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Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva permiten obtener de forma
rapida y econdmica una gran cantidad de informacién en forma de secuencias
de acidos nucleicos. Este hecho, que a priori es una ventaja, conlleva a su vez
el inconveniente del gran volumen de informacion a tratar. En este aspecto, la
Bioinformatica juega un papel fundamental realizando herramientas que
permitan detectar los cambios respecto a un genoma de referencia y
establecer cuales de estos cambios tienen relacion con la enfermedad. En este
segundo punto es donde nos centraremos.

Por tanto, la finalidad de nuestro trabajo sera realizar una aplicacién que
permita a los genetistas filtrar y priorizar de forma sencilla y amigable las
variantes genomicas detectadas con el fin de determinar cual o cuales de ellas




son las responsables de los fenotipos observados.

Para realizarla trabajaremos con el lenguaje de programacién R sobre archivos
en formato .vcf que contengan la informacién anotada sobre las variantes de
los individuos a estudiar.

El resultado que hemos obtenido es una aplicacion que permite seleccionar
aquellas variantes que se encuentran en determinados genes o relacionadas
con determinados fenotipos (mediante el usa de términos HPO) y que cumplen
unos requisitos elegidos por el usuario (genetista), como el tipo de herencia, la
frecuencia alélica o el significado clinico de la variante.

Abstract (in English, 250 words or less):

New massive sequencing technologies allow a large amount of information to
be obtained quickly and cheaply in the form of nucleic acid sequences. This
fact, which a priori is an advantage, in turn entails the inconvenience of the
large volume of information to be processed. In this aspect, Bioinformatics
plays a fundamental role making tools that allow detecting changes with respect
to a reference genome and establishing which of these changes are related to
the disease. This second point is where we will focus.

Therefore, the purpose of our work will be to carry out an application that allows
geneticists to filter and prioritize in a simple and friendly way the detected
genomic variants in order to determine which one or which of them are
responsible for the observed phenotypes.

To carry it out we will work with the R programming language on files in .vcf
format that contain the annotated information on the variants of the individuals
to be studied.

The result that we have obtained is an application that allows us to select those
variants that are found in certain genes or related to certain phenotypes (using
HPO terms) and that meet certain requirements chosen by the user (geneticist),
such as the type of inheritance , the allelic frequency or the clinical significance
of the variant.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

1.1.1 Descripcion general:

Una enfermedad genética es un trastorno que se origina debido a una
alteracion en el material genético. Estas pueden ser monogénicas, donde la
alteracion en un solo gen produce una enfermedad concreta (por ejemplo, la
enfermedad de huntington o la fibrosis quistica) y siguen un patréon de herencia
mendeliana, o poligénicas o complejas, donde intervienen mas de un gen y
ademas el ambiente puede influir en el desarrollo de la enfermedad. Este
segundo tipo de enfermedades genéticas son las mayoritarias. Por tanto, las
enfermedades genéticas engloban a un grupo de patologias muy amplio y
heterogéneo. Respecto a las monogénicas podemos decir que segun el
catalogo OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), se conocen alrededor
de 8.000 enfermedades genéticas relacionadas con todas las especialidades
médicas '. Muchas de estas enfermedades son de baja prevalencia y en
general son de dificil diagndstico debido a que se desconoce la causa
molecular exacta que la origina (es decir el gen exacto), por lo que, mediante el
uso de métodos clasicos de secuenciacion (Método Sanger) en muchos casos
solia transcurrir un tiempo considerable desde la apariciéon de los primeros
sintomas hasta la correcta identificacion de la patologia. Se estima que el
tiempo para el diagnéstico molecular se encuentra entre 1 y 10 afios usando

secuenciacion Sanger 23,

Con la aparicién de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva (NGS-
next generation sequencing) hemos pasado de obtener la secuenciacion de
unos pocos cientos de pares de bases por reacciéon (método Sanger) a mas de
un millén de bases por reaccion (mediante NGS) 3*. De esta forma, se ha
conseguido secuenciar toda la regién codificante de un individuo o exoma
(WES-whole exome sequencing) o incluso todo su genoma (WGS- whole

genome sequencing) en muy poco tiempo y con un coste relativamente bajo °.



Pero al mismo tiempo genera un gran numero de datos que hay que saber

tratar y analizar para que, efectivamente, esto sea util.

Tras la secuenciacion se obtienen millones de pequenas lecturas (reads)
(se trata de secuencias de entre 30 a 100 pares de bases, el numero de
lecturas y la longitud de las mismas dependen de la tecnologia que se use al
secuenciar) en un fichero en formato FastQ, estas se alinean con un genoma
de referencia y se genera un fichero llamado sequence alingment map (SAM)
que se transforma en binary alingment map (BAM), donde se tiene la posicion
gendmica de cada lectura. De esta forma conseguimos localizar las variantes,
tanto de nucledtidos simples (SNVs) o pequefias deleciones inserciones
(INDELS), comparando las secuencias obtenidas con un genoma de referencia,
generandose un archivo de tipo VCF (variant calling format) ©.

Cuando secuenciamos un exoma se obtienen aproximadamente de 20000
a 40000 variantes entre SNVs e INDELS. Tras el filtrado de estas obtenemos
aproximadamente de 400 a 700 variantes de utilidad clinica. Donde
aproximadamente un 14% son falsos positivos, debidos a que se trata de
regiones con pocas lecturas o alineaciones subdptimas, entre otras causas.
Posteriormente se aplican criterios de clasificacion y priorizacion para
determinar el grado de patogenicidad de la variante y la implicacion con la

patologia del individuo estudiado.

Actualmente existen multitud de aplicaciones para la priorizacion de
variantes, cada una de ellas con sus determinadas caracteristicas, es decir,
distintos formatos de archivos aceptados, distintos criterios de priorizacion, etc.
Nombramos algunos ejemplos; QueryOR 3, VPot 7, wANNOVAR & The
Ensembl variant effect predictor (VEP) °, BierApp '°, BrowseVCF ™,
VariantRanker 2, OVA '3 y PhenlX ', estas dos Ultimas tienen en cuenta el
fenotipo del paciente a la hora de realizar la priorizacién y, concretamente,

PhenlX usa los términos HPO para este proposito.

Con todo esto, este es el tema sobre el cual va a tratar el presente TFM,
es decir, la priorizacion de variantes obtenidas mediante secuenciacion masiva.

Con el fin de intentar disminuir al minimo el tiempo en el diagndstico, lo cual es



de suma importancia, ya que este retraso impide que los pacientes recibieran
medidas terapéuticas y de rehabilitacion especificas y que sus familiares entren

en programas preventivos y recibieran asesoramiento genético adecuado.

1.1.2. Justificacion del TFM:

Aunque los criterios de priorizacion que se establecen para el filtraje de
variantes se podrian aplicar directamente sobre el fichero obtenido tras la
comparacién con el genoma de referencia mediante un terminal. Para los
genetistas clinicos, con muchos conocimientos en genética, pero pocos en
informatica, este seria un ambiente hostil. Por tanto, el problema que
deseamos resolver mediante este TFM es la creacion de un ambiente amigable
para el genetista clinico donde poder aplicar los filtros y criterios de seleccién

sobre las variantes a estudiar.
1.2 Objetivos del Trabajo

1.2.1. Objetivos generales:

e Disefiar una herramienta web capaz de priorizar entre las variantes

detectada mediante secuenciaciéon masiva.

1.2.2. Objetivos especificos:

e Establecer criterios de seleccién de las variantes, con el fin de poder
diferenciarlas entre polimorfismos poblacionales y variantes patogénicas,
mediante el uso de filtros (frecuencias alélicas, filtros de tipo de
herencia, etc...).

e Establecer criterios de priorizacion de las variantes seleccionadas, con el

fin de asociarlas a determinadas patologias.

1.3 Enfoque y método seguido

En primer lugar, debemos obtener los datos con los que trabajar. Estos
los obtendremos del proyecto “Genome in a bottle”, aqui encontramos ficheros

VCF tanto para un caso indice (NA12878) como para un trio (Ashkenazim Trio).



Una vez obtenidos los datos debemos anotarlos, esto quiere decir,
determinar qué tipos de variantes se incluyen dentro del fichero con formato
VCF, para ello se utilizara el software de anotacién snpEff y usando para ello,
ademas de la anotacion proporcionada por el programa, las bases de datos de
ClinVar, dbSNP y dbNSFP.

Finalmente, implementaremos la aplicacion con el paquete “shiny” de R
que nos permite crear una interfaz de usuario amigable combinado con otros
paquetes como “vcfR” y “dplyr” que nos permiten tratar de forma sencilla los

datos a analizar.
1.4 Planificacion del Trabajo

1.4.1. Tareas:

e Familiarizacién con los datos y metodologia a usar (tanto para la
anotacién de variantes como para el disefio de la aplicacién web) y

evaluacion el estado del arte, analizando otras aplicaciones web.
o Definir los filtros a usar para la seleccién de variantes.

e Definir los criterios a seguir para la priorizacion de las variantes

seleccionadas.
e Disefio de la aplicacion web

¢ Incluir en la aplicacion web los criterios de para el filtraje y priorizacion

de las variantes.
e Valoracion de la aplicacion.

e Escritura de la memoria.

Elaboracion de la presentacion.

1.4.2 Calendario:

Se muestra el diagrama de Gantt con la planificacion temporal de las

tareas a realizar (Fig. 1).
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Fig 12: Diagrama de Gantt.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

e Plan de trabajo

e Memoria

e Producto: un software desarrollado.
e Presentacion virtual

e Autoevaluacion del proyecto
1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

El resto de los capitulos explican como ha sido el proceso de creacion de
la aplicacion. Consta de los siguientes puntos:
2.1 Resultados

2.1.1 Obtencion de los recursos necesarios (Bases de datos y
“‘muestras” usadas).

2.1.2 Anotacion de los datos (Explica como se ha realizado la
anotacién de los archivos con la informacion de las muestras con las bases de
datos seleccionadas).

2.1.3 Criterios de priorizacidn y filtraje (Explica qué criterios se van a
usar en la priorizacién de las variantes).

2.1.4 Implementacion de la aplicacion web (Explica el desarrollo de la

aplicacion y que paquetes de R se han usado).




2.1.5 Partes y uso de la aplicacién (se describe la aplicacién ya

terminada).



2. Resto de capitulos

2.1 Resultados

2.1.1 Obtencion de los recursos necesarios

2.1.1.1 Datos

Los datos que utilizaremos para probar el funcionamiento de nuestra

aplicacion los obtendremos del consorcio “Genome in a botlle” (GIAB)

Se trata de un consorcio publico-privado-académico organizado por el
NIST (National Institute of Standars and Technology) para desarrollar la
infraestructura técnica (es decir, estandares, métodos y datos de referencia)
que permita el paso de la secuenciacidon completa del genoma humano a la
practica clinica. La prioridad de GIAB es la caracterizacion de genomas
humanos para su uso en validaciones analiticas y desarrollos, optimizaciones y

demostraciones de tecnologias '°.

Actualmente, GIAB cuenta con la secuencia de un genoma piloto
caracterizado (NA12878/HG001) proveniente del proyecto “HapMap”, y dos
trios hijo/padre/madre, uno de ellos de ascendencia judia Ashkenazi
(HG002/HGO003/HGO004) y el otro China (HG005/HG006/HG007), ambos del
proyecto “Personal Genome Project” (PGP). Nosotros utilizaremos los cuatro

primeros genomas. La informacion de estos se muestra en la Tabla 1.

Coriell cell line NIST NCBI
Genome PGP ID Sex
ID ID BioSample
CEPH
GM12878 HG001 | SAMNO03492678 Not PGP | Female
Mother/Daughter

AJ Son GM24385 HG002 | SAMNO03283347 | huAA53EOQ | Male

AJ Father GM24149 HG003 | SAMNO03283345 | hu6E4515 Male
AJ Mother GM24143 HG004 | SAMNO03283346 | hu8E87A9 | Female

Tabla 1. Identificadores asociados con los genomas caracterizados actualmente se por GIAB.



GIAB ha creado un método para la determinacion de las variantes
portadoras en estos genomas, produciendo asi uno archivos en formato .vcf y
.bed, para nuestro trabajo obtendremos la ultima version de los ficheros con
formato .vcf y alineados sobre la version del genoma humano GRCh37.

2.1.1.2 Bases de datos (CinVar, bdSNP y l'altra)

Para la anotacién de los archivos obtenidos hemos usado las siguientes

bases de datos:

e ClinVar: base de datos publica y de acceso gratuito mantenida por
el “National Institutes of Health” (NIH) donde se relacionan las
variantes gendmicas con su significado clinico, es decir con la
capacidad de esta variante de producir o no enfermedad '6-'8, Las
clasificaciones que encontramos en ella son: Patogénicas,
Probablemente patogénicas, Variantes de significado incierto,
Probablemente benignas, Benignas. Ademas, Factor de riesgo,
Asociacion, Protectora, Respuesta a drogas y Conflicto en la

interpretacion de la patogenicidad.

e dbNSFP: base de datos desarrollada para la prediccion funcional y
la anotacién de todas las variantes de un solo nucledtido no
sinénimos (nsSNV) en el genoma humano. Recopila puntuaciones
de prediccion de 36 algoritmos de prediccion (SIFT, SIFT4G,
Polyphen2-HDIV, Polyphen2-HVAR, LRT, MutationTaster2,
MutationAssessor, FATHMM, MetaSVM, MetalLR, CADD, VEST4,
PROVEAN, FATHMM-MKL codificacion, FATHMM-XF x 4,
LINSIGHT, DANN, GenoCanyon, Eigen, Eigen-PC, M-CAP,
REVEL, MutPred, MVP, MPC, PrimateAl, GEOGEN2,
BayesDel_addAF, BayesDel _noAF, ClinPred, LIST-S2, ALoFT), 9
puntuaciones de conservacion (PhyloP x 3, phastCons x 3, GERP
++, SiPhy y bStatistic) y otra informacion relacionada, incluidas las

frecuencias alélicas 1929,



2.1.2 Anotacién de los datos

El programa utilizado para realizar la anotacion de variantes ha sido
snpEff 21,

Como hemos comentado anteriormente, los datos de los genomas que
hemos obtenido para la realizacion de este proyecto se encuentran en formato
.vcf. Este es un formato de archivo de texto. Contiene lineas de
metainformacién, un encabezado y luego lineas de datos que contienen
informacion sobre una posicion en el genoma (Figura 2). En el encabezado se
muestra el nombre de las 8 columnas fijas que son obligatorias (CHROM, POS,
ID, REF, ALT, QUAL, FILTER, INFO). Mediante el snpEff afadimos a la
columna “INFO” la informacién que nos proporciona las bases de datos sobre
cada una de las variantes, usando para esto determinados comandos en la

terminal de Linux.

“fileforma‘:=vc-l-‘v4 .1
#if 11 eDate=20090805
##source=mylmputationProgramV3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36.fasta
##contig=<ID=20,length=62435964,assembly=B36 ,md5=f126cdf8abe0cT{379d618f{66beb2da, species="Homo sapiens",taxonomy=x>
##phasing=partial
##INFO=<1D=NS ,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP ,Number=1, Type=Integer ,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF ,Number=A,Type=Float ,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA ,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">
##FILTER=<1D=550,Description="Less than 50} of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">
#2FORMAT=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">

R -

- =i - - Gty

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO NAQOOO3
s [ A 29 P =3, DP=14 AF=0.5;DB; :GQ:DP: :48:1:561, :48:8:561, :43:0:.
20 17330 . T A 3 q10 NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 0/0:49:3:58,50 0/1:3:56:66,3 0/0:41:3
20 1110696 rs6040355 A G,T 67 PASS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2 2/2:35:4
20 1230237 . T . 47  PASS  NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ 0|0:54:7:56,60 0]0:48:4:51,51 0/0:61:2
20 1234567 microsatl GTC G,GTCT 50 PASS  NS=3;DP=9;AA~G GT:GQ:DP 0/1:36:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Fig 13. Ejemplo de las primeras lineas de un archivo en formato .vcf. Encuadrado de azul se
muestran la metainformacion. De naranja los nombres de las columnas fijas y obligatorias que se muestran en
el encabezado y en verde las columnas opcionales. El resto de las lineas nos dan informacion sobre una
posicion concreta del genoma.

Para realizar dicha anotacion, seguimos el siguiente pipeline de
comandos para cada uno de los ficheros a anotar, esto siempre desde la

carpeta que contiene el programa:
1. Anotacién mediante snpEff:

~/Sanff$ java -Xmx4g -jar snpEff.jar GRCh37.75 ruta/archivo.vcf > archivo_ann.vcf




2. Anotacién mediante dbNsfp:

~/SnpEff$ java -jar SnpSift.jar dbnsfp -v -db dbNSFP2.9.txt.gz ruta/archivo_ann.vcf >
archivo_ann_dbNSFP.vcf

3. Anotacion mediante ClinVar:

~/SnpEff$ java -jar SnpSiftjar annotate -a ruta/clinvar.GRCh37.vef ruta/

archivo_ann_dbNSFP.vcf > archivo_ann_dbNSFP_clinvar.vcf

Una vez tenemos la anotacién realizada, el archivo resultante tiene toda

la informacién necesaria para poder trabajar con él.
2.1.3 Criterios de priorizacion vy filtraje:
2.1.3.1 Criterios de priorizacion:

Antes de empezar a implementar la aplicacién y una vez tenemos los
datos preparados para poder trabajar con ellos. Debemos establecer que

criterios de priorizacion vy filtraje vamos a desarrollar en nuestra aplicacion.

Como priorizaciéon entendemos al hecho de establecer sobre cuales de
todas las variantes halladas vamos posteriormente a aplicar los filtros. Desde
un punto de vista clinico, nos interesa seleccionar estas variantes teniendo en
cuenta la patologia de nuestro paciente con el fin de determinar cual o cuales
son las variantes causantes de dicha patologia. Por tanto, para realizar esta
priorizacién usaremos principalmente dos estrategias. Estas seran, o bien
seleccionar aquellas variantes que se encuentran en determinados genes
asociados a la patologia en concreto, introduciendo en nuestra aplicacion
directamente los genes que se desea estudiar, o bien mediante la seleccion de
las variantes que se encuentran en genes asociados a rasgos fenotipicos
mostrados en el paciente cuando no se puede establecer con seguridad que
enfermedad es la que sufre el paciente. Esta segunda estrategia se realizara
mediante la introduccion de términos de la ontologia del fenotipo humano
(HPO, Human Phenotype Ontology). Esta proporciona un vocabulario
estandarizado de anormalidades fenotipicas encontradas en las enfermedades

humanas y se asocian a términos (Por ejemplo, el rasgo fenotipico de

10



Macrocefalia tiene asociado el termino HPO HP:0000256) . Por tanto, cada
término en el HPO describe una anormalidad fenotipica que puede llevar

asociados la alteracion de varios genes 2.

Ademas, también incluiremos la posibilidad de priorizar por una serie de
genes recomendados por la ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics), esto es una lista minima de genes que se informaran como
hallazgos incidentales o secundarios, el objetivo de este reporte es identificar y
gestionar los riesgos derivados de los trastornos genéticos que se presentan

con alta penetrancia 3.
2.1.3.2 Criterios de filtraje:

Una vez ya tenemos seleccionadas las variantes en los genes que
clinicamente nos interesan pasaremos a aplicarles filtros para establecer
cuales de ellas son, efectivamente, las causantes de la enfermedad y no son
polimorfismos. En este sentido, planteamos dos tipos de filtrajes, por un lado,
que se pueda aplicar un filtro de herencia a los datos y por otro lado que se le
apliquen determinados filtros relacionados con la naturaleza de la variante en

Si.

Los filtros de herencia consistiran en buscar variantes en nuestros datos
que cumplan determinados criterios relacionados con los patrones de herencia
mendelianos, es decir, si siguen un patron autosomico (no asociado a los
cromosomas sexuales) dominante o recesivo o si esta herencia esta ligada al
cromosoma X. Al realizar estos filtros también deberemos tener en cuenta si

algunos de los progenitores son afecto o si ninguno de ellos lo es.

A continuacion, se detallan los criterios que deberan seguir las variantes

para cada tipo de herencia:
# Autosémica dominante

-Si ninguno de los progenitores es afecto: buscaremos variantes de novo

en el Caso indice.
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-Si uno de los padres es afecto: buscaremos variantes en heterocigosis

que también estén en el progenitor afecto.
#Autosomica recesiva:

-Si ningun padre es afecto: buscaremos variantes en homocigosis en el

hijo que se encuentren en heterocigosis en los dos progenitores.

-Si uno de los padres es afecto, buscaremos variantes en homocigosis en
hijo que se encuentren también en homocigosis en el progenitor afecto y en
heterocigosis en el no afecto.

#Ligada al X

-Buscaremos variantes en el cromosoma X que también se encuentren en

la madre en hetero.

Los filtros que hemos establecido para cuando se desea filtrar por la

naturaleza de la variante en si son los siguientes:

- Frecuencia Alélica: Para realizar este filtraje usaremos los datos de
provenientes del Consorcio de Agregacion de Exomas (ExXAC, en sus siglas en
inglés). Los resultados de este describen el analisis de los exomas de mas de

60.000 individuos de diversas poblaciones 4.

- Significado Clinico: Asi el usuario podra filtrar las variantes en funcién de
la anotacion de esta segun ClinVar, que, como ya hemos explicado, clasifica
las variantes en funcion de la capacidad de estas de causar enfermedad o no

(Significado clinico).
- Impacto de la variante:

2.1.4 Implementacién de la aplicacion web:

En la ingenieria de software se denomina aplicacion web a aquellas
herramientas que los usuarios pueden utilizar accediendo a un servidor web a

través de internet o de una intranet mediante un navegador 25,

2.1.4.1 Lenguaje R:
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En la realizacion de la aplicacion hemos usado el lenguaje de
programacion R. Este es un lenguaje dirigido principalmente al analisis
estadistico pero que contiene en su repositorio una gran numero de paquetes
que nos van a ser utiles tanto en la creacion de la interfaz de la aplicaciéon
como el la lectura y tratamiento de los datos a estudiar. A continuacién,
describiremos los paquetes que hemos usado en la implementacion de la

aplicacion.
2.1.4.1.1 Paquete “Shiny”:

Las Aplicaciones Web Shiny funcionan de la misma forma que una
Aplicacion Web hecha en otras tecnologias, con la ventaja de que R y el
paquete Shiny se encargan de generar todo el cddigo necesario para facilitar la
creacion de una Aplicacion Web, sin necesidad de entender en detalle el
funcionamiento de las tecnologias Web. Shiny ofrece muchas funciones que
generan coédigo HTML para mostrar elementos en una pagina Web y al mismo
tiempo ofrece un modelo de interaccion con los componentes de la pagina para

hacerla interactiva y dinamica.

Una aplicacién Shiny estd conformada por un archivo app.R o dos
archivos ui.R y server.R. Es decir, se puede hacer una aplicacion Shiny
partiendo de un solo archivo con todo el codigo o se puede partir de dos
archivos que separan los aspectos de la interfaz de los aspectos centralizados

(servidor).

¢ Ui.R es el archivo donde se especifican los elementos de la interfaz
y la disposicion de dichos elementos en la pantalla.

e server.R es el archivo donde se programa la logica del servidor y
se genera el contenido dinamico que depende de las interacciones
con la pantalla.

Shiny se encarga de generar el HTML/JavaScript y ademas ofrece toda la
l6gica de manejo de los eventos que se producen en pantalla (clicks a botones,
cambios de menu, etc), cuando cambia un parametro en pantalla, Shiny

también se encarga de comunicarse con el servidor enviando el nuevo valor del
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parametro y el servidor procesa la llamada, genera el resultado y lo envia al
cliente. Toda esta légica la ofrece Shiny y el analista sélo se debe enfocar en lo
que va a aparecer en pantalla y lo que se debe generar cada vez que el usuario
hace algun cambio. El analista se concentra en programar en R para generar

su Aplicacién Web interactiva y dinamica 26.
2.1.4.1.2 Paquete “vcfR”:

Se trata de un conjunto de herramientas disefiadas para leer, escribir,
manipular y analizar datos en formato VCF.

Una vez que hemos leido los archivos en formato VCF, anotados
previamente, mediante la funcién “read.vcfR()” se genera un objeto de R. Este
es un objeto de clase “vcfR” con tres ranuras, cada una de ellas contiene el
contenido de las distintas partes del fichero VCF que hemos descrito en el
capitulo “Anotacién de los datos”, es decir; de la Metainformacion (“meta”), de
las 8 primeras columnas fijas (“fix") y del resto de columnas variables (“gt”)
(Fig.3

no

AD:GQ' 'GT:PS:D

Fig 14. Ejemplo de objeto vcfR. Se muestra la informacion de las tres ranuras del objeto.

Mediante la manipulacion de estas tres ranuras podemos acceder a los
datos de cada una de las variantes generando una tabla sobre la cual

posteriormente aplicaremos los criterios de priorizacion vy filtraje.
2.1.4.1.3 Paquete “dplyr”:

El paquete “dplyr” es una version optimizada del paquete “plyr”. El
paquete “dplyr’ no proporciona ninguna nueva funcionalidad a R per se, en el
sentido que todo aquello que podemos hacer con “dplyr” lo podriamos hacer

con la sintaxis basica de R %7,

La principal contribucién del paquete “dplyr” es que proporciona una

"gramatica" sencilla para la manipulacién de marcos de datos.
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2.1.5 Partes y uso de la aplicacion:
La aplicacion esta compuesta por cuatro pestafias (“Portada”, “Ayuda”,
“‘Analisis de datos” y “Resultados”), a continuacion, se detalla cada una de

ellas.

2.1.5.1 Portada:

Es la primera de las pestainas y la que se muestra al ejecutar la
aplicacién. En ella encontramos informaciéon sobre la aplicacion como el

nombre, el desarrollador, etc. (Fig.4).

TriEx.v1.0

de Catalunya

U Universitat
c Oberta

Disefio de una herramienta web para la priorizacién de variantes genémicas detectadas mediante
secuenciacion masiva.

Trabajo Final del Méaster de Bioestadistica y Bioinformatica
Area Bioinformatica Clinica

Desarollado por: Roser Martinez Rubio

Dirigido por: Joan Maynou

Julio 2020

Fig 15. Portada.

2.1.5.2 Pestaina de ayuda:

Se trata de la segunda pestafia de la aplicacion y contiene unas breves

instrucciones sobre el uso de la aplicacion (Fig.5).
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Portada  Ayuda  Analisisdedatos  Resultados

A continuacién se muestra una pequefia ayuda para el uso de la aplicacion:

La herramienta se divide en dos pestafias, una donde se introducen los datos a estudiar y se deciden los criterios por los cuales el usuario filtrara los datos introducidos ("Analisis de datos") y otra donde se muestran los resultados obtenidos del analisis
("Resultados")

Analisis de datos:

Esta pestaiia posee una barra lateral, que se divide en cuatro blogues:
- Datos

- Priorizacién

- Filtros de herencia

- Filtros

En el bloque ‘Datos' encontramos tres cajas donde poder introducir archivos. Aqui introduciremos los archivos en formato vef y ya anotados de las muestras a estudiar. Si se trata de un exoma simple, usaremos la primera de ellas Hijo (caso indice)
unicamente, si se trata del estudio de un exoma trio, utilizarmos las tres, introduciendo cada uno de los familiares en su correspondiente caja. Una vez tenemos todos los archivos introducidos y se nos muestra el mensaje de ‘Upload complete', realizaremos
un 'click’ sobre el boton ‘Procesar, de este modo se procesaran los archivos introducidos.

En el bloque o, los genes con los datos clinicos del paciente. Ya sea mediante la introduccion directa de los genes a estudiar o mediante la introduccion de los terminos HPO (Human Phenotype Ontology) que
relacionan fenotipos con genes. Tanto los genes como los terminos HPO se deben introducir mediante una archivo ".txt" que contenga el listado de los mismos separados por ';'. Ej: BRCAL;TNXB;CFTR;PTEN. En el caso de que nuestros datos provinieran de
la secuenciacion de un panel, donde se secuencian unicamente determinados genes podriamos trabajar sobre todas la variantes detectadas en estos genes simplemente no modificando nada en este blogue. Ademés, en este blogue se nos da la opcion de
analizar un listado de genes recomendados por la ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics), esto es una lista minima de genes que se informaran como hallazgos incidentales o secundarios, el objetivo de este reporte es identificar y
gestionar los riesgos deribados de transtomos genéticos que se presentan con alta penetrancia (Kalia et all. 2016).

Para aplicar ‘Filtros de herencia debemos seleccionar sobre ‘Aplicar fltros de herencia'y luego elegir los parametros que nos interesen en funcion del tipo de herencia que queramos estudiar.

i por el contrario queremos filtrar por los parametros asociados a la variantes: ‘Frecuencia alélica’ (usando la base de datos de EXAC), ‘Significado clinico’ (usando la base de datos Clinvar) o el impacto de la variante, debemo selecciona ‘Aplicar filtros' del
blogue Filtros'.

En el panel principal de esta pestafia encontramos una tabla que nos faciltara la busqueda de los terminos HPO en funcion del fenotipo que posea el paciente a estudiar.

Resultados:

En esta pestaiia se muestra la tabla con las variantes que cumplen los requsisitos seleccionados por el usuario. También se nos da la opcion de descargamos esta tabla con formato .csv.

Fig 16. Pestaina de ayuda.

2.1.5.3 Analisis de datos:

A través de esta pestana el usuario introducira los datos que desee
analizar y seleccionara los parametros para la priorizacion vy filtraje de las

variantes (Fig 6).

Portada Ayuda Analisis de datos Resultados
Puede ver a que terminos HPO corresponden los fenotipos de su paciente
Datos
Hijo (Caso indice) Termino HPO Fenotipo
Browse... No file selecte Al All
5 HP:0000002 Abnormality of body height
Madre )
2092 HP:0000003 Multicystic kidney dysplasia
Browse... > file gt
2212 HP:0000006 ‘Autosomal dominant inheritance
4785 HP:0000007 Autosomal recessive inheritance
Padre
7847 HP:0000008 ‘Abnormal morphelogy of female internal genitalia
Browse... No fi e
8393 HP:0000009 Functional abnormality of the bladder
8827 HP:0000010 Recurrent urinary tract infections
Procesar
8924 HP:0000011 Neurogenic bladder
Priorizacién
8952 HP:0000012 Urinary urgency

Introduce los archivos con los terminos HPO o los genes a estudiar

=epados mediante i (Ejempk 9000 HP:0000013 Hypoplasia of the uterus
HP:0000052;HP:0000039;HP0000038;HP-0000354)

Terminos HPO 9054 HP:0000014 ‘Abnormality of the bladder
Browse.. - N 9533 HP:0000015 Bladder diverticulum
9556 HP:0000016 Urinary retention
Genes a sstudiar 9572 HP:0000017 Nocturia
Browse... | No file selectec 9582 HP:0000019 Urinary hesitancy
9585 HP:0000020 Urinary incontinence
Genes recomendados por la ACMG 9741 HP:0000021 Megacystis
Filtros de herencia 9751 HP:0000022 Abnormality of male internal genitalia
Aplicar filtros de herencia 9813 HP:0000023 Inguinal hemia

Fig 17. Vision general de la pestaiia “Analisis de datos”.

Esta pestafia esta compuesta de una barra lateral y un panel principal.

16




La barra lateral, a su vez, esta dividida en cuatro bloques:
e Datos

Para la introduccién de los datos hemos habilitado tres cajas donde se
pueden introducir archivos (Fig 7). La primera de ellas se usara para el
individuo a estudiar cuando se trata de un uUnico caso y para el caso indice,
cuando lo que se desea es realizar un estudio “trio”, donde se estudia a un
individuo probando y a sus dos progenitores a la vez. El resto de los
progenitores se introduciran en las siguientes cajas, tal y como se indica. En
este bloque, también encontramos el boton “Procesar”, el cual deberemos
clicar una vez los archivos se hayan cargado en nuestra aplicacion. Esta accion
permitira que la parte del servidor de la aplicacion lea los datos del archivo VCF

y los transforme en una tabla sobre la cual trabajara posteriormente.

Datos
Hijo (Caso indice)

Browse...

Madre

Browse...

Padre

Browse...

Procesar

Fig 18. Cajas para introducir los datos.

e Priorizaciéon

Si seguimos bajando en la barra lateral, encontramos el bloque de
Priorizacién. En este el usuario debera elegir de qué forma realizara esta
accion, es decir, si mediante la entrada de términos HPO o la entrada de

genes. En ambos casos, el usuario debera ingresar un archivo con formato .txt
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que contenga una lista o bien de los términos HPO o bien de los genes que

quiera analizar, separados mediante “;”. En funcién de que es lo que desea

estudiar debera introducir el archivo en la caja correspondiente (Fig 8).

Priorizacion

Introduce los archivos con los terminos HPO o los genes a estudiar
se mediante ';' (Ejemplo:
HP:0000052;HP:0000039;HPO000038;HP:0000354).

Terminos HPO

Browse...

Genes a estudiar

Browse...

Genes recomendados por la ACMG

Fig 19. Bloque de Priorizacién.

Al final de este bloque, encontramos una casilla de verificacion. Esta
casilla debera ser seleccionada por el usuario si desea analizar los 59 genes
recomendados por la ACMG, los cuales ya hemos explicado en el capitulo
“2.1.3.1 Criterios de priorizacion”.

e Filtros de herencia

El siguiente bloque que nos encontramos es el de filtros de herencia (Fig
9). El usuario debera validar la casilla de verificacion si desea realizar este tipo
de filtraje. Como es de esperar, so6lo se puede aplicar en el caso de que se
trate de el estudio de un trio. Los parametros para seleccionar por el usuario
seran: 1.- Tipo de herencia; es decir, si desea buscar variantes que sigan un
patron de herencia autosomico dominante, recesiva o ligado al cromosoma X.
2.- Progenitor afecto; en el caso de que alguno de los dos progenitores sea
afecto de la misma patologia que el caso indice. 3.- Sexo del caso indice; que
se tendra en cuenta cuando se realice el estudio de enfermedad ligada al

cromosoma X.
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Filtros de herencia

Aplicar filtros de herencia

Tipo de herencia

Autosomica dominante -

Progenitor afecto

Minguno v

Sexo del caso indice

Mujer hd

Fig 20. Bloque de Filtros de herencia.

e Filtros

Se trata del ultimo bloque que encontramos en la barra lateral (Fig. 10).
Al igual que ocurre con los filtros de herencia, el usuario debe validar la casilla
de verificacion para que se apliquen estos tipos de filtro. Este tipo de filtros
podran ser aplicados tanto para el estudio individual como para el estudio de un
trio. Y los parametros que podra elegir el usuario seran: 1.- Frecuencia Alélica;
basado en las frecuencias anotadas en ExAC. 2.- Significado clinico; basado
en la anotacion de la base de datos ClinVar. 3.- Impacto de la variante; que

puede ser: Alta, Moderado y Modificador.

Por ultimo, encontramos el botdn “Priorizar”, este debe clicarse cuando
el usuario ya ha establecido los criterios de Priorizacion y Filtraje. En el
momento en que el usuario clica sobre este, la herramienta procesa la
informacion que el usuario ha introducido en el formulario y devuelve la tabla

con los resultados (esta tabla se explicara mas adelante).
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Filtros

Aplicar filtros

Maxima frecuencia alélica (ExAC)

0

Significado clinico (ClinVar)

# Todos
Patogenica
Probablemente Patogénica
Patogénica/Probablemente Patogénica

Significado incierto

Impacto de la variante
¢ Todos

Alto

Moderado

Modificador

Una vez afadidos los genes a estudiar y los filtros, pulse 'Priorizar’ para
gue se muestren los resultados.

Priorizar

Fig 21. Bloque de Filtros.

e Panel principal

En el panel principal de esta pestafia, encontramos una tabla donde se
relacionan los términos HPO con los fenotipos. Asi, el facultativo tendra la
posibilidad de realizar la busqueda de los términos HPO que se corresponden

con los fenotipos mostrados por su paciente de una forma sencilla (Fig. 11).
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Termino HPO Fenotipo

Recurrent otitis media|

Recurrent otitis media
88977 HP:0000356
90442 HP:0000357 Abnormal location of ears
91364 HP:0000358 Posteriorly rotated ears
91817 HP:0000359 Abnormality of the inner ear
93090 HP:0000360 Tinnitus

Termino HPO Fenotipo
["Recurrent otitis media"] ®

103472 HP:0000403 Recurrent otitis media
Showing 1 to 1 of 1 entries (filtered from 9,025 total entries)

Fig 22. Tabla de términos HPO. Se muestra un ejemplo de cémo realizar la busqueda de los términos en
funcion del fenotipo mostrado por el paciente. En este caso, se ha realizado la busqueda del fenotipo “Otitis
media recurrente” y se observa que el termino correspondiente a ese fenotipo es HP:0000403.

2.1.5.4 Pestana de resultados:

Es la ultima de las pestafias de la aplicacion. En ella se muestra la tabla
con los resultados obtenidos (Fig 12).

Los campos de la tabla son los siguientes:

CHROM: Cromosoma donde se encuentra la variante.

POS: Posicién dentro del genoma (GRCh37).

REF: Nucledtido de referencia en esa posicion.

ALT: Nucledtido que encontramos en nuestro caso concreto.
ID_rs: Identificador de la variante en dbSNP

Cigosidad: Heterocigoto/Homocigoto

Gen: Gen donde se localiza la variante

© N o g bk WD =

Exén: Exon donde se localiza dentro del gen

9. Transcrito: Identificador del transcrito en ENSEMBL
10.Cambio_cDNA: Nombre del cambio nucleotidico en el transcrito anterior
11.Cambio_Prot: Nombre del cambio proteico

12.Tipo: Tipo de variante

13.Impacto: Impacto de la variante

14.CLNSIG: Significado clinico

15.dbNSFP_EXAC_AF: Frecuencia de la variante en ExXAC.
16.dbNSFP_1000Gp1_AF: Frecuencia de la variante en el proyecto 1000G.
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Detras de la tabla encontramos dos enlaces. El primero de ellos es para
descargarse la tabla que estamos observando, el segundo, para descargarse

un archivo de texto con los parametros elegidos por el usuario.

Portada Ayuda Anélisis de datos Resultados

Variantes de interés para el probando:

Show| 10 v entries Search:
CHROM POS REF ALT ID_rs Cigocidad Gen Exon Transcrito Cambio_cDNA Cambio_Prot tipo|
14812 7 55268949 A G rs55737335 Heterocigoto EGFR 25/28 2ITP:A_713- c.3015A>G strug

A_1005:ENST00000275493

14855 10 3208567 T TGCACGCTAGGGAAGAGAGAGGAATG 802557 Homocigoto PITRM1  4/27 ENST00000380989 €.271_272insCATTCCTCTCTCTTCCCTAGCGTGC p.GIn91fs fram
14861 10 73157033 C CCGAGG rs147915565 Heterocigoto CDH23 114 ENST00000461841 €.101_105dupAGGCG p.Arg38fs fram
14884 12 49691057 G A rs73112142 Heterocigoto PRPH 5/8 ENST00000257860 €.996+1G=>A spli

14900 14 74060515 T A 488645 Heterocigoto ACOT4 213 3K2I:A_145- C.567T>A stru

A_189:ENST00000326303

Showing 191 to 195 of 195 entries Previous 1 16 17 18 19 ﬂ Next

Dest

Dest

gar los resultados

gar los parametros de priorizacion

Fig 23. Vision general de la pestafia “Resultados”. Este es un ejemplo donde se muestra una tabla
obtenida de filtrar todas las variantas halladas en un estudio simple que tienen un impacto elevado. Se
muestran solamente las 5 ultimas, ya que se han obtenido un total de 191 variantes que cumplen este requisito.
Debajo de la tabla se observan los dos enlaces (en azul) que nos permiten la descarga de los archivos con los
resultados y con los criterios de priorizacién, respectivamente.

2.1.5.5 Ejemplo:

En este apartado vamos a realizar un ejemplo de coémo funciona la
aplicacion:

Introducimos los datos y cuando la descarga se haya completado,

clicamos sobre “Procesar”:
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Puede ver a que terminos HPO corresponden los fenotipos de su paciente
Datos
Hijo (Caso indice) Termino HPO Fenotipo
Browse...  HGOO2clinica.vef Al Al
Upload complete
¥ HP:0000002 ‘Abnormality of body height
Madre
2092 HP:0000003 Multicystic kidney dysplasia
Browse... HGO03clinica.vef
2212 HP:0000006 ‘Autosomal dominant inheritance
Upload complete
4785 HP:0000007 ‘Autosomal recessive inheritance
Padre
7847 HP:0000008 ‘Abnormal morphology of female internal genitalia
Browse... HGo04clinica.vef
T 8393 HP:0000009 Functional abnormality of the bladder
8827 HP:0000010 Recurrent urinary tract infections
Procesar
8924 HP:0000011 Neurogenic bladder
Priorizacién
8952 HP:0000012 Urinary urgency
Introduce los archivos con los terminos HPO o los genes a estudiar
separados mediante "' (Ejemplo: 9000 HP:0000013 Hypoplasia of the uterus
N 9054 HP:0000014 ‘Abnormality of the bladder
Terminos HPO
Browse... No file selected 9533 HP:0000015 Bladder diverticulum
9556 HP:0000016 Urinary retention
Gohos aestiidiar 9572 HP:0000017 Nocturia
Browse... No file selected 9582 HP:0000019 Urinary hesitancy
9585 HP:0000020 Urinary incontinence
() Genes recomendados por la ACMG 9741 HP:0000021 Megacystis — =
Filtros de herencia 9751 HP:0000022 Abnormality of male internal genitalia Procesando los archivos:
HGoo2clinica.vef , HG003clinica.vef
O Aplicar filtros de: herencia 9813 HP:0000023 Inguinal hernia y HGOO4clinica.vef Archivo vef leido.

Cuando la aplicacién termina de procesar los archivos VCF, aparece una
ventana emergente avisando al usuario que este proceso se ha realizado

satisfactoriamente y que debe introducir los parametros de priorizacion.

Se han procesado correctamente los archivo: HG002clinica.vcf ,
HGO003clinica.vef y HGOOA4clinica.vef

Seleccione o genes a estudiar y los criterios de fitraje y pulse "Priorizar"

Dismiss

Introducimos los parametros deseados, en este ejemplo, introduciremos

en la caja habilitada para introducir archivos con un listado de genes, el archivo
“‘genes.txt” que contiene una lista con los genes que deseamos estudiar, estos

son:
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4:STK11;TGFBRL:T
L:WT1

Como criterios de filtraje, usaremos los filtros de herencia, y dentro de
estos elegiremos tipo de herencia autosémico dominante y que la madre es

afecta.

Priorizacién

8952 HP:0000012 Urinary urgency
Introduce los archivos con los terminos HPO o los genes a estudiar
separados mediante ';* (Ejemplo: 9000 HP:0000013 Hypoplasia of the uterus
HP:0000052;HP:0000039;HP0O000038;HP:0000354).

. 9054 HP:0000014 Abnormality of the bladder
Terminos HPO
P N6 file-sslactad 9533 HP:0000015 Bladder diverticulum
9556 HP:0000016 Urinary retention
Cohes AleEmaiAr 9572 HP:0000017 Nocturia
Browse.. genes.txt 9582 HP:0000019 Urinary hesitancy
Cl i 9585 HP:0000020 Urinary incontinence
) Genes recomendados por la ACMG 9741 HP:0000021 Megacystis
Filtros de herencia 9751 HP:0000022 Abnormality of male internal genitalia
@I Aplicar filtros de herencia 9813 HP:0000023 Inguinal hernia
[LEodeharencia 10103 HP:0032792 Tonic seizure
Autosomica dominanie M 10147 HP:0000024 Prostatitis
Progenitor afecto 10155 HP:0000025 Functional abnormality of male internal genitalia
Madre o 10400 HP:0032794 Myoclonic seizure
10553 HP:0000026 Male hypogonadism
Sexo del caso indice
10590 HP:0000027 Azoospermia
Mujer -
10735 HP:0000028 Cryptorchidism

Una vez tenemos establecidos los criterios de priorizacion clicamos

sobre el boton “Priorizar” y nos aparece otra ventana emergente.

Filtros de herencia establecidos
Pase a la pestaiia resultados para ver las tablas

Dismiss
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En este momento, debemos pasar a la cuarta ventana de “Resultados”

para poder observar la tabla.

Variantes en heterocigosis, tanto en la madre como en el hijo, que se encuentran en genes con patrén de herencia Autosémico Dominante:

Descargar los resultados
Descargar los parametros de priorizacion

Previous | 1 | 2 3 4

show [10 v |entries search: [
CHROM POS REF ALT D rs Cigocidad Gen Exon Transcrito Cambio_cDNA cambio_Prot tipo Impacto CLNSIG
1 A 55517940 G A 1511800231  Heterocigoto  PCSK9 3 ENST00000302118  €.524-11G>A intron_variant MODIFIER  Benign/Lik
2 1 55518093 G A 1511800243  Heterocigoto  PCSK9 am ENST00000302118  €.657+9G>A intron_variant MODIFIER  Conflicting
3 55518160 C A 1511806638  Heterocigoto  PCSK9 am ENST00000302118  €.657+76C>A intron_variant MODIFIER  Benign
4 1 55518467 A G 152495477  Heterocigoto  PCSK9 s/11 ENSTO00000302118  C.799+3A>G splice_region_variantgintron_variant  LOW Benign/Lik]
5 a 55525399  C T 1545439391 Heterocigoto  PCSK9 1011 ENST00000302118  €.1681+63C>T intron_variant MODIFIER  Benign
6 1 55525400 G A 15483462 Heterocigoto  PCSK9 1011 ENST00000302118  €.1681+64G>A intron_variant MODIFIER  Benign
7 156105417 A G 1S76017998  Heterocigoto  LMNA ENST00000498722  n.-107A>G upstream_gene_variant MODIFIER  Benign
8 1 201037962 T {3 151272740 Heterocigoto  CACNALS ~ 19/43 ENSTO00000362061 ~ €.2550+303A>G intron_variant MODIFIER  Benign
9 1 201046388 A G 156672094  Heterocigoto  CACNALS ~ 11/43 ENST00000362061  €.1620-133T>C intron_variant MODIFIER  Benign
0 1 201047062 G A 154915476 Heterocigoto  CACNALS  11/44 ENST00000362061  €.1564C>T p.Leus22leu synonymous_variant Low Benign
Showing 1 10 10 of 189 entries 19 Next

El encabezamiento de la tabla

variantes que se muestran en la tabla.

nos indica que criterios deben seguir las

Por ultimo, si el usuario quisiera descargarse la tabla con los resultados

obtenidos en formato CSV o los criterios de priorizacion deberia clicar sobre los

enlaces de descarga y guardar los archivos en el directorio deseado.

Variantes en heterocigosis, tanto en la madre como en el hijo, que se encuentran en genes con patrén de herencia Autosémico Dominante:

Descargar los resultados
Descargar los parametros de priorizacion

show [10 v |entries Search:
CHROM POS REF ALT D rs Cigocidad Gen Exon Transcrito Cambio_cDNA Cambio_Prot tipo Impacto CLNSIG
11 55517940 G A intron_variant MODIFIER  Benign/Likg
Cancel Nombre 002clinica.vef _HGOO3clinica.vef _HGOO4clinica.vef | Q Save

2 1 55518093 G A intron_variant MODIFIER  Conflicting]
Carpeta personal 4 @roser Descargas Analisis genomatrio  » B2

3 1 55518160 C A = N B B - intron_variant MODIFIER Benign
Escitario Nombre 4 Tamano Modificado

4 1 55518467 A G Descargas splice_region_variantgintron_variant  LOW Benign/Like

5 1 55525399  C T Documentos intron_variant MODIFIER  Benign

6 1 55525400 G A ETOISHE intron_variant MODIFIER  Benign
Mdsica

7O 1 156105417 A G upstream_gene_variant MODIFIER  Benign
Videos

8 1 201037962 T (e intron_variant MODIFIER  Benign
Otras ubicaciones

9 1 201046388 A G intron_variant MODIFIER  Benign

10 1 201047062 G A synonymous_variant Low Benign

Showing 1 10 10 of 189 entries Previous | 1 | 2 3 4 5 19 Next

AllFiles v —
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3. Conclusiones

En cada paso que he dado para llegar al objetivo final, crear una
herramienta capaz de priorizar variantes provenientes de la secuenciacion
masiva del genoma de un individuo enfermo, he ido aprendiendo distintas
cosas. Primero, como obtener informacion de la paginas web de las distintas
bases de datos para poder trabajar con ellas y la informacién de los genomas
de los pacientes a estudiar. El segundo punto ha sido aprender a usar un
programa de anotacién como es snpEff mediante el uso de comandos en la
terminal de Linux. El tercer punto clave en la realizacion de este TFM ha sido la
creacion de la aplicacion mediante el paquete “shiny” de R, del cual, hasta la
fecha, desconocia de su existencia y por tanto el aprendizaje ha sido desde
cero. Por ultimo, también he aprendido a usar el paquete “dplyr” de R para la
manipulacion de marcos de datos.

Los objetivos planteados al inicio de este trabajo han sido alcanzados,
tanto el general como los especificos. La aplicacion ha sido desarrollada y
funciona. Y los parametros de priorizacion vy filtraje han sido establecidos.

Si bien, a pesar de que la metodologia usada si ha sido la propuesta al
inicio del TFM y ha sido la adecuada para alcanzar el objetivo, la planificacién
ha sufrido alguna alteracion. Debido, en parte, a fallos en la estimacion del
tiempo requerido en unos de los primeros pasos, que era la familiarizacion con
toda esta metodologia a usar. Creo que me ha costado un poco entender como
funcionaba la reactividad de “shiny”.

Como lineas de trabajo futuro, mejoraria, en primer lugar, la anotacién
de las variantes. Por ejemplo, usaria para anotar la frecuencia alélica la base
de datos de GenomAD, que es mas amplia que la que he usado en este trabajo
(ExAC) y esta basada en un mayor numero de genomas y exomas estudiados.
En la anotacion, también afadiria los transcritos con identificador NM_ del
NCBI, ya que su uso esta mucho mas expandido que los que he usado de
Ensembl.

Respecto a la aplicacion, los cambios o mejoras que realizaria serian: En
primer lugar, implementar que la anotacién se pudiera realizar a través de la

propia aplicacion. En la pestafia de “Analisis de datos”, permitiria que también

26



se pudieran introducir genes o términos HPO de forma manual, de este modo
el facultativo podria ir buscando los términos HPO en la tabla que relaciona
estos con el fenotipo e ir introduciéndolos en el momento. Por ultimo, en esta
pestafia permitir que se pueda realizar el filtro de herencia a la vez que los
otros tipos de filtros.

En general la sensacion es buena, he conseguido alcanzar el objetivo
real de este TFM y del master qu

e era el de adquirir nuevos conocimientos y habilidades que me puedan

ser Utiles en otros ambitos.
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4. Glosario

pipeline: conjunto de comandos que permiten analizar los datos y obtener los
resultados

Variant-calling: proceso por el cual se obtienen las variantes alélicas propias
de una muestra determinada en comparacion con el genoma de referencia
Alineamiento: proceso por el cual los reads son mapeados en un genoma de
referencia

Frecuencia alélica: es la proporcion que se observa de un alelo especifico
respecto al conjunto de los que pueden ocupar un locus determinado en la
poblacion.

Anotacion de variantes: proceso por el que se identifican el posible impacto
funcional de una variante en un gen, usando normalmente diferentes bases de
datos

Cigosidad: es el grado de similitud de los alelos para un rasgo genético en un
organismo.

Fenotipo: expresion del genotipo en funcién del ambiente.

Homocigoto: Un organismo es homocigotico respecto a un gen cuando los
dos alelos codifican la misma informacion para un caracter

Heterocigoto: Un organismo es heterocigotico respecto a un gen cuando los
dos alelos codifican distinta informacion para un caracter

Variante genética: cambio en la secuencia de nucleotidos respecto aun
genoma de referencia.

SNP (single nucleotide polimorfism): Son variantes no asociados a patologia

que confieren la variabilidad poblacional.
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6. Anexos

Listado de apartados que son demasiado extensos para incluir dentro de
la memoria y tienen un caracter autocontienido (por ejemplo, manuales

de usuario, manuales de instalacion, etc.)

Dependiente del tipo de trabajo, es posible que no haya que anadir

ningun anexo.
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