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Resumen

Los estudios de gendmica comparativa indican que el andli-
sis de la homologia entre secuencias de diferentes especies
puede aportar informacion util para el estudio de enfer-
medades humanas. En particular, se conoce que las va-
riantes geméticas bioldgicamente relevantes se conservan
mds que otro tipo de secuencias. Las variantes genéticas
relacitonadas con enfermedades se obtienen a través de es-
tudios de asociacion genética. Generalmente, estos estu-
dios se centran en variantes del tipo SNP (Polimorfismo
de Nucledtido Simple) pero presentan ciertas dificultades
a la hora de la replicacion y validacion de resultados. La
presencia de falsos positivos induce a la bisqueda de cri-
terios de priorizacion de SNPs, por ejemplo en funcidn de
su relevancia biolégica. En este trabajo se propone un cri-
terio basado en la conservacidn de secuencias homdlogas
entre especies. Se ha comparado la conservacion de se-
cuencias para dos muestras de SNPs, formadas por SNPs
relactonados con enfermedades, indezxados en la base de
datos OMIM, y por SNPs neutros seleccionados de forma
aleatoria. Se han obtenido diferencias significativas en-
tre los dos grupos, con un p-valor de 0.0016, presentando
mayor grado de conservacién los SNPs relacionados con
enfermedades que los SNPs de control.

1 Introduccién

Uno de los mayores retos de la investigacion genética
es la identificacion de factores relacionados con enfer-
medades humanas mediante el estudio de la relacién
entre genotipos y enfermedades. Se conoce que la
variabilidad genética entre individuos sélo representa
un 1 % del genoma humano. Esta proporcién corres-
ponde a los diferentes tipos de variantes genéticas
responsables de caracteristicas individuales como los
rasgos fisicos, la susceptibilidad a contraer ciertas
enfermedades o la respuesta a tratamientos médicos
[1]. En particular, los polimorfismos de nucledtido
simple (SNPs) son la fuente de variacion genética mas
utilizada para el estudio de enfermedades humanas
[2]. Un SNP es una posicion en el genoma donde se
produce una mutacién, generalmente la substitucién

de una base por otra, que se ha conservado de
generacién en generacion, logrando una frecuencia de
mas de un 1% de la poblacién.En la actualidad, se
han validado aproximadamente 3 millones de SNPs
(rs SNP o reference SNP) y se estima que existen
alrededor de 10 millones en el genoma humano (ss
SNP o Submitted SNP) de los que sblo una pequena
proporcion estan relacionados con enfermedades [3].
Los SNPs relacionados con enfermedades se encuen-
tran mediante estudios de asociaciéon genética. Los
resultados de estos estudios son dificiles de replicar
y/o validar y, a menudo, presentan falsos positivos.
Por eso, la bisqueda de criterios para priorizar la
relevancia biologica de los SNPs esta ganando prota-
gonismo en la investigacion genética [4]. La ubicacién
del SNP respecto al gen, la caracteristica del SNP
en cuanto a cambios funcionales en la proteina o
la conservaciéon del SNP a lo largo de las especies
son posibles criterios de priorizacion de los SNPs
como medida de soporte a los estudios de asociacién
[5, 6]. En particular, el estudio de la conservacion de
las secuencias entre especies es de gran interés para
la identificacién de marcadores genéticos asociados
con enfermedades [7]. Los estudios de genoémica
comparativa han demostrado que gran parte del
genoma humano es comun con otras especies [8].
Gracias a la disponibilidad de miltiples secuencias
genémicas de organismos modelo, estos estudios
aportan informacién sobre la relevancia selectiva
de las variantes genéticas desde un punto de vista
evolutivo [9]. Por otro lado, se cree que las secuencias
funcionales tienden a evolucionar mas lentamente y
por tanto son mas conservadas que secuencias menos
relevantes [10, 11, 12, 13].

Los SNPs relacionados con enfermedades y cuya
asociacion con la enfermedad ha sido confirmada se
pueden encontrar en bases de datos publicas como la
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) [14].
La conservaciéon de las secuencias entre especies se
mide a partir de herramientas para buscar homologias
entre secuencias. Dos secuencias son homélogas si
son muy similares y provienen del mismo antecesor
[10, 15]. Las medidas de conservacion entre secuencias
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homologas se basan en "scores" de similitud [16]. Una
de ellas es la entropia de Shannon [17]. La entropia es
una medida de desorden introducida por C. Shannon
en el campo de las telecomunicaciones [18] y que
ha sido aplicada a la bioinformaética, sobretodo en
estudios de anélisis y alineamiento de secuencias [19].
El objetivo de este trabajo es establecer un criterio
basado en homologias para validar los resultados
obtenidos en estudios de asociacién genética. La
hipotesis del trabajo establece que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades presentan mayor conservacion
entre especies que los SNPs menos relevantes. Para
ello se ha realizado un estudio estadistico, com-
parando la conservaciéon de secuencias de SNPs en
una muestra de SNPs indexados en la OMIM y una
muestra de SNPs neutros seleccionados de manera
aleatoria.

2 Materiales y Métodos

En la figura 1 se muestra de manera esquematica los
diferentes estadios del disefio experimental asi como
las herramientas utilizadas en cada etapa del proceso.

ADQUISICION DE DATOS
Consultas a la base de datos SNP Home (NCBI)

il

BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS
Software BLAST {(NCBI)

L

ALINEAMIENTO MULTIPLE
Software MUSCLE

{

MEDIDA DE CONSERVACION

Entropia de Shannon

!

ANALISIS ESTADISTICO
PruebalU de Mann Whitney

Figura 1. FEtapas de la metodologia de trabajo

Los datos se han obtenido de la base de datos SNP
Home de NCBI [20]. Esta base de datos contiene
informacién sobre rs SNPs. En particular, para
cada SNP, se almacenan datos como el organismo
afectado, el tipo de polimorfismo, la mutacién o
la ubicacién del SNP respecto al gen, entre otros.
Uno de los campos hace referencia a la relacién del
SNP con enfermedades humanas, en funcién de si
el SNP aparece en la base de datos OMIM [14]. El
motor de busqueda de la base de datos SNP Home
permite hacer consultas de SNPs con diferentes
criterios basados en estos atributos. Asi pues, se
han seleccionado los polimorfismos de tipo SNP, del
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organismo Homo sapiens e indexados en la OMIM.
Esta muestra estd compuesta por 3547 SNPs, para
los que se ha almacenado la secuencia vecina del SNP,
una secuencia de tamano variable conteniendo el SNP,
y su ubicacion respecto al gen (en un exoén, intréon, u
otras regiones). Esta muestra se comparara con una
muestra de control, formada por 3547 SNPs neutros
seleccionados de forma aleatoria mediante consultas
a la base de datos SNP Home con la restriccion de
conservar las proporciones de SNPs de las diferentes
clases, factor que puede afectar la conservacion de los
SNPs y que podria alterar los resultados. En este
caso se han clasificado los SNPs segtn si estan en un
ex6n, en un intrén, o en otras regiones (promotores,
UTR (Untranslated Regions), ...). Otra caracteristica
de la segunda muestra de SNPs es que esta formada
por SNPs que no aparecen en el OMIM, para poder
aplicar tests estadisticos de comparacién de muestras.

En segundo lugar, se han buscado secuencias homolo-
gas a la secuencia de cada SNP. Se ha utilizado un
algoritmo de BLAST, un software libre del NCBI [21].
En particular se ha aplicado el algoritmo blastn de
forma automatica para todos los SNPs. El algoritmo
blastn parte de una secuencia de nucleotidos (la
secuencia del SNP) y busca homologias en una base
de datos de secuencias de nucledtidos para todas las
especies. Este algoritmo depende del pardmetro E,
también conocido como E-valor, que determina la
significacion estadistica de la homologia obtenida.
En este caso se ha trabajado con £ = 1073, un
valor suficientemente significativo y que permite
obtener un cierto grado de variabilidad en los datos.
El algoritmo de BLAST también permite limitar
el ntmero de secuencias homologas de la salida y
seleccionar el tipo de especies modelo. En este caso,
no se ha especificado ninguna restricciéon para estos
parametros.

Una vez obtenido el conjunto de secuencias homolo-
gas, se ha aplicado un algoritmo de alineamiento de
secuencias. Se ha trabajado con el software MUSCLE
[22]. Para optimizar la rendibilidad del algoritmo de
alineamiento de multiples secuencias, se han recor-
tado las secuencias a 100 nucledtidos de longitud,
centrados en el SNP. La ventaja de MUSCLE es que
permite modificar ciertos parametros para obtener un
mejor rendimiento (precision y velocidad de célculo)
que otros algoritmos. En este caso, dado que en
algunos casos se han obtenido muchas secuencias
homoélogas, se ha reducido a 2 el nimero méximo de
iteraciones en el alineamiento.

Dada una matriz de secuencias homoélogas alineadas,
la entropia para la posicién correspondiente a un SNP
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(S) se define en 1.

N
H=- ZP(Si) ~logap(S:) (1)
=0

donde N es el numero de simbolos posibles (A, T, C,
G) para el SNP Sy p(S;) es la probabilidad de obtener
el simbolo 7 en la columna correspondiente al SNP S
de la matriz de secuencias alineadas. La entropia mide
el grado de desorden presente en la variable. Valores
altos de la entropia corresponden a posiciones muy
variables y por tanto poco conservadas mientras que
valores bajos de la entropia se asocian con un alto
grado de conservacion, siendo nula para SNPs total-
mente conservados.

Finalmente, se ha efectuado un anéalisis estadistico
sobre las entropias. Se han comparado las entropias
para los SNPs del OMIM y para la muestra aleatoria
mediante una prueba no paramétrica U de Mann
Whitney para muestras independientes. La hipoétesis
nula establece la no diferencia en la medida de en-
tropia para las dos muestras, mientras que la hipotesis
alternativa establece que los SNPs indexados en el
OMIM presentan menor entropia y por tanto maés
conservacion que la muestra de SNPs de control. Se
ha utilizado una prueba de una cola con un nivel de
significacion estadistica de 0.05.

3 Resultados

En la comparacion de la conservacion de los SNPs, se
han obtenido diferencias significativas en el valor de
la entropia para las dos muestras, con un p-valor de
0.0016 en la prueba de Mann-Whitney.
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Figura 2. Comparacion de la distribucion estadistica de
la entropia de los SNPs de ambas muestras y p-valor de la
prueba U de Mann- Whitney

Se observa en la figura 2 que la muestra de SNPs

relacionados con enfermedades (OMIM) presenta una
entropia estadisticamente inferior a la de la muestra
aleatoria (noOMIM). Es decir que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades son méas conservados que los
SNPs de control. Se puede observar, también, que
los valores de entropia son muy bajos, seguramente
debido a la presencia de SNPs altamente conserva-
dos. En particular, las mutaciones que causan en-
fermedades suelen encontrarse en regiones exoénicas,
donde producen modificaciones en la funcion de la pro-
teina resultante. Estas zonas suelen ser muy conser-
vadas. En la tabla 1 se presentan la media y desviacién
estandar de la entropia de los SNPs de las diferentes
regiones.

Tabla 1. media y desviacion estindar de la entropia de
los SNPs de diferentes regiones génicas. N representa el
nimero de SNPs de cada grupo. Diferentes letras repre-
sentan diferencias significativas entre muestras

Region N OMIM noOMIM
w+t sd w+tsd
EXON 2537  0.0276 £ 0.1504 ,  0.0783 £ 0.2621 4
INTRON 674  0.1045+0.2997 ,  0.0415 +0.1875

Otras Regiones 336

0.0634 +0.2243 ,  0.0001 £ 0.0033 4

Se observa que la gran mayoria de SNPs indexados
en la OMIM pertenecen a exones. Los SNPs de estas
regiones presentan valores de entropia bajos debido a
que son mas conservados. Las mayores diferencias es-
tadisticas entre muestras se observan para esta region,
con un p-valor de 1.29x10713, Se observa que los SNPs
indexados en la OMIM presentan menor entropia y
por tanto mayor conservaciéon que los SNPs de control.
Las mutaciones en regiones exénicas pueden implicar
un cambio en la secuencia de aminoacidos resultante
(mutaciones no sinénimas) o pueden ser "silenciosas"
y no producir cambios funcionales en la proteina re-
sultante. Los SNPs exonicos relacionados con enfer-
medades suelen ser SNPs no sinénimos altamente con-
servados mientras que en la muestra aleatoria pueden
aparecer un mayor nimero de SNPs silenciosos, que
podria hacer subir la media del valor de entropia. Para
las otras regiones, se observa que los SNPs relaciona-
dos con enfermedades estan menos conservados que los
SNPs de control. Estas diferencias pueden ser debidas
a que se tiene poco conocimiento sobre la funcionali-
dad de las zonas no codificantes (intrones, promotores,
etc.) ya que la mayoria de estudios de genoémica evolu-
tiva se centran en secuencias de DNA codificante. Esto
implica ademas que el nimero de secuencias homolo-
gas obtenidas en el paso 2 de la metodologia sea pe-
quenio y facilite la obtencién de entropias nulas. Sin
embargo, el nimero de SNPs encontrados en estas re-
giones es poco representativo. Asi pues, los resultados
obtenidos permiten aceptar la hipotesis de trabajo con
un nivel de confianza del 95% y se puede afirmar que
SNPs relacionados con enfermedades genéticas situa-
dos en regiones exénicas presentan mayor conservacion
a lo largo de las especies que SNPs de control.
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4 Conclusiones

La metodologia propuesta en este trabajo pretende
demostrar que las mutaciones en posiciones que estan
relaciondas con patologias genéticas estan més conser-
vadas a lo largo de las especies. Mediante una prueba
U de Mann- Whitney se ha podido validar la hipétesis
de trabajo, que establece que SNPs relacionados con
enfermedades, indexados en la base de datos OMIM,
presentan mas conservacién que SNPs neutros sele-
cionados aleatoriamente. La diferencia entre mues-
tras es especialmente importante para SNPs en re-
giones codificantes. Estos resultados concuerdan con
resultados propuestos en la literatura, donde se ha de-
mostrado que los SNPs funcionales, y en particular
no sinénimos, se conservan a lo largo de las especies.
Esta metodologia ha sido propuesta para validar los
resultados de estudios de asociacién genética, estable-
ciendo un criterio que prioriza los SNPs ubicados en
regiones altamente conservadas, ya que tienen més
posibilidades de estar relacionados con enfermedades.
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