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RESUMEN

Introduccion: la secuenciacion del exoma completo (WES) representa en
la actualidad el estudio de primera eleccién para diagnosticar molecular-
mente enfermedades genéticas probablemente monogénicas con elevada
heterogeneidad genética, o que solapan fenotipicamente con otras en-
fermedades y por ello requieren analizar multitud de genes para llegar al
diagnostico. Mediante WES se identifican miles de variantes, cuyo niume-
ro final depende del tamano de captura empleado y pipeline bioinformati-
co aplicado. Esto requiere implementar técnicas de filtrado y priorizacién:
una posibilidad es emplear paneles virtuales de genes (WES subpane-
lado), pero en paneles amplios aparecen multitud de variantes, lo que
requiere una evaluacion pormenorizada por el analista. El uso de términos
de ontologia de fenotipo (HPO) permite filtrar las variantes a través de
asociaciones HPO-gen y establecer un sistema de priorizacién. El objetivo
de este trabajo es el desarrollo de un sistema de priorizacion automatica
de variantes empleando términos HPO.
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Material y métodos: reanalisis de 33 pacientes diagnosticados previamen-
te por WES subpanelado empleando un sistema de priorizacién basado en
términos HPO y en las caracteristicas inherentes a las variantes detectadas.

Resultados: tras el reandlisis se determiné que las variantes que explica-
ban el fenotipo clinico se encontraban en las primeras posiciones de la
lista de variantes priorizadas (media: 1,43; SD: 0,87).

Conclusion: el sistema de priorizacion desarrollado permite la deteccién de
variantes asociadas a las patologias estudiadas de forma mas eficiente que
por WES subpanelado, al encontrarse las variantes relacionadas con fenoti-
po ordenadas segun su potencial patogenicidad. Este sistema representaria,
por tanto, el primer abordaje en el andlisis de variantes genéticas de WES.

ABSTRACT

Introduction: whole exome sequencing (WES) currently represents the
first-tier test for the diagnosis of genetic diseases that are probably mono-
genic with high genetic heterogeneity, or phenotypically overlapping with
other diseases. Thus, they require the analysis of multiple genes to reach
the diagnosis. Thousands of variants are identified by WES, the final num-
ber of which depends on the capture size, and bioinformatics pipeline
used. This requires implementing filtering and prioritization techniques:
one possibility is to use virtual gene panels (WES derived gene sub-pan-
els), but in large panels many variants appear, which requires a detailed
evaluation by the analyst. The use of human phenotype ontology (HPO)
terms makes it possible to filter the variants through HPO-gene associa-
tions and establish a prioritization system.The objective of this work is the
development of an automatic priority system of variants using HPO terms.

Material and methods: re-analysis of 33 patients previously diagnosed by
WES derived gene sub-panels using a prioritization system based on HPO
terms and the inherent characteristics of the detected variants.

Results: after re-analysis, it was determined that the variants that ex-
plained the clinical phenotype were in the first positions of the list of pri-
oritized variants (mean: 1.43; SD: 0.87).

Conclusion: the developed prioritization system allows the detection of
variants associated with the pathologies studied in a more efficient way
than by WES derived gene sub-panels, since the variants related to phe-
notype are ordered according to their potential pathogenicity. This system
would therefore represent the first approach in the analysis of genetic var-
iants of WES.

INTRODUCCION

to el WES como el WGS son los estudios de primera
eleccion en términos de coste-efectividad para el diag-

La secuenciacion de nueva generacion de ADN (next-
generation sequencing, NGS) es una tecnologia que,
a diferencia de técnicas como la secuenciacion San-
ger, permite secuenciar en paralelo millones de frag-
mentos de ADN de una manera rapida y efectiva (1).
La NGS permite el estudio de varios genes de manera
simultdnea mediante el uso de estrategias como los
paneles de genes, la secuenciacién de regiones codifi-
cantes e intrénicas flanqueantes de todos los genes o
WES (whole exome sequencing) o el genoma comple-
to (WGS). A dia de hoy, hay trabajos publicados en la
literatura cientifica que ponen de manifiesto que tan-
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noéstico de enfermedades de etiologia genética con fe-
notipos complejos o condiciones heterogéneas (2-4),
aunque el estudio del WGS se circunscribe al uso en
investigacion en el articulo de Payne y cols. Sin em-
bargo, la dificultad en la interpretacion y el analisis del
WGS hace que, generalmente, se estudie en aquellos
pacientes sin diagndstico por WES.

En el ambito hospitalario, por tanto, la implemen-
tacién del WES como técnica diagndstica es cada dia
mas frecuente. La ventaja del analisis de WES frente
al analisis de paneles de genes cerrados radica en que
puede llevarse a cabo un reanalisis bioinformatico de
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genes no incluidos en el estudio inicial, bien porque
en el paciente han aparecido nuevas manifestaciones
clinicas o bien porque posteriormente al estudio inicial
otros genes se han asociado al fenotipo del paciente.
Por el contrario, con el WES, la complejidad del proce-
samiento bioinformatico aumenta, los requerimientos
de espacio de almacenamiento son mayores, el anali-
sis de los datos requiere un filtrado de variantes mas
eficiente y aumenta la posibilidad de encontrarse ante
hallazgos incidentales.

Por tanto, identificar las variantes que explican el
cuadro clinico del paciente estudiado, resulta un pro-
ceso de gran complejidad y es critico el desarrollo de
un adecuado método de filtrado y priorizaciéon de va-
riantes.

La gran mayoria de los sindromes mendelianos hu-
manos se han descrito en detalle en la base de datos de
herencia mendeliana en el hombre (OMIM) y los siste-
mas jerarquicos basados en las descripciones clinicas
de OMIM se han generado mediante mineria de textos
(proceso de analisis y derivacion de informacion nueva
a partir de textos) (5-7). Sin embargo, el analisis compu-
tacional de los datos contenidos en OMIM se encuentra
limitado por la falta de un vocabulario estructurado y
codificado que incluya anotaciones consistentes con
relaciones bien definidas entre si. Esta limitacién mo-
tivo el desarrollo de la ontologia del fenotipo humano
(HPO), con el objetivo de describir las anomalias fenoti-
picas que caracterizan las enfermedades monogénicas
humanas (8).

Esta ontologia proporciona un vocabulario estanda-
rizado de alteraciones fenotipicas en enfermedades
humanas con base genética. Cada término ontologico
describe una alteracion (por ejemplo, el identificador
HP:0000256 se corresponde a macrocefalia). El sistema
de ontologia fenotipica HPO se esta desarrollando ac-
tualmente utilizando la literatura médica, Orphanet, DE-
CIPHER y OMIM. El proyecto HPO contiene actualmente
mas de 13.000 términos y mas de 156.000 anotaciones
a enfermedades hereditarias (9). Cada caracteristica
anotada puede tener como metadatos su edad tipica
de inicio y la frecuencia. Estos metadatos de anotacion
se pueden utilizar para mejorar la precision de los algo-
ritmos de coincidencia basados en HPO (10).

Como componente fundamental e integrador de la
Iniciativa Monarch (11,12), HPO ha sido adoptado inter-
nacionalmente por numerosas organizaciones, tanto
académicas como comerciales; estos incluyen el Pro-
yecto 100.000 Genomas, el Programa y Red de Enfer-
medades No Diagnosticadas del National Institutes of
Health, la Red Internacional de Enfermedades No Diag-
nosticadas (UDNI), RD-CONNECT, Solve RD y muchos
otros (13,14).

La HPO ha alcanzado el estatus de recurso reconoci-
do por el Consorcio Internacional de Investigacion de
Enfermedades Raras (/RDIiRC) (15), ya que los concep-
tos que maneja son extremadamente valiosos para la
integracion, organizacion, busqueda y analisis de da-
tos, y estd siendo utilizado por la Alianza Global para la

Genodmica y la Salud (16). Estas bases de datos no solo
contribuyen al descubrimiento de genes y al diagnods-
tico de los pacientes incluidos en las plataformas, sino
que también proporcionan datos fuente para muchos
desarrollos computacionales.

Teniendo todo esto en cuenta, la integracion de los
términos HPO en el analisis de datos procedentes de
WES permitiria detectar variantes asociadas a las pato-
logias estudiadas de forma mas eficiente frente al estu-
dio mediante WES subpanelado. Esto se debe a que las
variantes relacionadas con el fenotipo del paciente se
encontrarian priorizadas en las primeras posiciones de
la tabla de variantes, atendiendo a las relaciones gen-fe-
notipo. Es por ello que el objetivo del presente trabajo
fue determinar si el sistema de priorizacion desarrollado
en nuestro centro, que emplea términos HPO y que tam-
bién tiene en cuenta las caracteristicas inherentes a cada
variante, es efectivo a la hora de ordenar por posible pa-
togenicidad las variantes genéticas detectadas mediante
WES, facilitando el diagndstico genético. Se trato, ade-
mas, de ver si esto representa una ventaja frente al siste-
ma de filtrado de variantes mediante WES subpanelado.

MATERIALY METODOS
Seleccion de pacientes

Se seleccionaron retrospectivamente 33 pacientes,
en los cuales se habian identificado, mediante un estu-
dio individualizado de WES subpanelado en el propio
Servicio de Genética, variantes patogénicas y/o proba-
blemente patogénicas asociadas a su cuadro clinico.
En cuanto a la seleccion de los genes de los subpa-
neles analizados en estos pacientes se seleccionaron
en base a consultas en bases de datos como OMIM,
GeneReviews, DisGeNet, HGMD y PanelAPP, asi como
revisando la literatura cientifica.

Cabe decir, que el fenotipo de estos pacientes es va-
riado, no se circunscribe a ningun grupo de patologias
en concreto y son las enfermedades de herencia domi-
nante o recesiva.

La clasificacién de las variantes y diagndstico gené-
tico se realizd por personal experto siguiendo los cri-
terios establecidos por la American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) (17) . En algunos ca-
sos, y cuando fue posible, se llevd a cabo un estudio de
segregacion familiar para confirmar la patogenicidad
de las variantes.

Todos los pacientes habian firmado el consentimien-
to informado para su estudio genético por parte del
Servicio de Genética.

Secuenciacion
La extraccion de ADN de sangre periférica en tubo

EDTA de los probandos se llevo a cabo utilizando el
kit de purificacion de ADN en sangre Maxwell (Pro-
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mega) de acuerdo con las instrucciones del fabrican-
te. La concentracion de la muestra extraida se analizo
mediante fluorimetria con el aparato Qubit 4.0 fluo-
rometer (Invitrogen). La fragmentacion del ADN
gendémico se realizd con el sonicador M220 Focu-
sed-ultrasonicator. La cuantificacion y validacion de
la biblioteca genédmica se realizé utilizando un Qubit
1X dsDNA HS Assay Kit 500rx (Invitrogen) y un Agi-
lent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EEUU). El ADN se capturé con el kit
IDT Exome Research Panel v1.0, el cual abarca una re-
gion diana de 39 Mb que corresponde a 19,396 genes
del genoma humano. El proceso de secuenciacién
se llevo a cabo en una plataforma /lllumina NextSeq
550 (2x75 pb paired-end).

Pipeline bioinformatico (KarMa)

El procesamiento de los datos procedentes del se-
cuenciador se llevo a cabo a partir de un pipeline de
desarrollo propio (KarMa), que cumple las especifica-
ciones de validacion establecidas por la Association
for Molecular Pathology and the College of American
Pathologists (AMP) (18).

En primer lugar, las secuencias en formato FASTQ
de cada paciente fueron alineadas contra el genoma
hg19, empleando una estrategia de doble alineamien-
to, usando BWA-mem (19) y Bowtie2 (20). Se realizd
también un doble genotipado de los archivos BAM re-
sultantes con los programas GATK (21) y VarDict (22).
Los archivos VCF obtenidos fueron anotados posterior-
mente con Annovar (23) y VEP (24), para dar lugar a un
archivo tabulado con todas las variantes anotadas. Este
archivo es el que posteriormente fue empleado como
punto de inicio para el sistema de priorizacion.

Como parte de la rutina diagndstica, y previamente
al estudio mediante el sistema de priorizacién por HPO,
se analizaron estos pacientes mediante WES subpane-
lado segun la patologia (Tabla l). La estrategia de filtra-
do de variantes considera los siguientes criterios que
se tienen en cuenta en conjunto:

— Frecuencia en poblaciones control (1000G [25],
ExAC [26], GnomAD [27]): menor del 3 %.

— Frecuencia en base de datos propia (120Var): para
eliminacion de variantes artefactuales.

— Tipo de variante y posicion: se aplica un filtrado
por frecuencia mas estricto dependiendo de si la
variante es missense, sinbnima, truncante, si esta
en una region candnica de splicing, etc.

— Alertas de los genotipadores: se eliminan las va-
riantes que no pasan los criterios de calidad esta-
blecidos por los genotipadores.

— Combinaciones de alineadores/genotipadores con
las que se ha detectado: se aceptan solo ciertas
combinaciones, aunque se permiten otras bajo
ciertas premisas.

— Frecuencia alélica: al menos 20 % de frecuencia del
alelo alternativo, aunque se baja el umbral ante
ciertos parametros de anotacién de la variante.

— Cobertura: se establecen puntos de corte de co-
bertura minimos aceptables, bajo ciertas premisas
del resto de criterios.

— Clasificacion de la variante en base de datos
ClinVar y HGMD: se tiene en cuenta, independien-
temente del resto de criterios.

Se eliminan del analisis final del panel las variantes
que no cumplen los criterios establecidos, al no consi-
derarse candidatas a explicar el fenotipo. Las variantes
que si superaron los filtros se clasificaron segun lo es-
tablecido por la ACMG.

Asignacion de términos HPO

A cada uno de los pacientes se le asigné un minimo
de 3 términos HPO relacionados con sus caracteristicas
fenotipicas. Para ello se consulté la historia clinica vy,
mediante el buscador de términos (https://hpo.jax.org/
app/), se asignaron los términos HPO correspondien-
tes. En este buscador, los términos estan relacionados
de forma jerarquica, por lo que, cuando fue posible, se
tomo el término que con mas precisién refleja lo des-
crito en la historia clinica del paciente; puede verse un
ejemplo de este proceso en la figura 1.

Tabla I.

Paciente Términos HPO Panel Genes Genes \Variantes
panel HPO filtradas
P1 HP:0001332, HP:0000729, HP:0002268, HP:0001250 Epilepsia Benigna 7 1718 1
del Lactante
P2 HP:0006863, HP:0000965, HP:0000154, HP:0000047, Trastornos del Espectro 293 787 22
HP:0005109, HP:0000729 Autista
HP:0001644, HP:0025169, HP:0001653, HP:0005180, . . , .
P3 HP-0001659 Miocardiopatia Ampliado 121 272 12
P4 HP:0006554, HP:0003256, HP:0001396, HP:0001511 Fallo Hepatico 9 718 4
R5 HP:0003236, HP:0007340, HP:0005109 Miopatias General 205 348 23

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)]
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Tabla | (cont.)

Paciente Términos HPO Panel Genes Genes \Variantes
panel HPO filtradas
P6 HP:0001249, HP:0000252, HP:0004322, HP:0000708 Discapacidad Intelectual 945 2548 57
p7 HP:0002612, HP:0000113, HP:0001409, HP:0001971, Nefronoptisis 45 136 2
HP:0002040 y Multiquistosis Renal
HP:0025356, HP:0000729, HP:0001273, . .
P8 HP-0000256, HP:0006482, HP-0001263 Discapacidad Intelectual 945 1816 51
HP:0008689, HP:0004482, HP:0000325,
P9 HP:0000369, HP:0004322, HP:0011994, HP:0001642, Rasopatias 28 1910 1
HP:0001627
HP:0001250, HP:0001270, HP:0100543, HP:0009729, .
P10 HP-0002463, HP-0009720 Esclerosis Tuberosa 3 1925 1
P11 HP:0000044, HP:0000786, HP:0000938, HP:0010311 Hipogonadismo 25 342 1
Hipogonadotropo
P12 HP:0025615, HP:0009789, HP:0001369, HP:0002251 Enfermedad de 12 318 2
Hirschpung
P13 HP:0001263, HP:0001212, HP:0009882, HP:0001388, Sindrome de Ehlers- 54 1965 4
HP:0004322 Danlos e Hiperlaxitud
HP:0001263, HP:0004322, HP:0004325, HP:0001642, . .
P14 HP-0001212, HP:0000378, HP-0009909 Discapacidad Intelectual 945 2264 136
P15 HP:0003236, HP:0012548, HP:0001397, HP:0003198 Miopatias General 205 449 32
P16 HP:0001670, HP:0001279, HP:0004904, HP:0001639 LA ] 18 322 9
Hipertrofica
HP:0009062, HP:0002779, HP:0000105, . .
P17 HP-0000081, HP:0001723, HP:0002652 Discapacidad Intelectual 945 249 120
HP:0000729, HP:0001249, HP:0002463, HP:0001250, Trastornos del Espectro
P HP:0000256 Autista e gees e
HP:0011344, HP:0001250, HP:0002490, HP:0001510, Discapacidad Intelectual
e HP:0000252, HP:0001290 Al IERAE 2k el
P20 HP:0000252, HP:0001320, HP:0001263, HP:0000243, Discapacidad Intelectual 1944 2336 347
HP:0000308, HP:0001770, HP:0012758, HP:0001250 Ampliado
HP:0001596, HP:0001007, HP:0000141, HP:0002514, .
P21 HP:0001263, HP:0001250, HP:0000107, HP:0002751 (A e T 3 2273 !
HP:0001634, HP:0001083, HP:0000767, HP:0000098, ,
P22 HP-0001488 Marfan y Aortopatias 34 456 7
HP:0004440, HP:0011315, HP:0011316, HP:0001357, . .
P23 HP-0030867 Craneosinostosis 56 86 8
P24 HP:0001071, HP:0001653, HP:0001714, HP:0001712, Miocardiopatia 18 198 10
HP:0001667 Hipertrofica
P25 HP:0012265, HP:0002110, HP:0012050, HP:0002878, Bronquiectasias y 67 293 47
HP:0001935 Discinesia Ciliar Primaria
P26 HP:0003530, HP:0001332, HP:0007105 Aciduria Glutarica 5 409 3
Sindrome de Rubinstein-
P27 HP:0001263, HP:0004322, HP:0000243, HP:0000347 Taybi y Diagndstico 8 2016 2

Diferencial

(Continda en la pagina siguiente)

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)]



64 J. M. Lezana-Rosales et al.

Tabla | (cont.)

Paciente Términos HPO

Panel Genes Genes \Variantes
panel HPO filtradas

HP:0002474, HP:0000174, HP:0000290, HP:0000272,

P28 HP:0000689, HP:0008936, HP:0009062 Discapacidad Intelectual 945 1380 79

P29 HP:0002123, HP:0001249, HP:0000708 SN (S e 187 2160 15
Ampliado

P30 HP:0001875, HP-0001935, HP:0001873, HP:0002037 ~'Jeutropenia Congénita 60 404 6
y Vasculitis

P31 HP:0000252, HP:0001250, HP:0001263, HP:0008936, Trastorno del Espectro 181 2354 16

HP:0002463, HP:0001999, HP:0000286, HP:0000494 Autista Sindrémico
P32 HP:0004322, HP:0000534, HP:0001263 Rasopatias* 28 2002 1
P33 HP:0003128, HP:0003348, HP:0000816 Acidosis Lactica 110 184 e

Términos HPO asignados a cada paciente tras evaluacion de la historia clinica. Paneles aplicados a cada paciente previamente al reanalisis y nimero de genes

evaluados en cada uno de ellos.

Historia actual:

Remitido a la edad de 15 afios y 6 meses, [...].

Acude para valoracion por presentar:

-IDiscapacidad Intelectual| acude a centro de educacién especial,
desde el curso 2013-2014.

-[Trastorno de Conducta seguido en psiquiatria; [...]

-|Talla bajaldesde siempre [...]

Exploracioén fisica:
Buen estado general, impresiona dejmicrocefalial No dismorfias

inferiores normales, salvo limitacién leve a la extensién de ambos
codos. Pies normales. [...]

craneofaciales significativas. Cuello normal. Térax normal, abdomen
normal. Auscultacion cardiopulmonar normal. Miembros superiores e HP-0000252 (Microcephaly)

HP:0001249 (Intellectual disability)

HP:0000708 (Behavioral abnormality)

HP:0004322 (Short stature)

Figura 1 - Fragmento de histdria clinica. Se seleccionan aquellos rasgos clinicos que tienen su traduccion en forma de término de la

base de datos HPO.

Desarrollo del sistema de priorizacion

Inicialmente, se descargé el archivo de relacion térmi-
no HPO-gen(es) del repositorio de HPO (http://compbio.
charite.de/jenkins/job/hpo.annotations/lastSuccessful-
Build/artifact/util/annotation/phenotype_to_genes.txt).
Se identificaron 4295 genes con asociacién conocida
con algun término HPO. Se descargd también del repo-
sitorio el archivo que relaciona jerdrquicamente entre si
los términos HPO (https://raw.githubusercontent.com/
obophenotype/human-phenotype-ontology/master/
hp.obo). Cabe destacar que en este segundo archivo no
se detallan todas las relaciones jerarquicas entre térmi-
nos, ya que cada término solo se relaciona con su in-
mediatamente superior. Teniendo en cuenta lo anterior,
se diseno el arbol jerarquico de todas las relaciones ta-
xondémicas de todos los términos HPO. El resultado fue
un archivo de texto plano como el que se ve en la figura
2. El término mas a la derecha es mas especifico, y a su
izquierda estan los términos padres menos especificos.

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)]

Adicionalmente, se adjudicé una puntuaciéon a cada
variante identificada, teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones:

1. Numero de los términos HPO utilizados que es-
tan relacionados con el gen en el que se localiza
la variante (Fig. 3): los términos mas especificos
se ponderaron mas en la puntuacion que los mas
generales.

2. Tipo de variante: mayor puntuacién para las va-
riantes radicales y en los sitios candnicos de
splicing, seguido de las variantes de cambio de
sentido y, por ultimo, las sindnimas e intronicas
profundas.

3. Predicciones de patogenicidad: mayor puntuacion
cuanto mayor es el numero de predictores de pa-
togenicidad in silico que apoyan un efecto deleté-
reo de la variante genética.

4. Frecuencia global de la variante en la base de da-
tos poblacional ExAC (26): mas puntuacion a las
variantes menos frecuentes en esta base de datos.
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Figura 2 - A. Ejemplo de relacion jerarquica de términos HPO inferida a partir del archivo original de relaciones. B. Fragmento de texto
plano del que deriva la recreacion taxonomica de la figura superior.

HP: 0001814 Deep-set nails 3265 HRAS
HP:0001814 Deep-set nails 2146 EZH2
HP:0001814 Deep-set nails 64324 NSD1
HP:0001814 Deep-set nails 8726 EED
HP:0001814 Deep-set nails 23512 SUZ12
HP: 0000490 Deeply set eye 1281 COL3A1
HP: 0000490 Deeply set eye 84992 PIGY
HP : 0000490 Deeply set eye 6913 TBX15
HP: 0000490 Deeply set eye 2563 GABRD
HP : 2000490 Deeply set eye 91147  TMEM67
HP : 0000490 Deeply set eye 2314 FLII
HP: 0000490 Deeply set eye 4621 MYH3
HP : 0000490 Deeply set eye 6925 TCF4

— Puntuacion absoluta filtrada: como la anterior,
pero eliminando variantes artefactuales teniendo
en cuenta su aparicién reiterada, sin corresponder
a posiciones polimorficas, en las diferentes mues-
tras. Para ello se empled la base de datos de va-
riantes 120Var.

Puntuacion combinada: se generd teniendo en
cuenta el porcentaje de términos HPO (dando mas
peso si los términos son mas especificos), el tipo
de variante, los predictores y la frecuencia global
de la variante en ExAC.

Puntuacion combinada filtrada: como el anterior,
pero eliminando variantes artefactuales.

Figura 3 — Extracto de relacion término HPO/genes. Cada térmi-
no HPO (primera columna) que refiere a una caracteristica fe-
notipica (segunda columna) se asocia con ciertos genes (cuarta
columna). Los numeros en la tercera columna corresponden al
identificador de los genes.

Teniendo en cuenta lo anterior, se determinaron
4 puntuaciones diferentes:
— Puntuacion absoluta: se generé solo teniendo en
cuenta el porcentaje de términos HPO que se rela-
ciona con cada gen asociado a la variante.

RESULTADOS
Paneles empleados en el analisis previo

Los paneles virtuales para el diagnostico de los pacien-
tes, previo a la priorizacion por HPO incluyeron 329,94 ge-
nes como promedio (SD=525,27). El numero de variantes
promedio por panel tras la aplicacion del filtrado de Kar
Ma, sin aplicar priorizacion, fue de 40,03 (SD = 75,44). Los
paneles empleados y el nimero de variantes considera-
das para el andlisis se detallan en la tabla I.
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Términos HPO por paciente

Tras la revision de la historia clinica, se asignaron
5,06 términos HPO de media por paciente (SD = 1,56).
Los términos empleados en cada paciente se detallan
en la tabla I.

Orden de las variantes causales en cada paciente

Las variantes causales identificadas en el analisis
previo de los pacientes y su clasificacion se ilustran en
la tabla Il.

Como parte de este reanalisis, previamente a la prio-
rizacion, se filtraron las variantes de potencial bajo
impacto considerando diferentes criterios explicados
previamente en la seccién de materiales y métodos.

A continuacion, se realizo la priorizacidon segun lo de-
tallado en el apartado del desarrollo del sistema de
priorizacion en material y métodos. Las posiciones
alcanzadas por las variantes tras la priorizacion fue la
siguiente:

— Score absoluto: media =781; SD = 11,86

— Score absoluto filtrado: media = 4,47; SD =747

— Score combinado: media = 3,125; SD = 5,42

— Score combinado filtrado: media = 1,43; SD = 0,87

En todos los pacientes, salvo un paciente (P3),
la posicién de la variante causal ocupaba en todos
los casos las primeras posiciones de la lista (Tabla
Il). El caso del P3 es debido a que el gen cuya va-
riante explicaba el fenotipo no estaba presente en
la lista de asociaciéon original de término HPO-gen.
De manera grafica, los resultados anteriores se pueden
representar en forma de diagrama de caja (Fig. 4).

Tabla II.

Paciente Gen Variante(s) causal(es) dbSNP Clasificacion Score Score Score Score
segun ACMG absoluto absoluto combinado combinado
filtrado filtrado
NM_145239.2:¢.649dupC;
P1 PRRT2 p.(Arg217Profs*8) rsb87778771 P 1 1 1 1
NM_015335.4:¢c.2110C>T;
P2 MED13L p.(Q704%) - P 2 2 2 2
NM_000117,2:c.77T>C;
P3 EMD p.(V26A) rs727505029 P - - - -
NM_020117.10:c.1237C>T;
p.(R413%) / rs773819736 /
= LAl NM_020117.10:¢c.1292T>A; rs150429680 PUE < 1 ~ L
p.(V431D)
NM_001159702.2:¢.486C>G;
P5 FHL1 b.(C162W) rs377693754 PP 1 1 1 1
NM_001197104.1:¢.3461G>A;
AR p.(R1154Q) : FF 4 4 1 1
NM_138694.3:¢.5485C>T; p.(Q1829*)
P7  PKHDT  /NM_138694.3:NM 138694.3: /rrss717:'173?f:%% P/VSCI  1y2  1y2 1 1
¢.10909C>T: p.(p.R3637C)
NM_005321.2:c.446_447insT;
P8 H1-4 p.K149Nfs*46 - B 25 3 20 2
NM_002834.4:c.922A>G;
P9 PTPN11 p.N308D rs28933386 P 1 1 1 1
P10 TSC2 NM_000548.4:c.1831C>G; rs45469298 P 2 2 1 1
p.R611G
NM_023110.2:¢c.830G>T;
P11 FGFR1 b.(C277F) - P 1 1 1 1
P12 RET NM_020975.4:c.1711G>A; rs750958377 PP 25 22 6 3
p.D571N
P13 ARIDIB NM_020732.3:¢.2248C>T, rs797045272 P 1 1 1 1

p.R750%
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Tabla Il (cont.)

Variante(s) causal(es) detectada(s) en los pacientes previamente a la reevaluacion con sistema de priorizacion y posicion segun los diferentes scores. Las variantes se
clasificaron segun los criterios establecidos por la ACMG. P: patogénica; PP: probablemente patogénica; VSCI: variante de significado clinico incierto. *En el paciente
P32 la variante causal se detectd en un gen que no estaba incluido en el panel.
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68

J. M. Lezana-Rosales et al.

40

30

20

10
o | -
SCORE SCORE SCORE SCORE
ABSOLUTO! ABSOLUTO COMBINADO® COMBINADO
FILTRADO? FILTRADO*

Figura 4 — Distribucion de posiciones de las variantes causales
tras aplicar priorizaciones segun los diferentes scores.

DISCUSION

En este trabajo se ha empleado un sistema de prio-
rizacion para ordenar las variantes generadas en es-
tudios de exoma, y se presentan unos resultados
prometedores, ya que en el 69,69 % de los casos la va-
riante o variantes causales estaban en la primera posi-
cion de la lista de variantes y en el 93,93 % de los casos
estaban dentro de las tres primeras posiciones. Esto,
como se discutira mas adelante, supone una ventaja a
la hora de abordar los estudios genéticos de WES.

En el contexto del estudio que se presenta, hay tra-
bajos como los presentados por Jezela-Stanek y cols.
(28), en el cual se emplea una estrategia basada en tér-
minos HPO, obteniendo rendimientos diagndsticos del
38 %, pero no emplean una comparacion respecto a un
abordaje de WES subpanelado ni cotejan cdmo quedan
las variantes causales en una lista priorizada, como si
se hace en el presente estudio. También hay iniciativas
como Exomiser (29) que generan excelentes resultados
en la priorizacion de variantes: en una evaluacion in-
dependiente con 134 exomas (30) los resultados obte-
nidos con la configuracion mas favorable fueron algo
inferiores (media = 2,1; SD = 5) a los presentados en
este trabajo (media = 1,43; SD = 0,87).

En cualquier caso, el estudio del WES sin ningun tipo
de filtrado por genes candidatos (ya sea por paneles
WES subpanelado o priorizando variantes emplean-
do términos HPO) y solo atendiendo a tipologia de las
variantes (tipo de cambio, frecuencias poblacionales,
predictores de patogenicidad, etc.) es mas complejo
y requiere mayor tiempo de evaluacién. Cabe indicar
ademas, en relacion con el estudio mediante WES sub-
panelado, que este implica tener que actualizar los pa-
neles con relativa frecuencia vy, si los paneles son muy

[Rev Med Lab 2021:2(2):59-69)]

extensos, el nimero de variantes a evaluar crece difi-
cultando el analisis. Por tanto, a nivel practico, resulta
mas sencillo actualizar periédicamente los archivos de
relaciones gen-término HPO y jerarquia de HPO, que
actualizar cientos de paneles.

Una ventaja sustancial de este sistema de priorizacién
es el ahorro de tiempo de analisis por parte del perso-
nal experto en diagnostico genético, ya que evaluar las
primeras variantes, en la mayoria de los casos, seria
suficiente para diferenciar aquellas variantes que son
verdaderamente candidatas a las que no lo son. Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta una limitacion que se ha
puesto de manifiesto en el trabajo, la cual ocurre cuando
las relaciones gen-HPO no estan explicitadas en la lista
de asociacion original de término HPO-gen (paciente
P3). Es por ello que, pese a que este sistema se demues-
tra eficaz a la hora de establecer el diagnéstico molecu-
lar de los pacientes, como se ha podido comprobar, ha
de emplearse una segunda comprobacién de las varian-
tes mediante WES subpanelado cuando el resultado no
sea concluyente. Por el contrario, en pacientes como el
P32, el diagnéstico molecular no se habria alcanzado de
no ser por el empleo del sistema de priorizacion, ya que
originalmente el gen donde se encontraba la variante
causal afectaba a un gen no incluido en el panel.

Cabe senalar que la cohorte de pacientes emplea-
da en el trabajo es limitada en cuanto a su namero,
aunque los resultados obtenidos apoyan la eficacia del
sistema de priorizaciéon desarrollado, incluso ante estu-
dios de etiologia genética diversa. En un futuro, cuan-
do se disponga de un numero mayor de pacientes, se
podrian refinar los parametros empleados para pun-
tuar las variantes y establecer a partir de qué nimero
de términos HPO se obtienen mejores resultados de
priorizacion. Al respecto de los términos HPO depende-
ria, en todo caso, de la especificidad del propio término
y cuan complejo es el fenotipo de cada paciente. Hay
que destacar que este sistema de priorizacién podria
solventar este problema en cuanto a que se aplica una
ponderacién en la puntuacion teniendo en cuenta si el
término es mas o menos generalista.

Con vistas a la mayor automatizacién, es de sumo
interés el desarrollo de un “lector automatico” de his-
torias clinicas que extraigan todos los términos HPO
posibles. Como alternativa a esto, podria ser una bue-
na praxis comenzar a codificar las historias clinicas con
estos términos HPO, ya que estandarizar el fenotipo de
los pacientes mediante el uso de estos términos per-
mite su explotacion para multiples fines, mas alla del
empleado en este trabajo.

En conclusién, hemos desarrollado un sistema auto-
matico de priorizacion de variantes que emplea térmi-
nos HPO, que por su eficiencia permite usarse como
primer abordaje para el diagnéstico molecular de en-
fermedades monogénicas, especialmente en contextos
de enfermedades con elevada heterogeneidad genéti-
ca. La integracién de este sistema en un pipeline bioin-
formatico de analisis de variantes genéticas reduciria
el tiempo de respuesta de los procesos diagndsticos.
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