Actualizacién

Puntos clave

Los polimorfismos

de nucleoétido simple
fueron elegidos como
la nueva generacioén de
marcadores genéticos,
siendo imprescindibles en
las investigaciones sobre
la base genética de las
enfermedades complejas.

La aparicion

de plataformas
de genotipado de
polimorfismos de
nucleétido simple de alto
rendimiento, y ademas
coste-efectivas, supuso
una revolucion en la
investigacion genémica,
haciendo posibles los
estudios de asociacién de
genoma completo.

Los primeros

resultados de los
estudios de asociacion
de genoma completo
abren nuevos frentes
en la investigacion de
enfermedades humanas:
identificacion de la
variante causal y estudio
de otras formas de
variabilidad genética,
como los copy number
variants.

Las nuevas técnicas

de secuenciacion
permiten la lectura de
regiones mas largas del
genoma en menor tiempo,
por lo que tienen multiples
aplicaciones dentro del
ambito de la genémica.

»- Nuevos métodos de

diagnostico molecular
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En los dltimos afios se ha producido una revo-
lucién en las tecnologias de genotipado que ha
hecho factible las aproximaciones a gran escala
o anivel de genoma completo en los estudios de
asociacién genética. Esto ha supuesto un gran
avance en el conocimiento de la base genética
de enfermedades complejas. Las tecnologias de
genotipado de alto rendimiento han utilizado
como marcadores genéticos los polimorfismos
de nucledtido simple (SNP, de single nucleotide
polymorphism) debido a su frecuencia, estabili-
dad, simplicidad y a su distribucién en el geno-
ma. Recientemente, estin apareciendo nuevas
tecnologias de secuenciacién coste-efectivas,
conocidas como secuenciacién de nueva ge-
neracién (NGS, de next-generation sequencing),
que tienen multiples aplicaciones, como el estu-
dio de genomas completos.

Polimorfismos de
nucledtido simple y
enfermedad compleja

Los SNP son las variantes genéticas mas comu-
nes en el genoma, y estin accesibles a través de
bases de datos pablicas'?. Consisten en el cam-
bio de una sola base nucleotidica en el contexto
de una secuencia genética. Para que una sustitu-
cién sea clasificada como SNP, la frecuencia del
alelo menor (MAF, de minor allele frequency)
debe ser > 1% en la poblacién.

Se caracterizan por ser:

- Mayoritariamente bialélicos, y por tanto féciles
de analizar mediante sistemas automatizados.

- Muy estables, con tasas de mutacién bajas.

- Muy frecuentes en el genoma (1 SNP/Kb),
lo que posibilita la creacién de mapas de alta
densidad de SNP.

Por estas propiedades fueron propuestos como
la nueva generacién de marcadores genéticos,

siendo imprescindibles en las investigaciones
sobre la base genética de las enfermedades
complejas, entre ellas el cincer.

El mecanismo etiopatogénico de las enfer-
medades complejas probablemente consiste
en un trastorno poligénico en el que la com-
binacién de alelos de diferentes genes, con
penetrancia individual baja y gran prevalencia
en la poblacién, definirfan la susceptibilidad
individual a padecer la enfermedad, mientras
que los factores ambientales modularian di-
cha susceptibilidad para determinar qué indi-
viduos desarrollarin finalmente la patologia®.
La identificacién de estas variantes comunes
se realiza mediante estudios de asociacién
caso-control, en los que se compara la fre-
cuencia de una variante genética entre dos
poblaciones (individuos enfermos frente a in-
dividuos sanos) con el objetivo de determinar
la implicacién de la misma en la susceptibili-
dad a la enfermedad®.

Tanto el Proyecto Genoma Humano como el
HapMap aportaron datos muy valiosos sobre la
frecuencia y herencia en bloques de los SNP*¢7.
Se observé que analizando un grupo bien selec-
cionado de SNP, denominados tagSNP, se podria
capturar hasta el 90% de la variabilidad genética
en poblacién europea®. Esta informacién, junto
con la aparicién de nuevas tecnologias de ge-
notipado basadas en arrays, en los que se puede
analizar de forma simultdnea hasta 2 x 10° mar-
cadores por muestra, hizo realidad los estudios
de asociacién de genoma completo’ (GWAS,
de genome-wide association studies) (fig. 1). Estos
estudios representan un nuevo método para la
identificacién de alelos de bajo-moderado ries-
go asociados a enfermedades comunes. A dife-
rencia de los estudios de asociacién clisicos en
los que se plantea la hipétesis del gen candidato
seleccionado segun criterios bioldgicos, patolé-
gicos o moleculares, en el GWAS las hipétesis
se generan a partir de los resultados'®!.
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En los ultimos afos se ha
producido una revolucion
en las tecnologias de
genotipado, que ha hecho
factibles las aproximaciones
a gran escala o a nivel de
genoma completo en los
estudios de asociacion
genética. Esto ha supuesto
un gran avance en el
conocimiento de la base
genética de enfermedades
complejas.

Se postula que las
enfermedades complejas
siguen un modelo de
herencia poligénica en el que
la combinacion de variantes
genéticas comunes en la
poblacién, y con penetrancia
individual baja, definirian la
susceptibilidad individual a
padecer la enfermedad.

Las variantes genéticas
mas comunes son los
polimorfismos de nucleétido
simple (SNP, de single
nucleotide polymorphism),
que han sido utilizados
como marcadores por las
distintas tecnologias de
genotipado. Estas han
evolucionado hacia la
caracterizacion simultanea
de gran nimero de SNP/
muestra, mediante lo que
se denominan plataformas
de alto rendimiento o high-
throughput.

Los SNP fueron asi
seleccionados como la
nueva generacion de
marcadores genéticos,
siendo imprescindibles en la
investigacion genémica de
las enfermedades complejas.

Los estudios de asociacion
genética caso-control en los
que se compara la frecuencia
de una variante genética
entre dos poblaciones son
muy Utiles para identificar
SNP de susceptibilidad a
enfermedades complejas.

HapMap
Seleccidon de SNP para el
tagging de los haplotipos
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Genotipado

300.000-500.000 SNP genotipados
en arrays de alta densidad
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Estudio caso-control
Comparacién de las frecuencias
alélicas en casos y controles

!

Resultado del scan genémico
Las diferencias significativas entre las
frecuencias alélicas son indicativas de
la posible presencia de Loci o genes de
susceptibilidad
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Figura 1. Estrategia GWAS (genome-wide association studies). Se estudia la distribucion de los
genotipos compardndolos en una poblacion de individuos sanos y otra de afectados por la enfermedad.

Adaptada de Mathew'. Nat Rev Genet. 2008.

Plataformas de
genotipado masivo
de polimorfismos de
nucleotido simple

La tecnologia de genotipado ha evolucionado
hacia la caracterizacién simultinea de gran
nimero de SNP, mediante lo que se deno-
minan plataformas de alto rendimiento o
high-throughpus'>". Estas plataformas se han
desarrollado a partir de la puesta a punto de
nuevos protocolos de reaccién quimica (la sin-
gle base extension, o SBE, y la allele-specific oli-
gonucleotide ligation, w OLA) y métodos de de-
tecciéon como el MALDI-TOF y la deteccién
fluorescente, que permiten la identificacién de
alelos en varios SNP al mismo tiempo (lo que
se conoce como reacciones multiplex). Las prin-
cipales plataformas comerciales de este tipo son
tres: MassARRAY-Sequenom®, Illumina® y
Affymetrix® (fig. 2).

1. MassARRAY Sequenom®. Es la tecnologia
mas flexible en cuanto a la capacidad de inclu-
sién de SNP para el genotipado, aunque sélo
ofrece la posibilidad de genotipar SNP elegidos
por el usuario. La tecnologia iPLEX® Gold se
basa en la extension de un primer en un Gni-
co nucledtido; posteriormente la identidad del
mismo se determina a través de su tiempo de
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vuelo en un espectémetro de masas de tipo
MALDI-TOF.

2. Tllumina®. Es una de las plataformas con
mayor capacidad de SNP por reaccién, pu-
diendo ademds analizar varias muestras en pa-
ralelo. Dentro de sus ofertas de genotipado se
encuentran tanto los arrays a medida (custom
arrays basados en las tecnologias GoldenGate®
y VeraCode®), como los arrays para genomas
completos (tecnologia Infinium®), cuya cober-
tura ha ido aumentando, acercindose en estos
momentos a los 2M de marcadores.

3. Affymetrix®. Se basa exclusivamente en
arrays comerciales con marcadores ya preesta-
blecidos. Ademids de los de genoma completo
(Afly 6.0 y Human 20K CSNP Kit), existen
otros con regiones diana especificas, como el
Human Immune and Inflammation 9K SNP
Kit, que incluye marcadores en genes relaciona-
dos con las rutas del sistema inmunitario.

GWAS: interpretacion
de resultados y
aproximaciones
futuras

La base genética de muchas enfermedades
complejas ha sido abordada con éxito mediante
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Figura 2. Tecnologias high-throughput de genotipado de polimorfismos de nucledtido simple.
A Affymetrix®. B. MassdRRAY-Sequenom®. C. llumina®.

los estudios GWAS. Se han identificado y re-
plicado asociaciones de las variantes genéticas
relacionadas con enfermedades como la diabe-
tes tipo 1, o los cdnceres de colon y préstata'* .
Los resultados obtenidos son compatibles con
un modelo de herencia poligénico. Sin embar-
go, estas variantes presentan, en general, unos
riesgos asociados moderados (odds ratio [OR]
= 1-1,25), son muy comunes (MAF > 10%) y
la mayoria corresponde a tagSNP, los cuales no
suelen tener una importancia funcional por ellos
mismos, por lo que se desconoce la base mole-
cular de la asociacién encontrada’. En conse-
cuencia, es necesario realizar una secuenciacién
masiva de estos /oci para identificar la variante
causal, asi como promover estudios a gran es-
cala en los que se analice un mayor nimero de
muestras en arrays con mayor densidad de SNP.
Otra aproximacion es efectuar metaandlisis de
GWAS, algunos de los cuales ya han identifica-
do con éxito nuevos /oci de susceptibilidad®%,
asi como explorar otras formas de variabilidad
genética.

Recientemente se ha descubierto que las varian-
tes estructurales mds comunes, que represen-
tan mds del 15% de la variabilidad genética del
genoma, son aquellas que afectan al nimero
de copias de un fragmento de ADN*%. Estas
variantes, denominadas copy number variants
(CNV), se definen como fragmentos de ADN
(de 1 Kb hasta varias IMb) que presentan un ni-
mero variable de copias en comparacién con el

genoma de referencia. Las consecuencias fun-
cionales de los CNV incluyen: alteracién de la
dosis génica y disrupcién de genes o de elemen-
tos reguladores de la expresién. De ahi deriva
su implicacién en la etiologia de enfermedades
complejas y mendelianas?®?. Compafifas como
Affymetrix® e Illumina® han redisefiado sus
arrays de GWAS para incluir sondas especifi-
cas de CNV, lo que permite estudiar las impli-
caciones de estas variantes en el desarrollo de
enfermedades complejas. Aunque la hibridacién
genémica comparada (CGH, de comparative ge-
nomic hybridization) es la metodologia mds uti-
lizada para estudiar CNVZ% se espera que las
nuevas tecnologias de secuenciacién permitan
una mayor definicién de estas regiones génicas.

Secuenciacion de
nueva generacion

Desde la invencién a finales de los setenta de los
métodos de secuenciacién de ADN, el método
enzimdtico de Sanger ha sido el gold standard
de la secuenciacién. Este método automatiza-
do permite la lectura de secuencias de ADN de
una longitud de hasta 750 pb, con una altisi-
ma precision de lectura. A pesar de la innega-
ble aplicabilidad de la técnica, a partir del afio
2003 empezaron a aparecer nuevas estrategias
que combinaban la secuenciacién de miles de
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Los proyectos Genoma
Humano y HapMap
aportaron datos muy
valiosos sobre la frecuencia
y herencia en bloques de los
SNP.

Los resultados obtenidos
en los GWAS abren nuevos
frentes en la investigacion
de enfermedades
humanas, que van desde
la secuenciaciéon masiva de
los loci de susceptibilidad
identificados, en busqueda
de la variante causal, hasta
el estudio de otras formas
de variabilidad genética.

Los copy number variants
(CNV) son las variantes
estructurales mas comunes
y representan mas del 15%
de la variabilidad genética
del genoma. Es conocida su
implicacion en la etiologia
de enfermedades complejas
y mendelianas por alteracion
de la dosis génica.

La aparicion de las
nuevas metodologias

de secuenciacion (NGS,
de next-generation
sequencing), que permiten
la caracterizacion de
regiones del genoma mucho
mas largas en periodos
menores de tiempo y de
forma coste-efectiva,

estéa revolucionando la
investigacion genomica.

La NGS tiene multiples
aplicaciones, que incluyen
desde la caracterizacion
de loci de susceptibilidad
identificados en los GWAS,
hasta la secuenciacion

de genomas completos y
estudios de ARN.
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Los estudios de asociacion
proporcionan una
aproximacion muy potente
a la hora de determinar

las variantes genéticas de
baja susceptibilidad que
predisponen a desarrollar
una patologia. Los estudios
de asociacion suponen una
herramienta fundamental en
este aspecto, ya que permiten
la investigacion de un gran
niimero de genes y regiones a
lo largo de todo el genoma.

incorporado a las cadenas en sintesis.

pequefios fragmentos de ADN con un en-
samblaje posterior para crear lecturas de varios
Mb. Estas nuevas técnicas fueron denominadas
next-generation sequencing. La principal ventaja de
estas nuevas plataformas es la capacidad de pro-
duccién de grandes volimenes de datos de forma
coste-eficiente™.

En la actualidad, las plataformas NGS disponi-
bles son principalmente 4: 454 FLX Roche, GS
FLX Genome Analyzer o Solexa (Illumina),
SOLiD™ (Applied Biosystems) y HeliSco-
pe™ (Helicos Biosciences) (fig. 3). A pesar de
que difieren en cuanto a la metodologia quimica
usada y a la generacién del array de secuencias,
el esquema de trabajo es similar: la preparacién
de una libreria de fragmentos, seguida de una
amplificacién y una ligacién a adaptadores. El
proceso de secuenciacion alterna ciclos enzima-
ticos con un registro de fluorescencia que per-
mite determinar la secuencia.

Los avances en las tecnologias NGS serdn de
especial utilidad no sélo para la caracteriza-
cién de Joci de susceptibilidad identificados en
GWAS vy asociados a enfermedades comple-
jas, sino también para la resecuenciacién de
genomas, secuenciacién de genomas de novo,

>>
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Figura 3. Plataformas next-generation sequencing. 4. SOLiD™. Consiste en una amplificacion

por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en emulsion seguida de la secuenciacion por ligasas. La
secuenciacion incluye, ademds, la introduccion de una codificacion de las sondas por pares de bases, de forma
que la identidad de cada base es comprobada por duplicado. B. Solexa. Se basa en una “bridge PCR” y
una reaccion de secuenciacion con adicion de terminadores reversibles en cada ciclo. C. 454 FL.X Roche.
Combina el uso de una PCR en emulsion y la pirosecuenciacion. D. HeliScope™. No existe amplificacion
clonal. En su lugar, se usa un sistema de fluorescencia muy flexible que permite la deteccion del nucledtido

determinacién de regiones de interaccién pro-
teina-ADN, andlisis de metilacién o analisis de
distintos tipos de ARN (ARN-Seq). De hecho,
cabe destacar la importancia de estas tecnolo-
gias en proyectos actuales como el 1000Geno-
mes Project’*? y el proyecto de secuenciacién
del genoma Neanderthal®.

Ademis de las plataformas descritas, se espera
que durante el 2010 salgan al mercado nuevas
tecnologias con modificaciones del método, que
ya se han bautizado como next-next-generation
o tercera generacién (Pacific Biosciences, Life/
Visigen, LI-COR Biosciences)*.
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