Gaaid UNIVERSITAT
CENE?) POLITECNICA
s/ DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Técnica Superior de Ingenieria Industrial

DISENO Y DESARROLLO DE UN PIPELINE PARA EL
ANALISIS DE VARIACIONES GENOMICAS ASOCIADAS
A DISTROFIAS HEREDITARIA DE RETINA

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ingenieria Biomédica

AUTOR/A: Pérez Martinez, Maria

Tutor/a: Costa Sanchez, Mireia

Cotutor/a: Pastor Lépez, Oscar

Director/a Experimental: Garcia Simon, Alberto

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



Disefio y desarrollo de un pipeline para el analisis de variaciones de distrofia hereditaria de
retina



Disefio y desarrollo de un pipeline para el analisis de variaciones de distrofia hereditaria de
retina

AGRADECIMIENTOS

Quiero aprovechar la ocasién para agradecer el apoyo de mi familia y de mis amigos por estar
siempre presentes en mi vida y ayudandome en todas mis decisiones. Por otro lado agradecer
también al grupo PROS en especial a Mireiay Adrian ya que sin ellos lo hubiera tenido un poquito
mas dificil.



Disefio y desarrollo de un pipeline para el analisis de variaciones de distrofia hereditaria de
retina

RESUMEN

Las distrofias hereditarias de retina (DHR) son un grupo de trastornos genéticos que afectan la
retina y que pueden causar pérdida de visidon progresiva. Con el avance de las técnicas de
secuenciacién de nueva generacion (NGS), se ha abierto la posibilidad de realizar una
identificacion mas precisa de las variaciones presentes en el genoma de un individuo. Sin
embargo, este avance tecnoldgico ha dado lugar a una gran cantidad de informaciodn,
planteando asi el desafio de determinar qué datos son relevantes y como evaluarlos para
comprender el impacto clinico de las diferentes variaciones gendmicas.

En este contexto, se plantea la necesidad de combinar el conocimiento genético con
herramientas bioinformaticas para determinar qué variaciones genéticas son relevantes en un
paciente con una determinada enfermedad. Para conseguir este objetivo, resulta fundamental
el desarrollo de pipelines personalizados que tengan en cuenta las particularidades de la
enfermedad genética de estudio. Este Trabajo Fin de Master se centra en cubrir las necesidades
detectadas en el dominio concreto de las DHR, siendo el objetivo principal el disefio y desarrollo
de un pipeline bioinformatico para el andlisis de variaciones gendmicas asociadas a las DHR,
destacando la importancia de obtener un pipeline robusto y eficiente que pueda procesar
grandes volumenes de datos de secuenciaciéon de manera sistematica y reproducible.

El disefio y desarrollo de este pipeline constara de varios pasos clave. Primero, se recopilaran
datos de diversas bases de datos relevantes para la clasificacion, seleccionadas en conjunto con
expertos clinicos en DHR. Tras esto, se aplicara un filtrado para realizar la seleccién de las
variantes mas prometedoras, seguido de una clasificacidn segun su relevancia clinica basado en
la evaluaciéon de multiples criterios, como pueden ser la evidencia de patogenicidad o la
concordancia con la literatura cientifica previa. Este enfoque busca ofrecer una estrategia
integral y personalizada para la clasificacidon de variantes genéticas en DHR, con el objetivo de
impulsar la implementacién de la medicina de precision en el manejo de enfermedades
genéticas hereditarias.

Palabras clave: Distrofias hereditarias de retina, clasificacion de variaciones, bioinformatica,.



Disefio y desarrollo de un pipeline para el analisis de variaciones de distrofia hereditaria de
retina

ABSTRACT

Hereditary retinal dystrophies (HRDs) are a group of genetic disorders that affect the retina and
can cause progressive vision loss. With the development of next-generation sequencing (NGS)
techniques, the possibility of more precise identification of the variations present in an
individual's genome has been opened up. However, this technological advance has resulted in
an extensive amount of information, thus posing the challenge of determining which data are
relevant and how to evaluate them in order to understand the clinical impact of different
genomic variations.

In this context, the need arises to combine genetic knowledge with bioinformatics tools to
determine which genetic variations are relevant in a patient with a given disease. To achieve this
goal, it is essential to develop personalized pipelines that consider the particularities of the
genetic disease under study. This Master's Thesis focuses on covering the needs detected in the
specific domain of HRD, the main objective being the design and development of a bioinformatics
pipeline for the analysis of genomic variations associated with HRD, highlighting the importance
of obtaining a sturdy and efficient pipeline that can process large volumes of sequencing data in
a systematic and reproducible way.

The design and development of this pipeline will consist of several key steps. Firstly, data will be
collected from classification-relevant databases, selected in conjunction with clinical HRD
experts. After this, filtering will be applied to select the most promising variants, followed by
classification according to clinical relevance based on the assessment of multiple criteria, such
as evidence of pathogenicity or concordance with previous scientific literature. This approach
aims to provide a comprehensive and personalized strategy for the classification of genetic
variants in HRD, with the goal of advancing the implementation of precision medicine in the
management of inherited genetic diseases.

Key words: Hereditary retinal dystrophies; genomic variations; variations classification;
bioinformatics.
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1. INTRODUCCION
En este Trabajo Fin de Master se disefiard y desarrollard un pipeline para el andlisis de
variaciones en las distrofias hereditarias de retina, facilitando la gestién de datos gendmicos y
su aplicacion en el ambito clinico. Por tanto, este proyecto se sitia en el campo de la
bioinformatica, un area de gran relevancia en la ingenieria biomédica.

En este capitulo, se proporciona una visién general del trabajo. Se comienza con una
introduccion a las distrofias hereditarias de retina o DHR, sus caracteristicas clinicas y genéticas
y su impacto. Tras esto, se presenta el concepto de medicina de precisidén y su relevancia en
enfermedades genéticas como las DHR. Finalmente se discuten las motivaciones del proyecto.

1.1.Distrofias hereditarias de retina

Las distrofias hereditarias de retina (DHR) son un conjunto de enfermedades genéticas
caracterizadas por la degeneracién progresiva de los fotorreceptores que se encuentran en la
retina, que provoca la pérdida de visién en los pacientes (Ayuso & Millan, 2010). Las DHR afectan
alaretinay, aunque todas las partes del ojo son importantes para percibir la informacidn visual,
la retina es una parte vital del sistema (Figura 1). Esta enfermedad es considerada como
enfermedad rara (ER) ya que tiene una prevalencia de 1:3000 personas (Pozo Valero, 2022).

Cornea

D |

Retina

Nervio \ Lente

Optico (Cristalino)
Vasos sanguineos retinianos Esclerética

Figura 1. Anatomia del ojo humano. Extraido de («¢Qué son las Distrofias Hereditarias de Retina?», 2019).

Los fotorreceptores son unas células especificas del organismo que son capaces de captar luz y
convertirla en sefiales eléctricas que en el cerebro se procesan y las puede interpretar como
imagenes (Fotorreceptores, 2017). Los dos tipos principales de fotorreceptores son los conos y
los bastones. Los bastones son sensibles a la luz tenue, por lo que sobre todo sirven para poder
ver de noche y para la visién periférica. Por otro lado, los conos son responsables de la visién
central y de percibir los colores, por lo que funcionan mejor con una luz brillante, es decir por el
dia.

Las DHR tienen diferentes clasificaciones clinicas segun los fotorreceptores afectados. Si los
bastones (Figura 2, izquierda) son los afectados, sera una forma periférica de DHR, dentro de
estas se encuentra la retinosis pigmentaria (RP) que es la forma mds frecuente (Ayuso & Millan,
2010). Silos conos (Figura 2, derecha) son los afectados, sera una forma central de las DHR, estas
afectan principalmente a la macula y la principal es la distrofia macular (DM). Sin embargo, con
las nuevas tecnologias y herramientas genéticas se ha visto que hay muchas caracteristicas que
solapan en todas las DHR por lo que los criterios de clasificacién estan cambiando (Pozo Valero,
2022).
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Figura 2. Fotorreceptores de retina. Extraido de (Wikibooks. 2017).

En estudios recientes se ha visto que estas enfermedades tienen una base genética muy
importante causada por variaciones genéticas, estas variaciones son cambios en la secuencia de
ADN que pueden afectar a la funcién de un gen. Son enfermedades heterogéneas con mas de
284 genes descritos como asociados (RetNet - Retinal Information Network, 1996).

Algunos subtipos de DHR son poligénicos, ya que existen varios genes que estan relacionados
con estas enfermedades como RP o amaurosis congénita de Leber (LCA), mientras que otros
subtipos de estas DHR son monogénicos y estan causadas Unicamente por una alteracidon en un
gen como por ejemplo la retinosquisis, la coroideremia o la enfermedad de Stargardt (Pozo
Valero, 2022).

Dentro de los patrones de herencia en las DHR se puede encontrar el autosdomico recesivo (AR),
gue ocurre cuando una persona necesita dos copias del gen mutadas para presentar la
enfermedad (una de cada progenitor). Las personas con una sola copia mutada solo seran
portadores, es decir no tendran sintomas. También encontramos el patrén autosémico
dominante (AD), basta solo con heredar una copia mutada del gen de uno de los progenitores
para que se desarrolle la patologia. El ligado al cromosoma X (XL), se refiere a genes que se
localizan en el cromosoma X, por tanto, en el caso de los hombres al solo tener un cromosoma
X van a desarrollar la enfermedad si heredan una copia mutada y en el caso de las mujeres como
tienen dos cromosomas X pueden ser solo portadoras. Por Ultimo, también se ha descrito
herencia mitocondrial, se refiere a genes que estan ubicados en el ADN mitocondrial, que se
hereda solo de la madre (Ferrari et al., 2011).

En este tipo de enfermedades también son muy importantes las regiones reguladoras del ADN,
zonas que como en su nombre se indica regulan la transcripciéon de genes, por lo que las
variaciones en estas regiones son muy relevantes y se deben tener en cuenta ya que pueden
causar la enfermedad de forma indirecta.
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Las distrofias hereditarias de retina no solo representan un desafio médico debido a su
complejidad genética, también tienen un profundo impacto en la calidad de vida de los
pacientes. La pérdida progresiva de visiéon puede afectar significativamente a la calidad de vida,
limitar la independencia y causar estrés emocional. Sin embargo, los avances en la investigacion
genética y en tecnologias como la edicion de genes y la terapia génica ofrecen nuevas
esperanzas.

1.2.Medicina de precisién

La medicina de precisidn representa un paradigma revolucionario en la atenciéon médica, donde
los tratamientos y medidas preventivas se seleccionan teniendo en cuenta las complejas
interacciones entre los factores genéticos, ambientales y de estilo de vida que distinguen a
distintos grupos de individuos. Este enfoque pionero implica una cuidadosa utilizacién de Ia
informacién genética y molecular de los pacientes para desarrollar terapias mas efectivas,
especificas y adaptadas a las necesidades individuales.

En esencia, la medicina de precision busca personalizar la atencién médica, de esta manera se
generan tratamientos Unicos y medicamentos adaptados a las caracteristicas de cada paciente.
Por lo que se abre una puerta a una medicina mas eficiente y con menos efectos secundarios.

Es importante destacar que la medicina de precisién es un proceso que estd en continuo
desarrollo. Los avances tecnoldgicos y la disponibilidad cada vez mayor de datos genémicos y
moleculares permiten esta continua evolucién dando lugar a mejores tratamientos. Esta
disciplina se adaptard segun la cantidad de conocimiento genético y molecular que se tenga.

Las tecnologias actuales como la secuenciacion masiva o de next generation, permiten
secuenciar muchos fragmentos de ADN al mismo tiempo, esto sumado a programas
bioinformaticos que estan constantemente recopilando informacién y generando grandes bases
de datos que ayudan a interpretar el significado de las variaciones genéticas, permiten que dia
a dia se identifiguen nuevos genes responsables de enfermedad o cuyas alteraciones
determinen enfermedades especificas (Hurtado, 2022).

La medicina de precisién puede ser muy importante en el tratamiento de las DHR. En el caso de
las distrofias hereditarias de retina como se ha visto estan generadas por variaciones en distintos
genes, la secuenciaciéon permite identificar las variaciones exactas y guiar a la elecciéon de
terapias. Como por ejemplo en los ultimos afios, se han desarrollado tratamientos innovadores,
como la terapia génica para la LCA, que ha mostrado resultados prometedores en pacientes
especificos (Russell et al., 2017).

La secuenciacion del genoma permite identificar muchas variaciones en el ADN. Pero no todas
supondran la aparicion de una enfermedad por lo que no todas serdn relevantes en los
tratamientos. Uno de los objetivos de la medicina de precision es identificar las variaciones que
causan la enfermedad, a este proceso se le conoce como clasificacién de variaciones.

Para poder hacer esta clasificacion de las variaciones hay diferentes guias. La guia mas usada es
la de ACMG/AMP o American College of Medical Genetics and Genomics y |la Association for
Molecular Pathology (Richards et al., 2015). Mediante estas guias se van a clasificar las
variaciones en cinco grupos diferentes los cuales son: Pathogenic, Likely Pathogenic, Benign,
Likely Benign y VUS. Las variaciones consideradas como relevantes a nivel clinico son las
patogénicas o con alta probabilidad de serlo.
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De esta manera, la medicina de precision puede ofrecer una esperanza significativa a los
pacientes con DHR al proporcionar tratamientos y diagndsticos personalizados basados en el
perfil genético individual. Realizar la clasificacidn no es un proceso sencillo, como se explica en
la siguiente seccion.

1.3.Motivacién

Un desafio en el campo de la medicina de precision es el estudio de las distrofias hereditarias de
retina. Este desafio se debe a que, aunque se consideran enfermedades raras, afectan a muchas
personas y se asocian con una pérdida gradual de la vision que puede afectar tanto en lo fisico
como en lo psicoldgico de una persona. Con una prevalencia de 1:3000, si la poblacién mundial
es de alrededor de 8 billones de personas, serian unos 3 millones los afectados por esta
enfermedad.

La complejidad que presentan estas patologias se encuentra tanto en su variabilidad clinica
como en su heterogeneidad genética, lo que genera preguntas sin resolver sobre su diagndstico
y tratamiento clinico. Actualmente, hay herramientas para clasificar variaciones de diferentes
enfermedades. Sin embargo, aun no hay nada que sirva para la correcta clasificaciéon de las
distrofias hereditarias de retina.

Para realizar esta clasificacién se hace uso de guias de clasificacién que sirven para determinar
si una enfermedad es patogénica o no, pero el uso de estas guias es complejo. Esta dificultad se
debe a que es necesaria la realizacidn de estudios detallados sobre los genes afectados de cada
enfermedad y se necesita hacer una interpretacién muy meticulosa. En las préximas secciones
se explicardn estas guias con mas detalle.

De esta manera, la motivacion principal de este trabajo de fin de Master se centra en la
necesidad de disefiar y desarrollar un pipeline para el andlisis de variaciones genéticas en DHR.
Este pipeline tiene como objetivo principal integrar y aplicar herramientas bioinformdticas para
abordar aspectos relacionados con estas enfermedades, como la identificacién y clasificacién de
variaciones especificas. Para automatizar la clasificacion de variaciones de las DHR, identificando
las relevantes.

Al comprender mejor la base genética de estas enfermedades y su variabilidad, se puede avanzar
hacia una medicina personalizada mds desarrollada. El pipeline propuesto servird como
herramienta util en la préctica clinica y la investigacidn, para el desarrollo de diagndsticos
personalizados.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Master es disefiar y desarrollar un pipeline para
el analisis de variaciones en el contexto de las Distrofias Hereditarias de retina. Para lograr este
objetivo global se plantearan objetivos especificos ligados a preguntas de investigacion.

e Objetivo 1. Investigacion del problema: Realizar una investigacién de la literatura para
comprender las DHR y las técnicas y herramientas actuales de analisis de variaciones
genéticas.

e Objetivo 2. Disefio y desarrollo: Disefiar y desarrollar un pipeline para el analisis de
variaciones genéticas en las DHR.

e Objetivo 3. Aplicacidn clinica y futuras direcciones: Explorar las posibles aplicaciones
clinicas del pipeline desarrollado y discutir las futuras direcciones para su mejora y
expansion.
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3. METODOLOGIA

Este Trabajo de Fin de Master se ha desarrollado siguiendo la metodologia de investigacidon
Design Science (Wieringa, 2014), propuesta por Wieringa, esta metodologia consiste en disefiar
e investigar artefactos en un contexto especifico para resolver un problema determinado.

El artefacto de este trabajo es disefiar y desarrollar un pipeline para la clasificacién de
variaciones, en un contexto gendmico, especificamente relacionado con las Distrofias
Hereditarias de Retina (DHR).

La metodologia Design Science contempla dos tipos de problemas. En primer lugar, los
problemas précticos o de disefio, estos buscan un cambio en el mundo real, requieren un analisis
de los objetivos y la solucion disefiada debe considerar las necesidades de todos los
stakeholders. Por otro lado, estan los problemas experimentales o de conocimiento, al contrario
de los anteriores estos no buscan un cambio en el mundo real, sino que buscan adquirir
conocimiento. La respuesta a estos problemas es una proposicién y se asume que solo hay una
respuesta correcta con grados de incertidumbre.

Ya que el objetivo principal es disefiar y desarrollar un pipeline para la clasificacion de
variaciones de origen gendmico de las DHR, este trabajo aborda un problema practico. Por lo
tanto, se debe aplicar un ciclo regulativo que consta de 5 etapas:

1. Investigacién del problema. En esta etapa se identifica y comprende el problema que se
debe resolver. Para hacerlo se pueden responder algunas preguntas como: ¢Cuales son
las necesidades de los usuarios?, {Qué se quiere mejorar con el disefio?, iCual es el
marco conceptual?

2. Disefio de la solucidn. Comprendido el problema se disefia la solucién para esto se
deben considerar las mejores practicas y tecnologias, con el objetivo de obtener una
solucidn.

3. Validacidn de la solucidn. Se estudia si la solucion propuesta puede resolver el problema
identificado.

4. |Implementacién de la solucidn. Esta etapa implica llevar a cabo el desarrollo del pipeline
segun el disefio establecido.

5. Evaluacion de la implementacidn. Se hace una evaluacién para determinar si se ha
resuelto el problema de forma efectiva.

Es importante mencionar que este TFM cubrird las dos primeras etapas que corresponden a los
objetivos expuestos en el apartado anterior, ya que las restantes corresponden a la
transferencia a entornos industriales y la evaluaciéon para garantizar el correcto funcionamiento
del producto. Por otro lado, a pesar de que no se hayan abarcado estas ultimas etapas se ha
hecho un caso de estudio como una fase preliminar de validacién.

Para realizar la etapa de investigacion del problema, en primer lugar, se profundizdé en el
conocimiento sobre estas patologias mediante una busqueda bibliografica. Para ello, se
utilizaron herramientas académicas como Google Scholar y PubMed, donde se revisaron
articulos y estudios relevantes.

De forma continua, se investigaron bases de datos de elementos esenciales en la regulacion de
la expresidn genética. La identificacion de estos elementos y sus predictores fue también un
proceso basado en la revisidén bibliografica. Se seleccionaron bases de datos confiables y se
evaluaron los predictores disponibles.
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Con esta informacién, se estudié cdmo se disefian y construyen los pipelines de clasificacién de
variaciones genéticas. Para esto se hizo otra busqueda en literatura cientifica de la anotacién, el
filtrado y la clasificacidon de variaciones. Esta revision permitié entender las metodologias y
herramientas empleadas en estos procesos, de esta manera se obtuvo una guia para la
implementacién en el contexto de las DHR.

Tras la revisidn bibliografica general, se lleva a cabo la segunda etapa de disefio de la solucién.
Para esto se aplicaron los conocimientos obtenidos al caso especifico de las DHR. Esto implico
buscar predictores, bases de datos, frecuencias de filtrado y criterios de clasificacion especificos.
Para la implementacién de estas bases de datos se hizo uso del lenguaje de programacién
Python, una herramienta fundamental para la manipulacién y andlisis de grandes volimenes de
datos.

El uso de Python fue esencial en la implementacion de las bases de datos y en la automatizacion
de los procesos de anotacidn, filtrado y clasificacion. Se emplearon librerias como Pandas que
esta disefiada para la manipulacién y el andlisis de datos, permite cargar, alinear, manipular e
incluso fusionar datos.

Se realizd una transformacion y mejora de los datos para asegurar una correcta anotacion. Tras
esto, se llevd a cabo la anotacién y después el filtrado haciendo uso de los filtros definidos por
el grupo de investigacién PROS, estos se adaptaron a las DHR. Para la clasificacidon de las
variaciones, se aplicaron también los criterios implementados y desarrollados por el grupo de
las guias de ACMG/AMP también adaptados a las DHR.

Por ultimo, para la validacién preliminar se hace uso de un caso de estudio sin embargo la etapa
tres no queda terminada ya que para hacer una validaciéon completa es necesario contactar con
los expertos y obtener mas datos, esto es lo que se estd en proceso de hacer.
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4. INVESTIGACION DEL PROBLEMA

En esta seccidn se van a presentar conceptos para comprender los objetivos y el pipeline a
desarrollar abordando asi el primer objetivo del trabajo. En primer lugar, se revisan los
conceptos basicos de biologia como ADN, genes, genoma y variaciones. Tras esto se explica el
flujo general de analisis de las variaciones del genoma, que incluye las etapas de anotacién,
filtrado y clasificacion. Finalmente, se presenta el Ordculo Gendmico de DELFQOS, una
herramienta disefiada para el andlisis de variaciones gendmicos, que se tomara como base para
este trabajo.

4.1.Fundamentos conceptuales

En el contexto en el que se desarrollard el trabajo, es fundamental entender diferentes
conceptos relacionados con la biologia gendmica como ADN, gen, genoma humano, variaciones,
mutaciones y fenotipo.

4.1.1. Conceptos bdsicos
El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es la molécula que transporta informacién genética esencial
para el desarrollo y el funcionamiento de los organismos. Estas moléculas son el medio de

transmisién de la informacién genética de una generacion a otra. Estd compuesto por una doble
hélice de nucleétidos: Adenina (A) que se empareja con Timina (T) y Guanina (G) con Citosina
(C) (Definicion de ADN - Diccionario de genética del NCI - NCI, 2012).

CROMOSOMA

CELULA

Figura 3. Esquema de la organizacién del ADN en el ntcleo celular. Extraido de (Ferreiro, 2023).

A partir del ADN, se generan los genes, que son secuencias especificas responsables de |a sintesis
de proteinas y la regulacion de diferentes funciones celulares. En la Figura 3 se puede ver un
esquema de la organizacion del ADN. Este ADN a su vez se divide en ADN codificante y no
codificante. Los genes forman parte del ADN codificante, y estdn organizados en exones que son
las regiones que codifican a proteina y en intrones que son las regiones que no codifican a
proteina. Ademas, a pesar de que el ADN no codificante no produce proteinas especificamente,
puede tener otras funciones fundamentales como la regulacion de expresion génica. Todos los
genes juntos forman el genoma humano (Figura 4) que es el conjunto completo del material
genético en una célula.
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Figura 4. Cromosomas humanos. Extraido de (Cromosomas, 2023.).

En el genoma pueden aparecer variaciones, que son cambios en la secuencia del ADN. Un
ejemplo grafico del concepto de variacidon aparece en la Figura 5. Estas variaciones pueden ser
heredadas (germinales) o adquiridas durante la vida (somaticas). Algunas de estas son comunes
y benignas, pero otras pueden estar asociadas al desarrollo de una enfermedad. Aunque no
todas las variaciones causan enfermedades, todas ellas van a contribuir a la diversidad genética.

Figura 5. Variacion de Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Extraido de (Bhave, 2015).

Con estos términos generales explicados pasamos a las siguientes partes algo mds especificas
para poder comprender el desarrollo del pipeline.

4.1.2. Regiones reguladoras
El ADN regulador forma parte del conjunto de ADN no codificante, que constituye mas del 95%

del genoma humano (Garcia Ordaz, 2011). El ADN regulador (Figura 6) consiste en regiones de
ADN que controlan cudnto, cuando y donde se lleva a cabo la transcripcién de un gen, que es el
proceso mediante el cual una célula elabora una copia de ARN desde una pieza de ADN.

En general, cada region reguladora controla la expresion de un Unico gen. Los genes con
patrones de expresion sencillos suelen tener pocos elementos reguladores y localizados en
zonas proximas al promotor, estos se encargan de controlar el inicio de la transcripcion (Gémez
Skarmeta, 2010). Los genes con patrones de expresion complejos, en cambio, tienen muchos
elementos dispersos a lo largo del ADN no codificante, tanto en la vecindad del gen como a
distancias de hasta cientos de kilobases (Gémez Skarmeta, 2010).
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ARN
Polimerasa

Region codificadora de proteina (exones) Region reguladora
Figura 6. Estructura de un gen, regiones reguladoras y codificadoras. Elaboracion propia.

El proceso de transcripcion es fundamental para la regulacion de la expresion genética. Aunque
todas las células tengan el mismo genoma, lo que hace que un tipo celular sea distinto de otro
es el conjunto especifico de genes que se expresan.

Por otro lado, las regiones reguladoras son de tamafio variable y a estas se van a unir un nimero
de factores de transcripcion, que son proteinas que ayudan a activar o disminuir la transcripcion
de un gen. Cuando estos factores se unan a la regidn reguladora y esta unién favorezca la
transcripcion de un gen se les denomina potenciador o enhancer (Figura 7) y si es al contrario
silenciador o silencers (Gdmez Skarmeta, 2010). Por lo que las regiones reguladoras lo que hacen
es modular la expresién génica.

Activadores
ADM Promaotor Gen

Enhancers

Factores de
transmision

Fromotor Gen

ARN polimerasa
Figura 7. Enhancer. Elaboracion propia.

Las secuencias reguladoras pueden contener varios motivos, que son elementos funcionales
importantes dentro de estas secuencias. Se le conoce como ‘motivo’ (motif en inglés) a una
secuencia patrén de nucledtidos que estd distribuida en el genoma y que tiene un significado
biolégico (Romero Sanchez, 2022).

La identificacidn de estas regiones reguladoras es muy dificil ya que su cédigo es complejo lo
que dificulta predecir donde se localizan y cudl es la informacion que contienen. Sin embargo, a
pesar de esta dificultad como se ha visto son de gran interés debido a su potencial influencia
sobre el control de la expresién genética. Lo que puede resultar también en influencia en el
desarrollo de enfermedades con la aparicion de variaciones que provoquen un funcionamiento
incorrecto de las regiones reguladoras.
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4.2 .Flujo de trabajo general

En la actualidad se usan diferentes técnicas de secuenciacion como la secuenciacion de exomas
completos (WES) o la secuenciaciéon de genomas completos (WGS), estas técnicas se emplean
para identificar las variaciones genéticas en el ADN de los individuos. Gracias a estas, la
secuenciacion del ADN se ha vuelto mds econémica y sencilla, lo que ha ampliado la posibilidad
de hacer diagndsticos gendmicos. Estos avances han abierto nuevas lineas de investigacién
sobre la interpretacidon del significado biolégico de las variaciones genéticas asociadas a
determinadas enfermedades. El objetivo es entender qué variaciones son las importantes y en
cuales hay que poner mas atencion.

Una vez se tiene el ADN del paciente, el primer paso es identificar las variaciones. Para esto, se
realiza la secuenciacidn del ADN que implica usar diferentes programas de alineamiento frente
a un genoma de referencia. Este genoma de referencia es aceptado por la comunidad cientifica
y representa a un individuo ideal y estandar, por lo que todo lo diferente a este son variaciones.
Uno de estos programas puede ser Burrows-Wheeler Aligner (Li & Durbin, 2009) entre otros.
Este paso implica detectar las diferencias en la secuencia de ADN entre la muestra analizada y
el genoma de referencia. El flujo de trabajo se puede ver en la siguiente Figura 8.

ADN Secuencia de ADN Variaciones

A
Adenina .
ATEEBCCAGABTTCTA Referencic GGCCAGAGTTCTA
T Delecion GGCCAG GTTCTA
Timina Sustitucion GGCCAGCGTTCTA
c Insercion GGCCAGTCGTTCTA
Citoxina
G
Guanina

Figura 8. Proceso de identificacion de variaciones en la secuencia de ADN. Elaboracion propia.

La identificaciéon de estas variaciones es solo el primer paso de un proceso mas amplio y
complejo. Una vez detectadas variaciones, el siguiente paso es determinar su relevancia para
una enfermedad. Para esto se realizan etapas de anotacion, filtrado y clasificacién. Este flujo es
importante ya que permite transformar los datos brutos del ADN en informacidn util para la
investigacion y la practica clinica.

4.2.1. Anotacion

La anotacidn de variaciones es el proceso por el cual se le adjudica informacién bioldgica a las
variaciones, este paso recibe la informacidon de los datos gendmicos de un paciente en formato
VCF. Este tipo de archivos tienen un formato de texto estdndar en bioinformatica para
almacenar informacién sobre variaciones de secuencias gendmicas. Estan formados por una
cabecera que describe el contenido del archivo y esta indicado con una almohadilla (#) al
comienzo de la linea y por 8 columnas obligatorias que estan separadas por tabuladores.
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En estas columnas obligatorias encontramos los campos de CHROM, que es tipicamente el
cromosoma que se esta registrando. POS, la posicidn de la variacién en la secuencia. ID, un
identificador de la variacién. REF, la base de referencia en la posicién dado para la secuencia de
referencia. ALT, es una lista de alelos alternativos para la posicion dada. QUAL, calificacién
asociada con la inferencia de los alelos dados. FILTER, indica el estado de filtrado de |a variacion.
INFO, una lista de campos que van a describir la variacién y FORMAT, una lista extensible de
campos que sirve para describir las muestras. Un ejemplo de cdmo se veria un VCF se puede ver
en la siguiente Figura 9.

##fileformat=VCFv4.0Q

##fileDate=20110705

##reference=1088GenomesPilot-NCBI37

##phasing=partial

##INFO=<ID=NS,Number=1, Type=Integer,Description="Number of Samples With
Data">

##INFO=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF,Number=.,Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1, Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=0, Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=8, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=ql@,Description="Quality below 10">
##FILTER=<ID=550,Description="Less than 58% of samples have data">»
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO

FORMAT Samplel Sample2 Sample3

2 4370 rs6es7 G A 29 a NS=2;DP=13;AF=0.5;DB;H2
GT:GQ:DP:HQ ©|e:48:1:52,51 1|©:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.

2 7330 o T A 3 gqle NS=5;DP=12;AF=0.017
GT:GQ:DP:HQ ©|@:46:3:58,50 ©|1:3:5:65,3 ©/0:41:3

2 116696 rs6@55 A G,T 67  PASS
NS=2;DP=10;AF=6.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2
2/2:35:4

Figura 9. Ejemplo de VCF.

Por lo que, en esta etapa se afade informacidn conocida sobre variaciones, desde en que
proteina estan hasta que frecuencia tienen en la poblacién, etc. Lo que se hace es dar el contexto
necesario para determinar la relevancia de una variacién. Esta anotacion, estd reflejada de
forma esquemdtica en la Figura 10.

Las herramientas de anotacidon en las ultimas décadas han experimentado un crecimiento
notable. Procesan grandes cantidades de variaciones a través de pipelines de andlisis
personalizados y las anotan con caracteristicas completas que se han generado empiricamente.
De forma general, las bases de datos de anotacién incorporan la informacién mas actual en el
campo de la gendmica.
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Variaciones Anotacién de variaciones
Referencia GGCCAGAGTTCTA Var_1 | Anotacién_1 | Anotacién_2
Delecion GGCCAG GTTCTA var_2 | Anotacién_1 | Anotacion_2

Sustitucion GGCCAGCGTTCTA var 3 _ _

Insercion GGCCAGTCGTTCTA

Bases de datos

Figura 10. Proceso de anotacion de variaciones. Elaboracion propia.

En los Ultimos afos ha aparecido la anotacion basada en datos experimentales y observacionales
(Shoemaker et al., 2001) y otras fuentes de informacion. Uno de los ejemplos mas conocidos es
ANNOVAR (Wang et al., 2010), publicado en 2010.

Sin embargo, la practica actual no se limita al uso de ANNOVAR, sino que se han desarrollado
mas herramientas de anotacion que tienen en cuenta nuevos datos e informaciones como, por
ejemplo, AnnoGen (Sheng et al., 2020) y Snpeff (Cingolani, 2022).

Hay muchas fuentes de informacion sobre variaciones que van a ser usadas por estas
herramientas de anotacidn, desde los datos experimentales mencionados conseguidos por
diferentes proyectos como ENCODE (de Souza, 2012), GTEx (Carithers et al., 2015) o FANTOMS5
(Lizio et al., 2015) entre otros, bases de datos de interpretaciones como ClinVar! (Landrum et al.,
2018) o bases de datos de proteinas como Uniprot? (UniProt Consortium, 2023).

Por tanto, la anotacidn proporciona informacién bioldgica sobre secuencias de ADN. Esta es la
base para comprender la funcién y el impacto de las variaciones en el genoma, es el paso previo
a los de filtrado y clasificacion.

4.2.2. Filtrado

Existen miles de variaciones en el ADN de un individuo, por lo que reducir el nimero de
variaciones a analizar es fundamental para poder hacer los andlisis de manera mas eficiente.
Para reducir este nimero elevado se recurre al filtrado. La finalidad de hacer el filtrado es
destacar aquellas variaciones que tengan una probabilidad mas elevada de poder causar una
enfermedad.

En este trabajo nos vamos a centrar en el filtrado de whole genome secuencing (WGS) ya que,
segln lo comentado con los expertos, en el caso de las retinopatias se ha visto que no solo las
variaciones que aparecen en el exoma (parte del ADN que codifica para proteina) son las que
causan la enfermedad.

! https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
2 https://www.uniprot.org/
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Por lo tanto, es necesario realizar un analisis del genoma completo para una mejor comprension.
En el caso de WGS, se pueden usar varios filtros (Sefid Dashti & Gamieldien, 2017):

Genes de interés. Este andlisis se centra en seleccionar las variaciones que estan
localizadas en uno o varios genes que se sabe relacionados con la enfermedad para la
que se estd haciendo el diagndstico. Los genes de interés se pueden obtener de bases
de datos especializadas que proporcionan los genes en lo que se han detectado
anteriormente variaciones causantes de la enfermedad de estudio. Adicionalmente, se
evalia la intolerancia a variaciones utilizando scores como el ‘missense z’ vy
puntuaciones pLl de ExAC, que determinan la tolerancia del gen a variaciones missense
(variaciones que cambian un aminodcido por otro en la secuencia de proteinas) o
truncantes (variaciones que generan una proteina acortada o no funcional).

Herencia. Trabajar con un modelo de herencia o establecer un umbral de frecuencia de
variaciones esperadas es una forma util de filtrar y reducir el nimero de variaciones que
deben analizarse posteriormente con detalle. Este filtro ayuda a identificar variaciones
gue sean probables de estar relacionadas con la patologia en funcidn del patréon de
herencia (Sefid Dashti & Gamieldien, 2017).. Ademas, hay que tener en cuenta los
diferentes tipos de herencia. Sin embargo, la capacidad de realizar este paso de filtrado
depende de la disponibilidad de genomas/exomas de familiares no afectados.

Frecuencia (MAF). Se eliminan las variaciones que tengan una frecuencia poblacional
superior a un determinado umbral en funcién del estudio (Sefid Dashti & Gamieldien,
2017). Se considera que por encima de estas frecuencias perjudicarian a demasiadas
personas.

Consecuencia. Las variaciones de truncamiento y splicing (variaciones que alteran el
proceso de eliminacién de intrones y unién de exones en el ARN) son de interés
primordial debido a su posible alto impacto celular y sistémico (Sefid Dashti &
Gamieldien, 2017). Las variaciones missense también se pueden tener en cuenta, estas
pueden alterar sitios de splicing o de expresidn. Por otro lado, las variaciones sinénimas
pueden descartarse ya que es menos probable que tengan un efecto relevante.

Conservacion. Las regiones conservadas son aquellas regiones en el genoma que
durante la evolucién no han sufrido cambios. Estas regiones son muy similares entre
diferentes individuos o especies y, a menudo, desempefian funciones criticas en
importantes procesos bioldgicos (Sefid Dashti & Gamieldien, 2017). Las variaciones en
posiciones altamente conservadas tienen mds probabilidades de tener un efecto
patogénico.

Regiones especificas, aunque no es lo mds comun, en ocasiones se puede realizar
filtrado por regiones que se sabe que son de interés. De esta manera, si aparece alguna
variacion en estas regiones se almacena para un futuro analisis mas detallado de las
mismas.
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Figura 11. Proceso de filtrado y prediccion funcional de variaciones genéticas. Elaboracion propia.

En la Figura 11 podemos ver un ejemplo de cédmo seria un posible proceso de filtrado y
prediccidn ya que no necesariamente hacen falta todos los filtros. Un correcto filtrado aumenta
la probabilidad de seleccionar las variaciones con una mayor probabilidad de tener impacto
clinico y descartar las que no sean la causa de enfermedad. Por tanto, realizar esta serie de pasos
mejora la eficiencia del analisis gendmico y aumenta la probabilidad de descubrir variaciones
relevantes que podrian pasar desapercibidas.

De esta manera el filtrado es una etapa importante para la identificacion de variaciones
relevantes de una enfermedad. La combinacién de diferentes criterios y bases de datos ayuda a
reducir el nUmero de variaciones para un andlisis mas detallado y preciso.

4.2.3. Clasificacion

Tras las etapas de anotacidn y filtrado, el siguiente paso a llevar a cabo en el andlisis de
variaciones gendmicas es la clasificacion. En esta etapa se determinara la relevancia de las
variaciones identificadas tras las etapas anteriores. En la actualidad se conoce que una Unica
persona puede contar con millones de variaciones de las cuales 0.6 millones son raras o noveles,
aqui es donde empieza la complejidad de interpretar el significado clinico de las variaciones
(Amendola et al., 2016). En general, la clasificacion va a servir para traducir todos los datos
gendmicos obtenidos a informacion que puede ser de utilidad en la investigacién biomédica y
en la practica clinica.

La clasificacion establece una relacién entre las variaciones y la enfermedad mediante una
etiqueta que indica cudl es el grado de relevancia de cada una. De forma general, como se ve en
la Figura 12, las etiquetas que se usan para la clasificacion de una variaciéon son patogénica
(pathogenic), probablemente patogénica (likely pathogenic), benigna (benign), probablemente
benigna (likely benign) y VUS (variant of uncertain significance) o variante de significado incierto.
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Figura 12. Categorias de clasificacion de las variaciones de la ACMG/AMP. Elaboracion propia.

Para realizar la clasificacion existen diferentes guias, entre las cuales destacan las guias
ACMG/AMP (Richards et al., 2015), que fueron desarrolladas con el objetivo principal de servir
como recurso de ayuda para los genetistas de laboratorio clinico. Desde su publicacién hasta
hoy, esta guia ha sido el gran referente en la clasificacion.

Tras la publicacién de la primera guia, diferentes grupos de investigacion y organizaciones han
creado sus propias guias a través de la adaptacion de las guias ACMG/AMP a contextos clinicos
especificos. En estas modificaciones se pueden incluir criterios adicionales o ajustes, para
reflejar mejor las caracteristicas de genes y enfermedades concretas.

Algunos de los grupos que adaptan estas guias son: ENIGMA y ClinGen. Por un lado, ENIGMA
gue a su vez forma parte de ClinGen, se enfoca principalmente en genes relacionados con cancer
de mama y ovario, como pueden ser BRCA1 y BRCA2. Gracias a las modificaciones introducidas
por este grupo en las guias ACMG/AMP, son capaces de reflejar mejor las particularidades de
estos genes y las variaciones relacionadas con el riesgo de la aparicién de esta patologia. Por
otro lado, encontramos ClinGen, una organizacion que ha creado diferentes paneles de expertos
y grupos de interpretacion de variaciones que se centran en genes y enfermedades variadas.

Estos grupos adaptan los criterios definidos en las guias ACMG/AMP al contexto clinico que
estudian, asegurando que las variaciones se interpreten con la mayor precisién posible. Por
ejemplo, dentro de ClinGen encontramos criterios para enfermedades como cardiomiopatias,
deficiencia del factor de coagulacion y en la actualidad estan trabajando sobre DHR, que es el
objeto de estudio de este trabajo.

Tanto las guias ACMG/AMP originales como las posteriores adaptaciones se basan en evaluar
diferentes tipos de evidencia. En estas se pueden encontrar siete grupos de criterios en los que
se basan para realizar la clasificacion.
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En primer lugar, se encuentra el criterio basados en datos poblacionales (Population Data), este
criterio va a hacer uso de la frecuencia que tiene una variacion en diferentes grupos de
poblaciones. Para este método se indica que se deben usar diferentes bases de datos como
gnomAD (Gudmundsson et al., 2022) y ExXAC (Karczewski etal.,, 2017) para comparar la
frecuencia de la variacién en la poblacidn en general con la frecuencia que se espera en
individuos con la patologia. En general, las variaciones patogénicas o probablemente
patogénicas suelen ser raras en la poblacion, pero comunes en las personas con la enfermedad,
por lo que usando umbrales especificos de frecuencia se pueden descartar variaciones comunes
y no patogénicas.

Otro criterio es el basado en andlisis computacional o predictivo (Computational and predictive
Data). Para este método se hace uso de algoritmos bioinformaticos que permiten predecir el
impacto de las variaciones, entre estos podemos encontrar: CADD (Rentzsch etal., 2019),
PolyPhen-2 (Adzhubei etal., 2013a), SIFT (P. C. Ng & Henikoff, 2003). Estos generan
puntuaciones que reflejan la probabilidad de que una variacidn tenga un efecto dafiino y segun

estas se clasifican las variaciones. Por ejemplo, si en CADD se obtiene una puntuacién alta la
variacion tiene mayor probabilidad de ser maligna.

El criterio basado en datos funcionales (Functional Data) se basa en estudios experimentales que
evaltdan el impacto funcional de una variacion. Estos estudios son cruciales para determinar
como una variacion especifica afecta el funcionamiento normal de las proteinas y los genes.

Por otro lado, los datos de segregacidn (Segregation Data) analizan la cosegregacién® de una
variacion con la enfermedad dentro de familias afectadas. Si una variacién se encuentra
consistentemente en los individuos afectados, pero no en los no afectados de una misma familia,
es muy probable que sea patogénica.

Los datos de novo* (De Novo Data), son especialmente relevantes en enfermedades de alta
penetrancia, es decir aquellas enfermedades que van a mostrar signos y sintomas con la
presencia de la variacidn. Si aparece una nueva variacion en un nifio con una enfermedad grave,
y esta variacidn que no esta presente en los padres, la variacién tiene una alta probabilidad de
ser patogénica. Este método requiere multiples fuentes y estudios para identificar
correctamente una variacién de novo.

Finalmente, el uso de bases de datos de clasificacidon de variaciones es crucial. Estas bases de
datos contienen informacién sobre variaciones previamente estudiadas, incluyendo su
clasificacién y la evidencia asociada.

La clasificacién de variaciones gendmicas es un proceso complejo que integra multiples tipos de
evidencia para determinar la relevancia clinica de cada variacién. Las quias determinan
exactamente como aplicar los diferentes criterios y como resultado de la aplicacidon de estos
criterios se obtiene la variacidn de la clasificacién.

3 Transmision simultdnea de dos o mas genes del mismo cromosoma por estar situados muy cerca entre
si (Definicion de cosegregacion - Diccionario de genética del NCI - NCI, 2012).

4 Las variaciones de novo son cambios en la secuencia de ADN que se observan por primera vez en un
individuo y que no ha aparecido en generaciones anteriores (Definicion de variante de novo - Diccionario
de cancer del NCI - NCI, 2011), por lo que no es heredada de los padres si no que aparece nueva en un
individuo.
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4.3.0raculo gendmico de DELFOS

El pipeline generado en este Trabajo Final de Master estd fundamentado en el Oraculo genémico
de DELFOS (Leon et al., 2024), una plataforma desarrollada por el grupo PROS del Instituto
Valenciano de Investigacidn en Inteligencia Artificial (VRAIN). Esta plataforma esta disefiada para
facilitar la gestion y el analisis de datos gendmicos con el objetivo de mejorar el diagnédstico y
tratamiento de enfermedades, impulsando asi la medicina de precisidn (Costa Sanchez, 2021).

La estructura de DELFOS permite automatizar la anotacidn, filtrado, clasificacidon y generacion
de informes clinico-genémicos. Su principal ventaja es que permite afiadir nuevas fuentes de
informacién a la anotacion, elegir las que se quiere usar, y permite al usuario definir sus propias
estrategias de filtrado y clasificacion. Por tanto, DELFOS ofrece la oportunidad de construir
pipelines personalizados.

Debido a las capacidades de personalizacion ofrecidas por DELFOS en este Trabajo de Fin de
Master se va a usar la base tecnoldgica de la plataforma, adaptandola para construir un pipeline
de analisis de variaciones personalizado al contexto de las distrofias hereditarias de retina (DHR).
Se adaptaran las etapas de anotacidn, filtrado, clasificacion y generacidon de informes a las
necesidades del andlisis de las DHR.

Para poder desarrollar el pipeline especifico para la clasificacién de variaciones de las DHR, se
realizé una reunidn con expertos clinicos e investigadores del Hospital la Fe de Valencia, que nos
aportaron su conocimiento para determinar qué aspectos de DELFOS eran mds relevantes a la
hora de la adaptacion a las DHR. Durante esta reunidn los genetistas destacaron que en la
actualidad no existe una herramienta eficaz para la clasificacion de estas patologias, y
proporcionaron conceptos clave en los que se debia enfocar el disefio del pipeline.
Especificamente, resaltaron la importancia de mejorar el andlisis de variaciones, estudiando
genes desconocidos, regiones regulatoriaSy areas no cubiertas del exoma, para esto se buscaran
criterios y métricas que permitan esas mejoras.

Ademas, recomendaron la implementacién de predictores nuevos y bases de datos centradas
en elementos regulatorios. En base a esta reunidn, el trabajo se ha centrado en la busqueda y
analisis de predictores y bases de datos sobre regiones regulatorias y en la adaptacion de los
apartados de filtrado y clasificacidn de la herramienta, asegurando que el pipeline se ajuste a las
necesidades descritas por estos especialistas. A continuacion, se explican los principales
componentes de DELFOS.

4.3.1. Bases de datos de conocimiento

DELFOS es una plataforma que integra multiples fuentes de informacién gendémica que son de
interés para la interpretacidon de las variaciones.La integracién de datos gendmicos en la
plataforma DELFOS se realiza mediante la recopilacién y unificacion de datos provenientes de
diversas fuentes para proporcionar un acceso estandarizado a esta informacién. Esta
estandarizacién se logra gracias al uso de un modelo conceptual, el Modelo Conceptual del
Genoma Humano (Conceptual Schema of Human Genome, CSHG), desarrollado por el grupo
PROS, propuesto en la tesis Disefio y desarrollo de un sistema de informacion genémica basado
en un modelo conceptual holistico del genoma humano de José Fabian Reyes Roman (Roman &
Fabian, 2018).
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En el ambito de los sistemas de informacion, un modelo conceptual se define como la
descripcién del conocimiento sobre el dominio en el que se desarrollard un sistema de
informacién (Olivé, 2007). En el contexto del genoma, el modelado conceptual permite
representar de manera clara el conocimiento disponible, facilitando asi la comprensién del
dominio y la gestion eficiente de los datos gendmicos (Costa Sanchez, 2021). El CSHG
proporciona una vision holistica del genoma humano, organizando los datos en cinco vistas que
describen diferentes dimensiones del dominio gendmico: vista estructural, vista de
transcripcidn, vista de variacion, vista de bibliografia y vista de rutas metabdlicas (Costa, Garcia
S., etal., 2023).

Estas vistas permiten una organizacién estandarizada de los datos gendmicos,
independientemente de su origen, facilitando asi su integracion en la plataforma DELFOS. En
particular, las vistas estructurales, de variacién y de bibliografia son de mayor relevancia para el
andlisis de variaciones gendmicas en el contexto de las distrofias hereditarias de retina (DHR).

El uso del CSHG como base conceptual en la plataforma DELFOS asegura que los datos
integrados se manejen coherente y uniformemente, facilitando la creacidn de pipelines
personalizados de analisis de variaciones acordes a las necesidades de los expertos clinicos e
investigadores. Ademas, en la actualidad la plataforma incorpora diferentes fuentes de
informacién que mapean al modelo conceptual, lo que permite un uso eficiente y estandarizado
de la informacioén.

4.3.2. Anotacién
Para realizar la anotacién, el modelo hace uso de la herramienta de anotacion llamada snpEff,
gue es ampliamente usada en el campo de la bioinformatica para la anotacién de variaciones.

SnpEff es un software de cédigo abierto que permite anotar y predecir los efectos de variaciones
en secuencias gendmicas. Anota las variaciones segun sus ubicaciones en el genoma (intrones,
sitios de splicing...) y predice efectos en la codificacién como reemplazo de aminodacidos,
ganancia o pérdida de codones de inicio o de parada o cambios en el marco de lectura (Cingolani
etal., 2012).

De este destaca su velocidad, ya que puede realizar miles de predicciones por segundo. Su
flexibilidad permite afiadir genomas y anotaciones personalizadas. Otro aspecto importante es
gue tiene compatibilidad con multiples especies y tablas de codones y tiene la capacidad de
integrarse con el Genome Analysis Toolkit (GATK) de Broad. Por ultimo permite la anotacion de
variaciones no codificantes (Cingolani et al., 2012), las cuales como se ha ido viendo a lo largo
del trabajo son de gran importancia en el caso de las DHR. Es por eso por lo que se ha
considerado este anotador para implementar en el pipeline.

Ademas de este anotador, el grupo PROS ha desarrollado un médulo de anotacién propio. Este
permite realizar anotaciones especificas basadas en rangos de posicion o anotaciones en base a
expresiones mds complejas. Por lo que la presencia de estos nuevos anotadores desarrollados
junto con snpEff permiten una mayor flexibilidad para adaptar el proceso de anotacion a las
necesidades especificas del analisis de diferentes patologias.

Haciendo uso del algoritmo de la plataforma de Delfos, para la anotacién de variaciones
gendmicas, se utilizan dos tipos de anotacidn: primaria y secundaria. Una vez procesadas y
mejoradas las bases de datos seleccionadas, se almacenan en archivos bien estructurados para
facilitar la anotacidn.
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En cuanto a la primaria, los datos se transforman a formato VCF, este formato cuenta con unos
campos especificos que cada variacién debe tener definidos, estos campos son CHR, POS, REF,
ALT, QUAL, FILTER e INFO. Si los valores QUAL y FILTER no estan disponibles, se utiliza'.' como
valor por defecto.

En la secundaria, los datos se organizan en archivos delimitados por tabulaciones, utilizando
separadores especificos para mantener la integridad y claridad de los datos, permitiendo su
anotacién secundaria mediante operaciones entre dataframes.

El proceso de anotacion se automatiza, por lo que una vez proporcionados los archivos
gendmicos adecuados, es decir, la informacién gendmica del paciente y las bases de datos con
las que hacer la anotacidn, esta se hace de manera automatica. De esta manera la herramienta
proporciona eficiencia y consistencia.

4.3.3. Filtradoy clasificaciéon
En cuanto al filtrado y clasificacion, DELFOS se centra en intentar eliminar las inconsistencias
qgue hay en las guias de clasificacion de variaciones actuales. El objetivo es estandarizar y

clarificar el proceso de clasificacién. Para eso se ha desarrollado una herramienta llamada
Variantlnsight que permite ejecutar de manera automdtica los pipelines de filtrado vy
clasificacién basados en guias de interpretacion.

Para hacer esto, se basa en un modelo conceptual llamado VarClaMM que representa de
manera estandarizada los conceptos claves para la clasificacion. Consta de una estructura de
tres elementos, cada uno con atributos propios y relaciones entre si. Estos elementos en los que
estd estructurado el modelo son: constructos de guias, definen la organizacién y aplicabilidad
de las diferentes guias de clasificacion; resultados de evaluacion, en esta parte se describe como
evaluar las variadas guias; y por ultimo la informacidn contextual, en esta se expone la
informacién necesaria para la clasificacidn, teniendo en cuenta contexto bioldgico y clinico
(Costa, S., et al., 2023). Todo esto permite generar un marco detallado para la interpretacién de
los datos gendmicos.

De esta manera el modelo va a ofrecer una gran ventaja ya que es capaz de estandarizar la
clasificacién de variaciones. Se van a definir criterios y métricas de forma precisa, un criterio es
una regla o estandar cualitativo que guia en la toma de decisiones y evaluaciones mientras que
una métrica es una medida cuantitativa que se usa para evaluar y comparar diferentes aspectos.
Asi, se mejora la claridad y comprensién de las guias y automatiza el proceso de clasificacion.

La primera fase del proceso consiste en el manejo de las bases de datos mediante MySQL. A
partir de la informacion almacenada, se genera un archivo Excel que contiene un conjunto de
métricas clave. Estas métricas se han definido en base a las guias de clasificacion y filtrado por
el grupo de investigacién PROS, y son especificas para las distrofias hereditarias de retina.

Para realizar el proceso de filtrado y clasificacion, se usa Variantlnsight, una herramienta
desarrollada en el laboratorio. Esta herramienta toma como entrada un archivo VCF anotado
con la informacién extraida de las bases de datos, junto con una guia de filtrado y una guia de
clasificacién previamente adaptadas mediante métricas y criterios a las diferentes
enfermedades a tratar.
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La herramienta Variantlnsight se ejecuta mediante un script en Python, que tiene parametros
para personalizar el proceso de filtrado y clasificacion. Los pardmetros disponibles se pueden
ver en la Figura 13.

user@anotador:~/dev_repos/variant-insight/src$ python3 main.py —help
usage: main.py [-h] -i INPUT -o OUTPUT [-f FILTER_ID] -g GUIDELINE_ID

Data preprocessing

options:
-h, —-help show this help message and exit
-i INPUT, ——input INPUT
Input file path
—o QUTPUT, ——output OUTPUT
Output file path
—f FILTER_ID, -—filter_id FILTER_ID
Filter id
—g GUIDELINE_ID, --guideline_id GUIDELINE_ID
Guideline id
user@anotador:~/dev_repos/variant-insight/src$

Figura 13. Parametros disponibles en Variantinsight.

e -i INPUT, --input INPUT: Especifica la ruta del archivo de entrada (VCF anotado).

e -0 OUTPUT, --output OUTPUT: Define la ruta del archivo de salida, donde se generara el
reporte.

e -fFILTER ID, -filter_id FILTER ID: Indica el identificador del filtro que se va a utilizar.

e -g GUIDELINE 1D, --guideline_id GUIDELINE ID: Especifica el identificador de la guia de
clasificacién a emplear.

El proceso de evaluacion se lleva a cabo mediante un enfoque de comparacidon booleana.
Variantlnsight genera un dataframe en el que se realiza una evaluacidn de cada criterio segun
las métricas definidas. El proceso de clasificacion sigue los siguientes pasos:

e Evaluacién de Criterios, en la que cada criterio cuenta con una operacidn especifica, por
ejemplo, ‘IN’, >, ‘<’ y un valor asociado. La herramienta busca en los patrones de
columnas especificados y, en funcidon del porcentaje de coincidencia con el valor
esperado, determina si un criterio se cumple o no.

e Generacién de Resultados, en un dataframe que sintetiza si los criterios de clasificacion
han sido cumplidos.

Este dataframe se utiliza para generar un informe en formato PDF que contiene la clasificacion
final de las variaciones gendmicas.

Es importante sefialar que en este modelo no estan implementados todos los criterios que se
encuentran en las guias ACMG/AMP. Solo algunos criterios se han incorporado y estos se
muestran en la siguiente Tabla 1.
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Criterio

Descripcion

Criterios
Patogénicos

PVS1

Se refiere a una variante nula en un gen donde la pérdida de funcién es un
mecanismo conocido de enfermedad. Este criterio se divide en dos categorias:

e Very Strong (Muy Fuerte): Aplica a defectos de splicing, eliminaciones
de exones, mutaciones sin sentido o de desplazamiento de marco,
duplicaciones de exones y datos de splicing de ARN con evidencia de
produccion de transcripcién alternativa a niveles completos.

e Strong (Fuerte): Variaciones sin sentido o de desplazamiento de
marco, duplicaciones de exones y delecién de sitios de splicing.

PM1.1

Se refiere a que la variacion se localice en un hotspot o en un dominio funcional.
Se debe a que las variaciones que aparecen en estas ubicaciones especificas
tienen mayor probabilidad de ser patogénicas.

PM2

La variacion esta ausente en todas las bases de datos poblacionales disponibles,
la ausencia de bases de datos sugiere una posible relacién con la enfermedad.

PM4.1

Es un criterio de nivel moderate. La variacién no esta en una region repetitiva,
es una insercién o delecidn in-frame o es de tipo stop-loss. Estos tipos de
variaciones son mds propensas a causar un impacto funcional significativo.

PM4.2

En este caso seria nivel supporting. La variacion no esta en una region
repetitiva, es una insercién o delecién in-frame o es de tipo stop-loss. Estos
tipos de variaciones son mas propensas a causar un impacto funcional
significativo

PP3

Se basa en puntuaciones de predictores, si al menos el 75% de estos la
consideran deleterea, entonces esto sugiere alta probabilidad de patogenicidad

Criterios
Benignos

BA1

Este criterio se centra en que la frecuencia de la variacién sea mayor a 0.008.
Esto se debe a que una frecuencia alta puede indicar que es comun en la
poblacién por lo que no se asocia tipicamente con enfermedades raras.

BS1

En este criterio se tiene en cuenta que la frecuencia alélica de la variacidn sea
mayor a 0.0008. Se debe a una justificacion similar al criterio anterior.

BS2

Si la variacion ha sido observada en al menos un individuo adulto sano. Se debe
a que si hay presencia en individuos sanos adultos entonces la variacion no se
asocia con una enfermedad.

BP4

Se basa en puntuaciones de predictores, si al menos el 75% de estos consideran
que la variacion es tolerada entonces se puede clasificar como benigna. Esto
nos va a indicar una menor probabilidad de que la variacion sea patogénica

BP7

El criterio es que la variacion sea sindnima, no esté conservada a lo largo de la
evolucién y no afecte al splicing, ya que este tipo de variaciones son menos
propensas a tener efectos negativos

Tabla 1. Criterios de clasificacion basados en el gen REP65.
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Cada criterio tiene un nivel de evidencia asociado, que puede ser ‘Muy Fuerte’ (Very Strong),
‘Fuerte’ (Strong), ‘Moderado’ (Moderate) o ‘Apoyo’ (Supporting). Dependiendo de la
combinacion de estos niveles de evidenciase se llega a una clasificacién final u otra. Por ejemplo,
una variacién puede ser clasificada como patogénica si cumple con un criterio ‘Muy Fuerte’, un
criterio ‘Fuerte’ y dos criterios ‘Moderados’. Por otro lado, una variante puede ser clasificada
como benigna si cumple con dos criterios ‘Fuertes’ de evidencia benigna.

Es importante destacar que estas reglas de combinacidon no son arbitrarias, sino que se basan
en la experiencia, en la comprensiéon de la biologia molecular y genética por parte de los
genetistas y en la literatura cientifica. En la siguiente Tabla 2 se observan las reglas de
combinacion de estos criterios para clasificar las variaciones.

Clasificacion

Combinacion de criterios

Patogénico

1 Very Strong y 2 1 Strong

1 Very Strong y 2 2 Moderate

1 Very Strong y 1 Moderate y 1 Supporting

1 Very Strong 2 2 Supporting

> 2 Strong

1 Strong y > 3 Moderate

1 Strong y 2 Moderate y > 2 Supporting

1 Strong y 1 Moderate y > 4 Supporting

Probablemente

1 Very Strong y 1 Moderate

1 Strong y 1 Moderate

1 Strong y 2 2 Supporting

> 3 Moderate

patogénico
2 Moderate y > 2 Supporting
1 Moderate y = 4 Supporting
1 Strong y 2 Moderate
Benigno > 2 Strong

Probablemente
Benigno

1 Strong y 1 Supporting

> 2 Supporting

Tabla 2. Reglas para la combinacion de criterios extraidas de (Genome Network. (2023)).

Se seguird trabajando para que todos los criterios puedan estar definidos y para que se puedan
adaptar a las diferentes enfermedades.
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En la siguiente Figura 14 se observa un esquema del pipeline enfocado a las DHR.

Anotaciéon de variaciones Filtrado de variaciones Clasificacion
Var_l | Anotacidn_| | Anotacion_2 Var_l v
F. Frecuencias . BENIGNA
Var_2 | Anofacion_] | Anotacion_2 . Var_l | Anotacion_| | Anatacion_2
. Aerencia ko
Var_3 | Anotacién_1 | Anotacion_2 Var_2 | Anotacion_l | Anotacion_2 CHTGI?IOS d? PROBAEfLEMENTE
F. Consecuencia clasificacion PATOGENICA
Var_4 | Anotacion_l | Anotacion_2 ) Var 3 | Anotacion_l | Anotacion_2
F. Conservacién
Var_5 | Anotacién_| | Anctacion 2 PATOGENICA

Bases de datos

Figura 14. Esquema general del disefio del pipeline. Elaboracion propia.

4.3.4. Generacién de reportes

Una vez realizados los procesos de anotacion, filtrado y clasificacién se genera un informe en el
gue aparece toda la informacidn obtenida del andlisis de los datos gendmicos. En este reporte
se van a encontrar los siguientes apartados:

e Summary of the Results. Proporciona una vision general de los descubrimientos del
analisis (Figura 15). Incluye listado de las variaciones detectadas, gen afectado,
alteracion y posible consecuencia. Ademds, se especifica la clasificacién de estas
variaciones y si alguna de estas ha sido previamente asociada a algun fenotipo de la
enfermedad.
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Summary of the results
Gene Transcript D:zr:;l:::i. Consequence Lygosity Classification
CNGBI ENST00000251102 c.1822G>T, stop_gained AIC vus

ENST00000251102

CNGBI1:¢.1822G>T, ENST00000251102

Summary

Stop gained located in the CNGBI gene.

According to RetNet, this gene is associated with the following phenotypes: recessive retinitis pigmentosa.
The following description is provided to support this assessment: The following methods were used for
determining the gene-disease relationship: homozygosity mapping, candidate gene. The following evidences
support the association: consanguineous French family. CNGB1 encodes a complex transcription unit with at
least 6 non-overlapping transcripts, one of which is the disease gene in this case.

According to SnpEff, the variant has a HIGH impact on the canonical transcript (ENST00000251102). The
variant has been classified as VUS by applying the PM2, PM4.2, BP6, BA1(@RET, PM1.1, BP7, PM4.1,
PM1.2, BS2, BP1, PS4, PP5, BP4, PP3, BSI(@RET, PVS1 and BP3 criteria of the ACMG-AMP 2015
interpretation guidelines.

There are 2 publications that mention the variant, as detailed on the bibliography section.

Figura 15. Ejemplo del resumen de los resultados del reporte.

e Population Frecuency. Proporciona informacion de la frecuencia de las variaciones en
las diferentes bases de datos poblacionales. Ayuda a determinar si la variacion es comun
o no en la poblacidn lo que permite evaluar la relevancia clinica de estas. Cada criterio
de clasificacion se define y se enumera indicando si la variacién lo cumple o no como se
puede ver en la Figura 16.

Population Frequency

The variant is present in 2 population databases, with a maximum frequency of 6.570560e-06 and an allele
count of 1 in the gnomAD _genomes database.

1000Gp3 exac gnomAD_exomes gnomAD_genomes alfa
1.368090e-06 6.570560e-06
Criteria applied

Name Description Result

PM2 Absent from controls FAIL

BAl@RET Retinopathy allele frequency is =0.8% FAIL

BS2 Observed in a healthy adult individual PASS

BSI@RET Retinopathy allele frequency is greater than FAIL

expected

Prevalence in affected individuals is
P54 significantly increased compared with FAIL
controls

Figura 16. Ejemplo del apartado de frecuencia poblacional del reporte.
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e Variant Type and Location. Detalla el tipo de variacidon y su ubicacién precisa en el
genoma, indicando si la variacion se encuentra en regiones funcionales o estructurales.
De nuevo aparecen los criterios aplicados enumerados, definidos y con el resultado de

si las variaciones lo cumplen o no (Figura 17).

Variant Type and Location

Stop_gained located in the CNGB1 gene.
The variant i1s not located in any repetitive region according to Uniprot.
The variant is located in a functional element of the type .. .

Criteria applied
Name Description Result
PM4.1 Protcin.lcngﬂl ch..'mgc_s as a result of in r'ramc FAIL
deletion/insertions in a nonrepeat region
PVSI Null variant in a gene whc_:rc_: LOF is a known PASS
mechanism of disease
PM4.2 Protein length changes as a result stop loss FAIL

variant

Figura 17. Ejemplo del apartado de tipo y localizacion de variacién en el reporte.

e Functional Information. Proporciona un andlisis sobre si la variacién afecta a dominios
funcionales de proteina conocidos basandose en bases de datos como Uniprot o
Interpro. Incluyendo detalles de si la variacidn interfiere o no con regiones criticas para
la funcién de la proteina. Especificdndose de nuevo los criterios aplicados (Figura 18).

Functional Information

The variant is not located in any protein domain according to Uniprot and Interpro.

Criteria applied
Name Description Result
PMIL.1 Located in mutational hotspots FAIL
PMI1.2 Located in functional domain FAIL

Figura 18. Ejemplo apartado de informacion funcional del reporte.

e Computational and Predictive Information. Usa predicciones computacionales para
evaluar la probabilidad de que las variaciones tengan un impacto. Se muestra resultados
de diferentes herramientas de prediccion que evaltan la posible patogenicidad de las
variaciones (Figura 19).
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Computational and Predictive Information

The variant is predicted as deleterious by 7 predictors, as tolerated by 3 predictors, and as neutral by 3

predictors.
| ada_score l rf_score l SIFT | SIFT4G l LRT l Mutation Assessor
N
| FATHMM l PROVEAN l MetaSVM | MetalLR [ MetaRNN [ M-CAP |
. Mutbred MvP | gMVP | MPC | PrimateAl | DEOGEN2
| BayesDel_addAF ‘ BayesDel_noAF ‘ LIST-S2 | ESMib I EVE_Class10 | EVE_Class20 |
D D
| EVEChs2S | EVEClass30 | EVEClassd0 | EVEClasS0 | EVEClas60 | EVEClasw®0 |
| EVE_Class75 l EVE_Class80 l EVE_Class90 | Aloft [ DANN [ Fathmm-MKL |
Recessive D D
| Fathmm-XF | GERP++ PhyloP-vertebrates | PhyloP-mammalian | PhyloP-primate | PhastCons-vertebrates |
N D T N T T
| PhastCons-mammalian | PhastCons-primate |
D D
Criteria applied
Name Description Result
Missense variant in a gene for which
BPI primarily truncating variants are known to FAIL
cause disease
Multiple lines of computational evidence .
BP4 . FAIL
suggest no impact on gene or gene product
BP7 Synonymous variant with no splicing impact FAIL
and not conserved
BP3 In frame dclcuon."mslcnmn in a repetitive FAIL
region
PP3 Multiple lines of computational evidence FAIL

support a deleterious effect

Figura 19. Ejemplo del apartado de informacién computacional y predictiva del reporte.

e Bibliography. Lista de publicaciones cientificas en las que se ha estudiado la variacidon

detallada. Son referencias que apoyan la interpretacién de los resultados (Figura 20).

Bibliography

The following publications mention the variant:

«  MD Ardell, DL Bedsole, RV Schoborg, SJ Pittler. Genomic organization of the human rod photoreceptor cGMP-gated cation
channel beta-subunit gene. Gene 245:311-318 (2000).

* C Bareil, CP Hamel, V Delague, B Arnaud, J] Demaille, M Claustres. Segregation of a mutation in CNGBI encoding the
beta-subunit of the rod cGMP-gated channel in a family with autosomal recessive retinitis pigmentosa. Hum. Genet.

108:328-334 (2001).

Figura 20. Ejemplo del apartado de bibliografia del reporte.

La plataforma DELFOS se encuentra en fase de validacidén clinica para asegurar su eficacia y se
mejora continuamente. Esta plataforma representa un avance en la gestion y andlisis de datos
gendmicos y permite una mejor comprension de las variaciones gendmicas y su impacto clinico.
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5. DISENO

En esta seccidn se va a disefiar un sistema de analisis de variaciones gendmicas en el contexto
de las distrofias hereditarias de retina para cumplir con la primera parte del segundo objetivo
del TFM. Para poder disefiar de forma correcta el pipeline, se ha realizado una reunién con
profesionales clinicos del Hospital la Fe de Valencia. Estos expertos indicaron las necesidades
actuales en el campo como el conocimiento de informacion sobre regiones reguladoras y sobre
genes especificos de las DHR. Estas necesidades fueron:

- ldentificaciéon de genes expresados en DHR, para comprender mejor su rol en la
enfermedad. Incluyendo la base de datos de RetNet.

- Estudioregiones regulatorias, ya que pueden influir significativamente en el fenotipo de
las DHR.

- Busqueda predictores y metapredictores que puedan dar informacién adicional sobre
las variaciones genéticas.

- Documentacién y andlisis de las variaciones, requiriendo documentacion exhaustiva de
variaciones de DHR, incluyendo estrategias de filtrado y clasificacion. Personalizacidn
del filtrado y clasificacion

- Ajuste de criterios, debe permitir personalizar y ajustar criterios en funcion de las
necesidades especificas del analisis.

Este apartado abarca la recoleccién de informacion en literatura cientifica de las diferentes fases
de las que consta el pipeline propuesto, en este caso enfocadas a las DHR. Esta etapa del trabajo
se ha centrado en la busqueda bibliografica necesaria para adaptar los pasos a las retinopatias.

5.1. Preparacion de los datos

Para anotar las variaciones se necesitardn previamente los datos. Para obtenerlos se pueden
usar predictores que sirven para descubrir nuevas regiones reguladoras en el ADN, nuevas zonas
de splicing y patogenicidad, o de bases de datos. En este apartado se hablara de una revision de
la literatura cientifica sobre los predictores existentes y los que pueden usarse para las DHR y
sobre distintas bases de datos que contienen la informacién necesaria.

5.1.1. Predictores

Como se ha especificado al comienzo de la secciéon se van a desarrollar los puntos
especificamente sobre las DHR. Para comenzar se hace necesaria una revisién de literatura
cientifica, desde predictores de motivos reguladores hasta la prediccidon de patogenicidad y de
splicing. Esto permite conocer la amplia gama de herramientas que se pueden usar. Para poder
hacer esta revisién bibliografica se realizaron busquedas especificas tanto en PubMed como en
Google scholar, estas busquedas fueron: "regulatory motif prediction"”, "pathogenicity
predictors”, "splicing predictors" AND "genetic disorders" o "SpliceAl" "splicing prediction". El
principal objetivo era encontrar predictores que dieran datasets precalculados de los elementos
regulatorios, de esta manera no se calcula nada extra sino que se hace uso de informacion
predefinida. No se van a hacer estos calculos ya que requiere mucha capacidad de computo y
ademas los anotadores solo aceptan datos ya generados.
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Para comenzar, en cuanto a predictores de regiones reguladoras y de conservaciéon encontramos
en primer lugar MEME (Bailey et al., 2006) es una herramienta capaz de descubrir motivos o
conjuntos de proteinas o ADN a través del uso del algoritmo de EM (maximizacién de
expectativas), que produce modelos de secuencias probabilistico que representan los motivos
encontrados. Por otro lado, BioProspector (Liu et al., 2000) es un conocido predictor que puede
identificar motivos de ADN conservados en regiones reguladoras haciendo uso de muestreo de
Gibbs y modelos de Markov. Mencionar también MotifSampler (Thijs et al., 2001), este va a
tener modificaciones en el muestreo de Gibbs que van a permitir una estimacion del nimero de
copias del motivo en una secuencia ademds también localiza motivos en el genoma con el uso
especifico de otra herramienta secundaria denominada MotifLocator (Claeys et al., 2012). Por
ultimo, GAME (Wei & Jensen, 2006) usa un algoritmo genético que permite encontrar los
motivos éptimos en secuencias de ADN y desarrolla motivos de alta aptitud desde una poblacién
aleatoria.

Aunque estos predictores pueden ser relevantes, no se han podido implementar en el trabajo,
ya que tienen restricciones de licencias y disponibilidad de datos. Ademads, estos no daban
datasets precalculados de los elementos regulatorios que era lo que se buscaba.

A continuacién, se exponen predictores de patogenicidad de los cuales en la siguiente seccidn
se especificara cuales se usardn en el modelo.

PhyloP (Pollard et al., 2010) es el primer predictor que se va a tratar, este es capaz de medir la
conservacién evolutiva en sitios de alineacién individuales, cuanto con puntuaciones positivas
gue indican conservacién y puntuaciones negativas que indican cambio evolutivo. Por otro lado,
estd Grantham (Grantham, 1974) que genera informacidn sobre la variabilidad bioquimica entre
aminoacidos haciendo uso de la distancia evolutiva y evalta el impacto de las variaciones en la
funcionalidad de las proteinas. CADD es capaz de integrar variaciones naturales con variaciones
simuladas para identificar variaciones causales. PolyPhen-2 va a predecir el impacto de una
sustitucion de aminodcidos en la estructura y funcidon de una proteina humana con diferentes
puntuaciones (Adzhubei etal., 2013b). Por ultimo, se encuentra SIFT que predice si una
sustitucion de aminoacidos afecta o no a la funcién de una proteina. Todos los scores de estas
herramientas se pueden suponer como predictores ya que pueden predecir un posible impacto
funcional de las variaciones genéticas en las proteinas.

Por otro lado, para hacer un correcto andlisis de las DHR se pueden a hacer uso de diferentes
predictores que nos puedan indicar el posible impacto de las variaciones en los mecanismos de
splicing. El splicing es un mecanismo celular que consiste en la eliminacion de los intrones y la
unién de los exones, por lo que un impacto posible sobre este mecanismo puede afectar de
nuevo a la funcionalidad de las proteinas.

Es importante conocer cémo se regula el splicing, ya que se estima que las variaciones genéticas
que lo causan cuando no se debe podrian representar hasta el 50% de todas las mutaciones que
dan lugar a una disfuncién del gen (Cartegni et al., 2002).
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En pacientes afectados de DHR no solo se han descrito mutaciones en las secuencias candnicas
de splicing, sino también en secuencias no canénicas, consideradas como el primer y los 3
ultimos nucleétidos de un exdn, de hecho, se estima que la prevalencia de variaciones de splicing
en sitios no candnicos en pacientes con DHR es del 3,5% (Soens et al., 2017). Por lo que se
encontraron datos que evidencian la importancia de estos predictores en el marco de las DHR.

Dentro de estos predictores de splicing se encuentra en primer lugar, Human Splicing Finder
(Desmet et al., 2009) este es una herramienta para predecir los efectos de las variaciones en las
sefiales de splicing o para identificar motivos de splicing en cualquier secuencia humana.
Ademas de ser un predictor HSF cuenta con una base de datos per-computada que se disefié
para incluir los intrones y exones de todos los genes humanos. Los genes se crearon a partir del
conjunto de datos brutos utilizando tanto las coordenadas de los transcritos de Ensembl como
las secuencias de la base de datos del navegador del genoma de la UCSC. Actualmente, la base
de datos HSF solo contiene genes humanos.

GeneSplicer (Pertea, 2001), se usa en bioinformdatica para la prediccion de genes y la
identificacion de sitios de splicing (splice sites) en secuencias de ADN o ARN. Utiliza algoritmos y
modelos estadisticos para identificar secuencias de nucleétidos que actian como sitios de
splicing, estos sitios son criticos porque determinan dénde se corta y se unen los intrones.

Por ultimo, SpliceAl (de Sainte Agathe et al., 2023) hace uso de redes neuronales profundas para
analizar secuencias de ADN y predecir cémo las variaciones genéticas afectan al splicing. Este
modelo se entrena con grandes conjuntos de datos de secuencias de ADN vy sitios de splicing
conocidos de esta manera la red neuronal aprende caracteristicas de las secuencias que alteran
el splicing. Para indicar la probabilidad de que una variacidn afecte o no al splicing genera una
serie de puntuaciones. Es muy preciso por usar modelos de aprendizaje profundo, lo que
permite una mejor identificacién de variaciones. De este predictor se hizo un estudio en
profundidad para entender las variables y los pesos de los que hacia uso. Sin embargo, no se ha
implementado en el pipeline debido a que necesita costes computacionales muy elevados
debido a los modelos de aprendizaje y los tiempos de procesamiento que necesita.

En cuanto a los predictores mencionados es importante destacar que en el pipeline general del
grupo de investigacidn ya se encuentran implementados varios como PhyloP, CADD, PolyPhen-
2y SIFT, por lo que no serd necesario volver aimplementarlos. Sin embargo, Grantham y SpliceAl
aun no estan implementados y podrian considerarse para futuros andlisis.

5.1.2. Seleccion de bases de datos
En este apartado se detallard el proceso de seleccidn y anotacién de variaciones gendmicas
usando bases de datos relevantes para enfermedades hereditarias de la retina. Para la
recopilacion de datos y la investigacion del problema, se ha realizado de nuevo una extensa
busqueda en la literatura cientifica haciendo uso de PubMed y Google Scholar. Algunas
busquedas exactas fueron: en PubMed "retinal hereditary diseases" AND "genomic databases",
"promoter predictors” AND "databases" y en Google Scholar "non-coding variants" "retinal
diseases" o “gene expression databases

nn

retinal diseases".

Con esta busqueda se encontraron diferentes bases de datos que se pueden ver en la Tabla 3
con la informacién del proyecto, variaciones, motivos, regiones reguladoras, etc.
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Base de datos Descripcion Referencia
Metabase de datos que contiene elementos como TFBS, (Kent et al., 2002)
modificacién de histonas, promotores, enhancers y
ucsc ; X
silencers. Incluye bases de datos diferentes como
ORegAnno, NCBI, GeneHancer y VISTA
Contiene sitios de unién de fatores de transcripcién (TF) (Yevshin et al., 2019)
GTRD identificados mediante experimentos de ChIP-seq.
DENdb Integra informacidn predicha de enhancers en diferentes (Ashoor et al., 2015)
lineas celulares.
Integra informacién de sitios de unién CTCF, tanto (Ziebarth et al., 2012)
CTCFBSDB determinados experimentalmente como predichos
Contienen informacién de promotores reconocidos por la (Dreos et al., 2015)
EPDnew RNA polimerasa
Muestra regiones regulatorias seleccionadas por la (Griffith et al., 2007)
ORegAnno literatura, sitios de unién de factores de transcripcion y

polimorfismos regulatorios

Muestra enhancers potenciales cuya actividad fue validada | (Visel et al., 2007)

VISTA enhancers experimentalmente.

Contiene datos experimentales de TFs eucariotas, sus (Matys, 2003)
TRANSFAC binding sites, secuencias de consenso y genes regulados
Incluye regiones reguladoras de genes verificadas (Pruitt, 2004)
NCBI R.efSeq experimentalmente, elementos estructurales conocidos, (Pruitt et al., 2014)
Functional origenes de replicacién de ADN y sitios clinicamente
Elements significativos de recombinacidn de ADN e inestabilidad
RetNet Incluye informacion sobre todos los genes que al presentar | (Roy et al., 2023)

determinadas variaciones pueden generar DHR

Tabla 3. Recopilacion de bases de datos relevantes.

En cuanto a las bases de datos, en este trabajo se van a seleccionar las dos bases de datos mas
relevantes de las mostradas en la Tabla 3, una de genes y otra de secuencias reguladoras que es
lo que mas le interesaba a los expertos, estas se podrdn ver en la siguiente seccion.

Asi, el uso de predictores o bases de datos depende de si se busca realizar nuevos
descubrimientos o trabajar con informacién ya contrastada. Algunas bases de datos dan
informacién sobre regiones regulatorias, mientras que otras detallan elementos como
silenciadores, potenciadores o sitios de modificacién de histonas, que afectan a la activacién o
represion de genes, elementos reguladores.

5.2.Anotacion

Tras la recopilacién de informaciéon y preparados los datos necesarios, el siguiente paso del
pipeline es la anotacidn de variaciones para proporcionar contexto sobre su posible impacto
biolégico. Con esta se puede conseguir priorizar las variaciones que pueden tener un impacto
negativo en el fenotipo de las DHR.

Para llevar a cabo este proceso de anotacion van a ser necesarias un conjunto de bases de datos
especializadas que ofrecen diferentes tipos de informacidn relevante, en la siguiente Tabla 4 se
describen las que estan ya implementadas en el pipeline original y tras estas se mencionan las
dos que se afaden a este, que son especificas para DHR y que se han conseguido gracias a la
revision bibliografica en la anterior seccion.
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Bases de datos

Descripcion

Referencias

ClinVar

Tiene informacidn de la relacién entre variaciones
gendmicas y enfermedades.

(Landrum et al., 2018)

ClinGen

Tiene anotaciones
asociadas a la clinica

de genes vy Vvariaciones

(Rehm et al., 2015)

GWAS Catalog

Repositorio de estudios de asociacién del genoma
completo (GWAS), relaciona variaciones con
fenotipos o enfermedades

(Sollis et al., 2022)

gnomAD
Constraints

Contiene  informacién  sobre  frecuencia
poblacional de las variaciones y su relevancia
evolutiva

(Karczewski et al., 2020)

Incluye predicciones funcionales y datos de

dbNSFP . (Liu et al., 2016)
conservacion
Contiene anotaciones de variaciones en regiones

dbscSNV de splicing, con predicciones de las variaciones en (Liu et al., 2011)

estos puntos

ClinGen Gene

Incluye informacion sobre la relacién de los genes
y enfermedades

(Rehm et al., 2015)

NCBI Gene

Tiene informacion estructural y funcional de
genes, con ubicacion y funciones de los mismos

(Brown et al., 2015)

UniProt Domains,
Mutagenesis,
Variants, Repeats

Incluye informacién de dominios proteicos,
variaciones de aminoacidos y secuencias
repetitivas.

(UniProt Consortium,
2023)

Tabla 4. Tabla BBDD incluidas para la anotacion en el pipeline general.

Las nuevas bases de datos que se deben incluir en el pipeline para que sea especifico a las DHR

son:

e NCBI RefSeq, la cual proporciona informacion sobre elementos no codificantes como
promotores, enhancers y regiones reguladoras. Que como se ha visto son importantes
para las DHR. Esta base de datos permite hacer anotaciones que pueden ayudar a
identificar variaciones.

e RetNet, es una base de datos en la cual aparecen los genes y variaciones asociadas a las
DHR, de esta manera proporciona informacién especifica de los genes.

De esta manera con este disefio se consigue una anotacion de variaciones especifica de las DHR.

5.3.Filtrado

Siguiendo con el esquema del pipeline el filtrado es el siguiente paso. En el caso de las DHR como
en todas las enfermedades genéticas es fundamental para eliminar aquellas variaciones que no
son relevantes. En este apartado se incorporan de manera tedrica los filtros generados
explicados en la seccidn 4 pero adaptados a particularidades de las DHR.

Una vez realizada la implementacion de las bases de datos se realizan las modificaciones

necesarias en la fase de filtrado de las variaciones especificas de las DHR.
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Por un lado, la forma de filtrado por herencia no se va a poder implementar debido a que no se
tienen disponibles genomas de familiares no afectados o de tejido normal compatible del mismo
individuo. En cuanto al filtro de frecuencias se hace uso del estandar ya establecido e
implementado en el modelo.

Genes de interés

El principal filtro para obtener las variaciones especificas en el pipeline es el de los genes de
interés. Para hacerlo se va a hacer uso de la informacién detallada en |la base de datos de RetNet,
es decir se van a utilizar los genes que aparecen en esta base de datos ya que son los que estan
relacionados con estas enfermedades.

Aunque el numero de genes implicados en las DHR es elevado, solo 21 de ellos afectan a 30 o
mas familias (1%), mientras que los restantes afectan a una o a un numero muy limitado de
familias (Pérez-Romero et al., 2022). Esto indica que las DHR no estan asociadas a variaciones
en un Unico gen, sino que multiples genes pueden estar involucrados en el desarrollo de la
misma patologia.

Los siete genes mas frecuentemente implicados afectan al 52% de las familias caracterizadas
(Figura 21), siendo estos: ABCA4 (22%), USH2A (12%), CRB1 (4%), PRPH2 (4%), RS1 (4%), RPGR
(3%) y RHO (3%)(Pérez-Romero et al., 2022).

CNGAT; 21; 1% Gﬁ'f;;‘”m"m‘:a";‘"
CEP290; 22; 1% (n=160); 621; 21%
ADGRV1; 23; 1%
PDES6A; 25; 1%
GUCY2D; 26; 1%
CRX; 27; 1%
RPE65; 28; 1%
RP2; 30; 1%
CNGB3; 34; 1%
PROM1; 35; 1%
RDH12; 38; 1%

BBS1: 39 1%

CNGB1; 43; 1%
CERKL; 43; 1%
NR2E3: 45 2%
PRPF31; 52; 2%
MYOTA:; 51; 2%
RP1; 54: 2%
CHM; 60; 2% / EYS;63;2% RHO; 91; 3%
BEST; 82; 3%

CRB1; 106; 4%

PRPH2; 105; 4%
RS1; 104; 4%

RPGR; 103; 3%

Figura 21. Porcentajes de los genes que estdn implicados frecuentemente en las DHR. Extraida de (Pérez-Romero
etal., 2022).

Para esto, en el modelo se afiadieron estos genes y aquellas variaciones que no estuvieran en
estos eran descartadas. La lista de los genes usados se puede ver en el Anexo en LISTADO DE
GENES.
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Consecuencia

Como anteriormente se ha dicho las DHR tienen una alta heterogeneidad genética, con 5.064
variantes patogénicas causales observadas. Estas fueron mayoritariamente missense (51%),
seguidas por las truncantes (nonsense, frameshift, indels y de splicing) (44%) (Pérez-Romero
et al., 2022).

Las variaciones de truncamiento y empalme (splicing) son de interés primordial en los estudios
relacionados con enfermedades debido a su posible alto impacto celular y sistémico, se han
detectado en enfermedades de retina (Cremers et al., 1998).

Las variaciones missense también pueden alterar sitios de splicing o de expresion y como se ha
visto son mayoritarias. En el caso de las retinopatias se ha visto que este tipo de variaciones
estan asociadas a una actividad de ATPasa reducida pero no completamente eliminada, mientras
qgue las mutaciones nonsense tienen un mayor impacto en la funcién de las proteinas
(Michaelides et al., 2003).

Por otro lado, las variaciones sindnimas pueden descartarse ya que es menos probable que
tengan un efecto relevante.

Por lo que en este tipo de filtro en el caso de las DHR se tienen que seleccionar las variaciones
de tipo truncamiento y splicing, las variaciones missense y las variaciones nonsense.

Regiones reguladoras

Por otro lado, la base de datos de NCBI refseq también se va a usar como filtro de variaciones,
puede ser util ya que en especifico una de las causas de las distrofias hereditarias de retina son
las variaciones en regiones reguladoras. Esta base de datos al contar con informacion sobre estas
regiones se usara como criba.

De esta manera, si aparece alguna variacion en estos elementos reguladores que contiene la
base de datos NCBI refseq, entonces se seleccionan estas variaciones para un futuro analisis mas
detallado de las mismas.

Un ejemplo general hipotético de este tipo de filtrado puede ser: se cuenta con un conjunto
inicial de 10000 variaciones. Se le aplican dos filtros, el de genes de interés (retiene variaciones
en genes especificos causantes de la enfermedad) y el de regiones reguladoras (retiene
variaciones dentro de regiones reguladoras importantes cerca de los genes de interés). Con el
primer filtro de genes de interés pasan 500 variaciones y con el segundo filtro de regiones
reguladoras pasan 200. En total se tendria 700 variaciones que hay que analizar y clasificar.

Se obtienen las variaciones que en principio se interesan reduciendo asi el nimero a analizar,
siendo este el principal objetivo de la etapa de filtrado.

5.4.Clasificacién

Como se ha expuesto a lo largo del trabajo, la clasificacion de las variaciones gendmicas es
esencial para identificar las mutaciones responsables de una enfermedad y guiar el desarrollo
de terapias personalizadas en especifico relacionado con las distrofias hereditarias de retina.
Para abordar este desafio, se ha adoptado un modelo desarrollado por el grupo PROS, que
ofrece estandarizaciones para la clasificacion de variaciones de ADN.
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Para adaptar el modelo desarrollado en la anterior seccidn a las distrofias hereditarias de retina,
se ha necesitado hacer una serie de modificaciones. Estas modificaciones incluyen criterios y
métricas especificos para las DHR, basados en las frecuencias de corte encontrados en ClinGen
en el apartado de criterios de clasificacion especificos relacionados con el gen RPE65. Este gen
es importante ya que la presencia de determinadas variaciones puede causar LCA que es un tipo
de distrofia hereditaria de retina.

Se decidid centrar los criterios entorno a este gen ya que actualmente no hay suficiente
informacién sobre otros genes que generan las DHR. Los grupos SVI de ClinGen estan
desarrollando mas criterios especificos para otros genes relacionados, por lo que en un futuro
habrd mas criterios especificos disponibles y la clasificacidn se verd mejorada.

En especial, los cambios realizados son en los criterios de frecuencia poblacional y genes de
interés. En el criterio de los genes de interés se va a hacer uso de los genes obtenidos en la base
de datos de RetNet y en cuanto a los criterios de frecuencia poblacional se va a hacer uso de los
umbrales de frecuencia establecidos en la guia de clasificacidn de variaciones especificas del gen
RPE65.

Finalmente, tras todas las implementaciones en el modelo adaptado se consigue una
recoleccion de datos gendmicos relevantes de bases de datos especializadas en DHR, la
evaluacién vy clasificacion de las variaciones gendmicas usando los criterios y meétricas
adaptados, y la aplicacion de herramientas automatizadas para procesar y anotar las
variaciones.

Finalmente se puede ver como este modelo presenta numerosos beneficios proporcionando
una estandarizacion que permite adaptarlo facilmente a cualquier enfermedad en este caso a
las distrofias hereditarias de retina. De esta manera se puede facilitar el desarrollo de la
medicina personalizada. Con todo esto se mejora la eficiencia y la precisidon del proceso que se
ha ido exponiendo en los diferentes apartados del TFM.
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6. DESARROLLO

En esta seccidn de desarrollo se trataran los cambios realizados en el pipeline o modelo original
del oraculo gendmico de DELFOS para adaptarlo correctamente a las distrofias hereditarias de
retina logrando cumplir con el segundo objetivo. Se va a exponer la seleccién de las bases de
datos con las que se va a trabajar y la implementacion de las mismas, los filtros que se usan para
la parte del filtrado y los cambios que se deben hacer en los criterios de clasificacién de
variaciones.

6.1.Anotacién
Una vez establecidas las bases de la anotacidn en la seccién 4 y en la 5, se tratard como se
abordara principalmente en el caso de las DHR.

6.1.1. RetNet

Para comenzar, en cuanto a la implementacion de las bases de datos se va a explicar primero el
tratamiento de RetNet, en la Figura 22 se puede ver la interfaz de la pagina web de esta misma.
Los datos que interesan en este proyecto son los de Diseases y References.

En Diseases encontramos informaciéon de cromosoma, gen, localizacidon del gen dentro del
cromosoma, la enfermedad que puede causar, cdmo identificarlo y un link de referencias, por
otro lado, en References encontramos la referencia completa de los estudios donde se

<> RetNet

Retinal Information Network

encuentra la evidencia.

Table of Contents:

Diseases: Genes and Mapped Loci Causing Retinal Diseases

Summaries: Summary Tables (Genes and Loci, Diseases, Complex Diseases or Graph)
Symbols: List of Disease Symbols

References: References for Disease Tables

What's New: New and Updated Disease Genes

FAQ Notes, Abbreviations, Freguently Asked Questions

Figura 22. Pdgina web de la base de datos de RetNet. Extraido de (RetNet - Retinal Information Network, 2024).

Esta base de datos no tiene una opcidn de descarga directa de los datos, por lo que para poder
obtenerlos se usé la herramienta de Google WebScraper.io, esta es una extensién de Google
Chrome, que permite una extraccion de datos especifica de paginas web, como textos, tablas,
enlaces y otros elementos. Ofrece una interfaz sencilla sin la necesidad de escribir cédigo y los
datos extraidos se pueden exportar en diferentes formatos como CSV, JSON o Excel. Por lo que
es una herramienta 6ptima para la extraccion automatizada de datos web.
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Una vez conocida esta herramienta se ha visto que es dptima para obtener los datos de la web
de RetNet, es por esto por lo que se va a hacer uso de ella generando archivos CSV tanto de los
datos de Diseases como los de References, se van a generar dos archivos CSV diferentes, el
motivo es que en la web de la base de datos esta informacidn se encuentra separada como se
puede observar en la Figura 22 y se necesitan ambas para poder hacer una correcta
implementacion.

En la Figura 23 se muestran como estan dispuestos los datos de Diseases en la web, como se
puede ver las referencias no estdn completas y en nuestro caso se necesita que estén completas.

Chromosome 1

Symbols; Location Diseases; How Identified; References
OMIM Numbers Protein Comments
SAMD11; 1p36.33 Recessive retinitis homozygosity mapping, whole-exome sequencing.; a single = Corton 16
616765 pigmentosa; sterile alpha homozygous SAMD11 p.Arg630* nonsense mutation found
motif domain containing 11 in five affected members of two unrelated consanguineous
protein; [Gene] Spanish families with recessive RP; the SAMD11 transcript
and protein are abundant in retina; the transcript is present
in the early mouse embryo and widely expressed with 45
alternate splice variants; only ocular symptoms were
documented in affected individuals; the SAMD11 protein is
involved in signal transduction and regulation of
transcription and interacts with CRX
NPHP4, SLSN4; 1p36.31 recessive Senior-Loken linkage mapping, candidate genes; Senior-Loken syndrome = Mollet 02, Otto 02,
606966, 606996, syndrome; recessive involves cystic kidney disease (nephronophthisis) and Schuermann 02
607215 nephronophthisis, juvenile; retinitis pigmentosa or Leber congenital amaurosis; Jobert
nephronophthisis 4 protein; syndrome is the same with additional cerebellar and
[Gene] [ClinGen] cognitive abnormalities; NPHP4 protein interacts with

NPHP1 protein
Figura 23. Ejemplo de tabla de Diseases. Extraido de (RetNet - Retinal Information Network, 2024).

A continuacion, en la Figura 24 se muestran como estan dispuestos los datos en References y
cual es la referencia completa.

References

[ Home | Disease Genes and Loci | Summaries | Symbols | FAQ | Contact Us ]

Listed alphabetically by author:

[AIBICIDIEIFIGIHIIJIKILIMIN[O|P|Q[RISITIUIVIW[X]Y|Z]

MM Abd El-Aziz, MF El-Ashry, WM Chan, KL Chaong, | Barragan, G Antificlo, CP Pang, SS Bhattacharya. A novel genetic study of Chinese families with
autosomal recessive retinitis pigmentosa. 71:281-294 (2006). [PubMed]

MM Abd El-Aziz, | Barragan, C O'Driscoll, S Borrego, L Abu-Safieh, JI Pieras, MF El-Ashry, E Prigmore, N Carter, G Antifiolo, SS Bhattacharya. Large-
scale molecular analysis of a 34 Mb interval an chromosome 6q: major refinement of the RP25 interval. 72:463-477 (2008). [PubMed]

MM Abd El-Aziz, | Barragan, CA O'Driscoll, L Goodstadt, E Prigmore, S Borrego, M Mena, JI Pieras, MF El-Ashry, LA Safieh, A Shah, ME Cheetham, NP
Carter, C Chakarova, CF Ponting, SS Bhattacharya, G Antinolo. EYS, encoding an ortholog of Drosophila spacemaker, is mutated in autosomal
recessive retinitis pigmentosa. 40:1285-1287 (2008a). [PubMed]

AADbid, M Ismail, SQ Mehdi, S Khalig. Identification of novel mutations in SEMA4A gene associated with retinal degenerative diseases. 43:378-381
(2006). [PubMed]
Figura 24. Ejemplo datos de references. Extraido de (RetNet - Retinal Information Network, 2024).
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Una vez extraidos los datos, se transforman con el objetivo de obtener las columnas que son
relevantes (Tabla 5), en este caso las columnas seleccionadas se pueden ver totalmente
desarrolladas en la Tabla 6. Para realizar estas trasformaciones se va a hacer uso de cédigos
escritos en Python.

Columna
Symbols; OMIM Numbers
Diseases; Protein

How ldentified; Comments

References
Tabla 5. Columnas seleccionadas para trabajar con su informacion de la base de datos de RetNet.

Seleccionadas las columnas relevantes, se generan las mejoras esperadas a cada una, a
continuacién, se explican estas mejoras y se inserta una tabla ejemplo del resultado del
tratamiento de las columnas que se puede ver en la Tabla 6:

1.

Separar de OMIM y Genes: Los ‘OMIM Numbers’ se deben separar de los ‘Symbols’ de
los genes, elimindndose de esta forma la informacion de ‘OMIM Numbers’ vy
seleccionando solo el primer gen de cada lista. Por ejemplo, en la Figura 21 en esta
columna se muestra “SAMD11;616765”, en este caso se quiere especificamente
“SAMD11” en el caso de debajo de este en la figura se obtendria “NPPHP4”.
Reformatear Diseases: La informacidn de la columna se separé en ‘Diseases’ y ‘Protein’,
se elimina la informacién de ‘Protein’. Por ejemplo, de nuevo en la Figua 21 vemos en la
columa de diseases: “Recessive retinitis pigmentos asterile alpha motif domain
containing 11 protein[Gene]” de aqui se obtiene “Recessive retinitis pigmentosa”.
Completar referencias: Se utilizaron datos del archivo de las referencias bibliogréficas
para completar la columna ‘References’. Para esto se desarrolla en el cédigo una
busqueda del nombre que aparece en esta columnay se hace un match con la referencia
completa que aparezca en el archivo CSV de references.

Unir comentarios: La columna ‘How Identified’ y ‘Comments’ se combind para
proporcionar una descripciéon mds completa y fluida.

Columna Ejemplo
Symbols SAMD11
Diseases recessive retinitis pigmentosa

How Identified; Comments | recessive RP. The SAMD11 transcript and protein are abundant in

The following methods were used for determining the gene-disease
relationship: homozygosity mapping, whole-exome sequencing. The
following evidences support the association: a single homozygous
SAMD11 p.Arg630* nonsense mutation found in five affected
members of two unrelated consanguineous Spanish families with

retina. The transcript is presentin the early mouse embryo and widely
expressed with 45 alternate splice variants. Only ocular symptoms
were documented in affected individuals. The SAMD11 protein is
involved in signal transduction and regulation of transcription and
interacts with CRX.

A Avila-Fernandez, M Corton, KM Nishiguchi, N Mufioz-Sanz, B
References Benavides-Mori, F Blanco-Kelly, R Riveiro-Alvarez, B Garcia-Sandoval, C
Rivolta, C Ayuso. Ophthalmology 119:2616-2621 (2012).

Tabla 6. Resultado de la mejora de los datos de RetNet.
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Los cddigos desarrollados para la implementacién de esta base de datos se pueden encontrar
en el Anexo en el apartado de CODIGOS, tanto el de seleccién de columnas relevantes como el
de mejora de los datos.

6.1.2. NCBI refseq
Por otro lado, la base de datos de NCBI RefSeq es mas sencilla a la hora de la descarga de datos,
esta se puede descargar desde UCSC Genome Browser en la seccidn de las bases de datos de
regiones reguladoras, en la descarga se genera un archivo con las diferentes columnas con las
gue cuenta (Tabla 7).

Columna Ejemplo Descripcion
Chrom chrl Cromosoma de referencia
ChromStart 167327716 Posicién de comienzo en el
cromosoma
ChromEnd 167329809 Posicién final en el cromosoma
Name enhancer Tipo de elemento
Score 0 Su uso es para formato BED
ThickStart 167627716 Posicion de comienzo en el
cromosoma
ThickEnd 167329809 Posicion final en el cromosoma
Se usa como itemRgb:
Reserved 0, 128, 128 dependiendo del tipo de
elemento se le asigna un color
SoTerm enhancer Termino de Sequence
Ontology
Note VISTA enhnacer hs1331 Nota descriptiva del elemento
Genelds 110121063 | GenelD: Gene ID del elemento
110121063,5451|GenelD:5451 asociado al gen
PubMedslds 17135569 | PMID: 17135569 ID de publicaciones
relacionadas en PubMed
Experiment EXISTENCE:transgenic organism evidence Evidencia experimental
[ECO:0001131][PMID: 17135569]
Enhancer in: neural tuve[4/7] | hindbrain
Function (rhombencephalon)[4/7] | midbrain Funcion predicha
(mesencephalon)[5/7] | forebrain[7/7]
VISTA enhnacer hs1331 | Enhancer in: neural
_mouseOver tuve[4/7] | hindbrain (rhombencephalon)[4/7] |

midbrain (mesencephalon)[5/7] | forebrain[7/7]

Tabla 7. Estructura de los datos de la BBDD de NCBI refseq.

Para esta base de datos se realizara una anotacién primaria. Tras obtener el archivo original, se

descartan las columnas no relevantes de nuevo haciendo uso de cddigos desarrollados en
Python, obteniendo asi las columnas de interés (Tabla 8).
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Columna

Chrom
ChromStart
ChromEnd
Name

Note
PubMedslds

Experiment

Function

Tabla 8. Columnas importantes NCBI RefSeq.

Una vez mds tras obtener estas columnas se realizan una serie de mejoras (Tabla 9) que son:

1. Completar referencias: Se extrajeron IDs de PubMed de la columna ‘PubMedslds’ y se
completaron con informacién detallada utilizando una funcién especifica desarrollada
denominada ‘get_bibliography’. El objetivo de esta funcidn es recuperar la bibliografia
de PubMed haciendo uso de los PMIDs que son los identificadoes de PubMed.

2. Unirinformacidn: Las columnas ‘note’, ‘function’y ‘experiment’ se unificaron en una sola
columna ‘Info’ para mejorar la accesibilidad de los datos.

experimental
evidence.

evidence is: gene assay

Columna Ejemplo Descripcion
Chrom chrl Cromosoma de referencia
ChromsStart 167327716 Posicion de comienzo en el
cromosoma
ChromEnd 167329809 Posicion final en el cromosoma
Name enhancer Tipo de elemento
Genome-wide prediction of conserved and
nonconserved  enhancers by  histone
PubMedslds acetylation patterns. Roh TY, Wei G, Farrell | Publicacién relacionada
CM, and Zhao K. Genome Res (2007). pmid:
17135569
The description of the element: VISTA
enhancer hs1331. The element function is: | Informacién general, incluyendo
Info enhancer in Jurkat T cells and the | los columnas de note, functiony

experiment

Tabla 9. Ejemplo resultado de la mejora de las columnas de los datos de NCBI RefSeq.

De nuevo los cédigos desarrollados para la mejora e implementacion de esta base de datos se
pueden encontrar en el anexo en apartado de CODIGOS. Tras la anotacién de estas bases de

datos en los siguientes apartados se van a explicar para qué se han implementado en el pipeline

estas bases de datos en especifico y como se van a usar.
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6.2.Filtrado y clasificacién

En este apartado, se detallan los métodos y herramientas empleadas para el filtrado y la
clasificacién de variaciones gendmicas en el contexto de las distrofias hereditarias de retina
(DHR).

El proceso se basa en el uso de bases de datos procesadas y anotadas previamente con snpEff y
un anotador propio del grupo, que como ya se ha dicho permiten incorporar informacion
detallada sobre cada variacidn, que se integran en el pipeline utilizando MySQL para la gestion
de las bases de datos.

Para automatizar las etapas de filtrado y clasificacion se usa Variantinsight, la cual se encarga de
procesar el archivo de VCF, esta automatizacidn se puede hacer gracias a las métricas y criterios
definidos durante la etapa de disefio del pipeline de DHR.

Los criterios especificos modificados son los relacionados con la frecuencia poblacional y los
genes relevantes de las enfermedades de distrofias hereditarias de retina.

En primer lugar, se establecen las métricas relacionadas con el criterio de frecuencia
poblacional. La primera métrica se llama freq_greater_than_0.008, indica que si una variacién
tiene una frecuencia mayor que 0.008 es poco probable sea la causa de las DHR, ya que se
supone como una variacién comun en la poblacién. Tras esta se define una nueva métrica
Ilamada freq_less_than_0.0008, en este caso el umbral es menor de 0.0008 lo que ayuda a
identificar variaciones raras que podrian ser potenciales patogénicas.

Por ultimo, en cuanto al criterio de genes relevantes se definié una métrica llamada
relevant_gene en la que se priorizan las variaciones que estén en genes relevantes de las DHR,
se obtienen a partir del listado de los genes de RetNet, lo que permite focalizar el andlisis en
variaciones dentro de los genes conocidos que estdn asociados a estas enfermedades. Un
resumen de estas métricas se puede ver en la Tabla 10.

Criterio Meétrica Valor a cumplir
Frecuencia alélica freq_greater_than_0,008 > 0,008
poblacional
freq_less_than_0,0008 <0,0008

Que estén presentes en la
lista de genes que hay en
el Anexo de LISTADO DE
GENES

Tabla 10. Criterios y métricas modificados para el filtrado y clasificacion de variaciones de DHR.

Genes relevantes relevant_genes HRD

Por lo que la principal ventaja del pipeline es la capacidad de automatizar estas fases en funcion
de los criterios y métricas especificos, generando una clasificacién en categorias de patogénica,
probablemente patogénica, benigna, probablemente benigna y VUS. Por lo que con la
modificacion de estas se crea un nuevo pipeline de clasificacién especifico a una patologia en
especial diferenciado del estdndar que estaba usando el grupo de investigacion.
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7. CASO DE ESTUDIO Y RESULTADOS

Para abordar el tercer objetivo del presente TFM se realiza un estudio de caso clinico y andlisis
de resultados. Para poder realizar el caso de estudio se ha hecho uso de archivos VCF o Variant
Call Format.VCF

El primer paso para poder hacer los casos de estudio es recibir los archivos VCF que contienen
variaciones de individuos que padecen alguna distrofia hereditaria de retina, estos archivos VCF
fueron proporcionados por el Hospital la Fe de Valencia. Se cargan y procesan en la herramienta
del pipeline desarrollado a lo largo del TFM modificado con los criterios y métricas establecidos
para las DHR, y se analiza las variaciones de forma automatica, este analisis permite determinar
si una variacion es benigna, de significado incierto o patogénica. La herramienta genera un
reporte final detallado para cada variacién indicando su clasificacién basada en los criterios
aplicados. En la Figura 25 se puede ver un ejemplo del resumen de resultados de este reporte.

Para el estudio se han analizado 20 archivos VCF de los que se han obtenido los siguientes
resultados. En primer lugar, 2 reportes aparecen vacios, esto puede indicar que no contenian
variaciones relevantes en las regiones de interés o que no cumplian con los criterios establecidos
para el analisis, lo que implica que no existe causa genética identificada de las DHR en estos
pacientes. Por otro lado, aparecen en 15 de los sujetos variaciones clasificadas como VUS o
variacion de significado incierto, estas variaciones se han clasificado asi ya que no hay suficiente
evidencia para determinar si son benignas o patogénicas por lo que requieren una mayor
investigacion para establecer su relevancia clinica. Es interesante que estas variaciones son la
mayoria de tipo missense. La clasificacion de variaciones como VUS, indica que se necesita mas
informacién para determinar su papel en la enfermedad, pero no pueden ser ignoradas. Por
ultimo en distintos pacientes, se obtiene 1 variacién clasificada como probablemente
patogénica (likely pathogenic) y 1 patogénica (pathogenic) por lo que estas dos variaciones
cumplian con las métricas establecidas y son consideradas como variaciones relevantes (Gréfica
1).

16
14

12

10

N2 sujetos
o]

2 - -
0
Informe vacio Solo VUS Variacion relevante

Tipo de variacion encontrada

Grdfica 1. Tipos de variaciones encontradas en los sujetos.
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Obtenida la variacidn clasificada como patogénica se realiza una busqueda en la literatura
cientifica para identificar si hay estudios previos que hayan asociado esta variacién con la
enfermedad.

En primer lugar, la herramienta clasifica como patogénica a la variacion c2041C>T de tipo stop
gained® del gen ABCA4 (Figura 25). Esta variacién ha sido confirmada en la literatura como
relevante.

Summary of the results

X DNA/Protein ) i )
Gene Transcript alteration Consequence Zygosity Classification
c.2041C>T, . .
ABCA4 ENSTO0000370225 stop_gained AG thogenic
° | ENST00000370225 Hiop_same patfiogeme

Figura 25.Resumen de los resultados del reporte de variaciones en este caso la clasificacion de la variacion
patogénica.

En el estudio de ‘Mutation Spectrum of the ABCA4 Gene in 335 Stargardt Disease Patients From
a Multicenter German Cohort—Impact of Selected Deep Intronic Variants and Common SNPs’
(Schulz et al., 2017), se explica que este es un gen muy propenso a desarrollar variaciones que
generen un tipo de DHR denominada enfermedad de Stardgardt (STGD1). En en los analisis
funcionales obtienen que son las variaciones de tipo stop gained y frameshift las que mas
asociadas estan con este tipo de enfermedades, esto se debe a que se asocian a una
acumulacién de proteinas malformadas y la pérdida de funcién de transporte de moléculas en
los conos y bastones de la retina contribuyen a la degeneracidn progresiva. Por lo que esta
evidencia cientifica respalda la clasificacion de la variacién como patogénica y asociada a la
enfermedad de Stargardt.

Por otro lado, se obtiene la clasificacidon de la variacidn ¢.133G>T de tipo stop gained del gen
CNGB3 como probablemente patogénica (Figura 26). De nuevo esta clasificacion también se ve
respaldada por literatura cientifica.

Summary of the results

. DNA/Protein . . s .
Gene Transcript alteration Consequence Zygosity Classification
CNGB3 ENSTO00000320005 ¢-133G>T, stop_gained A/C likely pathogenic
7 - ENST00000320005 SioP_g? A y pafiiog
c.3611A=G, . .
1 . vV
CEP290 ENSTO00000309041 ENST00000309041 missense_variant T us

Figura 26. Resumen de los resultados del reporte de variaciones en este caso la clasificacion de la variacion
probablemente patogénica.

5 Una variacién de stop gained es una variacion que va a generar un coddén de parada en una zona donde
no deberia estar, de esta manera se alteran las proteinas generadas.
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En el estudio ‘Accessory heterozygous mutations in cone photoreceptor CNGA3 exacerbate CNG
channel-associated retinopathy’ (Burkard et al., 2018), se detalla cual es el papel del gen CNGB3
en la achromatopsia (ACHM), que es una condicion ocular rara, siendo un tipo de DHR. Este gen
codifica una subunidad esencial del canal idnico de CNG en los conos de la retina, por lo que
variaciones en CNGB3, en especial las de tipo stop gained interrumpen la funcion del canal CNG.
En sus estudios funcionales se explica que la mayoria de las variaciones de CNGB3 que generan
esos codones prematuros estan asociadas con el desarrollo de ACHM, los hallazgos estan
corroborados por estudios funcionales y modelos animales. Esta clasificacion también estd
respaldada en la literatura, por lo que el resultado obtenido de la herramienta generada es
consistente.

Por lo que, la combinacion de una busqueda en literatura cientifica, laimplementacidn de bases
de datos, el estudio de herramientas bioinformaticas y la programacion en Python ha permitido
desarrollar un pipeline para la clasificacidén de variaciones genéticas en distrofias hereditarias de
retina y el mismo es capaz de aportar resultados en linea con el conocimiento actual de esta
enfermedad.
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8. DISCUSION

Con el avance que se ha dado estos uUltimos afios en el campo de la genética y las técnicas de
secuenciacién de nueva generacion (NGS), se ha hecho posible la identificacion de forma precisa
de todas las variaciones de un individuo. Esto permite obtener grandes cantidades de
informacidn, lo cual es beneficioso y a la vez un desafio.

Por un lado, se obtiene un elevado beneficio ya que se pueden identificar una gran cantidad de
variaciones que podrian asociarse a una determinada enfermedad, esto puede permitir
desarrollar un diagndstico efectivo. Por otro lado, el volumen de informacidn obtenida puede
incluir variaciones que no provocan la enfermedad, por lo que se deben desarrollar algoritmos
y métodos bioinformaticos complejos para clasificarlas.

En este TFM el objetivo principal ha sido desarrollar un pipeline que permita clasificar
variaciones genéticas asociadas a las distrofias hereditarias de retina, ya que actualmente no
existe ninguna herramienta especifica, lo que se identificd revisando el estado del arte y
consultando a profesionales del Hospital de La Fe de Valencia. Para cumplir el objetivo se ha
necesario realizar una busqueda bibliografica donde se encuentren métricas, criterios, bases de
datos y predictores especificos, y la implementacidon de herramientas para anotar, filtrar y
clasificar variaciones. La implementacidn de estas herramientas se ha realizado haciendo uso de
Python y librerias como Pandas, facilitando la manipulacidén y analisis de los datos.

El pipeline desarrollado se diferencia de otros en algunos aspectos clave como que incorpora
bases de datos especificas de DHR y elementos reguladores, lo que permite un mejor enfoque
sobre la enfermedad. Ademas, se han personalizado las etapas de filtrado y clasificacidn
facilitando la adaptacidn a los nuevos datos y conocimientos que surjan de las DHR y permite
gue sea una herramienta capaz de adaptarse a cualquier enfermedad segln las métricas y
criterios se establezcan. Por otro lado, al centrarse en regiones reguladoras entre otras, ofrece
una perspectiva mas amplia de las posibles causas de DHR, superando limitaciones de otros
pipelines que no se centran en estas.

El desarrollo del pipeline se encuentra dentro del marco de la medicina precision y podria
mejorar significativamente el diagndstico y manejo de DHR. Durante su desarrollo se hizo un
caso de estudio que permitié evaluar en primera instancia el pipeline en un entorno controlado.
Puede identificar variaciones patogénicas especificas y distinguirlas de las benignas y de las VUS.
Ademads, como se ha visto en la anterior secciéon aquellas variaciones clasificadas como
patogénicas tienen una clasificacion correcta y en cuanto a las VUS es necesario un estudio mds
detallado y continuo.

Algunas limitaciones del trabajo es que la validacidon solo se ha basado en un caso de estudio y
aunque los resultados hayan sido buenos el andlisis tiene que ser mas exhaustivo con un mayor
conjunto de datos para poder estimar de manera precisa la precision. Ademas, la
implementacion de mas bases de datos a las que se han implementado es fundamental para
tener actualizada la herramienta.

Por otro lado, la colaboracién con el grupo PROS del Instituto Valenciano de Investigacién en
Inteligencia Artificial fue esencial para poder desarrollar este pipeline y por tanto este TFM. A lo
largo del proyecto, ha sido necesaria una adaptacion a los tiempos de desarrollo del software y
a las recomendaciones de los expertos clinicos para una correcta implementacion.
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9. CONCLUSION

Los objetivos definidos en el TFM se han ido abordando uno a uno. En primer lugar, para cumplir
con la investigacién del problema se ha hecho uso de herramientas como Google Scholar y
PubMed para hacer una revisién de literatura cientifica y llegar a comprender mejor la genética
y las técnicas actuales del analisis de las variaciones de las DHR.

En segundo lugar, para cumplir con el disefio y desarrollo del pipeline se han aplicado los
conocimientos adquiridos durante el desarrollo de la investigacién del problema, se han
implementado las diferentes bases de datos, métricas y criterios relevantes mediante el uso de
Python y las diferentes herramientas desarrolladas por el grupo.

Por ultimo, para cumplir con el tercer objetivo de aplicacidn clinica y futuras direcciones, se
realizé una validacion preliminar haciendo un caso de estudio. Se ha demostrado que tiene
potencial para clasificar variaciones y servir como herramienta de apoyo. Sin embargo, aun
gueda hacer una validacién total colaborando con los expertos clinicos y con mas sujetos.

En conclusidn, se vio que el correcto andlisis de las variaciones genéticas implica una clasificaciéon
precisa de estas, lo que puede dar como resultado un mejor diagndstico a determinadas
enfermedades genéticas, con una medicina personalizada desarrollada. En este caso se ha
Ilevado a cabo un pipeline bioinformatico para el andlisis de las variaciones de las DHR ya que
estas enfermedades aln no se habian tratado. Esto es necesario para que las variaciones
causantes de estas tengan una correcta clasificacion, en la actualidad aun hay una temprana
investigacion en cuanto a los criterios de clasificacion especificos. Este proyecto ha permitido
procesar grandes volimenes de datos de secuenciacién de manera sistematica, robusta y
eficiente, logrando una correcta anotacion, filtrado y clasificacion de variaciones genéticas
especificas a las DHR.

La implementacion de bases de datos especificas, la busqueda bibliografica exhaustiva y los
criterios de clasificacién adaptados a las distrofias hereditarias de retina es lo que ha permitido
el correcto desarrollo del proyecto por lo que es a lo que mas se le ha dado importancia. Para
poder hacerlo se ha trabajado con librerias especificas de Python de tratamiento de datos como
Pandas y se han adaptado las guias ACMG/AMP de esta manera se ha conseguido un pipeline
coherente.

La metodologia de design science ha demostrado ser efectiva, permitiendo en primer lugar llegar
a entender con profundidad el problema y después generar un disefio y solucion a este mismo
de esta manera se ha conseguido una clasificacién precisa de variaciones genéticas con el
objetivo futuro de proporcionar una herramienta para la investigacién y el diagndstico de las
DHR.

9.1.Lineas futuras

La principal investigacion futura se debe centrar en la validacién del pipeline en un entorno
clinico real con mas pacientes. Por otra parte, otra linea de investigacién futura puede ser la
mejora constante del mismo, para esto se deben incluir mas bases de datos y hacer uso y
desarrollar criterios de clasificacién mds especificos e ir actualizando con nuevos parametros e
informacién de nuevos estudios de estas enfermedades. Asi se da una visién mdas completa del
impacto de las variaciones.
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La aplicacidn de inteligencia artificial y de aprendizaje automatico puede ser también una opcién
para la mejora del pipeline. Los modelos de aprendizaje automatico pueden detectar patrones
complejos en los datos de entrada del pipeline y clasificar automaticamente las variaciones.

Ademas de estas lineas también se pueden abrir otras nuevas una vez se llega a comprender de
forma correcta la clasificacion de las variaciones genéticas como puede ser la farmacogenética
y la terapia génica. Se podria desarrollar y probar terapias génicas dirigidas que corrijan las
variaciones causantes de la enfermedad. Por otro lado, en el campo de la farmacogenética se
puede estudiar cdmo es la respuesta de las variaciones ante determinados farmacos por lo que
se pueden usar para identificar biomarcadores especificos que predigan la enfermedad
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10. OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

Para finalizar la memoria en este apartado se va a ver el grado de relacién que tiene el
Trabajo de Fin de Master con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030 (ODS).
Para esto se usard la siguiente Tabla 11 con los objetivos y las relaciones, y finalmente se
explicara cada una de las relaciones resultantes.

Objetivos de desarrollo sostenible Alto Medio Bajo No
procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacidn de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econédmico X
ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Produccién y consumo responsables X
ODS 13. Accidn por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos X

Tabla 11. Objetivos de desarrollo sostenible de la agenda de 2030.

En este trabajo se ha disefiado y desarrollado un pipeline para el andlisis de variaciones de
distrofia hereditaria de retina y esto puede contribuir a varios Objetivos de Desarrollo
Sostenible. Para comenzar esta relacionado con 4 objetivos. Primero, con el ODS 3 de salud y
bienestar, ya que permite facilitar el diagndstico haciéndolo mds preciso y permitiendo la
deteccion temprana de la patologia, en concreto, ODS 4 de educacidn de calidad, pues puede
generar conocimiento nuevo que puede utilizarse en la formacién de profesionales de la salud
y la investigacién genética. ODS 9 industria, innovacién e infraestructuras en este caso generar
la creacion de un pipeline de clasificacion de variaciones genéticas implica innovacién en
herramientas bioinformaticas y, por ultimo, ODS 10 de reduccion de desigualdades, al mejorar
la comprension y el tratamiento de una enfermedad genética, contribuyes indirectamente a
reducir las desigualdades en salud.
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1. INTRODUCCION

El objetivo de este apartado es realizar un estudio de los presupuestos a considerar al realizar
este Trabajo Final de Master para estimar los costes econdmicos del proyecto. Para realizarlo se
han descompuesto los distintos costes en mano de obra, hardware y software para que los
calculos sean mas sencillos y que se pueda apreciar los costes de cada uno.

Al final del capitulo se exponen los presupuestos totales tanto de ejecucion de material como
ejecucién por contrata. Para hacer los cdlculos se ha usado el programa Arquimedes que sirve
para hacer el calculo de presupuestos de proyectos.

2. PRESUPUESTO DESCOMPUESTO

En esta seccidn se va a presentar el presupuesto descompuesto total del proyecto. Para esto se
van a representar tres tablas resumen de costes de mano de obra (Tabla 12), costes de software
(Tabla 13) y costes de hardware (Tabla 14).

2.1. Presupuesto mano de obra

Para llevar a cabo el presente TFM se ha necesitado a un estudiante del Mdster de Ingenieria
Biomédica que ha sido el encargado de desarrollar y dar forma al proyecto, un tutor catedratico
de Universidad, un cotutor doctor contratado y una investigadora predoctoral encargados de
dirigir, supervisar y ensefar al estudiante. Se consideraran todas las horas dedicadas para el
correcto desarrollo del trabajo.

Para poder comenzar a hacer célculos se realiza una busqueda para conocer el sueldo base de
los ingenieros, doctores y catedraticos. El sueldo base del Catedratico de Universidad es de
47.573,29 €, el de un doctor es 34454,70 €, el de un investigador predoctoral es 31086,30 € y
por ultimo el de un ingeniero junior es 23985,08 €, segun las tablas retributivas para el 2024 de
la Univerdidad Politécnica de Valencia®. Considerando que la jornada laboral de ambos es de 8
horas, sin contar fines de semana y vacaciones, se obtienen 224 jornadas laborales al afio lo que
vienen siendo 1792 h/afo. Con el sueldo base y las horas trabajadas se puede deducir el salario
por hora de ambos, del Catedratico de Universidad vemos que es 26,55 €/h, del doctor es
19,22€/h, del investigador predoctoral es 17,35 €/h y por ultimo del ingeniero biomédico junior
vemos que es de 13,4 €/h. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

5 https://www.upv.es/entidades/SRH/retribuciones/787565normalv.html
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Tipo Cantidad (h) | Coste unitario (€/h) Coste total (€)
Ingeniero biomédico: titulo 567 13,40 7 597,8
superior
Tutor: Catedratico de 25 26,55 663,75
Universidad
Cotutor: Investigador 80 19,22 1537,60
Predoctoral
Miembro grupo PROS: 10 17,35 173,5
Doctor Contratado
Subtotal 9 972,65

Tabla 12. Presupuesto de mano de obra.

2.2. Presupuesto software

A continuacidén, se va a estimar el coste del software, se ha tenido en cuenta el coste de las
licencias de cada uno de los programas utilizados. Los programas que supondran costes son los
relacionados con Microsoft, tanto Windows 10 como Office, con un uso de ambos de tres anos
y un coste fijo por cada una. Por otro lado, las diferentes bases de datos descargadas y usadas y
el programa de Visual Studio Code no suponen costes. El presupuesto de software final se puede
ver en la Tabla 13.

Tipo Cantidad Periodo de uso Precio (€) Coste total (€)
(Uds.)
Sistema 1 6 meses 145,00 24,17
Operativo
Microsoft
Windows 10
Microsoft Office 1 6 meses 149,00 24,83
Hogary
Estudiantes
Bases de datos 1 6 meses 0,00 0,00
Visual Studio Code 1 6 meses 0,00 0,00
Subtotal 49

Tabla 13. Presupuesto de software.

2.3. Presupuesto hardware

Para terminar, se analizan los costes del hardware usado. Debemos tener en cuenta el
ordenador usado en el laboratorio junto con la GPU o tarjeta grafica usada, para calcular sus
costes usamos un factor de amortizacién que se obtiene teniendo en cuenta el periodo de vida
util. El trabajo se ha llevado a cabo durante 6 meses y la vida util del ordenador y de la GPU
generalmente es de 6 afios lo que vienen siendo 72 meses. El factor de amortizacion en este
caso es 6/72, el coste total se puede observar en la Tabla 14.
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Tipo Cantidad Factor Precio (€) | Coste total (€)
(Uds.) amortizacion
Ordenador 1 6/72 1 000,00 83,33
GPU 1 6/72 780,00 65
Subtotal 148,33

Tabla 14. Presupuesto hardware.

3. PRESUPUESTO TOTAL

3.1. Presupuesto de ejecucion material

Para calcularlo se realiza la suma de cada uno de los presupuestos parciales (mano de obra,
software y hardware), los costes totales los podemos ver en la Tabla 15.

Unidad de obra Coste total (€)
Mano de obra 9 972,65
Software 49
Hardware 148,33
Total 10 169,98

Tabla 15. Presupuesto de ejecucién material.

3.2. Presupuesto de ejecucion por contrata

Finalmente, para hacer el calculo del presupuesto por contrata hay que tener en cuenta los
impuestos establecidos y afiadirlos a los costes ya calculados. Los resultados finales se pueden
ver en la Tabla 16.

Tipo Coste total (€)
Presupuesto ejecucion material 10 169,98
Beneficio industrial (6%) 610,20
Gastos generales (13%) 1322,10
Total antes de impuestos 12 102,28
IVA 2541.48
Presupuesto ejecucion por contrata 14 643,76

Tabla 16. Presupuesto ejecucion por contrata.

Finalmente teniendo en cuenta los impuestos, gastos generales y el beneficio industrial el coste
del proyecto asciende a catorce mil seiscientos cuarentay tres euros con setenta y seis céntimos.
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1. LISTADO DE GENES
En este punto del anexo se incluyen todos los genes que se van a tener en cuenta a la hora de
desarrollar el filtro basado en los genes especificos de las DHR.

SAMD11,NPHP4,ESPN,NMNAT1,MFN2,EMC1,PLA2G5,DHDDS,PPT1,ELOVL1,POMGNTZ,RPE
65,ABCA4,COL11A1,GNAT2,CLCC1,DRAM2,PRPF3,ENSA,SEMA4A,CORDS,ATF6,HMCN1,CFH
,CRB1,ADIPOR1,RD3,NEK2,FLVCR1,USH2A,SDCCAGS8,0R2W3,NBAS,AGBL5,ZNF513,IFT172,P
CARE,EFEMP1,FAM161A,WDPCP,ALMS1,SNRNP200,CNNM4,CNGA3,NPHP1,MERTK,BBSS5,C
ERKL,NEUROD1,TMEM237,KCNJ13,SAG,SPP2, TRNT1,USH2B,SLC4A7,LZTFL1,GNAT1, TREX1,
MAPKAPK3,ATXN7,PROS1,ARL6,IMPG2,IQCB1,RHO,NPHP3,RP5,CLRN1,SLC7A14,0PA1,PCYT
1A,CEP19,PDE6B,WFS1,HMX1,RAB28,CC2D2A,PROM1,ADGRA3,DTHD1,WDR19,CNGA1,WF
S2,MTTP,LRIT3,BBS7,BBS12,MFSDS,PLK4,RP29,LRAT,TLR3,CYP4V2,MCDR3,CWC27,POC5,VC
AN,ADGRV1,NR2F1,SLC25A46,CTNNA1,HARS,PDE6A,GRM6,MAK,C2,CFB,TULP1,GUCA1A,G
UCA1B,PRPH2,BCAMD,EYS,COL9A1,RIMS1,IMPG1,LCAS,ELOVL4,PRDM13,RTN4IP1,RP63,A
HI1,PEX7,RCD1,MDDC,AHR,KLHL7,RP9,BBS9,PEX1, TSPAN12,IMPDH1,0PN1SW,KIAA1549,R
P1L1,ADAM9,HGSNAT,RP1,TTPA,CSPP1,0PA6,PEX2,CNGB3,C80rf37,GDF6,RIMS2,VMD1,KC
NV2,TOPORS,MIR204,CEP78,INVS,PRPF4,WHRN,TRIM32,TLR4,DYNC2I2,RP8,EXOSC2,INPP5
E,PHYH,ACBDS5,USH1K,RBP3,ERCC6,RNANC,PCDH15,HK1,CDH23,CDHR1,RGR,KIF11,RBP4,P
DE6C,PAX2,PDZD7,ARL3,BBIP1,CORD17,ARMS2,HTRA1,OAT,ZNF408, TUB, TEAD1,USH1C,EV
R3,TMEM?216,BEST1,ASRGL1,ROM1,BBS1,CABP4,LRP5,CAPN5,MYO7A, TMEM126A,FZD4,DY
NC2H1,CEP164,C1QTNF5,MFRP,CACNA2D4,GNB3,PDE6H,COL2A1,CODA1,RDH5,CCT2,BBS1
0,CEP290,POC1B,MVK,IFT81,C120rf65,ITM2B,RB1,RCBTB1,GRK1,STGD2,ACHM1,RP16,MCD
R4,RPGRIP1,NRL,OTX2,RDH11,RDH12,TTLL5,SPATA7,USH1A,TTC8,FBLN5, TRPM1,TUBGCP4,
USH1H,SLC24A1,NR2E3,MRST,BBS4,CIB2,RLBP1,GNPTG,IFT140,CLUAP1,ABCC6,RP22,CLN3,
ZNF423,RPGRIP1L,BBS2,ARL2BP,CNGB1,0PA8,CDH3,DHX38,ADAMTS18,FHASD,CACD,RCD2
,PRPF8,AIPL1,PITPNM3,GUCY2D,CORD4,UNC119,GPR179,MKS1,CA4,RGS9,ARSG,USH1G,PR
CD,FSCN2,PDE6G,LAMA1,AFG3L2,0PA4,CORD1,REEP6,RAX2,C3,ARHGEF18,PNPLAG,RGS9B
P,MCDRS5,CRX,0PA3,PRPF31,IDH3B,PANK2,JAG1,MKKS,KIZ,ABHD12,KIF3B,CEP250,PRPF6,U
SH1E,C210rf2,0PA5,TIMP3,IFT27,VRD1,MIEF1,ACO2, TUBGCP6,0FD1,RS1,RP6,DMD,0PA2,
RPGR,NYX,COD1,RP15,PRD,NDP,AIED,RP2,CACNA1F,PGK1,CHM,TIMMSA,PRPS1,RP24,COD
2,RP34,BCM,OPN1LW,0PN1IMW,KSS,LHON,MT-TL1,MT-ATP6,MT-TH,MT-TS2,MT-TP

2. CODIGOS
A continuacion, se explican los cédigos desarrollados para poder hacer la implementacion de
las dos bases de datos especificas para DHR.

2.1. RetNet
En primer lugar, para la transformacién de los datos se desarrolla un cédigo guardado con el
nombre de transform_retnet_data.py, una vez trasformados los datos se guardan en un archivo
CSV. El cddigo es el siguiente:

from os import path

from tqdm import tqdm

import sys

from dotenv import load_dotenv

dir_path = path.dirname(path.abspath(__file ))
sys.path.append(path.join(dir_path, "../"))
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from utils import utils

transform_retnet_data():

tgdm.pandas(desc="[RetNet Data Transformation]")
load_dotenv()

paths dict = utils.get transform_paths('retnet"’)
for paths in paths_dict.values():

input_path = paths["input path"]

output_path = dict(paths["output path"])

retnet_data =utils.read df from csv_latin(input path["diseases"])

retnet_data = transform_retnet(retnet data)
utils.save df to csv(retnet data, output path["diseases"])

transform_retnet(df):

df = df[[
"Symbols; OMIM Numbers", "Diseases; Protein",
"How Identified; Comments", "References"

1]
df = df.fillna(".")

return df

if __name__ == '_main__
transform retnet data()

Este cédigo tiene diferentes partes, en la primera se comienza importando las librerias (os, sys,
tgdm, dotenv) necesarias para que funcione de forma correcta en script. Tras esto se gestionan
las rutas y las variables de entorno, estableciendo las rutas de los archivos de entrada a tratar y
las rutas de los archivos de salida una vez los datos estén trasformados.

La funcién principal de este es la de ‘transform_retnet_data’, en esta se cargan los datos de los
archivos de entrada, se aplica la funcién de trasformacién de los datos llamada
‘trasnform_retnet’ y se guarda los datos trasformados en un archivo CSV.

La funcidn ‘transorm_retnet’ se encarga de limpiar y transformar el contenido del dataframe de
retnet. Se seleccionan solo las columnas relevantes para el analisis y se reemplazan los valores
vacios por un ‘.’ Para evitar errores.

Ahora para hacer la mejora de los datos se desarrolla por otro lado un script llamado
enhance_retmet_data.py. Es el siguiente cédigo.

enhance_retnet_data():
tgdm.pandas(desc="[RetNet Data Enhancement]")

load_dotenv()
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paths dict = utils.get enhance paths('retnet")
for paths in paths_dict.values():
input_path = paths["input path"]
output_path = paths["output path"]["diseases"]

retnet_data =
utils.read_df_from_csv(input_path["diseases"]).fillna("'.")
reference_data =
utils.read _df from_csv(input_path["references"]).fillna('.")

retnet_data = enhance(retnet_data, reference_data)

utils.save df to csv(retnet data, output_path)
utils.remove_input_dbs("RetNet")
remove_omim_identifier(df):
df["Symbols"] = df["Symbols; OMIM Numbers"].apply(split_first,
args=(";",))
df.drop(columns=[ ‘Symbols; OMIM Numbers'], inplace=
return df
first gene(df):
df["Symbols"] = df["Symbols"].apply(split first, args=(",",))
return df
split first(x, split separator):

return x.split(split separator)[0]

remove protein(df):

df["Diseases"] = df["Diseases; Protein"].apply(remove protein_info)
df.drop(columns=[ 'Diseases; Protein'], inplace= )
return df

remove protein_info(x):

elements = [elem.strip() for elem in x.split(';"') if
elem.strip().startswith('protein:")]

result = '@'.join(elements)

return result

remove_gene(df):

df["Diseases"] = df["Diseases"].str.replace(r'\[
regex= )

return df
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def find_complete reference(author_last name, year_two_digits,
references_df):
complete reference = references_df|
references_df["references"].str.contains(author_last name,
case=False) &
references_df["references"].str.contains(year two digits,
case=False)
]1["references"].values

return complete_reference[@] if len(complete_reference) > @ else None

def get _complete_references(partial_references, references_df):
complete references = []
for partial ref in partial references:
author_last_names = [name.strip() for name in
partial ref.split(',")]
for author_last_name in author_last_names:
author_last name, year two digits = author_last name.rsplit(’
1)
complete_reference =
find_complete reference(author last name, year two digits, references df)
complete references.append(complete reference or partial ref)
return '@ '.join(complete references)

def obteining references(df, references df):

df["References"] = df["References"].progress apply(lambda x:
get_complete_references(x.split(';"'), references_df))
return df

def text transform(x):
parts = x.split(';")
how identified = parts[0]

transformed text = f"The following methods were used for determining
the gene-disease relationship: {how_identified}. The following evidences
support the association: {'. '.join(parts[1:])}"

return transformed text
def drop_rows_with_symbol(df, val, column):

df = df[df[column] != val]
return df

def enhance(retnet_df, references_df):
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column_names = {
'Symbols': 'Gene.official symbol@RetNet',
'Diseases’': 'Phenotype.preferred_name@RetNet',
'"How Identified': 'EntityPrediction.description@RetNet’,
'References': 'BibliographyReference@RetNet'

retnet_df = remove_omim_identifier(retnet_df)

retnet_df = first_gene(retnet_df)

retnet_df = remove_protein(retnet_df)

retnet_df = remove_gene(retnet_df)

retnet_df = obteining_references(retnet_df, references_df)

retnet_df["How Identified"] = retnet df["How Identified;
Comments"].apply(text_transform)

retnet_df.drop(columns=[ '"How Identified; Comments'], inplace=

retnet_df=drop_rows_with_symbol(retnet_df, (- - -)', 'Symbols")

column_order = ['Symbols', 'Diseases', 'How Identified’,
'References' ]
retnet _data = retnet data[column_order]

return rename_columns(retnet_df, column_names, drop=

if __name__ == '_main__
enhance_retnet _data()

De nuevo se explica el cédigo, en primer lugar, se vuelven a cargar las diferentes librerias
necesarias para el correcto funcionamiento del mismo. Una vez importadas se gestionan las
rutas de los archivos de entrada y salida, en este caso se deben obtener las rutas de entrada de
dos archivos y no solo de uno ya que tenemos los datos de los genes de las DHR y las referencias
y los carga en dos dataframes distintos.

La funcién principal de mejora de los datos es la llamada ‘enhance’, en esta se aplican una serie
de transformaciones sobre las columnas y contenido que estan definidas en distintas funciones.

Para empezar, encontramos la funcion que elimina los identificadores OMIM de la columna
Symbol, tras esta la que permite seleccionar el primer gen en los casos en los que haya multiples
genes listados, tras esto se elimina la informacién de las proteinas que estan en la columna de
Diseases y por ultimo se eliminan las referencias especificas de genes en los nombres.

Tras esto se crean una serie de funciones que permiten coger las referencias del segundo archivo
y hacer un match con las que hay en el archivo que tiene los datos de las enfermedades. Estas
funciones se basan en analizar las iniciales de los autores y los afios de las citas. Es la funcion de
‘get_complete_references’ la que busca coincidencias de los nombres y las fechas en el archivo
de referencias y las reemplaza.
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Por dltimo, se realiza una funcién que sirve para transformar el texto, en este caso es en la
columna de how identified para mejorar la expresidn de las asociaciones de gene y enfermedad,
es decir se genera un texto mds descriptivo. Para terminar, se guardan las transformaciones
necesarias en un nuevo archivo CSV

2.2.  NCBI refseq
En el caso de esta base de datos al igual que con RetNet también se van a desarrollar dos cédigos
uno en el que se hace la transformacién de los datos o la seleccidn de columnas relevantes y el
segundo en el que se hace la mejora de los datos seleccionados. En primer lugar, el primer cédigo
se llama ‘transform_NCBI_data.py’ y es el siguiente:

transform_NCBI_data(NCBI_data, output_path):
"") as csvfile:

with open(output_path, "w", newline=
csvwriter = csv.writer(csvfile)
csvwriter.writerow(["chrom", "chromStart", "chromEnd", "name",
"pubmedids", "note", "experiment", "function"])

chromosomes = NCBI data.chroms()

for chromosome, length in chromosomes.items():

entries = NCBI data.entries(chromosome, @, length)
for entry in entries:

chrom = chromosome

start = entry[9]

end = entry[1]
name_and_info = entry[2]

name, *extra_info = name_and info.split("\t")
print("Datos en extra info:", extra_info)

if len(extra_info) >= 12:
note = extra_info [6]
pubmedids = extra_info[8]
experiment = extra_info[9]
function = extra_info[10]

csvwriter.writerow([chrom, start, end, name, pubmedids,
note, experiment, function])

transform_NCBI():
load_dotenv()
paths dict = utils.get transform_paths('NCBI"')
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for paths in paths_dict.values():

input_path = paths["input_path"]["maindata"]
output_path = paths["output path"]["NCBI"]

NCBI data = utils.read bigwig file(input_path)
transform_NCBI_data(NCBI_data, output_path)
NCBI data.close()

if name__ == ' main__
transform_NCBI()

En primer lugar, se vuelven a cargar las diferentes librerias necesarias, y tras esto se gestionan
las rutas de archivos tanto de entrada como de salida. La funcidon principal es la de
‘transform_NCBI_data’. Esta funcién es la encargada de procesar los datos y guardarlos en CSV.

Se recorren todos los cromosomas y para cada uno se procesan las diferentes columnas
extrayendo de estas la informacién relevante que es la posicién cromosdmica, identificadores
de publicaciones (PMIDs), notas y detalles experimentales. Los datos transformados se guardan
en un archivo CSV.

Y tras este una vez ya seleccionados los datos relevantes, estos se mejoran con
enhance_NCBI_data.py que es el siguiente cédigo desarrollado:

enhance NCBI data():
load dotenv()
paths_dict = utils.get_enhance_paths( 'NCBI")

for paths in paths dict.values():

input_path = paths["input_path"]["NCBI"]
output _path = paths["output path"]["NCBI"]

NCBI data utils.read df from csv(input path, separator=',")

NCBI data = enhance(NCBI_data)

NCBI data.to csv(output path, index= , sep="\t',
encoding="utf-8-sig")

fill missing values(df):
return df.fillna(value=".")

get _bibliography(df):
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df[ 'pubmedids'] = df['pubmedids'].str.split("',"').apply(

"“Y[(".join([item.split('|')[@] for item in x]))

total pmids = extract_df pmids(df['pubmedids’])
df bibliography = retrieve pumbed info(total pmids)
df["pubmedids"] = replace_df pmids(df["pubmedids"], df_bibliography)

return df

remove_last_numbers(text):

import re
pattern = r"\[ \]
return re.sub(pattern, '', text)

remove_numbers (df):

df[ "function'] = df['function’'].apply(remove last numbers)
return df

clean_experiment(text):
cleaned_text = ' '.join(text.split()[1:])

cleaned text = cleaned text.split(' [')[Q]
return cleaned_ text

clean_experiment_column(df):

df[ "experiment'] = df['experiment’'].apply(clean_experiment)
return df

replace no_info(text):
phrases = ['The description of the element: ', 'The element function
', 'The experimental evidence is: ']
for phrase in phrases:

text = text.replace(phrase + '.', phrase + '(No information)")
return text

combine_info(df):

df['Info'] = "The description of the element: " + df['note'] + ". The

element function is: " + df['function'] + ". The experimental evidence

is:

+ df['experiment'] +
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df.drop(columns=[ 'note', 'function', 'experiment'], inplace=

df[ 'Info'] = df['Info'].apply(replace_no_info)

return df

enhance(df):
column_names = {
‘chrom':'chrom',
‘chromStart':'chromStart’,
‘chromEnd"' : ' chromEnd",
'name’: 'DNAEntity.name@NCBI RefSeq_ functional elements',
"pubmedids ' :
'BibliographyReference@NCBI_RefSeq functional elements',
"Info': 'DNAEntity.description@NCBI_RefSeq_functional elements'

df = fill missing values(df)

df = get _bibliography(df)

df = remove numbers(df)

df = clean_experiment column(df)
df = combine_ info(df)

pd.set _option('display.max_columns',
pd.set option('display.max_colwidth',
print(df.head(34))

return rename_columns(df, column_names, drop=

if __name__ == '_main__
enhance NCBI data()

Este cddigo también se divide en varias partes que se explican a continuacion. En primer lugar,
se importan las librerias necesarias y se gestionan las rutas de los archivos de entrada y de salida.

En este caso hay diferentes funciones de transformacién en primer lugar encontramos la de
rellenar valores faltantes para mantener la consistencia. Después esta la de extraer la
bibliografia en la que se procesa la columna donde estan los identificadores de PubMed y
recupera la informacion de las publicaciones asociadas. Tras esta hay una limpieza de los datos
de texto en la que se eliminan nimeros y contenido especifico de la columna. Por ultimo, se
combina la informacién de los campos de notas, funciones y evidencia experimental en una solo
columna que genera una descripcién detallada del elemento.

Para finalizar se organizan y renombran las columnas para que tengan los nombres especificos
que se quieren y se guarda el resultado en un archivo CSV.
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