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RESUMEN

Introducciéon: La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una herramienta
fundamental en el estudio de enfermedades genéticas. Sus implicaciones van mas alla de
la enfermedad primaria, ya que permiten la identificacién de hallazgos secundarios (de
riesgo personal, reproductivo y farmacogenético), que pueden tener un impacto relevante
en el manejo clinico del paciente. Por tanto, el desarrollo de algoritmos bioinformaticos
dirigidos a su manejo es un paso importante hacia la implementacion de la gendémica en la
practica médica. Sin embargo, hasta ahora no se han descrito herramientas para el manejo

especifico de hallazgos secundarios.

Objetivos: El objetivo de este Trabajo Final de Master consiste en el desarrollo de una
herramienta bioinformatica destinada al manejo automatico de hallazgos secundarios en

datos genémicos.

Material y métodos: La herramienta, desarrollada en Python y operable desde la linea de
comandos, procesa archivos de variantes genémicas en formato Variant Calling Format
(VCF) y permite seleccionar las categorias de hallazgos secundarios mencionadas. Ademas,
se pueden configurar parametros como el ensamblaje de referencia, el modo de ejecucion,
el nivel de evidencia para las interpretaciones y un archivo de términos de la ontologia del
fenotipo humano (HPO). La herramienta se apoya en InterVar y la base de datos ClinVar,
y el flujo de trabajo incluye la preparaciéon de la herramienta, la normalizacién del archivo
VCF, la extraccién de variantes genémicas en genes especificos de cada categoria mediante
la interseccion con archivos Browser Extensible Data (BED) y la ejecucion de los mddulos
propios de cada categoria para la anotacién e interpretaciéon de variantes patogénicas o
probablemente patogénicas. El Gltimo paso consiste en la generaciéon de informes en
formato Excel, separando los hallazgos por categorias. Ademas, la herramienta se validé
utilizando datos gendmicos con hallazgos secundarios previamente identificados en el
proyecto NAGEN1000.

Resultados: La validacion de la herramienta demostr6 su capacidad para identificar
hallazgos secundarios en datos gendmicos del proyecto NAGEN1000, respaldando su

eficacia en las tres categorias de hallazgos secundarios.

Conclusiones: El desarrollo de esta herramienta representa un avance en la medicina
gendmica y la atenciéon médica personalizada. Las limitaciones actuales identificadas se

completan con lineas de mejora futuras, como la inclusién en un docker.

Palabras clave: secuenciacién de nueva generacion, hallazgos secundarios, medicina

gendmica, algoritmos bioinformaticos, Python
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1. Introduccion

1.1 Secuenciacion de nueva generacion y utilidad en diagnéstico clinico
En las dltimas décadas, los avances tecnoldgicos en secuenciacion de nueva

generacion (NGS; Next Generation Sequencing) revolucionaron el campo de la genética
clinica y la medicina de precisiéon. La NGS super6 las limitaciones de la secuenciaciéon
Sanger tradicional al permitir la obtencién de datos genémicos a gran escala de manera
mas rapida, precisa y asequible. Esta tecnologia facilité nuevas perspectivas para el analisis
integral de la informacién genética y permiti6 el estudio exhaustivo de la variabilidad
gendmica, revelando aspectos cruciales de la genética humana y su relaciéon con la salud y

las enfermedades (Pereira et al., 2020; Qin, 2019).

La NGS ha demostrado ser una herramienta muy til para el diagnostico clinico de
enfermedades genéticas y trastornos hereditarios a partir de datos genémicos,
especialmente en enfermedades raras (Boycott et al., 2013). La capacidad de secuenciar
rapidamente el acido desoxirribonucleico (ADN) de un individuo ha permitido la
identificacion de mutaciones genéticas responsables de diversas patologias, incluso en
casos en los que el diagnodstico clinico convencional resultaba dificil o inconcluso.
Asimismo, la NGS ha facilitado la identificacién de variantes genéticas asociadas con un
mayor riesgo de desarrollar ciertas enfermedades, lo que ha impulsado la medicina de
precision y el desarrollo de terapias personalizadas (Carrasco-Ramiro et al., 2017; Rizzo &

Buck, 2012).

Un ejemplo de la utilidad de la NGS en el diagnostico clinico es el programa NAGEN,
que tiene como objetivo la implementacién de la secuenciaciéon de genoma completo y el
desarrollo de la medicina personalizada en la practica clinica del sistema sanitario navarro.
Mediante la aplicacion de esta estrategia en mas de 700 pacientes con condiciones de origen
genético desconocidas, se logré6 un éxito diagnoéstico del 33%. Ademas, el 2% de los
participantes resultaron portadores de variantes de predisposicién a enfermedades graves,
el 4% present6 riesgos reproductivos y en el 100% de los casos se identificaron variantes
farmacogenomicas accionables. Este enfoque demostrd ser coste-efectivo y recibié una
gran aceptacion por parte de los pacientes, lo que subraya la utilidad de la NGS en el

diagnostico clinico y la medicina de precision (Pasalodos et al., 2020).
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En este contexto, un factor clave que ha impulsado la adopcién generalizada de la
NGS en el diagnostico clinico es el continuo abaratamiento de los costes asociados con la
secuenciacion del genoma y del exoma (Figura 1). Durante los Gltimos afios, los avances
tecnolégicos y la optimizacién de los protocolos de secuenciacién han contribuido a una
reduccion significativa en los costes de produccién, de manera que se ha vuelto mucho mas

accesible y rentable para un mayor nimero de instituciones (van Dijk et al., 2014).

Cost per Human Genome
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$10,000,000

Moore’s Law

$1,000,000

$100,000
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$100
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Figura 1 | Evolucion a lo largo del tiempo del coste de secuenciacion del genoma humano. Fl eje X muestra los
anos desde 2001 hasta 2022, y el eje Y indica el coste en ddlares, en escala logaritmica. Se muestran también los datos
hipotéticos que reflejan la Ley de Moore, que describe la tendencia a duplicar la potencia de calculo cada dos afios
(NIH, 2023).

La disponibilidad de secuenciaciéon de genoma y exoma a precios mas bajos ha
llevado a una mayor inclusion de estas tecnologias en el ambito del diagndstico clinico. En
lugar de centrarse uUnicamente en andlisis genéticos especificos y dirigidos, los
profesionales de la salud pueden ahora aprovechar la informacién completa del genoma o
exoma para obtener una visién mas completa y detallada del perfil genético de un individuo
(Di Resta et al., 2018). El uso cada vez mas frecuente del genoma y el exoma en el
diagnéstico clinico, sobre todo en enfermedades raras, ha permitido, a su vez, la deteccion
de un mayor nimero de variantes genéticas asociadas con enfermedades, lo que ha llevado
a un aumento significativo en la comprensiéon de las bases genéticas de diversas
condiciones médicas (Boycott et al., 2013). Asimismo, el acceso a informacién gendémica

mas completa ha facilitado la identificacién de otros hallazgos no relacionados con el
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proposito inicial de la secuenciaciéon, los denominados hallazgos secundarios u otras
variantes genémicas de significado clinico relevante. Todo ello influye de forma inequivoca
en el manejo médico y en el asesoramiento genético de los pacientes (Horton & Lucassen,

2019; Katz et al., 2020; Rizzo & Buck, 2012).

En el siguiente apartado, se analizaran en detalle los hallazgos secundarios en datos
genémicos y como el desarrollo de algoritmos bioinformaticos permitira un manejo
automatico y eficiente de esta informacién, lo que potencialmente mejorarda la
interpretaciéon clinica y el abordaje de enfermedades genéticas en el contexto del

diagnostico clinico.

1.2 Cribado oportunista: hallazgos secundarios
Como se ha mencionado en el apartado anterior, durante el andlisis de la

secuenciacion gendémica del paciente pueden identificarse diferentes tipos de hallazgos o

variantes genéticas atendiendo a su relacion con la clinica del paciente.

Los hallazgos primarios se refieren a las variantes directamente relacionadas con
la indicacién principal de la prueba, es decir, aquellas que se buscan inicialmente para

confirmar o diagnosticar una enfermedad especifica.

Por otro lado, también pueden encontrarse variantes no relacionadas con la
indicacion principal de la prueba, pero que podrian tener consecuencias significativas para
la salud, como causar enfermedades, influir en las decisiones reproductivas del paciente o
incluso personalizar su tratamiento. La identificacién de estas variantes puede ocurrir de
forma intencionada o no, de forma que se habla de hallazgos secundarios en el primer caso,

y de hallazgos incidentales en el segundo caso (de Wert et al., 2021).

Es importante tener en cuenta que tanto los hallazgos secundarios como los
incidentales pueden ser médicamente accionables, lo que implica que podrian tener un
impacto relevante en el manejo clinico del paciente. Para abordar esta situacién se han
propuesto diversas orientaciones y recomendaciones por parte de organismos como el
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), ClinGen o la Sociedad
Europea de Genética Humana (ESHG), entre otros (Austin-Tse et al., 2022). El ACMG, en

3
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particular, ha publicado una declaracion de principios en secuenciacion clinica que destaca
la importancia de informar a los pacientes sobre la posibilidad de obtener este tipo de
resultados, y ofrece recomendaciones para el manejo responsable de los hallazgos

secundarios (Green et al., 2013).

En funcién de sus implicaciones para la salud, estos hallazgos secundarios pueden

clasificarse en tres categorias principales:

- Hallazgos secundarios de riesgo personal: se refieren a la identificacion de
variantes genéticas asociadas con un mayor riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades o afecciones. La deteccién temprana de estos riesgos permite la
adopcion de medidas preventivas, de cambios en el estilo de vida y un seguimiento
médico mas cercano para mitigar los efectos de estas afecciones (Miller et al., 2023).

- Hallazgos secundarios de riesgo reproductivo y riesgo en la descendencia: se
centran en la identificacién de variantes genéticas con posibles implicaciones para
la salud reproductiva de una pareja, tanto por suponer un riesgo en la descendencia,
como por estar relacionadas con la fertilidad, abortos recurrentes o complicaciones
durante el embarazo. En definitiva, los hallazgos de riesgo reproductivo pueden ser
de gran importancia para la planificacién familiar y la atencién médica prenatal, ya
que permiten a las parejas tomar decisiones informadas sobre la posibilidad de
tener descendientes con riesgo de desarrollar ciertas enfermedades genéticas
(Gregg et al., 2021).

- Hallazgos secundarios de riesgo farmacogenético: estos hallazgos se centran en
la identificacién de variantes genéticas que influyen en la respuesta individual a
ciertos medicamentos. Estas variantes pueden afectar a la farmacocinética (la
absorcién, distribucién, metabolizacién o eliminaciéon del fairmaco), asi como a la
farmacodinamia del farmaco (modificando su diana o alterando las rutas bioldgicas
que determinan la sensibilidad del paciente a sus efectos farmacoldgicos). Esto
puede resultar en diferencias en la eficacia del tratamiento, asi como en la
tolerancia y los efectos secundarios de los medicamentos. La identificacién de estas
variantes es esencial para la medicina personalizada, ya que permite una seleccién

mas precisa de los medicamentos y dosis adecuadas para cada paciente, mejorando

4
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asi la eficacia del tratamiento y reduciendo el riesgo de reacciones adversas (Evans,

2015).

1.3 Software para el manejo automatico de hallazgos secundarios

Como ya se ha comentado, la NGS ha emergido como una herramienta fundamental
en el estudio de enfermedades genéticas, especialmente en enfermedades raras. Sin
embargo, los datos obtenidos mediante NGS tienen implicaciones que van maés alla de la
enfermedad primaria de interés, ya que pueden revelar trastornos secundarios basados en

la genética.

La deteccion y adecuado manejo de riesgos personales, riesgos reproductivos y
farmacogenéticos puede proporcionar un panorama mas completo de la salud del individuo
y desempefiar un papel crucial en la mejora de la medicina personalizada y la toma de
decisiones clinicas informadas. Por tanto, el desarrollo de algoritmos bioinformaéticos que
aborden estas cuestiones y brinden resultados precisos y significativos es un paso

importante hacia una implementacién efectiva de la gendmica en la practica médica.

En este sentido, existen numerosas herramientas software destinadas a la
blisqueda y priorizacion de variantes genéticas a partir de datos de secuenciacién de exoma
o genoma completo. Algunos ejemplos incluyen Exomiser, IVA, ANNOVAR o SOPHiA
DDM™ platform (SOPHiA GENETICS SA, Saint-Sulpice, Switzerland)(Medina, n.d.;
Smedley et al., 2015; Wang et al., 2010). Aunque estas herramientas bioinformaticas han
demostrado ser tutiles en el andlisis y la identificaciéon de variantes diagnoéstico de
enfermedad (hallazgos primarios), no manejan de forma automatica la identificaciéon de
hallazgos secundarios sobre un conjunto de genes definidos. Al margen de estas
herramientas, también se han desarrollado otras para la anotacion automaética de
haplotipos farmacogenéticos, como Stargazer o PharmCAT (Lee et al, 2019; B. Li et al,

2023).

Asi, hasta la fecha no se han descrito herramientas bioinformaticas que aborden el
manejo automatico de hallazgos secundarios. Y ello a pesar de las importantes
implicaciones que este tipo de hallazgos puede tener para la salud del individuo, en

términos de riesgo personal, reproductivo o farmacogenético.
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Por lo tanto, a pesar de su inmenso potencial, actualmente existe una notable
brecha en el campo, pues no se dispone de soluciones de software orientadas al anélisis
automatico de hallazgos secundarios a partir de los datos de NGS. Abordar esta necesidad
critica facilitaria el desarrollo de estrategias diagnosticas y terapéuticas personalizadas y
su implementacion en el ambito clinico. En definitiva, el desarrollo de algoritmos que
automaticen esta tarea permitird un andlisis mas eficiente de los datos provenientes de la
secuenciacién masiva, y supondria un paso mas hacia la implantaciéon de la medicina

personalizada.



Autor: Edurne Urrutia Lafuente

E u rO peq Tutor: Javier Pérez Florido

Curso: 2022-2023

Unive rSidad Madster Universitario en Bioinformdtica

2. Hipoétesis y objetivos

La secuenciacién gendmica para el diagnostico de enfermedades raras permite,
ademas de la identificacién del hallazgo primario o pertinente, la bisqueda intencionada
de otros hallazgos secundarios en un conjunto de genes definido que pueden ser relevantes
para las perspectivas de salud del paciente o sus familiares. El desarrollo de algoritmos
para el manejo de hallazgos secundarios en datos genémicos mejorara la deteccion
automatizada de variantes genéticas asociadas a enfermedades o caracteristicas genéticas
adicionales, lo que abrira la posibilidad de mejorar los estudios genéticos del paciente de
forma més personalizada y brindara una interpretacion més precisa y rapida de los

resultados gendmicos.

Objetivo general:

1. Desarrollar algoritmos bioinformaticos para el manejo automatico de hallazgos

secundarios en datos gendémicos.

Objetivos especificos:

1.1 Definir los catdlogos de genes correspondientes a cada categoria de
hallazgos secundarios: riesgo personal, riesgo reproductivo y riesgo
farmacogenético. Esto permitira identificar de manera adecuada las
variantes genéticas relevantes asociadas con cada tipo de hallazgo
secundario.

1.2 Definir e implementar la herramienta bioinformética que permitira el
manejo automatico de hallazgos secundarios en los datos gendmicos
analizados.

1.3 Validar la herramienta bioinformatica desarrollada empleando conjuntos
de datos gendmicos conocidos y bien caracterizados. La validacion se
realizard mediante la comparacion de los resultados del algoritmo con los
hallazgos secundarios obtenidos previamente a través de metodologias “in
house” en un conjunto de datos de secuenciaciéon de genoma completo del

programa NAGEN.
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1.4 Preparar una documentacién completa de la herramienta bioinformatica
que describa su funcionamiento, requisitos y posibles limitaciones.
Asimismo, incluir el codigo para su disponibilidad y uso en abierto,

fomentando la colaboracién y la mejora continua de la herramienta.

Mediante el logro de estos objetivos, se espera que la herramienta bioinformatica
desarrollada mejore significativamente la eficiencia y precision en la deteccion de hallazgos
secundarios en datos genémicos. Esto contribuira al avance de la medicina personalizada
y la implementacioén efectiva de la gendémica en el campo clinico, permitiendo una atencién
médica mas precisa y adaptada a las caracteristicas genéticas de cada individuo, lo que se
traduce en una mejora sustancial de los estudios genéticos y el cuidado del paciente de

manera personalizada.
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3. Material y métodos

En esta seccién se describira la metodologia utilizada para alcanzar los objetivos
establecidos en el apartado anterior. La metodologia incluye el plan de trabajo, la
elaboracion de catalogos de genes para la busqueda de los hallazgos secundarios de acuerdo
con las tres categorias principales y el disefio, implementacién y validacién de la

herramienta bioinformética, junto con el plan de gestién de datos.

3.1 Plan de trabajo

Con el fin de alcanzar los objetivos especificados en el apartado anterior, el trabajo
se distribuy6 en diferentes tareas con sus respectivas horas estimadas (Tabla 1). La Figura
2 muestra un diagrama de Gantt con la planificacién temporal de las tareas de acuerdo con

las fechas de entrega programadas en la asignatura.

Tabla 1 | Plan de trabajo desglosado por tareas. Se indican los objetivos especificos a los que corresponden cada
tarea y las horas estimadas.

1. Generacién de un catadlogo de genes para la identificacién de hallazgos

secundarios accionables de riesgo personal 4
2. Generaci6n de un catélogo de genes para la identificacién de hallazgos
1.1 secundarios accionables de riesgo reproductivo y riesgo en la 4
descendencia
3. Generaci6én de un catélogo de genes para la identificaciéon de hallazgos
secundarios accionables de riesgo farmacogenético *
4. Definicién de la funcionalidad de la herramienta bioinformaética para la
identificacién y el manejo automatico de hallazgos secundarios :
" 5. Implementacién de la herramienta bioinformatica de acuerdo con la
funcionalidad definida .
6. Ejecucién de tests para la comprobacion del correcto funcionamiento de
1.3 la herramienta con conjuntos de datos con hallazgos secundarios 4
previamente identificados
7. Documentacién de la herramienta y su inclusién en repositorios tipo
1.4 5
Github
8. Redaccién de la memoria/documento TFM 40
9. Defensa publica del TFM 2
TOTAL HORAS 150
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Septiembre| Octubre | Noviembre

Mayo ‘ Junio ‘ Julio ‘ Agosto

Inicio

Entrega 12 reunion
Catilogos de genes

Tareal

Tarea 2

Tarea 3
Herramienta

Tarea 4

Tarea 5

Entrega ler borrador
VENLET

Tarea 6
Documentacion

Tarea 7
Memoria

Tarea 8

Entrega memoria final
Defensa

Tarea 9

Figura 2 | Diagrama de Gantt de la planificacién temporal del TFM. En sombreado gris se muestran las tareas

completadas y en rojo las pendientes. Los cuadrados indican los hitos entregables.

3.2 Catalogos de genes
3.2.1 Genes de riesgo personal

Los hallazgos de riesgo personal son variantes genéticas asociadas con un mayor
riesgo de desarrollar ciertas enfermedades. Para facilitar su identificacion y manejo, el
ACMG publica anualmente una lista minima de pares gen-fenotipo. Esta lista tiene como
objetivo proporcionar una guia para el cribado oportunista de estas variantes y facilitar
intervenciones establecidas que permitan prevenir o reducir significativamente la
morbilidad y mortalidad asociadas a estos trastornos. Actualmente, en su version v3.2, la
lista incluye 81 genes relacionados con cancer hereditario, enfermedades cardiovasculares,
metabolopatias y fenotipos miscelaneos como la hemocromatosis, la telangiectasia o la
enfermedad de Wilson (Miller et al., 2023). Estos 81 genes constituiran el catdlogo de genes

de riesgo personal.

3.2.2 Genes de riesgo reproductivo y riesgo en la descendencia

Los hallazgos de riesgo reproductivo y de riesgo en la descendencia consisten en
variantes genéticas con posibles implicaciones para la salud reproductiva de una pareja,
tanto por suponer un riesgo en la descendencia, como por estar relacionadas con la
fertilidad, abortos recurrentes o complicaciones durante el embarazo. E1 ACMG publicé en
2021 un enfoque por niveles o tiers para el cribado de portadores, y enumera una serie de

genes recomendados para su inclusion en el cribado. Estos tiers se definen en base a la
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frecuencia de portadores. En concreto, el tier 4 incluye genes relacionados con patologias
menos frecuentes (frecuencia de portadores <1/200), asi como los incluidos en los niveles
anteriores. Esto aumenta en gran medida el nimero de condiciones a cribar y permite, por
tanto, identificar un mayor nimero de parejas en riesgo. Asi, el nivel 4 comprende 112
genes, que seran los incluidos en el catalogo de genes de riesgo reproductivo (Gregg et al.,

2021).

3.2.3 Genes de riesgo farmacogenético

Los hallazgos farmacogenéticos son variantes genéticas que influyen en la
respuesta individual a ciertos medicamentos. Una de las principales barreras de la
implementacion de la farmacogendmica radica en la dificultad para traducir las variantes
genéticas en decisiones de prescripcion farmacolégica. Con el fin de facilitar esa traslacion
del conocimiento farmacogenémico a la préctica clinica, el Consorcio para la
Implementacién de la Farmacogenética Clinica (CPIC) (CPIC, n.d.), en colaboracién con la

Base de Conocimiento de Farmacogendémica (PharmGKB) (PharmGKB, n.d.), elabora

periddicamente guias de parejas gen/farmaco. Estas guias revisadas por pares,
actualizadas, basadas en la evidencia y accesibles gratuitamente, permiten trasladar los
resultados del laboratorio a decisiones de prescripcién accionables para farmacos
especificos (Relling & Klein, 2009; Whirl-Carrillo et al., 2021). El catdlogo de genes de
riesgo farmacogenético se basara en estas guias. Ademas de los genes, se establecera
también la correspondencia entre los diferentes diplotipos y fenotipos de cada gen, asi
como la puntuacion de actividad correspondiente. Un haplotipo es una combinaciéon de
variantes génicas que tienden a heredarse juntas en la misma regién cromosémica. El
diplotipo, por lo tanto, consiste en la combinacion especifica de dos haplotipos (paterno y
materno). Esta combinacién puede tener un fenotipo asociado en relaciéon con la respuesta
a ciertos farmacos (Judson et al., 2000). Este archivo se elaborara a partir de la informacién

obtenida en PharmGKB.

3.3 Esquema funcional de la herramienta bioinformatica
En esta seccion se hard una descripcion general del funcionamiento de la

herramienta, y en la seccién 3.4 Implementacion se explicara en mayor detalle.
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Como se ha comentado anteriormente, el objetivo principal de este TFM es el
desarrollo de algoritmos bioinformaticos para el manejo automatico (identificaciéon y
gestion) de hallazgos secundarios conforme a las tres categorias definidas: riesgo personal,

riesgo reproductivo y riesgo farmacogenético.

Para ello, se requiere como entrada un archivo con variantes genéticas de un solo
nucleétido (Single Nucleotide Variant, SNV) o pequefas inserciones o deleciones con una
longitud maxima de 50 pares de bases (indels) en formato Variant Calling Format (VCF),
un fichero de texto que almacena de forma estandarizada este tipo de variantes. Permite
ademas proporcionar un archivo de texto con los HPOs relacionados con la clinica del
paciente, con el objetivo de relacionar los resultados con estos términos. Asimismo, se
ofrece la posibilidad de seleccionar como entrada en el teclado las categorias de hallazgos
secundarios a analizar (riesgo personal, reproductivo y farmacogenético), el genoma de
referencia (GRCh37 o GRCh38), asi como el modo de analisis: basico o avanzado. En el
modo basico, las variantes se anotan e interpretan mediante la herramienta InterVar (Q.
Li & Wang, 2017). En el modo avanzado, la herramienta utiliza ademas informacién de la
base de datos ClinVar (Landrum et al., 2020) con este fin, y el usuario puede especificar el
nivel de evidencia deseado para dichas anotaciones (Seccién 3.4.1.6 Obtencién de la base de

datos ClinVar). En las siguientes secciones se explicara en mas detalle el proceso.

El flujo de trabajo (Figura 3) comienza con la normalizacién del archivo VCF de
entrada, lo que garantiza un formato adecuado para su posterior procesamiento (Seccién

3.4.2 Normalizacion).

A continuacion, la herramienta extrae del fichero VCF las variantes genémicas
identificadas en los genes definidos en los catdlogos para cada una de las categorias de
hallazgos secundarios (riesgo personal, RP; riesgo reproductivo, RR; riesgo
farmacogenético, FG). Para ello, se realiza la interseccién del VCF con los listados de genes
de las categorias seleccionadas por el usuario: RP, RR y/o FG (Seccion 3.4.3 Interseccién
con archivos BED). Para las categorias RP y RR, los genes se encuentran representados en
un archivo en formato BED (Browser Extensible Data) que proporciona las regiones

gendmicas de los genes de interés. En el caso de los hallazgos farmacogenéticos, la
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interseccion se realiza con las posiciones genéticas concretas, también en formato BED. De
este modo se obtienen tres VCFs filtrados diferentes: VCF_RP con el conjunto de variantes
genOmicas identificadas segin el catdlogo de genes de riesgo personal, VCF_RR con las
correspondientes al catalogo de riesgo reproductivo y VCF_FG con las correspondientes al

catalogo de riesgo farmacogenético.

Inputs
AN
VCF Categorias Ensamblaje
Modo
A 4
Preparacion de la
herramienta
A 4
Normalizacién
VCF
v
Filtrado
AN
BED BED
RP RR FG
AN
VCF VCF VCF
RP RR FG
v v v
RP RR FG
Basico:  InterVar Basico:  InterVar Diplotipo
Avanzado: Intervar Avanzado: Intervar Fenotipo
Clinvar ClinVar

Informe de hallazgos secundarios

Figura 3 | Diagrama de flujo del disefio funcional de la herramienta. VCF y BED indican el formato de los archivos.
Se muestra el proceso para las tres categorias de interés: riesgo personal (RP), riesgo reproductivo (RR) y
farmacogenética (FG).

El siguiente paso consiste en ejecutar el modulo correspondiente a la categoria

seleccionada por el usuario.

Para los mddulos de riesgo personal y riesgo reproductivo, se utiliza la herramienta
InterVar (Q. Li & Wang, 2017) para, a partir del VCF de variantes, obtener el listado de
variantes patogénicas o probablemente patogénicas, segun la clasificacion del ACMG
(Richards et al., 2015). Adicionalmente, en el modo avanzado, a partir del VCF de variantes
se obtienen aquellas catalogadas por ClinVar como patogénicas, probablemente
patogénicas o conflictivas (etiquetadas como conflicting) con al menos una evidencia

patogénica. ClinVar informa del nivel de revisién de estas interpretaciones mediante un
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nivel de evidencia o “review status” del o al 4, siendo o las variantes sin criterios de
afirmacion, y 4 aquellas incluidas en guias de practica clinica. En la Tabla 2 se muestra el
significado de cada uno de los niveles. La herramienta permite filtrar las variantes de
acuerdo con este review status, segun el nivel de evidencia seleccionado por el usuario. Los

resultados se etiquetan segun su origen: ACMG y/o ClinVar (Landrum et al., 2020).

Tabla 2 | Niveles de evidencia de la base de datos ClinVar. Se indica el nimero de estrellas o
nivel y su significado (review status) (Landrum & Kattman, 2018).

Numero de estrellas Review status
0 Sin criterios de afirmacién y/o evidencia
1 Unico remitente o conflictos de interpretacién
2 Multiples remitentes, sin conflictos entre si.
3 Revisado por panel de expertos
4 Guia de practica clinica

En el caso del médulo de riesgo farmacogenético, a modo de prueba de concepto se
han seleccionado 5 genes por su relevancia terapéutica y menor complejidad de cara a la
implementacion (TPMT, NUDTi5, DPYD, CYP2C9 y CYP2Ci9). La herramienta
determinara el diplotipo para cada uno de estos genes en base a las variantes identificadas
y a las tablas de nomenclatura de alelos correspondientes. Estas tablas contienen la
informacion sobre las variantes que definen cada haplotipo, y se encuentran disponibles
en la pagina web de PharmGKB. A continuacion, se asignara el fenotipo en funcion de la
correspondencia diplotipo-fenotipo de PharmGKB-CPIC (Lee et al., 2019; B. Li et al., 2023).
El resultado de este médulo incluye una lista de todas las variantes filtradas, asi como el

diplotipo y fenotipo de los 5 genes mencionados.

Por ultimo y tras la ejecucion de los modulos de las categorias seleccionadas por el
usuario, la herramienta genera un informe de los hallazgos secundarios identificados en
formato Excel, con una hoja por cada categoria de hallazgos. Ademas, se considera el modo
de herencia del gen y el genotipo del paciente, asi como posibles casos de heterocigosis
compuesta (dos variantes distintas en un mismo gen) (Seccién 3.4.5 Generacién del
informe de salida). La Figura 3 presenta un diagrama de flujo que resume el disefio
funcional de la herramienta, mostrando el proceso para las tres categorias de interés:

riesgo personal (RP), riesgo reproductivo (RR) y farmacogenético (FG).
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3.4 Implementacion

La herramienta se desarroll6 en un entorno de linea de comandos y se basa en
diversos moédulos que interactian entre si, empleando para ello el lenguaje de
programacion Python (versiéon 3.8). Las librerias y paquetes empleados se recogen en el

material suplementario (requirements.txt). La Figura 4 resume el flujo de trabajo, junto

con las funciones desarrolladas para su implementacién.

3.4.1 Preparacién de la herramienta
3.4.1.1 Verificaciéon de dependencias
Esta herramienta requiere para su uso la instalacion de InterVar. Este software

bioinformatico permite la interpretacion clinica de variantes genéticas segin 18 criterios
de la guia ACMG (Q. Li & Wang, 2017). InterVar, a su vez, tiene como dependencia
ANNOVAR, que anota variantes de un solo nucledtido (SNV) e inserciones/deleciones,
ademas de examinar sus consecuencias funcionales en los genes (Wang et al., 2010). Antes
de realizar el analisis de hallazgos secundarios, el script principal verifica si InterVar esta
disponible.
3.4.1.2 Configuracién y parametros

La ejecucién de la herramienta se inicia mediante el script principal denominado
"secondary_findings.py", que importa una serie de funciones todas ellas desarrolladas
especificamente para esta herramienta. Para su correcto funcionamiento, el usuario debe
proporcionar una serie de parametros de configuraciéon. Estos parametros se almacenan
en un archivo de configuraciéon llamado "config.json", y permiten definir la ubicaciéon de
una serie de directorios: principal, categorias de hallazgos secundarios (subdividido a su
vez en personal, reproductivo y farmacogenético), temporal, de salida, y de ubicacién de
las dependencias InterVar y ANNOVAR. La primera parte del codigo, por lo tanto,
implementa un proceso para leer y cargar estos parametros desde el archivo de
configuracion. Esto permite al usuario personalizar el comportamiento de la herramienta

y especificar rutas.
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Figura 4 | Diagrama de flujo de la herramienta y funciones correspondientes a cada etapa. VCF y BED indican el
formato de los archivos. Se muestra el proceso para las tres categorias de interés: riesgo personal (RP), riesgo
reproductivo (RR) y farmacogenética (FG).

3.4.1.3 Creacion de directorios

La herramienta, por lo tanto, se organiza en varios directorios que derivan del
directorio principal (Figura 5). Esto facilita la gestiéon y organizacién de los datos. Los
directorios incluyen: “modules”, con las funciones a las que llama el script principal,;
“categories”, que contiene las listas de genes a analizar en cada categoria, asi como la
correspondencia diplotipo-fenotipo de cada gen en el caso de la farmacogenética; “clinvar”,
con la base de datos ClinVar parseada (3.4.1.6 Obtenci6n de la base de datos ClinVar) y “temp”,
que alberga los archivos intermedios generados durante la ejecuciéon del programa
(resultado de la normalizacién, las intersecciones, la ejecucion de InterVar y las
combinaciones de resultados). Por tltimo, “final_output” contendra el fichero Excel con el
resultado final de variantes a informar en cada categoria y/o diplotipos y fenotipos de

farmacogenética.

Ademas, la herramienta requiere un directorio para las dependencias InterVar y
AnnoVar. El siguiente paso del script principal, consiste, por lo tanto, en la comprobaciéon

y creacion de los directorios necesarios.
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Figura 5 | Organizacion de los directorios de la herramienta.

3.4.1.4 Obtencién de argumentos del usuario
A continuacion, el script principal (secondary_findings.py) recibe parametros

directamente del usuario a través de la linea de comandos. Estos parametros incluyen la
ruta del archivo VCF a analizar y argumentos opcionales como el modo de ejecucion (basico
o avanzado, basico por defecto), el nivel de evidencia ClinVar (1 por defecto), la version de
ensamblaje del genoma (GRCh37 por defecto) y un fichero txt con términos HPO asociados
a la clinica del paciente. Estos argumentos se manejan mediante la biblioteca argparse de

Python (Davis, 2019).

El usuario también indica, como entrada en el teclado, las categorias que desea
analizar (PR para riesgo personal, RR para riesgo reproductivo y FG para farmacogenética).
3.4.1.5 Generacion del catalogo de genes de hallazgos secundarios en formato JSON y BED

Para realizar los andlisis, la herramienta requiere unos archivos JavaScript Object
Notation (JSON y BED para cada categoria (Figura 6). Estos archivos almacenan
informacion sobre los genes de riesgo personal (PR), riesgo reproductivo (RR), y riesgo
farmacogenético (FG). Concretamente, el archivo JSON contiene informacién sobre los
genes de cada categoria (fenotipo y codigo OMIM asociados (McKusick-Nathans Institute
of Genetic Medicine, n.d.), modo de herencia, tipo de variantes a informar, y version del
ACMG). El archivo BED, por su parte, contiene las regiones cromosémicas de cada gen (o

variante, en el caso de la categoria de farmacogenética).
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Archivo BED Archivo JSON

1 17345217 17380665 SDHB (

1 45794835 45806142 MUTYH "category”: "Hallazgos secundarios de riesgo personal”,
1 55505221 55530525 PCSK9 ge”f 3!

1 68894505 68915642 RPE6S “gene_synbol": "RET",

. 3 116242628 116311402 CASQ2 “"phenotype”: “Familial medullary thyroid cancer”,
1 156052364 156109880 LMNA "ACHG_version”: 1",

1 161284047 161332984 SDHC JONIN diSorder: 15524B;

1 201008642 201081694 CACNA1S nheritances W% 5 .

1 201328136 201346890 TNNT2 gy, R ks

1 237205505 237997288 RYR2 {

2 21224301 21266945 APOB “gene_symbol": "BRCAL",

2 47387221 47403740 CALM2 "phenotype"”: "Hereditary breast and/or ovarian cancer",
2 47630108 47789450 MSH2 “ACMo_verslon®: "1%,

2 47922669 48037240 MSHG ool ol

2 96914254 96931732 TMEM127 “variants_to_report~: "ALL P and LP"

2 179390716 179695529 TN %

Figura 6 | Ejemplo de archivos BED y JSON. Se muestra a la izquierda un fragmento de archivo BED. Las columnas
contienen, de izquierda a derecha, nimero de cromosoma, posicién genémica de inicio, posicion final y gen. A la
derecha se muestra un fragmento de archivo JSON.

Por ello, antes de ejecutar el analisis, la herramienta comprueba la existencia de los
archivos JSON y BED requeridos para cada categoria. Si estos archivos no existen en el
directorio especificado, el script principal los generara mediante las funciones
desarrolladas get_json_bed() y get_json_bed_fg(). Estas funciones generan un archivo de
tipo JSON a partir de un csv con la lista de genes de cada categoria segtin los criterios del

ACMG (y actualizable por el usuario), empleando la libreria json de Python.

Para generar los archivos BED (especificos del ensamblaje genémico elegido como
argumento), es necesario obtener las coordenadas cromosémicas de cada gen. Para ello, la
herramienta emplea la Interfaz de Programaciéon de Aplicaciones (API) para Python
biomart (Briois, 2017), que permite acceder a BioMart (Smedley et al., 2009). BioMart, a
su vez, facilita el acceso a mapeos, relaciones y anotaciones de diversas bases de datos
biol6gicas como Ensembl y Reactome. Cabe sefialar que se han considerado las posibles

variaciones de nombre del gen entre diferentes ensamblajes.

El proceso para el catdlogo de farmacogenética es similar, aunque en este caso se
manejan posiciones de variantes concretas, en lugar de genes completos.
3.4.1.6 Obtencion de la base de datos ClinVar

A continuacion, el script principal maneja la obtencién o actualizacién de la base de
datos ClinVar, empleada en el modo avanzado de la herramienta. ClinVar es un archivo
publico de libre acceso de variantes genéticas humanas e interpretaciones de sus relaciones

con enfermedades, mantenido por los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos
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(NIH) (Landrum et al., 2020). En caso de haber optado por el modo avanzado, la
herramienta comprueba la disponibilidad de esta base de datos. Si los archivos no se
encuentran en el directorio “clinvar”, la herramienta descargara automaticamente la
ultima version disponible. En caso de encontrar archivos en el directorio, la herramienta
muestra la ultima versién disponible y pregunta al usuario si desea actualizarla. La
descarga y actualizacion de la base de datos ClinVar se lleva a cabo mediante la funcién
get_clinvar(), que emplea para ello la libreria urllib.request, un médulo que ayuda a abrir

URLs (principalmente HTTP).

A continuacion, este archivo se parsea, generando dos archivos txt (uno por cada
ensamblaje disponible, GRCh37 y GRCh38) con la informaciéon de interés: significado
clinico (interpretacion de la variante), review status (nivel de evidencia de dicha variante),
identificador de dbSNP (ntiimero Unico que la identifica) y posiciéon VCF (sus coordenadas

gendmicas), entre otros.

3.4.2 Normalizacion
El siguiente paso consiste en la normalizacién del archivo VCF de entrada para

garantizar que tenga un formato adecuado para su posterior procesamiento. La funcién
normalize_vcf() emplea BCFtools, un programa utilizado en innumerables pipelines para
procesar y analizar datos de secuenciacion de alto rendimiento. Incluye herramientas para
la conversion y manipulacién de formatos de archivo, clasificacion, consulta, estadistica,
llamada de variantes y analisis de efectos, entre otros (Danecek et al.,, 2021). Dado que
BCFtools se emplea en linea de comandos, el script emplea la libreria subprocess, un
modulo que permite lanzar procesos, en este caso mediante Windows Subsystem for Linux
(WSL2). La normalizaciéon incluye la division de sitios multialélicos, asi como el
alineamiento a la izquierda de indels, empleando para ello el genoma de referencia hs37ds5
o el GRCh38 de Ensembl (Martin et al., 2023), en funcién del ensamblaje seleccionado.
Ademas, se eliminan posibles duplicados y se comprueba la indexaciéon de los VCFs
comprimidos.
3.4.3 Interseccion con archivos BED

Posteriormente, la herramienta realiza la interseccién entre el archivo VCF de

entrada normalizado y los archivos BED predefinidos mediante la funciéon
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intersect_vcf_with_bed(). Esto se realiza para cada categoria seleccionada por el usuario,
de manera que se extraen del fichero VCF de variantes aquellas que coinciden con las
regiones cromosomicas indicadas en los ficheros BED para cada una de las categorias
seleccionadas por el usuario. Para ello se emplea pybedtools, una biblioteca de software
Python que facilita la manipulacién de conjuntos de datos genémicos en diversos formatos
comunes (Dale et al., 2011).
3.4.4 Ejecuciéon de médulos

Finalmente, la herramienta ejecuta los médulos especificos de analisis de acuerdo
con las categorias seleccionadas por el usuario. Estos mddulos incluyen los mddulos de

riesgo personal (PR), riesgo reproductivo (RR) y riesgo farmacogenético (FG).

- Modulo de riesgo personal: emplea la funcién run_personal_risk_module(). En el
modo basico, se utilizan ANNOVAR e InterVar para anotar e interpretar las variantes
segun los criterios del ACMG, respectivamente. A continuacion, estos resultados se filtran,
para obtener s6lo las variantes patogénicas o probablemente patogénicas. En el modo
avanzado, ademas de lanzar ANNOVAR e InterVar, las variantes procedentes de la
interseccién se buscan también en la base de datos ClinVar. A continuacién, se retienen
todas aquellas cuya clasificacion en InterVar y/o en ClinVar sea patogénica,
probablemente patogénica o conflicting (con alguna evidencia patogénica o
probablemente patogénica), de manera que se combina la informacién de ambas fuentes.
En este punto es importante considerar que ANNOVAR modifica la nomenclatura de las
inserciones y deleciones. Ademas, en el filtrado se tiene en cuenta el nivel de evidencia
seleccionado por el usuario. Estos resultados combinados se escriben en un archivo
intermedio de tipo Tab-Separated Values (TSV), que contendrd todas las variantes
patogénicas o probablemente patogénicas detectadas, independientemente de su modo
de herencia.

- Moédulo de riesgo reproductivo: funciona de manera similar al médulo de riesgo
personal, pero con la funcién run_reproductive_risk_module().

- Moédulo de riesgo farmacogenético: emplea la funcién
run_pharmacogenomic_risk_module(). En este caso, el primer paso consiste en la

anotaciéon de las variantes procedentes de la interseccién, asignando el gen y el
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identificador dbSNP correspondiente. A tal fin se emplea el archivo JSON de variantes
farmacogenéticas. Asi mismo, a modo de prueba de concepto, como se ha mencionado
previamente, se va a inferir el diplotipo y fenotipo de 5 genes (TPMT, NUDT15, DPYD,
CYP2C9 y CYP2C19). Para ello, en primer lugar, se obtiene un diccionario a partir del
archivo con las correspondencias diplotipo-fenotipo. A continuacién, se infiere el
diplotipo de cada uno de los genes a partir de las variantes procedentes de la interseccion,
su genotipo, y una serie de reglas incorporadas en el algoritmo, deducidas a partir de las
tablas de asignacion de haplotipos de PharmGKB (Whirl-Carrillo et al., 2021). Una vez
determinado el diplotipo, se asigna el fenotipo y la puntuacién de actividad
correspondientes, empleando el diccionario de correspondencias diplotipo-fenotipo
obtenido previamente.
3.4.5 Generacion del informe de salida
Tras completar la ejecuciéon de los modulos correspondientes, se dispone de la
informacién de variantes patogénicas o probablemente patogénicas para los mdédulos de
riesgo personal y reproductivo, asi como de las variantes farmacogenéticas presentes y los

diplotipos y fenotipos asociados a 5 de los genes.

Sin embargo, atendiendo a los criterios del ACMG (Green et al, 2013), no es
adecuado informar todas las variantes. En el caso de la categoria de riesgo personal, se
informan todas las variantes patogénicas o probablemente patogénicas cuyo modo de
herencia sea autosémico dominante, semidominante o ligado a X. Por el contrario, si el
modo de herencia es recesivo, solo se informan las variantes en homocigosis y los
heterocigotos compuestos (2 variantes diferentes en el mismo gen). En la categoria de
riesgo reproductivo, en cambio, se consideran los portadores, por lo que se informaran
todas las variantes, independientemente de su heterocigosidad o modo de herencia (Ram

& Klugman, 2010).

Por ello, el siguiente paso en la herramienta consiste en comprobar, de manera
adecuada a cada categoria, el modo de herencia, el genotipo y la presencia de una o mas
variantes en el mismo gen. Para determinar la herencia de cada gen se basa en el archivo

JSON de genes. En el caso de que las variantes cumplan los requisitos, se combina la
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informacién propia de la variante (procedente de InterVar y ClinVar) y la del gen (del

archivo JSON).

A continuacién, en el supuesto de que se proporcione un archivo con los HPOs del
paciente, se verifica si alguno de los hallazgos de riesgo personal o reproductivo esta
relacionado con dichos términos, empleando para ello un archivo con la correspondencia
gen-fenotipo disponible en la pagina web de HPO (HPO, n.d.). Si alguno de los HPOs
asociados a los hallazgos coincide con los HPOs de la entrada de la herramienta (es decir,

estan relacionados con la clinica del paciente), se afiade a la informacion de la variante.

Finalmente, la herramienta genera un informe de resultados de tipo Excel, con una
hoja para cada categoria, y una adicional para las combinaciones diplotipo-fenotipo
detectadas en los hallazgos secundarios de riesgo farmacogenético. Este informe, generado
mediante la funciéon write_report(), resume los hallazgos y resultados del anélisis

atendiendo a los criterios mencionados del ACMG.

3.5 Validacion

Para garantizar la precisién y confiabilidad de la herramienta, el algoritmo se valid6
utilizando casos reales con hallazgos secundarios conocidos y anotados. Estos casos clinicos
forman parte del proyecto NAGEN1000, una iniciativa estratégica que tiene como objetivo
la implementacion de la secuenciacién de genoma completo en el sistema publico de salud
navarro, y por ende el desarrollo de la medicina personalizada en la practica clinica
(Pasalodos et al., 2020). Consisten en 12 casos de secuenciacion de genoma completo, con
hallazgos en alguna de las categorias mencionadas, o sin hallazgos pero con VCF
modificados a tal fin. Como entrada a la herramienta se emplearon los VCFs comprimidos
y, en los casos en los que se disponia de ellos, los HPOs relacionados con la clinica del
paciente. Este proceso permitié comparar los resultados del algoritmo con las anotaciones
previas para evaluar su precision y capacidad para identificar hallazgos secundarios

relevantes. Asi, se asegur6 que la herramienta produzca resultados coherentes y confiables.

A continuacién, se describen brevemente cada uno de los casos utilizados en la
validacion. Todos ellos fueron secuenciados mediante HiSeq Illumina con una profundidad

media de 30X, a partir de DNA extraido de sangre periférica:
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- Caso 1: paciente con discapacidad intelectual moderada (HP: 0002342), clinodactilia
(HP:0004209) y comportamiento autista (HP:0000729), sin antecedentes familiares.
Sin hallazgo primario.

- Caso 2: familiar no afecto de paciente con epilepsia hereditaria, sin antecedentes
familiares.

- Caso 3: paciente con discapacidad intelectual moderada (HP:0002342), macrocefalia
(HP:0005490), insensibilidad al dolor (HP:0007021) y paralisis facial (HP:0007209),
sin antecedentes familiares. Hallazgo pertinente reportado: 2 variantes en
heterocigosis, asociadas a sindrome autosémico recesivo.

- Caso 4: paciente con cardiomiopatia dilatada (HP:0001644), metabolismo lipidico
anormal (HP:0003119) y creatina fosfoquinasa sérica elevada (HP:0003236), sin
antecedentes familiares, pero con consanguinidad. Sin hallazgo primario.

- Caso 5: paciente con discapacidad intelectual moderada (HP: 0002342), trastorno por
déficit de atencion con hiperactividad (HP:0007018) y obesidad (HP:0001513), sin
antecedentes familiares. Sin hallazgo primario.

- Caso 6: paciente con cardiomiopatia hipertréfica (HP:0001639) e hipertrofia septal
asimétrica (HP:0001670), y madre afecta. Sin hallazgo primario.

- Caso 7: paciente con anormalidad morfolégica del sistema nervioso central
(HP:0002011) y agenesia del cuerpo calloso (HP:0001274), sin antecedentes
familiares. Sin hallazgo primario.

- Caso 8: paciente con discapacidad intelectual moderada (HP:0002342) y retraso en el
desarrollo del habla y del lenguaje (HP:0000750), y antecedentes familiares
desconocidos. Sin hallazgo primario.

- Caso 9: paciente con encefalopatia epiléptica y discapacidad moderada, sin
antecedentes familiares. Sin hallazgo primario.

- Caso 10: paciente con hipoplasia del maxilar superior (HP:0000327), deficiencia
visual grave (HP:0001141) y anomalia del sistema respiratorio (HP:0002086), y

antecedentes familiares desconocidos. Sin hallazgo primario.
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- Caso 11: paciente con discapacidad intelectual severa, dolicocefalia (HP:0000268) y
prognatia mandibular (HP:0000303), y sin antecedentes familiares. Sin hallazgo
primario.

- Caso 12: familiar no afecto de paciente con cancer de mama, con antecedentes
familiares de canceres diversos. Sin hallazgo primario.

3.5.1 Plan de gestion de datos

Estos datos requeridos para la validacion se encuentran almacenados en la Genome-
Phenome Analysis Platform (GPAP), un entorno colaborativo que facilita la recopilacidn,
descubrimiento, intercambio y analisis de datos genémico-fenémicos estandarizados. En
ella se almacenan perfiles fenotipicos pseudonimizados, codificados mediante la Ontologia
de Fenotipos Humanos (HPO, un estandar mundial para describir y analizar
computacionalmente las anomalias fenotipicas que se encuentran en las enfermedades
humanas); datos genémicos procesados de manera estandarizada (a partir de ficheros

FASTQ, BAM o CRAM) y metadatos (tipo de experimento, preparacién de la libreria

gendmica o estrategia de secuenciacion, entre otros) (Kohler et al., 2021; Laurie et al.,

2022). Sin embargo, al tratarse de datos altamente sensibles, el acceso es controlado, de

manera que solo el grupo de investigaciéon que los gener6 puede acceder a ellos (el grupo

de Medicina Gendémica de Navarrabiomed). En el caso de usuarios sin licencia, los datos de

las variantes pueden consultarse de forma limitada via Beacon.

Para la ejecucion de los tests de comprobacion de la herramienta fueron necesarios,
ademas de los datos y metadatos procedentes de la GPAP (incluyendo los resultados de los
hallazgos secundarios identificados), los archivos Variant Calling Format (VCF)
almacenados en el clister de supercomputacion de Nasertic (empresa pablica Navarra de

Servicios y Tecnologias).
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4. Resultados

A continuacién, se muestran los principales resultados obtenidos durante el

desarrollo de los algoritmos bioinformaticos.

4.1 Catalogos de genes
Los catélogos de genes elaborados para cada categoria se recogen en el material

suplementario (Catalogos genes.xlsx), asi como la correspondencia entre diplotipo y

fenotipo para cada gen (diplotipo fenotipo.csv).

4.2 Disponibilidad de la herramienta y documentacion
La herramienta desarrollada estd disponible en un repositorio de GitHub

(https://github.com/edurlaf/tfm secondaryfindings), lo que facilita el control de

versiones, y permite a otros investigadores y desarrolladores acceder al c6digo, colaborar
y realizar contribuciones. La documentacién de la herramienta es una parte integral de su
desarrollo. Se cre una guia de usuario o README, disponible en GitHub, que explica cdmo
instalar, configurar y utilizar la herramienta de manera efectiva. La documentacién incluye

una descripcion de los archivos generados.

4.3 Casos de prueba: evaluacion de rendimiento

Para evaluar el correcto funcionamiento de la herramienta, se emplearon casos de
investigacion reales, con hallazgos de riesgo personal, reproductivo y farmacogenéticos
conocidos y validados mediante técnica ortogonal (secuenciaciéon Sanger en todos los
casos), asi como casos sin hallazgos secundarios, pero cuyos VCFs han sido modificados
manualmente. Para ello, se emplearon VCFs comprimidos de secuenciaciéon de genoma
completo procedentes del proyecto NAGEN1000 (Pasalodos et al., 2020). Estos VCFs se
utilizaron como entrada para la herramienta, con el fin de identificar variantes genéticas
de interés y compararlas con las obtenidas previamente. A continuacion, se indican los
resultados de estas pruebas, que se recogen asimismo en las tablas 3-5. Ademas, la Figura

7 muestra una captura de pantalla con ejemplos de estos informes de resultados.

- Caso 1: en la categoria de riesgo personal, la herramienta no detect6 ninguna

variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar, es decir, en
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ninguno de los dos modos de ejecucion (basico y avanzado). Esto concuerda con los
resultados del andlisis original.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta detecté6 una
variante en heterocigosis en el gen CFTR clasificada como patogénica en ClinVar segiin
las guias de practica clinica. Esta delecion in-frame de tres nucledtidos
(c.1521_1523delCTT p.Pheso8delPhe) esta asociada con fibrosis quistica, y su modo de
herencia es recesivo, por lo que el paciente es un portador no afecto. Esta misma variante
fue detectada en el andlisis previo, y confirmada por secuenciacién Sanger.

La herramienta también detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes CYP3A4, SLCO1Bi,
VKORC1, CYP2B6'y CYP2D6). Ademas, el andlisis de diplotipos mostr6 que el paciente era

metabolizador normal para los 5 genes analizados.

- Caso 2: en la categoria de riesgo personal, la herramienta detect6 dos variantes.
Una de ellas se encontraba en el gen APC (c.3920T>A p.lle1307Lys rs1801155), y fue
clasificada como variante con conflictos de interpretaciéon en ClinVar, tal como se habia
informado en el analisis original. InterVar, sin embargo, la clasifica como probablemente
benigna. Se requeririan ensayos funcionales para proporcionar una clasificaciéon
definitiva de esta variante. Ademas, la herramienta detect6 otra variante clasificada como
probablemente patogénica por InterVar, y como VUS en ClinVar, por lo que, aunque se
detect6 en el andlisis original, no se informd. Se trata de una variante en el gen MYHY
(c.4954G>T p.Asp1652Tyr rs397516233). Las variantes en este gen, de herencia
dominante, estan relacionadas con cardiomiopatia hipertréfica. En este caso, al no
tratarse de un caso indice, no se disponen de los HPOs del individuo, por lo que no ha
sido posible confirmar su interpretacion.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta no detect6 ninguna
variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar, lo que concuerda
con los resultados del analisis original.

La herramienta también detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, CYP3A4,

CYP2C19, SLCO1B1, VKORC1, CYP4F2, CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de
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iplotipos mostré que el paciente era metabolizador normal para e los enes

diplot t | t tabolizad 1 de 1
analizados, y metabolizador ultrarrapido para CYP2C19, lo que supondria un cambio en

la pauta terapéutica de farmacos como citalopram, escitalopram o dexlansoprazol, entre

otros. Estos resultados cuadran con el anélisis manual de diplotipos.

- Caso 3: en la categoria de riesgo personal, la herramienta no detecté ninguna
variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar. Esto concuerda
con los resultados del analisis original.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta detecté una
variante en heterocigosis en el gen CHRNE clasificada como patogénica en ClinVar. Esta
deleciéon de un nucledtido (c.131dupG p.Glug4Gly rs762368691) esta asociada con
sindrome de miastenia congénita, y su modo de herencia es recesivo, por lo que el
paciente es un portador no afecto. Esta misma variante fue detectada en el analisis previo.

La herramienta también detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGTiA1, CYP3A4,
SLCO1B1, VKORC1, CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de diplotipos mostr6 que el

paciente era metabolizador normal para los 5 genes analizados.

- Caso 4: en la categoria de riesgo personal, la herramienta no detecté6 ninguna
variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar. Esto concuerda
con los resultados del analisis original.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, al igual que en el caso 1, la
herramienta detecté una variante en heterocigosis en el gen CFTR clasificada como
patogénica en ClinVar segtn las guias de practica clinica. Esta delecion in-frame de tres
nucleotidos (c.1521_1523delCTT p.Pheso8delPhe rs113993960) esta asociada con fibrosis
quistica, y su modo de herencia es recesivo, por lo que el paciente es un portador no
afecto. Esta misma variante fue detectada en el andlisis original, y confirmada por
secuenciacion Sanger.

La herramienta también detectd variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes CYP3A4, CYP4F2, DPYD,

CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de diplotipos mostré que el paciente era
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metabolizador normal para 4 de los 5 genes analizados, y metabolizador intermedio para

DPYD, lo que concuerda con el analisis manual. Esto supone un cambio en la pauta

terapéutica de farmacos como la capecitabina.

- Caso 5: en la categoria de riesgo personal, la herramienta no detect6 ninguna
variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar. Esto concuerda
con los resultados del analisis original.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta detecté dos
variantes. Una de ellas en el gen MMUT clasificada como patogénica en ClinVar. Este
cambio de nucle6tido (c.970G>A p.Ala324Thr rs780387525) estd asociado con aciduria
metilmaldnica, y su modo de herencia es autosémico recesivo, por lo que el paciente es
un portador no afecto. Ademas, también se detect6 una variante en BTD (c.1330G>C
p-Asp444His rs13078881), clasificada como conflictos de interpretaciéon en ClinVar y
como VUS en InterVar, y asociada con deficiencia de biotinidasa (herencia recesiva).
Ambas variantes fueron detectadas en el analisis previo.

La herramienta también detectd variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, CYP3A4,
CYP2C19, VKORC1, CYP4F2 y CYP2D6). Ademas, el analisis de diplotipos mostr6 que el
paciente era metabolizador normal para 4 de los 5 genes analizados, y metabolizador

ultrarrapido para CYP2C19. Estos resultados concuerdan con el analisis manual.

- Caso 6: en la categoria de riesgo personal, la herramienta detecté una deleciéon en
el gen MSH6 clasificada como patogénica tanto en ClinVar como en InterVar. Esta
variante (c.1168delG p.Asp390fs rs753796271) esta asociada al sindrome de Lynch, y su
modo de herencia es autosémico dominante. Esta misma variante fue detectada en el
analisis original, y confirmada por secuenciacién Sanger.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta detecté una
variante en heterocigosis clasificada como probablemente patogénica por InterVar, y
como VUS en ClinVar, por lo que no habia sido informada previamente. Se trata de una
variante en la regiéon 3’'UTR del gen CHRNE (g.4804840A>G c.*1012A>G rs146931108).

Las variantes en este gen, de herencia recesiva, estan relacionadas con miastenia
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congénita, por lo que el individuo, de confirmarse su patogenicidad, seria un portador no
afecto. En este caso se requeririan ensayos funcionales para proporcionar una
clasificacion definitiva de esta variante.

La herramienta también detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en
la respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGTiA1, CYP3A4,
CYP2C19, VKORC1 y CYP2D6). Ademas, el analisis de diplotipos mostré que el paciente
era metabolizador normal para 4 de los 5 genes analizados, y metabolizador intermedio
para CYP2C19, lo que supondria un cambio en la pauta terapéutica de farmacos como
citalopram, escitalopram o dexlansoprazol, entre otros. Estos resultados concuerdan con

el andlisis manual.

- Caso 7: la herramienta no detect6 ninguna variante patogénica o probablemente
patogénica en ClinVar ni InterVar en las categorias de riesgo personal y riesgo
reproductivo. Esto concuerda con los resultados del analisis original.

La herramienta detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en la
respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, CYP3A4, NUDT15,
VKORC1, CYP4F2, CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de diplotipos mostré que el
paciente era metabolizador normal para 4 de los 5 genes analizados, y metabolizador
intermedio para NUDT15 (*1/*2), lo que supondria un cambio en la pauta terapéutica de

farmacos como la azatioprina. Estos resultados concuerdan con el analisis manual.

- Caso 8: en la categoria de riesgo personal, la herramienta detect6 una variante en
el gen TTN clasificada como patogénica en InterVar, pero no informada en ClinVar. Esta
variante (c.13774G>T p.Glug592Ter rs754572853) esta asociada a cardiomiopatia
dilatada, y su modo de herencia es autosémico dominante, por lo que si la variante fuera
patogénica el paciente seria afecto. Las plataformas Franklin y Varsome clasifican esta
variante como probablemente patogénica (Genoox, n.d.; Kopanos et al, 2019). Sin
embargo, la patologia asociada no coincide con los HPOs observados, por lo que seria
necesario un estudio mas exhaustivo.

La herramienta detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en la

respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, TPMT, CYP3A4,
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CYP3As5, CYP2C19, CYP2C9, VKORC1 y SLCO1B1). Ademas, el analisis de diplotipos mostro
que el paciente era metabolizador normal para 3 de los 5 genes analizados, y
metabolizador intermedio para CYP2Cg (*1/*3) y TPMT (*1/*3C), lo que supondria un
cambio en la pauta terapéutica de farmacos como meloxicam o la azatioprina,

respectivamente. Estos resultados concuerdan con el analisis manual.

- Caso 9: en la categoria de riesgo personal, la herramienta no detecté ninguna
variante patogénica o probablemente patogénica en ClinVar ni InterVar. Esto concuerda
con los resultados del andlisis original.

En cuanto a la categoria de riesgo reproductivo, la herramienta detecté una
variante en heterocigosis clasificada como patogénica en ClinVar e InterVar. Se trata de
una variante en el sitio aceptor de splicing del gen FAH (g.80465355G>A c.707-1G>A
rs149052294). Las variantes en este gen, de herencia recesiva, estan relacionadas con
tirosinemia de tipo I, por lo que se trata de un portador no afecto. Esta variante concuerda
con el analisis previo.

La herramienta detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en la
respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, CYP3A4, CYP3A5,
CYP2C19, CYP2C9, VKORC1i, CYP4F2, CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de
diplotipos mostré que el paciente era metabolizador normal para 3 de los 5 genes
analizados, metabolizador intermedio para CYP2C9 (*1/*3) y metabolizador rapido para
CYP2C19 (*1/*17), lo que supondria un cambio en la pauta terapéutica de farmacos como

los mencionados en casos anteriores. Estos resultados concuerdan con el analisis manual.

- Caso 10: la herramienta no detecté ninguna variante patogénica o probablemente
patogénica en ClinVar ni InterVar en las categorias de riesgo personal y riesgo
reproductivo. Esto concuerda con los resultados del anélisis original.

La herramienta detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en la
respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes UGT1A1, CYP3A4, CYP2C19,
CYP2Cg, SLCO1B1, CYP4F2 y CYP2D6). Ademas, el analisis de diplotipos mostr6 que el
paciente era metabolizador normal para 3 de los 5 genes analizados, metabolizador

intermedio para CYP2Cg (*1/*3) y metabolizador rapido para CYP2C19 (*1/*17), lo que
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supondria un cambio en la pauta terapéutica de farmacos como los mencionados en casos

anteriores. Estos resultados concuerdan con el analisis manual.

- Caso 11: la herramienta no detecté ninguna variante patogénica o probablemente
patogénica en ClinVar ni InterVar en las categorias de riesgo personal y riesgo
reproductivo. Esto concuerda con los resultados del andlisis original.

La herramienta detect6 variantes farmacogenéticas que podrian influir en la
respuesta del paciente a ciertos medicamentos (en los genes CYP3A4, CYP2C19, CYP2Co,
SLCO1B1, VKORC1, CYP4F2, CYP2B6 y CYP2D6). Ademas, el andlisis de diplotipos mostrd
que el paciente era metabolizador normal para 3 de los 5 genes analizados y
metabolizador intermedio para CYP2C19 (*2/*17) y rapido para CYP2C19 (*1/*17), lo que
supondria un cambio en la pauta terapéutica de farmacos como los mencionados en casos
anteriores. En el caso de CYP2Cg no fue capaz de asignar un diplotipo, ya que esta
funcionalidad s6lo estd implementada para las variantes recomendadas como
imprescindibles por la Sociedad Espafiola de Farmacogenética y Farmacogendémica. En
este caso, la variante rs28371685 no entra en esa categoria. Estos resultados concuerdan

con el analisis manual.

- Caso 12: se modific6 manualmente un archivo VCF de entrada, introduciendo
variantes que no estaban presentes en el VCF original. En concreto, se introdujeron 2
variantes distintas en BRCA1. La herramienta logr6 detectar estas variantes y fue capaz
de informarlas. Esto destaca la capacidad de la herramienta para identificar heterocigotos

compuestos.

Tabla 3 | Hallazgos de riesgo personal. Se muestran los hallazgos patogénicos (P) y probablemente patogénicos (LP).

Casos Variante Gen rs GT InterVar ClinVar Herencia Fenotipo
1,3,4,57
9, 10, 11
Dilated
2 Chr14:23885041:C:A MYH7 rs397516233  Het LP VvusS AD
cardiomyopathy
6 Chr2:48026289:CG:C  MSH6 rs753796271  Het P P AD Lynch syndrome
Dilated
8 Chr2:179613353:C:A TTN rs754572853  Het P NA AD

cardiomyopathy

Abreviaturas: GT, genotipo; Het, heterocigosis; VUS, variant of uncertain significance; AD, autosémica dominante; NA,
not available.
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Tabla 4 | Hallazgos de riesgo reproductivo. Se muestran los hallazgos patogénicos (P) y probablemente patogénicos

(LP).
Casos Variante Gen rs GT InterVar ClinVar Herencia Fenotipo
1, 4 Chr7:117199644:ATCT:A CFTR rs113993960  Het VUS P AR Cystic fibrosis
2,78,
10, 11
Myasthenic
3 Chr17:4805974:T:TC CHRNE 15762368691 Het P P AR
syndrome
Het Methylmalonic
5 Chr6:49421411:C:T MMUT  rs780387525 LpP P AR
aciduria
Myasthenic
6 Chr17:4804840:A:G CHRNE  rs146931108  Het LP VUS AR
syndrome
9 Chr15:80465355:G:A FAH rs149052294  Het P P AR Tyrosinemia

Abreviaturas: GT, genotipo; Het, heterocigosis; VUS, variant of uncertain significance; AR, autosémica recesiva; NA, not
available.

Tabla 5 | Hallazgos farmacogenéticos. Se muestran los diplotipos y fenotipos de 5 genes. * simboliza el haplotipo.

Casos CYP2C9 CYP2C19 DPYD NUDT15 TPMT
*1/*1
*1/*1 Metabolizador ~ *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
1,3 Metabolizador
normal normal normal normal
normal
*1/*1 *17/*17
*1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
2,5 Metabolizador Metabolizador
normal normal normal
normal ultrarrapido
*1/*1 *1/HapB3
*1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
4 Metabolizador Metabolizador
normal normal normal
normal intermedio
*1/*1 *2/*17
*1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
6 Metabolizador Metabolizador
normal normal normal
normal intermedio
* 1 / * 1
*1/*1 Metabolizador ~ *1/*1 Metabolizador *1/*2 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
7 Metabolizador
normal normal intermedio normal
normal
*1/*3
*1/*1 Metabolizador ~ *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*3C Metabolizador
8 Metabolizador
normal normal normal intermedio
intermedio
* 1 / * 3 *1 / *17
*1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
9, 10 Metabolizador Metabolizador
normal normal normal
intermedio rapido
* 2 / *17
*1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador *1/*1 Metabolizador
1 NA Metabolizador
normal normal normal
intermedio

En definitiva, la validacién ha demostrado que la herramienta es capaz de detectar

de manera automatica variantes genéticas relacionadas con el riesgo personal,
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reproductivo y farmacogenético. Ha sido capaz de detectar tanto cambios de nucledtido,
como inserciones y deleciones, y las ha informado con éxito en funcién del modo de
herencia, detectando también heterocigotos compuestos. Se han validado el 100% de las
variantes halladas originalmente (los informes de la herramienta estan disponibles en el

material suplementario), y se han detectado variantes candidatas que no habian sido

previamente informadas. Estos resultados respaldan su eficacia y utilidad en la genémica

clinica.

lorpha _|phenotype  |ACMG_version|omim {inheritandvariants to_report |related HPOs

82067| GI PTEN hamartoma tumor syndrome 1 AllPand LP HP:0001114, HY

FG variants FG diplotype-phenotype

variant | GT | Gene | s | | _cene_Ipiploti Phen: Activity Score
2:2346656.0/1 UGT1Al rs4124874 (CYP2C3 *1/*3  Intermediate Metabolizer 1.0
2:2346685 0/1 UGT1A1 rs887829 |cyp2c19 *1/*17  Rapid Metabolizer n/a
7:9938209 1/1 CYP3A4  r52740574 DPYD  *1/*1  Normal Metabolizer 2.0
10:965216.0/1 CYP2C1S rs1224856( |NUDTIS  *1/*1 Normal Metabolizer n/a
10:966026 0/1 CYP2C19 rs3758581 TPMT *1/*1 Normal Metabolizer n/a
10:967410 0/1 CYP2C9  rs1057910
12:213297 1/1 SLCO1B1 rs2306283
12:213315-1/1 SLCO1B1 rs4149056
15:159504 0/1 CYP4F2  rs2108622
22:425267 0/1 CYP2D6 _ rs769258

Figura 7 | Captura de pantalla de resultados de riesgo personal (PR), reproductivo (RR) y farmacogenético (FG)
de diferentes casos.
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5. Discusion

El desarrollo de la herramienta bioinformatica presentada en este Trabajo de Fin
de Master (TFM) representa un avance significativo en el manejo automaético de hallazgos
secundarios en estudios gendmicos. Esta seccion evaltia los resultados alcanzados,
resumiendo los objetivos logrados y proporcionando una visién general de las aplicaciones

y limitaciones de esta herramienta, asi como futuras areas de mejora.

5.1 Resumen de los objetivos

El objetivo principal de este TFM consistia en el desarrollo de algoritmos
bioinformaticos para el manejo automatico de hallazgos secundarios en datos genémicos.
En este sentido, la herramienta ha demostrado cumplir con éxito este objetivo. Esta
herramienta, basada en una arquitectura modular, permite identificar y analizar variantes
genéticas asociadas con enfermedades de manera automatizada, tanto de riesgo personal
y reproductivo como farmacogenético. Antes del desarrollo de esta herramienta, la
identificaciéon de variantes genéticas asociadas con hallazgos secundarios se realizaba
principalmente de manera manual, ya que no existia ninguna herramienta especificamente
destinada a ello. Esto era un proceso laborioso y propenso a errores. La herramienta
desarrollada permite la deteccién automatica y precisa de estas variantes, acelerando

significativamente el proceso de analisis gendémico.

Ademas, la herramienta va més alla de la deteccion de variantes genéticas al
incorporar la comprobacion del modo de herencia y el genotipo. Evalta si las variantes
cumplen con los criterios de herencia especificados y si estan presentes en homocigosis o
en heterocigosis compuesta. Esto asegura que solo se informen las variantes de acuerdo

con los estandares del ACMG, lo que mejora la interpretacion.

Entre los objetivos especificos se encontraba la definiciéon de catadlogos de genes
correspondientes a cada categoria de hallazgos secundarios. Estos catélogos, que abarcan
riesgo personal, riesgo reproductivo y riesgo farmacogenético, son fundamentales para
identificar las variantes genéticas relevantes. Esta tarea se ha completado en base a las
recomendaciones del ACMG, PharmGKB y del CPIC (Miller et al., 2023; Relling & Klein,

2009).

34



Autor: Edurne Urrutia Lafuente

E u rO peq Tutor: Javier Pérez Florido

Curso: 2022-2023

Unive rSidad Madster Universitario en Bioinformdtica

En este sentido, cabe destacar que la herramienta ha logrado una gran flexibilidad.
Por un lado, permite la actualizacién de las listas de genes de cada categoria de manera
sencilla. Los usuarios pueden agregar tantos genes como deseen para ser evaluados en el
andlisis de hallazgos secundarios, sin necesidad de realizar cambios en el codigo. La
herramienta automaticamente buscara la posicion cromosémica de estos genes mediante
la API Biomart (Smedley et al., 2009), lo que facilita la personalizacién del analisis
gendémico segun las necesidades especificas de cada estudio. Por otro, el archivo de
configuracion y los argumentos proporcionados por el usuario permiten ajustar el disefio

del analisis, lo que otorga versatilidad y adaptabilidad.

También, y a diferencia de enfoques estaticos, esta herramienta permite la
actualizacién dinamica de la base de datos ClinVar. En el modo avanzado, verifica la Gltima
version disponible en local y descarga una nueva versiéon automaticamente si el usuario lo
desea. Esta caracteristica garantiza que la herramienta utilice la informacién clinica mas

actualizada, lo que es fundamental para la interpretacion precisa de las variantes genéticas.

La validaciéon de la herramienta bioinformatica desarrollada era otro de los
objetivos especificos. Este es un paso critico para garantizar la fiabilidad y precision de la
herramienta en la deteccién de hallazgos secundarios en datos genémicos. Para llevarla a
cabo, se utilizaron conjuntos de datos gendémicos conocidos y bien caracterizados,
concretamente, datos del programa NAGEN (Pasalodos et al., 2020). Los resultados se
compararon con los hallazgos secundarios obtenidos previamente, lo que permiti6 evaluar
la capacidad de la herramienta para identificar y clasificar correctamente las variantes
genéticas. Los resultados de esta validacién confirmaron la eficacia de la herramienta y su
capacidad para generar resultados coherentes y confiables. Ademas, permiti6 identificar

otras variantes candidatas no reportadas inicialmente.

El cuarto objetivo especifico implicaba la creaciéon de una documentacién completa
de la herramienta bioinformatica. Esta documentacién describe de manera detallada el
funcionamiento de la herramienta, sus requisitos y su uso. Ademas, se proporciona el
codigo fuente para su disponibilidad en abierto, lo que fomenta la colaboracién y la mejora

continua de la herramienta. La disponibilidad en abierto de la herramienta es un paso

35



Autor: Edurne Urrutia Lafuente

E u rO peq Tutor: Javier Pérez Florido

Curso: 2022-2023

Unive rSidad Madster Universitario en Bioinformdtica

significativo para su adopcién y uso por parte de la comunidad cientifica y clinica, ya que
permite a otros investigadores y profesionales acceder, entender y utilizar la herramienta

de manera efectiva.

Otra funcionalidad a destacar es la capacidad de relacionar los hallazgos con los
HPOs del paciente. De este modo, si alguna de las variantes identificadas explica alguna de
las caracteristicas fenotipicas proporcionadas como entrada, la herramienta lo indica en el

informe final.

Por tltimo, la herramienta ha logrado un equilibrio entre la generacién de informes
sencillos y la disponibilidad de datos detallados. Produce informes faciles de interpretar
que resumen los hallazgos secundarios de manera clara. Ademas, permite a los usuarios
acceder a informacién detallada sobre todas las variantes, no solo las informadas, mediante
un archivo temporal. Esta funcionalidad proporciona una visién completa de los resultados

y facilita un andlisis mas profundo si es necesario.

En resumen, la herramienta desarrollada en este TFM ha alcanzado con éxito los
objetivos establecidos. Ha demostrado su capacidad para identificar hallazgos secundarios
en datos gendmicos de manera automatizada y ha sido validada mediante conjuntos de
datos conocidos. Ademas, la documentacion completa y la disponibilidad en abierto
fomentan su uso y colaboracién futura. Por ello, tiene un gran potencial para mejorar la
medicina personalizada y la genémica clinica al agilizar el proceso de deteccién de hallazgos
secundarios y ofrecer una interpretaciéon mas precisa y rapida de los resultados, lo que se

traduce en una atencién médica mas efectiva y personalizada.

5.2. Aplicaciones potenciales
Esta herramienta puede beneficiar tanto a la comunidad médica como a la

investigacion gendmica:

Medicina personalizada mejorada: La herramienta permite una interpretacion mas
precisa y rapida de los resultados genémicos. Al identificar automaticamente variantes
genéticas asociadas a enfermedades o de respuesta a farmacos, los médicos pueden

identificar a individuos en riesgo, asi como ofrecer tratamientos mas personalizados,

36



Autor: Edurne Urrutia Lafuente

E u rO peq Tutor: Javier Pérez Florido

Curso: 2022-2023

Unive rSidad Madster Universitario en Bioinformdtica

basados en la informacién genética especifica de cada paciente. Esto contribuye a la

medicina personalizada y al cuidado mas efectivo del paciente.

Investigacion genémica: La herramienta es una adicién valiosa para la
investigaciéon genética. Facilita la identificacion y el andlisis automatizado de variantes
genéticas de interés en grandes conjuntos de datos gendémicos. Esto acelera el proceso de
investigacion y permite a los cientificos centrarse en la interpretacion de resultados y

descubrimientos mas significativos.

En resumen, la herramienta desarrollada no solo mejora la interpretaciéon de datos
gendmicos, sino que también abre nuevas oportunidades en medicina personalizada,
investigaciéon genética y prevencién de enfermedades. Su versatilidad y capacidad para
adaptarse a diferentes aplicaciones hacen de esta herramienta una contribuciéon

significativa al campo de la genémica y la atenciéon médica personalizada.

5.3. Limitaciones de la herramienta
A pesar de las capacidades y aplicaciones potenciales de la herramienta, también

presenta ciertas limitaciones.

En primer lugar, la precisiéon de los resultados de la herramienta depende de la
calidad de los datos de entrada, en particular de la calidad de los archivos VCF. La presencia

de errores en estos datos puede dar lugar a interpretaciones incorrectas.

En segundo lugar, la herramienta emplea la base de datos ClinVar para la
interpretacion de variantes. ClinVar es un archivo puablico de libre acceso de variantes
genéticas humanas e interpretaciones de sus relaciones con enfermedades, mantenido por
los Institutos Nacionales de Salud (NIH). Aunque proporciona un recurso inestimable para
la interpretacién de variantes, no incluye registros de todas las variantes que se han
identificado en un genoma humano. Ademads, acepta interpretaciones de diversas
organizaciones, y la actualizacién de los registros depende del remitente. ClinVar, por
tanto, facilita el acceso a las interpretaciones proporcionadas por los miembros de la
comunidad de genética clinica, y es el usuario quien debe combinar esos datos con su juicio

y experiencia para hacer su propia interpretacion (Landrum & Kattman, 2018). Por lo
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tanto, si la base de datos contiene informacién desactualizada o inexacta, la herramienta

puede proporcionar resultados incorrectos.

En cuanto a la anotacién e interpretaciéon de variantes, la herramienta emplea
ANNOVAR e InterVar. Aunque se han descrito otras herramientas, como VEP, en los
ultimos afios ANNOVAR se ha adoptado ampliamente en diversos estudios de investigacion
y clinicos sobre genomas humanos. Sin embargo, tiene limitaciones en relaciéon con las
variantes estructurales y traslocaciones a gran escala (Yang & Wang, 2015). En cuanto a
InterVar, interpreta las variantes en base a 18 de los 28 criterios del ACMG, aquellos
automatizables. En este sentido, algunos estudios indican que la unién de resultados de
distintas herramientas orientadas a la interpretacién como CharGer o TAPS podria

proporcionar mejores resultados (Scott et al., 2019; Shil et al., 2023; Xavier et al., 2019).

Otras limitaciones a considerar son la incapacidad de la herramienta para
diferenciar entre variantes en cis y trans, lo que puede dificultar el diagnoéstico de
heterocigotos compuestos o la asignacion de los diplotipos. Ademas, la herramienta se basa
en anotaciones genéticas conocidas, lo que limita su capacidad para interpretar variantes
genéticas previamente no descritas. La gendmica es un campo en constante evolucion, y la
herramienta debe actualizarse y mantenerse regularmente. Aunque se realizaron pruebas
de validacion utilizando conjuntos de datos conocidos, la validacién continua en diversos
contextos clinicos y de investigacion es esencial para garantizar su precision. Cabe sefialar

que esta validacion se realizé inicamente sobre datos de genoma completo, no exomas.

Por udltimo, es importante destacar que, para utilizar eficazmente la herramienta,
los usuarios deben poseer ciertos conocimientos técnicos en bioinformatica y genética. Esto
limita su accesibilidad para médicos o investigadores sin experiencia en estos campos. La
interpretacion clinica de los resultados requiere experiencia, y las decisiones clinicas

basadas en los resultados deben ser tomadas por profesionales capacitados.

En resumen, aunque la herramienta presenta capacidades prometedoras, es
fundamental comprender y abordar sus limitaciones para su uso efectivo en los ambitos
clinico y de investigacion. La mejora continua y la validacién son esenciales para garantizar

su precision y utilidad a largo plazo.

38



Autor: Edurne Urrutia Lafuente

E u rO peq Tutor: Javier Pérez Florido

Curso: 2022-2023

Unive rSidad Madster Universitario en Bioinformdtica

5.4. Futuras mejoras
En linea con las limitaciones mencionadas, algunas de las posibles mejoras que se

podrian realizar en el futuro incluyen:

- Mejora de la interpretacion de variantes: A pesar de su capacidad para identificar
variantes, la herramienta podria beneficiarse de una mejora en su interpretacion.
Por ejemplo, se podrian utilizar herramientas adicionales como CharGer o TAPES
y realizar un metascore de ellas ( Shil et al., 2023; Xavier et al., 2019).

- Ampliacién de la asignacién de diplotipos y fenotipos: esta funcionalidad se ha
implementado exclusivamente en cinco genes como prueba de concepto, pero
podria ampliarse a otros genes.

- Inclusiéon de mas de un VCF: la posibilidad de incorporar como entrada mas de un
VCF permitiria, por ejemplo, el analisis conjunto de parejas de cara al
asesoramiento genético en reproduccion.

- Adiciéon de otras bases de datos: A pesar de la capacidad de actualizar
automaticamente ClinVar, se podria considerar la incorporacién de otras bases de
datos relevantes para garantizar la precisiéon de las anotaciones gendémicas, como
por ejemplo Franklin (Genoox, n.d.).

- Mejoras en la interfaz de usuario: Una interfaz de usuario mas amigable podria
hacer que la herramienta sea méas accesible para un publico mas amplio.

- Validacion en cohortes mas grandes: Aunque se ha realizado una validacion inicial,
la herramienta podria someterse a pruebas adicionales en cohortes mas grandes y
con exomas para evaluar su precision en un conjunto mas diverso de casos clinicos.

- Empaquetado en un Docker o Nextflow: La herramienta podria incluirse en un
contenedor Docker o un sistema de flujo de trabajo como Nextflow para facilitar su

uso y evitar problemas con las dependencias y actualizaciones de software.

Estas futuras mejoras pueden fortalecer aiin mas la utilidad de la herramienta y su
capacidad para contribuir a la genémica clinica y la medicina personalizada. La evolucion
continua y la adaptacion de la herramienta son esenciales para mantenerse al dia con los

avances en la gendmica y las necesidades cambiantes de la comunidad cientifica y médica.
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6. Conclusiones

1. Se ha logrado desarrollar una herramienta bioinformatica efectiva y versatil que
permite el manejo automatico de hallazgos secundarios en datos genémicos. Esto
agiliza y mejora significativamente los analisis gendémicos. La automatizaciéon de
esta tarea representa un avance importante en la medicina genémica.

2. Ladefinicion de catdlogos de genes correspondientes a tres categorias de hallazgos
secundarios (riesgo personal, riesgo reproductivo y riesgo farmacogenético) es un
componente esencial de la herramienta. Estos catdlogos de genes, definidos
atendiendo a las recomendaciones del ACMG y CPIC, son esenciales para identificar
las variantes genéticas relevantes asociadas con cada tipo de hallazgo secundario.

3. La herramienta ha sido sometida a una validacién rigurosa, que incluyé la
comparacién de sus resultados con hallazgos secundarios obtenidos con
metodologias in house. Esta validacién confirmé su precisién y confiabilidad en la
identificaciéon de variantes genéticas relevantes, lo que respalda su utilidad en
investigaciones y entornos clinicos.

4. Ladocumentaciéon completa y la disponibilidad del c6digo en un repositorio ptblico
fomentan la accesibilidad y la colaboracién en la comunidad cientifica y médica.
Esto es esencial para impulsar el uso de la herramienta y permitir mejoras
continuas por parte de otros investigadores y profesionales.

5. Este trabajo contribuye al avance de la medicina gendmica y la implementacion
efectiva de la gendémica en el campo clinico, lo que permite una atencién médica
mas precisa y adaptada a las caracteristicas genéticas de cada paciente.

6. Es importante también reconocer las limitaciones de la herramienta, como su
dependencia de la interpretaciéon realizada por InterVar. Esta consciencia es
esencial para garantizar su uso efectivo en el ambito clinico y de investigacion.

7. Este trabajo ha identificado varias areas para futuras mejoras, como la inclusiéon en
un Docker y la ampliacion de la asignacion de diplotipos a otros genes o la mejora

de la interpretacion de las variantes empleando metascores.
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