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RESUMEN

En 2015, el American College of Medical Genetics and Genomics y la Association for Molecular
Pathology desarrollaron unas guias describiendo criterios para clasificar la patogenicidad de
variaciones gendémicas en enfermedades mendelianas. En el criterio PS3-BS3 se evaldan
consecuencias gendmicas, protedmicas y metabdlicas de las variaciones, evidencia
proporcionada por estudios funcionales. Sin embargo, esta evidencia Unicamente esta
disponible en literatura cientifica, lo que dificulta la extraccion de conocimiento y
automatizacidn de la evaluacion del criterio.

Por este motivo, este Trabajo de Fin de Grado tiene como objetivo disefiar y desarrollar una
fuente de informacién de estudios funcionales que permita automatizar la evaluacion del
criterio PS3-BS3 de las guias ACMG/AMP 2015. Como caso de estudio, este trabajo se centra
en estudios asociados a cardiopatias familiares, enfermedades heredables de causa genética
que afectan al corazén.

Primeramente, se analiza la informacidn necesaria para evaluar el cumplimento del criterio
PS3-BS3 y se realiza un modelo conceptual para guiar la identificacién de esta informacion en
la literatura y estructurar el conocimiento extraido. A continuacién, se realiza un curado
manual de la literatura reportando estudios funcionales sobre 35 genes, seleccionados por
expertos clinicos, asociados con las cardiopatias familiares. Finalmente, a partir de la
informacidn extraida, se genera la fuente de informaciéon. Como caso de uso se plantea una
automatizacién de evaluacion del criterio a partir de un VCF dado, validandola con VCF reales
de pacientes de cardiologia del Hospital General Universitario de Alicante.

De esta manera, en este Trabajo de Fin de Grado se proponen las herramientas necesarias
para la evaluacién del criterio PS3-BS3 de las guias ACMG/AMP 2015, de forma que pueda
aplicarse como herramienta de ayuda al diagndstico clinico.

Palabras clave: Estudios funcionales, guias ACMG-AMP, cardiopatias familiares, variaciones
gendmicas
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RESUM

En 2015, el American College of Medical Genetics and Genomics i la Association for Molecular
Pathology van desenvolupar unes guies descrivint criteris per a la classificacio de Ia
patogenicitat de variacions genomiques en malalties mendelianes. En el criteri PS3-BS3
s’avaluen les conseqiliéncies genomiques, proteomiques i metaboliques de les variacions,
evidencia proporcionada per estudis funcionals. Malgrat aixd, aquesta evidéncia esta
disponible Unicament en literatura cientifica, el que dificulta I'extraccié de coneixement i
automatitzacio de I'avaluacio del criteri.

Per aquest motiu, aquest Treball de Fi de Grau té com objectiu dissenyar i desenvolupar una
font d’informacié d’estudis funcionals que permeten automatitzar I'avaluacié del criteri PS3-
BS3 de les guies ACMG/AMP 2015. Com a cas d’estudi, aquest treball es centrara en estudis
associats a cardiopaties familiars, malalties heretables de causa genética que afecten al cor.

Primerament, s’analitza la informacié necessaria per a avaluar el compliment del criteri PS3-
BS3 i es realitza un model conceptual per a guiar la identificacié d’aquesta informacié a la
literatura i estructurar el coneixement extret. A continuacio, es realitza un curat manual de la
literatura, reportant estudis funcionals de 35 gens, seleccionats per experts clinics, associats
amb cardiopaties familiars. Finalment, a partir de la informacié extreta, es genera la font
d’informacié. Com a cas d’Us, es planteja una automatitzacié d’avaluacio del criteri partint d’un
VCF, validant-la amb VCF reals de pacients de cardiologia de I'Hospital General Universitari
d’Alacant.

D’aquesta manera, en aquest Treball de Fi de Grau es proposen les ferramentes necessaries
per a I'avaluacié del criteri PS3-BS3 de les guies ACMG/AMP 2015, de forma que poden aplicar-
se com a ferramenta d’ajuda al diagnostic clinic.

Paraules clau: Estudis funcionals, guies ACMG-AMP, cardiopaties familiars, variacions
genomiques

Titol: Disseny i desenvolupament d’una font de dades sobre estudis funcionals associats al
criteri PS3/BS3 de les guies ACMG-AMP 2015 i aplicacié en cardiopaties familiars.
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ABSTRACT

In 2015, the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology defined a set of guidelines and criteria to classify the pathogenicity of
genomic variants in mendelian diseases. The PS3-BS3 criterion evaluates the variants’ genomic,
proteomic, and metabolic consequences from evidence provided by functional studies.
However, such evidence is only available in scientific literature, which complicates the
knowledge extraction and the automatization of the criterion evaluation.

Therefore, the objective of this Final Degree Thesis is to design and develop an information
resource of functional studies that allows the automatization of the PS3-BS3 criterion
evaluation as defined by the ACMG/AMP 2015 Guidelines. As a case study, this work will focus
on hereditary heart diseases, defined as hereditary genetically caused pathologies which affect
the heart.

Firstly, the information required to evaluate the PS3-BS3 criterion fulfillment was analyzed,
and a conceptual model was built to guide the identification of said information in literature
resources and structure the extracted knowledge. Next, a manual curation of literature was
conducted, reporting functional studies on 35 genes selected by experts which were
associated with the diseases considered. Finally, with the extracted information, the
information resource was generated. As a case of use, a proposal for the automatization of the
criterion evaluation given an VCF was developed and then validated with real-life VCF from
cardiology patients provided by Hospital General Universitario de Alicante.

By this process, the present Final Degree Thesis proposes the necessary tools for the
evaluation of the ACMG/AMP 2015 Guidelines PS3-BS3 criterion in a way that could be
implemented as a diagnostic decision support tool.

Keywords: Functional studies, ACMG-AMP guidelines, hereditary heart diseases, genomic
variations

Title: Design and development of a functional studies data resource related to the PS3/BS3
criteria from the 2015 ACMG-AMP guidelines and its application for hereditary heart diseases.
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1. INTRODUCCION

La medicina de precisidn es un campo en crecimiento constante, pero de gran complejidad. Una de
las actividades fundamentales es la interpretacidn de variaciones genéticas para determinar sus
efectos y consecuencias clinicas. Con el propdsito de facilitar esta interpretacién y evaluacion, en
este Trabajo de Fin de Grado se va a disefiar y desarrollar una fuente de informacién de los estudios
funcionales realizados sobre variaciones genéticas asociadas a cardiopatias familiares. Esta fuente
recopilard los datos gendmicos disponibles y los estructurard a partir de un modelo conceptual, de
forma que se pueda automatizar la evaluacién del denominado criterio PS3/BS3 de las Guias ACMG-
AMP 2015.

Por tanto, en este capitulo se describira, primero, el contexto de la medicina de precisidn y la
interpretacion de variaciones genéticas. Seguidamente, se trataran los conceptos clave del trabajo
asociados a dicha interpretacion; en concreto, las Guias ACMG/AMP, los criterios PS3/BS3, los
estudios funcionales (y su relacion con los criterios) y el contexto clinico seleccionado de
cardiopatias familiares. Finalmente, se definira la estructura que seguira esta memoria.

1.1. Medicina de Precision

El estudio del ADN humano esta en progreso constante y, como resultado, se estan generando
cantidades ingentes de informacidn en el dmbito gendmico que cuentan con un gran potencial para
la aplicacién clinica. En el uso de esta informacidn se basa la medicina de precisién, que se define
como la prevenciodn, el diagndstico o el tratamiento de una enfermedad en funcidn de la genética de
cada paciente (Hurtado, 2022). De esta manera, la medicina de precision busca, a partir del perfil
genético de un individuo, conocer la presencia o predisposicion a cualquier enfermedad.

Como es de esperar, este campo presenta una gran complejidad. Una de las causas principales es la
variabilidad genética entre individuos. Esta variabilidad se asocia a uno de los conceptos gendmicos
fundamentales para la medicina de precisidn, las variaciones genéticas. Las variaciones genéticas son
cambios en la secuencia de elementos basicos (nucledtidos) del ADN y son los que nos diferencia
como individuos, pues cada ser humano cuenta con, aproximadamente, entre 2100 y 2500
variaciones en su ADN (Auton et al., 2015). EI ADN codifica todas las proteinas del cuerpo, por lo que
estos cambios genéticos conllevan consecuencias de gravedades varias, ya que pueden ser
totalmente inocuos, sin afectar a las proteinas resultantes, o ser causantes directos de enfermedad
como consecuencia de provocar proteinas defectuosas. Este Ultimo caso es lo que se denomina una
variacion patogénica, y resulta, concretamente, en las enfermedades conocidas como mendelianas,
patologias hereditarias causadas por una Unica variacién genética. Por tanto, en el ambito de la
medicina de precisidén, se crea una importante necesidad de investigacion del efecto de estas
alteraciones genéticas para poder explotar este conocimiento de cara a la aplicacién clinica.

El proceso de determinar el efecto de una variacién en el desarrollo de enfermedad se conoce como
interpretacion. Es un proceso complejo, que requiere analizar y comparar una gran variedad de
informacién gendmica. A esto, se suma la heterogeneidad de esta informacidn, su dispersion en
multiples fuentes, junto con una considerable variabilidad de la calidad de datos y de terminologias
empleadas. Dicha heterogeneidad hace evidente la necesidad de una estandarizacion de la calidad y
terminologia para facilitar el desarrollo e interpretacién de las investigaciones.
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Buscando dar soporte al proceso de interpretacion, se han realizado esfuerzos por definir estandares
como las Guias ACMG-AMP, que se explican en la siguiente seccidn, y que constituyen el punto de
partida de este trabajo.

1.2.  Guias ACMG/AMP

Para revisar las técnicas de interpretacién de variaciones genéticas, en 2013 se cred un grupo de
trabajo formado por miembros del American College of Medical Genomics and Genomics y de la
Association for Molecular Pathology. Tras su investigacidn, publicaron en 2015 las Guias ACMG-AMP
(Richards et al., 2015). Estas recomendaciones son un conjunto de criterios para evaluar la
patogenicidad, es decir, la capacidad de causar enfermedad, de variaciones asociadas a
enfermedades mendelianas en funcién de la evidencia disponible en diferentes bases de datos y en
literatura cientifica. De esta manera, estas guias tratan de proporcionar a todos los expertos una
base comun para determinar si una variacion es potencialmente la causa de una enfermedad
especifica.

Sin embargo, es importante destacar que el papel de las variaciones genéticas no es una cuestion
binaria. Una variacién puede considerarse patogénica o benigna con mayor o menor confianza segun
la gravedad de su efecto y las condiciones en las que se ha dado. Por ejemplo, una sustituciéon de un
nucledtido puede no alterar el aminoacido (elementos unidad que forman la proteina) resultante vy,
por tanto, no afectar al funcionamiento de la proteina, o, en cambio, puede provocar la aparicién de
un coddén de parada® que provoca una proteina incompleta y defectuosa. Para permitir una
interpretacion comun de esta escala de patogenicidad, las Guias ACMG-AMP 2015 proponen un
estandar de clasificacidn de las variaciones en cinco categorias de significancia clinica:

e Patogénica. Causante de enfermedad con probabilidad > 95%.

e Probablemente patogénica. Causante de enfermedad con probabilidad > 90%.
e Benigna. No causante de enfermedad con probabilidad superior > 95%.

e Probablemente benigna. No causante de enfermedad con probabilidad > 90%.
e Significado incierto. Evidencia conflictiva o insuficiente.

A la hora de realizar esta clasificacion, se evallan veintiocho criterios, 16 de patogenicidad y 12 de
benignidad, cada uno de los cuales evalua distintos tipos de informacidn sobre las variaciones. Segun
el tipo de informacién, cada criterio tendra un peso “muy fuerte”, “moderado” o “de apoyo” en la
clasificacidn de la variacion. Finalmente, segun las combinaciones de la evaluacién de estos criterios,

se podra clasificar la variacidn siguiendo unas normas especificas dictadas en las guias.

Concretamente, este Trabajo de Fin de Grado se focalizara en el criterio PS3 y su contraparte, el
criterio BS3. Estos dos criterios evallan un tipo de analisis concreto: los denominados estudios
funcionales. Por tanto, las siguientes subsecciones se dedicaran a definir los dos criterios y los
estudios funcionales.

1 Codén de parada: conjunto de nucledtidos que, en lugar de dar lugar a un aminodcido, detiene el proceso de
transformacién del ARN a proteina.
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1.2.1. Criterios PS3 y BS3

Los criterios PS3 y BS3 son criterios complementarios que se centran en la evidencia proveniente de
estudios funcionales (detallados en la subseccién 1.2.2) y que forman parte del conjunto de criterios
que proporcionan una fuerte evidencia de patogenicidad (PS3) y benignidad (BS3) de las Guias
ACMG/AMP.

Por una parte, el criterio PS3 abarca los estudios funcionales bien establecidos, de tipo in vitro
(realizado en un laboratorio) o in vivo (realizado en el interior de un organismo vivo), que apoyan el
efecto dafiino de un gen o de un producto de un gen. Andlogamente, el criterio BS3 concierne a los
estudios funcionales bien establecidos, in vitro o in vivo, que no muestran ningun efecto dafiino en
la funcionalidad de las proteinas o el splicing — corte y empalme de las zonas codificantes del ARN
para formar el precursor de la proteina — del ARN (Brnich et al., 2020). Adicionalmente, las Guias
ACMG/AMP notan que el término de “estudios bien establecidos” hace referencia a aquellos
estudios que han sido validados y cuya reproducibilidad y robustez en un laboratorio de diagndstico
clinico han sido demostradas.

La gran influencia de estos criterios se debe a la importancia de la informacién funcional. Conocer
con certeza el efecto de una variacidon genética en los mecanismos bioldgicos marca una diferencia
considerable al clasificar dicha variacién. Es decir, una demostracion experimental de que una
variacién es definitivamente benigna o patogénica es un resultado irrefutable, teniendo en cuenta la
complejidad asociada. En consecuencia, estos criterios también son una herramienta importante en
la reclasificacién de variaciones de significado incierto. Este hecho se muestra claramente en un
estudio realizado para cuantificar el potencial de la informacién funcional para la reclasificaciéon de
variaciones (Brnich et al.,, 2018), donde se calculé que al incluir datos funcionales se podian
reclasificar el 94% de las variaciones segun las normas tedricas establecidas por las Guias
ACMG/AMP 2015, o el 76% si se aplicaba la ponderacidén Bayesiana de Tavtigian et al., 2018 que
permite modelar cudntas pruebas son necesarias para superar criterios conflictivos (Brnich et al.,
2018).

El impacto de ambos criterios es evidente, y su evaluacion depende de la informacién funcional
disponible, la cual se extrae de los estudios funcionales que definiremos en la siguiente seccién y
gue caracterizaremos en la seccion 5.1.

1.2.2. Introduccion a los estudios funcionales

La gendmica funcional tiene como objetivo desarrollar y aplicar enfoques experimentales para
evaluar la funcidn de los genes combinando metodologias experimentales con el analisis estadistico
y computacional de los datos (Hieter & Boguski, 1997). En esta rama, surgen los denominados
estudios funcionales, un tipo de estudios que se realizan para determinar las consecuencias
funcionales de las variaciones genéticas (Rodenburg, 2018). Engloba los experimentos realizados
para determinar cémo los genes contribuyen a procesos bioldgicos y son una forma de definir el
mecanismo molecular por el que una variacion tiene las consecuencias que tiene, sean benignas
(inocua) o patogénicas (causante de enfermedad).

Este tipo de andlisis puede realizarse de multiples formas. Por una parte, hay distintos niveles
moleculares en los que se puede realizar el experimento, ya sea genémico (estudia la estructuracion
del genoma y cromosomas), ADN (estudia secuencias de nucleétidos), ARN (el producto intermedio
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entre ADN y proteina), proteinas (estudia la proteina resultante) o metabolitos (sustancias de
procesos bioldgicos). Por otro lado, el enfoque es distinto segun el método experimental empleado.
Al nivel mas general, podemos distinguir entre experimentos in vivo (realizado en el interior de un
organismo vivo), ex vivo (realizado en una muestra proveniente de un organismo vivo) o in vitro
(realizado en un laboratorio), incluso in silico (modelo o simulacién computacional). A nivel mas
especifico, existe una mayor variedad de tipos de experimento. Los enfoques mdas comunes son
experimentos de rescate (introducir un gen o proteina funcional para comprobar si puede
restablecer la funcion normal), edicién genética mediante la herramienta CRISPR/Cas9,
biomarcadores (aspectos o elementos bioldgicos que se estudian para detectar anormalidades en
sistemas bioldgicos), iPSCs (células madre pluripotentes inducidas, es decir, células que han sido
reconvertidas a célula madre), o modelos con microorganismos o animales (Rodenburg, 2018).

La existencia de diferentes formas de realizar los estudios funcionales causa una gran
heterogeneidad en la informacidon generada por estos estudios. Esto dificulta la evaluacién de la
informacién proporcionada por estos estudios durante el proceso de interpretacion, dada la
diferencia en caracteristicas como el tipo de variacién genética, el contexto del experimento, el tipo
de experimento y varios aspectos de su realizacidon. Dada la complejidad que supone la variedad de
factores, se dedicard la seccién 5.1 para detallar estas caracteristicas y la problematica asociada.

Al trabajar en un contexto de medicina de precision, el conocimiento extraido de los estudios
funcionales se destina al ambito clinico. Sin embargo, hay incontables enfermedades para las
pueden realizarse estudios funcionales, por lo que la cantidad de articulos que pueden existir, cada
uno con sus caracteristicas individuales, es inmensa. En consecuencia, para este Trabajo de Fin de
Grado se ha realizado una seleccién de enfermedades para acotar el rango de estudios a analizar,
como describiremos en la siguiente seccion.

1.3. Cardiopatias Familiares

Las guias ACMG-AMP se centran en enfermedades mendelianas, seglin lo comentado en la seccién
1.2. Las enfermedades mendelianas comprenden un conjunto de patologias muy amplio. Tomando
como referencia la informacidn registrada en OMIM? (Online Mendelian Inheritance in Man®, Johns
Hopkins University), un conocido compendio publico de genes humanos y fenotipos?, a dia 29 de
mayo 2023 se han identificado 7375 enfermedades mendelianas asociadas a una base molecular
conocida.

Abarcar el estudio de un nimero tan elevado de enfermedades en este trabajo es inviable. Por este
motivo, este Trabajo de Fin de Grado se focaliza en el estudio de las cardiopatias familiares que
comprenden patologias hereditarias del corazén y vasos arteriales Estas condiciones se caracterizan
por estar asociadas a la muerte subita, ademas de presentar una complejidad de efectos y sintomas
que dificulta un diagndstico preciso. Existen varios tipos de cardiopatias familiares, como
miocardiopatias que afectan al musculo cardiaco, canalopatias que alteran las propiedades eléctricas

2 URL de referencia en OMIM: https://www.omim.org/statistics/geneMap
3 Fenotipo: caracteristica de un organismo, que es anormal a nivel clinico, y que estd asociada a una
determinada enfermedad (Scheuermann et al., 2009).
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del corazdn, aortopatias, y enfermedades sistémicas y enfermedades raras con afectacion cardiaca
(Sociedad Espafiola de Cardiologia, n.d.).

Se ha seleccionado este grupo de enfermedades debido a que son objeto de estudio en los
proyectos CardioVal (AP INBIO, 2021)* y OGMIOS (PROS UPV, 2021)°, los cuales se estdn llevando a
cabo en el grupo de investigacion en el que se estd desarrollando este Trabajo de Fin de Grado. De
esta manera, el listado completo de las patologias estudiadas es el siguiente: Miocardiopatia
Hipertrofica (HCM), Miocardiopatia Dilatada (DCM), Miocardiopatia Restrictiva (RCM),
Miocardiopatia No Compactada, Miocardiopatia Arritmogénica (ARVC), Sindrome de QT Largo
(LQTS), Sindrome de QT Corto (SQTS), Sindrome de Brugada (BrS), Taquicardia Ventricular
Polimérfica Catecolaminérgica (CPVT), Sindrome de Marfan (MS) y Sindrome de Loeys-Dietz (LDS).

1.4.  Estructura del trabajo

En esta seccidn se sintetiza la estructura de la presente memoria de Trabajo de Fin de Grado, con
una breve descripcién de los nueve capitulos:

- Capitulo 1. Introduccidn. Presentacion del marco contextual del Trabajo de Fin de Grado y la
motivacion que lo impulsa.

- Capitulo 2. Objetivos. Definicidn del objetivo principal y subobjetivos del Trabajo de Fin de
Grado, junto a las preguntas de investigacion asociadas.

- Capitulo 3. Estado del Arte. Revision de herramientas existentes para la interpretacién de
estudios funcionales sobre variaciones genéticas y posibles mejoras.

- Capitulo 4. Metodologia. Descripcién de la metodologia Design Science en la que se ha
basado el desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado.

- Capitulo 5. Investigacion del problema. Primera etapa del Design Science dedicada a la
caracterizacién y problemadtica de los estudios funcionales, seguido de la propuesta de una
solucion mediante modelado conceptual.

- Capitulo 6. Disefio y desarrollo de la fuente de informacion. Segunda etapa del Design
Science que abarca el disefio de la estructura de la fuente de informacidn, la seleccion de
fuentes, la extraccidn de la informacidn y su introduccién en la fuente de informacién.

- Capitulo 7. Resultados. Se ha analizado la fuente de informacién resultante y se ha llevado a
cabo un caso de uso con datos de pacientes reales.

- Capitulo 8. Conclusiones y trabajos futuros. Presentacién de las conclusiones del Trabajo de
Fin de Grado acorde a los objetivos y preguntas de investigacidn planteados en el Capitulo 2
y las potenciales investigaciones futuras en base a este Trabajo de Fin de Grado.

- Capitulo 9. Bibliografia. Listado de referencias y bibliografia del Trabajo de Fin de Grado.

4 Proyecto del Grupo PROS en colaboracién con IIS La Fe de Valencia enfocado al disefio y desarrollo de un
prototipo basado en Inteligencia Artificial Explicable para la gestion de informacidn genética relacionada con el
riesgo de sufrir muerte subita de origen cardiaco.

5 Proyecto del Grupo PROS en colaboracion con IIS La Fe de Valencia, INCLIVA, ISABIAL y BIONOS para
desarrollar un sistema inteligente de apoyo a la toma de decisiones clinicas en medicina de precision.
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2. OBIETIVOS

El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es el disefio y desarrollo de una fuente de informacién de
estudios funcionales sobre variaciones gendmicas asociadas a cardiopatias familiares. Este objetivo
principal se ha dividido en tres subobjetivos mas especificos, cada uno de ellos guiado por una serie
de preguntas de investigacion (PI):

Objetivo 1. Investigacion del problema
PI1- ¢ Qué es un estudio funcional?
P12 - ¢ Cuales son las problematicas asociadas al uso de los estudios funcionales?

PI3- ¢Existe algin modelo que nos permita representar la informacién asociada a estudios
funcionales?

Pl4- ¢ Es necesario introducir mejoras a este modelo conceptual?

Objetivo 2. Diseio y desarrollo de la fuente de informacién

PI1- ¢ Codmo se estructurard la fuente de informacidn a partir de la informacién relevante de
los estudios funcionales?

P12- i Cuales son los estudios funcionales de interés para las cardiopatias familiares?
PI3- i Cémo se va a obtener la informacidn de los estudios funcionales?

Pl4- {Se puede estandarizar la informacion extraida?

Objetivo 3. Caso de uso
PI1- ¢{ Qué resultados se han obtenido en el disefio y desarrollo de la fuente de informacién?
PI12- {Cémo se puede comprobar la utilidad de esta fuente de informacién?
PI3- ¢ La fuente de informacidon cumple los objetivos esperados?

Pl4- i Cudles son los fallos, limitaciones, y mejoras identificadas?
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3. ESTADO DEL ARTE

Antes de abordar los tres objetivos detallados en el capitulo previo, se ha realizado una revisién de
los proyectos existentes con relacidon a los estudios funcionales y las Guias ACMG/AMP. Se han
revisado el tipo de herramientas y recursos disponibles que incluyen datos funcionales para
determinar si hay proyectos similares a este Trabajo de Fin de Grado.

3.1. Bases de datos existentes

Solo se han descubierto dos herramientas que recopilen informacién funcional: el Repositorio de
Datos Funcionales (FDR, en adelante), y un conjunto de articulos de oncologia llamado Hj Set.

Una de estas es el Repositorio de Datos Funcionales en la que esta trabajando actualmente el grupo
Clinical Genome Resource, conocido como ClinGen y dedicado a ser un recurso que defina la
relevancia clinica de genes y variaciones para la investigacidon y medicina de precisidn®. En concreto,
el FDR se ha creado para integrar la significancia clinica (clasificacidon descrita en la seccién 1.2),
datos estadisticos y el impacto funcional de variaciones genéticas. Para los datos estructurales (p. ej.
tipo de variacidn, gen al que pertenece o localizacion) y los datos estadisticos de variaciones, emplea
la informacién disponible en bases de datos publicas, referenciando dichas plataformas. Para la
significancia clinica y el impacto funcional, la informacidn se incorpora a medida que se extrae
manualmente por usuarios externos o por los Paneles de Expertos en Curacién de Variaciones
(VCEP) del propio grupo a partir de estudios funcionales. Una vez introducida la informacién sobre
una variacion, los usuarios pueden consultarla a través de una interfaz web que esta actualmente en
desarrollo. El repositorio es parte de un proyecto del grupo para crear una Interfaz de Curacién de
Variaciones (VCI) que permita aplicar los criterios de las Guias ACMG/AMP vy clasificar las variaciones
de forma acorde (Preston et al., 2022).

Cabe destacar, que el FDR estd en desarrollo, por lo que no constituye un recurso totalmente
estable. No existe ninguna publicacidn sobre el repositorio, por lo que se cuenta con informacién
limitada sobre el mismo y las conclusiones expuestas se han definido a partir de la informacién
disponible sobre su estructuraciéon y contenido en otras publicaciones (Preston et al., 2022) y su
primera version web de interfaz de usuario’.

La otra herramienta que se ha encontrado es una recopilacién de estudios funcionales denominada
Hi Set, un conjunto de 22 articulos que se utilizé en un estudio para la reclasificacidon de variaciones
de significado incierto del gen BRCA1, el cual esta asociado a cdncer de mama y cancer de ovario. Los
22 articulos fueron considerados “bien establecidos” por los investigadores, y fueron seleccionados
por dos factores: el estudio de mas de 10 variaciones, y una sensibilidad y especificidad mayor del
80%, calculada mediante la comparacidn con un panel de variaciones de referencia proveniente de
las bases de datos ENIGMA y ClinVar (Lyra et al., 2021).

5 URL del grupo ClinGen: https://www.clinicalgenome.org/
7 Functional Data Repository Ul: https://Idh.genome.network/fdr/ui/
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3.2. Mejoras respecto al estado del arte

Las dos herramientas descritas en la seccion previa muestran diferencias marcadas con la idea de
este Trabajo de Fin de Grado. Por ello, se hablard de estas diferencias y se describira la novedad que
supone la propuesta original.

En primer lugar, ambas herramientas presentan una diferencia en cuanto al enfoque clinico. El FDR
pretende abarcar cualquier enfermedad que tenga un panel de expertos asignado en ClinGen. La
cantidad de variaciones que ClinGen contiene con informacién funcional asociada es reducida, al
igual que la cantidad de enfermedades asociadas. En cuanto al Hi Set, este conjunto se centra en
oncologia, concretamente en cancer de mama y cancer de ovario. Ante la falta de informacién
funcional asociada a cardiopatias familiares, este trabajo aportara nuevos datos curados para varias
patologias y genes.

En segundo lugar, la accesibilidad y presentacidn de la informacién es muy diferente en ambos. En el
caso del FDR son dos aspectos incompletos. Por ejemplo, para buscar por variaciéon hay que emplear
un identificador creado por el grupo ClinGen, no esta disponible la busqueda por genes y los
resultados solo estan disponibles en formato *.json, por lo que no pueden visualizarse los datos
directamente, sino que dependera del usuario y el visualizador que este tenga disponible. En cuanto
al Hi Set, la informacién sobre los articulos esta proporcionada en un documento *.x/sx, donde la
informacién estd partida en varias hojas, con los datos referentes al contenido de los articulos
separados de la variacién a la que estdn asociados. Dada la complejidad que ha supuesto poder
encontrar la informacidon en ambos recursos, se pretende que la fuente de informacién resultante de
este trabajo sea facil de acceder y consultar en caso necesario.

En tercer lugar, se han comparado los procesos de seleccién y validacidn de los articulos. Del FDR no
hay informacién suficiente para determinar su metodologia. Para el Hi Set solo se consideran
estudios que analizan mas de 10 variaciones, por lo que estudios de un nuimero menor de
variaciones que sean validos y estén bien establecidos quedan excluidos del conjunto. Para el
desarrollo de este trabajo, se pretende incluir cualquier articulo que describa un estudio funcional,
independientemente de la cantidad de variaciones que estudie. De esta manera, al evitar este tipo
de limitacidn, la informacion resultante de este trabajo se puede considerar completa y relevante.

Finalmente, ninguna de las herramientas cuenta con una representacién conceptual del dominio en
la que basar la estructuracion de su informacién. En contraste, este Trabajo de Fin de Grado
pretende abordar la asociacidn de la informacién que se extraiga de articulos empleando un modelo
conceptual. Este tipo de modelo proporcionan una perspectiva comprensiva y facilmente expandible
del dominio, puesto que se basa en definir los conceptos clave de un campo y representar las
relaciones entre ellos. De esta manera, la representaciéon de la informacion se ajusta mejor a la
realidad del dominio, asegurando su precision y utilidad.
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4. METODOLOGIA

El presente Trabajo de Fin de Grado se ha realizado siguiendo la metodologia de investigacion
Design Science tal y como fue planteada por Roel Wieringa para los sistemas de informacién
(Wieringa, 2014). Asi, el procedimiento general de la metodologia consiste en el disefio e
investigacion de artefactos de un contexto determinado en respuesta a su problematica asociada.

En este caso, se puede definir el artefacto como el disefio y desarrollo de una fuente de informacion
de estudios funcionales y el contexto correspondiente es la interpretacion de variaciones gendmicas,
en este caso cifiéndonos a las recomendaciones de las guias ACMG-AMP y al domino de las
cardiopatias familiares.

La propuesta de Wieringa distingue dos tipos de procedimientos a seguir segun el tipo de problema.
Por un lado, para los problemas practicos plantea un ciclo de disefio, o ciclo de ingenieria, que
considera el impacto en el mundo real tomando en cuenta las necesidades de los usuarios. Por otro
lado, para problemas de conocimiento, define un ciclo empirico, o ciclo experimental, que busca
obtener un mayor entendimiento del mundo real sin necesariamente crear una nueva solucién. En
base a los objetivos definidos previamente de este Trabajo de Fin de Grado, se reconoce que es un
problema practico. Como tal, se siguid el ciclo de disefio, el cual consta de cinco etapas:

1. Investigacidon del problema: caracterizacion del problema mediante el planteamiento y
respuesta de preguntas en relacién con el marco conceptual del problema, las necesidades
de los usuarios, las mejoras que se pueden realizar y como realizarlas.

2. Disefo de la solucién: especificacidon de requisitos y elementos de la solucidn propuesta.
Validacién de la solucién: evaluacién de la solucidon disefiada para comprobar si abarca
correctamente la problematica y cumple lo establecido en la etapa de investigacion.

4. Implementacion de la solucion: aplicacion de la solucién a la problematica real.

5. Evaluacién de la implementacidn: andlisis de la implementacién para comprobar si se ha
resuelto el problema de manera satisfactoria.

Con este Trabajo de Fin de Grado se han abordado las primeras dos etapas del ciclo, puesto que son
las etapas realmente dedicadas al disefio de la solucién. Para la validacién necesitariamos contar con
la revision y aprobacién por parte de un experto externo, por lo que, como alternativa, se ha
desarrollado un caso de uso para comprobar la utilidad de la solucién disefiada con datos reales. Las
ultimas dos etapas, en cambio, serian mas apropiadas para entornos industriales donde se desarrolla
un producto a gran escala que debe ser evaluado para asegurar un correcto funcionamiento.
Teniendo esto en cuenta, la aplicacidon del procedimiento queda reflejado en los subobjetivos del
capitulo 2 de esta memoria y en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion del Ciclo de Disefio, adaptado a partir de la metodologia del Design
Science, que se ha seguido en este Trabajo de Fin de Grado

En adelante, se reflejaran las tres etapas en el desarrollo del trabajo mediante capitulos dedicados a
cada una. La primera parte, la investigacién, cubrira el contexto de los estudios funcionales,
definiendo la problemdtica de heterogeneidad de informacidn y cémo interpretarla y sintetizarla de
forma precisa. Seguidamente, para la segunda etapa se definira la estructura de la fuente de
informacidn, y se realizard la busqueda, extraccidn y presentacién de dicha informacidn. Finalmente,
se hard uso de la fuente de informacion resultante en el caso de uso, empleando datos VCF
anotados de pacientes reales, y se revisara el cumplimiento de los objetivos y las limitaciones
encontradas.
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5. INVESTIGACION DEL PROBLEMA

Acorde a la primera etapa de la metodologia del Design Science, este capitulo describira el problema
practico que se va a tratar en este Trabajo de Fin de Grado. Para ello, se proporcionard una
descripcién general del concepto de estudio funcional para determinar, a continuacién, la
problematica asociada a estos estudios y, por otra parte, cudl es la informacion relevante de los
mismos. Una vez caracterizados los estudios funcionales, se describira la solucién de modelado
conceptual propuesta que conformara la base para la siguiente etapa del ciclo de diseno.

5.1.  Estudios funcionales: Caracterizacién y problematica

En este Trabajo de Fin de Grado, se ha definido un estudio funcional como un experimento realizado
para determinar como los genes contribuyen a procesos bioldgicos, buscando definir el mecanismo
molecular por el que un cambio en la secuencia del ADN provoca la presencia o predisposiciéon a una
enfermedad.

Tal y como se describié en la introduccién a los estudios funcionales, existe una amplia variedad de
estudios funcionales, cada uno con sus propias particularidades y aspectos a evaluar para
determinar su precisidén y relevancia. Por ello, el criterio PS3/BS3 de las guias ACMG/AMP busca
guiar este analisis de relevancia de los estudios, definiendo una serie de criterios para determinar su
fiabilidad; sin embargo, se proporciona poco detalle en las guias sobre cémo aplicar estos criterios
de forma precisa.

Lo que proponen las guias ACMG/AMP es la evaluacion de los estudios funcionales en base al
procedimiento experimental, considerando tres caracteristicas principales que describen
brevemente como se expone a continuacion: la validez del estudio segun lo bien que refleje el
ambiente bioldgico, la reproducibilidad del experimento realizado, que incluye la informacién que
permita la reproduccién del experimento a compaiieros de la comunidad cientifica, y la robustez del
estudio, que se asocia a la integridad de la muestra e incluye datos como el método y momento de
adquisicion, el almacenaje y transporte (Richards et al., 2015).

Ante la falta de detalles, surge un problema de variabilidad, puesto que cada experto que evaltda un
estudio lo hace de forma distinta. Por tanto, para interpretar la informacion de los estudios de forma
precisa, es necesario un analisis mas profundo. A raiz de esto, en 2019, el grupo ClinGen realizd un
estudio comparativo para revisar el proceso de evaluacién de los estudios, para comprobar las
diferencias de interpretacién entre expertos (Kanavy et al., 2019). Se estudié la evaluacién realizada
por seis Paneles de Expertos (VCEP), cada uno asignado a una enfermedad distinta. Los resultados
reafirmaron la necesidad de una estandarizacion de la evaluacidn. En base a esto, el subgrupo de
Interpretacion de Variaciones Secuenciales de ClinGen desarrollé en 2020 una seria de
recomendaciones y un modelo provisional (Figura 2) para la aplicacién del criterio PS3/BS3 (Brnich et
al., 2020). Se revisaron los puntos relevantes en la interpretacion como las consecuencias
moleculares, la terminologia y el uso de controles. A partir de estos se plantearon las cinco
recomendaciones finales descritas a continuacidn:

i) Las muestras no artificiales provenientes de un paciente deben ser evaluadas con mayor
rigor dada la variabilidad de la genética individual.
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iii)

iv)

v)

de las guias ACMG-AMP 2015 y aplicacién en cardiopatias familiares

El peso de los resultados obtenidos de muestras generadas en organismos modelo
estara ajustado en funcién del rigor y reproducibilidad de los métodos empleados.
Aunque es preferible la minima edicion o manipulacién que pueda causar situaciones no
naturales, como la sobreexpresidn de proteinas, no es excluyente de ser un estudio bien
establecido. Se debera considerar si la situacién estda justificada y controlada
correctamente en el estudio.

Para unificar la terminologia de interpretacién, se deberian emplear los términos
“funcionalmente normal” y “funcionalmente anormal” para describir los resultados.

La entidad que ha realizado el estudio no debe influir en el cumplimiento del criterio. La
validacidén se hara puramente segln los pardmetros que se consideren.

Adicionalmente, el grupo planted un proceso, mostrado en el arbol de decisidon de la Figura 2, para

comprobar si el criterio es aplicable, y en caso afirmativo, qué peso debera tener la evidencia a la

hora de interpretar la informacién. Asi, este proceso consta de cuatro pasos siendo 1) definir el

mecanismo biolégico de la enfermedad, 2) comprobar que el experimento se considera un estudio

funcional y modela el mecanismo de enfermedad, 3) validar el experimento realizado en base a las

métricas de validacion, 4) utilizar los resultados para la interpretacion de variaciones.

@ Definir mecanismo biologico de la enfermedad.

@ Evaluar la aplicabilidad de clases de estudios generales empleados en el dmbito.

¢La clase de estudio modela el mecanismo de

NO .
|——» No aplicar PS3/BS3

enfermedad? 5

si

@ Evaluar validez de casos especificos de estudios.

¢Se han incluido controles (positivos y negativos) o El tipo de e_studlo: NO i
basicos? NO ¢Ha sido aceptado o validado previamente? [~  Noaplicar PS3/BS3
i o]
e han em I:adc réplicas? 5e ha realizado con un kit definido, pero faltan o > PS3/BS3 con pesc de apoyo
¢ P P ) especificaciones sobre controles/réplicas?

sii

¢Se han empleado variaciones control? (variaciones
que se saben que son patogénicas o benignas) » @

NO

si

@ Aplicar |a evidencia para |a interpretacion individual de variaciones.

¢El analisis estadistico es suficiente para calcular el

NO s o
oddsPath? —4 ¢Cuantas variaciones control se han usado?

PS3/BS3 con peso de apoyo

srl

¢Se han empleado variaciones control? (variaciones
que se saben que son patogénicas o benignas)

Al menos 11

» PS3/BS3 con peso moderado

!

PS3/BS3 con peso muy fuerte

Figura 2. Arbol de decision para la evaluacién de informacién funcional segun las métricas de validacién

definidas por el grupo ClinGen (Brnich et al., 2020).

Con estos estudios, se demuestra la complejidad de la interpretacién de variaciones. Existe una

variabilidad de numerosos factores, lo cual influye en el enfoque de las investigaciones y en la

interpretacion de resultados. Mas gravemente, la problematica principal es que la informacion

funcional se encuentra dispersa en distintas fuentes y bases de datos de forma heterogénea, como

consecuencia de la variabilidad mencionada y debido a que los esfuerzos de estandarizacién son un
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suceso reciente. Es por esto por lo que el objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es realizar una
recopilacion de la informacién funcional disponible sobre variaciones, de forma que se genere un
recurso que sirva de referencia y permita una clasificacidon de variaciones eficiente.

Empleando las tentativas del grupo ClinGen como referencia, se pueden identificar los campos de
informacién relevantes que se necesitan para evaluar un estudio funcional. La siguiente cuestion
para desarrollar una fuente de informacién es poder estructurar la caracterizacién de los estudios
funcionales de forma adecuada. Se ha considerado que la herramienta mds indicada es el modelado
conceptual, por lo que, en las siguientes secciones, se va a definir este sistema, justificando su uso
en este Trabajo de Fin de Grado, y se describira su aplicacion para el disefio y desarrollo de la fuente
de informacion.

5.2. Modelado conceptual

El dominio gendmico en el cual se enfoca este Trabajo de Fin de Grado es un perfecto ejemplo de un
dominio de gran complejidad, por lo que para representarlo de forma precisa es importante utilizar
un sistema apropiado. A la hora de trabajar en un problema complejo, el método mas efectivo es
descomponerlo en conceptos simples y comprender cémo estos estdn conectados. Es justamente
esto lo que permite el modelado conceptual, por lo que supone la herramienta perfecta para
caracterizar el campo gendémico.

Por definicién, un modelo conceptual es una representacion de un sistema mediante el cual se
definen la estructuracion y relaciones de los datos de un dominio determinado (Bornberg-Bauer &
Paton, 2002). Esto permite crear una vision holistica del campo donde los conceptos fundamentales
y sus relaciones quedan claramente reflejados.

Ha habido varias aproximaciones en la comunidad cientifica de desarrollar modelos conceptuales
qgue describan diferentes aspectos del genoma humano, como la relacién genoma-fenotipo a nivel
genético, proteico y metabdlico (Paton et al., 2000), las estructuras e interacciones de las proteinas
(Ram & Wei, 2004) y metadatos de datos gendmicos (Bernasconi et al., 2017). Sin embargo, todos
estos proyectos estan acotados en areas especificas de la gendmica, por lo que no se representa el
ambito gendmico en toda su complejidad. Con el propésito de enfrentar esta problematica, el grupo
PROS, perteneciente al Instituto VRAIN de la UPV, ha desarrollado un Modelo Conceptual del
Genoma Humano (CSHG). Iniciado en 2016 (Reyes Roman et al., 2016), abarca los conceptos claves
en relacién con la medicina de precisién. Al igual que el conocimiento gendmico, estd en constante
evolucién (Garcia S. et al.,, 2020; Reyes Roman, 2018), adaptando las secciones existentes e
integrando nuevas secciones segun los avances y descubrimientos cientificos.

5.2.1. CSHG

El objetivo de este modelo conceptual es proporcionar una perspectiva holistica del genoma
humano para facilitar la comprension del genoma humano (Garcia S. et al., 2020). En este Trabajo de
Fin de Grado, sera la base donde se definiran inicialmente los pardmetros a evaluar en los estudios
funcionales y servird de referencia para el disefio de la fuente de informacion.

Actualmente, el CSHG abarca varias dimensiones del contexto genémico mediante cinco secciones o
vistas principales:
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1. Vista Estructural, donde se representa los componentes fundamentales del ADN, mostrando
su organizacién y estructura.

2. Vista de Transcripcidn, en la que se modela el proceso y elementos de transcripcion del ADN
a proteinas.

3. Vista de Variacién, donde se detallan las posibles variaciones que puedan darse en la
secuencia de ADN.

4. Vista de Bibliografia, que proporciona informacién sobre las fuentes y referencias
bibliogréficas asociadas a las entidades incluidas en el CSHG.

5. Vista de Rutas metabdlicas, en la que se representan los elementos de los procesos
bioldgicos celulares.

Estas vistas son el esqueleto del CSHG, y cuentan con numerosas conexiones entre ellas que
permiten la descripcién completa de datos del genoma humano. Tomando esta base, en este
Trabajo de Fin de Grado se ha ampliado el modelo conceptual existente para incluir e integrar toda
la informacidn relativa a los estudios funcionales y conocer el impacto funcional de una variacion
genética. Los estudios funcionales supondrdn una nueva entidad que ird embebida en esas
conexiones, sobre todo entre las vistas de variacidn y bibliografia. De esta manera, en el siguiente
capitulo, relativa a la etapa de disefio y desarrollo de la fuente de informacidn, se describird la
adicién de la nueva seccidn, cuya estructura serd la inspiracidon para el disefio de la fuente de
informacién de estudios funcionales.
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6. DISENO Y DESARROLLO DE LA FUENTE DE INFORMACION

Una vez realizada la investigacion del problema, se ha avanzado a la segunda etapa del Design
Science. Este capitulo abordard el disefio de la fuente de informacién, explicando la ampliacién del
CSHG para estructurar la informacién relevante, y cdmo se ha adaptado dicha estructura para la
fuente de informacidn. Se continuara con el desarrollo de la fuente de informacién, detallando la
busqueda de los articulos, los criterios de seleccién y la extraccién de informacidn de estos. Por
ultimo, se describira la revisidn y estandarizacién de la informacidn extraida.

6.1. Disefio de la fuente de informacion

A lo largo de la presente memoria, se ha estudiado la complejidad que presenta interpretar
variaciones a partir de estudios funcionales. La problematica principal descrita — la falta de un
recurso de estudios funcionales — se va a abordar en este Trabajo de Fin de Grado generando una
fuente de informacién funcional para variaciones asociadas a cardiopatias familiares. De esta
manera, la evaluacién de los criterios PS3/BS3, que requieren esta informacion funcional de las
variaciones, se podrad realizar de forma eficiente.

El primer paso para disefiar la fuente de informacidn ha sido identificar la informacién relevante de
los estudios, lo cual se ha realizado a partir de la caracterizacién realizada previamente, tomando
como base las métricas y parametros destacados en las publicaciones del grupo ClinGen (Brnich et
al., 2020; Kanavy et al., 2019). A continuacion, se ha estructurado la informacidn relevante mediante
el modelado conceptual, realizando una ampliacidn del CSHG para incluir esta nueva entidad. En las
secciones siguientes se explicara esta ampliacion y, seguidamente, se describird cdmo se adaptara
esa estructura para construir la fuente de informacion.

6.1.1. Ampliacion del CSHG

Para determinar la informacidn relevante, se han considerado dos referencias. Por una parte, se han
analizado los ejemplos de interpretacion proporcionados en el estudio comparativo de ClinGen
(Kanavy et al., 2019), realizados por sus Paneles de Expertos en Curacién de Variaciones (VCEP). La
mayor influencia ha sido la labor realizada por el panel asignado a evaluar estudios sobre
miocardiopatia hereditaria asociada al gen MYH7, dado que esta enfermedad se incluye en las
estudiadas en este trabajo. Por otra parte, se han incluido las métricas del proceso de validacidn
propuesto por Brnich et al., 2020, (Figura 2), las cuales fueron seleccionadas por ClinGen porque
permiten valorar las diferencias entre un mismo experimento realizado en distintos laboratorios,
permitiendo evaluar la validez de los estudios. Se ha prestado especial atencidn a los pardmetros del
tercer paso — evaluaciéon de validez de estudios — puesto que el cuarto paso estd enfocado a aplicar
la interpretacidn, tarea que queda en mano de los expertos de interpretacidn de variaciones.

Una vez definidos los pardmetros necesarios, se tiene la informacién necesaria para evaluar la
informacién funcional de los estudios sobre las variaciones investigadas. Esta descomposicion de los
estudios funcionales en elementos fundamentales se ha usado para representar estos estudios con
modelado conceptual. Puesto que no existia ninguna entidad correspondiente a los estudios
funcionales, se ha realizado una ampliacidn del CSHG para introducir el nuevo concepto tal y como
se representa en la Figura 3. De esta manera, la informacidon funcional se ha integrado en la
descripcién del dominio gendmico del CSHG, ampliando su visidn holistica.
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Figura 3. Diagrama de clases de la ampliacion correspondiente a los estudios funcionales (marcados
en azul) y sus conexiones directas al resto del CSHG.

La adicidén se ha llevado a cabo en la vista de Bibliografia, donde encontramos el concepto “estudio”
(Study). Este concepto es una entidad general al que se introducen varias clases de estudios. Con
esta estructura, cada clase puede tener su entidad y descripcidon propia, pero todos los estudios,
independientemente del tipo, se identifican y referencian de forma homogénea.

La ampliacidn realizada ha consistido en la creacion de una nueva clase de estudio. Para ello, se ha
creado una entidad llamada FunctionalStudy, que contiene varios campos, correspondientes a la
informacidn relevante de los estudios funcionales. Como se puede ver en la Figura 3, la entidad de
un estudio funcional (FunctionalStudy) estd relacionada directamente con la entidad variacion
(Variation), de manera que cada estudio puede describir el impacto de una o varias variaciones. Esta
descripcién la representamos con el campo de FunctionalAssessment, como resultado de la
asociacion de ambas entidades mencionadas, y mostrara el impacto funcional de la variacién segun
la informacion del estudio correspondiente.

Para definir la estructura interna de los estudios funcionales, la informacién relevante se ha
organizado en los once conceptos definidos a continuacion:

1- type: Tipo de estudio realizado.

2- modelSystem: Tipo de sistema empleado como modelo, pudiendo ser in vitro, in vivo o in
silico.

3- experimentalMethod: Método experimental empleado para el estudio.

4- outcomeEvaluated: Aspecto o pardmetro que se ha evaluado a través del experimento.

5- positiveControls: Cantidad de controles positivos empleados.

6- negativeControls: Cantidad de controles negativos empleados.

7- replicates: Cantidad de réplicas o repeticiones realizadas en el experimento.

8- statisticalAnalysis: Datos del analisis estadistico descrito en el estudio.

9- validationProcess: Proceso de validacion del estudio.

10- reproducible: Posibilidad de reproduccién de los experimentos.
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11- robustnessData: Datos que garantizan la robustez del estudio, o la integridad de la muestra,
como definida en la seccién 5.1.

En cuanto al campo intermedio FunctionalAssessment, se han incluido dos conceptos en su
estructura: el impacto funcional (es decir, si el cambio ha afectado a la funcién normal del gen) y el
OddsPath, un pardmetro probabilistico creado por el grupo ClinGen. Dado que este dato solo se
aplica en el cuarto paso, el cual deben llevarlo a cabo los expertos en interpretacion de variaciones,
no se tendra en cuenta para la fuente de informacidn.

6.1.2. Estructura de la fuente de informacion

Gracias a la ampliacion del CSHG, contamos con la representacion holistica y completa que
buscdbamos obtener. Puesto que la informacién estda estructurada en muchos campos, se ha
decidido que el formato de la fuente de informacién sea una hoja de calculo de Microsoft Excel
(*.xIsx), lo cual garantiza una amplia capacidad y facilidad a la hora de consultarla y modificarla.

La informacion provendrd de los articulos cientificos sobre estudios funcionales de variaciones
investigadas con relacidn a cardiopatias familiares. Como un estudio funcional puede tratar mas de
una variacion, asignaremos una variacion por fila, y los diferentes campos de informacién se
corresponderdn a las columnas. Dado que el nucleo del trabajo son los estudios funcionales, las
primeras columnas consistiran en los datos necesarios para identificar el articulo. Seguidamente,
irdn la enfermedad a la que se ha asociado la variacion en el articulo, y los datos de la variacion. Asi,
los titulos y contenido de estas primeras columnas seran los siguientes:

- Articulo: titulo original del articulo.

- DOI: enlace DOI correspondiente.

- Disease: cardiopatia familiar a la que se ha asociado la variacion.
- Gene: nombre del gen donde ocurre la variacién.

- Variant: nombre de la variacion.

Tras estos datos, las siguientes once columnas seran los conceptos de definicidn del FunctionalStudy
en el modelo conceptual, con el mismo nombre y en el mismo orden que se han listado previamente
en la seccion 6.1.1. Finalmente, la Ultima columna serd el impacto funcional (functionallmpact en la
entidad FunctionalAssessment de la Figura 3), y prescindiremos del parametro OddsPath como
hemos explicado en la seccién previa.

Contamos, en total, con 17 campos de informacién, y cada uno constituye una columna individual en
la fuente de informacioén. El aspecto completo de la fuente de informacidn puede verse en la Figura 4,
con ejemplos de la informacidn respectiva. El contenido de las columnas se explicard con mayor
detalle en la seccién 6.2, correspondiente al desarrollo de la fuente de informacion.
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Figura 4. Capturas de ejemplo de la estructura de la fuente de informacion

6.2. Desarrollo de la fuente de informacion

El desarrollo constituye la segunda parte de esta etapa del ciclo de diseino. En este Trabajo de Fin de

Grado, aqui se abarca la busqueda, seleccion y extraccién de la informacion de estudios funcionales

a partir de articulos disponibles en repositorios publicos de literatura cientifica. Esta seccidn

describird este proceso detallando las fuentes empleadas, la busqueda y selecciéon de articulos

(representada en la Figura 5), cdmo se ha enfocado la lectura para la extraccion de la informacion, v,

finalmente, la revisién y estandarizacion de la fuente de informacidn una vez completada la lectura

de articulos.
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Figura 5. Flujo de trabajo completo del desarrollo de la fuente de informacion. Detalla la busqueda
en repositorios de articulos, los filtros y seleccion aplicados y la extraccion de informacion relevante.
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6.2.1. Primera busqueda en repositorios

Los estudios funcionales se basan en distintos tipos de experimentos, como se ha expuesto en la
seccion 1.2.2., por lo que la informacién estd presente en los articulos cientificos que relatan la
investigacion realizada. Como se ha expuesto en el capitulo 3 sobre el estado del arte, no existe
actualmente una fuente que integre datos de estudios funcionales de variaciones genéticas. Como
consecuencia, el objetivo de este Trabajo es recopilar la informacién de estudios funcionales a partir
de la lectura de articulos, concretamente aquellos sobre variaciones asociadas a cardiopatias
familiares, y guardarla en una fuente de informacidon. Ante la inmensa cantidad de articulos
disponibles, se ha realizado una busqueda y seleccidn especifica para poder determinar los articulos
relevantes de entre todos los documentos disponibles.

Se ha comenzado por seleccionar los repositorios de articulos donde realizar la bdsqueda. Para ello,
se han realizado busquedas de articulos sobre estudios funcionales en varios navegadores. De esta
manera, se han revisado los repositorios o bases de datos existentes y se han valorado segun la
accesibilidad y la cantidad de publicaciones que recogen. Se han determinado dos repositorios
candidatos, puesto que son los que mas articulos cientificos revisados recogen: ScienceDirect, cuyo
alcance es muy amplio, dado que incluye todo tipo de documentos sobre cualquier sector cientifico,
y PubMed, el cual se centra en publicaciones biomédicas. Independientemente de sus diferencias,
ambas bases de datos tienen el reconocimiento de la comunidad cientifica internacional. Se ha
observado que ambos contienen una gran cantidad de articulos comunes, pero también se han
detectado varios que solo han aparecido en uno de los dos repositorios. Por tanto, se ha decidido
utilizar ambos para asegurar la mayor cobertura de literatura posible.

El siguiente paso ha sido realizar la busqueda en cada uno de los repositorios. Ambas bases de datos
permiten una busqueda avanzada mediante palabras claves, y comprenden el uso de operadores
booleanos como AND (permite unir varios términos de busqueda), OR (permite incluir términos
alternativos). Adicionalmente, PubMed reconoce el uso del asterisco como delimitador. Es decir,
actia como un comodin que permite buscar palabras derivadas. Por ejemplo, la consulta “variaci*”
retornara tanto los resultados con la palabra “variacion” como con la palabra “variaciones”.

Como palabras clave, se han empleado los términos en inglés, por lo que estudio funcional equivale
a functional assay o functional study, y cardiopatias familiares equivale a hereditary heart diseases.
Se han realizado diversas combinaciones de estas palabras, haciendo uso de los operadores, para
valorar la cantidad de resultados que retorna cada combinacién. Tras comparar los resultados, se
han ejecutado finalmente las siguientes consultas para cada repositorio:

PubMed:
(("functional assay"[Title/Abstract]) OR "functional stud*"[Title/Abstract]) AND (cardio*) AND (GEN)

Cémo resultado, esta busqueda retornara aquellos articulos de PubMed que contengan las palabras
funnctional assay o functional study/studies en el titulo y resumen, que estén asociados o contengan
cualquier palabra que empiece por cardio y que mencionen el gen correspondiente.

ScienceDirect:
((functional study) OR (functional assay)) AND (cardiomyopathy OR heart) AND GEN
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Retornara aquellos articulos en ScienceDirect que contengan los términos functional assay o
functional study junto con cardiomyopathy o heart en el titulo, resumen o palabras claves
especificadas por el autor. En la consulta de PubMed, gracias al marcador *, se ha empleado solo el
término “cardio*”, puesto que abarca una variedad de términos comunes en el ambito de
enfermedades de corazén (cardiomyopathy, cardiovascular, cardiologist/s, cardiopathy...). Sin
embargo, dado que ScienceDirect no reconoce este marcado, para aumentar el alcance de la
busqueda se ha incluido la palabra heart, una palabra con altas probabilidades de ser mencionada
cuando se trata cualquier cardiopatia.

Se puede observar que ambas consultas terminan con la palabra GEN. Este término serd el nombre
del gen para el que queremos encontrar estudios. Dada la naturaleza de las enfermedades
mendelianas — causadas por una variacion en un gen en concreto — esto permite realizar las
busquedas de forma estructurada y enfocada a las cardiopatias familiares que nos interesan. Para
garantizar la mayor precision posible, se ha empleado una lista, aportada por expertos clinicos en
cardiologia. Esta lista comprende 456 genes de interés que se han asociado a las cardiopatias
familiares seleccionadas.

Para cada uno de estos genes, se han realizado dos consultas, una en cada repositorio, lo que
supone un total de 912 consultas para recopilar los articulos de interés. Ademas, para cada una de
esas consultas, no todos los resultados que se retornaban eran publicaciones que se ajustaran al
perfil de estudio funcional. Por tanto, a medida que se han realizado las blsquedas, se ha aplicado
un primer filtrado de resultados (Figura 6): para cada articulo retornado por las consultas, se ha leido
el resumen y se ha valorado si la investigacién descrita se ajusta a la definicidn de estudio funcional
(si se estudia el efecto funcional de variaciones genéticas) y si estaba asociado a las cardiopatias
familiares seleccionadas. Algunos casos presentaban cierta ambigliedad dado que mencionaban el
estudio de variaciones sin especificar datos de la variacidn, o mencionaban una de las cardiopatias
familiares como enfermedad potencialmente asociada sin detallar la evidencia tras estas
suposiciones. Para poder descartar con mayor certeza, estos articulos se han marcado como
ambiguos y se han incluido en la lista provisional de articulos relevantes para completar su lectura y
juzgar definitivamente en base al contenido.

Resultado
PubMed

> Leer resumen

Resultado
JE— !
ScienceDirect

Primer filtro

—Ambiguo

No

Articulos Marcar como 7 eEstudia ™\ no
potenciaimente [+——— le——an b-uuu\ variaciones
genéticas?

g

T " ’ ﬁ/

ambiguo

|| retevant

DESCARTADO

Figura 6. Ampliacion del primer filtro, el cual se ha aplicado tanto en la primera
como en la segunda busqueda.
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6.2.2. Segunda busqueda y seleccion final

Una vez seleccionados los articulos, se han tomado dos articulos aleatorios de la seleccién para
anotar la informacién segun la estructura definida en la seccién 6.1.1 y comprobar si hace falta
modificar algun aspecto de la busqueda. Al leer por completo uno de los primeros articulos, se ha
visto que no detallaba el estudio funcional, sino que era una revisién de la investigacion, por lo que
se ha sustituido por el articulo del estudio original. Esta publicacién si contiene los datos del estudio
funcional; sin embargo, no estaba presente en la recopilacién realizado, a pesar de constar en
PubMed, una de las bases de datos que se habian revisado. Comparando el contenido del articulo
con la consulta realizada, se ha determinado que la ausencia se debe a que el articulo nuevo se
describe como un analisis funcional (functional analysis), un término diferente que no se incluia en la
consulta inicial dado que se habia considerado un nombre demasiado ambiguo para la busqueda.

Antes de continuar la lectura, se ha repetido la busqueda para algunos de los genes mas estudiados
en cardiopatias familiares (p. ej. RYR2, SCN5A, MYH7) afiadiendo el nuevo término. Viendo que en
multiples ocasiones las nuevas consultas han anadido publicaciones relevantes para los genes
comprobados, se ha decidido realizar una segunda busqueda completa para asegurar que no
guedaran excluidos posibles articulos de interés. Por tanto, el nuevo formato de consulta queda
como se muestra a continuacién:

PubMed:
(("functional assay"[Title/Abstract]) OR "functional stud*"[Title/Abstract] OR "functional
analysis"[Title/Abstract]) AND (cardio*) AND (GEN)

ScienceDirect:
((functional study) OR (functional assay) OR (functional analysis) AND (cardiomyopathy OR heart) AND GEN

Aplicando el mismo proceso de seleccién y descarte descritos para la primera busqueda (Figura 6), se
han ido afadiendo nuevos articulos a la lista de publicaciones para la lectura. Finalmente, al
terminar las consultas, se ha realizado un filtrado de articulos duplicados. Es decir, articulos
asociados a mas de un gen de la lista y que, por tanto, constan mds de una vez en la recopilacion.

El numero final de articulos seleccionados para la lectura ha sido 236 publicaciones, asociadas a 84
genes. Dada esta cantidad de articulos, el tiempo necesario para leer y apuntar manualmente la
informacién relevante para todos los estudios es muy elevado. Para ajustar el trabajo al tiempo
disponible, se ha acotado la seleccidn. Para ello, los expertos clinicos han realizado una revisién de la
lista y han indicado los genes mas relevantes para los fenotipos de cardiopatias familiares que se
quieren estudiar. Tras esta seleccion de genes, se ha reducido la lista a 35 genes y, en consecuencia,
se ha reducido la cantidad de articulos asociados a 149 publicaciones (Seleccién, Figura 5). Una vez
recopilados los articulos de interés, se puede avanzar a la extraccion de los parametros relevantes.
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6.2.3. Extraccion de informacion

De forma resumida, para obtener esta informacidn de los articulos, el proceso seguido ha sido leer
cada articulo, aplicar un segundo proceso de filtrado y, si sigue considerandose un articulo valido —
que describe un estudio funcional — anotar las caracteristicas del estudio segun la estructura
definida en la seccién 6.1.2. Este proceso estd representado en la Figura 7.
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Figura 7. Ampliacion del segundo filtro aplicado durante la lectura de los articulos.

El segundo filtrado se ha aplicado a lo largo del proceso de lectura. Por una parte, si no se podia
acceder al texto completo de alguna publicacién, se ha descartado el estudio. Luego, de los articulos
que se habian marcado como ambiguos durante las consultas (descrito en la seccion 6.2.1.), se ha
leido el articulo completo. La mayoria de los articulos marcados como ambiguos han resultado ser
una revisiéon de literatura y conocimiento, por lo que no detallaban estudios realizados, sino que
resumian los datos disponibles sobre las variaciones. Por tanto, no se consideran un estudio
funcional y han sido descartados.

En cuanto a los articulos aceptados, se ha procedido a la extraccidon de informacion. A la hora de
incorporar los datos en la fuente de informacién, se han tomado varias medidas durante la lectura
para cumplir esta vision. Para explicarlas, recorreremos los campos de informaciéon en orden,
proporcionando ejemplos de cada uno. Cualquier dato que no estuviera disponible en un articulo se
ha marcado como NA (not available).

Columna 1. Articulo. Se presenta el nombre del articulo tal y como se presenta en las publicaciones.
Dado que dentro de un mismo articulo pueden estudiarse varias variaciones, se repetira el titulo
para cada variacion.

Ejemplo: Mutations in Filamin C causes a new form of familial hypertrophic cardiomyopathy
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Columna 2. DOL. Contiene el DOI de referencia del articulo en formato de hipervinculo para
proporcionar un acceso simple a la publicacién.

Ejemplo: 10.1038/ncomms6326

Columna 3. Disease. Se indica el nombre completo de la enfermedad a la que esta asociada la
variacion, sin siglas.

Ejemplo: Hypertrohpic Cardiomyopathy

Columna 4. Gene. Se ha utilizado el nombre del gen que aparece en el articulo. Aunque hay casos en
los que los genes se identifican por mas de un nombre, al estar tratando con los genes mas
relevantes, la heterogeneidad de nombres es mucho menor, dado que son genes altamente
conocidos y estudiados.

Ejemplo: FLNC

Columna 5. Variant name. El nombre de la variacién se ha anotado tal y como aparece en el articulo.

Ejemplo: p.V123A

Columna 6. Type (tipo de experimento). Para asegurar una consistencia a lo largo del desarrollo de
la fuente de informacidn vy facilitar su comprensidn e interoperabilidad para cualquier uso, se han
empleado términos ontoldgicos para definir el tipo de estudio, al igual que en los ejemplos de
Kanavy et al.,, 2019. La ventaja de utilizar estos términos es que forman parte de un lenguaje
estandar (ontologia) donde se definen los conceptos de un dmbito y se les asigna un cddigo
identificativo Unico. Se ha empleado el buscador de ontologias OSL (https://www.ebi.ac.uk/ols4) del

grupo EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/). Este buscador integra numerosas ontologias, por lo que

se ha tratado de emplear, mayoritariamente, términos de tres de las mas reconocidas: las ontologias
ECO (evidencia y conclusiones, (Giglio et al., 2019)), BAO (estudios bioldgicos, (Abeyruwan et al.,
2014)) y OBI (investigaciones biomédicas, (Brinkman et al., 2010)).

Ejemplo: ECO:0000007. Immunofluorescence evidence, OBI:0000854. Western Blot assay,
BAO:BAO_0000129. Immunoassay, BAO:BAO_0010252. Protein expression assay

Columna 7. ModelSystem. Originalmente, las definiciones de los criterios PS3 y BS3 hablan de
estudios in vitro y ex vivo, pero para este trabajo se han incluido los estudios in silico para poder
valorar la informacion de este tipo de estudios.

Ejemplo: In vitro

Columna 8. ExperimentalMethod. Tras leer la seccion de métodos, se ha realizado un resumen del
procedimiento experimental descrito.
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Ejemplo: HIC2 rat cardiac myoblasts, neonatal rat cardiac myocytes and C2C12 cell myotubes
nucleofected with the cDNA clones containing mutations or wild-type FLNC were studied by Western
Blot, immunofluorescence and confocal microscopy.

Columna 9. OutcomeEvaluated. En base a la descripcion de los resultados, se determind qué
caracteristica se ha evaluado para analizar la funcionalidad de la variacién.

Ejemplo: Formation of protein aggregates

Columna 10. PositiveControls. Los controles positivos consisten en incluir en el experimento una
muestra cuyo resultado al someterse a ese experimento sea conocido. Esto permite asegurar que se
ha realizado correctamente el experimento. Por tanto, se ha anotado el tipo de control.

Ejemplo: Healthy heart samples

Columna 11. NegativeControls. Los controles negativos son muestras que no se espera que
produzca un resultado, utilizados para comparar la influencia de factores externos sobre la muestra.
En caso de haberse usado, se ha anotado el tipo de control.

Ejemplo: Wild-type

Columna 12. Replicates. Se han considerado las veces que se ha repetido el experimento y para
cuantas unidades de células, cultivos u organismos.

Ejemplo: Biological replicates: wild type/mutants. H9C2 rat cardiac myoblasts , neonatal rat cardiac
myocytes and C2C12 cell myotubes

Columna 13. StatisticalAnalysis. La descripcidn, tal y como se han descrito en el articulo, de los
métodos estadisticos empleados para determinar parametros de significancia estadistica, la
significancia de los resultados y comparaciones de los resultados de distintos experimentos.

Ejemplo: Data are presented as mean + SEM. Differences among groups were evaluated by one-way
ANOVA and Student’s t-test. Statistical analysis was performed using SPSS 20.0. A two-sided p < 0.05
was considered statistically significant.

Columna 14. ValidationProcess. Para determinar la validez, se han indicado los pardmetros que
presenta el articulo de entre los controles positivos y negativos, las réplicas, el andlisis estadistico, y
predicciones in silico.

Ejemplo: Comparison with other functional studies, positive and negative controls, replicates,
polyphen & SIFT predictions.

Columna 15. Reproducible. Segun el nivel de detalle de la seccién de métodos, se ha considerado si

el articulo es reproducible o no.
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Ejemplo: Yes

Columna 16. RobustnessData. Se ha realizado un resumen de los datos disponibles sobre el origen,
transporte, tratamiento y almacenaje de las muestras.

Ejemplo: All participants had provided written informed consent (...), genomic DNA was extracted
from peripheral blood leukocytes with a Qiagen kit according to the manufacturer’s instructions, Rat
cardiac myoblast cell line H9C2 was kindly provided by {(...). Cells were grown in DMEM supplemented

with (...).

Columna 17. Functionallmpact. Se ha clasificado como “funcionalmente normal” o “funcionalmente
anormal” segun las recomendaciones del grupo ClinGen (Brnich et al., 2020), y se ha afadido una
categoria de “desconocido” ante la ambigliedad de algunos estudios. Se ha incluido también una
descripcién de las consecuencias moleculares para mayor contexto.

Ejemplo: Functionally abnormal. Significant formation of filamin C aggregates which might impair
sarcomere function in all types of cells studied.

Durante esta etapa, siguiendo el proceso descrito, se han leido los 149 articulos, de los cuales se han
descartado 50, tal y como se ha descrito al inicio de esta seccién. De las publicaciones aceptadas, se
ha extraido, para cada una de ellas, la informacién relevante. De esta manera, se ha rellenado el
Excel y se ha caracterizado la informacién funcional para todas las variaciones que han sido sujeto de
estudio en estos estudios funcionales. Este proceso de extraccidn ha ocupado la mayor parte de la
investigacion, dado que, dependiendo de la complejidad del articulo, la lectura y extraccidn de la
informacién de un articulo puede durar desde 15 minutos hasta 3 horas. Al realizar este Trabajo de
Fin de Grado a lo largo del curso lectivo, en su totalidad, la extraccién de informacién ha durado 21
semanas.

6.3.  Revisidn y estandarizacion

La ultima parte del desarrollo ha sido la revisidn y estandarizacién de la fuente de informacién una
vez completada la extracciéon de informacion para la lista de articulos. A partir de observaciones y
problemas identificados durante la lectura, se han modificado algunos campos para estandarizarlos
y ordenar la informacidn de forma comprensible y acorde al modelo CSHG.

El primer punto que se ha abordado es el nombre de las variaciones. El formato de este difiere en
funcién de si la variacién se ha investigado a nivel genémico, de ADN o proteico, y segun las
preferencias de los investigadores. Se distinguen cuatro formatos distintos en la fuente de
informacién generada: el identificador de dbSNP?®, variacién en secuencia de ADN codificante (prefijo

8 dbSNP: Base de datos de variaciones del NHI, National Health Institute de EEUU
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).
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”

“c.” segun la nomenclatura HGVS®), variacién en secuencia de proteina (prefijo “p.”, segun la

nomenclatura HGVS) y variacidn en secuencia gendmica (prefijo “g.”, segin la nomenclatura HGVS).

En las variaciones a nivel de proteina se han realizado dos cambios para estandarizar el formato:
afiadir el prefijo “p.” para casos en los que no se indicaba explicitamente en el articulo, y
homogeneizar la nomenclatura de los aminodcidos. Para nombrar los aminodcidos, existen dos tipos
de abreviaciones estandar. Una consiste en un cédigo de tres letras (p. e]. Glu, Gly, His) y la otra
consiste en un codigo de una letra (p. ek. E, G, H, respectivamente a los ejemplos anteriores). Dado
gue cada articulo empleaba de forma aleatoria un cédigo u otro, se ha optado por ajustar todos los
nombres a la abreviacion de una letra, dado que suponian la menor cantidad de cambios.

Por otra parte, aunque todos los formatos que aparecen son conocidos en el ambito de investigacion
de variaciones, la nomenclatura de la base de datos dbSNP es mas limitante, dado que es poco
intuitivo al no proporcionar ningln dato sobre la variacidn y requiere conocer o consultar su base de
datos para identificar la variacién. Por tanto, se ha decidido reducir a los tres nombres aceptados por
la HGVS. Para ello, se ha consultado la base de datos y se ha sustituido manualmente los nombres
dbSNP con el nombre de la nomenclatura HGVS correspondiente. Los tres tipos de nombres
resultantes se han separado por columnas (Tabla 1) para mayor claridad.

Genomic position Variant in transcript (c.) Variant in protein (p.)

Chr7:g.128854898 128854915del c.7251D1G>A p.A2430V

Tabla 1. Reestructuracion del campo “Variant Name” a tres columnas, con ejemplos de cada formato

Para los controles, para cumplir con el formato integer (valor numérico) definido en el CSHG, se han
separado en dos columnas: el nimero de tipos distintos de controles usados y el tipo. De forma
similar, para las réplicas se han dividido los datos en los dos géneros de réplicas existentes:
biolégicas (cuantas versiones bioldgicas se han usado en el estudio) y técnicas (repeticiones para
comprobar el estado de los aparatos empleados). El resultado es el mostrado en la Tabla 2.

Biological | Technical

. . replicates
replicates | replicates i

positiveControls PosControl negativeControls | negControl

Biological replicates:
wild-type/mutants
HIC2 rat cardiac
1 WT 4 NA myoblasts , neonatal
rat cardiac myocytes
and C2C12 cell
myotubes

Healthy heart

NA
samples

”

Tabla 2. Reestructuracion de los campos sobre controles y réplicas: “positiveControls” y “negativeControls
indican el numero de controles, “PosControl” y “negControl” describen el tipo, “Biological replicates” y
“Technical replicates” indican el numero de réplicas y “replicates” indica el tipo.

9 HGVS: Human Genome Variation Society. Este grupo ha desarrollado una nomenclatura que se ha convertido en
el estandar para las variaciones (https://varnomen.hgvs.org/).
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Una vez realizados estos cambios, se ha dado por finalizado el desarrollo de la fuente de
informacioén, la cual ha sido concluida tal y como se presenta en el Anexo 1 de este Trabajo de Fin de
Grado.
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7. RESULTADOS

Este capitulo describird la ultima etapa del ciclo de disefio seguido en este Trabajo de Fin de Grado.
Se hard una vista general de los resultados de la extraccidon de la informacion y se explicara el caso
de uso aplicado a la fuente de informacidn resultante, el cual se ha realizado con datos de pacientes
reales.

7.1. Analisis de resultados

El proceso de desarrollo de la fuente de informacién ha constado de varias actividades. Primero, se
han determinado dos repositorios de referencia. Seguidamente, se han seleccionado, en dos
busquedas, los articulos de estudios funcionales relevantes a las cardiopatias familiares. Finalmente,
se ha extraido la informacién de los articulos. En esta seccidn, revisaremos estos pasos, mostrando
los resultados obtenidos tras cada uno.

Primera busqueda. Usando las busquedas avanzadas descritas en la seccidn 6.2.1., se han realizado
un total de 912 consultas, de las cuales solo 152 han retornado articulos. En total ha habido 593
resultados, asociados a 100 genes. Tras el primer filtrado (Figura 6) se han descartado 268
publicaciones y se ha observado que gran parte de estos rechazados hacian alusién a estudios
funcionales, pero no hacian un estudio de una variacién. La aparicién de tantos articulos no
relacionados directamente con variaciones seguramente haya ocurrido porque el término
“variacion” no estd incluido explicitamente en las buisquedas definidas. La razdn tras esta decision es
que se consideré que la combinacidn del término “functional assay” y el nombre del gen generaba
un buen equilibrio en la consulta sin restringir ni generalizar excesivamente. Tras aplicar el filtrado
de articulos duplicados (asociados a mas de un gen), se ha reducido a 180 articulos.

Segunda busqueda. Como se ha explicado en la seccidon 6.2.2, se ha repetido el proceso de
busqueda y filtrado con un nuevo término afadido. La cantidad de resultados ha aumentado en un
120% con respecto a la primera busqueda, retornando 1306 articulos (Tabla 3). Sin embargo, la
cantidad de articulos seleccionados ha sido similar a la primera bldsqueda y ha incrementado solo en
un 14,77% (373 articulos). Estos resultados refuerzan la precisién del criterio personal de seleccién
de articulos e indican, como se esperaba, que el término “functional analysis” es demasiado general.
Tras eliminar los duplicados, la lista se ha reducido a 236 articulos, lo cual supone un aumento del
30% respecto a la primera busqueda.

Primera busqueda Segunda busqueda
Resultados 593 1306
Articulos seleccionados En bruto: 325 En bruto: 373
Filtrado: 180 Filtrado: 236
o .
% Seleccionado (en 54,81% 29,21%
bruto)
0,
% Descartado (en 45,19% 70,79%
bruto)

Tabla 3. Resumen de resultados en la busqueda inicial y la sequnda busqueda en bruto (apuntados

directamente de los resultados de la consulta, sin comprobar los duplicados) y filtrados (tras eliminar

duplicaciones).
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Extraccion de informacion. Finalmente, se han leido los articulos asociados a la lista reducida de 35
genes relevantes, lo cual corresponde a 149 articulos (ver Ultimo parrafo de la seccion 6.2.2.). Tras el
segundo filtrado (Figura 7), la cantidad final es de 99 articulos (Tabla 4). De estos, se ha extraido la
informacién funcional para cada variaciéon estudiada en estas publicaciones. Como resultado, la
fuente de informacién resultante, la cual puede consultarse en el Anexo 1 de esta memoria, describe
un total de 285 variaciones genéticas que han sido asociadas a la lista de cardiopatias familiares
seleccionadas.

ANTES DE TRAS LA

LA LECTURA LECTURA
Genes 35 40
Articulos 149 99

Tabla 4. Cantidades finales de genes y articulos tras la lectura, donde se han descartados mds articulos (ver
Filtro 2, Figura 7).

En la Figura 8 podemos ver una comparacion, para los 35 genes seleccionados, de los articulos que
habia asociados a cada gen y el nimero de variaciones que se ha apuntado finalmente de cada uno.
De esta forma, se puede ver cdmo ha afectado el segundo filtrado de articulos, habiendo genes de
los que finalmente no ha habido variaciones que anotar. En contrapartida, las variaciones de los
articulos se repartian a lo largo de 40 genes, incluyendo algunos que no estaban en la lista
seleccionada, dado que muchos de los articulos estudiaban mds de un gen. Dada la pequefia
cantidad que suponian (20 variaciones) y para no excluir la informacién, se han incluido en la fuente
de informacion las variaciones de genes que no estaban en la lista.

Comparacion articulos y variaciones
m Articulos Variaciones
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Figura 8. Comparacion de cantidad de articulos asociados a los genes y cantidad de variaciones que
finalmente se han recogido en la extraccion de informacion.

Por otra parte, los genes pueden estar asociados a varias cardiopatias a la vez, lo cual puede
apreciarse en la Figura 9 donde se muestra la cantidad de variaciones recogidas, en la fuente de
informacién, de cada gen y la enfermedad a las que estan relacionadas. Se puede observar que el
gen con mas variaciones estudiadas es el MYBPC3, y la mayoria estan asociadas a la Miocardiopatia
Hipertréfica (HCM). Le sigue el gen SCN5A, donde la mayoria de las variaciones son con relacion al
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Sindrome de Brugada (BrS). De hecho, este gen, junto con el RYR2, son los que estan asociadas a

mas cardiopatias a la vez (cuatro en ambos casos).

La enfermedad con mas variaciones detectadas ha sido la HCM, con 101 variaciones asociadas,

seguida de la Miocardiopatia Dilatada, una enfermedad bastante similar. Las enfermedades para las

gue menos informacion se ha extraido han sido el Sindrome de Loeys-Dietz y la Miocardiopatia

Restrictiva (Tabla 5), y el sindrome de Marfan, que ha sido la Unica patologia para la que no se han

encontrado estudios funcionales.

Variaciones por gen para cada enfermedad
ARVC mBrS mCPVT mDCM mHCM mNo Compactada LDS LQTS mRCM mSQTS mMS

ACTC1
ANKRD1
BRAF
CACNA1C
DES
DSC2
DSG2
DSP
FHOD3
FLNC
GATA4
Jup
KCNH2
KCNJ2
KCNQ1
< LAMA4
& LMNA
MYBPC3
MYH7
NEXN
NNT
PKP2
PSEN1
PSEN2
RBM20
RBM21
RBM22
RYR2
RYR3
RYR4
SCN10A
SCN1B
SCN5A
TGFBR2
TMEMA43
TNNC1
TNNI3
TNNT2
TPM1
TTN
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Figura 9. Cantidad de variaciones estudiadas de cada gen y las cardiopatias a las que se han asociado.
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ARVC BrS CPVT DCM HCM No LDS LQTS RCM SsQTS MS
Compactada

Variaciones 20 52 13 75 101 6 1 55 1 4 0

Tabla 5. Numero de variaciones asociadas a cada enfermedad.

Se ha analizado también la reproducibilidad, donde la mayoria de los estudios se han considerado
reproducibles (94,74%) dado que se detallaban claramente los procedimientos de laboratorio.
Finalmente, se ha comprobado el impacto funcional de las variaciones (ver la descripcidon de la
columna 17, Seccién 6.2.3.) y se ha observado que la mayoria de las variaciones han sido
consideradas “funcionalmente anormal” (79,65%). Luego un 18,60% han sido consideradas
“funcionalmente normales” y un 5% se han marcado como “Desconocido”. Por tanto, podemos
considerar que los estudios recogidos son relevantes, dado que la mayoria determinan
consecuencias moleculares definidas, y una gran parte seguramente pueda justificar una
clasificacion de patogenicidad.

Una de las innovaciones de este trabajo ha sido incluir los estudios de tipo in silico (p.ej.
simulaciones computacionales). Esta clase de experimentos han constituido, aproximadamente, un
28% de los estudios analizados. La utilidad de la fuente de informacion, asi como la relevancia de los
analisis in silico, se evaluard mediante un caso de uso, que detallaremos en la siguiente seccién.

7.2.  Caso de uso con VCF de pacientes reales

La fuente de informacion desarrollada recopila la informacidon funcional de un gran numero
variaciones genéticas, y constituye una herramienta con gran potencial para dar soporte a la
interpretacion de variaciones y su clasificacion. Al tener una fuente de datos como esta, se puede
hacer una evaluacidon funcional de variaciones de forma automatica, facilitando la evaluacion del
criterio PS3/BS3 en el ambito clinico o analitico.

Con esta aplicacién practica en mente, se ha desarrollado un caso de uso con datos de pacientes
reales para evaluar la utilidad de la fuente de informacidon que se ha generado. Esta experiencia
consistird en comprobar si las variaciones recopiladas en la fuente de informacidn se encuentran en
los datos de pacientes reales que han sido diagnosticados alguna cardiopatia familiar. A
continuacién, se describird cdmo se ha llevado a cabo la comprobacidn y los resultados obtenidos.

7.2.1. Implementacion

Los datos de pacientes han sido proporcionados por el Hospital General Universitario de Alicante, en
formato VCF (Formato de Llamada de Variacidn), un tipo de archivo empleado ampliamente en
bioinformatica para almacenar secuencias o variaciones genéticas. Se han recibido los datos de 42
pacientes que han sido diagnosticados alguna cardiopatia familiar y se ha empleado una version
anotada de los VCF, con formato *.csv. Al estar anotados, estos archivos contienen informacidn
ampliada de las variaciones, incluyendo no solo datos estructurales e identificativos de la variacién
(p. ej. cromosoma, gen, posicidn), sino también interpretaciones clinicas y predicciones de
patogenicidad.
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El objetivo de este experimento es detectar las variaciones de la fuente de informacion que estén
presentes en alguno de los 42 ficheros de pacientes. Por tanto, para realizar la comparacién de las
variaciones de forma rapida y efectiva se ha optado por desarrollar un cédigo de Python, el cual se
presenta en el Anexo 2 de esta memoria. De forma resumida, el proceso seguido ha constado de los
siguientes pasos:

1- Crear una versiéon reducida del VCF anotado para cada paciente que solo incluya las
variaciones dadas en los mismos genes que estan presentes en la fuente de informacion.

2- Comparar los nombres de las variaciones de la fuente de informacidn con los nombres de la
versién reducida del VCF anotado de cada paciente.

3- Devolver para cada paciente las variaciones que coincidan, mostrando el nombre de la
variacion y su impacto funcional descrito en la fuente de informacion.

7.2.2. Resultados caso de uso

Tras ejecutar el cddigo resumido en la seccién previa, se han obtenido las coincidencias de
variaciones presentes en los pacientes. En total, se han detectado 9 variaciones a lo largo de los 42
pacientes. Aunque es un numero reducido, se puede considerar un resultado coherente, dado que,
frente a los millones de posibles variaciones que pueden presentar los pacientes, la fuente de
informacién generada abarca una cantidad muy concreta. Ha habido 6 pacientes en los que no se ha
detectado ninguna variacidn de las descritas en la fuente de informacidn. Los otros 36 pacientes han
mostrado entre 1 — 4 coincidencias, siendo el promedio de coincidencia de 2 variaciones por
paciente.

Muchas de las variaciones detectadas se repetian entre los pacientes, lo cual indica que son
variaciones comunes. Esto concuerda con el conjunto de enfermedades con el que estamos
trabajando, dado que comparten caracteristicas, siendo esta una de las razones que dificultan su
diagndstico. Para los pacientes con coincidencias, al comparar los diagndsticos de los médicos con la
enfermedad a la que se han asociado las variaciones en la fuente de informacion, se ha comprobado
que muchas no coinciden. Por ejemplo, el Paciente 1 presenta las variaciones p.1962V, p.L1092P y
p.R1973Q, asociadas a CPTV y Sindrome de Brugada en la fuente de informacién, pero el diagndstico
clinico ha sido Miocardiopatia Hipertréfica (HCM). Dada la similitud entre cardiopatias mencionada,
una misma variacion pueda estar asociada a distintas enfermedades. Por tanto, estos casos en los
gue no coinciden las enfermedades relacionadas no implican que, o bien el diagndstico del hospital,
o bien la fuente de informacién, sean erréneos. Simplemente, no existe actualmente evidencia
funcional que asocie las variaciones con las enfermedades diagnosticadas.

Las 9 variaciones de la fuente de informacidn detectadas en los pacientes se resumen en la Tabla 6.
Analizando la informacion funcional y la clasificacidon del VCF, podemos ver que 5 de las variaciones
se consideran coherentes dado que el cardcter de la anotacion clinica coincide con el impacto
funcional determinado en la fuente de informacidén desarrollada. En concreto, todas se clasifican
como caracter benigno en los VCF anotados y en la fuente de informacion se determina que son
funcionalmente normales. Por el contrario, los resultados de las otras 4 variaciones son conflictivos,
puesto que presentan resultados discordes en el VCF y en la fuente de informacion.
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- ¢ IMPACTO CLASIFICACION
VARIACION GEN FREC. PATOLOGIA FUNCIONAL VCF COHERENTE NOTAS
Taquicardia
Lasied ol Funcionalmente
p.1962V SCN10A 20 Polimérfica Benigna Si -
o Ao normal
Catecolaminérgica
(CPVT)
Taquicardia
Ventricular Funcionalmente
p.L1092P SCN10A 18 Polimérfica Benigna Si -
Lo normal
Catecolaminérgica
(CPVT)
3 . Benigna/Proba
p.R1973Q CACNALC 1 Sindrome de Brugada Funcionalmente blemente s .
(BrsS) normal .
benigna
. . . . Benigna/Proba . -
p.K263R TNNT2 7 'Mlocaln‘:hopana Funcionalmente blemente No Metoz'io de estudio
Hipertrofica (HCM) anormal R in silico.
benigna
. . . . Benigna/Proba
p.5236G MYBPC3 11 'Mlocalr(‘:hopana Funcionalmente blemente Si :
Hipertrofica (HCM) normal R
benigna
Miocardiopatia Funcionalmente . Método de estudio
RVISEM MYBPC3 8 Hipertrofica (HCM) anormal Benigna No in silico.
Interpretacione
Miocardiopatia Funcionalmente sde Estudio incluido en
p-R2/BC W2z a Hipertréfica (HCM) anormal patogenicidad No perfil Clinvar
conflictivas
Taquicardia *Efecto benigno en
Ventricular Funcionalmente solitario. Efecto
p.G1885E RYR2 1 Polimérfica Benigna No* patogénico
L anormal .
Catecolaminérgica combinada con otra
(CPVT) mutacion.
i B Fi i |
p.S500P SCN10A 1 Sindrome de Brugada uncionalmente Benigna Si :
(BrS) normal

Tabla 6. Resumen de las 10 variaciones de la fuente de informacion identificadas en los pacientes reales.

Dos de las variaciones coherentes, p.R1973Q y p.5236G se presentan como “benignas/ posiblemente
benignas”, por lo que la existencia de un estudio funcional que reitere la benignidad de la variacion
aumentaria la confianza de esta clasificacion. Se han revisado los articulos de la fuente de
informacién y se ha comprobado que ninguno de los dos se incluye en el perfil de las variaciones en
Clinvar'®!, |a base de datos empleada para la anotacién del VCF. Habiendo revisado los articulos
correspondientes, se considera que la coincidencia de la variacion p.R1973Q es un refuerzo a la
clasificacidn como benigna. En cuanto a la variacidn p.S236G, no se puede asegurar con la misma
confianza que se pudiera afiadir al perfil de la variacion, dado que el articulo realiza un estudio de
tipo in silico, el cual no se considera actualmente en los criterios PS3/BS3. Estos anélisis consisten en

10 perfil de variacién p.R1973Q: National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000093419.21],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000093419.21 (accessed July 2, 2023).

11 perfil de variacién p.S236G: National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000042786.47],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000042786.47 (accessed July 2, 2023).
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métodos computacionales que emplean predicciones, simulaciones y modelos de las moléculas. Si
bien tienen ventajas como mayor velocidad y el factor coste-efectividad, se ven limitados por
aspectos como modelos fijos y una falta de comprension y flexibilidad para simular el ambiente
biolégico natural.

Por otra parte, se ha revisado la informacién funcional extraida sobre las variaciones conflictivas
para buscar posibles causas de la diferencia de caracter. Se ha observado que dos de las cuatro
variaciones, p.K263R y p.V158M, se corresponden también a estudios de sistemas in silico, por lo
gue podria considerarse que esta discordia supone un argumento a favor de no incluir los
experimentos in silico a la hora de evaluar los criterios PS3/BS3.

Otra de las variaciones que difieren entre los datos funcionales y los datos clinicos es la variacidn
p.R278C, cuya interpretacion en el VCF es conflictiva. Se ha comprobado la variacién en Clinvar*? y
se ha visto que el articulo correspondiente de la fuente de informacién esta presente en su perfil,
asociada a tres interpretaciones: dos concluidas como “no especificada”, por lo que no se indicé
ninguna enfermedad concreta, y una como “miocardiopatia”, lo cual engloba aquellas enfermedades
donde la funcién muscular del corazén se ve afectado. Por tanto, teniendo la informacion funcional
como justificacion, se plantea que de estas tres interpretaciones se podria considerar dominante la
asociacion a miocardiopatias, aunque no se especifique una en concreto. Afinar la condicién
concreta dependerd de futuras investigaciones funcionales.

Finalmente, la Ultima de las variaciones conflictivas, p.G1885E, es un caso peculiar. En solitario altera
la actividad normal de la proteina afectada, pero no causa enfermedad, sino que aumenta de forma
controlada la actividad del proceso bioldgico en el que participa la proteina, por lo que se
consideraria una variacidn benigna. Sin embargo, en combinacién con otra variacion (p.G1886S) el
efecto es totalmente contrario y si podria considerarse patogénica. Dado que no se presenta esta
otra variacion, se puede considerar que la informacion es coherente. Se ha comprobado también el
perfil de ClinVar®® para esta variacién y se ha confirmado que el articulo de la fuente de informacién
estd incluido entre sus referencias.

7.2.3. Limitaciones

El caso de uso realizado ha dado unos resultados satisfactorios, dado que se han identificado un
numero de variaciones genéticas coherente a partir de la fuente de informacién que se ha generado
a lo largo de este Trabajo de Fin de Grado. Sin embargo, hay algunas limitaciones y posibles mejoras
gue quedan pendientes.

Primero, la inclusion de estudios in silico debe reevaluarse, puesto que, aunque se ha extraido
informacién de estos estudios, al aplicarla al caso de uso se han obtenido resultados cuestionables.
Revisando los datos de estudios in silico que se han incluido en la fuente de informacidn, se ha visto
gue la mayor parte de estos estudios presentan un nimero escaso de controles y repeticiones. Esta
falta de variedad podria ser comprensible dado que, al realizarse computacionalmente, hay mayor

12 perfil de variacién p.R278C: National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000012411.56],
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000012411.56 (accessed July 2, 2023).

13 perfil de variacién p.G1885E: National Center for Biotechnology Information. ClinVar; [VCV000036746.45],
https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000036746.45 (accessed July 2, 2023).
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confianza en que los resultados sean dptimos. Sin embargo, esta falta de repeticiones y controles
hace dudar la calidad de la evidencia que proporciona el estudio. Por tanto, dada la gran diferencia
gue supone un experimento fisico frente a un experimento virtual, una solucién posible seria definir
parametros y procesos de validacidn especificos para los estudios in silico. Para ello, haria falta
realizar una caracterizacidn de los estudios in silico, para conocer sus caracteristicas, la viabilidad y
cantidad dptima de controles y repeticiones, y demas consideraciones a tener en cuenta.

En segundo lugar, una limitacidn de la fuente de informacidn son los filtros que se han tenido que
aplicar. La lista de genes era muy extensa, pero para ajustarnos al tiempo disponible, se ha tenido
gue reducir considerablemente. Esto ha causado que, a pesar de que los genes seleccionados son los
mads relevantes, muchos otros que podrian ser interesantes han tenido que excluirse.
Consecuentemente, podria ser la razén por la que no se han obtenido resultados con relacién al
Sindrome de Marfan y por la que solo se han podido identificar unas pocas variaciones para
enfermedades menos comunes como el Sindrome de Loeys-Dietz y la Miocardiopatia Restrictiva.

Con esta ultima seccién se da por concluido el caso de estudio, el cual nos ha permitido comprobar
la utilidad de la fuente de informacidn y aplicarla de forma practica en datos de pacientes reales. Se
ha mostrado también coémo el anadlisis de la informacién funcional puede influir de manera
significativa en la interpretacién de variaciones y la complejidad que presenta.
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8. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

En este Trabajo de Fin de Grado se ha disefiado y desarrollado una fuente de informacién sobre
estudios funcionales que permite caracterizar variaciones genéticas asociadas a cardiopatias
familiares y facilita la evaluaciéon del criterio PS3/BS3 de las Guias ACMG/AMP, uno de los criterios
con mas peso a la hora de interpretar variaciones.

En base a la metodologia del Design Science, se definieron inicialmente unos subobjetivos (capitulo
2), los cuales se plantearon como preguntas de investigacidn para guiar el trabajo que se pretendia
realizar a lo largo de las etapas del ciclo de disefio. De esta manera, se ha llevado a cabo la
investigacion del problema, en la que hemos caracterizado los estudios funcionales, su problematica,
y el uso de modelado conceptual. Seguidamente, se ha realizado el disefio y desarrollo de la fuente
de informacién, donde se ha estructurado la informacion relevante de los estudios funcionales, se
han seleccionado los recursos y se ha extraido la informacidon necesaria para completar la fuente de
informacién. Adicionalmente, se ha realizado un caso de uso para aplicar la fuente de informacién
de forma préctica y comprobar su utilidad en base a datos clinicos reales.

Habiendo completado todas las etapas, en este capitulo se explicard brevemente cdmo se ha
resuelto cada pregunta de investigacién y se comentaran las futuras lineas de trabajo que surgen a
partir de este Trabajo de Fin de Grado.

8.1. Cumplimiento de objetivos iniciales

En esta seccién resumiremos las respuestas a las preguntas de investigacion de los objetivos
planteados previamente en el segundo capitulo de esta memoria de Trabajo de Fin de Grado.

Objetivo 1. Investigacion del problema

Las respuestas a las preguntas de este primer objetivo se han respondido, principalmente, a lo largo
del capitulo 5, con soporte de otras secciones para una mejor contextualizacién.

PI1- ¢ Qué es un estudio funcional?

Un estudio funcional evalla el efecto de una variacién genética sobre los procesos biolégicos. Es
decir, estos estudios permiten definir las consecuencias moleculares causadas por un cambio
concreto en un gen y entender cdmo se asocia a una enfermedad, tal y como se ha detallado en la
introduccion (seccién 1.2.2.) y en la caracterizacién de los estudios (seccion 5.1.).

PI2 - ¢Cuales son las problematicas asociadas al uso de los estudios funcionales?

La problematica principal es la falta de un recurso que recopile la informacién funcional determinada
mediante estudios funcionales. En consecuencia, la informacion sufre una gran dispersidon, ademas
de una gran heterogeneidad. Esta ultima estd causada por la variabilidad de estudios y de
interpretaciones, y por la falta de estandares de evaluacidén hasta hace poco, como definido en la
seccion 5.1.

PI3- (Existe algin modelo que nos permita representar la informacién asociada a estudios
funcionales?
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Para la representacién de informacion funcional se ha considerado que el mejor método es el
modelado conceptual dado que permite representar campos complejos como el genémico como se
ha detallado en la seccién 5.2. Concretamente, se ha empleado el Modelo Conceptual del Genoma
Humano (CSHG), el cual se ha descrito en la seccién 5.2.1, para poder integrar la informacion
funcional con el resto de los datos gendmicos de las variaciones, proporcionando una perspectiva
holistica y precisa.

Pl4- ¢ Es necesario introducir mejoras a este modelo conceptual?

El modelo CSHG no incluia ninglin concepto relacionado a la informacién funcional, por lo que se ha
realizado una ampliacién a la vista de bibliografia, descrita en la secciéon 5.2.1., para incluir dos
conceptos nuevos: los estudios funcionales y el impacto funcional resultante de una variacion. Esta
ampliacidon se ha detallado en la seccién 6.1.1., dado que formaba parte del proceso de disefio.

Objetivo 2. Disefio y desarrollo de la fuente de informacion

Esta etapa se ha descrito en el capitulo 6 de la memoria, por lo que las respuestas a este segundo
objetivo han sido resueltas detalladamente en dicho capitulo.

PI1- {Codmo se estructurard la fuente de informacién a partir de la informacién relevante de
los estudios funcionales?

A partir de los estudios realizados por ClinGen, se ha identificado la informacién necesaria para
evaluar los estudios funcionales. Estos conceptos fundamentales han sido la referencia para la
ampliacidon del CSHG explicada en la seccion 6.1.1., la cual, a su vez, ha servido de base para la
estructura de la fuente de informacién, descrita en la seccién 6.1.2.

P12- ¢ Cuales son los estudios funcionales de interés para las cardiopatias familiares?

La informacidn de estudios funcionales se encuentra dispersa en la literatura cientifica, por lo que se
han elegido dos repositorios de publicaciones, PubMed y ScienceDirect, de los que se seleccionaran
los articulos sobre estudios funcionales relevantes mediante consultas de bulsqueda avanzada
detalladas en las secciones 6.2.1.y 6.2.2.

PI3- ¢iComo se va a obtener la informacién de los estudios funcionales?

El proceso de extraccidn de informacidn se ha descrito en la secciéon 6.2.3., y ha consistido en la
lectura de los articulos seleccionados a partir de las busquedas avanzadas en los repositorios, y la
anotacion simultdnea de la informacion relevante en la fuente de informacién. De esta manera,
siguiendo las consideraciones descritas en la seccidn correspondiente, se ha poblado la fuente de
informacién con los datos correspondientes.

Pl4- i Se puede estandarizar la informacidn extraida?

Ante la heterogeneidad de la informacidon, se ha revisado a medida que se iba extrayendo para
determinar las modificaciones que fueran necesarias y, tras la lectura y recopilacién de los datos, se
han unificado las nomenclaturas y se ha reestructurado la fuente de informacién, como se narra en
la seccién 6.3.
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Objetivo 3. Caso de uso

Las respuestas a las preguntas de investigacion de este objetivo se encuentran en el capitulo 7, el
correspondiente al caso de uso que se ha llevado a cabo.

PI1- ¢ Qué resultados se han obtenido en el disefio y desarrollo de la fuente de informacién?

Los resultados de las subetapas del disefio y desarrollo se han analizado en la seccién 7.1., y el
resultado final ha sido una fuente de informacién que recopila, a partir de estudios funcionales, la
informacién funcional relevante para casi 300 variaciones asociadas a una lista de cardiopatias
familiares y que se dan a lo largo de unos 40 genes.

PI2- {Cémo se puede comprobar la utilidad de esta fuente de informacién?

Para validar la utilidad de la fuente de informacion, se ha desarrollado un caso de uso que muestra la
posible aplicacidon clinica del recurso generado. Esta prueba, descrita en la secciéon 7.2.1, ha
consistido en comprobar, mediante un cédigo de Python, si las variaciones que se han caracterizado
funcionalmente en la fuente de informacién estdn presentes en pacientes reales de cardiopatias
familiares, empleando los datos VCF proporcionados por los clinicos.

PI3- ¢La fuente de informacion cumple los objetivos esperados?

Los resultados del caso de uso, detallados en la seccion 7.2.2., han sido satisfactorios dado que se ha
identificado un nimero coherente de variaciones en los pacientes reales a partir de la fuente de
informacién que hemos generado con este trabajo, y se han obtenido resultados realistas que han
dado pie a un andlisis critico de la informacién.

Pl4- i Cudles son los fallos, limitaciones, y mejoras identificadas?

Tal y como se explica en la seccién 7.2.3., la inclusién de los estudios funcionales realizados in silico
no parece ser conveniente, dado que ha dado lugar a informacién que no se ha podido evaluar de
forma adecuada al estilo de experimento. Otra clara limitaciéon es que este trabajo se ha realizado
para una cantidad de datos acotada segun unas enfermedades y unos genes seleccionados, por lo
gue hay una gran posibilidad de ampliacidn.

8.2.  Trabajos futuros

En base a la labor realizada, se han identificado posibles lineas de trabajo que podrian extenderse
para ampliar este Trabajo de Fin de Grado y su alcance.

En primer lugar, una de las lineas de trabajo mas claras es la ampliacion de la fuente de informacién.
Se podrian incluir, por ejemplo, los articulos y genes relacionados a cardiopatias familiares que se
han tenido que excluir de este Trabajo de Fin de Grado. Incluso, a lo largo de un extenso periodo de
tiempo, se podria ampliar o replicar para otras patologias, aplicando lo que se ha aprendido con el
desarrollo de la fuente actual, y siguiendo el disefio y desarrollo metodolégico propuesto en el
capitulo 4.

Ademas, como se ha comentado en la seccidn 7.2.3., se podria realizar una caracterizacion de los
estudios in silico para determinar parametros relevantes y desarrollar un sistema de evaluacién
mejor planteado de cara a este tipo de estudios para poder incluirlos como informacién funcional de
las variaciones. Andlogamente, para el campo de la robustez del estudio (ver listado de conceptos de
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la seccién 6.1.1.), también podria realizarse una caracterizacion que permita evaluar esta
caracteristica de forma simple. Actualmente, muchos de los campos de la fuente de datos son un
parrafo de texto muy extenso dado que la Unica descripcidn de las guias era que tratara la integridad
de las muestras segun el origen, manipulacion y almacenaje de las muestras. Este campo podria
condensarse si se definen de forma concisa y correcta los parametros relevantes de la robustez.

Otra posible ampliacidn es disefar y crear una interfaz de visualizacidon de los datos funcionales.
Como se ha visto en el caso de uso, la informacidn tiene aplicaciones clinicas inmediatas, por lo que
hacerla accesible a los usuarios de forma estructurada y estética seria un posible enfoque. Se
buscaria que los usuarios puedan consultar la fuente de forma simple y eficiente, y podria estar
dirigida tanto a clinicos como a analistas o demas investigadores. Sin embargo, para ello, habria que
realizar primero una revisién de los datos que debe recoger y su presentacién, para asegurar que la
informacién que se publique sea lo mas completa y correcta posible.

Por otra parte, en cuanto al desarrollo de la fuente de informacidn, todo el proceso de seleccién y
extraccidon de informacion se ha realizado manualmente. Por tanto, podria realizarse una tentativa
para automatizar estos procesos empleando inteligencia artificial o machine learning para la
comprension de textos, aprovechando el proceso definido en este trabajo y el conocimiento
adquirido durante el desarrollo de este Trabajo para el entrenamiento del sistema.
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1. OBIJETIVOS DEL PRESUPUESTO

El objetivo del presupuesto es determinar el coste econédmico del conjunto de actividades que se
han llevado a cabo en este Trabajo de Fin de Grado. En este caso, para determinar el coste total se
han de considerar tres partes: el coste del personal, los costes de software utilizados y los costes de
hardware empleados.

Para calcular el coste imputable al software y hardware empleados se aplicard la siguiente ecuacion:

C
Coste imputable (sinIVA) =t * T

Siendo t el tiempo de uso del equipo (meses), C el coste del equipo o de la licencia del software
(euros), y T el tiempo de amortizacién (meses).

Con esta base, en la siguiente seccion se aporta el presupuesto desglosado en las tres partes
mencionadas previamente.

2. PRESUPUESTO DESGLOSADO

Para desglosar el presupuesto se mostrara el resumen de costes para cada una de las tres partes que
se aplican en este Trabajo de Fin de Grado: coste personal (Tabla 7), coste de software (Tabla 8) y
coste de hardware (Tabla 9).

El coste de personal se determinard segun las horas de trabajo invertidas por el Ingeniero asignado
al trabajo, junto con las horas dedicadas por los tutores, puesto que no ha habido otro
asesoramiento. Como coste unitario por hora de cada profesional se han tomado como referencia
los criterios para elaborar presupuestos de I+D de la Universitat Politécnica de Valéncia, que
describe como calcular el presupuesto del personal en funcién de su posiciéon. Asi, el coste unitario
para un Ingeniero Biomédico es 24,99 €/h. En cuanto a los tutores, se establecen, para un
catedratico 51,40 €/h, y para un investigador predoctoral 24,99 €/h. Considerando estos valores y las
horas de trabajo de cada individuo, se calculan los costes de personal tal y como se muestra en la
Tabla 7.

14 https://wiki.upv.es » Guia_Presupuesto_2018
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COSTES DE PERSONAL

Personal Coste unitario (€/h) Horas Totales (h) Costes Total (€)

Ingeniero Biomédico:

Titulado Superior 24,99 300 7.497
Tutor: Investigador 51,40 80 4112
Predoctoral
Cotutor: Catedratico 31,45 45 1.415,25
Coste Total: 13.042,25

Tabla 7. Desglose de costes de personal asociados al trabajo realizado

En cuanto al software, en este trabajo de han empleado cuatro programas: el sistema operativo de
Microsoft Windows versién 11 Pro, una licencia del paquete Microsoft Office para el Hogar y
Estudiantes, varias bases de datos gendmicos y biomédicos (ClinVar, dbSNP, PubMed, ScienceDirect y
el buscador de ontologias EMBL-EBI), y el entorno JupyterLab, mediante el programa Anaconda, para
programar en Python. Combinando los costes de licencias de cada uno de estos, y empleando la
ecuacién definida en la seccion de objetivos de presupuesto, se han calculado los costes de

software.
COSTES DE SOFTWARE
Programa .COStt? de le'lmerc_) de Periodo de uso Dura.ci()n .de la . Coste
Licencia (€) licencias (meses) Licencia imputable (€)
Sistema
e o s M o

Windows 11 Pro

Microsoft Office -
Hogar y 149 1 8 Indefinida (Uso 33,11
. 3 afos)
Estudiantes

Bases de datos 0 Acceso Libre 8 - 0
Anaconda: 0 1 3 Indef|n|~da (Uso 0
Jupyter Lab 3 aifos)

Coste Total: 65,33

Tabla 8. Desglose de costes de software asociados al trabajo realizado.
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Se puede ver en la Tabla 8 que el coste total de software asciende a 65,33 € para las actividades de
este Trabajo de Fin de Grado.

Finalmente, los costes de hardware se han calculado de forma analoga a los costes de software. Por
tanto, se ha empleado la misma ecuacién aplicdndola al Unico componente de hardware utilizado, el
cual ha sido un ordenador portatil Dell Inspiron 14 Plus (7420), con un procesador Intel® Core™ i7-
12700H (velocidad hasta 4,7 GHz, 14 nucleos), una memoria de 16 GB y capacidad de
almacenamiento de 512 GB.

COSTES DE HARDWARE

N Periodo de Periodo de
Coste unitario . s e Coste
Programa Unidades amortizacién uso .
(€) imputable (€)
(meses) (meses)
Ordenador portatil: DELL 36
. 908,26 1 8 201,84
Inspiron 14 Plus 7420 (3 afios)

Coste Total: 201,84

Tabla 9. Desglose de costes de hardware asociados al trabajo realizado.

Como se puede ver en la Tabla 9, se tiene un coste total de 201,84 € asociados al hardware utilizado
a lo largo del trabajo. Con esto, en la siguiente seccidn se detallara el presupuesto total de este
Trabajo de Fin de Grado.

3. PRESUPUESTO TOTAL

A partir de la informacion calculada en las secciones previas, en este apartado se muestra el
presupuesto total requerido para llevar a cabo este Trabajo de Fin de Grado.

Con el Presupuesto por Ejecucion Material — la suma de los costes de personal, software y hardware
de la seccién previa — se tiene la base a la que se afiadirdn los Gastos Generales y el Beneficio
Industrial. Los primeros se corresponden al capital invertido en tareas sin beneficio directo para la
empresa y se calcula como el 13% del Presupuesto por Ejecucién Material. El segundo representa los
beneficios que obtiene la empresa a partir del proyecto en cuestidn, y supondra una cantidad del 6%
del Presupuesto por Ejecucion Material.

Seguidamente, se calcula el Presupuesto de Ejecucion por Contrata como la suma de los Gastos
Generales y el Beneficio Industrial. Afadiendo a este el valor del IVA, del 21%, se obtiene el
Presupuesto Total Neto del presente Trabajo de Fin de Grado como se resume en la Tabla 10.
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PRESUPUESTO TOTAL

Coste Total De Personal 13.042,25 €

Coste Total De Software 65,33 €

Coste Total De Hardware 201,84 €
Presupuesto De Ejecucion Material 13.309,42 €
Gastos Generales (13%) 1.730,22 €

Beneficio Industrial (6%) 798,57 €
Presupuesto Por Ejecucion Por Contrata 15.838,21 €
IVA 3.326,02 €
Presupuesto Neto Total 19.164,23 €

Tabla 10. Presupuestos finales de este Trabajo de Fin de Grado.

Como Presupuesto Total requerido para el desarrollo de este Trabajo de Fin de Grado, siguiendo las
condiciones descritas en la seccion del presupuesto desglosado, se obtiene una cantidad total de
19.164,23 €.
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ANEXO 1. FUENTE DE INFORMACION DE ESTUDIOS FUNCIONALES ASOCIADA A CARDIOPATIAS FAMILIARES.
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ANEXO 2. CODIGO DE PYTHON EMPLEADO EN EL CASO DE USO

# PART1 REDUCE VCF
import os
import pandas as pd

# List of gene names to match

gene_names = ['ACTC1', 'ANKRD1', 'BRAF', 'CACNA1C', 'DES', 'DSC2', 'DSG2', 'DSP', 'FHOD3', 'FLNC', 'GATA4', '3JUP',

"KCNH2',

"KCNH2',

'KCNI2',

"KCNQ1',

"KCNQ1',

"LAMA4',

"LMNA',

"MYBPC3', 'MYH7', 'NEXN', 'NNT', 'PKP2", 'PSEN1', 'PSEN2', 'RBM20', 'RBM21', ‘'RBM22', ‘'RYR2', 'SCN1OA', 'SCN1B', ‘SCN5A', 'SCN5A', 'TGF', ‘TMEM43', 'TNNC1', 'TNNI3', 'TNNT2',

‘TPM1*, 'TTN', 'TTNT2', 'VCL']
parent_directory = r'C:\Users\olymp\Documents\TFG\INFORMES_Cardio_Alicante_Abril’
folder_names = ['OGM-04-{:03d}'.format(i) for i in range(1, 43)]
# Loop through the folders
for folder_name in folder_names:
# Construct the file path
csv_file = os.path.join(parent_directory, folder_name, 'annotated.hgl9 multianno.csv')
# Load the CSV file
csv_data = pd.read_csv(csv_file, delimiter="\t")
# Filter rows based on matching gene names
filtered_data = csv_data[csv_data[ 'Gene.refGene'].isin(gene_names)]
# Check if any rows matched the gene names
if len(filtered_data) == 0:
print(f"No matching rows found in folder: {folder_name}")
else:
# Create a new file with the filtered data
output_file = os.path.join(parent_directory, folder_name, 'reduced_annotated.hgl9 multianno.csv')
filtered_data.to_csv(output_file, index=False)
print(f"Filtered data saved to: {output_file}")
print() # Add an empty line between each folder's results
# PART2 FIND VARIANTS, RETURN FUNCTIONAL IMPACT
import re
csv_file2 = r'C:\Users\olymp\Documents\TFG\infoCSHG_csv.csv'
parent_directory = r'C:\Users\olymp\Documents\TFG\INFORMES_Cardio_Alicante_Abril’
folder_names = ['OGM-04-{:03d}'.format(i) for i in range(1, 43)]
# Loop through the folders

for folder_name in folder_names:
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# Construct the file path

csv_filel = os.path.join(parent_directory, folder_name, 'reduced_annotated.hgl9 multianno.csv')

# Load the CSV files

csv_datal = pd.read_csv(csv_filel)

csv_data2 = pd.read_csv(csv_file2)

# Extract the desired columns from both datasets

varan_data = csv_datal[[ 'AAChange.refGene', 'GeneDetail.refGene", 'CLNHGVS']]

varfunp_data = csv_data2['Variant in protein (p.)'].astype(str)

varfunc_data = csv_data2['Variant in transcript (c.)'].astype(str)

varfung_data = csv_data2['Genomic position'].astype(str)

# Extract the varfunp values using regular expressions

varfunp_values = varfunp_data.str.findall(r"p\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+").explode().tolist()

varfunc_values = varfunc_data.str.findall(r"c\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+").explode().tolist()

varfung_values = varfung_data.str.findall(r"g\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+").explode().tolist()

# Extract the varan values using regular expressions

varanp_values = varan_data[ 'AAChange.refGene'].apply(lambda x: re.findall(r"p\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+", str(x))).explode().tolist()
varanc_valuesl = varan_data[ 'AAChange.refGene'].apply(lambda x: re.findall(r"c\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+", str(x))).explode().tolist()
varanc_values2 = varan_data[ 'GeneDetail.refGene'].apply(lambda x: re.findall(r"c\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+", str(x))).explode().tolist()
varang_values = varan_data[ 'CLNHGVS'].apply(lambda x: re.findall(r"g\.[A-Za-z\d*-_>\(\)\+=]+", str(x))).explode().tolist()

# Find the common elements

common_elementsp = set(varanp_values).intersection(varfunp_values)

common_elementsc = set(varanc_valuesl).intersection(varfunc_values).union(set(varanc_values2).intersection(varfunc_values))
common_elementsg = set(varang_values).intersection(varfung_values)
# Print the folder name

print(f"Folder: {folder_name}")

common_elements = set()

common_elements |= common_elementsp
common_elements |= common_elementsc
common_elements |= common_elementsg

for element in common_elements:

matched_row_p = csv_data2[csv_data2['Variant in protein (p.)'] == element]
matched_row_c = csv_data2[csv_data2['Variant in transcript (c.)'] == element]
matched_row_g = csv_data2[csv_data2[ 'Genomic position'] == element]

if len(matched_row_p) > 0:
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impact_text_p = matched_row_p[ 'functionalImpact'].values[@]
print(f"Variant: {element} \nImpact (Protein): {impact_text_p}")
print()

if len(matched_row_c) > 0:
impact_text_c = matched_row_c[ 'functionalImpact'].values[@]
print(f"Variant: {element} \nImpact (Transcript): {impact_text_c}")
print()

if len(matched_row_g) > ©:
impact_text_g = matched_row_g[ 'functionalImpact'].values[0]
print(f"Variant: {element} \nImpact (Genomic): {impact_text_g}")
print()

print()



