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Abstract—Las tecnologias de secuenciacion masiva estan pro-
duciendo un enorme volumen de datos genémicos cuyo analisis
requiere la aplicacion y desarrollo de nuevas técnicas computa-
cionales capaces de tratar la dimensionalidad y complejidad de
estos datos.

Los polimorfismos de nucleétido simple (Single Nucleotide
Polymorphisms -SNPs-) son una de las formas mas comunes de
variacion genética, y miles de estas variaciones han sido descritas
en la literatura especializada como marcadores de enfermedades.
Identificar SNPs y anotar su papel funcional en el organismo
humano resulta, por lo tanto, de una gran relevancia. Esta
tarea es habitualmente desempeiiada por expertos humanos, que
leen la literatura biomédica y extraen el conocimiento relevante
para anotar, en bases de datos especializadas, la informacion
sobre cada SNP. Existen herramientas software que asisten a los
expertos en este proceso, pero ninguna de estas herramientas
estudia la asociacion de SNPs a regiones reguladoras como los
Sitios de Union de Factores de Transcripcion (Transcription
Factor Binding Sites -TFBSs-).

Este articulo presenta una metodologia para ayudar a los
expertos humanos en la anotacion de SNPs en secuencias de
genoma completo, incluyendo no sélo genes sino también TFBSs.
Nuestra principal aportacion es el uso de una medida novedosa,
CSintuit, basada en tecnologia difusa y conjuntos intuicionistas,
para efectuar comparaciones mas precisas entre secuencias de
ADN y detectar TFBSs afectados por SNPs.

Index Terms—bioinformatica, regulacion genética, conjuntos
intuicionistas, tecnologia difusa, deteccion y anotacion de SNPs

I. INTRODUCCION

Actualmente, las tecnologias de secuenciaciéon de ADN
generan una gran cantidad de datos que hacen necesario el
desarrollo de herramientas computacionales que nos permitan
analizar y extraer conocimiento relevante de los mismos [1].
Este conocimiento ayuda a los cientificos a entender mejor
cémo funcionan los organismos vivos y a averiguar como se
producen las enfermedades, de forma que puedan desarrollarse
métodos adecuados para prevenirlas.

Estudios recientes han demostrado que los polimorfismos
de nucleétido simple (SNP) tienen un papel muy importante
en los desérdenes sistémicos. Los SNPs son mutaciones en la
cadena de ADN qué dnicamente afectan a un nucledtido, es
decir, consisten en la sustitucién de una base por otra en la
cadena de ADN. Dependiendo de en qué lugar se produzcan,
esta mutaciéon puede alterar drdsticamente un proceso de
regulacién celular o no presentar ningtin efecto. De hecho,
un genoma humano puede llegar a tener mas de tres millones
de SNPs, de los cuales se conocen, al menos, 9000 cambios

en aminodcidos que hacen que varie la proteina generada [23].
Por tanto, anotar los efectos que dichos SNPs pueden producir
es una tarea fundamental para entender los mecanismos de
regulacién y asignar relevancia clinica a estas mutaciones [2].

Tradicionalmente, se pensaba que los SNPs sélo afectaban
a la regulacion de los organismos cuando éstos estaban local-
izados en las regiones de los genes que codifican proteinas
(exones). En efecto, los cambios producidos en exones son
habitualmente trasladados a la secuencia de aminodcidos de
la proteina, lo que a su vez puede modificar las propiedades
y estructura terciaria de la misma [3].

Sin embargo, la regulacién celular es un proceso com-
plejo en el que intervienen multitud de mecanismos. La
transcripcion de un gen es uno de los procesos clave en
la regulacién celular. Este proceso comienza cuando una o
varias proteinas, llamadas factores de transcripcion (TF), se
unen a la cadena de DNA situada cerca del gen en unos
lugares denominados Sitios de Unién de Factores de Tran-
scripciéon (Transcription Factor Binding Site -TFBS-). Estas
interacciones proteina-ADN juegan un papel crucial en la
regulacién de la transcripcién, ya que activan e inhiben la
maquinaria de transcripcion de la célula. Por tanto, estudiar
dichas interacciones y encontrar los TFBSs asociados a los TFs
en las cadenas de ADN se ha convertido en un problema que
estd atrayendo la atencién de la comunidad cientifica [4], [18],
[15], [16]. Ademas, existen bases de datos como Jaspar [11] y
TRANSFAC [12] que contienen TFs y sus motivos de unién
conocidos.

Debido a la importancia de los TFs y TFBSs en la reg-
ulacién de la transcripcion, las herramientas de anotacion
de genomas deberian ser capaces de permitir el andlisis de
aquellos SNPs localizados en TFBSs. Con ello, se podrian
estudiar mds profundamente los procesos de regulaciéon y
descubrir la asociacién de SNPs con diversos fenotipos de
enfermedades. Sin embargo, las herramientas de anotacién
disponibles actualmente se centran Unicamente en anotar SNPs
en genes y exones [2], [19], [20].

En este articulo se propone una nueva herramienta que per-
mite anotar secuencias gendmicas pertenecientes a cualquier
zona del genoma. La anotacién se realiza usando informacion
tanto de genes como de TFBSs conocidos. El procedimiento
se describe a continuacion. Primero, se alinean las secuencias
obtenidas mediante las tecnologias de secuenciacion de ADN
contra un genoma de referencia. Después, se buscan los SNPs
en el alineamiento generado. Una vez identificados los SNPs
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y sus secuencias contexto (secuencias formadas por las bases
que rodean al SNP), éstos son buscados en diferentes bases
de datos de secuencias pertenecientes a genes, SNPs y TFBSs
para recuperar la informacién asociada a la localizacién del
SNP. Una de las claves de este proceso es que la bisqueda
en bases de datos de TFBSs se realiza utilizando la medida
CSintuit, basada en conjuntos intuicionistas, que nos permite
analizar las secuencias con y sin SNP.

El articulo estd organizado como sigue. La seccién Métodos
describe los diferentes componentes de la herramienta y los
pasos que se llevan a cabo para realizar el andlisis. Esta seccién
incluye una descripcion del proceso de busqueda de SNPs y
la anotacion de dichos SNPs mediante consultas en bases de
datos especializadas utilizando la medida CSintuit para com-
parar secuencias de ADN. Por tltimo, la secciéon Resultados
muestra un ejemplo de anotacién de SNPs en un cromosoma
humano y un resumen de los resultados encontrados.

II. METODOS

La metodologia propuesta consiste en la creacién de un
pipeline que consta de dos pasos: la bisqueda de SNPs
y la anotacién de los mismos. El primer paso aborda el
alineamiento de secuencias contra el genoma de referencia
y analiza dicho alineamiento para detectar las variaciones
(SNPs). La anotacién de SNPs consiste en identificar si los
SNPs encontrados forman parte de un gen o de un TFBS
para poder asignarles un papel funcional a los mismos. En
este proceso proponemos el uso de CSintuit, una medida
de similitud basada en conjuntos intuicionistas que permite
comparar cadenas de ADN de forma mas precisa.

A. Biisqueda de SNPs

La fase de busqueda de SNPs tiene dos partes, la fase de
mapeo, en donde las secuencias son alineadas a un genoma de
referencia, y la fase de bisqueda de SNPs en la que, utilizando
un método bayesiano, cada posicién del alineamiento es anal-
izada con el objetivo de determinar si dicha posicion contiene
un SNP. Los detalles sobre estos métodos bayesianos pueden
consultarse en otros trabajos [6], [7]. Para el alineamiento
utilizamos el algoritmo de Burrows-Wheeler (BWA) [8].

B. Anotacion de SNPs

Tras identificar SNPs en el genoma analizado, éstos deben
ser anotados para identificar su funcionalidad y, en su caso,
su relevancia clinica. Para ello, los SNPs encontrados son
buscados en la base de datos dbSNP[9], utilizando el algoritmo
BLAST [21], para determinar si el SNP identificado ya ha sido
documentado en trabajos previos. Si el SNP no se encuentra
en dbSNP, se realiza una busqueda en la base de datos
Genbank [10] para determinar si el SNP estd localizado en
un gen.

Anotacion de SNPs en TFBSs: Para determinar si un SNP
forma parte de un TFBS, utilizamos las bases de datos
TRANSFAC [11] y Jaspar [12]. Estas bases de datos contienen
una lista de secuencias motivo conocidas a las que cada factor
de transcripcion tiende a unirse, junto con una matriz PSSM
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(position-specific scoring matrix) que proporciona informacién
acerca de las frecuencias de aparicién de cada base en cada
posicion de la secuencia consenso. Determinar si una secuen-
cia con un SNP estd asociada a un TFBS no resulta trivial, y la
comparacién de cadenas de ADN contintia siendo un problema
abierto que atrae la atencién de la comunidad cientifica [4],
[15], [16].

Mientras que la mayoria de las medidas actuales utilizan
Unicamente la matriz PSSM, CSintuit [4] hace uso de la
informacion que porta esta matriz para asignar valores de
similitud en funcién del grado de conservacién de las bases de
las distintas posiciones de la secuencia. De este modo, nuestro
enfoque utiliza CSintuit [4] para obtener un valor de similitud
entre una secuencia de consulta y un motivo TFBS.

CSintuit representa cada combinacién de dos posiciones en
la secuencia como un conjunto intuicionista. La definicién de
conjunto intuicionista estd basada en la teoria de conjuntos
difusos [13]. La teoria de conjuntos difusos utiliza una funcién
de pertenencia para determinar el grado de pertenencia de un
elemento al conjunto. La teoria de conjuntos intuicionistas
aflade el concepto de funcidn de no pertenencia [14]. Sea X
el universo de discurso. Un conjunto difuso intuicionista A en
X se define como:

A={(z,pa(z),va(z)) : € X}, (1)

donde pa,va : X — [0,1] denota la funcién de pertenencia
y no pertenencia de A, respectivamente, de forma que se
satisface: 0 < g4 +v4 < 1 para todo x € X. Por lo tanto, el
grado de incertidumbre de x en A es wa(z) =1 — pua — va.

El universo de discurso usado por CSintuit es B X B es
decir, el conjunto de las 16 combinaciones posibles de dos
bases (AA, AC, ..., TT).

La funcién de pertenencia se calcula usando la siguiente
expresion:

/L[llfij (b17b2) :P(bla b27i7j)+

P(by,i) + P(bs, j)
2 9
@)
donde M representa el conjunto intuicionista de las
columnas i y j de la representacion del TFBS ya comentada
a la que llamaremos motivo, P(b1,ba,1,7) es la probabilidad
de que las bases by y by aparezcan en la posicién ¢ y j en una
de las secuencias del motivo, u ™ (b1,bs) estd en el rango
0< pm (b1, by) < 1,y P(by,i) es ‘la probabilidad de que by
aparezca en la posicién ¢ de una secuencia, informacién que
puede obtenerse de la matriz PSSM.
La funcién de no pertenencia puede calcularse mediante la
siguiente expresion:

+ (1 *P(blab%i:j))

1G] +IC
v (b, b2) = | ———5—— | (1= (b1, b2)), ()

donde IC’I? — 2+P(p) lggz(P(b’p)) es el contenido de infor-

macién normalizada de la base b en la posicién p, vim (b1, b2)
estd en el rango 0 < Vi (b1,b2) < 1,y se cumple que
,tLIM (bl, bg) + VIJ\/I (b1, bg) < 1.
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El valor de la medida para una cadena de ADN de dos
bases se calcula a partir de la funcién de pertenencia y no
pertenencia mediante la siguiente expresion:

SCirluin(b1,b2) = ppar (b1, by) (max(vpar ) — vy (by, bo)),
' “)
donde max(v;m) es el maximo grado de no pertenencia
encontrado para las posiciones ¢ y j considerando todas las
combinaciones posibles de by, by € B2,
Para poder realizar comparaciones entre los distintos valores
obtenidos es necesario realizar un proceso de normalizacion:

NSC i (b1, b2) =
(b1,b2) — min(SC}7, ., (b1, b2)) o)
(b17 b2)) - min(SCz';l]tuit(bh b2))

i,J
Scintuit

max(SCH

intuit

: i ij
donde min(SC;7,...) y max(SC;7,. ;) son los valores
minimos y maximos obtenidos, respectivamente, en la posicién
(@, j) del motivo.
Por dltimo, para una cadena de ADN S de tamaifio n, la

medida CSintuit puede calcularse del siguiente modo:

n—1 n
SCintuit = D NSCiluin(Si,S))- (6)
i=1 j=i+1

Gracias a la precision de CSintuit en la comparacién de
cadenas de ADN, resulta muy conveniente utilizar esta medida
para estudiar si un SNP afecta de forma critica a un TFBS.
Para esto, se realizan dos buisquedas, una para la cadena de
ADN mutada y otra para la cadena original. Si una de las
dos cadenas es similar a un motivo y la otra no, podemos
concluir que el SNP estd silenciando o activando el TFBS
correspondiente. En el caso de que la cadena mutada sea la
que se corresponda con un TFBS, podriamos concluir que
el SNP ha incrementado significativamente la afinidad de
unién del TF correspondiente a la cadena donde aparece el
SNP. Si el TFBS se encuentra Unicamente en la secuencia
original, podriamos argumentar que la aparicién del SNP en
esta secuencia estd reduciendo la afinidad de unién a la misma
del TF. En ambos casos llegamos a la conclusién de que el
proceso de transcripcion esta siendo alterado por la ocurrencia

del SNP.

III. RESULTADOS

La metodologia propuesta ha sido aplicada al andlisis del
genoma numero 96 del proyecto de los 1000 genomas [17].
Las secuencias pertenecientes al sujeto han sido alineadas
al genoma de referencia humano mds reciente, la version
glk_v37. El proceso de identificacion de SNPs se ejecutd
sobre todo el genoma, obteniendo un total de 2598644 SNPs.
Este resultado es acorde al de trabajos previos, que establecen
un nimero de SNPs cercano a 3 millones al comparar dos
genomas humanos [23]. Para un anélisis mas en profundidad,
elegimos los primeros 37990 SNPs localizados en el cromo-
soma 15, debido a su gran variabilidad, y procedemos con
la fase de anotacién de los mismos. En particular, centramos
nuestra atencion en la anotacién de SNPs en TFBSs.
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Para ello, la base de datos TRANSFAC es consultada
para identificar SNPs localizados en TFBSs. Esta consulta
se ejecuta utilizando CSintuit para identificar secuencias de
TFBSs similares a las secuencias en las que se detectaron los
SNPs en el cromosoma estudiado. Tras realizar la bisqueda
encontramos un total de 9942 resultados (26% de los 3790
SNPs del cromosoma 15), considerando un umbral inferior
para el valor de similitud de 0.9. La Tabla I muestra algunos
resultados obtenidos. Algunos de los motivos incluyen TFs
tales como E2F1, DBP, LBP1, LEF1, TBP y USF2. Los
factores de transcripcion localizados en la direccién 3’ (DBP,
LBPI1, LEF1, TBP, and USF2) se unen cerca del lugar de
iniciacién de la transcripcién para estimularla o reprimirla.

Para cada SNP realizamos dos busquedas, una para la
secuencia contexto con la mutacién y otra sin ella. De entre
todos los resultados nos centramos en aquellos que muestran
un valor de similitud alto (superior a 0.9) para una secuencia
y bajo (inferior a (0.8) para otra, ya que en estos casos la
presencia o ausencia del SNP est4 alterando significativamente
la afinidad de unién del TF al TFBS (ver Tabla II). Entre los
resultados encontrados caben destacar algunos TFBSs que se
encontraron en las cadenas con mutacién y no se encontraron
en las cadenas sin mutacion (como los TFBSs de los genes
TBP ,LBPI1, LEF1, IRF-1, GATA, GR, DBP y E2F) y casos en
los que los TFBSs se encontraron en las cadenas de referencia,
y no en las cadenas mutadas (como TFBSs para los genes
TEF-1, USF2, HNF4, CREB, PEA3 y ETF). Ademis, en
algunos casos se encontré un TFBS en la cadena mutada y otro
distinto en la cadena no mutada, por ejemplo, en la Tabla II se
muestra una mutacién en la regién (20076473 - 20076553) de
la secuencia negativa del cromosoma 15 y el TFBS asociado
al gen HNF4 cambia pasando a convertirse en el del gen AP-1.

La Tabla II muestra algunos otros casos interesantes. Por
ejemplo, las dos tltimas filas presentan un caso que muestra
que, para la misma posicién del genoma, pueden encontrarse
dos TFBSs distintos, uno para cada direccion de la cadena de
ADN. Dichos TFBS no tienen por qué estar relacionados: en la
direccion negativa hay un TFBS que regula el gen HNF4 y en
la direccién positiva uno que regula el gen ETF. Ademds, un
mismo TFBS puede aparecer en diferentes zonas del genoma
tal y como se aprecia en la Tabla II respecto al TFBS M01033.

IV. CONCLUSION

Anotar SNPs en secuencias de genoma competo es una tarea
compleja y costosa que requiere nuevas herramientas computa-
cionales. En este trabajo se ha presentado una metodologia
que propone el uso de una medida de similitud basada en
conjuntos intuicionistas para realizar comparaciones precisas
de cadenas de ADN y poder asignar SNPs a TFBSs. Del
mismo modo, se ha mostrado un procedimiento que permite
detectar si la afinidad de la unién del TF sobre un TFBS se
ve significativamente alterada por la presencia de un SNP.
Este tipo de técnicas tienen una creciente demanda en el
ambito del andlisis de datos gendémicos generados por las
nuevas tecnologias de secuenciacidn, y su perfeccionamiento
permitird ahondar en el estudio de los procesos de regulacién
genética y de la base genética de las enfermedades.
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TABLE I
EJEMPLOS DE GENES QUE SON REGULADOS POR UN TFBS QUE TIENE
ALGUN SNP. ”ID MOTIVO” MUESTRA LA ID DE TRANSFAC ASIGNADA
AL MOTIVO. LA SECUENCIA MUESTRA LA SECUENCIA CONSENSO DEL
MOTIVO CON LA LOCALIZACION DEL SNP RESALTADA.

ID motivo Secuencia Gen
MO00801 CGTCAC CREB
MO00624 AGTACAC DBP
MO00803 CCCGCC E2F
MO00695 GCGGAGA ETF
MO00789 AGACAGG GATA
M00921 AGAACAGA GR
MO01033 AGGGCA HNF4
MO00747 TTCACTT IRF-1
MO00644 CAGCCGC LBP1
MO00805 TCAGAG LEF1
MO00655 ACATCCG PEA3
MO00960 GAGAGGACAT PR
MO1131 CTTCGTA SOX10
MO00148 TTTGTTC SRY
M00980 TTTATAG TBP
MO00704 CATTCC TEF-1
MO00726 CACGTG USF2
MO00924 TGACTCACAGGG AP-1

TABLE 11

ALGUNAS SECUENCIAS ANALIZADAS EN LAS QUE SE HAN DETECTADO
SNPS QUE PUEDEN ALTERAR LA AFINIDAD DE UNION DE UN TFBS DE LA

SECUENCIA. SEQ. ID IDENTIFICA LA SECUENCIA CON EL NUMERO DE

CROMOSOMA Y LA REGION QUE ABARCA DENTRO DE ESTE. TFBS ID

INDICA EL ID DEL TFBS EN TRANSFAC. LAS COLUMNAS CUARTA Y

QUINTA MUESTRAN EL VALOR DE SIMILITUD DE CSINTUIT PARA LA

SECUENCIA CON SNP Y LA NO MUTADA. LA SEXTA COLUMNA MUESTRA

LA DIRECCION DE LA CADENA, (“+47, “-*).
Seq. ID TFBS ID Gen Similitud Similitud Dir.
no mutado | mutado
15(20134248-20134328) | MO01032 | HNF4 | 0.696426 0.932944 -
15(20076473-20076553) | M00924 AP-1 0.807852 0.921382 -
15(20076473-20076553) MO01033 HNF4 | 0.967851 0.713052 +
15(20076473-20076553) | MO00926 AP-1 0.760734 0.926963 +

15(24997660-24997740) | MO01033 | HNF4 | 0.97464 0.682869
15(20454362-20454442) | MO01033 | HNF4 | 0.627531 0.914015
15(20454362-20454442) | MO00695 ETF 0.976793 0.759638




