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Resumen

El continuo descubrimiento de nueva informacién gendmica genera un enorme volumen de
datos relacionados con mutaciones genéticas que pueden ser relevantes para el diagndstico
clinico genémico de la enfermedad analizada. La identificacion precisa y correcta de qué
variaciones son las significativas a efectos de dicho diagndstico es un problema de primera
magnitud en el dmbito de la moderna Medicina de Precisidn

Este proyecto enfrenta y propone una solucién a ese problema: como determinar qué
variaciones son las correctas, teniendo que seleccionarlas entre un conjunto extenso y diverso
de fuentes de datos gendmicos, con informacion muchas veces inconsistente, incompleta,
presentados en formatos diversos, heterogénea y en definitiva, de complejo tratamiento tanto
por el volumen de datos implicado como por la comentada heterogeneidad en la procedencia
de los datos que hay que gestionar. Dicha heterogeneidad en los repositorios y la variedad de
datos existentes generan conflictos durante la interpretacién. El trabajo desarrollado en el
proyecto unifica y sistematiza el proceso de identificacion para asegurar la fiabilidad y
precisién por su futura aplicacién en la medicina clinica.

Para conseguirlo se utiliza la metodologia SILE para la busqueda, identificacidén, carga e
explotacién de los datos gendmicos. El trabajo desarrollado ha explorado en profundidad Ia
fase de identificacion, mejorandolo de forma continua y analizando su viabilidad con dos casos
practicos que han demostrado la viabilidad del proceso de identificacién. Se ha comprobado
también que se cumplen con los criterios de calidad que la metodologia SILE propone. El
trabajo de Tesis fin de master se ha aplicado a nivel practico a la busqueda e identificacién de
los SNPs (Single Nucleotide Polimorphism), que se refieren a Polimorfismos de Nucleétidos que
estan asociados a la enfermedad de Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa Profunda.

El proceso sistematico de identificacién de variaciones gendmicas es un paso adelante
concreto y relevante en el dmbito del desarrollo del cuerpo de conocimiento asociado al
disefio y gestidn de Sistemas de Informacién Gendmicos, lineas de 1+D muy activa en el Centro
de 1+D en Métodos de Produccién de Software de la Universidad Politécnica de Valencia, y
conecta de forma precisa Ingenieria de Sistemas de Informacidn, Ciencias de Datos Gendémicos
y aplicaciones a la Medicina de Precision.

Palabras claves: SNP, variaciones gendmicas, medicina de precision, bases de datos gendmicas,
SILE



Abstract

The continuous discovery of new genomic information generates a huge volume of data
related to genetic mutations that may be relevant to the clinical genomic diagnosis of diseases.
The precise and correct identification of significant variations for the diagnosis of indicated
purpose is a problem of first magnitude in the field of modern Precision Medicine

This project confronts and proposes a solution to this problem: how to determine which
variations are the right ones, selecting them among an extensive and diverse set of genomic
data sources, with information that is often inconsistent, incomplete, presented in diverse
formats, heterogeneous and definitive, complex treatment both for the volume of data
involved and for the aforementioned heterogeneity in the origin of the data that must be
managed. This heterogeneity in the repositories and the variety of existing data generates
conflicts during the interpretation. The work developed in the project unifies and systematizes
the identification process to ensure reliability and accuracy for its future application in clinical
medicine.

To achieve this, the SILE methodology is used to search, identify, load and exploit genomic
data. The work developed has explored in depth the identification phase, improving it
continuously and analyzing its viability with two practical cases that have demonstrated the
viability of the identification process. It has also been verified that the quality criteria that the
SILE methodology proposes are met. This Master's Thesis work has been applied at a practical
level to search and identify SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), which refer to Nucleotide
Polymorphisms that are associated with the disease of Type 2 Diabetes Mellitus and Deep Vein
Thrombosis.

The systematic process of identifying relevant genomic variations is a concrete and relevant
step forward in the development of the body of knowledge associated with the design and
management of Genomic Information Systems, very active R & D field in the R & D Center in
Software Production Methods of the Polytechnic University of Valencia, and precisely connects
Information Systems Engineering, Genomic Data Sciences and applications to Precision
Medicine.

Keywords: SNP, genomic variations, Precision Medicine, genomic data base, SILE
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. MOTIVACION

Diagnosticar ciertas variaciones en el gen que pueden llegar a provocar mutaciones benignas o
malignas es lo que iniciéd y mueve la bioinformatica. Tener variacion genética benigna es una
ventaja para quien lo padezca pero en el caso de tener mutacidn genética maligna puede llegar
a provocar situaciones de gravedad para la salud. Mediante la bioinformatica podemos
identificar a tiempo estas mutaciones y llegar a imponer medidas preventivas en nuestra vida
diaria para evitar la manifestacion de esa enfermedad o ralentizar la evolucién de dicha
enfermedad.

Con los avances continuos en la medicina, tenemos mayores posibilidades de conocer en
detalle la salud individual de cada persona mediante nuevos métodos como los estudios
genéticos. La dimensiéon molecular de los diagndsticos genéticos es capaz de detectar
pequefias variaciones individuales (polimorfismos) en el material genético que codifica las
proteinas que constituyen la base para todos los procesos bioldgicos humanos.

Hoy en dia es normal secuenciar fragmentos de ADN o el genoma humano en paralelo (“Next-
Generation Sequencing” de las siglas de Ingles NGS) e identificar variantes de nucleétidos para
determinar predisposicion a enfermedades genéticas. Pero esta identificacién se realiza en
base a las variaciones ya identificadas y sus posibles asignaciones con enfermedades. Estas
pueden ser consultadas en algunas de las bases de datos genémicas o en todas.

Lo primero, consultar las variaciones ya identificadas en una base de datos si es muy plausible
ya que se trata de conocer el modelo conceptual de esa base de datos y las posibles formas de
extraccién de datos. Pero lo segundo, consultar variaciones identificadas en todas las bases de
datos produce un caos ya que las bases de datos difieren en sus modelos conceptuales y las
formas de extraccion de los datos, es decir, varian en la disposicién, estructura e importancia
de los datos ofrecidos ya que no existe un Modelo Conceptual del Genoma Humano general
universal.

Esta segunda idea es tan tentadora porque ofrece disponibilidad e informacién verificada por
varias bases de datos. Pero esto supone trabajo intensivo de expertos de los dos campos,
tanto de informatica como medicina genémica. Aun asi, la identificacién y recopilacion de
variaciones de forma eficiente y fiable es muy importante para poder aplicarlo con seguridad a
los pacientes y dar un paso hacia la medicina personalizada.

La medicina personalizada o de precisidon, cuyo objetivo es mejorar la eficacia para cada
paciente y eliminar o disminuir los efectos secundarios de otras terapias mas generalistas.
Estudiando nuestro genoma se pueden llegar a localizar variaciones gendmicas especificas
pertenecientes a enfermedades y de esta forma poder realizar diagndsticos concretos en
enfermedades. Y estamos bastante cerca de esta medicina personalizada ya que en el ultimo
medio siglo se ha dado un paso importante en la secuenciacion gendmica poblando
masivamente las Bases de Datos Gendmicas con los resultados de las identificaciones de
variaciones gendmicas.
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ILUSTRACION 1. REPOSITORIOS CONSULTADOS: ENSEMBL, CLINVAR, SNPEDIA Y GWAS CATALOG

Para ofrecer medicina personalizada debemos optar por la segunda opcién de la consulta
unificada a las bases de datos existentes. El gran reto aqui es la unificacidn asi como resolver
los conflictos estructurales entre los datos. En este TFM se van a tratar 4 repositorios
(Hlustracién 1) gendmicos indicados en la llustracion 1, en busca de variaciones que son
Polimorfismos de Nucleétidos Simples, SNPs (Single Nucleotide Polimorphism)! relacionados
con las enfermedades de Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa Profunda y realizar un
primer paso en el proceso de unificacién. Para ello se sigue el siguiente proceso aplicando el
paso de ‘S’ busqueda e ‘I’ identificacion de la metodologia SILE (Search-Identification-Load-
Exploitation). Se van a tratar solo SNPs porque estas representan el 90% de las mutaciones
genéticas existentes.

1.2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Para entender e interpretar correcta y completamente el ADN la gendmica pone su enfoque
en las bases moleculares ya que se debe empezar por la base para poder entenderlo por
completo y de esta forma tratarlo de la mejor forma posible. Todos estos datos moleculares se
almacenan en las bases de datos con el objetivo de:

e Conocer mejor la variabilidad genética.

e Disponer de informacion suficiente para reaccionar a tiempo ante enfermedades
genéticas.

e Desarrollo de Medicina de Precision.
e Identificacion de patrones genéticos en los pacientes.

e Tratamiento personalizado con medicina preventiva y poder estipular la edad
critica, trastorno y la gravedad en pacientes.

e Mediante medicina personalizada poder afrontar complicaciones relacionadas con
cada una de las enfermedades gendmicas.

A pesar de los avances tecnoldgicos el reto principal esta en la variedad de los repositorios y en
la complejidad de gestién de datos y que la forma dispersa y diversa que tienen las bases de

! Aungue no siempre se trata de polimorfismos de un solo nucledtido en ocasiones pueden estar mas de
un nucledtido involucrado.
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datos genera la problematica de interoperabilidad y la utilizacion paralela de varias bases de
datos existentes.

En este TFM se seguird la metodologia SILE desarrollada en el Centro de Investigacion PROS de
la Universidad Politécnica de Valencia. Estd compuesta por los siguientes 4 pasos:

1. Search: Busqueda de fuentes de datos de variaciones genéticas, en este TFM de un
solo nucledtido SNPs (del inglés “Single Nucleotide Polymorphisms”) asociados
directamente a Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa Profunda.

2. Identification: Identificacion de las variaciones genéticas mediante aplicacién de
filtros y validacién de datos con criterios cientificos.

3. Load: Carga selectiva de los datos para consultas futuras.

4. Exploitation: Explotaciéon de los datos para la obtencién de informacion vy
resultados.

En este TFM se va centrar mds en el paso 2 ya que se obtiene una cantidad masiva de datos
solo de SNPs pero pocas de ellas con aportacién significativa en un diagndstico gendmico. Se
sigue un proceso de filtrado y estudio de los datos para validarlos. Concluyendo, los objetivos
de este Trabajo Fin de Master son:

e Emplear la metodologia SILE para la busqueda e identificacion de datos para que
gueden en estado de poder cargar a un repositorio unificado.

e Estudiar las bases de datos gendmicas para entender su modelado de datos.
e Busqueda de variaciones genéticas que solo afectan a un nucleétido (SNP).

e Identificar los SNPs validos para Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa
Profunda

e Procesar los SNPs siguiendo criterios de calidad para una mejor gestion.

1.3. ESTRUCTURA DEL DOCUMENTO

Con la informacidn existente en las bases de datos gendmicas sobre Diabetes Mellitus Tipo 2 y
Trombosis Venosa Profunda se realiza una recopilacion de las variaciones gendmicas que
afectan a un solo nucleétido, SNP. Se recogen variaciones de ClinVar, Ensembl, GWAS Catalog
y SNPedia que utilizan formatos distintos para las variaciones genéticas. EIl TFM consiste en
entender y unificar estos formatos asi como plasmar toda la informacion necesaria de las
variaciones gendmicas encontradas en estos cuatro repositorios.

Se aplicaron criterios de calidad para considerar mutaciones relevantes y se realizd un barrido
completo de los datos y variaciones. Con estos pasos nos quedamos con variaciones
significantes para cada enfermedad y para acabar se afiadieron datos complementarios para
cada variacion que cumplian con el modelo proporcionado por la directora experimental.

12



En resumidas cuentas en este Trabajo Fin de Master se seguira la siguiente estructura:

e En el capitulo 2, se introduce el estado del arte para una primera toma de
contacto con el campo de medicina genémica. Y se describen los conceptos que
fueron apareciendo durante el desarrollo. A su vez se realizan explicaciones breves
de términos y procesos gendmicos para una mejor comprension de los datos
utilizados.

e En el capitulo 3, se realiza una presentacién de las dos enfermedades a tratar
Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa Profunda las dos muy presentes en la
peninsula ibérica.

e En el capitulo 4, se realiza una presentacién de los repositorios existentes, asi
como se describen las bases de datos y los repositorios consultadas durante todo
el proceso de busqueda e identificacidn de variaciones fenotipicas.

e En el capitulo 5, se desarrollan los dos primeros pasos de la metodologia SILE para
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) y Trombosis Venosa Profunda (TVP). Este
capitulo se desglosa en la busqueda de variaciones fenotipicas en Ensembl,

Clinvar, GWAS Catalog y SNPedia. Posteriormente se realiza la identificacion y
procesamiento exhaustivo de los datos gendmicos y se muestran las
inconsistencias encontradas durante el proceso de identificacién de los datos.
Indicando los pasos de procesamiento aplicados a los casos y las decisiones
tomadas junto con sus repercusiones.

e En el capitulo 6, se redactan las conclusiones sobre el trabajo realizado vy
finalmente las propuestas de trabajos futuros.
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CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

2.1. INTRODUCCION

El genoma humano es la secuenciacion de los 23 pares de cromosomas que se encuentran
en nuestras células y realizan las funciones que son la base de la vida. Desde la
secuenciaciéon completa del genoma llevada a cabo por el Proyecto Genoma humano [2]
en 2016 hasta ahora estamos en proceso de poder decodificar por completo el
comportamiento de todos los genes en nuestro ADN. En el Proyecto Genoma Humano se
identificaron de 26 mil hasta 30 mil genes humanos. Estos genes son de gran importancia
ya que son la base de la medicina genética y biomédica. Los datos de genes mapeados en
el Proyecto de Genoma Humano son de acceso web publico disponible.

Se esta trabajando intensivamente en la determinacién de las funciones sobre los genes
mapeados asi como tratar las mutaciones en esos genes. Con el mapeo correcto se puede
llegar a conocer todos los fenotipos asociados, es decir, variaciones genéticas que
provocan enfermedad o enfermedades gendmicas. EIl mapeo e identificacion de los
fenotipos es lo que haria posible la identificacion de una enfermedad en un diagnéstico
genético.

Con el conocimiento de las bases moleculares repartidas por el mundo se ha podido
realizar diagndsticos adecuados de muchas enfermedades como es el caso de Enfermedad
de Gaucher, Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Huntington y Sindrome de Marfan

[2].

Se pueden realizar diagndsticos pre sintomatico en caso de tener predisposicién genética a
una enfermedad y llegar a tomar medidas preventivas para el control de otros factores
gue agudicen o aceleren la aparicién de la enfermedad. Y por ultimo el diagndstico
prenatal ya es un caso prdctico aplicado en muchos de los hospitales en el cual también se
han llegado a diagnosticar enfermedades genéticas. Pero para ello se deben tener
mapeados e identificadas variaciones fenotipicas asociadas a la enfermedad en bases de
datos de facil manejo y disponibilidad.

Otra rama importante es la terapia que se sigue después del diagndstico. En casos

positivos de diagndsticos se deben tomar medidas relacionadas a la prevencién vy

disminucion respecto a la gravedad de la enfermedad. Existen distintas opciones de
tratamiento dependiendo del caso [2]:

e Terapia Génica: una técnica en desarrollo que consiste en la insercién de genes

modificados en el metabolismo del paciente pero esta terapia solo se puede

aplicar en ciertas condiciones y casos. Por ejemplo la regulacion del gen sea
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precisa y conocida. Ademads, se puede llegar a realizar terapia génica somaticaZ o
germinal®. La llustracién 2 muestra la metodologia utilizada.

ILUSTRACION 2. TERAPIA GENICA [54]

Terapia Farmacoldgica: consiste en neutralizar las alteraciones mediante
medicamentos que eliminen o minimicen los efectos secundarios de la
enfermedad. Para ello se crea un perfil genético del paciente y esto se ha hecho
posible por el Proyecto Genoma Humano y entre otros proyectos de mapeo e
identificacion de variaciones genéticas.

Medicina Preventiva: realiza estudios de sujetos poblacionales para determinar
los genes que provocan enfermedades determinadas y poder predecir qué
medidas las van a acelerar o ralentizar. Pero esta se ve frenado por conflictos en
Aspectos Eticos.

Diagnéstico genético preimplantacional (DGPI): como el propio nombre indica se
trata de realizar un diagndstico genético a los embriones durante la fecundacidn
en vitro. Se puede ver en resumen el proceso en la llustracion 3.

FIV Biopsia Transferencia
/ celular embrionaria

Desarrollo Analisis
O embrionario genético

ILUSTRACION 3. DIAGNOSTICO PREIMPLANTACIONAL [55]

2 Terapia génica somatica: Modificaciones genéticas que solo tienen lugar en dicho paciente.

3Terapia génica germinal: Modificaciones genéticas que son hereditarias y cabe la posibilidad de

transmitirlas a los descendientes.

15



2.2. PROYECTOS IMPORTANTES

Se han llevado a cabo numerosos proyectos relacionados con el mapeo e identificacion de
mutaciones pero se estima que hay alrededor de 1 a 2 millones de SNPs [2] en el genoma
humano. Estos son objeto de muchos estudios y proyectos ya que podrian estar asociados a
enfermedades o provocar un mayor riesgo a enfermedades, por consiguiente a estas
mutaciones conocidas como SNP se les puede llegar a utilizar como marcadores para localizar
genes responsables en las enfermedades. Vamos a introducir algunos de los proyectos
realizados internacionalmente que enriquecieron a gran escala los repositorios genémicos:

2.2.1. PROYECTO GENOMA HUMANO (PGH)

Ya se ha hablado del Proyecto Genoma Humano en el cual se invirtieron hasta 3000 millones
de délares, fundado en 1990 en el Departamento de Energia y Ciencias Trapianas y los
Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos. Con los objetivos principales de
secuenciar y mapear el genoma humano para su posible uso en investigaciones y estudios
junto con su posterior aplicacion en diagndsticos presintomaticos y prenatales.

Cabe destacar que la informacién fue publicada y es de acceso libre [2]. Ademas se realizaron
supervisiones sobre temas éticos, legales y sociales para la libre utilizacién del los
datos. Gracias a este proyecto se conoce que unos 4 mil trastornos genéticos se deben a
genes mutantes, algunos muy comunes, como la sicklemia, la talasemia y la fibrosis quistica,
en los que se produce la alteracidn de un solo gen [45]. Lo que también remarcé mucho este
proyecto fue la técnica de secuenciacidn utilizada y desarrollada por Frederick Sanger para
este proyecto resumida en la llustracion 4.
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ILUSTRACION 4. TECNICA DE SECUENCIACION AUTOMATICA DEL GENOMA HUMANO [56]

2.2.2. PROYECTO INTERNACIONAL HAPMAP

Otro de los proyectos importantes ha sido el Proyecto internacional HapMap para desarrollar
un mapa de haplotipos® del genoma humano y estudiar las similitudes ambientales que
afectan a enfermedades gendmicas mediante la catalogacién regional de similitudes y
diferencias genéticas poblaciones. También se asociaron SNPs (variaciones de nucleétidos
simples) con enfermedades y diferentes perfiles de respuestas ante los farmacos [30].

Los datos son de acceso libre en la plataforma de NCBI (Centro Nacional para la Informacidn
Biotecnoldgica, proviene de la traduccidon de inglés ‘National Center for Biotechnology
Information’) y también se utilizan en repositorios web como Ensembl para las frecuencias
genotipicas y frecuencias de alelos pertenecientes a distintos paises como se puede observar
en la llustracion 5.

4 Definido en el apartado 2.3
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ILUSTRACION 5. EJEMPLO DE RESULTADOS PERTENECIENTES A ESTUDIO POBLACIONAL HAPMAP [57]

2.2.3. PROYECTO ENCODE

ENCODE es Enciclopedia de los elementos de ADN (de las siglas de inglés “Encyclopedia of DNA
Elements”). Es un proyecto de investigacion publica lanzado por el Instituto Nacional de
Investigacion del Genoma Humano de Estados Unidos (NHGRI) en septiembre de 2003 y se
encontraba en su cuarta fase en 2017 [6]. Destinado a ser una continuacidon del Proyecto
Genoma Humano. Que cataloga la ubicacién de los genes e identifica los elementos
funcionales en el genoma humano que no son considerados de utilidad o ‘basura’® con la
utilizacién de métodos y tecnologias variadas.

Ademads, en este proyecto se intenta comprender los elementos que intervienen en los
procesos relacionados con el genoma humano como es el ARN (Acido Ribonucleico), proteinas
y los elementos reguladores [47]. Como se puede ver en la llustracion 6 que resume como el
codigo genético localizado en un cromosoma empieza a interactuar con otros elementos
funcionales. [46]

® S6lo 1.5% del genoma humano codifica proteinas del resto 98.5% no conoce la utilidad o se considera
ADN ‘basura’ o repetitivo [6]
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ILUSTRACION 6. EJEMPLO ELEMENTOS MAPEADOS Y ESTUDIADOS EN EL PROYECTO ENCODE [46]

2.2.4. PROYECTO 1000 GENOMAS

Realizé la secuenciacion gendmica de 2.504 individuos de 26 poblaciones distintas (se pueden
apreciar en el mapa de la llustracion 1), describe un catadlogo de 84,7 millones de variantes que
amplia en un 40 % el nimero de variantes conocidas del genoma humano segun un articulo en
la revista Nature [7]. Los resultados de las frecuencias de alelos y genotipos generados durante
el proyecto estan disponibles en distintos repositorios gendmicos para su uso, como es el caso

de Ensembl.
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ILUSTRACION 7. POBLACION PARTICIPANTE EN EL PROYECTO 1000 GENOMA [29]
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Todos estos datos sobre el genoma humano, las mutaciones genéticas y la codificacidn de
proteinas son de acceso libre. Se debe reconocer que hay una inmensidad de informacion
en una variedad de repositorios. Pero la cuestién aqui no es la cantidad de informacién a
tratar sino la estructura y el formato. Al no existir un estandar para la representacién de
las mutaciones estas estdn representadas de forma dispersa y variada en los distintos
repositorios.

Los datos recopilados en estos proyectos pueden ser de gran relevancia para determinar
las influencias medioambientales que contribuyen a las variaciones genéticas y ademas la
predisposiciéon a infecciones o enfermedades y la eficacia de los medicamentos
llevandonos de esta forma un paso mas cerca a la Medicina de Precision.

Aungque existen distintos tipos de repositorios, entre los mas reconocidos estan:
» Repositorios de secuencias de nucleétidos :

e NCBI
e EMBL
e DDBJ
e GenBank

» Repositorios de Enfermedades genéticas humanas :
e OMIM

> Repositorios de genomas de organismos concretos :

e Flybase
e SGD
e ENSEBML
e UCSC
» Repositorios de proteinas :
e Uniprot
e PDB
e SCOP

> Repositorios de bibliografia:
e GWAS Catalog

e PubMed

» Repositorios de Polimorfismos :
e SNPedia
e dbSNP

Los avances tecnoldgicos y la intensa dedicacion en este campo han generado muchos datos
pero aun estamos empezando a descifrar el papel de los genes y mutaciones. Pero como se
indicd anteriormente, esta informacién debe seguir una estructura, un estandar, tener un
modelo conceptual que lo represente de forma abstracta para un facil y agil acceso junto con
su utilizacién.
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El Modelo Conceptual del Genoma Humano (MCGH) [4] propuesto por J. Reyes Roman
representa de forma sencilla los elementos gendmicos para un mayor entendimiento del
dominio. Esto permite modelar Sistemas de Informacién Gendémicos eficientes para una mejor
gestion de la informacidén existente. Ya que el objetivo principal es comprender toda la
informacién presente en el genoma humano para su posterior utilizacidn correcta.

Un mejor entendimiento del genoma humano da el paso hacia la Medicina de Precision. Esta
practica propone tratar a cada paciente de forma distinta teniendo en cuenta su variabilidad
genética, el estilo de vida que lleva y el medioambiente habitado, como se puede ver las bases
de medicina de precision en la llustracion 8. La genética puede determinar la predisposicién a
algunas enfermedades y de misma forma hay genes que responden positivamente ante un tipo
de tratamiento. Esto crea mucha esperanza para las enfermedades raras y sugiere emplear
tratamientos especificos.

a Genetics

Medical

o

.

ILUSTRACION 8. MEDICINA DE PRECISION [58]

2.3. CONCEPTOS IMPORTANTES

Para poder desarrollar este trabajo se ha tenido que familiarizarse con aspectos generales de
la biologia gendmico. Para ello es importante tener claros conceptos como es el ADN, gen,
proteinas codificadas a partir del ADN, genoma humano, alelo, mutaciones, haplotipo,
fenotipo, secuenciacién y medicina de precision.
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2.3.1. ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN), como el propio nombre indica es un acido nucléico que
contiene la informacién en forma de cdodigo genético para realizar el desarrollo vy
funcionamientos vitales. Todos los organismos vivos almacenan el ADN en el nicleo y/o
mitocondrias de cada célula eucariota. Es hereditario y su tarea principal es la creacién de
componentes de otras células como las proteinas y el ARN entre otros.

Estructura del ADN

Cromosoma

ADN

Célula

Pares de bases
nucleotidicas:

Nucleo [ Guanina
Citosina

Adenina

.Timinag'éﬁ—'

ILUSTRACION 9. ADN EN CELULA EUCARIOTA [59]

El cddigo genético estd formado por cadena de secuencias de nucledtidos, hay 4 nucleétidos
gue difieren en sus bases nitrogenadas (A -> Adenina, T -> Timina, C -> Citosina y G -> Guanina)
teniendo el mismo glucido (Desoxirribosa). Se forma una hebra con cadenas de secuencias de
nucledtidos unidas por puentes de hidrégeno formados por bases complementarios de
Adenina con Timina (A-T) y de Guanina con Citosina (G-C). [32]
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2.3.2. GENOMA HUMANO

Un genoma es la coleccidn del ADN completo de un organismo, o sea un compuesto quimico
gue contiene todas las instrucciones genéticas para desarrollar y dirigir las actividades de todo
el organismo y que se transmite de generacion en generacion. El genoma humano tiene 46
cromosomas, agrupados en 23 pares como se puede observar en la llustracién 10. Estos son
heredados de los dos progenitores, de los cuales 22 son autosomas o cromosomas no sexuales
y un par es sexual lo que determina el género del individuo [31]. Es decir el cromosoma 23
identifica el sexo en caso de las mujeres los cromosomas en la posicidon 23 son XX y XY en los
hombres.

Wal Ho RN
0 8 2 B g 8% Ww RE AR AR

08 A B 40 da B8R &8 a8 of da

11 12 13 14 15 11 12 13 14 15

LI S S LI 4 %2 BH A% KB xx

6 17 18 19 20 6 17 18 19 20
AX K3 {, AA K& xx
3N 2 XY 2t 2 X X

ILUSTRACION 10. GENOMA HUMANO CON LOS 23 PARES DE CROMOSOMAS MASCULINO Y FEMENINO [60]

Muchos organismos no tienen ADN sino tan solo el ARN (Acido Ribonucleico) como son los
virus y plasmidos que realiza la funcion de transmisiéon genética a los organismos
descendientes. Y esto es en lo que se diferencia el ADN y genoma, el genoma es el ADN y el
ARN.

El genoma humano contiene aproximadamente 3.000 millones de pares de bases nucléicos, los
cuales se encuentran en los 23 pares de cromosomas dentro del nucleo de todas nuestras
células [32]. Cada cromosoma contiene cientos de miles de genes, los cuales tienen las
instrucciones para hacer proteinas. Cada uno de los 25.000 genes estimados en el genoma
humano produce un promedio de tres proteinas. Estas proteinas realizan las funciones vitales
o son parte de ella como los musculos o las enzimas
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2.3.3. GEN

Un gen es la unidad minima de informacion que se guarda en el ADN, mejor dicho en el
genoma humano y cuyo objetivo es codificar un producto funcional. Los genes estan formados
por mezclas de regiones de ADN codificadas conocidas como exones y regiones no codificadas
Ilamadas intrones como se puede apreciar en la llustracion 11.

ILUSTRACION 11. GEN COMPUESTO POR EXONES E INTRONES [61]

Un gen, segln los expertos, es una serie de nucleétidos que almacena la informacién que se
requiere para sintetizar a una macromolécula que se manifiesta como una caracteristica como
seria color de los ojos, del pelo,... etc. Los genes son regiones de ADN que contiene la
informacion necesaria para codificar proteinas, genes reguladores®y existen genes que dan
lugar a varias proteinas [47]. Existen genes recesivos y dominantes. Para la manifestacion de
un gen recesivo se debe haber heredado el mismo gen recesivo de los dos progenitores. El
conjunto de todos los genes forma el Ilamado genotipo.

Un gen no es una estructura que se vea sino que se define a nivel funcional. Es una secuencia
gue va a empezar en algun lugar del ADN y va a terminar en otro. Para conocer un gen se
secuencia y se determina la cantidad de los nucleétidos que lo forman y el orden en que se
ubican. Muchos de los proyectos nombrados en el apartado 2.2 tienen como objetivo la
secuenciacioén de todos los genes, es decir, del Genoma Humano.

También cabria destacar que existen genes autosémicos dominante y recesivos por los cuales
se llegan a heredar enfermedades de los progenitores. En caso de genes autosémicos
dominantes si solo uno de los progenitores padece la enfermedad o posee el gen la
probabilidad de heredar la enfermedad es de 50%. Pero en caso de genes autosomicos
recesivos los dos progenitores deben haber transmitido el gen recesivo.

& Genes reguladores: son genes que controlan la velocidad de sintesis o creacion de los productos en uno
0 varios genes. [48]
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2.3.4. PROTEINAS CODIFICADAS A PARTIR DE ADN

Si hay necesidad de utilizar la informaciéon codificada en el ADN se realizan copias del
fragmento de cédigo donde se encuentra la informacién y a esta copia se le Ilama ARN. El
proceso de copiar el cédigo ADN se denomina transcripcién.

Este ARN también conocido como el ARNm (Acido Ribonucleico mensajero) se transporta al
lugar donde se realiza la sintesis de la proteina conocida como el proceso de Traduccion. Este
ARN es leido en tripletas o también conocido como coddn. Cada coddon determina que
aminodcido se coloca para formar la proteina. Aunque hay muchos mds componentes que
intervienen en estos dos procesos se nombran los mas relevantes para entender el proceso y
se puede ver un resumen en la llustracion 12.
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Transcription
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ILUSTRACION 12. DE ADN A PROTEINAS: TRANSCRIPCION Y TRADUCCION [62]

Las proteinas, como se ha indicado anteriormente realizan funciones variadas en el organismo
humano pero estas estdn compuestas de aminoacidos. Existen 20 aminodacidos diferentes y
cuya combinacién es lo que forma proteinas Unicas. Aunque este codigo genético esta
presente de forma igual en todas las células se utilizan partes especificas de genes
dependiendo de qué informacion es necesaria para realizar las funciones de dicha célula. Por
ejemplo las células de estdmago realizaran la transcripcién de la informacion relacionada a la
digestion.
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2.3.5. ALELOS

En el genoma humano existen 23 cromosomas como se ha indicado en apartado 2.3.2 y que se
heredan de cada progenitor. Es decir, tenemos siempre dos formas iguales o distintas de
manifestar un gen o una caracteristica procedentes de cada progenitor. Pero existen los alelos
dominantes o recesivos que determinan la manifestacion de la caracteristica para una
determinada funcion o rasgo. Los alelos son las 2 posibles formas o versiones que puede tomar
un gen. Se puede resumir cual de los dos alelos se manifestara de la siguiente manera:

Alelo dominante + alelo dominante = fenotipo dominante (alelos homocigéticos)
Alelo dominante + alelo recesivo = fenotipo dominante (alelos heterocigéticos)
Alelo recesivo + alelo recesivo = fenotipo recesivo (alelos homocigéticos)

Cromatidas

alelo A alelo a
color ojos  color ojos
dominante  recesivo

ILUSTRACION 13. ALELOS EN CROMOSOMAS DIPLOIDES [63]

Estos alelos proporcionan una base para poder fijar frecuencias genotipicas. Segun el principio
de Hardy-Weinberg [48] en una poblacidon con alelos sin mutaciones se mantendrd un
equilibrio entre las frecuencias de alelos. Ya que sin una mutacién solo se llegara a heredar una
de las posibilidades anteriores respecto a los alelos. Gracias a esto se puede llegar a calcular las
frecuencias de alelos en una poblacién, la frecuencia homocigética, heterocigdtica y la
recesiva representada de forma que indica los alelos situados en las dos cromatidas en los
cromosomas procedentes de cada progenitor como se puede apreciar en la ilustracién 13.

Se debe puede llegar a tener en cuenta las mutaciones ya que su ritmo de aparicion es del
orden de 10*a 108y el cambio en las frecuencias alélicas serd, como mucho, del mismo
orden. La validez del principio de Hardy-Weinberg se basa en la asuncién de que no se
producen nuevas mutaciones. Aunque fuese el caso en general estas mutaciones no dan lugar
a expansiones hereditarias grandes debido a sus efectos en los individuos quienes la padecen.
(48]

El cdlculo de estas frecuencias en varias poblaciones tanto nacionales como continentales es
una de las aportaciones del Proyecto Genoma Humano.
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2.3.6. MUTACIONES

Alguna modificacién en la secuencia o forma de ADN puede causar la expresion anormal de
uno o mads genes, originando un fenotipo patoldgico. Las enfermedades genéticas causadas
por mutacion en el genoma pueden ser de distintos tipos pero se pueden clasificar
dependiendo del lugar afectado [12]:

e Mutaciones Cromosdmicas: estas son debido a un cambio en el nimero o
segmentos de cromosomas o una reorganizacién en el cromosoma. Se consideran
todas aquellas que provocan cambios en la estructura del cromosoma [12]. Existe
Poliploidia’ , Aneuploidia® o reordenamiento cromosémico (inversién, eliminacién,
duplicacién o translocacion en la estructura cromosdémica) resumidas en la
[lustracion 14.

e Mutaciones Moleculares o génicas: por sustitucion de bases moleculares
(transicidén o transversion) o los INDELs (por insercion o eliminacién de bases).
Estos pueden provocar mutaciones silenciosas®, mutaciones neutras *° o
mutaciones puntuales'? [12].
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ILUSTRACION 14. MUTACIONES GENICAS [64]

"Poliploidia: conjuntos adicionales de cromosomas, mas de 2 copias del cromosoma. Por ejemplo, poseer
3 cromosomas en lugar de 2 en el par 21.

8Aneuploidia: cambio en nimero de cromosomas. Hay un aumento o disminucion en el ndmero total de
cromosomas en el genoma y ademas se realiza una reorganizacion de los pares. En el genoma humano
este tipo de variacién resulta la inviabilidad del feto. Pero es muy comin en vegetales.

® Mutacién silenciosa: Cambio en la tercera posicion del codén lo que no crea una manifestacion
fenotipica.

10 Mutacién neutral: el aminoacido insertado es distinto pero no provoca un cambio el comportamiento
funcional de la proteina.

11 Mutacién puntual: se cambio un aminoécido y puede llegar a dificultar el futuro funcionamiento y
estructura de la proteina.
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Las mutaciones pueden ser inducidas o espontaneas. La primera es causada por exposicién o
por efecto de radiaciones o quimicos. Las espontdaneas son errores durante la fase o procesos
relacionados con el ADN como es la replicacién. La diferencia entre una mutacion puntual y un
SNP es la magnitud de individuos afectados. Es decir, si el polimorfismo de un solo nucleétido
se manifiesta en al menos 1 % de la poblacién se considera SNP, sino es considerada una
mutacién puntual.

2.3.7. HAPLOTIPO

Cuando una combinacién de alelos son heredados conjuntamente se les conoce como
Haplotipo. Esto se diferencia de la herencia normal de los cromosomas ya que en estos alelos
se encuentran varios polimorfismos simples de un solo nucleétido, SNP. Existen alrededor de
10 millones de SNP [33] en las poblaciones humanas para los que el alelo del SNP mucho
menos comun tiene una frecuencia de al menos uno por ciento. Como se ha indicado
anteriormente, estos alelos se heredan como un conjunto, un haplotipo como se muestra en la
ilustracion 15.

ILUSTRACION 15. HAPLOTIPO EN UNA REGION DEL CROMOSOMA [33]

Este concepto se ha utilizado mucho en los estudios genéticos poblacionales. Esto se debe a
gue si se conoce un SNP asociado a una enfermedad y también el haplotipo asociado a dicho
SNP se puede llegar a determinar la posibilidad de padecer dicha enfermedad en un
diagndstico [49]. Los haplotipos proporcionan una mejor comprensién o visién de la herencia
genotipica, asi como de las enfermedades genéticas. La identificacion de haplotipos fue uno de
los objetivos principales del Proyecto HapMap.

2.3.8. FENOTIPO

Son interpretaciones genotipicas que se manifiestan en forma de caracteristicas del organismo
como el color del pelo o el famoso experimento de los guisantes en la ilustracién 16. Estas van
asociadas a alelos donde se localiza el gen que lo codifica pero otro punto de vista seria indicar
gue ese genotipo es una variacion genotipica no patogénica. Pero si existen muchas
variaciones genéticas patogénicas que se manifiestan como fenotipos y algunos de estos
pueden verse afectados por el medio ambiente.
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ILUSTRACION 16. GENOTIPO Y SU MANIFESTACION COMO FENOTIPO [65]

2.3.9. SECUENCIACION

La secuenciacién del genoma consiste en mapear el orden de todas las bases nucléicas
presentes en el ADN. Pero esto no proporciona ninguna informacién por si solo pero puede
permitir identificar variantes funcionales asociados a SNPs pertenecientes a enfermedades o
variaciones patogénicas.

La secuenciacion del ADN nos proporciona las posiciones exactas de los nucleétidos en el
genoma humano. Aparte de secuenciar el ADN humano se han secuenciado genomas de
muchas plantas, animales y microorganismos. Todo esto permitird detectar mutaciones,
secuenciar fésiles, diagnosis prenatales, pre-implantacién e identificar cruces entre especies
[34] y proporciona una oportunidad para la biologia evolutiva de proponer tratamientos pre-
sintomaticos.

En 2000 se secuencid por primera vez casi totalmente el genoma humano después de ello se
realizaron multiples proyecto internacionales para realizar més secuenciaciones'®>. Durante
este medio siglo se han estudiados rutas de sistemas bioldgicos, regulacidon de expresiones e
interconexiones biosintéticas. Pero ahora se ha empezado con la revolucidon de equipos de
investigadores pertenecientes a campos variados como médicos, informaticos, genéticos,
bioinformaticos, bioquimicos, fisicos y matematicos para comprender por completo nuestro
codigo genético.

2.3.10. MEDICINA DE PRECISION

Segun la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SOEM) la medicina de precision es:

“Un concepto nuevo que hace referencia a la adaptacion del tratamiento médico a las caracteristicas

individuales de cada paciente. Implica que las decisiones referentes al tratamiento o la prevencion de

enfermedades se tomardn en base a la integracion de las caracteristicas genomicas y moleculares del
tumor, la informacion sobre la situacion clinica y los hdbitos del paciente.”

Popularizada en 2015 es la forma de tratar y diagnosticar enfermedades teniendo en cuenta
tanto el medio ambiente como el estilo de vida del paciente. Y poder realizar tratamientos
seguros y eficientes para poder prevenir enfermedades genéticas. [35]

12 Se han indicados algunos de ellos en el apartado 2.2.

29



CAPITULO 3. ENFERMEDADES A TRATAR

3.1. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus, también conocida como diabetes tipo 2, es una enfermedad crdénica que
solia producirse generalmente en adultos mayores de 50 afios, se la conocia como diabetes de
los adultos. Sin embargo, en los Ultimos afios su aparicidon en ninos y adolescentes ha sido una
causa de preocupacion pero muchos la asocian al aumento de la obesidad infantil.

En condiciones normales, la glucosa procede de la digestion de los alimentos y se concentra en
el flujo sanguineo para llegar hasta las células en el cuerpo y transformarse en energia. Esta
transformacion se realiza por la presencia de una hormona llamada insulina que se produce en
el pancreas. Sin embargo, puede llegar el momento en que las células no reaccionen como
deberian ante la presencia de insulina. Es lo que se denomina resistencia a la insulina y es el
paso anterior a la diabetes tipo 2.

La consecuencia es que la glucosa llega hasta las células pero estos no la absorben del todo y la
glucosa se acumula en la sangre, esto provoca que el pancreas produzca mayor cantidad de
insulina para lograr que los azlcares sean absorbidos por las células y no se mantengan en el
torrente sanguineo. De este modo se produce un circulo vicioso que es el origen de la diabetes
mellitus. La diabetes de tipo 2 provoca niveles elevados de glucosa en la sangre y es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular.

Mayoritariamente se asocia a causas caracteristicas de los pacientes y los factores comunes
existentes [14]:
e Obesidad o sobrepeso
e Hiperlipidemia, debido al aumento de los niveles de colesterol en sangre.
e Hipertensidn arterial.
e Alimentacién inadecuada (dietas hipercaldricas y ricas en grasas saturadas y poli-
insaturadas).
e Sedentarismo (se ingieren mas calorias de las que se consumen).
e El denominado sindrome metabdlico, que se caracteriza por la presencia de tres o mas
factores de riesgo cardiovascular.

Ademads, también se indica la existencia de factor genético, ya que los descendientes de
personas que tienen este tipo de diabetes tienen una mayor predisposicion para desarrollarla.
En su fase inicial la diabetes tipo 2 generalmente no produce sintomas y suele ser
diagnosticada tras la realizacién de una analitica clinica rutinaria [14].

Sin embargo, llega un momento en que la glucosa no llega en cantidades suficientes a las
células y empiece a acumularse en la sangre y el cuerpo lo manifiesta de las formas resumidas
en lailustracién 17.
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ILUSTRACION 17. SINTOMAS DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 [66]

Es frecuente que en algunos casos los sintomas se asocien al factor edad y que la existencia de
la diabetes mellitus pase desapercibida y continle su evolucién progresiva. Es muy importante,
por tanto, que los adultos mayores de 50 afios, especialmente si tienen antecedentes
familiares, se sometan a una analitica anual de la glucosa en sangre. Ello permitird Ila
instauracién del tratamiento mas adecuado en cada caso, con el objetivo de controlar la
presencia de azlcares en la sangre. [14]

Ya existen fdrmacos que estan teniendo en cuenta las variantes genéticas para la realizacion de
terapias anticoagulantes orales. Un ejemplo de ello es la Antivitaminas K. En Espafia hay mas
de 500.000 pacientes (>1% de la poblacién) en tratamiento y prevencién de la enfermedad
tromboembolia con estos farmacos. [19]

El nimero de personas que padece diabetes mellitus se ha multiplicado por cuatro en los
ultimos 30 afios, afecta ya a uno de cada once adultos y el 90% de ellos sufre diabetes mellitus
de tipo 2 (DMT2). [19] Estas son algunas de las principales conclusiones de una revision
publicada en Nature Reviews Endocrinology que asegura que esta patologia es la novena causa
de muerte a nivel global.
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ILUSTRACION 18. MAPAMUNDI CON LA ESTADISTICA DE CASOS DE DIABETES MELLLITUS TIPO 2 [15]

3.2. TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA

La trombosis venosa profunda (TVP) ocurre cuando un coagulo sanguineo se forma en una de
las venas profundas del cuerpo. Esto puede suceder si una vena se dafia o si el flujo sanguineo
de una vena se reduce o para. Aunque hay una gran cantidad de factores para desarrollar TVP,
dos de los mas comunes son experimentar una lesién en la parte inferior del cuerpo y tener
una cirugia de cadera o piernas. [36]

Aunque la TVP puede ocurrir en cualquier vena profunda, ocurre mds comunmente en las
venas de la pelvis, las pantorrillas o los muslos. Un codgulo sanguineo puede desplazarse al
flujo sanguineo como se ve en la ilustracién 19 y bloquear el flujo de sangre a los pulmones.
Aunque un codgulo sanguineo no se desprenda, puede causar un dafio permanente a las
valvulas de la vena. Este dafio puede conducir a problemas a largo plazo en las piernas, como
dolor, inflamacion y llagas. [37]

En muchos casos, la TVP ocurre sin sintomas observables y es muy dificil de detectar. Por este
motivo, los médicos se enfocan en prevenir el desarrollo de TVP usando diferentes tipos de
terapias, dependiendo de las necesidades de un paciente. Si el médico toma las medidas
necesarias para prevenir la TVP en caso de tener una fractura grave o una cirugia en las
extremidades inferiores.
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ILUSTRACION 19. TROMBOSIS VENOS PROFUNDA [67]

Varios factores pueden afectar el flujo sanguineo en las venas profundas y aumentar el riesgo
de desarrollar codgulos sanguineos. Estos incluyen [36]:
e Edadavanzada
e Historial familiar de TVP o embolismo pulmonar
e Tener ciertos tipos de canceres malignos
e Tener enfermedades en las venas
e Tabaquismo
e Usar pildoras anticonceptivas o terapia hormonal
e Embarazo
e Tener sobrepeso u obesidad
e Heredar un trastorno de coagulacion

Las paredes de las venas son lisas. Esto ayuda a que la sangre fluya libremente y se mezcle con
agentes presentes naturalmente (anticoagulantes) en la sangre que evitan que las células
sanguineas se coagulen. La sangre que no fluye libremente y no se mezcla con los
anticoagulantes tiene mas probabilidad de ocasionar coagulos sanguineos. Por esto es
importante observar los signos de TVP en personas que estan en reposo, inmovilizadas o que
no se pueden mover por periodos prolongados de tiempo. [19]

En ocasiones puede ocurrir el lamado embolismo pulmonar que es un coagulo de sangre que
se desprende y viaja por las venas. Esto puede suceder justo después de la formacion del
coagulo o puede suceder dias después. Si el codgulo llega a los pulmones, puede obstruir el
flujo de sangre a los pulmones y al corazén. [19]

Un embolismo pulmonar es una emergencia médica grave y puede ocasionar la muerte. En
algunos casos puede ser el primer signo de TVP. Los sintomas de embolismo pulmonar
incluyen [37]:

e Dificultad para respirar

e Inicio repentino de dolor en el pecho

e Tos

e  Escupir o vomitar sangre
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La prueba mas comun de TVP es Ultrasonido duplex. El ultrasonido usa ondas sonoras de alta
frecuencia que hacen eco en el cuerpo, como la tecnologia usada para revisar el bienestar de
un bebé en gestaciéon. Esto crea una imagen de los vasos sanguineos. El ultrasonido duplex
combina la tecnologia tradicional de ultrasonido con la tecnologia Doppler, que genera una
imagen de color que muestra la sangre mientras fluye por el cuerpo [19]. El ultrasonido no es
invasivo y es indoloro. Se puede repetir regularmente porque no requiere radiacion.
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ILUSTRACION 20. TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA EN EL MUNDO [68]
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CAPITULO 4. REPOSITORIOS TRATADOS

La gran cantidad de datos generados durante las investigaciones y estudios gendmicas se
guardan en bases de datos para su consulta posterior en busca de informacion relevante. El
objetivo principal de las bases de datos es tener la informacidon almacenada de forma
organizada para que sea accesible, actualizada y facil de manejar.

Segun el catidlogo NAR (Nucleic Acids Research) existen 1.737 bases de datos bioldgicos
clasificadas en 15 categorias y 41 sub-categorias. En enero de 2018 se publicaron las
actualizaciones de las bases de datos entre los que se encuentra el mapeo 3D de las
cromatinas. En total se afiadieron 88, se descartaron 47 obsoletas y se actualizaron 138 bases
de datos con sus nuevas URL’s, nuevas descripciones y otros metadatos [3]. Entre las bases
actualizadas también se encuentran Ensembl y ClinVar.

La principal razén de seleccidn de estas bases de datos es la presencia de estudios y resultados
sobre variaciones de un solo nucleétido, SNPs. Ya que en este trabajo solo se tratan SNPs
debido a su gran frecuencia entre las mutaciones y las aportaciones que tiene para la medicina
de precision. Estos SNPs proporcionan un método para poder entender las enfermedades asi
como sus causas, efectos, propagacidon y una alternativa potente hacia el desarrollo de
medicamentos y tratamientos eficientes en casos tanto generales como puntuales dando lugar
tanto a la medicina preventiva como a la medicina de precisién.

Otra de las razones para seleccionar estos repositorios es la relacién que tienen entre ellos. El
repositorio GWAS Catalog y Ensembl se referencian entre ellos directamente o por medio de
articulos referenciados.

Ademas, todos ellos proporcionan datos estadisticos sobre la variacién, su mapeo genémico,
fenotipos, datos sobre genes asociados, poblaciéon de estudio, resultados del estudio entre
otros. Pero también proporcionan los resimenes de los articulos y la referencia junto al acceso
a los articulos completos. Casi todos los articulos tratados estan en el repositorio Europe PMC
[44] y de acceso libre. También se consultaron articulos localizados en la seccién de articulos
perteneciente a la pagina de Nature [45] y otras revistas relacionadas con la genética
referenciados desde PubMed. En casos no se tenia acceso al articulo completo pero si se
utilizaba la red de la Universidad Politécnica de Valencia se concedia el acceso a dichos
articulos.
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4.1. ENSEMBL

El proyecto Ensembl se inicié en 1999, algunos anos antes de que se completara el proyecto
del genoma humano. Incluso en esa etapa inicial, estaba claro que la anotacion manual de
3.000 millones de pares de bases de secuencia no podria ofrecer a los investigadores acceso
oportuno a los ultimos datos. Por lo tanto, el objetivo de Ensembl era anotar automaticamente
el genoma, integrar esta anotacién con otros datos bioldgicos disponibles y poner todo esto a
disposicidn del publico a través de la web. [36]
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Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports

Tools BioMart > BLAST/IBLAT > Variant Effect Predictor > research in comparative genomics, evolution, sequence variation and
transcriptional regulation. Ensembl annotate genes, computes multiple
All tools Export custom datasets from Search our genomes for your DNA Analyse your own variants and alignments, predicts regulatory function and collects disease data.
Ensembl with this data-mining tool or protein sequence predict the functional consequences Ensembl tools include BLAST, BLAT. BioMart and the Variant Effect
of known and unknown variants Predictor (VEP) for all supported species.
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ILUSTRACION 21. REPOSITORIO ENSEMBL [69]
Desde el lanzamiento del sitio web en julio de 2000 y se puede ver en la ilustracion 21 la
pagina de inicio de la aplicacion web de Ensembl, se han agregado muchos mds genomas a

Ensembl y el rango de datos disponibles también se ha expandido para incluir genémica
comparativa, variacion y datos regulatorios [39].

La base de datos de variacion de Ensembl almacena areas del genoma que difieren entre
genomas individuales ("variantes") y, cuando estan disponibles, informacion de fenotipos y
enfermedades asociadas. Existen diferentes tipos de variantes para varias especies:

e Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)

e Insercionesy/ o eliminaciones cortas de nucleétidos.

e Variantes mas largas clasificadas como variantes estructurales

Ensembl proporciona la herramienta de datos BioMart por la cual se puede descargar datos
gendmicos. Los equipos de Comparacién, Variacién y Regulacion son responsables de los datos
comparativos, de variacion y regulatorios, respectivamente [14]. Ademds se proporcionan
datos separadas en regiones de interés como se muestra en la ilustracion 22.
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ILUSTRACION 22. REPOSITORIO ENSEMBL REGIONES DE INTERES EN LA INTERFAZ WEB [70]
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4.2. CLINVAR

ClinVar es una base de datos de mutaciones proporciona variantes de cualquier tamano y
regién junto con sus significados clinicos, organismos u otros datos de apoyo. Es un archivo
publico de acceso libre con informes de las relaciones entre variaciones humanas y fenotipos,
con evidencia de respaldo y se puede ver la pagina oficial en la ilustracidn 23.

ClinVar pertenece al NCBI, que es el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica y que
proporciona acceso a 41 bases de datos (como, por ejemplo, dbVar, dbGaP, PubMed, Gene,
OMIM, entre ellas ClinVar). Se trata de una base de datos con gran cantidad de informacién. Es
un socio activo del proyecto ClinGen, proporcionando datos para la evaluacién y el archivo de
los resultados de la interpretacidon por reconocidos paneles de expertos y provee guias de
practica. [40]

£ NCBI  Resources ™) How To %) Sign in to NCBI
ClinVar Clinvar v ||Search ClinVar for gene symbols, HGVS expressions, conditions, and more
Advanced Help

Home About v  Access v | Help v | Submit v | Statistics v FTP =
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CAGCGCTGGGCATAAAAGTCAGGCCAGAGE  cypyar aggregates information about genomic vanation and its relationship to human health.
CCATGGTGCATCTGACTCCTCAGGAGAAGT

GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGT
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Using ClinVar Tools Related Sites
About ClinVar ACMG Recommendations for Reporting of Incidental Findings ClinGen

Data Dictionary ClinVar Submission Portal GeneReviews &
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FAQ Variation Vi r MedGen
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RSS feedWhat's new? RefSeqGene/LRG Variation

Factsheet

ILUSTRACION 23. REPOSITORIO CLINVAR [71]

Las variaciones genémicas y referencias a las secuencias de proteinas se representan siguiendo
el estandar de HGVS indicando el cromosoma y la posicion de la variaciéon. Por Ejemplo:
NC_000009.12:8.133279294T>G donde NC_000009.12 es el numero Unico de acceso a la
secuencia usada para posicionar la variacion, la letra g significa que la secuencia es gendmica,
133279294 corresponde a la posicidon en la secuencia referida y T>G describe el cambio de
Timina por Guanina.

Clinvar admite presentaciones de diferentes niveles de complejidad. La presentacion puede
ser tan simple como una representacion de un alelo y su interpretacion o tan detallada como
proporcionar multiples tipos de evidencia estructurada o experimental sobre la variacién en
fenotipos. Se puede ver en la tabla 1 los archivos presentes en 2018 en la base de datos
Clinvar.
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Categoria Archivos (3 de Septiembre de 2018)
Archivos totales 701924

Genes representados 30220

Archivos de variaciones tnicas 442743

Total de fuentes con aportaciones 1055

TABLA 1. ARCHIVOS PRESENTES EN 2018 EN LA BASE DE DATOS CLINVAR [41]

ClinVar acepta datos obtenidos mediante examenes clinicos, investigacidn o conocimiento a
base de otros estudios desde distintas partes del mundo. Se puede apreciar en la llustracién 24
las aportaciones mundiales a la base de datos de ClinVar.

1 1 27
L 8
ILUSTRACION 24. LAS APORTACIONES MUNDIALES A LA BASE DE DATOS DE CLINVAR [72]
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4.3. SNPEDIA

SNPedia es un sitio wiki media semantico que se edita y se actualiza por medios automaticos y
manuales. Estd disefiado de forma que respalde el analisis y la generacidén automadtica de
informes por parte del software asociado, al mismo tiempo que mantiene un nivel de
legibilidad tanto para usuarios casuales como frecuentes [17]. SNPedia resume los fenotipos, la
condicion médica y la asociacidn genealogia de las variantes. Y como el propio nombre indica
es una base de datos de polimorfismos simples de un solo nucleétido (SNPs).

SN - Talk Contributions Create account Login
Pedia + Q

Navigation «

Main page Discussion Edit History

Have data from 23andMe or Ancestry? Make a raport automatically with Promeathease |

SNPedia

SNPedia is a wiki investigating human genetics. We share information about the effects of variations in DNA, citing peer-reviewed scientific publications. It is used by
Promethease to create a personal report linking your DNA variations to the information published about them. Please see the SNPedia:FAQ for answers to common
guestions,

ILUSTRACION 25. REPOSITORIO SNPEDIA [73]

SNPedia se lanzd para ayudar a desarrollar el potencial del Proyecto del Genoma Humano para
conectar la vida diaria y el bienestar. SNPedia se basa en un modelo wiki como se puede ver en
la ilustracion 25, con el fin de fomentar la comunicacién sobre la variacién genética y permitir
gue los miembros de la comunidad interesados lo ayuden a evolucionar para volverse cada vez
mas relevante [16]. En la tabla 2 se puede ver el estado de los datos [21] disponibles en
SNPedia.

Categoria Archivos (20 de Enero de 2018)
SNPs totales 701924

Genes representados 2042

Temas 136

Total de péginas 260917

TABLA 2. ARCHIVOS PRESENTES EN 2018 EN LA BASE DE DATOS SNPEDIA [21]

En SNPedia se encuentran SNPs o mutaciones que tienen efectos médicos o genealdgicos
significativos. El nombre estandar de un SNP registrado oficialmente tiene una s’ referencia
con un identificador (por ejemplo: rs1051730%%) y el PMID (Identificador de PubMed) que es
un identificador estandar para articulos cientificos, segun el indice de la Biblioteca Nacional de
Medicina de EE. UU.

13 Esta referencia proviene de la base de datos dbSNP de NCBI que tiene catalogado unos 10 millones de
SNPs. [32]
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4.4. GWAS CATALOG

El Catdlogo fue fundado por el NHGRI (Instituto Nacional de Investigacién del Genoma
Humano) en 2008, debido al rdpido aumento en el nimero de estudios publicados de
asociaciones gendmicas (GWAS). El catdlogo de GWAS proporciona una base de datos
consistentes, facil de buscar y de libre acceso. Con asociaciones de rasgos de SNP publicadas,
es accesible para cientificos, médicos y otros usuarios.

Desde 2010, la entrega y el desarrollo del Catdlogo ha sido un proyecto de colaboracion entre
EMBL-EBI y NHGRI. Un equipo de curadores, todos ellos bidlogos moleculares con experiencia,
seleccionan los datos y brindan soporte al usuario. El equipo de curacidn cuenta con el apoyo

de desarrolladores de software dedicados y se puede ver el resultado de la pagina oficial en la
ilustracién 26. [43]

0 GWAS Catalog ome Search Diagram D 1 jon \bout  EMBL-EBI

£~ GWAS Catalog

The NHGRI-EBI Catalog of published genome-wide association studies

Examples: breast cancer, rs7328174, Yang, 2q37.1, HBS1L, 6:16000000-25000000

Home / Search

View the most recent studies in the Catalog or browse the full list of available traits

ILUSTRACION 26. REPOSITORIO GWAS CATALOG [74]

En la actualidad, el Catdlogo GWAS contiene mas de 3,400 publicaciones y mas de 62,000
asociaciones exclusivas de Rasgos de SNPs. Mas de 10,000 visitantes de todo el mundo
acceden al Catalogo GWAS por mes. Las personas que usan el recurso tienen una amplia gama
de objetivos: incluyen investigadores, cientificos que investigan mecanismos de enfermedad,
clinicos que pretenden predecir el riesgo de enfermedad, profesionales de industria
farmacéutica que mejoran el proceso de descubrimiento de farmacos y cualquier persona que
desee obtener las ultimas estadisticas sobre el conocimiento de la enfermedad o datos
resumidos de poblaciones particulares de individuos. Se puede apreciar la asociacion creciente
de los estudios sobre variaciones de un nucleétido simple en la ilustracion 27. Asi como, GWAS
también referencia a otras bases de datos Ensembl, dbSNP y PubMed para enriquecer la
informacién ofrecida.
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Figure 1.

Studies, traits and SNP-trait associations from 2005-2013 reveal the growth in eligible studies

XILUSTRACION 27. ESTADISTICA GWAS CATALOG 2013 [22]

4.5. ESTRUCTURA DE DATOS UTILIZADA

Las 4 base de datos fuentes de las variaciones con que vamos a trabajar constituyen
parametros distintos para representar las variaciones pero existen pardmetros que si ayudan a
identificar si se trata de la misma variacién y en ese caso fusionar la misma variacién en uno.
Se juntaron los datos en un Unico fichero para poder tratarlos obteniendo 29 pardmetros para
cada variacion (Tabla 3).

Los datos procedentes de Ensembl, ClinVar, SNPedia y GWAS Catalog constituyen la siguiente

estructura conju nta:
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DBSNP

CLINVAR_ID

GRCh37_CHROMOS
OME

GRCh37_START

GRCh37_END

GRCh38_CHROMOS

OME

GRCh38_START

GRCh38_END

RISK_ALLELE

LAST_REVIEWED

GENOTYPE_1

GENOTYPE_1_SUM
MARY

GENOTYPE_2

GENOTYPE_2_SUM
MARY

GENOTYPE_3

GENOTYPE_3_SUM
MARY

Descripcion
Identificadores Unico
de entrega
proporcionado por
dbSNP

Identificador
proporcionado por
Clinvar

Nombre del
cromosoma donde se
inicia la variacion.
Localizacion de inicio
en el genoma de
referencia GRCh37
Localizacion de fin en
el genoma de
referencia GRCh37
Nombre del
cromosoma donde se
inicia la variacion
Localizacion de inicio
en el genoma de
referencia GRCh38
Localizacion de fin en
el genoma de
referencia GRCh38
Para los rasgos de la
enfermedad,

definimos los alelos de

riesgo como variantes
que corresponden a
un OR de enfermedad
mayor que uno.
Ultima fecha de
revision

Es el alelo heredado
en una posicion del
SNP

Breve descripcidn de
Genotypel

Es el alelo heredado
en una posicion del
SNP

Breve descripcién de
Genotype2

Es el alelo heredado
en una posicion del
SNP

Breve descripcién de
Genotype3

Ejemplo
rs18726354

7413

6290728

6290728

22134095

22134096

A (Adenina)

2015

(C;C)

(CT)

(T;T)

Procedencia
dbSNP

Clinvar

ClinVar o
dbSNP

Ensembl

ClinVar

Ensembl
(HapMap o
1000
Genome)

42



INITIAL_SAMPLE_SI
ZE

Tamaiio inicial de
sujetos en el estudio

12,931 European ancestry
cases, 57,196 European
ancestry controls

GWAS Catalog

REPLICATION_SAMP
LE_SIZE

Numero de sujetos en
la replicacién del
estudio

116 Arab ancestry cases, 199
Arab ancestry controls

GWAS Catalog

P-VALUE Nivel de evidencia de | 2,00E-06 GWAS Catalog
la relacién genotipo-
fenotipo asignada por
el estudio
OR Es la medida utilizada | 1.1 GWAS Catalog
para indicar si la
presencia o falta de
algo esta relacionada
con la presencia o
falta de otro factor
(23]
Cl Es el rango de [0.016-0.162] GWAS Catalog
confianza
PUBMED_ID Identificador de la | 29221444 PMID
referencia
bibliografica en la base
de datos PubMed
YEAR Afio de publicacidon 2017 GWAS Catalog
URL Enlace al articulo o www.ncbi.nlm.nih.gov/pubm | GWAS Catalog
estudio ed/29221444
TITLE El titulo del estudio o Genome-wide  association | GWAS Catalog
articulo study of coronary artery
calcified atherosclerotic
plaque in African Americans
with type 2 diabetes.
DATABASE Base(s) de datos de Clinvar Todas
la(s) que se extrae al
informacién
GEN Nombre del gen APP ClinVar
mapeado donde se
encuentra la variacién
PHENOTYPE Enfermedades a las TYPE 2 DIABETES Todas
que se asocia
SIGNIFICADO El efecto clinico de la Pathogenic ClinVar
CLiNICO variacion

TABLA 3. PARAMETROS DE SALIDA DESDE ENSEMBL, CLINVAR, SNPEDIAY GWAS
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CAPITULO 5. METODOLOGIA SILE

5.1. INTRODUCCION

Los modelos conceptuales nos proporcionan una perspectiva comprensiva de los datos.
Existen muchas base de datos desde las ultimas dos décadas pero que varian en contenido,
recursos, infraestructura y calidad. La busqueda (Search) e identificacion de informacién
gendmica relevante se ha convertido en una tarea que requiere mucho tiempo, experiencia y
conocimientos por parte del investigador debido a la variedad o ‘caos’ estructural de los
repositorios.

Segln los expertos no hay un protocolo o método para buscar e identificar informacidn
relevante. Asi que, se debe tener en cuenta que si se consultan varias bases de datos la
informacién final tendrd una mejor calidad solo si se realiza el proceso de seleccién e
obtencién de forma sistematica.

La metodologia SILE (Search-Identificacion-Load-Exploitation) nos permite realizar todo el
proceso de forma sistematica. En este Trabajo fin de master solo se desarrolla la etapa de
Search e Identification. Debido a que esta segunda supone un gran esfuerzo y trabajo detallado
para tener variaciones gendmicas que afectan a un nucledtido con datos y evidencias
completas y unificadas.

En el proceso de busqueda se empieza con la seleccidon de bases de datos fuentes para las
variaciones simples de un nucleétido SNPs identificadas para Diabetes Mellitus Tipo 2 y
Trombosis Venosa Profunda.

El siguiente paso es la identificacion donde se aplican criterios de calidad a los estudios y
articulos para clasificar la validez y completitud de los datos. Asi como, descartar las
variaciones que no son de importancia clinica para este trabajo. Posteriormente, descartar los
duplicados, corregir y llenar los valores en las variaciones.

Y por ultimo, completar los 38 campos pertenecientes a los datos asociados a las variaciones
para la carga.

5.2. SEARCH

Aqui debemos decidir qué medio de informacidn utilizar es decir, el contexto de busqueda. En
nuestro caso se realizar busqueda de variaciones gendmicas relacionadas con la enfermedad
de: Diabetes Mellitus Tipo 2 y Trombosis Venosa Profunda.

Y las bases de datos de extraccion son Ensembl, SNPedia, ClinVar y GWAS Catalog.

Los datos de descarga fueron proporcionados por la directora experimental Ana Ledn,
agrupados por enfermedad y se puede ver un resumen de esos datos en la tabla 4.

Diabetes Mellitus Tipo 2 Trombosis Venosa Profunda
Clinvar 477 59
Ensembl 23356 896
GWAS Catalog 1281 292
SNPedia 2467 0
Total 27581 1247

TABLA 4. RESULTADOS BUSQUEDA DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA
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5.3.

El objeti

IDENTIFICATION

vo de esta fase es dejar los datos sin redundancias y con la mejor calidad posible. Para

ello se han aplicado varios pasos de filtrado a los datos entre los que se encuentra la seleccion

de significado clinico, nimero de publicaciones asociadas a la variacién y unos criterios de
calidad. Después de eso se estudiaron las variaciones en busca de inconsistencias Pero para
resumir los datos iniciales se pueden clasificar como se muestra en la tabla 5.
Diabetes Mellitus Tipo 2 Trombosis Venosa Profunda
SNPs 929 205
Estudios / Articulos 2323 426
Genes mapeados 3677 172
Ao de Publicacion 2007-2018 2009-2017
Filas totales de 27581 1247
Variaciones

TABLA 5. RESULTADOS BUSQUEDA DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA

5.3.1.

5.3.1.1.

(*DESCARTANDO LAS FILAS CON VALORES VACIOS)

CRITERIOS DE CALIDAD

SIGNIFICADO CLINICO

El significado clinico es de gran relevancia. Los posibles significados clinicos que se encontraron

en los datos son:

o
o
o
o

Y/
0‘0

Benign: Variacién benigna.

Likely benign: Variacién con una alta probabilidad de ser benigna (mayor del 90%).
Uncertain significance: cuando no se conoce el efecto clinico.

Pathogenic: Variacion patdgena, causante de la enfermedad.

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

Affects: Para las variantes que causan un fenotipo sin enfermedad, como la
intolerancia a la lactosa.

Conflicting interpretations: varios articulos o publicaciones asignan a la variacion un
significado clinica diferente.

Drug response: Un término general para una variante que afecta la respuesta a un
farmaco, no una enfermedad.

Not Provided : para articulos o estudios sin una interpretacion de importancia clinica.
Risk Factor: cuando existe posible riesgo de que la variacién cause la enfermedad
Protector: cuando la variacién previene en cierta medida la aparicién de Ia
enfermedad.

De las relevancias clinicas indicadas anteriormente solo se aceptaron variaciones que indicaran

precisamente el significado clinico claro de patogénica, con factor de riesgo y protectoras. Pero
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las variaciones en las que no se indicaba el significado clinico no se podian descartar. Por ello
se rellend con el valor ‘Asociation’ estas variaciones.

5.3.1.2. NUMERO DE PUBLICACIONES ASOCIADAS

Otro factor que se tuvo en cuenta fue las publicaciones asociadas a una variacién genética.
Esto es importante ya si no existen suficientes estudios o articulos que respalde la referencia
de una variacion esta no es de validez médica. Esto acurre cuando hay filas asociadas no
pertenecientes a articulos o investigaciones.

5.3.1.3. CRITERIOS DE CALIDAD

Se aplicaron 5 criterios de calidad a las variaciones relacionados con los datos estadisticos
proporcionados en los estudios. Estos son de gran relevancia ya que justifican y son la prueba
de las afirmaciones realzadas en los estudios y se descartaron las que no lo cumplian.
e Sujetos totales > 500: el nimero de individuos que fueron sujetos del estudio
sumando los casos y controles posteriores debe superar a la cifra de 500. Esto se debe
a que estadisticas analiticas evaluan los efectos del tratamiento y los factores de riesgo
en resultados especificos y la probabilidad de que los efectos se deban al azar o no
[25]. Esta evaluacidn se basa en la prueba de hipdtesis estadisticas y la significancia
estadistica dependiendo del:
o Tamaho de la muestra, cuando mayor mds probable es que se vea la
estadistica.
o Variabilidad en las caracteristicas de los sujetos. Cuanto menor es la
variabilidad, mds féacil es demostrar la significacion estadistica.
o Magnitud del efecto observado entre grupos. Cuanto mayor es el tamaiio del
efecto, mas facil es demostrar la significacidn estadistica.
e ORM=1:un ORde 1.0 significa que la variante de ADN no afecta las probabilidades de
tener la enfermedad. [26]
e OR-Patogénicas > 1: los valores superiores a 1.0 indican una asociacion estadistica
entre esa variante y la enfermedad. [26]
e OR- Protectoras < 1: Los valores de OR por debajo de 1 indican una menor asociacion
o riesgo. [26]
e IC<>1:Elintervalo de confianza (IC**) es la certeza de que un rango (intervalo) de
valores contiene el valor verdadero y preciso de una poblacién que se obtendria si el

14 OR: es la medida utilizada para calcular la presencia o la ausencia de una propiedad en una poblacién
dada. Es la relacion entre probabilidades en un grupo en comparacion con las probabilidades
dentro de otro grupo, para la asociacion entre un alelo o genctipo con un fenotipo. Por lo general,
los portadores de un alelo o genotipo menos comun se comparan con personas con dos copias del
alelo mas comun. Generalmente esta medida se calcula sobre toda la poblacién pero en caso de
ser parte de la poblacion la importancia y el efecto depende del valor de intervalo de confianza.
[50] [51]
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experimento se repitiera. Proporciona informacién sobre la magnitud y la direccién de
un efecto. El 1 indica que no hay diferencia estadistica entre comparaciones y no son
de nuestro interés.

Con los ultimos 3 criterios de calidad de calidad, en el apartado 5.3.1.1, 5.3.1.2, 5.3.1.3 se
descartaron 6552 filas relacionadas a variaciones genéticas pertenecientes a Diabetes Mellitus
Tipo 2 y 59 de Trombosis Venosa Profunda. En Trombosis Venosa Profunda solo hizo efecto el
criterio 5.3.1.1 ya que la falta de los datos no hizo posible efecto de los otros criterios.

Pero cabe destacar que solo se eliminaron unas cuantas filas al aplicar el criterio 5.3.1.3 para
las dos enfermedades. Esto se debia a que se utilizan valores estadisticos resultantes de los
estudios para valorar la calidad y valor de informacién que aportan los datos para el
diagndstico clinico significativo pero al faltar muchos de estos datos no se pudieron aplicar
estos criterios a las filas asociadas a las variaciones genéticas.

Cabe senalar que hubo casos donde se vieron inconsistencias relacionadas a las variaciones
como por ejemplo para un mismo SNP no puede haber dos o mas filas con valores estadisticos
distintos. Estas y muchas otras inconsistencias en los datos fueron lo que marcaron que la fase
de Identificacion fuese tan intensa. Este tipo de inconsistencias fueron resueltas uno en uno
como se detallando las mas significativas en los siguientes apartados.

Esta falta de datos provocé que se aplicaran los filtros de calidad del apartado 5.3.1.1, 5.3.1.2,
5.3.1.3 después de haber completado y revisado las inconsistencias los datos.

IC: el intervalo de confianza el resultado estadistico calculado como log en base e de la poblacion
estudiada.
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5.3.2. INCONSISTENCIAS EN LOS DATOS

5.3.2.1. VARIACIONES DE ENFERMEDADES RELACIONADAS

También se observd que habia filas de variaciones que apuntaban a un fenotipo distinto del

tratado en este trabajo. Cuando se estaban rellenando los valores faltantes en las variaciones

se vio que habia algunas variaciones de enfermedades relacionadas. Como se puede observar

en la llustracidn 28 los fenotipos mapeados en Ensembl perteneciente al SNP ‘rs1040196’ son

distintos a Diabetes Mellitus Tipo 2 pero se encontraban en los datos descargados desde la

base de datos Ensembl.

Phenotype, disease Source(s)  Mapped Terms Ontology Accessions .
and trait
Age-related diseases, NHGRI-EBI 16 terms 16 accessions
mortality and associated GWAS
endophenotypes cataloge?
Age-related disease NHGRI-EBI 9terms 9 accessions
endophenotypes GWAS

catalog&

Hepatic lipid content in NHGRI-EBI  hepatic lipid content measurement, obesity

extreme obesity GWAS
cataloge?

Type 2 diabetes NHGRI-EBI type Il diabetes mellitus, Type |l diabetes
GWAS mellitus
catalog

Type 2 diabetes NHGRI-EBI  type Il diabetes mellitus, Type |l diabetes
GWAS mellitus
catalog#

LDL cholesterol NHGRI-EBl  LDL cholesterol, lipid measurement, low
GWAS density lipoprotein cholesteraol
catalog measurement, total cholesterol

measurement

External
reference

PMID:27790247 &

PMID-27790247 &

PMID:25246029 &

PMID: 19060906 &

Reported
gene(s)

NR

NR

SUGP1

PMID:22885922 & CILP2

PMID:22885922 & CILP2

Associated
allele

I

I}

Statistics

p-value: 4 gpe1

p-value: 3 ppe-™

p-value: 3.gpe7

p-value: 7 gpe?

odds ratio: 1.13

p-value: 3 ppe’
odds ratio: 1.15

p-value: 2 Qped

beta 0.05s.c
coefficient: decreas

Viendo esta inconsistencia se decidié acceder al articulo perteneciente a esta ocurrencia de

variacion (PUBMED ‘25246029’). Y en el resumen del articulo mostrado en la llustracién 29, se

puedo confirmar que se trataba de una variacidn perteneciente a otro fenotipo pero el estudio

habia sido realizado sobre sujetos con la enfermedad tratada en nuestro trabajo. Esto obligo a

verificar en todos los casos, aunque en los datos descargados indicara el fenotipo estudiado,

verificar si las variaciones apuntaban al fenotipo estudiado.
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Abstract Goto: ¥

Individuals with type 2 diabetes have an increased risk of developing nenalcohaolic fatty liver disease
(NAFLD), and NAFLD patients are also at greater risk for developing type 2 diabetes. Although the
relationship between type 2 diabetes and NAFLD is highly interconnected, the pathogenic mechanisms
linking the two diseases are poorly understood. The goal of this study was to identify genetic determinants
of hepatic lipid accumulation through association analysis using histological phenotypes in obese
individuals. Using the lllumina HumanOmniExpress BeadChip assay, we genotyped 2300 individuals on
whaom liver biopsy data were available. We analyzed total bilirubin levels, which are linked to fatty liver in
severe obesity, and observed the strongest evidence for association with rs4148325 in UGTTA (P<5.0 =
107%3), replicating previous findings. We assessed hepatic fat level and found strong evidence for
association with rs4823173, rs2896019, and rs2281135, all located in PNPLA3 and rs10401969 in SUGPT.
Analysis of liver transcript levels of 20 genes residing at the SUGPT/NCAN locus identified a 1.6-fold change
in expression of the LPARZ gene in fatty liver. We also observed suggestive evidence for association
between low-grade fat accumulation and rs10859525 and rs1294908, located upstream from SOC52 and
RAMP3, respectively. SOCS52 was differentially expressed between fatty and normal liver. These results
replicate findings for several hepatic phenotypes in the setting of extreme obesity and implicate new loci
that may play a role in the pathophysiology of hepatic lipid accumulation.

ILUSTRACION 29. VARIACIONES DE ENFERMEDADES RELACIONADAS: RESUMEN ARTICULO [27]

En caso de datos pertenecientes a GWAS Catalog sucedié lo mismo y se procedio a realizar el
chequeo de todas las variaciones y en este caso se encontré en el rasgo indicada otras
enfermedades relacionadas que pueden llegar a provocar o afectan en alguna medida a la
enfermedad estudiada pero no llegan a reportar la conexién directa de la variacién con las
enfermedades de Diabetes Mellitus Tipo 2 o Trombosis Venosa Profunda como se puede ver
en la llustraciéon 30.

AR T SIS

Studies
Study Publication Journal @ Association

author @11 PMID @11 accession © 11 Date ¥ I1 1 Title @ Reported trait © 1T count © I1
Spracklen N 28334899 g | GCST004237 2017-02-21 Hum Mol Association analyses of East Asian 49 - +
etal Genet individuals and trans-ancestry

analyses with European individuals

reveal new loci associated with

cholesterol and trigiyceride levels.
Spracklen CM 28334899 | GCST004235 2017-02-21 Hum Mol Association analyses of East Asian || Total cholestercl a1 al +
etal Genet individuals and trans-ancestry

analyses with European individuals

reveal new loci associated with

cholesterol and triglyceride levels.
Spracklen CN - 28334898 = GCST004233 2017-02-21 Hum Mol Association analyses of East Asian 66 < +
etal Genet individuals and trans-ancestry

analyses with European individuals

reveal new loci associated with

cholesterol and trighyceride levels.
Heletal 27790247 g | GCSTO04046 2016-11-03 Front Pleictropic Meta-Analyses of Age-related disease 31 +

Genet Longitudinal Studies Discover Novel | endophenotypes

Genetic Variants Associated with

Age-Related Diseases.
HeLetal 27790247 @ GCST004045 2016-11-03 Front Pleictropic Meta-Analyses of Age-related diseases, 44 +

Genet Longitudinal Studies Discover Novel mortality and
Genetic Variants Associated with associated
Age-Related Diseases. endophenotypes

ILUSTRACION 30. VARIACIONES DE ENFERMEDADES RELACIONADAS EN GWAS CATALOG [76]
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Otra forma de identificar estas variaciones de mapeo erréneo en las descargas es mediante el
titulo de los articulos o estudios. Como se disponia del titulo de los estudios en los datos se
pudo realizar la confirmacién directa en los datos pero en casos de ausencia del titulo o ante la
duda se debia consultar el articulo. Para ello se puede consultar el repositorio origen de la
variacion (Ensembl, GWAS Catalog, SNPedia o ClinVar) o simplemente realizar una consultar
directa en la pagina de PubMed [51] con el identificador asociado al articulo que es un campo
siempre presente en los datos descargados y en la ilustracion 31 podemos ver un ejemplo de

ello.
Pl-lbl[-'o]e‘lgov PubMed v |[29221444(uid]
e e o Create RSS Create alert Advanced
Format: Abstract~ Send to-

BMC Genet. 2017 Dec 8:18(1):105. doi: 10.1186/512863-017-0572-9.

Genome-wide association study of coronary artery calcified atherosclerotic plaque in African
Americans with type 2 diabetes.

GC®, Buxbaum SG'0, Correa A, Musani 811, Wilson JG'2, Taylor HA™, Bowden DW*, Carr JJ% Freedman BI®

@ Auther information

ILUSTRACION 31. ARTICULO DE ENFERMEDADE RELACIONADA [77]

En este caso se descartaron 2581 filas de variaciones genéticas pertenecientes a Diabetes
Mellitus Tipo 2 debido a que estaban mapeando otro fenotipo o fenotipos relacionados con la
enfermedad tratada. En caso de Trombosis Venosa Profunda todos los articulos asociados
trataban de este fenotipo.

5.3.2.2. AFECTADO POR GENES DE PROXIMIDAD

Se encontrd el caso de que habia varios genes reportados para un solo SNP (rs11043007). Para
gue una variacion afecte a mas de un gen ésta debe ser muy grande (no es el caso porque
estamos trabajando con SNPs) o que los genes estén solapados (esto tampoco es posible).

Para salir de esta incertidumbre se verificé la informacién la base de datos fuente y constaba
con los dos genes reportados, como se puede ver en la llustracién 32.

Variant: rs11043007

rs11043007 snp

Most severe consequence | intergenic variant

Alleles GIT | Ancestral: G | MAF: 0.49 (T) | Highest populati

Location Chromosome 11:2183058 (forward strand) | VCF: 11 8 rs11043007 G T

Evidence status @ 3“ . [: & Ty ,{!‘, f&“ﬂ

HGVS name NC_000011.10:9.2183058G>T

Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (release 150) | View in dbSNP &
' About this variant This variant has 3049 sample genofypes, is associated with 1 phenotype and is mentioned in 1 citation
' Phenotype Data @
' Significant association(s)

) -
' Show/hide columns _
Phenotype, disease . Source(s) Mapped Terms Ontology External Reported Associated Statistics.

and trait Accessions reference gene(s; allele
Type 2 diabetes NHGRI-EBI GWAS type Il diabates mellitus, Type Il EFO:0001360 &, PMID:25102180 &7 [ASCL2, TH G p- 1.00e”7
€ value:

cataloger? diabetes mellitus HP:0 i)
odds  1.19
ratio:

ILUSTRACION 32.SNP LOCALIZADO FUERA DEL GEN EN ENSEMBL [78]
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Para localizar cual de los dos estaba mapeado en esa posicion se consultd la base de datos
dbSNP, llustracion 33 [52] y en casos resultd ser que ninguno de los dos genes o uno de ellos
estaba mapeados con ese SNP (llustracidon 34), uno de esos genes estaba localizado en el
flanco izquierdo y otro en el derecho.

& NCBI  Resources (¥ How To ¥
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ILUSTRACION 33.SNP LOCALIZADO EN DBSNP [79]
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ILUSTRACION 34. SNP LOCALIZADO FUERA DEL GEN [80]

Por ello la primera suposicion que se hizo fue que estos estaban afectados por proximidad y en
este trabajo solo se trata con variaciones de nucledtidos simples. Se encontrd con variaciones
intergénicas con mapeo en otros genes también y se procedié a realizar su eliminacién. Se
descartaron 1001 filas de variaciones genéticas pertenecientes a Diabetes Mellitus Tipo 2.
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5.3.2.3. ESTUDIO DE EFECTO SNP POR SNP

En los datos de Trombosis Venosa Profundad se encontré entre los datos con un gen ‘NRxNR’
pero al consultar la fuente de repositorio se encontrd que se trataba de un estudio sobre la
interaccion gen con gen en la enfermedad de Trombosis Venos Profunda. Como se puede
observar en la llustracién 35.

Study

Author o accession © Publication Journal Association
It pmp 211 11 pae 1 1t Title © Reported trait © 1T count © It
Greliche N 23500962 GCST001913  2013-03-20 BMC A genome-wide search for Venous 37 +
etal. = Med common SNP x SNP thromboembolism

Genet interactions on the risk of (SNP x SNP

venous thrombosis. interaction)
Associations
RAF p- OR Reported Mapped Study
value e Beta CI Region Functional gene[s) gene[s) Reported trait @ Publication accession

sxe® o 94 o o ° 0 Location @ class 1
rs13684505- 2 1.8 [NR] 7g32.3x 7:132345252 (@ intron_variant l NA x NR l PLXNA4 | Venous Greliche N GCST001913
A@x x10¢9 20g11.22 x20:35405288 X X thromboembelism  (PMID:
rs1204660- (£ intron_variant uacci (SNP x SNP 23509862),
A interaction) 2013 | @

ILUSTRACION 35. ESTUDIO VARIACION CON INTERACCION GEN POR GEN. [81]

Estos estudios empezaron (llustracion 36) después de que estudiaran la interaccidon del
ambiente con la variacién gendmica en algunas enfermedades conocido como estudios ‘SNP-
by-environment’. Pero en este trabajo solo se tiene en cuenta las variaciones genémicas que
afectan a un solo SNP y por ello se descartaron estos tipos de estudios. Se descartaron 130
filas de variaciones genéticas pertenecientes a Trombosis Venosa Profunda.

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Increasing complexity of GWAS studies over time (A) number of SNP-by-environment interaction studies, (B)
number of SNP-by-SNP interaction publications. (C) number of traits per publication, (D) number of ancestry
categories each GWAS publication analyzed and (E) number of GWAS analvses per publication. Values were
normalized to provide equal weighting to each category.

ILUSTRACION 36. EVOLUCION DE ESTUDIOS Y ARTICULO EN GWAS [28]
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5.3.2.4. FALTA DE SUJETOS DE ESTUDIO

En casos no se indicaba el nimero de sujetos del estudio en los datos finales pero al revisar el
articulo asociado se pudo encontrar esta informacién como se puede apreciar en la llustracién
37. Estos valores se rellenaron a mano en los datos finales para poder aplicar los criterios de
calidad indicados en el apartado 5.3.1 en su totalidad.
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Habitual coffee intake, genetic polymorphisms, and type 2 diabetes.
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Abstract
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women aged 40-69 years with a normal glucose level at baseline were included. Coffee intake was assessed using a validated food

frequency questionnaire, and incident type 2 diabetes or prediabetes was defined by oral glucose tolerance test or fasting blood glucose test.

The genomic DNA samples were genotyped with the Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 5.0, and nine single-nucleotide
polymorphisms related to type 2 diabetes in East Asian populations were extracted.

ILUSTRACION 37. FALTA SUJETOS DE ESTUDIO [82]

5.3.2.5. FALTA DE VALORES ESTADISTICOS PERTENECIENTES A SNPEDIA

En los datos procedentes de SNPedia se vio la ausencia de datos estadisticos. Pero al acceder a
SNPedia se encontraban los datos de la forma indicada en la llustracién 38. En este caso se
puede ver que SNPedia estd referencidandose a datos correspondientes a otro repositorio,
GWAS. Y en casos se encontré valores estadisticos faltantes en las descripciones o resumenes
gue ofrece SNPedia para cada articulo asociado. Estos valores se rellenaron a mano en los
datos finales para poder aplicar los criterios de calidad indicados en el apartado 5.3.1 en su
totalidad.

GWAS snp

PMID [PMID 23945395
Mrait Type 2 diabetes
. Genome-wide association study identifies three
Title . )

novel loci for type 2 diabetes.
Risk

GC
Allele
P-val 5E-7
Odds

. 1.12[1.0711

Ratio [ 7]

ILUSTRACION 38. FALTA DE VALORES SNPEDIA [83]
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5.3.2.6. CITACIONES

En casos se encontrd con la falta de todos los valores estadisticos y al consultar el articulo se
pudo apreciar que se trataba de una referencia o asociacidon a otro articulo o estudio para
respaldar o argumentar alguna hipétesis. En este caso se descartaron 7075 filas de variaciones
genéticas pertenecientes a Diabetes Mellitus Tipo 2 y 409 de Trombosis Venosa Profunda.

5.3.2.7. POBLACION Y FASES DE ESTUDIOS

Se encontrd con el caso de que habia varios valores estadisticos pertenecientes a la misma
variacién y el mismo articulo.

Al consultar la fuente de datos se vio que se trataba de un estudio en varias poblaciones. En
este caso se procede a encontrar el valor correcto consultando el articulo perteneciente y por
lo general se escoge la que referencia a estadistica estandar, es decir la global.

rs1470579- 03042 1x10™8 0.13 [0.11-0.15] 3g27.2 3:185811202 @ intron_variant IGF2BP2 @ IGF2BP2 @ Type?2
cEd unit diabetes
increase
rs1470579- NR 2 %1072 1.176043 [1.13006358056205- 3q27.2 3:185811202 (&' intron_variant IGFBP2 (&' IGF2BP2 (' Type2
cE (Japanese) 1.213268535811854] diabetes
rs1470579- 0.5 2x107? 1.08 [1.05-1.09] 3g27.2 3185811202 (@ intron_variant IGF2BP2 (@ IGF2BPZ (@ Type2
cE& (South diabetes
Asian, East
Asian,
Eurcpeans)
rs1470579- 04571 4x107™* 0.1264  [0.084-0.158] 3g27.2 3185811202 (@ intron_variant IGF2BP2 (&' IGF2BP2 (@ Type?2
c & (South unit diabetes
Asian) increase
rs1470579- 0.34 5x107H 1.19 [1.14-1.24] 3g27.2 3185811202 (@ intron_variant IGF2BP2 (¥ IGF2BPZ (@ Type2
cE& diabetes

ILUSTRACION 39. POBLACION Y SUBPOBLACION [84]

Se encontraron distintos p-values para el mismo articulo (ilustracién 39) y SNP, se puede ver
en la llustracidn 40 que hay varios valores para el mismo SNP y articulo. Se reviso el articulo
correspondiente encontrandose con las distintas fases que existieron en el estudio realizado y
posteriormente se descartaron todos menos los valores de la fase final.

54

Zhao W
(PMID:
28869590),
2017 | @2

Imamura M
(PMID:
26818047),
2016 | @

Saxena R
(PMID:
23300278),
2013 | @

Zhao W
(PMID:
28869590),
2017 | @2

Hara K
(PMID:
23945395),
2013 | @



p-value:
beta
coefficient|_decrez:

Type 2 diabetes NHGRI-EBI GWAS type Il disbetes meliitus, Type Il
catslogié disbetes mellitus

Type 2 diabetes NHGRI-ZE CWAS
catalag dhabet:

type Il disbates melitus, Type ||
= mellitus

c pvalue: 50022
odds ratio: 1.12

Ic] S type Il diabetes melitus, Type II
diabetes mellitus

c pvalue:  5p0pe7
odds ratio: 1.12

type Il diabetes mellitus, Type II

c pvalue:  q poe-Tl
catalogié diabetes mellitus

odds ratio: 1.12
Type 2 diabeles NHG
catalogié

nellitus, Type Il p-value: 798

odds ratio: 1.18

Type 2 diabetes nelitus, Type Il c pvalue:  5p05a8

odds ratio: 1.12

type Il disbates melitus, Type ||
disbetes mellitus

c pvalue: 5002

odds ratio: 1.12
typs Il diabetes melitus. Type I
diabetes mallitus

type Il diabetes mellitus, Type II
diabetes mellitus

c pvalues g pge’
odds ratio: 1.12030

s, Type Il c pvalue: 5 pga-té

odds ratio: 1.22

type Il diabetes mefit

Type 3 diabetes

tus, Type 11 B p-value: g pogd
odds ratio: 1.1

tus, Type Il - PMID:235685001 - sLcagss T p-value:

Type 2 diabetes
catslogié

coefficient: | des

ILUSTRACION 40. . ENSEMBL DISTINTOS P-VALUES [85]

En este caso se descartaron 1937 filas de variaciones genéticas pertenecientes a Diabetes
Mellitus Tipo 2 y 152 de Trombosis Venosa Profunda.

5.3.3. CRITERIOS DE CALIDAD CON LOS DATOS COMPLETOS

Como se ha visto en el apartado anterior se han rellenado datos faltantes y por ello se
procedid a aplicar otra vez los criterios de calidad indicados en el apartado 5.3.1.

En este caso se descartaron 7332 filas de variaciones genéticas pertenecientes a Diabetes
Mellitus Tipo 2 y 342 de Trombosis Venosa Profunda.

5.4. PREPARACION ANTERIOR A LA CARGA

Después de tratar las inconsistencias encontradas en los datos descargados se puede proceder
a realizar la carga. Pero la estructura final esperada para cada variacion no es la adecuada para
la base de datos de carga. Estos datos son fruto de las descargas de variaciones de los 4
repositorios pero el Ultimo paso en la fase de identificacidn sera preparar los datos acorde con
el modelo conceptual perteneciente al repositorio de carga (ANEXO 1).
Al final se realizaron los siguientes cambios en las variaciones finales acorde al modelo
conceptual para su posible carga en la base de datos con los 38 campos indicados en el ANEXO
1:

» Se afiadieron unos 19 parametros nuevos

» Se descartaron 10 parametros

» Se modificaron 3 (en nombre o en formato)

Para los ultimos cambios indicados se consultaron las bases de datos tanto realizando
descargas como consultando la web.

En la consulta manual por web se buscaron los campos como el alelo de referencia, alelo
alternativo, frecuencia de referencia, frecuencia del gen alternativo, frecuencia del genotipo 1,
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frecuencia del genotipo 2, frecuencia del genotipo 3, nombre de la variante, referencias del
articulo y poblacién. Se puede consultar el Anexo 2 para ver las correspondientes capturas.
Otros datos se pudieron descargar desde las bases de datos como la fecha de creacion, fecha
de la ultima modificacién, nombre del genoma, sindnimos del genoma, identificador del gen,
identificador NG, identificador NM e identificador NP. Estos fueron proporcionados por la
directora experimental Ana Ledn.

Y por ultimo se juntaron las filas con los mismos datos pero pertenecientes a diferentes
repositorios, es decir un merge de los datos indicando en el campo de bases de datos todos los
repositorios que tenian estos datos. Lo que provocd la eliminacion de 10 filas en caso de
Diabetes Mellitus Tipo 2.

Con esto se concluye la fase de identificacion quedando con resultados indicados en la tabla 6.

Diabetes Mellitus Tipo 2 Trombosis Venosa Profunda
SNPs 1093 155
Estudios / Articulos 128 19
Genes mapeados 361 116
SNPs Unicos 471 135
Filas totales de 27581 1247

Variaciones
TABLA 6. RESULTADOS FINALES
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

La Tesis de Master que aqui concluyo me ha proporcionado una serie de conclusiones muy
interesantes como colofén de mis estudios de Master. Procedo a desarrollarlos brevemente a
continuacion.

En primer lugar, la aplicacidon de un proceso sistematico para la gestion de datos gendmicos
orientado a la identificacién de variaciones gendmicas para las enfermedades tratadas me ha
permitido proyectar mis conocimientos en Ingenieria de Sistemas de Informacion sobre un
dominio apasionante que es el del entendimiento del genoma humano con aplicaciones
clinicas en la Medicina de Precision y de esta forma tener una primera conexiéon con este
moderno dominio.

El conocimiento y uso de un método concreto para esa gestion completa de datos (el método
SILE) y en particular su fase de identificacion precisa de variaciones para conectar la busqueda
con la carga, me ha permitido enfrentarme a la complejidad que tiene la gestidn eficiente de la
informacién gendmica. Se ha experimentado la demanda directa de gestidn correcta del “Big
Data” gendmico.

Se ha visto que la automatizacion de procesos para el manejo de estos datos gendmicos
requiere mucho tiempo y esfuerzo para generar entornos de trabajo factibles y compatibles.
He aprendido que debemos empezar a organizar y estandarizar los repositorios gendémicos
entendiendo su estructura e importancia para evitar que llegue el momento en que el
parabdlico aumento en los datos gendmicos no sea para nada manejable debido a la variedad
e incompatibilidad de los repositorios.

También he aprendido a determinar qué aspectos garantizan la calidad de los datos
seleccionados, y me he enfrentado a dos casos reales donde con un tremendo esfuerzo he
podido aprender a seleccionar de un conjunto inicial de miles de variaciones candidatas, cuales
son las realmente relevantes a efectos de ese diagnéstico clinico fiable que constituye el
objetivo final fundamental del trabajo realizado. La visidn es poder llevar a cabo diagnédsticos
directos y proporcionar informacion relevante sobre las posibles enfermedades genéticas y
proponer prevenciones y si hace falta tratamiento personalizado para poder tratar la
enfermedad.

En un ambiente de Ciencia de Datos, y de gestion de “Big Data”, he podido comprobar la
dificultad de acceder a informaciones que, a pesar de tener el mismo objetivo, aparecen en
distintos formatos en diversas fuentes de datos, presentando problemas de falta de
consistencia, heterogeneidad, fiabilidad variables, en evolucion constante.. Todo ello
especialmente problematico en un entorno como el del diagndsticos clinico desde una
perspectiva gendmica, que exige una precision y una fiabilidad maxima.

Por ultimo, he comprobado que mi trabajo solo visualiza la punta del iceberg que la completa y
correcta gestion de la informacién gendmica requiere y requerira en los préximos afios. Solo la
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identificacion conforma un problema enorme, pero por delante tiene la seleccién de fuentes
de datos relevantes entre centenares de repositorios y bases de datos candidatas, y por detras
el disefio e implementacién de los mecanismos de carga e interpretacién de resultados que
haga viable en ambientes clinicos la explotacidn en un sistema sanitario de ultima generacion
de toda esta informacion.

Con el horizonte de llegar a entender y manipular el genoma humano en ultima instancia, esta
Tesis de Master pone su granito de arena en la construccidon de un cuerpo de conocimiento
asociado a nuevos dominios de I+D englobados bajo la etiqueta del “Disefio de Sistemas de
Informacién Gendmicos”, o de la “Ciencia de Datos Gendmicos”, lineas de I1+D claves en el
Centro de 1+D en Métodos de Produccién de Software -PROS- donde he desarrollado mi
trabajo, y donde estaria encantada de poder seguir desarrollando todo lo aprendido, centrado
en asegurar la fiabilidad de los datos en funcion de los continuos descubrimientos que en el
ambito gendmico aparecen dia a dia, y en aplicar al diagndstico gendmico de ultima
generacion los resultados que presento en mi trabajo.

Durante el desarrollo de este proceso han surgido ciertas ideas que podrian tener aportacién
en el dominio de Ciencias de Datos Gendmicos. Y para terminar se plantean los siguientes
trabajos relacionados con la fase de identificacidon de los datos:
e Programa de aplicacidon automatica de criterios de calidad.
e Programa de interpretacion de lenguaje natural para identificar variaciones de
fenotipos relacionados.
e Programa de autocompleto de los datos faltantes siguiendo las trazas utilizadas en
este trabajo para la busqueda de los datos faltantes.
e Una posible combinacién de los 3 programas anteriores para tener un programa de
filtrado automdtico y de esta forma evitar posibles errores humanos cometidos
durante el filtrado de datos.

Si se quiere incorporar mas repositorios habria que realizar estudios parecidos para otros
repositorios a integrar y manejar los casos de inconsistencias que vayan apareciendo.
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Fuente de imagen y pagina oficial del Proyecto 1000 Genoma :
http://www.internationalgenome.org/

Informacién relacionada a Proyecto HapMap : https://es.wikipedia.org/wiki/HapMap
Informacidn relacionada a Genoma Humano :
https://es.wikipedia.org/wiki/Genoma humano

Informacidn relacionada a acido desoxirribonucleico :
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido desoxirribonucleico

Informacién relacionada a haplotipo y fuente de imagen de haplotipo:
https://www.genome.gov/27562906/acerca-del-proyecto-internacional-hapmap/

Informacién relacionada a secuenciacién gendmica :
http://www2.iib.uam.es/seq/tecnicas/biomedl.html

Informacién relacionada a medicina de precision :
https://kidshealth.org/es/parents/precision-medicine-esp.html

Informacién relacionada a trombosis venosa profunda en la biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos :
https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/000156.htm

Informacién relacionada a trombosis venosa profunda :

https://www.mavyoclinic.org/es-es/diseases-conditions/deep-vein-

thrombosis/symptoms-causes/syc-20352557

Informacidn relacionada a Ensembl : https://www.ensembl.org/info/about/index.html

Informacidn relacionada a Ensembl :
https://en.wikipedia.org/wiki/Ensembl genome database project

Informacidn relacionada a ClinVar : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/intro/

Datos Estadisticos ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/submitters/

Informacién relacionada a SNPedia :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3245045/

GWAS Catalog : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5210590/
Informacidn relacionada a Europe PMC : http://europepmc.org/About
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5210590/
http://europepmc.org/About
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Informacidn relacionada a Proyecto Genoma Humano :
https://www.monografias.com/trabajos89/proyecto-genoma-humano-

discriminacion/proyecto-genoma-humano-discriminacion.shtml

Informacién relacionada a proyecto ENCODE :
https://www.encodeproject.org/about/contributors/
Informacién relacionada a Genes : http://www.dciencia.es/adn-genes-cromosomas/

Informacidn relacionada a Principio de Hardy-Weinberg :
https://es.wikipedia.org/wiki/Ley de Hardy-Weinberg

Informacidn relacionada a Haplotipo : https://es.wikipedia.org/wiki/Haplotipo

Informacién relacionada a Odds Ratio : https://en.wikipedia.org/wiki/Odds ratio

Informacidn relacionada a Odds Ratio e interval de confianza:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2545775/?page=1
Pégina official del repositorio PubMed : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Informacién relacionada a DbSNP : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

Fuente de imagen proceso de la terapia génica :
https://terapiagenica.science/proceso-de-la-terapia-genica/

Fuente de imagen diagndstico preimplantacional:
https://www.reproduccionasistida.org/procedimiento-del-dgp/

Fuente de imagen técnica de secuenciacién del genoma humano :
http://webs.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm

Fuente de captura de pantalla de datos genéticos pertenecientes al proyecto Hapmap
publicados en la pagina oficial de Ensembil:
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=10:112998
090-112999090;v=rs7903146;vdb=variation;vf=4835099

Fuente de imagen de medicina de precisién:
https://hitconsultant.net/2016/02/22/31535/

Fuente de imagen de Adn desde la pagina oficial de instituto nacional de cancer NIC :

https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/histona

Fuente de imagen de cromosoma humano:
http://sciencedoing.blogspot.com/2013/01/human-male-degenerative-sex.html

Fuente de imagen con la definicidn grafica del gen: https://es.wikipedia.org/wiki/Gen

Fuente de imagen con el resumen del proceso de traduccidon y transcripcion:
http://www.monsantoglobal.com/global/py/productos/pages/transcripcion.aspx

Fuente de imagen de alelos: http://biologiabi.blogspot.com/2011/06/14-cromosomas-

genes-alelos-y-mutaciones.html

Fuente de imagen con algunas mutaciones cromosdmicas:
http://benitobios.blogspot.com/2008/11/tipos-de-mutaciones.html
Fuente imagen de genotipo a fenotipo:

http://marinaaboitiz.blogspot.com/2017/03/genotipo-y-fenotipo.html

Fuente imagen de los sintomas de diabetes mellitus tipo 2: http://tlvz.com/los-

primeros-sintomas-de-advertencia-de-la-diabetes-tipo-1-y-tipo-2/

Fuente imagen de Trombosis venosa profunda:
https://saludybienestarblog.com/2017/11/27/caso-1-la-medicacion-le-provoca-una-

trombosis-venosa-profunda/
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Fuente imagen de estadistica de Trombosis venosa profunda:
https://www.slideshare.net/GamalAgmy/updates-in-venous-thromboembolism

Fuente de imagen y la pagina oficial de Ensembl: https://www.ensembl.org/index.html

Fuente de imagen de las regiones de interés en la pdagina oficial de Ensembl:
https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Explore?db=core;r=10:112998090

-112999090;v=rs7903146;vdb=variation;vf=4835099

Fuente de imagen de la pagina oficial de ClinVar:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Fuente imagen de participantes en ClinVar :
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/map/

Fuente imagen pagina oficial de SNPedia:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/map/

Fuente imagen pagina oficial de GWAS Catalog: https://www.ebi.ac.uk/gwas/search

Fuente imagen de enfermedad relacionada en Ensembl:
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?r=4:147586898-
147587898;v=rs1040196;vdb=variation;vf=753153

Fuente imagen articulo de enfermedades relacionadas en GWAS Catalog:
https://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=rs10401969

Fuente de imagen de enfermedad relacionada en PubMed:
https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=29221444
Fuente imagen de SNP localizado fuera de gen en Ensembil:

https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Variation/Phenotype?db=core;r=11:218255
8-2183558;v=rs11043007;vdb=variation;vf=6377354
Fuente de imagen de SNP localizado en dbSNP: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

Fuente de imagen de localizacién del Gen en dbSNP:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/?term=TH

Fuente imagen de estudio SNP por SNP en GWAS Catalog :
https://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=23509962

Fuente imagen del articulo publicado en Pubmed:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/?term=25755232%5Buid%5D

Fuente de imagen SNPedia con los valores estadisticos faltantes:
https://www.snpedia.com/index.php/Rs2028299

Fuente imagen de variacidn con valores estadisticos distintos en GWAS Catalog:

https://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=rs1470579

Fuente imagen Ensembl con valores estadisticos distintos:
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Phenotype?db=core;r=3:1858107
92-185811792;v=rs1470579;vdb=variation;vf=1029813
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ANEXO 1. PARAMETROS FINALES PARA LA CARGA DE

DBSNP

NC_IDENTIFIER

CHROMOSOME
GRCh37_START
GRCh37_END
SYNONYM
GRCh38_START
GRCh38_END

RISK_ALLELE

NG_IDENTIFIER

NM_IDENTIFIER

NP_IDENTIFIER

REF
ALT

FREQ.GENO.1

VARIATION_TYPE
FREQ.GENO.2

FREQ.ALT
FREQ.GENO.3
FREQ.REF

PARTICIPANTS

DATOS

Descripcion

Identificador Unico de entrega
proporcionado por dbSNP

Version de la secuencia cromosémica
respecto a la variacion dada proporcionado
por NCBI

Nombre o nimero del cromosoma donde
la variacion esta mapeada.

Localizaciéon de inicio en el genoma de
referencia GRCh37

Localizacion de fin en el genoma de
referencia GRCh37

Posibles sinénimos del gen afectado

Localizaciéon de inicio en el genoma de
referencia GRCh38

Localizacion de fin en el genoma de
referencia GRCh38

Para los rasgos de la enfermedad,
definimos los alelos de riesgo como
variantes que corresponden a un OR de
enfermedad mayor que uno.

La secuencia del gen (asi como su version)
proporcionado por NCBI

La secuencia del transcrito (asi como su
version) proporcionado por NCBI

La secuencia de la proteina proporcionado
por NCBI

Alelo de referencia

Alelo alternativo

Es el alelo heredado en una posicion del
SNP en la fase 1

Tipo de variacion

Es el alelo heredado en una posicion del
SNP en la fase 2

Frecuencia de aparicion del
alternativo perteneciente

Es el alelo heredado en una posicion del
SNP en la fase 3

Frecuencia de aparicion del
referencia perteneciente
Tamano inicial de sujetos en el estudio

alelo

alelo de

Ejemplo
rs18726354

NC_000002.11

6290728

6290728
FU21877,KIAA1767,GITAA
RMC13

22134095

22134096

A (Adenina)

NG_052991.1
NM_001105250.2,NM_001
272020.1,NM_001330195.
1,NM_004796.5,NM_1389
70.4

NP_660310.2

T
C

A|A:0.628

SNP
A|G:0.324

G: 0.210
G|G:0.048
A: 0.790

159208
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POPULATION Origen geografico de los sujetos en el | European
estudio
REPLICATED Si se ha realizado alguna replicacion del | YES
estudio
P-VALUE Nivel de evidencia de la relacion genotipo- | 2,00E-06
fenotipo asignada por el estudio
ORIGIN Origen de la mutacidn GERMLINE
OR Es la medida utilizada para indicar si la | 1.1
presencia o falta de algo estd relacionada
con la presencia o falta de otro factor [23]
Cl Es el rango de confianza [0.016-0.162]
PUBMED_ID Identificador de la referencia bibliografica | 29221444
en la base de datos PubMed
YEAR Afo de publicacidon 2017
PUBMED_URL Enlace al articulo o estudio por medio del | www.ncbi.nlm.nih.gov/pub
identificados med/28566273
REFERENCE Autores y entidades participantes en la | Sim X, Ong RT, Suo C, Tay
investigacion WT, Liu J, Ng DP, Boehnke
M, Chia KS, Wong TY,
Seielstad M, Teo YY, Tai ES.
GENE Bases de datos de las que se extrae al | ClinVar

informacién

GENE_DATABASE Base de datos en la que se encuentra HGNC
identificado el gen.

GEN Siglas utilizadas para referenciarse al gen NRXN3
mapeado donde se encuentra la variacién

GEN_NAME Nombre completo del gen mapeado donde | neurexin 3
se encuentra la variacion

GEN_ID Identificador Unico asociado al gen por | HGNC:8010
HGNC

PHENOTYPE Enfermedades a las que se asocia TYPE 2 DIABETES

SIGNIFICADO El efecto clinico de la variacion Pathogenic

CLiNICO

CREATION_DATE Fecha de creacion de la variacion 05/12/2003

UPDATE_DATE Ultima fecha de modificacion de la | 23/01/2018
variacion

GWAS_ID Identificador asociado al articulo o estudio | GCST004773

en el repositorio GWAS

TABLA 7. PARAMETROS FINALES PARA LA CARGA DE DATOS
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ANEXO 2. PREPARACION DE DATOS PARA LA CARGA

Algunos de los campos que faltaban para la carga de datos fueron incorporados de la siguiente
forma:

<+ En caso de alelo de referencia y el alelo alternativo se consulto el repositorio Ensembl
y en la seccidn principal de la variacion se indican los dos alelos separados por una
barra como se puede ver en la llustracion 41.

Variant: 3543467
rs3843467 snp

Most severe consequence See all predicted consequences

Alleles | Ancestral: T | MAF: 0.20 (T) | Highest population MAF:
Location Chromosome 5:56560548 (forward strand) | VCF. = G T
Evidence status @ w® & =8 TB
HGVS names This variant has 3 HGVS names - Hide B
Ensembl HGVS: dbSNP HGVS:
e NC_000005.10:9.56560548G=T o NM_001287053.1:c.-15-4361C=A

e ENSTO0000438651.5:c-15-4361C>A

ILUSTRACION 41. ALELO DE REFERENCIA Y ALELO ALTERNATIVO EN ENSEMBL

+»+ Los datos relacionados con las frecuencias de los alelos y las frecuencias genotipicas
estaban en el apartado de ‘Population Genetics’ del repositorio Ensembl. En este caso
estaban presente las estadisticas de los estudios como Proyecto 1000 genomas
(ilustracidon 42), HapMap, TopMed u otros. Pero en este trabajo siempre se ha
intentado referenciar las estadisticas del Proyecto 1000 Genoma y en caso de no
disponer de esta se optd por los datos proporcionados por el proyecto HapMap.

Population Allele: frequency (count) Genotype: frequency (count)

Bl G:0.799(4003)  T:0.201 (1005) GIG: 0.640 (1603)  GIT: 0.318 (797) T|T: 0.042 (104)
Bl (C:0765(1011) 1:0.235 (31)) G|G: 0-576 (381 G[T: 0.377 (249 T[T 0.047 (31
I - 0.740 (142) T: 0.260 (50) GIG: 0.542 (52) GIT: 0.396 (38) TIT: 0.062 (6)
| :0.779 (95) T:0.221 (27) GIG: 0.590 (36) GIT: 0.377 (23) TIT: 0.033(2)
I - 0.758 (150) T: 0.242 (48) GIG: 0.596 (59) GIT: 0.323 (32) TIT: 0.081(8)
| - 0.748 (169) T: 0.252 (57) GIG: 0.540 (61) GIT: 0.416 (47) TIT: 0.044 (5)
| - 0.788 (156) T: 0.212 (42) GIG: 0.606 (60) GIT: 0.364 (36) TIT: 0.030 (3)
| - 0.800 (136) T: 0.200 (34) GIG: 0.612 (52) GIT: 0.376 (32) TIT: 0.012 (1)
| - 0.755 (163) T: 0.245 (53) GIG: 0.585 (61) GIT: 0.380 (41) TIT: 0.056 (6)
. : 0.716 (497) T: 0.284 (197) GIG: 0.516 (179) GIT: 0.401 (139) T|T: 0.084 (29)

ILUSTRACION 42. FRECUENCIA DE REFERENCIA, FRECUENCIA DEL GEN ALTERNATIVO, FRECUENCIA
GENOTIPO 1, FRECUENCIA GENOTIPO 2 Y FRECUENCIA GENOTIPO 3 EN ENSEMBL
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% El nombre perteneciente a la variante del repositorio dbSNP proporcionado por HGVS
se encontraba en la pagina de Ensembl como se puede ver en la ilustracion 43.

rs3843467 snp

Most severe consequence lintron variant | See all predicted consequences
Alleles GIT | Ancestral: T | MAF: 0.20 (T) | Highest population MAF: 0.33
Location Chromosome 5:56560548 (forward strand) | VCF. 5 56560548 r=3843467 G T
Evidence status @ w® & ™%
HGVS names This variant has 3 HGVS names - Hide &I
Ensembl HGV'S: dbSNP HGVS:
e NC_000005.10:g.56560548G>T e« NM_001287053.1:c-15-4361C>A

e ENST00000438651.5:c.-15-4361C>A

ILUSTRACION 43. NOMBRE DE LA VARIANTE EN ENSEMBL

+»+ Lareferencia alos articulos y estudios es otro de los campos que se deben
proporcionar para la carga de datos y en este caso se localizaron casi todas en
apartado de Citaciones de Ensembl indicado en la ilustracidn 44.

Citations gge—_
rs3843467 is mentioned in the following publications
Showhide coumms T
Year v PMID Title Author(s) Full text
2018 29038864 Improved detection of genetic loci in estimated glomerular filtration rate and type 2 diabetes Liu HM, He JY, Zhang Q, Lv WQ, Xia X, Sun CQ, PMCE5819009
using a pleiotropic cFDR method. Zhang WD, Deng HW.

ILUSTRACION 44. REFERENCIAS DEL AUTORES EN ENSEMBL
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ANEXO 3. RESUMEN PROCESO IDENTIFICACION

Fase Iniciales Finales Eliminadas
Criterios de calidad (5.3.1.1) 27581 21029 6552
Enfermedades Relacionadas (5.3.2.1) 21029 18448 2581
Afectados por proximidad (5.3.2.2) 18448 17447 1001
Estudio combinacion de variaciones 17447 17447 0
(5.3.2.3)

Citaciones (5.3.2.6) 17447 10372 7075
Poblacion y fases (5.3.2.7) 10372 8435 1937
Criterios de Calidad (5.3.3) 8435 1103 7332
Merge (5.4) 1103 1093 10
Finales 1093

TABLA 8. PROCESO IDENTIFICACION DIABETES MELLITUS TIPO 2

Fase Iniciales Finales Eliminadas
Criterios de calidad (5.3.1) 1247 1188 59
Enfermedades Relacionadas (5.3.2.1) 1188 1188 0
Afectados por proximidad (5.3.2.2) 1188 1188 0
Estudio combinacion de variaciones 1188 1058 130
(5.3.2.3)

Citaciones (5.3.3.6) 1058 649 409
Poblacion y fases (5.3.2.7) 649 497 152
Criterios de Calidad (5.3.3) 497 155 342
Merge (5.4) 155 155 0
Finales 155 - -

TABLA 9. PROCESO IDENTIFICACION TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA
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