A. Expresion genética midiendo mRNA: RNA-seq

La secuenciacion del ARN (RNA-seq) es una técnica de secuenciacién que nos permite estudiar la cantidad
de ARN asociada a transcritos de distintos genes que existe en una muestra biolégica en un momento de-
terminado. En este apartado expondremos la elaboracién, almacenaje y andlisis de los datos caracteristicos
de esta técnica.

A.1. Extraccion del ARN

Antes de realizar la secuenciacion del ARN, debe extraerse y seguidamente separarse de su entorno celular.
Hay varios métodos de extraccién, cuya discusién queda mas alla de los objetivos de este trabajo. Lo que
debemos tener en cuenta es la importancia de procesar el ARN de forma extremadamente controlada y
estandarizada, asi podemos tener un pleno conocimiento del proceso de aislamiento que se llevé a cabo,
aprovechando esa informacién para analizar de una forma mas satisfactoria los datos mas adelante. Cabe
destacar, que los métodos de extraccién a menudo son imperfectos, obteniendo pequenas cantidades de
contaminacion de ADN.

A.2. Preparaciéon de librerias

Las librerias son una coleccién de fragmentos de ADN, sintetizados a partir del contenido en ARN de una
muestra en un contexto dado, los cuales estan listos para ser secuenciados siguiendo un proceso especifico.
Uno de los protocolos mas populares para la preparacion y secuenciacion de librerias a partir del ARN se
atiene a un método llamado “Secuenciacién por sintesis” desarrollado por la firma bio-tecnolégica esta-
dounidense Illumina [1]. Este proceso de secuenciacién depende originalmente del proceso biolégico por
el cual las enzimas como la ARN polimerasa “leen” el ADN continuamente. Son capaces de descifrar la
secuencia exacta de bases nitrogenadas de ARN (Adenina,Citosina,Uracilo,Guanina) que hace falta seguir
para construir una copia perfecta complementaria de una cadena individual de ADN a la que denomina-
mos ADNcomplementario (ADNc).

El primer paso para obtener las librerias, es aislar el ARN del tejido de una muestra y mezclarlo con
desoxirribonucleasa (DNasa), una enzina que se caracteriza por catalizar la rotura de los enlaces del ADN
presente en la muestra. La DNasa reduce la cantidad de ADN gendémico. La cantidad de degradacién de
ARN se verifica con electroforesis en gel y capilar y se usa para asignar un ntimero de integridad de ARN a
la muestra, que describe la calidad de ARN extraido. El ARN se transcribe inversamente a ADNc porque
el ADN es més estable y permite la amplificacién. La fragmentacion y la seleccién del tamano, gracias a
la amplificacién, se realizan para purificar secuencias que tienen la longitud adecuada para la maquina de
secuenciacion. La fragmentacién del ADN se consigue gracias a la transposasa, que es una enzima que se
une al extremo de un transposén, siendo éste una secuencia de ADN capaz de cambiar su posicién dentro
de un genoma. Lo que hace esta enzima es catalizar ese movimiento en base de un mecanismo de corta
y pega. En este contexto se utiliza para cortar el ADN en fragmentos de manera aleatoria. Después, se
pasa a la colocacién de secuencias adaptadoras [11], que son secuencias de oligonucledtidos (secuencia de
fracciéon de ADN), que sirven para identificar todos los fragmentos correctamente y tener la posibilidad
de secuenciar diferentes muestras al mismo tiempo, ya que cada muestra puede llevar ligados diferentes
adaptadores. Se realiza una amplificacién con ayuda de unos cebadores afines (secuencias de nucle6tidos
de ARN que constituyen el inicio de la replicacién de la cadena de ADN complementario), teniendo como
resultado dos sitios de unién, donde se anadiran ésos adaptadores a los dos lados, que seran complemen-
tarios a los oligonucledtidos de las celdas de flujo, que describiremos a continuacién.
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Figura 1: Preparacion de librerias

A.3. Produccién de conglomerados

El siguiente paso es la produccién de los conglomerados. Para ello, contamos con la ayuda de las celdas de
flujo. Estas celdas son andlogas a un portaobjeto de vidrio donde se han tallado millones de nano pozos
que contienen dos tipos de oligonucledtidos en su interior, donde los diferentes fragmentos se amplificaran
de manera isotérmica. Una tunica hebra de la muestra entrard a cada pozo y una polimerasa creard la
secuencia complementaria del fragmento hibridado. Como resultado, obtenemos una hebra bicatenaria
formada por una hebra complementaria y nuestra hebra de interés. Esta ltima se libera y se retira. Mas
tarde, nuestra hebra se dobla, adhiriéndose al segundo tipo de oligonucleétido de nuestro nano pozo. En
ese momento, una segunda polimerasa volvera a crear una secuenciacién de nuestra hebra (proceso de
amplificacién en puente). Esta estructura se desnaturaliza teniendo dos tipos de hebras una forward y
otra reverse, la reverse se corta y se lleva a la secuenciacién con cuidado de proteger sus extremos para
que no ocurra una hibridacién indeseada. Este proceso se repite varias veces y se crea un conglomerado
de hebras (amplificacién clonal) [1].
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Figura 2: Produccién de conglomerados

A.4. Secuenciacion

Una vez obtenidos los conglomerados de las hebras, el siguiente paso consiste en que a cada hebra se le
adhiere un cebador y ademas se le anade una solucién que contenga los distintos nucleétidos a los que
hemos anadido un fluoréforo a cada uno que emitird luz de un color tras su adhesién. Cada nucleétido esta



marcado con un fluoréforo distinto, por tanto, cada vez que la ADN polimerasa anada uno, llegard una
senial que se quedara grabada en una serie de cdmaras automaticas utilizando microscopios sofisticados.
El nimero de adhesiones de los nucleétidos determina la longitud de lectura y la longitud de onda y la
intensidad determinaré el nucleétido correspondiente a cada adhesién.

Figura 3: Secuenciacién
Profundidad de secuenciacion y cobertura
Cuando hablamos de cobertura hablamos del nimero de lecturas que se llevan a cabo en relacién con

el tamano del genoma secuenciado. Siendo una estimacion de cudntas veces se secuencia cada base del
genoma. La ecuacién que nos da la cobertura fue creada por Lander-Waterman [1]:

tamano de lectura - numero lecturas
Cobertura =

tamano del genoma

Para evitar errores y lecturas erréneas, debemos de procesar cada base mas de una vez, asi poder distinguir
los errores de secuencia de las variantes genémicas. Cabe destacar que el valor de la cobertura siempre
serd una estimacién. Para el RNA-seq el valor de la cobertura no contiene una gran importancia practica,
ya que el tamano del transcriptoma no se conoce con tanta precisién como el tamano del genoma, ya que
este ultimo corresponde con el material genético total presente en los cromosomas, comiin para todas las
células, mientras que el transcriptoma constituye la lectura de algunos de esos genes, que se transcriben
en ARNm para hacer diferentes funciones, depende del momento y de la célula estudiada, ademas la
cobertura por base variard drasticamente entre las distintas transcripciones dependiendo de su expresion.

Ademas tenemos que destacar dos tipos de lecturas, Single-Read (SR) y Paired-End (PE). La secuencia
de lectura unica (SR) determina la secuencia de ADN de solo un extremo de cada fragmento de ADN,
produce la secuenciacién en una tunica direccién, mientras que la secuenciacién de extremo emparejado
(PE) produce la secuencia de ambos extremos de cada fragmento de ADN. En este trabajo utilizaremos
las primeras.



A.5. Datos

Almacenamiento de lecturas formato FASTQC

Las lecturas se almacenan principalmente con un formato llamado FASTQC, pero puede variar segin la
plataforma de secuenciacion. Estos archivos agrupan la secuencia de cada una de las lecturas que tienen
lugar en cada secuenciacién con su valor de calidad, sobre el que hablaremos con més detalle més adelante.

Como hemos dicho anteriormente, Illumina se basa en la secuenciacién gracias a la fluorescencia liberada
por cada nucledtido en el proceso de incorporacién a la hebra correspondiente. Cuando se completa la
secuenciacion las imagenes captadas durante todos los pasos de la sintesis de ADN, son analizadas segin
el color y la intensidad de la fluorescencia en el espectro obtenido, traduciéndolas a las letras de los nu-
cle6tidos correspondientes. Este proceso de traduccién del espectro a las letras, se denomina “llamada de
bases ” o “base call” en inglés.

Para corregir las carencias de este método, cada lectura tiene asociada el valor de calidad anteriormen-
te mencionado, que hace referencia a la probabilidad de error, es decir, representa la seguridad con la
que podemos afirmar que hemos asignado la base correctamente. Este valor se denomina Phred y tiene
asociada la letra Q, es logaritmicamente proporcional a la probabilidad (p) de que la lectura de la base
individual haya sido incorrecta.

Q = —10log;(p)

Por ejemplo, si obtenemos () = 10 sabemos que tenemos un error en cada 10 bases, si obtenemos @@ = 20
obtendriamos un error en cada 100. Cuanto mayor es el valor de calidad, mayor probabilidad de que
hayamos nombrado la base correctamente.

Para determinar los valores de calidad, Phred primero calcula varios pardmetros relacionados con la forma
y la resolucién de los picos del espectro de cada base. Después, usa estos pardmetros para buscar el valor
de calidad correspondiente en tablas de busqueda, que se generaron a partir de porciones de secuencia
donde se conocia la correcta sucesién de bases.

A.6. Mapeo y alineacién

Uno de los pasos més importantes de los experimentos de secuenciaciéon de alto rendimiento se llama
mapeo y consiste en asociar las lecturas secuenciadas al lugar de origen méas probable del genoma de
referencia [1]. Averiguando dénde coinciden con mayor eficacia una secuencia corta de nucleétidos y el
genoma, obtenemos la informacién de su localizacién y por tanto podemos utilizar esa informacion para
localizar y cuantificar los genes expresados, asi como descubrir nuevos genes. Como esto lleva a la alinea-
cion de nucledtidos de dos o mas hebras, también se le llama alineacion de lectura.

El principal desafio de la alineacion es mapear millones de muestras en un tiempo razonable a pesar de los
errores de secuenciacion, elementos repetitivos y variaciones genémicas. Se emplean diferentes estrategias
por los programas de alineacién para mantener un equilibrio entre la tolerancia de errores y la fidelidad
del mapeo.

Una de las principales ventajas de la secuenciacion de ARN con respecto a metodologias anteriores de
medida de la expresién genética es la posibilidad de medir la cantidad asociada a las multiples isoformas



de un mismo gen. Para saber qué es una isoforma debemos profundizar en la naturaleza de los genes.

En la secuencia del ADN el contenido codificante de un gen no esta distribuido de forma conti-
nua a lo largo de dicho gen, sino que tiene discontinuidades, llamadas intrones, cuya secuencia
no codifica proteinas. Las partes de la secuencia que codifican proteinas son los exones. Tras
la transcripcion, el ARNm resultante es procesado mediante un mecanismo llamado splicing
y los intrones son eliminados, resultando en un ARNm maduro que contiene tinicamente la
informacién de los exones.

Aunque en el pasado se creia que cada gen tenia una tnica posibilidad de splicing y por lo
tanto resultaba en una tunica proteina, actualmente sabemos que se produce el fenémeno de
splicing alternativo, en que no todos los exones del gen estan presentes en el ARNm maduro,
dando lugar a varias proteinas diferentes en funcién de los exones presentes en la secuencia

final (Sabater-Tobella, 2018) [10].

Las isoformas son formas alternativas de un mismo gen, producidas por splicing alternativos o en el uso
de diferentes exones transcritos en el ARNm. Cada isoforma de un gen, tiene una secuencia diferente de
ARNm. Cabe destacar que pueden existir isoformas en el ARNm con la misma secuenciacién de bases ya
que utilizan el mismo conjunto de exones de codificacién. Por todo ello, los experimentos de secuenciacion
del ARN intentan mitigar este error alineando las semillas en vez de al genoma, al trascriptoma, ya que
no estan presentes los intrones, teniendo inicamente la informacién codificadora. De este modo, se intenta
evitar que varias lecturas se alineen con mas de una isoforma introduciendo ambigiiedad a nuestro mapeo.

Los programas mads importantes para llevar a cabo esta alineacién como pueden ser STAR, TopHat, GS-
NAP, utilizan el genoma entero de referencia y anotan la existencia de genes. Més adelante, describiremos
con mas detalle, el programa STAR, dado que es el que utilizaremos en este trabajo

Aunque se han conseguido grandes avances en relacién a la velocidad de computacién a la hora de alinear
las muestras, sigue siendo el paso computacional més costoso de llevar a cabo.

Una vez obtenidos los datos de alineacién, es decir, una vez tenemos la informacién del origen de cada
lectura individual, debemos hacer el recuento de las lecturas que se superponen en genes y transcriptos
conocidos. No solo nos interesa presentar un catalogo de los genes que estan expresados en nuestra mues-
tra, sino que también hacer un recuento de las transcriptos relativas entre genes que se han llevado a cabo.

A.7. Alineacién utilizando STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference)

Existen varios métodos de alineacion de las secuencias obtenidas a un genoma de referencia, siendo el
objetivo del estudio la principal premisa de eleccién entre ellos. Para el anélisis diferencial de la expresion
genética, estd demostrado que uno de los métodos mas eficientes es la alineacién mediante la utilizacion
de STAR [5] [6]. Los pasos més caracteristicos de esta herramienta son:

= Generacion del indice del genoma: este paso debe llevarse a cabo una tinica vez por tipo de genoma.
En el archivo que contiene este indice, debe almacenarse la informacién del genoma de referencia
de forma comprimida y optimizada asegurando el rapido acceso a la informacién para su correcta
comparacién con la lectura de las secuencias. Incluye la longitud y el nombre de los distintos cromo-
somas, asi como representaciones de la secuenciacion del genoma y las coordenadas de la localizacion
de los distintos genes.



= Alineacién: en este paso se acopla cada lectura a su secuencia complementaria del genoma de refe-
rencia.

Método de alineacion

Se llevan a cabo una serie de pasos fundamentales, la btisqueda de las ”semillas”, la agrupacién, la adhesién
y la puntuacién. Para tener una mejor visién del proceso, nos centraremos en el andlisis de una sola lectura.

Biusqueda de semillas

Se busca la coincidencia de mayor tamano entre una parte de la secuenciacion obtenida y una o maés
posiciones del genoma de referencia. A estas coincidencias se les denomina Maximal Mappable Prefixes
(MMPs).
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Figura 4: Alineacién STAR

Una vez encontrada la coincidencia de esa primera parte, se busca la coincidencia de la parte que no ha sido
colocada, esta es la principal ventaja de este algoritmo. Es que es capaz de separar una lectura en varias
partes encontrando su mayor coincidencia con el genoma, obteniendo de una misma lectura varios MMPs,
denominandolos ”"seedl”, ”"seed2”...etc, que pueden aparecer en distintos exones, generando asi valiosa
informacién sobre la caracterizacién de los eventos de splicing asociados a cada transcripto.(Figura(a)).

Si el algoritmo no es capaz de encontrar una perfecta coincidencia, para todas las partes de la lectura,
debido a un desajuste en alguna base, alarga el MMP inmediatamente anterior a esa discordancia, permi-
tiendo alineaciones con algunos desajustes utilizando las semillas como anclaje, como podemos observar
en la Figura(b). En algunas ocasiones esas elongaciones producen malas alineaciones y pasan a ser lo
que se denomina como colas de mala calidad, descartdndose (Figura(c)). La buisqueda de estas MMP, se
realiza tanto en la direccion directa como inversa de la lectura, teniendo también la opcion de elegir el
punto de partida.

A.8. Lectura de datos/recuento de lecturas

Existen dos tipos de recuento de lectura [1] uno basado en la expresién de los genes y otro en la trascripcién.
El primero corresponde a contar los fragmentos que mapan a cada transcripto independientemente, el



segundo con sumar todos las cuentas mapadas a transcriptos de un mismo gen, que es el método utilizado
en este trabajo.

A.9. Normalizacion y transformacién del recuento de lecturas

El valor que obtiene un tinico gen en una tnica muestra viene definido por el niimero de lecturas registradas
que se superponen coincidiendo con ese gen, pero como hemos visto anteriormente, hay diferentes factores
que interfieren en la amplificacién y secuenciacion de las muestras, es decir, de los fragmentos originales
de ARN. El niimero de lecturas que coinciden con un gen depende de:

» El propio perfil de expresion (es la medida de la actividad (de la expresién génica) de miles de
genes simultdneamente, para crear una imagen global de la funcién celular), es decir, el niimero de
moléculas de ARNm que hay en la muestra asociadas a cada gen.

» El tamano de esas lecturas(si partimos las moléculas en fragmentos mas pequenos, capturaremos
mas).

= La profundidad de la secuenciacion, factor que varia también entre muestras.

Para comparar la diferencia de expresién genética de cara a dos condiciones diferentes, debemos comparar
el nimero total de lecturas por gen, teniendo en cuenta el nimero total de lecturas y teniendo en cuenta
también el ARN presente en cada muestra. Esto dltimo puede variar de forma significativa para cada
muestra. Asi como el nimero total de muestras es un dato conocido, la libreria que contiene la informa-
cién del ARN estudiado puede ser muy extensa y compleja y puede sufrir contaminaciones bioldgicas de
una muestra a otra. Para afrontar estas dificultades, se recurre a la normalizacién, de este modo podemos
descartar las diferencias que no sean bioldgicas y utilizar la estadistica para el estudio diferencial de la
expresion de los genes.

Para la normalizacién de la profundidad de secuenciacién, se utiliza generalmente la siguiente forma de
expresién de los datos [7]:

Counts per million (CPM)

Para el recuento de lecturas, en este estudio utilizaremos las llamadas Counts Per Million (CPM), que son
cuentas que van escaladas con el nimero total de lecturas de la secuenciacién(NV). Se contabilizan todas
las lecturas de una muestra y se divide por un millén, ese valor corresponde a nuestro factor de escala.
Después, se divide el recuento de las lecturas correspondientes a un gen (X;) por ese factor, obteniendo
una normalizacién de profundidad de secuenciacién.

CPM; = )fV _ X g
108
Para hacer comparaciones del nivel de expresion de los genes, necesitamos transformar los datos a una
escala adecuada, y normalizar las diferencias técnicas entre muestras para aislar la variabilidad biolégica
de la técnica [8] [9]. Para ello, utilizamos las herramientas edgeR y limma-voom. Normalizar tinicamente
con el tamano de la libreria puede ser demasiado simple o escueta para algunas aplicaciones biolégicas.
La clasificacién no depende solo del tamafio de cada libreria, sino también de la composicién de todo el

ARN que se esté testando. Para normalizar hace falta tener en cuenta este factor.




TMM (Trimed Mean of M-values)

La normalizacién de TMM (Trimed Mean of M-values) es un método simple y efectivo para estimar ni-
veles relativos de produccién de ARN a partir de datos de RNA-seq. El método TMM estima factores de
escala entre muestras que se pueden incorporar a los métodos estadisticos utilizados para el analisis de
expresion diferencial de los genes. En este apartado estudiaremos el método para la comparacion de dos
muestras, ya que es el utilizado en este estudio.

Haciendo una explicacién mds formal del requerimiento de otra normalizacién, definimos Y como las
cuentas observadas de un gen g en la libreria k y siendo 4 el verdadero y desconocido nivel de expresién
de ese gen (numero de transcripciones), Ly la longitud del gen y Nj el nimero total de lecturas de la
librerfa. Podemos calcular el valor esperado de Yy como:

L
ElYg] = %Nk D Sk= pgkLy (A1)
g/

El principal problema es que mientras Ny es conocido Sk es desconocido y varia notablemente de muestra
a muestra, dependiendo de la composicién del ARN. La ecuacién anterior nos acerca aunque no perfecta-

mente, a estimar univocamente el nivel de expresién genuino del gen g en la libreria k, que no es otro que
despejdndolo (aunque no lo estamos despejando del todo, pues atin aparece a ambos lados de la ecuacién):

_ YuS
Hgk NkLg

Como hemos dicho S; no puede hallarse directamente, ya que no sabemos el nivel de expresién de los genes,
por lo que calculamos la produccién relativa de ARN de dos muestras p(k, k') = %,

k
ratios relativos a pares de muestras que nos permiten, ante la imposibilidad de obtener directamente gy

(A.2)

es decir, estimamos

Y Mgk, al menos compararlos entre si. Estimando el ratio fj = % podemos estimar también pgr/pgr
k

Y,

gk
Hgk N,
£ = Yg]j pg(ka k,) (A3)
HKgk’ L
Ny

Cabe destacar, que escribimos py(k, k') ya que es la estimacién del ratio obtenida a partir de la expresién
entre muestras relativas de un gen g determinado. Cada gen producirad una estimacion de la ratio diferente.

Como tipicamente vamos a tener més de dos muestras, lo que haremos sera elegir una muestra r de

referencia, y estimar los cocientes del resto de las muestras con respecto a la referencia, es decir, las ratios

p(r k) = % Para calcularlos, explotamos una propiedad que se verifica en la mayoria de los experimentos,
k

y es la existencia de una mayoria de genes G* que no van a estar diferencialmente expresados entre las

distintas muestras, para los cuales:

Hgek = Hgsr (A.4)

Para los genes donde se cumpla esta condicién, el cociente de mas a la izquierda de la ecuacién (4.3) seria
igual a uno, por tanto obtendriamos la siguiente férmula:

L) (A.5)

Ng*k

Como hemos mencionado anteriormente, para cada gen obtendremos un ratio estimado. Algunos genes nos
dardn una estimacién sesgada (desviada) de p(r, k) = g—; La razén es que para cietos genes, la asuncién
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de no expresién diferencial es falsa, y por tanto, la ecuacién (4.4) no se cumple, y cuando la utilizamos,

sesgamos el estimador de p(r, k) = g—;

Estos valores sesgados, tipicamente nos daran los valores més extremos de la distribucién de estimaciones
de p(r k) = g—;, por lo que para evitar dicho sesgo, se procede a eliminarlo, o “recortarlo” (en inglés,
trim). El algoritmo, tal como estd implementado en edgeR, recorta el 30 % de valores de alejados de la
media en cada caso.

De ese modo, nos hacemos cargo del sesgo, pero debemos contar también con el ruido. Para tratarlo, la
clave consiste en admitir que la calidad de algunas de las estimaciones de nuestro ratio, va a ser mejor
que otras, por lo que propondremos pesos de manera acorde, para basar la estimacién final en un prome-
dio pesado, donde los genes que contribuyen a dar estimaciones de mejor calidad (menor ruido), pesan més.

Para calcular el ruido se recurre a asimilarlo a la incertidumbre de la estimacién de los ratios, entendidos

como un ensayo de Bernouilli, en el que Y]‘{,—’;f representa la probabilidad de éxito (de tener un fragmento

. . i . . Y,
asociado al gen g* en a muestra k), tras Ny intentos. Resulta trivial que la varianza asociada a K;;’“ es:

Yyu Yyu
Var(Yg*k) _ (1= %2) _ Your Nk — Your) (A.6)
Ny, Ny, N '
La idea final es obtener el promedio el logaritmo de los estimadores de :
Y, xk Y, *k
log(p(r, k)) = log(——) — log(=:—) (A7)

Ny, Ny,

Y promediar este estadistico a través de los genes G* que han sobrevivido al “trimming”, aplicdndoles
unos pesos basados en la estimacion de la varianza del logaritmo del estimador asociado a cada gen, esto
es, Var(log(p(r,k))) . Estas varianzas se pueden propagar desde (4.7) como sigue:

1 Ny =Y N,—Y,
Var(lo k) = (———)Var(p(r, k)) = g 4 g A8
Y en funcién de ellas, los pesos se definen como:
wg = Var(log(p(r,k))) ™ (A.9)

Para terminar por definir el promedio definitivo de todas las p(r, k) integrando la informacién de todos
los genes ttiles, como sigue:

deG* Wy k pg(r, k)

TMM; =
: deG* Wy k

(A.10)

Estos factores de renormalizacion se terminan integrando, por ejemplo, al correr voom, en los denomi-
nadores de la normalizacién estandar, esto es, el nimero de fragmentos de cada libreria. Al calcular el
log(CPM) tal como hace en voom, tenemos:

Yor +0,5 )
N -TMM,; +1
Como hemos dicho, hallamos factores que serdn utilizados en los métodos estadisticos para el andlisis de

los datos, por lo que se conservan las propiedades de la secuenciacion. Como no se modifican los datos se
pueden utilizar més adelante para el estudio de la comparacién de expresién entre genes.

10g2(CP M)y, = loga(107° (A.11)
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B. Genotipado: SNP (Single Nucleotide Polymorfism)

Los SNPs (Single Nucleotide Polymorfism) [2] son pequenas variaciones genéticas en la secuencia del ADN
encontradas en individuos de la misma especie que afectan a la identidad de un solo nucleétido en una
posicién determinada del genoma. Es decir, son lugares del genoma donde distintos individuos presentan
nucleétidos con diferentes bases nitrogenadas. Al conjunto de los distintos nucleétidos que se presentan
en la poblacion para un determinado SNP se les llama alelos. Al conjunto de las variaciones especificas
registradas para un determinado individuo en todo su genoma (conjunto de SNPs, junto a otras formas
de variacién genética) se le denomina genotipo. Para caracterizar el genotipo de un individuo de manera
global, se utilizan chips de genotipado, que son dispositivos experimentales con forma de matriz disenados
para detectar SNPs en la secuencia del genoma de un grupo de individuos.

En cada posicién, en un cromosoma, hay dos posibles alelos, que van codificados como A y B. El alelo
A puede ser un par de bases conjugadas A-T (o su reverso equivalente T-A), y el B serfa en este caso,
el par de bases CG (o GC). Esta asociacién puede ser la contraria también (que la letra A represente
un par conjugado CG (o su equivalente GC) y el B represente AT (o equivalente, TA). Por convenio, se
puede asignar la letra A al alelo méas frecuente en la poblacion, sea el par AT o el par CG. En organismos
diploides reproduccion sexual, tenemos dos copias de cada cromosoma, y por tanto, al menos en lo que
concierne a los autosomas, de cada gen, heredados de cada uno de nuestros progenitores, y por tanto,
también de cada SNP, el genotipo con respecto a un SNP da cuenta del alelo que tenemos en ambas
copias: AA, AB o BB. En el ejemplo anterior, AA significa tener AT-AT en los cromosomas materno
y paterno (genotipo homocigoto); AB corresponderia a AT-CG (genotipo heterocigoto) y BB a CG-CG
(genotipo homocigoto).

B.1. Deteccion

Para la realizacién de estas matrices se utilizan los mismos principios bioquimicos utilizados por el RNA-
seq [4]. Utilizando que cada nucleétido se adhiere con su base nitrogenada complementaria (AT, GC).

Se utiliza un chip de ADN (pequena pieza de vidrio de silicio a la que se adhiere quimicamente fragmentos
de ADN), donde los més avanzados tienen varios compartimentos capaces de analizar el ADN de un sujeto
distinto cada uno. Cada compartimento es una matriz microscopica compuesta por cientos de miles de
celdas dentro de un centimetro cuadrado. Cada celda es tan pequena como una bacteria y estd cubierta
con fragmentos de ADN que han sido sintetizados para que complementen un determinado corte de ADN.
Las hebras del ADN que se adhieren a la celda estan fragmentadas de tal forma que llegan hasta un poli-
morfismo concreto del genoma pero no lo incluyen, estas hebras se adhieren a una hebra complementaria
que se encuentra suspendida en la muestra a analizar, que contiene la region que hibridiza, més una regién
adicional donde se encontrara el polimorfismo de interés. Por lo que la matriz con las distintas celdas se
llena de fragmentos de ADN que se estd analizando. Ademads, se unird a una posicién determinada de la
celda, dependiendo del polimorfismo contiguo.

Centrandonos en el andlisis de un fragmento de una celda en particular, para ejemplificar el procedimien-
to, veremos los tres casos diferentes mencionados anteriormente. Los tres tipos de polimorfismos el AA,
el AB o el BB. En este ejemplo vemos tres sujetos distintos, donde en una posicién concreta de la cel-
da observamos que la tltima base nitrogenada de los fragmentos adheridos cambia dependiendo del sujeto.

En las dos primeras iméagenes, vemos que todos los fragmentos acaban en Adenina, como vimos con el
RNA-seq, el proceso seguido, consiste en que con ayuda de una encima el ADN polimerasa, se adhiere el
nucledtido complementario al que se ha anadido un fluoréforo concreto, en nuestro ejemplo, a la Timina
se le anade uno rojo. En nuestro primer ejemplo obtendremos la celda de color rojo, ya que todos los
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Figura 5: Genotipos

fragmentos acaban en Adenina, por tanto la Timina es el tinico nucleétido que se unira. Teniendo este
color, sabemos que el polimorfismo es AA, es decir homocigoto. En el segundo ejemplo obtenemos una
celda de color amarillo, siendo combinacion de los dos colores verde y rojo, correspondientes a la Guanina
y a la Timina, ya que en esta posicién de la celda existen fragmentos acabados tanto en Citosina como en
Adenina. Siendo en este ejemplo, el polimorfismo heterocigoto AB. Y por tltimo, obtenemos una celda
verde ocasionada por la Citosina. También homocigoto, siendo esta vez el ejemplo BB. Obteniendo al
final algo como esto:

Figura 6: Matriz genotipos

Simplemente escaneando nuestro chip utilizando un ldser de alta resolucién podremos obtener la infor-
macioén del tipo de polimorfismo que tenemos. Cabe destacar el principal inconveniente de este tipo de
andlisis, permitiéndonos unicamente el reconocimiento del genotipo de los SNPs definidos a priori, es
decir, se requiere ese conocimiento previo de dénde se encuentran los SNPs relevantes para la investiga-
cion. Cabe la posibilidad de que muchos de ellos no sean interesantes en las muestras, mientras que al
mismo tiempo se pueden estar perdiendo SNPs importantes en otras partes del genoma que no es posible
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determinar asi. La alternativa es el llamado Whole Genome Sequencing (WGS) la secuenciacién completa
del ADN del genoma de un organismo.

B.2. Fiabilidad de la medida

Debemos tener en cuenta que la intensidad asociada a cada medida [3], depende de la afinidad que existe
entre la muestra y el ADN “diana” presente en el chip. Esto puede llevar a medidas erréneas y es la
principal fuente de ruido del experimento.

La afinidad mencionada va ligada a la intensidad de fluorescencia registrada en las celdas. Se han desa-
rrollado a lo largo de los afios algoritmos, como por ejemplo el llamado birdseed, que puedan registrar
para cada pozo la intensidad de la fluorescencia roja, verde o amarilla, e inferir, de esas medidas, qué
SNP es un AA, un AB o un BB (proceso denominado "SNP calling”), al cual se anade un score que
representa el grado de incertidumbre del call. Se representa la intensidad del alelo AA frente a la in-
tensidad del alelo BB, donde cada punto corresponde a un SNP concreto. Ejemplificamos este proceso
mostrando la gréafica del andlisis de intensidades de una muestra para las posiciones de las sondas con
ADN diana acabado en Adenina. Los datos que se obtienen presentan la forma representada en la Figura 7.

Figura 7: Ejemplo: Datos fluorescencia.

Diferenciamos en la grafica tres brazos correspondientes en sentido horario con los genotipos AA, AB
y BB. Como podemos observar, existen varios SNP dificiles de clasificar que se encuentran entre cada
uno de esos "brazos”. Por lo que a cada SNP se le asigna un genotipo dependiendo de su posicién en la
grafica, con una puntuacién que representa la fiabilidad de la medida en funcién de la distancia de su
razo COrT ndiente. Par u ula una relacién con su intensi n funcion u icion:
brazo correspondiente. Para cada cual se calcula una relaciéon con su intensidad, en funcién de su posicié

2
0= . arctan —
arctan

Cada uno de los tres genotipos (AA,AB,BB) representa una regién en el espacio unidimensional . La
proximidad de cada SNP a cada una de estas, determina el genotipo y su separacion representa la pun-
tuacién de calidad, con la fiabilidad con la que podemos asignar ese genotipo.
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Concluyendo, los datos finales obtenidos de este andlisis corresponderian con una lista completa de los
SNPs de la muestra, ademds de su posiciéon cromosémica y su genotipo més probable con una puntuacién
de calidad asociada.

B.3. Imputacion de SNPs

La imputacién en genética hace referencia a la inferencia estadistica de genotipos que no han sido ob-
servados experimentalmente. En este estudio hablaremos concretamente de las variaciones genéticas co-
rrespondientes con SNPs, siendo estas las mas comunes. Este proceso se consigue gracias a la utilizacion
de haplotipos, siendo éstos secciones de ADN contiguas, conteniendo dos o més variantes pertenecientes
a loci distintos, que se transmiten juntos, conocidos en una poblacién. Para posibilitar la imputacion de
genotipos en muestras humanas, proyectos como HapMap [1], que se complet6 en 2005, han sido clave.
Hapmap, por ejemplo, generé el primer mapa de haplotipos del genoma humano. Lo que da la posibili-
dad de hacer estudios como este, donde se utilizan ademas de los datos de genotipado obtenidos en el
laboratorio, SNPs no observadas experimentalmente, pero cuyos genotipos han sido como ya hemos dicho
inferidos estadisticamente, es decir, “imputados”.
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C. Datos

En este TFG, se pretende estudiar las relaciones genotipo-fenotipo en macréfagos humanos procedentes
de un panel de 90 individuos de ancestralidad europea, para las cuales, previamente al desarrollo de este
trabajo, se recolectaron, en paralelo, datos genotipicos (SNPs arrays) y transcriptémicos (RNA-seq).

Es importante destacar que el proyecto de investigacién del que proceden los datos analizados, a modo de
ejemplo, en este TFG, superd los requerimientos concernientes a aspectos éticos, bajo criterio del comité
de ética del Hospital Sainte Justine, en Montreal, Canadd, centro donde se centralizé la coordinacién
del proyecto (protocolo #4023). La informacién obtenida de los donantes fue completamente anénima,
resultando imposible para ninguno de los investigadores la identificaciéon de los donantes de cada muestra.
En el contexto de la realizacién de este trabajo, se usaron como inputs dos matrices, conteniendo datos de
expresion y caracterizaciones genotipicas, donde la identidad de cada donante es simplemente un indice
mudo, pareado entre ambos elementos.

Especificamente, los macréfagos se obtuvieron de acuerdo al siguiente proceso experimental:

Las llamadas Peripheral Blood mononuclear cells (PBMCs) fueron aisladas por un método de centrifuga-
cién llamado Ficoll-Paque centrifugation. Los PBMCs son una fraccién de células sanguineas que presenta
un nucleo redondo unico, que incluye monocitos y linfocitos pero no eritrocitos, plaquetas o granuloci-
tos [1]. Los monocitos fueron purificados de los PBMCs por seleccién positiva con microesferas CD14
magnéticas. La pureza de los monocitos aislados fue verificada utilizando un anticuerpo que actiian sobre
el antigeno CD14 (el BD Biosciences), que es un marcador celular de superficie caracteristico para los
monocitos. Solo las muestras de las que se obtiene un 90 % de pureza fueron utilizadas para diferenciar
macrofagos. Los monocitos fueron cultivados a lo largo de 7 dias en el medio de cultivo RPMI-1640,
enriquecido con un 10 % de un suero fetal bovino y un factor estimulante de colonias de macréfagos. Este
tratamiento estimula a los monocitos y dirige su diferenciacién en macréfagos. Una vez los macréfagos
estan purificados, justo antes de la secuenciacién, comprobamos su estatus de diferenciacién/activacién de
las celdas por citometria de flujo para para impedir la inclusion de células insuficientemente diferenciadas
(es decir, monocitos) o macréfagos activados inmunoldgicamente, los cuales se sabe que presentan una
divergencia de perfil transcriptomico. Con ese fin, solo conservamos muestras que presentan el fenotipo
esperado para macroéfagos inactivos (CDla 4, CD14 +, CD83 y HLA-DRlow), que luego se utilizaron en
experimentos posteriores.

Maés adelante, el total del ARN presente en los macréfagos fue extraido y espectrofotométricamente eva-
luado, de tal forma que solo se conservaron las muestras que no mostraban evidencia de degradacion
de ARN. Esto se determiné utilizando el nimero de integridad de ARN con un umbral de RIN > 8.
A continuacién, las librerias de secuenciacion de ARN fueron preparadas. Una vez preparadas, fueron
codificadas y agrupadas (6 bibliotecas por grupo) en cantidades equimolares y se secuenciaron con un
single-read de 100 pb en Illumina HiSeq2500. Las secuencias adaptadoras y bases de puntuacién de baja
calidad (Puntuacién de calidad Phred <20) se eliminaron primero y las lecturas resultantes se asignaron
a la secuencia de referencia del genoma humano (Ensembl GRCh37 versién 75).

Los 90 individuos que se incluyeron en el sample-set utilizado en este estudio, fueron genotipados en una
matriz de genotipato Illumina HumanOmni5 con éxito, obteniéndose ~4.3 millones de SNPs. Después de
aplicar el control de calidad para eliminar los SNP con asociaciones de genotipo deficientes, se realiz6
el proceso de imputacién utilizando un panel de referencia de haplotipos de individuos con ascendencia
europea.

La recopilacién y el procesamiento previo de los datos de ARN y ADN fue realizado de acuerdo a lo
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expuesto anteriormente de una manera breve. Proceso previo al trabajo realizado en el contexto de este
estudio, cuyo punto de partida eran las limpias y cualitativamente controladas matrices de recuento de

lecturas, para la secuenciacién del ARN (58051 genes provenientes de 90 individuos) y genotipos de SNP
(6159736 SNP autosémicos de los mismos 90 sujetos).
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