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RESUMEN

El Alzheimer es la forma de demencia mas comdn en personas mayores, sin embargo, también existe
una forma de Alzheimer que aparece en personas mas jovenes (Early Onset Alzheimer Disease, EOAD)
y con una mayor dificultad de diagnostico debido a su temprana manifestacion. Debido a la gran
influencia que tiene la componente genética en el desarrollo de esta enfermedad, identificar variaciones
genéticas relevantes es crucial para poder facilitar su diagnostico.

Estas variaciones, junto con la informacién relacionada, se almacenan en repositorios y bases de datos.
Gracias a las técnicas se secuenciacion de nueva generacion, la informacion genética disponible ha
crecido de forma masiva. Este crecimiento masivo, junto con la complejidad de la informacion y los
problemas de calidad existentes (ausencia de interpretacion de las variaciones, falta de evidencias sobre
el criterio utilizado para interpretarlas, conflictos entre expertos, etc) hace necesario la utilizacion de
métodos que faciliten la seleccion de la informacion relevante para el diagnostico.

Con el objetivo de identificar variaciones genéticas relevantes para una enfermedad, en el centro de 1+D
PROS se ha desarrollado el método SILE. Este método busca sistematizar el proceso de identificacion,
analizando la informacion almacenada en las bases de datos y repositorios con el fin de seleccionar
Unicamente aquella que tenga la calidad suficiente para ser utilizada en un dmbito clinico. Este método
fue aplicado en un trabajo previo sobre el Alzheimer y no se encontré ninguna variacion genética
relevante para el caso particular del Alzheimer temprano.

Debido a esto, como primer objetivo de este trabajo, se ha buscado realizar un analisis exhaustivo de la
etapa de identificacion de este método, tras lo que se encontraron algunos problemas para tratar casos
especificos como el que aqui se aborda, caracterizados por su baja incidencia y marcado componente
familiar. Derivado de este analisis se encuentra el segundo objetivo de este trabajo, donde se ha buscado
mejorar la etapa de identificacidn de variaciones genéticas de SILE, adaptandolo por tanto a casos
especificos como el Alzheimer temprano.

Finalmente, en un tercer objetivo se ha buscado evaluar el workflow disefiado mediante su aplicacion al
caso del Alzheimer temprano, obteniendo como resultado un total de 29 variaciones genéticas
identificadas como relevantes (25 con una evidencia limitada y 4 con una evidencia moderada).

Palabras Clave: Método SILE, Alzheimer temprano, diagnéstico genético
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RESUM

L'Alzheimer és la forma de deméncia més comuna en persones majors, no obstant aixd, també hi ha una
forma d'Alzheimer que apareix en persones més jovens (Early Onset Alzheimer Disease, EOAD) i amb
una major dificultat de diagnostic degut a la seua temprana manifestacio. A causa de la gran influencia
gue té la component genética en el desenvolupament d'esta malaltia, identificar variacions genétiques
rellevants és crucial per a poder facilitar el diagnostic d'esta manera de la malaltia.

Estes variacions, junt amb la informacio relacionada, s'emmagatzemen en repositories i bases de dades.
Gracies a les técniques se sequienciacié de nova generacio, la informacié genética disponible ha crescut
de forma massiva. Este creixement massiu, junt amb la complexitat de la informacid i els problemes de
qualitat existents (abséncia d'interpretacié de les variacions, falta d'evidéncies sobre el criteri utilitzat
per a interpretar-les, conflictes entre experts, etc) fa necessari la utilitzacié de métodes que faciliten la
seleccio de la informacid rellevant per al diagnostic.

Amb l'objectiu d'identificar variacions genétiques rellevants per a una malaltia, en el centre d'l+D PROS
s'ha creat el métode SILE. Este metode busca sistematitzar el procés d'identificaci, analitzant la
informacié emmagatzemada en les bases de dades i reposadors a fi de seleccionar Unicament aquella
que tinga la qualitat suficient per a ser utilitzada en un ambit clinic. Este metode va ser aplicat en un
treball previ sobre I'Alzheimer i no es va trobar cap variacié genetica rellevant per al cas particular de
I'Alzheimer d’aparici6 prematura.

A causa d'ag0, com a primer objectiu d'este treball, s'ha buscat realitzar una analisi exhaustiva de I'etapa
d'identificacié d'este meétode, després del que es van trobar alguns problemes per a tractar casos
especifics com el que agi es tracta, caracteritzat per la seua baixa incidéncia i un marcat component
familiar. Derivat d'esta analisi es troba el segon objectiu d'este treball, on s'ha buscat millorar I'etapa
d'identificacié de variacions genétiques de SILE adapatantlo per tant a casos especifics com I'Alzheimer
d’aparici6 prematura.

Finalment, en un tercer objectiu s'ha buscat avaluar el workflow dissenyat amb la seua aplicacio al cas
de I'Alzheimer d’aparici6 prematura, obtenint com resultat un total de 29 variacions genétiques
identificades com rellevants (25 amb una evidéncia limitada i 4 amb una evidéncia moderada).

Paraules Clau: Métode SILE, Alzheimer d’aparici6 prematura, diagnostic genétic
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ABSTRACT

The Alzheimer disease (AD) is the most common type of dementia in the elderly, however, there is also
an Early Onset form which is more difficult to diagnose precisely because it is early development. As
the genetic component has a major influence in the development on the disease, determining relevant
genetic variants is crucial to facilitate its diagnosis.

These variants together with their information, are stored in repositories and databases. Thanks to the
new generation sequencing techniques, the available genetic information has grown massively. This
massive growth, together with the information complexity and the existing quality problems (lack of
interpretation of the variants, lack of evidence about the criteria used to interpret them, conflicts between
experts, etc) makes it necessary to use methods that facilitate the selection of the relevant information
for the diagnosis.

In order to identify relevant genetic variants for a disease, the SILE method has been developed at the
PROS R&D centre. This method seeks to systematize the process of identification through the analysis
of the information stored in databases and repositories, with the objective of selecting only the
information that is of sufficient quality to be used in a clinical setting. This method was applied in a
previous work on Alzheimer's and no relevant genetic variation was found for the particular case of
Early Onset Alzheimer Disease (EOAD).

Due to this, as the first objective of this work, we have sought to carry out an exhaustive analysis of the
identification stage of this method. Thanks to this analysis, some problems were found to treat specific
cases such as EOAD, which is characterized by its low incidence and relevant family component.
Derived from this analysis is the second objective of this work, which has sought to improve the
identification stage of the SILE method for adapting it to specific cases as EOAD.

Finally, a third objective is to evaluate the workflow designed by its application to EOAD. As a result
of this application, a set of 29 variants has been identified (25 variants accepted with a limited evidence
a 4 accepted with moderate evidence).

Keywords: SILE Method, Early Onset Alzheimer Disease, Genetic Diagnosis.



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

INDICE

Documentos Contenidos en el TFG

=  Memoria
= Presupuesto
= Anexos

Indice de la Memoria

1. INTRODUCCION......ouitiiiteieieteie ettt bbb 1
1.1. Marco de Aplicacion: Medicina de PreCiSION. ..........cociieirrineiiieisieese s 1
1.2. Big Data VS. SMAIt DALA. .......ccviiriiiiirieieieieisi sttt 2
1.3. Introduccion al MELOAO SILE ... 4
1.4. Trabajos REIACIONAUOS ........cviuiiiirieiieiiei ettt bbbttt 5
1.5. EStructura del TrabaJO ........cviiiiiiiieiieieeeee sttt 6

2. OBJETIVOS Y STAKEHOLDERS ........cooiiiiiiiitie e 7
P R © o] [=] (1Y TSSOSO 7
2.2, STAKENOIAETS ... bbbttt n e 8

3. METODO SILE ..ottt bbb 9
TR = 1o 0T - OSSPSR 9
K I [ [=T 01 ) ToF: od To | o FO OSSP P TSP PPP 9
R N O T (T TR U ST PP P PP PR TP PRPRPRON 12
R o] (o] v UoT o o PO SRRSO 13

4.  FENOTIPO ESTUDIADO: ALZHEIMER TEMPRANO......cccoiiiiiiiieiieiseeeee e 14
4.1. Caracteristicas del Alzheimer TEMPIaN0 ..o 15
4.2. Aplicacion del Método SILE al EQAD ...ttt e 19

5. FUENTES DE INFORMACION .......coiieiiiieieieisie ettt 20
5.1. Adecuacion de ClinVar a los Criterios Establecidos en la Etapa de Busqueda del Método SILE

22
5.2. Informacion Proporcionada por CHINVAr ... 23
5.2.1.TIiPOS A8 SUDMITIELS ... .ottt seeene e nneas 23
5.2.2.Significado Clinico (Clinical SignifiCance) ..........cccooevviriiiniiiiseicese e 24
5.2.3.Estado de RevisSion (REVIEW STALUS) ......cviveirieiriiieienieierieie e 24
5.2.4.Tipo de MEtOdO ULHHZAUO .......cveveeiieiieiece e 25

6. ANALISIS Y PROPUESTA DE MEJORA DE LA ETAPA DE IDENTIFACION DEL
IMIETODO SILE ..o e et et e e et et et e e er e s e e e es et e s e e esesese s es et ese e eseseseeesasesesesesesesesesanenes 26



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

6.1. Analisis de la Etapa de Identificacion del Método SILE............ccoooiiviiivi e, 26
6.2. Solucion al problema 2. Definicion de los Estudios Familiares.........coccocvvevveieniviniieseneesieenn, 30
6.3. Nuevo Workflow Propuesto para la Etapa de Identificacion del método SILE ....................... 33
6.3.1..Solucion al problema 3. Tratamiento de las Variaciones con Significado Clinico Conflicto
de Interpretacion (Pasos FLO @ FL2)......ccoi ettt sttt nre s 36
6.3.2.Solucién al problema 4.1. Seleccién de las Variaciones con los Submitters més
IMPOrtantes (PASO F3 Y F7) .o 37
6.3.3.Solucién al problema 4.2. Evaluacién del Tipo de Método Utilizado para Obtener la
Informacidn de la Variacion (Pas F5) .....cccviiiiiiiiiiiic s 38
6.3.4.Solucién al problema 5. Comprobacion de si el Gen donde se Encuentra Localizada la
Variacion Genética Esta Relacionado con la Enfermedad (paso F4).........cccoveviiiniinninncnnns 39
6.3.5.Solucién al problema 1y 4.3. Verificar el Assertion Criteria Utilizado para la
Interpretacion de la Variacion (PasoS FB Y F8) .....coviiiiiiiiiieie it 40
6.3.6.Solucion al problema 6. Evaluacion de la Ultima Fecha en la que Ha Sido Revisada la
A L = Tod (o] A (L) TP PSR 43
6.3.7.Inclusion de Clasificacion Seguimiento en el Nuevo Workflow ...........ccoccovevninncnnen. 44
6.3.8.Evaluacion de las Variaciones que No Dispongan de un Significado Clinico (paso F4,
) SRS 45
7. APLICACION DE LA MEJORA PROPUESTA PARA LA ETAPA DE IDENTIFICACION:
RESULTADOS Y DISCUSION ......coovuiiiiiieeieestcetees et sesteses st s st snes st s s ssnesnenean 47
7.1. Resultados de la Busqueda de Variaciones Genéticas Relacionadas con el EOAD en ClinVar47
7.2. Resultados de la Aplicacion del Workflow Propuesto al Caso del EOAD ..........cccccvvvvenenenn, 53
S TR 111 (oo OSSP 57
8. CONGCLUSIONES.......cciitiieietet ettt sttt se b e bt e st st e s e st e s e e s e eneabesresteseenenes 60
9. TRABAJOS FUTUROS.......ciiiiietee ettt sttt s et st neneene s 62
10, BIBLIOGRAFIA ..ottt sttt nenean 64

Indice del Presupuesto

1. NECESIDAD DEL PRESUPUESTO .....coiiiiiieieiisiesiesie et snessessesneseeseenes 1
2. PRESUPUESTO DESGLOSADO ...ttt sttt sttt et ba e e tve e st e e nnee e 1
2.1, COSLE A8 PEISONAL ......coeeiiiireieiti ettt sttt ettt et e beste s e e tease e besteeaesreenaenrennen 1
2.2. COSEES A8 SOTIWAIE ... .ottt ettt ettt e be et et e beaneeneeseeeeeseeeneennennean 2
2.3. COSLES A8 HAMOWAIE......c.eiieieiiieieee ettt sttt st et s e e eeseeeeeseeeneenrennean 3

3. PRESUPUESTO TOTAL ..ottt ettt st nn e e s 3



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

Indice de los Anexos

Anexo 1. Variaciones Clasificadas Como Aceptadas Tras La Aplicacién Del Workflow Propuesto..... 1

Indice de Figuras

Figura 1. Variabilidad GeNLICA ..........cceiriiiiiiie s 1
Figura 2. NUmero de variaciones en bases de datos CONOCIAAS ..........ccoevrvriririiciinernee s 3
Figura 3. Evolucion del Big Data al Smart data............ccceveieiieiieiicie e 3
Figura 4. Diagrama de flujo para la clasificacion de articuloS..........cccccevveviiiieii i 10

Figura 5. Workflow para la identificacién de variaciones genéticas relevantes en el método SILE ... 11

Figura 6. NUmero de fallecidos por Alzheimer al a0 ... 14
Figura 7. Fallecimientos por Alzheimer en 2018 en Espaiia distribuido por edades ...............cccceeveneee 15
Figura 8. Mecanismos de herencia autosdmica domiNaNte..........cccccvveveiiievesieene s 16
Figura 9. Distribucidn de los diferentes tipos de AlZNEIMEr.........cccoviviiieiicieeie e 17
Figura 10. Divisiones dentro de la enfermedad de AlZNEIMEr ...........coooiiiiiineieieee e 17
Figura 11. Medio celular en el cerebro sin y con presencia de agregados proteicos...........c.cc.cceervennes 18
Figura 12. MenU principal de CHINVAC .........ccooiiiiiiciece st 20
Figura 13. Buscador avanzado de CHINVar..........ccccoiiiiiieie it 21
Figura 15. Interpretacion dada a la variacion rs33949390 en CHNVar.........ccocoeiieinnieneineineens 27
Figura 16. Fenotipos (Conditions) asociados con la variacion rs33949390...........cccccvvirerineienenennns 28
Figura 14. Modificacion del diagrama de flujo para la clasificacion de articulos............c.ccccovenennenne. 32
Figura 17. Workflow disefiado para la etapa de identificacion...........cccocevveieeviieciccie s 34
Figura 18. Detalle del workflow con los pasos tratados (F10-F12) resaltados ............cccccvevvirenennenne 36
Figura 19. Detalle del workflow con los pasos tratados (F3 y F7) resaltados...........ccccoovvvrireneninnnns 38
Figura 21. Detalle del workflow con el paso tratado (F5) resaltado ...........ccooeeviiiieiiniiineiee e 39
Figura 20. Detalle del workflow con el paso tratado (F4) resaltado ..........cccoooeiiiiiiiniieneee e 40
Figura 22. Detalle del workflow con los pasos tratados (F6 y F8) resaltados..............ccoovevrirenennnnnne 41

Figura 23. Combinacion de criterios de las guias para la clasificacion de las secuencias patogénicas 42
Figura 24. Detalle del workflow con el paso tratado (F9) resaltado ...........ccoooeeiiiieiiniiieieieee e 44
Figura 25. Detalle del workflow con los pasos tratados (F4 y F13) resaltados...........cccooevvnviirnnnnne. 45
Figura 26. Resultados de la busqueda en ClinVar a fecha 18/05/2020 ............cccceviieinnieiniineieneenns 47


https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839454
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839456
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839458
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839463
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839467
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839468
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839470

Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

Figura 27. Numero de variaciones para cada significado cliniCo..........ccccoocvvieviiiiciciicecc e 48
Figura 28. Numero de variaciones para cada consecuencia molecular...........cccccovvevvevievieeveseeviesiene 49
Figura 29. Numero de variaciones asociadas a cada tipo de método ...........cccocervervinniieiincincns 51
Figura 30. Distribucion del nimero de variaciones en funcion del gen en el que se localizan............ 51
Figura 31. Resultados de la aplicacién del workflow propuesto al EOAD..........cccccoevvvveveieicieciee, 53
Figura 32. Numero de variaciones antes y después del paso F5 ..o 55
Figura 33. Clasificacion final de las variaciones obtenidas en ClinVar............cccocooeovvnncinnncccnnnnnn 56

Indice de Tablas

Documento I: Memoria

Tabla 1. Estado de revision de las variaCiones €N CHINVAN..........oooovoie ettt 25
Tabla 2. Palabras clave en los Abstract de EStudioS FamiliareS.......cvveevveeeeieeeiie e 31
Tabla 3. Numero de variaciones obtenidas para cada clasificacion posible para el EOAD.................. 56

Documento I1: Presupuesto

Tabla 4. CoStes de PEIrSONAL .........ccoiiieiiiiicie ettt et e te e besreebesre e e e srears 2
Tabla 5. COSES 8 SOTIWAIE. ..ottt bbbt b e 2
Tabla 6. COSES U NAITWAIE...........oeiiitiiiiti ittt bbb b 3
Tabla 7. Calculo del preSUpUESTO tOLAL..........ccveiiieiiiiic e 4

Documento I11: Anexos

Tabla 8. Variaciones clasificadas como aceptadas tras la aplicacion del workflow propuesto.............. 3


https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839480
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839481
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839482
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839483
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839485
https://d.docs.live.net/9ef2022214478f21/Universidad/Cuarto%20curso/PROS%20UPV/TFG/Memoria.docx#_Toc41839486

Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

MEMORIA

Disefio y aplicacion de un método basado en SILE para
la identificacion de variaciones genéticas relevantes
asociadas a la enfermedad de Alzheimer temprano

Documento |

Mireia Costa Sanchez
Grado en Ingenieria Biomédica

Curso académico 2019/2020



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez



Grado en Ingenieria Biomédica Mireia Costa Sanchez

1. INTRODUCCION

Dentro del amplio abanico de ramas de estudio de la ingenieria biomédica, uno de los ambitos que
mas relevancia esta adquiriendo es el campo de la bioinformaética, concretamente, el andlisis de datos
genomicos.

En una sociedad cada vez més orientada hacia una medicina de precision, el analisis del genoma, que
es lo que nos diferencia como individuos, se ha convertido en un paso fundamental para alcanzar una
medicina cada vez mas adaptada a las caracteristicas y necesidades de cada paciente.

En este contexto, este trabajo se ha desarrollado dentro del &mbito de anélisis de datos gendmicos,
buscando determinar aquellas variaciones potencialmente causativas para un fenotipo concreto: el
Alzheimer temprano.

A continuacion, en este capitulo, se va a entrar en mayor detalle en el marco contextual del trabajo,
para poder comprender mejor las dimensiones del problema que se estéa tratando.

1.1. Marco de Aplicacion: Medicina de Precision.

La medicina de precision se puede definir como “Una nueva perspectiva de tratamiento y prevencion,
gue tiene en cuenta la variabilidad individual en los genes, el ambiente, y el estilo de vida de cada
individuo” [1].

La propia definicion ya plantea la necesidad de evaluar como afecta la variabilidad genética
interindividual en el desarrollo de una enfermedad. En este contexto, se entiende como variacion
genética una alteracion en la secuencia mas comun del ADN (secuencia de referencia) [2]. Estas
variaciones no son siempre patogénicas, pero en algunos casos pueden suponer un aumento en el
riesgo de padecimiento de alguna enfermedad genética [3] .

De los diferentes tipos de variaciones, los mas comunes son los polimorfismos de nucleétido Unico
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP), que consisten en un cambio de un unico nucleétido en la
secuencia de ADN. En la Figura 1, se muestra graficamente el concepto de SNP.
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Figura 1. Variabilidad genética
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Con esto, la evaluacion de la presencia de variaciones genéticas (sean o no SNP) , no solo tiene como
fin la prevencion o el tratamiento, sino que también va a tener una importante componente
diagndstica, que es la que se pretende explotar en este trabajo [4].

Desde que en 2003 se consiguiera secuenciar un genoma completo [5], y gracias a las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion que permiten hacerlo en un solo dia de forma econdmica, la
cantidad de informacidn genética disponible ha crecido de forma masiva. Asi, existen catalogos como
EXAC en los que hay disponibles hasta 7.4 millones de variaciones genéticas junto con su frecuencia
de aparicién en determinadas poblaciones [6].

El problema, por tanto, no reside en la deteccidn de las variaciones, sino en ir mas alla e identificar
cual es el efecto que tienen estas variaciones sobre los individuos [7]. Existen variaciones genéticas
que son comunes en la poblacién, no estando relacionadas con el desarrollo de ningun fenotipo
concreto, pero otras se pueden relacionar con el desarrollo de enfermedades, siendo estas la de interés
a nivel clinico. Sin embargo, debido a la gran cantidad de informacion disponible y a la complejidad
de esta, seleccionar aquellas variaciones genéticas relevantes a nivel clinico no resulta trivial. A ello,
se afladen problemas en la calidad de la informacién almacenada en las bases de datos, lo que dificulta
su uso en un ambito clinico. Algunos ejemplos de estos problemas son la ausencia de interpretacion
de las variaciones, falta de evidencias sobre cual ha sido el criterio utilizado cuando han sido
interpretadas, conflictos entre expertos, etc.

Los problemas identificados en la informacion disponible limitan su uso a nivel clinico, ya que
comprometen su calidad y la fiabilidad. Si se busca aplicar el concepto de medicina de precision,
este no puede sustentarse en informacién de poca calidad, pues esto podria tener un impacto real en
la salud de los pacientes, pudiendo llevar a diagndésticos o tratamientos erroneos.

Por estos problemas nace la necesidad de trabajos como este, desarrollados en el centro de
investigacion de 1+D PROS UPV, que buscan determinar estrategias para discriminar las variaciones
que sean relevantes para el diagndstico de una enfermedad, de las que no lo son.

Debido a las caracteristicas de la informacion relacionada con las variaciones genéticas, siendo estas
su gran volumen, variedad en la representacion, asi como su rapido crecimiento, se hace fundamental
presentar el concepto de Big Data y Smart Data.

1.2. Big Data vs. Smart Data.

El concepto de Big Data hace referencia al uso del anélisis de datos para extraer informacion que
permita tomar mejores decisiones informadas [8]. Los datos que se analizan mediante Big Data se
caracterizan por crecer a una gran velocidad y por poseer una gran variedad de informacion,
conceptos que se conocen como las “tres V”” (Velocidad, Volumen y Variedad).

Haciendo referencia al nimero de variaciones almacenadas en algunos de los repositorios o bases de
datos de variaciones méas conocidos como ClinVar [9], Alzforum [10], GWAS [11] y SNPedia [12]
en la Figura 2, se puede entender que en el ambito de desarrollo de este trabajo se va a tratar con un
gran volumen de informacion que crece rapidamente y que presenta una gran variedad: se trata de un
problema de Big Data.
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Figura 2. Nimero de variaciones en bases de datos conocidas

El problema radica, como se ha mencionado, en que no solo se busca procesar esta gran cantidad de
datos, sino que también se busca seleccionar de toda esta informacién cuél es aquella que puede
resultar relevante para su aplicacion en clinica.

Con la vision de no solo poder procesar grandes cantidades de datos, sino de hacerlo de una forma
inteligente para seleccionar solo la informacidn relevante, nacié el concepto de Smart Data [13]. Este
concepto afiade dos nuevas dimensiones al concepto de Big Data: el valor y la veracidad de la
informacion, que contemplan la necesidad de distinguir de toda la informacion aquella que es
veridica y cuyo uso aporta valor [14].

Big Data Smart Data

e Volumen ¢ \Volumen
e Velocidad e Velocidad
e Variedad e Variedad
e Veracidad
e Valor
\ J \ J

Figura 3. Evolucion del Big Data al Smart data
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En términos del trabajo desarrollado se va a aplicar el concepto de Smart Data para, de entre toda la
informacién disponible en las bases de datos gendmicas, seleccionar aquellas variaciones que estén
relacionadas con el fenotipo de estudio y que sean relevantes para su uso en el diagndstico genético,
sustentando estos resultados en criterios de calidad, veracidad y valor de la informacién. En concreto,
esto se llevara a cabo siguiendo el método SILE.

1.3. Introduccion al Método SILE

Con la perspectiva de pasar de la aplicacion del concepto de Big Data al de Smart Data en el dominio
de los datos gendmicos, en el centro de I1+D PROS UPV se ha desarrollado el método SILE. El
objetivo de este método es definir una estrategia para sistematizar el proceso de identificacion de
variaciones genéticas relevantes para una enfermedad, con la visién de obtener unos resultados lo
suficientemente consistentes como para ser aplicados en el ambito clinico.

El nombre del método hace referencia a las 4 etapas necesarias para alcanzar el objetivo propuesto
(Search - Identification - Load - Exploitation). Debido a que el trabajo se ha desarrollado en el marco
de este método, en la seccion METODO SILE de este documento se profundizara en sus fundamentos
y caracteristicas. Se define, brevemente, en qué consisten las diferentes etapas:

= Search (Busqueda). Seleccion de los repositorios o bases de datos de los que se va a extraer
la informacion.

= ldentification (ldentificacion). Determinacién de las variaciones genéticas que tengan una
relacion con la enfermedad suficientemente contrastada.

= Load (Carga). Carga de las variaciones en una base de datos.

= Explotacién (Explotacion). Uso de la informacion extraida con una finalidad clinica.

Este método fue aplicado en un trabajo previo sobre el Alzheimer, incluyendo también al Alzheimer
temprano, pero no se obtuvo ninguna variacion relevante [15]. EI Alzheimer temprano, tal y como
se tratara en mayor profundidad en la seccibn FENOTIPO ESTUDIADO: ALZHEIMER
TEMPRANO del documento, presenta una serie de caracteristicas, principalmente su baja incidencia
y su importante componente familiar, que dificultan el analisis de las variaciones genéticas. Los
resultados obtenidos en la aplicacién del método SILE a esta enfermedad han planteado la necesidad
de realizar un analisis exhaustivo de la etapa de identificacion del método, para determinar c6mo se
podrian tratar adecuadamente casos especificos como el Alzheimer temprano.

De esta forma, el primer objetivo de este trabajo va a ser realizar una evaluacion de la etapa de
identificacion del método SILE, buscando determinar los problemas existentes a la hora de realizar
el analisis de las variaciones en casos particulares como el del fenotipo estudiado. De este proceso
de andlisis deriva el segundo objetivo del trabajo, que consiste en realizar una propuesta de mejora
para la etapa de identificacion del método SILE, con el objetivo de hacerla también utilizable en
casos especificos como el Alzheimer temprano.

En la siguiente seccidn, se van a introducir los trabajos encontrados que presentan relacion con el
aqui desarrollado.
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1.4.Trabajos Relacionados

Dentro del centro de investigacion de 1+D PROS UPV, se han desarrollado diferentes trabajos de Fin
de Grado y Fin de Maéster, que por el método seguido guardan relacién con este Trabajo Fin de Grado.

Identificacion de variantes gendmicas mediante el método SILE en la muerte sUbita
cardiaca: Aplicaciones a la medicina de precision. Trabajo Fin de Méster en Ingenieria
Biomédica. Nelvia del Cisne (2019) [16].

Anadlisis de datos gendmicos para la identificacion de variantes gendmicas relevantes en
la enfermedad de Alzheimer. Trabajo Fin de Master en Ingenieria Biomédica. Ignacio
Pascual Fernandez (2019) [15].

Ciencia de datos para la medicina de precision: Aplicaciones al diagndstico genémico del
Neuroblastoma. Trabajo Fin de Master en Ingenieria y Tecnologia de Sistemas Software.
Paloma Cuenca Gil (2019) [17].

Biotecnologia para la medicina de precision: Identificacion de variaciones genémicas
para el diagndstico de cancer de mama. Trabajo Fin de Grado en Ingenieria Biomédica.
Alba Escalera Balsera (2018) [18].

Un proceso para la identificacion sistematica de variaciones gendmicas: Aplicaciones a
la medicina de precisién. Trabajo Fin de Master en Ingenieria y Tecnologia de Sistemas
Software. Simranpreet Kahur (2018) [19].

Exploracién de bases de datos genémicas dirigida por modelos conceptuales. Trabajo Fin
de Master en Ingenieria y Tecnologia de Sistemas Software. Vanessa Solis Cabrera
(2018) [20].

Disefio de un sistema de informacién gendémica para el diagnostico del neuroblastoma.
Trabajo Fin de Grado en Ingenieria Biomédica. Clara Soler Pellicer (2016) [21].

El objetivo principal de estos trabajos consistia en aplicar el método SILE para la identificacion de
variaciones genéticas relevantes en diferentes enfermedades de estudio. En este trabajo, en cambio,
no se busca realizar una aplicacion directa del método, sino realizar un andlisis critico de la etapa de
identificacion para determinar si se ajusta a enfermedades con particularidades como la de estudio.

Este analisis permitira plantear una propuesta de mejora para la etapa de identificacion del método,
buscando que el método si pueda a ajustarse a las enfermedades con caracteristicas particulares. Una
vez propuesta la mejora, se realizara la aplicacion del método a la enfermedad de estudio, buscando
realizar una evaluacion de la solucién propuesta.
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1.5. Estructura del Trabajo

Se presenta a continuacién la estructura que se va a seguir en el trabajo:

1.
2.

Introduccidn. Explicacion de contexto en el que se ha desarrollado el presente trabajo.
Obijetivos y Stakeholders. Se presentaran los objetivos concretos que se pretenden alcanzar,
asi como las diferentes preguntas de investigacion derivadas de cada uno de estos objetivos.
Meétodo SILE. Se explicarad en que consiste el método SILE, desarrollado por el centro de
investigacion de 1+D PROS UPV, y dentro del cual se encuentra contenido este trabajo.
Fenotipo Estudiado: Alzheimer Temprano. En este apartado se analizardn las
caracteristicas principales del fenotipo, asi como las particularidades de este que puedan
dificultar la determinacion de las variables relevantes.

Fuentes de Informacion. En este apartado se realizard un andlisis del repositorio que va a
utilizarse en este trabajo, ClinVar, y se entrara en mayor detalle en sus caracteristicas para
facilitar la comprension de las mejoras propuestas en la siguiente seccion.

Analisis y Propuesta de mejora de la Etapa de Identificacion del Método SILE. Tras
justificar la necesidad de mejora de la etapa de identificacion del método SILE, se realizara
un analisis exhaustivo de esta etapa y se propondra una mejora de esta

Aplicacion de la Mejora Propuesta para la Etapa de Identificacion: Resultados y
Discusion. Se tratard como se ha realizado la aplicacion del método SILE, con la etapa de
identificacion mejorada, y los resultados obtenidos. Se analizaran esos resultados y las
limitaciones que se han tenido en su obtencién.

Conclusiones. Conclusiones del trabajo.

Trabajos Futuros. Se detallaran todos los trabajos futuros que puedan derivar del presente
trabajo.

10. Bibliografia. Fuentes de informacién consultadas durante el trabajo.
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2. OBJETIVOS Y STAKEHOLDERS

2.1. Objetivos

Segun lo expuesto, en este trabajo existen un total de 3 objetivos principales. EI primero de ellos
reside en hacer un analisis de la etapa de identificacion del método SILE. Del resultado de este
andlisis deriva el segundo de los objetivos, que pretende proponer una mejora para esta etapa que
permita tratar mejor el analisis de las variaciones en casos especificos como los del Alzheimer
temprano. Finalmente, como tercer objetivo se va a buscar realizar una evaluacion preliminar de la
mejora propuesta mediante su aplicacion al caso del Alzheimer temprano. Para la consecucion de
estos objetivos, se pueden establecer una serie de preguntas de investigacion (Research questions,
RQ) que marcaran las pautas para alcanzar cada uno de estos objetivos.

Objetivo 1. Realizar un anélisis de la etapa de identificacion del método SILE para
determinar si es apta para la evaluacion de casos especificos como el Alzheimer temprano.
RQL. ¢ Qué criterios existen actualmente para la identificacidn de variaciones?

RQ2. ¢Los criterios que existen actualmente son aplicables al Alzheimer temprano?

RQ3. ¢ Qué problemas se encuentran a la hora de aplicar los criterios existentes?

Objetivo 2. Planteamiento de una mejora para la etapa de identificaciéon del método SILE
teniendo en cuenta los problemas detectados.
RQ4. (Qué mejoras se pueden plantear para resolver los problemas encontrados?

Objetivo 3. Evaluacion de la propuesta de mejora para la etapa de identificaciéon mediante
la aplicacién del método SILE al caso del Alzheimer temprano.

RQ5. ¢Se consigue mejorar todos los problemas que se detecten?

RQ6. ¢La mejora realmente permite tratar las variaciones genéticas en casos particulares
cémo la enfermedad de estudio?

RQ7. ¢Los resultados obtenidos son consistentes con los conocimientos disponibles de la
enfermedad?

RQ8. ¢Qué garantias hay de que los resultados obtenidos con la aplicacion de la mejora
sean de calidad?

RQ9. ¢Se podrian emplear los resultados obtenidos en la préctica clinica?
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2.2. Stakeholders

Los stakeholders, término utilizado tipicamente en el &mbito empresarial, son aquellas personas o
entidades que puedan verse afectadas por el tratamiento de un problema [22]. En este caso concreto,
son aquellos individuos que puedan estar interesados en los resultados obtenidos por este Trabajo
Fin de Grado. Concretamente, se consideraran stakeholders:

= Investigadores relacionados con el Alzheimer temprano.
= Personas que estén esperando un diagnostico para el Alzheimer temprano.
= Meédicos y clinicas que realicen test genéticos de diagndstico.

A continuacion, en la siguiente seccion, se va a explicar en mayor profundidad el método SILE,
introducido previamente en el apartado Introduccién al Método SILE.
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3. METODO SILE

El método SILE, tal y cédmo ha sido tratado en el apartado de Introduccién al Método SILE, busca
sistematizar el proceso de identificacion de variaciones genéticas para una enfermedad, y
adicionalmente, obtener unos resultados que tengan la consistencia suficiente como para ser
aplicados en el &mbito clinico.

Debido a que el trabajo se ha desarrollado en el marco de este método, se presenta en mas detalle en
qué consisten cada una de sus 4 etapas.

3.1. Busqueda

En esta etapa se busca determinar de qué fuentes se va a extraer la informacién de las variaciones
genéticas relacionadas con la enfermedad de estudio. Para la seleccién de las fuentes adecuadas se
plantean una serie de métricas que deben ser evaluadas en cada base de datos previo uso:

= Credibilidad. Se evaltan aspectos como si la base de datos ha sido revisada por expertos, 0
si hay controles sobre la calidad de los datos almacenados.

= Relevancia. Se determina si la base de datos contiene toda la informacion necesaria para el
analisis de las variaciones.

= Reputacion. Se evalla si la base de datos es mantenida por instituciones, asociaciones o
centros de investigacidn que sean conocidos y respetados.

= Actualidad. La base de datos debe ser actualizada con frecuencia, aportando siempre
informacién sobre en qué versién se encuentra y sobre su Ultima fecha de actualizacion.

= Accesibilidad. La informacion de la base de datos debe ser pablica y descargable para poder
ser utilizada.

A la hora de seleccionar las bases de datos, se buscara que se cumplan la mayoria de las métricas
para asegurar que la informacion que se vaya a utilizar para analizar la relevancia de las variaciones
sea fiable y de calidad [23].

3.2. lIdentificacion

En la etapa de identificacion, de todas las variaciones que se encuentren en las bases de datos
seleccionadas en la etapa de busqueda, se identificardn aquellas cuya relevancia para la enfermedad
esté contrastada. Es decir, de todas las variaciones genéticas que aparezcan relacionadas con el
fenotipo de estudio, solo se seleccionaran aquellas que tengan una evidencia lo suficientemente
relevante como para que puedan ser consideradas Utiles para su aplicacion en el dominio clinico.

Previo al planteamiento de los diferentes criterios utilizados para determinar la relevancia de las
variaciones, debido a que parte de estos se basan en el analisis de los estudios asociados, es necesario
conocer cuéles son los estudios méas comunes en relacién con las variaciones genéticas:
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= Estudios de ligamiento. Estos estudios permiten determinar el grado de influencia que tiene
la genética en el desarrollo de la enfermedad. Se identifican con los términos MeSH! linkage
Disequilibrium o Genetic Linkage.

= Estudios funcionales. Se centran en comprender los mecanismos moleculares que
relacionan el genotipo con el fenotipo.

= Estudios de asociacion. Estos estudios pretenden determinar que variaciones son de interés
para una determinada enfermedad, en una determinada poblacion. Estos estudios se
subdividen en dos grupos: Estudios GWAS (término MeSH Genome-Wide Association
Study) que buscan determinar las variaciones de relevancia para una poblacién mediante la
comparacion del genoma completo de diferentes individuos de esta, y los estudios de
cohortes (término MeSH Cohort Studies) que determinan relaciones entre la genética y el
ambiente que llevan al desarrollo de una enfermedad.

Dentro del método SILE se ha desarrollado un diagrama de flujo, mostrado en la Figura 4, que
permite en base a los términos MeSH indicados y a palabras clave identificadas, la clasificacién de
los articulos disponibles para cada variacion. Distinguir el tipo de articulo es importante, pues como
se ha mencionado, de esto dependen parte de los criterios definidos en SILE para determinar la
relevancia de las variaciones genéticas.

enome-Wids Keyword
Source MeSH Association Title
Study? Abstract

genome-wide
Yyihole genome,

NO

Zenetic Association
Studies?

Case-Centrol
Studies?

MeSH abstract case-conrol? YES

ASSOCIATION
Study
E:
NO ® OTHER

COHORT
Stuay

Y
1/

WeSH Cohorl Studies?

Linkage R 5
MeSH Disequilibrium?, Genetic Linkage? YES LINKAGE Study

YES

Figura 4. Diagrama de flujo para la clasificacion de articulos

1 Los términos MeSH (Medical Subject Headings) son los incluidos en el diccionario de sinénimos controlado por el NLM (National
Librery of Medicine), que son utilizado para indexar articulos para Pubmed [87], que contiene mas de 30 millones de citaciones de literatura
biomédica [88].
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Este diagrama de flujo contiene 5 posibles clasificaciones para los articulos: GWAS Study,
ASSOCIATION Study, COHORT Study, LINKAGE Study, y OTHER. Como se puede ver en la Figura
4, en primer lugar, se comprueba si los términos MeSH concuerdan con alguno de los tipos de
articulos definidos, en caso contrario, se buscan palabras clave coincidentes con alguno de los tipos.
Finalmente, si no se encuentra ningun término MeSH ni palabra clave que permita clasificar el
articulo en alguno de los 4 tipos identificados, el articulo seré clasificado como OTHER.

Una vez definidos los diferentes tipos de estudios considerados en el método, asi como las
caracteristicas en base a las cuales pueden ser identificados, se pueden definir los diferentes criterios
utilizados para determinar qué variaciones genéticas tienen la evidencia suficiente como para poder
ser aplicadas en el ambito clinico. Estos criterios, se han planteado en forma de flujo de trabajo
(workflow), como se puede ver en la Figura 5.

MO LIMITED
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Qyeary EVIDEHGE
YES ves | |
—_—

MODERATE

) COMTHADICTORY EVIDENGE
Variant Bst EVIDENGE DISCARDED AGCEPTED no | PR |

-

o
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NOT ENOUGH
EVIDENGE
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|
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YES \/ NO

Valid artickes must
hava public scosss

Figura 5. Workflow para la identificacion de variaciones genéticas relevantes
en el método SILE

Los diferentes pasos que constituyen este workflow son los siguientes:

= Evaluacion de la relevancia clinica

- Determinar si la variacion ha sido interpretada (F1).

- Analizar la utilidad de la interpretacion para el diagnostico clinico (F2): se consideran
Gtiles aquellas variaciones que han sido interpretadas como patogénicas, probablemente
patogénicas y factor de riesgo.

= Evaluacion de la presencia de conflictos en la interpretacion (F3).
= Determinacion de si hay estudios publicados que apoyen la asociacion de la variacion con la
enfermedad (F4).

11
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Evaluacidn de la relevancia de los estudios en términos de significancia estadistica (F5): se
consideran estudios relevantes aquellos realizados en humanos y que cumplan los siguientes
criterios:

- Enlos estudios de GWAS se requieren mas de 700 casos y controles. En el caso de las
variaciones patogénicas, los requisitos estadisticos son un odd-ratio mayor que uno, un
intervalo de confianza también mayor que uno y un valor p menor que 5x10-8.

- En estudios de otro tipo, se requieren 500 participantes. Los requisitos estadisticos son
un valor p inferior a 0,0001 y un intervalo de confianza que no contenga 1.

- Es recomendable que los estudios sean replicables.

Evaluacidn de la presencia de conflictos en la literatura asociada (F6).

Evaluacion del MAF (Minor Allele Frequency)? EI MAF de la variacion debe ser menor o

igual a la frecuencia del fenotipo en la poblacion (F7).

Evaluacidn de la consistencia de la variacion con la enfermedad (F8): El patrdn de herencia,

la penetrancia y el mecanismo de la variacién deben ser consistentes con la enfermedad.

Asi, gracias a este workflow, se puede obtener una clasificacion para cada una de las variaciones
extraidas de los diferentes repositorios seleccionados en el apartado de bdsqueda, que vendra
determinada por el nivel de evidencia del que disponga cada variacion [23]. Las posibles
clasificaciones para estas variaciones son las que siguen:

Contradictory evidence. Existen evidencias contradictorias acerca del significado clinico
de la variacion.

Discarded. Variaciones que, aunque si tienen articulos relevantes asociados, no cumplen
con los requerimientos para el MAF o no se han encontrado evidencias que respalden la
consistencia de la variacion con la enfermedad. También serén clasificadas de este modo las
variaciones que no sean Utiles a nivel clinico.

Not enough evidence provided. No se dispone de articulos relacionados con la variacién
gue proporcionen la evidencia estadistica requerida.

Accepted. Variaciones que cumplen con todos los requerimientos del workflow. Existen tres
niveles de evidencia, en funcion de cuanto hace que se revisod la variacion y el nimero de
articulos que tiene asociados (limited, strong y moderate).

3.3. Carga

Una vez se han determinado las variaciones relevantes gracias a la etapa de identificacion, el proximo
paso consiste en cargar las variaciones seleccionadas en la Human Genome Database (HGDB). Esta
base de datos forma parte de un sistema de informacién gendmica (Genomic Information System,
GelS), basado en el modelo conceptual del genoma humano (CSHG), también desarrollado en el
centro PROS [24].

2 El MAF se refiere a la frecuencia de aparicion del segundo alelo mas comun en una determinada poblacion,
y es ampliamente utilizado debido a que permite diferenciar variaciones comunes de las de rara aparicion.

12
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Como paso previo a la carga de la informaciéon en la HGDB se debe asegurar que todas las
inconsistencias entre los datos hayan sido resueltas. Algunas de las inconsistencias tipicamente
encontradas en los datos son: entradas duplicadas entre las diferentes bases de datos, claves invalidas,
y cualquier otra restriccion derivada de la tecnologia utilizada para desarrollar la base de datos.

3.4. Explotacién

En la dltima etapa del método, se pretende extraer conocimiento del sistema de informacion,
buscando utilizar la informacion almacenada en la etapa anterior con fines diagndsticos. Tal y como
se ha mencionado en la INTRODUCCION, la determinacion de la influencia de la variabilidad
genética en el desarrollo de la enfermedad puede suponer un antes y un después en el diagnéstico y
tratamiento gracias a la medicina de precision.

Adicionalmente a esto, debido a que el dominio de datos genéticos es muy complejo, dentro del
método SILE se ha desarrollado una herramienta, VarSearch [25], que permite comparar de forma
intuitiva e interactiva las variaciones genéticas encontradas en el analisis genético de un paciente
frente a las almacenadas en el HGDB, generando asi un report que indica el riesgo de sufrir una
determinada enfermedad.

Este trabajo se centra en la segunda etapa del método (identificacion), pues es la que seré objeto de
analisis y mejora. En la siguiente seccién, se van a analizar las diferentes caracteristicas del
Alzheimer temprano, asi como los inconvenientes encontrados a la hora de aplicar la etapa de
identificacion del método SILE.

13
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4. FENOTIPO ESTUDIADO: ALZHEIMER TEMPRANO

El Alzheimer es la forma de demencia mas comun en personas mayores [26], entendiendo la
demencia como una pérdida grave de las funciones mentales, con un importante impacto en la vida
diaria del paciente [27]. Algunos de los efectos més destacados del Alzheimer son: pérdida de
memoria, dificultades en la concentracion, disminucién en la capacidad para tomar decisiones y
cambios en la conducta [28].

La demencia esta teniendo un mayor impacto en nuestra sociedad con el paso de los afios, asi mientras
que en 2018 se estim6 que habian 50 millones de afectados por la demencia en todo el mundo, en
2030 se espera que el nimero de afectados sea 82 millones, y en 2050 de 152 millones [29]. Debido
a que el Alzheimer es la forma mas comun de demencia, se entiende la necesidad de poner medidas
para facilitar los diagndsticos y tratamientos para la enfermedad.

En el caso concreto de Espafia, también se ha observado una tendencia creciente de muertes debido
a la enfermedad de Alzheimer. De acuerdo con las estadisticas realizadas por el INE (Instituto
Nacional de Estadistica), en el afio 2000 se produjeron 5382 muertes debido a esta enfermedad,
mientras que en el 2018 fueron 14929, lo que confirma la tendencia al alza que se esta dando a nivel
mundial [30].

Numero de fallecidos por Alzheimer al afio
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Figura 6. Nimero de fallecidos por Alzheimer al afio

Analizando el namero de muertes en 2018 por Alzheimer, pero en este caso viendo la distribucion
por edades (Figura 7), aparecen casos de pacientes que han fallecido por esta enfermedad entre los
45-65 afos, unas edades inferiores a lo tipicamente esperado para esta enfermedad.

Esto se debe a que existen dos tipos de Alzheimer, el Alzheimer tardio (Late Onset Alzheimer
Disease, LOAD) que aparece en personas mayores de 65 afios y el Alzheimer temprano (Early Onset
Alzheimer Disease, EOAD) que aparece en menores de 65 afios [31].
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Fallecimientos por Alzheimer en 2018 distribuidos

por edad
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Figura 7. Fallecimientos por Alzheimer en 2018 en Espafia distribuido por edades

En este trabajo van a buscarse variaciones genéticas que estén relacionadas con la forma mas
temprana de Alzheimer ya que, debido a que no se suele esperar encontrar Alzheimer en pacientes
tan jovenes, el diagnostico puede ser largo y dificultoso.

En los proximos apartados, se van a analizar las caracteristicas mas relevantes del EOAD, asi como
las dificultades que van a encontrarse en el proceso de identificacion de las variaciones relevantes.

4.1. Caracteristicas del Alzheimer Temprano

Como se puede extraer de las estadisticas presentadas en la Figura 7, el porcentaje de incidencia del
EOAD es mucho inferior al LOAD, siendo el total de casos de EOAD tan solo el 2-10% de todos los
casos de Alzheimer [32]. Este porcentaje oscila en funcion del estudio considerado, de forma que a
veces se sitla entre el 0-1% [33], o entre el 4-5% [34], pero siempre supone menos del 10% de los
casos totales de Alzheimer. Aungue no se pueda establecer un porcentaje fijo de la incidencia de la
enfermedad, de todos los estudios se concluye que es una enfermedad con una baja incidencia.

Respecto a la influencia de la genética en el desarrollo de la enfermedad, se ha determinado que el
EOAD en su mayoria estd determinado por la componente genética, ya que presenta una
heredabilidad entre el 92-100% [35]. Esto contrasta con el LOAD, que se caracteriza por ser una
enfermedad de caracter poligénico, donde numerosos genes de riesgo y biomarcadores han sido
identificados, aunque ningun gen se ha podido establecer como causativo [30]-[33].

El EOAD presenta dos subgrupos de la enfermedad, el EOAD esporadico (SEOAD) y el EOAD
familiar (EOFAD). Se considera EOAD familiar cuando el paciente diagnosticado tiene al menos un
familiar de primer grado afectado por Alzheimer (ya sea EOAD o LOAD), suponiendo esta forma
de EOAD entre el 35-60% de los casos [35]. En contraposicidn, se considerara EOAD esporadico
cuando el paciente no tenga una historia familiar positiva.
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En el caso del EOFAD, se han determinado 3 genes cuyas variaciones presentan una herencia
autosémica dominante y una penetrancia® superior al 85%: PSEN1, PSEN2, APP. Debido a estas
caracteristicas, estos tres genes se consideran como biomarcadores de diagndstico para esta
enfermedad [31]. Esto indica que muchas de las variaciones que se encuentren en las bases de datos,
relacionadas con el EOAD, estaran presentes en alguno de estos tres genes.
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Figura 8. Mecanismos de herencia autosémica dominante
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Aunque en un principio se determin6 que el EOAD de caracter familiar solo respondia a una herencia
autosémica dominante, se ha demostrado que tan solo entre el 10-15% del EOAD familiar presenta
este tipo de herencia [35]. Sin embargo, si se ha determinado que las variaciones en los genes APP,
PSEN1 y PSEN2 explican la mayoria de los casos de EOAD con herencia autosémica dominante
(explican entre el 23-88.2% de los casos de EOAD familiar autosémico dominante [35], segln
estudio).

Con esto, a pesar de que las variaciones genéticas presentes en estos tres genes son las mas
tipicamente asociadas con esta enfermedad, con ellas solo se consigue explicar entre el 5-10% de los
casos de EOAD [31][36]. Por lo que quedan entre un 90-95% de casos de EOAD que no se
encuentran asociados a estos genes, y cuya causa genética todavia esta por determinar.

Para clarificar la distribucion de todos los tipos de Alzheimer mencionados a lo largo del apartado,
en la Figura 9 se muestran los diferentes tipos, asi como su porcentaje de aparicion sobre el total de
enfermos de Alzheimer.

3 Proporcion de individuos que, presentando una determinada variacién genética, presentan sintomas de la
enfermedad con la que se asocia la variacion [89].
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Distribucion de los tipos de Alzheimer
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Figura 9. Distribucién de los diferentes tipos de Alzheimer

Cuando se habla de EOAD familiar, en el aspecto autosdmico dominante, se distinguen tres tipos de
Alzheimer en funcién del gen en el que se encuentre la variacion. Se contemplan para esta
clasificacion los genes mas claramente asociados a la enfermedad que son el PSEN1, PSEN2 y el
APP:

= Alzheimer tipo 1. Asociado al gen APP. También se incluyen los genes HFE, NOS3, PLAU,
A2M, MPO [37].

= Alzheimer tipo 3. Asociado al gen PSEN1 y APOE [38].

= Alzheimer tipo 4. Asociado al gen PSEN2, que presenta una muy baja frecuencia de
aparicion de mutaciones [31][39].

La siguiente figura clarifica los diferentes subtipos que podemos encontrar de la enfermedad.

PSEN1, PSEN2,
APP

EOAD
AUTOSOMICO
DOMINANTE

EOAD FAMILIAR

EOAD

EOAD
ESPORADICO

Alzheimer

LOAD

Figura 10. Divisiones dentro de la enfermedad de Alzheimer
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Por el momento, se han tratado los diferentes tipos de EOAD, asi como informacidn relevante acerca
de los mismos. Sin embargo, no se ha tratado el impacto de esta enfermedad a nivel molecular, algo
que sera importante para una mejor comprension del apartado de Discusion de los resultados
obtenidos.

Aunque existen diferentes consecuencias neuropatoldgicas de la enfermedad, dos de las maés
destacadas son la aparicion de ovillos neurofibrilares en el interior de la neurona y las placas seniles
en el exterior de esta.

Los ovillos neurofibrilares son acumulos localizados en el interior neuronal que estan constituidos
por filamentos pareados helicoidales (PHFS), cuyo componente principal es una forma alterada de la
proteina tau, que es clave para el mantenimiento interno de la arquitectura neuronal. Al perder la
proteina tau esta capacidad para mantener la arquitectura, se producen graves dafios en las neuronas
que afectan a su capacidad de trasmision de informacion y que pueden causar la muerte neuronal
[40]-[41].

Las placas seniles son agregados insolubles que aparecen en el medio extracelular y que estan
constituidos por el péptido A, que deriva del péptido betaamiloide (APP, codificado por el gen del
mismo nombre). Al igual que los ovillos neurofibrilares, estas placas también pueden ser
responsables de la muerte neuronal [42].

La longitud del péptido betaamiloide presenta una longitud variable (40 o 42 aminoéacidos), siendo
la forma de 40 aminoécidos la mas comdn. Se ha demostrado que la forma del péptido de 42
aminoacidos presenta una mayor facilidad de agregacion, lo que justifica que las placas seniles estén
formadas fundamentalmente por el péptido en la forma Ap42 [43].

Debido a la relacién de las placas seniles con el desarrollo de la enfermedad, se ha demostrado que
en pacientes con Alzheimer existe un incremento del ratio Ap42/ AB40, siendo este un indicativo de
la presencia de la enfermedad [40]-[41].

“oviles
- neurofibrilares”

Placas *

amiloideas ™

Figura 11. Medio celular en el cerebro sin y con presencia de agregados proteicos
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Adicionalmente al impacto de la presencia de los ovillos neurofibrilares y las placas amiloides,
existen teorias que relacionan los efectos que tiene el Alzheimer en el cerebro del paciente enfermo
con un exceso de radicales libres, y por tanto con un proceso oxidativo. Este exceso se asocia con el
envejecimiento y con la muerte neuronal, debido al dafio oxidativo generado, siendo por tanto otro
factor de interés para estudiar el impacto de la enfermedad [40].

De lo aqui expuesto, se traduce que en el cerebro de pacientes con Alzheimer se pueden detectar
ovillos neurofibrilares, muerte/dafio celular, placas seniles y un incremento del ratio Ap42/ Ap40.

Una vez se han definido las caracteristicas del EOAD en todas sus dimensiones, en la siguiente
seccién se va a hacer un analisis de los resultados que se obtuvieron en la aplicacion del método
SILE al caso del EOAD.

4.2. Aplicacion del Meétodo SILE al EOAD

En el apartado 3, donde se ha detallado en que consiste el método SILE, se han presentado diferentes
criterios utilizados para determinar la relevancia de las variaciones, basados parte de ellos en la
relevancia estadistica proporcionada por los estudios relacionados.

Tal y como se ha mencionado en el apartado 4.1, una de las caracteristicas principales del Alzheimer
temprano es su baja incidencia. En una enfermedad con tan pocos pacientes afectados, dificilmente
se encontraran estudios que alcancen una evidencia estadistica significativa tal como se especifica
en la etapa de identificacién de SILE, pues estos se llevaran a cabo con un namero limitado de
pacientes.

Si se observa el workflow presentado en la Figura 5, todas las variaciones que no dispongan de
articulos con el nimero de pacientes requeridos, o con la relevancia estadistica suficiente seran
automaticamente clasificadas como Not Enough Evidence Provided. Esta hip6tesis se confirma con
la revision de un trabajo llevado a cabo en el centro PROS UPV, en el que se buscaron variaciones
responsables tanto del Alzheimer temprano como del de origen tardio, y no se encontré ninguna
variacion relevante para el EOAD con la aplicacion de estos criterios [15].

Estos resultados implican que con este workflow no se contemplan casos especificos, como el
EOAD, que presenten una baja incidencia y una marcada componente familiar, ya que ninguna de
las variaciones asociadas podria llegar a ser clasificada como aceptada.

Por tanto, segun lo expuesto, se plantea la necesidad de realizar un analisis exhaustivo de la etapa de
identificacion del método SILE, asi como de una propuesta de mejora que si permita tratar con casos
especificos. Sin embargo, previa presentacion de esta propuesta es necesario tener una vision general
del repositorio del que va a extraerse la informacion. En el siguiente apartado, se realizara un anlisis
exhaustivo acerca del repositorio que se va a utilizar en este trabajo: ClinVar.
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5. FUENTES DE INFORMACION

Como se ha mencionado previamente en la seccién 1.2 las diferentes variaciones genéticas, asi como
la informacion relacionada con las mismas, se almacena en diferentes bases de datos y repositorios
cada uno con sus propia estructura y caracteristicas.

Antes de realizar un analisis y propuesta de mejora de la etapa de identificacion del método SILE es
necesario entender la informacion con la que se va a trabajar, ya que esto facilitara la compresion de
las mejoras propuestas. Aunque existen multiples bases de datos y repositorios disponibles, en este
caso Unicamente va a analizarse ClinVar pues debido a las caracteristicas que presenta, que se van a
ser tratadas a continuacion, es el repositorio mas adecuado para realizar este trabajo.

ClinVar es un repositorio de datos abiertos, que contiene la relacion entre diversas variaciones
genéticas y los fenotipos a los que se encuentran asociadas. La informacion es subida a la base de
datos por diferentes usuarios, denominados submitters, que generan entradas o submissions en las
variaciones para aportar un nuevo conocimiento sobre las mismas. Para cada una de estas
submissions, el repositorio da la opcién introducir el criterio que se ha utilizado para realizar la
interpretacion de la variacion. Este concepto es representado en ClinVar como assertion criteria y
hace referencia a cualquier publicacion o documentacion utilizada por el submitter para asignar a
una variacion un significado clinico u otro [44].

ClinVar Clinvar v ||Search ClinVar for gene symbols, HGVS expressions, conditions, and mol @
Advanced Help

Home About v | Access ¥ | Help v | Submit v | Statistcs v | FTP
COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.

o Get the latest public health information from CDC: hitps-/Awww. coronavirus gov
Get the latest research from NIH: hifps.//www.nih.gov/coronavirus.

ACTGATGGTATGGGGCCAAGAGATATATCT I
CAGGTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCAC SmVar

CAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGC ClinVar aggregates information about genomic variation and its relationship to human

CCATGGTGCATCTGACTCCTCAGGAGAAGT  neaitn.
GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGT
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTAT

Using ClinVar Tools Related Sites
About ClinVar ACMG Recommendations for Reporting_of ClinGen

Data Dictionary. et GeneReviews ®
Downloads/FTP site ClinVar Submission Portal cIR®

FAQ Submissions MedGen
Contact Us Yaration Vigwer oMM @

Clinical Remapping - Between assemblies and
RefSeqGenes

Factsheet Variation

RefSeqGene/lRG

Figura 12. Menu principal de ClinVar

En ClinVar se realiza una validacion de las diferentes submissions previa a la carga de los datos en
el repositorio. Se resumen algunos de los aspectos mas importantes que se tienen en cuenta para
realizar esta validacion:
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= Definicion de la variacion. La variacion se define como un cambio en la secuencia respecto
a una referencia, y se verifica que el alelo indicado se produce en la posicién indicada. Si
esta informacion no se completa correctamente, la variacion aparecerd como non-validated.

= Normativa HGVS. Se evalla el formato HGVS (Human Genome Variation Society)
asociado a la variacion. La nomenclatura HGVS tiene como fin principal proporcionar un
estandar para la descripcion de las variaciones facilitando asi el intercambio de informacién
[45].

= Evaluacion de la consistencia de la informacion. Se verifica que el identificador de la
variacién proporcionado (Si es que se proporciona uno), que contiene informacion sobre la
ubicacion gendmica, es consistente con la definicién de la variacion.

= Analisis de los identificadores asociados al fenotipo. En caso de que a la hora de subir a
la base de datos una variacion esta se relacione con algun fenotipo, ClinVar valida que los
identificadores proporcionados sean validos. Si ademas del identificador, se proporciona un
nombre para el fenotipo, se comprueba gque este nombre coincida con el concepto definido
por el identificador.

= Relacion entre la variacion y el gen en el que se localiza. Todavia esta en progreso, busca
gue cuando se indique el gen afectado, se pueda comprobar que la localizacion de la
variacién se encuentra dentro de este gen.

= Evidencias proporcionadas. Se validan identificadores de PubMed y otros identificadores
de citas.

= Interpretacion. Clinvar no interviene en la interpretacion de las variaciones. Esto implica
gue, no valida la interpretacion, no determina cual es la correcta cuando hay discrepancias
en la interpretacion entre submitters, y no se revisa el criterio que utilizan los submitters para
validar la informacion.

Este proceso de validacion previo de la informacidn sirve como una garantia de que la informacion
gue se extraiga de la base de datos va a tener un minimo de calidad. Debido a estas garantias, junto
con gue es un repositorio muy conocido, utilizado y que se encuentra en continua actualizacion (una
vez al mes), esta seré la fuente de informacién consultada para la extraccion de variaciones genéticas.
Ademas, tal y como se va a tratar en mayor profundidad en la secciéon 5.1 cumple con todos los
requerimientos establecidos en la seccion 3.1 para bases de datos (Credibilidad, Relevancia,
Reputacion, Actualidad y Accesibilidad).

Como ventaja adicional, ClinVar permite realizar busquedas avanzadas en la base de datos que
permiten acotar los resultados obtenidos para ajustarlos lo maximo posible a la informacion de
interés. Se puede filtrar por aspectos como: tipo de submitter, significado clinico, estado de revision,
etc.

Builder

[Disease/Phenotype v | | Show index list

[AND v ] [Gene Name v]| | Show index list

or Add 1 history

Figura 13. Buscador avanzado de ClinVar
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Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, ClinVar no realiza ningln tipo de validacion
al respecto de la interpretacion [46]. Esto justifica la necesidad de métodos como SILE, que buscan
analizar si la informacién proporcionada como soporte para la interpretacion de una variacion es de
la calidad suficiente para poder ser utilizada en el &mbito clinico.

En los siguientes apartados, primeramente, se va a justificar que ClinVar cumple con los
requerimientos establecidos en la etapa de busqueda del método SILE para ser considerada una base
de datos adecuada para la extraccion de informacion. Tras esto, se realizard un analisis de algunas
caracteristicas acerca de las variaciones sobre las que ClinVar proporciona informacion, que
permitiran la mejor comprensién de la propuesta de mejora realizada en la seccion 6.

5.1. Adecuacion de ClinVar a los Criterios Establecidos en
la Etapa de Busqueda del Método SILE

Segun lo expuesto en el apartado de Busqueda del método SILE las bases de datos o repositorios que
se utilicen como fuente de informacion deben cumplir con las siguientes caracteristicas: Credibilidad,
relevancia, reputacion, actualidad y accesibilidad. Lo que se pretende en este apartado es, por tanto,
verificar que ClinVar cumple con todas estas caracteristicas.

Para la evaluacion de la credibilidad debe tenerse en cuenta por una parte que la base de datos sea
revisada por expertos, y por otra parte la existencia de controles de calidad que aseguren que la
informacién proporcionada por la base de datos es correcta [23]. Segln lo mencionado, ClinVar no
realiza una validacion de la interpretacion de las variaciones, pero si que presenta un proceso de
curado por expertos. Adicionalmente, se ha determinado que se siguen numerosos controles de
calidad a través de las caracteristicas contempladas en la validacién de las submissions.

En el caso de la relevancia, lo que se busca es determinar si la base de datos contempla toda la
informacion necesaria para realizar la carga de las variaciones en la HGDB de acuerdo con el modelo
conceptual (CSHG) [23]. Aungue no se han detallado los diferentes aspectos de los que dispone el
CSHG, algunos a considerar respecto a las variaciones es el tipo de variacion (insercién, delecion,
etc), el fenotipo al que se asocia, el identificador SNP, etc. En el caso de Clinvar, toda la informacion
requerida esta proporcionada y es accesible.

Respecto a la medida de la reputacion, se debe evaluar si la base de datos estd mantenida por una
institucién, asociacion o centro de investigacion que sea conocido y respetado [23]. En el caso de
ClinVar, esta estd mantenida por el NCBI (National Center for Biotechnology Information) que
forma parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos, quedando por tanto
garantizada la reputacion de la base de datos.

Otro aspecto que considerar es la actualidad del repositorio. ClinVar actualiza su informacion de
forma mensual, siendo uno de los repositorios con una mayor actualizacion de la informacion, y
cumpliendo por tanto con este criterio.
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Finalmente, el dltimo aspecto para evaluar es la accesibilidad de la informacién. El repositorio
ClinVar es de acceso publico y también permite la descarga de la toda la informacién relacionada
con el resultado de la busqueda de variaciones en un archivo en formato texto. Por tanto, se
proporciona un fécil acceso a toda la informacion disponible.

Una vez se ha garantizado que ClinVar cumple con todos los requisitos establecidos en el método
SILE, en el siguiente apartado se van a tratar diferentes aspectos que ClinVar proporciona acerca de
las variaciones, y que son fundamentales para la compresion del workflow que va a disefiarse para
la identificacion de variaciones genéticas relevantes.

5.2. Informacion Proporcionada por ClinVar

Existen diferentes aspectos que es importante conocer en detalle para mejorar la comprension de los
cambios introducidos en la etapa de identificacion del método SILE, asi como de los resultados
obtenidos en su aplicacion al EOAD. Para el correcto andlisis de estos aspectos, se detalla la
informacién en diferentes subapartados, que reflejan como se encuentran representados estos
aspectos en ClinVar.

5.2.1. Tipos de Submitters

Tal y como se ha mencionado, toda la informacion contenida en ClinVar se obtiene a partir de
submissions realizadas por submitters. Existen diferentes tipos de submitters, siendo algunos de los
ma&s comunes:

= Guias de practica clinica.

= Paneles de expertos.

= Proyectos comunitarios.

= Laboratorios de test genéticos.

= Bases de datos Locus-especificas.

= Estudios de investigacion.

= Flujos de datos semiautomaticos, como los proporcionados por OMIN y GeneReviews.
= Estudios de investigacion.

= Otras bases de datos de publicas.

De entre todos los tipos de submitter, son las guias de practica clinica y los paneles de expertos, los
que dan una mayor garantia de la calidad y veracidad de la informacion [47]. Por este motivo, sus
interpretaciones tienen prioridad sobre todas las realizadas por el resto de submitters.
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5.2.2. Significado Clinico (Clinical Significance)

El significado clinico de una variacion busca reflejar el impacto que tiene la variacion sobre el
desarrollo de una o varias enfermedades. En ClinVar se contemplan una serie de significados clinicos
ya predefinidos, estando algunos de esos definidos de acuerdo a las recomendaciones de la
ACMG/AMP (American College of Medical Genomics/ Association for Molecular Pathology) [48],
mientras que otros han sido creados para cubrir las necesidades de informacion de los usuarios. Los
significados clinicos relevantes para este trabajo son:

= Benign (benigna). La variacion no es causativa de la enfermedad.

= Likely Benign (probablemente benigna). Se da este significado clinico a aquellas
variaciones que con un 90% de certeza no son causativas de la enfermedad.

= Uncertain Significance (significado incierto). Cuando no se cumplen ni los criterios para
variaciones benignas ni para patogénicas, o bien cuando criterios de ambas categorias dan
lugar a contradiccion.

= Likely Pathogenic (probablemente patogénica). Se da este significado clinico a aquellas
variaciones que con un 90% de certeza son causativas de la enfermedad.

= Pathogenic (patogénica). La variacion es causativa de la enfermedad.

= Risk Factor (factor de riesgo). Las variaciones con esa clasificacion no causan la
enfermedad, pero si aumentan el riesgo de padecerla.

= Conflicting Interpretations (conflicto de interpretacion). Clinvar Unicamente considera
que se produce un conflicto de interpretacion cuando para una misma variacion existen con
dos o mas significados clinicos diferentes. Concretamente, significado incierto —
benigna/probablemente  benigna, significado incierto — patogénica/probablemente
patogénica, benigna/probablemente benigna - patogénica/probablemente patogénica [49].

5.2.3. Estado de Revisidn (Review Status)

ClinVar tiene internamente un sistema de clasificacion basado en estrellas (0 a 4) que determina el
nivel de revision asociado a cada una de las variaciones. Para asociar la clasificacién a cada variacion,
se tienen en cuenta aspectos como el tipo de submitter que ha realizado la submission, el nimero de
submitters, si se ha proporcionado 0 no un assertion criteria, etc. En la Tabla 1 se resumen los
principales aspectos que se tienen en cuenta para la asignacion del nivel de evidencia:
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Numero de estrellas Estado de revision

4 estrellas El submitter es una guia de préctica clinica.

3 estrellas El submitter es un panel de expertos.

2 estrellas Hay mas de un submitter y no existen conflictos entre la

informacién proporcionada. Ninguno de estos submitters es
una guia de préctica clinica o panel de expertos.

1 estrella Dos posibles casos. Existe mas de un submitter, pero aparecen
conflictos en la interpretacion, o bien solo aparece un unico
submitter. Ninguno de estos submitters es una guia de préactica
clinica o panel de expertos.

0 estrellas Diversos casos: el alelo inicamente aparece formando parte de
un haplotipo o genotipo, no se proporciona un assertion
criteria, 0 no se da ninguna informacién respecto a la
variacion.

Tabla 1. Estado de revision de las variaciones en ClinVar

5.2.4. Tipo de Método Utilizado

El tipo de método (method type) indica la fuente de la informacion proporcionada acerca de la
variacién, es decir, indica de donde proviene la informacion en la que se ha basado el submitter para
determinar la importancia clinica de la variacion. Existen tres tipos de métodos: Clinical Testing
(ensayo clinico), Literature Only (literatura), Research (investigacion).

Cuando el método utilizado es el ensayo clinico, la informacion se obtiene en base a estudios clinicos
desarrollados en pacientes. En el caso de las basadas en literatura, el submitter ha consultado
diferente informacion disponible en la literatura cientifica, y en base a la informacion recopilada hace
una interpretacion de la variacion. Finalmente, en el método basado en investigacion toda la
informacién proporcionada es el resultado de una investigacion cientifica.

Una vez se han analizado las diferentes caracteristicas de ClinVar, el siguiente paso es realizar el
analisis de la etapa de identificacion del método SILE y proponer mejoras a los problemas
encontrados.
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6. ANALISIS Y PROPUESTA DE MEJORA DE LA ETAPA
DE IDENTIFACION DEL METODO SILE

En el apartado de Aplicacion del Método SILE al EOAD se determind que el workflow actual del
método SILE para la identificacion de variaciones genéticas relevantes no permite tratar casos
especificos como el EOAD, ya que en fenotipos con caracteristicas similares al EOAD las
variaciones serian clasificadas como Not Enough Evidence Provided.

Se plantea por tanto la necesidad de realizar un anélisis de la etapa de identificacion del método
SILE, buscando concretar los aspectos susceptibles de mejoray las problematicas existentes a la hora
de evaluar las variaciones genéticas encontradas en las bases de datos o repositorios. En base a este
andlisis exhaustivo se disefiara un nuevo workflow, basado en el utilizado en el método SILE, como
una propuesta de mejora para la identificacion de las variaciones genéticas que contemple
enfermedades con caracteristicas particulares como el EOAD.

6.1. Andlisis de la Etapa de Identificacion del Método SILE

En la seccion 4.2 se planted el motivo principal por el que era necesario realizar una revision de esta
etapa del método SILE. EI EOAD es una enfermedad con baja incidencia, lo que causa que los
articulos relacionados con la enfermedad no se desarrollen en un gran nimero de pacientes y, por
tanto, no alcancen una relevancia estadistica significativa. Esto causaba que las variaciones
relacionadas con el EOAD, o con otras enfermedades de caracteristicas similares, fueran clasificadas
segun el workflow original del método SILE (Figura 5) como Not Enough Evidence Provided. Esta
afirmacion se confirma con los resultados obtenidos en una aplicacion previa de este workflow al
caso del Alzheimer, donde no se obtuvo ninguna variacion relevante para el EOAD. Por tanto, son
estos resultados los que han llevado al analisis de la etapa de identificacién del método SILE que va
a llevarse a cabo en este apartado.

El criterio de la relevancia estadistica de los estudios es un criterio de uso extendido y aceptado, de
forma que no se puede simplemente dejar de tener en consideracion. Con esto, es necesario buscar
criterios alternativos para la evaluacion de la relevancia de las variaciones, que contemplen la
relevancia estadistica de los estudios asociados, pero sin descartar las variaciones Unicamente porque
no se cumpla este criterio.

Otro problema detectado para la aplicacion de la etapa de identificacion se relaciona con el tipo de
estudios predominantes en esta enfermedad. Tal y como se ha indicado en el apartado 3, en el método
SILE se contemplan principalmente 3 tipos de estudios: Estudios funcionales, estudios de asociacion
y estudios de ligamiento. En el apartado 4.1 se determiné que esta enfermedad presenta una
componente familiar muy importante, de forma que los estudios predominantes son aquellos
realizados en diferentes generaciones de una o varias familias. Este tipo de estudios, que seran
definidos como estudios familiares, tienen el objetivo de determinar el impacto que tiene la herencia
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de una variacion en el desarrollo de una enfermedad, estudiando la segregacion en una o varias
familias.

Estos tipos de estudios no estan siendo contemplados explicitamente hasta ahora en el método SILE
ya que se clasificarian como Other, por lo que para el correcto estudio de la bibliografia asociada a
las variaciones es necesario contemplarlos y definirlos para poder identificarlos correctamente. Con
esto, se plantea la necesidad de realizar un analisis de los estudios familiares, y de incluirlos en el
diagrama de flujo de identificacion de articulos presentado en la Figura 4.

Realizando el analisis del workflow se han detectado otra serie de problematicas, adicionales a la
evaluacion de la relevancia estadistica de los estudios y de la no consideracion de los estudios
familiares, que son las que derivan mas directamente de la aplicacion del workflow del método SILE
al caso del EOAD. A continuacion, se van a tratar una a una estas problematicas para después realizar
una propuesta de solucidn en el siguiente apartado.

En primer lugar, un problema detectado se relaciona con las variaciones con interpretaciones
conflictivas. En el workflow inicial (Figura 5), se puede ver como todas las variaciones que
presenten algun conflicto en su interpretacion seran clasificadas como Contradictory Evidence. El
problema es que debido a como ClinVar gestiona las interpretaciones asociadas a una variacion,
especificamente cuando las variaciones han sido interpretadas para méas de un fenotipo, algunas
variaciones son incorrectamente clasificadas como un conflicto de interpretacion. Se muestra un
ejemplo de esta situacion con la variacion de ID rs33949390, que ha sido incorrectamente clasificada
como un conflicto de interpretacion.

Interpretation: Conflicting interpretations of pathogenicity
Benign(1);Likely benign(1);Uncertain significance(1)

Review status: Y7 Y7 V¥ criteria provided, conflicting interpretations
Submissions: 8 (Most recent: Oct 22, 2019)

Last evaluated: May 28, 2019

Accession: VCV000039198.5

Variation ID: 39198

Description: single nucleotide variant

Figura 14. Interpretacion dada a la variacion rs33949390 en ClinVar

En la Figura 14 se puede ver como la variacion ha sido clasificada como conflicto de interpretacion
debido a que existen asociados a esta variacion los siguientes significados clinicos: Benigna,
probablemente benigna y significado clinico incierto. Sin embargo, si se revisa en mayor detalle la
informacién disponible acerca de esta variacion, se observa que el conflicto de interpretacion se
produce para la enfermedad de Parkinson, pero no para el EOAD.
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Interpreted Interpretation  Number of Review status Last Variation/condition
condition submissions evaluated record
not provided Benign 1 criteria Jan 22,2019 RCV000873020.1
provided,
single
submitter
Parkinson Conflicting 4 criteria May 28,2019 RCV000032472.4
disease 8, interpretations provided,
autosomal of conflicting
dominant pathogenicity interpretations
Early onset Likely 1 no assertion Feb 28,2019 RCV000984891.1
Alzheimer pathogenic criteria
disease with provided
behavioral

disturbance

Spinacerebellar Pathogenic 1 no assertion Feb 28, 2019 RCV000984892.1
atrophy criteria

provided
Klippel-Feil Pathogenic 1 no assertion Feb 28,2019 RCV000984893.1
syndrome 1, criteria
autosomal provided

Anminant

Figura 15. Fenotipos (Conditions) asociados con la variacion rs33949390

Por tanto, segun lo mostrado en la Figura 15 la variacion rs33949390 deberia haber sido clasificada
como probablemente patogénica para el caso del EOAD, no como un conflicto de interpretacion.
Esto significa, por tanto, que al no considerar el workflow original del método SILE esta
problematica, puede haber variaciones que resulten relevantes para el fenotipo de estudio y que sean
incorrectamente clasificadas como Contradictory Evidence. Esta situacion requiere el realizar una
modificacion del workflow inicial para contemplar correctamente estos casos.

El siguiente problema detectado es que en el workflow se revisan los articulos y la relevancia
estadistica de los mismos, pero en ningin momento se evalta quien ha introducido la informacion
en la base de datos (submitters), el tipo de método que se ha utilizado para extraer la informacion de
la variacion (method type), o que criterio se ha utilizado para asignarle el significado clinico a la
variacion (assertion criteria). En el caso del tipo de submitter, las submissions incluidas en las guias
de préactica clinica o realizadas por paneles de expertos tienen prioridad sobre cualquier otra
submission, debido a que estos tipos submitter son los mas relevantes y los que proporcionan una
mayor garantia de calidad de la informacién proporcionada. En lo referente al tipo de método, la
informacién maés fiable proviene de los ensayos clinicos, pues los tipos basados en literatura o
investigacion estan claramente mas sujetos a la interpretacion del usuario que sube la informacion.
El assertion criteria sirve para determinar en base a qué criterios se ha interpretado la variacién, de
forma que si este no ha sido proporcionado por el usuario no se tiene garantia de que la interpretacion
se ha hecho en base a criterios validos o coherentes. Debido a que se busca determinar que la
informacion relativa a la variacion sea de calidad, se necesita conocer en base a qué criterios se ha
realizado su interpretacion.
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Se ha justificado la importancia que tienen los aspectos mencionados, pero sin embargo ninguno de
ellos se encuentra incluido dentro del workflow de la Figura 5. Por tanto, sera necesario incluirlos
en el workflow ya que son pardmetros indicativos de la calidad de las submissions realizadas para
cada variacion.

Otro problema detectado es que en el workflow de la Figura 5 no se hace ningln tipo de
comprobacion previa acerca de si los resultados que se han obtenido en la bdsqueda en la base de
datos son coherentes con el conocimiento que se dispone de la enfermedad. En las bases de datos se
almacena una gran cantidad de informacion, y el usuario que vaya a trabajar con ellas debe ser capaz
de determinar si la informacion proporcionada por la base de datos es coherente con sus
conocimientos de la enfermedad. Es decir, se debe evaluar si las variaciones obtenidas en la base de
datos tienen sentido dentro de los conocimientos de los que se dispone acerca de la enfermedad. Para
evitar posibles errores, es recomendable incluir algln paso previo que sirva para realizar una
verificacion de los resultados obtenidos, como podria ser el comprobar si el gen en el que se localiza
una determinada variacion se encuentra relacionado con la enfermedad.

Finalmente, el tltimo problema detectado consiste en cdmo se ha introducido el criterio temporal en
el workflow. Como se ve en la Figura 5, se introduce un criterio temporal (evidencias de hace menos
de 3 afios) para establecer el nivel de evidencia disponible para las variaciones aceptadas. El
problema es que, con este criterio, variaciones con unos sélidos criterios de interpretacién y una
informacion relacionada de gran calidad podria ser clasificada como Limited Evidence solo por haber
sido revisadas hace mas de tres afios. El criterio temporal es importante tenerlo en cuenta, pues la
informacidn relacionada con las variaciones genéticas esta en continuo cambio y crecimiento, tal y
como se vio en la seccidn 1.2, por lo que se debera realizar un cambio en como se esta evaluando
este criterio para evitar que el nivel de evidencia alcanzado dependa principalmente del criterio
temporal.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, se presentan un total de 6 problemas a resolver:

= Problema 1. Plantear una evaluacién alternativa de la relevancia estadistica de los estudios
relacionados.

= Problema 2. Falta de consideracion de los estudios familiares como un estudio
independiente en el diagrama de clasificacion de articulos de la Figura 4.

= Problema 3. Ausencia de un tratamiento adecuado de las variaciones incorrectamente
clasificadas como un conflicto de interpretacion.

= Problema 4. No consideracion del tipo de método, el assertion criteria y el tipo de submitter
como aspecto relevante para evaluar la calidad de la informacion. Con esto, tenemos por
tanto tres subproblemas:

4.1. No consideracion del tipo de submitter.
4.2. No consideracion del tipo de método.
4.3. No consideracion del assertion criteria.

= Problema 5. No validacion previa de que los resultados obtenidos son coherentes con los
conocimientos disponibles de la enfermedad.
= Problema 6. Criterio temporal como criterio principal para determinar el nivel de evidencia.
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Una vez se ha realizado el andlisis del workflow y determinado las principales problematicas a
resolver, en las siguientes secciones se realizard una propuesta de mejora que permitira solucionar
todos los problemas identificados y ademas permitira tratar casos especificos como los de EOAD,
buscando con esto alcanzar el segundo de los objetivos definidos en la seccion de Objetivos de este
trabajo.

Esta propuesta se divide en dos apartados, en el primero de ellos se resolvera el segundo de los
problemas, buscando definir correctamente los estudios familiares e incluirlos en diagrama de
articulos de la Figura 4. En el siguiente apartado se planteara el disefio propuesto para un nuevo
workflow para la identificacion de variaciones genéticas relevantes, basado en el existente en SILE,
donde se resolveran el resto de las problemaéticas encontradas.

6.2. Solucion al problema 2. Definicion de los Estudios Familiares

Para comenzar a considerar los estudios familiares en el analisis de las variaciones genéticas
relevantes, y resolver por tanto el segundo de los problemas identificados en la etapa de identificacién
del método SILE, es necesario realizar una correcta definicion de estos para poder asi distinguir
inequivocamente cuando se esta tratando con este tipo de estudios.

Se denominan estudios familiares a aquellos que buscan determinar la relevancia de una variacion,
centrandose en el impacto que tiene la herencia de esta en el desarrollo de la enfermedad. Se
distinguen dos clases de estudios familiares:

= Los que se realizan en una Unica familia. Con estos estudios lo que se evalla es el impacto
de una variacion genética en diferentes miembros de una misma familia.

= Los que se realizan en maltiples familias. En estos se estudios se dispone de pacientes
pertenecientes a varias familias, teniendo siempre mas de un paciente por cada familia de
estudio. Asi, se tendran evidencias del efecto de la variacion genética en diferentes familias,
lo que puede dar mas informacion acerca del impacto de la variacion, y de si esta afecta igual
en diferentes condiciones y ambientes.

Cabe destacar que existe un subtipo de estudio familiar que es aquel realizado en hermanos gemelos.
Este subtipo de estudios familiares tiene por objetivo evaluar tanto la importancia de la genética,
como la influencia que pueden tener diferentes ambientes en el desarrollo de la enfermedad

En el analisis de las evidencias proporcionadas por este tipo de estudios pueden aparecer diversos
problemas. Primeramente, no suele disponerse de muchos miembros de la misma familia para la
realizacion del estudio, algo causado por la temprana aparicion de la enfermedad, pues puede darse
la situacion de que en el momento de realizacién del estudio no queden familiares del paciente vivos
que padezcan la enfermedad. Por otra parte, debido al nimero limitado de pacientes disponibles para
estos estudios, analizarlos en términos de relevancia estadistica no suele dar buenos resultados. Sin
embargo, estos estudios pueden proporcionar informacién muy valiosa acerca de si la variacion es
de novo (primera vez que se detecta en un individuo), de si existe cosegregacion de la enfermedad
en maltiples miembros de una misma familia en un gen conocido por causar la enfermedad, y
determinacion de si la variacion es consistente con la enfermedad (paso F8 del workflow presentado
en la Figura 5), entre otros.
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Segun el diagrama de flujo definido en la Figura 4, los estudios familiares serian clasificados como
Other. Debido a la relevancia que tienen estos estudios para el estudio de las variaciones genéticas,
tanto en esta como en otras enfermedades de caracteristicas similares, se hace necesario su inclusion
en el diagrama de flujo para la clasificacion de articulos como un tipo de estudio concreto.

Una vez se ha definido en qué consisten este tipo de estudios, y sus diferentes subtipos, se deben
concretar estrategias para poder identificarlos. En este caso, se ha optado por buscar diferentes
palabras clave que aparezcan comunmente en el abstract de estos estudios, y que sirvan para su
identificacion. Para la determinacion de estas palabras, se ha buscado en diferentes tipos de estudios
familiares asociados con el EOAD. Los estudios consultados se reflejan en la Tabla 2.

PMID vy referencia del articulo Palabras relevantes

PMID: 28350801, [50] Families, Relatives, Parental DNA, Familial,
Familial cases

PMID: 25948718, [51] Family, Familial, Generations
PMID: 11710891, [52] Familial, Family-based case, Families
PMID: 11796781, [53] Family
PMID: 12433263, [54] Families, Family history, Familial
PMID: 16033913, [55] Families
PMID: 10441572, [56] Generations, Families
PMID: 9521423, [57] Familial, Kindreds, Families
PMID: 11030797, [58] Family
PMID: 29404783, [59] Familial, Family members
PMID: 28532646, [60] Kindred, Generations

Tabla 2. Palabras clave en los Abstract de Estudios Familiares

De las palabras recogidas en la Tabla2, se consideraran como palabras clave las mas comunes de las
encontradas. Asi, se clasificaran como estudios familiares aquellos que contengan algunos de los
siguientes términos en el abstract o en el titulo: Kindred, Familial, Family/Families, Relatives.
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Buscando complementar las palabras clave, se han determinado términos MeSH que sirvan para
identificar los estudios familiares. Tras la busqueda, se ha encontrado el término Pedigree [61]
haciendo referencia a los estudios familiares en general, y el término Twin Study [62] haciendo
referencia a los estudios realizados en hermanos gemelos.

Considerando estos términos, se ha modificado el diagrama de la clasificacion de articulos
presentado en la Figura 4 para la inclusion de los estudios familiares, tal y como se muestra en la
Figura 16.

2nome-Vid Reywaord ‘genome.-wide )
Source MeSH Association Title sehol YES- GWAS Study
Study? Abstract Jyihale genome,

HNO

‘ase-Contrl
Studies/
nefic Associaty
Studies

ASSOCIATION
udy

\ MeSH
./

Ja Y

Ansrracl¢vss
E

NO OTHER

COHORT

MeSH

MeSH

Cohort Studies?

AA

YES

YES,

Study

Linkage?

LINKAGE Study

TION

Study

Keyword Family/Families,
MesSH Pedigree? Tille —— pedigree, relatives,
Abstract kindred?
Keyword .
MeSH Title YES- -IS-:'\ EGM
Absfract udy
NO-

Figura 16. Modificacion del diagrama de flujo para la clasificacion de articulos

OalUai0N0

Del andlisis derivado de los estudios familiares se han afiadido dos tipos de estudio al diagrama de
clasificacion de articulos:

= Segregation Study. Aquellos que estudian la enfermedad en funcién de su segregacion en
una o varias familias. Estos constituyen el caso genérico de los estudios familiares.

=  Twin Study. Caso particular de los estudios en familias en los que se estudia el desarrollo
de la enfermedad en hermanos gemelos.
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Segun lo mostrado en el diagrama, para determinar si un estudio es del tipo familiar, se revisaran
primeramente los términos MeSH. En caso de no encontrar ninguno de los términos asociados a este
tipo de estudios, se revisara si alguna de las palabras clave determinadas en la Tabla 2 aparecen en
el titulo o en el abstract. Si no se encontrara ninguna de las palabras clave, el estudio asociado sera
clasificado como Other, o bien como alguno de los otros tipos de estudios considerados.

Una vez se ha realizado el reconocimiento de los estudios familiares como un tipo de estudio
significativo, deberian plantearse criterios para poder determinar cuando estos estudios disponen de
la relevancia suficiente para ser considerados en el workflow, pues los criterios definidos en SILE
para la relevancia de los estudios estan enfocados a estudios GWAS vy otros estudios de asociacion.
Por tanto, aunque este tipo de estudios haya sido definido y evaluado, todavia es necesario plantear
criterios de evaluacion propios para estos. Esto requeriria un profundo analisis de este tipo de estudios
para determinar como podrian evaluarse y la informacion a considerar, algo que queda fuera de los
objetivos de este trabajo, pero sera incluido en la seccion de TRABAJOS FUTUROS.

A continuacion, se procede a presentar el nuevo workflow propuesto para la identificacion de
variaciones genéticas relevantes.

6.3. Nuevo Workflow Propuesto para la Etapa de ldentificacion del
metodo SILE

En el anterior apartado se ha realizado la inclusion de los estudios familiares como un estudio
independiente para considerar en el diagrama de clasificacion de articulos. Para resolver el resto de
las problematicas identificadas, y poder alcanzar el segundo de los objetivos planteados en este
trabajo, en esta seccion se va a realizar el disefio de un nuevo workflow, basado en el planteado del
método SILE, que busca modificar el workflow actual para tratar casos especificos como el EOAD.

En primer lugar, se presenta el workflow que se ha disefiado teniendo en cuenta los problemas
presentados en la seccion 6.1:
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Figura 17. Workflow disefiado para la etapa de identificacion
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Con el fondo azul se han marcado los pasos que son nuevos respecto al workflow presentado en la
Figura 5, mientras que los pasos que se mantienen con el fondo blando son aquellos que se conservan
del workflow inicial, o bien que derivan de otros presentes, pero modificando la forma de
implementacion.

A continuacién, se detalla en que consiste cada una de las etapas del workflow disefiado:

= Evaluacion de la relevancia clinica
- Determinar si la variacion ha sido interpretada (F1).
- Analizar la validez clinica de la interpretacion (F2): patogénica, probablemente
patogénica y factor de riesgo.
= Seleccidn de las variaciones de acuerdo con la relevancia de los submitters:
- Guia de préctica clinica o panel de expertos (F3).
- Submitters con al menos 200 submissions (F7).
= Comprobacion de si el gen donde se encuentra localizada la variacion genética esta
relacionado con la enfermedad (F4).
= Evaluacion de los métodos y criterios utilizados para la interpretacion:
- Evaluacion de si el tipo de método utilizado para obtener la informacion de la variacion
es ensayo clinico (F5).
- Comprobar si el submitter ha proporcionado el assertion criteria utilizado para la
interpretacion de la variacion (F6).
- Verificar que el assertion criteria utilizado para la interpretacion de la variacion son las
guias ACMG/AMP (F8).
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= Evaluacion de la Gltima fecha en la que ha sido revisada la variacion (F9).
- Lavariacion debe haber sido revisada hace menos de tres afios.
= Tratamiento de las variaciones con significado clinico conflicto de interpretacion:
- Evaluacion de la presencia de conflictos en la interpretacion (F10).
- Verificacién de que el conflicto aparece en el fenotipo de interés (F11).
- Evaluacion de si al menos el 75% de los remitentes proporciona la misma
importancia clinica (F12).
= Tratamiento de las variaciones que no han sido interpretadas:
- Comprobacion de si el gen donde se encuentra localizada la variacion genética esta
relacionado con la enfermedad (F4).
- Determinacion de si hay estudios publicados que apoyen la asociacion de la
variacion con la enfermedad (F13).

En el workflow presentado en la Figura 17 las variaciones pueden tener ahora 5 clasificaciones:

= Rechazada. La variacién carece de la evidencia suficiente para ser clasificada como
aceptada.

= Seguimiento. La variacion no tiene en la actualidad la evidencia suficiente para ser
clasificada como aceptada, pero puede resultar de interés en un futuro cercano. Esta
clasificacion no estaba contemplada en el workflow inicial, de forma que sera tratada en
mayor detalle en la seccion 6.3.7.

= Aceptada con evidencia fuerte. Solo seran clasificadas de esta forma las variaciones que
tengan como submitter una guia préctica clinica o un panel de expertos.

= Aceptada con evidencia moderada. El submitter no es una guia de practica clinica o un
panel de expertos, pero la variacion se encuentra en un gen conocido por su relacion en la
enfermedad, el tipo de método es un ensayo clinico, el submitter ha demostrado ser relevante
y ademas como assertion criteria se ha utilizado las guias de la ACMP/AMG.

= Aceptada con evidencia limitada. Se cumplen todas las condiciones anteriores, pero en este
caso no se han utilizado las guias de la ACMP/AMG, aunque si que se ha proporcionado un
assertion criteria. Ademas, se ha comprobado que la evidencia disponible es reciente.

Una vez se ha presentado el nuevo workflow propuesto, se puede ver que existen mdltiples
diferencias respecto al workflow original (Figura 5), que estan orientadas a resolver todos los
problemas identificados en la seccion 6.1. En los siguientes apartados, se va a detallar la relacion
entre todos los problemas identificados y las diferencias presentes en el nuevo workflow respecto al
workflow original. La solucion a los problemas va a ser planteada en el orden en el que han sido
resueltos en el workflow disefiado, buscando con esto ademaés justificar la l6gica utilizada para el
disefio.
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6.3.1. Solucién al problema 3. Tratamiento de las Variaciones con Significado

Clinico Conflicto de Interpretacion (pasos F10-F11-F12)

En tercero de los problemas identificados en el apartado 6.1 hacia referencia a las variaciones
genéticas clasificadas como conflicto de interpretacion. El problema detectado es que, en ocasiones,
a las variaciones que habian sido interpretadas para méas de un fenotipo, en ClinVar se les asignaba
de forma incorrecta la clasificacion de conflicto de interpretacion, lo que ocasiona que variaciones
gue puedan ser relevantes para la enfermedad sean incorrectamente clasificadas por el workflow
inicial de SILE (Figura 5).

La solucion planteada para este problema se recoge en los pasos F10 a F12 del workflow presentado
en la Figura 17. En el primer paso (F10) se seleccionardn solo las variaciones que tengan un
significado clinico conflictivo. Debido a que en el paso F2 se seleccionan las variaciones con
interpretaciones relevantes a nivel clinico (patogénicas, probablemente patogénicas y factor de
riesgo) en el paso F10 se clasificard&n como Rechazada aquellas variaciones de significado clinico
benigno, probablemente benigno, y significado incierto.
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Figura 18. Detalle del workflow con los pasos tratados (F10-F12) resaltados

En el siguiente paso (F11), se evaluara i el conflicto de interpretacion ocurre realmente en el fenotipo
que es objeto de estudio. En el caso el conflicto no ocurra en el fenotipo estudiado, se realizara la
reasignacion de la interpretacion al significado clinico correspondiente. Si el conflicto si se da en el
fenotipo de interés, se pasa al paso F12.

En el paso F12 la cuestion que se plantea es si realmente la variacion deberia ser considerada como
un conflicto de interpretacion, si el conflicto se produce en el fenotipo de interés, pero existe un
acuerdo mayoritario en las interpretaciones que han hecho los submitters de la variacion (sin ser
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ninguno de los submitter una guia de préactica clinica o un panel de expertos). En estos casos, cuando
el conflicto de interpretacion sea en el fenotipo de interés, se comprobara si existe un acuerdo en la
interpretacion de la variacion en al menos el 75% de los submitters, y en el caso de que asi sea, se
producira la reasignacion del significado clinico al mayormente aceptado. En caso contrario, se
considerara que realmente existe un conflicto de interpretacion y la variacidn sera rechazada.

Una vez se ha reasignado el significado en las variaciones que corresponda, se deben seleccionar
solo aquellas variaciones que sean relevantes a nivel clinico (paso F2). Tras esto, se debera evaluar
la calidad de la informacion disponible para cada una de estas variaciones, siendo el primer paso el
analisis de la relevancia de los submitters (pasos F3 y F7). Con esto, se dara una solucién a parte de
la problematica resumida en el problema 4.

6.3.2. Solucidn al problema 4.1. Seleccidn de las Variaciones con los Submitters

mas Importantes (paso F3-F7)

Otra de las problemaéticas identificadas en el problema 4 se relacionaba con la ausencia de
consideracion en el workflow original (Figura 5) de la relevancia de los submitters como un criterio
de calidad de la informacion relacionada con la variacion. Otros de los aspectos identificados bajo
este problema, falta de consideracion del tipo de método y del assertion criteria, serén tratados en
otros apartados.

Como se expone en la seccion 5.2.1 las submissions realizadas por guias de practica clinica o por
paneles de expertos tienen prioridad sobre el resto de las interpretaciones realizadas por otros
submitters. Esto significa que, si todos los submitters clasifican la variacion como benigna, pero una
guia de practica clinica o panel de expertos la considera como patogénica, la variacién sera
clasificada como patogénica.

Debido al gran impacto que tienen estos submitters sobre la veracidad y calidad de la interpretacion
de las variaciones, se ha considerado como fundamental incluir un paso que compruebe si el
submitter es uno de los dos mencionados (F3). De esta forma, solo se clasifican como aceptadas con
evidencia fuerte aquellas variaciones que han sido interpretadas por este tipo de submitters o el
review status equivalente (3 6 4 estrellas).

Existen submitters que son fiables y que proporcionan informacién de calidad, sin ser guias de
practica clinica o paneles de expertos, como por ejemplo grandes laboratorios especializados en
andlisis genético, que recopilan una gran cantidad de informacién acerca de variaciones genéticas
relacionadas con diferentes tipos de enfermedades. Teniendo esto en consideracion, se considerara
también un criterio de calidad, pero con un menor nivel de evidencia, el hecho de que el submitter
sea otro tipo de fuente de gran reputacion (F7). Debido a que estos tipos de laboratorios tienen un
gran numero de submissions en las bases de datos, la evaluacion de la relevancia del submitter en
estos casos se hara a través del nimero de submissions, concretamente, serdn necesarias mas de 200
submissions en la base de datos.
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Figura 19. Detalle del workflow con los pasos tratados (F3 y F7) resaltados

Con el paso F3 se ha introducido el criterio a evaluar para que una variacion sea clasificada como
Aceptada con evidencia fuerte. En el siguiente apartado, se va a completar la solucidon al problema
4 incluyendo la consideracién del tipo de método en el workflow mediante el paso F5. Este paso,
junto con los pasos F4, F6, F8'y F9 forma parte de la evaluacion de un nivel menor de evidencia para
las variaciones que han sido clasificadas como aceptadas.

En el siguiente paso se buscara determinar como ha sido obtenida la informacidn relacionada con la
variacién. Entender el origen de la informacién, tal y como se explica en el siguiente apartado, sera
Gtil como un primer paso para determinar su calidad.

6.3.3. Solucién al problema 4.2. Evaluacion del Tipo de Método Utilizado para

Obtener la Informacion de la Variacion (paso F5)

Otro de los aspectos que se contemplaban dentro del problema 4 era la falta de consideracion del tipo
de método utilizado para la identificacion de variaciones genéticas relevantes. Tal y como se ha
explicado en la seccién 5.2.4 existen tres tipos de métodos que pueden ser utilizados por los
submitters para obtener la informacion relativa a las variaciones genéticas: ensayo clinico, literatura
e investigacion.

El objetivo es seleccionar aquellas variaciones que estén mas probablemente relacionadas con la
enfermedad, para lo que se necesita garantizar que la informacion en la que se ha basado la
interpretacion de la variacion es fiable y de calidad. El problema detectado con los tipos de método
basados en literatura y los basados en investigacion es que las interpretaciones que se hagan de las
variaciones estan mas sujetas a como interprete el usuario una determinada informacién disponible,
algo que no ocurre con el método de ensayo clinico, donde las interpretaciones se fundamentan en
los resultados obtenidos en el ensayo clinico.
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Debido a que se busca garantizar la fiabilidad y calidad de la informacién que esté relacionada con
las variaciones, se ha considerado importante incluir este paso donde se seleccionaran Gnicamente
las variaciones que tengan submissions con método ensayo clinico (F5).
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Figura 20. Detalle del workflow con el paso tratado (F5) resaltado

En caso de que la variacién no disponga de ninguna submission con el método deseado, la variacion
sera clasificada como Seguimiento.

En el siguiente apartado se va a dar solucion al problema 5, donde se ha identificado como problema
el hecho de no realizar una validacién previa de los resultados obtenidos tras la busqueda de
variaciones genéticas en la base de datos.

6.3.4. Solucion al problema 5. Comprobacion de si el Gen donde se Encuentra
Localizada la Variacion Genética Esta Relacionado con la Enfermedad
(paso F4)

Buscando dar solucién al problema 5, identificado en la seccién 6.1, se va a buscar realizar una
comprobacion previa de la consistencia de los resultados de la busqueda en la base de datos, mediante
la comprobacién del gen en el que se localiza la variacion.

Como se menciond en este apartado, existe una gran cantidad de informacién en las bases de datos
que hace que, si no se busca la informacion de forma correcta, puedan encontrarse variaciones que
no estén realmente relacionadas con el fenotipo de interés. De ahi nace la necesidad de incluir este
paso (F4) para garantizar la consistencia de los resultados obtenidos con el fenotipo de estudio, en
este caso mediante el analisis del gen en el que se localiza la variacion.

Para determinar que genes estan relacionados con la enfermedad de la que se quieren determinar las
variaciones genéticas relevantes, es necesario realizar una investigacion previa acerca de la
enfermedad de estudio, tal y como se ha realizado en la seccién 4 de este documento.
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Como se muestra en el workflow disefiado en la Figura 17, en el caso de que las variaciones no se
encuentren en un gen de interés para la enfermedad seran rechazadas.

Rejected
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Figura 21. Detalle del workflow con el paso tratado (F4) resaltado

Con el paso F4, se ha verificado la relacion del gen en el que se encuentra localizada la variacion con
el fenotipo de interés, mientras que con los pasos F5 y F7 se ha evaluado la calidad de la informacion
utilizada para realizar la interpretacion de la variacién. Una vez se ha asegurado la calidad, es
necesario evaluar en base a qué criterios se ha realizado la interpretacion de la variacion, buscando
determinar si estos son o no fiables (pasos F6 y F8). A través del analisis de los criterios se va a dar
solucion a parte del problema 4, donde se destacaba la importancia de los criterios utilizados como
forma de validacién de la interpretacién, y también al primero de los problemas pues la inclusién de
estos pasos permitird una evaluacion diferente de la relevancia estadistica de los estudios
relacionados.

6.3.5. Solucidn al problema 1y 4.3. Verificar el Assertion Criteria Utilizado para

la Interpretacion de la Variacion (pasos F6-F8)

En la seccion 6.1 se planted como una parte problema 4 la ausencia de consideracién del assertion
criteria utilizado para la interpretacion. En este apartado se va a exponer como se ha realizado la
inclusion de la evaluacion del assertion criteria en el nuevo workflow propuesto. Esto permitira,
concretamente con el paso F8, solucionar el primer problema identificado en la seccion 6.1, donde
se expuso la dificultad de la evaluacion de la relevancia estadistica de los estudios relacionados en
casos particulares como el EOAD.

Para el andlisis del criterio utilizado en la interpretacion, en primer lugar, se determinara mediante el
paso F6 si se ha proporcionado un criterio para la interpretacion de la variacion. En caso de que no
se haya proporcionado un criterio, al no se disponerse de medios para determinar si la interpretacion
de la variacion es o no fiable, la variacion sera clasificada como Seguimiento.

En segundo lugar, con el paso F8, se evaluara si para realizar la interpretacién de la variacion se han
utilizado como referencia los criterios definidos en las guias ACMG/AMP. La ACMG/AMP
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(American College of Medical Genomics/ Association for Molecular Pathology) publicé en el afio
2015 Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association
for Molecular Pathology [63], unas guias que pretenden establecer una serie de criterios para la
determinacion de la interpretacion mas adecuada (patogénica, probablemente patogénica, benigna,
probablemente benigna y significado incierto) para cada variacion genética en enfermedades de
herencia mendeliana.
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Figura 22. Detalle del workflow con los pasos tratados (F6 y F8) resaltados

Las guias permiten asignar, en base a unos criterios que evaltan la relacion entre la variacion vy el
fenotipo, la interpretacion méas adecuada a cada variacion. Estos criterios se agrupan en 4 niveles de
evidencia (very strong, strong, moderate y supporting), en funcién del grado de evidencia que
proporciona cada uno de los criterios de cada nivel acerca de la patogenicidad de una variacion.

Los criterios definidos en estas guias estan aceptados internacionalmente de forma que, si son el
criterio utilizado para realizar la interpretacién de la variacion, es una garantia de la fiabilidad del
significado clinico de la variacion.

La introduccion de las guias como criterio para evaluar la relevancia de las variaciones aporta varias
ventajas. Primeramente, algunos de los criterios incluidos en las guias se corresponden con los
definidos en el workflow inicial (F5-F7-F8), de forma que con un Gnico paso se pueden evaluar los
siguientes pasos del workflow original del método SILE presentado en la Figura 5:

1. Evaluacion de la relevancia de los estudios en términos de significancia estadistica (F5). Este
criterio se corresponde con el cuarto criterio de evidencia fuerte para la patogenicidad de la
variacion en las guias ACMG/AMP: La prevalencia de la variacion en los individuos
afectados esta aumentada significativamente respecto a los controles. Esto se determinara
evaluando el odd-ratio >5y el intervalo de confianza que no debe contener el 1.

2. Evaluacion del MAF (Minor Allele Frequency). En este caso, en las guias se evalla este
criterio para determinar la benignidad de la variacion, buscando determinar si el MAF es
mayor que el esperado para la enfermedad, siendo un criterio de evidencia fuerte: La
frecuencia del alelo es mayor que el esperado para la enfermedad.
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3. Evaluacién de la consistencia de la variacion con la enfermedad (F8). Debido a que la
valoracion de este criterio es mas amplia, se puede establecer una relacién aproximadamente
analoga con varios de los criterios de las guias ACMG/AMP como puede ser: Estudios de
tipo funcional, ya sea in-vitro o in-vivo, que den apoyo al efecto dafiino de la variacién en
el gen o en su producto como criterio de evidencia fuerte de patogenicidad, Variacion nula
(null variant) que causa la pérdida de funcion en un gen, cuya pérdida de funcidn esta
tipicamente relacionada con la enfermedad como criterio de evidencia muy fuerte, etc.

En la seccion 6.1 se identificé como uno de los problemas (problema 1) la forma en la que era
evaluada la relevancia estadistica. COmo se puede ver en el primero de los puntos tratados, en las
guias se mantiene la evaluacion de los criterios estadisticos, ya que tal y cdmo se ha mencionado es
un criterio ampliamente aceptado y utilizado. La ventaja que aporta la evaluacion a través de las
guias y no de forma directa es que, aungue este criterio es de los que se consideran como relevantes
en las guias, no es necesario que de forma irrevocable se cumpla para poder clasificar una variacion
como patogeénica.

Explicando esto en mayor detalle, en la Figura 23 se puede ver que para clasificar la variaciéon como
patogénica se evalla el cumplimiento de una combinacién de criterios de diferentes niveles de
evidencia. Por tanto, aunque el criterio de la relevancia estadistica se tiene en cuenta, no
necesariamente por el no cumplimiento de este criterio serd clasificada una variacién como Not
Enough Evidence Provided como ocurria en el workflow original.

Pathogenic (i) 1 Verystrong (PVS1) AND
(a) =1 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =22 Moderate (PM1-PM6) OR

(c) 1 Moderate (PM1-PM6) and 1 supporting
(PP1-PP5) OR

(d) 22 Supporting (PP1-PPS)
(ii) =2 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(b)2 Moderate (PM1-PM&) AND =2
Supporting (PP1-PP5) OR

(c)1 Moderate (PM1-PM6) AND 24
supporting (PP1-PPS)

Likely pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND 1 moderate (PM1-
PM6) OR

(ii) 1 Strong (PS1-PS4) AND 1-2 moderate
(PM1-PM6) OR

(i) 1 Strong (PS1-PS4) AND 22 supporting
(PP1-PPS) OR

(iv) =3 Moderate (PM1-PM6) OR

(v) 2 Moderate (PM1-PM6) AND =2 supporting
(PP1-PP5) OR

(vi) 1 Moderate (PM1-PM6) AND =4 supporting
(PP1-PPS)

Figura 23. Combinacion de criterios de las guias para la clasificacion de las secuencias patogénicas [63]

Con lo expuesto, gracias al uso de las guias ACMG/AMP se ha solucionado uno de los principales
problemas identificados en el workflow inicial, donde la forma de evaluar la relevancia estadistica
de los articulos no permitia la correcta identificacion de variaciones relevantes en casos especificos
como el EOAD.
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En el caso de que no se hayan aplicado las guias de la ACMG/AMP, pero si se haya proporcionado
otro criterio para la interpretacion, se considerara la fecha en la que se realizd la interpretacion para
asegurar que se haya realizado recientemente, tal y como se explica en el siguiente apartado. Con la
introduccidn de la fecha en la que se realizé la interpretacion en este punto del workflow y no antes,
se dara solucion al problema niimero 6.

6.3.6. Solucion al problema 6. Evaluacion de la Ultima Fecha en la que Ha Sido

Revisada la Variacion (F9).

Otra modificacion realizada es referente a la forma en la que se evalUa el criterio temporal establecido
en el workflow original de la Figura 5, buscando con esto dar solucion al problema 6 de los
identificados. Segun lo expuesto en la seccién 6.1, el problema identificado se debe a que variaciones
con unos criterios muy sélidos acerca de su patogenicidad podian ser clasificadas como Limited
Evidence debido unicamente al criterio temporal.

Este criterio no puede simplemente descartarse, pues tal y como se ha mencionado la cantidad de
informacién genética ha crecido de forma masiva en los Ultimos afios. Este crecimiento de la
informacién ha venido acompafiado de un crecimiento también en las técnicas y criterios utilizados
para determinar la relevancia de las variaciones genéticas. Esto hace que, si una variacion ha sido
recientemente revisada, sea mas probable que los criterios utilizados para su interpretacion estén
basados en el conocimiento actual de la rama de conocimiento, y por tanto es méas probable que la
interpretacion sea mas fiable.

Adicionalmente a lo expuesto, el hecho de que los criterios utilizados para la interpretacion no sean
los determinados por las guias ACMG/AMP no necesariamente implica que los criterios utilizados
no sean validos. Con esto, se ha determinado el aceptar con una evidencia limitada aquellas
variaciones revisadas hace menos de tres afios, y cuyo assertion criteria no sean las guias
ACMG/AMP (pero si se haya proporcionado uno).

Asi, aunque en la mejora del workflow planteada en la Figura 17 también se evalta lo reciente que
ha sido realizada la interpretacién, se da prioridad a criterios que evallan la relevancia y significancia
de evidencia disponible acerca de la variacion a la hora de determinar el grado de aceptacién de esta.
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Figura 24. Detalle del workflow con el paso tratado (F9) resaltado

Con todo lo expuesto en los apartados 6.2, 6.3.1, 6.3.3, 6.3.4, 6.3.5y 6.3.6 se ha conseguido dar
solucion a todos los problemas identificados acerca del workflow original definido en el método
SILE. Sin embargo, hay dos diferencias respecto al workflow original, inclusion de la clasificacion
Seguimiento y el tratamiento de las variaciones que no han sido interpretadas que, aungue no
responden a problemas concretos identificados, deben ser explicadas en mayor detalle para justificar
su inclusion en el nuevo workflow.

6.3.7. Inclusion de Clasificacion Seguimiento en el Nuevo Workflow

En la seccion 1.2 se introdujo como las nuevas técnicas de secuenciacion masiva han permitido un
gran crecimiento de la informacion genética disponible. Debido a este crecimiento, la informacion
relativa a las variaciones genéticas crece y cambia con el paso del tiempo. Esto significa que la
clasificacion de una variacion puede cambiar con el tiempo, a medida que vayan apareciendo nuevas
evidencias acerca de esta. Por tanto, segun lo mencionado, la clasificacion que se hace de las
variaciones con el workflow presentado va a ser siempre dinamica, y puede cambiar con el paso del
tiempo.

Teniendo esto en cuenta, habra variaciones que no dispongan de la evidencia suficiente para ser
consideradas como aceptadas en la actualidad, pero que potencialmente puedan disponer de la misma
en un futuro cercano. Esto hace que haya variaciones que sea necesario ir revisando cada cierto
tiempo para comprobar si se han afiadido nuevas evidencias que puedan modificar la clasificacion
de la variacion para que pase a ser aceptada.
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Son este tipo de variaciones las que seran clasificadas en el workflow propuesto en la Figura 17
como Seguimiento, pues son aquellas variaciones que pueden ser potencialmente relevantes en un
futuro cercano, y que es necesario ir revisando con regularidad para determinar si ha habido algin
cambio.

Finalmente, en la siguiente seccidn se va a exponer como se va a realizar el tratamiento de aquellas
variaciones cuyo significado clinico no haya sido proporcionado, ya gque en ocasiones pueden
disponer de informacién asociada que las haga de interés para el fenotipo estudiado.

6.3.8. Evaluacion de las Variaciones que No Dispongan de un Significado
Clinico (pasos F1-F4-F13)

Algunas variaciones gue no han sido interpretadas, es decir, en las que no se dispone de informacion
acerca de si la variacion es patogénica o benigna, pueden disponer de estudios estadisticamente
relevantes que sirvan de apoyo a la relacién entre la variacion y la enfermedad.

Para determinar si existen evidencias para estas variaciones, en primer lugar, con el paso F1 se
seleccionaran aquellas variaciones que no dispongan de una interpretacién, tal y cémo se hacia en el
workflow original del método SILE (Figura5). Tras esto, al igual que con el resto de las variaciones
en el workflow propuesto, se realizard una verificacion de que la variacion se encuentra a priori
relacionada con el fenotipo de estudio mediante la comprobacién de que el gen en el que se localiza
la variacion esta relacionado con la enfermedad (paso F4). Este paso en este tipo de variaciones es
especialmente importante, pues al disponer de informacion limitada acerca de la interpretacion de la
variacion, debe comprobarse cualquier evidencia que sirva para establecer la relacion con la
enfermedad.

En el siguiente paso, F13, se evaluara si existen estudios que sean estadisticamente relevantes que
indique la relacién variacion-enfermedad. Para considerar como relevante un estudio, se seguiran los
mismos criterios que los utilizados en el workflow original del método SILE. EI motivo de retomar
la evaluacion directa de la relevancia estadistica es que, al disponer de informacién limitada acerca
de estas variaciones, los pasos F5 a F8 del nuevo workflow propuesto no pueden ser evaluados, de
forma que la relevancia estadistica de los estudios cobra mas protagonismo en este caso.

Accepted with
StrongEvidence

Rejected

No \—/—\ No

Mo ’ s yes , ~ ves To follow up

yes

Figura 25. Detalle del workflow con los pasos tratados (F4 y F13) resaltados
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Si se encuentran estudios relacionados con la variacion, se tendra un indicador de que la variacion
estd posiblemente relacionada con la enfermedad, pero no se considera que se disponga de la
evidencia necesaria para clasificar como aceptadas ninguna de estas variaciones. Debido a esto, estas
variaciones seran clasificadas como Seguimiento.

Una vez se presentado el workflow disefiado para la identificacion de variaciones relevantes, es
necesario aplicarlo a la enfermedad de estudio, que en este caso es el EOAD. El objetivo de esa
aplicacion es realizar una evaluacion del nuevo workflow propuesto, para determinar los resultados
gue da su aplicacion a casos especificos como el EOAD.
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7. APLICACION DE LA MEJORA PROPUESTA PARA LA
ETAPA DE IDENTIFICACION: RESULTADOS Y
DISCUSION

Una vez ha sido propuesta la mejora para la etapa de identificacion del método SILE, se va a realizar
una evaluacion de los resultados que proporciona, en este caso, su aplicacion al EOAD. En primer
lugar, se va a realizar un andlisis general de los resultados que nos proporciona ClinVar en la
busqueda de variaciones genéticas relacionadas con el Alzheimer temprano. Tras esto, en base a los
resultados obtenidos, se realizara la aplicacion del nuevo workflow propuesto (Figura 17) para la
identificacion de variaciones genéticas, obteniendo asi un listado reducido de variaciones relevantes
para la enfermedad. Finalmente, se discutiran los resultados obtenidos buscando analizar en mayor
profundidad las variaciones que han resultado aceptadas.

7.1. Resultados de la Busqueda de Variaciones Geneticas Relacionadas
con el EOAD en ClinVar

En primer lugar, previo a realizar la aplicacion del workflow disefiado en el apartado 6.3, va a
realizarse un analisis a nivel global de los resultados obtenidos para la blsqueda de variaciones
genéticas relacionadas con el EOAD en ClinVar.

Tal y como se puede ver en la Figura 26, un total de 276 variaciones son obtenidas como resultado
de la busqueda en ClinVar a fecha 18/05/2020. La base de datos se actualiza de forma mensual, de
forma que es importante considerar que el nimero de variaciones disponible, y por tanto los
resultados de la aplicacion del workflow obtenidos en este trabajo, pueden variar en funcion de la
fecha de aplicacion.

S NCBl  Resources (¥ HowTo ™)

ClinVar ClinVar " || ({alzheimer[Disease/Phenotype] AND "sarly onset[Disease/Phenotyps])) OR ((alzheimer{Disease/Phenctype] AND ("type 1"[Disease/Phenotype] Ol @
Create alert  Advanced

Home | About v = Access v Help »  Submi v | Stalistics v | FTP v

COVID-18 is an emerging, rapidly evolving situation.
(1) Get the latest public health information from CDC: hitps il coronavirus go
Getthe latest research from NIH: hitps:iiwws nih gov/coronavirus

Clinical significance Tabular ~ 100 perpage~ Sort by Gene~
Conflicting interpretations (19)
Benign [25)
Search results
ftems: 1 to 100 of 276
Pathogenic (B1)
Risk factor (1) 5% The following term was ignored: (
Molecular consequence @ see the search getails
Frameshift (1)
Missense (118) —
{ Variation - - Clinical significance
Nonsense (0) e Genz(s) Protein change. Condition(s) ey
Splice site (2)
neRNA (2) O NM_019112 3/ABCAT)c 2126_21320el (.Gl ABCAT ET09fs not provided, Alzheimer disease, Conflicting interpretations of  crit
Near gena (0) 1 103%s) type 9, Early-onset Alzheimers  pathogenicy, sk factor inte
UTR (63) GRC3T: Chr1g:1047508-1047514 disease ee31,2019)
GRCh3E: Chr1g:1047509-1047515
Variation type
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Figura 26. Resultados de la busqueda en ClinVar a fecha 18/05/2020
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En la parte izquierda de la Figura 26 pueden apreciarse diferentes caracteristicas a nivel global de
las variaciones obtenidas, como es el nimero de variaciones para cada significado clinico, su
consecuencia molecular, el tipo de método utilizado, el gen en el que se localizan, etc. Algunas de
estas caracteristicas van a permitir realizar un andlisis general de los resultados proporcionados por
la base de datos, y adicionalmente mejorar la comprensién de los resultados de la aplicacién del
workflow sobre el listado de variaciones, que se va a realizar en el siguiente apartado. Por esto, a
continuacion, van a analizarse las caracteristicas que se consideran mas relevantes.

Primeramente, haciendo referencia al significado clinico de las variaciones obtenidas, en la Figura
27 se muestran el numero de variaciones para cada uno de los posibles significados clinicos
disponibles en la base de datos.
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Figura 27. Namero de variaciones para cada significado clinico

En la Figura 27 se puede ver como aparecen dos significados clinicos que no habian sido
mencionados previamente: benigna/probablemente benigna y patogénica/probablemente patogénica.
Debido a que la combinacion de significados clinicos benigno y probablemente benigno, y
patogénico y probablemente patogénico no generan un conflicto en la interpretacion, segin se
determind en el apartado 5.2.2, habra variaciones que puedan ser clasificadas como benigna-
probablemente benigna y patogénica-probablemente patogénica por diferentes submitters, teniendo
por tanto dos significados clinicos. Debido a que el significado clinico es uno de los factores
considerados en el nuevo workflow propuesto, se analizara en mayor detalle en el siguiente apartado.
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Otro aspecto que llama la atencién de la Figura 27 es que aproximadamente la mitad de las
variaciones presenta un significado clinico incierto. Si analizamos por separado estas variaciones,
destaca que la mayoria tienen un Gnico submitter siendo este en la mayoria de las variaciones los
laboratorios Illumina Clinical Services Laboratory. Estos laboratorios ofrecen servicios de
diagnostico del genoma completo, habiendo secuenciado el genoma de hasta 2000 adultos
asintomaticos. Con esto, resulta probable gue se hayan encontrado esas variaciones en pacientes con
sospecha de padecer la enfermedad, pero en las que o bien no se ha podido confirmar la presencia de
la enfermedad, o bien no se ha podido sustentar una relacion variacion-enfermedad y de ahi su
significado incierto [64].

Otra caracteristica para analizar en las variaciones es el tipo de consecuencia molecular, que se
relaciona con el impacto que puede tener la variacion sobre el gen en el que esta localiza. Las
variaciones encontradas en relacion con el EOAD se distribuyen en 5 tipos de consecuencias
molecular:

= Missense. Cambio puntual en la secuencia de ADN que se traduce en un cambio en un
aminodcido de la proteina para la que codifica ese gen [65].

= UTR. Variaciones que se localizan en la seccién no traducida del gen (sus extremos).

= Splice site. Se localizan en la zona de unidn entre un intrén y un exén [66].

= Frameshift. Se produce la insercidn o delecién de pares de bases en un nimero no multiplo
de tres, alterando el patron de lectura del gen en su traduccion a proteina [65].

= ncRNA. Son variaciones producidas en regiones que, aungue si son transcritas, no tiene
capacidad para codificar en proteinas [67].

En la Figura 28 se puede observar cémo se distribuye el nimero de variaciones para cada una de
estas consecuencias moleculares:
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Figura 28. Nimero de variaciones para cada consecuencia molecular

Segun los resultados reflejados en la Figura 28, la mayoria de las variaciones producen un cambio
de aminodcido, pues 118 de las 276 variaciones son de tipo missense.
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El siguiente tipo de variacion mas comun segln su consecuencia molecular es el tipo UTR, cuyo
efecto difiere en funcion de si se localizan en el extremo 3’ o en el extremo 5” del gen. En el extremo
5°, las variaciones tienden a producir fallos en las sintesis de proteinas mientras que el caso del
extremo 3°, al tener el fragmento 3° UTR un papel fundamental en la traduccion del mRNA, las
variaciones en esta regién pueden llevar a una desregulacion de la traduccion, aunque todavia se
requiere una mayor investigacion de las enfermedades relacionadas [68]. En el caso concreto de las
localizadas en el fragmento 3’UTR, se han encontrado estudios que relacionan la presencia de
variaciones en este extremo con el riesgo de padecer Alzheimer a través de cambios en la modulacion
de la expresion del gen APP, cuya relacién con el EOAD ha sido determinada en la seccion 4.1,
modificando los niveles de proteina para la cual codifica este gen. En concreto, en el estudio
publicado por Delay, C., Calon, F., Mathews, P. et al.[69], se hace referencia a 3 variaciones en esta
region que pueden estar relacionadas con un aumento en el riesgo de padecer Alzheimer: A454G
(reduce la expresion del APP), T171C (aumenta la expresion de APP) y A833C de la que no se
proporciona informacion, pero ninguna de las variaciones a las que hace referencia el articulo han
sido encontradas en ClinVar.

Los otros tipos de consecuencia molecular encontradas son menos comunes. En el caso de las
variaciones del tipo splice site, al localizarse en el limite entre un ex6n y un intrén, estas pueden
ocasionar alteraciones de la secuencia proteica debido a la introduccidn parte del intrén en la zona a
traducir, o a la pérdida de parte del exon [66]. En el caso de las variaciones del tipo frameshift, la
traduccion de un gen con este tipo de variaciones suele dar lugar a proteinas que han perdido
completamente su funcionalidad [70]. Finalmente, en el caso de las variaciones ncRNA, es complejo
establecer un impacto a nivel global, ya que los diversos subtipos existentes en este tipo de
variaciones difieren en su impacto [67].

Segun lo expuesto, la consecuencia molecular refleja el impacto que tiene la presencia de una
variacion genética en como un gen determinado es traducido a proteinas. Debido a las diferencias en
los efectos de cada una de las posibles consecuencias moleculares presentadas, a la hora de analizar
las variaciones que resulten tener una calidad suficiente tras la aplicacion del workflow en la
siguiente seccion, sera un factor de interés que puede ayudar en la comprension de cual puede ser el
impacto de la variacion en el desarrollo de la enfermedad.

Otro de los aspectos importantes a considerar para las variaciones, y que ademas esta incluido en un
paso del nuevo workflow propuesto (Figura 17), es el tipo de método utilizado para obtener la
variacion. En la Figura 29 se muestra cuantas variaciones se encuentran asociadas a cada tipo de
método:
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Figura 29. Namero de variaciones asociadas a cada tipo de método

Sumando el nimero de variaciones de cada tipo se observa que suman un total de 303 variaciones,
gue es superior a las 276 que componen el resultado de la bisqueda en la base de datos. Esto se debe
a gue una variacién puede haber sido interpretada utilizado diferentes métodos, de forma que en la
Figura 29 hay variaciones que apareceran duplicadas.

Adicionalmente, otro aspecto que se tiene en cuenta en el nuevo workflow propuesto (Figura 17) y
gue por tanto es importante para entender los resultados de su aplicacién al caso del EOAD, es el gen
en el que se encuentran localizadas las variaciones obtenidas en la base de datos. En la Figura 30 se
muestra como se distribuyen las 276 variaciones obtenidas en funcion del gen en el que se localizan.
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Figura 30. Distribucién del nimero de variaciones en funcién del gen en el que se localizan
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En la Figura 30 se observa como la mayoria de las variaciones se concentran en tres genes: PSEN1,
PSEN2, APP, algo con sentido pues tal y como se ha mencionado en la seccién 4.1, son los genes
que mas tipicamente se relacionan con el Alzheimer temprano. EI gen HFE también se encuentra
relacionado con el EOAD, concretamente con el mismo subtipo de Alzheimer que el gen APP.

Sin embargo, los genes ABCA7, LRRK2 y PRNP no se encuentran tipicamente relacionados con el
fenotipo de estudio. Para la busqueda de esta relacién, si es que existe, se ha determinado el realizar
una revision de la literatura disponible.

En el caso del gen PRNP, este codifica para la proteina PrP (prion protein) cuya funcion es
desconocida [71]. A pesar de esto, existen diversos estudios que relacionan la patologia de la
enfermedad del Alzheimer con esta proteina [72]-[73].

Respecto al gen LRRK2, se han encontrado referencias a la variacion encontrada en ClinVar
(p-Arg1628Pro) en diferentes articulos, donde se la relaciona un aumento en el riesgo de desarrollo
de Alzheimer [74]. Sin embargo, las variaciones en este gen no se encuentran cominmente en
pacientes con Alzheimer, y las evidencias indican que su posicidn (locus) ha sido relacionado
previamente con el Alzheimer familiar, pero de desarrollo tipo tardio [75].

Finalmente, también se han encontrado relaciones entre el gen ABCA7 y el Alzheimer, pero la
relacién también ha sido encontrada para el Alzheimer de tipo tardio. La proteina codificada por este
gen se ha relacionado mediante una correlacién positiva con la presencia de placas amiloides en el
cerebro, algo tipicamente encontrado en cerebros de pacientes con Alzheimer [76]-[77]. En el caso
de que la variacion situada en este gen y la que esta situada el gen LRRK2 pasaran a ser aceptadas
por el nuevo workflow propuesto (Figura 17), debido a que en la literatura se asocia estos genes con
el Alzheimer tardio, se requeriria una mayor revision.

Finalmente, otro aspecto a destacar de los resultados obtenidos tras la busqueda en la base de datos
es los fenotipos que se suelen encontrar relacionados con las variaciones genéticas obtenidas. Como
se ha comentado en varias ocasiones, las variaciones genéticas pueden aparecer asociadas a multiples
fenotipos. Los fenotipos mas frecuentes encontrados son: Early-onset familial Alzheimer disease,
Alzheimer disease type 4, Alzheimer disease type 3, Alzheimer disease type 1, Dilated
cardiomyopathy, Acne inversa familial, Pick’s disease y Frontotemporal dementia. Es de destacar
que, aungue los 4 primeros tipos de fenotipos encontrados si se encuentran relacionados con la
enfermedad segln lo visto en la seccion 4.1, los 4 dltimos no guardan ningdn tipo de relacién con el
Alzheimer.

Analizando los fenotipos que difieran con el Alzheimer en mayor profundidad, se observa que el
fenotipo Dilated cardiomyophaty (DCM) aparece en todas las variaciones localizadas en los genes
PSEN1 y PSENZ2, pero no en localizadas en el gen APP. Esto se debe a que los genes PSENL1 y
PSEN2 también se expresan en el corazon, siendo vitales para el desarrollo cardiaco, por lo que se
han encontrado variaciones en estos genes que pueden ser causativas de la DCM [78].

También son comunes los fenotipos Frontotemporal dementia y Pick’s disease pero en este caso
asociados Unicamente al gen PSEN1. La enfermedad de Pick es un subtipo de Frontotemporal
dementia que es similar al Alzheimer, pero que es muchisimo menos comin y sin una pérdida tan
grande de memoria asociada [79].
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Finalmente, también se ha encontrado en variaciones localizadas en el gen PSEN1 referencias al
fenotipo Acne inversa, familial. Se han encontrado estudios que relacionan esta enfermedad con los
genes PSEN1 y APP debido al efecto que estos tienen sobre la gamma-secretasa [79], una proteina
integral de membrana que también se relaciona con el Alzheimer a través de su papel en la formacion
de las placas seniles [80].

En este apartado se ha realizado un analisis general de los resultados obtenidos para la basqueda de
variaciones genéticas relacionadas con el EOAD en ClinVar. Sin embargo, no todas las 276
variaciones encontradas dispondran de la calidad y fiabilidad suficiente para ser aplicadas en el
ambito clinico. Con el objetivo evaluar los resultados obtenidos, segun el tercer objetivo planteado
en este trabajo, en el siguiente apartado se va a realizar la aplicacion del nuevo workflow propuesto
(Figura 17) a la lista de 276 variaciones obtenidas de ClinVar.

7.2. Resultados de la Aplicacion del Workflow Propuesto al Caso del
EOAD

Una vez se han tratado los resultados de la busqueda en la base de datos, es necesario aplicar el
workflow disefiado (Figura 17) al listado de las 276 variaciones. En la Figura 31 se muestra una
vision global de los resultados obtenidos con la aplicacion, indicando el nimero de variaciones que
pasan cada una de las etapas del workflow. Partiendo de esta perspectiva general de los resultados,
se entrara en detalle en cada una de las etapas.
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Figura 31. Resultados de la aplicacion del workflow propuesto al EOAD
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En primer lugar, el objetivo de los pasos F10 a F12 era asegurar que hinguna de las variaciones habia
sido incorrectamente clasificada por la base de datos como un conflicto de interpretacion. En la base
de datos un total de 19 variaciones habian sido clasificadas como un conflicto de interpretacion, pero
sin embargo con la aplicacion del workflow se ha determinado que 9 de ellas habian sido
incorrectamente clasificadas de esta forma. De las 9 variaciones mal clasificadas, 2 deberian haber
sido clasificadas como un factor de riesgo, 4 como un significado incierto, 1 patogénica, 1
probablemente patogénicay 1 probablemente benigna. Las 2 variaciones clasificadas como factor de
riesgo, la patogénica y la probablemente patogénica presentan un significado clinico que es de
utilidad para el diagndéstico clinico, de forma que deberan ser consideradas en el paso F2 del
workflow. El hecho de que 9 de las 19 variaciones estuvieran incorrectamente clasificadas como un
conflicto de interpretacion pone en valor la necesidad de incluir los pasos F10 a F12 del workflow.

Tras esto, el siguiente paso a aplicar seria la seleccion de las variaciones que tengan un significado
clinico de utilidad (F2). Como se ha indicado previamente, estas variaciones son las que tienen como
significado clinico patogénica, probablemente patogénica o factor riesgo. Teniendo en cuenta los
resultados de la basqueda en lo referente al significado clinico (Figura 27), junto con las 4
variaciones cuyo significado clinico ha sido reasignado a uno de los de interés, un total de 78
variaciones pasarian este filtro.

En el siguiente de los pasos (F3), se clasifican como aceptadas con evidencia fuerte aquellas
variaciones que tienen como submitter guias de préactica clinica o paneles de expertos. Como se
evidencia en los resultados de aplicacion del workflow (Figura 31), ninguna de las variaciones
alcanza la evidencia suficiente para ser clasificada como Aceptada con evidencia fuerte.

En la evaluacion de la existencia de evidencias que relacionen el gen en el que se localiza la variacion
con la enfermedad (F4), se ha encontrado que todas las variaciones se localizan en genes cuya
relacion con la enfermedad ha sido establecida, como se ha explicado en la seccion anterior

El siguiente paso es la seleccion de aquellas variaciones cuya informacion esté basada en un ensayo
clinico. En la Figura 32 se muestra el gran impacto que tiene la aplicacion de este criterio sobre las
78 variaciones que han pasado el filtro anterior:
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Figura 32. Nimero de variaciones antes y después del paso F5

Con lo reflejado en la Figura 32, tan solo 31 de las 78 variaciones que se tenian antes del paso F5
han conseguido pasar el filtro.

En el siguiente paso (F6) se buscaba comprobar si las variaciones seleccionadas en el apartado
anterior tenian un assertion criteria proporcionado. Solo una variacién con significado clinico
probablemente patogénica no ha conseguido pasar este filtro, teniendo tras esto 23 variaciones
patogénicas, 5 probablemente patogénicas y 2 patogénicas/ probablemente patogénicas. Respecto al
paso F7, donde se evalla la relevancia de los submitters, todas las variaciones del paso anterior
consiguen pasar este filtro.

A continuacion, con el paso F8 se va a evaluar si alguna de las variaciones cumple con los
requerimientos necesarios para ser clasificada como Aceptada con evidencia moderada, mediante la
determinacion de si se han aplicado o no las guias ACMG/AMP como criterio de interpretacion.
Unicamente 4 de las 30 variaciones que entraban en este paso ha conseguido ser clasificada como
Aceptada con evidencia moderada. Concretamente, se tratan de tres variaciones probablemente
patogénicas y una patogénica.

En el caso de las 26 variaciones en las que el criterio utilizado no ha sido la aplicacién de las guias
ACMG/AMP, se evaluard si la Gltima revision ha sido realizada hace menos de tres afnos, buscando
garantizar que la variacion ha sido al menos revisada recientemente. Tan solo 1 de las 26 variaciones
no cumple con este criterio, de forma que 25 variaciones seran clasificadas como Aceptada con
evidencia limitada.

Finalmente, tras haber realizado la aplicacion de la totalidad de los criterios en la Tabla 3 se muestra
un resumen de los resultados.
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Aceptadas Aceptadas Aceptadas

N.% inicial de con con con .
. . . . . . . Seguimiento Rechazadas
variaciones evidencia evidencia evidencia
fuerte moderada limitada
Patogénicas 59 0 1 20 1 35
Probabl}er_nente 14 0 3 3 1 7
patogénicas
Factor de 2 0 0 0 0 2
riesgo
Patogénica/
Probablemente 3 0 0 2 0 1
patogénica

Tabla 3. Numero de variaciones obtenidas para cada clasificacion posible para el EOAD

Adicionalmente, en la Figura 33 se pueden ver como se distribuyen de forma global las variaciones
en cada una de las posibles clasificaciones del workflow.
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Figura 33. Clasificacion final de las variaciones obtenidas en ClinVar

Buscando proporcionar mas informacion acerca de las variaciones aceptadas, en el Anexo 1 se ha
creado una tabla donde se encuentran todas las variaciones aceptadas, junto con informacion
relevante acerca de las mismas.
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Una vez han sido obtenidos los resultados tras la aplicacion del workflow, en la siguiente seccion se
va a realizar el andlisis y discusion de estos. Adicionalmente, se va a realizar un analisis mas
exhaustivo acerca de las 4 variaciones clasificadas como Aceptada con evidencia moderada,
buscando comprobar que las variaciones de mayor evidencia realmente tienen un impacto en el
desarrollo de la enfermedad, y por tanto buscando validar de forma preliminar los resultados del
workflow.

7.3. Discusion

En la seccion anterior se han expuesto los resultados de aplicacion del workflow propuesto
obteniendo un total de 29 variaciones que han sido clasificadas como aceptadas, algo que contrasta
con los resultados obtenidos con la aplicacidn del workflow original, donde ninguna variacién fue
clasificada como aceptada. Gracias a la mejora planteada del workflow, se ha conseguido obtener
variaciones para la enfermedad de estudio, por lo que se puede concluir que este nuevo workflow si
gue permite tratar casos especificos como el EOAD.

Con todos los pasos incluidos en el workflow se ha buscado que todas las variaciones que se
clasifiquen como aceptadas dispongan de una gran calidad, ya que se ha analizado tanto la
informacién disponible considerada como relevante acerca de la variacion (gen-tipo de método-
interpretacion-relevancia del submitter) como que la interpretacion ha sido hecha en base a criterios
de calidad. El exhaustivo analisis realizado por el workflow a cada una de las variaciones para poder
ser clasificada como aceptada, sirve de garantia de que las variaciones obtenidas con el workflow
disefiado siguen unos criterios de calidad y pueden ser suficientemente fiables para poder quizas
utilizarlas en un dmbito clinico.

Analizando en mayor profundidad los resultados de las variaciones clasificadas como aceptadas, 26
de las 29 variaciones se localizan en el gen PSENL1, algo que concuerda con los conocimientos
disponibles acerca del EOAD, donde se ha determinado que el gen PSENL1 es el mayor responsable
del EOAD de caracter familiar [31]. Haciendo referencia a los fenotipos a los que se encuentran
referidas estas 29 variaciones, el mas comun ha sido el Alzheimer disease, type 3 algo que concuerda
con los resultados obtenidos para los genes, pues este es el tipo de Alzheimer que se relaciona con el
gen PSEN1. Ademas, también en 26 de las 29 variaciones se ha determinado que la consecuencia
molecular es de tipo missense, constituyendo por tanto la mayoria de las variaciones aceptadas un
cambio puntual en la secuencia de ADN que codifica para un aminoécido diferente. También han
sido aceptadas las dos variaciones con la consecuencia molecular splice site, y una sin la
consecuencia molecular proporcionada.

También resulta destacable que el assertion criteria mas comun en las variaciones aceptadas es
Invitae Variant Classification Sherloc (09022015), por lo que Invitae, un respetado laboratorio
dedicado a ensayos clinicos es el submitter mas comin de las variaciones aceptadas.

Otro aspecto para destacar es que el hecho de que la mayoria de las variaciones estudiadas hayan
sido revisadas recientemente (solo 1 variacion es clasificada como Seguimiento por este motivo). En
los casos de variaciones con mas de una submission, se ha detectado que las submissions méas
antiguas estaban principalmente basadas en literatura, mientras que las submissions mas nuevas
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estaban principalmente basadas en ensayos clinicos. Esto puede significar que gracias a las nuevas
tecnologias de NGS, que permiten secuenciar el genoma de una forma mucho maés rapida y
econdmica, los ensayos clinicos son menos dificiles de llevar a cabo que hace afios, y por tanto se ha
visto aumentado el nimero de submissions basadas en este tipo de método.

Una vez se han discutido las variaciones aceptadas en su generalidad, demostrando la coherencia de
los resultados obtenidos, se van a analizar en mayor detalle las 4 variaciones que han sido aceptadas
con evidencia moderada, buscando en la literatura referencias que respalden el efecto de estas
variaciones para el desarrollo de la enfermedad. Las 4 variaciones presentan los siguientes
identificadores: rs63749836, rs63751223, 151799945, NM_000021.4(PSEN1): ¢.257T>G
(p.Phe86Cys).

En el caso de la variacion rs63749836 cuyo significado clinico es probablemente patogénica, se
encuentra localizada en el gen PSEN1, y su consecuencia molecular es missense. La variacion se
encuentra asociada a varios fenotipos destacando principalmente el Alzheimer disease type 3, Dilated
cardiomyopathy y Acne inversa, familial. Respecto a las evidencias disponibles en su relacion con el
EOAD, se han encontrado evidencias que relacionan la presencia de esta variacion y un aumento de
la muerte celular en el cerebro [81]. Adicionalmente, se han encontrado referencias a un incremento
en el ratio Ap42/AB40 [56], [82], lo que indica que la presencia de esta variacion favorece la
formacion de las placas amiloides, estrechamente relacionadas con la enfermedad de Alzheimer
como se ha visto en la seccion 4.1.

Respecto a la variacion rs63751223, presenta un significado clinico probablemente patogénico, se
localiza en el gen PSENL, y presenta una consecuencia molecular de tipo missense. En el estudio de
la informacion disponible, se ha encontrado un estudio de imagen donde se realiza un analisis de
retencion PIB mediante PET. La retencion positiva en PIB-PET es indicativa de formacion de placas
amiloides, pero cabe destacar que esta prueba, aunque presenta una gran sensibilidad, es muy poco
especifica [83]. Ademas, también se han encontrado referencias a un incremento en la concentracion
de la proteina dendritica neurogranina* en el liquido cefalorraquideo debido a la presencia de la
variacién [84], estando este incremento asociado con la presencia de Alzheimer [85].

La variacién rs1799945 presenta un significado clinico patogénico, y una consecuencia molecular
tipo missense, ademas de encontrarse asociada con el fenotipo Alzheimer disease type 1. Se localiza
en el gen HFE cuyas variaciones (incluido la aqui referida) se relacionan con un incremento de hierro
en multiples 6rganos, incluyendo el cerebro. Se ha demostrado que esta acumulacion del hierro junto
con el estrés oxidativo estan relacionados con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer,
como se ha tratado en la seccion 4.1, lo que confirma la relacion variacién-enfermedad [86].

Finalmente, en el caso de la variacion NM_000021.4(PSEN1): ¢.257T>G (p.Phe86Cys), no se ha
encontrado informacién adicional en la literatura de forma que solo se dispone de la informacion
subida por el submitter a la base de datos. Se encuentra localizada en el gen PSEN1, presenta una
consecuencia molecular de tipo missense, y aparece asociada al fenotipo Alzheimer disease, type 3.
Respecto a su significado clinico, este es probablemente patogénica.

4 La neurogranina es una proteina abundante en el cerebro que interviene en procesos relacionados con la
plasticidad neuronal, y que se relaciona con mecanismos de la memoria y el aprendizaje [90].
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Con todo esto, excepto en una variacion, se han podido encontrar referencias que respaldan el efecto
patogénico/probablemente patogénico que tienen las variaciones aceptadas con evidencia moderada
sobre el desarrollo de la enfermedad. Teniendo en cuenta las evidencias encontradas, se podria
valorar el uso de estos resultados en la practica clinica, especialmente de las variaciones que se
clasificaran como aceptadas con evidencia fuerte o con evidencia moderada. Para ello, los resultados
seran presentados a un grupo de expertos en diagnostico genético y tratamiento del Alzheimer para
su validacion formal, siendo este uno de los puntos del trabajo futuro.

A continuacidn, en el siguiente apartado, van a presentarse las conclusiones.
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo se ha llevado a cabo siguiendo tres objetivos, segin lo mostrado en la seccion de
OBJETIVOS Y STAKEHOLDERS, para cada uno de los cuales se habian establecido unas
preguntas de investigacion que han guiado la consecucidn de estos objetivos.

El primero de los objetivos consistia en realizar un analisis de la etapa de identificacion del método
SILE para determinar si permitia tratar casos especificos como el EOAD. En la seccién 3.2, se
analizaron los criterios existentes en el método SILE para la identificacion de variaciones relevantes,
respondiendo asi a la primera pregunta de investigacion propuesta. Una vez determinados los
criterios existentes, en la seccion de Aplicacion del Método SILE al EOAD y en lade Analisis de la
Etapa de Identificacion del Método SILE se ha determinado que no todos los criterios eran evaluables
en casos como el EOAD, especificamente el criterio de evaluacion de la relevancia estadistica de los
articulos relacionados, entre otros, y ademas se han concretado los problemas existentes en su
aplicacién identificando problematicas adicionales. Con esto, se ha dado respuesta a la segunda y la
tercera de las preguntas de investigacion planteadas.

Derivado del primero de los objetivos se encontraba el segundo, donde se busca plantear una mejora
de la etapa de identificacion del método SILE que tenga en cuenta todos los problemas identificados.
Buscando responder a la cuarta pregunta de investigacion, en la seccion de Nuevo Workflow
Propuesto para la Etapa de Identificacion del método SILE se ha propuesto un nuevo workflow que
contempla todas las mejoras necesarias para resolver los problemas detectados en la etapa de
identificacion.

Finalmente, en el tercero de los objetivos se ha buscado realizar una evaluacion del nuevo workflow
propuesto para la etapa de identificacion mediante su aplicacion al caso del EOAD. Las mejoras
propuestas en la seccion Nuevo Workflow Propuesto para la Etapa de Identificacion del método SILE
consiguen resolver todos los problemas detectados, segun lo detallado en el apartado, consiguiendo
resolver con esto a la quinta pregunta de investigacion. Con la aplicacion del nuevo workflow en la
seccién de Resultados de la Aplicacion del Workflow Propuesto al Caso del EOAD se han
encontrado variaciones genéticas relevantes, concluyendo con esto que con este nuevo workflow si
se pueden tratar las variaciones genéticas en casos particulares como la enfermedad de estudio,
respondiendo con esto a la sexta pregunta de investigacion planteada. Adicionalmente, en la seccién
de Discusion se ha evaluado la relacion entre las variaciones clasificadas como aceptadas con
evidencia moderada y el EOAD demostrando que los resultados obtenidos son consistentes con los
conocimientos disponibles de la enfermedad, obteniendo por tanto respuesta a la séptima pregunta
de investigacion.

Adicionalmente, con todos los pasos implementados en el workflow y que han sido justificados en
la seccion Nuevo Workflow Propuesto para la Etapa de ldentificacion del método SILE, se ha
buscado tanto que la informacién sea de calidad, como que la interpretacion de la variacion sea
confiable, y por tanto se puede determinar que los resultados disponen de calidad y fiabilidad, lo que
responde a la octava pregunta de investigacion.
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Con todo esto, la ultima pregunta de investigacidn que se plantea es si estos resultados podrian ser o
no aplicados a la préactica clinica. Aunque los resultados estén basados en la fiabilidad y calidad de
la informacion disponible, deben ser todavia evaluados por un grupo de expertos para determinar su
validez.

Finalmente, se puede concluir por tanto que todos los objetivos propuestos al principio del trabajo
han sido alcanzados, y gue se ha conseguido determinar variaciones genéticas relevantes para el caso
de la enfermedad de Alzheimer temprano.

Este trabajo es solo una muestra de la necesidad de plantear métodos que permitan realizar una
exploracion inteligente de los datos disponibles en bases de datos y repositorios genéticos, ya que
puede suponer un antes y un después en el tratamiento y diagnéstico de algunas enfermedades. Cémo
se va a mostrar en la siguiente seccién de TRABAJOS FUTUROS el campo en el que se ha
desarrollado este trabajo todavia requiere de una gran investigacion y desarrollo, ya que resulta
fundamental para poder alcanzar un correcto desempefio del concepto de medicina de precision.
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9. TRABAJOS FUTUROS

El Gltimo punto para tratar en este trabajo consiste en determinar, una vez disefiado el nuevo
workflow y tras haber hecho su aplicacién al EOAD, cudles son las posibles lineas de trabajo que
pueden tratarse en un futuro. Por tanto, a lo largo de esta seccion, se plantearan las diferentes lineas
futuras que derivan del trabajo aqui presentado.

En primer lugar, aungue se ha realizado un analisis preliminar de los resultados obtenidos, es
necesario que los resultados proporcionados por el workflow sean validados de manera formal para
poder realmente afirmar que el nuevo workflow propuesto permite obtener variaciones genéticas
relevantes. Como se ha mencionado en la seccién anterior, para esta validacién los resultados deben
ser presentados a un grupo de expertos en diagndstico genético y tratamiento del Alzheimer para su
validacién formal.

Dentro de los posibles trabajos, el que tiene una mayor continuidad con el llevado a cabo es la
implementacion de las etapas de carga y explotacion del método SILE, ya que no han sido tratadas
en este trabajo. El llevar a cabo estas etapas completaria todo el proceso, permitiendo finalmente el
utilizar la informacion disponible acerca de las variaciones clasificadas como aceptadas en el &mbito
clinico.

Por otra parte, tal y como se ha mostrado en las Gltimas secciones, con el workflow propuesto se han
conseguido solucionar los problemas a la hora de analizar variaciones en casos especificos como el
EOAD. En este trabajo se ha utilizado ClinVar, de forma que el workflow presentado permite tratar
los casos especificos en variaciones genéticas que hayan sido extraidas de esta base de datos. Debido
a la existencia de mdaltiples repositorios y bases de datos de las que extraer informacion, también es
necesario realizar el analisis de estos en busca de variaciones genéticas relevantes. Esto plantea dos
posibilidades, o bien se busca desarrollar un workflow genérico que tenga en cuenta todas las posibles
bases de datos, o bien se desarrollan workflow(s) especificos para cada base de datos. La primera
alternativa tiene como ventaja el uso de un tunico workflow, lo que facilitaria el proceso de aplicacion
de este. Sin embargo, al ser mas genérico, podria ser mas dificil de automatizar para cada una de las
bases de datos. En cambio, en la segunda alternativa al poder ajustar los pasos a la informacion que
proporciona cada base de datos, es mas susceptible de ser automatizado el proceso. Como
inconveniente, el proceso de disefio se dificultaria e incrementaria en el tiempo al haber una gran
multitud de bases de datos disponibles.

Derivado de esto, otra posible linea de trabajo seria la automatizacion del workflow disefiado. Como
se ha mencionado en la seccién 5 ClinVar se actualiza de forma mensual, lo que significa que para
tener unos resultados actualizados acerca de la enfermedad seria necesario aplicar el workflow a la
lista de variaciones que nos devuelva la base de datos mensualmente. Debido al considerable nimero
de variaciones, que es mucho mayor en el caso de otras enfermedades, aplicar el workflow
mensualmente supone un gran esfuerzo que justifica la necesidad de automatizar el proceso. Esta
automatizacion permitiria acelerar la identificacion de variaciones relevantes y ajustarse a la
evolucion temporal de la informacién disponible.

En relacion con esta automatizacion, otro posible trabajo futuro seria desarrollar una herramienta que
permitiera realizar un analisis a posteriori de las variaciones aceptadas. En los casos con muchas
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variaciones, puede ser interesante el poder agrupar los resultados por gen, por tipo de método, y
poder hacer estadisticas acerca de los resultados obtenidos a nivel global. Esto puede ayudar a
avanzar en el conocimiento de la enfermedad, ya que se podrian detectar patrones en la localizacion
de variaciones, en la consecuencia molecular, detectar nuevas relaciones entre fenotipos, etc.

Otro aspecto a considerar es el uso de las guias ACMG/AMP gue son aplicables a enfermedades con
patrones de herencia mendeliana, por lo que no son evaluables en enfermedades de caracter complejo.
En este tipo de enfermedades, donde para el desarrollo de la enfermedad influyen otros factores a
parte de la genética, se deberan plantear en futuros trabajos alternativas que permitan validar la
interpretacion realizada de la variacion.

Respecto al workflow disefiado, también existen factores a considerar en trabajos futuros. Por una
parte, en la seccion 6.2 se definieron estudios familiares, pero no criterios para poder utilizarlos en
la evaluacion de la relevancia de los estudios disponibles. Por tanto, para completar la inclusién de
estos estudios dentro del método SILE y del workflow propuesto, deberian analizarse estos estudios
y plantear criterios para los mismos. Ademas de esto, en la seccién de Resultados de la Blsqueda de
Variaciones Genéticas Relacionadas con el EOAD en ClinVar se ha expuesto la importancia que
tiene el analisis de la consecuencia molecular, ya que determina el impacto que tendra la variacion
en la pérdida total o parcial de la funcién de un gen. Debido a su importancia, para versiones
posteriores del workflow disefiado se debe contemplar su inclusién como un nuevo criterio.

Finalmente, otra posibilidad de trabajo futuro seria el aplicar el workflow en otras enfermedades para
analizar si los resultados obtenidos son también consistentes con lo que se conozca acerca de la
enfermedad. Esto permitiria ademas validar el hecho de que el workflow debe permitir analizar las
variaciones genéticas relevantes en cualquier tipo de enfermedad. Debido a que el workflow original
ha sido aplicado a otras variaciones a parte del EOAD, también podria resultar de interés comparar
los resultados obtenidos por ambos workflow, con el objetivo de determinar debido a que se producen
las posibles diferencias. En suma, estos trabajos futuros estarian orientados a testear el workflow con
el objetivo de validarlo y de determinar factores y aspectos susceptibles de mejora.
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1. NECESIDAD DEL PRESUPUESTO

El objetivo del presupuesto es valorar el coste econémico del trabajo realizado en este Trabajo de Fin
de Grado. Para el desarrollo de este presupuesto se van a tener en cuenta los siguientes costes: de
personal, de software y de hardware.

Para el calculo de la amortizacion tanto del software como del hardware se va a utilizar la siguiente
formula:

C
Coste imputable (sinIVA) =t * T

Donde:

= t. Tiempo de uso del equipo medido en meses.
= C. Coste del equipo utilizado o de la licencia de software empleada.
= T. Tiempo de amortizacién medido en meses.

En la siguiente seccidn se va a presentar el presupuesto desglosado, donde se detallara el origen de los
costes de personal, software y hardware.

2. PRESUPUESTO DESGLOSADO

2.1. Coste de Personal

En el calculo del coste de personal se van a tener en cuenta tanto las horas dedicadas por el ingeniero
gue realiza el trabajo y por los tutores para la asesoria del trabajo, como el coste unitario por hora de
cada profesional implicado.

Para el coste por hora del ingeniero biomédico se va a tener en cuenta el salario medio anual publicado
por el Economic Research Institute (ERI), que en Espafa es de 40.342 €. Teniendo en cuenta que ese
salario se define para una jornada completa y que este afio se tienen un total de 253 dias laborables, esto

deja un coste de 19,93 €/h.

En el caso de los tutores de este trabajo, ambos ingenieros informaticos, segun la Universidad Europea
el salario medio para un director de informatica es de 53.396€. Calculando el coste por hora de la misma

forma, se obtiene un coste de 26,38 €/h.
Con todos estos datos se puede calcular el coste total de personal, teniendo en cuenta el coste unitario

definido para cada tipo de personal, y el nimero de horas empleadas en el desarrollo del proyecto. Toda
esta informacion se resume en la Tabla 4.
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COSTE DE PERSONAL

Personal Coste Unitario Horas totales Coste
Ingeniero biomédico 19.93 €/h 300 h 5.900,00 €
Ingeniero informatico 26.38 €/h 20 h 527,60 €
Ingeniero informético 26.38 €/h 30h 791,40 €
COSTE TOTAL DE PERSONAL 7.219,00 €

Tabla 4. Costes de personal

Por tanto, los costes de personal ascienden a 7.219,00 €.

2.2. Costes de Software

El objetivo de esta seccion del presupuesto es, teniendo en cuenta la forma de céalculo para el coste
imputable, determinar el coste que genera para el proyecto el software empleado. Concretamente, se ha
utilizado el Sistema Operativo de Microsoft Windows 10 Home, Microsoft Office Hogar y Estudiantes
2019, asi como la base de datos ClinVar. Estos costes se resumen en la Tabla 5:

COSTES DE SOFTWARE

Coste de Ndmero de Periodo de Duracion de Coste
Programa . . . . . . .
licencia licencias uso la licencia imputable
Sistema
Overativo de Indefinida
perativ 145,00 € 1 6 meses 2417 €
Microsoft (uso de 3 afios)
Windows 10
Microsoft
Office H Indefinida
Ice rogar 149,00 € 1 6 meses 2483 €
y Estudiantes (uso de 3 afios)
2019
Clinvar 0€ Acceso libre 6 meses Indefinidas 0€
COSTE TOTAL DE SOFTWARE 49,00 €

Tabla 5. Costes de software

Por tanto, los costes de software ascienden a 49,00 €.
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2.3. Costes de Hardware

En este apartado se detallan los costes del hardware utilizado, que en este caso es Unicamente un
ordenador portatil ASUS ZenBook 13, cuyo periodo de vida Gtil (periodo de amortizacién) se ha
determinado en 3 afios.

COSTES DE HARDWARE

Programa Coste de Unidades Periodo de Periodo de Coste
licencia amortizacion uso imputable
ASUS 995,83 € 1 3 afios 6 meses 165,97 €
ZenBook 13
COSTE TOTAL DE HARDWARE 165,97 €

Tabla 6. Costes de hardware

Por tanto, los costes de software ascienden a 165,97 €.

3. PRESUPUESTO TOTAL

En este apartado se pretende calcular el importe total del desarrollo de este Trabajo Final de Grado. Para
este calculo, primeramente, hay que calcular el Presupuesto por Ejecucién Material, que se corresponde
con la suma de los costes totales de personal, software y hardware calculados en el apartado anterior. A
partir de esto se pueden calcular los gastos generales y el beneficio industrial.

Los gastos generales se corresponden con un 13% del Presupuesto por Ejecucion Material, y se
corresponde con el capital necesario para llevar a cabo tareas en la empresa que no se encuentran
directamente relacionadas con el producto o servicio ofrecido, y que por tanto no suponen un aumento
en los beneficios de la empresa. El beneficio industrial supone un 6% del presupuesto por Ejecucién
Material y se corresponde con los beneficios reales que obtiene la empresa con la ejecucion del proyecto.

La suma del valor del Presupuesto por Ejecucion Material, los gastos generales y el beneficio industrial
dan lugar al Presupuesto de Ejecucion por Contrata. Sumando a este presupuesto el valor del IVA (21%)
se obtendra el presupuesto neto total necesario para llevar a cabo este Trabajo Final de Grado.

Segun lo reflejado en la Tabla 7 el presupuesto total requerido para el proyecto es de diez mil
setecientos cuatro con dieciocho euros (10.704,18 €).
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CALCULO DEL PRESUPUESTO TOTAL

Coste total de personal 7.219,00 €
Coste total de software 49,00 €
Coste total de hardware 165,97 €
Total Presupuesto de Ejecucion Material 7.433,97 €
Gastos generales (13%) 966,42 €
Beneficio industrial (6%) 446,04 €
Total Presupuesto de Ejecucion por Contrata 8.846,43 €
IVA (21%) 1.857,75 €
PRESUPUESTO TOTAL 10.704,18 €

Tabla 7. Célculo del presupuesto total
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Anexo 1. Variaciones Clasificadas Como Aceptadas Tras La

Aplicacion Del Workflow Propuesto.

En este anexo se muestran las variaciones que han sido clasificadas como aceptadas tras la aplicacién
del workflow propuesto al caso del EOAD. A parte de proporcionar el identificador de la variacion, se
especifica el nivel de evidencia alcanzado y otra informacidn relevante como el tipo de método, el gen
en el que se localiza, el significado clinico, el assertion criteria utilizado, y la Gltima fecha de revision.

Slgn’lfl'cado Gen Condition Fe.c ha Ass.ertl.on Clasificacion
clinico revision criteria
ACMG
NM_000021.4(PSEN1): Alzhei
_00002LA(PSENL): o o1y pathogenic ~ PSEN1 Zhetmer Jun03,2019  Guidelines, Moderate

¢.257T>G (p.Phe86Cys) disease, type 3

2015

Invitae Vari
NM_000021 4(PSENL): nvitae Variant

€.626G>A Likely Pathogenic ~ PSEN1 _Alzhelmer Nov 09, 2018 Classification Limited
(p.Gly209GIu) disease, type 3 Sherloc
i (09022015)

Invitae Variant

Alzhei lassificati
rs1555355250 Likely Pathogenic ~ PSENL1 Alzheimer Mar 29,2019  Classification Limited
disease, type 3 Sherloc
(09022015)
Alzheimer ACMG
rs63749836 Likely Pathogenic PSEN1 Oct 31, 2018 Guidelines, Moderate

disease, type 3 2015

Invitae Variant

rs63751278 - Pathogenic/ - PSEN1 -Alzhelmer Dec 13, 2018 Classification Limited
Likely Pathogenic disease, type 3 Sherloc
(09022015)
Invitae Variant
Pathogenic/ Alzheimer Classification L
rs63751287 Likely Pathogenic PSENL disease, type 3 Aug 27, 2018 Sherloc Limited
(09022015)
Alzheimer ACMG
rs63751223 Likely Pathogenic PSEN1 Oct 31, 2018 Guidelines, Moderate

disease, type 3 2015

Alzheimer Nykamp K et al.

rs1553268799 Likely Pathogenic PSEN2 . Sep 17, 2017 (Genet Med Limited
disease, type 4 2017)

Invitae Variant
Classificati
rs281865161 Pathogenic APP Alzheimer disease ~ Jan 07, 2019 aSs;L:IC:Cmn Limited

(09022015)
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Invitae Variant

rs63750264 Classification
Pathogenic APP Alzheimer disease  Nov 09, 2018 Limited
(p-Val717Phe) 9 Sherloc
(09022015)

Invitae Variant

rs63750264 Classification
Pathogenic APP Alzheimer disease  Aug 27, 2018 Limited
(p-Val7171le) 9 9 Sherloc
(09022015)

Invitae Variant
NM_000021.4(PSENL1):

Alzhei Classificati
C.1254G>C Pathogenic PSENL Alzhetmer Nov 25, 2019 assttication Limited
(p.Leud18Phe) disease, type 3 Sherloc
P- (09022015)
NM_000021.4(PSENLY): Alzheimer Classification
C.617G>A Pathogenic PSEN1 disease. tvpe 3 Jun 01, 2018 criteria August Limited
(p.Gly206Asp) » P 2017
NM_000021.4(PSENL1): Invitae Variant
¢.347C>A Alzheimer Classification
Pathogenic PSEN1 . Aug 10, 2018 Limited
(p.Thr116Asn) 9 disease, type 3 9 Sherloc
(09022015)

Alzheimer Nykamp K et al.

rs1566650594 Pathogenic PSEN1 . Apr 02, 2018 (Genet Med Limited
disease, type 3 2017)

Alzheimer Nykamp K et al.

rs63750053 Pathogenic PSEN1 . Oct 27, 2017 (Genet Med Limited
disease, type 3 2017)

Invitae Variant
rs63750004 Pathogenic PSEN1 -Alzhelmer Nov 19, 2019 Classification Limited
disease, type 3 Sherloc

(09022015)

Alzheimer Nykamp K et al.

rs63750450 Pathogenic PSEN1 . Nov 27, 2017 (Genet Med Limited
disease, type 3 2017)

Invitae Variant

rs63750900 Pathogenic PSEN1 -Alzhelmer Dec 23, 2019 Classification Limited
disease, type 3 Sherloc
(09022015)

Invitae Variant
rs63749824 Pathogenic PSENL Alzheimer Dec12 2019  Classification Limited
disease, type 3 Sherloc

(09022015)

Invitae Variant
rs63750083 Pathogenic PSENL Alzheimer Nov1g,2019  Classification Limited
disease, type 3 Sherloc

(09022015)
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Alzheimer Mendelics
rs63750265 Pathogenic PSEN1 disease. tvoe 3 May 28, 2019 Assertion Limited
PP Criteria 2017
Invitae Variant
rs63750082 Pathogenic PSENL Alzheimer Nov 20,2019  Classification Limited
disease, type 3 Sherloc
(09022015)
Invitae Variant
Alzhei Classificati
rs63750231 Pathogenic PSENL Alzheimer Sep 10, 2019 asstfication Limited
disease, type 3 Sherloc
(09022015)
. Nykamp K et al.
Alzheimer
rs661 Pathogenic PSEN1 Alzheime Nov 16,2017  (Genet Med Limited
disease, type 3
2017)
. Nykamp K et al.
. Alzheimer -
rs63750526 Pathogenic PSEN1 . Sep 11, 2017 (Genet Med Limited
disease, type 3
2017)
NC_000001.10:g.(?_227 Alzheimer Nykamp K et al.
069589)_(227083300_7) Pathogenic PSEN2 . Sep 06, 2017 (Genet Med Limited
disease, type 4
del 2017)
. Nykamp K et al.
. Alzh -
rs63750215 Pathogenic PSEN2 . Zhetmer May 08, 2018 (Genet Med Limited
disease, type 4
2017)
ACMG
rs1799945 Pathogenic HFE Alzheimer disease ~ Oct 31, 2018 Guidelines, Moderate
2015

Tabla 8. Variaciones clasificadas como aceptadas tras la aplicacion del workflow propuesto
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