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RESUMEN

Introduccion: Una de las variaciones genéticas mas estudiadas son los SNPs, los
cuales son usados para realizar estudios GWAS, y asi encontrar alguna asociacion
con distintas enfermedades. El cromosoma X esta muy poco estudiado en estos
estudios, y es por ello por lo que decidimos analizarlo.

Objetivos: La finalidad de este estudio fue encontrar aquellos genes que porten SNPs
relacionados con distintas enfermedades asociadas a infecciones virales.

Material y Métodos: Mediante diferentes paginas web (como Ensembl o SNP Nexus),
procedimos a estudiar los SNPs mas significativos pertenecientes al sistema inmune
y hallados en el cromosoma X.

Resultados: Pudimos encontrar 6 genes candidatos, ademas de ver una influencia de
tanto SNPs intrénicos, como intergénicos de otras regiones en la expresion de los
genes candidatos encontrados.

Conclusiones: Se puede destacar la importancia de CD40LG, TLR7 y TLR8 por su
participacion en rutas clave del sistema inmune, asi como su asociacion con distintas

enfermedades.

ABSTRACT

Introduction: One of the most studied genetic variations are SNPs, which are used to
carry out GWAS studies, and thus find an association with different diseases. The X
chromosome is very little studied in these studies, and that is why we analyzed it.
Objectives: The purpose of this study was to find those genes that carry SNPs
related to different diseases associated with viral infections.

Material and Methods: Through different web pages (such as Ensembl or SNP
Nexus), we proceeded to study the most significant SNPs belonging to the immune
system and found on the X chromosome.

Results: We were able to find 6 candidate genes, in addition to seeing an influence of
both intronic and intergenic SNPs from other regions on the expression of the
candidate genes found.

Conclusions: The importance of CD40LG, TLR7 and TLR8 is highlighted due to their
participation in key pathways of the immune system, as well as their association with

different diseases.and intergenic SNPs from other regions.



1. INTRODUCCION

1.1. ¢Qué es un exoma?

La vida como la conocemos se basa fundamentalmente en el genoma, es decir, toda
aquella informacién biolégica que define cdmo es cada individuo. La mayoria de los
genomas estan constituidos por ADN (acido desoxirribonucleico), aunque siempre hay
excepciones, como es el caso de algunos virus, cuya informacién genética se
constituye por ARN (&cido ribonucleico).

El genoma humano es un claro ejemplo de genoma animal pluricelular, el cual se
divide en dos tipos diferentes: el genoma mitocondrial, constituido por alrededor de
17kb (kilobases), codificando sélo para 37 genes; y el genoma nuclear, constituido por
mas de 3 billones de nucledtidos agrupados en 24 cromosomas (22 autosomas y 2
sexuales, el X e Y), conteniendo casi 40.000 genes (Brown, 2008).

Tras diferentes métodos de analisis del genoma humano, finalmente se pudo observar
que, de esos casi 40.000 genes, 26.000 poseian una seguridad bastante elevada,
mientras que los otros 12.000, tenian homologia con ratébn o con otro tipo de
evidencias, pero estas eran mas deébiles.

Sin embargo, toda esta informacién genética no se encuentra de forma continua, si no
gue se divide en regiones codificantes, las que se transcribirdn (denominados exones,
siendo solo el 2% de todo el genoma), regiones no codificantes intercalando a los
exones (llamados intrones, constituyendo el 24% del genoma), y ADN intergénico (el
mayor componente del genoma, con un 75%, se corresponde fundamentalmente con
fésiles de retrotransposones y otros tipos de ADN repetido) (Craig Venter et al., 2001).
Pues bien, al conjunto de los exones que componen nuestro genoma es lo que se

denomina exoma (Ng et al., 2009).

1.2. Variabilidad genética
Ahora bien, la informacion que existe en nuestro genoma puede variar. Esto es lo que
se denomina polimorfismos 0 mutaciones, las cuales originardn nuevas
combinaciones durante la meiosis, a las cuales, la seleccién natural actuard sobre
ellas. Estas mutaciones pueden ser directas (si afectan directamente a los fenotipos
originales), inversas (si restauran el fenotipo original), o supresoras (si suprimen los

efectos de la mutacion anterior).



Igualmente, si se produce una mutacién, estas pueden causar, 0 no, alteraciones en
la proteina, es decir, segun los efectos fenotipicos que causen, podemos clasificar las
mutaciones como sinénimas/no sinénimas (cambian/no cambian los aminoacidos de
la proteina), de pérdida/ganancia de funcion, condicionales (si solo se expresa la
proteina en determinadas condiciones), o letales (si su presencia causa la muerte
prematura).

Cabe destacar que las mutaciones en si pueden ocasionarse de forma espontanea,
que seria la forma natural en las que se producen, o de forma inducida en un
laboratorio con agentes fisicos o quimicos que tengan efectos mutagénicos (Pierce,
2009).

Todas las mutaciones que se pueden producir en nuestro genoma se pueden clasificar
en tres grupos:

- Mutaciones cromosomicas: se definen tal cual a las que afectan a cromosomas
enteros, pudiéndonos encontrarnos con deleciones o duplicaciones de secciones del
cromosoma, inversiones, o translocaciones (parte de un cromosoma se intercambia
con otra parte de otro cromosoma) (Contreras, 2009).

- Elementos transponibles: también conocidos como transposones, son segmentos de
ADN con capacidad de moverse por el genoma, constituyendo una parte
cuantitativamente importante del genoma (entre el 25-50% del genoma humano son
transposones). Podemos encontrarnos con transposones de ADN y retrotransposones
(Frutos, 1997). Estos tienen variabilidad en la secuencia de insercion dentro del
genoma.

- Mutaciones puntuales: son las que se definen como cualquier cambio producido en
la secuencia de nucledtidos de ADN. Segun el tejido que afectan, pueden ser
somaticas o germinales, pero lo mas comun es clasificarlas en funcion del cambio que
produjeron en el ADN. Es asi como encontramos transiciones (cambio de purinas por
otra purina, o una pirimidina por otra), transversiones (cambio de una purina por una
pirimidina o viceversa), inserciones (se afiade uno o varios nucleétidos a la secuencia),
deleciones (se elimina uno o varios nucledtidos de la secuencia), o microsatélites
(repeticiones de nucleétidos) (Mansego et al., 2007).

- Mutaciones por variacion del nUmero de copias. Se producen por recombinacion
homologa entre segmentos altamente repetidos que flanquean los genes, dando lugar

a deleciones completas o bien multiplicacion del nimero de copias.



Dentro de estas, debemos resaltar los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), los
cuales constituyen el 93% de las variaciones, y se definen como el cambio en una sola
base nucleotidica en el genoma (Sherry et al., 2001) que, aunque no aporte ninguna
informacion en especial acerca del gen en el que esta situado, si puede ser utilizada
para relacionarlo con el fenotipo que exprese aquel individuo que porte dicho SNP
(Chial, 2008).

La frecuencia en la que aparece en una poblacion un SNP esta regida por el MAF
(Minor Allele Frequency, frecuencia del alelo menos comun), el cual debe tener un
valor superior al 1% en la poblacion para considerarse como un SNP (si no, se
consideraria como mutacion puntual). Los SNPs situados en regiones codificantes
pueden generar cambios sindnimos o no sindnimos (cambio de aminoéacidos),
mientras que los situados en regiones no codificantes (tanto aguas abajo, que seria
antes de leerse la region codificante, como aguas arriba, si se encuentran después de
la region codificante) pueden llegar a alterar el proceso de splicing (post-
procesamiento del ARN después de la transcripcién), los lugares por donde se unen
factores de transcripcién, o incluso el ARN entero (si el cambio producido modifica el
patréon de lectura, lo que se conoce como “frameshift”) (Streisinger et al., 1966). Por
altimo, también se pueden encontrar en la regiones UTR (tanto 3’'UTR como 5’UTR),
gue son zonas del gen que se transcriben, pero no se traducen, cuyas funciones son,
entre otras, determinar la vida media del ARNm, y el momento, asi como el
subcompartimento celular, donde tendra lugar su traduccién (Anthony et al., 2021).
En ocasiones, los SNPs se heredan conjuntamente, escapando de la recombinacién
(por estar muy proximos entre si), conformando lo que conocemos como haplotipo
(Belmont et al., 2005).

1.3. Enfermedades mendelianas y técnicas NGS

Un porcentaje importante de los trastornos mendelianos causados por mutaciones se
pueden resolver mediante la secuenciacion de exomas, es decir, determinar la
composicion de todos los exones de un determinado paciente, que, comparandolo con
un pariente sano, nos permite diferenciar entre un individuo sano, y un individuo que
padece cierta variacion, permitiendo identificar qué mutacion causo la enfermedad
génica (Bamshad et al., 2011).

Asi es como entra en accion la secuenciacion de exomas, la cual se empez6 alla por

2005 con la primera plataforma de secuenciacion masiva (Majewski et al., 2011).
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Secuenciar esta parte del genoma nos permite ver las diferentes variaciones alélicas
y su relacion con el fenotipo que estos expresan, ya que la mayoria de mutaciones
producidas en exones podrian causar enfermedades mendelianas (Biesecker et al.,
2011). Con la incorporacion de mas conocimientos bioinformaticos y el avance de la
tecnologia de secuenciacion, resulta mas comodo y mas sencillo el encontrar este tipo
de enfermedades mediante la secuenciacion exdémica usando los métodos de nueva
generacion (Next Generation Sequencing, NGS). Aun asi, es necesario tener tanto
pacientes como familiares fenotipados adecuadamente, al igual que su modo de
herencia, estado de la enfermedad, y frecuencia poblacional (Gilissen et al., 2012).
Pero, ¢,qué es la NGS? También recibe el nombre de secuenciacion masiva paralela,
y se define como todas aquellas tecnologias que permiten secuenciar el ADN y/o ARN
de forma mas rapida y econémica, con la finalidad de ser capaz de secuenciar un
genoma completo en torno a un solo dia, realizando secuenciaciones de millones de
pequefios fragmentos de ADN a la vez (Behjati y Tarpey, 2013), aunque rara vez se
realiza una secuenciacion completa, pues como ya hemos visto anteriormente, gran
parte del genoma es poco relevante, por lo que se suele optar por secuenciar sélo el
exoma. Lo bueno de la NGS, es que no se necesita un conocimientos genémicos
previos o sobre genomas, ademas de que ofrece una resolucion de nucleotido por
nucledtido, permitiendo detectar relaciones intergénicas, variantes alélicas o
polimorfismos nucleotidicos. Igualmente, se necesita menos cantidad de muestra (con
cantidades en nanogramos, basta), y su reproducibilidad es mucho mayor que los
métodos de primera generacién, o métodos de Sanger (Huerta y Burke, 2016).

Las enfermedades monogénicas raras, es decir, las que aparecen por la modificacién
de un gen en concreto, no superan las 5000, y lo normal es que el gen causante sea
desconocido (Hamosh et al.,, 2000). La secuenciacion de exomas entra en accion
cuando la enfermedad es causada por una serie de complejos genéticos que
interaccionan entre si, y no se tiene muy claro de dénde se origina dicha enfermedad,
realizandose, por tanto, una secuenciacion del exoma completo (si se supiera el gen
causante, entonces se haria una secuenciacion dirigida a la zona donde se halla ese
gen). De hecho, enfermedades comunes como la esquizofrenia (Mitchell y Porteous,
2011) o el autismo (Vissers et al., 2010) se ha podido determinar que pueden deberse
a una interaccion multifactorial de diferentes enfermedades raras monogénicas
(McClellan y King, 2010).



Aungque antiguamente se realizaban secuenciaciones de genes candidatos por el
meétodo de Sanger, relacionando genes asociados a enfermedades similares (Botstein
y Risch, 2003), las tecnologias NGS estan evolucionando, mejorando el rendimiento
y su asequibilidad (Mardis, 2011), abriendo las puertas de poder secuenciar millones
de variantes gendémicas (que pueden provenir de familiares), para interpretar los
resultados y destacar cual de estas variantes causan la enfermedad (Ng et al., 2010).
Como ya se sabe que la mayoria de las enfermedades mendelianas se producen por
trastornos en el exoma (Botstein y Risch, 2003), descartando todo aquel genoma que
no forme parte de los exones, por lo que la cantidad de variantes a seguir se reduce
drasticamente (alrededor de 25.000 variantes aproximadamente) (Roach et al., 2010),
que, si le afadimos la eficiencia de la NGS, podemos estudiar simultaneamente hasta
100 exomas a la vez (Gilissen et al., 2012).

Para identificar los genes causantes de la enfermedad monogénica, existen diferentes
estrategias para ello. He aqui algunos ejemplos:

- Estrategia de vinculacion: secuenciar varios miembros de la familia afectados, de tal
forma de que se pueda ver la variacion compartida, ademas de apoyarse de los datos
de los familiares no afectados. Ya se pudo apreciar en articulos pasados (Ng et al.,
2010) que, comparando a dos hermanos enfermos (que se espera una similitud en su
ADN del 50%), fueron capaces de reducir considerablemente la cantidad de genes
candidatos causantes de la enfermedad.

- Estrategia de homocigosidad: se da para casos de trastornos recesivos raros a los
gue se le afiade una posible consanguinidad. Esta estrategia, a diferencia de la
anterior, solo identifica genes que se hallan en un gran tramo homocigoto que
contengan gran cantidad de informacion de polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP), ya que anteriormente se afirmo que el exoma proporciona informacion
suficiente de SNPs para que se pueda realizar un mapeo de homocigosis fiable
(Becker et al., 2011).

- Estrategia del “double-hit”: si se sospecha que el trastorno es recesivo, pero no hay
consanguinidad, y ademas, no podemos disponer de familiares, se puede secuenciar
el exoma para seleccionar tramos tanto homocigotos y heterocigotos, como ya

hicieron estudios anteriormente (Gilissen et al., 2010).



1.4. Bases de datos y el proyecto 1000Genomes

La incorporacién de las tecnologias NGS supuso una ampliacion en el conocimiento
de diferentes genomas, lo que conllevé a que dicha informacion se empezara a
almacenar en base de datos que pudieran estar al alcance de la mayoria. Estas bases
de datos se fueron especializando y completando con el paso del tiempo, pudiendo
llegar hoy en dia a tener bases de datos que nos proporcionen informacion de
referencia a gran escala de diferentes variaciones genéticas halladas en una
poblacion en concreto (Soussi et al., 2019), como son las bases de datos publicas de
gnomAD o 1000genomes, cuyas motivaciones y ambiciones son las mismas: conocer
mejor el genoma humano.

La que utilizaremos en nuestro estudio sera 1000genomes, la cual se centra en
representar la mayor cantidad de variantes genéticas con frecuencias superiores al
1% en diferentes poblaciones, informacion que podia ser util de cara para comprender
las variaciones del genoma humano, mejorando asi la precisidén y sensibilidad a la
hora de secuenciar material genético (Birney y Soranzo, 2015), avanzando en el
desarrollo del conocimiento y comprension de las enfermedades biolégicas (Sudmant
et al.,, 2015), pues esta base de datos permite usar arrays (Voight et al., 2013),
completar informacién incompleta de diferentes genotipados (Howie et al., 2012), y
clasificar y filtrar las variantes gendmicas que nos pudiéramos encontrar (Xue et al.,
2012).

1.5. Enfermedades autoinmunes (AID) y el cromosoma X
Es sabido que las enfermedades autoinmunes (autoimmune diseases, AID), es decir,
reacciones inmunes autodestructivas (Kono y Theofilopoulos, 2017), estan altamente
relacionadas con una expresion alterada de los genes que interactian en el desarrollo
del sistema inmune, pudiendo afectar a una parte considerable de la poblacion
(Invernizzi et al., 2009). Dentro de todos los cromosomas que componen el genoma
humano, cabe destacar la importancia de los cromosomas sexuales, pues un
importante nimero de genes implicados en una respuesta inmune estan localizados

en el cromosoma X (Libert et al., 2010).



Es por ello que la mayor parte de las AIDs presentan una preponderancia femenina
destacable comparandolo con los hombres (Eaton et al., 2007), debido a que ellas
portan dos cromosomas X, mientras que ellos solo portan uno (Balaton et al., 2018).
Y como la dosis genética en hembras seria el doble que la de machos, uno de los
cromosomas X femeninos se inactiva en el proceso conocido como “inactivacion del
cromosoma X (XCI)” (Lyon, 1961), produciéndose de forma progresiva y aleatoria en
todos los alelos de dicho cromosoma, y cuyo proceso se regula por genes no
codificantes (es decir, que su funcidn la realizan sin necesidad de traducirse) como
son los genes Tsix, Xist,... (Augui et al., 2011). Es por ello que varones con sindrome
de Klinefelter (tienen una disposicidbn cromosodmica sexual de XXY) son propensos a
desarrollar enfermedades tipicas de mujeres (XX), como seria el lupus eritematoso
sistémico (Sawalha et al., 2009).

Pero centrandonos en los varones, que son hemicigotos para el cromosoma X, y por
tanto, no hay ningun tipo de inactivacién en este cromosoma, supone una gran
desventaja para ellos, pues cualquier mutacion que se produzca en este cromosoma
se va a expresar fenotipicamente (Albert etal., 2018), apreciandose en cémo
enfermedades autoinmunes primarias (PID) ligadas al cromosoma X suelen
manifestarse en varones, cuando en mujeres solo tienen efectos leves o simplemente
son portadoras sin sufrir la enfermedad (Pessach y Notarangelo, 2009). Es asi como
podemos confirmar que el cromosoma X interviene de manera representativa en la
autoinmunidad (si hablamos de mujeres) y en la inmunodeficiencia (si hablamos de
hombres) (Bussone y Mouthon, 2008).

Enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide (Suzuki et al., 2003), la
diabetes mellitus tipo 1 (Nielsen etal., 2003) o el lupus eritematoso sistémico
(Prokunina et al., 2002), estan relacionadas con cambios alélicos de determinados
SNPs de genes del cromosoma X.

Estas enfermedades en mujeres se dan por el escape de ciertos genes a la
inactivacion del cromosoma X (Souyris et al., 2019), mientras que los hombres, que
solo tienen una dosis de cromosoma X, la predisposicion a contraer la enfermedad es

mayor por presentar hemicigosis.



Si nos fijamos en infecciones de diferentes virus, como el de la influenza, se pudo
observar que la infeccién podia variar dependiendo del sexo, ya que las hormonas
sexuales intervenian en las respuestas inmunitarias. En otro tipo de infecciones, como
las del VIH, la predisposicion a la infeccién era mayor en varones, quizas por presentar
menor dosis génica de aquellos genes que participan en la ruta del interferon (como
el TLR7). Comparado con mujeres, estas producian mayor cantidad de interferon
(IFN) en respuesta a la infeccidén de este virus (Rechtien y Altfeld, 2019). En general,
las mujeres suelen desarrollar respuestas inmunes innatas y adaptativas mas fuertes
gue los hombres (Schurz et al., 2019), y que no parecen verse alteradas aun si la
mujer estd embarazada (Chen et al., 2020).

Esto podria explicar por qué los hombres infectados por covid-19 sufren una
enfermedad méas grave y su mortalidad es mayor si lo comparamos con mujeres,
aunque también habria que recalcar que algunos estudios demostraron que las
mujeres son mas propensas a lavarse las manos (Johnson et al., 2003), asi como ser
mas preventivas con las enfermedades (Bertakis et al., 2000), lo que también influye
en su probabilidad de infeccién. Ya hay estudios que han realizado la comparativa
entre sexos segun el pais (Scully et al., 2020), mostrandonos la mayor susceptibilidad

masculina a infecciones con este virus con graficas como la siguiente:
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FIGURA 1.1. Analisis comparativo de las tasas de letalidad de covid-19 segun el sexo en diferentes

paises (Scully et al., 2020).



1.6. Justificacion del estudio

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS), son actualmente la
tecnologia mas comunmente utilizada para descubrir la base genética de
enfermedades de todo tipo. Esto se realiza mediante el genotipado masivo (usando
alrededor de 500.000-1.000.000 SNPs) de cohortes de casos y controles, con el fin
de encontrar marcadores genéticos (causales o no) implicados en una mayor
susceptibilidad (Manolio, 2010).

Casi todos los estudios GWAS que se han realizado, obviaban al cromosoma X debido
a la complicacion que este acarreaba a la hora de comparar estadisticamente los
datos de los hombres con las mujeres (Schurz et al., 2019). Recientemente se han
desarrollado técnicas para poder incorporar este cromosoma a las estadisticas, como
el software XWAS (Gao et al., 2015) o PLINK (Chang et al., 2015), pero lo cierto es
que es dificil encontrar datos relacionados con los cromosomas sexuales en los
estudios actuales de covid-19, por ejemplo, donde estan encontrando muchos genes
candidatos que agravan la enfermedad en cromosomas autosomicos (Ganna, 2021),
pero no estan teniendo en cuenta la cantidad de genes del sistema inmunoldgico que
se encuentran en el cromosoma X.

Es por ello que decidimos analizar los diferentes genes que nos podemos encontrar
en este cromosoma, y asi complementar informacién acerca de la relacion de los

marcadores que encontraremos con diferentes enfermedades infecciosas.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Suponemos como hipétesis que SNPs con una frecuencia relativa alta en genes del
sistema inmune hallados en el cromosoma X pueden ser responsables de la mayor
gravedad de ciertas infecciones en hombres europeos por ser hemicigotos, si los
comparamos con mujeres.
Esta hipotesis nos lleva a querer cumplir los siguientes objetivos:

- Analizar los genes del cromosoma X relacionados con el sistema inmune.

- ldentificar SNPs potencialmente funcionales presentes en dichos genes.

- Encontrar posibles haplotipos que estén relacionados con enfermedades

inmunes, y aumenten la predisposicion a tener dichas enfermedades.
- Determinar la influencia de las variaciones en los SNPs en la expresion de la

proteina y el ARN mensajero.

10



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Busqueda de genes del cromosoma X relacionados con el sistema

inmune

Primeramente, se identificaron los genes implicados (Tabla 3.1) en la respuesta

inmunitaria del cromosoma X, asi como su posicion en este, analizando un total de 45

genes (Meester et al., 2020):

TABLA 3.1. Tabla con todos los genes del cromosoma X analizados en este estudio (Meester et al.,

2020).

GEN

APEX2

ARHGAP4

ARHGEF6

CCDC22

CD40LG

CFP

CXCR3

CYBB

CYSLTR1

DOCK11

ELF4

FOXP3

GAB3

GPR174

IGBP1

LOCALIZACION

Xp11.21

Xg28

X(26.3

Xp11.23

X(26.3

Xp11.23

Xq13.1

Xp21.1-p11.4

Xg21.1

Xq24

Xq28

Xg21.1

Xq13.1

Xg21.1

Xq13.1

GEN

IKBKG

ILIRAPL2

IL13RA1

IL13RA2

IL2RG

IRAK1

ITM2A

MPP1

MSL3

MSN

NKAP

NOX1

NXT2

OTUD5

P2RY10

LOCALIZACION

Xg28

Xq22.3

Xg24

Xq23

Xg13.1

Xg28

Xg21.1

Xq28

Xp22.2

Xq12

Xq24

Xq22.1

Xg23

Xp11.23

Xg21.1

GEN

PIM2

SASH3

SEPT6

SH2D1A

SH3KBP1

TAB3

TFE3

TLR7

TLR8

TMSB4X

TSC22D3

VSIG4

WAS

ZBTB33

XIAP

LOCALIZACION

Xp11.23

X(26.1

Xg24

Xq25

Xp22.12

Xp21.2

Xp11.23

Xp22.2

Xp22.2

Xp22.2

X22.3

Xql2

Xp11.23

Xq24

X25
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3.2. Recoleccion de SNPs de cada gen
A continuacion, se debe seleccionar toda la informacion que se encuentra en la base
de datos de 1000genomes (Auton et al., 2015), y para ello utilizamos la pagina web
de Ensembl (Howe et al., 2021), concretamente la version del genoma GRCh38.p13.
De todas las poblaciones ofrecidas por 1000genomes, nuestro estudio se centré en
cuatro bastante similares:

- CEU: residentes de Utah con ancestros del norte y oeste de Europa. Posee 187

muestras.

- GBR: poblacion britanica en Inglaterra y Escocia. Posee 107 muestras.

- IBS: poblacién espafiola. Posee 162 muestras.

- TSI: habitantes de la Toscana, Italia. Posee 112 muestras.
Se procede a buscar los genes del cromosoma X que pueden estar relacionados con
enfermedades autoinmunes, y seleccionamos las coordenadas de cada gen (Meester
et al., 2020).
Posteriormente hacemos uso de las herramientas de “VCF to PED Converter’ de
Ensembl para extraer los SNPs de estos genes, incorporando las coordenadas del
gen de interés, asi como las poblaciones que nos interesaban estudiar.
Esta herramienta nos proporciona un archivo, con formato .info, que nos da el codigo
de todos los SNPs, y un archivo comprimido que, al descomprimirlo nos da un fichero
en formato .ped, el cual nos proporciona la informacién del genotipo para cada SNP
en la region gendmica seleccionada para todos los individuos de la poblacion
seleccionada. Tanto el archivo .ped (Fig. 3.1) como el .info (Fig. 3.2) los abririamos

con Microsoft Excel para trabajar con ellos.
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FIGURA 3.2. Archivo .info del gen TLR7 abierto en Excel.

Por otro lado, toda la informacién aportada en el archivo .ped no discriminaba los datos
por sexo, asi que optamos por eliminar todas aquellas muestras heterocigotas para
asi quedarnos con muestras homocigotas, y asi pudieran ser mas representativas de
los varones (ya que estos solo tienen una sola copia del cromosoma X y por tanto son

hemicigotos).
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3.3. Analisis y reestructuracion de SNPs

El analisis se realiz6 en la pagina web de SNPnexus (Dayem Ullah et al., 2018),
utilizando la opcion del genoma GRCh37/hgl19 por ser la opcién mas completa, e
incorporamos los datos que se pueden encontrar en el archivo .info, a cuyos codigos
se le debe incorporar “dbSNP” delante de cada uno para que SNPnexus pueda
reconocer los SNPs como tales.

A continuacion la pagina nos da opcion de elegir diferentes algoritmos e informacion
concreta de los datos que le incorporamos, destacando la seleccion de la region
europea, asi como las enfermedades detectadas bajo “Genetic Association of
Complex Diseases and Disorders (GAD)”. Los datos conseguidos en este analisis
podian ser descargados como archivos .txt que podrian ser abiertos con facilidad
también en Excel, con la finalidad de agrupar todo en un misma hoja.

Asi, conseguimos un Excel con todos los SNPs de todos los genes estudiados, cada
uno con su frecuencia en Europa, el cambio producido en la secuencia, y las

enfermedades relacionadas.

3.4. Aplicacion de filtros y busqueda de frecuencias genotipicas

Una vez que tuvimos la lista completa de todos los SNPs que pudimos extraer de
Ensembl, sumado a la informacion obtenida de SNPnexus, procedimos a aplicar
diferentes filtros para encontrar aquellos SNPs con potenciales efectos funcionales,
que determinarian los genes candidatos.

Para ello, filtramos todos los SNPs que estaban asociados a enfermedades de tipo
inmune o causadas por infecciones, ademas de que deben estar presentes en la
poblacién en al menos un 1%, ya que valores muy altos de prevalencia indican que
esos SNPs se han establecido en la poblacion y por tanto no supondrian una
diferencia significativa tenerlos o no.

En la pagina de Ensembl, buscando el SNP de interés, podemos encontrarnos los
datos de tanto las frecuencias alélicas como genotipicas de cada SNP, centrandonos
especialmente en estas ultimas, ya que la informacion proporcionada esta separada
por sexo (aunque la suma de todas las frecuencias genotipicas, masculinas y
femeninas, sigue dando 1), ademas que es mas relevante ver cOmo se presentan
dichos alelos en la poblacién (de forma homocigota o heterocigota en mujeres, o qué

alelo predomina mas en varones).
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3.5. Busquedade lainfluencia en la expresion de la proteinay del ARNm
Los archivos extraidos de SNPnexus ya nos proporcionan la informacion sobre la
influencia en la expresién/funcion de la proteina, pudiendo ver los propios datos de
1000genomes (si produce un cambio sinGnimo o no sinénimo, o si no le afecta como
tal), o viendo predicciones creadas por algoritmos como los de PolyPhen (Ramensky
et al., 2002), SIFT (Vaser et al., 2016), y ClinvVar (Landrum et al., 2018), que predicen
si los cambios producidos son benignos o malignos.

Para saber la alteracion en la expresion del ARNm, utilizamos la pagina web de GTEXx
Portal (Aguet et al., 2020), en donde podemos ver como y dénde se expresa el gen
asi como los SNPs asociados a eQTL (expression Quantitative Trait Loci), es decir,
gue estan asociados significativamente a loci que contribuyen en los niveles de
expresion del ARNm (Strunz et al., 2018). En esta pagina podemos ver todos los SNPs
asociados al gen que busquemos (visualizdndose como puntos rojos), regulando su
expresion. De todos los tejidos que podemos elegir, nosotros nos centramos en
analizar sangre, pulmon y bazo, por su relacion con el sistema inmune o por verse las
consecuencias de una infeccion en estos. Todos estos SNPs esta asociados
estadisticamente a un p-valor que confirman su relacién con el gen de interés, y que

solo se representan si poseen un valor de p inferior a 10,
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4. RESULTADOS

4.1. SNPs que afectan a la secuencia de la proteina
Buscando una frecuencia europea superior a 0.01 en aquellos SNPs que estaban
asociados a enfermedades infecciosas/autoinmunes, y que se hallaban en regiones
exonicas (ya sean regiones codificantes, o situadas en 3UTR o 5UTR), pudimos
resaltar 44 SNPs repartidos en 12 genes.
El problema de estos SNPs es que solo el 18% de los seleccionados generan cambios

no sinbnimos en la proteina (Fig. 4.1).

32%
50%
18%
Cambios Sindnimos = Cambios No Sindnimos Sin Cambios

FIGURA 4.1. Representacion gréafica de los cambios producidos en la produccién de proteina de los

SNPs que cumplian las condiciones del primer filtro (algunos SNPs tenian mas de un cambio).

Asi que se procedié a examinar ese porcentaje de SNPs que producian cambios
notables en la secuencia de la proteina, pudiendo tener esta vez 7 SNPs repartidos

en 6 genes candidatos, que explicaremos a continuacion.
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4.1.1. Gen CCDC22
Este gen interviene en la activacion de linfocitos B. Segun los datos de 1000genomes,
podemos encontrar dos SNPs relacionados con un cambio en la proteina:
- 15143790434 (C-T). Produce un cambio no sinénimo en el aminoacido 384 del

gen, donde originalmente hay arginina, y esta puede cambiar a serina (R>S),
0 a cisteina (R384C).
En cuanto a frecuencias genotipicas (Fig. 4.2), podemos separarlas en funcion
del sexo: el 49.5% de las europeas estudiadas por 1000genomes presentaban
homocigosis CC, el 0.8% presentaban heterocigosis CT, y no se encontraron
homocigotos TT. En cuanto a los varones estudiados, se encontré un 49.6%

con C, y un 0.8% con T (solo portan un cromosoma X, y por tanto, solo un

alelo).
Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
10, 0,
60% 49.5% o0 49.6%
50% 50%
= 40% = 40%
e £
T 30% T 30%
o o
S 20% S 20%
10% TR 0.0% 10% Ta
0% 0%
CcC CcT T C T
Combinacion de alelos Alelos
mCC uCT =TT cCuT

FIGURA 4.2. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs143790434, extraido de Ensembl.

No se han encontrado predicciones por parte de SIFT y PolyPhen, pero ClinVar

sugiere que dicho cambio es benigno.
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- 152294020 (G-A). El cambio no sinénimo se produce en el aminoacido 249 del
gen, en el que inicialmente se encuentra glutamina, pero que puede cambiar a
histidina (Q249H).

Hablando de las frecuencias genotipicas (Fig. 4.3), las femeninas eran del 28%
con homocigosis GG, el 12.9% presentaban heterocigosis GA, y el 3.4%
presentaban homocigosis AA. En cuanto a las masculinas, se aprecia un 34.8%

con G, y un 12.9% con A.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
30% 28.0% 40% 34.8%
e 30%
o
= 20% =
5 15% 12.9% £ 20%
e e 12.9%
S 10% o
- 3.4% = 0%
5% :
0% 0%
GG GA AA G A
Combinacion de alelos Alelos
"GG mGA =AA G =A

FIGURA 4.3. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs2294020, extraido de Ensembl.

Tampoco se encuentran predicciones de SIFT y PolyPhen, pero ClinVar

sugiere que dicho cambio es benigno.

Por otro lado, otros dos SNPs son resaltados por los algoritmos SIFT y PolyPhen:

- 15144632022 (G-A). Posee una puntuacion de 0.08 en SIFT, y de 0.666 en
PolyPhen, pudiendo producir un cambio en el aminoacido 430, cambiando
alanina por treonina (A430T). Por parte de ClinVar, sugiere que es un cambio
benigno. Sin embargo, apenas se encuentra el alelo A en la poblacién.

- 15147222955 (G-A). Tiene una puntuacion de 0.01 en SIFT, y de 1 en PolyPhen,
pudiendo producir un cambio en el aminoacido 546, cambiando acido aspartico
por asparagina (D546N). Por parte de ClinVar, sugiere que existen
interpretaciones conflictivas de patogenicidad.

Las frecuencias genotipicas de este alelo son similares al del alelo anterior.
Respecto a la enfermedades asociadas, este gen se relaciona inmunolégicamente con

la rinitis alérgica (Suttner et al., 2010).
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4.1.2. Gen CD40LG
Este gen también participa en la activacion de linfocitos B. El proyecto 1000genomes
nos remarca un SNP que produce un cambio en la proteina:

- 15148594123 (G-A). El cambio no sinbnimo sucede en el aminoacido 198 del

gen, donde originalmente hay glicina, la cual puede cambiar a arginina
(G198R).
En cuanto a frecuencias genotipicas (Fig. 4.4), las mujeres estudiadas
presentan un 49.7% de homocigotos GG, un 2.6% son heterocigotos GA, y no
se encontraron homocigotos AA. Por otro lado, el 46.9% de los varones
presentan G, y un 0.8% presentan A.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
46.9%
% 50%
ou 49.7% ’
s0% 40%
2 200 -z
g 40% _g 30%
o 30% a
g S 20%
S 20% S
10%
10% 2.6% 0.0% 0.8%
0% 0%
GG GA AA G A
Combinacion de alelos Alelos
= GG = GA = AA G=A

FIGURA 4.4. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs148594123, extraido de Ensembl.

Los datos aportados por los algoritmos de SIFT y PolyPhen proporcionan una
puntuacion de 0.3 y 0.706 respectivamente, sugiriendo que dicho cambio puede
ocasionar dafio. Ademas proponen que este mismo SNP puede ocasionar el
mismo cambio en otra zona (concretamente, en el aminoacido 219, G219R),
proporcionando una puntuacion de 0.31 en SIFT, y 0.138 en PolyPhen,
causando esta vez un cambio benigno.

Por otro lado, ClinVar supone un cambio benigno.

Segun los algoritmos SIFT y PolyPhen, puede haber otro SNP problematico
(rs186774716, C-T), pero que tiene una puntuacion asignada muy baja, ademas de

gue apenas se encuentra el alelo minoritario en la poblacion.
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Si vemos las enfermedades asociadas a este gen, podemos ver una relacion con el
sindrome hiper-IgM (Garber et al., 1999), el lupus eritematoso sistémico (Citores et al.,
2004), la malaria (Sabeti etal.,, 2002), complicaciones con trasplantes de rifion,
tuberculosis (Campbell et al., 2003), la enfermedad de Graves (causa hipertiroidismo
por un fallo inmune) (Houston et al., 2004), sindromes de deficiencia inmunoldgica
(Ameratunga y Woon, 2009), reacciones alérgicas cutaneas inducidas por antibiéticos
(Kim et al., 2009), el pénfigo (enfermedad cutdnea relacionada con autoinmunidad)
(Malheiros y Petzl-Erler, 2009), bronquiolitis producida por el virus respiratorio sinticial
(Siezen et al., 2009), asma inducida por infecciones viricas (Janssen et al., 2007) y

artritis reumatoide (Rosado et al., 2008).

4.1.3. Gen CYSLTR1

Este gen se encarga de producir receptores para cisteinil leucotrienos en individuos
con o sin asma. Los datos de 1000genomes destacan un SNP que causa cambio en

la secuencia de la proteina:
- r$320995 (G-A). El cambio no sinénimo sucede en el aminoacido 309 del gen,
donde originalmente hay fenilalanina, y puede cambiarse por leucina (F309L).
En cuanto a frecuencias genotipicas (Fig. 4.5), el 2.2% de las mujeres
presentan homocigosis GG, el 16.5% presentan heterocigosis GA, y el 33.6%
son homocigotos AA. Si vemos las frecuencias masculinas, el 9.7% presentan

el alelo G, y un 38%, el alelo A.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
o 38.0%
40% 33.6% 40%
o 30% o 30%
I i)
@ 20% 16.5% S 0w
o o
[=] [=} 9.7%
= 10% & 10%
2.2%
GG GA AA G A
Combinacion de alelos Alelos
GG mGA = AA G =A

FIGURA 4.5. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs320995, extraido de Ensembl.

Los algoritmos usados no encuentran una prediccién para este SNP.
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Sin embargo, SIFT y PolyPhen sugieren como problematicos otros dos SNPs distintos
dentro de CYSLTR1:

- rs191425988 (C-T). Tiene una puntuacion asignada de 0.04 en SIFT, y 0.999
en PolyPhen, indicando un cambio de valina a metionina en la posicién 277
(V277M), indicando en ambos algoritmos que el cambio es dafiino.

- 15148732852 (C-G). La puntuacion, en este caso, es de 0.38 en SIFT, y 0.926
en PolyPhen, cambiando serina por treonina en la posicion 245 (S245T).
Aunque SIFT menciona que es tolerable este cambio, PolyPhen dice lo
contrario.

En ambos SNPs, la presencia de los dos alelos es casi nula, solo predominando

el alelo C en ambos casos.

Este gen se asocia con hiperreactividad bronquial (Hong et al., 2007), bronquiolitis
causada por el virus respiratorio sinticial (Schuurhof et al., 2010), hipersensibilidad a

medicamentos (Kim et al., 2007) y rinosinusitis (Al-Shemari et al., 2008).
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4.1.4. Gen TLR7

Este gen es uno de los mas importantes para el sistema inmune, pues participa de

forma importante en la respuesta innata. Los datos de 1000genomes destacan un

SNP que causa cambio en la proteina:

rs179008 (A-T). El cambio no sinénimo sucede en el aminoacido 11 del gen,
donde puede cambiar glutamina por leucina (Q11L).

En cuanto a frecuencias genaotipicas (Fig. 4.6) femeninas, el 30% homocigosis
AA, el 19.5%, heterocigosis AT, y el 2.8%, homocigosis TT. Viendo las

frecuencias en varones, el 37.6% tienen el alelo A, y el 10.1%, el alelo T.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
359% % 40% 37.6%
30%
30%
% ig:;” 19.5% %
é 15°/U é 20%
= 5 10.1%
o 10% & 10%
sor 2.8%
0% 0%
AA AT T A T
Combinacion de alelos Alelos
mAA AT =TT AnT

FIGURA 4.6. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs179008, extraido de Ensembl.

Solo el algoritmo SIFT asocia una puntuacion de 0.25, prediciendo tolerancia.

Tanto ClinVar, como SIFT y PolyPhen predicen mas SNPs probleméticos, pero no se

tendran en cuenta por presentar puntuaciones bajas.

Este gen esta asociado sobre todo con infecciones por VIH (Bochud et al., 2007), pero

también pueden relacionarse con fibrosis cronica causada por hepatitis C (Schott

et al., 2007), lupus eritematoso sistémico (Sanchez et al., 2009), bronquiolitis sinticial

(Siezen et al., 2009), causar nacimientos prematuros (Velez et al., 2009), enfermedad

celiaca (Dubois etal.,, 2010), esclerosis mdultiple (Enevold etal.,, 2010), fiebre

hemorragica del Dengue (Silva et al., 2010) y artritis reumatoide (Enevold et al., 2010).
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4.1.5. Gen TLRS8
Junto al gen anterior, son de los mas importantes en el sistema inmunitario por su
participacion en la respuesta innata. El proyecto 1000genomes nos permitio identificar
un SNP que causa cambio en la secuencia de la proteina:
- rs5744080 (C-T). El cambio no sinénimo sucede en el aminoacido 215 del
gen, donde puede cambiar histidina por glutamina (H215Q).
En cuanto a frecuencias genotipicas (Fig. 4.7), el 22.3% de los mujeres
estudiadas son homocigotas CC, el 22.5% presentan heterocigosis CT, y el
7.6% son homocigotas TT. En cuanto a los varones, el 33.3% presentan el alelo
C,yel 16.2%, el alelo T.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
25% 22.3% 22.5% 35% 33.3%
- 30%
@ 2 25%
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£ 15% 2 20% 16.2%
[1H] o 0,
£ 0% 7.6% = 15%
& < 10%
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0% 0%
cc T 'I'I' c T
Combinacion de alelos Alelos
s CC mu(CT =TT CuT

FIGURA 4.7. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs5744080, extraido de Ensembl.

Ninguno de los algoritmos usados detectd un efecto funcional problematico

para este SNP.

El algoritmo SIFT predice un SNP (rs3764880, G-A), que puede cambiar metionina
por valina en la posicién 1 (M1V), asignando una puntuacion de 0.32, pero ambos
alelos apenas estan presentes en la poblacion (solo A).

En cuanto a enfermedades asociadas, este gen se relaciona de igual modo con
infecciones de VIH (Bochud et al., 2007), aunque también pudieron relacionarlos con
bronquiolitis sinticial (Siezen et al., 2009), causar nacimientos prematuros (Velez
et al., 2009), tuberculosis pulmonar (Davila et al., 2008), enfermedad celiaca (Dubois
et al., 2010), esclerosis multiple (Enevold et al., 2010), fiebre hemorragica del Dengue

(Silva et al., 2010), artritis reumatoide (Enevold et al., 2010).
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4.1.6. Gen XIAP
El dltimo gen se encarga de generar diferentes proteinas apoptoticas, ademas de
intervenir en la inmunidad a través de la induccion de una respuestainflamatoria. El
proyecto 1000genomes destaca un SNP causante de un cambio no sinénimo en la
proteina:
- 1s5956583 (A-C). El cambio no sinbnimo sucede en el aminoacido 423 del
gen, donde puede cambiar glutamina por prolina (Q423P).
En cuanto a frecuencias genotipicas (Fig. 4.8), las mujeres presentan un 19.3%
de homocigosis AA, un 24.7% de heterocigosis AC, y un 8.3% de homocigotos
CC. En cuanto a los varones, el 43.4% presentan el alelo A, y un 16.5%

presenta el alelo A.

Frecuencias genotipicas femeninas Frecuencias genotipicas masculinas
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FIGURA 4.8. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas femeninas

(izquierda) y masculinas (derecha) de rs5956583, extraido de Ensembl.

Todos los algoritmos utilizados asocian dicho cambio a ser benigno, aportando
puntuaciones de 0.09 en SIFT, y de 0.001 en PolyPhen.

Otros SNPs son predichos como problematicos por los algoritmos, pero que no poseen
unos valores elevados en sus puntuaciones asignadas, por lo que tampoco se tendran
en cuenta.

Si observamos las enfermedades inmunes que estan asociadas a este gen, podemos
ver una asociaciéon con sindromes de deficiencia inmunolégica (Ameratunga y Woon,

2009), o con desordenes linfoproliferativos (Salzer et al., 2008)
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4.2. SNPs que afectan en la expresion del ARNm
Posteriormente se buscaron los mismos genes en la pagina web GTEx Portal con el
fin de encontrar SNPs que pudieran regular la expresion de sus ARNmM.
Concretamente miramos los SNPs que se expresaban en sangre, bazo y pulmon,

observando y buscando aquellos con un p-valor lo mas bajo posible.

4.2.1. Gen CCDC22
Lo primero que podemos encontrar, es que existe una mayor TPM (transcripcion por
millon de kilobases) en el bazo que en el resto de tejidos (Fig. 4.9). Sin embargo, la
mayoria de SNPs que encontramos con p-valores muy inferiores, se encuentran en
sangre.
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FIGURA 4.9. Representacion grafica de la expresion del gen CCDC22 en funcién del tejido donde se

exprese, separando los resultados en mujeres (naranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx

Portal.
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El SNP de ejemplo que veremos es rs2075866 (G-A), que se encuentra en el gen
CACNAIF (situado aguas abajo de CCDC22), posee un p-valor de 4.4-10"'7, y cuyos
alelos que lo componen son bastante frecuentes en la poblacion europea. Si vemos
las frecuencias genotipicas separadas por sexos (Fig. 4.10), vemos que en mujeres,
un 4% presentan homocigosis GG, un 20.9% presentan heterocigosis GA, y un

27.4%, homocigosis AA. Viendo a los varones, un 32.2%, el alelo G, y un 14.1%, el

alelo A.
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FIGURA 4.10. Representacién grafica de las frecuencias genotipicas europeas (izquierda) de

rs2075866, extraido de Ensembl, junto a los niveles de expresion (derecha), extraido de GTEx Portal.

4.2.2. Gen CD40LG
En este caso, la expresion de este gen se da con mucho menor TPM en los tejidos
seleccionados (Fig. 4.11). Podemos encontrar algunos SNPs en pulmén, pero solo
predomina un alelo frente a otro en la poblacién europea, por lo que no merece la

pena mencionarlos.
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FIGURA 4.11. Representacion gréfica de la expresiéﬁ del gen CD40LG en funcién del tejido donde se
exprese, separando los resultados en mujeres (naranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx

Portal.
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4.2.3. Gen CYSLTR1
La expresion de este gen parece tener unos valores mayores de TPM en bazo (Fig.
4.12). Sin embargo, los SNPs mas significativos de los tejidos estudiados se
encuentran en pulmén.
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FIGURA 4.12. Representacion grafica de la expresion del gen CYSLTRL1 en funcién del tejido donde se
exprese, separando los resultados en mujeres (naranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx
Portal.

El SNP de ejemplo que veremos es rs140162383 (C-T), que es una variante
intergénica (aguas abajo de CYSLTR1) con un p-valor de 1.2-10°. Las frecuencias
genotipicas (Fig. 4.13) que se encuentran en la poblacién europea también se pueden
diferenciar por sexos, viendo que las mujeres presentan un 33.6% de homocigosis
CC, un 16.3%, heterocigosis CT, y un 2.4%, homocigosis TT, mientras que los
varones, el 37.8% tienen el alelo C, y el 9.9%, el alelo T.
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FIGURA 4.13. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas (izquierda) de

rs140162383, extraido de Ensembl, junto a los niveles de expresion (derecha), extraido de GTEx Portal.
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4.2.4. Gen TLR7
Igualmente vemos una mayor TPM en bazo (Fig. 4.14), aunque podemos encontrar
SNPs en cualquiera de los tres tejidos con valores de p bastante bajos.
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FIGURA 4.14. Representacién grafica de la expresion del gen TLR7 en funcién del tejido donde se
exprese, separando los resultados en mujeres (naranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx
Portal.

El ejemplo que vemos es rs2897827 (C-T), siendo también una variante intergénica
(aguas abajo de TLR7), pero con un p-valor de 4.2-1018. Las frecuencias genotipicas
(Fig. 4.15) que se encuentran en la poblacion europea también se pueden diferenciar
por sexos, viendo que las mujeres presentan un 46.5% de homocigosis CC, un 5.6%,
heterocigosis CT, y un 0.2%, homocigosis TT, mientras que los varones, el 44.3%

tienen el alelo C, y el 3.4%, el alelo T.
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FIGURA 4.15. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas (izquierda) de

rs2897827, extraido de Ensembl, junto a los niveles de expresion (derecha), extraido de GTEx Portal.
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4.2.5. Gen TLRS8
La principal expresion de este gen se da en sangre (Fig. 4.16). Observando los
demas tejidos, apenas hay TPM en pulmén, y en bazo es bastante bajo.
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FIGURA 4.16. Representacion grafica de la expresion del gen TLR8 en funcion del tejido donde se
exprese, separando los resultados en mujeres (haranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx
Portal.

El ejemplo que vemos es rs180726824 (G-A), que también es una variante intergénica
(aguas arriba de TLR8), pero con un p-valor de 5.0-10°1%. Las frecuencias genotipicas
(Fig. 4.17) que se encuentran en la poblacién europea se pueden diferenciar por
sexos, viendo que las mujeres presentan un 27.2% de homocigosis GG, un 21.7%,
heterocigosis GA, y un 3.4%, homocigosis AA, mientras que los varones, el 32.8%
tienen el alelo G, y el 14.9%, el alelo A.
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FIGURA 4.17. Representacién grafica de las frecuencias genotipicas europeas (izquierda) de

rs180726824, extraido de Ensembl, junto a los niveles de expresion (derecha), extraido de GTEXx Portal.
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4.2.6. Gen XIAP
El valor TPM mayor se da en pulmoén (Fig. 4.18), aunque la mayoria de SNPs con
alta significacion se encuentra en sangre.
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FIGURA 4.18. Representacion grafica de la expresion del gen XIAP en funcién del tejido donde se
exprese, separando los resultados en mujeres (haranja) y varones (azul). Imagen extraida de GTEx
Portal.

El ejemplo que vemos es rs7876441 (C-T), una variante intronica de XIAP, con un p-
valor de 9.9-10”. Las frecuencias genotipicas (Fig. 4.19) que se encuentran en la
poblacion europea se pueden diferenciar por sexos, viendo que las mujeres presentan
un 8.5% de homocigosis CC, un 24.5%, heterocigosis CT, y un 19.3%, homocigosis

TT, mientras que los varones, el 16.5% tienen el alelo C, y el 31.2%, el alelo T.
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FIGURA 4.19. Representacion grafica de las frecuencias genotipicas europeas (izquierda) de

rs7876441, extraido de Ensembl, junto a los niveles de expresion (derecha), extraido de GTEx Portal.
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4.3. Resumen de los resultados
Tras desarrollar los resultados, realizamos la siguiente tabla (Tabla 4.1) que resumiera
los genes candidatos que llegamos a recalcar, junto a los SNPs potenciales que

componen dichos genes:

TABLA 4.1. Tabla que resume todos los SNPs mencionados en el apartado de Resultados.

GENES

CCDC22 CD40LG CYSLTR1 TLRY7 TLR8 XIAP

Cambios no Sinénimos

Segun
1000genomes

rs143790434 rs148594123 rs320995 rs179008 rs5744080 rs5956583

rs2294020
SR rs144632022 rs186774716 rs191425988 rs3764880
SIFT/PolyPhen
rs147222955 rs148732852

Influencia en la Expresion de ARNm (ejemplos)

rs2075866 rs140162383 rs2897827 rs180726824 rs7876441



5. DISCUSION

Antes de aplicar filtros, pudimos identificar mas de 7000 SNPs en esos 45 genes que
analizamos, pero muchos de ellos no tenian ninguna patologia asociada, y la mayoria
no tenian una prevalencia en la poblacién del mas del 1%. Por otro lado, algunos
SNPs que se relacionaban con enfermedades, no eran precisamente enfermedades
inmunitarias, por lo que también se acabaron descartando. Finalmente, escogiendo
solo los SNPs que influian con un cambio no sinénimo, pudimos llegar a un total de 7
SNPs potenciales en 6 genes candidatos.

De todos esos genes, llaman especialmente la atencion los siguientes genes:

- TLR7y TLRS, por participar en la ruta de sefalizacion de receptores “Toll-Like”
(Fig. 5.1), ya que ambos son receptores capaces de detectar ARN
monocatenario procedentes de virus, que posean un alto contenido en Gy C
(Lester y Li, 2014). Un mal funcionamiento de estos receptores ocasionaria una
mayor facilidad por los virus para infectar al individuo.

- CD40LG, por participar en la ruta de sefializacion de la necrosis tumoral Kappa
B (Fig. 5.1), siendo los principales receptores para que se puedan activar de
forma adecuada los linfocitos B, y que asi estos produzcan anticuerpos (Lesley
et al., 2006). Una anomalia en este receptor causaria una ineficiente respuesta

inmunitaria adaptativa.
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FIGURA 5.1. Representacion gréfica de la ruta de sefalizacion de receptores “Toll-Like”, donde se ve
la participacion de los genes TLR7, TLR8 y CD40LG, extraida de NIH-DAVID (Huang et al., 2009)
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Es por ello que estos genes tienen una gran cantidad de estudios asociandolos a
diversas enfermedades, entre ellas infecciones por diferentes virus, como el VIH o la
bronquiolitis. De hecho, debido a la importancia que esté teniendo el SARS-CoV-2 en
2020-2021, ya se esta tratando de relacionar la identificacion de ARN monocatenario
de dicho virus por los receptores TLR7 y TLR8 (Moreno-Eutimio et al., 2020), ya que
una mala produccién de estos podrian agravar las consecuencias. El hecho de que
las mujeres tengan mayor dosis génica del cromosoma X puede impedir que la carga
viral sea muy alta, pero los hombres, al solo tener un cromosoma X, sufren mas
problemas con una infeccioén viral aguda (Conti y Younes, 2020).

Ademas, el SNP resaltado del gen CD40LG tiene valores en los algoritmos de SIFT y
PolyPhen, lo que refuerza mas su importancia en el cambio de proteina producido.
Este gen estd muy estudiado, pudiendo ver que es el gen con la mayor heterogeneidad
clinica (es el gen con mas asociaciones a enfermedades comparando con el resto de
genes gue hemos estudiado), viendo que patrticipa, por ejemplo, en la proteccion frente
a infecciones como la malaria (Sabeti et al., 2002), o que una mutacion en este pueda
producir el sindrome de hiper-IlgM (Notarangelo etal.,, 1996), entre otras
enfermedades.

El hecho de poseer la alteracién de un SNP concreto incide en la probabilidad de tener
dicha enfermedad asociada a ese gen, pero podemos apreciar que mas de un gen
esta asociado a la misma enfermedad, causando lo que se denomina como
heterogeneidad génica. Un ejemplo es la bronquiolitis causada por el virus respiratorio
sinticial, que se ha relacionado con la mayoria de los genes de los que hemos hablado
en los resultados (el gen CD40LG, CYSTRL1, TLR7 y TLR8 estan relacionados)
(Siezen et al., 2009). Si un individuo tiene diferentes genes candidatos con los SNPs
asociados a la enfermedad, dicha persona tendra mas probabilidad a contraer la
enfermedad.

Relacionando estos datos con la actualidad, aunque el cromosoma X se ha tomado
en cuenta a la hora de realizar el GWAS que se esta realizando para estudiar el riesgo
de contraer el SARS-CoV-2, si tenemos en cuenta los valores de p que ellos
consideran para que sean resultados significativos (p-valor < 10-) (Ganna, 2021), no
se ha encontrado significacién en ninguno de los SNPs gque mencionamos en este
estudio. Aun asi, debemos mencionar que la cantidad de datos que dicho GWAS tiene
con respecto al cromosoma X, es mucho menor al que tiene con los demas

cromosomas autosémicos.
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Respecto a los datos obtenidos de GTEx Portal, es curioso ver como SNPs que

pertenecen a otro gen distinto, pueden estar asociados con la expresion del ARNm de

alguno de estos genes candidatos dependiendo del lugar donde se expresen. Es por

ello que se crearon los andlisis eQTLs, viendo asi el papel tan importante que tienen

los SNPs a la hora de regular la expresion de los genes humanos en general (Lalonde

et al., 2011). Esto amplia mas el abanico de posibilidades que hay para aumentar la

predisposicion a contraer una enfermedad, pues ya no solo hay que tener en cuenta

los genes candidatos directamente, sino los demas genes que los regulan.

6. CONCLUSIONES

A lo largo de este estudio, podemos sacar las siguientes conclusiones:

Se encontraron 7 SNPs distribuidos en 6 genes candidatos.

Destacamos la importancia de los genes CD40LG, TLR7 y TLR8 como
principales genes con un gran numero de enfermedades asociadas a ellos.
SNPs intrénicos dentro de los genes candidatos pueden intervenir en la
expresion del ARNm alterando el splicing o causando un cambio en la pauta de
lectura.

SNPs intrénicos de otros genes cercanos a los candidatos, regulan la expresion
del ARNm que se crea a partir de los genes candidatos mencionados.

SNPs intergénicos, es decir, que estan situados entre dos genes, también
intervienen en la expresion del ARNm de los genes candidatos.

La predisposicion a una enfermedad infecciosa aumenta cuanta mayor sea la
cantidad de SNPs que afecten a la secuencia de la proteina y a la expresion
del ARNm.

Un estudio de asociacion basado en el genotipado de estos SNPs seria
interesante en el contexto de enfermedades infecciosas para las cuales haya

descrita diferencias importantes de la gravedad en funcién del sexo.
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