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Resumen

El avance de las ciencias médicas en especial de la bioinformatica, la genética y el
diagndstico genético han traido grandes cambios en los tratamientos de las enfermedades y
por ende en nuestra calidad de vida. De esto surge la necesidad de proveer a los médicos de
herramientas informaticas cada vez mas complejas en apoyo al trabajo con los pacientes y sus
familiares.

En esta tesis se plantean los escenarios llevados a cabo, por el médico Genetista, para
ejecutar el proceso de andlisis e interpretacién de variantes genéticas, a través de un Exoma
Humano, que llevan a la deteccidn y diagndstico de enfermedades monogénicas en un
paciente.

Para tal fin, se modela el proceso de toma de decisiones y los distintos escenarios, la
trazabilidad en la ejecucién de los filtros de las variantes presentadas, se muestra como se
arriba a un diagndstico, como se retroalimenta un panel bioinformatico, que cumplird la
funcién de base de datos propia, y también cémo se retroalimetan los diagndsticos futuros. Se
especifican los requerimientos y se propone una solucién en base a la construccidon de un
prototipo que cumple con todo lo requerido. Finalmente, se valida dicha solucién con un

médico genetista y se arriba a las conclusiones.
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Capitulo 1: Introduccidn

1.1 Contexto de la tesis: el diagndstico genético

La deteccidn, lectura y cuantificacion de material genético en una muestra bioldgica ha
mostrado en los ultimos afios un significativo impacto en todas las areas de la salud, sobre
todo en las areas de las enfermedades infecciosas, el cancer y las enfermedades poco

frecuentes. [1]

El desarrollo de nuevas tecnologias, mas rdpidas y precisas ha transformado al

diagndstico molecular en una herramienta clave para el equipo clinico, en directo beneficio del

paciente en cuanto a la definicién de su prondstico, seguimiento, tratamiento y asesoramiento
sobre riesgos familiares [1]. Una de las nuevas tecnologias es la secuenciacién del exoma
completo, que consiste en realizar una lectura de las regiones de mayor relevancia de miles de
genes del individuo, en la busqueda de variantes clinicamente asociadas con su fenotipo o con

riesgos para la salud.

En las ultimas décadas ha tomado especial importancia la identificacion de evidencia
genética y experimental relevante que respalde la relacidon entre variantes de ADN (cambios
con respecto a un genoma “de referencia”) y una o mdas enfermedades. Es decir, dado un
fenotipo particular y un problema conocido, se trata de la identificacion de esas variantes que
son relevantes para el fenotipo considerado. Este problema es especialmente importante en
contextos de diagndstico clinico [1]. En efecto, las variaciones genéticas no solo causan
caracteristicas fisicas diferentes entre humanos, sino que también pueden ser potencial causa

de enfermedades monogénicas (las que obedecen a la presencia de una variacién genética sin

incidencia de otros factores) o predisponer genéticamente a enfermedades multigénicas y

multifactoriales (cuando se agrupan mdultiples variantes en genes distintos y se suma el

impacto del medio ambiente).

En este contexto, el diagndstico genético es el proceso que permite extraer
conocimiento de los datos genéticos con el fin de contribuir al diagndstico de una determinada
enfermedad. Consiste en la identificacidon de variaciones genéticas que causan o predisponen a

la enfermedad. Si consideramos que un exoma puede incluir la presencia de varios centenares
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de variantes genéticas, el diagndstico se convierte en un proceso de comparacién de datos que

es muy complejo y requiere mucho tiempo.

Una forma sistematica de realizar diagndstico genético es la metodologia SILE (Search,

Identification, Load, Exploitation) [2] que consta de cuatro pasos:

1. Busqueda (los investigadores buscan bases de datos bioldgicas externas vy
seleccionan aquellas que sirvan para propdsitos de analisis);

2. Identificacion (para cada base de datos, identifican el contenido adecuado para el
analisis);

3. Carga (los archivos de variantes respecto del genoma de referencia, o archivos VCF
y el contenido de las bases de datos biolégicas se cargan en una plataforma
(repositorio central).

4. Explotacidn (los investigadores exploran, operan, analizan y extraen conocimiento

de datos genéticos extrayendo conclusiones de los mismos).

Este escenario motiva diversos desafios para el desarrollo de la tesis, como la cantidad
y variedad de dimensiones que debe manejar el genetista para obtener el diagndstico; aun en
el caso de practicas consensuadas como SILE, cada profesional lleva adelante un proceso con
criterios e idiosincrasias propias que deben ser respetadas; la necesidad de facilitar diferentes

interacciones con la informacion.

Las herramientas de software que permitan soportar un proceso de diagndstico
genético de estas caracteristicas deberan facilitar la identificacion en el exoma de variantes
genéticas respecto al genoma de referencia, el volumen del archivo a analizar por el genetista,
la variedad y tipo de los datos que se presentan, las multiples bases de datos consultadas para
el analisis y la interpretacion y las tecnologias involucradas requieren el manejo de volumen 'y
velocidad. Al mismo tiempo, la concepcidn, disefio e implementacién de estas herramientas
presupone desafios variados en términos de visualizacién de grandes volimenes de datos,

personalizacién de procesos y registro de las decisiones en cada etapa.
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1.2 Objetivos de la tesis

Objetivo General

El propdsito principal de esta tesis es dar soporte al médico genetista en el proceso de
diagndstico genético, en particular el acceso a la informacién sobre la composicidon genética de
sus pacientes, la identificacién de los posibles escenarios de deteccidn y diagnéstico y el

registro de cada uno de los pasos y datos llevados a cabo en el proceso.

Objetivos especificos

e Modelar el proceso de toma de decisiones para el filtrado y seleccion de variantes de
un exoma relevantes llevado a cabo por el médico genetista para alcanzar un informe
de diagndstico de un paciente.

® Proveer herramientas de asistencia, basadas en una visualizaciéon eficaz, para la
ejecucién de ese proceso de analisis e interpretacién con mayor rapidez y sensibilidad.

® Acelerar los tiempos de interpretacién.

® Aumentar la sensibilidad (en este caso la tasa de deteccién de las variantes

patogénicas causales de la enfermedad o que sean relevantes para su salud).

1.3 Contribuciones

La presente tesis ofrece dos contribuciones. En primer lugar, la especificaciéon de
requerimientos para herramientas de soporte al proceso de diagndstico genético basada en
Escenarios de Uso. Se plantean los escenarios de uso del médico genetista durante la
ejecucion del proceso de andlisis e interpretacidn de variantes genéticas, a través de un exoma
humano, que llevan a la deteccién y diagndstico de enfermedades monogénicas en un
paciente y tiene como principal contribucidn la ayuda y asistencia en el proceso de toma de

decisiones hasta llegar al diagndstico y seguimiento.
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La segunda contribucidn de esta tesis es la presentacion de un prototipo de aplicacion
denominada “Exoma Browser” que cumple con el objetivo principal que es dar soporte al
médico genetista en el proceso de analisis e interpretacién de variantes genéticas en el exoma
humano, diagndstico de enfermedades y registro de cada uno de los pasos llevados a cabo en
el proceso. Dicho prototipo estda basado en la aplicacion “Stock Screener” del sitio
Investing.com [3] disefiada para el dominio de inversiones financieras que, en términos
funcionales, aplica filtros a un gran volumen de datos para facilitar y acelerar criterios
complejos de decisidn. Stock Screener sirvio como punto de partida para el disefio de la
pantalla de la herramienta Exoma Browser, propuesta como solucién, con lo cual se planteé el
uso de un prototipo ya explorado como herramienta de descubrimiento, comprobacién de los

requerimientos y evolucidn del producto final.

1.4 Organizacion de la tesis

En el capitulo 2 se presenta el marco tedrico e introductorio de los conceptos

fundamentales de genética.
En el capitulo 3 se realiza una presentacion general de la problematica a resolver.

En el capitulo 4 se realiza el modelado de dicha problematica a través de los escenarios
llevados a cabo en el proceso de decision del diagndstico: paso previo, ejecucion del filtrado y
posterior del andlisis de variantes y como se realiza también la retroalimentacién de

diagndsticos futuros.

En el capitulo 5 se recopilan los requerimientos que surgen en base al relevamiento de
los escenarios antes mencionados observando dindmicamente el trabajo y metodologia

llevados a cabo por el genetista en cada paso.

En el capitulo 6 se describe la herramienta propuesta para cumplir los objetivos y

requerimientos.

En el capitulo 7 se presentan la conclusidn general y el trabajo futuro.
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Capitulo 2: Marco tedrico

En este capitulo se introducen los conceptos fundamentales genética y exoma,
relacionados al campo de aplicacidon y trabajos relacionados a los mismos. También se
presentan los conceptos de escenarios de uso, prototipos y pruebas de usabilidad relacionados

a la Ingenieria de Software.

2.1 Introduccion a los conceptos fundamentales de genética

Para poder comprender el proceso de evaluacién y analisis de variantes del exoma, es
necesario conocer previamente algunos conceptos bdsicos de genética. Se presenta a
continuacién una sintesis simplificada que permitird comprender este trabajo de tesis, pero no
se intenta abarcar con estos la complejidad de la tematica. Para una mayor profundidad se

recomienda consultar bibliografia del area [4]

La célula humana se divide en 23 pares de cromosomas heredados de los padres. Cada
uno de los cromosomas es una molécula de ADN. La molécula de ADN es una secuencia de

bloques de construccidn que son los nucledtidos. Es bicatenaria y complementaria.

Abstrayendo el ADN

Los genes son regiones particulares que estan dentro del ADN (de la “gran palabra”) y
codifican la instruccién para generar un tipo de proteina particular. El codigo es en ACTG

instrucciones (Figura 1).
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TeccGGGAAAGGTTTGC GGCGCACGCATGCATGTAAGC TGCTGTCGCGLGCATTCGTGCTGAACCCGTCGTAGHC
TGCTGATCGTACAACUUWIGAGTCGTAGCTGCAGTGCAGCTGCATTGCTAGCGTAGCTGCGCGTAGCTTATTATAGCTG
ACTGATCTATTAGC GTATGC TGATTATC GTATGC TTAGC TATGACAT TTAGCTAGTGTATATTATGC TGATCTCTA

Figura 1: Abstraccion de la gran palabra en un lenguaje de 4 letras (A, C, T, G)

Variante

Una variante es un valor que un individuo presenta en esa posicidon diferente al de
referencia. Si se presenta una variante dentro de la instruccidon podria producirse una proteina

andmala, no funcional y por ende células, tejidos y drganos no funcionales.

Dogma central de la biologia molecular

El dogma central de la biologia molecular establece los pasos para la generacién de la
proteina es decir la transcripcidn y traduccién (Figuras 2, 3 y 4). Una vez identificado el gen que
contiene la instruccidon se copia solo el fragmento del mismo en una molécula de ARN
intermedia que es mas chica y mas facil de manipular. Una vez producida esta molécula sale al

citoplasma en donde se produce la traduccion.

RNA

DNA
W
transcription translation
*

replication % reverse
transcription

Figura 2: Dogma central de la biologia molecular, generacion de la proteina
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Objetivo v -

>
= 7
1-Transcripcion. Copla solo el fragmento e
gen en una Molécula intermedia (ARNmM )
“ acccuuucgagcauge. -
Ndcleo
Figura 3: Dogma central de la biologia molecular, transcripcion
Objetivo

~ accCuUUUCgageauge. -

2-Traduccion. Agrupa
de a 3 nulcedtidos y
traduce utilizando el
codigo genético

-]

Citoplasma

Figura 4: Dogma central de la biologia molecular, traduccién

El proceso se repite por cada tipo distinto de proteina. El ARN se podra reutilizar

pudiendo haber varias moléculas de ARN dependiendo la cantidad de proteinas que necesite.

En conclusién, el genoma nuclear de un individuo es el total de su material genético

nuclear. Los genomas de individuos con distintas caracteristicas, tanto clinicas como
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moleculares, pueden ser comparados y se puede identificar la asociacion de determinadas
variantes en los genes con predisposicion a ciertas enfermedades. También puede
identificarse pacientes que responden a un tratamiento de los que no, para encontrar
informatica y estadisticamente cuales son las letras diferentes entre un grupo y otro y a partir
de ahi empezar a generar hipédtesis. Hay drogas que funcionan solamente en pacientes que

tienen determinada variante.

Lectura del ADN

Se realiza utilizando técnica de NGS (Next Generation Sequencing). Con dicha técnica

se puede secuenciar todo el genoma humano (Figura 5). Las plataformas de NGS realizan la
secuenciacion de millones de pequefios fragmentos de ADN en paralelo. El analisis
bioinformatico se utiliza para unir estos fragmentos mediante el mapeo de las lecturas
individuales con el genoma humano de referencia. Cada una de las tres mil millones de bases
del genoma humano se secuencia varias veces, lo que proporciona una gran profundidad para
obtener datos precisos y una visidn de la variacién inesperada del ADN. La técnica NGS puede
utilizarse para secuenciar genomas enteros o limitarse a areas especificas de interés, incluidos
los 22.000 genes codificantes (un exoma completo) o pequefios nimeros de genes individuales

[5].

Genomic coordinate. We are looking at a 40 bp window on
chromosome 7 within the BRAF gene

Amino acids ded by DNA cod

Each bar reprents a sequencing read. in the forward (blue)

or reverse (yellow) direction. The DNA sequence on the

read is the DNA sequence of a single fragment of DNA. The sum
of reads covering a particular base is the sequencing depth in
that position.

Bases that are yellow or blue are “normal”, i.e. the same base
in that particular position is found in the human reference
genome. Red indicates deviation from the reference genome
which can either be due to a mutation or due to a sequencing
artefact. Here, amongst tumour reads at base 140,453,136 on
chromosome 7, the thymine of the human referene genome
has been substituted with an adenine. The codon that the
base belongs to normally encodes the 600th amino acids of

BRAF, a valine (V). The mutation changes this to glutamic acid (E).
The resulting BRAF V600E mutation is one of the first somatic
mutations discovered in human cancer for which a clinically
effective specific drug was developed. Note that the mutation is
present in roughly half of the reads of the tumour, indicating that
it affects one allele, i.e. that it is heterozygous.

Note of mutation in normal tissue from the same
individual, demonstrating that the mutation is somatic. The
one mutant base (circle) seen amongst reads of normal tissue
represents a sequencing artefact (a thymine to guanine change,
in this case).

Sanger sequencing trace of the tumour showing the mutation
(green peak = adenine) on top of the normal base (red peak =
thymine)

In normal tissue only the normal base, thymine, is seen.

Figura 5: NGS raw data-BRAF V600E mutacion en un melanoma [5]
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Genoma de referencia

El genoma de referencia (Figura 6) nos dice para cada posicion del genoma cual es la

letra mas representativa.

DADA = 35 = 4

Posicion 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 19 20

Referencia GGACCTGGAATATGACGAGA...
e

N |

Figura 6: Genoma de Referencia

eIy )

Se toma la muestra y se manda a secuenciar. Entonces por cada posicion se pueden

encontrar variantes, se evalla qué produce esa variante respecto al genoma de referencia. No

necesariamente estd asociada a una patologia.

n»

 SX 8

-

Posicon 1 2 3 456 7 8 91011 1213141516 171819 20
Referencia GGACCTGGAATATGACGAGA...

GGECCTHGAATATGACGHGA...

I
8
‘

Figura 7: Cambios con respecto al Genoma de Referencia
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Tal como se muestra en la figura 6 las posiciones 3, 7 y 18 tienen variantes (Figura 7).
Existen bases de datos que categorizan cada una de las variantes en benignas, neutrales o
patogénicas. Si tengo una variante en una regidn que no esta dentro de un gen probablemente

no me traiga ninguin problema porque no sera utilizada para generar proteinas.

Fenotipo

Un fenotipo es la caracteristica clinica, conductual y de comportamiento del paciente,
asociada con una patologia. Por ejemplo, si el paciente presenta brazos, piernas cortas y
cabeza grande son fenotipos asociados a la acondroplasia, otro ejemplo es un paciente que
presenta marcha inestable, debilidad generalizada y dificultad para hablar son fenotipos

relacionados a la ataxia.

Enfermedades Monogénicas y multigénicas

Las enfermedades monogénicas son provocadas por la variante de 1 solo gen y sin
factores ambientales que puedan evitar la aparicidon de la enfermedad. Las multigénicas son
aquellas que agrupan multiples variantes en genes distintos y se suma el impacto del medio

ambiente.

Las enfermedades monogénicas pueden ser dominantes o recesivas, si son dominantes
se prioriza el hallazgo de una variante patogénica en el mismo gen (en una de las dos copias, la
materna o la paterna), si son recesivas se prioriza el hallazgo de dos variantes patogénicas en
el mismo gen (en las dos copias, la materna y la paterna). La relaciéon de las enfermedades
monogénicas con respecto a los fenotipos se encuentra en una Ontologia que se llama HPO
(Human Phenotype Ontology) [6]. Las patologias de OMIM [7] se anotan con los términos HPO
que le corresponden. Entonces para cada patologia se pueden asociar los fenotipos que estan
descriptos para esa patologia. Existen herramientas, tales como Phenomizer [8], que permiten
ingresar los fenotipos para determinar las patologias asociadas a un fenotipo y por ende los

genes asociados a un fenotipo.
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En conclusién, los fenotipos son identificados y luego buscados en las bases de datos
que permiten encontrar genes que estén relacionados con patologias que estan relacionadas

con esos fenotipos.

Browser de un Genoma

El browser de un genoma (Figura 8) soporta la exploracidn y analisis de los diferentes
tipos de datos moleculares en el contexto del genoma completo incluyendo la anotacion de

genes.

= NCBI Resources ¥ How To [~

Genome Data Viewer

v ideogram View 2 [ a2 PRI qll] QA2 2 il

Homo sapiens: GRCh38.p12 (GCF_000001405.38) Chr 17 (NC_0000

Unplaced'uniocalized scaftolds 168
Alt loci/patches 401

1 2 2 4.8 8.7 8 8 WM
‘. E i
. . 1
. =2y -
- -
- ]
..- -
.

12 13 W 16 W17 w W 20 N 0
—t e w w mllod e - - -

-b = ne_omorzane @ @ ™ ?!-'I

T ETT 90 7 ETT 9T

Figura 8: Browser de un genoma

Gendmica y genética

La gendmica se refiere al estudio del genoma completo de un organismo, mientras
gue la genética se refiere al estudio de un gen en concreto [9]. Se encarga de trabajar con las

letras ACTG. Estudia las secuencias génicas.
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Bioinformatica

La bioinformatica (Figura 9) es una sub-disciplina de la biologia y las ciencias
computacionales que se encarga de adquirir, almacenar, analizar y diseminar la informacién
bioldgica, en gran parte correspondiente a las secuencias de ADN y aminodcidos [10]. Se basa
en la propiedad Genetic Linkage que dice que las letras se transmiten de a bloques y existen
base de datos de bloques. Si hay una letra que no se puede leer con los algoritmos
interactuando con las bases de datos de bioinformatica es posible inferirla. También se
encarga de disefar la base de datos gendmica del paciente para encontrar asociaciones entre
determinadas variantes genéticas y determinadas caracteristicas que interesen estudiar, en
base a esto se realizan la bdsqueda/inferencia de los significados de una variante para saber si

es benigna, patogénica o neutral.

La bioinformatica también se encarga del armado de paneles bioinformaticos donde se

comparan 2 secuencias para saber si pertenecen o no a la misma regidn del genoma. Las
secuencias son bastante largas, los alineamientos de secuencias se realizan a través de
algoritmos que permiten comparar las caracteristicas bioldgicas. Los genetistas se valen de las
bases de datos bioinformaticas que permiten comparar por ejemplo la secuencia de un gen
humano con la secuencia de un gen de otra especie de la cual ya se conoce la funcion.

Partiendo de ahi se puede idear una hipdtesis.

- eno e iImplementa
latos genomicas aennt Sfenotin

& Frecuencia poblacional de var

« Visualizacion de datos biclogicos

e« Armado de paneles bicinformaticos

Figura 9: Bioinformdtica, campo de accién
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2.2 Introduccion al Exoma

Cuando la cantidad de genes que podrian explicar el diagndstico presuntivo son
multiples, o bien son pocos, pero de gran longitud, esta indicado el pedido de un exoma. El
exoma es la parte del genoma formado por los exones, es decir, las partes codificantes de los
genes que formardn parte del ARN mensajero maduro y, al ser éste traducido por la
magquinaria celular, daran lugar a las proteinas, es la parte funcional mds importante del
genoma y la que contribuye en mayor medida al fenotipo final de un organismo.
Aproximadamente, corresponde al 1.5% del genoma humano, pero en él se encuentran entre
30% y 50% de las alteraciones genéticas que causan patologias monogénicas (existe

variabilidad segun el tipo de drgano afectado o patologia se trate) [11].

El exoma trata solamente enfermedades monogénicas. Si una fila aparece es porque
hay una variante. Se vuelca en los archivos Archivo VCF que contienen las variantes respecto
del genoma de referencia. Cada rengldn es una variante. Este archivo contiene las divergencias
con respecto al mapa de genes ideal. Luego ese archivo VCF es transformado al formato Excel

[12].

Escenarios donde se indica el Exoma

El médico genetista u otro especialista realizan un diagndstico presuntivo luego de
entrevistar, revisar y realizar estudios complementarios en un paciente con una enfermedad
que podria ser de causa genética. Posteriormente se solicitan estudios genéticos para
confirmar esta sospecha. Cuando la sospecha es muy clara y el sindrome sospechado es
provocado por uno o pocos genes, se piden paneles genéticos o estudios de un Unico gen o

variante, que solo secuencien esa porcion del ADN.

El objetivo de estos estudios es encontrar la causa genética que explique la
enfermedad y de esta forma tomar medidas terapéuticas y/o preventivas, acordes al paciente

y su familia. Pueden presentarse dos escenarios:
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1. Enfermedades monogénicas. Cuando existen unos pocos genes que alterados
producen la enfermedad no se pide el exoma, se piden los paneles que me digan
los poquitos genes. Cuando se superan los 20 o 30 genes se pide un exoma.

2. Enfermedades multigénicas (multifactoriales donde si afectan los factores

ambientales).

Bajo estos escenarios el genetista parte de un diagndstico presuntivo, este diagndstico
que se presupone antes de pedir los estudios que lo confirman y para llegar al diagndstico

definitivo indica el pedido del exoma.

2.3 Trabajos relacionados

Los trabajos que se presentan posteriormente fueron encontrados en distintas
publicaciones de bioinformatica realizadas con el objetivo de compartir, explorar, desarrollar,
implementar, integrar y analizar datos bioinformaticos de un paciente en equipos clinicos
multidisciplinarios. Se encontraron solo dos relacionados al ambito de la visualizacion de

conjuntos de multiples tipos de datos gendmicos y genéticos de un individuo de gran volumen.

Integracion de datos omicos y datos fenotipicos en un framework multimodal,

extensible y unificado

El analisis de los datos "dmics" suele ser un proceso largo y segmentado, que abarca
multiples etapas, desde la recoleccidn inicial de datos hasta el procesamiento, el control de
calidad y la visualizacidn [13]. La naturaleza multimodal de los recientes andlisis gendmicos
hace que este proceso sea dificil de automatizar y estandarizar; consecuentemente, los
usuarios suelen recurrir a intervenciones manuales que comprometen la fiabilidad vy
reproducibilidad de los datos. Esto, a su vez, puede producir multiples versiones de los
conjuntos de datos en los sistemas de almacenamiento. Como resultado, los cientificos pueden
perder mucho tiempo y recursos intentando ejecutar y supervisar sus flujos de trabajo
analiticos y encontrar dificultades para compartir los datos versionados. En 2015, el centro
Ludmer de Neuroinformatica y Salud Mental de la Universidad McGill formé un grupo de
trabajo de genética y epigenética. Los objetivos de este grupo de trabajo fueron:
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1. Disefiar un proceso automatizado para los datos epi-genéticos que consolide

conjuntos de datos heterogéneos en la plataforma de datos de cddigo abierto

LORIS.
2. Agilizar el analisis de los datos.

3. Integrar los resultados con la informacién de procedencia.

4. Facilitar el intercambio estructurado y versionado de pipelines para una

reproducibilidad optimizada utilizando entornos de computacién de alto

rendimiento (HPC, high-performance computing) a través del portal

procesamiento CBRAIN.

Para cumplir dichos objetivos el grupo de trabajo desarrollé el “Framework omics”

(Figura 10) que como resultante fue muy beneficioso ya que tiene la habilidad de:

Integrar multiples tipos de conjuntos de datos biolégicos y multimodales (de imagen,

clinicos, demograficos y de comportamiento).
Automatizar el proceso de lanzamiento de pipelines de analisis en plataformas HPC.

Eliminar las barreras bioinformaticas inherentes a este proceso.

Garantizar la estandarizacidn y la puesta en comun de los pipelines de procesamiento

para mejorar la coherencia computacional.
Almacenar los resultados en una interfaz web consultable.
Ofrecer herramientas de visualizacion para ver mejor los datos.

Proporcionar los mecanismos para garantizar la usabilidad y la reproducibilidad.

l{ Task Launching }}

j Data Provider }:

Figura 10: Ciclo de flujo de trabajo generalizado entre la plataforma de gestion de

datos LORIS y la plataforma de procesamiento CBRAIN [13].
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Al igual que el Framework “omics”, la solucién Exoma Browser propuesta en esta tesis,
integra multiples conjuntos de datos bioldgicos (clinicos, demograficos y de comportamiento)
y almacena los datos en una interfaz web consultable que ofrece herramientas de visualizacidn
para ver mejor los datos, aunque no utiliza entornos de computacion de alto rendimiento
(HPC).

Sapientia: acelerar el diagndstico de las enfermedades poco frecuentes

Congenica (Cambridge, Reino Unido) es un lider mundial en el desarrollo de
tecnologias de descubrimiento y diagndstico basadas en el genoma. La plataforma tecnoldgica
Sapientia de Congenica [14] permite que el analisis de la secuencia del genoma completo sea
facilmente interpretado y presentado dentro de un informe de diagndstico clinicamente
procesable. Dicha plataforma fue desarrollada por cientificos que trabajan en el Proyecto del
Genoma Humano y en el proyecto “Developing Developmental Deseases”. La plataforma de
analisis gendmico clinico Sapientia, permite el procesamiento de conjuntos de datos secuencia
de ADN humano con su correspondiente fenotipo clinico para proporcionar un diagndstico
molecular definitivo y una interpretacién para el tratamiento, la estratificacion de los

pacientes y mejorar los descubrimientos terapéuticos.

Los médicos pueden ver sélo uno o dos casos de una enfermedad poco frecuente en
su carrera, y no todos los pacientes con una enfermedad concreta mostraran los mismos
sintomas. Con Sapientia pueden tener acceso a una base de conocimientos de referencia que
contiene otros pacientes con sintomas similares con los que comparar al paciente aceleraria
enormemente el diagndstico para acelerar enormemente los tiempos de diagndstico. Sapientia
esta construida en torno a herramientas y nomenclatura estandarizadas con lo cual permite
facilitar la busqueda de datos y las comparaciones. Los conocimientos que estan surgiendo del
estudio de las enfermedades poco frecuentes estan haciendo avanzar significativamente la
comprension de las causas y tienen el potencial de proporcionar informacidon sobre
importantes vias controladas por los genes implicados. Algunas caracteristicas de Sapientia

son:

® Permitir la creacién de paneles virtuales de genes, listas curadas de genes para su
inclusién o exclusién y priorizacién de listas de genes para conjuntos de datos mas

grandes, COmMO exomas 0 genomas.
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® Permitir acceder a anotaciones de variantes curadas manualmente por expertos
clinicos.

e Los usuarios también pueden integrar sus propios datos heredados para mejorar sus
capacidades de diagndstico.

e El fenotipo asociado puede describirse con un selector de términos del Proyecto de
Ontologia del Fenotipo Humano incorporado.

® Acelerar la interpretacidon clinica de las variantes mediante la integracidon de
herramientas online como OMIM, PubMed y herramientas de busqueda con las

principales bases de datos de variantes, en un Unico entorno de trabajo.

Al igual que Sapientia, la solucion Exoma Browser propuesta en esta tesis, muestra un
panel virtual de genes para su anadlisis y posterior diagndstico y el médico genetista puede
integrar sus propios datos para mejorar las capacidades de diagndstico, aunque o posee

integracion con herramientas online como OMIM u otras.

2.4 Herramientas de asistencia al genetista

Se presentan a continuacién herramientas disponibles para asistir a los médicos
genetistas en el proceso de andlisis e interpretacion de variantes genéticas en el exoma

humano.

Dichas herramientas fueron seleccionadas de sitios de publicacion de articulos
académicos sobre genética molecular y medicina gendmica, explorando aquellas utiles para la

gestidn y evaluacion de variantes genéticas y el diagndstico de enfermedades

Se han elegido para la presentacion GENIO, VCF-Server, VCF-Explorer vy

ClinLabGeneticist por ser las mas utilizadas en los hospitales y/o laboratorios clinicos.

Herramienta GENIO

La herramienta paga GenlO [15] (Figura 11) ha sido disefiada para ayudar a los
investigadores clinicos de gendmica y a médicos genetistas en el proceso de diagndstico de

enfermedades de causa genética. La herramienta identifica las variantes mas probables que
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causan una enfermedad utilizando informacidn gendmica y clinica. Las variantes identificadas
en un genoma completo y la de los estudios de secuenciacién de exoma completo son
anotados, clasificados vy filtrados por significancia clinica. Se identifican los genes candidatos
asociados con los sintomas del paciente, las sospechas de enfermedad y con hallazgos
complementarios para obtener las variantes de genes candidatas asociadas a enfermedades
recesivas o dominantes. Adicionalmente, siguiendo las normas y lineamientos del “American
College of Medical Genetics and Genomics” y de la Association of Molecular Pathology”, son
identificadas todas las variantes potencialmente patogénicas que pueden contribuir a la

enfermedad y a los hallazgos secundarios.

Figura 11: Gen 10, Interfaz de Usuario [15]

GenlO es una herramienta que integra la informacion clinica del paciente, los
sintomas, la enfermedad sospechada y los hallazgos complementarios. Luego en su pipeline de
procesamiento consulta a las bases de datos de variantes genéticas generando como salida un
reporte. Esta herramienta para asistir a los médicos genetistas se encuentra libremente

disponible en: https://bioinformatics.ibioba-mpsp-conicet.gov.ar/GenlO/ [16].

Herramienta VCF-Server

El VCF-Server [17] fue desarrollado como una herramienta de visualizacion web para
apoyar el analisis interactivo de datos de variantes genéticas. Permite a los investigadores y
médicos genetistas gestionar, anotar, filtrar, consultar y exportar variantes de forma rdpida y
eficaz. Una vez que se carga el archivo VCF, VCF-Server permite a los usuarios anotar el VCF

con bases de datos de uso comun o anotaciones de variantes definidas por el usuario.
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FIGURE 3 Screenshots of different functional modules on VCFE-Server. (a) VCF file management online. (b) Annotating VCF with
commonly used annotation databases. (c¢) Variant filtering and visualization. (d) VCF index management

Figura 12: VCF-Server, Mddulos funcionales [17]

La informacién de variantes en el VCF se muestra visualmente a través de una interfaz
gréfica interactiva (Figura 12). Los usuarios pueden filtrar las variantes con reglas de filtrado
flexible y las variantes priorizadas se pueden exportar localmente para su posterior andlisis.
Esta herramienta para asistir a los médicos genetistas se encuentra libremente disponible en:

https://www.diseasegps.org/VCF-Server?lan=eng [18].

Herramienta VCF-Explorer

Es una herramienta de software Open Source disefiada para realizar analisis de
grandes archivos VCF. La interfaz grafica de usuario (Figuras 13, 14 y 15) facilita el filtrado de

variantes con respecto a las anotaciones a nivel de muestra o de variante [19].
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Figura 13: VCF Explorer, Carga de archivos [19]
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Figura 14: VCF Explorer, Filtrado y anotacion de variantes [19]
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VCF-Explorer procesa el archivo, linea por linea, para cada consulta. Este enfoque

elimina el requisito de un gran uso de memoria o el manejo de una estructura de base de

datos. Su versién 1.0 como aplicacion de escritorio, se encuentra libremente disponible:

http://vcfexplorer.sourceforge.net/ [20].

Herramienta ClinLabGeneticist

La herramienta ClinLabGeneticist [21] (Figura 16) implementa un workflow para la

gestién y evaluacién de variantes en pruebas genéticas y diagnéstico de enfermedades.

Establece un data source de anotaciones de variantes para la identificacion de variantes

patogénicas. Despliega un panel de control para ayudar al proceso jerarquico de revision, de

varios pasos, que conduce a las decisiones clinicas finales sobre la evaluaciéon de variantes

genéticas y posee una base de datos central para archivar todos los datos de las pruebas

genéticas, las notas y los comentarios a lo largo del proceso de revision, los datos de validacion

de variantes mediante secuenciacién, asi como los informes clinicos finales para futuras

consultas.
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Figura 16: ClinLabGeneticist, Workflow [21]

Todo el flujo de trabajo, incluyendo la entrada de datos, la distribucion de las
asignaciones de trabajo, la evaluacion y revisidon de variantes, la seleccidon de variantes para la
validacidn, la generacién de informes y las comunicaciones entre el personal, esta integrado en
una Unica herramienta de gestion. Esta disponible gratuitamente para el dmbito académico en

http://rongchenlab.org/software/clinlabgeneticist [22].

Conclusiones acerca de las herramientas relacionadas

Las principales falencias detectadas en las herramientas analizadas son las siguientes:

En primer lugar, obligan al usuario al proceso de anotacion de variantes y no
contemplan el registro del proceso completo (interaccién con el paciente, generacién de un
diagndstico presuntivo, generacion de resultados). Ademads, algunas de ellas trabajan con

archivos sin datos unificados que permitan retroalimentar diagnédsticos futuros.
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Los reportes generados por dichas herramientas carecen de una trazabilidad que
permita visualizar las razones para las conclusiones inferidas sin permitir consultar un historial
de interacciones. A su vez carecen de una visualizacion representativa que funcione como

aporte significativo al profesional consultante. Todas carecen de panel bioinformatico propio.

2.5 Introduccion al concepto de disefio centrado en el usuario,

escenarios y prototipado

Los escenarios de uso capturan explicitamente lo que experimentan los usuarios a
medida que avanzan hacia el logro de una solucién ideal y ayudan a refinar cualquier requisito
en el futuro. Los escenarios muestran caminos tomados para completar tareas, procesos de
decisién, puntos de friccion en la ejecucidn diaria y su experiencia. Debe observarse cémo son
llevadas a cabo las soluciones en orden de poder realizar una especificaciéon de los

requerimientos y situaciones de uso y actividades de un usuario [23].

La ingenieria de requerimientos y el disefio basados en escenarios de uso son una
practica reconocida en la Ingenieria de Software. Los escenarios de uso se pueden utilizar para
evaluar cdmo actuan los usuarios en un sistema o entorno determinado, visualizar aspectos y
dar solucién observando sus contextos de uso, actividades, necesidades, experiencias,
comportamientos y objetivos. Dentro del disefio basado en escenarios hay factores que
influyen: antecedentes, motivaciones, tareas, contexto de uso, entorno, retos, los escenarios

son concisos y representan una instantanea de la experiencia del usuario [24].

Los escenarios son historias sobre las personas y sus actividades [25]. Por ejemplo, un
contable desea abrir una carpeta en el escritorio del sistema para acceder a una nota sobre
presupuestos. Sin embargo, la carpeta estd tapada por una hoja de calculo de presupuestos
que el contable desea consultar mientras lee la nota. La hoja de cdlculo es tan grande que casi
llena la pantalla. El contable hace una pausa de varios segundos, cambia el tamafio de la hoja
de cdlculo, la aparta parcialmente de la pantalla, abre la carpeta, abre la nota, cambia el
tamafio y la posicién de la nota, y sigue trabajando. Este es escenario de trabajo especifica la

gestién de ventanas y la funcionalidad de cambio de aplicaciones de forma vivida y precisa: la
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gente necesita coordinar las fuentes de informacion para comparar, copiar e integrar los datos
de multiples aplicaciones; las pantallas inevitablemente se desordenan; la gente necesita

encontrar y reordenar las ventanas en la pantalla.

Los escenarios ponen de relieve los objetivos sugeridos por la apariencia y el
comportamiento del sistema, lo que las personas intentan hacer con el sistema, los
procedimientos que se adoptan, los que no se adoptan, los que se llevan a cabo con éxito o de
forma errénea y las interpretaciones que las personas hacen de lo que les ocurre. Los
escenarios tienen elementos caracteristicos. Mencionan o presuponen una configuracién. Los
escenarios incluyen agentes o actores, cada uno de los cuales suele tener metas u objetivos.
Todo escenario incluye al menos un agente y al menos un objetivo. Cuando hay mas de un

agente o un objetivo implicado, pueden tener un protagonismo diferente en el escenario.

Los escenarios tienen una trama, incluyen secuencias de acciones y acontecimientos,
cosas que hacen los agentes, cosas que les ocurren, cambios en las circunstancias del
escenario, etc. Las acciones y eventos particulares pueden facilitar, obstruir o ser irrelevantes
para determinados objetivos. Representar el uso de un sistema o una aplicacidén a través de
escenarios con un conjunto de interacciones hace que ese uso sea explicito y, al hacerlo,
orienta el disefio y el analisis hacia una visidn mas amplia de las soluciones. Pueden ayudar a
los disefiadores y analistas a centrar la atencidén en los supuestos sobre las personas y sus

tareas que estan implicitos en los sistemas y aplicaciones.

Las representaciones de escenarios pueden elaborarse como prototipos, mediante el
uso de herramientas de storyboard, video y prototipado rdpido. Son los contextos minimos
para desarrollar una légica de disefio orientada al uso: una determinada decisiéon de disefio
puede evaluarse y documentarse en funcidon de sus consecuencias especificas dentro de
determinados escenarios. Asi, los escenarios pueden proporcionar un marco para la

interaccidn persona-ordenador basada en el disefio.

En la Ingenieria de Software el prototipado se considera esencial para los procesos de

disefio centrados en el usuario. Los prototipos hacen que las ideas abstractas cobren vida, y
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son una forma de involucrar al usuario final en la evaluacion de las ideas de disefio. Ayudan a
probar los requerimientos con el usuario, a fomentar la reflexién sobre el disefio y la eleccion
de alternativas, y a realizar evaluaciones de usabilidad. En el contexto del disefio iterativo, los
prototipos se consideran en general representaciones o implementaciones parciales y
gradualmente refinadas del sistema interactivo que se va a producir. La vision de los
prototipos orientada al producto debe ser complementada con una segunda perspectiva que
pone mas énfasis en el hecho de que los artefactos, las personas y las practicas co-evolucionan
[26]. A modo de ejemplo se presenta el prototipo de un tablero interactivo multi-tactil
utilizado en reuniones para modelar UML. El prototipo estd disefiado para permitir la
interaccion simultdnea en un diagrama compartido en un grupo de trabajo. Los miembros del
equipo pueden trabajar en copias temporales de los elementos del diagrama en su espacio
personal. Las modificaciones son inmediatamente visibles en el espacio del grupo. La esa
"propiedad" temporal se indica con marcos de color alrededor de los elementos seleccionados.
En este ejemplo se pide a los disefiadores que utilicen una nueva tecnologia (multitouch

tabletops) para una herramienta de modelado colaborativo como se muestra en la Figura 17.

Figura 17: Prototipo de un editor de clases multitdctil [26]

Para realizar el disefio de la aplicacidn se seguird la metodologia de disefio centrado en
el usuario. El objetivo del DCU es aumentar la usabilidad (el grado en que un usuario encuentra
facil navegar por una interfaz). El término "usabilidad" también puede referirse a los métodos
gue pueden utilizarse para mejorar el disefio de la interfaz de una aplicacién [40]. Para
cumplir dicho objetivo se realiz6 el modelado a través escenarios de uso y a través de

prototipos como herramienta que muestra el resultado del modelo.
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2.6 Introduccion al concepto de usabilidad y métodos de evaluacién de

usabilidad

A efectos de asegurar que la herramienta tenga un nivel alto de usabilidad y que el
genetista pueda realizar su tarea de manera segura, efectiva y eficiente y asi cumplir con el
objetivo de hacer mas 4gil el proceso de diagndstico se definen las distintas pruebas de

usabilidad que pueden realizarse tales como revisiones de expertos y pruebas de aceptacion.

El creciente interés por la interaccidon persona-ordenador se debe a el deseo de los
disefadores de interfaz de usuario de mejorar la experiencia de los usuarios. Esta estrecha
interaccion con la comunidad de usuarios conduce a una serie de tareas de referencia que
constituyen la base de los objetivos y las medidas de usabilidad. Para cada tipo de usuario y
cada tarea, los objetivos medibles precisos guian al disefiador a través del proceso de pruebas
de usabilidad. La norma ISO 9241 sobre Ergonomia de la interaccién entre el ser humano y el
sistema (ISO, 2013) se centra en objetivos deseables: eficacia, eficiencia y satisfaccién [27]. Las
medidas de usabilidad, revisiones de expertos y pruebas de aceptacidn, que se presentan a
continuacién se centran en los dos ultimos objetivos y conducen mas directamente a la

evaluacidn practica.

Revisiones de expertos

Las revisiones de expertos dependen de la disponibilidad de expertos (cuya
experiencia puede ser en usabilidad o en interfaz de usuario) como consultores que recorren
las funciones clave de la interfaz con un enfoque disciplinado. Las revisiones de expertos
pueden realizarse al principio o al final de la fase de disefio. El resultado puede ser un informe
formal con problemas identificados o recomendaciones de cambios. Los revisores pueden
anotar posibles problemas para discutirlos con los disefiadores, pero el desarrollo de las

soluciones debe dejarse en manos de éstos [27].

Las revisiones de expertos suelen durar entre medio dia y una semana, aunque puede

ser necesario un largo periodo de formacidon para explicar el dambito de la tarea o los
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procedimientos operativos. Hay una gran variedad de métodos de revisién de expertos entre

los que elegir [27].

Pruebas de aceptacion

Las pruebas de aceptacidén son un que garantizan la calidad del producto y determinan
hasta qué punto una aplicacién cumple con la aprobacion de los usuarios finales. Pueden
establecerse criterios medibles para la interfaz de usuario como por ejemplo los siguientes

[27]:

e Tiempo de aprendizaje de funciones especificas por parte de los usuarios.
e Velocidad de ejecucion de la tarea.

e Tasa de errores de los usuarios.

e Retencién de comandos por parte de los usuarios a lo largo del tiempo.

e Satisfaccién subjetiva del usuario.

Otros criterios, como la satisfaccion subjetiva del usuario, la comprensibilidad de los
resultados, el tiempo de respuesta del sistema, la documentaciéon o el atractivo grafico,
también pueden considerarse en las pruebas de aceptacién de productos. El objetivo central
de las pruebas de aceptacion no es detectar fallos, sino verificar el cumplimiento de los

requisitos.

El objetivo de las revisiones por parte de expertos y de las pruebas de aceptacién es forzar
la mayor parte posible del desarrollo evolutivo en la fase previa al lanzamiento, cuando el

cambio es relativamente facil y menos costoso de llevar a cabo [27].
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Capitulo 3: Descripcion del Problema

El presente capitulo describe la problematica actual del proceso de anilisis e
interpretacion del exoma llevado a cabo por el genetista. Luego de obtener el archivo Excel
con las variantes de la muestra con respecto al genoma de referencia el, genetista comienza la
labor de andlisis e interpretacion. Debido a que el archivo Excel cuenta con 4 solapas, cada una
con una tabla de 29 columnas y ademds cada tabla puede tener hasta 50 mil filas, el proceso
de filtrado se hace engorroso y dificil de ejecutar. No estdn centralizados los exomas de todos
los pacientes y no hay trazabilidad entre la historia clinica del paciente, su exoma vy los

informes de resultados.

3.1 Secuenciacion del Exoma

El proceso de secuenciacion que lleva al reporte de las variantes del exoma implicadas
en posibles patologias tiene varias etapas (Figura 18). Se inicia con una toma de muestra de
sangre, a partir de la cual se extrae el ADN y se envia a secuenciar el exoma utilizando técnica
de NGS (Next Generation Sequencing). El resultado de la secuenciacidn es una serie de
archivos de texto plano y archivos de QA utilizados para descartar informacidn por debajo del

umbral de calidad esperado.

Los archivos planos son pre-procesados por un pipeline bioinformatico vy
transformados a un archivo estandar que contiene las variantes de la muestra respecto al
genoma de referencia. Este archivo sera procesado por el equipo de bioinformatica para
generar una planilla Excel que presentara las variantes halladas en los genes relacionados con
el diagndstico presuntivo, las variantes patogénicas y probablemente patogénicas en todos los
genes, las
variantes en los 73 genes de ACMG - American College of Medical Genetics and Genomics [28]
y todas las variantes de todos los genes. La informacion sobre los 73 genes de ACMG se ofrece
de forma optativa a los pacientes, ya que, aunque las variantes no estén relacionadas con el
diagndstico presuntivo tienen una accionabilidad definida y aceptada por la comunidad

médica.
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Figura 18: Proceso de secuenciacion, andlisis e interpretacion del exoma

En todos los casos las variantes presentan:

Campos Descriptivos y en qué cigosidad se encuentra la variante:

Ubicacién genémica.
Gen dentro del cual estd presente la variante.

Variante en heterocigosis u homocigosis (si las dos copias del gen, paterna y materna,

tienen la variante, o sélo una de ellas).

Campos Anotados:

Frecuencia de esa variante en bases de datos de personas sanas (si muchos individuos
sanos la tienen, probablemente no sea causa de enfermedad, y viceversa).

Prediccién de la patogenicidad segun algoritmos bioinformaticos (consideran
comparacién con otras especies y tipo de efecto que tiene la variante sobre la proteina
codificada por el gen).

Significancia clinica: Pathogenic, Likely Pathogenic, VUS (Variant of uncertain
significance), Benign, Likely Benign. Existen bases de datos con este registro. Ejemplo
Clinvar (Base de datos de afirmaciones sobre la importancia clinica y la relacién
fenotipica de la variacion humana [29]) o HGMD (Human Gene Mutation Database

(30])

35 | 110



o Alteracién bioldogica que produce: interrupcion de la sintesis de la proteina,
introduccion de otro aminoacido, perder o ganar algin fragmento de gen, modificar su
procesamiento, entre otras.

® Localizacién de la variante dentro del gen (algunas regiones del gen pueden ser mas
“afectables” por variantes genéticas y provocar patologia, y otras menos), presencia o

ausencia de otras variantes de similar efecto en las cercanias de la variante.

3.2 Detalle del archivo Excel

El archivo Excel que contiene las variantes de la muestra respecto al genoma de

referencia y que se presenta como caso de estudio fue organizado de la siguiente manera:

Solapas

e Todo: Contiene todas las variantes presentes en los genes capturados por el
experimento del exoma.

e Variantes genes fenotipo: Filtra los datos de la solapa Todo por genes asociados con el
diagndstico presuntivo (fenotipos patoldgicos), seleccionados manualmente tras la
valoracion del caso por parte del genetista.

e Variantes Pathogenic y L. Pathogenic: Contiene las variantes patogénicas vy
probablemente patogénicas en todos los genes capturados por el experimento.

e Variantes genes Incidental Findings: Contiene las variantes en los 73 genes de ACMG.
Son genes que, en caso de encontrar variantes en ellos, aunque no estén relacionadas
con la patologia en estudio se pueden informar, si el paciente asi lo desea. Son
hallazgos mas alld de los genes del fenotipo especifico. Presenta alteraciones que
podrian tener un impacto accionable para el paciente. En esta solapa sélo se informan
las variantes patogénicas claras, y no las que sean dudosas mientras que en las otras

solapas puede a veces haber alguna dudosa.
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Columnas

El exoma cuenta con 29 columnas, 12 representativas de los metadatos identificatorios

de la variante, 13 que representan impacto funcional, frecuencia poblacional, predictores

bioinformaticos y significancia clinica y 4 de llenado manual por el médico genetista. A

continuacion, en la Tabla 1 se detallan cada una de ellas.

Denominacién de la colulmna Significado
CHROM Cromosoma dentro del cual esta presente la variante
POS Ubicacidn gendmica
REF Alelo (valor) de referencia
ALT Alelos diferentes al de referencia (en general 1 pero puede haber mas)
Cigosis. Variante en heterocigosis u homocigosis (si las dos copias del gen,
GEN[0].GT paternay materna, tienen la variante, o sdlo una de ellas)
GEN[0].AD Profundidad de lectura
Reads (fragmentos) leidos en esa posicidn se distinguen en cudntos eran
GEN[0].DP de un alelo y cuantos del otro.
1D Identificador de las variante
Gen en el que esta presente la variante. Si bien no es comn, podria
ocurrir que la variante esté presente en mas de un gen en los casos donde
ANN["].GENE més de un gen tienen regiones superpuestas

ANN['].HGVS C

Variante en ADN

ANN['].HGVS P

Variante en proteina

ANN[*].FEATUREID

Transcriptos. Cada gen tiene distintos bloques (exones). Un transcripto es
una forma particular de combinar esos bloques. Seran todos los
transcriptos que incluyan el exon (bloque) que contiene esa posicidn

Metadatos identificatorios
de la variante

ANN['].EFFECT

Efecto funcional de la variante

ANN['1.IMPACT

Impacto funcional en la variante (high, moderate, low)

dbNSFP_EXAC_AF

AN_Adj

AC_Adj

EXAC_AF

Frecuencia poblacional de la variante en bases de datos de personas
sanas

dbNSFP_Polyphen2 HDIV pred

dbNSFP_Polyphen2 HVAR pred

dbNSFP_SIFT pred

dbNSFP_MutationTaster_pred

Predictores bioinformaticos de patogenicidad. A través de ellos podemos
saber si es probable que esta variante/cambio va a generar una patologia
o no

CLNSIG

CLNSIGCONF

Significancia/informacidn clinica de la variante

Terminos HPO - Enfermedad

Tipificacidn del fenotipo en términos HPO y/o denominacion del fenotipo

Patrén de Herencia

51 se sospecha un patron recesivo se priorizara el hallazgo de dos
variantes patogénicas en el mismo gen, o bien una sola en estado
homocigota (en las dos copias del gen, la materna y paterna). Si se
sospecha un patrdn dominante, se espera encontrar un resultade
heterocigota

Relacion con el Fenotipo

Si los genes guardan relacidn con el fenotipo o no

Es Variante Candidata

Si una variante es candidata a ser patoldgica o no

Datos relacionados al
diagndstico

Tabla 1: Descripcion de las columnas representativas del Exoma
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Representacion de los transcriptos

Una variante puede nombrarse distinto segun el transcripto del gen al cual nos
estemos refiriendo con efectos distintos sobre la proteina y la funcién resultante. Es por esto
que en las columnas ANN[*].GENE, ANN[*].HGVS_C, ANN[*].HGVS_P, ANN[*].FEATUREID,
ANN[*].EFFECT, ANN[*].IMPACT, dbNSFP_Polyphen2_HDIV_pred,
dbNSFP_Polyphen2 HVAR pred, @ dbNSFP_SIFT pred,  dbNSFP_MutationTaster pred vy
dbNSFP_MutationAssessor_pred se presenta como contenido una cadena de caracteres
alfanuméricos separados con comas en representacién de las distintas posiciones a las que
refiere, cada una respectiva a la otra, a un determinado transcripto de interés. Por ejemplo, en
un extracto de exoma indicamos los transcriptos de posicién 1y 2 respectivamente segun se

muestra en las tablas 2, 3 y 4 respectivamente:

AN |AN |AN |AN |AN (AN |db AN | AC_ | ExA | db db db db dbNSFP
N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | NSF | _Ad | Adj | C_A | NSF | NSF | NSF | NSF | _Mutat
1G |1H [1H |1.FE | ].EF | ]I |P_E |] F PP |PP|PS|P_ |ionAsse
ENE |GV | GV | AT | FEC | MP | xAC oly |oly |[IFT | Mu | ssor_pr
SC|SP|UR |T ACT | _AF phe | phe | _pr | tati | ed
EID n2_ [ n2_ |ed |onT
HDI | HV ast
V_p | AR_ er_
red | pre pre
d d
SA | n.- | p.Gl | ENS | ups | MO 584 [ 542 |09 |B B T P N
MD | 984 | y48 | TOO | tre | DIFI 38 05 275
11, |A> | 0GlI | 000 | am | ER, 642
SA |G,n |yp. | 466 | _ge | MO 56
MD | .- Gly | 827 | ne_ | DIFI
11 | 104 | 387 | ,EN | vari | ER,
7A> | Gly, | STO | ant, | MO
G p.Gl | 000 | ups | DIFI
y30 | 046 |tre | ER
6Gl | 494 | am
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_ge
ne_
vari

ant

Tabla 2: Extracto de una fila del exoma que posee 2 posiciones del transcripto de un

gen
AN |AN |AN |AN (AN |AN (db | AN |(AC_|ExA |db |db |db |db | dbNSFP
N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | NSF | _Ad | Adj | C_A | NSF | NSF | NSF | NSF | _Mutat
1G |]H |1H [)1.FE | .EF |11 |P_E |j F PP |P_P|PS|P_ |ionAsse
ENE | GV |GV | AT | FEC | MP | xAC oly |oly |[IFT | Mu | ssor_pr
SC|SP|UR |T AC | _AF phe | phe | _pr | tati | ed
EID T n2_ | n2_ | ed onT
HDI | HV ast
V_p | AR_ er
red | pre pre
d d
SA | n.- |p.Gl|ENS | ups | MO 584 | 542 |09 | B B T P N
MD | 984 | y48 | TOO | trea | DIF 38 |05 | 275
11 | A> | 0Gl | 000 | m_g | IER 642
G y 466 | ene 56
827 | _va
rian
t
Tabla 3: Transcripto de posicion 1 dentro del extracto
AN |AN (AN |AN |AN | AN |db |AN |AC_|ExA |db |(db |db |db | dbNSFP
N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | N[* | NSF | _Ad | Adj | C_A | NSF | NSF | NSF | NSF | _Mutat
G |1H |]H |]1.FE | 1.EF | ].1 | P_E |j F PP |P_P|P_S |P_ |ionAsse
ENE |GV | GV | AT | FEC | MP | xAC oly |oly |[IFT | Mu | ssor_pr
SC|SP|UR |T AC | _AF phe | phe | _pr | tati | ed
EID T n2_ | n2_ | ed onT
HDI | HV ast
V_p | AR_ er_
red | pre pre
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SA | ,n.- | p.Gl | ENS | ups | MO
MD | 104 | y30 | TOO | trea | DIF
11 | 7A> | 6Gl | 000 | m_g | IER
G y 464 | ene
948 | _va
rian
t,up
stre
am
_ge
ne_
vari

ant

Tabla 4: Transcripto de posicion 2 dentro del extracto

3.3 Andlisis e Interpretacion

La planilla Excel es interpretada por un grupo interdisciplinario compuesto por
profesionales de bioinformatica y de genética clinica. El objetivo de la interpretacién es
encontrar variantes relacionadas con el fenotipo que presenta el paciente, u otras que sean

relevantes para su salud.

La primera busqueda se realiza en bases de datos como Clinvar[19] o HGMD[20] con el
objetivo de evaluar si el paciente presenta alguna de las variantes registradas como patogénica
para la patologia en sospecha. Si se encontrara, se evallan si hay variantes en genes de los 73
de “incidental findings” que deben ser informados y alli termina la interpretacion. De todas
formas, se miran las otras variantes en los genes relacionados con el fenotipo y las otras
descritas como patogénicas, pero es poco probable que una persona tenga dos patologias
genéticas al mismo tiempo. En los casos mas complejos, las variantes se analizan en diferentes
ejes (descriptos en la seccién de “ejes de informacidn”) que deberdn ser valorados en su

conjunto para tomar una decision.
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Finalmente, se complementa la informacién del Excel con consultas a diferentes bases

de datos bioinformaticas.

Ejes de informacidn utilizada durante el proceso de interpretacion

Para la interpretacion se integra informacion conocida sobre las variantes e

informacién relevada sobre el paciente y su historia familiar. Realizando un proceso de

abstraccién, podemos definir los siguientes ejes de informacién. Analizada cada variante

integralmente en todos los ejes, podra ser filtrada y caracterizada en el contexto del paciente

en estudio.

Relacidn de la variante con los fenotipos del paciente.

Los fenotipos representan las caracteristicas clinicas, conductuales, de
comportamiento del paciente. Por ejemplo, discapacidad intelectual. HPO (Human
Phenotype Ontology) es una ontologia estandar para describir fenotipos. Existen a su
vez sistemas como Phenomizer que permiten priorizar genes (e indirectamente

variantes en esos genes) de acuerdo con el fenotipo que el médico observa.

Frecuencia poblacional de la variante.

El filtro que se hace por frecuencia en poblacidén sana considera la frecuencia conocida
que tiene la enfermedad; si buscamos por ejemplo una enfermedad de 1/10.000
personas, ninguna variante patogénica en ese gen podria tener una frecuencia que sea
mucho mayor que esa (por lo tanto, las descartamos como causales de la
enfermedad). Cuando la frecuencia poblacional de una variante excede el 5% de la
poblacién, es posible descartarla como causal de una patologia monogénica,
precisamente porque excede un umbral de la frecuencia de las enfermedades
genéticas conocidas en cualquier poblacién (hay algunas excepciones muy precisas y

que se analizan puntualmente, como las hemoglobinopatias en etnias africanas).

Consecuencia bioldgica por prediccion bioinformatica.
Se utilizan herramientas como SIFT [31], Polyphen-2 [32], CADD [33], Mutation Tester
[34] que predigan la consecuencia bioldgica (en la proteina) de la mutacion. También

se tiene en cuenta la ubicacidén de la variante en el gen para determinar cuanto puede
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afectar una variante alli (Uniprot [35], String [36]). La interpretacidon finalmente

considera la informacidn en todos los ejes para su clasificacion.

42| 110



Capitulo 4: Modelado del proceso de toma de

decisiones, planteo de escenarios.

En este capitulo se presenta el modelado del proceso de toma de decisiones, llevado a
cabo por el genetista, para arribar al diagndstico final. Para modelar el proceso se realizaron
diversas entrevistas al Dr. Sebastidan Menazzi, médico de planta de la Divisién Genética del
Hospital de Clinicas y Director Médico de la empresa Zoigen & genomIT y al Mg. Matias Butti,
especialista en ciencias de la computacién y en bioinformatica y Director de la empresa Zoigen
& genomlT en las que fueron transmitiendo su trabajo, caminos tomados, puntos de ejecucion
y su experiencia y, a través de la observacion y evaluacion de las actividades, necesidades,
caracteristicas y objetivos del trabajo realizado por el para arribar al diagnéstico de
enfermedades monogénicas. Se realizaron un total de 6 entrevistas, 5 en forma remota y una
en forma presencial. A continuacion, se hace un resumen de los temas tratados y el material
entregado en cada una de ellas:

1. Presentaciéon de conceptos fundamentales de genética, exoma su definicién y sus
solapas y columnas, escenarios donde se indica. Proceso de secuenciacion del exoma.
Proceso de andlisis e interpretacién del exoma. Posible visualizacién de los datos. Se
entregd un exoma en formato Excel.

2. Se presentaron los datos relativos al registro de la historia clinica del paciente. El
médico genetista entregd un ejemplo del mismo. Se introdujo el concepto de
priorizacion de genes a través del panel bioinformatico, se presentd un ejemplo del
mismo. Se presentaron los filtros del exoma, explicando cada uno de ellos.

3. Presentacién de los filtros del exoma (continuacion). Definicion de los pasos del
proceso de filtrado del exoma, orden de ejecucidn, conclusiones en cada paso y
conclusiones post-filtrado acerca del diagnéstico final.

4. Generacion de informes post-diagndstico. Se presentaron dos modelos de informes de
ejemplo. Se introdujo el proceso de retro-alimentacién de diagndsticos futuros. Se
presentd la especificacidon de los requerimientos de visualizacién la cual fue aprobada
por los participantes.

5. Consultas acerca del proceso de filtrado y posterior diagndstico.

6. Presentacion del prototipo finalizado el cual fue aprobado por el médico genetista.
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Se plantean los escenarios de uso durante la ejecucidon del proceso de analisis e

interpretacion de variantes genéticas en un exoma a través de la observacion del proceso

completo de toma de decisiones hasta llegar al diagndstico y seguimiento. En total se

identificaron 4 escenarios de uso que se resumen en la Tabla 5.

Escenario

Descripcion

Escenario previo al filtrado de las
variantes presentadas en el

Exoma

Se realiza el registro de los datos del paciente, el motivo de la
consulta y el conjunto de términos HPO, también se realiza una

primer priorizacién de genes en el panel bioinformatico.

Escenario de filtrado de las
variantes presentadas en el

Exoma

Se realiza el filtrado de las variantes del exoma aplicando los
filtros de significancia clinica, frecuencia poblacional, predictores
bioinformaticos, patrén de herencia e impacto funcional de la

variante.

Escenario posterior al filtrado de
las variantes presentadas en el
del

Exoma, generacion

Diagnéstico

Se registra la consulta manual a las bases de datos de fenotipos,
las variantes que son patoldgicas. Se generan los informes clinico

y de resultados.

Escenario de retro-alimentacidn

de diagndsticos futuros

Se registra la frecuencia poblacional de las enfermedades en la
poblacién argentina y la relacién de la variante con el fenotipo. Se

retroalimenta el panel informatico.

Tabla 5: Planteo de escenarios

Los escenarios se describen a continuacion.

4.1 Escenario previo al filtrado de las variantes presentadas en el Exoma

4.1.1 Registro de los datos de la historia clinica del paciente

El proceso se inicia con la consulta del paciente. Se realiza un registro en la historia

clinica donde se vuelcan las causas de la consulta del paciente. Actualmente, el genetista

realiza dicho registro en papel como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19: Historia clinica del Paciente registrada por el médico genetista

En dicha imagen se observa el registro de los siguientes datos:

Numero de Historia Clinica
Dni del paciente

Nombre y Apellido

Motivo de consulta, causa clinica, signos por los cual se consulta, sintomas

relacionados

Arbol genealdgico (ya sea manuscrito o en forma de prosa). En esta etapa, observando

la genealogia del paciente ya en ocasiones puede pensarse en una enfermedad de tipo

recesiva o dominante.

Términos HPO (fenotipo del paciente), utilizados luego para priorizar los genes.
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4.1.2 Priorizacién de genes a través del Panel Bioinformatico

Luego del registro de los datos de la historia clinica del paciente el médico genetista
realiza una evaluacién clinica del paciente (motivo de la consulta, examen fisico). A partir de
dicha evaluacion clinica surgen una enfermedad/patologia sospechada y/o un conjunto de

términos HPO.

Con estos datos se realiza una busqueda en el panel bioinformatico para obtener un
conjunto de genes candidatos que se espera coincida con los existentes en la solapa “Genes
Fenotipo”. Las columnas que presentara dicho panel luego de la busqueda se definen en la

tabla 6.

Si no se encuentra nada en la solapa “Genes Fenotipo” entonces puede ser que la
priorizacion inicial esté incompleta y, a partir de alli, se analizan la solapa “Variantes
Pathogenic y L. Pathogenic” y/o “Todo” para la busqueda del gen que tal vez a priori no llegd a
estar en el panel bioinformatico (porque o no cumple muchos términos HPO o porque se
pensd en una patologia diferente). Si se encuentra en estas Ultimas pestafias el gen que
coincide con los términos HPO/enfermedad del paciente, entonces la variante pasa a ser una
variante candidata y a tener relacion con el fenotipo y eventualmente se retroalimentara el
panel bioinformatico para un préximo paciente que tenga un fenotipo o un término HPO
parecido. Si se elige obtener resultados ingresando la enfermedad, entonces se realizard una
busqueda en la base de datos de OMIM (Ontologia de enfermedades Mendelianas) por dicho
término. Si se elige obtener resultados ingresando los términos HPO entonces se realizara una
busqueda, de dichos términos, en la base de datos Genecards [37] y para completar el resto de

los datos de la grilla se busca en OMIM a través del GEN devuelto por Genecards.
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Denominacion de la colulmna Comentarios
Ubicacion gendmica Ubicacién del gen
Enfermedad Denominacion del fenotipo
Cigosis. Variante en heterocigosis u

homocigosis (si las dos copias del gen,
paterna y materna, tienen la variante,

Patrén de Herencia o sdlo una de ellas)
Cada entrada de OMIM recibe un
Numeroc OMIM numero dnico de seis digitos

Gen en el que estd presente la
wvariante. 5i bien no es comun, podria
ocurrir que la variante esté presente en
mas de un gen en los casos donde mas
GEN de un gen tienen regiones superpuestas

Tipificacidn del fenotipo en términos
Terminos HPO HPO

Tabla 6: Columnas de un panel bioinformdtico

4.2 Escenario de filtrado de las variantes presentadas en el Exoma

4.2.1 Filtros involucrados

El proceso de filtrado de las variantes del exoma presenta varios caminos posibles
comenzando por el primer filtro que es la frecuencia poblacional. A continuacién, se

presentan los filtros mediante los cuales se arribard a un diagnéstico:

e Filtro significancia clinica de la variante
Este filtro consta de ver si ya esta la variante descripta como patogénica o no en bases
de datos que incluyen significancia, como ClinVar. Se podria eliminar las que figuran
como benignas y evaluar las que son de significado incierto o de interpretaciones
conflictivas de patogenicidad. También se podria mirar en detalle aquellas no
descriptas previamente, que cumplan los criterios siguientes que sugieren

patogenicidad.

e Filtro frecuencia poblacional
Si la frecuencia de esa variante en bases de datos de personas sanas es muy alta
entonces se descarta como posible causa de la enfermedad genética. Generalmente la
columna mds usada es EXAC_AF por ser la mds completa. Se quitan todas las variantes
que estén presentes en mas de 0.05 de la poblacién.  Cuanto mas rara sea la

enfermedad que tiene el paciente, se puede ser mas restrictivo con este valor (soélo
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tomar variantes presentes en menos de 0.01 de la poblacién, por ejemplo), ya que no
se espera que muchas personas porten una variante patogénica para una enfermedad
asi de rara. También podria considerarse que alguien sano puede ser portador de una
variante patogénica (para una enfermedad recesiva, por ejemplo, o una dominante
con penetrancia incompleta, que no exprese necesariamente en todas las personas
que la porten), en este caso no se seleccionarian solo variantes ausentes en EXAC_AF.
Por otro lado, también puede darse que una variante esté en baja frecuencia o
ausente en estas bases pero que sea benigna, ya que hay polimorfismos (cambios
genéticos benignos) de baja frecuencia (especialmente si tenemos en cuenta que

poblaciones como la latinoamericana no estan muy representadas en estas bases).

Filtro predictores bioinformaticos de patogenicidad

Este filtro consta de ver si la variante generard una patologia o no. Los mas destacados
son los que figuran como Damaging (D) o Pathogenic (P). Estos filtros se basan
fundamentalmente en analisis in silico de la variante: si por la posicion en la proteina —
zonas mas o menos relevantes para su funcién- o qué tan conservada estd esa
ubicacién a nivel evolutivo (si en distintas especies es siempre ese aminodcido o puede

variar) se puede estimar si la variante generaria alteraciones en el fenotipo.

Filtro patron de herencia (cigosis):

Este filtro consta de evaluar especialmente las variantes que estan en heterocigosis si
pensamos que se trata de una patologia de origen dominante, o aquellas en
homocigosis si pensamos que se trata de una patologia de origen recesivo
(especialmente si los padres del paciente son parientes entre si). O podemos no quitar
ninguna si se tratara de una heterocigosis compuesta, con variantes patogénicas
diferentes cada una en una copia del mismo gen (si pudiera ser también una
enfermedad autosémico recesiva). Si su valor es 0/1 significa que es un patrdn

heterocigota, 1/1 homocigota, 1/2 heterocigota compuesto.

Filtro Impacto funcional de la variante

Este filtro consta de seleccionar las variantes que tienen impacto alto de la columna
ANN[*].IMPACT. Esto depende del tipo de variante, se cree que generalmente las
sindnimas (cuando no cambia el aminodcido resultante) van a tender a ser benignas,

las nonsense o frameshift (alteracion grave de la funcién de la proteina, como
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interrupcion de su sintesis) tenderan a ser patogénicas y las missense (cambio de un
aminodcido por otro) pueden ser patogénicas o benignas. Hay excepciones, pero es
una idea general de lo que nos sugiere el tipo de variante y su efecto predicho sobre la
proteina. En este punto, también es usada otra informacidn complementaria, pero con
un anadlisis mas bien manual: si es missense y no estd descripta, pero en clinvar
encontramos que otras missense cercanas en el gen estan descriptas como
patogénicas podemos inferir que quiza esta también lo sea. Lo mismo a la inversa, si
muchas missense cercanas son benignas es menos probable que esta variante sea

patogénica.

4.2.2 Trazabilidad del proceso de filtrado de las variantes presentadas en

el Exoma

Debido a que el proceso de filtrado es repetitivo se procedié a definir un orden
especifico en cuanto la seleccién de los filtros y/o solapas en pro a arribar al diagndstico
teniendo en cuenta que la aplicacion del filtro “Patron de Herencia” es independiente del resto
de los filtros. A continuacion, en la tabla 5, se presenta la tabla de trazabilidad de ejecucién y

orden habitual de los filtros:
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T} Enalisis de 1a
solapa
GenesFenotipo

Utilidad vs. otras
solapas: ya al
tener precargados
los genes de
interés podemos
concentrarnos en
variantes que
quizas no estén
todavia definidas
como patogénicas
[salapa

Clinvar:

Orden habitual de filtros:

Otra opcidén es concentrarse en

Columna frecuencia poblaciconal (ExAC_AF)
valores <0,05
Columna de significancia clinica en Clinvar

[CLNSIG) patogénica, likely patogénica o
VUS-significado incierto-no descripta

Columna de impacto (AMMN[*].IMPACT) high,
moderate o modifier

Columna de predictores
[dbMNSFP_Polyphen2 HDIV_pred)
damaging/pathogenic
%i hasta ahi no se encontraron
sospechosas, se vuelven a mirar en otro
orden, basado en el impacto de la
proteina y obviando clinvar:
Columna de impacto (ANN[*].IMPACT)

high, moderate o modifier
Columna frecuencia poblacional

[ExAC_AF) valores <0,05
Columna de predictores
[dbMNSFP_Polyphen_ HDIV_pred)
damaging/pathogenic

Columna de significancia clinica en Clinvar
[CLNSIG) patogénica, likely patogénica o
VUS-significado incierto-no descripta
Columna frecuencia poblacional (ExAC_AF)
valores <0,05

Columna de predictores
(dbMSFP_Polyphen2_HDIV_pred)
damaging/pathogenic

pathogenic)

2) Andlisis de la solapa
Pathogenic

Utilidad vs. otras
solapas: ya al tener
precargadas las
variantes conocidas
como patogénicas,
podemos
concentrarnos en
genes que quizas no
estén todavia tan
definidos como
asociados con el
fenotipo del paciente,
0 que sean
diagndsticos
diferenciales que
quizds no
consideramos
inicialmente en la

Orden habitual de filtros:

Columna frecuencia poblacional (ExAC_AF) valores
<0,05

Columna de impacto (ANN[*].IMPACT) high,
moderate o modifier

Columna de predictores
(dbNSFP_Polyphen2_HDIV_pred)
damaging/pathogenic

Columna de genes: ir viendo manualmente qué
genes estan relacionados con el fenotipo del
paciente o no (*)

consulta.
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3) Andlisis de la solapa
Incidental

Utilidad vs. otras
solapas: esta solapa es
especial, porque no
guarda relacion con el
fenotipo / motivo de
consulta del paciente
sino que son genes que
podrian tener impacto
de tratamiento
(accionables) si se
encontrara
accidentalmente
alguna alteracion. Solo|
se van a informar las
variantes
patogénicas/likely
claras.

Orden habitual de filtros:

También aca se suele ver en forma

independiente de clinvar:

Columna de significancia clinica en Clinvar (CLNSIG)
patogénica o likely patogénica (SOLO ESAS 2)
Columna frecuencia poblacional (ExAC_AF) valores
<0,05

Columna de impacto (ANN[*].IMPACT) high,
moderate o modifier

Columna de predictores
(dbNSFP_Polyphen2_HDIV_pred)
damaging/pathogenic

Columna frecuencia poblacional (ExAC_AF) valores
<0,05

Columna de impacto (ANN[*].IMPACT) high,
moderate o modifier

Columna de predictores
(dbNSFP_Polyphen2_HDIV_pred)
damaging/pathogenic

4 analizsisdels
solapa Todos

Utilidad vs. otras
=olapas: 5e uss
cuando las otras
pestafias nonos
diergn infarmacion
suficiente para el
dizggndstico,

Crden habitual de filtros:

Columna frecuencia poblacional [ExAC_AF)
valores <0,05

Columna de impacto [ANN[*].IMPACT) high,
moderate o modifier

Columna de predictores
[dBNSFP_Polyphen2_HDIV_pred)
damaging/pathaogenic

Columna de significancia clinica en Clinvar
[CLNSIG) patogénica, likely patogénica o VUS-
significado incierto-no descripta

Columna de genes: irviendo manualmente que
genes estan relacionados con el fenotipo del
paciente ono (serealiza una consulta manual
de los genes relacionados al fenotipoo
conjunto de fenotipos del paciente, se
consultan las bases de OMIM[29]y
Phenomizer[22], entre otras. |

Tabla 6: Trazabilidad del proceso de filtrado de las variantes presentadas en

el Exoma

4.3 Escenario posterior al filtrado de las variantes presentadas en el

Exoma, generacion del Diagndstico

4.3.1 Registro de la consulta manual a bases de datos de fenotipos

Para completar el proceso de filtrado se realiza una busqueda manual de los genes
relacionados al fenotipo o conjunto de fenotipos del paciente consultando las bases de OMIM

y Phenomizer, entre otras. La busqueda puede realizarse de dos maneras:
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- buscar los sintomas del paciente, describiendo cada uno como un "fenotipo",
para llegar al cuadro clinico general, o conjunto de fenotipos
- buscar si los genes en los cuales se hallaron variantes se corresponden con ese

conjunto de fenotipos.

La forma de tipificar un fenotipo es con los términos HPO. Luego de ubicados esos
términos se correlacionan con los genes que pueden ser los causales y se deja registro en la
columna “Términos HPO” conjuntamente con el “Patréon de Herencia” y la constancia de
“Relacion con el fenotipo” (si/no). A modo de ejemplo si una variante es benigna, pero tiene
mucha relacion con el fenotipo se registra como relacionada al fenotipo, en este caso no serd

candidata.

4.3.2 Registro de variables patoldgicas

Una vez encontrada una variante candidata en un gen, relacionada con el fenotipo del
paciente y coincidente con el patrén de herencia sugerido por su genealogia se deja registro de

que dicha variante es posiblemente patoldgica.

Finalmente, se hace un “curado” o andlisis manual detallado de las variantes
candidatas que se obtuvieron del proceso, hasta que, idealmente, se identifica la variante
causal o de relevancia para el paciente (o el conjunto de estas). Dicha identificacién se
realizard a través del registro en la columna “Variante Candidata” (si/no). Las variantes
candidatas son de baja frecuencia, por el tipo de cambio en la proteina parecen generar algun
dano o tal vez se encuentren en otras bases de datos que otros investigadores las hayan

encontrado en pacientes con la misma patologia.

4.3.3 Generacion de informes

Luego del registro de las variables patoldgicas se generan dos informes, el Informe de
Resultados que se entrega al paciente y el Informe Clinico. En el Informe de Resultados

quedard registrado:
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e Indicacidn clinica (causa por la cual fue solicitado el estudio)

e Los resultados, es decir se informa la variante de secuencia asociada con el fenotipo
que genera la patologia en el paciente y los motivos que justifican por qué esta es la
variante patogénica.

e Diagndstico molecular.

® Metodologia utilizada para la deteccién

e Informe clinico que indica qué cuidados deberan ser hechos a futuro, los signos de la
patologia, riesgos futuros.

® Interpretacién clinico-biolégica que describe las evidencias de que la variante es la
causa de la enfermedad del paciente, la justificacion de por qué la variante es
patoldgica.

e Descripcidon de los genes hallados intermedios, previos a arribar al resultado final si es
que los hubo.

e Informacion suplementaria.

e Referencias/ontologias consultadas.

e Notas.

A modo de ejemplo, se proporciona un documento descriptivo del Informe de Resultados
Anexo | - Informe de resultados estudio de Exoma por secuenciacion masiva analisis de

hallazgos clinicamente relevantes, Sebastian Menazzi (2020).

En el Informe Clinico quedara registrado:

® Motivo por el cual se realizé el estudio genético. Indicacidn clinica.

e Resumen de los antecedentes personales y familiares del paciente

e Resultados (variante de secuencia asociada con el fenotipo).

e Diagndstico molecular. Frecuencia del trastorno, manifestaciones clinicas que tiene.
Caracteristicas a nivel molecular. Motivos, si es que los hubiere, de posibles sospechas
del paciente acerca de una patologia que no termind siendo la detectada.

e Controles recomendados. Prevencidon. Medidas de reduccidn del riesgo de
enfermedades futuras.

® Asesoramiento genético a familiares del paciente, medidas preventivas al respecto.

® Resultados relacionados a la solapa “Incidental Findings”.
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A modo de ejemplo, se proporciona un documento descriptivo del Informe de
Resultados - Anexo Il — Informe de asesoramiento genético, estudio de Exoma por

secuenciacion masiva y estudios complementarios

Por ultimo, de ser necesario, se consultan las ontologias/repositorios de enfermedades
monogénicas para postular qué genes pueden ser causales del fenotipo que se observa en
relacidon a la patologia diagnosticada para buscar evidencias y publicaciones relacionadas a

dicha enfermedad.

4.4 Escenario de retro-alimentacion de diagndsticos futuros

El proceso de retro-alimentacion de diagndsticos futuros puede ocurrir de dos

maneras:

e Detectando enfermedades monogénicas frecuentes o altamente frecuentes en la
poblacién Argentina.

o Detectando la relacion de la variante con el fenotipo en diagndsticos previos.

4.4.1 Relacién de la variante con el fenotipo

Puede darse el caso de encontrar una variante candidata en un paciente con un
fenotipo determinado y no tener disponible los datos necesarios para calificarla de patogénica
porque no estaba descripta en ninguna base. Si se encontrara algun paciente mas con la
misma caracteristica entonces debe registrarse esa informacion a fines de retro-alimentar el
proceso. De lo expuesto anteriormente se concluye que, al momento de analizar nuevos
exomas, deben generarse alertas en variantes similares acerca de si tienen relacién con el

fenotipo o no.

54 | 110



4.4.2 Frecuencia poblacional de enfermedades monogénicas en la

poblacién argentina

Basados en el conocimiento de que la columna de frecuencia poblacional es
representativa solo de paises desarrollados sabemos que los paises latinoamericanos se
encuentran sub-representados, puede ocurrir que en dicha columna haya baja frecuencia lo
que induce a pensar que la variante no es patoldgica, pero, luego de diagnosticar la variante
como patoldgica en tal vez mds de 500 exomas, entonces, se puede deducir que es mucho mas

frecuente en nuestra poblacion.

De lo expuesto anteriormente se concluye que, al momento de analizar nuevos
exomas, las variantes patoldgicas curadas anteriormente deben generar alertas a efectos de
ser identificadas como frecuentes o altamente frecuentes en la poblacién argentina, con lo

cual se debe calcular en qué proporcidn de pacientes esta variante aparecio.

4.5 Retroalimentacion del Panel Bioinformatico

Aquellos genes que no fueron encontrados en la busqueda inicial del panel
bioinformatico y que fueron registrados por el genetista como “Relacién con el Fenotipo” con
un “Si”, los términos HPO con lo cual es una “Variante Candidata” entonces deberan
retroalimentar la base de datos del panel bioinformatico. El fenotipado del paciente, en el
proceso de retroalimentacion de diagndsticos futuros, cobra importancia debido a varios

motivos. Los mas importantes se exponen a continuacién:

- El experimento de exoma secuencia miles de genes al mismo tiempo, y por
el momento el conocimiento sobre el significado de cada variante hallada
(o posible) en cada gen es incompleto. Esto significa que hay todavia
demasiadas incertezas como para hacer un andlisis totalmente libre de
sesgos, evaluando e informando en forma automatizada todos los
resultados de cada variante (definiendo si son causa clara del problema

médico o no).
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- Con relacién con el sesgo de conocimiento, a veces a nivel bioldgico se dan
situaciones complejas: una Unica variante en un gen aparentemente
recesivo alcanza para dar con una enfermedad, o se combina con otro gen
en un modelo de tipo "digénico", o una variante que no aparenta ser

demasiado grave en realidad lo es.

Todo esto hace que uno de los factores clave para definir un diagndstico es si
concuerda o no lo que se ve con lo que tiene el paciente y, por lo tanto, preseleccionar de
acuerdo con el fenotipo cudles seran los genes de interés mas importantes a analizar resulta

clave.
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Capitulo 5: Especificacion de los

requerimientos de la solucion

En este capitulo se describiran los requerimientos funcionales que debe satisfacer la

herramienta a partir de los escenarios de trabajo relevados en el capitulo 4.

5.1 Requerimientos de Visualizacion del proceso de filtrado del Exoma.

La herramienta a desarrollar debe contar con los datos generados en el VCF ya
disponibles y anotados en una base de datos. Luego de que el genetista entreviste al paciente
deberda permitir registrar los datos de la historia clinica del mismo. Las variantes y anotaciones
deberan ser desplegadas en forma tabular en el espacio central del browser. Cada columna
debera ser ocultada o desplegada segun la relevancia en el filtrado permitiendo al genetista
focalizarse en la informacidon mds importante. La totalidad de los registros deberd navegarse a
través de la paginacién. El panel de filtrado debera mostrar los filtros que se aplican al exoma,
cada uno de los filtros se aplica independientemente pudiendo también ser ejecutados

conjuntamente, la grilla que presenta los resultados debera filtrarse dindmicamente.

Opcion Historia Clinica

La herramienta debera permitir, en el proceso previo de filtrado de las variantes,
registrar los datos de la historia clinica del paciente seglun lo definido en el punto “4.1.1

Registro de datos de la historia clinica del paciente”.
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Opcion Panel Bioinformatico

Para la definicién del panel bioinformatico la herramienta deberd disponibilizar una
opcidn que permitira ingresar, en un campo de texto, el fenotipo (tanto por término HPO
como por enfermedad) y como resultado se mostrara una grilla que muestra las columnas
resultado segun lo definido en la Tabla 6 del punto “4.1.2 Priorizacién de genes a través del

Panel Bioinformatico”.

Opcion Filtrado de Variantes

Esta sera la opcidn principal. La herramienta habilitard, en primer lugar, una bandeja
de entrada de nuevos exomas por paciente. Una vez seleccionado el paciente al que se desea
diagnosticar se visualizaran las 4 solapas que contienen las variantes de la muestra respecto
del genoma de referencia: solapa “Todos”, solapa “Variantes genes fenotipo”, solapa
“Variantes Pathogenic y L. Pathogenic” y solapa “Variantes genes Incidental Findings” segun lo
definido en el apartado “Solapas” del punto 3.2. Cada una de las solapas mostrard las
columnas definidas en el apartado “Columnas” del punto “3.2 Detalle del archivo Excel” con el
contenido del exoma en formato grilla siendo las ultimas 4 columnas editables para permitir el
llenado manual por parte del genetista, en el escenario posterior al filtrado, de los siguientes

campos:

- “Términos HPO”, “Patron de Herencia”, “Relacién con el Fenotipo” segun lo
definido en el punto “4.3.1 Registro de la consulta manual a bases de datos de

fenotipos”.

- “Es variante candidata” segun lo definido en el punto “4.3.2 Registro de variables

patoldgicas”.

Las columnas dbNSFP_EXAC_AF vy EXAC_AF seran mostradas con un valor con 4
decimales y las columnas indicadas como identificatorias de la variante definidas en el
apartado “Columnas” del punto “3.2 Detalle del archivo Excel” apareceran ocultas en primera

instancia y se disponibilizard una opcién que permita desplegarlas, en caso de ser necesario. La
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grilla que muestra la cantidad total de filas del exoma debera ser navegable a través de una

opcion de paginacién.

El panel de filtros de las variantes sera aplicable indistintamente en cualquiera de las
solapas. Dichos filtros seran ejecutados, segln lo definido en el punto “4.2.2 Trazabilidad del
proceso de filtrado de las variantes presentadas en el Exoma” debiendo las grillas filtrar sus
datos dindmicamente en el mismo momento de ejecucidn del filtro y se contard con la

posibilidad de guardar los filtros ejecutados para un préximo analisis sobre el mismo exoma.

Se define la necesidad de contar con un control de rango para seleccionar la posicion
del transcripto que desea visualizarse del exoma adaptando asi el contenido de las columnas a
mostrar la posicién deseada. Dicho control serd agregado en el panel de filtros de variantes
debiendo el sistema comportarse, en la visualizacion del contenido del exoma, segun lo
definido en el apartado “Representacidon de los transcriptos” del punto “3.2 Detalle del archivo
Excel”. El nivel de profundidad de la navegacion de los transcriptos sera fijado arbitrariamente

en 10 pero es N.

La frecuencia poblacional un control de rango de entre 0 y 0.05. El patrdn de herencia
serd un desplegable con la siguiente lista de opciones seleccionables: 0/1 (Heterocigota), 0/1
(Heterocigota) y 0/1 (Heterocigota). Los Predictores Bioinformaticos seran un desplegable con
la siguiente lista de opciones seleccionables: A (Disease Causing Automatic), B (Benign), D
(Probably Damaging). La significancia clinica serd un desplegable con la siguiente lista de
opciones seleccionables: Benign, Likely Benign, Conflicting Interpretations Of Pathogenicity,
Uncertain Significance, Likely Pathogenic, Pathogenic, Drug Response, Association, Protective,
Risk Factor, Not Provided, Other. El impacto funcional de la variante serd un desplegable con la
siguiente lista de opciones seleccionables: High, Moderate, Modifier, Low. Para facilitar el
proceso de retro-alimentacion de diagndsticos futuros, toda vez que aparezcan nuevos

exomas:

- Se mostrard una alerta acerca de la relacién de variantes similares con el fenotipo,

segun lo definido en el punto “4.4.1 Relacion de la variante con el fenotipo”
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resaltando la fila de la grilla que representa la variante donde se detectd la
patologia con otro color. El contenido de la celda “Relaciéon con el Fenotipo”

deberd estar en “SI”.

- Se presentard una alerta de las variantes curadas anteriormente identificindolas
como frecuentes o altamente frecuentes indicando en qué proporcién de
pacientes aparecié. Dicha alerta se vera reflejada en la fila de la grilla que
representa la variante donde se detectd la patologia (columna “Es variante
candidata” en “SI”) disponibilizada a través de una ayuda contextual de tipo tooltip
con el dato, segun lo definido en el punto “4.4.2 Frecuencia Poblacional de

enfermedades monogénicas en la poblacién argentina”.

Opcion Informe de Resultados, Opcién Informe Clinico

Se disponibilizaran dos opciones: una de creacién del “Informe de Resultados” y la otra
de creacion del “Informe Clinico”. Ambas opciones comenzaran a través del llenado de un
formulario que luego de ser completado habilite la generacién de los mismos en archivo de
formato pdf. Los campos de ingreso del formulario, para cada uno de los informes, seran los
definidos en el apartado “Generacién de informes” del punto 4.3, para cada uno de los

informes respectivamente.
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Capitulo 6: Solucion propuesta

En este capitulo se avanza con las etapas de ideacion y prototipado de la herramienta
Exoma Browser como solucién propuesta para proveer al médico genetista soporte para el
proceso de andlisis e interpretacion de variantes genéticas en el exoma humano vy asi alcanzar
el diagndstico del paciente. Dicho prototipado utiliza como punto de partida el prototipo de

Stock Screener del sitio Investing.com.

6.1 Stock Screener de Investing.com como referencia

Un Stock Screener es una manera de buscar el éxito en el mercado de valores
averiguando cuales son las mejores acciones en las que invertir. Hay miles de acciones
cotizando en los mercados entre las que los inversores deben elegir filtrando una lista de

acciones potenciales hasta llegar a las que se ajustan criterios propios, ya sea de rentabilidad,

riesgo o tamafio [38].

ch v . Sign In / Free Sign Up i) a
Obteneé un bono de $50 en BTC .
i i c = i . g Registrate ahora
Ademas, jdisfruta del Spot trading sin cargo! ' —
Stock Screener “ Top Screens W | My Screens i
EE United States ~ | | £ anExchanges ~ @ Al Sectors ~ || b AllIncustries ~ H a1 Equity Types - Advanced Screener
Add Criteria Edit Criteria (Matches: 3041) Save | Clear All
Popular P/E Ratio
1-Year Change -100.00 372 90K
Ratios Market Cap
Price 1-Year Change Market Cap 1.00 2 28T
Volume & Volatility Dividend Yield {%)
ividend Yield (% .
Fundamental Average Vol. (3m) Dividend *Yield (%) 0.01 2 51K

Advanced Metrics
Dividends

Technical Indicators

Screener Results (3041) L} pownload Resuits L SIITUIETS?
[ Overview | Fundamental | Technical | Performance | Candlestick Patterns
Name Symbol Exchange Last Chg. % Market Cap + Vol.

B=  Apple AAPL NASDACQ 141.47 -5.59% 228T 78 90M
EE Microsoft MSFT NASDAQ 23496 -2.53% 1.75T 13.87M
= Broadcom Mandatory AVGOP NASDAQ 142014 -1.65% 732328 16.81K
EZ=  UnitedHealth UNH NYSE 50412 -1.91% 472218 1.30M
E=QNEN] JNJ NYSE 164.27 -1.26% 432.218 3.52M
EE visaA v NYSE 179.29 0.08% 371.15B 5.45M
®=  Exxon Mobil XOom NYSE 88.55 -0.35% 370.04B 10.00M
= Taiwan Semiconductor TSM NYSE 68.69 -4 77% 356 51B 9 45M
®=  Tencent Holdings TCTZF OTC Markets 34305 -3.59% 324.90B 15.86K
Z= Roche Holding Participation RHHVF OTC Markets 32338 -2.3% 315958 54 19K
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Bank of America Corp Pe ADR BAC_pe NYSE 19.34 110 249658 187K

.

%= Bank of America Corp Pg ADR BML_pg NYSE 19.21 -0.70 249.65B T.0TK

% Bank of America Corp Pj ADR BML_pj NYSE 19.69 1.27 249658 475K

% Bank of America Corp Pl ADR BML_p NYSE 2005 183 249858 26.21K

= Bank of America Corp Pl Pref BAC_p NYSE 1.20K 091 249 658 6.71K

= Pfizer FFE NYSE 4443 077 249.36B 16.46M

%  gamsung Electronics Co SSNLF OTC Markets 40.60 0.00 246.78B 0.00

% Coca-Cola KO NYSE 56.98 1.06 246428 21.45M

B pepsiCo PEP NASDAQ 168.67 1.60 232.75B 5.2TM

%= Novo Nordisk ADR NVO NYSE 99.36 361 226.97B 1.38M

= Merck&Co MRK NYSE 86.78 1.10 219.84B 6.83M

2 Costco COsT NASDAQ 48829 209 216.15B 2.41M

B Alibaba ADR BABA NYSE 80.99 401 214 428 20.58M

&= Alibaba BABAF QTC Markets 9.93 1.85 214.42B 111K

8 Industrial Commercial Bank of ... IDCBY OTC Markets 9.32 -0.43 214 368 213.37K
H:: <5570 Next

Figura 20: Stock Screener, panel principal [38].

La herramienta Stock Screener de Investing.com (Figura 20) presenta como
caracteristicas un panel de filtros con posibilidad de guardarlos para préximas operaciones, el
manejo de solapas que muestran distintas vistas de las empresas que poseen acciones, la
posibilidad de bajar los resultados a un archivo, el filtrado automatico de los resultados ni bien
se aplican los filtros y la opcién de paginacién por tratarse de un gran volumen de datos que
requieren andlisis y criterios complejos de decisidn. Es por eso que fue tomado como modelo

de base ya que satisface requerimientos similares a los de Exoma Browser.

6.2 Prototipo herramienta Exoma Browser

Con el objetivo de cumplir los requerimientos del proceso de andlisis e interpretacién
de variantes del exoma, llevado a cabo por el médico genetista, se presenta la herramienta
Exoma Browser (disponible online) [39] que permite la ejecucidon de los escenarios hasta
arribar al diagndstico final y también permite registrar los datos que permiten retro-alimentar
diagndsticos futuros. Dicha herramienta fue construida en base a una Arquitectura Web y con
las siguientes tecnologias: HTML, Javascript, CSS, Bootstrap y JQuery.

El Exoma Browser (Figura 19) acelera los tiempos de evaluacién diagndstica, concentra
los datos del paciente y su exoma y aumenta la sensibilidad del proceso de deteccién de

variantes patogénicas facilitando también el registro de los términos HPO asociados, su patrén
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de herencia, si guarda relacion con el fenotipo o no y finalmente si es una variante candidata a

ser patogénica a través de los campos editables de la grilla.

Analisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano

Historia Clinica o ) :
_————— Soporte al proceso de andlisis e interpretacién de variantes genéticas en exoma humano
Panel Bioinformatico . .

Tesista: Moreyra, Cecilia Alicia

Filtrado de Variantes Maestria en Ingenieria de Software
Director: Dr. Andrés Rodriguez
Informe de Resultados Co-directora: Dra. Alejandra Garrido

L. Asesor Cientifico: Mg. Matias Butti, Dr. Sebastidn Menazzi
Informe Clinico

Figura 19: Exoma Browser, panel principal [39].

6.2.1 Escenario previo al filtrado de variantes presentadas en el Exoma

En el escenario previo al filtrado de las variantes se permitira cargar, a través de un
formulario accesible desde la opcién Historia Clinica, los datos relacionados al paciente

asociados a un Numero de Historia Clinica (Figura 21).

Andlisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano

Fional ki N Historia Clinica del Paciente

Panel Bicinformatico
Filtrado de Variantes

nforme/delieshados Numero de Historia Clinica:

Informe Clinico

DNL

Mativa de la Consulta:

Arbol Genealégico:

Términos HPO:

Figura 21: Exoma Browser, registro de los datos de la Historia Clinica del

Paciente [39].
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A efectos de que el genetista pueda realizar la priorizacion de los genes la herramienta

Exoma Browser presenta el panel bioinformatico que permite realizar la busqueda por

fenotipo, ya sea por término HPO como por enfermedad en bulsqueda del gen que determina

si la variante es patoldgica o no lo es (Figura 22).

Anélisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano

Historia Clinica

Panel Bio-informatico

Panel Biginformatico

Filtrado de Wariantes

Informe de Resultados

Fenctipo (por término HPC o por enfermedad):
Informe Clinico

2q23.3

Ubicacién GendmicalEnfermedad Patrén de Herencial

Nro OMIM|Gen

Términos HPO)

AD

5! CACHALA

-0000005

sl sinus marphology AD

mucosa morphalogy | AD

Figura 22: Exoma Browser. Panel Bio-Informadtico. Busqueda por fenotipo

[39].

6.2.2 Escenario de filtrado de las variantes presentadas en el Exoma

En el escenario principal de filtrado de las variantes el genetista selecciona, de una

bandeja de entrada de nuevos exomas, con qué paciente querra trabajar. Luego de esto es

presentado un panel de seleccién de los filtros involucrados en el proceso de obtencién del

diagndstico: Nro de Transcripto, Frecuencia Poblacional, Patrén de Herencia, Predictores

Bioinformaticos, Significancia Clinica, Impacto Funcional de la Variante (Figura 23).

64 | 110



Historia Clinica

Panel Bioinformatico

Filtrado de Variantes

Informe de Resultados

Informe Clinico

Analisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano

Analisis de variantes de exoma

Exoma - Historia Clinica Nro: 392845
Exoma - Historia Clinica Nro: 765839
Exoma - Historia Clinica Nro: 294778

Nro. de Transcripto

Patrén de Herencia

Significancia clinica None selected ~

None selected ~

Frecuencia
Poblacional

Predictores Bioinformaticos

Guardar Filtros | Borrar Filtros | Bajar Exoma

——

None selected ~

Impacto funcional de la variante None selected

Figura 23: Exoma Browser, panel de filtrado de variantes [39].

A medida que los filtros van siendo seleccionados, dindmicamente se filtran los datos

presentados en las grillas. De ser necesario el genetista podra guardar la seleccién de los filtros

para continuar el proceso de diagndstico en otro momento a través de la opcién “Guardar

Filtros” que brinda la herramienta. Las solapas estan listas para ser seleccionadas y despliegan

una grilla con las columnas y sus correspondientes datos. Se presenta una opcion para ocultar

los datos de identificacién de la variante a través del botén “Ver identificacién” (Figuras 24 y

25).

Historia Clinica

Panel Bioinformético
Filtrado de Variantes
Informe de Resultados

Informe Clinico

Genes Fenotipo

Ver Identificacion

Pathogenic

Incidental

Todos.

Anélisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano

Figura 24: Exoma Browser, solapas con columnas identificatorias de la variante [39].
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Panel Bioinforméatico
Filtrado de Variantes
Informe de Resultados

Informe Clinico
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Figura 25: Exoma Browser, solapas sin columnas identificatorias de la variante [39].

Se podra paginar para navegar la totalidad de los registros (Figura 26).
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Figura 26: Exoma Browser, paginacion [39].

6.2.3 Escenario posterior al filtrado de las variantes presentadas en el

Exoma, generacion del diagndstico
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En el escenario posterior al filtrado de las variantes el genetista registrara los
“Términos HPQO”, el “Patrén de Herencia” y la “Relacidon con el Fenotipo” (si/no) luego de
buscar manualmente los genes relacionados al fenotipo o conjunto de fenotipos. Estos datos
seran ingresados manualmente en las columnas destinadas a tal efecto, denominadas con el
mismo nombre. Si una variante se encuentra relacionada con el fenotipo, opcidn “si”, la fila

correspondiente se resaltara con otro color (Figura 26).

También se registrara si una variante es posiblemente patoldgica en la columna
“Variante Candidata” (si/no). Si una variante es candidata a ser patoldgica, opcion “si”, la fila

correspondiente se resaltara con otro color (Figura 27).

Andlisis de Variantes Genéticas en Exoma Humano
Historia Clfnica Exoma - Historia Clinica Nro:
- Exoma - Historia Clinica Nro:
Panel Bioinformatico
Filtrado de Variantes
Informe de Resultados Guardar Filtros | Borrar Filtros | Bajar Exoma
Informe Clinico Nro. de Transcripto Frecuencia
*
Patrén de Herencia None selected ~ Predictores Bioinformaticos  None selected ~
significancia clinica  None selected ~ Impacto funcional de la variante  None selected ~
Genes Fenotipo  Pathogenic  Incidental  Todos
GBNSFP [\ b polyphenz | GONSFP | dONSFP dbNSFP Términos [ Patrén | Relacion | Es
ANN[LIMPACT | dbNSFP_EXAC_AF | AN_Ad] | AC_Ad] | EXAC_AF | Polyphen2 | o o '/ VP! SIFT | MutationTaster | MutationAssessor | CLNSIG CLNSIGCONF [HPO - | de conel | Variante
HDIV pred P pred |pred pred Fenotipo | Herencia | Fenotipo | Candidata

HP-0000006 | AD

si

si

Figura 27: Exoma Browser, registro de la consulta manual a bases de datos

de fenotipos [39]

Luego del registro de las variantes patoldgicas el genetista procedera a la generacion
de informes cargando los datos en los formularios y ejecutando la opcién de impresion

(Figuras 28 y 29).
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Informe de Resultados

Informe Clinico
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Informe de Resultados

indicacion clinica

Resultados

Diagnostico molecular

Metodologia utilizada para la deteccion

informa cifnice

Pascripcian de genes infermedios

Informacion suplementaria

Referencias/Ontologias consultadas

Notas

La operacién se ha realizada con &xito. Dascargar Informa

Figura 28: Exoma Browser, Informe de Resultados [39].
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Panel Bioinformético

Filtrado de Variantes

Informe de Resultados

Informe Clinico

Anlisis de Varian

Informe Clinico

Motivo por el cual se realizé el estudio genético

Genéticas en Exoma Humano

Resumen de los antecedentes personales y familiares del paciente

Resultados (variante de secuencia asociada con el fenotipo)

Diagnéstico molecular

Contrales recomendados
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Diagndstico molecular

Controles recomendados

Asesoramiento genético a familiares

ncidental Findings

o Lo

La operacion se ha realizado con éxito. Descargar Informe

Figura 29: Exoma Browser, Informe Clinico [39].

6.2.4 Escenario de retro-alimentacién de diagndsticos futuros

En futuros exomas si se encontrara que hay una variante similar a otra analizada
anteriormente e identificada como relacionada el fenotipo entonces la fila aparecera resaltada

con otro color.

Con respecto a la frecuencia poblacional de enfermedades monogénicas se muestra, a
través de una alerta del estilo tooltip, en qué cantidad de pacientes fue encontrada esta
variante que anteriormente se diagnostic6 como patogénica (Figura 30). La fila de dicha

variante se presenta resaltada en la grilla con un color diferente.
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Filtrado de Variantes
Informe de Resultados Guardar Filtros | Borrar Filtros | Bajar Exoma
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Figura 30: Exoma Browser, tooltip de variante candidata relacionada con el

fenotipo [39].

6.3 Validacion del producto

En este capitulo se presentan dos casos de validacion de forma de mostrar que la
herramienta propuesta es valida para ser usada por otros profesionales dentro de la misma
especialidad. Segun los conceptos introducidos en la seccién 2.6 Introduccidn al concepto de
usabilidad y métodos de evaluacién de usabilidad, se realizé una revisién por expertos a través

entrevistas realizadas a dos profesionales de la salud que desempefan actualmente su cargo
en dreas relacionadas a la genética y la bioinformatica.

En dichas entrevistas se mostrd la herramienta, se realizaron pruebas de usabilidad y
se presenté un cuestionario SUS (System Usability Scale) [41] para ser respondido con su nivel
de satisfaccidon y con la finalidad de documentar todos los criterios medibles tales como
aprendizaje, performance, tasa de errores y otros con el objetivo de evolucionar el desarrollo

propuesto.

6.3.1 Caso de Validacion: Dr. Gabriel Ercoli, médico Genetista

El Dr. Gabriel Ercoli desempeiia actualmente su funcién como Director Médico de
“Genesia, Centro Integral de Genética”. Se lo convocd a una entrevista en la cual se mostré la
herramienta y sus principales mddulos en funcionamiento y luego el mismo ejecuté la prueba.

En su opinién la misma: “tiene sentido, cierra, va por el camino adecuado”.
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No encuentra inconsistencias. Es Gtil con respecto a la retro-alimentacion del panel
informatico que se lleva a cabo luego de todo el proceso de filtrado ya que “es muy importante
tener tu propia base”. La terminologia es la que usa en su trabajo diario, es facil de entendery
le es familiar.

Las opciones que presenta son correctas, no agregaria ni restaria ninguna, el proceso
esta “completamente contemplado del principio al final”.

Con respecto a las bases de datos genéticos consultadas durante todo el proceso (tales
como HPO [6], OMIM [7], Genecards [37], Phenomizer [8] y otras) cree que no es necesario
integrarlas a la herramienta debido al bajo volumen de Exomas que se analizan por mes. Le
veria sentido si el volumen de trabajo lo requiere, es decir si se tuvieran 100 Exomas por mes
entonces significaria un aumento significativo en los tiempos de evaluacién diagnéstica, pero
por ahora no lo ve imprescindible.

Como salvedad observé que segun él la herramienta es para biélogos moleculares,
bioinformaticos, bioquimicos o laboratorios de gendmicaya que del lado de un genetista
clinico él ya recibe el informe de resultados elaborado y no realiza todo el analisis.

Sus respuestas al cuestionario se encuentran en el Apéndice 4. Cuestionario SUS —
Gabriel Ercoli.

6.3.2 Caso de Validacion: Mg. Matias Butti, Director de la empresa Zoigen &

genomIT

El Mg. Matias Butti observd que, por cada exoma que nos derivan médicos de
diferentes especialidades necesitamos, luego de correr el proceso bioinformatico que
identifica las variantes respecto al genoma de referencia, interpretar cada una de las variantes
y generar el reporte. Una herramienta de este estilo la usariamos para cada exoma que
procesamos.

Con respecto a su usabilidad el Mg. Matias Butti la considera facil de usar y cree que
mejora notablemente el uso de un Excel para la interpretacion de variantes. La automatizacion
en la generacion del reporte también es un plus. Es una buena primera aproximacién a la
herramienta que dispondria en su equipo para la interpretacion de variantes de exoma en el
contexto de enfermedades raras y de cancer hereditario.

Los términos utilizados demuestran un proceso de abstraccién adecuado para su
mejor comprension. Menciond que, de todas maneras, agregaria tooltips (o algin otro
elemento mas avanzado de HCI) sobre cada una de las siglas para explicar de qué se tratan.

Cree que no necesitaria soporte de un técnico para utilizar la herramienta: “Un buen
manual de usuario y videos de uso alcanzarian para que yo o cualquier otro especialista en el
tema pueda comprender su uso”. El sistema es intuitivo. Un usuario no experto deberia
primero capacitarse en el tema, pero esto es esperable como consecuencia de su complejidad.

Agregaria una opcion para trabajar mas en los datos de la genealogia. Al no ser
estructurada podria ser dificil aprovechar dicha informacién para automatizar un sistema de
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soporte a la toma de decisiones. Por ejemplo, al cargar un sintoma en el caso indice, poder
indicar también quienes son los familiares que lo tienen.

El Mg. Matias Butti cree que seria conveniente integrar las consultas a bases de datos
genéticos realizadas por fuera de la herramienta” Probablemente sea conveniente bajar las
bases de datos e importarlas a tu plataforma en vez de hacer una integracién online (por una
cuestion de performance). Es la estrategia que solemos seguir”.

Sus respuestas al cuestionario se encuentran en el Apéndice 5. Cuestionario SUS —
Matias Butti
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7. Conclusiones

7.1 Conclusién general

El objetivo de este trabajo fue proveer al médico genetista de una herramienta que
permita facilitar el proceso de analisis e interpretacidén de variantes genéticas en un estudio de
exoma humano. Durante el transcurso de las sucesivas entrevistas el genetista fue mostrando
su trabajo a través de distintos escenarios, especificaciones, actividades, ejecucion dinamica
del filtrado de variantes a través de un Excel, el rol de cada filtro, la navegacién por las
distintas solapas, representacién de los datos manejados y de las bases de datos consultadas
en el proceso, datos recopilados del paciente previo a la ejecucién del filtrado y la conclusidn

final del diagndstico plasmada en dos informes.

Los escenarios fueron analizados cuidadosa y detalladamente a través de pequenas
entrevistas que revelaron necesidades, un objetivo que es arribar a un diagndstico detectando
las variantes candidatas a ser patogénicas y también una visidon a futuro: detectar aquellas
enfermedades que son frecuentes o altamente frecuentes en la poblacidon argentina y
retroalimentar un panel bioinformatico con datos recolectados en el proceso de diagnéstico de
enfermedades en dicha poblacidon argentina. La relacidon entre los distintos escenarios fue

representada desde la perspectiva de su trabajo diario y de su experiencia.

La suma de todas estas tareas condujo al modelado del proceso de toma de
decisiones, la especificacién de los requerimientos necesarios para la herramienta y al disefo
de una interfaz de usuario capaz de cumplir con el comportamiento necesario, en interaccion

con el usuario, para llevar a cabo la tarea.

Por ultimo, se disefid la solucién Exoma Browser que, en base al modelado del proceso
de toma de decisiones llevado a cabo por el genetista, provee asistencia para arribar al
diagnéstico final con mayor rapidez acelerando los tiempos de interpretacién, permitiendo la

retro-alimentacion de diagndsticos futuros y habilitando un panel bio-informatico propio.
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Esta tesis aporta a la comunidad médica, dedicada al drea genética, elementos para
poder realizar un diagndstico integral en base al andlisis del Exoma Humano y generar una
base de datos genéticos propia con el registro del trabajo realizado, pudiendo de esta manera
mejorar los tiempos de evaluacién diagndstica, tener la informacion centralizada y contar con
informacidn para diagndsticos futuros. La herramienta ha sido validada con dos profesionales
diferentes, el primero con amplia experiencia dentro de la genética clinica y el segundo con
amplia experiencia en el campo de la bioinformatica. Ambos se han mostrado satisfechos en
cuanto a la usabilidad y aportes de la herramienta lo cual demuestra que cumple con los

objetivos pautados.

7.2 Trabajo Futuro

Como principal trabajo futuro se sugiere que, en caso de ser necesario porque el
volumen de trabajo lo justifique, sea integrada la consulta manual a las bases de datos de

datos genéticas tales como OMIM, Phenomizer, entre otras.

Para tal fin, se podrian construir aplicaciones de orquestacion utilizando las apis que
cada una de las bases publica para su consulta. De esta manera se unificaria, en una sola

herramienta, todo el trabajo realizado por el genetista.

Podria también construirse un sistema de recomendacién basado en la lectura previa

de las mencionadas apis.

Podria también a futuro ser desarrollado un médulo de contribucidn e integracién a las
bases de datos de estadisticas de enfermedades detectadas en la poblacién argentina, a

efectos de tomar decisiones de prevencion en las patologias mas frecuentes.

Para concluir, el disefio de la interfaz de usuario puede utilizarse como punto de

partida para un proceso de desarrollo e implementacion de la herramienta Exoma Browser.
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Apéndices

Apéndice 1. Informe de resultados
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INFORME DE RESULTADOS
ESTUDIO DE EXOMA POR SECUENCIACION MASIVA
ANALISIS DE HALLAZGOS CLINICAMENTE RELEVANTES

Paciente: -— Recepcion de la muestra: 15/01/2020
Fecha de nacimiento: —-- Fecha de informe: 18/05/2020

DIz -—-

ESTUDID SOLICITADO

Exoma clinico de paciente afectado con informe de hallazgos relevantes relacionados con fenotipo.

INDICACION CLINICA:

Paciente de 40 afios evaluade por antecedente personzl de poiquiloderma congénito y acortamiento
muscular, sin antecedentes familiares de relevancia. Diagnostico presuntive de sindrome de Rothmund
Thomsan.

RESULTADOS

Se evaluaron inicialmente genes relacionados con sindrome de Rothmund Thomson, incluyendo AGPATZ,
ALDH18A1, B3GALTE, B4GALT7, BANF1, BLM, B5CL2, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCCS, ERCC6, ERCCSE, FBNI,
LMINA, PDSFRE, POLDI, PYCRI, RECQLS, 5LC25A24, WRN y ZMPSTE24. El porcentaje de cobertura > 20X de
estos genes se considerd adecuado para proceder con el anélisis de variantes de secuencia. Este analisis no
arrojo ningun resultado potencialmente asociado con el fenotipo o de significancia incierta. & continuacion
se procedio con la ampliacion del analisis bioinformatico a 42 genes relacionados con diagnosticos
diferenciales de este cuadro.

5e identifica la presencia de la siguiente variante de secuencia asociada con el fenotipo de |a paciente:

Gen Cambio Proteina Efecto Cigosidad Cobertura
nucleotidico*

Probablemente
patogénica

FAM1118 C.1B82A=C p.Ser628Arg

Heterocigosis [90,69]{159X)

*5e ha empleado la nomenclatura recomendada por la Human Variation Society (HGVS v2.0) ;.
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INTERPRETACION CLINICO-BIOLOGICA

La variante c.1882A>C (Figura 1) en el transcripto NM_198947.3 del gen FAMII1S (OMIM *615584) ;y no ha
sido descripta previamente en bases de datos poblacionales, incluyendo GnomAD o ExAC, o en bases de
datos de variantes como ClinVar . La variante es una sustitucion de una adenina por una citosina con
prediccion de cambio del aminoacido serina en la posicion 628 del gen por una arginina. El mismao codon ha
sido reportado previamente afectado por una variante confirmada como patogénica, v se han descripto
otras variantes missense en codones circundantes que también se asocian con la patologia g 5 g EN
investigaciones posteriores se reportd como patogénica una variante en la que la serina es reemplazada por
arginina, mismo aminoacido que la variante presente en el paciente, lo que refuerza la prediccion de su
patogenicidad 5, El dominio de la proteina en cuestion, en el cual se identifica una cadena de serinas y
cisteinas, podria ser considerado por lo tanto un hotspot para variantes de tipo missense.

Con la informacion disponible hasta el momento, clasifitamos esta variante como probablemente
patogénica.

Dado que el patron de herencia del sindrome relacionado con variantes patogénicas en FAMI1118 es
autosomico dominante, el hallazge de una variante en heterocigosis confirmariz el diagnostico de esta
patologia. Se sugiere asesoramiento genstico.
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Figura 1: Vorionte missense C.18824-C en el gen FAMI11E

METODOLOGIA (estudio de Secuenciocion del Exoma completo)
1. Cuantificacion del ADN a partir de las muestras remitidas.

2. Preparacion de una libreria de fragmentos del genoma.
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3. Seleccion de las regiones objeto de estudio usando el método de captura SureSelectXT Human All Exon V7
[Agilent Technologies). Estas regiones incluyen exones y regiones intronicas adyacentes de los genes objeto
de estudio.

4. Amplificacion clonal y secuenciacion de las regiones seleccionadas en la plataforma Illumina HiSeq
siguiendo la estrategia de paired-ends.

5. Andlisis bicinformatico. Se alinean las secuencias de ADM obtenidas contra el genoma de referencia
humano (hgld) y se lleva a cabo la basqueda de variantes. Este andlisis considera variantes aguellas
alteraciones que poseen una cobertura total 220X, Luego, las variantes son anotadas contra diversas bases
de datos comeo ClinVar, dbSMP, ExAC, entre otras.

6. Teniendo en cuenta la informacion disponible del paciente, el algoritmo diagndstico utilizado en este
estudio consistio en:

- Seleccion de genes descritos en las bases de datos OMIM vy GTR como genes asociados a
enfermedad.

- Andlisis de las variantes descritas en ClinVar y variantes con efecto deletéreo (frameshift, stop
codon, nonsense, essential splicing, etc).

-Andlisis de las variantes de significado incierto (inserciones o deleciones in frame, missense,
sinonimas o variantes en regiones de splicing +/-8nt) en los genes evaluados.

Limitaciones de la técnica:

* La cobertura global para esta muestra depende de las caracteristicas de las regiones analizadas, pudiendo
existir regiones con una cobertura menor a 10X. Las regiones especialmente sensibles a la disminucion de
cobertura son aquellas con elevada complejidad (alto contenido en GC, regiones repetitivas, etc.).

* Mutaciones por insercion de mas de 4 nucledtidos o por delecion de mas de 11 nucledtidos no pueden ser
detectadas mediante la metodologia empleada.

* La tecnologia NGS basada en la captura/enriquecimiento mediante hibridacion de sondas, no permits
distinguir entre regiones de alta homologia (genes homologos, pseudogenes, familias de genes, etc.)
pudiendo dar lugar a falsos negativos.

» Este estudio se basa en la secuenciacion de la region codificante y regiones intronicas adyacentes del gen.
Grandes deleciones o duplicaciones y reordenamientos, o mutaciones que afecten a regiones intronicas
profundas del gen, no son detectadas mediante la metodologia utilizada.

* Debido a limitacionas técnicas las regiones de homopolimeros (repeticiones de & o mds pares de bases)
han sido excluidas del estudio.

* Esta metodologia no permite la deteccion de mosaicismos en baja proporcicn.

* El estudio mediante este disefio de exoma no incluye los genes localizados en el genoma mitocondrial.
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

El analisis especifico de variantes patogénicas presentes en aguellos genes definidos por la ACMG como
accionables (59 genes) en los individuos incluidos en el estudio, se encuentra disponible previa peticion por
parte del profesional tratante y previo envio de los consentimientos informados de los individuos incluidos
en el estudio.
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Motas:
- %2 asume la existencia del consentimiento informado para proceder a la realizacion del presente estudio
genético.

- Este test fue desarrollade y su performance determinada por genomiT 5S4 (genomit.com.ar).

- Los datos obtenidos en este estudio son confidenciales y deben ser manejados sobre la base de estrictos
principios de privacidad.

- La interpretacion bioldgica y clinica realizada en el informe se ha hecho en base a la bibliografia disponible
hasta la fecha de emizion del informe.

- Conservacion de datos: los datos, en caso que el paciente asi lo autorice en el consentimiento informado,
seran anonimizados para luego ser utilizados con fines de investigacion.

- El resultado del estudio debe ser interpretado por el médico especialista dentro del contexto clinico del
paciente.

Dr. Sebastidan Menazzi
Medico genetista

MM 135855

Director Médico — genomIT
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Apéndice 2. Informe clinico

%

\ X genomiT
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Making the most of
f """'{r genamic data

INFORME DE ASESORAMIENTO GENETICO
ESTUDIO DE EXOMA POR SECUENCIACION MASIVA Y ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

Paciente: -— Fecha de nacimiento: ——

DMz — Fecha de informe: 18/05/2020

ESTUDIO SOLICITADO

Exoma clinico de paciente afectado con informe de hallazgos relevantes relacionados con fenotipo

INDICACION CLINICA:
Paciente evaluado por poiquiloderma congénito y acortamiento muscular.

Diagnostico presuntivo de sindrome de Rothmund Thomson.

ANTECEDENTES PERSONALES ¥ FAMILIARES

Paciente de 40 afios evaluado por antecedente personal de poiquiloderma congénito, diagnosticado a los 5
ahos, con acortamiento muscular detectado en la adolescencia. A nivel cutaneoc presenta rash e
hipersensibilidad cutanea, tiene escasa sudoracion, cejas ralas, limitacion a extension completa de codos v
dedos. Adicionalmente presentd estrabismo en la infancia, que requirid cirugia a los 12 afos, y actualmente
tiene hipermetropia, hipotiroidismao, hipoparatireidismo, malabsorcion intestinal, varicocele, osteopenia v
edemas en miembros inferiores con asimetria (suele tener mal retorno linfatico). No se constatan
antecedentes familiares de relevancia. Desarrollo neuromadurative normal.

RESULTADOS

Se identificd la presencia de la siguiente variante asociada con un diagnostico diferencial del presuntivo, que
es compatible con el fenotipo del paciente, en el gen FAMII1E: c 1882A>C. Se trata de una variante novel y
fue definida como probablemente patogénica.
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ASESORAMIENTO GENETICO

Las variantes patogénicas y probablemente patogénicas en FAMII1E se han asociado com un cuadro
denominado Poiquiloderma Hereditario Fibrosante con Contractura de Tendones, Miopatia y Fibrosis
Pulmonar (POIKTMP). S2 trata de un trastorno muy poco frecusnte, con no mas de 26 individuos
identificados afectados a nivel mundial, v s& caracteriza por aparicion temprana de poigquiloderma
(dermatosis que cursa con placas de piel atrofica, eritema con telangiectasias y areas de hiperpigmentacion
que altzrnan con hipopigmentacion), espacialmente en mejillas, acompanfado por hipotricasis, hipohidrosis
y linfedema leve de las extremidades. Adicionalmente se observa contracturas musculares multiples (por
alteraciones tendinosas, especialmente en miembros inferiores), miopatia con debilidad muscular
progresiva, restriccion pulmonar (debida o no a fibrosis pulmonar), insuficiencia del pancreas exocrino y
ocasionalmente anomalias hepaticas, hematoldgicas, oculares o tiroideas. Se ha descripto variabilidad dinica
intrafamiliar, con personas afectadas sdlo por el fenotipo cutaneo sin las contracturas musculares, v si bien
las manifestaciones cutineas suelen mejorar con 2l tiempo, las extracutaneas pueden acentuarse. La
penetrancia del cuadro seria de 100%. Dado que el sindrome de Rothmund Thompson representa el
principal diagnostico diferencial del cuadro, es frecuente gue este sea la primera sospecha durante la

infancia de los pacientes.

Si bien el hipoparatiroidismo no se ha descripto asocdado especificamente con este sindrome, y
representaria un hallazgo novel en el paciente, en el sindrome relacienado con variantes en FAMIILIA
(cercano a FAN1118) se han detectado alteraciones en el metabolismo fosfocdlcico, lo que podria sugerir
una interaccion entre ambos genes.

Esta entidad por el momento no cuenta con tratamientos curativos o dirigidos a la anomalia molecular. Sin
embargo, se recomiendan diversas evaluaciones periodicas:

* Dermatologia

+  Neurologia (idealmente un servicio con experiencia en patologia neuromuscular), con eventual

derivacion a ortopedia o indicacion de tratamientos de fisioterapia o kinesiologia

*  Neumonologia (control regular de Ia funcién pulmonar)

+ Laboratorios de funcion hepatica y parametros hematologicos

+ Gastroenterologia v hepatologia, en caso de constatarse anomalias hepaticas o malabsorcian

*  Evaluacion oftalmologica

Asimismo, s2 sugiere adoptar medidas de prevencion para factores de riesgo conocidos y evaluar terapias
dirigidas al manejo sintomatico:
*  Evitacion de la exposicion excesiva a luz solar o fuentes importantes de calor (incluyendo control
répido de procesos febriles)
*  Drenaje linfatico manual o compresiones para control de linfedema
+ Tratamientos topicos o intervenciones cosméticas para lesiones cutdneas (seglin decision del
paciente y su medico tratante)
*  Terapia fisica y gjercicio para reducir el impacto de las contracturas
*  Suplementacion con calcio y vitamina D para evitar osteopenia secundaria a debilidad muscular
*  \entilacion no invasiva (de ser necesario)
* Terapia de reemplazo con enzimas pancreaticas (en casos de insufidiencia) o acido ursodesoxicolico
{ante colestasis)
*  Cormreccidn quirdrgica de cataratas
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El patrén de herencia descripto para la patologia es autosomico dominante, lo que implica que al menos un
alelo (copia del gen) se encuentra alterado. En el analisis de la genealogia del paciente no se identifican
casos similares al suyo, por lo que se interpreta un fendomeno de aparicion de nove de la variante en él. Esto
implica bajo riesgo de la enfermedad en otros miembros de su familia, a excepcion de su eventual
descendencia biologica.

En casos de parejas en las que un individuo sea afectado y deseen buscar embarazo el riesgo de recurrencia
en su descendencia se estima en 50% por embarazo, en forma independiente del sexo. Existen en la
actualidad técnicas en medicina reproductiva capaces de reducir el riesgo de transmision de una variante
patogénica para una patologia autosomico dominante a la descendencia en los casos de alto riesgo (un
padre afectado por la enfermedad), incluyendo el uso de gametas donadas, el diagnostico prenatal v el
diagndstico genético preimplantatorio para enfermedades monogénicas (PGT-M), que deben ser discutidas
con el médico tratante en especial en casos con alto riesgo que se encuentren en edad reproductiva.

Estas recomendaciones surgen de la evidencia médica actual, los datos referidos por el consultante v los
estudios realizados durante el asesoramiento, por lo tanto pueden modificarse ante la aparicion de nueva
evidencia médica o informacion familiar. Sugerimos continuar en contacto periddico de actualizacion para
eventual cambio de recomendaciones.

El laboratoric permanece a disposicion de la consultante, su familia y el médice tratante para el
asesoramiento de aguellos que lo requieran o futuras consultas de actualizacion.

Dr. Sebastidn Menazzi
Medico genetista

MM 135.855

Director Médico — genomIT
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Apéndice 3. Minutas de Reunién

Fecha 06/09/2020
Modalidad Virtual
Objetivo Presentacién del dominio. Exoma su definicién

y sus solapas y columnas. Escenarios donde se
indica. Proceso de secuenciacion del exoma.
Proceso de andlisis e interpretacion del

exoma. Posible visualizacion de los datos.

Asistentes Sebastian Menazzi, Cecilia Moreyra, Matias

Butti, Andres Rodriguez, Alejandra Garrido.

Duracion 2 horas

Se presentd un ejemplo de Exoma [9], sus solapas, campos y escenarios donde se indica.

También, términos y conceptos relacionados al dominio a saber:

o Matias Butti: Defnicion de exoma.

e Matias Butti: Escenarios en los que se indica el exoma:
Escenario 1: Enfermedades monogénicas en las que la variante que la explique
puede estar en uno de varios genes (mas de 20-30).
Escenario 2: 59 Incidental findings.

Escenario 3: Todas las variantes.
e Matias Butti: Solapas del exoma y su finalidad:
Variantes genes fenotipo, Variantes Pathogenic y Likely Pathogenic, Incidental

Findings, Todo.

e Matias Butti: Columnas del exoma y su significado. Campos descriptivos y campos

anotados. Detalle de las columnas en el archivo Excel.

e Matias Butti: Proceso de secuenciacidon del exoma, su definicion.
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Matias Butti: Proceso de analisis e interpretacidon del exoma, su definicion y la

forma en la que se lleva a cabo.

Matias Butti: Posible Visualizacién de los Datos:

Z

Si Z es frecuencia poblacional (de
mayor a menor), Y es concordancia
con fenotipo (menor a mayor) y X es
patogenicidad segun predictores, el
punto P indicaria una variante que
probablemente sea la causal del
problema del paciente (candidata)

Se podria asfi visualizar rapidamente
qué variante o grupo de variantes
tengo que ver en mayor detalle, en
lugar de recurrir a filtros del excel

Matias Butti: Ejes de informacidn utilizada sobre el proceso de interpretacion.
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Fecha 10/09/2020

Modalidad Virtual

Objetivo Registro de la historia clinica del paciente.
Priorizacién de genes a través del panel
bioinformatico.
Presentacidn de los filtros del exoma.

Asistentes Matias Butti, Sebastian Menazzi, Cecilia
Moreyra.

Duracién 2 horas

Etapa previa al filtrado de variantes:

Sebastian Menazzi:

Registro de la historia clinica del paciente, campos que se registran.

Priorizacién de genes a través del panel bioinformatico. Busqueda de los términos HPO
relacionados a la patologia del paciente en el panel bioinformdtico para obtener el
conjunto de genes candidatos. Busqueda por enfermedad en el panel bioinformatico

para obtener el conjunto de genes candidatos.

Etapa de filtrado de variantes. Presentacion de los filtros y sus finalidades.

Sebastian Menazzi: El transcripto es un ID, esta dentro de las columnas que como
finalidad tienen la “identificacion de la variante”. Los otros campos que estan

anotados tienen la “informacién bioldgica de la variante”.

Sebastidn Menazzi: Una variante puede nombrarse distinto segun el transcripto del
gen al cual nos estemos refiriendo con efectos distintos sobre la proteina y la funcion
resultante.

Es por esto que en las columnas ANN[*].GENE, ANN[*].HGVS_C, ANN[*].HGVS_P,

ANN[*].FEATUREID, ANN[*].EFFECT, ANN[*].IMPACT,
dbNSFP_Polyphen2_HDIV_pred, dbNSFP_Polyphen2_HVAR_pred,
dbNSFP_SIFT_pred, dbNSFP_MutationTaster_pred y

dbNSFP_MutationAssessor_pred se presenta como contenido una cadena de

caracteres alfanuméricos separados con comas en representacidon de las distintas
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posiciones que refieren, cada una respectiva a la otra, a un determinado transcripto de

interés.

Sebastian Menazzi: Columna ID: Lo que unifica transcriptos y variantes, es para

mutaciones que ya son conocidas.

Sebastian Menazzi: Hay dos maneras de identificar una variante, una es con el TRS,

siné con el transcripto y la notacion HGVS.

Sebastian Menazzi: La columna ANN[*].HGVS_C puede sintetizarse tomando solo el
primer valor (previo a la primer coma) ejemplo:
Nn.*945C>T,n.*945C>T,n.*945C>T,n.*986C>T,n.*993C>T,n.41535G>A,n.666G>A,n.659
G>A,n.497G>A quedaria como n.*945C>T

Entendiéndose que el resto de los valores serian sindnimos pero referidos a otros

transcriptos. El resto de los datos debe quedar igualmente visible.

Sebastian Menazzi: La columna ANN[*].FEATUREID C puede sintetizarse tomando solo
el primer valor (previo a la primer coma) ejemplo:
ENST00000438504,ENST00000541675,ENST00000423562,ENST00000488147,ENST00
000538476,ENST00000450305,ENST00000456328,ENST00000515242,ENST000005186
55 quearia como ENST00000438504.

El resto de los datos debe quedar igualmente visible.

Sebastian Menazzi: Ambas simplificaciones pueden leerese como: “La variante

n.*945C>T se encuentra en el transcripto ENST00000438504.

Sebastian Menazzi: Hay variantes que estdn en los transcriptos. Los transcriptos

provienen de genes.

Sebastian Menazzi: Los transcriptos se consultan de dos bases de datos diferentes:

La europea:

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Idhistory?t=ENST00000438504
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https://meet.google.com/linkredirect?authuser=0&dest=https%3A%2F%2Fwww.ensembl.org%2FHomo_sapiens%2FTranscript%2FIdhistory%3Ft%3DENST00000438504

La americana: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004006.2

(Ref Seq) los transcriptos empiezan con NM

Sebastian Menazzi: Columnas ANN[*].HGVS_C y ANN[*].HGVS_P: Toda variante en
proteina tiene asociada una variante en un gen pero no necesariamente es asi a la
inversa. Todas las que tienen variante p por definicién tienen una variante ¢ pero
puede haber algunas que generalmente se describen como n que no tengan un

correspondiente en p.

Sebastian Menazzi: Notacion HGVS. Links para accederla: https://varnomen.hgvs.org/
o mas puntualmente

https://varnomen.hgvs.org/recommendations/DNA/variant/substitution/

Sebastian Menazzi: La columna ANN[*].HGVS_P puede ser utilizada solo a efectos
informativos ya que los predictores bioinformaticos y la frecuencia poblacional estan

referidas al c no al p.

Sebastian Menazzi: La columna ANN[*].EFFECT se puede recortar la cadena
“_gene_variant” las variantes que comienzan con “splice_region_variant&intron”

pueden reemplazarse como “splice”.

Sebastian Menazzi: La columna ANN[*].IMPACT puede ser utilizada solo a efectos

informativos.

Sebastian Menazzi: Los predictores bioinformaticos de patogenicidad (columnas
finalizadas en “_pred”) dentro de las celdas que no tienen una letra pueden tomarse
como vacias. Las celdas que poseen una letra puede estar acompafada de otros

caracteres, pero puede ser leidas solo como esa letra.

Sebastian Menazzi: La columna CLNSIG: es necesario realizar una equivalencia a los
campos que describen la significancia clinica de la variante:
o Malign / Likely malign
o Benign/ likely Benign
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o VUS

Sebastian Menazzi: Columna CLNSIGCONF desestimarla.

Cecilia Moreyra: Matias: Necesitaria que me digas si a nivel filas del exoma existe algin

criterio de simplificacidn. Tal como veniamos hablando con las columnas.

Matias Butti: Cada fila representa una variante genética diferente y no un metadato o
anotado de otra variante, por lo tanto entiendo que no se puede simplificar o juntar
con otras filas (excepto que se agrupen todas las filas que pertenecen a un mismo gen,
teniendo en cuenta que el fenotipo que se busca es a nivel gen y no a nivel variante).
Lo que ocurre a nivel de filas son filtros por distintos criterios. Por ejemplo, para
buscar variantes (filas) que puedan explicar el cuadro sintomatico de una enfermedad
rara (menos de 1 en 2000) nos quedamos con solo las que tengan una frecuencia
poblacional baja y luego las que sean pathogenic o likely pathogenic.

Si con simplificacién te referis a agrupacién para descartar el nivel mas atémico, yo no
lo veo posible porque la unidad de andlisis es la variante.

Lo que si se podria pensar, llevandolo a un modelo Bl, son dimensiones jerarquicas
sobre las que podés hacer drill down y roll up.

Aunque, mirando los campos la Unica dimensién que veo es estructura con 3 niveles:
variante, gen, cromosoma. Luego algunos campos numéricos (serian las métricas en un
modelo BI) se podrian recalcular segin el nivel donde te pares y para otros campos no
numéricos se podria mostrar estadistica descriptiva de la agrupacidn. Por ejemplo, en

el gen cuantas variantes patogénicas hay o la calidad promedio del gen.
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Fecha 24/05/2021

Modalidad Virtual

Objetivo Presentacién de los filtros del exoma
(continuacion). Definicion de los pasos del
proceso de filtrado del exoma. Conclusiones
post-filtrado.

Asistentes Sebastian Menazzi, Cecilia Moreyra.

Duracion 1 horay media

Sebastian Menazzi: Columnas identificatorias y de metadatos:

CHROM, POS, REF, ALT, GEN[0].GT, GEN[0].AD, GEN[0].DP: son los datos

especificos del paciente

Metadatos:

ID: tiene un cddigo inequivoco.

ANN[*].GENE: Nombre del GEN, puede haber diferentes o repetidos, se
observa el transcripto.

ANN[*].HGVS_C y ANN[*].HGVS_P: Cambio a nivel del ADN copy
ANN[*].FEATUREID: Transcripto, hay transcriptos diferentes que
pertenecen al mismo gen o a veces puede haber transcriptos diferentes
para genes distintos.

ANN[*].EFFECT y ANN[*].IMPACT: son predictores de efecto (ver valores
de cada uno). Muchas veces se suele desprender el diagndstico de la
enfermedad de la evaluacion de dichos impactos. Puede haber una

correlacién con el diagndstico.

Frecuencia poblacional: Nota: en el ejemplo que nos proporcioné Matias
en primera instancia las frecuencias estan de la columna O hasta la R. En el
ejemplo visto en esta reunion las frecuencias estdn desde la O hastala Y. A

partir de aqui se produce un desfasaje. La columna mas utilizada es la
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EXAC_AF por ser la mas completa. Se filtran los cambios producidos con

mas frecuencia en la poblaciéon

Predictores bioinformaticos: nos dicen si es probable que esta
variante/cambio va a generar una patologia o no. Los valores que toman

varian segun el proveedor.

CLNSIG y CLNSIGCONF: Columnas que nos proveen informacién clinica.
Nota: Mismo caso que con la frecuencia poblacional. Difieren en cantidad
entre el ejemplo provisto inicialmente con el visto en la reunién. Se
pueden seleccionar algunos sindromes o cuadros genéticos. Pueden
proporcionar informacion util. CLNSIG es la de ClinVar, es la mas utilizada
entonces podemos ver si esa variante ya esta reportada como patoldgica.

Proveen informacidn suplementaria.

® Sebastian Menazzi: Proceso de filtrado del exoma.

O

Posible primer camino: solapa Genes del Fenotipo

*  Primer filtro: ir a las columnas de informacién clinica, ejemplo
CLNSIG (Clinvar) y ver si ya estd la variante descripta como
patogénica o no. Se podria eliminar las que figuran como benignas
y evaluar las que son de significado incierto o de interpretaciones
conflictivas de patogenicidad.

» Segundo filtro importante seria la frecuencia poblacional en
ExAC_AF y quitamos todas las variantes que estén presentes en
mas de 0.005 de la poblacion. Las variantes surgidas de dichos
filtros son revisadas una por una.

= Tercer filtro importante: Andlisis de los predictores
bioinformaticos siendo los mas destacados los que figuran como
Damaging (D) o Pathogenic (P). A partir de aqui se analizan el resto
de los datos.

* Cuarto filtro: El patrén de herencia (columna GEN[0].GT). Podria

por ejemplo quitarse las variantes que estdn en heterocigosis si
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pensamos que se trata de una patologia de origen dominante o las
homocigosis si pensamos que se trata de una patologia de origen
recesivo. O podemos no quitar ninguna si se tratara de una

heterocigosis compuesta.

o Teniendo en cuenta que Clinvar puede no proveer datos exactos se

O

O

pueden ejecutar los siguientes filtros:

* Primer filtro: seria la frecuencia poblacional en ExXAC_AF y
quitamos todas las variantes que estén presentes en mas de 0.005
de la poblacién.

» Segundo filtro: columna ANN[*].IMPACT seleccionamos las que
tienen un impacto alto quitando las de bajo impacto.

» Tercer filtro: Predictores bioinformaticos si hay varios predictores
gue hablan de Damaging entonces posiblemente haya un efecto
grave.

»  Cuarto filtro: Ver descripcion en Clinvar si estd como patogénica.

Posible segundo camino: Solapa de Variantes Patogénicas

Posible tercer camino: Solapa Incidental Findings:

Son hallazgos mds alld de los genes del fenotipo especifico. Se revisa
porque podria haber alguna alteracidn que tenga un impacto accionable

para el paciente.

Para todo el proceso tener en cuenta:

* El orden de los caminos es indistinto, la frecuencia poblacional es

muy importante.

* Las solapas de variantes patogénicas e Incidental Findings se filtran

bajo los mismos criterios, la solapa Patogénicas en realidad nos
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sirve por si se nos escapd algun gen candidato del andlisis inicial, y
en cuanto a Incidental Findings lo Unico que cambia es que sélo se
informan las variantes patogénicas claras, y no las que sean
dudosas (mientras que en las otras solapas podemos a veces

informar una dudosa).

Etapa posterior al filtrado de las variantes.

o Conclusiones

* Finalmente, se marcan con color las variantes sospechosas y se
vuelve a revisar todo para re-confirmar la sospecha. De ser
necesario, se consultan las ontologias/repositorios de
enfermedades monogénicas para postular qué genes pueden ser
causales del fenotipo que observamos (los candidatos que
pondremos en la solapa correspondiente), o sea al principio del
analisis. De todas formas OMIM puede ser consultada varias veces
a lo largo del proceso para ver caracteristicas del gen que estemos
revisando, al igual que Genereviews, Clinvar, Uniprot, Genecards,

LOVD, entre otras.
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Fecha 20/11/2021

Modalidad Virtual

Objetivo Generacion de informes post-diagndstico.
Retro-alimentacidn de diagndsticos futuros.
Presentacién de la especificaciéon de los

requerimientos de visualizacion.

Asistentes Sebastian Menazzi, Cecilia Moreyra.

Duracion 1 horay media

e Sebastidan Menazzi: Luego del registro de las variables patoldgicas se generan dos
informes, el Informe de Resultados que se entrega al paciente y el Informe Clinico. Se
presentan ejemplos de cada uno de ellos y se definen los campos que quedan

registrados en los mismos.

® Sebastian Menazzi:

Definicion de la frecuencia poblacional de enfermedades monogénicas en la poblaciéon
argentina.
Definicion de la relacion de la variante con el fenotipo.

Proceso de Retroalimentacion del panel bio-informatico.

e Cecilia Moreyra: Se presenta la especificacidon de los requerimientos de visualizacidn
para todas las etapas del proceso. Dicha especificacion es aceptada por Sebastidn

Menazzi.
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Fecha 21/09/2021

Modalidad Virtual

Objetivo Consultas acerca del proceso de filtrado y
posterior diagnodstico.

Asistentes Matias Butti, Sebastidn Menazzi, Cecilia
Moreyra.

Duracion 1 horay media

Cecilia Moreyra: Trazabilidad: Hay un punto donde es necesario consultar
manualmente la base de OMIM para ver qué genes estan relacionados con el
fenotipo del paciente en la solapa Pathogenic. Esto, podriamos

automatizarlo?

Matias Butti: El pipeline no hace interpretacion fenotipica, solo toma los datos

crudos. Existe una API para poder consultar OMIM.

Sebastian Menazzi: La base de OMIM provee informacién que deberia ser
procesada y seleccionada por el genetista para su registro en la aplicacion.
Dicha informacién también se encuentra en Phenomizer conjuntamente con

los términos HPO.

Matias Butti: El ultimo paso seria la revisién manual de papers.

Cecilia  Moreyra: Retroalimentacion: Puede  existir una  posible

retroalimentacion del proceso luego de ser finalizado que implica consultas a

BD para definir criterios Utiles que luego sirvan para futuras conclusiones. Esto,

podriamos automatizarlo?

Matias Butti: si, puede ser automatizado.

Sebastian Menazzi: Se buscaria en nuestra propia base de datos en los casos

donde se encuentren variantes especificas y existan casos anteriores de pacientes con
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la misma mutacion y no haya podido confirmarse la coincidencia con el fenotipo y
después de X cantidad de casos confirmados se llega finalmente al diagndstico.

Basados en el concepto de que la columna de frecuencia poblacional es
representativa solo de paises desarrollados, los paises latinoamericanos se encuentran
sub-representados, entonces en la frecuencia poblacional puede ocurrir que haya baja
frecuencia lo que induce a pensar que no es patoldgico pero luego de encontrar la
variante patoldgica en tal vez mas de 500 exomas entonces se deduce que es mucho
mas frecuente aca que alla.

Variantes patoldgicas curadas anteriormente deberian generar alertas de
aparecer en exomas posteriores. Variantes encontradas con frecuencia en la Argentina

deben ser indicadas como frecuentes en nuestra poblacidn.
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e Cecilia Moreyra: Viendo el patrén de comportamiento en el filtrado se observa
que son aplicados exactamente los mismos filtros a través de las distintas
solapas, solo que con distinto orden. El resultado final se presume seria el

mismo? por qué no generar el Excel sin las filas que no aportan informacion?

Matias Butti: Al ser las solapas sub-conjuntos de genes, los resultados
arrojados por el filtrado en cada una de ellas se comportan como un diagrama de

Venn, puede haber interseccion o no, generalmente no arrojan los mismos resultados.

e Cecilia Moreyra: Con respecto al proceso de filtrado ya del relevamiento
decanta claramente pero igualmente para reforzar: Qué columnas son

prioritarias? Cudles opcionales?

Sebastian Menazzi: Las columnas que son opcionales son las que identifican la

meta-data de la variante. El resto son todas prioritarias.

o Cecilia Moreyra: Te interesa guardar filtros predeterminados relacionados a un

determinado fenotipo?

Sebastian Menazzi: Si, serian conjuntos de genes. Se realiza a través de un
panel bio-informatico.

Se aplicaria un filtro de fenotipo para que aparezcan todos los genes que son
relevantes relacionados con el mismo y el resultado del filtrado se mostraria en genes-
fenotipo.

Matias Butti: El nombre del filtro es el nombre del sindrome/patologia y eso

trae un filtro de genes.

e Cecilia Moreyra: Te interesa seleccionar qué columnas querés ver y el orden?

Sebastidan Menazzi: Se necesita visualizar aquellas columnas que son

prioritarias, con opcion a aquellas identificadoras de la variante que son “metadata”

de la misma.

Pagina 100 | 110



Propuesta de ejemplo de filtros y dindmica de los mismos

Cecilia Moreyra: Por ultimo se presenta una propuesta de manejo de filtros
relacionada a un gran volumen de datos con posibilidad de guardar filtros pre-
determinados que servirda como punto de partida para el prototipo de Exoma

Browser: https://www.investing.com/stock-screener/.

La propuesta fue aceptada por los participantes.
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Fecha 21/03/2022

Modalidad Presencial

Objetivo Presentacién del prototipo finalizado.
Asistentes Sebastidan Menazzi, Cecilia Moreyra.
Duracion 1 hora

Se presenta el prototipo finalizado a Sebastidan Menazzi quien da la aprobacién final del

mismo.
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Apéndice 4. Cuestionario SUS — Gabriel Ercoli

1. éCrees que la usarias frecuentemente?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo

2. iCrees que es facil de usar?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo

3. En cuanto a los términos utilizados que representan conceptos de genética. ¢ Crees que

son complejos de comprender?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo

4. ¢ Necesitarias soporte técnico para utilizar la herramienta?

a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

103 | 110



d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
5. ¢Agregarias alguna opcidn a las ya existentes en la herramienta para hacer mas completa
la solucién?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
6. ¢Quitarias alguna opcion a las ya existentes en la herramienta para hacer mas simple la
solucion?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
7. éCrees que hay alguna inconsistencia?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
8. éCrees que seria conveniente integrar las consultas a bases de datos genéticos realizadas
por fuera de la herramienta?

a. Totalmente de acuerdo
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b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo
9. éCrees que las funciones estan bien integradas entre si?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo
10. éCrees que necesitarias aprender muchas cosas para ser capaz de usar este sistema?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo

105 | 110



Apéndice 5. Cuestionario SUS — Matias Butti

1. éCrees que la usarias frecuentemente?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo

2. iCrees que es facil de usar?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo

3. En cuanto a los términos utilizados que representan conceptos de genética. ¢ Crees que

son complejos de comprender?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo

4. ¢ Necesitarias soporte técnico para utilizar la herramienta?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
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d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
5. ¢Agregarias alguna opcidn a las ya existentes en la herramienta para hacer mas completa
la solucién?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
6. ¢Quitarias alguna opcion a las ya existentes en la herramienta para hacer mas simple la
solucién?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
7. ¢Crees que hay alguna inconsistencia?

a. Totalmente de acuerdo

b. De acuerdo

c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo

d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
8. ¢Crees que seria conveniente integrar las consultas a bases de datos genéticos realizadas
por fuera de la herramienta?

a. Totalmente de acuerdo
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b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo
9. éCrees que las funciones estan bien integradas entre si?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo
e. Totalmente en desacuerdo
10. éCrees que necesitarias aprender muchas cosas para ser capaz de usar este sistema?
a. Totalmente de acuerdo
b. De acuerdo
c. Ni de acuerdo, ni en desacuerdo
d. En desacuerdo

e. Totalmente en desacuerdo
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Glosario

Diagndstico Molecular: Proceso que se usa para identificar una enfermedad por medio del

estudio de las moléculas, tales como proteinas, ADN y ARN, de un tejido o liquido corporal.

Gen: region del genoma que dard origen a una molécula de ARN (molécula intermedia) y

(generalmente) a una proteina resultante.

Exoma: subconjunto del genoma que codifica la informacién mds relevante, aquella parte de

los genes que sintetizan proteinas.

Fenotipo: caracteristica clinica, conductual y de comportamiento del paciente asociada con

una patologia.

Variante en ADN: cambio en alguna “letra” del genoma con respecto al genoma de referencia.

Puede ser benigno (existen diferencias entre los humanos que no implican patologia, estas son
la mayoria de las variantes que identificamos en estudios de exoma) o patogénico (si genera

enfermedad).

Enfermedad/patologia Monogénica: provocadas por la variante de 1 solo gen y sin factores

ambientales.

Enfermedad/patologia Multigénica/multifactorial: cuando se agrupan multiples variantes en

genes distintos, y se suma el impacto del medio ambiente.

Archivo VCF: archivo de variantes respecto del genoma de referencia. Cada renglén es una

variante.
Proteina: secuencia al igual que el ADN, pero de aminodcidos.

Genoma Humano: secuencia completa de ADN de un organismo, compuesta por millones de

“letras” (ATCG) dispuestas de una forma predeterminada.

Técnica Next Generation Sequencing: método de lectura de ADN en forma masiva y paralela,

para generar datos como la secuencia del exoma de un individuo en forma rapida.
Cigosis: Conjugacion de gametos o union sexual de dos organismos unicelulares.
Homocigosis: solo una copia del gen tiene la variante.

Heterocigosis: las dos copias del gen, paterna y materna, tienen la variante.
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Heterocigosis compuesta: variantes patogénicas diferentes en cada una de las copias del

mismo gen.

Incidental Finding: hallazgo independiente del diagndstico presuntivo.

Término HPO: término que describe un fenotipo.

Predictor bioinformdtico: prediccion de la consecuencia bioldgica (en la proteina) de la

mutacion.
Cromosoma: estructura que alberga al ADN en la célula.
Transcripto: distintas formas de combinar los bloques de exones.

Impacto Funcional de la variante: efecto sobre la proteina.

Significancia Clinica de la variante: importancia clinica del efecto de un tratamiento.

Patron de Herencia: patron que rige la transmision de diferentes caracteres causantes de las

enfermedades hereditarias monogénicas. Puede ser de origen dominante o recesivo.

Panel bioinformdtico: panel para generar una priorizacién de genes de acuerdo con las

caracteristicas clinicas del paciente.

Dato omico: dato que pueden usarse para desarrollar una prueba basada en la dmica.
Ejemplos de tipos de datos omicos son: gendmicos, transcriptdmicos, proteinémicos,

epigendmicos, metabolimicos.
Mendeliano: Monogénico. Cumplen con las leyes de Mendel.

Base de datos OMIN: Repositorio de todas las patologias monogénicas de origen mendeliano.
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