto con el de variante, es claro que una variante es
necesariamente un alelo alternativo, siendo la secuencia del genoma de referencia el “alelo
de referencia”. En cierto sentido, variante y alelo son sinénimos. Lo importante es que el
concepto de alelo tiene una larga tradicion de uso en genética/gendmica de poblaciones.
Cuando el mismo alelo es observado en diversos individuos de una poblacién, uno puede
calcular su frecuencia. El alelo de mayor frecuencia suele ser la referencia, y por ello nos
referimos al alelo de menor aparicion, como al menos frecuente.

Basado en el concepto de alelo menor, hablamos de variante rara, cuando se trata de una
variante que ocurre en menos del 0,5% de la poblacion. Llamamos variantes de baja
frecuencia, aquellas que ocurren entre el 0,5% y el 5% de la poblacién. Y las variantes mas
comunes son aquellas que ocurren en mas del 5% de la poblacion.

El término polimorfismo significa técnicamente una mutacion que ha alcanzado una
frecuencia alélica superior al 1% de la poblaciéon. Muchos autores usan el término mutacion
para cualquier alelo raro, y el término polimorfismo para cualquier alelo comun (o sea con
frecuencia superior al 5%).

Una serie de diferentes factores influyen en las frecuencias alélicas menores de una
poblacion, como puede ser la seleccion natural, es decir, si la mutacién es deletérea o
perjudicial y no se transmite de generacidon en generacion o si es beneficiosa, tal vez
aumente su frecuencia. También influye la migracién de personas de una poblacion a otra,
llevando su acervo genético de un lugar a otro.

Diferentes tipos de variantes

Las variantes se suelen clasificar (o caracterizar), primero, segun el impacto que puedan
producir a nivel molecular.

Variantes sinénimas o silenciosas, son aquellas mutaciones cuyo cambio de nucledtidos
en el coddn, no producen cambios en el aminoacido resultante. No tienen ningun efecto en
la proteina resultante.

En contraposicién, si el cambio introducido produce un aminoacido diferente en nuestra
proteina, estos tipos de variantes se llaman mutaciones no sinénimas o missense.

Si ocurre una mutacién no sindnima y el cambio de nucleétido introducido produce que se
genere una sefial de stop en el proceso de traduccion, de tal manera que en lugar de tener
la proteina de longitud completa, la proteina queda truncada, o sea termina
prematuramente, la variante se conoce como de ganancia de stop, stop prematuro o stop
gained. De manera similar, si el cambio de nucleétido produce que se pierda la senal de
stop en el proceso de traduccién, esta variante se denomina stop loss. Otra variante que
también afecta el proceso de traduccién ocurre cuando debido a la insercion o delecién de
uno, o un par, de nucleétidos se produce un desplazamiento del marco de lectura, lo que se
llama un frameshift.
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Finalmente, la expresion de un gen también puede verse afectada por variantes que ocurren
en regiones intronicas, intron variant, 1o que puede afectar el proceso de splicing de los
genes produciendo distintas expresiones de un gen.

Si la variante se encuentra en regiones rio arriba del gen, esta se denomina upstreams
variant o 5’ UTR variant. De igual manera pueden ocurrir mutaciones en regiones
regulatorias, regiones promotoras de la expresién de los genes, que si bien se encuentran
en zonas alejadas del gen, cambios en la misma lo pueden afectar. Por ejemplo, las
intergenic variants.

Prediccion del efecto de una variante

Ademas de conocer la ubicacién de una variante y su efecto a nivel molecular, nuestro
objetivo ultimo es determinar qué efecto produce en el fenotipo, es decir, a nivel molecular
;Qué significa para la funcién del gen/proteina que estamos analizando? y a nivel
organismo qué consecuencias fisiopatolégicas produce.

Predecir el efecto (sobre todo a nivel organismo) de una variante, en un gen o proteina,
puede ser bastante dificil. La complejidad del problema se debe principalmente a la
heterogeneidad de los mecanismos moleculares que subyacen a las enfermedades, la
mayoria de los cuales aun deben ser entendidos en profundidad para que sean utiles a nivel
clinico.

Es importante destacar que el impacto de una determinada variante depende principalmente
de su contexto dentro del genoma: su efecto en el organismo puede depender de la
presencia de otras variantes en el mismo o en otros genes. Su efecto también varia segun
el contexto celular. De hecho, algunas variantes se producen en proteinas que desempefian
un papel esencial para la célula o el organismo, que no puede ser realizado por ninguna
otra proteina. En tal caso, incluso una variante ligeramente desestabilizadora puede ser
fuertemente deletérea.

Entonces podemos analizar el efecto de una variante desde dos perspectivas: la primera
analizando la propia variante de manera independiente, y la segunda realizando un analisis
mas comprensivo analizando el entorno de la misma y otros datos clinicos.

Algunas de las caracteristicas que podemos observar en una variante de manera
independiente para tratar de predecir su efecto son: la frecuencia alélica, el efecto de la
variante sobre la proteina, la conservacion evolutiva, es decir, que tan conservada esta esa
posicién, asi si el cambio de aminoacido afecta a una de estas posiciones altamente
conservadas, es mas probable que sea perjudicial, no significa que deba serlo, pero es una
evidencia circunstancial. También se puede analizar la estructura de la proteina,
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos involucrados en el cambio, las
caracteristicas funcionales de la misma a partir de estudios funcionales in vitro o in vivo.

Desde el punto de vista del organismo y en el contexto de una posible enfermedad se
puede analizar el modo de herencia para ver si el genotipo de la variante se corresponde.
Se puede analizar la segregacion de la variante en los familiares del paciente. También se
busca si existe asociacidén previa del gen con el diagnédstico presuntivo. La variante puede
ser de novo pero si se determina que la variante es deletérea debido a su efecto sobre la
proteina, y ademas, la enfermedad ha sido observada en otros individuos, con otras
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variantes deletéreas en ese mismo gen, eso nos daria mas evidencia de que esta variante
esta causando la enfermedad en el paciente.

Se pueden estudiar las vias metabdlicas, las relaciones de los genes candidatos con otros
genes. Se puede observar si un gen en particular, se encuentra dentro de una via, donde
otros genes, en esa via, se han encontrado asociados con la enfermedad. Esto es, en
esencia, una culpa por asociacion, que puede ser muy util.

Clasificacion de las variantes

Entonces, si nos focalizamos primero en el efecto de la variante sobre la funcion del
gen/proteina aislada, se puede clasificar la variante en:

Probablemente perjudicial o dafina (Probably damaging) si por ejemplo:

- Nos encontramos con una terminacion prematura (stop gained) en la expresioén de la
proteinas o si se pierde un codén de parada (stop loss).

- Si se produce un corrimiento en el marco de lectura (frameshift), lo que producira un
stop codon generalmente un nimero de bases rio abajo (downstreams) de donde
esta el desplazamiento del marco de lectura.

- Si la variante es intrénica y altera el sitio de splicing puede pasar que un exon critico
sea excluido o no es retenido apropiadamente dentro del cDNA.

Posiblemente perjudicial o danina (Possibly damaging): el efecto quizas pueda no ser
tolerado:

- Si el cambio de aminoacidos es no sinénimo altera un aminoacido importante.

- Si la variante es una insercion o delecion podria también ser posiblemente
perjudicial.

- Si el cambio de aminoacido desestabiliza la estructura de la proteina.

Probablemente benigna: generalmente es benigna si la mutacion

- afecta a las regiones UTR (untranslated region).

- essinonima.

- si ocurre entre genes, intergénicas o si es intrénica, cuando esta en una region del
intron que no afecte el sitio de splicing.

- si la mutacion ocurre en pseudogenes.

Todas estas afirmaciones sobre si una variante es probable o posiblemente perjudicial o si
es probablemente benigna tienen muchas excepciones. Ninguna de ellas es completamente
determinante.

Una vez que se ha reunido toda esta informacion, se intenta llegar a una evaluacion final
Unica, de lo que esta variante esta haciendo en el individuo en relacién con su salud. Asi
podemos decir que la variante es patogénica si estamos seguros de que causa la
enfermedad.

En cambio si sospechamos fuertemente que la variante es patogénica, pero no tenemos un
nivel de evidencia suficiente para estar absolutamente seguros, decimos que es
probablemente patogénica.

14



Decimos que una variante es de significado incierto (VOUS o VUS) cuando no podemos
llegar a ninguna conclusion, no hay evidencia suficiente.

Como se puede inferir, en la genémica clinica, la determinacion precisa de la patogenicidad
de una variante es una tarea compleja. Durante los ultimos afios se han desarrollado
diversos métodos semi-automaticos para facilitar el proceso de asignaciéon de criterios,
combinando los distintos tipos de evidencia, que permiten realizar la clasificacion de las
variantes descritas anteriormente.

En 2015, el American College of Medical genetics (ACMG) y la Asociacion de Patologia
Molecular (AMP), publicé lo que se conoce usualmente como “las recomendaciones de la
ACMG/AMP” [6], un conjunto sistematico de reglas para valorar y combinar la evidencia de
cada variante, que permite clasificarla de acuerdo a su patogenicidad.

Estas recomendaciones de la ACMG se han convertido en el standard de facto en la clinica
a la hora clasificar las variantes en patogénicas, probablemente patogénicas, de significado
incierto y benignas, y es por ello que en esta tesis analizaremos los resultados en este
contexto y utilizaremos estas guias para la clasificacion.

Mas adelante dedicaremos una seccion especifica a los métodos de valoraciéon automatica
de las variantes de acuerdo a los criterios de la ACMG, ya que son una herramienta
poderosa para la gendmica clinica que se encuentra en pleno desarrollo y permite mejorar
de manera significativa la eficiencia del analisis de datos genémicos.

En resumen, durante las ultimas décadas la gendmica ha buscado establecer el rol
bioldgico de los millones de variantes que se han descrito en la humanidad.

El gran desafio de la genémica aplicada a la clinica es determinar cudles de las
variantes del individuo que se esta estudiando son responsables y/o contribuyen al
problema de salud que esta bajo estudio (o sea cudles son patogénicas). Pero antes
de profundizar en este tema, veamos coémo se determinan hoy en dia las variantes.

Generaciones de tecnologias de secuenciacion

Secuenciacion de ADN. Desde Sanger a las tecnologias de
Secuenciacion de Proxima Generacion.

Como mencionamos anteriormente, la secuenciacion de ADN, consiste en determinar el
orden correcto de las bases o nucleétidos en una cadena de ADN. Las primeras técnicas de
secuenciacion se desarrollaron en la década del 80, fue Frederick Sanger, quien desarrollo
la técnica que lleva su nombre, la secuenciacion de Sanger [7] y que aun hoy en dia es el
“gold standard” para secuenciar ADN, y por la cual recibiera su segundo premio nobel (el
primero lo recibié por determinar la estructura de la insulina).

En 2005, y fruto del proyecto genoma humano, se produjo un enorme avance tecnoldgico
en los métodos de secuenciacién, que dio lugar a la tradicionalmente denominada
“Secuenciacion de Préxima Generacion” (NGS, Next Generation Sequencing). Mas
recientemente, nuevos avances asociados a la secuenciacidon en molécula uUnica llevaron a
reorganizar la nomenclatura, de acuerdo a lo que describiremos brevemente a continuacion.
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Tecnologias de secuenciacion de primera generacion: El método de Sanger.

El método de Sanger se conoce como el método del didesoxinucleétido o secuenciacién por
sintesis [8]. Consiste en usar una hebra del ADN cadena como molde y utilizar el ADN
polimerasa para sintetizar todos los fragmentos posibles de diferente longitud de la cadena
complementaria. Estos fragmentos, luego son separados por tamano, y el conocimiento
(identificacion) de su ultima base contiene la informacion de la secuencia (ver figura 2.a).

La clave, de la secuenciacién por Sanger, se encuentra en la utilizacion de nucleétidos
quimicamente modificados llamados dideoxinucleétidos (ddNTPs), que en la posicién 3' no
poseen el grupo OH. Esto inhibe el proceso de sintesis posterior a su adicién por parte de la
polimerasa y permite generar los fragmentos mencionados.

Los ddNTPs entonces se utilizan para interrumpir el proceso de elongacion de nucledtidos.
La elongacion consiste en el agregado de nucleétidos en forma secuencial tras el agregado
de la primera base, hasta que la polimerasa alcance el fin del molde a transcribir. Una vez
incorporado el ddNTP en la cadena de ADN que se esta transcribiendo la polimerasa
interrumpe la elongacion, entonces obtenemos fragmentos de ADN de diferentes tamafos
terminados siempre por un ddNTP.

En la versién original del método, se realizaban cuatro reacciones de sintesis, cada una con
uno de los ddNTP diferente, y los fragmentos generados eran separados en un gel de 4
calles, lo que permitia luego determinar la secuencia. Desarrollos posteriores llevaron a la
marcacion de cada uno de los ddNTP con un color fluorescente diferente, lo que permite
hacer una sola reaccion con los 4 ddNTP, y la electroforesis en gel fue reemplazada por
electroforesis capilar.

La secuenciacion de Sanger fue ampliamente utilizada durante tres décadas (fue la que se
utilizé para el genoma humano) e incluso hoy en dia es usado para casos puntuales, como
un método de validacién de mutaciones individuales, sin embargo, es dificil mejorar la
velocidad de analisis, lleva mucho tiempo y no permite la secuenciacion de genomas
complejos.

Tecnologias de segunda generacion

A partir de 2005 y en los afos siguientes, ha surgido una nueva generacién de
secuenciadores para romper las limitaciones de la primera generacién en cuanto al costo y
el tiempo de analisis. Actualmente es la tecnologia que mas se utiliza en investigacion y
consiste en fragmentar el genoma en segmentos relativamente pequefnos, amplificar estos
fragmentos para luego secuenciar millones de ellos en paralelo, de forma masiva,
usualmente por secuenciacion por sintesis. Cada reaccién de secuenciacion, es realizada
en un volumen muy pequefio lo que reduce el costo en reactivos. La deteccidn, se realiza
paso por paso, cuando un nucledtido es incorporado, ya sea mediante una reaccion
luminica (equipos Roche o PGM), por cambio de pH (equipos ION) o por fluorescencia
(NMlumina). En esta tesis utilizamos principalmente datos de lllumina, por lo cual a
continuacion describiremos brevemente esta tecnologia.
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Los equipos de NGS mas utilizados en la actualidad a nivel mundial son los de la compafiia
lllumina [9] en sus diferentes versiones segun tamafo y capacidad, MySeq, NextSeq, HiSeq
y NovaSeq. La técnica de secuenciacion utilizada por estos equipos se basa en una
paralelizacion masiva y miniaturizacién, lo que permite que millones de “lecturas” se
secuencien simultaneamente [10].

El proceso de secuenciacion de una muestra de ADN requiere de varias etapas. El primer
paso en el proceso es la preparaciéon de la biblioteca, donde las muestras de ADN se
fragmentan aleatoriamente en secuencias mas cortas, se desnaturalizan en moléculas de
una sola cadena y se ligan adaptadores a ambos extremos de cada fragmento. Estos
adaptadores son los que se unen a los respectivos adaptadores complementarios que se
encuentran fijados en un soporte solido denominado “celda de flujo” (Flow cell) y que
permiten al equipo procesarlos.

Durante el segundo paso, cada hebra de ADN sujeta en la celda de flujo es amplificada por
"PCR bridge amplification” proceso que crea varias copias idénticas de cada secuencia
formando clusters locales. Cada cluster contiene millones de copias de la misma
secuencia original (esta amplificacién clonal es lo que permite aumentar la sefial para que
esta sea luego detectada). Cada cluster se secuenciara de manera independiente dando
cada uno lugar a una “lectura”.

El tercer paso consiste en el proceso de secuenciacién propiamente dicho (Figura 2.b),
después de realizar la amplificacion por bridge PCR de cada fragmento, se afaden los
cuatro tipos (A/T/C/G) de nucledtidos que son nucleétidos de terminacién reversibles
(dNTPs), cada uno marcado fluorescentemente con un color diferente, primers genéricos y
la ADN polimerasa.

En cada ciclo de secuenciacion, los cuatro nucleétidos compiten entonces por los sitios de
unién en cada fragmento de ADN a ser secuenciado. Cuando la polimerasa alarga la
cadena con un dNTP etiquetado fluorescentemente, los grupos fluorescentes son excitados
por una fuente de luz (laser) y el color es registrado por un detector dptico, permitiendo la
identificaciéon de la base incorporada en cada una de las lecturas. Nétese que al ser
nucledtidos terminadores sélo es incorporado un nucleétido en cada cluster.

Después de que ocurre la incorporacion de un dNTP terminal, el fluoréforo es escindido y el
nucledtido re-activado, permitiendo asi que el siguiente nucleétido se pueda incorporar a la
cadena en el siguiente ciclo de sintesis e identificacion. El proceso se repite unas 100 - 150
veces (lo que da longitud final de la lectura).
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Figura 2: Comparacion de a) la secuenciacion Sanger (izquierda) y b) la secuenciacion de proxima
generacion lllumina (derecha). [85]

Tecnologias de tercera generacion

Las tecnologias de segunda generacion en general requieren un paso de amplificacion de
PCR que es un procedimiento costoso tanto en tiempo como en insumos. Ademas, se hizo
evidente que muchos genomas - especialmente los de plantas - son complejos, con muchas
areas repetitivas en las que las tecnologias de segunda generacion debido a que leen
lecturas cortas, son incapaces de resolver. La tercera generacion de secuenciadores busca
resolver ambos problemas.
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Hay principalmente dos enfoques comerciales disponibles hoy en dia que caracterizan a las
tecnologias de tercera generacion: el primero, se basa en la secuenciacion por sintesis,
utilizando deteccion fluorescente, pero utilizando como sustrato una molécula Unica de
ADN. Esta técnica, es comercializada por Pacific Biosciences y permite obtener lecturas
largas (de miles de pb) a una velocidad significativamente superior a la de las técnicas de
2da generacion. En segundo lugar, la secuenciacion por Nanoporos de Oxford nanopore, se
basa en la lectura directa de una hebra de ADN a medida que la misma pasa a través de un
poro.

Las tecnologias de tercera generacion, si bien poseen enorme capacidad en cuanto a su
volumen de secuenciacion y particularmente su capacidad de producir lecturas largas, aun
se encuentran subutilizadas en la clinica, dado que su tasa de error ronda entre el 1-5% lo
que es significativamente superior a los equipos lllumina. Sin embargo, con el correr del
tiempo, la misma disminuye de manera sostenida, lo que sugiere un futuro mas que
promisorio para las mismas.

Genoma - Exoma - Paneles - Gen individual. Esa es la cuestion.

Independientemente de la tecnologia de secuenciacion elegida (aunque no tanto) uno de los
puntos clave en relacion con la aplicacién de las mismas en salud humana, consiste en
determinar qué porcion del genoma es la que se va a secuenciar. Con las tecnologias de
NGS, se puede obtener la secuencia completa del ADN de una persona, es decir, todo el
genoma, a esto se lo denomina Whole Genome Sequencing (WGS), o se puede solo
obtener la secuencia de ADN de “todos” los genes, es decir, solo secuenciar la regiones que
codifican proteinas, a este procedimiento se los llama Whole Exome Sequencing (WES).
Asi como se puede secuenciar todos los genes de un individuo, se puede seleccionar para
secuenciar un determinado grupo de genes de interés, usualmente asociado a la patologia
de interés, a esto se los llama secuenciacion de un Panel de Genes. Finalmente, siempre
es posible secuenciar un solo gen, o incluso un solo exén o regién de interés.

La eleccion de qué secuenciar estara determinada por el tipo de analisis o investigacion que
se esté realizando, aunque también por el presupuesto con el que se cuente, ya que la
secuenciacién por NGS se paga por letra secuenciada. La eleccion del estudio a realizarse
finalmente es una decision del médico o profesional de la salud, que pesara los distintos
factores que entran en juego.

Es importante destacar, que la seleccién de qué se va a secuenciar (WGS/WES/Panel) se
realiza en el paso previo a la secuenciacion, en lo que se conoce como “preparacion de
biblioteca”. En este paso, el ADN purificado primero es fragmentado y luego se selecciona
y/o amplifica, qué es lo que se desea secuenciar. Las técnicas de captura, usualmente se
basan en la utilizacién de sondas que se encuentran acopladas a una “bola” magnética y
que “capturan” los fragmentos que contengan las secuencias de interés. En el caso de que
la biblioteca se prepare por amplificacion, se utilizan primers especificos y la amplificacion
se realiza por PCR. Una vez preparada la biblioteca, la misma es incorporada al
secuenciador, donde los fragmentos son amplificados clonalmente y leidos obteniéndose las
lecturas correspondientes.
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Aplicaciones de las tecnologias de secuenciacion masiva en
Gendmica Clinica

Fruto del Proyecto Genoma Humano [3] y de los avances tecnolégicos mencionados en los
parrafos anteriores, hoy en dia somos capaces de determinar la secuencia del genoma
completo (o parte) de un individuo a un costo mas que accesible. En este contexto, el
desafio para los investigadores consiste ahora en aplicar las mismas en la practica clinica.
El analisis personalizado basado en el genoma de cada persona (definido a partir de sus
variantes) promete una medicina personalizada y de precisién, que como describiremos a
continuacion se espera produzca un impacto significativo en el diagnéstico, el tratamiento y
la prevencion de numerosas enfermedades.

Diagnoéstico. El primer impacto de las tecnologias de secuenciacion masiva en la salud,
comprende posiblemente el diagnéstico de las Enfermedades Poco Frecuentes (EPOFs)
Practicamente todas las enfermedades humanas poco frecuentes tienen alguna base en
nuestros genes. Hasta hace poco, los médicos podian tener en cuenta el estudio de los
genes, o la genética, solo en casos de defectos congénitos y un conjunto limitado de otras
enfermedades. Estas eran condiciones que tienen patrones hereditarios muy simples y
predecibles porque cada una es causada, en principio, por una variante en un solo gen. A
estas enfermedades, usualmente EPOFs, crénicas y altamente discapacitantes, se las
conoce como mendelianas, y el efecto predictivo de la presencia de variantes patogénicas
en relacion con el desarrollo de las mismas, es conocido y determinante. Entonces, si un
individuo posee una (o mas) variantes patogénicas asociadas a una enfermedad
mendeliana, tenemos un alto grado de confianza en que desarrollara la enfermedad. El
corolario de esta propiedad, es que cuando nos enfrentamos a un paciente con un
diagnodstico clinico de una enfermedad mendeliana, determinar cudal (o cuales) son las
variantes potencialmente responsables del desarrollo de la misma, es lo que se considera
un diagnostico molecular preciso.

En este contexto, y en directa relacién con la presente tesis, uno de los principales desafios
de la gendmica clinica, consiste en una vez obtenido el genoma de un individuo que posee
una sospecha clinica de una enfermedad “presuntamente” mendeliana, determinar cual (o
cudles) de todas las variantes es la responsable del fenotipo observado.

Tratamiento. Una vez obtenido un diagnéstico, ya sea molecular, clinico o ambos, se suele
pasar al tratamiento, si es que existe uno disponible. Los tratamientos farmacoldgicos, se
basan en la utilizacion de farmacos, tradicionalmente moléculas organicas que interfieren
con la funcion de alguna biomolécula (su blanco molecular), tipicamente una proteina, y
mediante esta interaccion, ejercen su accion terapéutica. Dentro del cuerpo, los farmacos
no interactuan solamente con su blanco, sino que muchas veces poseen interacciones con
otras biomoléculas (las denominadas interacciones off-target), dando lugar a diferentes
efectos, muchas veces no deseados, mas aun en ocasiones los farmacos deben ser
procesados por enzimas del organismo antes de alcanzar su estructura activa, y la gran
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mayoria de estos son metabolizados para luego ser excretados. Los farmacos, en general,
son metabolizados por las enzimas hepaticas, los citocromos de tipo p450, que los oxidan,
haciéndolos mas solubles para facilitar su excrecion por parte del rifidn.

Tanto las proteinas blanco, las off-target y los citocromos p450 son productos de diversos
genes, y como tal, poseen variabilidad poblacional, que afecta como cada organismo
metaboliza y responde al tratamiento farmacolégico correspondiente. Esta disciplina que
estudia como las variantes genéticas influyen en nuestra respuesta a los medicamentos se
la conoce como farmacogendémica, y lo que busca es determinar cuales y como las
variantes del genoma de un individuo afectan su capacidad de respuesta a un farmaco
determinado. En este sentido su aplicaciéon en la clinica es directa, cuando el profesional
médico se encuentra frente a uno o mas posibles tratamientos, el genoma del individuo le
podra decir al médico como sera la respuesta del paciente a cada uno y por ende ayudara a
decir cual es el mas adecuado, dando lugar a un tratamiento personalizado y preciso.

Prevencion. Si bien la relacion no es directa como en el diagnéstico de enfermedades
mendelianas, la gendmica también contribuye al potencial -o riesgo- de desarrollar
enfermedades complejas de alta prevalencia en el adulto, como ser las cardiovasculares, la
diabetes tipo 2, la obesidad, el alzheimer o el cancer entre otras. Los estudios que
relacionan el riesgo de desarrollar este tipo de patologias con las variantes del genoma se
denominan estudios de asociacion gendmica (GWAS, del inglés Genome Wide Association
Studies). En los GWAS lo que se busca es asociar la presencia de una variante dada, con
un riesgo incrementado de desarrollar -en el futuro- cierta enfermedad. Una vez
determinada esta asociacion y su potencia, -comunmente denominada tamafno del efecto
(OR del inglés Odds Ratio)- esta informacion puede ser utilizada en el contexto de un
genoma personal, para evaluar la contribucion de la genética al riesgo del individuo de
desarrollar estas patologias en el futuro. Esta informacion, por supuesto, debe ser integrada
con diferentes aspectos relacionados con la dieta, el estilo de vida y el ambiente en general
del individuo.

En resumen, el genoma humano, que ha dado lugar a las tecnologias de secuenciacion
masiva, nos ha dejado a las puertas de una revolucion en la practica médica, basada en la
capacidad de determinacion del genoma de cada individuo, descrito técnicamente como un
listado de variantes respecto del genoma humano de referencia, siendo el desafio de la
genodmica clinica determinar cual de éstas variantes posee relevancia para nuestra salud en
alguno de sus tres aspectos fundamentales, prevencion, diagndéstico y tratamiento.

Bioinformatica como necesidad para NGS
Desafios bioinformaticos en la era gendmica
Datos y mas datos

Con el auge de las técnicas de secuenciacion masiva, la velocidad y capacidad de
generacién de datos se ha disparado exponencialmente. El uso cada vez mas extendido de
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estas tecnologias conlleva la generacién y el manejo de grandes volumenes de datos que
implican, no solo soluciones algoritmicas de analisis y visualizacion de datos, sino
problematicas de big data, storage, data transfer y seguridad que requieren soluciones. En
los ultimos 10 afos la cantidad de datos a procesar crece a un ritmo superior que la
velocidad a la cae el costo de secuenciacién, ya que no solo secuenciar es mas barato en
cada secuenciador, sino que ademas hay cada vez mas secuenciadores disponibles.

Para ilustrar la naturaleza de la reduccion en los costos de secuenciacion del ADN, el
grafico de la figura 3 muestra, por un lado (trazo azul) datos hipotéticos que reflejan la Ley
de Moore, que describe una tendencia a largo plazo en la industria del hardware informatico
que sefala la duplicacion de la potencia de calculo cada dos afos. Los avances
tecnoldgicos en los métodos de secuenciacién tienen un comportamiento similar a la ley de
Moore, lo que permite hacer la comparacion; y por otro los costos de secuenciacion (usando
como meétrica la secuenciacién de un genoma humano) de los ultimos 20 afios (en verde).
El grafico se realiza en escala semilogaritmica.

La caida abrupta del costo de secuenciacién evidente a partir de enero de 2008 -que
sobrepasa con creces lo esperado por la ley de moore y es sobre exponencial- representa
el momento en que los centros de secuenciacion pasaron de las tecnologias de
secuenciacion de ADN basadas en Sanger (primera generacion) a las tecnologias de
secuenciacién de ADN de segunda generacion o de préxima generacion.

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2017 2019

Figura 3: Costo de secuenciacion por genoma - 2019

El resultado inevitable de esta fuerte caida en los costos, es un crecimiento en el acceso y
capacidad de secuenciacion de la humanidad lo que trae como consecuencia un inevitable
crecimiento en el numero de genomas humanos secuenciados .
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Sin embargo, la secuenciacion de genomas para generar datos es soélo una parte del
trabajo. El control de calidad, el preprocesamiento de las lecturas secuenciadas y el mapeo
a un genoma de referencia todavia requieren potentes instalaciones informaticas, algoritmos
eficientes y, obviamente, personal experimentado. Es un proceso que requiere mucho
tiempo. Ademas, WGS genera enormes cantidades de datos, lo que supone un reto para el
almacenamiento de datos.

En este contexto el cuello de botella estd en el anadlisis de toda esta informacion.
Recordemos que mas alla de la tecnologia utilizada para preparar la biblioteca y para
secuenciar, el resultado de un experimento de secuenciacidon es un conjunto de lecturas, o
mejor dicho una serie de A, C, T y Gs. Es por esto que, por un lado, se necesita contar con
herramientas que nos permitan acceder, almacenar, procesar y analizar estos grandes
volumenes de informacion, para aprovechar todo el potencial que nos brindan los avances
tecnolégicos mencionados. En esta situacion en particular, la bioinformatica se torna
esencial para la genémica, y de modo mas general todas las tecnologias de la informacién y
comunicacion (TICs) en el contexto del manejo de datos bioldgicos.

Gendmica y Big Data

En los ultimos afos se comenzo a ver el cuerpo humano como una fuente de datos, a esta
vision aportaron, entre otras, las tecnologias NGS que hicieron ingresar a la gendémica al
campo de big data, es por ello, que los desarrollos bioinformaticos son esenciales en la
gendmica y en la salud del siglo 21 en general. Como se sabe big data es un patrén de
problema, el desafio de manejar datos estructurados, semiestructurados o no estructurados
y crudos en diferentes formas y soportes. La big data se expande en 3 dimensiones (figura
4): volumen, velocidad y variedad.

BIG DATA

Expanding on 3 fronts at an increasing rate

para veLociTy IS

DATA VOLUME

-—==>

DATA VARIETY

Figura 4: Las dimensiones en las que se desarrolla la big data.
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En particular, en la genémica (y la humana principalmente) se dan especialmente dos
dimensiones del concepto Big Data: volumen y variedad. Estos enormes volumenes de
datos necesitan ser almacenados, procesados y analizados. Necesitan ser transformados
en conocimiento y relacionarlos con el contexto que les da origen, o sea el individuo y su
entorno (o ambiente) que también es una fuente enorme de datos. Esta tarea solo se puede
realizar con herramientas bioinformaticas y tecnologias de la informacion.

En cuanto a la dimension variedad en gendmica se trabaja con una gran variedad de datos,
tanto en la semantica como en la estructura técnica. Algunos datos estan estructurados y
otros no tanto. Ademas no solo se trabaja con datos propios, es decir, con la base de
conocimiento que se va generando con cada caso analizado, sino que son fundamentales
las iniciativas de open Data de organismos internacionales como el NIH (National Institute of
Health)[11], EBI (European Bioinformatics Institute) [12], etc., para poder complementar la
informacion obtenida. Estas bases de datos son muy confiables, gozan de alta confiabilidad
en la comunidad cientifica, su veracidad es alta, ya que disponen de recursos que estan
continuamente curando los datos.

En relacion al volumen y tasa de reduccién, el procesamiento de los grandes archivos que
contienen los datos NGS, consiste en una serie de pasos sucesivos de reducciéon del
volumen. El proceso de analisis es muy iterativo e interactivo, se calcula que la tasa de
reduccion en cada paso es de 5x, partiendo del archivo de imagenes de datos crudos
(TIFF), pasando por los archivos de Reads (FASTQ) hasta llegar al archivo de
variantes(VCF), en estas transformaciones para cada genoma se pasa de cientos de GB o
TB a entre 3,2GB y 20 GB para el caso de genoma completo, a entre 50 MB y 200 MB en el
caso de exomas. Esto dependera del equipo de secuenciacion y de la calidad o cobertura
de la misma.

Los archivos VCF (variantes del individuo), son los que se enriquecen con las bases de
datos publicas, se guardan y quedan disponibles para el analisis. Luego, dependiendo de
las politicas de storage que se definan se podran almacenar los archivos intermedios, como
los fastq, BAM, etc.

Por ultimo respecto a la dimension velocidad, hay que verla desde dos perspectivas, desde
el procesamiento de los datos crudos hasta llegar al listado de variantes, este trabajo se
realiza en modo batch y puede tardar varias horas por lo que la dimensién velocidad se ve
relegada. Pero una vez que se tiene la informacién del paciente secuenciada, para realizar
el analisis y priorizacién de variantes, es primordial poder recuperar (visualizar y analizar) la
informacién en poco tiempo.
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Obijetivos de la tesis

El objetivo general de la tesis fue disefiar un marco de referencia tanto tecnolégico como
conceptual para la gestion, procesamiento y analisis de informacion genémica humana
derivada de experimentos de secuenciacién de préxima generacion NGS [13, 14]. Estos
desarrollos comprenden dos grandes areas:

i) Por un lado en el contexto de diagndsticos de pacientes con enfermedades mendelianas,
se busca desarrollar una plataforma que permita analizar con detalle y profundidad las
variantes de un individuo para, mediante su evaluacion, determinar el potencial de las
mismas como diagndstico molecular definitivo.

ii) Por otro en el contexto de la prevencion, se busca desarrollar la metodologia para poder,
a partir de la informacion gendmica, evaluar los riesgos de un individuo, de desarrollar
enfermedades complejas de alta prevalencia, como ser las cardiovasculares, el alzheimer,
la diabetes tipo 2 o el cancer entre otras.

iii) Por ultimo en el contexto del tratamiento, se busca desarrollar la metodologia para
asociar la informacién gendmica de un individuo con la potencial respuesta a los
medicamentos, en lo que se conoce como asociaciones farmacogenomicas.

El objetivo comprende por un lado el desarrollo de los procesos bioinformaticos
subyacentes que permiten a partir de los datos de NGS (lecturas) obtener la informacién
necesaria para su analisis, y por otro desarrollar una plataforma de software amigable que
permita a los profesionales de la salud realizar los analisis mencionados.

Finalmente nos proponemos utilizar los desarrollos en casos concretos de aplicacion como
prueba de concepto de su funcionalidad y utilidad en la practica clinica.
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Materiales y Métodos

Flujo de procesamiento de los datos NGS
Procesamiento de exomas y paneles de genes

Recordemos que el resultado de un experimento de NGS es la obtenciéon de un conjunto
grande (del orden de millones) de fragmentos de ADN de entre 100-150 pb denominadas
lecturas. El primer paso obligado de procesamiento de las mismas, en el caso de muestras
humanas consiste en lo que se denomina Mapeo-Alineamiento. Este proceso consiste en
ubicar las lecturas y alinearlas contra el genoma de referencia y es necesario para realizar
luego el llamado o identificacion de las variantes presentes en la muestras (llamado de
variantes), y finalmente la anotacién funcional de las mismas. Como base para este
protocolo de tres fases se siguieron las buenas practicas de Genome Analysis Toolkit
(GATK) [15][16][17] recomendadas por el Broad Institute [83].

A continuacion se describe en detalle el trabajo realizado en cada una de estas tres fases
de procesamiento de datos:

Fase 1: Preprocesamiento de datos para la deteccion de variantes
Conceptualmente en la fase 1 (Figura 5), se toman los datos crudos que produce el

secuenciador (lecturas), a través de diferentes algoritmos se los procesa, se los filtra por
calidad y finalmente se mapean y se alinean contra el genoma de referencia.
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I| Estadisticas | I
! FASTQC : | ApicarDp A !
I PRINSEQ | I
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| }
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Mapeo y

Figura 5. Workflow de Fase 1-preprocesamiento de los datos.
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El proceso se divide en 4 etapas. Comenzamos ejecutando una serie de programas para
obtener estadisticas de calidad de las lecturas recibidas (fastq) y asi saber si hay que
realizar alguna correccion o limpieza (trimming) a los datos, y/o eliminar algunas lecturas de
baja calidad. A continuacién se mapean los reads al genoma de referencia para producir un
archivo en formato SAM/BAM (Sequence Alignment Map/Binary Alignment Map)[22]
ordenado por coordenadas. Luego, marcamos los duplicados para reducir los sesgos
introducidos por la amplificacion por PCR durante el proceso de secuenciacion. Finalmente,
recalibramos los puntajes de calidad de las bases, ya que los algoritmos para el llamado de
variantes se basan fuertemente en los puntajes de calidad asignados a las bases.

Especificamente se ejecutaron las siguientes herramientas:

Etapa 1: Andlisis de calidad y filtrado de las lecturas

PRINSEQ (prinseq-lite-0.20.4): Prinseq (PReprocessing and [INformation of
SEQuences)[18] es una herramienta para generar estadisticas y métricas de calidad de los
datos de los resultados del experimento de NGS (lecturas). Esta herramienta se puede
utilizar para filtrar, reformatear y recortar reads. En particular nosotros la utilizamos para
filtrar las lecturas con una calidad media minima de 20. (-min_qual_mean=20)

FastQC (FastQC v0.11.8): FastQC [19] Proporciona una herramienta para tener una rapida
impresion de si los datos obtenidos poseen algun problema antes de poder seguir con el
procesamiento de los mismos.

FastqToSam (Picard [20] -GATK [15][16][17]): FastqgToSam es un comando incluido dentro
de la suite Picard que convierte un archivo FASTQ en un archivo BAM o SAM no alineado.
A partir de un Fastq en un paso posterior se obtiene un uBAM (unaligned Bam).
MarkllluminaAdapters (Picard [20] -GATK [15][16][17]): MarkllluminaAdapters es un
comando que lee un archivo BAM/SAM vy lo reescribe con nuevas etiquetas para recortar
adaptadores. Esta herramienta borra cualquier adaptador existente (XT:i:) en la regién de
etiquetas opcional de un archivo BAM/SAM.

Etapa 2: Mapeo y Alineamiento contra genoma de referencia

SamToFastq (Picard [20] -GATK [15][16][17]): SamToFastq es un comando que convierte
un archivo SAM/BAM a Fastq.

BWA (bwa-0.7.16a): Burrows Wheeler Aligner (BWA) [21] Se utiliza para mapear cada
lectura al genoma de referencia.

MergeBamAlignment (Picard [20] -GATK [15][16][17]): El uBAM (unaligned Bam) puede
contener informacién util que se pierde en la conversion a fastq. Esta herramienta toma un
bam no alineado(uBAM) con meta-datos, y el bam alineado producto de los comandos
SamToFastq y BWA, produce un nuevo archivo BAM que incluye todas las lecturas
alineadas, no alineadas, y también los atributos adicionales del uBAM (atributos que se
pierden en el proceso de conversion a fastq).

Etapa 3: marcacion de duplicados
Esta tercera etapa de procesamiento consiste en identificar las lecturas que probablemente
se hayan originado a partir de duplicados de los mismos fragmentos originales de ADN a

través de algunos procesos artificiales. Estas se consideran observaciones no
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independientes, por lo que el programa marca todos los pares de lectura duplicados, lo que
hace que sean ignorados por defecto durante el proceso de llamado de variantes.

MarkDuplicates (Picard [20] -GATK [15][16][17]): MarkDuplicates es una herramienta que
se utiliza para marcar las lecturas duplicadas.

SortSam (Picard [20] -GATK [15][16][17]): SortSam es un comando incluido dentro de la
suite Picard que ordena los registros por coordenadas gendmicas usando la opcion
SORT_ORDER="coordinate".

SetNmMdAndUqTags (Picard [20] -GATK [15][16][17]): SetNmMdAndUqTags es un
comando incluido en Picard que toma un SAM o BAM ordenado por coordenadas y calcula
las etiquetas NM, MD y UQ comparandolas con la referencia.[23]

Etapa 4: recalibracion de puntajes de calidad por base

Esta ultima etapa de preprocesamiento de los datos consiste en aplicar técnicas de machine
learning para detectar y corregir patrones de errores sistematicos en los puntajes de calidad
de las bases, que son los parametros de confianza emitidos por el secuenciador para cada
base. Los puntajes de calidad por base juegan un papel importante en la ponderacion de la
evidencia a favor o en contra de posibles variantes alélicas durante el proceso de
descubrimiento de variantes, por lo que es importante corregir cualquier sesgo sistematico
observado en los datos. Los sesgos pueden provenir de procesos bioquimicos durante la
preparacion y secuenciacion de la biblioteca, de defectos de fabricacién en los chips o de
defectos de instrumentacion en el secuenciador. El procedimiento de recalibracion implica la
recopilacién de estadisticas de co-variables de todas las bases del conjunto de datos, la
construccion de un modelo a partir de dichas estadisticas y la aplicacion de ajustes de
calidad de base al conjunto de datos basados en el modelo resultante. Finalmente, las
reglas de recalibracién derivadas del modelo se aplican al conjunto de datos original para
producir un conjunto de datos recalibrados. Luego se realiza una operacion final de fusién
de archivos para producir un unico archivo listo para realizar el llamado de variantes.
Especificamente se utilizaron los siguientes pasos:

BaseRecalibrator (GATK [15][16][17]): BaseRecalibrator detecta errores cometidos por el
secuenciador al estimar los score de calidad de cada base. El comando BaseRecalibrator
construye un modelo de covariacién a partir de desajustes en los datos de alineacion
mientras excluye sitios de variantes conocidas y crea un informe de recalibracion para su
uso en el siguiente paso.

ApplyBQSR (GATK [15][16][17]): ApplyBQSR vy el informe de re-calibracién se utilizan para
corregir los valores de calidad de cada base en el BAM. Aqui es importante mencionar que
se realizan dos pasadas de BaseRecalibrator y ApplyBQSR

Por ultimo, en esta cuarta etapa del preprocesamiento de datos se calculan las métricas de
calidad y cobertura horizontal y profundidad:
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CollectQualityYieldMetrics(Picard [20] -GATK [15][16][17]): se calculan un conjunto de
métricas que son utilizadas para describir la calidad general de un archivo BAM. Para
consultar el listado de métricas [24].

CollectHsMetrics (Picard [20] -GATK [15][16][17]): Las métricas generadas por
CollectHsMetrics se utilizan para el andlisis de experimentos de secuenciacion
target-capture. Las métricas en esta clase se dividen en tres categorias:

e Métricas basicas de secuenciacion que se generan como linea de base para evaluar
otras métricas o porque se utilizan en el calculo de otras métricas. Esto incluye
medidas como el tamano del genoma, el nimero de lecturas, el nimero de lecturas
alineadas, etc.

e Métricas destinadas a evaluar el rendimiento del experimento que generé los datos.
Estas métricas se calculan antes de que se apliquen algunos de los filtros.

e Métricas para evaluar la cobertura obtenida en la secuencia para determinar qué tan
bien se desempefiaran los datos en lo que sigue del pipeline, como por ejemplo la
llamada de variantes. Este grupo incluye métricas como la cobertura media, el
porcentaje de bases que alcanzan distintos niveles de cobertura y el porcentaje de
bases excluidas por distintos filtros.

Para consultar el listado de métricas [25].

samtools [26]: Se utiliza el comando depth de la herramienta samtools para calcular la
profundidad en cada posicion o region del bed (Browser Extensible Data) utilizado en el
experimento de secuenciacion.

Bedtools [27]: Se utiliza el comando coverage de la herramienta bedtools que calcula la
amplitud de la cobertura observada para cada intervalo indicado en el bed (Browser
Extensible Data) utilizado en el experimento de secuenciacion.

El resultado de la fase 1 entonces comprende un conjunto de archivos (BAM y SAM) que
contienen las lecturas (que superan los filtros de calidad) mapeadas y alineadas cada una
contra el genoma de referencia y con un puntaje de calidad recalibrado para cada una de
las bases que contiene. El paso que sigue, consiste entonces en realizar el llamado de
variantes, pero primeramente se definira el concepto de profundidad y amplitud de la
cobertura.

En un experimento de secuenciacién la profundidad (figura 6) no es uniforme en todo el
genoma, sino que hay regiones que tienen mas cobertura que otras, por eso la cobertura se
mide en promedio. La profundidad de cobertura (mapping depth) por base es el numero
medio de veces que una base de un genoma es secuenciada.

Para un exoma la profundidad de cobertura puede ir de 100x a 300x, para secuenciar
paneles de genes se suele utilizar mayor cobertura(mas de 500x), y para un genoma
completo, lo normal es alrededor de 30x, que es una calidad aceptable. Cuanto mas
profundidad se requiera mas tiempo se tarda en secuenciar y el costo es mayor.
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La amplitud de la cobertura (breadth coverage) es el porcentaje de bases de un genoma de
referencia que estan cubiertas con una determinada profundidad. Puede haber regiones que
no estén cubiertas, ni siquiera por una sola lectura.

3 Breadth of coverage
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Figura 6: Se visualiza la profundidad y amplitud de cobertura obtenida en el experimento de
secuenciacion luego de la fase 1 - preprocesamiento de los datos, es decir, luego del mapeo y
alineacion de las lecturas contra el genoma de referencia.
https://www.metagenomics.wiki/pdf/definition/coverage-read-depth

Fase 2: Llamado de variantes (SNPs + Indels)

Técnicamente las variantes se determinan cuando las lecturas obtenidas en el proceso de
secuenciacién muestran diferencias respecto del genoma de referencia. En la fase 2 (Figura
7) basicamente se comparan las bases que contienen las lecturas mapeadas contra la
referencia para detectar variantes particulares, a este proceso se los llama variant calling.
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Figura 7: Se visualiza en el alineamiento de las lecturas la variante que produce el cambio de una A
por una G.

Cuando se identifica una variante es fundamental reportar su profundidad. Es decir, la
cantidad de lecturas(reads) en donde se ley6 el alelo alternativo sobre la cantidad total de
lecturas en esa posicion. En el ejemplo la figura y, la cantidad de lecturas donde se encontré
una G (alternativo) sobre la cantidad total de lecturas en esa posicién.

El archivo con las variantes generado en esta fase se llama VCF (Variant Calling File) y
representa en cierto modo la informacion genémica especifica de la muestra. En otras
palabras, como ya mencionamos, el VCF es el archivo que define el genoma personal del
individuo.
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Una vez que los datos han sido preprocesados como se ha descrito anteriormente, son
sometidos al proceso de llamado de variantes, es decir, la identificacion de los sitios en los
que los datos muestran variaciones relativas al genoma de referencia, y el calculo de
genotipos para cada muestra en ese sitio. Debido a que algunas de las variantes
observadas son causadas por errores (artefactos) de mapeo y secuenciacion, el mayor
desafio aqui es equilibrar la necesidad de sensibilidad (para minimizar los falsos negativos,
es decir, no identificar las variantes reales) vs. especificidad (para minimizar los falsos
positivos, es decir, no tomar como variantes los artefactos del proceso previo).

Para alcanzar estos objetivos, el proceso de descubrimiento de variantes se descompone
en dos pasos (Figura 8) separados: llamado de variantes y filtrado (por calidad) de
variantes. El primer paso estd disefiado para maximizar la sensibilidad, mientras que el
paso de filtrado tiene como objetivo proporcionar un nivel de especificidad.

Llamado de variantes: Realizamos el llamado de variantes en cada archivo BAM para
crear los VCFs que contengan llamadas SNP e indel. Para realizar este paso, en nuestro
pipeline hemos utilizado distintas herramientas, entre ellas HaplotypeCaller de GATK [17],
Platypus [28], Freebayes [29] y Samtools mpileup [26]. Luego se realiza una combinacion
(un merge) con el resultado de cada uno de los programas mencionados para generar un
archivo de variantes unificado.

Filtrado de variantes: para el filtrado de variantes se realizan dos etapas. La primera de
ellas, la que se denomina “Hard Filtering”, que consiste en elegir umbrales especificos para
una o mas anotaciones y descartar (marcar) cualquier variante que tenga valores de
anotacion por encima o por debajo de los umbrales establecidos. Por anotacién, nos
referimos a las diferentes propiedades que describen a cada variante derivadas del proceso
de llamado, como por ejemplo, cuantas lecturas la cubrieron, cuantas lecturas cubrieron
cada alelo, qué proporcién de lecturas estaban en orientacion hacia adelante y hacia atras,
etc.

La segunda fase comprende el Variant Quality Score Recalibration (VQSR) y lo que hace es
calibrar con un modelo estadistico normal multivariado cada uno de los valores de anotacion
mencionados. Para ello se toma como conjunto de entrenamiento (o parametrizacién) todas
la variantes presentes en la muestra que se encuentran en bases de datos que superan
cierto umbral de frecuencia (o sea son variantes comunes, polimorfismos, que uno espera
encontrar en cualquier muestra), y luego se evalla la posibilidad de error tipo Il para cada
una de las variantes nuevas en funciéon del mismo. En otras palabras se obtiene para cada
variante un parametro que se interpreta como la probabilidad de que esa variante aparezca
en la muestra por error. Usualmente se considera que una variante es de buena calidad si
este valor es inferior a 1x10-4 (o menor).
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Figura 8. Fase 2 - llamado de variantes.

Fase 3: Anotacion estructural y funcional de variantes

Una vez detectadas las variantes (en la fase 2) a cada una de ellas se las vincula y se las
enriquece con informacién biolégicamente relevante (que se encuentra a disposicién en
bases de datos publicas). A este proceso se lo llama anotacion de variantes (Figura 9).

Se realizan basicamente dos tipos de anotaciones, una estructural y otra funcional:

Y

Estructural

SNPEFF

h

Funcional

SNPSIFT
ANNOVAR

Figura 9. Fase 3 - Anotacién funcional de variantes.

En la anotacion estructural lo que se busca es poder encontrar genes y otros sitios (o
posiciones) del genoma con importancia biolégica. Cada gen/sitio estd asociado a una
posicion en el genoma y se busca determinar, por ejemplo, si la variante se encuentra en
una regién codificante, si es una variantes intrénica, si se ubica en un sitio de splicing y el
tipo de variante que es, si es un start, un stop prematuro, un frameshift, si es un cambio de
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missense o0 uno sinénimo, etc. Realizamos la anotacion estructural con snpEFF/snpSift
[30][31].

En la anotacién funcional lo que se busca es asociar una funcion biolégica conocida a la
variante y/o gen/sitio donde se encuentra la misma. De los diferentes criterios utilizados
para anotar funcionalmente las variantes destacamos los siguientes:

e Basados en la informacién propia del gen o la patologia: se identifica si una
variante provoca o no un cambio aminoacidico en la proteina que codifica, o si estas
aparecen en las regiones de splicing, y/o en regiones intrénicas etc. Si se conoce
que el gen produce alguna patologia, o si se sabe el efecto sobre la funcidn proteica.
Para este fin se pueden utilizar bases de datos como OMIM [32], ENSEMBL[33],
Uniprot[34], entre otras.

e Basados en informacién ya documentada de la variante. Se coteja bases de
datos especificas para identificar cambios ya documentados, como dbSNP[35],
ClinVar [38] (proporciona informacion clinica de la variante si es que algun grupo ya
la ha clasificado); bases de datos para obtener frecuencias poblacionales en
diferentes grupos étnicos como 1000 Genomas [37] y EXAC (Exome Aggregation
Consortium)[52].

e Basadas en predicciones de patogenicidad y conservacidn: se agregan score de
prediccion de la patogenicidad del cambio, utilizando herramientas al efecto como
Polyphen [39], SIFT [40] y MutationTaster [41], etc. También se complementa la
anotacion con los score de conservacion: GERP++[44], PhyloP [43], PhastCons [42].

En la préxima seccion hablaremos con mayor detalle de las principales bases de datos
utilizadas para anotar funcionalmente las variantes halladas.

Para anotar funcionalmente las variantes halladas utilizamos dos herramientas, SnpSift[31]
y Annovar[45]. La primera la utilizamos para agregar a las variantes informacion de
dbSNP[35], de EXAC (Exome Aggregation Consortium)[52], de 1000 Genomas [37] y de
ClinVar [38].

La segunda herramienta utilizada es Annovar[45]. Entre las anotaciones que agrega
podemos detallar los siguientes predictores de patogenicidad: Polyphen [39], SIFT [40] y
MutationTaster [41], etc., entre los score de conservacion: GERP++[44], PhyloP [43],
PhastCons [42].

Finalmente, como ultimo paso del pipeline de procesamiento utilizamos InterVar[46], que es
una herramienta bioinformatica para la interpretacién/anotaciéon clinica de las variantes
genéticas segun las directrices de ACMG/AMP 2015, detalladas en otra seccion.

La entrada de InterVar es un archivo anotado generado a partir de Annovar, y como

resultado obtenemos la clasificacibn ACMG de las variantes, junto con los criterios
evaluados para llegar a esa clasificacion.
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InterVar puede tomar un archivo pre-anotado con Annovar o un archivo VCF como entrada,
y generar una clasificacién de variantes segun los criterios de ACMG. Intervar evalua de
forma automatica 18 de los 28 criterios establecidos. El resto de los criterios se puede
especificar manualmente y asi obtener una clasificacién completa.

Bases de datos

Para las ciencias bioldgicas, y mas especificamente dentro del area de la gendmica
humana, existe una gran variedad de bases de datos publicas, disponibles gratuitamente
que pueden ser consultadas liboremente. Como se explicé anteriormente para la anotacion
funcional de las variantes se utiliza informacion de multiples base de datos, ya sean las que
contienen informacion asociadas a genes, como aquellas que se centran en informacion
particulares de las variantes. Veamos cuales son las principales.

Basadas en la informacion propia del gen o la patologia

Antes de avanzar con el compendio de bases de datos utilizadas para la anotacion funcional
de los genes es conveniente recordar que son los genes en relaciéon al genoma de
referencia desde la perspectiva de la bioinformatica.

En el contexto de la anotacidon del genoma, un gen tiene al menos un nombre de referencia,
una posicién en el genoma (comienzo y fin), y ademas su coleccion de secuencias de
transcripcién de ARN relacionadas ("isoformas" o transcriptos). La denominacion de los
genes y la asignacion de las secuencias de los transcriptos mas importantes se realiza a
menudo de forma manual por un grupo de conservadores de la literatura biolégica. En el
caso de los humanos, los nombres de los genes son creados por el Comité de
Nomenclatura Genética Humana (HGNC[47], anteriormente HUGO), es la unica autoridad
mundial que asigna una nomenclatura estandarizada a los genes humanos.

Los transcriptos, que usualmente son propuestos por técnicas bioinformaticas y luego
verificados experimentalmente mediante secuenciacion del RNA (RNAseq) se encuentran
disponibles en diversas bases de datos. EI NCBI de la Biblioteca Nacional de Medicina [48]
o el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) [12] recogen y clasifican estas secuencias de
transcripcién de parte de los investigadores que trabajan en cada gen. Cada transcripto
tiene un identificador Unico (accession), un gen al que se le asigna, una secuencia y una
lista de coordenadas de inicio y fin del cromosoma.

Existen diferentes proyectos de distintas instituciones que tienen como objetivo recolectar
los diferentes transcriptos de los genes, por ejemplo, NCBI (RefSeq)[49], UCSC [50],
ENSEMBL[33], etc.

Cada institucion tiene diferentes reglas sobre como anotar los genes. Por ejemplo, los

criterios de RefSeq son mas estrictos, por lo que hay menos transcriptos en RefSeq que en
ENSEMBL/GENCODE.
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ENSEMBL

En este trabajo utilizamos principalmente ENSEMBL para asignar y analizar los transcriptos,
es por ello que a continuacion describimos brevemente la misma.

El proyecto ENSEMBL [33] se inicié en 1999, unos afos antes de que se completara el
genoma humano. Este proyecto es un trabajo en colaboracién entre el European
Bioinformatic Institute (EMBL-EBI)[12] y el Wellcome Trust Sanger Institute [51], con el
objetivo de anotar automaticamente genomas de vertebrados y otras especies eucariotas,
integrar esta anotacion con otros datos bioldgicos, centralizar la informacion disponible y
poner todo esto a disposicion del publico a través de la web.

Los conjuntos de genes de ENSEMBL estan basados en la evidencia de las bases de datos
de secuencias incluyendo Uniprot[34] y RefSeq[49]. Cuando un transcripto de ENSEMBL es
coincidente con un transcripto en RefSeq, los dos transcriptos se vinculan.

Ademas de enlazar la anotacion ENSEMBL con la correspondiente anotacion RefSeq, el
conjunto completo de modelos RefSeq se importa en ENSEMBL para el humano y el raton.

Mientras que los modelos de genes ENSEMBL se anotan directamente en el genoma de
referencia, RefSeq anota en las secuencias de ARNm. Debido a las diferencias de la
secuencia entre los genomas de referencia y mRNAs individuales, algunos de los mRNAs
de RefSeq no pueden mapear perfectamente al genoma de referencia.

OMIM, online Mendelian Inheritance in Man

Para ver el espectro completo de los trastornos mendelianos, uno de los mejores lugares
para buscar es Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) [32]. OMIM es una base de
datos publica de informacion bibliografica sobre genes humanos y trastornos genéticos, en
particular trastornos mendelianos, denominados “MIM” (del inglés Mendelian Inheritance in
Man). Contiene informacion de mas de 4.000 trastornos mendelianos conocidos y sus
fenotipos caracteristicos asociados, ademas de contener informacién de un total de mas de
15 mil genes.

El objetivo principal de OMIM es catalogar todas las enfermedades que posean un
componente genético mendeliano (MIM) , y generar relaciones bibliograficas con otras
bases de datos con datos gendémicos. OMIM se centra en la relacion entre fenotipo y
genotipo. Se actualiza diariamente, y las entradas contienen abundantes enlaces a otros
recursos genéticos.

Es un amplio compendio de genes humanos y fenotipos genéticos. Cada entrada de OMIM
tiene un resumen de texto completo de un fenotipo y/o gen, tiene abundantes enlaces a
otros recursos genéticos como el ADN y la secuencia de proteinas, referencias de PubMed,
bases de datos de mutaciones, nomenclatura de genes aprobada y mas.

En este trabajo de tesis utilizamos OMIM principalmente para vincular el fenotipo de los

pacientes estudiados, en relacién con el fenotipo descrito en OMIM para los genes donde
encontramos variantes de interés.
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Uniprot

Uniprot (de Universal Protein) [34] es una fuente integral de datos de secuencias proteicas y
anotaciones funcionales relacionadas a ellas. Las bases de datos que componen Uniprot
son UniprotKB (Uniprot Knowledgebase), UniRef (Uniprot Reference Cluster) y Uniprot
Archive (UniParc).

UniprotKB es el eje principal para la recoleccion de informacion funcional en proteinas, a
partir de un vasto numero de anotaciones. A su vez, esta base de datos esta dividida en dos
partes, segun sus entradas hayan sido manualmente curadas (Swiss-Prot) o subidas de
manera automatica (TrEMBL). Por ejemplo, el proteoma de Homo Sapiens tiene 173.324
proteinas, donde aproximadamente el 12% pertenece a Swiss-Prot y el 88% a TrEMBL.
Mientras que las primeras disponen de evidencia experimental, el segundo grupo tiene poca
0 ninguna evidencia de que se expresan en el organismo.

UniParc es la recopilacion de secuencias proteicas de todas las bases de datos mas
conocidas y agrupadas bajo un ID unico por proteina. Esto permite eliminar la redundancia
de secuencias debido a multiples fuentes de datos. Alli también se guarda el “historial” de
las proteinas, es decir, como van cambiando sus anotaciones, secuencia o si son
eliminadas por nuevas entradas.

Por ultimo, Uniref agrupa las secuencias de UniprotKB en clusters segun su porcentaje de
identidad de secuencia. Por ejemplo, P62258 estda en humano, gallina y en otras especies,
comparten el 100% de la secuencia, pero en gallina tiene el ID Q5ZMTO0. Tanto P62258
como Q5ZMTO (y otras 14 proteinas de distintas especies) pertenecen al cluster
UniRef100_P62258.

A la hora de priorizar las variantes, y de asignarles significancia clinica, la informacién de la
proteina - expresada por el gen afectado - contenida en UNIPROT es sumamente
importante, porque nos permite aventurar y comprender el efecto de la variante sobre la
funcion proteica.

La informacién a la que podemos acceder en cada entrada de UNIPROT, esta dividida en
secciones. Describiremos las mas relevantes al momento de la priorizacion:

La primera seccién proporciona informacion util sobre la funcién de la proteina,
principalmente conocimientos bioldgicos. Por ejemplo, se informa sobre la actividad
catalitica de la enzima, es decir, la reaccion que la enzima cataliza, propiedades biofisicas y
fisico-quimicas, vias metabdlicas asociadas, los sitios activos directamente involucrados en
la actividad indicando los residuos involucrados en la catélisis. También se informan los
sitios de unién para cualquier grupo quimico (coenzima, grupo prostético , etc.), se describe
la interaccion entre un aminoacido y otra entidad quimica, entre otras. De este modo es
posible conocer si la variante analizada afecta a un aminoacido involucrado en los sitios
importantes de la proteina afectando por ende su funcién.
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Por otra parte, una seccidén interesante es la proporciona informacion sobre las
enfermedades y fenotipos conocidos asociados a la proteina. Esta informacién se extrae de
la literatura cientifica y las enfermedades que también se describen en la base de datos de
OMIM. Aqui se listan las variantes conocidas de la proteina. Se busca que haya
correspondencia entre la historia clinica del paciente analizado, y las enfermedades y
fenotipos asociados a la proteina.

En Uniprot se puede encontrar informacién de expresién de la proteina, la especificidad
tisular, por ejemplo que las isoformas 3, 7 y 8 se expresan en el musculo cardiaco. La
isoforma 4 se expresa en el musculo esquelético vertebrado y la isoforma 6 se expresa en
el musculo esquelético. Esta informacién se puede relacionar, en algunos casos, con la
clinica del paciente.

Ademas se encontrara informacion de interaccion de la proteina afectada con otras
proteinas (o complejos de proteinas), muchas veces identificando los residuos involucrados,
lo que permitira saber qué otras funciones se pueden ver afectadas.

También proporciona informacion sobre la estructura terciaria y secundaria de la proteina.
Esto permite saber si el cambio de aminoacido producido por la variante se encuentra en
una alfa hélice, en una hoja beta o en un loop. Conociendo la estructura de la proteina se
pueden ademas realizar estudios de interaccién entre los aminoacidos afectados por la
variante. A continuacién podemos conocer la familia y dominios de la proteina que da
informacion sobre las similitudes de secuencia con otras proteinas y los dominios presentes
en la proteina.

Por ultimo, tenemos la seccidn de secuencias donde se muestra la secuencia candnica de
la proteina y todas las isoformas descritas en la literatura. También incluye informacién
pertinente a las secuencias, incluyendo la longitud y su peso molecular. Aqui es importante
saber la longitud de la proteina porque por ejemplo, si se esta analizando una variante que
produce un stop prematuro es importante saberlo para determinar en cuanto a su efecto qué
parte de la proteina se trunca, si es al comienzo, a la mitad o al final.

Basadas en informacion ya documentada de la variante.

CLINVAR

ClinvVar [38] es una base de datos publica sobre relaciones entre variantes y fenotipos
humanos, validadas, con evidencia. Esta base de datos se construye a partir de informes de
las relaciones entre las variantes presentes en pacientes y/o individuos que forman parte de
protocolos de investigacion, y sus fenotipos clinicos. ClinVar facilita asi el acceso y la
comunicacion sobre las relaciones informadas entre las variantes presentes en un individuo
y el estado de salud observado, y la historia de esa interpretacion. ClinVar procesa vy
almacena los informes de las variantes encontradas en las muestras de los pacientes, las
afirmaciones hechas con respecto a su significado clinico, la informacién sobre el remitente,
y otros datos que soportan la interpretacién de la misma. Los alelos descritos en los envios
se asighan a secuencias de referencia y se informan de acuerdo con el estandar HGVS.
ClinVar entonces presenta los datos para los usuarios tanto de manera interactiva (via web),
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como en “batch” (se accede a toda la base de datos) para aquellos que deseen usar ClinVar
en los flujos de trabajo diarios y otras aplicaciones locales. ClinVar trabaja en colaboracion
con organizaciones interesadas para satisfacer las necesidades de la comunidad de
genética médica de la manera mas eficiente y eficaz posible.

ClinVar soporta presentaciones de diferentes niveles de complejidad. La presentacion
puede ser tan simple como la representacion de un alelo (variante) y su interpretacion (a
veces denominada presentacion de nivel de variante), o tan detallada como la provision de
multiples tipos de evidencia observacional estructurada (a nivel de caso) o experimental
sobre el efecto de la variante en el fenotipo.

Uno de los principales objetivos de ClinVar es apoyar la evaluacion computacional, tanto de
los genotipos como de las aseveraciones, y permitir la evolucion y el desarrollo continuo del
conocimiento sobre las variaciones y los fenotipos asociados. ClinVar es un socio activo del
proyecto ClinGen[82], proporcionando datos para la evaluacién y archivando los resultados
de la interpretacién de reconocidos paneles de expertos y proveedores de guias de practica.
ClinVar archiva y presenta versiones, lo que significa que cuando los remitentes actualizan
sus registros, la versidén anterior se conserva para su revision.

Nuevamente al momento del andlisis de variantes el nivel de confianza en la precision del
llamado de variantes y las afirmaciones de significacion clinica depende en gran medida de
las evidencias de apoyo, por lo que esta informacion, cuando esta disponible, se recopila y
es visible(y accesible para descarga) para los usuarios a través de ClinVar.

ClinvVar utiliza términos estandar para clasificar las variantes reportadas segun su
significancia clinica (Clinical significance) de acuerdo a los cinco criterios recomendados
por ACMG/AMP[30], estas son “"pathogenic”, "likely pathogenic”, "uncertain
significance”, "likely benign", y "benign" -, y se utilizan para describir las variantes
identificadas en los genes que causan los trastornos mendelianos.

Adicionalmente se utilizan otros términos no estandares para clasificar algunas variantes
particulares que no caen en las categorias anteriores, como por ejemplo:

Drug response: Un término general para una variante que afecta la respuesta del individuo
al uso de algun farmaco .

Association: Para las variantes identificadas en estudios de GWAS.

Risk factor. Para las variantes cuya interpretacion determina que no es causante de un
trastorno, sino que aumenta el riesgo de contraer o desarrollar alguna patologia.

Protective: Aquellas variantes que disminuyen el riesgo de desarrollar ciertas patologias,
incluyendo las infecciones.

Affects: Para las variantes que causan un fenotipo particular pero no una enfermedad,
como por ejemplo la intolerancia a la lactosa.

Not provided: No se posee informacion adicional para la variante.

Ademas ClinVar informa el nivel de evidencia que sustenta la significancia clinica asociada
a la variante reportada. Informa el “estado de revisidon” y a cada una le asigna una cantidad
de estrellas para poder representar graficamente la confianza en la anotacion reportada.

ClinVar ha desarrollado un sistema de clasificacion de cuatro estrellas, que representa el
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"Estado de revision" de cada entrada/variante. Por defecto, las variantes reportadas en
ClinVar tienen el estado de revision single submitter - criteria not provided. Sin embargo,
las entradas pueden luego ser clasificadas con los estados de single submitter - criteria
provided, expert panel y practice guidelines segun las descripciones que figuran a
continuacion.

Tabla 1: Lista de estados de revision de ClinVar

individual variant

#Stars | Review status Description
4 practice guideline La informacién de la variante fue revisada por el Comité
de ClinGen. ClinGen es una entidad financiada por
recursos del Instituto Nacional de Salud (NIH) [11]
dedicada a construir un ente central autorizado que
defina la relevancia clinica de los genes y variantes,
para su uso en medicina de precision e investigacion.
3 reviewed by expert panel | La clasificacion fue revisada por un grupo de expertos.
2 criteria provided, multiple | Cuando dos o mas remitentes reportan que la variante
submitters, no conflicts cumple con los criterios requeridos para la clasificacion
otorgada, y presentan evidencia que sustenta la misma
interpretacion.
1 criteria provided, Multiples remitentes reportan que la variante cumple
conflicting interpretations | con los criterios requeridos para la clasificacion
otorgada y presentan pruebas, pero hay
interpretaciones conflictivas. Los valores
independientes se enumeran por su importancia clinica.
criteria provided, single Un remitente reporta que la variante cumple con los
submitter criterios requeridos para la clasificacion otorgada y
presenta evidencia.
0 no assertion for the La variante no fue interpretada directamente en

ninguna entrada; fue subida a ClinVar sélo como un
componente de un haplotipo o un genotipo.

no assertion criteria
provided

La variante se incluyé en una entrada con una
interpretacién pero sin los criterios requeridos para la
clasificacion otorgada.

no assertion provided

La variante se incluyd en una entrada que no
proporciond una interpretacion.

Otros datos importante que aparecen en ClinVar para cada entrada son:
e ¢l campo Last evaluated, que es la fecha en que el solicitante evalué por ultima vez

la importancia de la variante.

e El campo Last Updated, que indica la fecha en que ClinVar actualizé el registro por
ultima vez. Esto incluye las actualizaciones de los envios de la variante, asi como las
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actualizaciones de los datos que ClinVar proporciona, como los enlaces a recursos
relacionados.

Entonces resumiendo, al momento de evaluar una variante reportada en ClinVar es
importante prestar atencion al menos a estos tres campos que se mencionaron
anteriormente, Clinical significance, Review status y Last Updated, ya que si una variante es
patogénica, probablemente patogénica o de significado incierto es importante conocer cual
es el estado de su revision y cuando fue la ultima vez que se actualizé debido a que muchas
veces las variantes se reclasifican.

gnomAD

gnomAD (Genome Aggregation Database) es una base de datos poblacional con
informacion de las frecuencias alélicas de las variantes en diferentes poblaciones. Es un
proyecto en el que los investigadores tratan de agregar y normalizar los datos de
secuencias de exomas y genomas de una gran variedad de proyectos de secuenciacion a
gran escala, para poner a disposicion de la comunidad cientifica los resultados de la
genodmica poblacional resultante. En su primera publicacién [52], que contenia
exclusivamente datos de exomas, se la conocid como el Consorcio de Agregacion del
Exoma (ExAC).

En la versidbn mas reciente, gnomAD [53] v3, abarca el analisis de 71.702 genomas de
individuos no relacionados, secuenciados como parte de diversos estudios de
enfermedades especificas y de genética de poblaciones, todos alineados contra el genoma
de referencia GRCh38. La version v2 también disponible incluye 125.748 exomas y 15.708
genomas de individuos, que al igual que la version v3, no estan relacionados entre si, y
fueron secuenciados como parte de varios estudios de genética poblacional y especifica de
enfermedades, con un total de 141.456 individuos, en este caso alineados contra el genoma
de referencia GRCh37.

gnomAD es una base de datos curada, ya que, entre otras cosas, se han filtrado aquellos
individuos afectados por enfermedades pediatricas severas (y todos sus parientes en primer
grado), por lo que las frecuencias calculadas se consideran de individuos “sanos”. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que algunos individuos con enfermedades severas
pueden seguir estando incluidos en los conjuntos de datos debido a alguna enfermedad de
aparicion tardia, aunque probablemente con una frecuencia equivalente o inferior a la
observada en la poblacion general.

El conjunto de datos de la gnomAD contiene individuos secuenciados utilizando multiples
métodos de secuenciacion, por lo que la cobertura varia entre los individuos y entre los
distintos sitios. Esta variacion de la cobertura gnomAD la incorpora en los calculos de la
frecuencia de las variantes para cada variante.

Tener informaciéon de la frecuencia poblacional de las variantes nos permite clasificarlas al
momento de la priorizacion. Entonces basandonos en la frecuencia del alelo minoritario,
podemos clasificar una variante como rara (poco frecuente) si ocurre en menos del 0,5% de
la poblacion (este valor es uno de los puntos de corte para uno de los criterios de evidencia
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de la clasificacion ACMG). Variantes de baja frecuencia, son aquellas que tienen una
frecuencia entre 0,5% y el 5% de la poblacion. Y las variantes mas comunes son aquellas
que ocurren en mas del 5% de la poblacion.

1000 Genomas

El Proyecto 1000 Genomas[37] se desarrollé entre 2008 y 2015, creando el mayor catalogo
publico de variantes humanas y datos de su genotipo. El objetivo del Proyecto era encontrar
la mayoria de las variantes genéticas con frecuencias de al menos el 1% en todas las
poblaciones estudiadas.

El proyecto comenzd utilizando tecnologia de genotipificacion por microarreglos, pero
durante su desarrollo se aprovecharon los avances en la tecnologia de la secuenciacion, lo
que redujo drasticamente el costo y expandié de manera drastica la informacion generada.
Fue el primer proyecto que secuencio los genomas de un gran numero de personas, para
proporcionar un recurso completo sobre la variacion genética humana. Los datos del
Proyecto de “los 1000 Genomas” se pusieron rapidamente a disposicion de la comunidad
cientifica mundial mediante bases de datos publicas de libre acceso. Las muestras del
Proyecto son anénimas y no tienen datos médicos o de fenotipo asociados. El proyecto
contiene datos sobre el origen étnico y el género declarados por los propios interesados.
Todos los participantes declararon estar sanos en el momento en que se recogieron las
muestras. Actualmente, el mismo permite determinar cuando uno encuentra una variante, si
la misma ya fue encontrada en 1000 Genomas y se conoce su frecuencia.

Recomendaciones del ACMG/AMP para la clasificacion de
variantes

Retomando el tema sefialado en la introduccién en la seccién Clasificacion de las variantes
en la gendmica clinica, la determinacién precisa de la patogenicidad de una variante es una
de las tareas mas complejas e importantes, dado que define un diagndstico preciso y puede
ser el primer determinante de una decisién terapéutica.

En este contexto, luego de que varios trabajos cientificos reportan inconsistencias en la
priorizacion de variantes en diferentes laboratorios internacionales, y se observara que en
ClinVar alrededor de un 17% de las variantes - con mas de una entrada - tenian conflictos
de interpretacion[6], en el afio 2015, el American College of Medical genetics (ACMG) vy la
Asociacion de Patologia Molecular (AMP), convocaron a un conjunto de expertos para que
trabajaran en la revision de las pautas vigentes para la interpretacion y clasificacion de
variantes y, en un posterior desarrollo de un enfoque sistematico y transparente para la
clasificacion de variantes, principalmente centrado en genes asociados a enfermedades
mendelianas.
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El enfoque de la ACMG recomienda el uso de terminologia especifica: "Patogénica",
"Probablemente Patogénica", "Significado Incierto", "Probablemente Benigna" y "Benigna"
para describir a las variantes identificadas. Por otra parte, propone un proceso de dos
etapas para clasificar variantes (en estas cinco categorias) teniendo en cuenta la evidencia
que aportan diferentes caracteristicas de la variante, por ejemplo, datos poblacionales,
computacionales, funcionales, de segregacion familiar, etc.

La primera etapa consiste entonces en la recoleccion de las evidencias que presenta la
variante, y la segunda en la clasificaciéon dentro de una de las cinco categorias,
consolidando la sumatoria de las evidencias presentes. A este enfoque sistematico se lo
conoce usualmente como las recomendaciones de la ACMG/AMP [6].

Las recomendaciones de la ACMG/AMP evaluan 28 tipos diferentes de evidencia asociados
a caracteristicas inherentes a cada variante, como pueden ser, la frecuencia alélica, analisis
funcionales, predicciones in-silico, andlisis de segregacion, relacién genotipo-fenotipo,
asignandole a cada una un cédigo alfanumérico que valora su contribucién al nivel de
patogenicidad.

Especificamente hay un cédigo que asigna un puntaje alfanumérico a cada nivel (o tipo) de
evidencia. Estos son: Pathogenic Very Strong (PVS), Pathogenic Strong
(PS1,PS2,PS3,PS4), Pathogenic Moderate (PM1,PM2,PM3,PM4,PM5,PM6), Pathogenic
Supporting  (PP1,PP2,PP3,PP4), Benign Stand Alone (BA), Benign Strong
(BS1,BS2,BS3,BS4) 'y Benign Supporting (BP1,BP2,BP3,BP4,BP5,BP6,BP7). La
numeracion dentro de cada categoria permite diferenciar los distintos criterios y NO implica
una diferencia de relevancia. Estos cddigos, detallados mas adelante en las Tabla 2:
Evidencia para variantes patogénicas y Tabla 3: Evidencia para variantes Benignas,
funcionan luego como un puntaje, que combinandolos dan lugar a la clasificacion final de
cada variante en una de las 5 categorias: Pathogenic (P), Likely Pathogenic(LP), Variant of
Uncertain Significance (VUS), Likely Benign (LB), o Benign(B).

A modo de ejemplo, para que una variante sea patogénica se necesitan 2 PS, 0 1 PS y mas
de 2 PM, y para que una variante sea benigna 1 BA, o mas de 2 BS. Cuando el nivel de
evidencia (o sea la suma de los puntajes) no alcanza para que una variante sea P/LP o
B/LB, o existe informacion contradictoria, la misma es catalogada como de Significado
Incierto (o VUS).

Recoleccion de evidencias

El primer punto importante es reconocer que los “tipos” de evidencia se pueden agrupar de
acuerdo al proceso bioldgico en el que se sustentan. En la siguiente Tabla se resumen los
26 niveles de evidencia, agrupados por categoria (o puntaje alfanumérico)
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Tabla 2: Evidencia para variantes patogénicas

Muy fuerte

PVS1 Variante nula (sin sentido, desplazamiento de marco, sitios de corte y
empalme canénico £ 1 0 2, codén de iniciacién, delecion simple o multi
exon) en un gen donde “loss-of-function” (LOF) es un mecanismo conocido
de la enfermedad.

e Cuidado cuando LOF no es un mecanismo seguro que produzca

enfermedades en ciertos genes.
e Cuidado con variantes cercanas al extremo final del gen.
e Cuidado con la presencia de varios transcriptos.

PS1 Mismo cambio de aminoacido que una variante patogénica previamente
reportada.
PS2 De novo (confirmado por maternidad y paternidad) en un paciente con la

enfermedad y sin antecedentes familiares.

PS3 Estudios funcionales in vitro o in vivo que apoyan un efecto danino sobre el
gen o el producto génico resultante.

PS4 La prevalencia de la variante en las personas afectadas aumenta
significativamente en comparacion con la prevalencia en los controles
(riesgo relativo o OR> 5,0).

PM1 Localizada en un dominio funcional bien establecido (por ejemplo, sitio
activo de una enzima) donde todos las variantes missense en estos
dominios identificados hasta la fecha han demostrado ser patogénicas.
Estos dominios también deben carecer de variantes benignas.

PM2 Ausente en los controles (o a una frecuencia extremadamente baja si es
recesivo, menor de lo esperado).

PM3 Para trastornos recesivos, variantes detectadas en trans con una variante
patogénica.
PM4 La longitud de la proteina cambia como resultado de deleciones o

inserciones dentro del marco de lectura (in-frame) en una regidon no
repetitiva, o variantes de pérdida de codon stop (stop-loss)

PM5 Nueva variante missense en un residuo en el que se ha observado una
mutacion missense diferente reportada como patogénica. Ejemplo:
Arg156His es patogénica; ahora observa Arg156Cys.

PM6 Presunta de novo, pero sin confirmacion en padre y madre.
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Secundarias/Apoyo

PP1 Co-segregacion de la variante con la enfermedad en multiples miembros
de la familia afectada y en un gen candidato principal.

PP2 Variante Missense en un gen donde la mayoria de las variantes de cambio
de aminodacido son patogénicas (no benignas).

PP3 Varias lineas/predictores de evidencia computacional respaldan un efecto
nocivo sobre el gen o la proteina (criterios de conservacion, evolucion,
impacto de corte y empalme, etc.).

PP4 El fenotipo o la historia familiar del paciente es altamente especifica para
una enfermedad con una sola etiologia genética.

PP5 Una base de datos curada la reportd recientemente como patogénica.

Tabla 3: Evidencia para variantes benignas

BA1 La frecuencia del alelo es mayor al 5%.

Fuerte

BS1 La frecuencia del alelo es mayor de lo esperado para el trastorno

BS2 La variante se observé en un individuo adulto sano con la misma cigosidad
para una enfermedad totalmente penetrante.

BS3 Los estudios funcionales in vitro o in vivo no muestran ningun efecto
perjudicial sobre la funcién proteica o el plegamiento de la proteina
resultante.

BS4 Falta de segregacion en los miembros afectados de una familia.

Secundarias/Apoyo

BP1

Missense en un gen para el cual se sabe que la enfermedad es producida
por variantes que causan truncamientos en la proteina.

BP2

Observada en trans (en distintos alelos) con una variante patogénica para
un trastorno dominante completamente penetrante u observado en cis
(mismo alelo) con una variante patogénica en cualquier patrén de
herencia.

BP3

Inserciones o deleciones dentro del marco de lectura (in-frame) en una
region repetitiva sin funcién conocida.
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BP4 Multiples lineas/predictores de evidencia computacional sugieren que no
hay impacto en el producto genético (criterios de conservacion, impacto
evolutivo, plegado, etc.)

BP5 Encontrada previamente en un caso con una base molecular alternativa
para una enfermedad.

BP6 Reportada como benigna recientemente por una base de datos curada.

BP7 Una variante sinénima (silenciosa) para la que los algoritmos de prediccion
no predicen ningun impacto en la secuencia consenso de empalme ni la
creacion de un nuevo sitio de splicing. Ademas, el nucledtido no esta muy
conservado.

Clasificacion de las variantes

Una vez establecidas las evidencias que la variante presenta, la clasificacion dentro de las
cinco categorias se consolida como una sumatoria de las evidencias presentes que se
combinan para dar como resultado la clasificacion de la misma.

Es interesante destacar que si bien las posibles combinaciones parecen independientes,
siguen cierto patron. Si tomamos, por ejemplo, solo valoraciones que indican potencial
patogenicidad (PVS, PS, PM, PP) en lineas generales cada nivel de puntaje puede ser
reemplazado por 2 o mas del nivel inmediatamente inferior. Asi una variante sera
patogénica si posee 2 PS, 6 1 PSy 2 PM, 0 1 PS, 1 PM y 2 PP. Al existir menos cédigos
asignables, la clasificacion de una variante como “benigna” es mas simple y se logra con 1
BA 6 2 BS, mientras que una variante es catalogada como Probablemente benigna con 1BS
y 1BP 6 2 BP.

Las combinaciones de puntaje que dan lugar a cada clasificacion se resumen en la
siguiente tabla.

Tabla 4: Combinacion de los criterios de acuerdo con las reglas de puntuacion

i. 1 Muy fuerte (PVS1) Y
a. 21 Fuerte (PS1-PS4) 6
b. =2 Moderadas (PM1-PM6) 6
c. 1 Moderada (PM1-PM6) y 1 de Apoyo (PP1-PP5) 6
d. =2 de Apoyo (PP1-PP5)
ii. 22 Fuertes (PS1-PS4)
iii. 1 Fuerte (PS1-PS4)Y
a. 23 Moderadas (PM1-PM6) 6
b. 2 Moderadas (PM1-PM6) Y =2 de Apoyo (PP1-PP5) 6
c. 1 Moderada (PM1-PM6) Y 24 de Apoyo(PP1-PP5)

Probablement |i. 1 Muy fuerte (PVS1) Y 1 Moderada (PM1-PMG6)
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e patogénica ii. 1 Fuerte (PS1-PS4) Y 1-2 Moderadas (PM1-PM6)
iii. 1 Fuerte (PS1-PS4) Y 22 de Apoyo (PP1-PP5)

iv. 23 Moderadas (PM1-PM6)

v. 2 Moderadas (PM1-PM6) Y =2 de Apoyo (PP1-PP5)
vi. 1 Moderada (PM1-PM6) Y = 4 de Apoyo (PP1-PP5)

Benigna i. 1 Independiente/Unica (BA1)
ii. 22 Fuertes (BS1-BS4)

Posiblemente |i. 1 Fuerte (BS1-BS4) and 1 de Apoyo (BP1-BP7)

Benigna ii 22 de Apoyo (BP1-BP7)
Significado i. No cumple con los criterios mencionados anteriormente.
incierto ii. Se contradice la evidencia de patogenicidad con reportes de caracter

benigno de la variante.

Si bien la tarea de evaluar toda la evidencia para un numero significativo de variantes por
caso puede parecer una tarea ciclépea, el implementarlo de manera ordenada, siguiendo un
camino logico y sistematico para la recoleccién de informacién, como el que se propone la
ACMG/AMP, puede facilitar enormemente la tarea.

Finalmente, es importante mencionar que para facilitar el trabajo en la interpretacién y
valoracién de las variantes, se agregd al protocolo de procesamiento de datos, la
clasificaciéon de variantes segun los criterios de ACMG de forma semiautomatica fijando los
distintos niveles de evidencia y realizando el calculo subsiguiente para una primera
clasificacion. Ademas se han implementado en la plataforma los filtros necesarios para
poder identificar rapidamente las variantes significativas segun esta clasificacion.

HPO (Human Phenotype Ontology)

Como ya se mencioné multiples veces, a pesar de los avances en las tecnologias de
secuenciacion, sigue siendo dificil hacer un diagnéstico clinico preciso, debido, entre otras
cosas, a las complejas y aun no comprendidas relaciones entre las variantes genéticas y los
fenotipos clinicos que se observan en los pacientes. En la ultima década se difundieron
ampliamente distintas herramientas utilizadas para mejorar la eficiencia de los diagndstico
de enfermedades mediante el analisis comparativo de los fenotipos observados en un
paciente para el que se busca diagnéstico molecular, y los fenotipos predominantes
observados en pacientes con variantes patogénicas confirmadas.

En este contexto y para facilitar el establecimiento de relaciones entre el fenotipo observado
en el paciente y los potenciales genes responsables se incorpord a la plataforma, como
herramienta de trabajo, ontologia del fenotipo humano (HPO, Human Phenotype Ontology)
que proporciona un vocabulario estandarizado de los rasgos fenotipicos encontrados en las
enfermedades humanas [54].

Cada término en la ontologia HPO describe un rasgo fenotipico. HPO contiene multiples
tipos de informacién para cada fenotipo, como el modificador de frecuencia y las
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definiciones de los términos. Algunos ejemplos (en inglés del original):
e Memory impairment (HP:0002354): "An impairment of memory as manifested by a reduced
ability to remember things such as dates and names, and increased forgetfulness."
e High Palate (HP:0000218): "Height of the palate more than 2 SD above the mean (objective)

or palatal height at the level of the first permanent molar more than twice the height of the
teeth (subjective).”

e Macrocephaly (HP:0000256): "Occipitofrontal (head) circumference greater than 97th centile
compared to appropriate, age matched, sex-matched normal standards. Alternatively, an
apparently increased size of the cranium."

e Hirsutism (HP:0001007): "Abnormally increased hair growth referring to a male pattern of
body hair (androgenic hair)."

El proyecto HPO esta en continua evolucion y esta ontologia de términos es utilizada cada
vez mas en la literatura médica y por diferentes bases de datos de enfermedades como
Orphanet [55], DECIPHER [56], y OMIM[32]. HPO contiene actualmente mas de 13.000
términos y mas de 156.000 anotaciones de enfermedades hereditarias.

Una de los elementos importantes de HPO, es que los términos se encuentran organizados
como un grafico aciclico dirigido (DAG) para describir las caracteristicas fenotipicas y sus
relaciones (la Figura 10). Esto permite categorizar los términos segun su precision qué es
inversamente proporcional al nimero de genes con los que el término fenotipico se
relaciona. Términos muy generales como “fiebre” se asocian a muchos genes, mientras que
aquellos mas precisos se asocian a uno o unos pocos, permitiendo en el caso de que el

meédico los observe reducir el numero de genes candidatos a analizar de manera
significativa.
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Figura 10: Un ejemplo de rasgo fenotipico (HP:0000118) que forma un grafico aciclico dirigido (DAG),
en el que los nodos representan términos de fenotipo y los bordes representan "subclase de "
relaciones entre términos de fenotipo.HPO (Human Phenotype Ontology)[54].
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Recientemente se han desarrollado diferentes herramientas que utilizan HPO (como
phenomizer [59]) y que permiten a partir de un conjunto de sintomas observado determinar
un conjunto de genes candidatos. La clave de estos métodos radica en su capacidad para
comparar la historia clinica del paciente con el fenotipo esperado, y es en este contexto
donde los estudios y desarrollos de similitud semantica del fenotipo se ha convertido en un
area de investigacion en auge [57, 58].

En la plataforma, la incorporacion de HPO permite aplicar filtros a las variantes (genes) de
acuerdo a los sintomas de la HC que representen términos contenidos en HPO. Esta
restriccion, de la busqueda a aquellos genes directamente asociados con el cuadro clinico
del paciente es muy util para el médico genetista para identificar los potenciales genes
causales de la enfermedad y ayudar al diagndstico del paciente.

Evaluacion de un perfil de riesgo
Comparacion entre las enfermedades mendelianas y las complejas

Para comenzar esta seccidén hablaremos brevemente de las diferencias entres las
enfermedades mendelianas y las enfermedades que denominaremos complejas, con el
objetivo de explicar las bases del calculo de un perfil riesgo. Dentro de estas enfermedades
complejas, englobamos las enfermedades cardiacas, la diabetes -particularmente la de tipo
2-, las neurodegenerativas (alzheimer, parkinson), algunas autoimmunes/autoinflamatorias
como la enfermedad de Crohn, y diferentes tipos de cancer.

Ya se ha mencionado la base genética de las enfermedades mendelianas. Estas son
enfermedades en las que, usualmente, un solo gen defectuoso es suficiente para que la
misma se desarrolle. En las enfermedades mendelianas, ademas, practicamente todas las
personas que tienen la enfermedad tienen una mutacion en un gen especifico, y no hay
nadie que tenga la enfermedad sin la mutacién, o viceversa. Se dice que estos genes son
altamente penetrantes.

Las enfermedades mendelianas son tipicamente poco frecuentes, tiene baja prevalencia en
la poblacion debido a que estan sometidas a una gran presion de seleccion. La prevalencia
suele ser inferior al 1% en la poblacién.

En contraposicion, en las enfermedades complejas, hay un componente tanto genético (en
el que multiples genes estan involucrados), como ambiental. Por ejemplo, la dieta, el estilo
de vida, la exposicidbn a quimicos ambientales, o el uso/abuso de ciertas medicinas.
Entonces en el caso de enfermedades complejas, algunas personas que tienen una dada
mutacion pueden desarrollar la enfermedad, pero hay otras que tienen la enfermedad sin
poseer la mutacion. También puede ocurrir que personas tengan la mutaciéon y no
desarrollen la enfermedad.
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Una caracteristica de una enfermedad compleja es que usualmente a nivel clinico la
persona presenta el fenotipo de la enfermedad, pero no necesariamente se encuentra una
razon o correspondencia con el genotipo. Es decir, donde a nivel genético no existe la
predisposicion y aun asi presentan la enfermedad, tal vez por otra razén. Por ejemplo,
podria ser cancer de mama, celiaquia, etc.

Otra caracteristica de los desérdenes complejos es lo que se denomina penetrancia
incompleta, esto implica que no todas las personas genéticamente susceptibles (que
poseen genotipo patogénico) desarrollaran la enfermedad. Por ejemplo, una persona que
tiene una mutacion en un gen puede tener una predisposicién genética pero no desarrollar
nunca la enfermedad.

Las enfermedades complejas también poseen expresividad variable. Los individuos con el
mismo genotipo también pueden mostrar diferentes grados del mismo fenotipo. La
expresividad es el grado en que la expresién de los rasgos difiere entre los individuos. A
diferencia de la penetrancia, la expresividad describe la variabilidad individual, no la
variabilidad estadistica entre una poblacién de genotipos.

Los sindromes complejos también poseen una amplia heterogeneidad genética. Es decir,
que las mutaciones en diferentes genes pueden conducir a la misma enfermedad. Asi que,
de nuevo, a nivel clinico estas enfermedades pueden parecer indistinguibles. Pero a nivel
genético pueden deberse a mutaciones genéticas en diferentes genes. Ya sabemos que
para el cancer de mama existe el gen BRCA1, el gen BRCA2, el TP53 y muchos otros en
los que las mutaciones pueden conducir al cancer de mama.

Finalmente algunos de los signos (o caracteristicas) que podrian sugerir una condicion
genética subyacente para una enfermedad compleja son:

La edad de aparicion es mas temprana de lo esperado. Un ejemplo aqui es un infarto de
miocardio o un ataque al corazén que ocurre en una persona de 25 anos contra uno que
ocurre en una persona de 80 afos, que podria ser mas tipico.

Cuando una condicion que ocurre en el sexo menos afectado. Por ejemplo, para el cancer
de mama, por supuesto, las mujeres son las principales afectadas, pero si se tiene un
hombre afectado, podria ser un indicio de que hay una etiologia genética.

La historia familiar, si existe una historia familiar de una enfermedad, en particular una
enfermedad que ocurre en multiples generaciones, tal vez a una edad mas temprana de
aparicion que lo habitual. Eso podria ser un indicio de que hay una base genética.

Y por ultimo, cuando la enfermedad ocurre en ausencia de factores de riesgo conocidos.
Por ejemplo, una enfermedad como la diabetes, donde la mayoria de las personas con
diabetes también tienen obesidad, es una comorbilidad, y quizas una causa de la diabetes.
Pero entonces si una persona delgada tiene diabetes se podria pensar que tal vez hay
alguna etiologia genética.
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Cuando hablamos de enfermedades complejas comunes y de pruebas genéticas para estas
enfermedades, normalmente nos referimos a test de predisposicion o de calculo y
evaluacion de riesgo. Estas son pruebas que se pueden usar para predecir si una persona
es propensa a contraer una determinada enfermedad compleja. Para esto se utilizan los
estudios de asociacién gendmica que buscan descubrir relaciones entre variantes alélicas
especificas y alguna caracteristica fenotipica de interés.

Estudios de asociacion amplia del genoma (GWAS)

El acronimo GWAS hace referencia a Genome-Wide Association Studies, estudios a nivel
de genomas completos. La teoria que subyace a los GWAS, es que las enfermedades
complejas se deben al efecto acumulativo de muchas variantes de riesgo comunes (con alta
frecuencia) en un individuo. Si bien cada una de ellas son polimorfismos comunes en la
poblacion y puede aportar muy poco al desarrollo de una dada patologia, su efecto
acumulativo puede derivar (en conjuncion con otras variables, tipicamente ambientales) en
el desarrollo de la enfermedad.

Los GWAS son estudios en los que se analizan cientos de miles polimorfismos de
nucledtido unico (SNPs, Single Nucleotide Polymorphism) en un experimento. Directa o
indirectamente se analizan todas las variantes comunes y se busca asociarlas a alguna
patologia de interés.

En el genoma humano compuesto de unos 3 mil millones de pares de bases, la mayoria de
las secuencias de ADN de los individuos coinciden, pero alrededor del 0,1% son SNPs, que
es donde radica la diferencia. Tales SNPs causan la diversidad genética de un individuo y
“algunos de ellos” la predisposicion a diferentes enfermedades.

A la hora de disefiar un GWAS se tiende a usar un enfoque o disefio de estudios
epidemiolégicos que son de naturaleza observacional.

Estudios de observacion comunes son:

Cohorte: en este disefio de estudio se tiene un grupo de individuos sanos a los cuales se
les hace seguimiento a lo largo del tiempo. Luego se observa quién desarrolla la
enfermedad. Y luego se analiza entre las personas con la enfermedad cuantos de ellos
tienen la variante genética estudiada. Este tipo de estudios presentan algunos
inconvenientes inherentes: por ejemplo si la enfermedad en estudio es relativamente rara se
necesita inscribir un gran niumero de sujetos en el estudio para poder identificar un nimero
suficiente de casos con la enfermedad. Y si se tiene una enfermedad que tiene un largo
periodo de latencia se tendra que seguir a los individuos por un tiempo muy largo para que
desarrollen la enfermedad.

Casos-Control: son aquellos en los que se tiene un grupo de individuos que ya tienen la
enfermedad (Casos). Y luego se consigue un grupo de personas que no tienen la
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enfermedad (Controles), y se hacen comparaciones entre estos grupos. Este es el tipo de
estudios preferidos para los GWAS.

Analizar e interpretar GWAS

Una vez que se tiene genotipificada (determinados sus SNPs) a la poblacion en estudio,
basicamente lo que se hace es comparar a las personas que tienen la enfermedad contra
las que no, y luego se busca asociar la presencia de algun SNP particular con el desarrollo
de la misma.

Por ejemplo: si en un tipo de estudio Casos-Controles, tenemos que 50% de los Casos son
portadores de la variante de interés posiblemente asociada a la enfermedad pero sélo el
17% de los controles son portadores de dicha variante, entonces podriamos decir que los
Casos son mas propensos a tener la variante que los Controles. Pero para que esta
premisa sea correcta se necesita un tipo de prueba estadistica que determine si esta es una
diferencia significativa o no.

A esto se agrega la complejidad de que los humanos son diploides, cada persona lleva dos
copias de cada gen. Asi que aunque se pueda clasificar a los individuos como portadores o
no de una variante, se tiene que saber si llevan una o dos copias de esa variante, es decir
su genotipo es homocigota para la variante, heterocigota, u homocigota para la referencia
(en los casos de que en la posicién analizada no haya variante).

Entonces, para analizar los resultados de un GWAS se cuentan cuantas personas son
homocigotas, heterocigotas y homocigotas para la referencia, tanto en el grupo de casos
como de controles, y lo que se hace es determinar la proporcién de individuos enfermos y
no enfermos con cero copias, una copia o dos copias del alelo variante. Basicamente se
cuentan los genotipos encontrados.

Una vez determinadas las proporciones mencionadas (lo que se resume en una tabla de
contingencia) se determina si hay una asociaciéon estadisticamente significativa entre el
alelo alternativo y la enfermedad de interés.

Se puede realizar una prueba de chi-cuadrado para determinar si estas diferencias se
deben al azar o son significativas (donde el valor p es menor a un umbral determinado). Una
prueba de chi-cuadrado es una prueba de hipdtesis que compara la distribucién observada
de los datos con una distribucion esperada de los datos.

Si el p-value es menor o igual que el nivel de significancia, normalmente un p-value menor
de 0.05, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que hay una asociaciéon
estadisticamente significativa entre las variables. Indicar que hay menos del 5% de
probabilidad de que se haya observado esa distribucién soélo por azar, esto significa que hay
una pequefia probabilidad, alrededor del 5%, de que sea un falso positivo. Es mas que
probable que sea un verdadero positivo, y llamamos a esta asociacion estadisticamente
significativa.
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Este analisis se realiza para todos los SNPs determinados, buscando entonces cuales son
aquellos que se encuentran asociados significativamente con la enfermedad.

Una vez determinado que existe una asociacion estadisticamente significativa, lo que se
intenta determinar es, si una persona tiene una variante genética, ¢ cual seria su riesgo de
desarrollar la enfermedad?

Para ello a partir del estudio de Casos y Controles se calcula una probabilidad relativa,
denominada "Odds Ratio (OR)", que en castellano podriamos traducir como “cociente de
chances”.

El Odds Ratio (OR) es un estimador del riesgo relativo de poseer la enfermedad si uno
posee algun alelo alternativo, respecto de la poblacion de referencia. El OR se calcula como
el cociente entre la probabilidad (odds) de desarrollar la enfermedad si uno posee el alelo
alternativo, respecto de la chance de desarrollar la enfermedad para el alelo de referencia,
que seria la probabilidad que tiene la poblacion de referencia. El odds ratio se define como
la relacion entre el numero de casos y controles para cada condicion.

Casos Alt / Controles Alt
Casos Ref [/ Controles Ref

OR

La interpretacion del OR es que es una medida de cuadntas veces mas probable es
que el individuo que posee el SNP desarrolle la enfermedad, respecto de la poblacién
general.

Entonces si se utiliza el siguiente ejemplo tenemos que:
Tabla 5: Calculo de OR

[ | Casos | Controles | Odds | Odds Ratio Interpretacion
Allel | 100 100 -- -- --
es
TT 55 25 2.2 | 2.2/0.3=7.3 tiene 7 veces mas chances de

desarrollar la enfermedad

TC 35 40 0.8 0.9/0.3=3 tiene 3 veces mas chances de
desarrollar la enfermedad

CC 10 35 0.3 referencia normal

Entonces para evaluar la contribucion genética a las enfermedades complejas, debemos
buscar en el genoma aquellos SNPs que mediante los GWAS han sido asociados a estas
patologias (alelos de riesgo) y luego mediante su OR evaluar el impacto de los mismos en
el riesgo de desarrollarla. Los datos de los SNPs asociados se obtienen directamente de
GWAS Catalog [60] y son asociados a los SNPs encontrados en el VCF.
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GWAS Catalog

El acronimo GWAS hace referencia a Genome-Wide Association Studies, estudios a nivel
de genomas completos. Los estudios de asociacién gendmica buscan descubrir relaciones
entre variantes alélicas especificas y alguna caracteristica fenotipica de interés. Mas
adelante en la seccion Evaluacion de un perfil de riesgo se explicara con mayor detalle este
tipo de estudios.

Estos estudios son particularmente relevantes para estudiar caracteristicas con patrones de
herencia no mendelianos, como las enfermedades complejas mencionadas en el apartado
anterior.

GWAS Catalog [60] es una base de datos de libre acceso de las asociaciones entre traits
(muchos de ellos enfermedades) y variantes (principalmente SNP). Las asociaciones de
genotipo-fenotipo, junto con la informacion del estudio GWAS, se extraen manualmente de
la literatura y se introducen en el catalogo. Esta informacion es curada por expertos, y luego
se pone a disposicion gratuitamente y se puede buscar en el sitio web GWAS Catalog , para
permitir a los cientificos interpretar los datos con precision.

GWAS Catalog fue fundado por el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano
(NHGRI) en 2008, y desde 2010 ha sido una colaboracion entre el EBI y el NHGRI, en
respuesta al rapido aumento del nimero de estudios GWAS publicados.

Es importante destacar que los estudios GWAS se incluyen en el catalogo si cumplen
ciertos requisitos, por ejemplo:

Si se realizé la genotipificacion de las muestras de una gran cantidad de genomas y si en el
estudio se analizaron mas de 100.000 SNPs. Esto incluye los GWAS publicados
anteriormente que se incorporan a nuevos analisis (meta-analisis).

Para cada uno de estos estudios, se incluyen las asociaciones de caracteres (traits) -
variantes si:

e Tienen un p-value <1,0 x 10-5 en la poblacion total (GWAS inicial + replicacion)
e Se extrae la variante mas significativa de cada locus independiente

GWAS Catalog contiene una gran cantidad de datos y esta disefiado para ser facilmente
accesible a los cientificos que deseen utilizar los datos. Se puede buscar por SNP, por gen,
por caracteristica, etc, y contiene ademas visualizaciones utiles de la relacion entre traits y
variantes. Todos los traits y enfermedades estdn mapeados en una ontologia para mejorar
la capacidad de busqueda.

En GWAS Catalog los resultados de todos los trabajos de asociacion son subidos en un
formato estandarizado, permitiendo su analisis en conjunto. Para cada entrada se cuenta
con los siguientes campos, en negrita, los que campos que vamos que usamos para
seleccionar las variantes que usaremos en el calculo de riesgo:

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

PUBMEDID

FIRST_AUTHOR

DATE (fecha de publicacion del estudio)

JOURNAL

LINK

STUDY

DISEASE_TRAIT

INITIAL_SAMPLE_SIZE

REPLICATION_SAMPLE_SIZE

REGION

CHR_ID

CHR_POS

REPORTED GENE(S)

MAPPED_GENE

UPSTREAM_GENE_ID

DOWNSTREAM_GENE_ID

SNP_GENE_ID

UPSTREAM_GENE_DISTANCE

DOWNSTREAM_GENE_DISTANCE

STRONGEST_SNP-RISK_ALLELE (alelo de riesgo reportado).

SNPS (identificador de la variante en cuestion).

MERGED

SNP_ID_CURRENT

CONTEXT

INTERGENIC

RISK_ALLELE_FREQUENCY (frecuencia del alelo de riesgo en la poblacion en
cuestién).

P-VALUE (valor de significancia de la asociaciéon en cuestion).

PVALUE_MLOG

P-VALUE (TEXT) (indica si el p-value reportado esta asociado a algin subgrupo
particular -género, fumadores, etc.).

OR or BETA.

95% CI (TEXT) (intervalo de confianza asociado al p-value. Indica ademas si el valor en
el campo anterior es un OR o un beta).

PLATFORM_SNPS_PASSING_QC

CNV

MAPPED_TRAIT (nombre del rasgo asociado con vocabulario estandar de EFO
(experimental factor ontology). Permite recolectar estudios asociados a los rasgos de
interés en forma precisa).

MAPPED_TRAIT_URI

STUDY_ACCESSION

GENOTYPING_TECHNOLOGY

Estos estudios brindan una oportunidad sin precedentes para investigar el impacto de las
variantes comunes en las enfermedades complejas; sin embargo, la busqueda e
identificacion de los GWAS publicados puede resultar dificil, y el gran potencial que
contienen los datos de estas publicaciones puede resultar inaccesible para los
investigadores, si estos no son catalogados y resumidos sistematicamente.
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Evaluacion de un perfil farmacogendmico

La farmacogendmica se puede definir basicamente como el uso de la informaciéon genémica
de una persona para mejorar la eficacia, o reducir los efectos secundarios, de los farmacos
en su organismo. Se puede pensar la respuesta de un individuo a un farmaco como si se
tratara de una enfermedad compleja, ya que esta depende de factores genéticos y no
genéticos (que en este caso son principalmente las condiciones fisioldgicas del individuo).
Una de las principales diferencias es que la asociacion entre genes y enfermedades
complejas tienden a tener efectos muy pequefios. Mientras que los genes relacionados con
la farmacogendmica tienden a tener efectos algo mayores.

Los farmacos no siempre funcionan de igual manera en las personas, se sabe que las tasas
de respuesta a las drogas varian entre el 25% y el 80%. Por ejemplo, algunos analgésicos
tienen, en general, muy buena eficacia, mientras que muchos, o la mayoria, de los
medicamentos oncolégicos no, y la respuesta depende extremadamente del genoma del
individuo y del tumor.

Por otro lado, muchos medicamentos provocan reacciones adversas Una reaccion adversa
a un medicamento o ADR, es por definicion, algo que no es intencional, es una
consecuencia no deseada y usualmente es nociva, pudiendo llegar en casos extremos a la
muerte del paciente. Se estima, que del 1,5 al 2% de las personas que toman un
medicamento pueden desarrollar una reaccién adversa. Asi que, aunque individualmente
son bastante raras, colectivamente, pueden ser bastante comunes.

Comencemos con algunos antecedentes sobre los factores genéticos que afectan a la
farmacocinética y la farmacodinamica, dos parametros fundamentales para comprender
cémo un medicamento interactia con un organismo. La farmacocinética, analiza coémo
cuando se toma una droga, de qué manera la concentracion de la misma cambia a medida
que se mueve a través del organismo. La farmacocinética, se divide en los siguientes pasos
resumido en el acrénimo ADME de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Eliminacion.
Entonces cuando una droga entra en el cuerpo, es absorbida. Entra ya sea por via oral,
intravenosa o via aérea. Una vez dentro del organismo la droga necesita ser distribuida por
todo el cuerpo. Lo hace a través del sistema circulatorio, con la ayuda de proteinas
transportadoras, por ejemplo, hay transportadores de solutos como la proteina SLCO1B1.

La droga es entonces metabolizada o biotransformada. Este proceso se lleva a cabo en el
higado con la ayuda de ciertas enzimas. La familia mas grande de estas enzimas son los
citocromos de tipo P450 (CYPs). Finalmente el producto de la droga, una vez que es
metabolizada, es eliminado. Se excreta del cuerpo, a través de los rifiones, de las heces o
del aliento. En cada uno de estos pasos intervienen proteinas y por ende existe un potencial
efecto farmacogendmico. Actualmente, la misma se concentra en los pasos de distribucion y
metabolismos, dependientes principalmente de los CYPs.
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Casos de aplicaciéon de Farmacogendmica

La mayoria de los medicamentos que se utilizan en la actualidad son metabolizados por los
citocromos P450. Los mas relevantes son los citocromos P450, CYP3A4, CYP3AS5 vy los
CYP2D6, CYP2C8, CYP2C9 y CYP1A2. Las enzimas codificadas por estos genes son
polimérficas, son muy variables, por lo que, diferentes individuos tendran diferente actividad
enzimatica, y por tanto diferente respuesta a los farmacos.
Para estudiar la farmacogendémica en relacién con los CYPs, se suele clasificar a las
personas segun su actividad enzimatica en:

e Metabolismo ultrarrapido.

e Metabolismo extensivo. Esto es el metabolismo normal.

e Metabolismo intermedio, es decir, que tienen un metabolismo algo disminuido.

e Metabolismo bajo, no es bueno metabolizando drogas.

Se sabe que hay cientos de variantes genéticas que pueden llevar a la reduccion o a la
pérdida completa de funcién de estos genes del citocromo P450, para comprender mejor el
concepto, a continuacion, se plantean algunos ejemplos:

Codeina

La codeina es metabolizada por la enzima CYP2D6. La codeina en si misma es en realidad
una pro-droga. El metabolito activo es la morfina. La enzima CYP2D6 es la que metaboliza
la codeina en morfina. La morfina se une a su objetivo (target o blanco molecular) y produce
su efecto analgésico.

Normal metabolism

CYP2D6 poor metabolizers don’t have

Active enough active drug

metabolite

Codeine
(pro-drug)

Active

metabolite
Codeine (pro- e
drug) % .
Poor
metabolizer
signaling
K v \ Patient requires higher dose to

achieve efficacy

Figura 11: Metabolismo de la Codeina. [84] Genomic and Precision Medicine.

Entonces si un individuo tiene una mutacién en el gen CYP2D6 que provoca su pérdida de
funcion total o parcial, la persona se convierte en un mal metabolizador de la codeina. La
enzima no se expresa lo suficiente y ya no es posible metabolizar la codeina. Esto aumenta
su concentracion pero disminuye la cantidad del metabolito activo, la morfina, reduciendo la
eficacia del farmaco. Esto hace que la persona requiera una dosis mayor para mejorar su
eficacia.
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Warfarina

La propia warfarina es un compuesto activo. Esta droga es un anticoagulante que se une al
receptor y produce una alteracion en la coagulacién. Esa es la funcién de la warfarina y la
misma es metabolizada por la enzima CYP2C9. El producto de la catalisis es un metabolito
inerte, que luego se elimina.

Normal metabolism

. Inert CYP2C9 poor metabolizers have too
Active metabolite much drug (toxicity)
compound g
@ cYP2co .
Inert

Therapeutic \ v l*g metabolite
amount ) R .
Elimination Poor
metabolizer l
Elimination

Toxic amount

Patient requires lower dose to prevent

Altered clotting
toxic side effects

Figura 12: Metabolismo de la Warfarina. [84] Genomic and Precision Medicine.

Si se tiene una mutacion en el gen CYP2C9 que produce la pérdida de funcion del gen, la
cantidad de warfarina se acumulara en el sistema y debido a que este es un compuesto
activo, se convertira en toxico. Asi las personas que son malos metabolizadores de la
warfarina debido a una pérdida de funcién del gen CYP2C9 requeriran una dosis menor
para prevenir los efectos secundarios toxicos.

lvacaftor

Un ultimo ejemplo es el caso del farmaco Ivacaftor, que se utiliza para tratar la fibrosis
quistica (CF). Un individuo sano tiene canales de cloruro en sus células epiteliales. Este
canal esta regulado por una proteina de membrana expresada por el gen CFTR. En su
estado normal el canal de cloruro permite el transporte normal de iones a la célula.

o /_\ AS508F affects folding;
Health individual channel doesn’t reach
surface (85% of patients)

Normal ion
transport

0 W1282X results in
truncated protein
/‘ e @

hloride ch |
chioride channe G551D affects Drug effective
function (gating)  only in patients
of channel (4% of with G551D
Epthelial cell patients)

mutation
>1000 mutations lead to Cystic Fibrosis, each affecting CFTR Just approved for 8
protein in different ways more mutations!

Figura 13: Metabolismo de Ivacaftor. [84] Genomic and Precision Medicine.
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Se conocen multiples mutaciones del gen CFTR [61] que pueden conducir al desarrollo de
la enfermedad de la fibrosis quistica. Cada una de ellas afecta a esta proteina de una forma
ligeramente diferente. La variante mas comun asociada a CF es la llamada Delta F508 o
F508del-CFTR (rs113993960). Esta variante afecta al plegamiento de la proteina de modo
tal que el canal ni siquiera llega a la superficie de la célula. Esta es la variante responsable
de alrededor del 85% de los pacientes con fibrosis quistica.

Hay otras variantes menos comunes pero igualmente deletéreas. Por ejemplo,la W1282X,
que produce el truncamiento de la proteina, por lo que se puede ver que el canal de cloruro
es un poco mas corto.

La variante llamada G551D, que es una sustitucion de aminoacidos, afecta la apertura de
este canal. Esta variante es responsable de alrededor del 4% de los pacientes con CF. El
Ivacaftor es una droga que fue desarrollada especificamente para atacar este defecto. Por
lo que la droga sélo funciona en personas con este tipo de defecto. No funciona en el tipo
mas comun, en el que el canal de cloruro no llega a la superficie o en otros tipos.

Entonces este es un ejemplo en donde seria conveniente primero hacer un test de
farmacogendmica para asegurarse de que la droga funcione, para que sea eficaz.

PharmGKB

PharmGKB [62] es un proyecto que recopila y organiza informacion clinica relacionada con
la farmacogendmica, o sea coémo los genes/variantes se relacionan o influyen en la
respuesta a los farmacos. PharmGKB incluye guias de dosaje y asociaciones
gen(variante)-farmaco con potencial relevancia clinica. Ademas, contiene informacion de
cuales son tanto las vias metabdlicas como las de accion (incluyendo blanco principal y
secundarios u off-target) de cada uno de los farmacos aprobados por la FDA.

Las anotaciones de PharmGKB presentan un breve resumen de las recomendaciones de
dosificacién basadas en el genotipo. Estas pautas/recomendaciones de dosificacién de los
medicamentos estan basadas en las guias publicadas por Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) [63].

El CPIC es un consorcio internacional dedicado a facilitar el uso de pruebas
farmacogenéticas para el cuidado de los pacientes. Una de las barreras para la
implementacién de las pruebas farmacogenéticas en la clinica, es la dificultad de traducir los
resultados de las pruebas genéticas de laboratorio en decisiones de prescripcion
accionables para los medicamentos afectados. El objetivo del CPIC es justamente abordar
esta problematica, mediante la creacion, el curado y la publicacién de directrices de practica
clinica de genes/drogas detalladas, actualizadas, revisadas por pares basandose en la
evidencia disponible.
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Las recomendaciones terapéuticas del CPIC se basan en la ponderacién de la evidencia de
una combinacion de datos funcionales y clinicos, asi como en algunas directrices de
consenso especificas de la enfermedad.

Las principales anotaciones de PharmGKB presentan un breve resumen de las
recomendaciones de dosificacién basadas en el genotipo. Entre las anotaciones que
podemos encontrar se encuentran:

i) La informacién de prescripcion, que incluye pautas clinicas para ajustar el tratamiento de
ciertos medicamentos en base a la informacion gendmica de la persona. Algunas directrices
especificas pueden ser, por ejemplo, como ajustar la dosis de un medicamento, o
recomendar la utilizacién de medicamentos alternativos.

ii) Las etiquetas de los medicamentos de ciertos farmacos contienen consejos sobre como
ajustar la dosis basandose en la informacién genética, o informacion sobre la posibilidad de
efectos adversos en personas con ciertas variantes genéticas, o informacién sobre las
proteinas implicadas en la metabolizacion del farmaco en el cuerpo. Ademas se les asigna
un nivel de informacién farmacogendémico (PGx) que incluye si recomienda o requiere la
realizacién de analisis gendmicos del paciente antes de suministrar el medicamento.

iii) También se puede encontrar informacién sobre las vias metabdlicas, es decir, como se
metaboliza un medicamento en el cuerpo, cémo funciona un medicamento en el cuerpo, o
ambas cosas. La informacion de PharmGKB con respecto a esto se centran en la
farmacocinética o en la farmacodinamica de un medicamento, y describen los genes clave
que codifican las proteinas implicadas en estos procesos.

iv) Los VIPs (Very Important Pharmacogenes) son descripciones de genes que son
particularmente importantes en el campo de la farmacogendémica. La informacion disponible
para cada VIP incluye informacién de las proteinas que expresa, las relaciones que tiene
con distintas enfermedades, e informacidén detallada sobre las variantes genéticas (o
haplotipos) particularmente importantes para la farmacogendmica del gen en cuestion.

v) Las anotaciones clinicas, finalmente, resumen todas las anotaciones de PharmGKB de
las pruebas publicadas de la relacion entre una variante genética particular y un
medicamento. Esta informacion es la esencia de PharmGKB. A estas anotaciones, se les da
una calificacion por parte de PharmGKB dependiendo de cuanta evidencia publicada haya
de la relacién y la calidad de esa evidencia. En otras palabras, cuan probada e importante
es la asociacién variante-farmaco.
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Estos niveles de evidencia son:

o Level 1a
CPIC guideline or known } high
clinical implementation ® Level 1b
<
o moderate &
variant in PharmGKE VIP = Level 2b g
A
1]
Level 3 low
Level 4 preliminary

Figura 14: Niveles de evidencia. PharmGKB [62]

Nivel 1A: Este nivel de evidencia se le asigna a la relacién variante - droga validada por el
CPIC.

Nivel 1B: Este nivel de evidencia se le asigna a la relacién variante - droga en la que la
preponderancia de las pruebas muestra una asociacion. La asociacion debe ser replicada
en mas de una cohorte con valores p significativos, y preferiblemente tendra un fuerte
tamano de efecto.

Nivel 2A: Este nivel de evidencia se asigna a la relacion variante - droga cuando la variante
se encuentra en algunos de los genes VIPs (Very Important Pharmacogene). Las variantes
del nivel 2A se encuentran en farmacogenes conocidos, por lo que es mas probable que
tengan importancia funcional.

Nivel 2B: |a clasificacion 2B se da cuando las pruebas de asociacién son moderadas. La
asociacion debe ser replicada, pero puede haber algunos estudios que no muestran
significancia estadistica.

Nivel 3: en este nivel se indica que la relacién variante - droga esta basada en un unico
estudio significativo (aun no replicado) o se corresponde a un conjunto de estudios pero sin
pruebas claras de una asociacion.

Nivel 4: esta clasificacidon se asigna cuando la relacién variante droga se debe a un estudio
no significativo o pruebas de ensayo in vitro, molecular o funcional solamente.

Aqui es pertinente que mencionar en nuestro protocolo de procesamiento de los datos de
NGS, en la seccion de anotacion funcional, anotamos cada variante con el nivel evidencia
de asociacion variante-droga, y luego en el proceso de priorizacién solo nos quedamos con
las de nivel de evidencia 1A,1B, 2A y 2B.

Para trabajar con PharmGKB se pueden tomar dos puntos de partida
e Tener un farmaco de interés y buscar/analizar cuales son los genes/variantes

asociados (o relevantes) para el mismo.

e A partir de las variantes de un genoma/exoma/panel dado analizar cuél(es) poseen
informacion y efecto farmacogendmico.
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En el protocolo definido para este trabajo de tesis se definid la anotacién funcional de las
variantes en estudio con PharmGKB, tomando como punto de partida la segunda opcién
mencionada.

Esto comprende lo que seria una “anotaciéon farmacogenémica de un conjunto de
variantes”. La anotacion comprende el resumen de la asociacion entre una sola variante
genética y una respuesta a la droga.

Para finalizar, se presenta un ejemplo. Para la variante rs28399504 cuya posicion genémica
es chr10:96522463, sus alelos pueden ser A>G / A>T y se encuentra en el gen CYP2C19,
la anotacién clinica de PharmGKB dice que existe una asociacion entre esta variante y el
farmaco clopidogrel que se utiliza en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
como el sindrome coronario agudo. Con un nivel de evidencia 1A, PharmGKB informa que:

e Los pacientes con el genotipo AA 1) pueden presentar un mayor metabolismo de
clopidogrel y 2) pueden tener un menor riesgo de eventos cardiovasculares
secundarios cuando son tratados con clopidogrel en comparacion con los pacientes
con el genotipo GG y AG.

e Los pacientes con el genotipo AG 1) pueden tener un metabolismo deficiente de
clopidogrel y 2) pueden tener un mayor riesgo de eventos cardiovasculares
secundarios cuando son tratados con clopidogrel en comparacion con los pacientes
con el genotipo AA.

e Los pacientes con el genotipo GG 1) pueden tener un metabolismo deficiente de
clopidogrel y 2) pueden tener un mayor riesgo de eventos cardiovasculares
secundarios cuando son tratados con clopidogrel en comparacién con los pacientes
con el genotipo AA.

Resultados

B-Platform

Como parte de este trabajo de tesis se desarroll6 un software, que denominamos
B-Platform, para el andlisis, la clasificacién y priorizacion de variantes. El mismo es una
plataforma de analisis gendmico que permite analizar datos de secuenciacion,
principalmente de tipo de NGS, de muestras humanas haciendo facil la priorizacion vy
analisis de variantes. La plataforma permite analizar estudios simples, considerando un solo
paciente, y/o multiples, por ejemplo en el caso de trabajar con trios (padre, madre e hijo), y
otros tipos de disefios experimentales.
Una vez que los datos (VCF anotado) se encuentran cargados en la plataforma, la misma
permite (entre otras cosas):
e Realizar un analisis estadistico de los datos derivados de los procesos de
secuenciacién, mapeo y el llamado de variantes;
e Realizar consultas predeterminadas y programar filtros avanzados para la
priorizacion de genes y variantes de interés;
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e Buscar genes por su relaciébn con sintomas, de acuerdo a la nomenclatura
estandarizada establecida por el Human Phenotype Ontology [54], restringiendo la
busqueda a aquellos genes directamente asociados con el cuadro clinico del
paciente.

e Tener acceso directo a links de bases de datos externas comunmente utilizados por
la comunidad cientifica (OMIM[32], ClinVar[38], GnomAD[53], ENSEMBL[33], etc.).
Trabajar con paneles de genes personalizados (y definir los mismos).

Exportar los datos para la realizacion de un reporte.

B-Platform como herramienta para ayudar en el Diagndstico

Introduccion

Poder llegar a un diagnéstico ayuda a proporcionar una explicacion y terminar con la
comunmente llamada "odisea diagndstica". Esta situacién se da cuando un paciente que
parece tener un trastorno mendeliano, se le realizan analisis bioquimicos, radiolégicos, y
muchas otras pruebas estandar para tratar de llegar o confirmar un diagnéstico, y no se
tiene éxito o se llega a un diagndstico erréoneo. Esto resulta, muchas veces, en un
tratamiento ineficaz, la progresion de la enfermedad, la frustracién en la familia, un posible
diagnéstico tardio, y la acumulacion de gastos médicos sustanciales. El paciente se
encuentra entonces en una migraciéon constante de médico a médico y de prueba en prueba
en el intento de llegar a un diagndstico.

En el contexto de la secuenciacién de préxima generacion (NGS) cuando se hace mencién
al dilema del diagnéstico, se refiere a la posibilidad de secuenciar al paciente para intentar
encontrar una variante en un gen asociado al trastorno que padece, siendo la misma
potencialmente diagnéstica y de este modo terminando con la odisea del paciente.

Como ya se menciond anteriormente en la introduccion, con las tecnologia de NGS, se
puede obtener la secuencia completa del ADN de una persona, es decir, todo el genoma, a
esto se lo denomina Whole Genome Sequencing (WGS), o se puede solo obtener la
secuencia de ADN de “todos” los genes, es decir, solo secuenciar la regiones que codifican
proteinas, a este procedimiento se los llama Whole Exome Sequencing (WES). También se
puede seleccionar para secuenciar un determinado grupo de genes de interés, usualmente
asociado a la patologia de interés, a esto se los llama secuenciacién de un Panel de Genes.

Se podria comenzar con la secuenciaciéon del genoma completo, en cuyo caso se
encontraran aproximadamente 4,5 millones de variantes. O se puede empezar con la
secuenciacion del exoma completo, en cuyo caso se tendra hasta 100.000 variantes. O
quizas secuenciando un panel de genes candidatos en el cual, dependiendo del tamaro del
panel, se podra tener entre cientos y miles de variantes. En todos los casos el desafio es
encontrar las variantes responsables de la patologia y por ende diagndsticas.

En la actualidad, en general, se estan secuenciando exomas antes que genomas y paneles.
Esto se debe a que las mutaciones que encontramos en los exones son mas faciles de
entender debido al cddigo genético, su efecto es mas predecible. No es que no se sepa
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nada sobre la variantes en regiones no codificantes, sélo que se sabe mucho menos y la
prediccion de cual sera el efecto de una variante tendra mucho menos éxito que si fuera
sobre una variante que esta dentro de un exon.

Ademas se sabe que mas del 85% de las mutaciones conocidas para los desérdenes
mendelianos raros ocurren en los exones [64], asi que es una fuente rica de variantes, si se
esta tratando de entender los cambios genéticos que causan enfermedades. Por ultimo,
resulta mas barato, mas rapido y mas facil de analizar s6lo el 2% en lugar de todo el
genoma.

El exoma es util para encontrar pequefias variantes, como snp, o pequefios indels. Ademas
algunos CNVs también pueden ser detectados confiablemente dependiendo de donde estan
y de su tamafio. Sin embargo, las tecnologias actuales no son muy buenas para detectar
indels mas grandes o para las repeticiones de trinucledtidos similares a las que se
producen, por ejemplo, en el sindrome del x fragil o la enfermedad de Huntington.

En el estudio de genomas o exomas humanos la identificacion y caracterizacion del
conjunto de variantes presentes en una muestra es uno de los procesos clave y el mas
sensible para la correcta aplicacion de la secuenciacion masiva en el diagndstico genético
[65]. Para poder realizar esta tarea se necesitan herramientas bioinformaticas y tecnologias
de la informacion. El correcto y eficiente procesamiento, andlisis, almacenamiento,
integracion e interpretacion de los datos genémicos, es el principal desafio y escollo que
encuentra hoy la genémica para llegar a la clinica. La herramienta desarrollada en esta
tesis, y el protocolo que describiremos a continuacion busca dar una solucion a este
problema.

Analisis y priorizacion de variantes

Protocolo de priorizaciéon

Luego del procesamiento de los datos de secuenciacidén se obtiene, como ya se menciond,
un enorme numero de variantes que necesitan ser evaluadas.

Analizar cada variante individualmente resultaria extremadamente laborioso, por lo que es
necesaria la aplicacion de filtros para la priorizacion de las mismas. Para esto primero se
cargan las variantes en la B-Platform.

A partir de la informacion anotada en las variantes, producto del paso de anotacion
funcional del flujo de procesamiento definido en la seccion de métodos de esta tesis, se
deben seleccionar aquellas con mayor probabilidad de ser causantes del fenotipo
observado, en un proceso denominado priorizacion de variantes.

A partir de la sinopsis clinica del paciente, y de acuerdo con el profesional médico
responsable del caso, se realiza usualmente primero una busqueda en la bibliografia y base
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de datos (por ejemplo OMIM) de aquellos “genes candidatos”, que son aquellos que puedan
albergar variantes patogénicas que pudieran explicar la patologia clinica observada.

Una vez definida una lista de genes candidatos se puede utilizar la misma para reducir el
universo de busqueda de variantes solo a aquellas que se encuentren en estos genes.
Entonces se puede crear en la plataforma este tipo de panel de genes virtual para que
pueda ser utilizado como filtro inicial en las busquedas.

Creacion y uso de paneles de genes

La plataforma cuenta con un modulo para la administracion de listas de genes candidatos,
que luego se pueden utilizar en los filtros para priorizar las variantes. Estas listas de genes
funcionan como paneles virtuales. Para realizar este paso, una vez dentro de la plataforma
se puede acceder desde el menu principal a la solapa “Paneles” (figura 15), y se podra ver
una lista de paneles de genes previamente creados (ya sea por nosotros o por otros
colegas):

B PLATFORM OF

INICIO CASOS PANEL DE GENES

Nuevo panel de genes 1

Panel de genes €

ACMG 57 G 1210812015 16:42:37
ACMG Recommendations for Reporiing of Incidental Findings in Clinical Exome and Genome Sequencing, all of the genes and types of variants in this panel should be examined
and the results reported fo the ordering clinician.

CASO DEMO-DRD €Y 24/0112019 15:27.42
Caso de ejemplo, DRD#128230, Bainbridge, et. al, 2011

CASO FMF (C Y 03/10/2018 16:42:00

Genes relacionados e indirectamente relacionados con Fiebre mediterranea Familiar

Caso Hipercolesterolemia Familiar €Ny 09/10/2018 21:17:05

Genes obenidos de paneles comerciales

Figura 15. B-Platform - Vista de la pestafa “Panel de genes”.
Desde esta pantalla para crear un panel de genes, se ingresa a “Nuevo panel de genes”.

Aqui se desplegara un formulario de alta del panel para completar todos los datos, entre
ellos la lista de genes candidatos del caso (ver Figura 16).
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B PLATFORM (OF

CASES ~ GENEPANELS  ACCOUNT
Edit gene panels
General data

Name * Demo

Description * Neuronal Ceroid Lipofuscinosis

Symptoms

Select symptoms and the genes will be brought to the bottom box

Add Intersection Add Union Delete @

Genes * MFSD8,CLN3 DNAJCS PPT1 TPP1,CLNG,CLNS,CTSD,CLNG,CLN5

Search by Symptoms

Author Optional

References Optional

Figura 16. B-Platform - Vista de la ventana para la creacion de un nuevo panel de genes.

Para facilitar la seleccion de los genes en la creacion del panel, presionando sobre el botdn
“Buscar por sintoma”, se podran agregar genes que estén directamente relacionados con
los sintomas principales. Para ello, se debe colocar cada sintoma individualmente de forma
manual, y seleccionar de la lista desplegable aquella opcién que se corresponda, 0 mas se
asemeje, al sintoma buscado. La nomenclatura estandar utilizada para la descripcion de los
sintomas es HPO (Human Phenotype Ontology)[54].

Finalmente, podra buscar y seleccionar todos los sintomas que desee y luego pedir la
interseccién “génica” de los mismos (es decir, que la plataforma agregue a la lista
unicamente aquellos genes para los que existe evidencia de correlaciéon genotipo-fenotipo
para todos los sintomas elegidos). Alternativamente, puede armar un panel con la unién de
los genes relacionados con cada sintoma por separado (se sumaran a la lista todos los
genes asociados a cada entrada). La asociacion sintomas-genes (relacion
fenotipo-genotipo) se hace a partir de los sintomas listados en OMIM para cada gen.

Es importante destacar que en el alta de un panel se valida también que los genes
ingresados estén registrados en HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)[47].

Una vez creado el panel, como ya se menciond, se lo puede utilizar como filtro para
cualquier muestra que se desee analizar en el futuro.

La restriccion de la busqueda al panel de genes candidatos, generalmente si bien reducira
de manera significativa el nUmero de variantes a analizar con mayor detalle, aun resulta en
un elevado numero de variantes que no son relevantes para el caso, variantes benignas,
sindnimas etc, lo importante, como veremos a continuacion, es que las variantes en estos
genes deben ser variantes patogénicas o probablemente patogénicas que puedan afectar al
o los genes candidatos que pueden dar lugar a la enfermedad del paciente. Saber que la
variante esta presente mejorara el cuidado del paciente.
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Entonces, para progresar en el andlisis del caso, debemos continuar aplicando filtros para
reducir al minimo la cantidad de variantes a analizar, para finalmente llegar a la variante o
variantes candidatas que puedan explicar el fenotipo del paciente.

Aplicacion de filtros: Simples y por Modelo de enfermedad

Filtros simples

Para comenzar con la priorizacion de variantes, se debe acceder al panel de filtros de
busqueda como se muestra en la figura 17. Esto abrird un menu sobre el cual se podra ir
configurando diferentes filtros de acuerdo a diferentes categorias en las que agrupamos sus
propiedades (variantes, genes, prediccidon del impacto y grado de evidencia). Es importante
destacar que los filtros son iterativos, lo que permite que los mismos se puedan ir anidando
para refinar las busquedas (o sea aplicar un filtro a las variantes ya filtradas por un filtro
anterior).

Datos Generales Consultas

Descripcion Profesional Institucion Fecha de creacion
Consulta v

Consulta avanzada Q
Consultas predeterminadas Q

Resultados guardados (1)

Muestra

Estadisticas

Libreria - Impacto potencial Clase

Referencia GRCh37 Gene MHYS (29
#variantes 2869 ‘ “I

#variantes conocidas 2857 ‘

Proporcion dbSNP 1.00

Het/Hom Ratio 1.18

TiTv Ratio 2.34
Figura 17. B-Platform: Estadisticas del caso. En los gréficos de tortas sefialan la cantidad de
variantes clasificadas por impacto funcional y clase funcional. Ademas sobre el margen derecho se
pueden ver los botones de acceso para ingresar a la seccion de filtros.

Como se mencioné anteriormente, un primer paso importante consiste en buscar variantes
conocidas en los genes candidatos que sean patogénicas, o probablemente patogénicas, y
que por ende se tenga evidencia de que afectan a la funcion del gen. Entonces
primeramente se suelen buscar variantes con reportes previos de patogenicidad en bases
de datos de asociaciones clinicas (por ejemplo, ClinVar). Usualmente, encontrar una
variante de este tipo en alguno de los genes candidatos, posee altas chances de ser la
variante diagndstica.
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:
Veredicto ACMG
Seleccionar A
ACMG/AMP 2015 guideline &
Excluir clasificacién ACMG.
CLINVAR

2 seleccionados o

0-Non

- Not provided
2 - Benign

w

- Likely benign
4 - Likely pathogenic
5 - Pathogenic

- Drug response

~ o

- Histocompatibility

8 - Confers sensitivity

9 - Risk factor

10 - Association

11 - Protective

12 - Affects

13 - Conflicting interpretations of pathogenicity
255 - Other

Figura 18. B-Platform - Filtro por clasificacion segun ClinVar

Otro filtro importante a aplicar, es el de frecuencia poblacional de las variantes. Si una
variante es demasiado frecuente en la poblacion es clasificada como benigna (ver por
ejemplo los criterios de la ACMG). Recordemos, que el término polimorfismo técnicamente
corresponde tradicionalmente a una mutacién que ha alcanzado una frecuencia alélica de
mas del 1% en la poblacion. Para analizar la frecuencia, se consultan bases de datos
poblacionales como Gnomad y 1000 Genomas.

FILTROS

Frecuencia en GnomAD Exomes < 0.05
(|

0.01 0.03 0.05

Excluir frecuencia gnomad
Frecuencia en GnomAD Genomes < 0.05

C

0.01 0.03 0.05

Excluir frecuencia gnomad
Frecuencia en 1000G < 0.05
a

0.01 0.03 0.05

Excluir frecuencia 1000G

Figura 19. B-Platform - Filtro por frecuencia poblacional

Otro filtro muy relevante, particularmente en el contexto de la practica clinica, es el de
ACMG - basado en la asignacion de codigos en funcién de la evidencia disponible de cada
variante, siguiendo la guia establecida por el American College of Medical Genetics. Este
filtro permite seleccionar variantes de acuerdo a las categorias de la ACMG (patogénicas,
probablemente patogénicas, significado incierto, probablemente benignas, benignas), y
también por cada una de los niveles de evidencia (PVS, PM, etc).
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Veredicto ACMG

Seleccionar <

Benign

Likely benign
Uncertain significance
Likely pathogenic
Pathogenic
Clinical significance value [&

Excluir clasificacién Clinvar.

Evidencia ACMG

dbSNP
© Todos Si No

Limpiar filtros

Figura 20. B-Platform - Filtro por criterios de ACMG

Ademas de los filtros mencionados, que son los principales en el protocolo de priorizacion
definido, hay disponibles muchos filtros mas que se complementan a los ya mencionados
anteriormente, pero que para no extendernos demasiado en esta seccion, no se describen
en detalle y solo se mencionan brevemente.

Entre los filtros disponibles se pueden mencionar los que estan agrupados en la seccion
“Consecuencias”. Aqui se puede elegir el efecto molecular de la variante: como cambio de
marco de lectura, terminacién prematura, involucrada en splicing, distintos tipos de insercion
/ delecion; clase funcional: silenciosa, sindbnima/no sinénima; y grado de impacto potencial,
alto, moderado, etc.

También se podra filtrar por algunos predictores bioinformaticos de patogenicidad, en
particular M-CAP, DAMN, Mutation taster, polyphen-2 y Sift, seleccionando el score a partir
del cual los mismos consideran a una variante como (probablemente) patogénicas. Las
predicciones automaticas de este tipo son esenciales para interpretar grandes conjuntos de
datos que incluyan variantes genéticas nuevas o poco frecuentes, ayudando a dirigir el
analisis en profundidad de las variantes candidatas mas prometedoras.
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Filtrar por predictores -

M-CAP 2 0.025
(

FILTROS o

0.025

M-CAP [@

DANN 2 0.95

DANN &

MutationTaster

disease causing automatic v

SIFT

Damaging h

SIFT &
Polyphen

Probably damaging A

Limpiar filtros @

Figura 21. B-Platform - Filtro por predictores de patogenicidad

Filtros por modelo de enfermedad

Cuando para el analisis de un caso se tiene la posibilidad de secuenciar un trio, probando,
padre y madre (u otro tipo de grupo familiar), un filtro de mucha utilidad para reducir la
cantidad de variantes es aplicar un enfoque basado en el modelo de herencia de la
enfermedad de la que se sospecha y/o es la determinada para el gen que posee las
variantes de interés.

Este enfoque consiste en suponer por ejemplo un modelo de herencia autosémica recesiva,
dominante o ligada al cromosoma X, y poder luego aplicar estos modelos como filtro
utilizando la informacién de la cigosidad de las variantes, y su presencia ausencia en cada
uno de los miembros de la familia. Por ejemplo, para una enfermedad que sigue un modelo
de herencia dominante podemos, analizar si una variante en el paciente no esta presente en
ninguno de los padres si son sanos (lo que corresponderia a una mutacién de novo), o en
heterocigosis en el padre afectado (patron dominante tipico), o en el caso de una patologia
recesiva, podemos verificar si ambos padres son portadores sanos de una variante en
heterocigosis, que se la han heredado por igual a su hijo.
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Muestras

¢ (EEERED
Sl Froeavol
b

Father [FATHER]

FILTROS a

Operacion

Seleccionar r

Modelos de enfermedad

| Seleccionar T |

Seleccionar

X-linked dominante

X-linked recessive
dominante

Autosdmica recesiva homocigosis
! Autosdmica recesiva het.compuesta

Filtrar por

Limpiar filtros

Figura 22. B-Platform - Filtro por predictores de patogenicidad

Entonces, como se muestra en la figura 22, también se puede filtrar directamente aplicando
un modelo de herencia de la enfermedad en estudio, pudiendo elegir entre dominante o
recesivo ligado al X.

Analisis de resultados

El objetivo de la plataforma, desde el punto de vista del diagnéstico, es reducir el nimero de
variantes a analizar de manera manual y detallada en el caso en estudio y luego facilitar el
analisis de las variantes candidatas. La meta es llegar a un conjunto reducido de variantes
que puedan potencialmente explicar el fenotipo del paciente y que estas puedan ser
analizadas en detalle.

Una vez realizado el proceso de filtrado con los parametros deseados, la plataforma
muestra un listado con los genes/variantes que cumplen con los criterios establecidos.
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| D @D > Fitros apicados:
5

= [P If acme
Chr:posicion Gen Cambio Impacte/Efecto ACMG Frecuencia Evidencia Informacién de muestras
19:33353366 @ SLCTA9 c>T (Alto | Gene: SLCTA9 et
€.604+1G>A splice donor variant PVE1 0 = DP:26/69 |GQ:99 [FS:—

|QUAL:721.77 |Filter:PASS

Variant:
gnomAD @ M.Taster @

16:21747639 @ OTOA G>T m Pathogenic © GnomAD exomes:0.0003 Gene: OTOA
©.2401G>T stop gained PVS10 0,";'”’” @ GeneCards @ DP:9/41 |GQ:99 |FS:3.556
p.GIuBD1* EaEm NCBI (5 gnomAD 2 |QUAL:253.77 [Filter:PASS

genomes:0.0097.
Comunidad:0.0757 Variant:

7:286468 3@ FAM20C G> Comunidad:0.2993 Gene: FAM20C

GGACAGGTGAGCCC  intron variant [Fsi0] 50 s o DP:17/38 |GQ:99 FS:~
TTCCTTCCTCCCTCC W= E a2l |QUAL:687.73 [Filter:PASS
ATCCGC Variant:

©.953_956+30dupACA 15771288640 @

GGTGAGCCCTTCCT Cl r (EE =

774848096
Clinvar ~ gnomAD
M.Taster

TCCTCCCTCCATCCG
[ele]

Figura 23. B-Platform - Tabla de resultados: lista de variantes

A simple vista se puede verificar en cada fila (que corresponde a una variante) el resultado
de la informacion obtenida, como cromosoma y posicién genémica de la variante hallada y
acceso al transcripto canodnico en la base de datos ENSEMBL. También se encontrara
informacion acerca del fenotipo asociado al gen en OMIM (con su acceso directo), y el
modelo de herencia correspondiente.

Para identificar mejor a la variante, se presenta el cambio producido en tres niveles:
genomico, cDNA y de la proteina. Cada variante esta categorizada segun el impacto/efecto
a nivel molecular y hace referencia a la magnitud de impacto de la variante en la proteina
resultante. Se le asigna un impacto alto a aquellas variantes que resultan en ganancia o
pérdida de codones de inicio o finalizacién de la traduccion, y/o cambios en el marco de
lectura. El impacto se considera moderado cuando las modificaciones a nivel proteico
involucraron cambios no sinénimos de un Unico aminoacido y/o pequenas inserciones o
deleciones que mantuvieron el marco de lectura. Finalmente, el impacto bajo suele hacer
referencia a variantes sinénimas y a aquellas variantes modifier, que son las contenidas en
la regién intrénicao 3"y 5" UTR.

Como ya mencionamos, un campo sumamente importante a la hora de la priorizacién de
variantes, es la clasificacion ACMG. Desde los resultados se podra acceder a dicha
clasificacién, asi como a cada uno de los niveles de evidencia cumplidos por la variantes
para que sea ubicada en dicha categoria.

Se encontraran ademas los datos de frecuencia poblacional (si la hubiera) de cada variante
en poblaciones de referencia obtenidas de gnomAD, 1000 Genomas y frecuencias internas.

Dentro de la evidencia disponible, también se dispone de informacién relacionada con el
cédigo unico rs asignado a aquellas variantes que poseen una entrada en la base de datos
dbSNP, y otros links de interés a bases de datos externas, tales como UniProt,
MutationTaster, ClinVar, gnomAD, OMIM y GeneCards.
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Finalmente, y no de menor importancia, se tiene la informacién de la muestra, es decir, de la
secuenciacion. Se indica el nombre de la muestra en la que se encuentra presente la
variante, la cigosidad de la misma y diversos parametros de calidad (profundidad, GQ, FS,
QUAL, Filter).

Cada variante candidata listada en la plataforma se puede, luego, analizar con mayor
detalle. Para esto se investiga cada una individualmente a través de la informacién brindada
por la plataforma (como se muestra en la Figura 24).

DETALLE DE LA VARIANTE

Variante Anotacion
RSID = Gen SLC7A9 @ | OMIM@ | GeneCards @ | NCBI @
Cromosoma:Posicién 19:33353366 1@ Efecto splice donor variant
Cambio c->T Impacto m
@ENST00000023064
(Exon or Intron rank 5 - ¢.604+1G>A - ) Clase funcional
Gen Ensembl
Conservacion
Transcriptos Ensembl
Phylo| 7.693000
RefSeq ylop
; " PhastCons 1
Frecuencia alélica
GERP++_RS 537
Fuente
Source: dbNSFP version 3.5¢ [
VCF Variant Descargar VCF Variant &

Evidencia
Daro potencial

CLNSIG
gnomAD Browser 19-33353366-C-T@ | SLCTA9 @

Intervar Pathogenic
MutationTaster 19-33353366-C-T=

SIFT

[S TV = (1

Figura 24. B-Platform - Detalle de una variante particular.

Al acceder al detalle de la variante se podra observar informacién especifica como ser: el
gen, efecto, impacto, clase funcional, el identificador rs, frecuencia poblacional, la posicion
gendmica, informacion sobre el/los transcripto/s y el exdn en el que se encuentra.
Finalmente, se mostrara informacion del “Dafo potencial’, donde figuran scores de
conservacion y de patogenicidad asignados a la variante por distintos predictores y, en el
caso de existir, evidencia en ClinVar, con un significado clinico (ClinSig) asociado.

Entonces, resumiendo esta seccion, uno de los objetivos del desarrollo de la plataforma es
contar con una herramienta de analisis de datos genémicos, que permite analizar datos de
secuenciacion, principalmente NGS; de muestras humanas haciendo facil la priorizacion,
clasificacion y analisis de las miles de variantes obtenidas en la secuenciacion de paneles,
exomas 0 genomas. Para que luego de seleccionadas las variantes candidatas, a partir del
protocolo presentado anteriormente, se pueda realizar la generacién de un reporte con
aquellas variantes gendmicas, posiblemente asociadas con la patologia que presente el
paciente. Para concluir, este sistema organiza y vincula informacién biolégica derivada de
diversas base de datos publicas, y por otro, mediante el analisis de variantes gendmicas y
su caracterizacién, permite determinar y predecir el potencial impacto fenotipico de cada
una de las variantes encontradas.
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B-Platform como herramienta para perfil de riesgo y
farmacogendmica

Introduccion

En la seccién anterior se ha presentado la plataforma como herramienta para el diagndstico
para enfermedades mendelianas. A continuacion presentaremos el desarrollo, los principios
y aplicaciones de la plataforma para evaluar perfiles de riesgo de enfermedades complejas
(poligénicas) y relaciones farmacogendémicas.

Como se mencion¢é anteriormente, cuando se explico el calculo y la evaluaciéon de un perfil
de riesgo, en el caso de enfermedades poligénicas, usualmente de alta prevalencia en la
poblacion adulta, lo que se busca es obtener a partir de las variantes presentes en el
individuo, la predisposicion “relativa” a desarrollar diferentes enfermedades que agrupamos
en el grupo de complejas (dado su caracter poligénico y su fuerte influencia ambiental).

Hay varios ejemplos de predisposicion a enfermedades complejas, las mas comunes estan
relacionadas con el cancer, como el cancer de mama y el cancer colorrectal. Si se tiene una
fuerte historia familiar de cancer de mama, se puede deber a mutaciones en el gen BRCA1
o en el gen BRCA2, genes que tienden a comportarse mas como las enfermedades
mendelianas, existen una enorme cantidad de variantes en diversos genes que modifican
nuestro riesgo de desarrollar cancer. Otro ejemplo, pueden ser variantes que confieren un
mayor (o menor) riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, incluyendo el infarto
de miocardio o la hipertension, y/o las variantes genéticas en el locus HLA-DQ asociadas
con la enfermedad celiaca.

En los capitulos anteriores también se menciond la farmacogenémica.Esta se define como
el uso de la informacién gendmica de una persona para mejorar la eficacia o reducir los
efectos secundarios de los farmacos en su organismo. Entonces, de manera similar a lo
descrito en el médulo para la clasificacion y priorizacion de variantes utilizado para ayudar a
llegar a un diagndéstico, como parte de este trabajo de tesis se desarrollé en la plataforma un
modulo para calcular el perfil de riesgo de diversas enfermedades complejas predefinidas, y
las asociaciones farmacogendmicas de una muestra.

El resultado de este mdédulo, es que una vez secuenciada la muestra y siguiendo el
flujo de procesamiento de los datos NGS propuesto en esta tesis, el archivo de
variantes (VCF) se puede subir a la plataforma para el anélisis y calculo del perfil de
riesgo para ciertas enfermedades complejas y el perfil farmacogenémico de la misma.
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Perfil de Riesgo

Seleccidn de caracteres

Muchos rasgos medibles en nuestro organismo (tanto patolégicos como no) no son el
simple producto de la accion de un gen, sino que provienen de la interaccion de varios loci.
Ademas, el rol del ambiente, no es para nada despreciable en muchos de ellos, por lo que
aun teniendo todas las variantes asociadas a un determinado rasgo el poder de prediccion
sobre el fenotipo es limitado, y de naturaleza probabilistica. Un enfoque ampliamente
aceptado para la deteccion de variantes con estas caracteristicas son los GWAS, como ya
explicamos en secciones anteriores.

En este contexto, y como primer paso para agregar el médulo de calculo de perfil de riesgo
a la plataforma se seleccionaron un conjunto de enfermedades complejas (rasgos) de
interés a partir de GWAS Catalog[60].

Para cada caracter (enfermedad) seleccionado de GWAS Catalog, se tuvieron en cuenta los
siguientes campos:

DATE: fecha de publicacién del estudio GWAS

STRONGEST_SNP-RISK_ALLELE: el alelo de riesgo reportado

SNPS: identificador de tipo rs de la variante en cuestion.

RISK_ALLELE_FREQUENCY: frecuencia del alelo de riesgo en la poblacién analizada .
P-VALUE: es el valor de significancia de la asociacion en cuestion.

P-VALUE (TEXT): indica si el p-value reportado esta asociado a algun subgrupo
particular - poblacion, género, fumadores, etc.

OR or BETA: el Odds Ratio o BETA

95% CI (TEXT): Es un intervalo de confianza asociado al p-value. Indica ademas si el
valor en el campo anterior es un OR o un BETA.

e MAPPED_TRAIT: nombre del caracter (enfermedad) asociado con el vocabulario
estandar de EFO [66](experimental factor ontology). Permite recolectar estudios
asociados a los rasgos de interés en forma precisa.

Luego para cada enfermedad (o caracteristica) se tomaron aquellos SNPs asociados al
mismo que tuvieran mayor relevancia y confianza. Para ello sobre los campos tenidos en
cuenta, se aplicaron los siguientes filtros (por las razones descritas a continuacion de cada
uno):

e p-valor asociado (campo P-VALUE menor a 10.e-9). Se utilizdé este valor de corte
para determinar que la variante posee una asociacion estadisticamente significativa.

e La variante debe tener un rsID asociado (el campo SNPS no debe ser nulo). O sea,
debe haber una variante “conocida” asociada a la patologia (trait).

e El alelo de riesgo esta correctamente definido (STRONGEST_SNP-RISK_ALLELE
debe tener una letra en [A|C|G|T]). Se debe poder identificar de manera correcta el
alelo de riesgo, o sea la variante que esta asociada al riesgo.
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e ElI OR (o beta en caso de variables cuantitativas) debe estar correctamente
especificado (el campo OR or BETA no debe ser nulo).

e La frecuencia del alelo de riesgo en la poblacion de referencia es conocida (el
campo RISK_ALLELE_FREQUENCY no debe ser nulo).

e Las variantes han sido reportadas en estudios realizados en poblaciones caucasicas
(el campo P-VALUE (TEXT) es nulo, o contiene la secuencia “EA”). Esto se realiza
porque a veces los estudios son realizados sobre poblaciones especificas poco
relevantes en nuestro pais.

e De haber varios trabajos asociados con la misma posicion y al mismo trait, nos
quedamos con el mas reciente (campo DATE mas cercano al presente).

Para vincular de manera ordenada las variantes con condiciones de salud, las mismas
fueron agrupadas por el campo MAPPED_TRAIT, que refiere a un nombre con vocabulario
controlado segun la Experimental Factor Ontology - EFO[66]

Entonces siguiendo los criterios anteriores, se seleccionaron un conjunto de patologias, y
para cada una de ellas una lista de variantes, de acuerdo a lo que se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 6: Lista de patologias seleccionadas.

MAPPED_TRAIT

SNPS

Type Il diabetes mellitus

rs1496653, rs831571, rs7756992, rs4458523, rs10146997, rs6857,
rs10401969, rs10203174, rs312457, rs12010175, rs576674, rs2244020,
rs10886471, rs849134, rs849135, rs7177055, rs6467136,
rs343092,rs1061810, rs791595, rs2283228, rs12779790, rs9470794,
rs6795735, rs9936385, rs2867125, rs3802177, rs2237895, rs4712523

Crohn disease

rs10865331, rs11229030, rs11230563, rs10947261, rs7657746,
rs7702331, rs7015630, rs76418789, rs6740462, rs2641348, rs670523,
rs2274910, rs2945412, rs2542151, rs1736135, rs11894081,
rs13003464, rs17582416, rs17391694, rs7517847,rs9286879,
rs6856616, rs3897478, rs4263839, rs6062504, rs11175593,
rs10486483, rs1551398, rs10758669, rs11010067, rs11190140,
rs35320439, rs4256159, rs3197999, rs7076156, rs174537, rs9292777,
rs864745, rs6545946, rs2382817, rs10210302, rs17695092,
rs12663356, rs9258260, rs1893217, rs6478109, rs1456893,
rs12722515, rs1250546, rs11584383, rs9273363, rs6908425, rs744166,
rs3091315, rs2872507, rs4246905, rs1517352, rs12994997,
rs17234657, rs11747270, rs9264942, rs3828309

Prostate carcinoma

rs1933488, rs16902094, rs10934853, rs7758229, rs6983561,
rs76934034, rs5945619, rs4646284, rs2659124, rs3850699, rs4713266,
rs10774740, rs17023900, rs7725218, rs6983267, rs5759167,
rs3771570, rs7241993, rs2273669, rs11650494, rs1270884,
rs11135910, rs10009409, rs2405942, rs721048, rs7501939, rs684232,
rs2735839, rs10009409, rs7584330, rs7929962, rs4245739,
rs11263763, rs103294, rs1016343, rs1894292, rs3129859, rs817826,
rs7153648, rs8102476, rs17765344, rs188140481, rs10505477,
rs4844289, rs8008270, rs2242652, rs8064454, rs4242382, rs1859962,
rs11228565, rs7141529, rs11568818, rs12155172, rs10896449,
rs71277158, rs9364554,r s5945572
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Myocardial infarction

rs3782886, rs10455872, rs10757278, rs2891168, rs646776, rs9349379,
rs28451064, rs7528419, rs653178

psoriasis

rs17728338, rs7709212, rs8016947, rs4795067, rs2066807,
rs10865331, rs7709212, rs2066807, rs2082412, rs9988642, rs4085613,
rs643177, rs2675662, rs20541, rs6677595, rs643177, rs280519,
rs12564022, rs34517439, rs4845459, rs458017, rs492602,rs10789285,
rs7637230, rs9533962, rs4845459, rs33980500, rs4406273,
rs17728338, rs12188300, rs842625, rs34536443, rs2395029

Age-related macular
degeneration

Rs1061170, rs920915, rs5749482, rs13278062, rs10801555,
rs2230199, rs12153855, rs541862, rs13081855, rs8135665,
rs10033900, rs943080, rs6795735, rs4698775, rs8017304, rs3764261,
rs1864163, rs334353, rs2071277, rs3130783, rs429608, rs1329424,
rs4420638, rs10490924, rs1061147, rs3750848

Parkinson disease

rs393152, rs199347, rs6430538, rs11158026, rs76904798, rs34372695,
rs15565399, rs4784227, rs12185268, rs11060180, rs9275326,
rs34637584, rs329648, rs2414739, rs10797576, rs34311866,
rs10513789, rs6812193, rs12456492, rs12637471, rs823118, rs356182,
rs14235, rs11711441, rs11248051, rs356220

Alzheimer's disease

rs11754661, rs75932628, rs9331896, rs6733839, rs679515,
rs28834970, rs2373115, rs11771145, rs1476679, rs983392, rs9271192,
rs10948363, rs2718058, rs6656401, rs17125944, rs2732703

melanoma rs1636744, rs4785763, rs1805007, rs13016963, rs258322, rs10739221,
rs35407, rs910873, rs498136, rs1393350, rs7412746, rs16953002,
rs6059655

glaucoma rs523096, rs4656461, rs3213787, rs4977756

hypertension

rs13333226, rs11646213

stroke

rs2200733, rs12425791

Ovarian carcinoma

rs7953249, rs11651755, rs7705526, rs9886651, rs7405776

Determinacion del riesgo a partir de los datos de riesgo alélico (Odds Ratio)

Los OR reportados en GWAS Catalog [60] para cada patologia y cada variante
seleccionada se corresponden con la presencia de un alelo para dicha variante. Teniendo
en cuenta que somos diploides, y asumiendo independencia entre el riesgo conferido por la
presencia de cada alelo, debemos convertir los OR por alelo (derivados de GWAS) a OR
genotipicos, que son dados por las siguientes ecuaciones (donde R refiere al alelo de
riesgo y Q refiere al alelo sano).

e OR(RR) = OR x OR = OR2
OR(QR) = OR x 1 = OR

OR(QQ)=1x1=1
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Es importante destacar que estos OR crudos se refieren a la magnitud del efecto del
genotipo de riesgo relativo al compararse contra el genotipo sano (o de referencia)
utilizado en el estudio de GWAS, lo cual no es directamente aplicable a un analisis de
perfil de riesgo de un individuo. Para poder aplicarlo al riesgo de un individuo debemos
ajustar los valores de los OR para que reflejen la magnitud del efecto al compararse contra
la prevalencia poblacional, que se puede definir como:

Prevalencia = OR(QQ)P(QQ) + OR(QR)P(QR) + OR(RR)P(RR)

Donde P(QQ), P(QR) y P(RR) refieren a las frecuencias poblacionales de los genotipos
QQ, QRy RR.

Asumiendo que el polimorfismo en cuestién respeta el equilibrio de Hardy-Weinberg, la
prevalencia puede calcularse a partir del OR y la frecuencia poblacional del alelo de riesgo
(ambos presentes en GWAS catalog en los campos OR y RISK_ALLELE FREQUENCY)
con la siguiente ecuacion:

Prevalencia = OR(QQ)x(1-P(R))? + OR(QR)x2xP(R)x(1-P(R)) + OR(RR)xP(R)?

Entonces, a partir de los OR por genotipo y la prevalencia, podemos determinar los OR
ajustados (marcados OR*) mediante el simple cociente de los OR derivados de GWAS y la
prevalencia calculada previamente.

e OR*(RR) = OR?/ prevalencia
OR*(QR) = OR / prevalencia
OR*(QQ) = 1/ prevalencia

Los OR* corresponden entonces a factores de riesgo relativos, por genotipo, y ajustados por
la prevalencia de la enfermedad en la poblacion, por lo que permiten evaluar el riesgo
relativo de desarrollar la enfermedad para un individuo que los porte, en relacién a la
poblacion de referencia.

Recordemos que para una patologia (trait) dada puede haber varios alelos que se
encuentran asociados, y para cada uno de ellos se determinara su OR*. Para entonces
calcular el riesgo del individuo combinando todas las variantes presentes se asume primero
que la contribuciéon de cada variante al riesgo es independiente de las demas. Entonces, el
factor de riesgo total es igual al producto de los OR ajustados de todas las variantes
relacionadas con una enfermedad particular. De este modo, para un trait relacionado con k
variantes, el OR* total (combinando la contribuciéon de todas las variantes encontradas)
pueden definirse como:

k

[T OR*genotipicoi = 0dds(trait | genotipo)
i=0

Este valor, entonces, corresponde al riesgo relativo que aporte el genoma del individuo al
desarrollo de la enfermedad en cuestion.
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Analisis de estadistica poblacional por 1000G

Para tener un primer analisis de las distribuciones de riesgo poblacional que se obtienen
utilizando el modelo propuesto, y a partir de las mismas definir valores umbrales para
estratificar a la poblacién, utilizando los datos de genotipo del proyecto 1000 Genomes [37],
se calcularon las distribuciones de los OR* y se tomaron los percentiles 80 y 95. Las
distribuciones fueron calculadas determinando el OR* de cada individuo y luego haciendo
un histograma para toda la poblacién (ver Figura 25).

Entonces para infarto de miocardio, por ejemplo, se obtuvieron los siguientes valores:

Trait

Min

Max

Mean

20th_perc

5th_perc

myocardial_infarction

0.63082

3.74034

1.69476

1.96872

2.52189

0.8 1

0.6

Counts

0.4 A1

0.2 1

N

—— myocardial_infarction

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 3.0

Adjusted Odds Ratio

3.5

Figura 25: Distribuciéon de los OR* para el trait infarto de miocardio. Las lineas verticales en rojo
indican los percentiles 20th y 5th.

Un ultimo ejemplo puede ser la enfermedad de Parkinson

Trait

Min

Max

Mean

20th_perc

5th_perc

Parkinson_disease

0.18215

2.86504

0.77159

1.04416

1.48478
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—— Parkinson_disease
1.2 1

1.0 1

0.8 1

Counts

0.4 4

0.2 4

0.0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Adjusted Odds Ratio

Figura 26: Distribuciéon de los OR* para la enfermedad de Parkinson. Las lineas verticales en rojo
indican los percentiles 20th y 5th.

A partir de los histogramas, para cada rasgo se definié una escala tripartita (barras rojas en
los gréficos) y se clasifico a cada individuo de acuerdo a las siguientes tres categorias:

e El riesgo NORMAL fue asignado a los valores por debajo del percentil 80 en la
distribucion poblacional obtenida.

e El riesgo MODERADO fue asignado a los valores entre los percentiles 80 y 95 en la
distribucion obtenida.

e El riesgo ELEVADO fue asignado a los valores por encima del percentil 95 en la
distribucion obtenida.

A partir de los graficos y las categorias definidas, podemos entonces decir que un individuo
cuyo analisis genémico lo ubique en riesgo moderado para infarto de miocardio, posee
hasta dos veces mas chances de desarrollar un infarto que un individuo con riesgo normal,
mientras que el individuo con riesgo elevado puede poseer un riesgo hasta 4 veces mayor

De igual manera se calcularon las distribuciones y los valores de corte para cada una de las
enfermedades de interés. La tabla resultante con los valores de corte, mas el algoritmo para
el calculo de riesgo fueron incluidos en la plataforma para que dada una muestra cargada
en la plataforma, poder calcular el perfil de riesgo de ese individuo.

Visualizacion del Perfil del riesgo en la Plataforma.

Luego de que una muestra es procesada con el protocolo definido anteriormente, se obtiene
un archivo de variantes anotadas que contiene la informacion de GWAS Catalog [60] para
cada una de las variantes de riesgo seleccionadas, que luego se carga en la plataforma
para el analisis de riesgo.
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Después de cargar el archivo de variantes en la plataforma, se accede una grilla donde
estan agrupadas l6gicamente las enfermedades en la seccion analisis de riesgo, como se
puede apreciar en la figura 27. La grilla permite acceder a las variantes por enfermedad (o
farmaco).

Entonces, por ejemplo, bajo la etiqueta “Enfermedades del sistema nervioso”, podemos
agrupar la enfermedad de parkinson y la enfermedad de alzheimer.
Traits and diseases @)

hespiasm @
ALL
i Q

Nervous system diseases (2)

I
I

prostate carcinoma Parkinson disease

melanoma Alzheimers disease
glaucoma
ovarian carcinoma Immune system diseases (1}

I

Crohn disease

Skin diseases (1)

Fitness (5) Metabolic diseases (1)

I
I

muscle composition type Il diabetes mellitus psoriasis

waist-hip ratio body mass index

caffeine metabolism

tendinopathy myocardial infarction age-related macular degeneration
stroke

hypertension Nutrition (10)

I

celiac disease score
vitamin A measurement

vitamin B12 measurement

Figura 27. B-Platform - Grilla de agrupamiento légico de traits.

Una vez seleccionado “Alzheimer disease”, se listan todas las variantes elegidas
previamente para calcular el riesgo de Alzheimer, como explicamos anteriormente. Para
cada variante se indica el genotipo de la muestra, y luego el calculo de los OR ajustados y
el riesgo total. En este caso, como se puede ver en el recuadro rojo de la figura 28, el riesgo
para la enfermedad de Alzheimer para esta muestra es Aumentado (Enhanced).

RISK FACTOR  (EETED
Al
Filters applied
Variant code (1s) in: rs28834070,r510948363,5027 192,rs75032628,rs11754661,rs2373115,r56656401,r9331806,rs2732703,156...
Orderby ~ Genotype ;|0
Risk factor - Alzheimers disease : ENHANGED ()
Chr:position Gene Change Impact/Effect ACMG Frequency Evidence Samples information
17:44353222 8 ARL17B T>6 - rs2732703 2
n.44353222A>C intragenic variant Gwas Catalog @ gnomAD& | Filter:MissingData\ [RGT:
M.Taster @ |REV:True
1:207750568 (2 CR1© T>C [ Benign @ | GnomAD rs879515 [ D2330847E P @ [ Hom |
¢.4538-582T>C intron variant [6a10] 651 0] genomes:0.8530 Gwas Catalog® gnomAD® | Filter:PASS [RGT:CO
M.Taster & |IREV:False
1:207692049 2 CR1©® A->G Benign © GnomAD rs66564012 [ Hom |
¢.488-4907A>G intron variant 510 genomes:0.6627 Gwas Catalog @ gnomAD @ | Filter:PASS [RGT:GG
M.Taster & |REV:False
6:474877622 CD2AP 6@ A->G Benign © GnomAD rs10948363 [ Het ]
€.166-13576A>G intron variant ZRER genomes:0.2242 Gwas Catalog® gnomADE | Filter:PASS [RGT:AG
M.Taster @ IREV:False
7:378415348 GPR141 8 A->G Benign © GnomAD rs27180582 [ 0233084TE P © | Het
n.37841534A>G intragenic variant 5510 CRELHREED Gwas Catalog@ gnomAD | Filter:PASS [RGT:AG

Figura 28. B-Platform - Resultado de la evaluacion de riesgo elevado para enfermedad de alzheimer.
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De igual manera, se puede acceder a las variantes elegidas para calcular el riesgo de
desarrollar enfermedad de Parkinson. En este caso el perfil de riesgo para Parkinson es
Normal

RISK FACTOR

Filters applied

Variant code (1s) in: rs34311866,rs12637471,r51555399,r5199347,r53437.2695, 1511248051,1510513780,18329648,r5393152,r5346... | Disease equal: Parkinson_disease ‘Samples in: D233084TE

Orderby = Genotype a1
Risk factor - Parkinson disease : NORMAL (:)
Chr:position Gene Change Impact/Effect ACMG Frequency Evidence Samples information
17:43923683 5 SPPL2C @ A-=>G - TGP:0.0863 r$12185268
c.1411A>G missense variant Community:0.2549 Gwas Catalog® gnomAD B | Filter:MissingData/\, |RGT:—
p.lled471Val M. Taster @ |REV:False
15:61994134 3 RP11-507B12.1 G->A GnomAD 124147393 D233084TE P © | Hom |
n.61994134C>T intragenic variant [0 () genomes:0.6644 Gwas Catalog® gnomAD B | Filter:PASS [RGT:AA
M. Taster @ |REV:False
7:23293746 & GPNMB & A->G GnomAD rs199347 @ [ D2330847E P @ | Hom |
€.224-42A>G intron variant [5210] 1 0 S xOmesnay Gwas Catalog® gnomAD & | Filter:PASS [RGT.GG
GnomAD M Taster @ IREV:True
genomes:0.5308
Community:0.4901
4:951947 & TMEM175 @ T->C Benign @ GnomAD rs34311866 12 0233084TE P © | Hom |
c.1178T>C missense variant [ [ sxames:0.1809 Gwas Catalog® gnomAD B | Filter:PASS [RGT:AA
p.Met393Thr GnomAD M Taster & IREV:Faise

genomes:0.1438
Community:0.2089

Figura 29. B-Platform - Resultado de la evaluacion de riesgo normal para Parkinson disease.

También, como ejemplo de riesgo moderado, se puede mostrar el calculo de riesgo para
Psoriasis.

RISK FACTOR

Filters applied

Variant coda (rs) In: rs10865331,r52395029,r5280519,1520541 1534517439, 152082412, 15458017, r512188300,r517728338,1510789285, .. | Disease equal: psoriasis | Area equal: skin_diseases | Samples in: D233082TE

Order by = Genotype i)
Risk factor - psoriasis : MODERATE ()
Chr:position Gene Change Impact/Effect ACMG Frequency Evidence Samples information
19:10463118 € TYK2 @ G->C - TGP:0.01024 r534536443 @ Clinvar @
¢.3310C>G missense variant Community:0.0345 Gwas Catalog @ gnomAD B | Filter:MissingData [RGT:-
p.Pro1104Ala M.Taster & |REV:False
14:35832666 & RP11-561B11.3 T->G GnomAD rs8016947 @ [ Hom |
n.35832666A>C ntragenic variant | [EZYE) [ genomes:0.5637 Gwas Catalog @ gnomAD B | Filter:PASS RGT.GG
M.Taster @ |REV:False
10:75599127 CAMK2G @ A>G GromAD rs2675662 & [ D2330821E P © | Hom |
¢.1009+170T>C intron variant (a1 0] 251 0 R Gwas Catalog [ gnomAD B | Filter:PASS RGT:GG
M. Taster & |REV:True
13:45334194 LINC00407- c->T [ Modifier | GnomAD rs9533962 & [ 0233082TE P © [ Hom |
LINC00330 n.45334194C>T Intergenic region [oa1 0] 551 0] genomes:0 4768 Gwas Catalog @ gnomAD | Filter:PASS [RGT:TT
M. Taster @ |REV:False
6:138195693 @ TNFAIP3 @ T>C [ Modifier | GnomAD rs643177 @ | o2330827E P © | Hom |
©.206-289T>C intron variant a1 0] genomes:0.7032 Gwas Catalog® gnomAD B | Filter:PASS [RGT:CC |REV:True

M.Taster &

Figura 30. B-Platform - Resultado de la evaluacién de riesgo moderado para Psoriasis.

Para cerrar esta seccidén, se muestra un ejemplo mas de riesgo moderado asociado a
accidente cerebrovascular (Stroke en inglés).
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RISKFACTOR CIEED D

Filters applied
[ Variant code (rs) in: rs12425781,r52200733 | Disease equal: stroke | Area

Orderby ~ Genotype Bl
Risk factor - stroke : MODERATE ()
Chr:position Gene Change Impact/Effect  ACMG Frequency Evidence Samples information
12:783484 NINJ2-RP11- G->A Modifier GnomAD 15124257912 [ D2330821E P © [ Het
218M22.2 n.783484G>A intergenic region genomes:0.1752 Gwas Catalog® gnomADE | Filter:PASS [RGT:AG
M.Taster & [REV:False
411171016912 PITX2-RP11- Cc->T Modifier - TGP:0.2470 1522007332
TTTN19.1 n.111710169C>T intergenic region Gwas Catalog @ gnomAD & | Filter:PASS |RGT:CC
M.Taster @ |REV:False
Results per page 500 % Total pages: 1 1

Figura 31. B-Platform - Resultado de la evaluacion de riesgo moderado para ACV.

En resumen, la plataforma permite calcular y luego visualizar el perfil de riesgo de
desarrollar unas 12 enfermedades complejas, entre las que se destacan cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas, metabdlicas como la diabetes tipo 2 y cancer. La
categorizacion del perfil de riesgo del individuo, para cada una de ellas de acuerdo a la
distribucién poblacional permite tener luego, para cada una de ellas, una valoracion relativa
de la chance de desarrollarla. De este modo, el individuo puede focalizar los esfuerzos
preventivos, ya sea mediante cambio en los habitos de vida, como en el potencial uso de
medicamentos preventivos y/o modificacion en la frecuencia y tipo de analisis para la
deteccién temprana, en aquellas patologias donde posea mayor riesgo.
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Perfil Farmacogendmico

Como ya se menciond, la farmacogendmica es la rama de la gendmica que estudia la
interaccion entre los farmacos y nuestro genoma. Mas precisamente, como las diferentes
variantes alélicas de nuestros genes afectan la respuesta a los medicamentos .

Como base para la implementacion de este médulo se tomo la informacion de PharmGKB.
De esta base de datos se seleccionaron un conjunto de farmacos de interés, y se agruparon
primero por area terapeéutica (ver Tabla 7).

Seleccion de farmacos

Para cada farmaco elegido, se tomdé el snp asociado y se extrajo principalmente la
informacion de las denominadas anotaciones clinicas. Estas anotaciones incluyen, entre
otras cosas, el nivel de evidencia de la asociacion variante-farmaco y el efecto/asociacion
para cada droga en funcién del genotipo de la muestra.

Tabla 7: FArmacos seleccionados de PharmGKB

DRUG Area SNPS
rosuvastatin Cardiology rs2231142,rs4693075
diltiazem Cardiology rs12946454
prasugrel Cardiology rs12248560, rs4244285
simvastatin Cardiology rs4149056
clopidogrel Cardiology rs28399504
warfarina Hematology rs1057910, rs9923231
ibuprofen Rheumatology rs20417
amitriptyline Psychiatry rs4244285
escitalopram Psychiatry rs12248560
salbutamol Pneumology rs1042713
tamoxifen Oncology rs4646
ondansetron Gastroenterology rs776746

La informacion asociada a cada uno de estos farmacos comprende lo que seria una
“anotacion farmacogendémica para un conjunto de variantes”. La anotacion comprende
el resumen de la asociacion entre una sola variante genética y una respuesta al farmaco en
cuestion.
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Por ejemplo, para la rosuvastatina en PharmGKB podemos encontrar para la variante
rs2231142 (https://www.pharmgkb.org/variant/PA166156544/clinicalAnnotation/1154221922)
la siguiente informacion:

La variante, que se encuentra en el gen ABCG2, esta asociada a la eficacia en el uso del
farmaco rosuvastatin en el tratamiento a pacientes con hipercolesterolemia, o infarto de
miocardio con un nivel de evidencia 2A (un nivel de alta confianza). Se brinda, ademas,
informacién esencial de la relacidon entre el genotipo del paciente para esta variante, y la
correspondiente respuesta del farmaco.

Tabla 8: Relacion genotipo-fenotipo de la variante rs2231142 para con el farmaco
rosuvastatin

Alelos Fenotipo

GG Los pacientes con el genotipo GG que son tratados con rosuvastatina:

1) pueden tener concentraciones plasmaticas mas bajas de rosuvastatina

2) Pueden tener una respuesta reducida al tratamiento, determinada por una
reduccion menor de LDL-C en comparacion con los pacientes con el genotipo TT.

GT Los pacientes con el genotipo GT que son tratados con rosuvastatina:

1) pueden tener concentraciones plasmaticas mas bajas de rosuvastatina

2) pueden tener una respuesta reducida al tratamiento, determinada por una
reduccion menor de LDL-C en comparacion con los pacientes con el genotipo TT, o
a) pueden tener concentraciones plasmaticas mas altas de rosuvastatina

b) Pueden tener una mejor respuesta al tratamiento, determinada por una
reduccion mayor de LDL-C en comparacién con los pacientes con el genotipo GG.

TT Los pacientes con el genotipo TT que son tratados con rosuvastatina:

1) pueden tener concentraciones plasmaticas mas altas de rosuvastatina

2) pueden tener una mejor respuesta al tratamiento, determinada por una mayor
reduccion de LDL-C en comparacién con los pacientes con el genotipo GG.

Entonces, analizando el genotipo de todas las variantes asociadas a los farmacos de interés
seleccionadas se puede ir construyendo el perfil farmacogenético del paciente. Por ejemplo,
para este casos, si el paciente tuviera el genotipo GG para la variante rs2231142 se puede
decir que este se asocia con una disminucidén del porcentaje de cambio en los niveles de
colesterol LDL cuando se lo trata con rosuvastatina en comparacion con individuos con el
genotipo TT.
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Visualizacion del Perfil del farmacogendmico en la Plataforma.

De manera similar a como se disefd el acceso al perfil de riesgo, se pensé el modulo del
perfil farmacogendmico. Este presenta una grilla donde aparecen agrupados los distintos
farmacos agrupados por areas terapéuticas.

Therapeutic Areas @)

Psychiatry (2) (o} Cardiology (7) Q Gastroenterology (1) (o}
ALL

Amitriptyline Clopidogrel Ondansetron
Escitalopram Prasugrel-Toxicity
Simvastatin
Diltiazem Ibuprofen
Rosuvastatin-ABCG2
Tamoxifen

Hematology (2) Q Pneumology (1) Q

Warfarina-CYP2C9 Salbutamol
Warfarina-VKORC1

Figura 32. B-Platform - Grilla de agrupamiento de farmacos por areas terapéuticas.

Luego al acceder al area de cardiologia, se listan todas las variantes asociadas a farmacos
utilizados en esta area.

B PLATFORM

CASES GENE PANELS ACCOUNT
av |2~
< D233082TE . Pharmacogenomics u -
Orderby = ChrPas 40

‘Chr:position Gene Change Impact/Effect ACMG Frequency Evidence Samples information

4:84192168 2 [elelerdi} G->C = Benign @ GnomAD rs4693075 9, Clinvar @ [ Het ]
¢.779-1022C>G intron variant [5a1 0] cs1 0] gsnomes:0.6267 gnomAD @ | M. Taster @ Filter:PASS [RGT:CG |REV:False

4:89052323 & ABCG2 © G->T Community:0.1711 1$22311421@ Clinvar@ D233082TE P © | Hom_R
c.421C>A missense variant gnomAD & | M. Taster & Filter:PASS |RGT:GG |REV:False
p.GIn141Lys

10:96521657 & CYP2C19 @ c->T 1512248560 & Clinvar @ Hon
¢.-806C>T upstream gene variant gnomAD & | M.Taster @ Filter:PASS [RGT:CC |REV:False

10:96522463 CYP2C19 @ A>G [ igh TGP:0.00084 1528399504 & Clinvar & Hom_Ref
c.1A>G start lost gnomAD & | M.Taster @ Filter:PASS |[RGT:AA |REV:False
p.Met1?

10:96541616 & CYP2C19© G->A | Low TGP:0.2214 rs4244285 2 Clinvar & Hom_Re
c.681G>A synonymous variant Community:0.1546  gromAD & | M. Taster & Filter:PASS [RGT:GG |REV:False
p.Pro227Pro

12:21331549 @ SLCO1B1 @ T>C Benign © GnomAD 154149056 @ Clinvar @ et}
¢.521T>C missense variant BA1 O exomes:0.1326 gnomAD @ | M.Taster @ Filter:PASS [RGT:TC [REV:False

GnhomAD
p-val74Ala 5510 ] 0 genomes:0.1354
Community:0.2582

17:432081218 ACBD4 A>T TGP:0.2065 1512946454 @ Hon

c.-5391A>T upstream gene variant gnomAD & | M.Taster & Filter:PASS |[RGT:AA |REV:False

Figura 33. B-Platform - Lista de variantes asociadas a farmacos del area de Cardiologia.

Si se elige la variante rs28399504 asociada a Clopidogrel, podemos acceder al detalle de la
variante seleccionada, y encontraremos informacién, del gen en donde se encuentra, en
este caso en el CYP2C19, el nivel de evidencia de la asociacion variante-farmaco, si esta
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asociacion esta relacionada a la eficacia o toxicidad de la droga, y finalmente el fenotipo
asociado.

B PLATFORM

CASES GENE PANELS ACCOUNT

Clinical Annotations

Gene Variant Level Molecule Type Phenotype Details
CYP2C19 rs268399504 EZI0 clopidogrel Efficacy Acute coronary OMB
(PA124) (PA449053) & syndrome Allele e Race
JAnnotations & (PA165108401) &
Cardiovascular AA Patients with the AA genotype 1) may have increased metabolism of clopidogrel
Diseases

and 2) may have a decreased- but not absent- risk for secondary cardiovascular
(PA443635)" events when treated with clopidogrel as compared to patients with the GG and
AG genotype. Other genetic and clinical factors may influence a patient's risk for

secondary cardiovascular events and response to clopidogrel.

AG Patients with the AG genotype 1) may have poor metabolism of clopidogrel and
2) may have an increased risk for secondary cardiovaseular events when treated
with clopidogrel as compared to patients with the AA genotype. Other genetic
and clinical factors may influence a patient's risk for secondary cardiovascular

events and response to clopidogrel

e ] Patients with the GG genotype 1) may have poor metabolism of clopidogrel and
2) may have an increased risk for secondary cardiovascular events when freated
with clopidogre! as compared o patients with the AA genotype. Other genetic
and clinical factors may influence a patient's risk for secondary cardiovascular
events and response to clopidogrel

Figura 34. B-Platform - En el detalle se ve asociado la explicacion al genotipo del paciente.

Como se muestra en la Figura 34, en el detalle se ve asociado al genotipo del paciente las
recomendaciones de CPIC (Clinical Pharmacogenomics Implementation Consortium) [63],
por ejemplo en este caso el paciente es homocigota GG, la CPIC resalta que: Los pacientes
con el genotipo GG:

1) pueden tener un metabolismo deficiente de clopidogrel y

2) pueden tener un mayor riesgo de eventos cardiovasculares secundarios cuando son
tratados con clopidogrel en comparacion con los pacientes con el genotipo AA.
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Casos de Aplicacion

Caso I: La campaia 100 exomas
Introduccion

Uno de los logros principales de este trabajo de tesis fue la utilizacién con éxito de la
plataforma bioinformatica desarrollada en la campafia 100 Exomas, que permitié, tomando
como punto de partida los datos obtenidos del secuenciador, llegar a la interpretaciéon
bioldgica y clinica de las variantes encontradas en cada caso. Ademas, de permitir una
validacién “a campo” del protocolo disefiado.

En este contexto la plataforma fue utilizada por diferentes profesionales de la Salud
(Médicos, Bioquimicos, Genetistas, Bidlogos) de mas de 30 instituciones de todo el pais,
para el procesamiento y analisis de los exomas secuenciados para la campafa.

La campafna 100 exomas fue desarrollada bajo el concepto de que la cooperacion
interinstitucional y la complementariedad disciplinar son esenciales para el éxito de un
programa de genomica clinica. En el contexto de Argentina, con 40 millones de habitantes
distribuidos heterogéneamente a lo largo y ancho del pais con acceso dispar a servicios de
salud y con una variedad de especialidades médicas que mostraron interés, se priorizo el
contacto directo con los médicos responsables de los casos; limitando el numero de casos
de cada institucién participante. Participaron del proyecto 58 médicos agrupados en 32
instituciones de salud tanto publicas como privadas que incluyen principalmente hospitales y
laboratorios de analisis clinicos. El grupo de analisis fue conformado por bioinformaticos y
bidlogos moleculares con experiencia en analisis de datos gendomicos. En total se
procesaron y analizaron 129 exomas correspondientes a 100 casos, con diagndsticos
presuntivos de enfermedades asociadas a uno, o unos pocos genes -como el sindrome de
Sotos, epilepsia mioclénica progresiva - a enfermedades con asociacién a decenas (como
desérdenes de glicosilacidon), o incluso centenas de genes - como las Inmunodeficiencias
primarias.

El éxito de la campana, derivd en la entrega del premio CEDIQUIFA y del envio de una
publicacion a la revista Quimica Viva [67] mencionados mas adelante en la seccion
correspondiente.

Los resultados de la campafa, como se describen a continuacion, junto con esfuerzos
previos del mismo grupo de trabajo, han tenido un enorme impacto en la comunidad
biomédica, generando conocimiento de gran relevancia que ha trascendido las fronteras
nacionales.
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Métodos

Protocolo de enrolamiento clinico.

El reclutamiento de casos se llevé a cabo a través de la difusién de la campafia “100
exomas” en instituciones de la salud, tanto publicas como privadas, dentro del territorio
argentino. Se realizaron entrevistas con el personal médico interesado, durante las cuales
se presentaron aquellos casos que se pensara pudieran beneficiarse de una secuenciaciéon
exomica. Como criterio de seleccion se dié prioridad a aquellos casos para los cuales se
tuviera un fuerte indicio de enfermedad hereditaria monogénica, con un buen diagndstico
clinico y conocimiento previo de la etiologia molecular, es decir, que existieran evidencias
previas de mutaciones en genes candidatos que resulten en el fenotipo asociado al
diagnéstico. También fue necesario descartar en esta etapa aquellos casos que tuvieran
una alta probabilidad de ser causados por modificaciones genéticas no detectables por
medio de la secuenciacion de exomas, como inserciones y deleciones grandes (mayores a
150 pares de bases), variaciones en el numero de copias, rearreglos cromosémicos o
mutaciones en regiones no codificantes del genoma.

Una vez preseleccionados los casos, se procedid a realizar para cada uno un reporte de
factibilidad. El mismo consistié en analizar: i) la historia clinica y familiar del paciente, ii) las
asociaciones genotipo-fenotipo conocidas para la patologia, iii) trabajos previos que dieran
cuenta del uso de tecnologias NGS para casos similares, y iv) la existencia de paneles de
secuenciacion comerciales que cubran las enfermedades descritas relacionadas con el
diagnéstico presuntivo. A partir de esto se confecciond una lista de genes candidatos para
los cuales se analizé la cobertura horizontal tedrica para el kit de captura utilizado v,
finalmente, se asigné a cada caso un nivel de factibilidad cualitativo (bajo - medio - alto),
junto con una propuesta sobre a quiénes secuenciar del grupo familiar.

De esta manera, cada andlisis de factibilidad confeccionado fue entregado a los médicos
responsables de los casos clinicos, quienes, en base al nivel de factibilidad asignado y la
propuesta de secuenciacion, tomaron la decision final sobre continuar o no con el estudio.
En caso afirmativo, en cada caso se procedié a secuenciar el exoma de cada paciente/
grupo familiar.

Secuenciacion de las muestras

Una vez firmado el consentimiento por parte de los pacientes (ver seccion “Consentimiento
informado y hallazgos incidentales”), se procedié a la extraccion de sangre periférica y la
purificaciéon de ADN de linfocitos circulantes, mediante kits comerciales a una concentracion
final minima de 50 ng/ul y una pureza mayor a 1,8 en relacion de absorbancia
260nm/280nm. Las muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 2% para evaluar la
calidad del ADN. La captura exdmica se realizd con el kit de “Agilent SureSelect Human All
Exon V5” y las muestras fueron secuenciadas mediante la tecnologia “lllumina HiSeq 4000”
con una longitud de lectura de 100 pares de bases y una profundidad promedio de 100X.
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Todas las muestras fueron anonimizadas en todos los pasos del analisis, desde la
extraccion de sangre hasta la entrega de resultados finales al médico responsable.

Protocolo de procesamiento de datos

Las lecturas obtenidas del proceso de secuenciacién fueron procesadas segun el Flujo de
procesamiento de los datos definido en este trabajo de tesis que se describe en detalle en el
capitulo Materiales y Métodos.

Protocolo de priorizacion de variantes

A partir de la informacién anotada en las variantes, se seleccionaron aquellas con mayor
probabilidad de ser causantes del cuadro clinico presentado, en un proceso denominado
priorizacion de variantes. Para ello se utilizo la herramienta informatica B-Platform,
desarrollada en el marco de esta tesis. Este software funciona dentro de un servidor
accesible por internet que facilita las consultas sobre los datos de variantes de cada caso,
asi como el acceso a los datos por parte del equipo médico. Todos los casos fueron
sometidos al protocolo de priorizacion de variantes disefiado previamente, con la finalidad
de descartar variantes que no cumplieran con los requisitos para ser consideradas como
“patogénicas” o “posiblemente patogénicas” segun los criterios del American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) [6], de enriquecer los resultados con aquellas
variantes candidatas a ser las causales de la sintomatologia presentada. Dicho protocolo
consta de grupos de filtros (descritos en la figura 35), que se aplican secuencialmente y

para los cuales se analizan los resultados de manera detallada.
Otios penes
relacionados

e S e
W
Varianies
noveles
Impacio P— _l
Biplogico Alloo #F————

Moderado

Mpdelo de herencla

Autosomico

RECESIVD en Autosdmico Ligadoal X o

heterocigosis Dominante Lipado al ¥
compuesta

Autos6mico
Recesivo en
homocigosis

i 0

Frecuencia Frecuencia
poblacicnal poblacional
<= 5 <=1

Figura 35: Esquema de priorizacién de variantes. Segun la historia clinica, se seleccionaron genes
candidatos a albergar variantes patogénicas que puedan explicar la patologia clinica. En primer lugar
se buscaron variantes con reportes previos de patogenicidad en bases de datos de asociaciones
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clinicas. Luego se procedié a buscar variantes con alto impacto y baja frecuencia poblacional, segun
el modelo de herencia 6 variantes néveles en los genes candidatos. En los casos donde no se
encontraron variantes relevantes en estos primeros pasos, se continud con la busqueda de variantes
néveles de impacto alto o moderado por fuera del panel de genes propuesto, pero aun en genes
relacionados a la patologia.

Cada variante fue categorizada primero de acuerdo a su impacto a nivel molecular. Se le
asignd un impacto alto a aquellas variantes que resultan en ganancia o pérdida de codones
de inicio, finalizacién de la traduccion y/o cambios en el marco de lectura. El impacto se
consider6 moderado cuando las modificaciones a nivel proteico involucran cambios no
sindbnimos de un Unico aminoacido y/o pequenas inserciones o deleciones que mantengan
el mismo marco de lectura. El resto se consider6 de bajo impacto. Luego, para cada
variante se analizé su frecuencia poblacional (si la hubiera), la evidencia previa de
asociaciones clinicas (calificacion de ClinVar considerando valores de ClinSig 4 o 5,
correspondientes a las categorias “Likely pathogenic” y “Pathogenic”, respectivamente, ver
métodos para mas detalle), el efecto fenotipico previsto, el modelo de herencia para
mutaciones ya reportadas en ese gen segun OMIM vy, si fuera posible, el efecto sobre la
estructura y funcion proteica (utilizando principalmente Uniprot).

Consentimiento informado y hallazgos incidentales. Todos los casos analizados
formaron parte de: i) protocolos de investigacion aprobados por los comités de ética de las
instituciones que atienden a los pacientes, con los consentimientos informados
correspondientes; o alternativamente ii) casos enmarcados en un proceso de innovacion
clinica donde el médico responsable del caso otorga y explica el consentimiento informado
al paciente. En todos los casos el analisis se limitd a aquellos genes previamente
consensuados con el profesional y directamente relacionados con el diagnéstico presuntivo,
para disminuir la posibilidad de hallazgos incidentales. En ninguno de los casos se presenté
un hallazgo incidental.

Resultados

Para analizar el grado de éxito alcanzado en la campafia con la secuenciacién y analisis de
los 100 casos, cada caso fue clasificado en una de las siguientes categorias de acuerdo al
tipo y nivel de evidencia disponible para las variantes encontradas, y al grado de asociacion
clinica entre el diagndstico presuntivo (o los sintomas) del probando y el fenotipo patologico
reportado para defectos en el gen que las contenga: i) categoria 1, casos donde se encontrd
una o mas variantes conocidas con evidencia previa (ClinSig 4 o 5) de asociacién con el
diagnéstico presuntivo ii) categoria 2, casos donde se encontrd, dentro de los genes
asociados al diagndstico presuntivo, una variante nueva potencialmente patogénica,
acompafada de una variante conocida en un modelo de heterocigosis compuesta
(categoria 2A), o sola en un modelo de herencia dominante (categoria 2B). En caso de que
se hayan encontrado dos variantes de estas caracteristicas en el mismo gen en un modelo
de heterocigosis compuesta se clasificéd al caso como 2C. iii) Categoria 3, aquellos casos
donde se encontré una variante nueva potencialmente patogénica en genes con moderada
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asociacion con el fenotipo clinico y iv) categoria 4, casos donde no se encontré ninguna
variante relevante para ser informada.

Tabla 9. Clasificacion de los casos de acuerdo a las categorias 1 a 4.

Descripcion # de Casos # de
Categoria Variantes
encontradas
Casos donde se encontré6 una o mas variantes 31 45
1 conocidas con evidencia previa de asociacion con
el diagnostico presuntivo.
2A |[Casos donde se encontrd, dentro de los genes 6 23
asociados al diagndstico presuntivo, una variante
nueva potencialmente patogénica, acompafiada de
una variante conocida en un modelo de
heterocigosis compuesta.
27
2 2B |[Casos donde se encontrd, dentro de los genes 14 18
asociados al diagndstico presuntivo, una variante
nueva potencialmente patogénica en un modelo de
herencia dominante.
2C |[Casos donde se encontrd, dentro de los genes 7 25
asociados al diagnéstico presuntivo, dos variantes
nuevas potencialmente patogénicas en el mismo
gen en un modelo de heterocigosis compuesta.
Casos donde se encontré6 una variante nueva 17 25
3 potencialmente patogénica en genes con
moderada asociacién con el fenotipo clinico.
No se encontré ninguna variante relevante para ser 25 0
4 informada.
Total Total de casos secuenciados 100 136

De los 100 casos analizados durante la campafa (Tabla 9), 31 corresponden a la categoria
1, que consideramos como casos exitosos y que, dado el conocimiento previo de la variante
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y su asociacion con el fenotipo patolédgico, representan un diagnéstico certero. Un ejemplo
del mismo se presenta en la BOX1.
BOX 1: Caso Categoria 1

Un ejemplo de diagnostico exitoso y certero lo comprende el caso de un paciente masculino
adulto, aportado por el Dr. César Crespi del Hospital Interzonal Especializado de Agudos y
Cronicos San Juan de Dios de La Plata, con un diagndéstico clinico presuntivo para la enfermedad
de Wilson, una patologia autosémica recesiva que entre los sinfomas principales presenta cirrosis
hepatica, niveles altos de cobre en orina, con anillos de Kayser-Fleischer y cataratas. Se procedio
a secuenciar al probando y al padre, y se priorizo un panel de 11 genes. No se encontraron
variantes relevantes en homocigosis por lo que se procedié a buscar la coincidencia de dos
variantes heterocigotas en el mismo gen (modelo de heterocigosis compuesta).

Se encontraron en el probando dos variantes (una compartida con el padre) en el gen ATP7B, que
codifica para la proteina transportadora de cobre ATPasa de tipo P, denominada también proteina
de la enfermedad de Wilson, una proteina transmembrana altamente conservada evolutivamente
que posee roles esenciales en la fisiologia humana, relacionados con el metabolismo del Cobre.
Individuos que carecen de proteina ATP7B funcional, evidencian grandes dificultades en las vias
de excrecién de cobre, dando lugar a la enfermedad de Wilson. Ambas variantes encontradas se
encuentran reportadas en ClinVar como patogénicas (NM_000053.3(ATP7B):c.3207C>A; y
NM_000053.3(ATP7B):c.3955C>T) y han sido relacionadas a la enfermedad de Wilson por varios
autores [68][69][70][71][72], poseen una frecuencia alélica muy baja en la base de datos de ExAC
(no existen individuos en homocigosis para ninguna de ellas) y son predichas como “disease
causing” por los softwares de prediccién de patogenicidad.

La primera variante corresponde a un cambio de histidina por glutamina en la posicion 1069 de la
proteina, ha sido ampliamente estudiada y es la mutacion mas frecuentemente asociada a la
enfermedad de Wilson. EI mecanismo por el cual la mutacion afecta la funcién, se cree esta
asociado a la desestabilizacion del sitio de union a ATP. La otra mutacion generaria un codon de
terminaciéon prematuro, que se supone da origen a una proteina truncada no funcional. EI hecho
de que ambas mutaciones hayan sido previamente reportadas como patogénicas y asociadas a la
enfermedad de Wilson, y su correcta cigosidad y segregacion en el probando y su padre, resultan

en un diagndéstico de maxima confianza.

En la categoria 2 clasificamos 27 casos. Estos son, desde una perspectiva de
descubrimiento, los mas interesantes, ya que representan aquellos donde se han
encontrado variantes nuevas con un potencial significativo para explicar el fenotipo
patogénico. En estos casos es fundamental la evaluacién del potencial patogénico de la
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variante, para lo cual se consideran importantes diversos factores. Por un lado, se debe
verificar que la variante posee una cigosidad correcta de acuerdo al modelo de herencia y
verificacién de la correcta segregaciéon en el grupo familiar. Por ejemplo, en casos de
herencia autosémica dominante (AD) la misma debe estar presente en heterocigosis en el
probando y ausente en ambos padres (y si hubiera hermanos) sanos. En casos de
enfermedades recesivas (AR), usualmente, si no hay consanguinidad, se presenta un
modelo de heterocigosis compuesta, donde cada una de las variantes encontradas, esta
presente en heterocigosis en el probando y en uno (y sélo uno) de los padres.

Por otro lado, es fundamental determinar el potencial patogénico de la variante desde una
perspectiva molecular analizando su impacto a nivel del gen o la proteina. En el caso de
variantes que introducen un stop prematuro o producen un cambio en el marco de lectura,
es razonable suponer que las mismas den lugar a una proteina no funcional. En el caso de
que la variante resulte en un cambio de aminoacido, se debe profundizar el analisis
considerando el tipo de cambio de residuo, la conservacion del mismo en términos
evolutivos, la frecuencia poblacional de la variante (si la hubiere), la prediccion de
patogenicidad por parte de algoritmos bioinformaticos, y si hubiere un andlisis del efecto de
la misma sobre la estructura proteica. |dealmente, las variantes candidatas deben ser
predichas como patogénicas por todas estas propiedades. Ejemplos de estos casos se
presentan en el BOX 2, BOX 3 y BOX 4.

BOX 2: Caso Categoria 2A

Paciente masculino con diagndstico clinico tentativo de epilepsia mioclénica progresiva, aportado
por el Dr. Santiago Chacon, del Hospital Centenario de Gualeguaychu, Entre Rios. En base a toda
su historia clinica, se confeccion6 una lista de 65 genes a priorizar basandose en paneles
existentes, genes extraidos de publicaciones cientificas, y aquellos identificados mediante cruce
de datos de distintas procedencias, tales como sintomatologia del paciente y genes involucrados
en patologias similares.

Al analizar el exoma del paciente se hallé una variante en heterocigosis en el gen EPM2A, siendo
éste uno de los dos genes responsables de la patologia. La variante resulté causar el cambio de
aminoacido Arginina 108 por Cisteina (c.322C>T) en la proteina laforina, la cual segun Genetic
Home Reference [73], parece jugar un rol fundamental en la supervivencia de las neuronas. El
impacto de dicha variante sobre la estructura de la laforina puede observarse en la Figura 36,
realizada mediante un analisis estructural de la proteina a nivel molecular. Dicha variante se
encuentra descrita por ClinVar como variante patogénica para epilepsia mioclénica progresiva con
codigo de acceso rs137852915. Por otra parte, en el mismo gen se hallé una delecion en caracter
también heterocigota, no descrita previamente, la cual produce la pérdida de 11 aminoacidos, con

el consiguiente corrimiento en el marco de lectura. Dicha delecion se encuentra localizada dentro
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del dominio ¢cBM20 amino terminal (family 20 carbohydrate-binding module) de la proteina
laforina, y muy cerca del sitio de unién a maltohexosa.

En este contexto, si bien la delecién de 11 aminoacidos no ha sido previamente informada (y por
ende es de significado incierto), se encuentra en la region de unién a la maltohexosa, por lo que
su efecto a nivel molecular y aparicion en compafiia de la otra variante patogénica ya reportada,
ambas en heterocigosis, fortalecen la hipétesis de un caso de heterocigosis compuesta, siendo

fuertes candidatas causales de la sintomatologia presentada.

Dominio N A
tirosina fosfatasa
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— s‘)"'/ )
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Figura 36. Representacion de la estructura cristalografica de la proteina laforina. Pueden observarse
sus dos dominios: tirosina fosfatasa y CBMZ20. Este ultimo posee un sitio de unién a maltohexosa un
azucar (resaltada en verde), y los aminoacidos involucrados en la union de dicha molécula se
encuentran resaltados en naranja. En la vista ampliada, puede verse como la Arg108 contribuye,
mediante interacciones de puente de hidrégeno con otros residuos, a la estabilizacion de la
estructura terciaria de cMB20. En la region resaltada en rojo puede observarse que la mutacién
Arg108 -> Cys imposibilita la formacion de los puentes de hidrégeno mencionados, lo cual
desestabiliza la estructura del sitio de unién a maltohexosa, resultando en una proteina no funcional.
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BOX 3: Caso Categoria 2B

Paciente masculino con diagnéstico clinico tentativo de Disregulacion Inmune no caracterizada,
aportado por la division de Inmunologia del “Hospital Prof. Dr. Juan P. Garrahan”, sin un modelo de
herencia definido. En base a analisis genéticos previos, los profesionales ya habian descartado la
presencia de mutaciones en 4 genes (ALP, CASP8, CASP10, FAS) relacionados con los sintomas
del paciente. Confeccionamos una lista de genes candidatos, tomando como punto de partida los
genes causantes de mas de 150 formas distintas de inmunodeficiencias primarias, a los que
agregamos panel de genes para Linfocitosis congénita de células B y genes contenidos en
paneles comerciales para desregulaciones inmunes. En total el panel de genes a priorizar
contenia 207 genes. Realizando filtros en las variantes obtenidas de este conjunto de genes,
(frecuencia poblacional menor al 1%, heterocigosis e impacto alto/moderado) se encontré6 una
variante de tipo missense dentro de la regién codificante del gen CARD11 (Caspase Recruitment
Domain family member 11).

La variante encontrada produce el cambio de la Treonina 117 por una Prolina (p.Thr117Pro,
NM_032415(CARD11).c.349A>C) y es considerada como patogénica por los predictores
bioinformaticos SIFT, Polyphen y Mutation Taster; habiéndose reportado previamente en
bibliografia un cambio aminoacidico en la misma posicién (p.Thr117Ala) también en heterocigosis,
en un paciente con un trastorno genético poco frecuente asociado con linfocitosis congénita de
células B [74]. La prolina es un aminoacido no cargado que tiende a rigidizar la estructura y
afectar, de esta forma, la funcion de la proteina resultante. Mutaciones similares en CARD11 han
sido asociadas a la ganancia de funcién de un dominio funcional de la proteina, que normalmente
desempefia un papel critico en el mantenimiento de la misma en un estado inactivo, activando en
las mutantes espontaneamente a NF-k B y promoviendo la supervivencia de células B humanas
de linfoma in vitro [75]. EI gen CARD11 se encuentra asociado con el desarrollo de “Expansién de
células B con NFKB y anergia de células T” (OMIM: 616452); trastorno con el que el paciente
presenta muchos sinfomas solapados, y en un modelo Dominante, consistente con la cigosidad de
la variante encontrada. De esta forma, se la considera como potencialmente responsable del
fenotipo observado con un alto grado de confianza, si bien es una variante novel y por lo tanto de

significado incierto.
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BOX 4: Caso Categoria 2C

Un ejemplo de esta categoria lo comprende el caso de un paciente femenino adulto con un
diagnéstico clinico presuntivo de sindrome atéxico-oculomotor de tipo 2 (OMIM: 606002), una
patologia autosémica recesiva que presenta varios sinfomas neuromotores. Para analizar el
mismo se secuencio al probando y se analizo un panel de 222 genes. No se encontraron
variantes relevantes en homocigosis, por lo que se procedié a buscar la coincidencia de dos
variantes heterocigotas en un mismo gen (modelo de heterocigosis compuesta). Con este modelo
de herencia, se encontraron dos variantes noveles en el gen SETX (OMIM: 608465), un gen que
codifica para la proteina senataxina y se expresa en un amplio rango de tejidos, incluyendo el
cerebro, la médula espinal y los musculos. La primera variante (p.Ser507fs: ¢.1518dupA) es de
alto impacto funcional, ya que produce el corrimiento del marco de lectura por la adicién de un
nucledtido; mientras que la segunda (p.Val2385Gly: ¢.7154T>G) es una variante de cambio de
aminoacido, de una valina a una glicina, un aminoacido mas pequefio y no quiral. Ambas
variantes son predichas como “disease causing” por “Mutation Tester”. Mutaciones reportadas en
este gen estan asociadas al desarrollo de un trastorno neurodegenerativo caracterizado por el
inicio en la edad adulta de ataxia cerebelosa progresiva, neuropatia periférica senso-motora
axonal y aumento de la alfa-fetoproteina sérica [76][77], sintomas que se solapan con la Historia
Clinica del probando.

En resumen, la prediccion del efecto patogénico de ambas variantes y su presencia en el principal
gen candidato, sugieren fuertemente que ambas variantes combinadas podrian ser las

responsables del fenotipo observado.

La categoria 3, con 17 casos, comprende a aquellos que representan hipétesis de trabajo,
tanto clinicas como moleculares. En estos casos, si bien se han encontrado variantes de
significado incierto, éstas son desde el punto de vista molecular potencialmente patogénicas
cumpliendo la mayoria de los criterios de analisis a nivel gen y/o proteina. En este contexto,
los pasos a seguir son por un lado verificar la correcta segregacién y cigosidad de la
variante en el grupo familiar y en concordancia con el modelo de herencia de la
enfermedad, si el mismo estuviera establecido. Por otro lado, se podria -al igual que con los
casos de la categoria 2- avanzar con ensayos in-vitro para analizar el efecto de la mutacion
sobre la funcién proteica. En relacién con la clinica, el objetivo debe tender a una revision
del solapamiento entre los sintomas presentados por el paciente, y aquellos reportados para
otros pacientes con defectos en el gen donde se hallaron las variantes. Un ejemplo de un
caso con este tipo de resultados se presenta en el BOX 5.
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BOX 5. Caso Categoria 3

Paciente pediatrico masculino sin antecedentes familiares relevantes, cariotipo normal y
diagndstico tentativo de Sindrome de Sotos, un desorden autosomico dominante caracterizado,
entre otros sintomas, por macrocefalia y crecimiento corporal excesivo en la infancia acomparnado
de retraso mental, problemas de conducta e hipotonia. La mayoria de los casos de sindrome de
Sotos (95%) se producen por mutaciones de novo en el gen NSD1, o deleciones en la region
5035.3, en la persona afectada. También se reportan algunos casos para mutaciones
heterocigotas en el gen NFIX, o mutaciones en el gen APC2, en este ultimo caso siguiendo un
modelo autosémico recesivo.

A partir de la secuenciacion exémica del probando se buscaron, en un primer momento, variantes
presentes en los tres genes reportados para el sindrome de Sotos, sin encontrarse ninguna con
relevancia clinica. Extendiendo la busqueda a genes asociados a los sintomas reportados en la
historia  clinica del probando se encontr6 una variante novel en heterocigosis
(NM_000264(PTCH1):c.1906A>G), en el gen PTCH1, que se traducen en el cambio aminoacidico
de asparagina por acido aspartico en la posicion 636 de la proteina Patched-1. Mutation Taster la
reporta como patogénica. El gen PTCH1 es considerado un gen supresor de tumores por su rol en
la prevencion de la proliferacion celular incontrolada. Dentro de las patologias asociadas a este
gen se encuentra el sindrome de Gorlin o Nevoid basal cell carcinoma syndrome (NBCCS) (OMIM
#109400) y es considerada por la bibliografia como una condicién que puede confundirse con
Sindrome de Sotos [78]. Existe un solapamiento fenotipico moderado con los signos y sinfomas
del probando, aunque es posible que algunos de ellos que permitan la realizacion de un
diagnéstico diferencial aun no se hayan desarrollado, dada la edad pediatrica del paciente. El
sindrome NBCCS presenta herencia autosémica dominante que es compatible con la variante del
probando. De esta forma, la variante encontrada se considera como potencialmente responsable
del fenotipo observado, si bien es una variante novel y por lo tanto de significado incierto. Una vez
informada al médico la analizara junto a la evidencia clinica para validar o rechazar el nuevo
diagnéstico hipotético; de ser confirmado, permitira acompanar la evolucién del paciente de

manera eficiente.

Finalmente, la categoria 4 comprende aquellos 25 casos donde no se ha encontrado
ninguna variante que pueda explicar el fenotipo observado. Estos casos, si bien se los
puede considerar abiertos, la falta de una hipdtesis de trabajo luego de un analisis
exhaustivo, que puede involucrar dos o hasta tres ciclos de evaluacién de genes
candidatos, sugiere que poseen una causa molecular subyacente que no ha podido ser
determinada por la técnica utilizada.
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Discusion sobre la campafia 100 exomas.

Los resultados de la iniciativa “100 Exomas”, si bien no representan una cantidad de casos
suficientes como para realizar afirmaciones estadisticamente significativas sobre la
capacidad de la secuenciacidon exomica para diagnosticar de manera precisa las causas
moleculares de las EPoFs o para avanzar en el descubrimiento de nuevos genes vy
variantes patogénicas, permiten evaluar en las capacidades locales, con sus virtudes y
dificultades, para la implementacién de estas tecnologias en contextos de investigaciéon
cientifica e innovacion clinica, y compararlos con experiencias realizadas en los paises del
denominado “primer mundo”. Para llevar adelante la campafa, armamos un protocolo de
trabajo con una fuerte base interdisciplinaria, desde los médicos responsables de los casos
clinicos a bidlogos, bioinformaticos y expertos en computacién, que permitié un
entendimiento completo y exhaustivo que abarca desde las caracteristicas fenotipicas del
paciente a las causas moleculares intrinsecas.

Si consideramos aquellos casos donde se encontraron variantes de asociacion clinica
conocida (categoria 1) o con altas chances de ser patogénicas (categoria 2) como exitosos,
vemos que la tasa de éxito es superior al 50%, lo que es levemente superior a lo reportado
en la literatura (Shashi et.al., 2014)[79]. La aparente performance superior podria deberse a
dos motivos: ya sea una seleccibn mas sesgada de los casos con alta probabilidad de
obtener un diagnostico y/o la definicion de caso exitoso. Si, por ejemplo, consideramos
como casos exitosos sélo aquellos incluidos en la categoria 1, entonces el porcentaje de
casos que han llegado a un diagndstico se acerca mas al 30%, que es el valor usualmente
tomado como de referencia para analisis de exomas.

Desde una perspectiva de ciencia basica, los casos mas interesantes son los de categoria
2, donde se encuentran una (o dos) variantes ndveles, con una alta probabilidad de ser
responsable del fenotipo observado. Estas variantes muchas veces representan el punto de
partida para el estudio de los fendbmenos moleculares subyacentes al desarrollo patolégico,
al sefalar como su efecto sobre la funcién proteica repercute en la fisiologia molecular y
celular. Un ejemplo exitoso de este tipo de caso, derivado de la presente campafia, es el de
una inmunodeficiencia combinada que se origina en una mutacion en heterocigosis en el
gen CARD11, la cual comprende una insercion de 14 aminoacidos. La misma fue estudiada
en colaboracion con un grupo del Instituto Nacional de Salud de EEUU (NIH), junto con
otras tres mutaciones, todas en heterocigosis en diferentes dominios de CARD11,
mostrando que el efecto patogénico se debia a una pérdida de funcion con interferencia
sobre la proteina salvaje. Esto di6é lugar a un cuadro autosémico dominante, que puso en
evidencia detalles del funcionamiento de diferentes vias de senalizacion de los linfocitos T,
algo que culminé en un trabajo en la prestigiosa revista Nature Genetics. (Ma et al.,
2017)[81]

Otros de los casos de esta categoria que han dado lugar a resultados del mismo tipo se
encuentran actualmente siendo analizados en el grupo y en el marco de colaboraciones
nacionales e internacionales.
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Es interesante también analizar cuales son los motivos subyacentes que resultan en casos
donde no se ha llegado al diagnéstico molecular, es decir, aquellos casos de categoria 3 0 4
donde falle la hipétesis, no se confirme la asociacion propuesta entre genotipo (variante) y
fenotipo del paciente y/o la variante propuesta no segregue adecuadamente en el grupo
familiar. En este sentido, hay diversos motivos asociados a un resultado de este tipo,
dependiendo principalmente de la naturaleza del caso. En algunos casos puede suceder
que las mutaciones responsables no fueron reveladas por el tipo de experimento de
secuenciaciéon, ya sea porque estan en exones pobremente capturados y/o regiones no
codificantes o porque corresponden a inserciones o deleciones de tamafio superior al que
puede ser determinado por la secuenciacion exdémica (comunmente conocidas como
variaciones en el numero de copias). En estos casos la unica posibilidad para avanzar hacia
el diagnéstico es realizar una secuenciacion gendémica completa. En otros casos, un
resultado de este tipo puede estar asociado a la falta de mejores - en términos de la
precision sintomatologica - relaciones genotipo-fenotipo. Este area es una de las de mayor
expansion, y existen varias iniciativas internacionales para promover su desarrollo. Una de
ellas, PhenomeCentral [80] es un portal centralizado que permite cargar casos de EPoF no
resueltos. Dicho portal utiliza un sistema automatico para evaluar similitud de fenotipos y
alertar a los investigadores sobre las coincidencias halladas para, mediante la evaluacion de
multiples casos y cooperacion internacional, poder reforzar hipotesis de asociacion
variante-fenotipo y/o avanzar hacia ensayos de validacion funcional.

Finalmente, resulta relevante evaluar los resultados de la campafia desde una perspectiva
asociada al trabajo conjunto de los distintos tipos de profesionales, con sus experiencias y
conocimientos especializados requeridos para la implementacién de un servicio de
diagnéstico gendmico. La experiencia de esta campana permite darle peso y reforzar la
siguiente filosofia de trabajo interdisciplinario: si bien la divisién de tareas es un proceso
I6gico, practico y adecuado para muchos trabajos, tales como el relevamiento de la historia
clinica por parte del médico, la toma y procesamiento de la muestra por el bioquimico de
laboratorio, el procesamiento de datos por parte del bioinformatico, la priorizacién de
variantes por parte de bioquimicos/bidlogos moleculares y finalmente la interpretacion de las
mismas y devolucion al paciente por parte del médico; la eficiencia y las chances de éxito se
maximizan cuando todos los profesionales trabajan en conjunto. Particularmente, esto
sucede con mayor hincapié en la etapa de priorizacion e interpretacion de las variantes, la
cual requiere integrar conocimientos asociados al experimento de NGS (cobertura,
profundidad, calidad de la variante, entre otras), al impacto a nivel molecular de la mismay,
por supuesto, a su potencial relaciéon con la clinica. En este contexto, a través de esta
experiencia, se destaca que la mayor probabilidad de éxito se asocia a un diagndstico
presuntivo preciso, y a un profundo conocimiento por parte del equipo médico de los genes
y variantes patogénicas conocidas en casos similares. Todo esto contribuye a evidenciar y
reforzar la importancia de brindar a nuestros futuros médicos, conocimientos y capacitacion
en el area de la gendmica clinica.
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Cierre en el contexto de esta tesis.

El desarrollo exitoso de la campafia “100 Exomas” resultd, en una primera instancia, en un
testeo y puesta a punto de la B-Platform desarrollada en este trabajo. Su utilizacion con
éxito en la campafia 100 Exomas, permitio, tomando como punto de partida los datos
obtenidos del secuenciador, llegar a la interpretacion biolégica y clinica de las variantes
encontradas en cada caso. Ademas, de poder validar el protocolo disefiado.

En este contexto la plataforma ya fue utilizada por diferentes profesionales de la Salud
(Médicos, Bioquimicos, Genetistas, Bidlogos) de méas de 30 instituciones de distintas
provincias, para el procesamiento y analisis de los exomas secuenciados para la camparia.

Como prueba de concepto, los resultados de esta tesis muestran que fue posible
implementar a nivel local servicios de diagnéstico molecular basados en secuenciacién de
préxima generacion. Dicha implementacion se sustenta en el conocimiento y capacidad de
los profesionales locales, y es un ejemplo que puede servir como semilla para extenderlo a
escala regional. Esta prueba de concepto es fundamental para la nacionalizacion de este
tipo de servicios que hoy en dia se encuentran disponibles internacionalmente.
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Caso II: Evaluacién de un perfil de riesgo
Introduccion

Como parte de este trabajo de tesis, y utilizando el protocolo definido anteriormente en los
capitulos de calculo de perfil de riesgo y perfil farmacogenético, se decidié realizar una
prueba de concepto, mediante la evaluaciéon de un individuo adulto, sano, que entre los
puntos a destacar de su historia clinica presentaba antecedentes familiares de enfermedad
vascular e hipertension.

Como ya mencionamos, entre las caracteristicas de una enfermedad compleja como la
enfermedad vascular o la hipertension esta su heterogeneidad genética. Es decir, que las
mutaciones en diferentes genes pueden conducir a la misma enfermedad. También lo es su
expresividad variable, o sea que individuos con el mismo genotipo también pueden mostrar
diferentes grados del mismo fenotipo. Y finalmente, el gran impacto del ambiente (en
sentido amplio), que mediante su control, permite tomar medidas preventivas.

Dentro de los signos (o caracteristicas) que podrian sugerir una predisposicion genética
subyacente para el desarrollo de una enfermedad compleja, podemos mencionar :

- La edad de aparicion es mas temprana de lo esperado. Un ejemplo aqui seria un
infarto de miocardio o un ataque al corazén que ocurre en una persona de 25 afios
contra uno que ocurre en una persona de 80 afios.

- Cuando una condiciéon que ocurre en el sexo menos afectado. Por ejemplo, para el
cancer de mama, por supuesto, las mujeres son las principales afectadas, pero si se
tiene un hombre afectado, podria ser un indicio de que hay una etiologia genética
subyacente.

- La historia familiar, si existe una historia familiar de una enfermedad, en particular
una enfermedad que ocurre en multiples generaciones, tal vez a una edad mas
temprana de apariciéon que lo habitual. Eso podria ser un indicio de que hay una
base genética.

- Y por ultimo, cuando la enfermedad ocurre en ausencia de factores de riesgo
ambientales conocidos. Por ejemplo, una enfermedad como la diabetes, donde la
mayoria de las personas con diabetes también tienen obesidad. Es una comorbilidad
Yy quizas una causa de la diabetes. Pero entonces si una persona delgada tiene
diabetes se podria pensar que tal vez hay alguna etiologia genética.

Entonces para este caso de estudio, si bien la determinacion del perfil de riesgo y
farmacogendmico incluyd el analisis de los 290 marcadores (polimorfismos de un solo
nucleétido) asociados a las patologias y farmacos listados en las “Tabla 6: Lista de
patologias seleccionadas.” y “Tabla 7: Farmacos seleccionados de PharmGKB’,
respectivamente, a los fines de ajustar a la extension de este trabajo solo se mencionan los
rasgos mas relevantes asociados a la historia clinica del paciente.
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Métodos

Genotipificaciéon de la muestra

La genotipificacion se realizé6 mediante un microarray (SNP Genotyping Microarray). Para
este caso se utilizé el chip Infinium Global Screening Array v2.0. Mediante un servicio
provisto por la compafiia Macrogen.

Protocolo de procesamiento de datos

Como resultado del genotipado se recibe un archivo llamado gtReport.txt que contiene los
genotipos de cada muestra y al cual nos referimos como “array”. Junto con este archivo
viene uno llamado GSAMG2_SNP_Info.txt (al cual nos referimos como “Info”). Este archivo
contiene informacion sobre cada posicién (SNP) interrogada en el array, como cuales son
los dos posibles alelos que lee, etc. Ademas es muy importante porque relaciona el nombre
de la variante que figura en el array con un cdodigo rs. Los alelos reportados en el array no
corresponden todos a una misma hebra. Para nuestro analisis usamos la hebra reportada
por dbSNP, y para corregir esto usamos el archivo manifest, que puede descargarse de la
pagina de lllumina.
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Resultados

Riesgo

Si bien a la persona se le evaluaron los 290 marcadores que permitieron calcular el riesgo
para mas de 75 rasgos (patologias) asociados a su perfil genético, en esta tesis para no
excedernos en la extensiéon de la misma, s6lo se mencionan los dos rasgos de interés
asociados a la historia clinica: Infarto agudo de miocardio e Hipertension arterial.

Infarto agudo de miocardio

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una patologia con alta incidencia en la poblacién y es
causada por la obstruccion u oclusién de alguna de las principales arterias que llevan
sangre al corazon para nutrirse, generando asi un déficit del aporte de los nutrientes que el
musculo cardiaco necesita para subsistir y consecuentemente muerte célular. Como
consecuencia, pueden surgir diversas complicaciones: insuficiencia cardiaca, arritmias
graves, ruptura cardiaca, dafo de alguna de las valvulas del corazon, etc.

El desarrollo de la enfermedad coronaria depende de multiples factores, entre los que se
asocian a mayor riesgo de desarrollar IAM son: la edad (a mayor edad, mas probabilidades
de desarrollar enfermedad coronaria), sexo masculino, antecedentes familiares de 1AM o
muerte subita, consumo de tabaco, dieta no saludable, sedentarismo, hipertension arterial,
sobrepeso/obesidad, consumo de alcohol, consumo de drogas como cocaina ydiabetes.

Se han identificado mudltiples variantes genéticas que se asocian con mayor riesgo de
desarrollarla. En este caso analizamos 11 marcadores, que en conjunto pueden aumentar el
riesgo de atravesar un infarto de miocardio hasta 4 veces.

De acuerdo a los marcadores genéticos que se analizaron y para los cuales se calculé el
Odd Ratio (OR), segun lo explicado en la seccién correspondiente, el individuo analizado
posee una probabilidad levemente aumentada de desarrollar infarto agudo de miocardio.
Esto significa que el OR calculado (score=2,6846) dio mayor al percentil 5th qué era 2.52.
Es decir, se encuentra dentro del 5% de las personas de su edad y sexo para las cuales su
genoma contribuye con una probabilidad aumentada de presentar IAM.

En base a esta informacion la persona puede tomar acciones para reducir este riesgo de
IAM, como, por ejemplo, ajustar su estilo de vida, realizarse controles médicos de rutina que
incluyan chequeos cardiologicos, de presidon arterial y analisis de laboratorio. Estar atento
ante la presencia de alguno de los sintomas, ya que la deteccion temprana de un infarto es
vital para realizar el tratamiento precoz y reducir complicaciones. Puede seguir una dieta
saludable, hacer ejercicio en forma regular, mantener un peso saludable acorde a su edad,
altura y momento de la vida.
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Hipertension arterial

La tension arterial (TA) es la medicion de la fuerza que la sangre ejerce sobre las paredes
de la arteria al momento que el corazén realiza un latido. Se compone por dos variables:
Presién arterial sistolica o “maxima” y presion arterial diastolica o “minima”. Segun las guias
argentinas de cardiologia, la HiperTension Arterial (HTA) se define por una TA > 140 mmHg
de sistdlica y una diastélica >90 mmHg. La HTA, también conocida como “el mal silencioso”
lleva ese sobrenombre porque, en la gran mayoria de los casos, se presenta sin sintomas o
con algunos poco especificos que podrian atribuirse a otras causas.

Cuando la hipertensioén arterial se encuentra presente por largo tiempo puede causar dafios
en algunos 6rganos por lo que la deteccion temprana es importante para evitar estos
riesgos. A pesar de que el ambiente juega un papel importante en esta enfermedad, se han
identificado multiples variantes genéticas que se asocian con mayor riesgo de desarrollarla.
Un diagndstico temprano de presion arterial alta, con un tratamiento adecuado, puede
ayudar a prevenir complicaciones.

La HTA no controlada puede ocasionar lesion en diferentes 6rganos, dentro de los cuales se
incluyen el corazén, el rifdn, ojo y cerebro, aumentando el riesgo de desarrollar ataque
cardiaco (infarto agudo de miocardio) o accidente cerebrovascular (ACV), aneurismas
arteriales, insuficiencia cardiaca, enfermedad renal vascular (que puede conducir a
insuficiencia renal), enfermedad vascular ocular (que puede conducir a ceguera),
enfermedad vascular cerebral (que puede manifestarse con problemas con la memoria o el
entendimiento o demencia).

Para el individuo bajo estudio, al igual que con IAM, se calculé el Odd Ratio en funcién de
los marcadores analizados y resultd en un score=1,6297 que se encuentra entre los
percentiles 5th=10.01 y 20th=1.01, lo que representa una probabilidad de presentar HTA
moderada.

Al contar con esta informacion, al igual que con la de infarto de miocardio, sobre HTA la
persona puede accionar sobre su salud.
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Discusion

La medicina del futuro (y en este caso el futuro es hoy) requiere de la capacidad de
procesar rapidamente, integrar y analizar cuidadosamente la enorme cantidad de datos que
se generan en relacion con nuestra salud. El cuerpo humano se convierte entonces en una
fuente de datos, comenzando por su genoma (o parte de él), e integrando progresivamente
todos aquellos datos derivados de analisis clinicos, en una gran historia clinica digital. En
este contexto, de uso y aplicacién de la gendmica en la clinica, la bioinformatica se torné
esencial para el correcto uso y aprovechamiento de esta informacion . En particular, la
genomica, mediante la aplicacion de tecnologias de NGS, estd cambiando el paradigma de
la medicina en sus tres aspectos fundamentales: la prevencion, el diagnéstico y el
tratamiento, potenciando, de esta manera, la revolucion de la medicina personal y de
precision.

En el diagnodstico, principalmente de enfermedades poco frecuentes, es donde las
tecnologias NGS tuvieron mayor impacto, al permitirnos buscar de manera precisa cual es
la variante (o mutacion) responsable del desarrollo de la enfermedad, otorgando al paciente
y su familia un diagnéstico molecular preciso y certero. Respecto al tratamiento, el impacto
producido por la gendmica una vez obtenido un diagndstico, si es que existe un tratamiento
disponible, se podria ajustar el tratamiento farmacoldgico en funcion de las caracteristicas
genéticas del paciente para mejorar la eficacia, o reducir los efectos secundarios, de los
farmacos en su organismo. Este es el paradigma de la farmacogendmica.

Por ultimo, en cuanto a la prevencién, como mencionamos varias veces a lo largo de este
trabajo de tesis, el genoma del individuo puede contribuir, al menos parcialmente en el
potencial -o riesgo- de desarrollar enfermedades complejas de alta prevalencia en el adulto,
como por ejemplo las enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo 2, la obesidad, el
alzheimer, parkinson o el cancer entre otras. Entonces el analisis de riesgo diferencial,
permite tomar acciones preventivas, cambios de habitos, de dieta. etc.

Lo que buscamos cubrir con este trabajo son los desarrollos bioinformaticos necesarios
para avanzar en estos tres aspectos y de este modo abordar los desafios de la gendmica en
la clinica.

Nuestra hipdtesis de trabajo, es que una de las cuestiones clave para que la medicina de
precision incremente su adopcion en la practica clinica, es contar con una herramienta
sélida de integracién de datos gendmicos que sirva de apoyo a la toma de decisiones
mediante el analisis de los datos y presente los resultados en un formato facilmente
interpretable para los profesionales de la salud.
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Relevancia e importancia del protocolo de procesamiento de
datos gendmicos

Tomando como punto de partida el desafio bioinformatico que implica analizar los datos
genomicos humanos, nos propusimos durante el desarrollo de esta tesis implementar los
protocolos y herramientas de software B-Platform para que aquellos profesionales, tanto en
el ambito académico, como en la practica médica, que contaran con datos gendémicos,
pudieran analizarlos de manera eficiente y, de este modo, llevar realmente la gendémica a la
clinica.

Los resultados, de los casos de aplicacién de esta tesis (Caso I: La campafia 100 exomas y
Caso IlI: Evaluacion de un perfil de riesgo) muestran que combinando e integrando
metodologias, componentes de software (BWA, SNPeff, SAMtools, etc.), y bases de datos
(OMIM, ClinVar, GWAS, etc) disponibles y ampliamente utilizados y validados por la
comunidad, sumados a un conjunto de desarrollos propios para vincular y completar y
complementar los mismos, fue posible desarrollar un protocolo, que permite hoy en dia de
manera exitosa, a partir de los datos de secuenciacion de NGS (y/o SNP microarray si fuera
necesario) precisar y anotar con una elevada cantidad de contenido biolégico todas las
variantes (mutaciones) de la muestra correspondiente.

El archivo resultante, referido usualmente como VCF anotado, es conceptualmente una
descripcion detallada de la informacién gendmica del individuo del que se tomé la muestra,
y técnicamente una version resumida (y anotada) de su genoma, que comprende el punto
de partida para el analisis del mismo por parte de los profesionales de la salud.

La relevancia del VCF anotado (y el proceso que lo sustenta) es enorme, ya que un error en
alguno de los pasos resultara en un archivo mal anotado, que contendra inexactitudes y
puede resultar en un analisis y por lo tanto diagndstico erroneo o la incapacidad de llegar a
uno. Por otro lado, el VCF anotado es un registro portable que permite re-analizar los datos
en cualquier momento del futuro. Finalmente, la cantidad y calidad de la anotacién son
determinantes para el potencial éxito del analisis clinico, y por ende para llegar a un
diagnéstico y/o hacer una correcta y relevante evaluacion de perfil de riesgo y perfil
farmacogendmico. El protocolo presentado en esta tesis ha sido (y es actualmente) utilizado
por varios grupos de investigacion y profesionales de la salud en nuestro pais y también de
diferentes grupos de otros paises de latinoamérica.
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La importancia de una herramienta de analisis eficiente e
intuitiva.

Nuevamente, el VCF anotado es el punto de partida para el analisis subsiguiente, y es aqui
donde se evidencia el enorme potencial de una herramienta como la desarrollada en esta
tesis, que permite realizar un analisis profundo y detallado de la informaciéon gendmica del
individuo de una manera amigable. Debemos aqui distinguir dos casos, que oportunamente
fueron presentados en capitulos separados, por un lado el analisis para diagndstico
molecular de casos de enfermedades mendelianas, y por otro, el analisis de un perfil de
riesgo de desarrollar enfermedades complejas y su perfil farmacogendmico.

Diagnostico molecular de enfermedades mendelianas por NGS: de la
promesa a la realidad

Como mencionamos en la introduccién de este trabajo quizas los primeros beneficiados de
los desarrollos asociados al genoma humano y la secuenciacion de préxima generacion son
aquellos pacientes que poseen (o al menos esa es la sospecha clinica) una enfermedad
genética (tipicamente mendeliana), pero que dada su condicion “poco” frecuente,
usualmente resulta en un diagndstico tardio, equivocado, luego de un proceso
extremadamente tedioso para el paciente y su grupo familiar, que ha llevado a acuiar el
término “odisea al diagnéstico”.

En algunas situaciones, se tiene un paciente, que tiene lo que parece ser un trastorno
mendeliano, pero en realidad no se puede hacer un diagndstico clinico certero utilizando
todas las pruebas estandar que se realizan para intentar llegar a un diagndstico, como
analisis bioquimicos, estudios de sangre y orina, radiolégicos, etc. En estas situaciones, a
veces se puede encontrar una alteracion genética (una variante) que podria explicar por qué
el paciente tiene el problema que tiene, siendo la misma entonces diagnéstica, y asi
podemos terminar con la odisea.

En cuanto al diagndstico molecular de casos de enfermedades mendelianas, los resultados
de la campafia 100 exomas muestran que contar con un protocolo de procesamiento de
datos y herramientas bioinformaticas como las definidas en esta tesis permitieron que la
tasa de éxito - casos donde se llegd al diagndstico molecular — se ubique entre el 30-50%
mostrando un métrica consistente con estudios realizados a nivel internacional. Varios de
los casos, ademas han permitido encontrar variantes noveles que representan el punto de
partida para el estudio de los fendmenos moleculares subyacentes al desarrollo patolégico,
algunos de los cuales han dado lugar a publicaciones de primer nivel en el marco de
colaboraciones internacionales (Ma et al., 2017)[81].

Desde una perspectiva asociada al trabajo en la clinica, la experiencia también muestra que
la eficiencia y las chances de éxito se maximizan cuando los profesionales de la salud
cuentan con herramientas adecuadas (protocolo de procesamiento y plataforma
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bioinformatica) y trabajan en conjunto, particularmente en la etapa de priorizacién e
interpretacién de las variantes.

Esto quedo en evidencia cuando pudimos disponer la plataforma para que sea utilizada por
diferentes laboratorios de investigacién y servicios internos en dos hospitales publicos
volviendo realidad las promesas de llevar la genémica a la prdctica clinica. La
interaccion fluida con los diferentes profesionales de la salud de estos grupos de
investigacion permitid una retroalimentacién positiva que derivd en un proceso de mejora
continua de la plataforma. Fue asi que se logré construir una herramienta flexible, ajustada
a los requerimientos de los profesionales locales, sin restricciones, convirtiéndo esto en una
ventaja sobre otras plataformas disponibles. Ademas contar con el feedback de estos
diferentes usuarios nos permite desarrollar un plan de desarrollos futuros, de nuevas
funcionalidades a agregar a la plataforma como, por ejemplo, la incorporacion del analisis y
visualizacién de los CNVs (Variacién en el numero de copias), la reclasificacion manual de
las variantes segun los criterios de ACMG, creacion de nuevos filtros basados en HPO
(Human Phenotype Ontology), y/o la incorporacion de algoritmos de inteligencia artificial que
nos permitan priorizar los genes en funcion del fenotipo del paciente, entre otras.

Finalmente, los resultados y la experiencia obtenidos durante el desarrollo de esta tesis
evidencian la enorme relevancia e impacto que tiene la utilizacion de este tipo de
herramientas y el trabajo multidisciplinario a la hora de contar con asesoramiento y una
posible orientacién diagndstica en un alto (o0 moderado) porcentaje de los casos. Se espera
continuar trabajando de esta forma para acercar estas tecnologias a pacientes de todo el
pais, de nuestros hermanos latinoamericanos y por qué no, del mundo.
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Evaluacion de un perfil de riesgo y perfil farmacogendmico: hacia una
medicina preventiva

Con respecto al calculo del perfil de riesgo y perfil farmacogendmico, como ya
mencionamos anteriormente en la seccidén correspondiente, el objetivo en estos casos es
actuar no en el contexto de diagndstico, sino en la prevencion y tratamiento,
respectivamente. En particular, cuando evaluamos perfil de riesgo, debido al bagaje
genético del individuo, nos focalizamos en enfermedades que desde el punto de vista de su
etiologia son complejas, o sea son poligénicas y poseen un alto impacto del ambiente, y que
ademas son de alta prevalencia en la poblacién, ya que uno de los elementos clave es
comprenderlas en el contexto poblacional.

Como muestran los resultados en la seccion Caso /I: Evaluacién de un perfil de riesgo, una
de las claves para arribar a un diagndéstico preciso y la consecuente evaluacion de riesgo,
reside en la capacidad de interpretar y valorar las variantes encontradas, lo que sumado a la
informacion de nuestro estado metabdlico (clasico analisis de sangre), historia familiar, y
estilo de vida (entre otros parametros), nos brinda una mejor estimacién de los riesgos, de
padecer enfermedades comunes y complejas como los desdrdenes cardiovasculares
(infarto de miocardio, hipertensioén), diabetes, alzheimer, parkinson, cancer etc, lo que nos
permitira tomar medidas preventivas o guiar un tratamiento.

Una vez realizada la evaluacion de riesgo, el resultado le permitira al individuo consultar al
profesional médico para obtener recomendaciones y determinar la estrategia terapéutica
preventiva a seguir. Por ejemplo, las recomendaciones podrian ir desde el incremento en la
frecuencia de los chequeos, la disminucién en la edad a la que se aconseja comenzar un
tratamiento especifico, cambios en el estilo de vida y/o la alimentacion, hasta la realizaciéon
de cirugias preventivas y/o la toma de medicacién preventiva.

Reconocer que se posee una o varias variantes que confieren un alto riesgo de desarrollar
una patologia, permite al profesional médico abordar estrategias preventivas y en particular
saber cuales son las mutaciones especificas podrian permitir determinar cual es el plan
terapéutico conveniente a utilizar en cada caso, contribuyendo a una medicina
personalizada y de precision.
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Perspectivas Futuras:

La secuenciacion gendémica se perfila como la herramienta ideal para hacer realidad las
promesas de la Medicina Personalizada o mejor dicho Medicina de Precision. Es facil ver el
potencial que tiene la secuenciacidn genomica para incorporarse en la practica clinica
rutinaria en un plazo relativamente breve. Ante este escenario es preciso plantearse el
impacto que esta practica va a tener en los sistemas sanitarios y en la toma de las medidas
adecuadas para su futura implantacion. Sin embargo, a pesar de su indiscutible potencial,
hay diversos aspectos que deben ser trabajados en detalle para garantizar el éxito.

Primero, hay un enorme reto tecnolégico en cuanto a la propia obtencién de estos datos, su
fiabilidad y su certificacion, como prueba clinica aceptada. Esta etapa esta avanzando
rapidamente pero se debe estar actualizado y conocer las limitaciones de cada una de las
metodologias disponibles. En este sentido, otro de los problemas importantes es la falta de
formacion de los profesionales de la salud, que deben enfrentarse a un conjunto de datos
completamente distinto de lo que estaban habituados. La gran mayoria de los médicos en
ejercicio, no aprendié de gendmica durante su formacién (ya que esta no existia), por eso
debemos también prestar gran atencion a los aspectos asociados con la formacion
profesional en el area.

Es importante remarcar, que existen obstaculos potenciales al aprovechamiento 6ptimo de
los datos gendmicos que son de caracter legal, en relaciéon con la legislacién sobre la
proteccion de datos, o de caracter ético, en el sentido de la informacion no solicitada o los
hallazgos incidentales (en inglés incidental findings) que se obtiene colateralmente en una
secuenciacion genémica hecha con un objetivo determinado. El consentimiento informado y
una clara discusion con el paciente son necesarias tal como se hace con otras técnicas de
manera rutinaria en la clinica.

Desde un punto de vista bioinformatico, el manejo, el almacenamiento y la consulta del
enorme volumen de datos que estas tecnologias producen es un problema de complicada
solucion con el hardware y software existentes en la actualidad. Por otra parte, la utilidad
clinica de la secuenciacion gendmica depende criticamente de la presentacion de los
resultados a los profesionales de la salud de una forma que le sea inteligible y clinicamente
util. Es en este sentido que esta problematica debe atacarse para permitir que las técnicas
de NGS se usen de forma sistematica. Este desafio requiere del armado de equipos
interdisciplinarios para el desarrollo de soluciones informaticas que cumplan con todos los
requerimientos.

Siendo un poco mas especificos en relacion con los desafios relacionados a los temas

abordados en la presente tesis, podemos destacar en la siguiente seccion las areas donde
se esperan desarrollos futuros, que mejoren la eficiencia y calidad de los procesos.
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Desafios futuros para el diagndstico molecular de enfermedades
mendelianas por NGS

Un primer aspecto a considerar para desarrollos futuros, es por ejemplo, dentro de los
desafios del diagndstico molecular de enfermedades mendelianas por NGS, es la
clasificacion de las variantes noveles ya sea como benignas o patogénicas. Cualquiera que
haya realizado un analisis gendmico (ya sea de panel, exoma, o genoma) sabe que la
mayoria de las variantes encontradas son de tipo VUS (Variant of Uncertain Significance) y
esto es un enorme obstaculo al momento de decidir su relevancia en la clinica. Si bien, la
continua aplicacién de NGS en este area, genera un aumento continuo en la cantidad de
variantes sobre las que conocemos su efecto, el numero de variantes en la practica es casi
infinito, y en el corto o0 mediano plazo es imposible que todas hayan sido analizadas. Es por
ello que se deben desarrollar nuevas y mejores metodologias para su clasificacion. Al
respecto, podemos dividir el trabajo en 3 areas.

Por un lado, existe un continuo desarrollo de métodos bioinformaticos para la valoracion de
variantes. Estas metodologias son cada vez mas precisas, y mas complejas, y han
incorporado recientemente elementos de Inteligencia Artificial o Aprendizaje Automatico
(Machine Learning), que mejoran significativamente su performance. Sin embargo, sigue
existiendo un sesgo hacia las regiones codificantes, y también problemas de recursividad
entre los conjuntos de entrenamiento y testeo, que resultan en cierto sobreajuste de los
parametros. El problema, de estos sesgos en la practica clinica, es que la mayoria de los
meétodos siguen sin poder proveer informaciéon relevante en aquellas variantes donde mas
se lo necesita, y dan respuestas certeras, para aquellas variantes donde el nivel de
conocimiento disponible suele ser suficiente para su clasificacion.

Por otro lado, la falta de un proyecto sistematico para la evaluacién funcional masiva de
variantes en ciertos genes claves responsables de este tipo de patologias. En los ultimos
afnos la combinacién de técnicas de NGS con sintesis de oligos en arreglos de alta densidad
ha permitido el desarrollo de ensayos funcionales que permiten evaluar en Uunico
experimento todas las variantes de una regiéon de un gen de interés (usualmente algun
dominio proteico particular). Cuando nos referimos a todas las variantes, hablamos por
ejemplo de que si el dominio posee 100 residuos de longitud, se evaluan las 100 x 20
variantes posibles. Estas técnicas han sido aplicadas a algunos genes de enorme
relevancia como BRCAA1, entre otros, pero no existen proyectos de gran escala internacional
que sistematicen y organicen los esfuerzos en esta direccion.

Por ultimo, y en relacién con el punto anterior, existen algunas caracteristicas relevantes de
las variantes para las cuales no existen bases de datos publicas. Dos de ellas, muy
necesarias, son una base de datos de ensayos funcionales de variantes en
genes/proteinas, o base de datos de variantes que alteran el proceso de splicing.
En resumen, en el area de la clasificacion de las variantes en relacion con su relevancia
clinica existen varios puntos donde esperamos contribuir con desarrollos futuros.
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Un segundo aspecto, como ya se menciond, es la priorizacion de genes. Tener una lista de
genes priorizados en funcion del fenotipo patolégico observado en el paciente, es
fundamental para acotar la busqueda de variantes diagndsticas. Actualmente, si bien
existen diversas herramientas (findZebra, phenomizer, phenolyzer, etc.) que permiten dada
una historia clinica, acotar una lista de genes candidatos, las mismas son poco precisas, y
suelen otorgar lista de genes candidatos muy extensas, donde los mismos no estan
ordenados segun cual es su probabilidad (o chance) de contener la variante diagnéstica,
dada una historia clinica particular. Por lo tanto, avanzar en el desarrollo de modelos
cuantitativos que puedan priorizar y valorar los genes en funcién de la histérica clinica
ingresada, es uno de los proximos objetivos en el corto plazo.

Un tercer aspecto a considerar es la determinacién de las variaciones en el numero de
copias (CNV, copy number variants) a partir de NGS. Los CNV, son deleciones o
duplicaciones de pequefos segmentos de ADN en el genoma. La patogenicidad de un CNV
depende del tamafio y la ubicacion del mismo. El tamafo es importante, porque cuanto mas
grandes sea el CNV mas numero de genes se veran afectados y el efecto causado sera
mas deletéreo o patogénico. Pero la ubicacién también es muy importante. Los CNV
intergénicos, es decir, los que se producen entre genes, no suelen ser patogénicos,
mientras que las que abarcan regiones codificantes si lo son.

¢, Como es que estas variantes del nimero de copias causan enfermedades? Si se borra
una de las copias de un gen, sélo se producira la mitad de las proteinas expresadas por
dicho gen. O en su defecto, si se adiciona una copia del gen, se pueden tener demasiadas
proteinas. La expresion de proteinas en un tipo de célula en la cantidad equivocada, puede
ser muy perjudicial para la salud. Por ejemplo, cuando se tiene una enfermedad recesiva es
consecuencia de una mutacion en ambas copias del gen. Pero si tenemos un CNV que es
una deleciéon solo se requiere tener una copia del gen mutado para desarrollar la
enfermedad, porque su otra copia se elimina completamente causando una pérdida de
funcién de ese gen.

La técnica estandar para detectar este tipo de variantes es MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) o la utilizacién de hibridacién gendémica completa por
microarreglos (CGH microarray). Sin embargo, cuando tenemos datos de secuenciacion
NGS, algunos CNV también pueden ser detectados de forma fiable dependiendo de dénde
estan y de su tamafo.

Existen diferentes algoritmos para detectar CNV a partir de datos NGS, pero tienen ciertas
limitaciones. Estos se basan en la inferencia estadistica de los CNVs a partir de la
comparacion de muestras entre si. Entonces para un nivel de cobertura de referencia
confiable para los calculos, se necesita un niumero suficiente, usualmente alto, de muestras
de referencia. Normalmente se utilizan como minimo 20 muestras de una misma corrida, es
decir, que las muestras utilizadas en el calculo idealmente deben tener las mismas
condiciones experimentales.

Ademas, se supone que, para cada region, un CNV soélo esta presente en una baja cantidad
de muestras. Por lo que es posible que no se detecte un CNV entre el conjunto de muestras
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que se estan analizando si una o varias de las muestras tienen un CNV en la misma
posicion.
Por ultimo, los primeros exones de los genes frecuentemente tienen fluctuaciones de

cobertura mas altas debido a su mayor contenido de GC. Como consecuencia, la deteccién
de CNVs en estas regiones es menor.

El trabajo futuro estara enfocado en desarrollar un protocolo para el analisis de CNV y
agregar estas capacidades en la plataforma, para que esta informacion esté disponible a los
profesionales de la salud.

Hacia una mayor eficiencia diagndstica: incorporacion de elementos big
datae IA

El desafio general en el contexto de la utilizacién de NGS para diagndstico, y del cual los
puntos mencionados anteriormente son componentes esenciales, es lograr una mayor
eficiencia diagndstica. Si bien en una primera perspectiva, pareciera que lo que buscamos
es mejorar el porcentaje de casos que cuando son analizados resultan en un diagndstico
molecular certero, un segundo punto, muchas veces pasado por alto, consiste en el tiempo
requerido para llegar al mismo.

El analisis de un exoma (o genoma) puede llevar horas, y requiere muchas veces revisar
una a una, decenas de variantes para determinar cual de ellas es relevante en el contexto
de la historia clinica del paciente. Este proceso se puede hacer mas eficiente (reduciendo
los tiempos) mediante la incorporacion de mejoras al proceso de anotacion y a los
programas de analisis como la plataforma desarrollada en esta tesis.

Dos mejoras en las que proponemos trabajar en el futuro son la incorporacién al proceso de
elementos de big data e Inteligencia Artificial (IA). En este contexto el analisis de big data se
refiere a la integracion y luego sintesis de la informacién disponible en las bases de datos
externas (Uniprot, ClinVar, OMIM, etc.) que hoy en dia se encuentran disponibles en la
plataforma y que usualmente son consultadas una a una y para cada variante por parte del
profesional, para valorar las mismas. La integracion y sintesis, buscaria reducir la necesidad
de analisis de cada una de las variantes de interés en cada una de las bases de datos,
reduciendo de este modo el tiempo de analisis de manera significativa. Esto se podria
hacer, mediante una mejor presentacion y visualizacion de los datos clave que el profesional
analiza en las bases de datos y mediante el uso de algoritmos de IA que integren y
sinteticen los mismos.

Esto nos lleva al segundo punto que proponemos desarrollar a futuro, que consiste en la
implementacién de algoritmos de IA en el proceso de analisis de variantes. Como
describimos en la seccién de Analisis y priorizacion de variantes con la plataforma, el
analisis de variantes se realiza mediante una serie de filtros y criterios que permiten ir
descartando las mismas hasta llegar a una (o unas pocas) variantes candidatas como
posible diagnéstico. Estos filtros y criterios pueden embeberse en el contexto de un
algoritmo de IA que vaya “aprendiendo” junto con el analista como los mismos son
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aplicados y luego, una vez entrenado, ayude al analista sugiriendo de manera automatica
aquellas variantes que para cada caso poseen la mayor chance de ser diagndsticas,
reduciendo idealmente el analisis manual a unas pocas variantes claves.

Mejorando los modelos de riesgo poligénico

En el contexto de la utilizacién de la gendmica personal para la prevencion, hay que
destacar que este area se encuentra mucho menos desarrollada que la de diagndstico, con
una diferencia de aproximadamente 5 afos. Tal es asi, que hoy todas las aplicaciones se
dan, aun, en contexto de investigacion, salvo algunas aplicaciones a enfermedades
especificas que incluyen, usualmente, sélo unas pocas variantes. Es por ello, que la primera
perspectiva en el futuro cercano de la utilizacion de la gendmica para la prevencion,
consiste en avanzar en su incorporacion a la practica médica. Mas alla de las dificultades
asociadas a la logistica, el costo, y el know-how por parte de los profesionales, una de las
principales dificultades de este tipo de aplicaciones, es su aparente baja precision y su bajo
impacto a nivel individual. Si bien, éstas criticas provienen muchas veces de una dificultad
para la comprension de este tipo de evaluaciones probabilisticas, en la actualidad su
potencial, debido al nivel de certeza e impacto, es mucho mayor a nivel poblacional que a
nivel individual. Para mejorar ambos aspectos, recientemente se ha trabajado mucho en el
desarrollo de mejores modelos de riesgo poligénicos, que sean capaces de utilizar un mayor
numero de marcadores y posean mayor capacidad predictiva y un rango mas amplio del
potencial impacto evaluado.

Si recordamos la descripcion del modelo utilizando en el presente trabajo, se destaca que el
mismo se basa en primero estimar el OR*, que es una transformacién del OR derivado
directamente de GWAS correspondiente (que asocia y valora el alelo de riesgo) en funcion
del genotipo del individuo para el marcador y normalizado respecto de la poblacién de
referencia. Luego, los OR* de cada marcador, son combinados en un modelo multiplicativo,
asumiendo que son independientes. Estos modelos, entonces, asumen 3 cosas: i) que el
efecto de los alelos es multiplicativo en el OR, ii) que la poblacion de referencia utilizada
para normalizar es equivalente a aquella donde se realizé el GWAS y que los alelos de
referencia y riesgo se encuentran en equilibrio hardy-weinberg vy iii) que la contribucion de
cada marcador es independiente. Estas asunciones, si bien razonables, no son
necesariamente correctas y en lineas generales tienden a acotar el rango de los efectos.
Los nuevos modelos de riesgo poligénicos se saltean las tres asunciones buscando un
modelo integral para todos los marcadores de interés (no asume independencia), que
evalue directamente el genotipo del individuo y que idealmente se encuentre desarrollado y
calibrado con una poblacién de referencia que sea equivalente a la cual el mismo luego sera
aplicado. Es posible que en el futuro cercano veamos un creciente desarrollo de este tipo de
modelos para cada una de las enfermedades complejas de alta prevalencia que hemos
mencionado. Un punto a destacar, es que para el adecuado desarrollo de este tipo de
modelos es necesario contar con una historia clinica detallada y precisa asociada a la
informacién gendémica, lo que nos lleva al punto siguiente.
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Integracion de la gendmica con la EHR

Una historia clinica electrénica (EHR por su siglas en inglés, Electronic Health Record) es
una version digital de la historia clinica en papel de un paciente. La EHR son registros que
contienen informaciéon de salud y de tratamiento del paciente, que estan disponibles
inmediatamente, en tiempo real y de forma segura para los usuarios autorizados. Una de las
caracteristicas clave de un sistema de EHR es que esta construido para ir mas alla de los
datos clinicos estandar recogidos en el consultorio del médico y puede incluir una visién
mas amplia de la atencion del paciente. La informacion puede ser creada, gestionada y
compartida en un formato digital con otros profesionales o instituciones de salud - tales
como laboratorios, especialistas, centros de imagenes médicas, servicios de emergencia y
clinicas - ya que contienen informacién de todos los médicos involucrados en el cuidado del
paciente. La EHR puede contener diagnésticos, medicamentos, tratamientos, fechas de
vacunacion, alergias, imagenes de radiologia y laboratorio, resultados de diferentes
examenes y por supuesto informacién genémica del individuo.

Es uno de los desafios futuros poder colaborar en la incorporacion en la historia clinica
digital de la informacién gendmica del paciente. Contar con esta informacion permitiria que
pueda ser utilizada por los profesionales de la salud para ayudar a tomar mejores
decisiones fundamentadas en la evidencia y coordinadas entre los diferentes profesionales.
Antes de (o0 quizas en paralelo a) incorporar la informacion gendmica en la historia clinica
digital, hay que profundizar el grado de adopcién de la EHR en el sistema de salud
Argentino, ya que en la actualidad es dispar, y cada institucion maneja su infraestructura de
sistema para la administracion y gestion de la informacion de los pacientes de manera
descoordinada y aislada. Ademas, uno de los puntos claves, es que el paciente no tiene
acceso facil y portable a su propia historia clinica. Cuando se logre que los sistemas de
historia clinica estén completamente funcionales e interconectados, los beneficios sobre la
historia clinica en papel se incrementaran notablemente: se mejorara la calidad y la
comodidad de la atencién, se aumentara la participacion del paciente en su cuidado, se
mejorara la precision de los diagnésticos y los resultados, entre otros beneficios.
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Conclusion

En la presente tesis se plante6 como objetivo general el desarrollo y disefio de un marco de
referencia tanto tecnoldgico como conceptual para la gestién, procesamiento y analisis de
informacién genémica humana derivada de experimentos de secuenciacién (NGS y arrays),
para su aplicacion a los tres pilares de la practica clinica: diagnéstico, tratamiento y
prevencion. Ademas se plante6 realizar una prueba de concepto de su aplicaciéon en casos
reales de cada uno de ellos. Los resultados muestran que fuimos capaces de desarrollar por
un lado un protocolo bioinformatico que permite de manera eficiente y precisa llevarnos
desde los datos obtenidos de un experimento de NGS (lecturas) hasta un archivo de tipo
VCF altamente anotado (una suerte de resumen del genoma -o la fraccién analizada de él-
del individuo del cual se tomd la muestra), que posee un gran contenido de informacién
biolégica y clinica. Esta informacién es la que luego es utilizada por los profesionales para
incorporar en la clinica. Para ello, como también se muestra en los resultados, hemos
desarrollado una plataforma de software que permite por parte de los profesionales el
analisis profundo y detallado de la informacién gendmica en cualquiera de los tres contexto
de interés mencionados (diagndstico, tratamiento, prevencion). Como muestran los
resultados de las pruebas de concepto los desarrollos mencionados permiten a partir de
datos genomicos, por ejemplo un exoma, llegar al diagnéstico molecular preciso en el caso
de un paciente que posee un diagndstico clinico de una enfermedad mendeliana, u obtener
un detallado perfil del riesgo relativo de un paciente de desarrollar diversas enfermedades
complejas. Mas aun, el trabajo realizado con los presentes desarrollos en colaboracién con
diversos profesionales de la salud, muestra la importancia de contar con este tipo de
herramientas que facilitan el acceso, son intuitivas y se encuentran disponibles en el ambito
local.
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Anexo |

Publicaciones en revistas especializadas y presentaciones a

congresos relacionadas con el trabajo de tesis.

Premios

Premios Cientificos Bernardo A. Houssay 2017 en la categoria ASDIN, otorgado por
CEDIQUIFA. TECNOLOGIAS GENOMICAS DE NUEVA GENERACION Y
MEDICINA DE PRECISION. “Expandiendo las fronteras de la tecnologia genémica
en Latinoamérica: Medicina de precision Made in Argentina.” German Biagioli,
Jonathan Zaiat, Sebastian A. Vishnopolska, Geronimo Dubra, Guadalupe Buda,
Nelba Pérez, Maria T. Bernardi, Sergio . Nemirovsky, Juan P. Bustamante, Adrian G.
Turjanski y Marcelo A. Marti

Congresos

8vo Congreso Argentino de Bioinformatica y Biologia Computacional (8CA2BC). 26 —
29 de Noviembre de 2017 Posadas, Misiones, Argentina. (Presentacion oral).

“International Congress of Parkinson's Disease and Movement Disorders: Spastic
ataxia with Eye-of-the-Tiger Sign due to novel compound heterozygous AFG3L2
mutation.” www.mdscongress.org/Congress-2019.htm. Accessed 15 Dec. 2021.

Publicaciones

Calandra CR, Mocarbel Y, Vishnopolska SA, Toneguzzo V, Oliveri J, Cazado EC,
Biagioli G, Turjanksi AG, Marti M. Gordon Holmes Syndrome Caused by RNF216
Novel Mutation in 2 Argentinean Siblings. Mov Disord Clin Pract. 2019 Jan
16;6(3):259-262. doi: 10.1002/mdc3.12721. PMID: 30949559; PMCID: PMC6417841.

Calandra CR, Buda G, Vishnopolska SA, Oliveri J, Olivieri FA, Pérez Millan MI,
Biagioli G, Miquelini LA, Pellene AL, Marti MA. Spastic ataxia with
eye-of-the-tiger-like sign in 4 siblings due to novel compound heterozygous AFG3L2
mutation. Parkinsonism Relat Disord. 2020 Apr;73:52-54. doi:
10.1016/j.parkreldis.2020.03.020. Epub 2020 Mar 24. PMID: 32248051.

German Biagioli, Jonathan Zaiat, Sebastian A. Vishnopolska, Geronimo Dubra,
Guadalupe Buda, Nelba Pérez, Maria T. Bernardi, Sergio . Nemirovsky, Juan P.
Bustamante, Adrian G. Turjanski y Marcelo A. Marti. “Expandiendo las fronteras de la
tecnologia gendmica en Latinoamérica: Medicina de precisién Made in Argentina.”.
Revista Quimica Viva. Revista Electronica del Dpto. de Quimica Bioldgica, Fac. de
Ciencias Exactas y Naturales, Univ. de Buenos Aires, Argentina. QuimicaViva, vol18
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num1/2019, www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/v18n1/E0153.html. Accessed 15 Dec.
2021.

e Revista SAEGRE, Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y
Reproductiva: Volumen XXVI - Numero 1 - Suplemento, Enero - Junio de 2019 —
Pags. N° 59- 65. “Analisis gendmicos aplicados a la reproduccion’-
www.saegre.org.ar/revista/numeros/2019/Revista_ SAEGRE_1-19_Suplemento.pdf.
Accessed 15 Dec. 2021.

e Buda, G, Valdez, R.M., Biagioli, G. et al. Inflammatory cutaneous lesions and
pulmonary manifestations in a new patient with autosomal recessive ISG15
deficiency case report. Allergy Asthma Clin Immunol 16, 77 (2020).
https://doi.org/10.1186/s13223-020-00473-7

e Mendez R, Igbal S, Vishnopolska S, Martinez C, Dibner G, Aliano R, Zaiat J, Biagioli
G, Fernandez C, Turjanski A, Campbell AJ, Mercado G, Marti MA. Oculocutaneous
albinism type 1B associated with a functionally significant tyrosinase gene
polymorphism detected with Whole Exome Sequencing. Ophthalmic Genet. 2021
Jun;42(3):291-295. doi: 10.1080/13816810.2021.1888129. Epub 2021 Feb 18. PMID:
33599182.
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