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Titulo de la tesis

Avances y Limitaciones en la Seleccién de Embriones Humanos: Aneuploidias, Mosaicismos y Enferme-
dades Poligénicas

Resumen

El test genético preimplantacional (PGT) consiste de un conjunto de anilisis genémicos que ayudan a
decidir qué embriones transferir al Gtero durante la fertilizacion in vitro. En el primer capitulo de esta
tesis, analizamos la posibilidad de realizar el PGT de aneuploidias (PGT-A) con datos generados por la
tecnologia genotyping-by-sequencing (GBS). Desarrollamos modelos matematicos basados en el BAF (B
allele frequency), simulamos aneuploidias de diverso tipo y niveles de mosaicismo, y diseflamos tests es-
tadisticos para su deteccidon. Los tests desarrollados logran una deteccidén de aneuploidias con estindares
actuales. En el segundo capitulo, analizamos las limitaciones que impone la pleiotropia en el PGT de riesgo
de enfermedades poligénicas (PGT-P), un test nuevo y controversial de seleccién de embriones segin su
riesgo de enfermedades multifactoriales. Encontramos 14 pares de enfermedades con puntajes poligénicos
de riesgo (PRS) correlacionados negativamente en poblacién europea. Mediante una simulacién de em-
briones, hallamos que en 9 de esos pares la seleccién del embrién de PRS minimo de una enfermedad
por parte de una pareja implicaria un aumento inesperado del riesgo de otra enfermedad en el embrién
elegido.

Palabras clave

test genético preimplantacional, puntaje de riesgo poligénico, selecciéon de embriones, aneuploidia, mosai-
cismo, rasgo cuantitativo, pleiotropia, correlacién genética, genética de poblaciones, medicina reproductiva

Thesis title

Advances and Limitations in Human Embryo Selection: Aneuploidy, Mosaicism and Polygenic Disease

Abstract

Preimplantation genetic testing (PGT) consists of a group of genomic analyses which help decide which
embryos should be transferred to the uterus during in vitro fertilization. In the first chapter of this thess,
we analyze the possibility of performing a PGT for aneuploidy (PGT-A) from data generated with the
technology genotyping-by-sequencing (GBS). We developed mathematical models based on the BAF
(B allele frequency), we simulated aneuploidies of multiple types and mosaicism levels, and we designed
statistical tests for their detection. The tests detect aneuploidy with the current standards. In the second
chapter, we analyze the limitations imposed by pleiotropy on the PGT for polygenic disease risk (PGT-P),
a recently introduced and controversial test that selects embryos based on their estimated risk of several
multifactorial diseases. We found 14 pairs of diseases that have negatively correlated polygenic risk scores
(PRYS) in the European population. Through a simulation of embryos, we found that in 9 of those pairs,
if a couple selects the embryo with minimum PRS of a disease, this would entail an unexpected increase
in the risk of other disease in the chosen embryo.

Keywords

preimplantation genetic testing, polygenic risk score, embryo selection, aneuploidy, mosaicism, quantita-
tive trait, pleiotropy, genetic correlation, population genetics, reproductive medicine
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Acerca del formato de esta tesis

Antes de comenzar, aclaramos brevemente algunos aspectos sobre el formato de
esta tesis. La narracién principal de cada capitulo se encuentra en un parrafo
como este, ocupando la columna central de la pagina. Usaremos ademas notas
numeradas en los margenes que se mencionan en el texto principal con un
superindice numérico, al modo de nota al pie' .

Las primeras ocurrencias de abreviaturas como polimorfismo de nucleétido sim-
ple (SNP) y conceptos como la aneuploidia se marcan con una tipografia distinta
y tienen un hipervinculo hacia el glosario. Las definiciones en el glosario, ade-
mis, tienen en la versiéon digital un hipervinculo de regreso a la pagina donde
se utiliz6 el término, para poder continuar la lectura con comodidad. De igual
manera, las referencias bibliograficas como [1] también tienen hipervinculos de
regreso a las paginas donde son mencionadas.

Numeramos las ecuaciones como la ecuacidon (0.1), las figuras como la
Figura 1 y las tablas como la Tabla 1 segin el orden de aparicion dentro de
cada capitulo.

Vi (X — ) 25 N (0,02) 0.1)

Figura 1: llustramos con esta figura
un cromosoma humano cualquiera.

(T >IN I mim

Tabla 1: Tabla de ejemplo con las tipografias utilizadas en la tesis.

Fuente Categoria Funcién
Bembo Serif Texto principal
Helvetica Sans Serif Notas marginales y epigrafes

Roboto Mono Monospace Coédigo

Usamos también algoritmos como el Algoritmo 0.1 para describir con
pseudocddigo la logica de un procedimiento, cuando no es de interés la im-
plementacion especifica.

Algoritmo 0.1 Ejemplo de una funcién detallada en pseudocédigo.

function Funcion de Ejemplo(x,y)
Z4—TT+Y
return z

Los fragmentos de c6digo como el Codigo 0.1 son diferentes de los algo-
ritmos. Los usamos cuando nos interesa mostrar los pardmetros especificos de
algin software utilizado, especialmente si se trata de programas de uso estindar
en bioinformatica, como samtools, bcftools, etc. El codigo es muchas veces
ilustrativo, antes que directamente ejecutable, y presupone interpretar nombres

IX

lEjemplo de nota marginal con una
ecuacion y figura:

ptg=1
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de variables del estilo de $CHROM o SPANEL_BED que esperamos queden claras en
su contexto.

Codigo 0.1: Ejemplo de una rutina en bash.

# Rutina de ejemplo
cd STESIS_DIR
rm -rf *

Ocasionalmente, un tema auxiliar debe ser desarrollado de manera mas ex-
tensa y el margen deja de ser adecuado. En estos casos, incluimos recuadros
numerados como el Recuadro 0.1.

Usamos el punto como separador de decimales y un espacio pequefio como
separador de miles. Por jemplo, 1/2 = 0.5 y 10* = 10 000.

En la version digital, los links en magenta son cliqueables y llevan a una
URL externa, mientras que los nimeros cliqueables en azul como (0.1) llevan
a referencias numeradas dentro de la tesis.

Adoptamos un abuso de notacidén de la linea de comando de Unix: cuando
decimos “los Paneles {30K, 60K, 100K} SNPs”, queremos decir “el Panel 30K
SNPs, el Panel 60K SNPs y el Panel 100K SNPs”. En cada contexto de uso
quedara claro, esperamos.

Decimos Mb por megabases y Kb por kilobases, para referirnos a la extension
de una regiéon gendmica. Por comodidad, abreviamos chrN para referirnos al
cromosoma IN.

Finalmente, adoptamos la siguiente notacién para las distribuciones de pro-
babilidad. Sean X, Y y Z variables aleatorias y sea p una constante. X ~ f
indica que X se distribuye alrededor de un valor central p. X ~ Y indica que X
se distribuye igual que Y. X ~ Y ~ Z indica que las tres variables se distribuyen
idénticamente. Si F es una distribucion, entonces X ~F significa que X tiene
una distribucién aproximada F.

Otras inspiraciones Recuadro 0.1

Algunas obras influyeron en esta tesis sin ser bibliografia en el sentido tradicional. Las
comentamos a continuacion.

Numerosas ideas de Edward Tufte se han transformado en el sentido comun de los
profesionales de la visualizacion de datos. En particular, los libros The visual display of
quantitative information (1983) y Envisioning Information (1990) nos han inspirado en la rea-
lizacion de las figuras de la tesis. Resaltamos dos conceptos que nos han sido de especial
provecho: la maximizacion del data-ink ratio y el recurso del small multiple.

También en el ambito de la visualizacion de datos, nos han inspirado el celebrado en-
sayo Up and down the ladder of abstraction, de Bret Victor (2011), y las animaciones sobre
temas de matemética creadas por Grant Sanderson bajo su pseudoénimo 3blue1brown.

Finalmente, no podemos dejar de mencionar que somos herederos de una tradicion del
pensamiento biol6gico denominada “the gene-centered view of evolution”. Nuestra cosmo-
vision biolégica ha sido nutrida por obras como Adaptation and Natural Selection (1966), de
George C. Williams, The selfish gene (1976) y The extended phenotype (1982), de Richard
Dawkins, y Darwin’s dangerous idea (1995), de Daniel Dennett.



https://example.org
https://en.wikipedia.org/wiki/Edward_Tufte
http://worrydream.com/LadderOfAbstraction/
https://www.3blue1brown.com/#lessons

A mis padres






On peut soupgonner de tout le phénomeéne. Il en est capable. L’hypothése
dénonce Uinfini ; c’est ce qui la fait grande. Derriére le fait apparent elle
cherche le fait réel. Elle demande a la création sa pensée, puis son
arriére-pensée. Les grands inventeurs scientifiques sont ceux qui tiennent
la nature pour suspecte. Suspecte d’accroissement, d’extension,
d’exfoliation obscure, de pousses profondes dans toutes les directions, de
végétation indéfinie ; suspecte de prolongements dans I’invisible. C’est
vers ces prolongements que se dirige le tatonnement sublime de
Phypothése. Qui entrevoit ces prolongements dans invisible de la
création est le mage ; qui entrevoit ces prolongements dans I’invisible de la
destinée est le prophéte.

[Se puede sospechar todo del fenémeno. De todo es capaz. La
hipoétesis delata al infinito; es lo que la hace grande. Detris del
hecho aparente, busca el hecho real. Interroga a la creacién sobre
sus intenciones y luego sobre sus segundas intenciones. Los
grandes creadores de la ciencia son quienes toman a la naturaleza
por sospechosa. Sospechosa de crecimiento, extension, exfolacion
oscura, de brotes profundos en todas direcciones, de vegetacion
indefinida; sospechosa de prolongaciones hacia lo invisible. Hacia
esas prolongaciones se dirige el tanteo sublime de la hipotesis.
Quien entrevé esas prolongaciones hacia lo invisible de la
creacién es el mago; quien entrevé esas prolongaciones hacia lo
invisible del destino es el profeta.]

Victor Hugo, Les travailleurs de la mer, 1866






Introduccion
Tecnologias de test genético y
seleccion de embriones

En el ano 1959, el bidlogo de la reproduccién MC Chang logro, en un tra-
bajo pionero de fertilizacion in vitro (FIV), el nacimiento de conejos negros a partir
de conejas blancas [1]. Veinte afios después, en 1978, el fisidlogo Robert Ed-
wards intervino en el nacimiento de Louise Joy Brown, la primera bebé humana
obtenida por FIV, lo que le vali6 el Premio Nobel de Medicina.

Desde este caso hace 44 afios, millones de bebés han nacido en el mundo
gracias a esta técnica [2]. Los avances en cuatro décadas han sido muy importan-
tes y abarcan la totalidad del proceso: la hiperestimulacién ovarica, la posibilidad
de inyectar un espermatozoide directamente en el 6vulo, el congelamiento de
los embriones y la mejora y diversificaciéon de los tests genéticos que se les rea-
lizan. En su conjunto, los avances han elevado la tasa inicial de implantacion en
el Gtero, que inicialmente era menor a 5% por embrién, hasta el valor actual de
mas de 50 % [2].

En Argentina, el primer nacimiento por FIV ocurrié en 1986 con dos me-
llizos tucumanos: Eliana y Pablo Delaporte. Al dia de hoy, en nuestro pais nacen
alrededor de 3500 bebés al afio gracias a esta técnica, realizada en aproximada-
mente 70 clinicas de reproduccidn asistida.

0.1. El Test Genético Preimplantacional

La fertilizacién in vitro consiste en la fecundacién de un 6vulo con esper-
matozoides en un medio de cultivo. El cigoto resultante es cultivado durante
alrededor de 6 dias antes de ser transferido al Gtero, donde debe implantarse y
continuar su desarrollo [3]. Tipicamente, varios dvulos son fertilizados en un
mismo ciclo, con la idea de incrementar la probabilidad de que alguno pueda
lograr un embarazo exitoso.

En el pasado, se transferian varios embriones en simultineo al Gtero, pe-
ro actualmente se recomienda elegir uno solo con el fin de evitar embarazos
multiples. La decisién de qué embridn transferir se basd durante un tiempo en
criterios morfologicos, pero tras varias décadas de intentos no se pudo encon-
trar un tnico marcador morfoldgico que prediga con certeza la implantacion y
desarrollo exitoso del embridn [2].

En este contexto surge el estudio genético del embridn preimplantacional,
para asistir la eleccién del embridn a transferir. Con diversas metodologias, se
ha demostrado que el test genético preimplantacional permite mejorar la tasa
de embarazos por transferencia’, lo que reduce el tiempo de tratamiento has-
ta lograr el embarazo. Describimos brevemente la historia y los tipos de tests
genéticos preimplantacionales a continuacion.

Evening News ™

Meet Louise, the world’s
first test-tube arrival

SUPERBABE |

SOBREVIVEN DOS
DE LOS TRILLIZOS
" DE PROBET

Diario Clarin, 8 de febrero, 1986

2Véase la Figura 10 de [2].


https://tapas.clarin.com/tapa.html#19860208
https://www.fertstert.org/article/S0015-0282(18)30440-0/fulltext#fig10

3por comodidad, en ocasiones dire-
mos “riesgo poligénico” por “riesgo
de enfermedades poligénicas”.

2 INTRODUCCION: PGT

0.1.1. Tipos de PGT

Hacia fines de los 80s se introdujo en la practica clinica el diagnostico genético
preimplantacional (PGD), que consistia en el anilisis de los embriones de FIV
en busca de mutaciones asociadas a enfermedades monogénicas, particularmente
cuando los padres eran potenciales portadores de una mutacién [4].

El estudio genético de los embriones se extendid luego a la basqueda de
aneuploidias, consideradas una causa de abortos espontaneos recurrentes. Se dis-
tinguid entonces entre el diagndstico del PGD vy el screening genético preimplan-
tacional (PGS). En contraste con el PGD, que se indica cuando se sospecha que
los padres portan una variante asociada a enfermedad, el PGS no se basa en evi-
dencia de que el embrién o los padres tengan una anomalia genética. El objetivo
del PGS es anticiparse a problemas en la implantacion y de esta manera reducir
el tiempo de tratamiento [5].

En los Gltimos afios se produjo un nuevo cambio de terminologia: todos los
tests se engloban bajo el concepto de test genético preimplantacional (PGT) y se
discriminan diferentes tipos de estudios. Por un lado, lo que antes se llamaba
PGD ahora se divide entre PGT de enfermedades monogénicas (PGT-M) y PGT
de rearreglos estructurales (PGT-SR). Este Gltimo estudio se indica en casos de
infertilidad repetida en familias. Por otro lado, lo que se denominaba PGS ahora
es llamado PGT de aneuploidias (PGT-A) [5, 6].

Recientemente, se introdujo un nuevo estudio altamente controversial: el
test del riesgo poligénico en el embridn.

0.1.2. PGT-P

El PGT de riesgo de enfermedades poligénicas (PGT-P)’ fue introducido re-
cientemente por un grupo de investigadores ligados a la compafia Genomic
Prediction [7-9]. El objetivo del PGT-P es caracterizar el riesgo genético que
los embriones tienen de contraer diversas enfermedades comunes y no trans-
misibles a lo largo de su vida —por ejemplo, diabetes tipo 2, esquizofrenia o
enfermedad de arterias coronarias— con la finalidad de priorizar la transferen-
cia del embrion que tenga menor riesgo. A diferencia del PGT-A, el PGT-P
discrimina entre embriones euploides. A diferencia del PGT-M, las enfermeda-
des analizadas son poligénicas: no existe uno o pocos genes que determinen
completamente la condicién, sino una multitud de loci asociados a lo largo del
genoma.

El riesgo genético en este test es cuantificado mediante un puntaje de riesgo
poligénico (PRS). E1 PRS es un estimador de la propension genética de un indi-
viduo a contraer una enfermedad. Esta propensién puede interpretarse como la
probabilidad que tiene el individuo de contraer la enfermedad en el transcur-
so de su vida, dado su genoma particular, si se ignora completamente el tipo
de ambiente al que serd expuesto. A diferencia de una aneuploidia o de una
mutacién asociada a una enfermedad monogénica, el PRS permite clasificar al
individuo seglin su riesgo, pero no asegura que la enfermedad eventualmente
ocurra.

Si bien se sabe que los PRS estan asociados significativamente a diversas en-
termedades, sus valores bajos de correlacidn y su perfomance predictiva reducida
por fuera de la poblacién en la que fueron desarrollados hacen que todavia no
haya consenso para adoptarlos en la prictica clinica.

En este contexto, a pesar de sus limitaciones y de multiples voces que llaman
a la precaucién [10, 11], el PGT-P ya es comercializado por algunas companias.
Por un lado, Genomic Prediction lo ofrece a través de su plataforma comercial
LifeView para analizar el riesgo de doce enfermedades: esquizofrenia, diabetes,
varios tipos de cancer, hipertension, infartos y otras. Por otro lado, la compaiiia
Orchid ofrece encontrar al embrioén "mas saludable" con respecto al riesgo de


https://gpclaboratory.com/pgt-p
https://gpclaboratory.com/pgt-p
https://www.lifeview.com/lifeview
https://www.orchidhealth.com/embryo
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esquizofrenia, Alzheimer, infartos, cancer de mama o de prostata, diabetes y
otras condiciones.

Desarrollaremos en detalle el modo en el que se calcula el PRS vy las posibles
limitaciones en su aplicacion a embriones en el capitulo 2.

0.2. Las tecnologias del PGT

Las tecnologias utilizadas para el PGT evolucionaron notablemente en las
ultimas décadas. En esta seccion describimos las sucesivas técnicas utilizadas con
foco en la busqueda de aneuploidias y mencionamos algunas de sus limitaciones,
pues esto sera relevante para los objetivos del capitulo 1.

0.2.1. FISH

Inicialmente, el test genético del embrién consistia en una biopsia segui-
da del uso de hibridizacion fluorescente in situ (FISH) para detectar deleciones y
translocaciones en algunos cromosomas, en particular cuando involucraban ge-
nes asociados a la discapacidad intelectual [12]. La técnica de FISH se basa en
el uso de sondas de ADN complementarias a regiones especificas del genoma
y marcadas con distintos fluoréforos. Al hibridizar las sondas con el ADN de
las células analizadas, se puede visualizar la presencia o ausencia de las regiones
target bajo un microscopio. Con ello, se infiere la presencia o ausencia de los
cromosomas analizados.

R etrospectivamente, se ha denominado a este periodo como PGS v1. FISH
era utilizado para diagnosticar la pérdida o ganancia de algunos cromosomas
asociados a sindromes: tipicamente el 13, 18, 21, X e Y, como se ejemplifica en
la Figura 0.2.

La técnica tiene algunas limitaciones: no permite analizar comodamente to-
dos los cromosomas, ni detectar pérdidas o ganancias a nivel sub-cromosémico.
Tras algunos anos de uso, no se pudo demostrar que FISH mejorara la tasa de
nacimientos, lo que llevo a su reemplazo con otras tecnologias [15].

0.2.2. qPCR

La PCR cuantitativa o qPCR es una técnica de laboratorio basada en la PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) que sirve para determinar la presencia y
cuantificar en una muestra el ADN de regiones especificas a medida que es am-
plificado, ciclo por ciclo [16]. En su aplicacién para PGT-A, permite identificar
aneuploidia de cromosomas completos de manera relativamente poco costosa 'y
rapida, con la utilizacién de cuatro sondas por cromosoma [17]. Sin embargo,
esto mismo constituye su limitacion principal: 96 sondas totales para todo el

Figura 0.2: Izquierda: cariotipo
humano con trisomia del cro-
mosoma 21, tomado de [13].
Derecha: FISH con cinco tipos
de sondas, para el analisis de
aneuploidias en cinco cromoso-
mas, tomado de [14]. Se obser-
van dos regiones de cada color,
correspondientes a dos copias
de cada uno de los cromosomas
analizados, excepto por los tres
puntos verdes (sefialados con
flechas), correspondientes a las
tres copias del cromosoma 21.



Yveéase la Figura 1 de [23].

Figura 0.3: log, R en un anali-

sis de aCGH, tomado de [25]. A
diferencia de FISH, se analizan

los 24 cromosomas y ademas hay
multiples mediciones por cromo-
soma. Las aneuploidias completas
0 segmentales se buscan con la
ayuda de umbrales fijos del esta-
distico (lineas horizontales verde
y roja). Las flechas indican una
trisomia parcial del chr16 y una po-
sible monosomia parcial del chr18.
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genoma no permiten detectar mosaicismo, aneuploidias segmentales, ni tampo-
co translocaciones no balanceadas cuando la sonda no se ubica en el segmento
afectado [18].

0.2.3. aCGH

Al igual que la qPCR, la técnica de array Comparative Genomic Hibridization
(aCGH) permite analizar todos los cromosomas, lo que suele senalarse como la
caracteristica principal de la fase PGS v2.

El anilisis comprehensivo del genoma evidencid que las aneuploidias de em-
briones preimplantacionales pueden ocurrir en cualquiera de los 24 cromosomas
y no Unicamente en los que eran observados con FISH [2, 3, 19]. Se comprobd
que el screening completo mejora la seleccion de embriones [20], por lo cual el
aCGH se volvid la practica estindar en PGT-A. Otra ventaja del aCGH, tanto
frente a FISH como a la qPCR, es que mejora notablemente la resolucion del
analisis, permitiendo la deteccion de aneuploidias segmentales y la deteccién de
mosaicismos [15, 21].

El aCGH se basa en una técnica preexistente llamada CGH (comparative ge-
nomic hybridization), que era utilizada para el analisis del nimero de copias cro-
mosoémicas en tejido tumoral [22]. El principio bésico tanto en CGH como en
aCGH es el mismo: la cohibridizaciéon de fragmentos de ADN muestral y de
ADN euploide de referencia o control, etiquetados con distintos fluordforos, a
oligonucledtidos inmobilizados en una plataforma y que representan regiones
diferentes del genoma®. La fluorescencia del ADN de la muestra hibridizado se
expresa, por region gendmica, en relaciéon a la fluorescencia del ADN euploide
de referencia, mediante un estadistico denominado log, R (el logaritmo del co-
ciente R de intensidades) [23, 24]. El valor de log, R permite detectar ganancias
o pérdidas de material genético en la muestra analizada.

En la Figura 0.3 puede verse un ejemplo del tipo de grafico que resulta del
analisis de aCGH, con numerosas mediciones por cromosoma, lo que permite
la deteccion de aneuploidias segmentales.

\ 4 5 . 4 LI T R I I O T R LY Y
Cromosoma

El aCGH tiene limitaciones conocidas: no permite detectar poliploidia o di-
somia uniparental (UPD), porque las proporciones relativas de ADN son iguales a
las del ADN control en esos casos, y tiene una capacidad limitada para detectar
mosaicismo [15]. Por otro lado, el nimero de muestras que pueden ser analiza-
das con una tnica placa es limitado y cada placa adicional incrementa el costo
del test proporcionalmente [26].

0.2.4. SNP array

Una tecnologia que opera con principios similares al aCGH es el SNP array,
que permite genotipificar cientos de miles de SNPs bialélicos. Cada SNP esta
representado en una superficie solida con dos tipos de oligonucledtido: uno para


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1876176/figure/F1-6427/
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el alelo A, con un fluordforo, y otro para el alelo B, con otro fluoréforo. Cuando
el ADN muestral hibridiza con los oligonucleé6tidos de la placa, emite el color
de fluorescencia que corresponde a los alelos presentes en la muestra. Asi, la
obsrevacidn del color asociado al alelo A indica un genotipo homocigota AA, la
observacion del otro color indica un genotipo BB, y un color intermedio indica
que ambos alelos estan presentes, como es el caso de un genotipo heterocigota
AB.

Los SNP arrays son principalmente utilizados en estudios de asociacién de
genoma completo, pero también pueden explotarse en PGT-A para generar un
cariotipo, si se aprovecha el valor de intensidad de fluorescencia para estimar el
nimero de copias por SNP, con una medida de log, R similar a la obtenida en
aCGH [15].

Ademas, los SNP arrays proveen un tipo de dato adicional, que no esta en
aCGH: la frecuencia del alelo B (BAF), calculada como la intensidad del alelo B
relativa a la intensidad total de A+B. En los sitios heterocigotas, el BAF se distri-
buye de distinta forma segin el nimero de copias de cada region, un fenémeno
conocido en la gendmica del cancer que se utiliza para detectar variaciones del
numero de copias (CNVs)”. Adicionalmente, el BAF permite detectar triploidia y
UPD, los puntos ciegos del aCGH.

En la Figura 0.4 se ilustran los dos tipos de dato presentes en el SNP array
y se los compara al dato derivado del aCGH.
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Los SNP arrays fueron validados para PGT y mostraron mejoras sustanciales
respecto de FISH en especificidad y sensibilidad, ademas de la capacidad, com-
partida con el aCGH, de detectar aneuploidias en cualquiera de los 24 cromo-
somas y a nivel sub-cromosémico [25, 30, 31]. Puede leerse una comparacioén
detallada con aCGH en [12].

En la actualidad, los SNP arrays se utilizan principalmente en la deteccién de
desérdenes monogénicos [2], aunque recientemente Treff y col. [7] validaron la
utilizacién de un SNP array de 800 mil marcadores como plataforma tinica para
realizar en simultineo PGT-M, PGT-SR, PGT-A y PGT-P.

Si bien tanto aCGH como los SNP arrays permitieron avances importantes
en PGT, en los Gltimos anos ambas tecnologias estan siendo reemplazadas por
la tecnologia de next generation sequencing, que describimos a continuacion.

0.2.5. NGS

El término secuenciacion de proxima generacion (NGS) surgié para denominar
a las tecnologias de secuenciacion masiva en paralelo de ADN a mediados de los
2000s. Si bien seria preferible hablar de NGS como secuenciaciéon “masivamente

5Véanse por ejemplo el Cytoscan
HD array [27], que explora el BAF y
una medida relacionada, las allelic
differences, y el software SiDCoN
[28], que ofrece visualizaciones del
BAF en diversos escenarios (Figura
1y Figura 2).

Figura 0.4: Arriba: ejemplo del
log, R en aCGH bajo diversos
escenarios de aneuploidia. Aba-
jo: ellog, Ry el BAF, obtenidos
con SNP array, en los mismos
escenarios. Tomado de [29].


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/brochures/CytoScan-Comprehensive-Brochure.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/brochures/CytoScan-Comprehensive-Brochure.pdf
https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0001093.g001
https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0001093.g001
https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0001093.g002

%Detallamos el procedimiento cen-
trandonos en la tecnologia patentada
por la compania lllumina de secuen-
ciacion por sintesis, pero varios de
estos conceptos se aplican también
a protocolos de otras companias.

7Probablemente el mejor modo de
comprender el pipeline completo
de NGS es recurrir a los recursos
propios de lllumina. La Wikipedia de
lllumina dye sequencing también es
un buen recurso.
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paralela” o secuenciacion “de segunda generacion” [32], utilizaremos el término
NGS porque estd muy establecido en la literatura cientifica.

Los instrumentos de secuenciaciéon NGS comparten una serie de pasos co-
munes [33]. El proceso comienza con el ligamiento de adaptadores de ADN
sintético a los fragmentos de ADN muestral que se quiere secuenciar. Luego,
los fragmentos con adaptadores se fijan, con cierta distancia entre si, a una super-
ficie que tiene oligonucléotidos complementarios a los adaptadores. La fijacion
a la superficie permite asociar cada fragmento de ADN con una coordenada X~
Y de la superficie. Cada fragmento inmovilizado es amplificado en el lugar con
una reaccién mediada por una polimerasa, lo que da lugar a clusters de moléculas
idénticas. Este paso de amplificacién es fuente de errores de secuenciacién que
seran arrastrados rio abajo en el anilisis, puesto que las polimerasas nunca son
100 % precisas.

La secuenciacién propiamente dicha ocurre mediante la sintesis de ADN
(sequencing by synthesis)®, en una serie de pasos repetidos autométicamente, nu-
cledtido a nucledtido. Se agregan al medio sucesivamente nucledtidos bloquea-
dos quimicamente de tal manera que s6lo uno puede incorporarse a la vez a
cada cadena. Estos nucledtidos se incorporan a las cadenas de ADN muestral
solo en los casos en los que hay complementariedad. La incorporaciéon de cada
nucleétido genera fluorescencia, que es registrada por una camara. Luego, el
grupo quimico bloqueante es escindido y se repite el ciclo con la adicién de
otro nucledtido. En cada paso, la fluorescencia emitida por los dlusters es regis-
trada en cada coordenada. Al final del proceso, las fluorescencias detectadas en
cada coordenada se traducen en una secuencia de nucledtidos inferidos [34].

A cada secuencia generada de este modo se la denomina lectura o read vy, en
la actualidad, suele tener entre 50 y 400 nucleétidos dependiendo del instru-
mento y del tipo de librerias utilizadas. En principio, no se sabe a qué regiéon
del genoma pertenece la lectura obtenida. En el caso del ser humano, la secuen-
cia de aproximadamente 3 Gb del genoma ha sido descripta [35] y consta de
diferentes versiones, que son denominadas genoma de referencia. Por ende, las
lecturas obtenidas por NGS pueden ser alineadas a alguno de estos genomas de
referencia, para localizarlas en un cromosoma y posicién especificos’.

En la Figura 0.5 describimos esquematicamente el pipeline de NGS desde
la secuenciacién hasta el alineamiento.

La tecnologia de NGS ha sido utilizada en PGT-A porque presenta nume-
rosas ventajas, principalmente mejores costos y eficiencia que el aCGH, aunque
también mayor resolucion, mejor deteccidén de mosaicismo y mayor capacidad
de automatizacion [19]. Adicionalmente, si bien los arrays individuales son eco-
némicos, el equipo necesario para escanear las placas es caro y no tiene otros
usos. En cambio, un equipo de NGS tiene multiples usos en un laboratorio, co-
mo tecnologia que permite tanto genotipificar como secuenciar, lo que resulta
costo efectivo. Por estas razones, las técnicas de arrays estan siendo reemplazadas
por NGS en la clinica.

Existen hoy dos técnicas de utilizacién de NGS en PGT-A: non-targeted y
targeted. Las describimos a continuacidn.

0.2.6. Non-targeted NGS

La técnica de non-targeted NGS consiste en una secuenciacion de baja profun-
didad que genera lecturas espaciadas entre si a lo largo de todo el genoma. Las
lecturas dispersas no permiten determinar genotipos, pero la cantidad de lecturas
en un intervalo permite saber si esa region esta sobre o sub-representada. Estos
conteos deben ser comparados con distribuciones conocidas de antemano. Al
conteo normalizado de lecturas por intervalo se lo suele graficar bajo el nom-
bre de copy number y es analogo al log, R de aCGH: representa el nimero de
copias de cada regidén cromosoémica. Dado el copy number por regidn, se estable-


https://youtu.be/womKfikWlxM
https://youtu.be/womKfikWlxM
https://en.wikipedia.org/wiki/Illumina_dye_sequencing
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1. Unién del ADN muestral a
adaptadores

4. Adicién y deteccién secuencial
de nucledtidos con fluorescencia

LA A, Ciclo 1

LR anananan gaay  Ciclo 2
2. Hibridizacion del ADN
muestral por medio de los
adaptadores a una superficie
solida

3. Amplificacién del ADN
muestral sobre la superficie
solida, generacion de clusters

/

5. Captura fotografica de la fluorescencia, en cada
coordenada X-Y, tras cada extensién del ADN en (4)

T 8 ”

Ciclo 4

6. Una lectura por cluster

ATACGGCATCGATCTGACTGACTGGGGAGAT
CGATCTGACTGACTGGGGAGATT
ACGATCTGACTGACTGGGGAGAG
GATCTGACTGACTGGGG. GTAGA
TCCACGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTC
CGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCCACG
TGACTGGGGAGAGTAGTCCACGATC

8. ACTGACTGGGGAGAGTAGT “GATCTGAC

9. AGAGTAGTCCACGATCTGA! CTGGGGAG
10.  GTAGTCCACGATCTGACTGACTGGGGAGAGT
11.  TCCACGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTC
12.  CACGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCCA
13. . ATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCCACGAT
CGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCCACG

7. Alineamiento de cada lectura al genoma de referenci

cromosoma 17, posiciones 2.450.700-2.450.731

. TAGTCCACGATCTAGTAGTCCACGATCTATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCCACGATAGTAGTCAGTAGTCCACGATCTAGTAGTCCACGATCT...
cromosoma 2, posiciones 24.901.122-24.901.153
.CCACGATCTTAGTAGTAGTCCACGATCTEGATCTGACTGACTGGGGAGAGTAGTCEACGAGTAGATCTAGTTAGTCCACGTAGTCCACGATCAGCT. .

8. Formacion de las pilas de lecturas y genotipificacion

genoma de referencia
. .CGATCTAGTAGTCCACGATCTATCTGACTGACTGAAGAGAGTAGT CCACGAAAAAAGTCAGTAGTECACGATCTAGTAGTCCACGATCAAT..

TCTAGTAGTCCACGATCT AGTCAGTAGTCCACGA
TAGTAGTCCACGATCTATCT GTCAGTAGTCCACGATCTAG
AGTCCACGATCTATCTGACT AGTACACGATCTAGTAG
GTCCACGATCTATCTGA GTACACGATCTAGTAGTCC
TCCACGATCTATCTGACTG

f

Profundidad = 5 lecturas
Posible genotipo TT

Profundidad = 4 lecturas
Posible genotipo CA

Figura 0.5: llustracion esquemati-
ca del pipeline de NGS de lllumina,
adaptado en parte de [36] con ela-
boracién propia. Se observan (1-3)
la fijacion de los fragmentos de
ADN muestral a una superficie y su
amplificacion, que genera clusters
de moléculas idénticas. La secuen-
ciacion propiamente dicha ocurre
de manera secuencial, con adicio-
nes y detecciones sucesivas de
nucleoétidos con fluorescencia (4).
Por cada adicion de nucleoétido, se
toma una fotografia (5); las coor-
denadas que emiten fluorescencia
evidencian la presencia de un nu-
cleétido especifico, complementa-
rio al nucleétido agregado. En (6),
las fluorescencias sucesivas detec-
tadas en cada coordenada X-Y de
las fotografias se compilan como
una secuencia de nucleétidos: la
“lectura” de ADN. En el alineamien-
to, cada lectura es asociada a una
region del genoma humano (7).
Dependiendo de la profundidad de
secuenciacion, los sitios de interés
pueden acumular muchas lecturas
solapadas, formando una “pila” que
aporta evidencia para genotificar al
individuo (8).



Figura 0.6: Grafico de copy num-
ber generado a paritr de datos
de NGS, tomado de [37]. El eje
Y detalla el nimero de copias
inferido en cada region, a par-

tir del conteo de lecturas nor-
malizado. Las flechas sefialan
una ganancia parcial del chr16

y una pérdida parcial del chr18.
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ce la presencia de ganancias o pérdidas cuando el valor supera ciertos umbrales
predefinidos (véase la Figura 0.6).
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La técnica de non-targeted NGS es la técnica NGS mas utilizada hoy en PGT-
A. Fue validada en numerosos estudios y ha demostrado tener una mejor reso-
lucién para la deteccidon de aneuploidias segmentales, rearreglos estructurales y
mosaicismo que aCGH [19, 26, 38].

Como toda técnica, tiene sus limitaciones. La normalizacidon del conteo de
lecturas que mencionamos toma como referencia la media de los autosomas,
asumiendo que corresponde a un copy number de 2. Es decir, se asume que la
mayoria del genoma es normal y que la aneuploidia afecta a pocos cromosomas
o a regiones acotadas. La idea es buscar un contraste (crecimiento o disminu-
cién) del ntmero de lecturas entre regiones euploides y regiones aneuploides
del mismo genoma.

Este supuesto tiene algunos puntos ciegos. Por un lado, existen desordenes
genéticos en los que el nimero de copias no cambia, como la UPD, que resulta
en tramos de pérdida de heterocigosis (LOH) y sélo puede detectarse mediante
una genotipificacion. Por otro lado, cuando el genoma entero tiene mas copias,
como en la triploidia (3n), no hay un contraste del conteo normalizado entre
regiones. En este caso, la media autosémica es errébneamente utilizada como
valor de referencia. Finalmente, al no disponer de genotipos, la metodologia
no puede extenderse para realizar PGT-M o el reciente PGT-P, tests en los que
importa conocer el alelo presente en cada SNP.

Una estrategia diferente de utiliizacidon del NGS, el targeted NGS, resuelve
algunos estos problemas. Lo describimos a continuacién.

0.2.7. Targeted NGS, pila y BAF

La técnica de targeted NGS parte de la amplificacién con profundidad alta
de un conjunto de regiones de interés en el genoma llamadas targets. La dis-
tribucién de los targets puede variar segtin el objetivo de la secuenciacidén. Una
distribucién posible consiste en localizarlos de manera mas o menos regular a lo
largo de cada cromosoma, para obtener una muestra representativa de varias re-
giones sub-cromosomicas. Estos targets, ademas, pueden ubicarse especialmente
en SNPs elegidos con algln criterio, con la idea de genotipificar al individuo.
En la Figura 0.7 se ilustra el contraste entre non-targeted y targeted NGS.

La técnica de fargeted NGS permite genotipificar porque genera un gran
namero de observaciones de cada alelo, como se ilustra en pila de lecturas de la
Figura 0.8. Notese que “la pila” aqui refiere a un modo de visualizacién de los
datos tipico en NGS, pero no a un alineamiento fisico de las lecturas de ADN.

Cuando los targets coinciden con un SNP bialélico, el niimero de obser-
vaciones de cada alelo, (n4,np), permite inferir el genotipo del individuo y
posibilita el calculo del BAF como:
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Regiones aleatorias
Baja profundidad
Mo se puede genotipificar

SNP SNF
Regiones especificas

Alta profundidad
Permite genotipificar

Genoma de referencia
alelo A

>« EE il BN

n, lecturas del alelo A

pila de lecturas

BAF = B _ "B 0.2)
na + np d
donde d es la profundidad. Nétese que este modo de calcular el BAF difiere
del calculo basado en intensidades, propio del SNP array, pero el resultado es el
mismo: una estimacién de las cantidades relativas de cada uno de los alelos en la
muestra.

La obtencién del BAF complementa el dato del copy number, que se obtiene
de igual manera que en non targeted NGS [39]. En este sentido, el targeted NGS
es similar al SNP array, en que permite obtener dos datos complementarios:
ntmero de copias y proporciones alélicas.

La Figura 0.9 muestra un ejemplo en el que el BAF permite detectar una
triploidia que no es posible detectar con el copy number.

Zimmerman y col. [39] validaron el targeted NGS para la deteccién de aneu-
ploidias completas, con una concordancia del 99.2% utilizando lineas celulares
aneuploides de cariotipo conocido. Tiegs y col. [41] validaron una plataforma
de targeted NGS también para la deteccidén de aneuploidias completas, anali-
zando embriones que fueron transferidos o no segtn criterios morfoldgicos en
numerosos centros de fertilidad. El resultado fue nuevamente auspicioso para la
técnica: el 64 % de los embriones clasificados como euploides por NGS llegaron
a gestaciones o nacimientos saludables, mientras que ninguno de los embriones
clasificados como aneuploides llegaron al nacimiento.

A pesar de las ventajas de esta técnica, el targeted NGS es poco usado aun en
PGT-A.

0.2.8. GBS

El genotipado por secuenciacion (GBS) es una estrategia de obtencion de ge-
notipos por NGS vy, en este sentido, se la puede describir como una aplicacién

Figura 0.7: Diferencia entre non-
targeted y targeted NGS. Arriba:
el protocolo de non-targeted NGS
consite en una secuenciacion

de regiones aleatorias con baja
profundidad. Abajo: en targeted
NGS se busca secuenciar con alta
profundidad regiones de interés.
Cuando el foco esta puesto en
SNPs, esta estrategia permite
genotipificar.

Figura 0.8: Pila de lecturas alinea-
das al genoma de referencia. La
presencia de lecturas con ambos
alelos del mismo SNP es evidencia
de que el individuo secuenciado
tiene un genotipo AB.



Figura 0.9: Deteccion de triploi-
dia con datos de targeted NGS,
tomado de [40]. Arriba: Namero de
copias, representado como log, R,
de un embrién que aparenta ser
euploide 46,XX, pues todos los
cromosomas se reparten alrede-
dor de log, R = 0. Abajo: La
frecuencia del alelo B (BAF) se
reparte alrededor de /3y 2/3 en
los sitios heterocigotas de todo en
genoma. Esto permite inferir que

el embrion es triploide (69,XXX).
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particular del targeted NGS. Esta estrategia tiene usos en otras areas de la ge-
némica: los SNPs detectados por GBS son utilizados en GWAS, mapeo de loci
cuantitativos y prediccién gendémica en muchas especies de plantas, por ejemplo
el maiz [42, 43].

0.3. Biocoddices

Esta tesis fue realizada integramente en Biocddices S.A, gracias a una Be-
ca Interna de Doctorado en empresa otorgada por CONICET entre agosto de
2017 y julio de 2022. Biocddices es una empresa argentina de base tecnologica
dedicada a la genoémica reproductiva, oncoldgica y clinica. La empresa fue fun-
dada en 2014 por el Dr. Hernan Dopazo (director de esta tesis), inicialmente
como un emprendimiento de la incubadora de empresas de la Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Durante 2021 se
establecié un contacto entre Biocddices y una empresa de genémica de EE.UU.
para analizar el potencial de GBS para PGT-A, una estrategia que no es explo-
tada por ninguna compania en la actualidad. Esa empresa amablemente cedié
los datos que permitieron el desarrollo del capitulo 1 aqui presentado.

0.4. Capitulos de la tesis

El capitulo 1 se concentra en el test ya establecido de PGT-A y pone a prueba
la hipétesis de que un panel de SNPs ubicados cada 100 Kb obtenidos por GBS
permite detectar aneuploidias cumpliendo con niveles estandar de deteccion.

El capitulo 2 se concentra en el test novedoso de PGT-P y pone a prueba la
hipétesis de que la arquitectura del genoma humano limitaria las posibilidades
de la seleccién de embriones segiin su puntaje poligénico, pues esperamos que
existan pares de enfermedades con riesgo correlacionado negativamente.
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Capitulo 2

Seleccion de embriones basada en el puntaje
de riesgo poligénico

¢ Existen puntajes de riego poligénico (PRS) de enfermedades distintas que estén correlacionados negativamente y que,
por ende, planteen un problema en la aplicacién del test genético preimplantacional de riesgo poligénico (PGT-P), es decir,
en la seleccion de embriones basada en PRS?

Encontramos 14 pares de enfermedades con puntajes poligénicos anticorrelacionados en la poblaciéon general. Individuos
con PRS bajo de una enfermedad tienen riesgo absoluto aumentado de la otra. En 9 de esos pares, una simulacion de
embriones mostré que parejas con PRS bajo de una de las enfermedades elegirian, en media, embriones con mayor riesgo
absoluto de la otra enfermedad si priorizan al embrion de PRS minimo.

Numerosas correlaciones géneticas entre enfermedades complejas —i.e. multigénicas y multifactoriales— han sido descrip-
tas en humanos, con métodos diversos [76-79]. La busqueda sistematica de fenotipos correlacionados se baso, en general,
en un analisis de summary statistics de los GWAS, pero no en los puntajes de individuos de la poblaciéon o de embriones.

Utilizamos los summary statistics de 142 GWAS de enfermedades realizados sobre los datos de UK Biobank [80] y los ge-
notipos de 404 individuos de ancestria europea del Proyecto 1000 Genomas [62]. Simulamos con ORIGAMI [81] embriones
derivados de parejas de esos individuos. Calculamos puntajes poligénicos con el software LDAK [82]. Comparamos tres
estrategias posibles de seleccion de embriones y su efecto en el riesgo absoluto. Desarrollamos una medida nueva de
poligenicidad, /Co.90, y otra de autoinmunidad genética, Vomn, para caracterizar la base poligénica de las enfermedades
implicadas en los hallazgos.

Encontramos 14 pares de enfermedades donde los individuos de bajo PRS de la primera enfermedad tienen riesgo absoluto
incrementado de la segunda. Basandonos en simulaciones, en 9 de estos pares observamos que si en cada familia se
selecciona el embrion de PRS minimo de la primera enfermedad, los embriones seleccionados tendran en media mayor
riesgo absoluto de la segunda enfermedad, con respecto a un embrion elegido al azar. Esto se aplica, principalmente, a
las familias cuyo PRS parental promedio se ubica en el primer quintil de la poblaciéon.

Todos los fenotipos involucrados en los hallazgos tienen una base genética caracterizada por una fuerte asociacién con el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y niveles bajos de poligenicidad..

Los efectos alélicos de los puntajes poligénicos fueron ajustados en base a un dataset de referencia relativamente pe-
quefo, de 404 individuos. Por otro lado, las asociaciones en la region del CMH exigen un cuidado especial, debido al alto
desequilibrio de ligamiento en la region.

Si bien la practica incipiente de PGT-P es materia de intenso debate en la comunidad cientifica, ya existen compafhias
que comercializan este test para seleccionar embriones. Este capitulo caracteriza y delimita un problema posible en esta
practica hasta aqui no descripto y que podria ser evitado con la estrategia adecuada de seleccion de embriones.
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! Cuando se habla de fenotipos en
general y no sélo de enfermedades,

se suele decir “puntajes poligénicos”.

En este capitulo nos concentramos
en enfermedades, de modo que
diremos indistintamente PRS o
puntaje poligénico.
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2.1. Introduccidon

2.1.1. La promesa de la medicina de precisiéon

Durante las Gltimas dos décadas, el programa de la medicina de precision ha
movilizado cantidades colosales de esfuerzo cientifico y de presupuesto inter-
nacional, en particular en genémica humana [83]. Ejemplos de estos empren-
dimientos son el Proyecto Genoma Humano, concluido en 2004 [35, 84], el
proyecto HapMap [85] y 1000 Genomas [62], que caracterizaron en conjunto
los genomas de 2504 individuos de 26 poblaciones, el desarrollo del biobanco
del Reino Unido (UK Biobank), que recopilé datos genéticos y de salud de
medio millén de personas entre 2006 y 2010 [86], la realizacién de numerosos
estudios de asociacién de genoma completo durante mas de una década [87],
y el anuncio en 2015 del programa All of Us por parte de Barack Obama en
EE.UU., que enlistard a un millon de personas para registrar sus datos genéticos,
fenotipicios y de estilo de vida [88].

Una de las principales promesas de la medicina de precisién consiste en la
estratificacion de los pacientes gracias al uso de ese tipo de datos genéticos,
fenotipicos y ambientales de gran escala, con la finalidad de superar el enfoque
clinico tradicional basado en “signos y sintomas” [89]. La clasificaciéon de los
pacientes en una nueva taxonomia de riesgo ayudaria a guiar las decisiones del
cuidado de la salud hacia un tratamiento a medida, mas efectivo para cada paciente
particular [90].

En este contexto se introduce el desarrollo de los PRSs, que buscan cuantifi-
car el riesgo genético o la propensién a una enfermedad que tiene un individuo,
en virtud de cientos o miles de variantes genéticas presentes en su genoma. Se
espera que estos puntajes permitan mejorar la prediccion del riesgo de enferme-
dades comunes, ya que capturan un tipo de riesgo complementario a los factores
de riesgo tradicionales, como el estilo de vida [91].

2.1.2. Las enfermedades comunes son fenotipos cuantitativos

Mas de una década de estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) deja-
ron como conclusion clara que muchas enfermedades comunes no transmisibles
como el Alzheimer [92], la enfermedad de arterias coronarias [93], el cancer de
mama [94] y la diabetes [95], por nombrar algunos, son lo que se conoce en ge-
nética de poblaciones como rasgos cuantitativos del fenotipo (quantitative traits)
(de aqui en adelante, diremos simplemente “fenotipos cuantitativos”) [96].

A diferencia de las llamadas enfermedades monogénicas, donde pocos loci
tienen un gran peso en el desarrollo de la enfermedad, los fenotipos cuantitativos
tienen una base mas o menos poligénica, i.e. compuesta por decenas, cientos o
miles de loci, cada uno de ellos con un efecto individual relativamente pequefio
en el valor cuantitativo final [97, 98]. Debido a sus efectos pequenos, las variantes
individuales no son muy informativas a la hora de determinar el riesgo total de
una enfermedad de este tipo. Por ende, se vuelve necesario combinar de algin
modo esos efectos para obtener un nimero que resuma el riesgo del individuo.
Los PRSs cumplen este rol'.

Para entender la construcciéon de un PRS, primero debemos explicar co-
mo se estima el efecto que tiene cada marcador genético. Comentamos esto a
continuacion.

2.1.3. Estudios de asociacion de genoma completo

El GWAS es un disefo esperimental utilizado desde mediados de los 2000s
para detectar asociaciones entre variantes genéticas y fenotipos sin tener una
hipétesis previa sobre genes o loci candidatos. Este tipo de estudio se basa usual-
mente en la tecnologia de SNP arrays, que permite obtener el genotipo de cien-
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tos de miles o millones de SNPs tipicamente con un MAF > 1%, que en este
contexto suelen denominarse variantes comunes. Nada asegura que esas varian-
tes comunes presentes en un array sean las causantes de la enfermedad estudidada,
pero los GWAS explotan un fendémeno llamado desequilibrio de ligamiento (LD),
la estructura de correlacién que existe entre variantes en el genoma humano
moderno como resultado de las fuerzas evolutivas que lo moldearon. Gracias
al LD, cada SNP comun presente en el array “etiqueta” a SNPs cercanos en el
mismo haplotipo, con los que esta correlacionado [96]. Notese que el conjun-
to de SNPs a incluir en un array puede disenarse a medida y generalmente se
incluyen las variantes descubiertas en GWAS anteriores. Esto no garantiza una
representacién de ancestrias diferentes de la europea.

Los fenotipos de enfermedad que analizamos en este capitulo son binarios,
con individuos clasificados como enfermos o sanos (casos y controles en la termi-
nologia de GWAS). El test de asociacidn para fenotipos binarios puede realizarse
con diferentes modelos, pero independientemente del modelo elegido el resul-
tado para cada SNP consiste de dos valores: uno para caracterizar la magnitud
del efecto y otro que representa la confianza estadistica en la asociacion. Estos
dos valores se expresan, por un lado, como el odds ratio (OR) —o como un co-
eficiente 8 que equivale al log(OR)—y, por otro lado, como el P valor de la
asociacion. En este capitulo nos referimos a 5 como la magnitud del efecto de
un alelo en el riesgo de la enfermedad. Dado que estd en escala logaritmica,
B < 0 representa una reduccién del riesgo, 5 > 0 representa un aumento del
riesgo y B = 0 significa que el efecto del SNP en la enfermedad es nulo. Se
ilustra el test de un SNP en la Figura 2.1.

SNP : Tests de asociacion

OR=225>1=p=035>0
Casos P=1x10"2 Controles

' slomociacta X q Heterocigota ' o i .
Alelo referencia Alelo alternativo

Se denomina summary statistics al resultado de los n tests independientes de
asociacidn genética a un fenotipo (un test por cada SNP). Los summary statistics
consisten de los n coeficientes {51, ..., 8, }, es decir el efecto de cada SNP en
el fenotipo, junto al P valor de cada test.

Existe un problema conocido desde hace anos con los GWAS: la falta de di-
versidad de ancestria en sus participantes [ 100, 101]. Un estudio reciente muestra
que los GWAS entre 2007 y 2017, realizados para 3 508 fenotipos, tuvieron una
gran mayoria de participantes de ancestria europea (86 % en promedio), con s6-
lo un 2% de latinoamericanos [102]. Se resume este problema en los promedios
del periodo completo graficados en la Figura 2.2.

La falta de diversidad de los GWAS es problematica porque se ha observado
que alrededor del 25 % de las variantes identificadas como asociadas al fenotipo
en GWAS europeos tienen efectos de tamafio significativamente diferente en al
menos una poblacion no europea, si bien el signo de las asociaciones no cambia
[103]. Con todo, se ha observado que al menos las variantes causales subyacentes
s estan compartidas en la mayoria de los casos [104].
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Figura 2.1: Ejemplo de un test de
asociacién para un Unico SNP,

en un GWAS. En el ejemplo se
observa que hay mas individuos
heterocigotas y homocigotas alter-
nativos en el grupo de casos. El
resultado es un 5 > 0 (que viene
de un OR > 1) y un P valor de la
asociacion. Modificado a partir de
[99].



Figura 2.2: Ausencia casi total de
latinoamericanos y predominancia
de europeos en los participantes
de GWAS, periodo 2007-2017.
“Descubrimiento” se refiere al
GWAS inicial de deteccion de
SNPs asociados. “Replicacion” se
refiere a los GWAS de follow-up
en los que se confirman hallaz-
gos previos. Tomado de [102].

Figura 2.3: Ejemplo esquema-
tico de la suma ponderada de
genotipos > B;G; que confor-
man al PRS de un individuo.
Ay B refieren al alelo de refe-
rencia y alternativo, respecti-
vamente, en un SNP bialélico.
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2.1.4. Puntajes de riesgo poligénico y PGT-P

Como dijimos, un puntaje de riesgo poligénico busca resumir, para un indi-
viduo dado, el riesgo genético total de una enfermedad. Se suele asumir que el
fenotipo tiene una arquitectura genética aditiva, es decir, que los efectos genéti-
cos debido a la interaccidn entre variantes son minimos, pues se ha mostrado que
este modelo coincide con datos de recurrencia observado en parientes [105].

En su forma mas bésica, el PRS se computa como una suma ponderada de
los alelos de riesgo presentes en n variantes de un genoma,

S8 2.1)
=1

donde la dosis alélica G; € {0, 1,2} es el nimero de alelos alternativos (i.e. dis-
tintos del genoma humano de referencia) que tiene un individuo en la variante
i-ésima y f3; es la magnitud del efecto que tienen esos alelos en el riesgo. El va-
lor de §;, en primera instancia, proviene de las summary statistics de un GWAS.
De aqui en adelante, asumiremos que las variantes que componen al PRS son
SNPs bialélicos, de modo que hablaremos indistintamente de SNPs y variantes.
Se ilustra esquematicamente este cilculo en la Figura 2.3.

® G h G4,
M® sNP, AR 0 +1.5 0
|
WM SNP, AB 1 -0.3 Hp -0.3
"5 snp, 2 +0.7 +1.4
PRS=1.1

La cantidad de puntajes poligénicos asociados a diversos fenotipos crece sin
interrupcidn desde hace varios afios: en mayo de 2022, el PGS Catalog ya re-
gistra 2 196 puntajes asociados a 524 fenotipos, que se reparten en 18 categorias
como cancer, cardiopatias, enfermedades autoinmunes, desdérdenes metabolicos,
desordenes neuroldgicos y respuesta a drogas. Junto a este creciente catalogo de
PRSs, se da una fluida conversacion en la literatura acerca de su utilidad clinica
[98, 106-108]. Los costos decrecientes de genotipificacion y secuenciacion, la
relativa sencillez del cilculo y el potencial de segmentar la poblacion para asignar
tratamientos diferenciales anticipandose al desarrollo de la enfermedad hacen del
PRS una herramienta atractiva para la medicina genémica.
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Seleccidn y ajuste de los §;

La pregunta fundamental en la construccion de un PRS es qué SNPs incluir
en el calculo. El primer método utilizado para esta decision fue el de pruning
and thresholding (P+T), que conserva Ginicamente variantes en equilibrio de li-
gamiento (i.e. no correlacionadas entre si), para luego aplicar umbrales de sig-
nificancia progresivamente mas laxos, lo que implica conjuntos de SNPs cada
vez mayores. Con esta técnica se mostré tempranamente que incluir SNPs no
significativos mejora el poder predictivo del PRS [109].

Trabajos posteriores encontraron que el método P+T construye puntajes
poligénicos con un poder predictivo menor al teéricamente posible [110] . Asi,
surgieron métodos para corregir los 3; de los GWAS contemplando el efecto del
LD, que lograron incrementos del 72 entre puntajes y fenotipos [32, 110-112].
Muchos de estos métodos, ademis, tienen la ventaja de basar la correccion Gni-
camente en las summary statistics de los GWAS y en un panel genético de referen-
cia, datos a los que se accede sin dificultad, en contraste con los datos originales
del GWAS (genotipos y fenotipos de los participantes), cuyo acceso suele estar
regulado muy estrictamente.

El método LDAK-BayesR-SS

Zhang y col. [82] comparan cuatro métodos de ajuste de los ; basadas en
summary statistics: lassosum [111], sBLUP [113], LDpred [110] y SBayesR [114],
reimplementados en su software LDAK. En esa comparacién, concluyen que
el modelo de SBayesR (en su reimplementacién denominado LDAK-BayesR -
SS) supera a los otros en poder predictivo en 223 de 225 fenotipos analizados.
Si ademas se asume el modelo de heredabilidad que denominan BLD-LDAK,
se obtiene una nueva mejora en la correlacién entre puntaje y fenotipo. La
combinacién de LDAK-BayesR-SS y BLD-LDAK es por ende recomendada
por los autores. Exponemos en la seccién A.1.1 con mas detalle tanto el método
de ajuste de los ; como el modelo de heredabilidad.

La rutina completa de ajuste de los 3; en el software LDAK es denomina-
da por sus autores MegaPRS. Detallamos los pasos y parimetros de MegaPRS
utilizados en este capitulo en la seccion A.1.2.

PRS en embriones

Como mencionamos en la introduccion general, hace pocos anos se discu-
ten las posibilidades y limites del PGT-P, un test altamente controversial que
consiste en utilizar los PRSs para guiar la seleccion de embriones preimplan-
tatorios. Al momento de escribir esta introduccidén, sabemos de dos companias
que comercializan el PGT-P: LiteView y Orchid, mientras que Turley y col.
[11] mencionan otras dos: MyOme y Reprocare Genetics.

Lifeview y Orchid ofrecen una seleccion de embriones de FIV basada en
el riesgo de enfermedades como la diabetes, varios tipos de cancer, cardiopa-
tias, hipercolesterolemia, hipertensién, esquizofrencia, discapacidad intelectual
y Alzheimer, entre otras, como se ve en la Figura 2.4. MyOme, seglin reporta
[11], “pareciera proveer” PRSs del nivel educativo, status econémico, habili-
dad cognitiva y “sensacidn de bienestar” (subjective well-being) como parte de un
protocolo de investigacidn, aunque no pudimos confirmar esto porque la URL
citada como fuente en el articulo ya no es accesible.

El PGT-P es propuesto como un test complementario al PGT-A, que aporta
un criterio para guiar la seleccion entre los embriones euploides. La utilidad
clinica de esta técnica ha sido muy discutida, pero escapa a los objetivos de este
capitulo recapitular este debate de forma exhaustiva. Ofrecemos un resumen de
algunos de sus puntos centrales en el Recuadro 2.1.

69


https://www.lifeview.com/
https://www.orchidhealth.com/embryo

70 2. SELECCION DE EMBRIONES BASADA EN EL PRS

Figura 2.4: Reportes de ejemplo Type | Diabetes |
9 P ! P Types 2 Diabetes -
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La utilidad clinica de los PRSs en la poblacion adulta es materia de debate. Por ejemplo, segun la resefia reciente de Torkamani
y col. [115], numerosos estudios han mostrado que el PRS de enfermedad de arterias coronarias es Util para identificar individuos
en alto riesgo —con riesgo relativos de hasta 400 %—, que se beneficiarian con terapia de estatina, mientras que otros estudios han
mostrado que los PRSs de cancer de mama y de colon permitirian tomar mejores decisiones sobre la edad en la que se deberian
iniciar chequeos de rutina en cada individuo. En contraste, un metanalisis reciente [108] afirma que no hay en la literatura un solo
estudio que demuestre la utilidad clinica del PRS, aunque tal vez si la validez de los puntajes en ciertas condiciones.

La utilizacion de los puntajes poligénicos para seleccionar embriones de FIV afiade una nueva arista a la discusion: el temor
a las aplicaciones eugenésicas, que ocupan rapidamente los titulos de los articulos de divulgacion, de la prensa escrita y de los
medios de comunicacioén [116, ]. Los alegatos en contra del PGT-P han sido recopilados recientemente en un articulo de Turley
y col. [11]. Resumimos aqui sus principales puntos, acompafados de algunas interpretaciones propias.

La primera linea argumental se enfoca en la baja ganancia esperada (expected gain) debida a la reducida variabilidad genética
que existe entre embriones de una misma pareja, un argumento ya expuesto en [10] con un analisis de la altura y el coeficiente
intelectual y repetido en [11] con el educational attainment. El argumento fue contestado en [8]: es mas ético y practico prevenir
enfermedades que aumentar valores de algun fenotipo considerado “positivo”. En [118] se ha mostrado, ademas, que el PGT-P
reduciria el riesgo de numerosas enfermedades incluso cuando la seleccién se realiza s6lo entre dos embriones euploides —i.e.
con muy poca variabilidad disponible—, independientemente de la presencia o ausencia de la afeccién en la familia.

Un segundo problema sefnalado es la pérdida de poder predictivo del PRS debida a diversos factores. Por un lado, la correlacion
genes-ambiente infla el poder predictivo del PRS cuando se consideran individuos de diferentes familias, pero esta porcién de poder
predictivo se pierde al comparar embriones de los mismos padres. Por otro lado, los embriones bajo seleccion tendran ambientes
necesariamente diferentes que los participantes del GWAS o que la cohorte con la que se validen los puntajes. Este es el alegato
mas fuerte, a nuestro entender, aunque esa pérdida de poder predictivo sélo parece haber sido cuantificada en el caso de cambio
de ancestria [119].

Otros problemas mencionados se resumen en la dificultad de comunicar la naturaleza probabilistica del puntaje de riesgo y la
incertidumbre consiguiente en el resultado, en parte debido a las ideas erréneas que el paciente podria tener sobre el “determinismo
genético”. Tal preocupacion, creemos, es dificilmente un argumento en contra de una practica médica, pero si un aspecto importante
a examinar, donde el rol del médico genetista capacitado en la comunicacion de este tipo de datos cobra cada vez mas relevancia.

La pleiotropia es una preocupacion adicional mencionada en el articulo [11]: el PRS asociado a un fenotipo podria tener conse-
cuencias inesperadas en otro fenotipo. El trabajo de [120] contesta en parte a esta preocupacion, notando que los SNPs predicto-
res de un buen numero de enfermedades de interés conforman mayoritariamente conjuntos disjuntos. Por otro lado, este capitulo
circunscribe de manera constructiva el problema: como veremos, en algunas efermedades autoinmunes los PRSs si estarian ne-
gativamente correlacionados en un sentido relevante para la clinica, lo que nos da una lista de fenotipos con los que ser cautos en
PGT-P. En el articulo de Turley y col., sin embargo, el planteo es pesimista antes que programatico: el énfasis esta en que nunca
conoceremos todas las relaciones entre variantes genéticas.

Es reveladora la continuacion de esta linea argumental: tras poner en duda el poder predictivo del PRS en pasos anteriores, los
autores admiten que, gracias a avances técnicos, los puntajes probablemente mejoren su rendimiento en el futuro. Sin embargo,
arguyen, debido a la pleiotropia esto también seria negativo, pues con mejores PRSs la magnitud de las consecuencias inesperadas
también creceria. Combinando ambos razonamientos, podemos resumir: el PRS es malo si predice poco y es malo si predice
mucho.

Otras preocupaciones acucian y las compartimos, como la peligrosa exacerbacion de disparidades basadas en el estatus
socioeconémico. Consideramos, como los autores, que la solucién a este tipo de problematicas no puede dejarse en manos de
una empresa de tests genéticos y que es necesario un desarrollo de protocolos y guias de aplicacion del PGT-P por parte de la
comunidad cientifica y médica. Agreguemos que, en Ultima instancia, la lista de fenotipos que seria “aceptable” seleccionar en
embriones no es un asunto que se resuelva empiricamente: dependera de lo que cada sociedad considere ético cuando le llegue
el momento de legislar sobre esta materia, si es que esto sucede.

La discusion es vasta, tanto en sus aspectos puramente cientificos como en sus aristas bioéticas. Es aparente que, frente a los
problemas y desafios reales que los PRSs deben superar para tener utilidad clinica, algunos autores se retraen con pesimismo
hacia una oposicién agresiva, de tintes morales, algo que ya describieron Schulman y Edwards en un articulo de 1996 sobre PGD
en el que se discutia, como en el presente, si diagnosticar desérdenes genéticos en embriones es eugenésico [121]. Tras mencionar
que las tecnologias de diagnostico preimplantacional “expanden la libertad de padres potenciales para reducir la inmensa carga de
la enfermedad genética en sus familias”, los autores concluian que “en contraste con las predicciones catastréficas, la experiencia
de aplicaciones de tecnologia genética y reproductiva ha tenido en el pasado consecuencias enormemente positivas para la
humanidad”. Mas de 20 afios después, a la luz de inmensos avances en tecnologias de PGT hoy aceptadas en la comunidad
médica, renovar el optimismo de la cita no seria del todo infundado.

2.1.5. Estrategias de seleccion de embriones por PRS

Lencz y col. [122] caracterizan dos posibles estrategias de selecciéon de em-
briones basadas en PRS. La primera, denominada high-risk exclusion, consiste en
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Figura 2.5: Los circulos repre-
sentan embriones con diferen-
tes PRSs calculados para un
fenotipo particular. Se ilustran
dos estrategias de seleccion de
embriones en base al puntaje
poligénico. En verde: los embrio-
nes “seleccionables” segun la
estrategia; en rojo, los que no se
transferirian. Adaptado de [122].
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no transferir embriones de alto puntaje poligénico. En su trabajo, esto consiste
en trazar un umbral que defina qué es un PRS alto. Anilogamente, nosotros
hablaremos de Excluir alto riesgo (EAR) para referirnos a una estrategia parecida,
pero algo mas agresiva: dados n embriones en una pareja, elegir un embrién
al azar entre los n — 1 embriones cuando se excluye el de maximo PRS. La
segunda estrategia es denominada por los autores lowest-risk-prioritization y no-
sotros la llamaremos Priorizar bajo riesgo (PBR): consiste en transferir el embrién
de puntaje poligénico minimo entre los disponibles. En ambos casos, asumimos
que no existen “empates” de PRS: el minimo y el maximo son siempre Gnicos.
Se ilustran estas dos estrategias en la Figura 2.5.

1 " max (PRS)
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R —+
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En [122] concluyen que la estrategia de high-risk exclusion ofrece reducciones
modestas del riesgo relativo, mientras que la estrategia de elegir el embrién de
PRS minimo si puede resultar en reducciones mayores. Esto se debe a que la
distribucidén del riesgo en los embriones cambia poco al excluir s6lo a uno de
ellos, mientras que la distribucion del PRS minimo es muy diferente a la de
valores de PRS tomados al azar entre los embriones.

2.1.6. Pleiotropia y correlacion entre puntajes poligénicos

La pleiotropia es un fenémeno en el que el mismo gen, locus o SNP tiene
efectos fenotipicos diferentes y en apariencia no relacionados entre si. Se ha
estimado en algunas especies modelo que el grado de pleiotropia tiene una dis-
tribucién en forma de L: la mayoria de los genes afectan pocos fenotipos, pero
existe una cola que decae exponencialmente de pocos genes que afectan a mu-
chos fenotipos [123, 124]. Se ha descripto también la pleiotropia en bacterias,
con diversas hipotesis de su papel en la evolucion de la arquitectura genética
[125].

En humanos, se ha visto que la pleiotropia es un fenémeno coman en nu-
merosos fenotipos [79, 126, 127]. La pleiotropia es denominada “horizontal”,
cuando una misma variante genética tiene efectos directos sobre dos fenotipos
diferentes, o efectos indirectos en dos fenotipos a través de un endofenotipo
Gnico, o “vertical”, cuando el fenotipo afectado tiene un relacién causal con un
segundo fenotipo [128].

Se ha observado que ciertos grupos de fenotipos tienden a co-variar entre
individuos de la misma especie o incluso entre distintas especies, conformando
“moédulos de variacion” [129]. En este contexto, un mddulo estd conformado
por un grupo de fenotipos que es afectado en conjunto por un grupo corres-
pondiente de genes. Este fendmeno, denominado pleiotropia modular, fue des-
cripto en levaduras, nematodos y ratones [124]. La pleiotropia modular puede
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representarse mediante una red bipartita de genes y fenotipos, donde los genes
de un médulo raramente afectan a fenotipos de otro méodulo, como se ilustra
en Figura 2.6.

Rasgos del
fenotipo

Médulo 1 Mobdulo 2

Un fenémeno relacionado a la pleiotropia es el de correlacién genética, que
describe el efecto promedio de la pleiotropia a nivel local, es decir, como varian
dos puntajes genéticos en virtud de sus variantes asociadas en comin y los efec-
tos de esas variantes en cada fenotipo. Noétese que dos PRSs que compartan
SNPs pleiotropicos podrian no estar correlacionados. Esto ocurre porque re-
giones con pleiotropia de diferente signo podrian compensarse, como se ve en
el ejemplo D de la Figura 2.7. Por otro lado, es interesante notar que un va-
lor dado de correlacion genética entre fenotipos puede resultar de arquitecturas
de correlaciones locales muy diferentes, como se ve en los ejemplos A, By C
Figura 2.7 B [128].

A 06— B
0.4 04
= 027 0.2 I. 02 < 02+ 0.2 02

T T T T T T T T
SNP 1 SNP 2 SNP 3 Total SNP 1 SNP 2 SNP 3 Total

0.6 06

0.4 04—
& 02+ 02 o 02
0o 00 .I 00

N -
-0.2 02

T T T T T
SNP 1 SNP 2 SNP3 Total SNP 1 SNP 2 SNP 3 Total

Asi pues, la correlacion entre fenotipos se basa en la pleiotropia, pero pode-
mos decir que es una condicién aun mas fuerte, pues implica que la direccion (el
signo) de los efectos también debe estar consistentemente alineado [77].

Varios trabajos han mostrado que existen numerosos pares de fenotipos com-
plejos correlacionados, tanto positiva como negativamente [77, 78, 130, 131].
En [128] se da un extenso listado de métodos de estimacién de la correlacion,
ya sea basados en summary statistics o en datos de individuos. Existe ademas un
catalogo exhaustivo de correlaciones genéticas entre fenotipos de UK Biobank,
basadas en la regresion con LD score [132].

73

Figura 2.6: Red bipartita altamente
modular de genes (circulos) y
fenotipos (cuadrados). Las aristas
representan que un gen afecta al
fenotipo. Tomado de [129].

Figura 2.7: Ejemplos de correla-
cion genética entre fenotipos. La
correlacion genética total (columna
amarilla) resume en cada caso a
la pleiotropia o correlacion local de
tres SNPs (columnas roja, azul y
verde), expresada como valores
depgeneleje Y.EnA,ByC,la
correlacion total es 0.2, pero las
correlaciones locales varian. En D,
la correlacién total es 0 a pesar de
que existen correlaciones locales
no nulas. Tomado de [128].
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2.1.7. El complejo mayor de histocompatibilidad

Un caso particular en donde la pleiotropia tiene efectos conocidos es en el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), una regién del genoma de los ver-
tebrados también conocida en humanos como HLA (human leukocyte antigen).
El CMH alberga varios clusters de genes que codifican proteinas de superficie
implicadas en la respuesta inmune adaptativa. Se trata del locus mis polimoérfi-
co del genoma humano y se caracteriza por altos niveles de desequilibrio de
ligamiento [133].

Se ha observado que numerosas enfermedades autoinmunes comparten SNPs
asociados en esta region, lo que sugeriria un mecanismo comun subyacente [76].
No es seguro, sin embargo, que los SNPs en comun impliquen verdadera pleio-
tropia, como se afirma en [134].

2.2. Objetivos

El objetivo general de este capitulo es entender si el fenémeno comin de
la pleiotropia en el genoma humano y la correlacién genética resultante entre
fenotipos representan un problema para la aplicacién del PGT-P. En particular,
analizamos si existen pares de enfermedades cuyos puntajes poligénicos estén
correlacionados negativamente de tal manera que, al elegir embriones de bajo
PRS de una enfermedad, se incremente el riesgo de otra enfermedad. Para esto,
el primer objetivo particular es encontrar pares de enfermedades en las que, al
seleccionar individuos de bajo PRS en la poblacién general para la primera en-
fermedad, se observe en ese subgrupo un incremento en el riesgo de la segunda
enfermedad. El segundo objetivo es simular embriones y comparar las estrategias
EAR y PBR, para entender si el problema observado en la poblacién general
persiste, en esas enfermedades, al seleccionar embriones segiin su PRS.

2.3. Datos, Métodos y Simulaciones

2.3.1. UKB-GWAS

Utilizamos las summary statistics de 142 enfermedades denominadas self-reported
(de aqui en adelante, “auto-reportadas”) de GWAS realizados por el Neale Lab
[80], basados en los datos de genotipos y fenotipos de la poblaciéon del UK
Biobank [86]. Llamaremos UKB-GWAS a este dataset.

Elegimos las enfermedades auto-reportadas porque dentro de los fenotipos
disponibles con GWAS de UK Biobank, se trata de los estudios con mayor
numero de casos. En contraste, algunos fenotipos de enfermedades “diagnosti-
cadas por un médico” (doctor-diagnosed) tienen un nimero de casos muy bajo.
De las enfermedades auto-reportadas, conservamos Gnicamente las que tienen
valores de heredabilidad y prevalencia disponibles en el catidlogo de [135]. Ex-
cluimos también fenotipos que consideramos poco interesantes: 25 dentro de la
categoria fracture y 2 descriptos como unclassifiable.

2.3.2. Genotipos de 1IKGP

Utilizamos los genotipos del Proyecto 1000 Genomas (1KGP) fase 3 [62]
en formato pgen del sitio web de PLINK2 [136]. Filtramos con PLINK2 un
total de 404 individuos de cuatro poblaciones de ancestria europea (EUR): 91
britanicos de Inglaterra y Escocia (GBR), 107 individuos de poblaciones ibéri-
cas de Espafia (IBS), 107 toscanos de Italia (TSI) y 99 residentes de Utah con
ancestria del norte y oeste de Europa (CEU). Finalmente, construimos el panel
de referencia en formato {bed, bim, fam} de PLINK con las instrucciones de la
guia de MegaPRS.
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2.3.3. Control de calidad de los SNPs

Filtramos las variantes del dataset UKB-GWAS, conservando Gnicamente
SNPs bialélicos no ambiguos” de MAF < 0.01, con un call rate mayor a 95 %,
un puntaje de imputaciéon (INFO score) mayor a 0.80 en el caso de las varian-
tes imputadas, y que no se desvien significativamente del equilibrio Hardy-
Weinberg. Este dataset tiene variantes identificadas por posicién genémica, mien-
tras que en el dataset de 1KGP las variantes estan identificadas por su RefSeq ID.
Por ende, generamos un archivo en format bed con las posiciones por cromoso-
ma, en base al cual extrajimos los genotipos de los 404 individuos con PLINK.
Al dataset de genotipos resultantes le aplicamos nuevos filtros: conservamos to-
das las variantes con mas de 95% de call rate en 1KGP y nos aseguramos que
todos los individuos tienen mas del 90 % de los SPNs presentes. El resultado fi-
nal fue un conjunto de 6 708 984 SNPs en 404 individuos. Llamaremos de aqui
en adelante a este dataset como 1KGP-EUR.

2.3.4. Efecto de los SNPs y calculo del PRS

Distinguimos aqui dos procedimientos diferentes. Por un lado, hablamos de
la construccion del PRS de un fenotipo dado para referirnos a la eleccion del efecto
de cada SNP, es decir, la eleccidon y ajuste de los 3; a utilizar en Y 5;G;. Esto
usualmente implica una subseleccion de SNPs, que seran aquellos con §; # 0.
Por otro lado, hablamos del cdlculo del PRS de un fenotipo dado para referirnos
a la obtencién de un valor particular de PRS correspondiente a un individuo, con
los B; elegidos en el paso previo y los G; correspondientes a los genotipos del
individuo.

Durante los tltimos afios, se han desarrollado métodos para construir el PRS
a partir anicamente de los summary statistics del GWAS, sin la necesidad de un
dataset de genotipos y fenotipos de festing en los que minimizar el error de
prediccion. Entre estos métodos, la rutina MegaPRS implementada en LDAK
puede generar un conjunto 6ptimo de f3; —es decir, construye un PRS- tras
comparar la performance predictiva de numerosos modelos en competencia, a
partir de los summary statistics de un GWAS [82].

La posibilidad de optimizar un PRS sélo a partir de summary statistics, la
extensa documentacion online y la robustez del software nos inclinaron por
la eleccion de LDAK. Resumimos en seccion A.1.2 la rutina de MegaPRS
utilizada, en primer lugar, para la construccion de los PRSs de 142 fenotipos
de UKB-GWAS vy luego para el cilculo de puntajes en los 404 individuos de
1KGP-EUR.

2.3.5. Conversion del PRS al riesgo absoluto

La conversiéon del PRS de un individuo al riesgo de adquirir una enfer-
medad requiere un calculo adicional con ciertos supuestos y parimetros, que
describimos en esta seccion.

Nos basamos en el modelo de umbral de propension (liability threshold model)
[137] y partes del desarrollo de Lencz y col. [122] para transformar los valores
de PRS en la probabilidad que tiene un genoma particular de adquirir una
enfermedad a lo largo de su vida. Este modelo clasico, que se sigue utilizando
para el analisis de datos modernos’, es relativamente simple pues depende s6lo
de dos parimetros: la heredabilidad, que definiremos en breve, y el riesgo de la
enfermedad en la poblaciéon [139].

Comencemos por recordar que los fenotipos que analizamos en este capitu-
lo son binarios, que dividen a la poblacion en dos clases: enfermos y sanos. El
modelo de umbral de propensién propone un fenotipo continuo L subyacente,
que en el contexto de enfermedades humanas se suele describir como la sus-
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“4El supuesto de normalidad asume
que la propensién es multifactorial,
es decir, que es afectada por un gran
numero de factores genéticos y am-
bientales, con efectos relativamente
pequefos [137, 139].
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ceptibilidad a la enfermedad (liability). En este modelo, los individuos enferman
cuando su valor particular de L supera cierto umbral ¢ a determinar.

Se suele modelar a L como una variable de distribucién normal y se la des-
compone como una suma de dos componentes independientes: el genético y
el ambiental’. Aqui limitaremos el componente genético al puntaje poligéni-
co, que llamaremos S (por score) en las ecuaciones. Todos los otros factores que
influyen en el fenotipo —efectos genéticos no incluidos en el PRS y efectos
ambientales— son agrupados en una variable de error E. Tanto S como F se
distribuyen normalmente y son independientes. El modelo se resume como la
suma:

L=S+FE (2.2)

Ahora bien, el valor S de (2.2) no es excatamente el puntaje que obtenemos
de LDAK. Llamemos S* a los puntajes obtenidos con este software. LDAK cal-
cula los puntajes centrandolos en cero a partir del panel de referencia, es decir
que su media es conocida: E [S*] = 0. No conocemos de antemano su varianza,
de modo que la estimamos a partir de la muestra de n = 404 individuos para los
que calculamos el PRS: 0. ~ £ 3" | 572, Tenemos pues que S* ~ N (0,02.).

Definimos S como el puntaje reescalado de la siguiente manera:

hg

gg*

S:=5".

(2.3)

donde hy es la raiz cuadrada de k7, un parimetro poblacional dependiente
del fenotipo, que definiremos en breve. La distribucién del puntaje reescalado
es:

E[S| = E {S* - hg] _Magisy—o

gg*

var(S) = var (S* L ) = }h‘%'/w&?*f =hg

g5+ g5«

S ~N(0,h2)

Por otro lado, modelamos al componente ambiental como una normal cuya
varianza captura el resto de la varianza del fenotipo. Dado que queremos que la
varianza total sea 1, usamos var(E) = 1 — h2.

E~N(0,1-h))

Con Sy E definidas de este modo y recordando que S es independiente de
E, obtenemos dos resultados deseables. Por un lado, la propension L se distribuye
como una normal estindar, lo que facilita algunos cilculos:

E[L]=E[S+ E]=E[S]+E[E]
var(L) = var(S + E) = var(S) + var(E) = h
L~ N(0,1)

Por otro lado, la proporcidén de la varianza total capturada por el PRS es el
valor h2.

0
+(1-h)) =1

2
g

var(S)
var(L) g

Con esta definicién, h? representa el concepto de heredabilidad limitado a
los SNPs que entran en el puntaje poligénico, conocido como SNP heritability
o hyp- El dato de h2 es poblacional, pues tanto la varianza del componente
genético como la varianza total del fenotipo pueden cambiar entre poblaciones.
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Para completar el modelo, necesitamos definir el umbral ¢ que separa a los
enfermos de los sanos. Para cada fenotipo, conocemos la probabilidad de enfer-
mar que tiene un individuo s6lo por pertenecer a una poblacién: es el valor K
de prevalencia, la proporciéon de individuos afectados. Tomamos este dato del
catalogo de [135]. Luego, elegimos el umbral £ que cumple Pr{L > ¢} = K.
Dado que L ~ N(0,1), este valor es zg, el cuantil 1 — K de la normal estindar.
Se ilustra el modelo en la Figura 2.8.

Prevalencia (K)

S+E~2N(0,1)

0 z

Propension L

El drea bajo la curva ilustrada en la Figura 2.8 representa la probabilidad de
enfermar para un individuo cualquiera de la poblacién, en virtud de la variacién
tanto de los genomas como de los ambientes posibles. Sin embargo, si conoce-
mos el genoma de un individuo particular, podemos calcular su PRS reescalado
con (2.3) y computar la probabilidad de que ese individuo enferme como una
probabilidad condicional. De aqui en adelante, llamaremos riesgo absoluto (RA)
a este valor:

RA = Pr{enfermedad |S = s} = Pr{L > zx | S = s}
=Pr{S+E>zxk|S=s}
=Pr{s+ E > 2k}
=Pr{E >z, — s}

= Pr E > RS

Ji-n o 1-n
ZK — S
J1—h2
ZK — S
Vi
ZK — S

J1-n2

donde s € R es un valor particular de PRS, Z es una v. a. normal estandar,
® es la funcién de distribucidén acumulada de la normal estindar y zx es el
cuantil 1 — K de esta distribucion. Como mencionamos, tanto la heredabilidad
hZ como la prevalencia K son parimetros poblacionales, especificos de cada
fenotipo, cuyos valores empiricos tomamos de [135].

Reforcemos la intuicién en este punto. Un genoma particular determina
un valor particular de PRS, lo que sefalamos como S = s. Dado que no co-
nocemos de antemano los ambientes a los que ese genoma estard expuesto, su

=Pr< 7 >

=1-Pr< Z <

—1-0 (2.4)
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Figura 2.8: En azul, la densidad
de la propension L = S + F, con
una distribucién normal estandar.
En rojo, el umbral que determina la
enfermedad. En lila, el &rea bajo la
curva que equivale a la prevalencia
K.



Figura 2.9: El eje x representa la
propensién a una enfermedad, L.
En linea punteada roja el umbral
que determina la afeccion, zk. Los
tres triangulos negros son tres pun-
tajes poligénicos posibles: s1, s2,
s3, que determinan tres distribucio-
nes condicionales posibles de pro-
pension: L1, Lo, L3 (curvas azu-
les). Modificado a partir de [122].
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propension a la enfermedad es una variable aletoria. Aqui, la aleatoriedad pro-
viene enteramente de F, ya que el puntaje poligénico esta fijado. La distribucion
de la propensioén dado un genoma es

Lis—s =E+s~N(s,1-1h?% (2.5)

donde L;g—, significa L condicionada al valor particular de S = s. Como se ve,
la propensién condicionada a s se centra en s.

Asi, un genoma cuyo PRS para la enfermedad sea menor a la media po-
blacional, es decir s < 0, implica un “buen comienzo genético”, pues aleja a
la distribucién de Ljg—, del umbral zx, de modo que incluso ambientes muy
perjudiciales podrian no resultar en la enfermedad. Por el contrario, un genoma
con un PRS alto acerca la distribucion condicional al umbral, de modo que so6lo
ambientes muy favorables podrian prevenirla. El peso relativo del componente
genético y del ambiental en este balance se cifra en el valor h2, que varia segiin
el fenotipo en cada poblacién.

En la Figura 2.9 ilustramos esta idea de buen o mal comienzo genético
con tres genomas distintos, que determinan tres puntajes poligénicos diferentes.
El valor mas bajo, s1, implica que la distribucién condicional Lq se aleja del
umbral zg y resulta en un riesgo absoluto reducido en ese individuo, respecto
de la poblacién (RA; < K). El puntaje poligénico intermedio, sz, implica que
la propensiéon Ly correspondiente a ese individuo serd parecida a la prevalencia
de la enfermedad en la poblacion. El valor mas alto, s3, implica una distribucion
L3 desplazada hacia la derecha, mucho mis cerca del umbral zx vy, por ende,
con riesgo absoluto incrementado. Se puede observar que la relacién entre S'y
el RA no es lineal: a medida que el puntaje poligénico crece y se acerca a zg,
incrementos pequenos conllevan un crecimiento cada vez mas pronunciado del
riesgo absoluto, pues las regiones centrales de la densidad Gaussiana comienzan
a asomar tras el umbral.

L=E+s~ _'.\-'"{s_l. 1-h*)

-

Propension L
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Se resume el camino completo desde el PRS de un individuo particular hasta
su riesgo absoluto de enfermar en la Figura 2.10.

- PRS )
@ Puntajede
S riesgo
e L.
V poligénico
|
-4 . 0 2 4
PRS
escala original Figura 2.10: EI PRS de un indivi-
duo particular, s*, es obtenido con
LDAK'y debe ser reescalado como
Reescalamiento del PRS a la s teniendo en cuenta la heredabi-
escala de la propensidn lidad h? del fenotipo analizado en
la poblacién de interés. Luego, el
s:=5 - h / Opps célculo del riesgo absoluto de ese
g individuo es el area bajo la curva
: Py de la distribucion L | S = s tras el
— L : Probabilidad de umbral 2.
L|S=s : enfermedad (RA)

:\\__
0 Zy

Algunas medidas relacionadas al RA serin de utilidad en los anilisis. Las
definimos a continuacidn.

2.3.6. IRA y NNH

Si uno quiere comparar el riesgo absoluto que resulta de dos tratamientos
diferentes, digamos un tratamiento de base by un tratamiento alternativo a, una
medida natural es calcular la diferencia entre ambos riesgos. Cuando el foco esta
puesto en si el tratamiento alternativo produce o no un aumento en el riesgo, se
suele calcular el incremento de riesgo absoluto (IRA), definido como:

IRA = RA, — RA, (2.6)

En nuestro contexto, el IRA mide la probabilidad adicional de enfermar en el
grupo que recibe el nuevo tratamiento, respecto del grupo de base. Por ejemplo,
st RAp = 0.05 (i.e. hay un 5% de afectados en el grupo de referencia) y RA, =
0.06, esta diferencia se mide como IRA = 0.06 — 0.05 = 0.01. Esto significa
que en el grupo a se da un incremento de un punto porcentual en el riesgo de
enfermar.

Un modo interesante de entender el impacto de un determinado valor de
IR A es calcular el nimero necesario para hacer dafio (NNH), definido como

NNH = — 2.7)
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Este valor representa la cantidad de individuos que deben someterse al nuevo
tratamiento para que se produzca un “evento adicional”, que en nuestro caso
es la aparicidén de la enfermedad. Por ejemplo, consideremos que el tratamiento
de base es la seleccidn de un embridn al azar y que el tratamiento alternativo es
la seleccion del embridon de PRS minimo. Si los embriones seleccionados con
el tratamiento alternativo tienen un IRA = 0.01 = /100 de una enfermedad,
el NNH = 1/1% = 100 se puede interpretar como la cantidad de embriones
que habria que elegir con ese criterio para que aparezca entre ellos un enfermo
adicional, es decir, un embrion que eventualmente desarrollard la enfermedad y
que habria sido sano si hubiéramos elegido embriones con el método anterior.

2.3.7. Test t de diferencia de riesgo absoluto

Este capitulo parte de la idea de que la correlacion negativa entre puntajes
podria generar incrementos de riesgo inesperados. Formalizamos aqui el test
que pone a prueba esta idea.

Consideremos pares ordenados de enfermedades. Nos interesa entender si
los individuos de bajo puntaje del primer fenotipo tienen riesgo incrementado del
segundo fenotipo. Para definir qué es un “bajo puntaje” del primer fenotipo, crea-
mos una grilla de umbrales posibles de seleccion U = {0.1,0.2,0.3,0.4,0.5}, con
la idea de investigar los resultados bajo definiciones progresivamente mas laxas.
Llamaremos a cada valor de U un “umbral de seleccion”. La unidad de estos
valores es el cuantil de PRS o qPRS. Los cuantiles fueron calculados para ca-
da fenotipo por separado, con el panel completo de 404 individuos. Para cada
u € U, etiquetamos como “‘seleccionados” a los individuos con qPRS < u y al
resto como “no seleccionados”. Por ejemplo, si u = 0.30, entonces los indivi-
duos con el 30 % de puntajes mas bajos —i.e. con valores de S en los tres primeros
deciles— serian los seleccionados y el 70 % restante serian los no seleccionados.

Calculamos luego el RA de todos los individuos para el segundo fenotipo del
par con la tormula de (2.4) y realizamos un test ¢ de diferencia de medias para ver
si el riesgo absoluto de la segunda enfermedad esta significativamente incremen-
tado en el grupo de seleccionados, que es el grupo de bajo PRS de la primera
enfermedad, con respecto al grupo de no seleccionados. En la seccion A.1.4
mostramos que encontrar esta diferencia implica que el grupo de seleccionados
tiene el riesgo incrementado respecto de la poblacion general.

Como dijimos, consideramos pares ordenados de fenotipos, es decir, las mis-
mas dos enfermedades E; y E5 se testean dos veces: como (Eq, E2) y como
(E2, Eq). Ambas alternativas deben testearse por separado porque la relacion
buscada no es simétrica. La razén de que la relacién no sea simétrica reside en
que la conversién de PRS a R A no es igual para todos los fenotipos, pues depen-
de de la heredabilidad y la prevalencia especificos de cada enfermedad. Por ende,
la distribucién conjunta de (PRS;, RAg) no es la misma que la de (PRS3, RA;).
La diferencia de riesgo medio buscada depende de esa distribucién conjunta.

Como mencionamos anteriormente, basamos el analisis en 142 fenotipos de
enfermedad. Luego, el nimero de pares ordenados de enfermedades diferentes
es 142-141 = 20022. Para cada par, analizamos 5 umbrales posibles de seleccidn,
lo que da un ntimero de total de 20022 - 5 = 100 110 tests realizados. Obsérvese
que consideramos los pares ordenados de fenotips porque nada indica que el test
sea simétrico.

Aplicamos el procedimiento de Benjamini-Hochberg [140] implementado
en el paquete statsmodels de Python para obtener, a partir de los 100110 P
valores de los tests £, el mismo nimero de P valores ajustados por tests multiples.
Llamaremos P,g; (P ajustado) a estos valores:

m

L p.
Fug rank (P)
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donde m es el namero total de tests, rank(P) es el ranking de P, es decir, la
posicion que ocupa cuando se ordenan los P valores de menor a mayor.

Este procedimiento controla la tasa de descubrimientos falsos (FDR) para un
ntimero m de tests independientes o positivamente correlacionados y es menos
conservador que la eleccién de un umbral de Bonferroni en a/m.

Al usar esta correccidn por tests multiples, asumimos que todos los tests son
independientes con excepcion de dos casos. Por un lado, los pares ordenados que
llevan los mismos fenotipos pero en distinto orden, es decir (F;, F;) v (Fj, F)
para cualquier ¢ # j, que asumimos como positivamente correlacionados. Por
otro lado, para cada par ordenado particular, los 5 tests correspondientes a los
cinco umbrales u € U, que también asumimos como positivamente correlacio-
nados.

Finalmente, filtramos los pares ordenados de enfermedades para los que el
test f obtuvo un Pgy < 0.01 con al menos un umbral u € U, lo que indica un
incremento significativo del riesgo absoluto de la segunda enfermedad en los
individuos con bajo PRS de la primera. Cuando el mismo par de enfermedades
tuvo un test significativo con mas de un umbral u, nos quedamos con el umbral
que produjo el menor Pgy.

2.3.8. Autoinmunidad Vcyu

Como dijimos en la introduccion, es sabido que las enfermedades autoinmu-
nes tienen variantes asociadas principalmente en el complejo mayor de histo-
compatibilidad. Con el fin de cuantificar cuinto peso relativo tiene esta regién
gendmica en el puntaje poligénico de cada enfermedad, desarrollamos un indi-
ce de autoinmunidad genética, calculado como la proporcién de la varianza del
PRS que se debe a las variantes del CMH. Lo definimos a continuacién.

Sean {f;}7—, los efectos asociados al alelo alternativo de los n SNPs asocia-
dos a un fenotipo particular. Sean {f;}?; las frecuencias poblacionales de esos
mismos alelos (en nuestro caso, utilizamos frecuencias de la poblacién EUR de
1KG).

Sea G; una variable aleatoria que representa la cantidad de alelos alterna-
tivos presentes en un genoma en el SNP i-ésimo. Asumiendo que los padres
del individuo no estin emparentados, la distribucion de la variable es G; ~
Binom (2, f;), pues el alelo materno y el alelo paterno pueden pensarse como
el resultado de dos muestreos independientes de los alelos presentes en la pobla-
cion, en la que la frecuencia de alelo alternativo es f;.

Suponiendo que los n genotipos {G;}?; son independientes entre si’, la
varianza del PRS para el fenotipo bajo analisis puede calcularse como

var (S) = var ib’iGi
i=1
= ivar (8:G;)
= i,@fvar (G;)
i=1
= z: 287 fi(1— f3) (2.8)

La varianza del PRS debida a variantes del CMH puede calcularse de la
misma manera, limitando la sumatoria a los indices de SNPs que se ubican en
esa region.
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6Este valor puede pensarse como una
instancia particular de la ecuacion (5)
de [141].
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Definimos entonces el indice de autoinmunidad genética, Vompu, como la
proporcion de varianza total del PRS debida a los SNPs del CMH:

var (PRScmn) >jec Qﬂ?fj(l — 1)

var (PRS) 371 287 fi(1 - i)
donde C es el conjunto de indices de los SNPs ubicados en el CMH".

Vemu = € [0, 1] (29)

2.3.9. Poligenicidad Ky g9

Nos interesa cuantificar la poligenicidad de los fenotipos analizados, es de-
cir, cuan diversa es su base genética. Intuitivamente, un fenotipo afectado por
5 SNPs del genoma es poco poligénico, mientras que un fenotipo afectado
por 500 SNPs es muy poligénico. Asi, una medida ingenua de la poligenicidad
podria consistir en contar cuantas variantes genéticas afectan al fenotipo. Mas
formalmente, el criterio consistiria en contar en cuantas variantes se cumple que
‘ﬁ1| > 0.

Sin embargo, una caracteristica del modelo de SBayesR que utilizamos al
correr LDAK es que cientos de miles de variantes genéticas reciben efectos f;
ajustados no nulos, aunque en su mayor parte infimos (en contraste, por ejemplo,
con el modelo lasso, que “desactiva” a la mayoria de las variantes asignandoles
Bi = 0). Por ende, el criterio sencillo de contar variantes con efecto no nulo no
nos sirve.

Queremos ademas que nuestra definicion de poligenicidad tome en cuenta
la diferencia entre las magnitudes de los ;. Intuitivamente, un fenotipo con
100 variantes no nulas de efectos similares es mas poligénico que otro con 100
variantes no nulas, pero en el que las primeras cinco variantes tienen un efecto
mucho mayor al resto.

Llamemos f3(; al efecto de la variante k-ésima si ordenamos a las variantes
segn la magnitud de su efecto. Es decir, |51)| > |B2)| > -+ > |Bmyl, sin es el
namero total de variantes disponibles. Definimos V(y), la proporcion de varianza
del PRS capturada cuando se incluyen nicamente los & SNPs de mayor efecto:

_ var(PRS) S B i (1— )
Vi = 5 (PRS) Y 81— 1) el

donde f(;) es la frecuencia alélica correspondiente al SNP con efecto 3(;). Al
igual que la definicidén de Vemp en (2.9), esta medida es una proporcion de
varianza capturada por un subconjunto de SNPs.

Llamemos ahora K, al nimero minimo de SNPs necesarios para explicar
la proporcién p de varianza total del PRS:

K, = min{k € NT | Vi) > p}

Con esta definicion, calculamos el g g9 de todos los fenotipos como un
resumen de la poligenicidad. El g g9 indica cuintos de los SNPs de mayor
efecto se requieren para capturar el 90 % de la varianza del PRS.

2.3.10. Correlaciones genéticas ya descriptas entre fenotipos

El test ¢ descripto nos permitié centrar la atencién en algunos pares de fe-
notipos que llamaremos “fenotipos anticorrelacionados”. Para estos pares, ob-
tuvimos también la correlacién genética ry del trabajo de [132]. Este valor fue
calculado en base a los mismos summary statistic de GWAS que utilizamos en
este capitulo, con el método de regresion de LD score [77]. Nuestro objetivo es
contrastar los hallazgos de esta tesis, basados en el test ¢ descripto, con hallazgos
previos de correlacidn genética entre enfermedades.
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2.3.11. Simulacién de embriones

Nuestra primera basqueda de fenotipos anticorrelacionados se basé en los
puntajes poligénicos de individuos de la poblacién general. Esto nos permiti6
centrar la atencién en algunos pares de fenotipos. Sin embargo, en el contexto
del PGT-P, los embriones entre los que una pareja puede elegir durante la FIV
tienen en comuan al menos el 50 % de sus genomas. Esto implica, en particular,
que sus puntajes poligénicos seran en media mucho mas parecidos que los de
dos indivuos no relacionados. Por ende, nos interesa también explorar si el in-
cremento de riesgo de enfermedad ocurre al analizar la distribucién de puntajes
de embriones emparentados.

El software ORIGAMI (Offspring Risk Inference through Gamete Simulation)
[81] fue concebido especificamente para analizar la distribucion del riesgo po-
ligénico en embriones de una misma pareja. ORIGAMI permite simular ge-
nomas de embriones a partir de los genotipos parentales. Internamente, utiliza
mapas genéticos para simular de manera realista eventos de recombinacién en
las gametas parentales y ensamblar los genomas haploides resultantes de la re-
combinacién. Luego, simula el genoma del embrién como una combinacién
de dos gametas tomadas al azar. Se resume el proceso en la Figura 2.11.

Archivos VCF con genotipos
Input ‘o
parentales + mapa genético

1 Extracci6n de los genotipos

parentales en fase [ == @ oenmn, ) [ e @ v )
Cromosoma paterno Cromosoma materno
2 Simulacion de los puntos de R 1
entrecruzamiento
—O0——0—
e
3 Recombinacion e | Cx e
a1l oD

Seleccion al azar de una

4 gameta de cada progenitor y
construccion del genoma de la L - J

descendencia

m Archivos PLINK '

Antes de continuar, introduzcamos una notaciéon que facilitara la descripcion
del experimento. Llamaremos Fenotipo, al primer fenotipo de cada uno de los
pares ordenados de fenotipos. Por extension, si hablamos de PR Sy, nos referimos
al puntaje poligénico del Fenotipo, . Anilogamente, Fenotipo, y RAj se refieren
al segundo fenotipo del par y su riesgo absoluto.

El primer paso en la simulacién de embriones fue generar una lista de las
2022 = 40804 parejas posibles del dataset de 404 individuos (donde 202 son
XX y 202 son XY). Luego, para cada par de fenotipos anticorrelacionados,
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Figura 2.11: Resumen del pipeline
implementado por ORIGAMI para
simular genomas de embriones a
partir de genotipos parentales.



Figura 2.12: Simulacion de
50 parejas por decil de PRS;.
Agrupamiento de 100 pare-
jas por quintil para los tests.
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asignamos a cada pareja un qPRS midparental del Fenotipo,, calculado como el
qPRS, promedio de padre y madre. A continuacién, elegimos en cada decil de
PRS; midparental k¥ = 50 parejas al azar (entre todas las parejas posibles en cada
decil, que son mas de 50). Es decir: elegimos 50 parejas con qPRS; midparental
en [0,0.1), 50 parejas con qPRS,; midparental en [0.1,0.2), etc. Esto da un total
de 10k = 500 parejas distribuidas uniformemente en los diez deciles de PRS;,
como se ilustra en la Figura 2.12.

— ™~ m s 0N O o~ [+ 8] ()]
S © © ©o 6 & &8 o S
qPRS
| —— [ ——
50 parejas 50 parejas 50 parejas 50 parejas
decil 1 decil 2 decil 9 decil 10
N — - —
100 parejas 100 parejas
quintil 1 quintil 5
S — —
500 parejas

por Fenotipo,

Luego, para cada pareja, simulamos n = 5 embriones usando ORIGAMI.
Esto produjo 10kn = 2500 embriones simulados por cada Fenotipo,. Dados los
8 Fenotipos, que participan de los 14 pares anticorrelacionados, simulamos un
total de 82500 = 20000 embriones en 8 - 500 = 4 000 parejas formadas in silico.

Finalmente, calculamos para cada embrién el PRS; y el RAs.

2.3.12. Estrategias de seleccion de embriones

Estudiamos tres estrategias posibles de selecciéon de embriones:

1. Eleccién random: entre los 5 embriones disponibles de cada pareja, elegi-
mos uno al azar. Equivale a no usar el PRS como criterio de seleccion.

2. Priorizacién del Bajo Riesgo (PBR): elegimos el embrién de PRS mini-
mo entre los embriones disponibles de cada pareja.

3. Exclusidén del Alto Riesgo (EAR): elegimos un embridn al azar entre los
4 embriones que quedan al excluir el embrién de PRS maximo.

De las dos estrategias que utilizan el PRS, es claro que PBR es la mas agresiva,
en el sentido de que busca reducir lo mas posible el riesgo de enfermedad en
la descendencia, mientras que EAR es mas cauta, pues sélo intenta evitar la
situacion en la que se transfiere por azar el embrién de riesgo maximo.

Por cada par de fenotipos, en cada una de las 500 parejas definidas en funcioén
del PRS;, elegimos tres embriones, uno por cada estrategia. Los llamaremos em-
bribén random, embrion PBR y embrion EAR. Notese que, por azar, el embrion
elegido en estrategias diferentes puede coincidir.
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A continuacidn, analizamos las estrategias PBR y EAR por separado, con-
trastando cada una con la estrategia random. Describimos primero el procedi-
miento para los embriones PBR. Por cada uno de los 14 pares de fenotipos
anticorrelacionados en la poblacion general, agrupamos a las parejas por quintil
de PRS; midparental, es decir, en cinco grupos que dependen del Fenotipo,
y que llamamos @1, ..., Q5. La logica de este agrupamiento es una intuicién
previa de que el problema del riesgo incrementado deberia ser mis grave en los
PRS; bajos, de modo que nos interesa enfocar el test alli y no disminuir el poder
de deteccidén mezclando a esos casos con los de PRSs intermedios. Agrupar por
decil implicaria multiplicar demasiado los tests, de modo que encontramos en el
agrupamiento por quintil un buen balance, aunque también podria haber sido
por cuartil o tal vez por tercil. Nuestra atencion estard puesta, por ende, en el
primer quintil de cada par, i.e. en los “embriones Q1”, que son aquellos cuyos
padres tienen un PRS; midparental en el 20 % mas bajo de la poblacién.

Por cada par de fenotipos y por cada quintil, realizamos un test de rangos
con signo de Wilcoxon, donde comparamos el valor de RA; de los embriones
random y el valor de RAy de los embriones PBR del quintil. El test puede
pensarse como “de muestras apareadas”, pues la serie a la que se le aplica el test
consiste de las diferencias entre el RA5 del embrién PBR y el RA; del embrién
random, calculada dentro de cada familia.

La hipdtesis nula del test es que las diferencias de RA; se reparten con igual
probabilidad por encima y por debajo del cero, es decir, que la estrategia PBR
no implica un aumento del riesgo, lo que esperariamos si los puntajes de riesgo
no estan correlacionados, mientras que la hipdtesis alternativa utilizada es que el
R A3 es mayor en los embriones PBR respecto de los embriones random. Se ilustra
esto en la Figura 2.13. El mismo procedimiento fue utilizado para analizar los
embriones embriones EAR.

§N Familia (1)

i .

ARA, T § Diferencias
W O de RA, en n familias

N
vy

PRS,
ARAZUJ
ARA,

§N
ARAz[n)
Familia (n)
aRA, o f | ’O
L Test de Wilcoxon
PRS

Notese que la decision de seleccionar embriones basindonos en el PRS; se
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Figura 2.13: llustracion de como
se obtienen las diferencias de RA2
que permiten realizar el test de
Wilcoxon.



Figura 2.14: Par “A” de fenotipos
anticorrelacionados en la pobla-
cion general: esclerosis multiple

y artritis reumatoidea. Explicacion
detallada en el cuerpo del texto.
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debe a que asi se propone el PGT-P hoy en algunas clinicas, mientras que la
decision de buscar si hay un incremento de RAy como contrapartida (en lugar
de buscar un incremento de PRS5) se debe a que el riesgo absoluto es un valor de
probabilidad de enfermedad que puede traducirse en consecuencias numéricas
concretas para la poblacidn, a diferencia del PRS, que s6lo nos habla del riesgo
relativo de un individuo pero no de su probabilidad de enfermar.

Para realizar el test de Wilcoxon utilizamos la implementacion del paquete
scipy, en Python. El nimero total de tests dadas 2 estrategias de seleccion, 5
quintiles y 14 pares de fenotipos es de 2 - 5 - 14 = 140. Los P valores de esta
segunda ronda de tests fueron corregidos para controlar el FDR con el método
de Benjamini-Hochberg antes citado.

La decisién de utilizar el test de Wilcoxon (en lugar del test ¢ de diferencia
de medias) nos permite no asumir ninguna distribucién en los riesgos absolutos
comparados, pues nada indica que el valor del RA correspondiente al embrién
de min (PRS;) o al embrién EAR se distribuya normalmente.

2.4. Resultados

2.4.1. Enfermedades con riesgo anticorrelacionado

Encontramos 14 pares ordenados de enfermedades en los que los individuos
con bajo riesgo de una enfermedad tienen riesgo significativamente incremen-
tado de otra enfermedad (FDR, nivel de significancia o = 0.01).

Por comodidad, llamaremos de aqui en adelante a los 14 pares de este primer
hallazgo como los “pares anticorrelacionados” y a su relacién como “anticorre-
lacién”. Recuérdese, sin embargo, que el hallazgo se basa en el incremento
de riesgo medio detectado con un test ¢, es decir, no se trata de un analisis de
correlacién genética como los de la regresion de LD score usuales en la literatura.

Este primer anilisis fue realizado en la poblacién general de ancestria euro-
pea, representada por el dataset IKGP-EUR de 404 individuos.

La lista completa de los pares anticorrelacionados se presenta en la Tabla 2.1,
con el P valor del test ¢ y su ajuste por FDR (P,q). Para cada par, se lista tni-
camente el umbral u que produjo la mayor diferencia de riesgos absolutos, es
decir, el umbral con el que el resultado es mas grave en términos de incremento
del riesgo, de los cinco umbrales analizados (u € {0.1,0.2,0.3,0.4,0.5}).

Asignamos a cada par significativo una letra {A, ..., N}, con la que nos
referimos al par en figuras subsiguientes.

En la Figura 2.14 tomamos como ejemplo el par con la anticorrelacion
mas significativa, artritis reumatoidea y esclerosis multiple. El resto de los pares
se grafican en las Figuras 2.15 a 2.27. Como antes, el subindice 1 refiere a la
primera enfermedad del par, en base a cuyo puntaje poligenico (PRS;) se realiza
la seleccidn, mientras que el subindice 2 refiere a la segunda enfermedad del par,
en la que el riesgo absoluto (RAg) se ve incrementado.
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Artritis reumatoidea t-test P =5.83e-12
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Fenotipo 1 Fenotipo 2 U P Phagj
A Artritis reumatoidea Esclerosis multiple 0.5 5.8e-12 5.8e-07
B  Celiaquia Espondilitis anquiliosante 0.4 1.9e-10  6.2e-06
C  Artritis reumatoidea Celiaquia 0.4 2.5e-10 6.2e-06
D  Hipertiroidismo Psoriasis 0.1 1.0e-08 0.0001
E  Sarcoidosis Espondilitis anquiliosante 0.3  6.8e-08 0.0005
F  Esclerosis multiple Artritis reumatoidea 0.3 9.8e-08 0.0006
G  Hipertiroidismo Espondilitis anquiliosante 0.4 1.2e-07  0.0007
H  Addison Espondilitis anquiliosante 0.1  4.4e-07 0.0020
| Esclerosis multiple Espondilitis anquiliosante 0.4 5.3e-07 0.0023
J  Espondilitis anquiliosante  Celiaquia 0.5 6.6e-07 0.0027
K  Celiaquia Artritis reumatoidea 0.5 1.2e-06 0.0043
L  Sarcoidosis Psoriasis 0.1 3.2e-06 0.0089
M  Celiaquia Psoriasis 0.1 3.6e-06 0.0096
N  Psoriasis Hipertiroidismo 0.4 3.7e-06 0.0096
Addison Psoriasis 0.2 4.1e-06 0.0105
Espondilitis anquiliosante  Esclerosis multiple 0.4 4.6e-06 0.0112
Artritis reumatoidea Sarcoidosis 0.2 2.1e-05 0.0404
Celiaquia Rosacea 0.5 2.1e-05 0.0404

Tabla 2.1: Pares anticorrelacionados en poblacién europea del dataset 1KGP-EUR (404 indivi-
duos). La linea horizontal deja arriba a los pares que cumplen P,q < 0.01, con el umbral de
seleccién u indicado. Debajo de la linea, pares adicionales que cumplen P.g < 0.05.

En I de la Figura 2.14 se observa la distribucién conjunta de los PRSs
de ambas enfermedades, es decir, PRS; vs. PRSs. El umbral u (en este caso
u = 0.50) se muestra como una linea punteada vertical, que deja a la izquier-
da al (100 - u) % = 50% de los individuos con menor riesgo poligénico, que
en este contexto llamamos “individuos seleccionados” y coloreamos en azul.
En unidades del PRS;, este umbral es el cuantil 0.50 o percentil 50, anotado
en el eje X como P(50). A la derecha del umbral quedan los individuos “no
seleccionados”, en gris. Los histogramas marginales dan cuenta de la distribu-
cién aproximadamente simétrica de cada PRS. En los PRSs de celiaquia y de
psoriasis, sin embargo, se observa cierta asimetria (véase la Figura 2.26).

En I se grafica la relacion entre el cuantil de PRS; (denominado qPRS,) y el
riesgo absoluto de la enfermedad correlacionada, RAs. La linea punteada equi-
vale a la linea punteada del primer grafico, en el umbral que deja a la izquierda
al 50% de los individuos. Se anade una regresion polinémica de orden 2 para
facilitar la visualizacién de la tendencia de la nube de puntos, pero ndtese que
el hallazgo no depende de dicha regresiéon. Una inspeccidén visual ya evidencia
que el riesgo absoluto parece incrementado en los individuos seleccionados.

El riesgo absoluto o RAs es la medida cuyo incremento nos interesa de-
tectar. El método de deteccion se ilustra en III, donde se describe el riesgo en
los individuos seleccionados y en los no seleccionados con boxplots separados,
haciendo mas evidente lo que ya se observaba en el grafico previo. Se muestra
ademas el P valor del test ¢ de diferencia de riesgo medio entre ellos. El punto
blanco en cada boxplot es la media que se compara en el test f.

Adicionalmente, para cada uno de los 14 pares de nuestro hallazgo, listamos
en la seccién A.1.5 el valor de correlacién genética r, calculado con una re-
gresion de LD score, tomadas del trabajo de [132]. Noétese que nuestro hallazgo,
basado en el riesgo aumentado en individuos del dataset IKGP-EUR, contras-
ta con las correlaciones genéticas no significativas derivadas de la regresion LD
score.
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Figura 2.25: Par L: Sar-
coidosis vs. Psoriasis.

Figura 2.26: Par M: Ce-
liaquia vs. Psoriasis.

Figura 2.27: Par M: Hiper-

tiroidismo vs. Psoriasis.
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2.4.2. Analisis de los fenotipos involucrados en
anticorrelaciones

En los 14 pares descriptos, hay algunas enfermedades que se repiten —por
ejemplo, la espondilitis anquilosante participa en seis pares. Observamos un total
de 8 fenotipos tnicos en las anticorrelaciones, enumerados en la Tabla 2.2 junto
a algunas métricas que seran discutidas en las secciones siguientes.

Fenotipo Codigo Poligenicidad  Autoinmunidad Prevalencia(%) Heredabilidad

UK Biobank Ko.90 Vowm 100 - K h?

1 Espondilitis anquliosante  20002_1313 22 0.79 0.29 0.14
2 Artritis reumatoidea 20002_1464 5802 0.69 1.1 0.06
3  Esclerosis multiple 20002_1261 39 0.60 0.37 0.03
4 Hipertiroidismo 20002_1225 25 0.38 0.76 0.12
5 Addison 20002_1234 420 0.26 0.04 0.25
6  Sarcoidosis 20002_1371 57 0.1 0.20 0.17
7  Psoriasis 20002_1453 78 0.04 1.16 0.11
8 Celiaquia 20002_1456 600 0.02 0.44 0.26

Tabla 2.2: Detalle de los ocho fenotipos involucrados en anticorrelaciones significativas en po-
blacién general.
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Poligenicidad

En la Figura 2.28 se ilustra el método utilizado para hallar el valor Ky g ,
nuestra medida de poligenicidad. El grafico muestra la proporcién de varianza
capturada a medida que se incluye un nimero creciente de SNPs en un puntaje,
con una trayectoria por cada uno de los puntajes. Esta proporcion de varianza es
el Vi), representado en el eje Y del grifico, a medida que el nimero k de SNPs
aumenta en el eje X. Se resaltan en azul los ocho fenotipos implicados en el
primer resultado, mientras que el resto se ilustra en gris. El Ky g9, representado
con puntos azules o grises, corresponde al primer k de cada trayectoria que llega
a V) > 0.90. Cuanto menor es este valor, menos poligénica es una enfermedad.

La espondilitis anquilosante, por ejemplo, es el fenotipo de menor polige-
nicidad entre los anticorrelacionados, pues con sélo 22 SNPs se captura el 90 %
de la varianza de su PRS. Le sigue el hipertiroidismo, con 25 SNPs.

En la Figura 2.29 se ve que cinco de los ocho fenotipos del primer hallazgo
tienen una poligenicidad relativamente baja, con valores de Ky g9 < 100. Notese
que la mayoria de las enfermedades del dataset UKB-GWAS tienen valores de
Ko.90 > 10° (esto se ve en la mayor barra horizontal mayor del histograma
marginal). Por ende, nuestro hallazgo de anticorrelaciones se basa en fenotipos
de poligenicidad mayoritariamente baja, algo atipicos en el dataset, con la artritis
reumatoidea como la enfermedad mas poligénica (Ky.g0 = 5 802 SNPs).
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Figura 2.28: Eje x: nimero k de
SNPs. Eje y: proporcion V) de
varianza del PRS explicada por
los k SNPs de mayor magnitud
de efecto en cada fenotipo. Se
resaltan en azul las series de
los fenotipos involucrados en
anticorrelaciones. Los circulos
marcan el valor de KCo.90 de los
fenotipos de poligenicidad menor
a 100.

Figura 2.29: Distribucion de po-
ligenicidad en los 142 fenotipos
del dataset. Se destacan en azul
los ocho fenotipos involucrados
en anticorrelaciones. lzquierda:
Los 142 fenotipos ordenados
por ranking de poligenicidad (eje
X). Derecha: Histograma de los
valores de poligenicidad.



Figura 2.30: Distribucion de
autoinmunidad genética en los
142 fenotipos del dataset. Se
destacan en azul los ocho fe-
notipos involucrados en antico-
rrelaciones. lzquierda: Los 142
fenotipos ordenados por autoin-
munidad. Derecha: Histograma
de los valores de autoinmunidad.

Figura 2.31: Distribucién de pre-
valencia en los 142 fenotipos del
dataset. Se destacan en azul los
ocho fenotipos involucrados en
anticorrelaciones. lzquierda: Los
142 fenotipos ordenados por pre-
valencia. Derecha: Histograma
de los valores de prevalencia.
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Autoinmunidad genética

En la Figura 2.30 se grafica autoinmunidad genética medida como Vemu,
la proporcidén de varianza del PRS explicada por los SNPs del complejo mayor
de histocompatibilidad. Puede apreciarse que los ocho fenotipos anticorrelacio-
nados tienen valores de Vomp excepcionalmente altos en relacion al resto del
dataset. Mientras que en la mayoria de los fenotipos los SNPs del CMH expli-
can menos del 1% de la varianza (valores de Vemp < 1072 en el grifico), en
seis de los ocho fenotipos involucrados en anticorrelaciones este valor supera el
10 %, con el caso extremo de la espondilitis anquilosante en 80 %. La psoriasis y
la celiaquia tienen valores mas pequenos (2% y 4 % respectivamente), pero que
también son altos en el contexto del dataset completo.

0 50 100 0 50
rank( Yemn ) # Fenotipos

Prevalencia

En la Figura 2.31 se grafica la prevalencia de cada enfermedad en la pobla-
cidén europea, estimada en base a los individuos de UK Biobank [135]. Puede
observarse que las prevalencias se encuentran principalmente entre un enfermo
cada cien y un enfermo cada mil individuos. En este aspecto los fenotipos en
anticorrelaciones tienen valores tipicos, con la Ginica de excepcién de la enfer-
medad de Addison, de prevalencia muy baja: estd presente sélo en 4 de cada
10 000 individuos.
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Heredabilidad

En la Figura 2.32 se grafica la heredabilidad de SNPs en la escala de Ia
propension de los fenotipos, estimada por [135] al igual que la prevalencia. Ob-
servamos también aqui que los valores de A2 en los ocho fenotipos del hallazgo
son tipicos en el dataset de UKB-GWAS, con la mayoria ubicado por debajo
debajo de 0.20. La celiaquia se destaca como el fenotipo de mayor heredabilidad
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entre ellos, con hg = 0.264, pero no se trata de un valor extremo. La esclero-

sis maltiple, con A2 = 0.028 es el fenotipo menos heredable de los ocho, pero
tampoco es un valor extremo. Esto puede notarse en el ranking (eje X): el pri-
mer punto azul, correspondiente a la esclerosis multiple, estd en el puesto 19 de
142, es decir que tiene una heredabilidad mayor al 13 % de los fenotipos menos
heredables del dataset.
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2.4.3. Otras anticorrelaciones sugeridas

Las 14 anticorrelaciones encontradas no estin “aisladas”, sino que, como
mencionamos, comparten fenotipos. Por ejemplo, la artritis reumatoidea se an-
ticorrelaciona con la esclerosis multiple y también con la celiaquia. Estos dos
hallazgos sugieren, por ejemplo, que la celiaquia y la esclerosis maltiple no de-
berfan anticorrelacionarse entre si. Se pueden hacer inferencias similares con los
otros pares, siguiendo la misma logica.

Para entender si este tipo de inferencia es correcta, realizamos el siguiente
procedimiento. Partimos del fenotipo mas repetido, la espondilitis, y lo ubica-
mos “a un lado” —digamos, en el grupo 1. Todas las enfermedades anticorrela-
cionadas con la espondilitis se ubican “del otro lado” —digamos, en el grupo II.
Continuamos con los demas pares, evaluando si es posible mantener una dis-
tribucién en dos grupos, con las anticorrelaciones siempre entre fenotipos de
grupo distinto. La intuicién se cumple: las anticorrelaciones encontradas pa-
recen describir naturalmente dos grupos, donde las enfermedades del mismo
grupo no se correlacionan negativamente entre si.

Esta idea es mas clara al ilustrarla como un grafo dirigido, como hacemos en
la Figura 2.33. Cada nodo es un fenotipo y cada flecha es una anticorrelacion,
apuntando en direccion a la segunda enfermedad del par. Las 14 anticorrela-
ciones significativas con o = 0.01 se dibujan como flechas azules. Las flechas
bidireccionales (e.g. entre artritis reumatoidea y esclerosis mutliple) indican que
la anticorrelacion fue significativa en ambas direcciones.

Dada la disposicidn natural en dos grupos sugerida por los hallazgos, faltarian
otras anticorrelaciones inter-grupo para completar el cuadro. Fuimos a buscarlas
directamente a la lista de 20 022 pares analizados y descubrimos algunas de ellas
tienen los P valores que siguen tras el umbral de significancia trazado. En la
Tabla 2.1 se listan bajo la linea, como pares no significativos cuando el nivel
de significancia es o« = 0.01, pero que serian significativos con « = 0.05. Estas
anticorrelaciones adicionales, sugeridas por los datos pero no significativas con
el a elegido, se representan con tres flechas color naranja en la Figura 2.33.

2.4.4. Estrategias de seleccion en embriones

El hallazgo de los 14 pares anticorrelacionados, como vimos, se basa en 404
individuos no relacionados entre si, del dataset IKGP-EUR. En 9 de esos pa-
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Figura 2.32: Distribucion de he-
redabilidad en los 142 fenotipos
del dataset. Se destacan en azul
los ocho fenotipos involucrados
en anticorrelaciones. lzquierda:
Los 142 fenotipos ordenados
por heredabilidad. Derecha:
Histograma de los valores de
heredabilidad.



Figura 2.33: Grafo dirigido de las
anticorrelaciones encontradas.
En azul, relaciones significati-
vas con « = 0.01. En naran-
ja, relaciones adicionales que
cumplen 0.05 > P,q > 0.01.
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res de enfermedades, hallamos también que en familias de PRS; midparental
bajo (particularmente, las familias de lo que llamamos quintil @), la eleccion
del embrién que minimiza el PRS; (estrategia PBR) tiene por consecuencia
un aumento significativo del riesgo absoluto (RA3) en los embriones elegidos,
cuando se los contrasta con embriones elegidos al azar en las mismas familias. Es
decir, si una pareja de individuos con PRS promedio bajo elige a su embrién
de menor riesgo poligénico, tiene probabilidades incrementadas de que el em-
brién elegido desarrolle otra enfermedad. El hallazgo es significativo tras una
correccion FDR con nivel de significancia o = 0.01.

En 6 de estos pares de enfermedades, el incremento resultd significativo con
la estrategia PBR también al considerar familias del quintil @2, es decir, padres
con PRS de valor bajo a intermedio. En 3 pares, el resultado es significativo
hasta el quintil @3, en familias de PRS intermedio. En el resto de los quintiles,
los resultados fueron mayoritariamente no significativos: no hubo aumentos del
riesgo respecto de los embriones elegidos al azar.

Por otro lado, en ningan caso hubo incremento significativo del riesgo al
usar la estrategia EAR, que se limita a excluir al embrién de maximo riesgo.

En la Figura 2.34 se resume el resultado de los 70 tests de la estrategia PBR
(5 quintiles en 14 pares de fenotipos). El hallazgo principal se observa en los
tests correspondientes al quintil ¢); (la primera columna del heatmap). Se inclu-
yen los valores de incremento promedio del riesgo absoluto en los embriones
PBR respecto de los embriones random, expresados como puntos porcentuales
(100 - IRA3). Este nimero se muestra sdlo en los casos en los que rechazamos
la hipétesis nula del test de Wilcoxon con un P,y < 0.01, es decir, en los ca-
sos significativos tras correccion por FDR. En la Figura A.6 y Figura A.7 del
Apéndice se muestran los P valores de los tests correspondientes.

El mayor valor de incremento de riesgo absoluto o IR Aj se observa en el par
anticorrelacionado L, de sarcoidosis y psoriasis. Aqui, 100-IR Ag = 0.43 significa
que hay un aumento promedio de un poco menos de medio punto porcentual
en los embriones seleccionados. El resto de los valores se reparten entre 0.09 y
0.34 puntos porcentuales de incremento, es decir, de riesgo adicional con respecto
al riesgo de los embriones elegidos al azar en las familias correspondientes. En
esta escala, IRAy = 0 significa riesgo equivalente a no utilizar el PRS para
seleccionar embriones.

Enla Figura 2.35 se resaltan los subgrupos de embriones de los que depende

94



2.4. Resultados 95

A 0.09 0.05 0.03
0.40
c 0.35
E 0.20 0.30
: 02:
F . 0.23
= 025 &
2 G 0.22 0.10 <
[ .
o H 0.17 0.10 - 0209
o o
— I —
e - 015
J 0.10 0.14 0.09 0.07 :
K 0.24 | 010
L 0.43
M - 0.05
N
- 0.00
Q1 Q2 Q3 Q4 Qs

Quintil de PRS; midparental

cada test. El panorama general de los 2500 embriones simulados esta dado por
la nube gris de puntos de fondo. En cada fila, se resalta con naranja a los em-
briones disponibles para la seleccion en las familias del quintil correspondiente
(@1,...,Q5) de PRS midparental.

Luego, se resalta en azul el conjunto de embriones seleccionados con alguna
de las estrategias: PBR en la primera columna, EAR en la segunda, random en la
tercera. Asi, por ejemplo, en el grafico de arriba a la izquierda se ve que al utilizar
la estrategia de minimizacién del riesgo (PBR), los embriones seleccionados
(azul) estin mas a la izquierda que el resto de los disponibles para la seleccién
(naranja), pues dentro de cada familia son los que tienen el PRS minimo.

Como ilustramos en la Figura 2.13, la reduccion del PRS significa despla-
zarse a la izquierda en el eje X y conlleva un incremento del riesgo absoluto
de la segunda enfermedad del par. En cada grafico de la Figura 2.35 puede
compararse el riesgo absoluto promedio de los embriones seleccionados (linea
azul horizontal) con el riesgo absoluto promedio de los embriones random (linea
negra horizontal). Cuanto mas se separan estas lineas, mayor es el incremento
de riesgo en los embriones seleccionados con respecto a los embriones elegidos
al azar. Se resalta con linea roja punteada a los casos significativos segin el test
de Wilcoxon.

En la secciénA.2 se muestra el mismo grafico para el resto de los pares de
fenotipos.

En la Figura 2.30 se muestra el nimero necesario para hacer dafio, NNHo,
correspondiente a los valores de IRA; (incremento de riesgo absoluto) de los
tests significativos del primer quintil, siempre considerando la estrategia PBR.
Como vemos, el nimero de embriones que deben ser seleccionados con la es-
trategia PBR para que ocurran enfermedades adicionales no es muy alto para
las parejas en el quintil @q: entre 200 y 1250, segtn el par de fenotipos. Re-
cordemos que este nimero corresponde a la cantidad de parejas en las que la
estrategia PBR debe aplicarse para obtener un “nuevo enfermo”, no al nimero
de embriones de FIV en una pareja particular.

Notese que los nimeros de NNH;, ilustrados describen el problema cuando
nos enfocamos en las parejas de PRS midparental en el primer quintil pobla-
cional, Q1. Sin embargo, como se explica en la seccidon A.1.6, sdlo el 8% de
las parejas posibles de la poblacion tienen puntajes midparentales en ese quintil.
Por ende, si nos interesa conocer la cantidad de parejas de la poblacién general (y
no sblo de Q1) que deben aplicar la estrategia PBR para que ocurra un evento

95

Figura 2.34: Por cada par de
fenotipos (eje Y) y quintil de
PRS midparental (eje X), se
grafica la diferencia de RA
medio en 50 familias entre

los embriones PBR y los em-
briones random. Se muestran
Unicamente los valores de IRA
donde el test de Wilcoxon fue
significativo tras una correccion
por FDR.



Figura 2.35: Par de fenotipos A:
esclerosis multiple y artritis reuma-
toidea. Se muestran en azul los
embriones seleccionados en cada
quintil de PRS midparental, segin
la estrategia, en naranja todos los
embriones de familias en el quintil,
y en gris el resto de los embriones.
Explicacién detallada en el cuerpo
del texto. PBR: priorizacion del ba-
jo riesgo, EAR: exclusion del alto
riesgo, random: eleccion de un em-
brion al azar, RA: riesgo absoluto.
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IRA2
adicional de enfermedad, tenemos que incrementar los NNHy con un factor
de 100/s, Estos valores se muestran en la Tabla 2.3, junto a los incrementos de
riesgo asociados y el P valor de cada test de Wilcoxon.
Fenotipo 1 Fenotipo 2 P Phagj IRA NNHz2 en Q1 NNH2 poblacional
L  Sarcoidosis Psoriasis 6.73e-05 1.05e-03 0.0043 231 2887
F  Esclerosis multiple Artritis reumatoidea 1.19e-05 3.33e-04 0.0034 291 3637
D Hipertiroidismo Psoriasis 3.13e-04 3.13e-03 0.0032 312 3900
B Celiaquia Espondilitis anquiliosante  2.52e-10  3.52e-08  0.0027 367 4587
G  Hipertiroidismo Espondilitis anquiliosante  2.57e-09  1.80e-07  0.0022 447 5587
E  Sarcoidosis Espondilitis anquiliosante  1.85e-05 3.70e-04  0.0020 511 6387
H  Addison Espondilitis anquiliosante  2.94e-06 1.37e-04 0.0017 576 7200
J  Espondilitis anquiliosante  Celiaquia 5.01e-04 4.39e-03 0.0010 989 12362
A Artritis reumatoidea Esclerosis multiple 2.00e-04 2.34e-03 0.0009 1129 14112

Tabla 2.3: Pares con test de Wilcoxon significativo al utilizar la estrategia PBR en parejas del
quintil @1 de PRS midparental. En la tercera columna se muestra el P valor del test y en la
cuarta el P ajustado por FDR. IRA: incremento de riesgo absoluto, NNH es el nimero necesario
para hacer dafo.

2.5. Discusion

En este capitulo nos propusimos entender si el fenémeno comun de la pleio-
tropia en el genoma humano vy, en particular, la anticorrelacion entre el com-
ponente genético de fenotipos complejos, presenta un problema para la prictica
del PGT-P. Partimos de la idea de que la pleiotropia es tan comin en el geno-
ma de nuestra especie que, en consecuencia, los puntajes poligénicos estarian
interrelacionados de tal manera que seria dificil realizar una seleccion segura de
embriones basada en ellos.

En la primera parte del experimento, buscamos enfermedades en las que al
seleccionar individuos de bajo PRS de una enfermedad, el grupo seleccionado
tuviera riesgo incrementado significativamente de otra enfermedad. Encontra-
mos 14 pares de enfermedades en los que esto ocurre, basindonos en el dataset
1KGP-EUR de 404 individuos no relacionados entre si.

Este primer hallazgo nos permitié centrar la atencién en un conjunto muy
reducido de enfermedades autoinmunes. Sin embargo, no es seguro que el resul-
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tado basado en individuos no emparentados se aplique al escenario del PGT-P,
pues durante la fertilizacidn in vitro la seleccidn se realiza entre embriones de una
misma pareja, que comparten en media el 50 % de su genoma y por ende tienen
mucha menos variabilidad genética que los individuos de la poblacion general.
Es decir, en los embriones hay un rango de PRS menor para seleccionar.

Asi pues, en la segunda parte del experimento, formamos —para cada enfer-
medad de los pares anticorrelacionados— 500 parejas que cubrieran en conjunto
el rango completo del PRS. Luego, simulamos 5 embriones por pareja, una can-
tidad estandar de embriones de PGT-A en la actualidad. Finalmente, realizamos
un procedimiento de seleccion de un embridn para transferencia en cada pareja,
con tres estrategias posibles a comparar.

Sibien 5 embriones es un ntimero estandar en PGT-A, a futuro el niimero de
embriones disponibles para PGT-P podria ser mayor, por ejemplo 10 embriones
por pareja, dado que los pacientes de esta técnica no se limitarian a parejas con
problemas de fertilidad. En este caso, creemos que los resultados serian similares
a los presentados aqui o tal vez mis pronunciados, pues con mas embriones
para elegir, habrd menos probabilidad de que el embrién random coincida con
el embrién de PRS minimo.

Tras simular las diferentes estrategias de seleccion, observamos que en 9 pares
de enfermedades (de los 14 antes descriptos), elegir el embriéon de PRS mini-
mo entre los 5 disponibles produce un incremento inesperado en otro riesgo,
cuando se lo compara con elegir un embrién al azar, sin considerar el PRS.
El problema se limita, mayormente, a las parejas de PRS midparental bajo, es
decir, parejas donde alguno de los padres o ambos tienen un PRS; bajo. Una
explicacidn posible de esto es la evidente relacidon no lineal entre PRS; y RAo,
que puede observarse en las regresiones graficadas en el segundo grafico de las
Figuras 2.14 a 2.27. En casi todos los casos, los primeros deciles de PRS; estan
asociados a un incremento mas pronunciado del riesgo absoluto. Para valores
intermedios y altos de PRS;, la pendiente de la regresiéon decrece. Entre los
individuos de puntajes poligénicos bajos se observan, incluso, numerosos outliers
de riesgo mucho mayor a la media.

Denominamos aqui como “anticorrelacién” el fenémeno donde los em-
briones de PRS minimo tienen riesgo incrementado de otra enfermedad. Co-
mo vimos, en algunos casos la anticorrelacion afecta a los embriones de parejas
de PRS midparental intermedio, en los quintiles Q2 y Q3. Esto implica que el
problema no se limita a los extremos de la distribucién de PRS.

Por otro lado, también vimos que la anticorrelacién no se observa si la estra-
tegia se limita a excluir al embridén de maximo PRS. En estos casos, la seleccién
de un embridn al azar entre n — 1 en lugar de entre n embriones disponibles
—que en nuestra simulacién implica elegir uno entre cuatro en lugar de uno
entre cinco— no modifica sustancialmente el riesgo de las enfermedades corre-
lacionadas.

Recordemos que en los pares ordenados que hallamos, algunas enfermeda-
des se repiten: por ejemplo, la espondilitis anquilosante participa en mas de una
correlacion. Por ende, nuestro hallazgo de 9 pares anticorrelacionados en em-
briones implica que hay 6 enfermedades (seis Fenotipos; en nuestros términos)
en base a las que la seleccidon de embriones de bajo PRS deberia realizarse con
cautela. Estas enfermedades son: sarcoidosis, esclerosis multiple, hipertiroidismo,
celiaquia, enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante y artritis reumatoi-
dea. Si existiera un interés en seleccionar embriones de bajo riesgo de alguna de
ellas, una estrategia agresiva de minimizacion del riesgo podria tener el resul-
tado negativo de aumentar el riesgo de otras enfermedades. Por otro lado, una
estrategia menos agresiva que se limite a excluir el embrién de maximo riesgo
no tendria ese resultado negativo. Sin embargo, esta Gltima estrategia lograra
una reducciéon menor del riesgo poligénico de la enfermedad en base a la que
se realiza la seleccidn.
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El incremento de riesgo que describimos no es necesariamente grande para
una pareja particular. Los incrementos de riesgo absoluto (IR As) que calculamos
son menores a un punto porcentual. Por ejemplo, el embridn seleccionado con
PRS minimo de sarcoidosis tendria, en media, alrededor de medio punto por-
centual extra de riesgo de psoriasis (IRAy = 0.0043 en la primera fila de la
Tabla 2.3). Visto de otro modo, entre 200 embriones de estas caracteristicas,
s6lo uno tendria psoriasis a lo largo de su vida, por haber sido seleccionado por
PRS minimo de sarcoidosis. A nivel individual, este nimero puede no parecer
preocupante.

Desde una perspectiva poblacional y epidemioldgica, sin embargo, ese ni-
mero no es despreciable. Dijimos que el nimero necesario para hacer dafio o
NNH es una medida de cuintos tratamientos son necesarios para producir nue-
vos enfermos. Como vimos en la Tabla 2.3, el namero de parejas que deben
someterse a una seleccion basada en PRS no es alto a nivel poblacional, cuando
se considera que las técnicas de PGT son utilizadas en miles de parejas por aflo.
Si el PGT-P se populariza, ademas, como un método que no se limita a parejas
con problemas de fertilidad, el nimero de tratamientos podria crecer mucho
mis. Asi pues, si un IRA de medio punto porcentual equivale a un NNH de
alrededor de 200 tratamientos necesarios para generar nuevos casos de enfer-
medad, este namero es bajo (es decir, preocupante) si se piensa en términos
poblacionales. Los otros NNH de la tabla citada estin en el orden de 100 a
1000, de modo que la misma conclusidn se aplica.

Sin embargo, estas conclusiones no implican que el programa del PGT-P
sea inviable. Las conclusiones expuestas se basan en el escenario de seleccidon
de embriones basada en un PRS y “a ciegas” respecto de los otros puntajes.
Conociendo la existencia de las anticorrelaciones descriptas aqui, lo mas reco-
mendable serfa simplemente calcular ambos puntajes de cada par y seleccionar
los embriones que minimicen ambos riesgos combinados. En esta direccidn,
desarrollos como el de [118] podrian ser el camino a seguir: un index score por
embrién que pondere los riesgos de diferentes enfermedades con el impacto
que cada una de ellas tiene en la expectativa o en la calidad de vida. Un puntaje
de ese tipo, que resuma los diferentes frade offs dados por la arquitectura gené-
tica, permitiria evitar las consecuencias negativas antes mencionadas. Mas aun,
consideramos que siempre sera preferible conocer estos trade offs mediante un
PGT-P antes que realizar una seleccion al azar.

Estamos al tanto de al menos dos menciones de la pleiotropia como posible
impedimento en la seleccion de embriones por PRS: [10] y [11]. En esos trabajos
la pleiotropia no es analizada, sino que es mencionada al pasar como un problema
posible que se suma a multiples otros problemas y que en conjunto deberian
alejarnos del programa del PGT-P. Asimismo, en el origen de esta tesis nos
preguntamos si la pleiotropia en el genoma humano, un fenémeno conocido
y descripto en multiples ocasiones, volveria impracticable al PGT-P.

Sin embargo, creemos que nuestro hallazgo —y también lo que 7o hallamos—
puede sugerir una interpretacién contraria. Como vimos, los fenotipos invo-
lucrados en las anticorrelaciones descriptas comparten dos caracteristicas: baja
poligenicidad y concentracion de efectos en una region gendmica acotada, el
CMH. Es decir, en el panorama de las enfermedades complejas, los resultados
aqui expuestos parecieran sugerir que el problema de la correlacidén negativa
como impedimento del PGT-P es un fenémeno marginal, circunscripto a un
namero pequeno de fenotipos particulares. Este resultado contradice, al menos
en el frente de la pleiotropia, el horizonte catastrofico que postulan algunos
oponentes del PGT-P.

El hecho de que los fenotipos involucrados en anticorrelaciones correspon-
dan a fenotipos de baja poligenicidad merece especial atencién y consideramos
que no es casual. Es posible que la baja poligenicidad sea lo que posibilita las an-
ticorrelaciones descriptas, puesto que la posesion de unos pocos alelos de efecto
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relativo muy grande puede determinar casi completamente la posicién de un
individuo en la distribucién poblacional de PRS. Si esos alelos de efecto gran-
de en el riesgo de una enfermedad tienen, en simultineo, un efecto profector
muy grande para otra enfermedad, entonces el hecho de que un individuo ten-
ga muy bajo riesgo de un fenotipo y muy alto riesgo del otro depende de una
combinacién particular de pocos SNPs y, por ende, no demasiado improba-
ble. En fenotipos mas poligénicos, esta combinacién simultineamente extrema
(muy bajo PRS;, muy alto PRSs) seria menos probable, pues dependeria de un
mayor numero de SNPs. En este sentido, no parece casual que la espondilitis
anquilosante se lleve la mayoria de las anticorrelaciones: es la enfermedad de
mayor autoinmunidad (Vempu) y menor poligenicidad (Kg.g0) de todo el data-
set. Se trata de un riesgo genético que con pocos SNPs del CMH se “activa”
o “desactiva”. Otro hecho que merece consideracién es que los fenotipos sean
enfermedades autoinmunes, con base genética en el CMH. Aqui, los hallazgos
son consistentes con la hipotesis de pleiotropia modular [129].

Sin embargo, hay que tener cuidado con las conclusiones que conciernen
a fenotipos de baja poligenicidad, porque cuanto mas nos alejamos del modelo
infinitesimal, el modelo aditivo y de propensién resulta menos adecuado [139].
En este punto cabe enfatizar que los fenotipos analizados tienen valores de Ko g0
en general mayores a 40 SNPs y con 22 SNPs en el caso menos poligénico.
Consideramos que el modelo de propensiéon no es inadecuado, pero si ha de
tomarse con mis cuidado, pues estamos acaso en la frontera de su aplicabilidad.

Otro dato llamativo fue el contraste entre los hallazgos de la primera parte
del capitulo (los 14 pares anticorrelacionados en poblacion general) y los valores
no significativos de correlacién genética (ry) para esos mismos pares tomados
de [132]. Nuestro hallazgo, cabe recordar, no es una medida de correlacion ge-
nética, sino algo mucho mas especifico: la existencia de un umbral de seleccién
de individuos de bajo PRS que tiene por consecuencia un incremento del riesgo
absoluto de una segunda enfermedad en el grupo seleccionado. Enfatizamos que
el 4 estima una correlacién entre entre PRSs, mientras que nosotros analizamos
una relacién entre PRS y probabilidad de enfermar. Ademis, la estimaciéon de
T4 se basa en los summary statistics de dos GWAS, mientras que nuestro hallazgo
se basa en puntajes poligénicos calculados para genomas especificos (reales en el
primer hallazgo, simulados en el segundo). Estos elementos podrian explicar la
diferencia.

Como mencionamos, los valores de heredabilidad de SNPs y prevalencia fue-
ron tomados de estimaciones realizadas por el laboratorio de Benjamin Neale
[135] en base a la poblacidén de UK Biobank. Este biobanco captura un sub-
conjunto de britanicos sesgado hacia individuos de un rango etario particular y,
en particular, mds saludables que el promedio. Esto implica que los K utilizados
para el calculo de RA podrian ser ligeramente bajos.

Mas aun, es probable que tanto los h2 como los K de poblacién britinica

no coincidan exactamente con los de la poblacion europea en general, si bien
esperamos que no se alejen demasiado. En este punto, s6lo contamos con apro-
ximaciones. Las correlaciones encontradas aqui, por ende, podrian cambiar si se
modifican estos estimados.

En resumen, concluimos que la técnica de PGT-P puede tener consecuencias
negativas si se aplica a ciegas sobre fenotipos de enfermedad autoinmune, en
particular si la estrategia consiste en elegir el embrién de minimo riesgo entre
los disponibles. Sin embargo, el riesgo desaparece si se calculan en conjunto los
puntajes anticorrelacionados para realizar una seleccién informada, o si se utiliza
una estrategia menos agresiva de seleccion, que se limite a excluir el embridn
de PRS maximo.
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2.6. Direcciones futuras

Una continuacién natural de este capitulo consiste en replicar el resultado
con otros datasets de poblacidn europea. Seria especialmente deseable abordar
el problema en poblacién latinoamericana, pero esto presentara nuevos desafios
no triviales: la construccién de los PRSs basados en GWAS de ancestria diversa
que, cOmo vimos, escasean.

El acceso a nuevos datasets de poblacion europea habilitaria varios experi-
mentos posibles. En primer lugar, podemos proceder al calculo relativamente
sencillo de los PRSs ya construidos con LDAK, ahora en nuevos individuos,
para verificar que el problema descripto aqui se replica en la poblacién general
(el primer hallazgo descripto). En segundo lugar, podriamos reajustar los valores
Bi, es decir, reconstruir los PRSs ahora con un mayor nimero de individuos.
Es una pregunta abierta cuinto cambiarian esos coeficientes y, por ende, los
resultados rio abajo tras el reajuste. Esta opcion requiere mas tiempo y cierta
capacidad computacional. En tercer lugar, se podria avanzar en la simulacién de
embriones en base a los individuos de otro dataset y replicar el segundo hallazgo
del capitulo. Este paso se acerca mas al problema del PGT-P, pero también seria
un desafio de alto costo computacional.

Nuevas estimaciones de h2 y K permitirian un recilculo del riesgo abso-
luto. Nuevamente, es una pregunta abierta cuan sensibles son los hallazgos del
presente capitulo a modificaciones de esos parametros.

Otra direccién interesante y ortogonal a las mencionadas seria enfocarse en
el detalle de la base genética de los pares anticorrelacionados, analizar la loca-
lizacién de los SNPs de cada puntaje e identificar las regiones pleiotropicas, a
la manera de [78]. La anotacion de los SNPs pleiotropicos que subyacen a la
correlacién podria arrojar nuevos datos para entender el grado de solapamien-
to o de varianza compartida por categoria gendmica o por regién, como aqui
hicimos exclusivamente para el CMH.
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Apéndice A

Material suplementario

A.1. Desarrollos auxiliares

A.1.1. BLD-LDAK y LDAK-BayesR-SS

Los puntajes poligénicos de este capitulo fueron construidos con el software
LDAK siguiendo las recomendaciones de Zhang y col. [82].

En primer lugar, utilizamos el modelo BLD-LDAK, que describe la here-
dabilidad esperada de cada SNP, E [h?], en funcién de su frecuencia alélica y 64
anotaciones funcionales que incluyen, entre otras caracteristicas, informacidn
sobre la tasa de recombinacién de la regidn, si es 0 no una region codificante, si
hay un promotor en las cercanias, si es UTR o si es un sitio sensible a DNAsa I.
Cada uno de estos datos recibe un peso especifico, que es recalibrado durante el
modelado (Tablas suplementarias 6 y 7 de [82]). El efecto principal de esta pon-
deracién es incrementar el efecto de las variantes de mayor MAF y de regiones
exo6nicas o conservadas (Figura A.1).

All SNPs MAF<0.1 SNPS SNPs in Exons Conserved SNPs

BLD-LDAK Model BLD-LDAK Model BLD-LDAK Model BLD-LDAK Model Figura é\-“ Modelo BLD-LDAK
de E [h7] para todos los SNPs

(“All SNPs”) y para algunas sub-
categorias. Figura suplementaria
10 de [82]

0 206 40-6 60-6 86-6 *1€50 206 40-6 666 8o-6 >1€5 0 206 40-6 6o-6 86-6 €50 206 40-6 6o-6 86 165
Expected per-SNP heritabilities Expected per-SNP heritabilities Expected per-SNP heritabilities Expected per—SNP heritabilities

En segundo lugar, el método SBayesR,, en su implementaciéon LDAK-BayesR -

SS, parte de una distribucidn a priori de los efectos 8; como una mezcla de un
punto de masa en cero y tres componentes normales centrados en cero y con
varianzas que dependen de E [h?] (es decir, cada SNP tiene su propio prior). Se
contrasta este prior con otros tres modelos posibles en la Figura A.2. Los cuatro
componentes de la mezcla son interpretables como las probabilidades de que se
trate de un SNP con impacto nulo, bajo, moderado o alto. Las proporciones de
cada componente, 71, T2, T3 y 74, son estimadas a partir de una grilla de va-
lores posibles (Tabla suplementaria 8 de [82]). Todas las combinaciones posibles
de los m; ensayadas dan un total de 84 modelos en competencia, entre los que
se elige el de prediccidon 6ptima como modelo definitivo. Los pesos elegidos
representan la arquitectura genética particular de un fenotipo, i.e., su combi-
nacién particular de variantes de diferente efecto. La validacion se basa en un
meétodo novedoso de estimacion del poder predictivo de un puntaje utilizando
Unicamente summary statistics como input, introducido previamente en [142].

A.1.2. Rutina de MegaPRS

La rutina de MegaPRS que utilizamos para la construccion de los PRS fue
tomada en gran medida del sitio web de LDAK. Antes de la construccién de cada
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Figura A.2: Cuatro posibles
distribuciones a priori de los
B: en LDAK. Los autores re-
comiendan la ultima, mez-
cla de 4 componentes. Figu-
ra suplementaria 11 de [82]
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Double Exponential Distribution Single Gaussian Distribution Two Gaussian Distributions Three Gaussians + Point Mass
big_spLinReg LDAK-Ridge-Predict LDAK-Bolt-Predict LDAK-BayesR—Predict
LDAK-Lasso-SS LDAK-Ridge-SS LDAKBO\SST LDAK-BayesR-BS
-0.005 -0.0025 0 0.0025 0.005 -0.005 -0.0025 [ 0.0025 0.005 -0.005 -0.0025 0 0.0025 0.005 -0.005 -0.0025 0 0.0025  0.005
Effect size of SNP j Effect size of SNP j Effect size of SNP j Effect size of SNP j

puntaje, estimamos la contribucién de cada SNP a la heredabilidad esperada,
E [h?], con el comando --sum-her. Esto fue relaizado para cada fenotipo de UKB-
GWAS (Coédigo A.1). Usamos el modelo BLD-LDAK en este paso, que tiene
en cuenta anotaciones funcionales de cada SNP ademas de su MAE Como
mencionamos en la introduccidn, este modelo es el recomendado por los autores
del software para datos de SNPs en humanos. Utilizamos el parametro --cutoff
8.81 para que los SNPs que explican mas del 1% de varianza fenotipica no
afecten el analisis de heredabilidad, segtin se sugiere en la guia asociada a este
paso.

Codigo A.1: Estimacion de la contirbucion de cada SNP a la heredabilidad esperada con LDAK.

ldak-5.1
--sum-hers
--summary SGWAS_FILE
--tagfile STAG_FILE
--matrix SCOV_MATRIX
--cutoff 0.01
--check-sums NO

La construccidn del PRS consiste en tres pasos. Primero, se estiman las co-
rrelaciones SNP-SNP. Véase el Coédigo A.2.

Codigo A.2: Calculo de las correlaciones SNP-SNP con LDAK.

1ldak-5.1
--calc-cors $OUT_FILE
--bfile SEUR_GROUP1
--window-kb 3000

Segundo, se simulan lo que los autores denominan partial pseudo summary sta-
tistics de training y de festing (Cédigo A.3.). Se trata de un conjunto de summary
statistics (en particular, de valores de f3;) que se distribuyen como si hubieran sido
obtenidas con un GWAS del 90% vy del 10% de las muestras del GWAS ori-
ginal, respectivamente. El primer conjunto se utiliza para entrenar 84 modelos
alternativos, que corresponden a asignaciones diferentes de los pesos de los tres
componentes gaussianos y del punto de masa en cero que conforman al modelo
mixto de LDAK-BayesR-SS (Codigo A.4).

Codigo A.3: Simulacién de las partial pseudo summary statistics de training y de testing con
LDAK.

ldak-5.1
--pseudo-summaries SGWAS_FILE
--bfile SEUR_GROUP2
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--extract SGWAS_VARIANT_LIST
--summary SGWAS_FILE
--training-proportion 0.9
--allow-ambiguous NO

Codigo A.4: Construccion de 84 modelos de BayesR basados en summary statistics.

ldak-5.1
--mega-prs
--model bayesr
--bfile SEUR_GROUP1
--extract SGWAS_VARIANTS_LIST
--cors $SNP_CORRELATIONS
--ind-hers $SNP_HERITABILITIES
--summary SSUMMARY_STATS_FULL
--summary2 S$SSUMMARY_STATS_TRAINING
--window-cm 1
--allow-ambiguous NO

Tercero, se testean los modelos entrenados con una evaluacién out of sam-
ple de la precisiéon de cada modelo. Se estima R (la correlacion entre fenotipo
observado y predicho) utilizando el dataset de partial pseudo summary statistics de
testing creado antes (Codigo A.5) y se elige el modelo que maximiza R. El con-
junto definitivo de 3; ajustados son los efectos del modelo seleccionado, tras un
reentrenamiento final que utiliza los summary statistics completos.

Codigo A.5: Seleccion del conjunto de 3; que mejor predice el fenotipo.

ldak-5.1
--calc-scores SPHENO_LABEL
--bfile SEUR_GROUP3
--scorefile SEFFECTS_ALL_MODELS
--power ©
--final-effects SEFFECTS_SELECTED_MODEL
--allow-ambiguous NO
--save-counts YES

Los autores sefialan que los estimadores de R son poco confiables si el panel
de referencia es compartido entre pasos, de modo que dividimos a las 404 mues-
tras de 1IKGP-EUR en tres conjuntos disjuntos. En los fragmentos de codigo lis-
tados previamente, estos tres grupos se simbolizan con las variables EUR_GROUPT1,
EUR_GROUP2 y EUR_GROUP3, que corresponden a subconjuntos del dataset EUR
sin individuos en comtn, con 142, 130 y 132 individuos respectivamente, re-
partidos al azar.

Para el tercer paso, el argumento --extract highld/genes.predictors.used
fue incluido, de modo que el programa excluya los SNPs contenidos en regiones
de alto desequilibrio de ligamiento cuando calcula la precisiéon de los modelos
construidos con pseudo summary statistics. Esta exclusién estd recomendada en las
guias de LDAK, pero sélo afecta a la evaluacién de los modelos y no al PRS
final, que incluye esas regiones.

Tras obtener el conjunto de [3; dptimos para cada fenotipo, calculamos los
PRSs de los 404 individuos de 1IKGP-EUR (Cédigo A.1.2).
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ldak
--calc-scores SOUT_LABEL
--bfile SGENOS_LABEL
--scorefile SEFFECTS_SELECTED_MODEL
--power 0

A.1.3. Supuesto de independencia de los G; en el calculo de
varianza del PRS

En (2.8) asumimos que los G; son independientes. No es claro que esto sea
asi, pues el conjunto de SNPs del dataset IKGP-EUR no fue pruneado por LD.
Sin embargo, esperamos que esto no sea un problema. Obsérvese que st los G;
no son independientes, entonces la varianza es:

var(S) = > 282 f;(1— fi) + 2 cov(8;Gi, B;G;)
i=1

1<j

=Y 287 fi(1— fi) 2> BiBiri/2fi (1= fi)y /205 (1 = f5)
i=1

1<j

donde 7;; es la correlacién entre los SNPs ¢ y j. LDAK se encarga de ajustar
los valores de 3 para compensar el LD entre variantes préximas, de modo que
es de esperar que, dado un par de variantes (4,j) correlacionadas, si el §; es
relativamente grande, el 3; serd anulado o llevado a valores muy cercanos a
cero. En esos casos, el término correspondiente de la covarianza se anula. Esto
se aplica para todos los pares correlacionados, de modo que

var(S) ~ Y 287 fi(1 — fi)
i=1
Este es el valor que utilizamos.

A.1.4. Nota sobre el test t de diferencia de medias

Para encontrar el conjunto de 14 pares de fenotipos anticorrelacionados rea-
lizamos un test ¢ de diferencia de medias de riesgo absoluto entre dos muestras
independientes: los individuos “seleccionados” (qQPRS subumbral) y los “no se-
leccionados” (qPRS supraumbral). Sin embargo, la diferencia que nos interesa
mostrar como significativa es la del riesgo en los seleccionados respecto de la po-
blacion general. Mostramos aqui que el test es equivalente.

Llamemos X al riesgo absoluto, © € (0,1) a la proporcién de individuos
seleccionados, de modo que 1 — u # 0 es la proporcién de no seleccionados.
Sean X, y X, el riesgo en los dos subgrupos respectivamente. Se cumple que
el promedio general es

X =uX, + (1 -—u)X,

Queremos mostrar que el promedio de ambos subgrupos difiere si y s6lo si
el promedio de los seleccionados difiere del promedio general:

Xo#X, & Xy #X

Veamos:
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(=) Supongamos que ambos subgrupos difieren, X,, # X,. Entonces:
X # X,
(1—-u)X, # (1 —-u)X,
uX, + (1 —uw) X, #uX, + (1 —u)X,
Xu#X

( <) Supongamos que la media de los seleccionados difiere de la media
general, X,, # X. Entonces:

Adaptado de stats.stackexchange (acceso: 10 abril 2022).

A.1.5. Correlaciones genéticas segun la regresion de LD score

Enla Tabla A.1 se listan valores de correlacién genética r, entre los fenotipos
de cada uno de los pares anticorrelacionados, calculado en [132] con el método
de regresidon de LD score [77, 143], junto al error estandar y el P valor de la
estimacion. Notese que en todos los casos la estimacidn no es significativa, es
decir, no puede afirmarse con confianza estadistica que la correlacion sea distinta
de cero. Recordemos, sin embargo, que estas correlaciones genéticas no toman
en cuenta la conversion del PRS a valores de riesgo absoluto. En el caso del par
H, no hay datos disponibles.

Par rg (err) P valor
A 0.38(0.26)  0.146
B -0.24 (0.47)  0.603
C 0.29 (0.19)  0.131
D -0.01(0.15)  0.946
E
F
G
H
I

0.57 (0.46)  0.211
0.38(0.26)  0.146
0.21(0.39)  0.592
0.15(0.52)  0.777
-0.24 (0.47)  0.603
0.29 (0.19)  0.131
0.19(0.17)  0.243
0.18 (0.18)  0.312
-0.01(0.15)  0.946

2 2 r X o«

Tabla A.1: Correlaciones genéticas entre fenotipos de cada par calculadas con LD score regres-
sion, tomadas de [132]. err: error estandar.

A.1.6. La distribucion de los qPRS midparentales

En los tests del capitulo 2, nos referimos en numerosas ocasiones al gPRS
midparental de un embrién como el gPRS promedio de sus padres. Es decir,
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Figura A.3: Frecuencia re-
lativa de parejas por quin-
til de PRS; midparental.
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si el padre tiene un qPRS = 0.25 (i.e. su puntaje supera al 25 % de los puntajes
de la poblacién) y su madre tiene un qPRS = 0.30, el embrion tiene un qPRS
midparental de 0.275.

Ahora bien, debemos tener cierto cuidado en la interpretacion de este valor
de qPRS como cuantil. Lo que quiere decir ese 0.275 es que en la distribucion
de puntajes de individuos, el PRS promedio de los padres supera al PRS del 27.5%
de los individuos. Lo que ese 0.275 de qPRS midparental no quiere decir es que
el 27.5% de las parejas tengan un qPRS midparental menor. Es decir, el cuantil
esta en términos de individuos, no de parejas.

Aqui debemos enfatizar que la distribucién de puntajes individuales es muy
diferente de la distribucién de promedios del puntaje en pares de individuos.
A partir de las 40804 parejas posibles entre individuos del dataset IKGP-EUR,
observamos que en los fenotipos de pares anticorrelacionados la proporcion de
parejas cuyo PRS midparental estd en el primer quintil es de alrededor del 8%
—y no del 20%, como erroneamente podria sugerir nuestra nomenclatura de
quintiles Q1,...,Qs5. Se ve esto en la Figura A.3, que incluye los quintiles
midparentales de todas las parejas posibles del dataset.

Frecuencia relativa

Ql Q2 Q3 Q4 Q5
Quintil de PRS; midparental

La razén de este fendmeno es que es mas dificil que una pareja tenga un
puntaje midparental en los quintiles extremos @)1 o @5, pues en general es ne-
cesario para ello que ambos padres pertenezcan a ese quintil, algo mucho menos
probable a que uno solo pertenezca al quintil extremo.

A.2. Figuras suplementarias

108



A.2. Figuras suplementarias

109

Cromosoma

Cromosoma

© W N U A WN e

O 00 N o U B W N =

N NN P 2 B 2 2 2 B B B B
N P ©O W 0 N O U1 & W N = O

Profundidad media por ventana de 2 Mb = 105

0 LT U T T TSN AT MY ] 206
CINANMI TREND (O OV DT O D 104
| O AAER 0 IO T OO 204

B DININ DN EEET] D2

LA BAE T TDURN WO TN R

WNITRN B (WS N0 N]  E 103

M A 0 Eos
(LU T UT AR N TR TR BOE

25
5
7
0
125
5
175

Posicién (Mb)

# SNPs promedio por ventana de 2 Mb = 17

o n o
N ~ o o~ N
— — —

Posicién (Mb)

175

200

225

200

250

225

250

140

120

100

- 80

- 60

- 40

20

109

Figura A.4: Profundidad del Panel
100K SNPs en los 22 autosomas,
en ventanas de 2 Mb, calculado en
base a los genotipos de la muestra
S1. Al lado de cada cromosoma
se muestra el promedio de profun-
didad media en ese cromosoma
particular.

Figura A.5: Distribucion de los
SNPs del Panel 100K SNPs en los
22 autosomas, en ventanas de 2
Mb. Al lado de cada cromosoma
se muestra el promedio de SNPs
por ventana en ese cromosoma
particular, excluyendo regiones de
centromeros y telomeros.
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Figura A.8: Embriones del par de
fenotipos B. Ver la expicacion en el
epigrafe de la Figura 2.35.
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Figura A.10: Embriones del par de
fenotipos D. Ver la expicacion en el
epigrafe de la Figura 2.35.
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Figura A.12: Embriones del par de
fenotipos F. Ver la expicacion en el
epigrafe de la Figura 2.35.
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Figura A.14: Embriones del par de
fenotipos H. Ver la expicacion en el
epigrafe de la Figura 2.35.



Figura A.15: Embriones del par
de fenotipos I. Ver la expicacion
en el epigrafe de la Figura 2.35.
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Figura A.19: Embriones del par
de fenotipos M. Ver la expicacion
en el epigrafe de la Figura 2.35.
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Figura A.20: Embriones del par de
fenotipos N. Ver la expicacion en el
epigrafe de la Figura 2.35.






Glosario

Todas las definiciones dadas a continuacién son para el uso particular de esta tesis y no pretenden agotar
el sentido de los términos, que podrian recibir definiciones mais generales en otros contextos.

1KGP-EUR dataset de genotipos de 404 individuos de ancestria europea del Proyecto 1000 Genomas.
75
aCGH array Comparative Genomic Hibridization 4
aneuploidia condicién en la que el nimero de cromosomas no es un maltiplo exacto del nimero haploide
de la especie (23 en humanos). Se suele usar el sufijo “sdémico” para estos casos: nulisdmico (2n — 2),
monosémico (2n — 1), trisémico 2n + 1). 2, 12
aneuploidia sexual aneuploidias de los cromosomas sexuales, conjunto de condiciones en las que el
namero de cromosomas sexuales es anormal. 54
autosoma cualquiera de los cromosomas no sexuales. 12
BAC conteo del alelo B 23
bache regién mayor a 500 Kb donde no hay SNPs del panel analizado. 17
BAF frecuencia del alelo B 5, 9
biopsia de trofectodermo técnica embrioldgica utilizada para recolectar entre 2 y 10 células del trofec-
todermo. 14
blastocisto estadio del embrion del mamifero en el momento de su implantacién en la pared del atero.
En humanos, corresponde al dia 5-7 del desarrollo del cigoto. 13
cariotipo descripcion del conjunto de los cromosomas presentes en una célula, organismo o especie. 12
casos y controles terminologia utilizada en los GWAS para referirse a individuos enfermos y sanos,
respectivamente. 67
CMH complejo mayor de histocompatibilidad 74
CNYV variacién del nimero de copias 5
copy number estadistico que indica el nimero de copias en una regidon del genoma, derivado de la fluo-
rescencia en aCGH y SNP arrays, o del conteo de lecturas normalizado en NGS. 8
diploide situacién en la que un organismo tiene dos copias de cada cromosoma, una materna y una
paterna. Se designa como 2n (2n = 46 en humanos). 12
EAR Excluir alto riesgo 72
EMYV estimador de maxima verosimilitud 42
enfermedad monogénica enfermedad causada por variantes en un solo gen, tipicamente reconocida
por ocurrir en multiples miembros de una familia. 2
euploidia en sentido estricto, se dice de cualquier nimero de cromosomas que sea un multiplo exacto
del nimero haploide de la especie. En la prictica, en organismos diploides se suele reservar la expresiéon
para el namero correspondiente a 2n (la diploidia, 2n = 46 en humanos), diferenciandolo de la triploidia,
tetraploidia, etc. Priorizaremos este altimo uso. 12
FDR tasa de descubrimientos falsos 81
FISH hibridizaciéon fluorescente in situ 3
FIV fertilizacion in vitro |
GBS estrategia de secuenciacién NGS de alta profundidad, dirigida a regiones especificas del genoma que
contienen un SNP y que permite genotipar. 10
genoma de referencia alguna de las versiones de la secuencia completa del genoma humano. 6
GWAS estudio de asociacion de genoma completo 66
haploide situacién en la que un organismo tiene una copia de cada cromosoma, usualmente designado
como n (n = 23 en humanos). Los espermatozoides y évulos normales son haploides. 12
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heredabilidad proporcién de la varianza fenotipica correspondiente a la varianza genética aditiva. 74
HWE equilibrio de Hary-Weinberg. Una poblacién en HWE tiene frecuencias genotipicas constantes,
que para un polimorfismo bialélico se definen en funcién de p, la frecuencia del alelo A, y ¢, la frecuencia
del alelo B: p? (AA), 2pq (AB), ¢*> (BB). 16
IRA el riesgo absoluto menos la prevalencia. 78
LD desequilibrio de ligamiento 67
lectura secuencia de nucledtidos generada por NGS. 6
log, R estadistico para detectar cambios en el nimero de copias de una regién gendmica. 4
LOH pérdida de heterocigosis 8, 28
MAD median absolute deviation 51
MAF frecuencia del alelo menor 16
marcador genético segmento de ADN con ubicacidén conocida. En esta tesis lo utilizamos como una
palabra mis general para referirnos a los SNPs. 66
MCI masa celular interna. Estructura celular ubicada en un polo del blastocisto. Da origen al feto. 13
medicina de precision el uso de herramientas de diagndstico, de prevencién y tratamientos personali-
zados segtn la necesidad del paciente, basindose en sus caracteristicas genéticas, entre otros aspectos. [83]
66
midparental promedio de los valores de la madre y del padre de un embrion. Por ejemplo, el gPRS
midparental es el promedio del PRS materno y el qPRS paterno. 83
modelo de umbral de propension modelo que postula una variable continua subyacente a un fenotipo
con clases discretas, como “sano” vs. “enfermo”. El cambio de categoria ocurre cuando el valor de la
variable sobrepasa un umbral fijo. 75
monosomia condicién de un organismo diploide en la que un cromosoma del par estd ausente. Un
embrién con monosomia tiene un cromosoma menos que el nimero diploide normal: 2n — 1. 12
mosaicismo fendmeno en el que un tejido u organismo tiene dos o mas linajes celulares de diferente
constitucién cromosémica, pero ambas derivadas del mismo cigoto. Al organismo asi afectado se le dice
”mosaico”. 13
mosaicismo de nivel m mosaicismo con una proporciéon m de células muestreadas aneuploides y 1 —m
células muestreadas euploides. 29
NGS secuenciacién de proxima generaciéon 6
NNH inversa del IRA. Number needed to harm en inglés. 79
non-targeted NGS estrategia de secuenciacion NGS de baja profundidad, genera lecturas espaciadas a lo
largo del genoma. 6
panel una coleccidn de regiones genémicas de interés, usualmente definidas en format bed. Cada regién
es una tupla de (cromosoma, posicién de inicio, posicidn final, [nombre]) 16
Panel 100K panel con targets a intervalos regulares de 100 Kb, que no necesariamente contienen SNPs.
16
Panel 100K SNPs resultado de conservar Gnicamente los intervalos del Panel 100K Full que contienen
SNPs con MAF > 0.40. 16
PBR Priorizar bajo riesgo 72
PGD diagndstico genético preimplantacional 2
PGS screening genético preimplantacional 2
PGT test genético preimplantacional 2
PGT-A PGT de aneuploidias 2
PGT-M PGT de enfermedades monogénicas 2
PGT-P PGT de riesgo de enfermedades poligénicas 2
PGT-SR PGT de rearreglos estructurales 2
pila lecturas de NGS alineadas por su secuencia a la regién del genoma de referencia a la que pertenecen.
8
pleiotropia fendémeno en el que un Gnico gen o SNP es responsable de efectos fenotipicos diferentes y
en apariencia no relacionados entre si. 72
poliploidia condicién en la que un organismo o célula tiene mas de dos complementos cromosémicos
por célula. 4

prevalencia proporcioén de individuos de la poblacién que tiene una enfermedad. Se suele simbolizar con
la letra K. 74
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profundidad nimero de veces que un mismo nucledtido es leido con NGS, o el promedio con que son
leidos los nucledtidos de una regién del genoma. 6

PRS puntaje de riesgo poligénico 2, 66

RA riesgo absoluto 77

SNP array tecnologia de genotipado de SNPs bialélicos mediante comparacion de fluorescencias. 5
SNP bialélico SNP con dos alelos observados en la poblacién, que convencionalmente se denominan
alelo A y alelo B. En este trabajo, suponemos que el alelo A es el alelo que estd en el genoma de referencia.
5,16

summary statistics conjunto de los efectos 5y P valores de asocaciacién calculados en un GWAS. 67
target regiones del genoma definidas en un panel, que seran amplificadas y secuenciadas. 8, 16

targeted NGS estrategia de secuenciacién NGS de alta profundidad, dirigida a regiones especificas del
genoma, los targets. 8

TE trofectodermo. Capa de células que rodea a la masa celular interna en el blastocisto. Da origen a la
placenta. 13

triploidia condicién en la que un organismo tiene un nimero cromosémico correspondiente a tres veces
el complemento haploide (3n), de modo que hay tres copias de cada cromosoma en su genoma. 12
trisomia condicién de un organismo diploide en la que existen tres copias de un cromosoma en lugar de
dos. Se lo representa como: 2n + 1. 12

UKB-GWAS dataset de summary statistics de 1345 enfermedades realizadas por el Neale Lab sobre la
poblacion de UK BioBank. 74

UPD disomia uniparental. Condicién en la que las dos copias de un cromosoma se derivan de una de las
copias del mismo progenitor, de modo que no se observan genotipos heterocigotas en la region. Se con-
trasta con la condicién normal de heterodisomia, en la que ambas copias vienen de progenitores diferentes.
4,5,8

ventana region acotada dentro de un cromosoma, usualmente de varias megabases de longitud. Por me-
tonimia, decimos ventana de datos para referirnos al conjunto de datos pertenecientes a los SNPs que estan
en esa region. 37

ventana aneuploide ventana con al menos un 75 % de sus SNPs dentro de una region aneuploide. 39
ventana euploide ventana sin ningiin SNP en regiones aneuploides. 39
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Fin

Esta tesis se termind de escribir el dia 20 de julio del afio 2022 de nuestra era, en el barrio del Abasto, en
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, en la Republica Argentina.



	Portada
	Índice general
	Resumen
	Formato de la tesis
	Introducción
	Capítulo 2: Selección de embriones basada en el puntaje de riesgo poligénico
	Apéndice A: Material suplementario.
	Glosario
	Bibliografía



