Hablemos de...

El proyecto HapMap

ANGEL CARRACEDO
Fundacién Puablica Gallega de Medicina Genémica (SERGAS). Centro Nacional de Genotipado. Universidad de Santiago de Compostela.
Facultad de Medicina. Santiago de Compostela. A Corufia. Espafa.

A
|
|

S S ———

Roger Ballabrera

GH CONTINUADA. JULIO-AGOSTO 2007. VOL. 6 No 4 201



HABLEMOS DE...
El proyecto HapMap
A. Carracedo

Los polimorfismos nucleotidicos simples (SNP, del inglés sin-
gle nucleotide polymorphisms) son los marcadores ideales para, a
través de estudios de asociacién, encontrar los genes implica-
dos en enfermedades comunes o genéticamente complejas.

Si bien a raiz del Proyecto Genoma Humano se descubrieron
y validaron millones de SNP, este tipo de estudios era poco
eficaz y econémicamente casi inviable para los andlisis gend-
micos globales, hasta que el descubrimiento de que el genoma
humano estd compuesto por bloques haplotipicos, donde ape-
nas hubo recombinacién separada por segmentos con altisima
recombinacién, abri6é nuevas perspectivas. Si fuésemos capaces
de identificar los bloques haplotipicos y encontrar los Tag
SNP que definen los bloques, el andlisis de SNP para realizar
un andlisis genémico global podrian pasar de 11 millones de
SNP a alrededor de 400.000 SNP, lo que los harfa mucho mis
asequibles y eficaces.

Este es el objetivo principal del proyecto HapMap, cuya pri-
mera fase acaba de concluirse y que consistié en el andlisis de
todos los SNP conocidos con una frecuencia esperada de al
menos el 5% (esto es algo mas de un millén de SNP) en cada
una de 269 muestras seleccionadas para el proyecto de pobla-
ciones del este de Asia, de origen europeo y africanas.

Los Tag SNP identificados y las herramientas informadticas
desarrolladas en el proyecto HapMap, conjuntamente con la
creacién en algunos paises de grandes centros de genotipado
(CeGen en Espafia), estin permitiendo el suefio de abordar el
andlisis del componente genético de la enfermedad comun en
un gran nimero de enfermedades.

En 1980 Whyman y White! describieron el primer polimor-
fismo de un simple cambio de base en el dcido desoxirribonu-
cleico (ADN). Este tipo de polimorfismos actualmente se de-
nominan SNP y son, en general, polimorfismos bialélicos, lo
cual significa que en una posicién determinada del genoma
podemos tener, por ejemplo, una A o una T, de modo que los
individuos podemos ser AA, AT o TT. Desde entonces, se
ha ido acumulando informacién creciente sobre este tipo de
polimorfismos. Tras la finalizacién del Proyecto Genoma
Humano, se comprobé que el nimero de SNP era muy
abundante y actualmente se superan los 11 millones en el ge-
noma humano recogidos en bases de datos publicas o privadas
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

Los SNP actuarian como marcadores para localizar genes in-
volucrados en enfermedades, gracias a la enorme ventaja de su
densidad en el genoma, que es aproximadamente de un SNP
cada 300 pares de bases. La idea seria realizar estudios de aso-
ciacién con un grupo de pacientes y un grupo control de mo-
do que se puedan encontrar SNP (y en consecuencia genes)
asociados a una enfermedad. Por ejemplo, se trataria de reco-
ger ADN de un grupo de personas que tuviera hipertension
arterial u otra enfermedad compleja, y un grupo de personas
que no la tuviera. Si un SNP particular es mas frecuente en la
gente con hipertensién, podria utilizarse para localizar e iden-
tificar un gen implicado en la hipertensién. La localizacién de
los genes involucrados en enfermedades complejas (esto es, las
que tienen un componente multigénico y otro ambiental que
interactian entre si) es tremendamente importante, ya que és-
tas representan el gran reto actual de la medicina y la farmaco-
logia. Estamos hablando de las enfermedades mds comunes y
de mayor mortalidad y morbilidad, como el cdncer, la hiper-
tension, la diabetes, las enfermedades psiquidtricas, las jaque-
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cas, etc., en los que la farmacopea actual tiene una eficacia me-
dia limitada.

Si localizdramos los genes involucrados en estas enfermeda-
des, podriamos subclasificarlas mejor y, en consecuencia, tra-
tarlas mejor. Ademas, el descubrimiento de nuevos genes im-
plicados en estas enfermedades permitiria obtener nuevas
dianas a las que dirigir los farmacos. Por ultimo, el hecho de
descubrir variaciones en el dmbito del ADN que condicionen
la respuesta a firmacos (farmacogenética) permitiria el desa-
rrollo de la medicina personalizada.

Pero incluso con el enorme progreso tecnoldgico realizado en
los ultimos afios, el andlisis de un nimero tan enorme de SNP
(imaginemos 10 millones) en un grupo de individuos (ponga-
mos 2.000) supondrian 20.000 millones de genotipos para
analizar el genoma completo, lo que serfa muy dificil prictica-
mente, y casi inviable econémicamente. Los analisis genémi-
cos globales, que, respecto a analizar genes candidatos, tienen
la ventaja de evitar sesgos hacia genes concretos, serfan pricti-
camente inviables.

La evidencia de que el genoma humano estd constituido por
bloques haplotipicos?, con apenas recombinacién dentro de
cada bloque, abri6 una nueva etapa de ilusién. Ahora sabemos
que hay segmentos de cromosomas ancestrales que no se han
roto por recombinacién y que estin separados por segmentos
donde la recombinacién es frecuente. Estos segmentos son los
bloques haplotipicos.

Esto quiere decir que en un bloque donde hay, por ejemplo, 30
0 40 SNP, por definicién todos polimérficos, en realidad sélo
hay unas pocas variaciones haplotipicas. Asi, en una poblacién
dada, el 55% de las personas podria tener una versién del ha-
plotipo; el 30%, otra; el 8%, una tercera, y el resto, unos pocos
haplotipos menos comunes.

Si conociésemos la estructura de estos bloques e identificise-
mos los Tag SNP que definen la variacién en cada bloque, po-
drfamos reducir muy significativamente el nimero de SNP
necesarios para un estudio de asociacién. Se calcula que hay
aproximadamente de 300.000 a 600.000 Tag SNP, que es con-
siderablemente menos que 11 millones de SNP, lo que posibi-
lita hacer estudios de asociacién con una eficacia mucho ma-
yor y hace posible y asequible realizar incluso barridos
gendémicos globales.

Gracias al ADN mitocondrial sabemos que somos una especie
relativamente joven que surgi6 en Africa hace algo menos de
150.000 afios. Cuando los humanos migraron de Africa lleva-
ron con ello parte de la variacién que habia en la poblacién
ancestral, aunque no toda. Como resultado de esto, los haplo-
tipos vistos fuera de Africa tienden a ser subgrupos de los que
se encuentran alli. Ademds, los bloques haplotipicos de las po-
blaciones no africanas tienden a ser mds largos que los encon-
trados en poblaciones africanas, ya que su historia es mucho
mids larga y han tenido mds tiempo de romperse por episodios
de recombinacién.

Dentro de un bloque haplotipico, las frecuencias de los haplo-
tipos varian de regién a regién debido a variacién al azar, fe-
némenos de seleccién y otros mecanismos genéticos. Al mis-
mo tiempo, mutaciones en las secuencias de ADN han creado
nuevos haplotipos que también tienen distribuciones pobla-
cionales. Los mis recientes, por ejemplo, no han tenido atn
tiempo de extenderse fuera de la poblacién y el drea geogrifica
donde se han originado.



Y ésta fue la finalidad del proyecto internacional HapMap,
que consiste no s6lo en un catdlogo de las variantes genéticas
comunes simples que ocurren en el genoma humano, y en el
andlisis de cdmo estdn distribuidas esas variantes en las distin-
tas poblaciones humanas, sino también en el dibujo de los blo-
ques haplotipicos en las principales poblaciones y en la identi-
ficacién de los Tag SNP que definen la variacién en cada
bloque. La finalidad tltima del proyecto es encontrar, gracias a
este esfuerzo, genes involucrados en enfermedades complejas y
entender mejor la respuesta individual a los farmacos (farma-
cogenética).

Como ocurrié con el Proyecto Genoma Humano, el proyecto
HapMap (www.hapmap.org) es una colaboracién de cientifi-
cos y agencias de varios paises. En este caso, cooperan Estados
Unidos, Japén, el Reino Unido, Canadd, China y Nigeria.
Oficialmente, el proyecto comenzé en octubre del 2002 y la
primera fase terminé 3 afios mds tarde (Internacional Hap-
Map Consortium, 2005)3.

El consorcio HapMap estd analizando 269 muestras de 3
grandes grupos poblacionales: africanos (yorubas, ibadan, Ni-
geria), Este de Asia (japoneses de Tokio y chinos Han de Pe-
kin) y europeos (residentes en Utah, con antepasados del
Norte y Oeste de Europa). En el Instituto Coriell se inmor-
talizaron lineas celulares provenientes de estas muestras y se
analizaron en centros de genotipado de los diferentes paises
del consorcio.

El objetivo de la fase I del proyecto fue genotipar al menos un
SNP comuin (con una frecuencia esperada de 0,05 o mas) cada
5 Kb del genoma en cada una de las 269 muestras (esto es mds
de un millén de SNP en cada una de las muestras). En la fase
IT del proyecto, que acaba de iniciarse, se quiere analizar 4,6
millones de SNP adicionales en cada una de las muestras
HapMap.

Ademis de esto, en la fase I se eligieron 10 regiones de 500 Kb
cada una (seleccionadas del proyecto ENCODE-Encyclope-
dia of DNA Elements) que se secuenciaron en 48 individuos y
todos los SNP de esas regiones, bien descubiertos en el anali-
sis, bien existentes en la base dbSNP (la base publica més im-
portante de SNP), se genotiparon en el grupo completo de
269 muestras.

Gracias al HapMap, no sélo se pudo determinar con mayor
precision la frecuencia de los SNP analizados, sino, y esto es
mucho mds importante, se pudo conocer la estructura de los
bloques haplotipicos. El desarrollo paralelo de excelentes soft-
ware de andlisis (Haploview) permite a los investigadores ha-
cer disefios adecuados de sus estudios y elegir aquellos SNP
(Tag SNP) que definen el bloque. También la informacién es
esencial para poder elegir posibles SNP causales de una enfer-
medad con componente genético.

La primera fase del proyecto HapMap confirmé la generali-
dad de puntos calientes de recombinacién junto con largos
segmentos con un fuerte desequilibrio de ligamiento y diversi-
dad haplotipica.

El proyecto HapMap estd ya permitiendo acelerar la identifi-
caci6én de los factores genéticos implicados en enfermedades.
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Su éxito o fracaso se medird en términos de genes descubier-
tos y la mejora del conocimiento de las bases de las enferme-
dades y su tratamiento.

Pero para que esto sea un éxito, necesitamos un esfuerzo im-
portante en otros 4mbitos. En primer lugar, que los cientifi-
cos sean capaces de organizar consorcios bien establecidos
para estudios de asociacién con disefios adecuados, en los que
se recoja un numero importante de muestras en pacientes y
de controles con todas las garantias éticas y legales, y en los
que se defina muy bien el rasgo fenotipico que queremos ana-
lizar. Se estin encontrando muchisimas asociaciones entre
genes y enfermedades, y muy pocas se estin pudiendo repli-
car, pero estamos aprendiendo rdpidamente. Hoy sabemos
que la poblacién importa, que podemos seleccionar poblacio-
nes para obtener ventajas (con la obtencién de ventajas del
aislamiento, por ejemplo, o de la mezcla reciente), pero que
también pueden causar problemas (como los derivados de po-
sibles estratificaciones de la poblacién). También sabemos
que la enfermedad importa y que la definicién de la enferme-
dad, sus sintomas o la poblacién control es esencial y esta le-
jos de ser ficil. Por ultimo, sabemos que hay muchas causas
genéticas que pueden alterar los resultados, por lo que la re-
plicacién del estudio en una poblacién independiente es
esencial.

En segundo lugar, es importante que los cientificos puedan
disponer de centros de genotipado, donde se puedan analizar
de forma masiva SNP, y que dispongan de herramientas
bioinformaticas que les permitan analizar una informacién tan
compleja.

En Espafa, afortunadamente, disponemos de un Centro Na-
cional de Genotipado (www.cegen.org), con una infraestruc-
tura y robdtica muy buena, herramientas bioinformadticas exce-
lentes y un personal muy preparado en genotipado y estudios
de asociacién, que utilizan la informacién proporcionada por
HapMap para el disefio de los estudios. En este centro, se estd
realizando un importante nimero de proyectos por parte de
consorcios de investigadores de Espafia, desde grandes pro-
yectos en los que se analiza todo el genoma, o proyectos me-
dianos o pequefios que seleccionan genes candidatos.

Estos proyectos, al igual que otros que se estin haciendo en
otros centros de genotipado del mundo, estin ya proporcio-
nando importantes resultados, por lo que el éxito de las aplica-
ciones del proyecto HapMap parece garantizado, y parece cla-
ro que el conocimiento derivado del proyecto contribuird, en
los préximo afios, a una comprension y tratamiento mejores
de las enfermedades.
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