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RESUMEN

La aplicacién de técnicas de Modelado Conceptual (MC) es un punto clave a la hora de
obtener diagndsticos gendmicos que permitan potenciar la Medicina Personalizada a través de la
prevencion y diagndstico con mayor precision. Actualmente, los expertos en genética vy
bioinformatica no cuentan con herramientas eficientes que les proporcione un diagndstico precoz
para sus pacientes (en este caso especifico, enfermos de Neuroblastoma). La informacion sobre
las variaciones asociadas con la enfermedad se encuentra en multiples repositorios, dando lugar a
problemas de dispersién, el cual es un ejemplo de lo que se conoce como “caos gendmico”. Este
trabajo, propone el disefio de un Sistema de Informacion Genémico (GelS) que permita reducir el
problema existente en el dominio mediante la creacidn de un repositorio con datos curados y de
calidad. El proceso de obtencion de dicho sistema se basa en una revisién y filtrado del contenido
gue existe en los repositorios gendomicos actuales con el fin de obtener sélo la informacidon mas
relevante sobre la enfermedad en estudio. Dicho proceso culmina con la obtencién de un total de
373 variaciones —curadas- relacionadas con el “Neuroblastoma”. Dichas variaciones son cargadas
a la Base de Datos del Genoma Humano (HGDB) y la informacidén es explotada mediante la
herramienta “VarSearch”, la cual compara las variaciones encontradas en la muestra de un
paciente con las cargadas en la HGDB. De esta manera, se obtiene un diagndstico mucho mas
preciso que permite al especialista tomar las decisiones correctas y permitiria la asignacion de
tratamientos guiados y especificos (personalizados) segln las variaciones que posea el paciente.

Palabras clave: Neuroblastoma, medicina de precisién, modelado conceptual, diagndstico
gendmico, GelS.
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RESUM

L'aplicacio de tecniques de Modelatge Concepual (MC) és un punt clau a I’hora d’obtindre
diagnostics genomics que permeten potenciar la Medicina Personalitzada a través de la prevencio
i diagnostic amb més precisid. Actualment, els experts en genética i bioinformatica no compten
amb ferramentes eficients que els proporcionen un diagnostic precog per als seus pacients (en
aquest cas especific, malalts de Neuroblastoma). La informacién sobre les variacions associades
amb la malaltia es trova en multiples repositoris, donant lloc a problemas de dispersio, el qual és
un exemple del que es coneix com a “caos genomic”. Aquest treball, proposa el disseny d’un
Sistema d’Informacié Genomic (GelS) que permeta aminorar el problema existent en el domini per
mitja de la creacié d’un repositori amb dades curades i de qualitat. El procés d’obtencié d’aquest
sistema es basa en una revisid i filtrat del contingut que existix en els repositoris genomics actuals
a fi d’obtindre només la informacion més rellevant sobre la malaltia en estudi. Aquest procés
déna lloc a I'obtenci6 d'un total de 373 variacions —curades- relacionades amb el
“Neuroblastoma”. Dites variacions sén carregades a la Base de Dades del Genoma Huma (HGDB) i
la informacién és explotada mitjancant la ferramenta “VarSearch”, la qual compara les variacions
trobades en la mostra d’un pacient amb les carregades en la HGDB. D’aquesta manera, s’obté un
diagnostic molt més precis que permet a |'especialista prendre les decisions correctes i permetria
I’assignacié de tractaments guiats i especifics (personalitzats) segons les variacions que posseisca
el pacient.

Paraules clau: Neuroblastoma, medicina de precisié, modelatge conceptual, diagnostic genomic,
GelS.
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ABSTRACT

The application of techniques of Conceptual Modeling (CM) is a key point in obtaining
genomic diagnosis that allow to enhance the personalized medicine through prevention and
diagnosis with better precision. Currently, genetics and bioinformatics experts do not have
efficient tools that provide them an early diagnosis for their patients (in this specific case,
Neuroblastoma patients). The information on the variations associated with the disease is located
in multiple repositories, giving rise to problems of dispersion, which is an example of what is
known as "genomic chaos". This work proposes a design of a Genomic Information System (GelS)
that allows to reduce the problem existing in the domain by creating a repository with curated
and quality data. The obtainment process of that system is based on a review and filtering of
content that exists in the current genomic repositories in order to get only the most relevant
information about the disease in study. This process culminates with the obtaining of a total of
373 variations -curated- related to “Neuroblastoma”. These variations are loaded into the
Database of the Human Genome (HGDB) and the information is exploited by the "VarSearch" tool,
which compares the variations found in the sample of a patient with the loaded into the HGDB. In
this way, you get a much more precise diagnosis that allows the specialist to make the right
decisions and would allow the allocation of guided and specific (personalized) treatments
according to the patient’s variations.

Keywords: Neuroblastoma, precision medicine, conceptual modeling, genomic diagnosis, GelS.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. MOTIVACION

En los ultimos afios ha habido grandes avances en el campo de la gendmica, descubrimientos
gue permiten detectar la predisposicién genética y la patogenia molecular de una persona a
padecer enfermedades de origen genético.

Aungue la tecnologia convencional de secuenciacion ideada por Sanger et al. (1977) permite
la deteccidn de variantes genéticas de pequefio tamafio, ésta resulta ser una técnica muy lenta ya
que solo se pueden realizar pocas reacciones en paralelo. Esta limitacidon produce una duracién de
tiempos largos en los experimentos y que el precio por base secuenciada sea bastante elevado.
Las tecnologias de nueva generacion (NGS de sus siglas en inglés “Next-Generation Sequencing”),
conocidas también como secuenciacion masiva paralela, permiten secuenciar millones de
fragmentos de ADN de forma paralela a un precio por base mucho mds barato que las tecnologias
de secuenciacidon convencionales. Estas tecnologias son capaces de detectar todos los tipos de
variaciéon gendmica en un Unico experimento, como, por ejemplo, variantes de nucledtido Unico o
mutaciones puntuales, pequefias inserciones y deleciones, o también tanto variantes
estructurales equilibradas (inversiones y translocaciones) como desequilibradas (deleciones o
duplicaciones) (Benjamin Rodriguez-Santiago, 2012).

Estas técnicas son Utiles para entender las alteraciones genéticas de manera integral. Como
parte de estos avances, las alteraciones gendmicas de algunas enfermedades, como, por ejemplo,
en este trabajo que se aborda el Neuroblastoma, pueden analizarse y entenderse con mayor
precision (Theruvath et al., 2016).

Actualmente, es posible obtener la secuencia completa de un genoma humano por menos de
1000 ddlares (Van Dijk et al., 2014), por lo que el reto ya no es la extraccién de datos a partir de
tecnologias de secuenciacion masiva sino el almacenar, procesar e interpretar la inmensidad de
datos obtenidos. Este reto precisa de la participacion de un amplio espectro de especialistas:
bidlogos computacionales, asesores genéticos, doctores o ingenieros biomédicos.

Una vez obtenida la secuencia, se alinea con la secuencia de referencia de la que va a diferir
entre 4,1-5 millones de posiciones (Auton et al., 2015). La combinacién de estas variaciones, lo
que se llama “genotipo”, junto con los factores ambientales determinan las caracteristicas fisicas
de cada individuo, es decir, el “fenotipo”. Concretamente el entendimiento de esta relacidon
genotipo-fenotipo es la principal tarea de la medicina gendmica.

Si se realiza una busqueda de informacién genética relacionada con cierta enfermedad se
aprecia la gran heterogeneidad y dispersién en los repositorios gendmicos, lo que da lugar al
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famoso “caos gendmico”. Para la correcta gestion de los datos se precisa de mecanismos que
recojan toda la informacion de las diferentes fuentes y la unifiquen creando un Unico repositorio
evitando asi problemas de ubicuidad o usabilidad, entre otros. Este es uno de los grandes retos
gue se plantea la comunidad médico-cientifica quienes buscan la obtencién de sistemas que les
permitan obtener diagndsticos eficientes y fiables con el fin de mejorar la calidad de vida de los
pacientes.

El constante crecimiento en el entorno bioinformatico ha dado lugar a la metodologia SILE
(Search-Identification-Load-Exploitation), que sirve como herramienta para mejorar los procesos
de carga de las bases de datos del genoma humano. Con ella se pretende crear bases de datos
filtradas en las que se tiene una informacién validada y relevante que ayude a crear diagndsticos
mas fiables y precisos. Esta metodologia se pone en practica con la enfermedad del
Neuroblastoma en el presente proyecto.

Con la creacién de estos Sistemas de Informacion Genémicos (GelS) para el diagndstico, nos
adentramos en el desarrollo de una medicina mucho mas personalizada y precisa.

1.2.OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo general del trabajo consiste en crear un Sistema de Informacién Gendmico que
recoja la informacidn mas relevante que se puede extraer de las distintas bases de datos/articulos
cientificos disponibles sobre una enfermedad en concreto, el Neuroblastoma, de manera que se
situe toda ella en un marco comun evitando problemas de redundancias o calidad de los datos.
Podra ser utilizado por médicos o genetistas los cuales podran explotar la informacion disponible
y proporcionar diagndésticos mas fiables y corroborados por la comunidad cientifica.

Como objetivos especificos:

- Investigar las fuentes de datos heterogéneas existentes con el objetivo de poner solucion
al “caos genémico”.

- Seleccionar e identificar aquella informacién mds relevante de las bases de datos
convenientes a investigar para la enfermedad del Neuroblastoma.

- Manipular y/o transformar de manera correcta los datos genémicos complejos incluyendo
la determinacién de criterios de calidad para su correcta gestion.

- Obtener una base de datos homogénea que contenga toda la informacién correctamente
filtrada con el fin de explotar el conocimiento disponible en las diferentes fuentes
heterogéneas.
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1.3.ESTRUCTURA DEL DOCUMENTO

DOCUMENTO I: MEMORIA. A continuacion, se presenta la estructura del siguiente Trabajo
Final de Grado, el cual consta de 5 capitulos. Un primer capitulo introductorio donde se presenta
el problema, un segundo capitulo donde se situa al lector en el contexto, después se describen los
materiales utilizados en un tercer capitulo, el cuarto capitulo consta del desarrollo del trabajo
utilizando la metodologia SILE y, por ultimo, un capitulo a modo de conclusién. A continuacion, se
muestran de manera detallada cada uno de ellos:

- CAPITULO 1. INTRODUCCION.
Ademads de contener la estructura del documento, en este primer capitulo se plantea el
problema actual con los Sistemas de Informacién Gendmicos, como ha surgido la
motivacidn por ponerle solucion y cudles son los objetivos entorno a los cuales va a girar
el proyecto, tanto de forma general como las tareas especificas.

- CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE.

Se pretende situar al lector en el marco actual tanto de la enfermedad del Neuroblastoma
como en la obtencidn del diagndstico gendmico. Se expone toda la actualidad acerca de la
enfermedad en cuestién, desde cuando se detectd por primera vez hasta las soluciones
que se proponen actualmente. También se hace hincapié en las bases de datos que
utilizan los genetistas para obtener la informacién, ademds de una revisién de las
empresas gendmicas que vya proporcionan servicio de diagnéstico gendmico
personalizado y cuales son las ventajas del presente proyecto

- CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.
Se describen de manera detallada las herramientas y metodologias seguidas para el
desarrollo del trabajo con la meta de alcanzar los objetivos planteados.

- CAPITULO 4. APLICACION DEL METODO SILE.
Se describe paso a paso como se ha desarrollado la metodologia SILE, la cual proporciona
los resultados 6ptimos, dividida en cuatro partes: Search, Identification, Load y
Exploitation. En cada parte se detallan los pasos seguidos para la evolucion de la
informacién con el fin de poder transformarla en conocimiento y poder explotarla. Es
decir, incluye todo el desarrollo e implementacidn del sistema de informacién gendmico
para el diagndstico del Neuroblastoma.

- CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS.
Se hace un breve repaso del trabajo, remarcando los retos a los que se ha hecho frente,
asi como los objetivos conseguidos al realizar este trabajo de investigacion, y se proponen
posibles mejoras para trabajos futuros.
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CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

2.1 NEUROBLASTOMA

El Neuroblastoma se trata de un tipo de tumor canceroso que se desarrolla a partir de tejido
nervioso, en las células neurales inmaduras en desarrollo llamadas “neuroblastos”. Normalmente
se presenta en bebés y nifios, aproximadamente el 37% de los casos se diagnostican en lactantes
y el 90% corresponden a nifios menores de 5 afios (London et al., 2005). Esta condicion fue
descrita por primera vez en 1864 por el médico aleman Rudolf Virchow quién llamd gliomas a los
tumores encontrados en los abdémenes de los nifios (“Historia del Neuroblastoma”, 2017).

En 1891, el patdlogo alemdn Felix Marchand describidé por primera vez las caracteristicas de
los tumores que se desarrollan en el sistema nervioso simpatico y la médula suprarrenal que se
encuentra sobre los rifiones (Pryse-Phillips, 2009).

Mas tarde, en 1910, James Homer Wright sefalé que estos tumores se originaron a partir de
una forma inmadura de células neurales, y, por tanto, el nombre de “blastoma” se refiere a una
coleccion de células inmaduras indiferenciadas (Rothenberg, Berdon, D’Angio, Yamashiro and
Cowles, 2008).

Cushing y Wolbach (1927) descubrieron que no todos los neuroblastomas eran cancerosos.
Mientras que unos eran malignos y se propagaban rdpidamente a varios drganos del cuerpo como
el higado, piel, hueso y médula dsea, otros desaparecian sin tratamiento. En algunos casos raros,
encontraron que los tumores se convirtieron en masas no malignas llamadas “ganglioneuromas”,
gue también pueden resolverse por si solos. Evenson y Cole (1966) afiadieron que la
transformacién de formas cancerosas a no cancerosas era rara en bebés de mas de 6 meses de
edad.

Un hecho relevante para la deteccidn de la enfermedad ocurrié cuando Mason et al. (1957)
descubrieron que la presencia de catecolaminas! podia ser detectada en la orina de nifios con
Neuroblastoma. Las catecolaminas son las hormonas que se producen en grandes cantidades por
los tumores, proporcionando un marcador para la presencia de la enfermedad.

Después de todo este proceso de descubrimiento del Neuroblastoma se conoce que se
desarrolla a partir de tejidos que forman el sistema nervioso simpatico. Esta es la parte del
sistema nervioso que controla funciones del organismo como la frecuencia cardiaca, la presién

! |as catecolaminas (CA) o aminohormonas son todas aquellas sustancias que contienen en su estructura un
grupo catecol y una cadena lateral con un grupo amino. Pueden funcionar en nuestro organismo como
hormonas o como neurotransmisores (Silvan, 2017).
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arterial, la digestion y los niveles de ciertas hormonas ("Sistema nervioso simpatico - Definicién",
2017). Por lo general, suele comenzar con mayor frecuencia en las glandulas suprarrenales que se
ubican en la parte superior de los rifiones, aunque también puede desarrollarse en los tejidos
nerviosos del cuello, térax, abdomen o pelvis como se puede ver en la Figura 1.

El mayor problema es que el Neuroblastoma puede diseminarse a los huesos principalmente,
pero también a la médula dsea, el higado, los ganglios linfaticos, la piel y alrededor de los ojos.
Estas formas metastasicas suelen representar el 50% de los casos (“Neuroblastoma”, 2017).

Espina —\ ;
vertebral ~_>Tejido nervioso
paravertebral

Glandulas
suprarrenales

Rifién \
Rifion \ izquierdo |
derecho / \
N i "
/| ="

a&‘

i‘{

| \ \

Figura 1. Esquema sobre los principales puntos donde se suele encontrar el Neuroblastoma
(“Neuroblastoma”, 2017).

El Neuroblastoma representa el 10% de los tumores sélidos de los nifios menores de 15 afios,
con una incidencia anual de alrededor de 1/70.000 nifios en esa franja de edad. Los primeros
sintomas suelen ser fiebre, sensaciéon de malestar general y dolor. También puede verse reflejada
en la pérdida de peso y diarrea.

Como se ha mencionado antes, en nifos el Neuroblastoma a veces desaparece de manera
espontdnea. En el resto de casos, puede que la cirugia sola sea suficiente, pero con frecuencia
también se requieren otras terapias como quimioterapia, radioterapia o trasplante de células
madre hematopoyéticas ("Neuroblastoma: MedlinePlus enciclopedia médica", 2017). Este
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comportamiento clinico tan dispar ha sido relacionado con factores bioldgicos tales como la edad

al diagndstico, histologia del tumor o aberraciones genéticas. Por ello, estos datos se incluyen en

los sistemas de clasificacion de pacientes.

Durante anos, los distintos grupos de trabajo han utilizado factores y protocolos distintos a la

hora de clasificar pacientes. Esto hacia que los resultados obtenidos de los estudios no fuesen

comparables. Por ello, con el objetivo de posibilitar la comparacion de trabajos de investigacion,

se crearon una serie de estandares internacionales: International Neuroblastoma Staging System

(INSS), International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) and International

Neuroblastoma Risk Group (INRG) Classification System (Monclair et al., 2009).

El INSS es un sistema de estatificacion que depende del grado de reseccién quirurgica. La

clasificacién original del INSS se muestra en la Tabla 1.

ESTADIO
DEL
TUMOR

1

2A

2B

4S

DESCRIPCION

Tumor localizado con extirpacion macroscdpica completa, con o sin enfermedad
residual microscopica; ganglios linfaticos ipsilaterales negativos para el tumor
microscépicamente. Los ganglios unidos y eliminados con el tumor primario pueden ser
positivos.

Tumor localizado con escision macroscépica incompleta; ganglios linfaticos ipsilaterales
no adherentes negativos para el tumor microscépicamente.

Tumor localizado con o sin escision macroscépica completa; con ganglios linfaticos
ipsilaterales no adherentes positivos para el tumor; ganglios linfaticos contralaterales
alargados negativos microscopicamente.

Tumor unilateral no operable que se infiltra a través de la linea media (mas alla del lado
opuesto de la columna vertebral) con o sin afectacidén de ganglios linfaticos regionales,
o tumor de linea media con extension bilateral con infiltracidn (inoperable) o afectacion
ganglionar.

Cualquier tumor primario con diseminacién a ganglios linfaticos distantes, hueso, piel
higado, médula 6sea y/u otros drganos (excepto aquello definido en el estadio 4S)
Tumor primario localizado (definido como enfermedad en el estadio 1, 2A o 2B) con
diseminacion limitada a la piel, higado y/o médula dsea (limitado a nifios menores de
un afio, con afectacién de la médula de al menos el 10% de las células nucleadas y
resultados de la exploracion MIBG negativos en la médula dsea).

Tabla 1. Descripciones de los estadios originales de tumores de la INSS (Brisse et al., 2011).

No obstante, dado que segun este sistema el estadio es asignado tras una intervencion

quirurgica, no es adecuado para agrupar pacientes en grupos de riesgo ya que se busca una

clasificaciéon pretratamiento. Por ello se cred un nuevo sistema de estatificacion INRG (INRGSS)

basado en criterios clinicos y factores de riesgo obtenido a partir de pruebas médicas (image-

6
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defined risk factors, IDRFs). Dichos factores de riesgo basados en pruebas médicas quedan
definidos en la Tabla 2. La clasificacién que realiza el nuevo sistema de estatificacion INRGSS se

muestra en la Tabla 3, dividiendo la enfermedad en 4 subgrupos.

REGION ANATOMICA

Compartimientos muiltiples
del cuerpo

Cuello

Union cervicotoracica

Torax

Unidn toracoabdominal

Abdomen y pelvis

Extension de tumor
intraespinal

Infiltracion de o6rganos vy
estructuras adyacentes.

DESCRIPCION

Extensiéon del tumor ipsilateral entre dos compartimientos del
cuerpo (por ejemplo, cuello y pecho, pecho y abdomen, o abdomen
y pelvis).

Tumor que envuelve la arteria cardtida, la arteria vertebral, y/o la
vena yugular interna.

Tumor que se extiende a la base del craneo.

Tumor que comprime la trdquea.

Tumor que cubre las raices del plexo braquial.

Tumor que envuelve vasos subclavios, arteria vertebral y/o arteria
carotica.

Tumor que comprime la traquea.

Tumor que envuelve la aorta y/o ramas principales.

Tumores que comprimen la traquea y/o los bronquios principales.
Tumor mediastinico inferior que se infiltra en la unidn
costovertebral entre los niveles vertebrales T9y T12.

Tumor que envuelve la aorta y/o la vena cava.
Tumor infiltrante porta hepatis y/o ligamento hepatoduodenal.

Tumor envolviendo ramas de la arteria mesentérica superior en la
raiz mesentérica.

Tumor que contiene el origen del eje celiaco y/o el origen de la
arteria mesentérica superior.

Tumor que invade uno o ambos pediculos renales.

Tumor que contiene aorta y/o vena cava.

Tumor que envuelve vasos iliacos.

Tumor pélvico que cruza la hendidura ciatica.

Extensidon del tumor intraespinal (sea cual sea la localizacion)
siempre que se invada mas de un tercio del conducto espinal en el
plano axial, los espacios leptomeningeos perimedulares no sean
visibles o la intensidad de la sefial de la médula espinal sea anormal.
Pericardio, diafragma, rifidn, higado, bloqueo duodenopancreatico y
mesentrio.

Tabla 2. Descripcion de los IDRFs (Brisse et al., 2011).
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ESTADIO DEL TUMOR DESCRIPCION

L1 Tumor localizado que no envuelve estructuras vitales, como las definidas
por la lista de IDRFs, y confinado a un compartimiento del cuerpo.

L2 Tumor local- regional con la presencia de 1 o mas IDRFs.

M Enfermedad metastasica distante (excepto aquello definido en el estadio
MS).

MS Enfermedad metastasica en nifios menores de 18 meses de edad, con

metdastasis confinada a la piel, higado y/o médula dsea.

Tabla 3. Descripciones de los nuevos estadios de tumores INRG (Brisse et al., 2011).

Con el uso de esta nueva estadificacion (INRGSS) y clasificacién de riesgo (INRG) del
Neuroblastoma se facilita la comparacion basada en hechos clinicos entre diferentes regiones del
mundo.

La causa del tumor se desconoce, pero los expertos creen que parte del problema puede
deberse a un defecto en los genes. Esta enfermedad se ha asociado con numerosas anomalias
genéticas que condicionan el pronéstico: la amplificacion del oncogén MYCN (2p24.3) (copias
extras del oncogén MYCN) es un factor de prondstico negativo; la triploidia y las anomalias
numéricas cromosémicas estan asociadas a un buen pronéstico, mientras que la di- o tetraploidia
y las anomalias segmentarias cromosdmicas (incluyendo pérdidas de 1p, de 11q, ganancia de 17q,
etc.) estan asociadas a un mal prondstico. Recientemente, una mutacion del gen ALK se ha
descrito en el 12% de los casos (Reservados, 2017).

Recientemente, en abril de 2017 se realizdé un estudio con 72 nifios con Neuroblastoma
(Hyun Lee et al., 2017) en el que las alteraciones genéticas mas frecuentes se detectaron en los
genes que se muestran en la Tabla 4.

GENES PORCENTAIJE DE NINOS EN LOS QUE SE DETECTO
ALK 16.7%
BRCA1 13.9%
ATM 12.5%
PTCH1 11.1%

Tabla 4. Genes involucrados en la aparicion del neuroblastoma (Hyun Lee et al., 2017).
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Pero la novedad vino con la deteccidn de alteraciones en la secuencia en ARID1B en 5 de los
72 nifios sobre los que se hacia el estudio (6.9%), y todos ellos se relacionaban con tumores
agresivos de Neuroblastoma.

Existen gran cantidad de bases de datos biomédicas en las que se puede extraer
conocimiento para la predisposicidn a la enfermedad, basdandose en qué genes se relacionan con
el Neuroblastoma o cualquier otra enfermedad. En ellas se recogen los datos disponibles y
proporcionados por investigaciones y analisis cientificos. Entre las mas importantes se encuentra,
por ejemplo, ClinVar, dbGaP o dbSNP, bases de datos de mutaciones de acceso libre donde se
puede obtener gran cantidad de informacidn. Estas brindan cantidad de beneficios ya que a partir
de estos datos es posible extrapolar conocimiento para aplicarlo a los pacientes con
predisposicién a una cierta enfermedad.

Aungue son una fuente de informacién muy potente, también poseen problemas. El mayor
problema es la heterogeneidad de los datos ya que la informaciéon se encuentra de manera muy
dispersa vy, al realizar una busqueda, pueden aparecer problemas de redundancias o falta de
calidad en los datos.

Los genetistas utilizan estas bases de datos, pero hay que tener en cuenta que la
manipulacién de estos datos no es trivial. Segln sobre qué base de datos se realice la busqueda,
los resultados obtenidos pueden ser diferentes. Ademas, gran parte del trabajo es manual, por
esto, en los resultados presentados pueden aparecer errores debidos al factor humano. Es por
esto que los genetistas o médicos precisan de sistemas software que realicen esta tarea de
gestiéon de datos de manera que se facilite una base de datos comun en la que se pueda
concentrar toda la informacidn de las diferentes fuentes con el fin de explotar el conocimiento
gendmico existente. Ademds, los datos son cambiantes debido a los descubrimientos que se
realizan dia a dia, ya que es un campo en constante evolucion. Por este motivo, la base de datos
deberia actualizarse con frecuencia.

Por otro lado, existen diferentes grupos de investigacion y asociaciones que tratan de buscar
solucidn a la enfermedad en cuestion. Un ejemplo seria la asociacién NEN? formada por un grupo
de padres unidos por la firme determinacion de luchar contra el Neuroblastoma. La asociacion
apoya proyectos de investigacidn relacionados con el tratamiento de la enfermedad, ademas de
realizar campaias que apoyen a los afectados y reldnan fondos los cuales se destinan a la
investigacion. Un ejemplo de los proyectos que NEN apoya econdmicamente es el estudio de
cambios epigenéticos, es decir, conjunto de reacciones quimicas y demds procesos que modifican
la actividad del DNA sin alterar la secuencia, que pueden contribuir al desarrollo y al
comportamiento clinico de la enfermedad con el fin de identificar nuevas dianas terapéuticas.

También en la Fundacién de investigacién Sant Joan de Déu hay un grupo de investigacion
coordinado por Jaume Mora que estudian el origen del Neuroblastoma con la caracterizacién
fenotipica y genotipica de las diferentes poblaciones celulares que conforman el Neuroblastoma.

2 Asociacion NEN (Nifios Enfermos de Neuroblastoma), http://asociacion-nen.org/.
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En Valencia, estd el Instituto de investigacion Sanitaria La Fe* que coordina a nivel nacional
los tratamientos y diagndstico del Neuroblastoma segun protocolo europeo SIOPEN (Sociedad
Internacional de Oncologia Pedidtrica-Europa), ademds de contar con varios ensayos clinicos.
También el Instituto de Investigacién Sanitaria INCLIVA* de Valencia que realiza la mayoria de
analisis patoldgicos de las muestras tumorales de los pacientes espafioles y lleva a cabo varias
investigaciones sobre el Neuroblastoma.

Junto el Centro de Investigacién en Métodos de Produccién de Software (PROS®) de la
Universidad Politécnica de Valencia (UPV) se ha trabajado con la Unidad de Oncologia Pediatrica
de La Fe, con las doctoras Adela Cafete y Victoria Castel, para disefiar un sistema de informacién
para gestionar de forma conjunta los datos clinicos y gendmicos sobre el Neuroblastoma. Se trata
de una aplicacion web que permite gestionar la informacién almacenada en una base de datos
sobre el diagndstico y tratamiento de pacientes que pasan o han pasado por esta unidad
hospitalaria, ya que también se introdujeron datos de caracter retrospectivo que las doctoras
habian ido almacenando durante afios. El objetivo final es, ademas de gestionar la informacién de
los pacientes, poder analizarla de forma conjunta para obtener informacion relevante sobre el
estado actual de la enfermedad, asi como poder obtener datos estadisticos.

Mediante la gestidon de bases de datos curadas se buscar mejorar la atencion al paciente, asi
como actuar en la prevencion de la enfermedad, ya que los factores genéticos juegan un papel
fundamental en la salud de las personas. Todos los esfuerzos se basan en integrar la informacion
disponible con el objetivo de generar diagndsticos genéticos que permitan mejorar la calidad de
vida de los pacientes proporcionando a la poblacién una medicina mucho mads personalizada.

2.2 EMPRESAS- DIAGNOSTICO GENOMICO

Como resultado de estos avances en NGS, en la actualidad existen numerosas empresas que
facilitan tests genéticos a la poblacién con el fin de ofrecer un diagndstico precoz acerca de alguna
enfermedad de origen genético.

Los tests genéticos identifican cambios en los cromosomas, genes o proteinas. Los resultados
pueden confirmar o descartar una condicién genética que habia sido sospechada o ayudar a
determinar la posibilidad de una persona a desarrollar o transmitir un trastorno genético.

Un ejemplo es 23andme (https://www.23andme.com/). Se trata de una empresa fundada en
2006 por Linda Avey, Paul Cusenza y Anne Wojcicki. 23andme ofrece tests genéticos utilizando un
paquete personal de prueba genética para determinar las variaciones de un individuo con
respecto a una enfermedad determinada y diversos rasgos relacionados con su salud, para ello
analizan solamente una muestra de saliva del cliente. El paquete salié a la venta en 2007 por el

3 www.iislafe.es/
4 www.incliva.es/
> www.pros.webs.upv.es/
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precio de 999 ddlares, pero las financiaciones han conseguido reducir este precio hasta 99 délares
(Zettler, Sherkow & Greely, 2014).

23andme permite generar listas de variaciones y sus estudios son en base a probabilidades y
aspectos ancestrales. El tipo de informacién que ofrece el kit es el siguiente:

- Historia genética: Buscar parientes, personas que comparten la misma informacion
genética y han hecho uso del paquete, asi como conocer los origenes globales a nivel de
poblacién mundial.

- Salud personal: Conocer si el consumidor es portador de alguna enfermedad vy si sus
descendientes directos podran sufrirla. Proporcionar informacidn sobre el riego a padecer
ciertas enfermedades con el fin de actuar en la prevencion y por ultimo proporcionar un
perfil de respuesta personal a ciertos fadrmacos en cuanto a consecuencias, dosis y efectos
secundarios.

De igual forma, en Espafia, se han desarrollado empresas de este tipo como, por ejemplo:
Genotest®, Imegen’ o TellMeGen&, con el mismo objetivo de proporcionar a los usuarios tests
genéticos de manera sencilla y aportdndoles un diagndstico que les sirva para actuar sobre su
salud.

& www.trkgenetics.com/genotest
7 www.imegen.es/
8 www.tellmegen.com/

11
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. BASES DE DATOS GENOMICAS

Las bases de datos® utilizadas en este trabajo para la busqueda de las variaciones
relacionadas con la enfermedad de Neuroblastoma han sido: dbGaP
(https://www.ncbi.nlm.nih.qov/qap/?term=) y ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.qov/clinvar/).

Por un lado, ClinVar es una base de datos de mutaciones, de acceso gratuito donde se
encuentran los reportes de relaciones entre variaciones genéticas humanas y fenotipos, con
evidencias que soportan esta relacion indicando cuantos organismos de investigaciéon han
detectado esa variacion y la informacion que han aportado sobre ello (Landrum et al., 2013).

ClinVar procesa las notificaciones sobre variantes encontradas en muestras de pacientes, las
afirmaciones hechas con respecto a su significado clinico, informaciéon sobre la persona u
organismo que proporciona la informacién y otros datos de apoyo. Los alelos descritos en las
notificaciones son mapeados con las secuencias de referencia y se presentan de acuerdo al
estandar HGVS (Human Genome Variation Society). La nomenclatura HGVS se usa para presentar
e intercambiar informacidn de variaciones encontradas en secuencias de ADN, ARN y proteinas y
sirve como un estandar internacional (por ejemplo, si se quiere representar una variacion G/T en
la posicion  chr19:11087877, segun dicho estandar, se representaria como
NC_000019.8:2.11087877G>T, donde NC_000019.8 es el nimero Unico de acceso a la secuencia
usada para posicionar la variacion (en NCBI RefSeq), la letra g significa que la secuencia es
gendmica, 11087877 corresponde a la posicion en la secuencia referida y G>T describe el cambio
de Guanina por Timina). De esta manera, ClinVar presenta los datos tanto para aquellos que estén
interesados como para los que necesiten este tipo de informacién en su trabajo diario. ClinVar
trabaja en colaboracidn con organizaciones interesadas en satisfacer las necesidades de la
comunidad médica (genética) de la manera mas eficiente y efectiva posible.

ClinVar pertenece al NCBI, que es el Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y que proporciona acceso a 41 bases de datos (como, por

ejemplo, dbVar, dbGaP, Pubmed, Gene, OMIM, entre ellas ClinVar). Se trata de una base de datos
con gran cantidad de informacidn. Las estadisticas que se obtuvieron para Clinvar con fecha 23 de
mayo de 2017 son las que se muestran en la Tabla 5.

9 Una base de datos o un banco de datos (designado en ocasiones con la sigla BD o la abreviatura b.d.) es un
conjunto de datos ordenados segun ciertas reglas y criterios pertenecientes a un mismo contexto, y
almacenados sistematicamente para su posterior uso.
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CATEGORY TOTAL (MAY 23, 2017)
Records submitted 485987

Unique variation records 318582

Total genes represented 27742

Total submiitters 712

Tabla 5. Estadisticas de ClinVar en mayo de 2017.

En segundo lugar, se ha hecho uso de dbGaP, una base de datos también dependiente de
NCBI que contiene resultados de estudios, los cuales consisten en la investigacion de la
interaccion entre genotipo y fenotipo, incluyendo estudios de asociaciones de genoma,
secuenciaciéon médica, ensayos de diagndstico molecular, asi como asociaciones entre genotipo y
caracteristicas no clinicas. Fue desarrollada para archivar y distribuir los datos y los resultados de
investigaciones ("Home - dbGaP - NCBI", 2017).

Segun las estadisticas de 2017, dbGaP dispone de 852 estudios registrados como se muestra
en la Figura 2. Se ve el enorme aumento en el nimero de estudios que han habido en los ultimos
10 afios, en donde para el afio 2007 se partia solo de 9 estudios.

All Studies

1K
750

500

Cumulative Counts

250

0
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

‘Year

Figura 2. Numero de estudios acumulados en dbGaP hasta el 2017 ("Home - dbGaP - NCBI", 2017).

Por otro lado, también se muestra informacién acerca de la procedencia de los
investigadores que proporcionan los estudios a la base de datos. El pais que mas investigadores
proporcionan estudios es EEUU con un total de 3800, seguido de Reino Unido y Canadd como se
puede ver en la Figura 3. DbGaP dispone de un total de 5367 investigadores cuyos datos
proporcionados han sido aprobados.
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Figura 3. Numero de investigadores por pais en 2017 ("Home - dbGaP - NCBI", 2017).

3.2. METODOLOGIA SILE

Para abordar el problema a resolver en el presente trabajo, se hara uso de la metodologia

SILE, la cual ha sido desarrollada por el Centro PROS de la UPV. Esta metodologia consiste en una
serie de pasos que permiten la obtencién de toda la informacidn necesaria y relevante sobre una

enfermedad genética (Reyes Roman, J. F. and Pastor Lépez, O., 2016). Los pasos son los

siguientes:

Search (Busqueda)
En este primer paso se busca toda la informacidn que tiene que ver con la enfermedad en
cuestion y se analizan detenidamente las fuentes cientificas disponibles como articulos,
bases de datos, etc... con el fin de determinar cuales son las mds dptimas para obtener la
informacién deseada y relevante.
- ldentification (Identificacion)
Se realiza un filtrado de la informacidn obtenida en el paso anterior (Search), extrayendo
asi la mas relevante y evitando repeticiones o carencias en la calidad de los datos. Al final
de este paso, se obtendrdn aquellas variaciones que estan profundamente relacionadas
con la enfermedad.
- Load (Carga)
En esta tarea se realiza la carga de todas las variaciones identificadas a una base de datos,
en este caso a la HGDB desarrollada también por el grupo de investigacién PROS basada
en el Modelo Conceptual del Genoma Humano (MCGH) (Reyes, J.F et al., 2016). Para ello
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se hace un mapeado entre la informacion obtenida en el paso de Identification y la
arquitectura de la base de datos destino.

- Exploitation (Explotacion)
En este Ultimo paso se convierten los datos ya cargados en conocimiento para poder ser
explotados. En este caso se utilizara la herramienta llamada “VarSearch”.

Esta es la metodologia que se va a utilizar para el desarrollo del trabajo ya que permite
obtener toda la informacion necesaria y relevante sobre una enfermedad genética, Figura 4.

% et
[ IDENTIFICATION ]|_:{> — [ EXPLOTATION ]

N HGDB
| "r;_;;. ’;P t‘ 1

Figura 4. Pasos metodologia SILE (Ledn, A., 2017).

3.3. HUMAN GENOME DATABASE (HGDB)

La carga de las variaciones detectadas y validadas en los pasos de busqueda e identificacion
se va a realizar a la Base de Datos del Genoma Humano (HGDB, de sus siglas en inglés “Human
Genome Database”). La HGDB fue desarrollada siguiendo el MCGH descrito previamente con el fin
de manejar eficientemente los datos genémicos (Reyes, J.F et al., 2016). Es por esto por lo que en
la HGDB se muestran las vistas extraidas del Modelo Conceptual del Genoma Humano (MCGH)
(Reyes Roman, Ledn Palacio & Pastor Lopez, 2017). La creaciéon del modelo conceptual vy la
caracterizacién ontoldgica asegura consistencia, correccién y una explotacién eficiente de estas
bases de datos especializadas. Tanto la HGDB como el MCGH se desarrollaron con la finalidad de
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definir todas las caracteristicas que definen el genoma humano y crear una estructura soélida
sobre la cual construir un GelS que ayude a explotar el conocimiento genémico por medio de la
Medicina de Precision (Burriel, V. et al., 2017).

La base de datos del genoma humano era de dos vertientes. En un primer momento se creé
la base de datos con fines de investigacidon, donde se realizaba una carga masiva de todos los
datos disponibles en la web (por ejemplo, dbSNP, Ensembl, etc.). Estos datos después ya podian
ser utilizados y filtrados por los genetistas e investigadores segln las necesidades que tuviesen.

Mas tarde, se quiso utilizar la base de datos con el objetivo de generar diagndsticos genéticos
(impulsar la medicina personalizada), por lo que se pasé a la “Carga Selectiva” de los datos
(“Curated”). Este tipo de carga se realizaba siguiendo la metodologia SILE. Esta Ultima vertiente de
la HGDB es la que vamos a usar en el presente trabajo.

Para la carga de los datos se crearan ficheros CSV con las variaciones detectadas. Estos
ficheros seran cargados utilizando un gestor de base de datos con su herramienta de importacién
de datos, en este caso, se utilizara HeidiSQL (https://www.heidisgl.com/).

3.4. VARSEARCH

Una vez realizada la carga, este repositorio podra ser explotado mediante la herramienta
VarSearch, desarrollada por el grupo PROS y utilizada como mecanismo de validacion de la tesis
doctoral de José F. Reyes R.

Se trata de una aplicacion web capaz de analizar ficheros generados en tecnologias NGS
(Next-Generation Sequencing) (Rodriguez-Santiago and Armengol, 2012) como, por ejemplo,
SANGER (*.fasta) o VCF. A partir de la muestra de un paciente se pueden obtener sus variaciones
y presentar los resultados con este tipo de archivos que son analizados por VarSearch. Estos
ficheros contienen las variaciones identificadas en el paciente, VarSearch realiza una busqueda en
el repositorio de informacién genédmica creado y divide las variaciones contenidas en dos listas de
resultados:

- Porun lado, devolverd una lista con las variaciones encontradas, es decir, aquellas que se
encuentran en el fichero y también en la base de datos.

- Porotro lado, se creara una lista con las variaciones no encontradas, estas seran aquellas
gue se encuentren en el fichero, pero no en la base de datos.

Con la obtencion de estos resultados y la creacidn de esta herramienta de diagndstico la
medicina pasa a ser mucho mas personalizada, adaptandose a las necesidades de cada paciente.
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CAPITULO 4. APLICACION METODO SILE

4.1 SEARCH

En primer lugar, se aplica el paso 1 de la metodologia SILE.

Se ha realizado un amplio analisis de algunas de las bases de datos disponibles con el fin de
seleccionar aquellas que cubran las necesidades del proyecto. Para elegir aquellas sobre las que
trabajar se han seleccionado aquellas de mayor importancia entre la comunidad cientifica.

Las diferentes bases de datos que se encuentran en la web se pueden dividir segin su
contenido en los tipos que se muestran en la Tabla 6.

BASES DE DATOS
SECUENCIAS PROTEINAS MUTACIONES PUBLICACIONES
GenBank BioGrid dbGaP
Ensembl UniProtkB dbSNP Pubmed
RefSeq Clinvar

Tabla 6. Ejemplos de diferentes tipos de bases de datos.

Un ejemplo de base de datos de secuencia es GenBank!° .Es una base de datos de secuencias
del Instituto Nacional de Salud (National Institutes of Health, NIH), este repositorio consiste en
una coleccién de secuencias de ADN disponibles publicamente. GenBank forma parte de la
Colaboracidn en la base de datos internacional de secuencias de nucledtidos INSDC!Y, que
comprende DDBJ?, el ENA® y GenBank del NCBI*. Estas tres instituciones comparten sus datos
diariamente con la coordinacion de INSDC. Ademas, PubMed complementa la informacion
contenida en GenBank mediante una coleccién anotada de articulos cientificos.

10 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

1 nternational Nucleotide Sequence Database Collaboration, INSDC. http://www.insdc.org/

12 Banco de ADN de Japdn (DNA DataBank of Japan, DDBJ)

13 Archivo de nucleétidos europeo (European Nucleotide Archive, ENA)

14 Centro Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information, NCBI)
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Por otro lado, Ensembl*>, perteneciente al EBI*®, es un buscador de genomas de vertebrados,
en total unas 80 especies diferentes, que apoya la investigacién en la gendmica comparativa, la

evolucioén, la variacién de secuencia y la regulacion transcripcional.

De la misma manera, RefSeq!” (también perteneciente a NCBI) proporciona un set de
secuencias integradas, no redundantes y bien anotadas que incluyen informacién relacionada
con: ADN gendmico, transcritos y proteinas.

Por otro lado, existen bases de datos de proteinas como por ejemplo BioGrid® o
UniProtKB'°. BioGrid es una base de datos que archiva y divulga datos de interaccién genética y
proteica de organismos modelo? y humanos. Pero la base de datos principal de proteinas es
UniProtkB, la cual incluye ontologias biolégicas ampliamente aceptadas, clasificaciones y
referencias cruzadas e indicaciones claras de la calidad de la anotacién sobre la atribucion de la
evidencia de los datos experimentales y computacionales.

Las bases de datos de mutaciones son las mas interesantes para el presente trabajo. Algunos
ejemplos serian dbSNP, dbGaP y ClinVar, todas pertenecientes al NCBl. Como se ha mencionado
en el capitulo anterior, ClinVar y dbGaP son bases de datos que contienen informacién acerca de
variaciones genéticas y fenotipos. dbSNP es un repositorio central de variaciones genéticas que
comprenden sustituciones simples de nucleétidos, llamados SNPs (Figura 5) y polimorfismos de
inserciones y deleciones cortas.

15 www.ensembl.org/index.html

16 |nstituto de Bioinfomatica Europeo (European Bioinformatics Institute, EBI)

17 www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

18 https://thebiogrid.org/

19 www.uniprot.org/help/uniprotkb

20 Especies no humanas que se estudian profundamente para entender fenémenos bioldgicos particulares
con la expectativa de que los descubrimientos realizados en el modelo del organismo proporcionen una
visién del funcionamiento de otros organismos.
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Figura 5. Ejemplo de Single-nucleotide polymorphism (SNP).

Ademas, existen otros repositorios como Pubmed que comprende mas de 27 millones de
citaciones para literatura biomédica procedente de MEDLINEZ, revistas cientificas y libros online.
Las citaciones suelen incluir enlaces al contenido del texto completo de la Central de Pubmed o al
sitio web en que se ha publicado.

Se decide realizar la busqueda en las bases de datos de mutaciones ya que en ellas se
describen las relaciones genotipo-fenotipo para cada enfermedad. Como se ha mencionado antes,
las consultas se realizan en los repositorios de datos gendmicos de ClinVar y dbGaP debido a la
magnitud e importancia de estos repositorios hoy en dia, ademas de que ambos se componen de
datos curados, es decir con un nivel de revisién que asegura una confianza en los datos. Se hara
uso de otras bases de datos para la blusqueda de informacién complementaria y necesaria
también para la creacidon de un repositorio completo sobre la enfermedad del Neuroblastoma.
Estos otros repositorios se irdn describiendo conforme el proceso de busqueda de las variaciones
los haya requerido.

21 MEDLINE es una base bibliografica autorizada que contiene citas y resimenes para revistas biomédicas y
de salud utilizadas por profesionales de la salud, enfermeras, clinicos e investigadores dedicados a la
atencidn clinica, la salud publica y el desarrollo de politicas de salud.
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4.1.1 ClinVar

En primer lugar, se realiza una primera busqueda en ClinVar. Se accede desde NCBI y como

término de busqueda se utiliza “neuroblastoma[Disease/Phenotype]”, se trata de una busqueda

avanzada en la que se indica que se quiere buscar por Neuroblastoma como enfermedad. De esta

primera busqueda en ClinVar se obtienen 359 variaciones.

ClinVar permite hacer una descarga automatica en formato de texto tabular, el cual se

exporta al Excel. Para cada variacién, en esta descarga automatica, se obtienen los campos que se

muestran en la Tabla 6.

DESCRIPCION

EJEMPLO

Name Nombre de la variacion en | NM_015074.3(KIF1B):c.-260C>T
nomenclatura HGVS
Gene(s) Nombre del gen KIF1B

Condition(s)

Fenotipo/s a los que se
asocia la variacién

Neuroblastoma | Pheochromocytoma|Charcot-
Marie-Tooth, Type 2

Frequency Frecuencia global del alelo ' GMAF:0.00280(T)
menor
Clinical significance (Last Significancia clinica y | Likely benign(Last reviewed: Jun 14, 2016)

reviewed)

Review status

cuando ha sido evaluada
por ultima vez

Estado de la revision

criteria provided, single submitter

Chromosome Cromosoma 1

Location Posiciéon de la variacién | 10210698
dentro del cromosoma

Assembly Identificador GRCH para la | GRCh38
secuencia de referencia

VariationID Identificador que asigna | 368793
Clinvar a cada set de
variaciones en las
presentaciones

AlleleID Identificador Unico que | 353022
asigna Clinvar a cada

variacion individual.

Tabla 7. Datos obtenidos en la descarga automdtica de ClinVar.
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Al hacer click en cada una de las variaciones, ClinVar presenta una serie de datos clasificados
en tres (3) apartados:

1. Interpretacion

El primer apartado corresponde al de “interpretacion” (Figura 6), en él se muestra de nuevo a
gué enfermedades estad asociada la variacion. Al lado del nombre de cada condicidn se ofrecen
enlaces a otras bases de datos como MedGen (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen/) u OMIM
(https://www.omim.org/) las cuales contienen informacion sobre las afecciones
correspondientes.

NM_015074.3(KIF1B):c.-260C>T
Variation 1D: §) 368793
Review status: ) criteria provided, single submitter

Interpretation Go to:

Clinical significance: Likely benign

Last evaluated: Jun 14, 2016

MNumber of submission(s): 3

Condition(s): Meuroblastoma [MeSH - MedGen - OMIN]
Pheochromocytoma [MedGen - OMINM]
Charcot-Marie-Tooth, Type 2 [MedGen

See supporting ClinVar records [

Figura 6. Ejemplo informacion del apartado interpretacion de ClinVar.

2. Alelos

El apartado de “Alelos” contiene mas informacidn sobre la variacién en si (Figura 7).
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Allele(s) @ Goto (¥ @)

NM_015074.3(KIF1B):c.-260C>T

Allele 1D: 353022

Variant type: single nucleotide variant

Cytogenetic location: 1p36.22

Genomic location: Chr1: 10210698 (on Assembly GRCh38)

Chr1: 10270756 (on Assembly GRCh37)

HGVS NG_008069.1:9.4993C>T
NM_015074.3:c.-260C>T
NC_000001.11:9.10210698C>T (GRCh38)
~.more

Links dbSNP: 149705989
NCBI 1000 Genomes Browser. 15149705989

Molecular consequence: NM_015074.3.c.-260C=T. 2KB upstream varant [Sequence Ontology
S0:0001636]
Allele frequency GMAF 0.00280(T)

Figura 7. Ejemplo del apartado Alelos en ClinVar.

En primer lugar, aparece el nimero de identificacion del alelo (AllelelD), seguida del tipo de
variacién. El tipo de variaciones que se pueden encontrar serian las que se muestran en la Tabla
8.

TIPO DE VARIACION DESCRIPCION

Single nucleotide variant Cambios en una sola base

Insertion Insercidn de 1 o varios nucleétidos

Deletion Delecidn de 1 o varios nucleétidos

Indel Insercion o delecidn que afectan a 2 o mas nucleétidos

Inversion Una secuencia continua de nucleétidos se invierte en la misma
posicién

Copy Number Gain Secuencias repetidas cuyo nimero de repeticiones aumenta

Copy Number Loss Secuencias repetidas cuyo numero de repeticiones disminuye

Duplication Duplicacién

Tandem duplication Duplicacién en tandem

Microsatellite Regiones cortas repetidas en tandems

Tabla 8. Tipos de variaciones.

Ademas, también ofrece la localizacion citogenética. Los genetistas utilizan este tipo de
localizacidn, la cual es una combinacidon de nimero y letras que proporciona la posicion exacta en
un cromosoma. Estas son las partes de las que se compone (Reference, 2017):
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a) El numero o letra del cromosoma en el cual se encuentra. Pueden ir de 1 a 22 que
designan el cromosoma autosdmico o, X e Y para designar los cromosomas sexuales.

b) El brazo el cromosoma. Cada cromosoma esta dividido en dos brazos o secciones, el brazo
mas corto es llamado p mientras que el largo q. Esta largaria se basa en la distancia a la
parte mas estrecha del cromosoma Ilamada centrémero.

c) Posicion del gen sobre el brazo p o q. La posicidn del gen se basa en un patrén distintivo
de bandas claras u oscuras que aparecen cuando el cromosoma se tifie de una manera
especifica lo que se conoce como bandeo G. Normalmente, la posicidn se designa con dos
digitos que representan la region y la banda. A veces, les siguen un punto decimal y uno o
mas digitos adicionales que representan las sub-bandas en el area clara u oscura. El
numero que indica la posicidon del gen aumenta con la distancia al centrémero.

Un ejemplo seria el que se muestra en la Figura 8, donde 7q31.2 corresponde a la
localizacién citogenética de un gen que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7,
concretamente en la sub-banda 2 de la banda 1 dentro d la regién 3.

Chromosomal location of a gene

H
1

1
-
=

chromosome # 7

short arm p
Example gene:
+——Centromere ———— .‘ CFTR
Chromosomal location;
7 3% .02
g MY long arm g l 1
band # 1
sub-band # 2

1
region # 3 < R‘
f

Figura 8. Ejemplo localizacion citogenética, 7q31.2 ("National Library of Medicine - National Institutes of
Health", 2017).

U.S. National Librany of Medicine

Seguida de la localizacién citogenética se muestra la localizacién genémica (tanto respecto al
genoma de referencia GRCh37 como al GRCh38) y los nombres en nomenclatura HGVS, ademas
de la consecuencia molecular y la frecuencia alélica. También proporciona enlaces al repositorio
de datos “dbSNP” utilizando el identificador “rs” que describe una variaciéon de Unico nucleétido
de manera univoca. Entrando en el enlace a dbSNP se puede obtener informacién acerca del cual
es el alelo de referencia y cual el alternativo, es decir, el que habia antes y después de que se
produjese la variacién. También se encuentran las 25 bases por delante de la posicion de la
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variacion y las 25 bases posteriores. Esta informacidon se muestra como en la Figura 9. Ademas, si

”

se vuelve a pulsar en esta ventana en el identificador “rs”, aun se puede obtener mas
informacién, como, por ejemplo, la direccion de la cadena en la que se ha encontrado la variacion,

gue puede ser hacia delante o hacia atras.

El enlace a 1000Genomes Browser
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/) lleva a una web en la que el
usuario puede explorar las variaciones, genotipos y las lecturas de alineamientos de secuencias
gue se han producido en un proyecto llamado 1000 Genomas. En este proyecto se pretendian
alinear 1000 genomas a GRCh38, pero ya se han analizado mas de 2500 secuencias gendmicas
("1000 Genomes | A Deep Catalog of Human Genetic Variation", 2017).

rs149705989 [Homo sapiens]

CTCGCGCACTCCTGTCCGCCGCCCA[C/T]CGCCCACCTCCCACCTCGATGCGGT

Chromosome: 1:10210698

Gene: KIF1B (GeneView)

Functional Consequence: upstream variant 2KB

Clinical significance: Likely benign

Validated: by 1000G,by frequency

Global MAF: T=0.0028/14

HGVS: NC_000001.10:9.10270756C>T, NC_000001.11:¢9.10210698C>T,

NG_008069.1:9.4993C>T, NM_015074.3:¢c.-260C>T, NM_183416.3:¢.-260C>T,
XM_005263433.1:¢.-260C>T, XM_005263434.1:¢.-260C>T

Varview

Figura 9. Ejemplo de informacion que se proporciona en el enlace a dbSNP.

3. Assertion and evidence details

En el ultimo apartado, llamado “assertion and evidence details” (Figura 10) aparecen todas
las veces que ha sido validada dicha relacién. Sobre cada validacién aparece informacién como la
fecha en la que fue realizada y la significancia clinica que se le dio, la condicién a la que se asocié
la variacidon o el nombre del “submitter” o del estudio con un enlace a él. Ademas, se muestra
como los datos han sido obtenidos (“Collection method”). Este puede ser de distintos tipos, por
ejemplo: testeo clinico (“clinical testing”), investigacion (“research”), o solo a partir de literatura
(“literature only”).
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Assertion and evidence details Goto:[¥) (&)
Clinical assertions Summary evidence Suppnmng observations
Germline
Filter:
;I‘:\S\aclance Review status Collection Condition(s) Submission
. 9 . b (Mode of Origin Citations Submitter - Study name
(Last (Assertion method) method b accession
N N inheritance)
evaluated)
Likely benign criteria provided, single clinical testing Pheochromocytoma germline llumina Clinical Services SCV000482901.2
(Jun 14, 2016) submitter [MedGen | OMIM] Laboratory.lllumina
ICSL Variant Classification
20161018
Like\y Demign criteria prnwded single clinical lESliﬂg Neuroblastoma germlme lNlumina Clinical Services SCV000482500.2
(Jun 14, 2016) submitter [MeSH | MedGen | Laboratory.llumina
ICSL Variant Classification OMIM]
20161018
Likely benign criteria provided. single clinical testing Charcot-Marie-Tooth germling Humina Clinical Services SCV000482899.2
(Jun 14, 2016) submitter Type 2 Laboratory lllumina
ICSL Variant Classification [MedGen
20161018

Figura 10. Ejemplo apartado “Assertion and evidence details”.

Se han guardado los campos obtenidos en la descarga automatica de ClinVar junto con otros
datos relevantes sobre cada una de la variacién, ya que lo que se pretende es caracterizar cada
una de ellas de la manera mas completa. Los campos que finalmente se almacenaron para la
carga en la HGDB fueron los mismos que para las variaciones obtenidas en dbGaP y se describiran
mas adelante en la Tabla 10.

4.1.2 dbGaP

dbGaP es una base de datos que contiene resultados de estudios, los cuales han investigado
la interaccion entre genotipo y fenotipo, incluyendo estudios de asociaciones (GWAS, Genome
Wide Association Study) de genoma, secuenciacién médica, ensayos de diagndstico molecular, asi
como asociaciones entre genotipo y caracteristicas no clinicas. Fue desarrollada para archivar y
distribuir los datos y los resultados de investigaciones cientificas. Dichos estudios pueden facilitar
la priorizacidn de las variaciones y la generacién de hipdtesis bioldgicas (Tryka et al., 2013).

Es por esto que si se coloca directamente en el buscador “Neuroblastoma” lo que aparece no
son las variaciones que estan relacionadas con la enfermedad, sino que aparecen estudios en los
que se ha investigado sobre asociaciones de genotipo y Neuroblastoma como se muestra en la
Figura 11.
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Search results
Items: 9

Search results: 121 Variables, 4 Analyses, 4 Documents, and 23 Datasets in 9 Studies
Studies (9) | Variables (121) | Study Documents (4) | Analyses (4) | Datasets (23)

Study Embargo Release Details Participants Type Of Study Links Platform

phs000469.v13.p6

TARGET: Cancer Model

Systems (MDLS): Cell Lines  Versions 1-13: passed embargo 133 Cohort Links
and Xenoarafts (including

PPTP)

phs000467 v13.p6
TARGET: Meuroblastoma Versions 1-13: passed embargo 1183 Cohort inks

(NBL)

phs000218.v16.p6

NCI TARGET:

Therapeutically Applicable  Versions 1-16: passed embargo 4682 Cohort Links
Research to Generate

Effective Treatments

Figura 11. Resultados en una primera busqueda en dbGaP.

Se obtienen un total de 9 estudios en los que, de alguna manera u otra, se ha investigado
sobre el Neuroblastoma. Aunque se haga uso de la busqueda avanzada como en ClinVar
introduciendo en el buscador “neuroblastoma [Disease]”, se siguen obteniendo como resultados,
estudios en los que se investiga la enfermedad del Neuroblastoma. En este caso, se reduce el
numero de estudios a 6 en los que se utiliza la palabra Neuroblastoma como para referirse a la
enfermedad.

Afortunadamente, dbGaP posee una herramienta llamada “Phenotype-Genotype
Integrator”, que integra informacién de otras bases de datos como OMIM, dbSNP o Gene?*
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), y que si que muestra las variaciones relacionadas con
enfermedades, cada una de ellas encontrada en un estudio. Esta herramienta permite buscar
basandose en: localizacidn cromosdémica, gen, SNP o fenotipo.

Para la busqueda de las variaciones, se introduce “Neuroblastoma” como término de
busqueda por fenotipo en dicha herramienta.

Se obtienen un total de 637 resultados. Para el segundo paso de la metodologia SILE habra
gue tener en cuenta que en estos 637 resultados habrd variaciones repetidas ya que alguna
variacion puede haberse encontrado en estudios diferentes.

En la descarga automadtica que permite dbGaP, también en formato de texto tabular se
obtienen los siguientes campos para cada variacién mostrados en la Tabla 9.

22 Repositorio que incluye gran cantidad de informacién sobre muchas especies, por ejemplo, secuencias de
referencia, nomenclatura, variaciones, rutas bioldgicas, etc.
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DESCRIPCION

EJEMPLO

Trait Condicidon a la que se asocia la | Neuroblastoma
variacién
SNPrs Identificador rs Unico 6435862
ContextGene Contexto en el que se | intron
encuentra la asociacién
(intrénica o intergénica)
Gene Nombre del gen BARD1
Gene ID Identificador asignado a cada | 580
gen por Gene (BD también
perteneciente a NCBI)
Gene 2 Sinénimo del gen (si no tiene | BARD1
sinénimos se escribe el mismo
nombre)
Gene 2 ID Identificador asignado al gen 2 | 580
por Gene (BD también
perteneciente a NCBI)
Chromosoma Cromosoma 2
Location Posicidn dentro del cromosoma | 215672546
P-Value Nivel de evidencia de la relacién | 9,00E-18
genotipo-fenotipo asignada por
el estudio
PubMed Identificador de la referencia | 19412175
bibliografica en la base de datos
PubMed
Analysis ID Identificador asignado al | 2895
analisis por dbGaP
Study ID Identificador asignado al | 124
estudio por dbGaP
Study Name Nombre del estudio Genome-Wide Association
Study of Neuroblastoma

Tabla 9. Campos obtenidos en la descarga automdtica de dbGaP.

Ademads de esta informacidn, los resultados incluyen otros apartados como una tabla con un

resumen de los SNPs encontrados y de los estudios (o un visor dindmico de la secuencia

gendmica), aunque estos apartados resultan de menor relevancia para el trabajo.
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4.1.3 Resultados tras el paso 1: “Search” (Busqueda)

Tras una primera busqueda, se han obtenido 359 variaciones de Clinvar y 637 de dbGaP, lo
gue suma un total de 996, adjuntadas en el Anexo 1. De estas variaciones habra que tener en
cuenta que muchas podrian estar repetidas y otras podrian no ser lo suficientemente relevantes.

Se decide obtener un conjunto de datos para cada variacidn, tanto las procedentes de
ClinVar como las de dbGaP de manera que se puedan caracterizar de manera univoca cada una de
ellas. Los campos finalmente recolectados para cada variacion son los que se muestran en la Tabla
10.

Los identificadores numéricos y simbolos de cada gen han sido extraidos de HUGO “Gene
Nomenclature Committee (HGNC)”%. Este organismo es el responsable de aprobar simbolos y
nombres Unicos para permitir una comunicacién cientifica no ambigua. Por otro lado, el
identificador HG se refiere a la version del Genoma Humano, en este caso para todas las
variaciones sera hg38 ya que este es el identificador de la ultima versidn y la que se ha usado.

Refseq contiene una coleccion de secuencias las cuales incluyen: ADN gendmico, transcritos
y proteinas. A partir de RefSeq se obtienen las secuencias de referencia gendmicas
(“NG_IDENTIFIER”) y del transcrito (“NM_IDENTIFIER”). Dado que existen diversos tipos de
secuencia de referencia, una misma variacion puede recibir distintos nombres en funcién de la
secuencia de referencia utilizada. Por ello, los distintos nombres en notacién HGVS que cada
variacién puede adquirir se recogen en “HGVS_NM”, “HGVS_NG” y “HGVS_NC” segun la
secuencia a la que la posicidn se refiere sea un transcrito, gendmica o cromosdmica. La estructura
es la siguiente:

<ID_SECUENCIA>:<TIPO_SECUENCIA>.<POSICION><CAMBIO>

Un ejemplo de esta nomenclatura seria: NM_015074.3(KIF1B):c.-260C>T, donde también se
incluye entre paréntesis el gen.

Cabe remarcar que los simbolos de las bases al describir el cambio son letras mayusculas en
secuencias de ADN y minusculas en RNA. Los aminodcidos en secuencias de proteinas pueden ser
designados mediante el cédigo de una o tres letras.

De dbSNP se obtiene el alelo de referencia y el alternativo, asi como las 25 bases antes y
después de la variacién. También se recoge la direccién en la que se ha encontrado la variacion
que puede ser Forward o Backward.

El tipo de variacion, el fenotipo y el nimero de identificacién de la referencia en PubMed se
obtiene de ClinVar o dbSNP segun la procedencia de la variacidn. La significancia clinica y el

2 http://www.genenames.org/
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estado de revisidon se obtienen solamente de las variaciones procedentes de ClinVar, ya que

dbGaP no dispone de esta informacion (actualmente).

El titulo y autores de la referencia se obtienen de PubMed haciendo uso del identificador ID

de Pubmed (PMID). Por ultimo, como ID de la variacidn que la identifica de manera univoca se ha
elegido el identificador “rs” de dbSNP.

ID_SYMBOL
ID_HUGO

DESCRIPCION

Identificador del gen
Identificador oficial del
gen

OFFICIAL_NAME

Nombre oficial del gen

PROCEDENC
1A

HGNC

EJEMPLO

16636
KIF1B

Kinesin family member 1B

GENE_SYNONIM Simbolos  alternativos CMT2, CMT2A, CMT2A1, HMSNII,
del gen KLP, NBLST1
CHROMOSOME Numero del | Clinvar o1
cromosoma dbGaP
HG_IDENTIFIER ID que representa la | Proyecto Hg38
version del genoma Genoma
Humano
NG_IDENTIFIER Identificador de la NG_008069.1
secuencia de referencia
gendmica y version
NM_IDENTIFIER Identificador de la | RefSeq NM_015074.3

secuencia de referencia
del transcrito y version

HGVS_NM Nombre HGVS referido
al transcrito

HGVS_NC Nombre HGVS referido
al cromosoma

HGVS_NG Nombre HGVS referido

al gen

NM_015074.3(KIF1B):c.-260C>T

NC_000001.11:8.10210698C>T

NG_008069.1:8.4993C>T

GRCh38_POSITION | Posicion de la variacion 10210698
mapeada en el genoma
de referencia GRCh38 clinvar o
dbSNP
REF_ALLELE Alelo de referencia C
ALT_ALLELE Alelo alternativo T
FLAKING_LEFT Fragmento de DNA de CTCGCGCACTCCTGTCCGCCGCCCA

las 25 bases antes de la
variacion

FLAKING_RIGHT

Fragmento de DNA de

CGCCCACCTCCCACCTCGATGCGGT
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las 25 bases después de
la variacién
STRAND Sentido en el que la F
variacién ha sido | gpsNp
encontrada
TYPE Tipo de variacién Single nucleotide variant
PHENOTYPE Enfermedad/es a la/s Neuroblastoma|Pheochromocytoma
que se asocia ClinVar o | |Charcot-Marie-Tooth, Type 2
dbGaP
SIGNIFICANCE Efecto clinico de |la Likely benign(Last reviewed: Jun 14,
variacion ClinVar 2016)
REVIEW_STATUS Nivel de evidencia que criteria provided, single submitter
apoya la asociacién
PMID Identificador de la | Clinvar o | 18463370
citacién en PubMed dbGaP
AUTHORS Autores de la referencia Maris JM, Mosse YP, Bradfield
PubMed JP, Hou C, Monni S, Scott RH
TITLE Titulo de la referencia Chromosome 6p22 locus associated
with clinically aggressive
neuroblastoma.
DB_VARIATION_ID | Identificador de la | ClinVar o | rs1561277
variacion en dbSNP dbGaP

Tabla 10. Campos finalmente recolectados para la base de datos.

Ambas bases de datos poseen datos curados por bidlogos o expertos genetistas, es por ello
por lo que todas las variaciones encontradas con menor o mayor grado de evidencia estdn
relacionadas con el Neuroblastoma y todas ellas con una referencia bibliografica o estudio que lo
valida.

4.2 IDENTIFICATION

El principal objetivo de este paso es preparar los datos para la carga en la HGDB quitando
posibles redundancias u otros problemas de calidad de los datos.

Las 996 variaciones que llegan a este paso ya han superado una primera validacion realizada
por los clinicos y genetistas que han proporcionado estos datos en ClinVar y dbGaP. A
continuacién, se describen los pasos que han seguido los datos para que puedan ser cargados en
la base de datos final.

De las 359 variaciones obtenidas de ClinVar, 2 de ellas tuvieron que ser descartadas ya que se
presentaban en ClinVar como grandes anomalias que afectaban a muchos genes por lo que no
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tenian una posicién exacta y no podian ser cargadas en la base de datos como tal. De los 357
restantes, se vio que 9 posiciones estaban repetidas (2 entradas por cada posicion) y otra por 3
entradas. Se revisé cada una de ellas para ver si podian ser representadas por una Unica entrada
aquellas que tenian la misma localizacién. Examinando la estructura de la base de datos del
genoma humano, solo se pueden contraer aquellas entradas en una sola si la Unica diferencia
entre ellas es el alelo alternativo. De estas 10 posiciones duplicadas o triplicadas, solo dos parejas
cumplian dicho requisito. Cada una de estas dos parejas fueron anotadas como una sola entrada y
se guardaron los dos alelos alternativos. Finalmente, se obtuvieron un total de 355 de ClinVar.

Se contemplé la posibilidad de filtrar segun la significancia clinica ya que los posibles valores
gue se le pueden asignar a cada variacion son los que se muestran a continuaciéon (Richards et al.,
2015):

Benign: Variacién benigna.
Likely benign: Variacién con una alta probabilidad de ser benigna (mayor del 90%).
Uncertain significance: Cuando una variacion no cumple los criterios para clasificarse
como benigno o patdgeno, o cuando la evidencia de benigno y patégeno es conflictiva.

4. Pathogenic: Variacion patdgena, causante de la enfermedad.

5. Likely pathogenic: Variacién con alta probabilidad de causar la enfermedad (mayor del
90%).

6. Risk factor: Para las variaciones que se interpretan no como para causar un trastorno sino
para aumentar el riesgo de padecerlo.

7. Conflicting interpretations: varios “submitters” asignan a la variacion una significancia
clinica diferente.

Podria haberse filtrado solo aquellas variaciones con nivel de significancia clinica: “likely
pathogenic”, “pathogenic” y “risk factor”. Sin embargo, la herramienta que se usard para la
explotacién de la base de datos, “VarSearch”, como se ha mencionado en capitulos anteriores,
compara las variaciones de un fichero VCF o FASTA con las que contiene la base de datos, vy las
clasifica en “variaciones encontradas” y “variaciones no encontradas”. En el caso que un paciente
tenga una variacidon que se conoce con una significancia clinica benigna, si no se hubiesen cargado
las variaciones con esta condicidn, la variacion en cuestion se clasificaria como “no encontrada”.
En este caso, se precisaria de un analisis posterior para determinar su efecto, analisis innecesario
ya que este ya se conocia. Por esta razén, se decide cargar todas las variaciones sea cual sea su
significancia clinica.

De las 637 variaciones en dbGaP se hizo una amplia revisidon ya que, como se ha mencionado
antes, podian aparecer muchas repetidas ya que podian ser encontradas en estudios diferentes.
La mayoria de ellas aparecian dos veces con la unica diferencia el nombre del estudio. Se
eliminaron aquellas repetidas y en el titulo del estudio se escribieron los dos estudios que la
describian. Después de este filtro, quedaron un total de 321 variaciones.
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dbGaP almacena las asociaciones genotipo-fenotipo derivadas de estudios GWAS?*. La
estrecha relacién entre una variacién genética y la enfermedad son representadas mediante el p-
valor®. Este parametro estadistico es inversamente proporcional al nivel de asociacién. Cuanto
menor es el p-valor mayor es la evidencia que apoya la asociacion variacion-enfermedad.
Haciendo uso de esta informacion se decide realizar un segundo filtro con el fin de obtener
aquellas de las que se tiene mayor evidencia. Se dice que aquellas que tengan un p-valor inferior a
108 se consideran reales. Por el contrario, aquellas con p-valores mas modestos (por ejemplo, 10°
>-10°%) representaran falsos positivos; un p-valor de 10 equivale a una verdadera asociacién
menor del 1% (Galvan, loannidis and Dragani, 2010). Por este motivo se deciden rechazar todas
aquellas variaciones con un p-valor mayor de 10%, superando el filtro 29 variaciones.

Estas 29 variaciones se volvieron a revisar por evitar duplicaciones y se vio que una de ellas
habia sido incluida en dos estudios que le habian asociado un p-valor distinto. Como el p-valor es
un campo que no iba a ser cargado en la base de datos se colapsaron estas dos entradas en una
sola.

Finalmente, se juntaron estas 28 variaciones con las 355 procedentes de ClinVar y se vieron
posibles duplicaciones. Ninguna variacién habia sido encontrada en ambas bases de datos. Por
tanto, el total de variaciones -filtradas-para el Neuroblastoma se finalizé con 383, adjuntadas en
el Anexo 2.

4.3 LOAD

El proceso de carga se basa en la introduccién de la informacién identificada en el proceso
anterior (“Identification”) a la base de datos del genoma humano (HGDB). Dicho proceso se
subdivide en 3 subprocesos como se menciona en la Tesis de J. F. Reyes (Reyes, 2013):

- Extraccion: Consiste en la obtencién de la informacidn de las variaciones de un repositorio
externo en un formato que se pueda almacenar en un servidor, para luego poder
manejarlo localmente.

- Transformacion: Tras la extraccidon selectiva, se debe tratar la informacion obtenida para
adecuarla a la base de datos del genoma humano.

- Carga: Finalmente se realiza el proceso completo de carga, en el que se introduce la
informacién ya transformada desde un fichero local a la base de datos.

24 L os estudios de asociacion en todo el genoma buscan en el genoma pequefias variaciones, llamadas
polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs, que ocurren con mas frecuencia en personas con una
enfermedad particular que en personas sin la enfermedad.

5 pProbabilidad que mide la evidencia contra la hipétesis nula. En este caso, la probabilidad de que una
determinada variacion sea causante de un determinado fenotipo tomando como hipétesis nula que la
variacién no tiene ningun efecto sobre el fenotipo.
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Como se ha mencionado antes, la carga que se va a realizar es “selectiva” ya que la base de

datos posee sdlo datos estudiados y validados para generar un repositorio gendmico con datos de

calidad.

De todo el esquema conceptual de la base de datos del genoma humano, “VarSearch”

actualmente implementa la vista de “Variaciones” (Reyes Roman, J. F. and Pastor Lépez, O.,

2016). Es por esto que el trabajo se centra solo en los atributos y tablas que pertenecen a esta

parte del esquema (Figura 12).

DATA BANK VERSION

_release <<gld>>
BIBLIOGRAPHY REFERENCE ————
—— — -data CYTOBAND
-bibliography_reference_id< <oid>>
tle 1 -name <<oid>>
authors - . Ohtained CHROMOSOME _scare
— -name <<gid >> -Start_position
-abstract 1
| "sequen - post
-putlication I"'GUC o =nd_postion
-pusmed _id ~eng 1
l |
VARIATION
- -id_variation -
Fregquency I description ﬂ Description \
POLYMORPHISM MUTATION A variation_ds PRECISE IMPRECISE
-:-ne-ct\.-p.e -position ~deseription
L [
| [ | |
CHNV ~ SNp INSERTION DELETION INDEL DELETION
B . -sequence -basas -Ins_sequance _bases
L -repetition -ins_repetition
- . -del_bases
) LD
Dorme  ——— 1
SHP_ALLELE SHP_GENOTYPE :D' < . DICTIONARY
-allele -slledel -RSquare g I
N s POPULATION - <<old>>
-ollelel e
- -population_id <<nid>> -name
° ‘ | -name -sOurDE
—— -descripticn -description
SNP_ALLELE_POP SHNP_GENOTYPE_POP _size
~frequency -fraquancy I~ [ 8

Figura 12. Vista de variaciones, version v2 del CSHG (Pastor Lopez, O et al. 2016).

Primero, se realizé un mapeado de los campos recogidos con los que tenia la HGDB como se

muestran en la Figura 13.
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PHENOTYPE _ID DECIMAL(65,0) ¥ VARIATION_ID DECIMAL(SS,0) INTERNAL_CODE VARCHAR(50) USER_NAME VARCHAR (20
NOMERE VARCHAR(255) ‘ ‘ DESCRIPTION VARCHAR(255) CLINICAL_SIGNIFICANCE VARCHAR(250) PASS Y ARCHAR(30)
> > > >

Figura 13. Esquema de la base de datos Human Genome Database (HGDB).

Se cred una plantilla *.csv (utilizando la herramienta de “Excel”), en la que se mapearon los
datos recogidos segun a qué tabla pertenecian, cada tabla en una pestaiia del Excel. Se rellenaron
las columnas con los datos de los que se disponia, otros quedaron “NULL” temporalmente por la
inexistencia o falta de disponibilidad de dicha informacion. Ademas, se hizo un resumen de los
atributos que presenta HGDB para ver cudles eran obligatorios y cuales no, para un correcto
funcionamiento de la herramienta “VarSearch”.

Finalmente, de todos los atributos que aparecen en la Figura 13, se cargaron los que se
muestran en la Tabla 11. En esta tabla, se especifica el tipo de dato permitido para cada atributo,
asi como un ejemplo para mejor entendimiento.
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TABLA ATRIBUTOS TIPO DE DATO EJEMPLO EN LA BD
GENOME HG_IDENTIFIER VARCHAR (9) hg38
GRCH_IDENTIFIER VARCHAR (13) GRCh38.p10
CHROMOSOME NC_IDENTIFIER VARCHAR (15) NC_000001.11
NOMBRE VARCHAR (5) chrl
HG_IDENTIFIER VARCHAR (9,0) | hg38
CHR_ELEM CHROMOSOME_ELEMENT_ | DECIMAL (65,0) | 3
ID
NC_IDENTIFIER VARCHAR (15) NC_000003.12
STRAND VARCHAR (2) +
SPECIALIZATION_TYPE VARCHAR (25) transcriptable element
GENE CHR_ELEM_ID DECIMAL (65,0) | 1
ID_SYMBOL VARCHAR KIF1B
ID_HUGO VARCHAR 16636
OFFICIAL_NAME VARCHAR kinesin family member 1B
GENE_SYNONYM VARCHAR CMT2,CMT2A,CMT2A1,HMSNII,K
LP,NBLST1
SEQUENCE_NG ID_SYMBOL VARCHAR (10) KIF1B
NG_IDENTIFIER VARCHAR (15) NG_008069.1
TRANSCRIPT CHR_ELEM_ID DECIMAL (65,0) | 15
NM_IDENTIFIER VARCHAR (15) NM_015074.3
NG-IDENTIFIER VARCHAR (15) NG_008069.1
DATABANK NOMBRE VARCHAR (100) | Clinvar
URL VARCHAR (100) | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cli
nvar/
DATABANK_VERSION | RELEASE VARCHAR (255) | ClinVarFullRelease_2017-01
NOMBRE VARCHAR (100) | Clinvar
DB_VERSION_ID DECIMAL (65,0) | 1
ELEMENT_DATABANK | DB_VERSION_ID DECIMAL (65,0) | 1
CHR_ELEM_ID DECIMAL (65,0) | 1
VARIATION VARIATION_ID DECIMAL (65) 1
CHR_GENE_ID DECIMAL (65) 2
DB_VERSION_ID DECIMAL (65) 1
DB_VARIATION_ID VARCHAR (250) | 78174819
CLINICALLY_IMPORTANT VARCHAR (50) | Benign
NC_IDENTIFIER VARCHAR (15) | NC_000002.12
NG_IDENTIFIERS TEXT NG_009445.1
OTHER_IDENTIFIERS TEXT NM_004304.4(ALK):c.4836G>A,N

C_000002.12:8.29193251C>T,NG
_009445.1:8.733316G>A
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VARIATION_ID DECIMAL (25,0) | 1
SPECIALIZATION_TYPE VARCHAR (25) Indel
INS_SEQUENCE TEXT T
PRECISE INS_REPETITION DECIMAL (25,0) | 2
NUM_BASES DECIMAL (25,0) | 1
FLANKING_RIGHT VARCHAR (25) TTGCTTTTCAGAATGGTATCCTCGT
FLANKING_LEFT VARCHAR (25) AGGGCCCAGGCTGGTTCATGCTAT
T
POSITION DECIMAL (25,0) | 29193251
BIB_REF BIB_REF_ID DECIMAL (65,0) | 2
TITLE TEXT The kinesin KIF1Bbeta acts
downstream from EgIN3 to
induce apoptosis and is a
potential 1p36 tumor
suppressor.
AUTHORS TEXT Schlisio S, Kenchappa
RS, Vredeveld LC, George
RE, Stewart R, Greulich
H, Shahriari K, Nguyen NV, Pigny
P, Dahia PL, Pomeroy SL, Maris
JM, Look AT, Meyerson
M, Peeper DS, Carter BD, Kaelin
WG Jr.
BIBLIOGRAPHY_DB URL VARCHAR (255) | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/p
ubmed/18334619
BIB_REF_ID DECIMAL (65,0) | 2
PUBMED_ID DECIMAL (65,0) | 18334619
REFERENCE_VARIATI VARIATION_ID DECIMAL (65,0) | 1
ON BIB_REF_ID DECIMAL (65,0) | 8
PHENOTYPE PHENOTYPE_ID DECIMAL (65,0) | 1
NOMBRE VARCHAR (255) | Neuroblastoma
CERTAINTY PHENOTYPE_ID DECIMAL (65,0)
VARIATION_ID DECIMAL (65,0)

LEVEL_CERTAINTY

VARCHAR (1)

Tabla 11. Atributos de cada variacion cargados en la base de datos.

La mayoria de todos estos atributos ya habian sido recogidos, pero algunos otros no se

habian tenido en cuenta. Por ejemplo, se afiadieron las URLs en la tabla de la bibliografia, o

también se buscaron las versiones de las bases de datos utilizadas.

El mapeado mas costoso fue el de los elementos de la tabla “PRECISE”. ClinVar y dbGaP

utilizan nombres para los tipos de variaciones diferentes a los que son aceptados por VarSearch.
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VarSearch se basa en el Esquema Conceptual del Genoma Humano (ECGH) (Reyes, J.F. et al.,
2016), el cual solo contempla 4 tipos de variaciones posibles: “insertion”, “deletion”, “indel” e
“inversion”, como se muestra en la Figura 12. El significado de estos 4 tipos de variaciones se ha

explicado en la Tabla 8 en el paso Search.

Por tanto, se realizd una correspondencia, conforme la Tabla 12, entre los tipos de
variaciones representados en ClinVar y dbGaP con los tipos de variaciones que tiene en cuenta la
base de datos de VarSearch.

TERMINOS CLINVAR O DBGAP TERMINOS ACEPTADOS
Insertion Insertion
Deletion Deletion
Indel Indel
Inversion Inversion
Single Nucleotide Variant Indel
Copy Number Gain Insertion
Copy Number Loss Deletion
Duplication Insertion
Tandem Duplication Insertion
Microsatellite Insertion

Tabla 12. Correspondencias entre ClinVar y dbGaP y Varsearch.

Ademas, para cada tipo de variacidn se requiere una informacion especifica que ha tenido
que ser afiadida. En la siguiente tabla 13 se muestran con una cruz los campos bdsicos necesarios
segun el tipo de variacidn representada en VarSearch:

- Position: Posiciéon donde empieza la variacidn, en coordenadas cromosdémicas.
- Ins_repetition: NGmero de veces que se repite la secuencia insertada.

- Ins_sequence: Secuencia de nucleétidos que se inserta.

- Num_bases: Numero de bases borradas.

TIPO POSITION INS_REPETITION INS_SEQUENCE NUM_BASES
Insertion X X X

Deletion X X
Indel X X

Inversion X

Tabla 13. Campos bdsicos necesarios segun el tipo de variacion.
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Una vez se dispuso de todos los atributos separados segun tablas, se creé un fichero *.csv
por cada tabla que incluia cada uno de los atributos en columnas y en el mismo orden que se
representa en la HGDB. La carga de datos se ha realizado sobre una base de datos vacia, de modo
gue todas las variaciones que posee estan relacionadas con el Neuroblastoma.

Para la carga de estos archivos se decidié usar el gestor de bases de datos HeidiSQL?*®. Se
trata de una herramienta util de uso gratuito que permite navegar y editar datos, crear y editar
tablas de manera sencilla.

M8 Administrador de sesiones ? *
Nombre de la sesign &7 Bjustes * Avanzado [l Estadisticas
"i;:{' AlumnosUPY > ]
t\ Genoma-DB Tipo de red: MySOL (TCP/IP) "
t\i Haplo2016 Mombre del host / 1P: ‘Mt.dsic.upv.es |

T, PracticasBiolNF

] Pedir credenciales
T, VarSearch_aleon

. Usar autenticacion de Windows
%, VarSearch_jose
Usuario: “u’arSearch |
Contrasefia: |nn| |

Puerto: :

[ Protocolo clientef/servidor comprimida

Bases de datos: ‘Srzparaclas por punto y coma () 7|

Comentario:

MNueva |+ Guardar Borrar Cancelar Mas -

Figura 14. Configuracion en Heidi para el acceso a la HGDB.

Al entrar en la aplicacién, se puede navegar por cada una de las tablas y consultar cada
atributo. Un ejemplo seria como se muestra en la Figura 15, donde se muestran a la izquierda las
diferentes tablas y si por ejemplo se entra en “BIBLIOGRAPHY_DB” se pueden ver detalles de cada
uno de sus atributos como por ejemplo el tipo de datos permitido.

26 https://www.heidisgl.com/
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Archivo Editar Buscar Herramientss Ira Ayuds P Donar el proyecto HeidiSOL (3 Actualizscién disponible
A-FLR2B82-25@oNHOOvX P -L-HEt s ba=i 0
4 Filtro de bases (‘Etl_lF“thdElab‘ai ‘ ¢ =i Host: varsearchtest.dsic... || Basededatos: varsearch (| Tabla: BIBLIOGRAPHY DB =3 Datos [P Consulta ‘g
7 2 > . P . - -
~ &g varsearch STO5SME || ' Bisico | ¥ Opciones % Indices | i Llaves fordneas | @ Particiones | [ Codigo CREATE | (1} Cédigo ALTER
|| BIBLIOGRAPHY_DE 55 M

BIE REF 647 M8 Nombre: BIBLIOGRAPHY_DB

CERTAINTY 32,0KB Comentaric:

CHROMOSOME 15,5 MiB

CHR_ELEM 30MiB

CURATOR 16,0K8

DATABANK 16,018

DATABANKVERSION  320KB | Columnas: O Agregar © o -

ELEMENT DATABA..  1120KiB

EXON L5uia £ Nombre Tipo de datos Longitud/Co... Sinsigno  PermititNULL  Rellenar conceros  Predeterminado  Comentario Collation

EXON_TRANSCRIPT 30MiB it} URL VARCHAR 255 i} i} ] Sin valor predete...

SENE 100K8 ' 2 BIBREFID DECIMAL 65.0 0O o 0 Sin valor predete...

- VARCHA m

CENOME Te0ks 3 NAMEDB ARCHAR 255 ] ] H;Iu

IMPRECISE Teoke 4 PUBMED_ID DECIMAL 650 0O 0O NULL

PHENOTYPE 16,0KiB < >

PRECISE H5Mie Ayuda Descartar | | Guardar

PRECISE SEONG 462Mig ¥

Figura 15. Visualizacion desde HeidiSQL.

HeidiSQL posee un apartado dentro de “Herramientas” que permite importar archivos con
formato *.csv. Un ejemplo seria el que se muestra en la Figura 16, donde se estd importando el
fichero*.csv correspondiente a la tabla “BIBLIOGRAPHY_DB”. Se elige el tipo de codificacion (en
este caso el idioma serd latin 1), se ignora la primera fila ya que corresponde a la descripcion de
los datos de cada columna, se elige la base de datos destino y se especifica a qué tabla
corresponde en ésta. Los ficheros *.csv se crearon con la misma nomenclatura que posee la base
de datos para evitar y/o prevenir conflictos. De esta misma manera es como se ha ido realizando
la carga del resto de tablas.
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89 Importar archivo de texto - O *

Archive de entrada

MNombre de ar4C:\Users\pnrtatiI\DESktnp\Tablas para la carga\BIBLIOGRAPHY_DB.csv

Codificacion: | cp1252 West Eurapean (latin) b
Opciones Caracteres de control

Ignorar las = primeras lineas Campos terminados por

[ Baja prioridad, evitar alta carga del servidor Campos delimitados por [" ] opcional

[JEl archivo de entrada contiene nimeros formateados, &f. 1.234,56 en Alemania Campos escapados por |"

Lineas terminadas por ~ |\r\n

[ Truncar tabla de destino antes de importar

Manejo de filas duplicadas Destino
(®) INSERT {puede arrojar errores) Base de datos: varsearch w
] Tabla: BIELIOGRAPHY_DB ~
() INSERT IGNORE (duplicados)
Columnas:
(JREPLACE (duplicados) ~ URL =N
i BIB_REF_ID =
: 1 NAME_DB
Métod -
eae | PUBMED_ID O

(®) El servidor analiza el contenido del archivo (LOAD DATA)

() El cliente analiza el contenide del archivo

Figura 16. Vista de la importacion de archivos CSV en HeidiSQL.

Una vez realizada la carga se han seguido unos pasos de revisién con el fin de garantizar la
integridad y calidad de los datos. Se ha revisado que en cada tabla se han cargado correctamente
todos los atributos y que no ha habido inconsistencia o incongruencia en los datos.

4.4 EXPLOTAITION

El principal objetivo del dltimo paso de la metodologia SILE es la creacion de conocimiento a
partir del correcto manejo de los datos. En el caso de este trabajo, este Ultimo paso consiste en
comparar las muestras de pacientes con las variaciones genéticas validadas.

A partir de las tecnologias de nueva generacion (NGS) (Rodriguez-Santiago and Armengol,
2012) se pueden determinar las variaciones genéticas extraidas de una muestra de tumor. Estos
resultados se presentan en archivos *.VCF, los cuales pueden ser analizados por Varsearch, con el
objetivo de contrastar cudles de las variaciones estan también almacenadas en la base de datos
de dicha herramienta.

El funcionamiento de “VarSearch” es el que se ve en la Figura 17. Se introduce un fichero VCF
o Sanger, la herramienta lo analiza y proporciona como resultado las variaciones que ha
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encontrado en el fichero que se encuentran también en la base de datos. Ademas, permite al
usuario afiadir una validacién a cualquier variacidon encontrada.

I N
hC_RTa1n ELSULE
kC_0HEAT AD 1225237
¥ Ko 00 A0 R R
K AIIEOT A3 14TAIMETA
KC_032002 1 MFERE
.
a _— Variations found
Input file Analysis o
(VCF or Sanger) Mew Validation
Add Variation
ML It [ R | g R

MC position: 413452372

Variations and validations

Figura 17. Funcionamiento de "VarSearch".

Se realizaron diversas pruebas con ficheros VCF para validar el correcto funcionamiento de
VarSearch con las variaciones cargadas. Para ello, se generd un nuevo fichero *.VFC en el que se
insertaron variaciones de otra enfermedad mas las variaciones relacionadas con el
Neuroblastoma. Dicho fichero fue importado a VarSearch como se muestra en la Figura 18.
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VarSearch

Project File selection (V]

File selection

Search file to analyze

=== P

Figura 18. Eleccion de fichero en VarSearch.

Una vez elegido el fichero, al pulsar en analizar, empieza un proceso el que la herramienta
busca las coincidencias de las variaciones contenidas en el fichero con las de la base de datos,

como se muestra en la Figura 19.

Processing...
ASNSNNN\NN\N\N\N\N\NN

Figura 19. Procesando el fichero por VarSearch.
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Los resultados se distribuyen en “variaciones encontradas” y “variaciones no encontradas”.
Como todas las variaciones que posee la base de datos son del Neuroblastoma, todas las
encontradas estardn relacionadas con la enfermedad.

Las “variaciones encontradas” se presentan en una lista al usuario como se muestra en la
Figura 20.

Variations found

File: varsearch_Test_chr13_22wcf (Version hgl9.1/Grch37)

Search filters

Chromosome: Position: View only Omin:

i.e.NC_000013.10 i.e. 123456789 |

Search:

Position Reference Change Nomenclature

NC_000013.10 32899463 G T D View HGVS Nomenclature:
NC_000013.10 32903685 c T D View HGVS Nomenclature
NC_000013.10 32906729 A C D View HGV'S Nomenclature...
NC_000013.10 32913055 A G D View HGVS Nomenclature
NC_000013.10 32915005 G C D View HGV'S Nomenclature...
NC_000022.10 30064384 c T D View HGVS Nomenclature

Figura 20. Variaciones encontradas en el fichero.

Ademads, VarSearch proporciona mas informaciéon que aparece al hacer “click” en el + de la
izquierda de cada variacién encontrada. En este caso, se muestra informacién adicional como la
significancia clinica, las referencias o validaciones (Figura 21). El usuario puede afadir una
validacién por cada variacidn y puede elegir si serd publica o privada, en este caso, solo el usuario
gue poseedor de la variacién podra ver y guardar la validacion.
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VarSearch
Project

Variations ~

Variations found

File: varsearch_Test_chr13_22vef (Version hg19.1/Grch37)
Search filters
Chromosome: Position: View only Omin:

i.e.NC_000013.1C Le. 123456789 O

Position Change

Search:

Homenclature

View HGVS Nomenciature.

View HGVS Nomenclature,

+ Add Validation

+ Add Validation

+ Add Validation

+ Modify Validation

Q NC_000013.10 32899488 G T D
dbSHP(Click here to database) Variation Id: rs4342423 Ciinical Significance: untested
(&} NC_000012.10 32903585 4 T D
o dBSNP(Click here to database) Varistion ld: ra2128042 Clinical Significance: untested
wf' UMD{Chck here to database) Varigtion ld: BRCAZ_UMD_c.B81+56C=T Clinical Significance: null
o BIC(Chck here to database) Variation Id: 17273 Clinical Significance. unknown
¢ LOVDChromium{Click here to database) Variation ld: BRCA2_00044 Clinical Significance: null
References:
Globel sequence diversity of BRCAZ: ansiysis of 71 breast cancer families and 95 control of Wagner TM, ¢ K Shen P, R, Muhr D,

Petru E, Ropp E, Langbaver G, Kubista E, Scheiner O, Underhill P, Mountain J, Stierer M, Zielinski C, Oefner P. . 1999-03-01

NC_000012.10 32906728 A c D

Figura 21. Andlisis del fichero usando VarSearch.

Por otro lado, se muestran también las “variaciones no encontradas”,

E, Concin H, Doeller W, Haid A

View HGVS Nomenclature.

es decir, aquellas

contenidas en el fichero, pero no guardas en la base de datos, por tanto, no relacionadas con la

enfermedad (Figura 22).
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Variations not found

File:varsearch Test chr13 22vcf (Version hg19.1/Grch37)

Search filters

Chromesome: Position:

i.e.NC_000013.10 £.123456789

Search:

NC_000013 29686564
NC_000013 29686570

NC_000013 32900961

NC_000013 32900965

)

c

.

A
NC.000013 2900963 G

T
NC.000013 2903199 G
NC 000013 2503200 A
NC000013 2503205 A
NC 000013 2505219 ar
NC000013 905235 c
NC 000015 2505236 T
NC.000013 907535 o
NC 000015 2929587
NC.000013 as6069
NC 000015 as260700

) 1
A 1
s 1
c 1
c 1
T s
c 1
c 1
A 1
A 1
c 1
c 1
c 1
c 1
s 1
c 1

NC_000022 19495674

IPPRPPRIRRIPPRIPPIPRP

Figura 22. Variaciones no encontradas en el fichero.

Los estudios de estas enfermedades/variaciones tienen como objetivo poder ser facilitados
mediante Test Genéticos Directos al Consumidor (TGDC) como es el caso del Proyecto en
desarrollo GenesLove.Me (GLM) (Figura 23), los cuales proporcionan tests para enfermedades
concretas como la alopecia androgénica, la intolerancia a la lactosa, la sensibilidad al alcohol o el
dupuytren?’ (Reyes Roman, J. F., Ifiiguez-Jarrin, C. and Pastor Lépez, O., 2017).

Bienvenido () Iniciar

ge n e S& m e QUIENES SOMDS ~ QUE OFRECEMOS ~ CATALOGO DE PRODUCTOS o o

Ponemos a tu alcance la tecnologfa mas
avanzada para ayudarte en el cuidado de tu
salud.
SELECCION DE PRODUCTOS
{ J # T
£ N a A4 S o\

Figura 23. Pantalla principal de GenesLove.Me.

27 Acimulo de tejido fibrético en la mano que ocasiona una retraccién de los tendones flexores y provoca
que los dedos quedan en flexidn.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

El presente trabajo tenia como finalidad la creacidn de un Sistema de Informacion Gendmico
(GelS) para la enfermedad del Neuroblastoma. Debido a la gran heterogeneidad de los datos
disponibles atiles para la creacién de un diagndstico correcto de la enfermedad, se ha decidido
seguir una serie de pasos que extraigan conocimiento de aquellos repositorios que mejor se
adapten a las necesidades del proyecto, evitando falta de calidad en los datos.

El Modelo Conceptual del Genoma Humano permite una caracterizacion del genoma humano
y se ha utilizado como estructura fuerte sobre la que se ha creado el GelS. Se ha hecho una amplia
revision de las fuentes de datos disponibles para la enfermedad con el fin de elegir aquellas mas
Optimas. Como metodologia se ha decidido seguir SILE creada por el Grupo de Investigacién PROS,
ya que ésta proporciona los resultados deseados.

Se ha conseguido obtener una base de datos para el Neuroblastoma que incluye las
variaciones validadas y directamente relacionadas con la enfermedad. Sirve para la creacién de
diagndsticos gendmicos ya que mediante VarSearch se ha conseguido relacionar muestras de
pacientes con las variaciones almacenadas en la base de datos. Esto proporciona a los médicos y
genetistas un diagndstico mucho mas preciso ya que se sabe exactamente cuales son las
variaciones que posee el paciente y estan involucradas en la aparicidn de la enfermedad.

Aungue hay mucho trabajo realizado y conocimiento obtenido, esta base de datos tendra
gue ser actualizada constantemente ya que cada dia hay nuevos descubrimientos y habra que ir
adaptando la base de datos a las nuevas variaciones.

Por otro lado, sélo se han utilizado bases de datos curadas, pero podria afiadirse informacién
de otras bases de datos que podrian ser util para los médicos en su proceso de tomar una
decisién. Por tanto, como trabajo futuro se podrian explorar en andlisis posteriores otros
repositorios con el fin de incluir biomarcadores?® como miRNA%’, medicamentos dirigidos a
variaciones concretas u otra informacién relevante.

Ademas, este proceso de obtencidén de una base de datos homogénea para la enfermedad
del Neuroblastoma podria aplicarse como método para el desarrollo de Sistemas de Informacién

28 Sybstancias que indican un estado bioldgico sean quimicos, fisiolégicos o morfolégicos. Es decir,
indicadores que pueden medirse objetivamente, el cual indicaria que un proceso bioldgico es normal o
patoldgico.

2% MicroRNA: moléculas pequefias de RNA con importantes funciones regulatorias a nivel
postranscripcional. Recientemente, se ha observado que relnen muchas caracteristicas de los buenos
biomarcadores (son estables en muchos fluidos corporales y la mayoria de las secuencias se conservan
entre especies) (Mar, F. et al., 2015).
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Gendmicos para cualquier enfermedad de origen genético proporcionando una estructura estable
y estandarizada.

El uso eficiente de los datos gendmicos ayudara al entendimiento de las bases moleculares
de las enfermedades raras. Es necesaria una comprension profunda de ellos para descubrir
biomarcadores que permitan la obtencion de un diagndstico precoz y el desarrollo de

medicamentos dirigidos a una poblacién especifica. Por este motivo, es necesario una adecuada
gestion de la gran variedad de datos.
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PRESUPUESTO

1. OBIJETIVO DEL PRESUPUESTO

El objetivo del presupuesto es valorar econémicamente el trabajo realizado.

A continuacidn, se va a detallar el presupuesto necesario para el desarrollo del Trabajo Fin de
Grado (TFG) expuesto en la Memoria. El presupuesto contiene los costes de: personal, software y
hardware. Los costes desglosados no incluyen el IVA, este se aplica al presupuesto total final.

Para el cdlculo de la amortizacién en los costes de software y hardware, se ha utilizado Ila
siguiente formula:

(N
Coste imputable (sinIVA) =t ‘T

Donde:

- tes el tiempo de uso del equipo (en meses)
- Ces el coste del equipo/licencia
- Tes el tiempo de amortizacidén (en meses)

2. PRESUPUESTO DESGLOSADO
2.1.Costes de personal

El presupuesto del presente trabajo proviene principalmente de los costes de personal,
debido a las tareas que han tenido que realizarse. En este caso, a parte del coste del ingeniero
biomédico que ha realizado el trabajo, también se contabilizan las horas que han invertido los
miembros del Grupo de Investigacion PROS en sus tareas de apoyo. En la Tabla 1 se computan el
total de horas de dedicacién al proyecto por parte del ingeniero biomédico y de los ingenieros de
PROS. Ademads, se detalla el coste unitario, las horas realizadas y a partir de éstos el coste
imputable.
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COSTES DE PERSONAL
Perfil Coste unitario Horas realizadas Coste imputable
Ingeniero biomédico 40€/hora 300 horas 12.000,00€
Ingeniero informatico 70€/hora 20 horas 1.400,00€
(PROS)
COSTES DE PERSONAL TOTALES 13.400,00€

Tabla 14.Costes de personal para la elaboracion del proyecto.

2.2.Costes de software

En esta parte del presupuesto se detallan las licencias necesarias, asi como el coste de las
aplicaciones utilizadas. Esta parte del presupuesto incluye el coste de las licencias del Sistema
Operativo y Microsoft Office, ademds de la utilizacién del gestor de bases de datos HeidiSQL y la
herramienta “VarSearch”, ambos gratuitos.

COSTES DE SOFTWARE
Programa Coste de la Numero de Periodo de uso | Duraciéndela | Coste
licencia licencias licencia imputable

Sistema 230,58€ 1 6 meses Indefinida (uso | 38,43€
Operativo de 3 afios)
Microsoft
Windows 10
Pro
Microsoft 123,14€ 1 6 meses Indefinida (uso | 20,52€
Office Hogary de 3 afios)
Estudiantes
2016
HeidiSQL 0,00€ 1 6 meses Indefinida 0,00€
VarSearch 0,00€ 1 6 meses Indefinida 0,00€

COSTES DE SOFTWARE TOTALES 58,95€

Tabla 15. Costes de software para la elaboracion del proyecto.
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2.3.Costes de hardware

A continuacion, se detalla el coste de hardware. En el presente trabajo se ha utilizado el
ordenador portatil Toshiba Satellite C855-2DR.

COSTES DE HARDWARE

Equipo Coste del Unidades Periodo de Periodo de uso | Coste

equipo (sin amortizacion imputable (sin

IVA) IVA)
Toshiba 550,00€ 1 3 afios 6 meses 91,67€
Satellite C855-
2DR

COSTES DE HARDWARE TOTALES 91,67€

Tabla 16. Costes de hardware para la elaboracion del proyecto.

3. PRESUPUESTO TOTAL

En primer lugar, se calcula el Presupuesto de Ejecucion Material que corresponde a la suma
de los presupuestos parciales mencionados anteriormente (costes de personal, software y
hardware). A continuacion, se calculan los gastos generales (13% del presupuesto de ejecucién) y
el beneficio industrial (6% del presupuesto de ejecucién). Los gastos generales se refieren a los
gastos necesarios para llevar a cabo la actividad de la empresa pero que no estan directamente
relacionados con el producto o servicio que esta ofrece, es decir, que no aumentan el beneficio de
la empresa. Y el beneficio industrial, se corresponde con lo que se gana verdaderamente al hacer
el proyecto. La suma del presupuesto de ejecucion, los gastos generales y el beneficio industrial
forman el Presupuesto de Ejecucion por Contrata. Por Gltimo, se le afiade el IVA para el calculo del

presupuesto total final.

CALCULO DEL PRESUPUESTO TOTAL

Costes de personal totales 13.400,00€

Costes de software totales 58,95€

Costes de hardware totales 91,67€
Total del presupuesto de Ejecucion Material 13.550,62€
Gastos generales (13%) 1.761,58€

Beneficio industrial (6%) 813,04€
Total del presupuesto de Ejecucion por Contrata 16.125,24€
IVA (21%) 3.386,30€
PRESUPUESTO TOTAL 19.511,54€

Tabla 17. Cdlculo del presupuesto total desglosado.
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El presupuesto total asciende a diecinueve mil quinientos once con cincuenta y cuatro euros
(19.511,54¢€).
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ANEXO 1. TOTAL DE VARIACIONES ENCONTRADAS (DESCRITAS SEGUN SU IDENTIFICADOR RS DE
DBSNP).

dbGaP ClinVar

6435862 4719687 1858111 7152233 13001220 | 149705989 | 376175333 | 113994091
4712653 11037575 2121283 17862054 9653034 | 146663377 | 35228363 | 576431612
110419 11037575 2121283 17862054 9653034 | 867021284 | 145780832 | 200585833
6939340 6782527 313528 6441188 2480775 181820595 | 2293564 | 878854661
4712653 6782527 313528 6441188 2480775 | 528568887 | 56165377 | 878854656
4712653 1989838 977867 2830495 2991769 140240544 | 35093491 | 147102592
6939340 1989838 977867 2830495 2991769 | 886044965 | 149968229 | 755556501
6939340 2974129 17047538 3794370 16849204 | 112765394 | 150966028 | 138589984
7587476 2974129 17047538 3794370 16849204 | 749389756 | 2246745 | 756986057
7587476 17842780 2733332 6778370 12029359 | 143654307 | 115392387 | 536284304
9295536 17842780 2733332 6778370 12029359 | 530566864 | 77677701 | 372440265
9295536 4487594 17012789 1946295 2178907 138324955 | 201490095 | 773447647
3768716 4487594 17012789 1946295 2178907 12402052 4358080 | 749418931
3768716 932206 731956 4566595 9863794 | 144889528 | 1063611 | 878854654
3768716 932206 731956 4566595 9863794 | 114084418 | 530550940 | 878854653
17487792 7837606 4234840 2340388 17578222 | 771929965 | 11723860 | 878854659
17487792 7837606 4234840 2340388 17578222 | 886044966 | 59260453 | 74774946
10498025 16967789 343166 2256432 1013812 | 886044967 | 6826373 | 773367495
10498025 16967789 343166 2256432 1013812 139613776 | 62412180 | 540427775
110419 6716793 2885663 7639867 162096 755866386 | 180795407 | 773380015
110419 6716793 2885663 7639867 162096 886044975 | 560413438 | 762395127
6939340 12189640 4505549 2078786 9287300 | 886044976 | 118046131 | 878854657
6939340 12189640 4505549 2078786 9287300 | 377570278 | 535962589 | 147858673
2592232 4632732 16841387 10936142 9682099 | 763679404 | 397840867 | 776228721
2592232 4632732 16841387 10936142 9682099 | 886044977 | 544491872 | 397706189
4712653 10248903 1123848 8068445 1519337 17034660 | 73139116 | 182561050
4712653 10248903 1123848 8068445 1519337 3753037 | 577950819 | 80088378
6715570 7557557 4237255 895459 4438469 142881321 | 201654270 | 186421480
6715570 7557557 4237255 895459 4438469 121908161 | 186778106 1881422
9295536 7679676 196048 204938 11830829 | 117525287 | 114290493 | 141010693
9295536 7679676 196048 204938 11830829 | 140015591 | 75913938 | 372612147
6712055 2164210 12455846 2835340 7584646 | 145846362 | 17885864 | 74716434
6712055 2164210 12455846 2835340 7584646 | 121908162 | 747626591 | 56146053
6435862 1489550 4609161 1714524 3828112 | 755314640 | 17882335 | 146074150
6435862 1489550 4609161 1714524 3828112 150831576 | 751829128 | 543328121
10498026 2053710 4954564 10505975 | 12505133 | 150904940 | 757355779 | 138406372
10498026 2053710 4954564 10505975 | 12505133 | 149566646 | 17879258 | 150292405
4758051 3134899 2745636 1925035 454212 2297881 17885216 | 57881134
4758051 3134899 2745636 1925035 454212 200470260 | 771616235 | 560163657
3790171 1783596 907548 17210989 3010493 3215996 | 886059409 | 576431612
3790171 1783596 907548 17210989 3010493 | 574168097 | 886059410 | 56270786
7272481 749873 2268225 17105232 9393227 140229905 | 886059411 | 141444957
7272481 749873 2268225 17105232 9393227 147318592 | 781647693 | 72857538
1561277 10229203 1921246 4779984 6073330 | 868389032 | 886059412 | 72857540
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1561277 10229203 1921246 4779984 6073330 | 745380720 | 745503233 | 886055928
1703940 12660382 4930431 1374230 11950562 | 121908163 | 558416040 | 886055929
1703940 12660382 4930431 1374230 11950562 | 121908163 | 886059413 | 144437923
9892996 1117751 3795857 939114 12941604 | 886044985 | 770841700 | 79339096
9892996 1117751 3795857 939114 12941604 | 114266141 | 776498322 | 886055930
4755731 11677798 | 11601325 1680730 13420111 | 76519832 | 775569375 | 55941323
4755731 11677798 | 11601325 1680730 13420111 | 140769726 | 886059414 | 780536554
309160 8068707 351408 2619046 7641536 | 116089798 | 886059415 | 368581969
309160 8068707 351408 2619046 7641536 | 760253167 | 774951337 | 143916398
1027702 11185668 341933 2991770 6014573 | 772429569 | 104893855 | 367674546
1027702 11185668 341933 2991770 6014573 149417293 | 104893856 | 886055931
1427065 4487594 10840002 1952224 11714239 12125492 | 192127241 | 367712624
1427065 4487594 10840002 1952224 11714239 | 121908164 | 56247462 | 886055932
6441201 6817411 2279927 11648088 9648623 147066476 | 373764155 | 200868013
6441201 6817411 2279927 11648088 9648623 | 751084365 | 75895956 | 886055933
11681160 9350051 9832305 2094596 957459 77172218 | 74830770 | 780271684
11681160 9350051 9832305 2094596 957459 145969842 | 61754933 | 760041708
309137 2994598 11759745 11727649 186895 72867431 | 749286400 | 753267950
309137 2994598 11759745 11727649 186895 143669846 | 878854655 | 756782371
110419 3820449 16951664 9827781 1454909 146436697 | 373605278 | 767822322
110419 3820449 16951664 9827781 1454909 75413741 | 147241767 | 886055934
2224536 1915304 4620711 6714748 12151161 11121552 | 375646347 | 886055935
2224536 1915304 4620711 6714748 12151161 | 61999305 | 56249474 | 578166431
13150445 10090288 3768716 12295951 4657121 | 886055925 | 367642503 | 886055936
13150445 10090288 3768716 12295951 4657121 1728828 | 142126984 | 572286447
6430612 2415603 11773271 6735489 1218885 | 886055926 | 372471601 | 755231246
6430612 2415603 11773271 6735489 1218885 | 547955328 | 183314518 | 886055937
6744811 5752592 757558 7114014 6024619 74669215 | 780746584 | 886055938
6744811 5752592 757558 7114014 6024619 | 886055927 | 776604754 | 547587734
2710638 6774870 885769 8083994 12210008 | 78174819 | 755251438 | 886055939
2710638 6774870 885769 8083994 12210008 1881421 | 878854660 1536262

4084113 313519 17861942 6719500 218626 139437088 | 878854658 1002076

4084113 313519 17861942 6719500 218626 1881420 | 779178799 1138791

4696715 10753713 704225 1063178 1455576 1670283 | 761628666 | 3748581

4696715 10753713 704225 1063178 1455576 56132472 2246745 | 886044987
1714518 10456051 7637803 5326 1604144 | 138827116 | 371592787 | 148690591
1714518 10456051 7637803 5326 1604144 56181542 | 76150405 | 78490707
4770073 1001555 7637803 1218897 1604144 55772745 | 577768628 | 146717943
4770073 1001555 7637803 1218897 1604144 | 201768549 | 863225282 7544928

16980240 4755731 4267812 6760875 1604144 17007646 | 863225285 | 4240912

16980240 4755731 4267812 6760875 1604144 3738869 | 281864720 | 4240913

6929659 11037575 4971342 2017620 1604144 56247462 | 863225281 2847347

6929659 11037575 4971342 2017620 1604144 56071005 | 281864719 | 557129908
1012646 6945242 4834308 16876210 1604144 3795850 | 863225284 | 181454124
1012646 6945242 4834308 16876210 1604144 4622670 | 863225283 | 567547345
2991769 7486178 4978813 2340388 12203592 2293563 | 863225281 6694522

2991769 7486178 4978813 2340388 12203592 | 571451087 | 185749715 | 886045009
1892577 6911198 2011946 17322289 | 12145940 | 192312673 | 190108168 | 762218807
1892577 6911198 2011946 17322289 | 12145940 | 886045011 | 574858597 | 756198031
2991770 11591988 7632059 10932572 1656377 77474900 | 886044999 | 192963286
2991770 11591988 7632059 10932572 1656377 | 886045012 | 886045000 | 536529721
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4689963 563916 8017950 | 12207718 | 11616409 | 72867441 | 750420134 | 549049444
4689963 563916 8017950 | 12207718 | 11616409 | 150497684 | 886045001 | 886045010
4719687 | 1858111 | 7152233 | 13001220 | 7765425 | 201136295 | 886045002 | 886045013
11131168 | 2401711 | 11716327 | 16872251 | 3759387 | 886044992 | 886045003 | 141688466
11131168 | 2401711 | 11716327 | 16872251 | 3759387 | 554239975 | 369817908 | 886045014
10864463 | 1193510 | 10089685 | 2059320 | 3759387 | 886044994 | 886045004 | 535976639
10864463 | 1193510 | 10089685 | 2059320 | 3759387 | 549614550 | 546229540 | 886045015
17047538 | 11562721 | 6992153 | 4613118 | 10091852 | 189075267 | 886045005 | 775958997
664576 6069551 | 6992153 | 6495001 | 10091852 | 886044995 | 886045006 | 886045016
664576 6069551 | 13359418 | 6495001 | 8181023 | 182518399 | 41301987 | 886044989
10936131 | 7730742 | 13359418 | 2829156 | 8181023 | 763386544 | 886045007 | 886044986
10936131 | 7730742 | 11562721 | 2829156 | 4613118 | 886044996 | 886045008 | 886044988
7765425 | 6038449 | 2822524 | 1883628 | 12434331 | 755083691 | 765149352 | 886044986
1463142 | 5752592 | 4942925 | 1523993 | 7980416 | 886044997 | 559140260 | 886044986
1463142 | 5752592 | 4942925 | 1523993 | 7980416 | 886044998 | 551392566 | 886044991
10035707 | 10181051 | 10832869 | 882362 7134594 | 886044990 | 55733526 | 113994088
10035707 | 10181051 | 10832869 | 882362 7134594 | 886044993 | 77102810 | 41310365
13432282 | 9466269 | 10511979 | 2058804 | 7624303 | 571589510 | 113994090 | 139210251
13432282 | 9466269 | 10511979 | 2058804 | 7624303 | 2256740 | 113994087 | 78868210
2209761 | 2822612 | 4850679 | 11611238 | 16852600 | 145271283 | 113994089 | 553404052
2209761 | 2822612 | 4850679 | 11611238 | 16852600 | 138668699 | 281864719 | 144047666
6038449 | 2822524 | 1883628 | 12434331 | 2897834 | 150557024 | 113994092 | 3748580

2897834 | 7129386 | 9857883 | 8073596 | 16842717 | 61754865 | 281864720 | 184232081
17065417 | 949455 1056927 | 6446700 | 1538972 | 35073634 | 115172954 | 281864719
17065417 | 949455 1056927 | 6446700 | 1538972 | GRCh38/h | GRCh38/h

7298565 | 10886492 | 4594848 | 12514981 | 4336470 g38 g38

7298565 | 10886492 | 4594848 | 12514981 | 4336470 | 7921.13(ch | 3q28(chr3:

245852 6682554 | 2822556 | 4134468 | 4902467 | r7:885200 | 191319392

245852 6682554 | 2822556 | 4134468 | 4902467 43- -

7129386 9857883 8073596 | 16842717 | 12745240 | 90241919) | 191543941

12745240 | 4780959 867595 3915772 | 4769414 x3* X1 *

4780959 867595 3915772 | 17047538 | 4769414

1489802 | 1489802

*Estas dos variaciones aparecen como anomalias que afectan a varios genes y a varias posiciones
distintas. No tienen nimero de identificacion rs, asi que se expresan como aparecen en la base de
datos ClinVar. Estas variaciones acaban siendo filtradas en el paso Identification de la metodologia

SILE como se explica en el Capitulo 4.

Tabla 18. Variaciones encontradas.
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ANEXO 2. VARIACIONES VALIDADAS/FILTRADAS (DESCRITAS SEGUN SU IDENTIFICADOR RS DE

DBSNP).
Total de variaciones validadas
149705989 11121552 118046131 371592787 144437923 886044995
146663377 61999305 535962589 76150405 79339096 182518399
867021284 1561277 397840867 577768628 886055930 763386544
181820595 309160 544491872 863225282 55941323 886044996
528568887 11681160 73139116 863225285 780536554 755083691
140240544 3768716 577950819 281864720 368581969 886044997
886044965 17487792 201654270 863225281 143916398 886044998
112765394 7587476 186778106 281864719 367674546 185749715
749389756 6712055 114290493 863225284 886055931 190108168
143654307 6435862 75913938 863225283 367712624 574858597
530566864 6715570 17885864 863225281 886055932 886044999
138324955 886055925 747626591 281864719 200868013 886045000
12402052 1728828 17882335 281864719 886055933 750420134
144889528 886055926 751829128 113994092 780271684 886045001
114084418 547955328 757355779 281864720 760041708 886045002
771929965 74669215 17879258 113994090 753267950 886045003
886044966 886055927 17885216 113994087 756782371 369817908
886044967 78174819 1427065 113994089 767822322 886045004
139613776 1881421 11037575 113994088 886055934 546229540
755866386 139437088 4084113 113994091 886055935 886045005
886044975 1881420 110419 576431612 578166431 886045006
886044976 1670283 16980240 200585833 886055936 41301987
377570278 56132472 1012646 878854661 572286447 886045007
763679404 138827116 3790171 878854656 755231246 886045008
886044977 56181542 771616235 147102592 886055937 765149352
17034660 55772745 886059409 755556501 886055938 559140260
3753037 201768549 886059410 138589984 547587734 551392566
142881321 17007646 886059411 756986057 886055939 886045009
121908161 3738869 781647693 536284304 1536262 762218807
117525287 56247462 886059412 372440265 1002076 756198031
140015591 56071005 745503233 773447647 1138791 192963286
145846362 3795850 558416040 749418931 3748581 536529721
121908162 4622670 886059413 878854654 886044987 549049444
755314640 2293563 770841700 878854653 148690591 886045010
150831576 35073634 776498322 878854659 78490707 886045013
150904940 138668699 775569375 74774946 146717943 141688466
149566646 150557024 886059414 773367495 7544928 886045014
2297881 61754865 886059415 540427775 4240912 535976639
200470260 2256740 774951337 773380015 4240913 886045015
3215996 145271283 104893855 762395127 2847347 775958997
574168097 55733526 104893856 878854657 557129908 886045016
140229905 77102810 192127241 147858673 181454124 886044989
147318592 376175333 56247462 776228721 567547345 886044986
868389032 35228363 373764155 397706189 6694522 886044988
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745380720 145780832 75895956 182561050 115172954 886044986
121908163 2293564 74830770 80088378 144047666 886044986
121908163 56165377 61754933 186421480 3748580 886044991
886044985 35093491 749286400 1881422 184232081 886044990
114266141 149968229 878854655 141010693 41310365 886044993
76519832 150966028 373605278 372612147 139210251 571589510
140769726 2246745 147241767 74716434 78868210 4712653

116089798 115392387 375646347 56146053 553404052 6939340

760253167 77677701 56249474 146074150 571451087 9295536

772429569 201490095 367642503 543328121 192312673 4758051

149417293 4358080 142126984 138406372 886045011 10498026
12125492 1714518 372471601 150292405 77474900 2592232

121908164 13150445 183314518 57881134 886045012 7272481

147066476 1063611 780746584 560163657 72867441 10498025
751084365 530550940 776604754 576431612 150497684 75413741
77172218 11723860 755251438 56270786 201136295 560413438
145969842 59260453 878854660 141444957 886044992 2246745

72867431 6826373 878854658 72857538 554239975 886055929
143669846 62412180 779178799 72857540 886044994 189075267
146436697 180795407 761628666 886055928 549614550

Tabla 19. Variaciones validadas/filtradas.
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