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ABSTRACT

Microarray-based gene expression technology, which allows simultaneous
monitoring of the expression of thousand of genes, is the most widely used
platform for transcriptome analysis and it is an useful tool to detect variations in
the human genome in health and disease. The big amount of data generated by
this approach require an adequate computational analysis, always crucial for
providing conclusive results. There are conventional and well established

microarray bioinformatical techniques, but Game Theory (GT) has recently
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arisen as a powerful analytical method of application in this field. This work aims
to evaluate the effectiveness of GT in microarray gene expression data analysis
when compared with conventional approaches and its application in autism, a
disease in which the complex molecular mechanisms have not yet been
clarified. In this work, the obtained results showed that GT improves the
detection of significant differentially expressed genes in autism (according to
previous studies). Thus, Game Theory may be proposed as a useful approach

to be applied in microarray gene expression analysis in health and disease.

1. INTRODUCCION

La expresion génica es el proceso mediante el cual se lleva a cabo la
produccion por parte de una célula de un producto génico a partir de la
secuencia de nucledtidos existente en el ADN. Se trata de un proceso
necesario para la vida que y que cuenta con mecanismos complejos para su

regulacion (Watson et al., 2014).

El estudio y analisis de la expresion génica supuso una verdadera
revolucién en el campo de la ciencia a finales del siglo XX y comienzos del XXI,
fundamentalmente a partir de la aparicion de proyectos como el proyecto
Genoma Humano (afios 90) o el Proyecto NCODE (2003) (Ding et al., 2014). El
conocimiento de la secuencia de nucleétidos presente en nuestro genoma
permitio el disefio de técnicas basadas en la hibridacion, entre las cuales una
de las mas destacables es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
desarrollada en 1986 por Kary Mullis. A partir del desarrollo de la PCR
surgieron otras multiples herramientas y técnicas que permiten analizar la
expresion génica como la RT-PCR o gPCR, sin dejar de lado técnicas clasicas
basadas en la hibridacion como el northern blot o la hibridacion in situ
fluorescente (FISH) (Dale y Schantz, 2002). Llegados a este punto y con la
finalidad de poder evaluar a gran escala la expresion geénica surgid la

tecnologia de microarrays.



Un microarray es un chip de pequeno tamafio que permite el analisis
simultaneo de todos los genes del genoma con una gran precision, en muy
poco tiempo y en un solo experimento (Lee et al., 2007). Se trata de una
herramienta de amplio uso en biomedicina basada en la hibridacién de sondas
especificas de ADN, pues un unico microarray puede contener de cientos a
miles de secuencias cortas de ADN hibridadas sobre una superficie sélida. Asi
pues, y en comparacion con otras técnicas moleculares reduccionistas, un
experimento con microarrays implica el analisis simultaneo de varios cientos o
miles de genes, convirtiéndolos en una herramienta clave de la llamada era

gendmica (Rogers et al., 2007).

La aplicacién de la tecnologia de microarrays ha demostrado que es una
herramienta util para el diagnéstico de enfermedades en las que se ven
afectados los niveles de expresion génica (Quackenbush et al., 2006). A pesar
de presentar multitud de ventajas desde el punto de vista experimental y de la
aplicacién biomédica, se trata de un sistema de andlisis que genera un gran
volumen de informacion que debe ser procesada y analizada cuidadosamente
mediante potentes aplicaciones bioinformaticas, lo cual dificulta la obtencion e
interpretacion de los resultados. Para una buena comprensién de los distintos
conceptos que se mencionaran a lo largo de este Trabajo Fin de Grado, a
continuacion comentamos brevemente una serie de términos relacionados con

la tecnologia de microarrays.

En primer lugar, existen diferentes tipos de arrays, que varian en funcién
de las necesidades del experimento: los mas destacables son los arrays de
oligonucledtidos y los arrays de cDNA. En nuestro caso, los arrays analizados
pertenecen al primer grupo. En ellos, la sonda empleada para la hibridacion es
una secuencia corta de unos 25 nucleoétidos (si bien esta longitud puede variar
en funcién de la casa comercial responsable de la fabricacion). El disefio
experimental de los arrays de oligonucleétidos implica la existencia de sondas
que aparean completamente con la secuencia problema presente en la
muestra (perfect match) y sondas que aparean en todas las posiciones excepto
una (mismatch). Esta combinacion de sondas es empleada a modo de control
para asegurar en todo momento la fiabilidad del proceso y la calidad de las

sondas empleadas.



Por su parte, los arrays de cDNA utilizan sondas de ADN
complementario (cDNA) obtenidas de bibliotecas génicas (mediante clonacion),
asi como fluoréforos de distintos colores para marcar cDNA obtenido a partir
del ARN de las muestras de la situacion control y la situacidn experimental con
lo cual, al producirse la hibridacion simultanea de ambos tipos de muestras, se
obtendra una fluorescencia determinada que dependera del nivel de expresién

de las mismas (Moreno y Sol€, 2004).

De igual forma, los arrays también pueden ser clasificados en funcién de
los fluoréforos que se utilicen para marcar las sondas especificas necesarias.
Asi, podemos encontrar arrays que emplean un unico fluoréforo (arrays de un
color o single - channel), o bien aquellos que emplean dos fluoréforos
diferentes (arrays de dos colores o two — channel) (Shalon et al., 1996). En el
Trabajo Fin de Grado que nos ocupa se trabaja con arrays de oligonucledtidos

y de un solo color (tipo Affymetrix).

Para la aplicacidon de las técnicas de analisis de microarrays objeto de
este trabajo y que seran descritas en apartados posteriores, hemos escogido
como modelo el analisis de la expresién génica en autismo. El autismo es un
desorden multigénico complejo con un amplio rango de fenotipos (espectro
autista), que suelen incluir deficiencias en el lenguaje o comportamientos
estereotipados y repetitivos, entre otros (Buxbaum et al., 2012). La incidencia
creciente del autismo en la ultima década ha incrementado el interés cientifico
por su investigacion (Pop-Jordanova et al., 2014). Estudios previos han
demostrado la existencia de numerosos genes implicados en distintas
funciones bioldgicas e interacciones moleculares en este trastorno neuroldgico
(Wall et al., 2009).

Debido a su componente multigénico, parece légico pensar que puede
resultar atil analizar los niveles de expresion génica mediante la utilizacion de
microarrays en individuos con autismo y compararlos con individuos sanos, con
el fin de detectar las posibles diferencias existentes entre ambos estados. Es
entonces cuando entra en juego la necesidad de llevar a cabo analisis
estadisticos sobre el amplio volumen de datos generado en los experimentos

con microarrays. Para poder interpretar de forma correcta la informacién



relativa a la expresion génica, deben realizarse cuidadosos analisis que

proporcionen un significado biolégico coherente.

En los arrays de oligonucleétidos, marcados con un solo color (tipo
Affymetrix, como los utilizados en este trabajo) y siguiendo una estrategia de
analisis convencional (Figura 1), el primer paso tras la obtencion de los “datos
iniciales generados tras el escaneo de las intensidades de color debidas a la
hibridacién diferencial de las sondas en el array” (raw data) es el
preprocesamiento de los mismos. Existen diferentes metodologias asociadas al
preprocesamiento de los datos, entre ellas la transformacion logaritmica y la
correccion del fondo (background). Este preprocesamiento de los datos facilita

el manejo de los mismos en posteriores operaciones computacionales.
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Figura 1. Esquema general en el analisis convencional de datos de

expresion génica procedentes de microarrays.

La transformacién logaritmica resulta de gran utilidad cuando nos
encontramos ante datos entre los cuales existe una gran variacion (como
ocurre con los niveles de expresion génica cuando se analizan

simultdneamente todos los genes del genoma). Gracias a ella se consigue que



los valores mas bajos se expandan y los mas altos se compriman, con lo cual

se obtiene una mayor homogeneidad de los datos.

La correccion del fondo (background) trata de eliminar el llamado “ruido
de fondo” y las posibles fluctuaciones en la senal general debido a cambios
locales en determinadas posiciones del array. En este tipo de arrays es
particularmente eficaz el empleo de los algoritmos RMA (Robust Multi — array
Average) y MAS.5 (Microarray analysis suite) para esta etapa del
preprocesamiento, algoritmos que también incluyen funciones de

normalizacion, tal y como se comenta a continuacién (Boldstad et al., 2003).

El siguiente paso a realizar es la normalizacion de los datos. Se trata de
un paso critico para la obtencidén de datos utilizables para analisis posteriores
tales como la expresion diferencial de los genes o el agrupamiento de los datos
(Do et al.,, 2006). Este procedimiento tiene el objetivo de eliminar todas
aquellas causas de origen no biolégico que puedan enmascarar los datos
originales y que se deban a distintas variables no controladas que puedan
influir sobre los resultados del experimento (fallos esporadicos en la
hibridacién, artefactos y variaciones aparentemente no apreciables en la

preparacion de las muestras o en la calibracion del escaner de un dia a otro).

Finalmente, el ultimo paso de los analisis estadisticos supone la
seleccidon de aquellos genes cuya expresion se encuentra modificada con
respecto a una situacidn control. Se han descrito diferentes métodos
estadisticos que pueden ser aplicados al anadlisis de microarrays y que
proporcionarian informacion acerca de aquellos genes que se muestran
diferencialmente expresados (revisado en Draghici, 2003). Dichos métodos
pueden estar basados, por ejemplo, en la seleccién de genes atendiendo a sus
p-valores, obtenidos mediante la aplicacion de tests paramétricos o no
paramétricos en funcion de las necesidades del experimento. Yendo un paso
mas alla, el analisis se puede implementar llevando a cabo, en los tests de
hipotesis multiple, un procesamiento de los p-valores obtenidos (Dudoit et al.,
2003). Debido a la gran variabilidad existente en la actualidad en las técnicas

estadisticas aplicables a los analisis de microarrays, es necesario tener en



cuenta el hecho de que los resultados pueden variar en funcién de las

aproximaciones empleadas.

Gracias al analisis de microarrays, en los ultimos afios se han propuesto
multitud de genes candidatos que podrian estar implicados, como causa o
consecuencia, en el autismo. De un modo muy resumido, podemos decir que la
mayor parte de ellos intervienen en rutas metabdlicas relacionadas con el
desarrollo neurolégico durante las etapas embrionarias, asi como en
mecanismos de transmisién del impulso nervioso, entre otros (Lambert et al.,
2014; Lugo et al., 2014; Warrier et al., 2013).

Otro tipo de variaciones en la secuencia génica tales como las
variaciones en el numero de copias (copy number variants - CNVs) o
variaciones de un unico nucledétido (single nucleotide variants - SNVs) también
han sido asociadas en los ultimos afos a la aparicion del autismo (Jiang et al.,
2014; Anitha et al., 2014; Correia et al., 2014). Incluso se ha llegado a
demostrar una influencia de la herencia epigenética en la incidencia de la
enfermedad (Wang et al., 2014; Mbadiwe y Millis, 2013).

Sin embargo, al tratarse de una enfermedad de base genética compleja
(esto es, que no responde uUnicamente a causas genéticas sino que en su
aparicion cobran trascendencia otros factores como el ambiente), a dia de hoy
no han podido concluirse las causas exactas que acaban por determinar el
desarrollo del espectro autista (Berko et al., 2014). Continuamente se estan
detectando nuevos genes candidatos a formar parte del complejo mecanismo

molecular responsable del autismo.

A pesar de que estos métodos convencionales han supuesto un gran
avance en lo que a caracterizacién de los factores genéticos responsables de
enfermedades se refiere, en ocasiones los p-valores no siempre muestran la
significacién biolégica que debieran, de modo que aparecen discrepancias que

pueden afectar a la interpretacion de los resultados (Shi et al., 2008).

Recordemos que se consideran estadisticamente significativos aquellos
p-valores que se encuentren por debajo de una cifra determinada

(generalmente 0,01 o 0,05). En ciertas ocasiones se da la circunstancia de que



un p-valor puede no llevar asociada inicialmente una significacién bioldgica,
cuando la realidad es que el gen que lleva asociado ese p-valor puede estar
desempefiando un papel importante en algun proceso bioldgico. Asi,
encontramos p-valores bajos que no tienen relaciéon alguna con la condicién
objeto de estudio y, en contraposicién, p-valores altos (y que por este motivo se
descartan en los analisis) que juegan importantes papeles en mecanismos
biolégicos de interés relacionados con la situacion experimental estudiada
(Esteban y Wall, 2011). Por este motivo y dado el importante papel que juegan
los microarrays en la actualidad en el andlisis de la expresion génica, en los
ultimos afos se ha propuesto un método alternativo para el analisis de
expresion génica de microarrays basado en la Teoria de Juegos Cooperativos
(Moretti et al., 2007).

La Teoria de Juegos es una rama de las matematicas basada en el
disefio de modelos para la toma de decisiones a través de una serie de
incentivos (juegos). John von Neumann y Oskar Morgenstern describieron en
su obra "Teoria de Juegos y Comportamiento Econémico" (1944) que la Teoria
de Juegos podia subdividirse en dos grupos en funcion del tipo de interaccidn
(o juego). Segun este criterio, distinguimos entre juegos cooperativos y no
cooperativos: ambos se diferencian en el hecho de que en la modalidad de
juegos no cooperativos, los jugadores -0 elementos que participan en el juego-,
no tienen la capacidad de tomar acuerdos vinculantes, mientras que esta

capacidad si que la presentan los jugadores de los juegos cooperativos.

De forma general podemos decir que la Teoria de Juegos Cooperativos
es un método matematico que describe el fendmeno de conflicto y cooperacion
entre los encargados de tomar decisiones racionales inteligentes (Shi et al.,
2012). Esta teoria puede aplicarse a multiples ambitos de estudio; en nuestro

caso, los jugadores serian los genes.

La principal ventaja de este método es la asignacion a cada gen de un
indice numérico, el denominado valor de Shapley, que representa la relevancia
de cada gen bajo una cierta condicion teniendo en cuenta simultdneamente el
comportamiento del resto de genes bajo la misma condicion. Este método, en

combinacion con la estadistica, ha demostrado ser util en el analisis diferencial
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de datos de expresion génica, (Albino et al., 2008; Esteban y Wall, 2011;
Moretti et al., 2008) de modo que incluso aumenta la sensibilidad en la
deteccion de genes expresados diferencialmente con respecto a las técnicas

de analisis convencionales (Esteban y Wall, 2011).

El valor de Shapley, elemento clave cuando se habla de Teoria de
Juegos Cooperativos, podria definirse como "la contribucién marginal esperada
de cada jugador (cada gen) al entrar en una coalicién al azar" (Pérez, Jimeno y
Cerda, 2010).

Para llevar a cabo un analisis de datos de expresion génica obtenidos
mediante microarrays a través de Teoria de Juegos Cooperativos, es necesario
partir de una matriz de datos normalizados sobre la cual se realizan los analisis
pertinentes. Posteriormente, mediante la utilizacion de software computacional,
se aplican una serie de algoritmos sobre los datos con la finalidad de que éstos
sean sometidos a rigurosos analisis estadisticos que permitiran discernir la

expresion diferencial de determinados genes en diferentes situaciones.

Finalmente y con el objetivo de categorizar de alguna forma aquellos
genes que muestran una expresion diferencial (obtenidos por diferentes
aproximaciones), las herramientas bioinformaticas actuales permiten
confeccionar analisis funcionales que proporcionan interesantes resultados
acerca de los mecanismos, rutas y procesos en que se encuentran implicados
dichos genes, posibilitando asi una interpretacion coherente y que pueda ser

justificada desde el punto de vista de la Biologia.

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado es aplicar la Teoria de Juegos
Cooperativos al analisis de la expresion de genes en autismo, comparando los
resultados obtenidos con aquellos generados utilizando procedimientos de
analisis convencionales. Para llevar a cabo dicho objetivo, se tratdé de
reproducir los resultados obtenidos a partir de un estudio publicado
recientemente. De modo general, este Trabajo Fin de Grado me ha permitido
profundizar en los conocimientos relacionados (biolégicos, experimentales y
estadisticos) adquiridos durante el Grado y conocer en detalle su aplicacion

real.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Datos

Se analizaron los datos del experimento GSE25507, obtenido a partir de
la base de datos de acceso publico Gene Expression Omnibus (GEO)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cqi?acc=GSE25507). Se trata de

datos procedentes de un array de un color (Affymetrix Human Genome Array)
que permite analizar la expresion de mas de 47000 transcritos y sus variantes,

para lo cual cuenta con 54675 sondas (Alter et al., 2011).

El grupo de datos objeto de andlisis consta de 146 muestras, 82 de las
cuales pertenecen a pacientes con autismo y 64 a individuos sanos. La
informacion acerca de la edad de los padres solo estaba disponible para 135
de los 146 individuos totales, por lo que unicamente se incluyeron en el analisis
estadistico aquellos individuos de los cuales se conocia la edad paterna. Asi
pues, el conjunto de datos a incluir en este trabajo constaba de 78 individuos

con autismo y 57 individuos control.

Dentro del grupo de individuos control, se establecié ademas una
subdivision en funcion de la edad de los padres, de modo que encontramos un
subgrupo de 30 individuos control hijos de padres jovenes (de edades
inferiores a 31 afos) y un subgrupo de 27 individuos control hijos de padres

mayores (de edades iguales o superiores a 31 afos).

Para el analisis estadistico se utilizaron paquetes de Bioconductor

(http://www.bioconductor.org/) ejecutables en R (http://www.r-project.org/), que

incluyen multitud de funciones estadisticas que permiten una completa
evaluacion de los datos. Se trata de un software de acceso libre empleado en
estadistica computacional que proporciona practicamente toda la variedad de
técnicas estadisticas de uso general y muchas recientes y de uso particular. Es
una herramienta de bajo coste computacional, de uso en cualquier sistema
operativo y ampliamente extensible, ya que existen multitud de paquetes de
funciones que posibilitan la realizacion de diferentes tipos de tareas

estadisticas.
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Como se ha mencionado en la introduccion, el estudio de las variaciones
en la expresion génica en este conjunto de datos se abord6 siguiendo dos
estrategias: en primer lugar, un analisis de los datos por métodos
convencionales y, por otro lado, un andlisis mediante Teoria de Juegos

Cooperativos.

2.2 Andlisis de datos de microarrays por métodos
convencionales

Para el preprocesamiento de los datos, éstos fueron transformados
logaritmicamente. A continuacion se llevo a cabo la normalizacion de los datos
preprocesados; con la finalidad de eliminar toda la variaciéon que no tuviera un
origen bioldgico, se utilizé la funcién de normalizacion RMA, incluida dentro del

pack affy de Bioconductor para R (bioconductor.org/packages/release/bioc/

html/affy.html). La funcion RMA realiza una correccion de fondo y la

normalizacion mediante cuantiles, que tiene el potencial para eliminar
diferencias a nivel de grupo en las distribuciones de la expresion génica.
Debido a las numerosas ventajas que presenta su uso, la funcion RMA se

utilizé en el analisis convencional (Alter et al., 2011).

El preprocesamiento y la normalizacién de los datos generaron un set de
expresion sobre el cual se continué trabajando. Dicho set de expresion fue
sometido a la funcion PANP (Presence/ Absence calls from Negative Probes),
que permite establecer la ausencia/presencia de determinados genes en un
microarray (Presence/ Absence Calls). Asimismo, esta herramienta genera un
set de p — valores relacionados con el grado de significacion de la deteccion de

cada valor de expresion (Warren et al., 2007).

Esta funcidon generd un conjunto de datos en el cual se detallaba en
cuantos de los individuos se encontraban presentes o ausentes las diferentes
sondas. El analisis continué con todas aquellas sondas que se encontraban
presentes en 50 individuos 0 mas, reduciéndose considerablemente el numero
de sondas con las que se trabajo a partir de ese momento (15040, de un

numero inicial de 54675 sondas).
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A partir de los p-valores generados con la funcion PANP, se traté de
seleccionar los genes significativos diferencialmente expresados entre los
distintos grupos que componian el estudio; para ello, se establecieron tres tipos

de comparaciones:

— Individuos autistas frente a individuos control hijos de padres jovenes
(menores de 31 anos). El primer grupo estaba compuesto por 78

individuos y el segundo, por 30.

— Individuos autistas frente a individuos control hijos de padres
mayores. El primer grupo estaba integrado por 78 individuos y el

segundo, por 27.

— Individuos control hijos de padres mayores (de 31 anos o mas) frente
a individuos control hijos de padres jévenes (menores de 31 anos). El
primer grupo estaba compuesto por 27 individuos y el segundo, por
30.

2.3. Andlisis de datos de microarrays por Teoria de Juegos
Cooperativos

Para analizar los datos mediante Teoria de Juegos, es necesario partir
de la matriz de datos normalizados obtenida gracias a los analisis mediante
técnicas convencionales. El analisis realizado sigue pasos similares a los
establecidos por Moretti y sus colaboradores (Moretti et al., 2007; Moretti et al.,

2008) que se presentan resumidos en la Figura 2.

A partir de los datos de expresion normalizados y con la finalidad de
eliminar aquellos genes con niveles de expresion por encima de los valores
medios en controles, se genera una matriz Booleana B* (matriz de genes pre-
seleccionados como sobreexpresados) en la cual los valores iguales o
superiores a la media mas la desviacion estandar son denotados como 1 vy
aquellos que no cumplen esta condicion, como 0. Por otro lado y con el objetivo

en este caso de eliminar aquellos genes con niveles de expresiéon por debajo
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de los medidos en controles, se genera una matriz Booleana B~ (matriz de
genes pre-seleccionados con un nivel de expresion inferior a los controles) en
la cual los valores de expresion iguales o inferiores a la media menos la
desviacién estandar son codificados como 1 y aquellos que no cumplen esta

condicién, como 0.

Una vez realizado este paso, la siguiente etapa consiste en realizar una
separacion de las matrices Booleanas B* y B en los distintos grupos
experimentales, obteniendo, en cada caso, una matriz Booleana B* y B tanto

para los individuos control como para los sujetos experimentales.

Tras la separacion en grupos de los distintos datos, es necesario
proceder al calculo del valor de Shapley para éstos. Posteriormente y con el
objetivo de eliminar aquellos genes cuyos valores de Shapley puedan ser
elevados debido al azar, el siguiente paso consistiria en aplicar un test
estadistico tipo Bootstrap (1000 iteraciones) de los valores de Shapley (CASh o
Comparative Analysis of Shapley value), y el posterior calculo de los p-valores

no corregidos.

Finalmente, tras este procesamiento de los datos, se seleccionan

aquellos genes que cumplan simultdneamente dos condiciones:
1.-  p-valor inferior o igual a 0,05.

2.- Diferencia absoluta del valor de Shapley entre controles y
experimentales superior a la media mas la desviacion estandar para

cada grupo.

De estos genes seleccionados se realiza un analisis de enriquecimiento
funcional y deben ser los utilizados para validaciones experimentales

posteriores que confirmen su implicacion funcional.
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Bootstrap y calculo

de p - valores

Figura 2. Esquema general del analisis de microarrays mediante Teoria de Juegos
Cooperativos.

2.4. Andlisis funcional

El analisis funcional de los resultados obtenidos permite detectar
aquellos procesos biologicos y mecanismos moleculares en los cuales se
encuentren implicados los genes detectados como diferencialmente
expresados en las distintas situaciones. Para llevar a cabo dicho analisis
funcional, se emplearon herramientas bioinformaticas de acceso publico
disponibles en la red como DAVID (Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery; http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Con este tipo de analisis se

pretende encontrar grupos de genes que guarden relacion con procesos
biolégicos que puedan verse afectados en el espectro autista y tratar de
proponer una explicacidn bioldgica coherente al respecto.
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3. RESULTADOS

3.1. Andlisis convencional

El analisis de los datos por métodos convencionales proporciond los

resultados que a continuacion se indican.

En la comparacion establecida entre los individuos con autismo y
aquellos controles de padres jovenes, no se obtuvieron genes expresados
diferencialmente. Lo mismo ocurrié al comparar las dos subpoblaciones de
individuos control entre si (padres mayores frente a padres jovenes). Por otro
lado, se obtuvo un gen diferencialmente expresado (RAB8A) al comparar
individuos con autismo frente a individuos control de padres mayores. Asi pues,
la falta de resultados con significacién estadistica mediante el uso de métodos
convencionales justifica la aplicacion del procedimiento de Teoria de Juegos

previamente descrito para el analisis de estos microarrays.

3.2. Andlisis por Teoria de Juegos

En el analisis por Teoria de Juegos, para las mismas comparaciones
realizadas en los analisis convencionales, los resultados obtenidos han puesto
de manifiesto la presencia de genes diferencialmente expresados. En todos los

casos se ha mantenido la nomenclatura original de los genes.

3.2.1. Autistas frente a controles hijos de padres jovenes

Se detectaron 21 genes que muestran expresion diferencial,
concretamente un gen con sobreexpresion (up; tasa de cambio > 1) y 21 con
un nivel de expresion por debajo de lo normal (down; tasa de cambio < -1). El

listado de genes diferencialmente expresados aparece en la Tabla 1.
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Simbolo Nombre Tasa de cambio
KCNAB2 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta 10,796
member 2
FAM120A family with sequence similarity 120A -12,906
ROCK?2 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2 -10,843
GCLC glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit -10,892
ATP2B1 ATPase, Ca”* transporting, plasma membrane 1 -12,383
EDEM3 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3 -12,077
USP38 ubiquitin specific peptidase 38 -11,636
C6orf89 chromosome 6 open reading frame 89 -11,002
AGPS alkylglycerone phosphate synthase -10,843
GTF3C4 general transcription factor 11IC, polypeptide 4, 90kDa -10,915
LOC100133398 | selenoprotein T; similar to Selenoprotein T -11,296
, SELT
RSPRY1 ring finger and SPRY domain containing 1 -12,169
SNTB2 syntrophin, beta 2 (dystrophin-associated protein A1, 59kDa, -11,328
basic component 2)
SLC35A3 solute carrier family 35 (UDP-N-acetylglucosamine (UDP- -11,515
GIcNAC) transporter), member A3
EAF1 ELL associated factor 1 -11,728
ZADH2 zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 2 -11,745
CCNYL1 cyclin Y-like 1 -11,209
22833 _at no identificado -11,766
RAB11FIP1 RAB11 family interacting protein 1 (class I) -11,111
NEDD1 neural precursor cell expressed, developmentally down- -1,112
regulated 1
MKLN1 muskelin 1, intracellular mediator containing kelch motifs -12,332
PAK2 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2 -11,443

Tabla 1. Genes expresados diferencialmente en la comparacion establecida entre

individuos autistas e individuos control hijos de padres jovenes.

3.2.2. Autistas frente a controles hijos de padres mayores

Se detectaron 19 genes con expresion diferencial; 2 de ellos se
encuentran sobreexpresados (up; tasa de cambio > 1) y 17 muestran un nivel
de expresion inferior a lo normal (down; tasa de cambio < -1) . El listado de

genes diferencialmente expresados aparece en la Tabla 2.
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Simbolo Nombre Tasa de cambio
SPON2 spondin 2, extracellular matrix protein 1,2738
TUBB1 tubulin, beta 1 1,1918

I S
CNOT3 CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 -1,2406
PRAF2 PRA1 domain family, member 2 -1,1343
RNF24 ring finger protein 24 -1,2439
BTBD2 BTB (POZ) domain containing 2 -1,158
NAPA N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha -1,2552
PSME3 proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 (PA28 -1,2214
gamma; Ki)
PML, promyelocytic leukemia; similar to promyelocytic leukemia -1,1739
LOC653246 protein isoform 1
CYTH4 cytohesin 4 -1,2373
ARF3 ADP-ribosylation factor 3 -1,2279
MYOF myoferlin -1,2894
SMARCB1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator -1,122
of chromatin, subfamily b, member 1

NADK NAD kinase -1,3043
PSD4 pleckstrin and Sec7 domain containing 4 -1,229
G6PC3 glucose 6 phosphatase, catalytic, 3 -1,1462
RHBDD2 rhomboid domain containing 2 -1,2386
POU2F2 POU class 2 homeobox 2 -1,0865
ACOT9 acyl-coA thioesterase 9 -1,149

Tabla 2. Genes expresados diferencialmente en la comparacién establecida entre

individuos autistas e individuos control hijos de padres mayores.

de padres mayores

3.2.3. Controles hijos de padres jovenes frente a controles hijos

Se han detectado 67 genes con expresion diferencial, 28 de los cuales

se encuentran sobreexpresados (up; tasa de cambio > 1) y 39 muestran un

nivel de expresion inferior a lo normal (down; tasa de cambio < -1) . El listado

de genes diferencialmente expresados aparece en la Tabla 3.
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Simbolo Nombre Tasa de cambio
COASY Coenzyme A synthase 11,218
TUBQCP2 tubulin, gamma complex associated protein 2 11,029
FUCA1 fucosidase, alpha-L- 1, tissue 11,239
PNPLAG patatin-like phospholipase domain containing 6 11,478
RPS6KA4 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 4 11,009
SCO2 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2 (levadura) 12,809
SH2B2 SH2B adaptor protein 2 11,907
CSNK1D casein kinase 1, delta 11,497
CNP 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase 11,122
PAPSS1 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 1,182
AATF apoptosis antagonizing transcription factor 10,651
D4S234E DNA segment on chromosome 4 (unique) 234 expressed 1,143
sequence
IFFO1 intermediate filament family orphan 1 11,542
HGS hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 11,598
OGFR opioid growth factor receptor 11,393
ATP13A1 ATPase type 13A1 11,377
B4GALT5 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, 12,619
polypeptide 5
SLC27A3 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 3 11,354
TSPAN14 tetraspanin 14 10,857
SDF4 stromal cell derived factor 4 11,283
KIAA2013, KIAA2013; hypothetical LOC728138 11,003
LOC728138
ZNFX1 zinc finger, NFX1-type containing 1 11,271
ZNF641 zinc finger protein 641 11,473
IKBKG inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, 11,519
kinase gamma
DNPEP aspartyl aminopeptidase 10,809
E2F4 E2F transcription factor 4, p107/p130-binding 11,088
SBF1, SBF1P1 | SET binding factor 1; SET binding factor 1 pseudogene 1 11,616
N4BP1 NEDD4 binding protein 1 11,103
. 1
| SDCCAGl | serologically defined colon cancer antgen4 | -11,651
RPLP2, ribosomal protein, large, P2 pseudogene 3; ribosomal protein, -13,919
RPLP2P3 large, P2
ATP6VOE1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit e1 -13,514
TOPORS topoisomerase | binding, arginine/serine-rich -12,741
FLJ10038 hypothetical protein FLJ10038 -11,166
PCSK5 proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 -11,614
CASP7 caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase -13,047
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INHBC inhibin, beta C -15,007
PTCH1 patched homolog 1 (Drosophila) -12,012
MAGOH mago-nashi homolog, proliferation-associated (Drosophila) -11,983
ZNF292 zinc finger protein 292 -11,948
CHD9 chromodomain helicase DNA binding protein 9 -12,222
TBL1X transducin (beta)-like 1X-linked -13,362
MED4 mediator complex subunit 4 -12,236
DERL1 Der1-like domain family, member 1 -12,818
CDK12 Cdc2-related kinase, arginine/serine-rich -11,188
ERMP1 endoplasmic reticulum metallopeptidase 1 -13,203
COMMD10 COMM domain containing 10 -12,033
FAM122B family with sequence similarity 122B -12,948
WDR75 WD repeat domain 75 -11,208
225055_AT no identificado -10,887
KIAA1715 KIAA1715 -11,123
JMY junction mediating and regulatory protein, p53 cofactor -12,309

KCTD18 potassium channel tetramerisation domain containing 18 -12,518

HEATR5A HEAT repeat containing 5A -13,248
SNTB2 syntrophin, beta 2 (dystrophin-associated protein A1, 59kDa, -11,959
basic component 2)
GXYLT1 glycosyltransferase 8 domain containing 3 -1,091
SERBP1 SERPINE1 mRNA binding protein 1 -11,689
STYX serine/threonine/tyrosine interacting protein -13,184

IMMP1L IMP1 inner mitochondrial membrane peptidase-like (S. -12,758

cerevisiae)

MAGEE1 melanoma antigen family E, 1 -11,249
229710 _at no identificado -11,625
229861 _at no identificado -13,142

MGA MAX gene associated -11,445
MKLN1 muskelin 1, intracellular mediator containing kelch motifs -12,208
DCP2 DCP2 decapping enzyme homolog (S. cerevisiae) -11,715
PHAX phosphorylated adaptor for RNA export -13,251
RGS3 regulator of G-protein signaling 3 -11,443
SATB1 SATB homeobox 1 -12,987

Tabla 3. Genes expresados diferencialmente en la comparacién establecida entre
individuos control hijos de padres jévenes e individuos control hijos de padres

mayores.

Para comprobar si existia solapamiento entre genes en alguna de las

situaciones, se elaboré un diagrama de Venn. Los resultados (Figura 3)
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muestran la existencia de dos genes que se encuentran expresados a la baja
tanto en la comparacion establecida entre individuos autistas e individuos
control de padres jovenes como en la comparacion realizada entre individuos
control de padres jovenes frente a individuos control de padres mayores. Se
trata de los genes MKLN1 y SNTB2. En la actualidad, ninguno de ellos ha sido
demostrado como implicado en autismo. Asimismo, se llevé a cabo el analisis
funcional de estos dos genes con el objetivo de determinar si participan en

algun proceso bioldégico comun, no obteniéndose resultados significativos.

En lo que respecta a los genes que muestran sobreexpresion, no se
encontraron en ningun caso coincidencias entre los diferentes grupos

experimentales.

| ASD_old 1 ASD_young

17

N

} old_young

Figura 3. Diagrama de Venn que muestra la existencia de genes comunes con
expresion diferencial en los casos experimentales analizados. ASD: individuos
autistas; young: individuos control hijos de padres jovenes; old: individuos control hijos
de padres mayores.
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3.3 Andlisis funcional

El analisis funcional de los distintos grupos experimentales permitio
identificar las rutas metabdlicas en las que se ven implicados distintos grupos

de genes que muestran una expresion diferencial.

Los genes con expresion diferencial (tanto por encima como por debajo
de los niveles normales) en el caso de la comparacion establecida entre
individuos autistas e individuos control de padres mayores comparten de modo
estadisticamente significativo una serie de procesos bioldgicos, relacionados
fundamentalmente con metabolismo proteico y ciclo celular. Los genes
diferencialmente expresados en esta comparacion y que se encuentran

involucrados en estos procesos bioldgicos figuran en la Tabla 4.

10 de los genes diferencialmente expresados no parecian intervenir en

ninguna de estas rutas ni parecian compartir procesos biolégicos comunes.

proceso bioldgico p - valor genes implicados FDR
transporte de proteinas 0,041 ARF3, NAPA, PRAF2, PML 43
establecimiento de localizacién de proteinas 0,042 ARF3, NAPA, PRAF2, PML 44
ciclo celular 0,043 SMARCB1, PML, PSME3, 44

TUBB1

regulacion de la transduccion de sefiales de la | 0,045 CYTH4, PSD4 46
proteina ARF
localizacién proteica 0,059 ARF3, NAPA, PRAF2, PML 56

Tabla 4. Procesos biolégicos en los que aparecen implicados los genes con expresion
diferencial en la comparacion entre individuos con autismo e individuos controles hijos

de padres mayores. FDR: false discovery rate.

En la comparacion establecida entre los individuos con autismo y
aquellos controles hijos de padres jévenes, unicamente se detecté un proceso
bioldgico en el que participan conjuntamente algunos de los genes expresados
diferencialmente: se trata de la homeostasis redox celular y en ella se
encuentran involucrados los genes GCLC y SELT (ambos con unos niveles de
expresion por debajo de lo normal) (Tabla 5) . Por otra parte, 19 de los genes
diferencialmente expresados no estaban vinculados a ningun proceso biolégico

comun.
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proceso bioldgico p - valor genes implicados FDR
homeostasis redox celular 0,063 GCLC, SELT 56
Tabla 5. Proceso biolégico en el que aparecen implicados los genes con expresion
diferencial en la comparacion entre individuos con autismo e individuos controles hijos

de padres jévenes. FDR: false discovery rate.

En la comparacion establecida entre individuos control hijos de padres
mayores e individuos control hijos de padres jovenes, aparecen diferentes
procesos bioldgicos, fundamentalmente relacionados con linfocitos y desarrollo,
en los que intervienen algunos de los genes que muestran expresion diferencial
(Tabla 6). Ademas, 36 de los genes diferencialmente expresados no participan

en ningun proceso biolégico comun.

proceso bioldgico p - valor genes implicados FDR
procesos metabdlicos de nucledsidos bisfosfato 0,038 PAPSS1, COASY 43
homeostasis de linfocitos B 0,038 SH2B2, IKBKG 43
ATP6VOE1, DERL1, E2F4,
procesos homeostéticos 0,044 SCO2, SH2B2, IKBKG, 49
PTCH1
morfogénesis del apéndice 0,046 225718, 209815, 205559 50
morfogénesis de las extremidades 0,046 KIAA1715, PTCH1, PCSK5 50
desarrollo de las extremidades 0,050 KIAA1715, PTCH1, PCSK5 53
desarrollo del apéndice 0,050 KIAA1715, PTCH1, PCSK5 53
DERL1, IMMP1L, DNPEP,
proteolisis 0,070 CASP7, ERMP1, PCSKS5, 65

TOPORS, TBL1X
E2F4, MGA, SATB1,
regulacion de procesos metabdlicos del ARN 0,090 SNSRI Al il 75
MED4,RPS6KA4, TBL1X,

ZNF641, ZNFX1
homeostasis de linfocitos 0,093 SH2B2, IKBKG 76
procesos catabdlicos del ARNm transcrito en el
nicleo, degradaciéon del ARNm mediada por 0,099 DCP2, MAGOH 78
mutacion terminadora
Tabla 6. Procesos biolodgicos en los que aparecen implicados los genes con expresion
diferencial en la comparacién entre individuos controles hijos de padres mayores e

individuos controles hijos de padres jovenes. FDR: false discovery rate.
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4. DISCUSION

Los analisis por métodos convencionales evidencian la existencia de un
gen que muestra una expresion diferencial entre individuos autistas e
individuos control de padres mayores, lo cual sugiere que a medida que se
incrementa la edad paterna es mayor la incidencia del autismo. Se trata del gen
RABB8A, miembro de la familia de oncogenes RAS. La proteina codificada por
este gen jugaria un importante papel en el transporte de proteinas desde el
reticulo endoplasmatico hasta el aparato de Golgi y la membrana plasmatica
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RAB8A). Sin embargo, a

dia de hoy no existe ninguna evidencia de que este gen se encuentre

relacionado con la aparicion del autismo.

Los andlisis por Teoria de Juegos aumentan la sensibilidad en el estudio
de la expresion génica en lo que a deteccidon de genes diferencialmente
expresados se refiere. Algunos de los genes diferencialmente expresados en
nuestras comparaciones ya habian sido previamente descritos como

implicados en autismo (http://genotator.nms.harvard.edu/geno/disorder/

autism/). Es el caso del gen PAK2 (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase
2), relacionado con procesos de apoptosis. Su expresion se encuentra
disminuida en la comparacion establecida entre individuos autistas e individuos
control hijos de padres jévenes. Dicho gen se encuentra ubicado en el
cromosoma 3, en una region que previamente habia sido descrita como
implicada en autismo y otros desordenes intelectuales como la esquizofrenia
(Ballif et al., 2008; Carroll et al., 2011). El hecho de que su expresion disminuya
en los pacientes control hijos de padres jovenes reforzaria la implicacion del
gen en la aparicién del autismo, cuya expresion iria incrementandose a medida

que aumenta la edad paterna.

De igual forma, el gen TBL1X (transducin (beta)-like 1X-linked), cuya
expresion se encuentra por debajo de los niveles normales en la comparacién
establecida entre individuos control hijos de padres jévenes e individuos control
hijos de padres mayores, también habia sido previamente implicado en
autismo. Este gen se encuentra asociado a la ruta de sefializacion de Wnt, que

juega un importante papel en la sefializacion celular durante la embriogénesis,
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siendo de gran importancia en la adecuada formacion del embriéon (Chung et
al., 2011).

Ademas, como se destaca en el apartado de resultados, existia un
solapamiento entre genes diferencialmente expresados en las comparaciones
entre el grupo de individuos autistas y controles hijos de padres jévenes y el
grupo de individuos control hijos de padres jovenes y controles hijos de padres
mayores. En concreto, los genes MKLN1 y SNTB2 mostraban una expresion
diferencial en estos casos, presentando un nivel de expresion por debajo de lo
habitual. El primero de ellos, MKLN1, es el gen de la muskelina 1; la proteina
codificada por este gen actua como mediador de la propagacion celular y en
procesos de respuesta del citoesqueleto frente a un componente de la matriz
extracelular, la trombospondina (Adams et al., 1998). En la actualidad no se ha
establecido relacion alguna entre el gen MKLN1 y el autismo, aunque si se han
podido reportar evidencias de su implicacion en procesos de regulacion del
transporte neuronal debido a su interaccidn con receptores GABAérgicos
(Heisler et al., 2011).

En lo que respecta al gen de la sintrofina B2 (SNTB2), no se le ha
atribuido ninguna funcién relacionada con el sistema nervioso, aunque si se
han encontrado evidencias de su participacion en procesos relacionados con el
sistema locomotor. Algunas de las enfermedades asociadas con deficiencias
en este gen son la distrofia muscular de Duchenne o la de Becker

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SNTB2). La proteina

codificada por este gen se perfila como una importante mediadora de la
transduccion de sefiales en diversos procesos del metabolismo (Bhat et al.,
2013).

Otros genes que hemos podido identificar como diferencialmente
expresados no han sido aun catalogados como candidatos a autismo como tal,
a pesar de existir literatura en la cual se evidencia que pueden llegar a
desempenfar un papel importante en algunos de los aspectos moleculares y

fenotipicos de la enfermedad. Algunos ejemplos se describen a continuacién.

La subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa (GCLC),

implicada en la sintesis de la enzima glutation transferasa, muestra un nivel de
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expresion por debajo de lo normal en individuos controles hijos de padres
jévenes, fue recientemente descrita como elevada en individuos autistas (Gu et
al., 2013). Este hecho afianzaria aun mas la evidencia de la asociacion entre el

aumento de la edad paterna y la incidencia del autismo.

Asimismo, se han identificado mutaciones en el gen SLC35A3
(identificado como expresado por debajo de lo normal en individuos controles
hijos de padres jovenes) que provocan la aparicién de epilepsia y del espectro
autista. Se trata de un gen que codifica el principal transportador de UDP - N -
acetilglucosamina del aparato de Golgi. Las mutaciones en este transportador
provocarian la alteracion de las glicoproteinas en la superficie celular,
reduciendo su numero y por tanto modificando su funcién habitual (Edvardson
et al., 2013).

Por otro lado, el gen de la caspasa 7 (CASP7), una cisteina peptidasa
relacionada con procesos de apoptosis, muestra un nivel de expresion bajo en
individuos controles hijos de padres jovenes cuando se compara con individuos
controles hijos de padres mayores. Al parecer, este gen podria estar detras de
la etiologia del autismo y representa por tanto un importante biomarcador sobre

el cual actuar en el tratamiento de la enfermedad (El-Ansary y Al-Ayadhi, 2012).

Recientemente se reporté una pequena delecién en el gen PTCH1 que
estaria relacionada con el desarrollo de autismo y el sindrome de Gorlin
(Delbroek et al., 2010). Este gen aparece como expresado por debajo de lo
normal en individuos control hijos de padres jévenes cuando se comparan con
individuos control hijos de padres mayores, lo cual entra en conflicto con la
asociacion entre el aumento de la edad paterna y la incidencia del autismo. Por
ello, serian necesarios estudios posteriores para poder emitir conclusiones al

respecto.

Ademas, existe una duplicacion en la cual se ve implicado otro de los
genes detectados como diferencialmente expresados, concretamente el gen
KCTD18, que contribuiria al desarrollo del fenotipo autista (Usui et al., 2013).
Dicho gen aparece con un nivel de expresion inferior al normal en los
individuos control hijos de padres jovenes al compararlos con controles hijos de

padres mayores.
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En lo que respecta al trabajo de Alter y sus colaboradores a partir del
cual se plantea el nuestro, existen notables diferencias en los resultados,
debidas fundamentalmente al hecho de la utilizacion por su parte de p-valores
no corregidos (en nuestro caso, se trabaja con p-valores corregidos), con lo
cual el incremento en los falsos positivos es patente. Por otra parte, el trabajo
de Alter, a diferencia del nuestro, trata de buscar variaciones en los niveles de
expresion génica global en lugar de genes diferencialmente expresados, con lo
cual los resultados que se obtienen difieren ampliamente de los nuestros en
determinados aspectos. Ademas, en nuestro trabajo se llevé a cabo un paso

adicional, el analisis con Teoria de Juegos.

En definitiva y como conclusién, la Teoria de Juegos incrementa
ampliamente el poder de deteccion de genes con expresion diferencial. Asi se
ha demostrado también en otros estudios (Moretti et al., 2007; Esteban y Wall,
2011).

Debido a sus multiples ventajas en el manejo del gran volumen de datos
procedentes de microarrays en autismo, su uso podria extenderse para
analizar otros datos de expresion génica con la finalidad de caracterizar el perfil
genético responsable de la aparicion de enfermedades complejas y abordar asi
el disefio de posibles dianas terapéuticas para restablecer los niveles

funcionales adecuados de las alteraciones moleculares detectadas.
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