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RESUMEN

Los estudios basados en secuenciacién gendémica a nivel regional permiten entender la historia
de una poblacion desde el punto de vista bioldgico, ayudando a revelar procesos evolutivos y
a detectar posibles cambios en el genoma (Jorde & Wooding, 2004; Mallick et al., 2016; The
1000 Genomes Project Consortium, 2015), que estén implicados en procesos de salud o
enfermedad. Estos cambios en el genoma se conocen como variantes, y en conjunto conforman
la variacion genética entre individuos. En un contexto genético, México es un pais con una
diversidad y subestructura poblacional muy prevalente. Es decir, dentro de la poblacion
mexicana, existen grupos cuya variacion genética es compartida por individuos dentro del
mismo grupo, y diferente en cierto grado, entre grupos (Avila-Arcos et al., 2019; Moreno-
Estrada et al., 2014; Romero-Hidalgo et al., 2017). Una combinacion originada por los eventos
de poblamiento del territorio, migraciones, el periodo de conquista y mestizaje, han dado como
consecuencia que los principales aportes genéticos a nuestra poblacion actual provengan de
poblacion nativa mexicana y europea. A pesar de que la variacion en poblacién nativo
mexicana permanece poco explorada, recientemente han surgido proyectos de gran interés
(Moreno-Estrada et al., 2014; Romero-Hidalgo et al., 2017), los cuales han contribuido a
comprender mejor la diversidad de variacion genémica en la poblacion nativo mexicana y sus
posibles implicaciones biomédicas. Sin embargo, el estudio de la variacion en regiones no
codificantes, especificamente aquellas en regiones reguladoras, permanece inexplorada.

En el presente trabajo se analizaron variantes genéticas detectadas en regiones reguladoras de
la expresion génica tipo enhancer. Utilizando datos del proyecto 100 G-MX (Aguilar-Ordofiez
et al., en proceso de publicacion), donde se secuenciaron 76 genomas completos de poblacion
nativa mexicana pertenecientes a distintos grupos indigenas en México. Con base en el catalogo
de variantes obtenidas por el grupo del Dr. Morett en IBT-UNAM, se detectaron 108
polimorfismos de un solo nucleodtido (SNPs) que ocurren en elementos identificados como
enhancers de acuerdo con la base de datos GeneHancer (una base de datos de enhancers
humanos y sus genes blanco inferidos) (Fishilevich et al., 2017). Dos de estas variantes estan
presentes en la base de datos GWAS Catalog y han sido asociadas a fenotipos de interés clinico.
PPARgamma, un gen implicado en el metabolismo de lipidos con participacion en patologias
como la diabetes tipo 2, obesidad y retencion de insulina en la poblacién mexicana (Evans et
al., 2004; Stryjecki et al., 2016), destaca por ser el gen con el mayor nimero de variantes en
region reguladora, distribuidas en 3 elementos enhancer. De manera interesante, las variantes

detectadas en enhancers reguladores de PPARgamma, SYN2, TIMP4 y TSEN2 parecen



pertenecer a un haplotipo presente en poblacion africana y nativo mexicana, pero no en
poblacion europea ni asiatica. Hasta el momento, este es el primer trabajo enfocado en explorar

el panorama genético en elementos enhancer de genomas de la poblacién nativa mexicana.

1. Introduccidn

Explorar la variacion genética en las poblaciones humanas ha sido uno de los principales
esfuerzos cientificos en el siglo XXI. Esta variacion se refleja a través cambios en las
secuencias genéticas de un individuo respecto a otro, originados por eventos de mutacion, a los
que se les refiere cominmente como polimorfismos genéticos. Un polimorfismo genético se
define como la ocurrencia de multiples alelos en un locus, donde al menos dos alelos ocurren
en una frecuencia mayor al 1% (Forrester et al., 2016).

Uno de los tipos mas comunes de variacion genética es la sustitucion de un solo nucleotido por
otro en un sitio especifico. Llamado polimorfismo de un solo nucleétido (SNP; del inglés
Single Nucleotide Polymorphism (Shastry, 2002). La figura 1 muestra un ejemplo de SNP,
junto con otros dos tipos comunes de polimorfismos genéticos: Inserciones/deleciones cortas

(INDEL), y variaciones estructurales complejas como las duplicaciones.

Polimorfismo de un Solo Nucledtido (SNP)
ATGCAATGTCGC

DNA de Referencia

ATGCAATGTAGC Insercion-Delecion (INDEL)

ATG—ATGTAGGAC

Duplicaciones
ATGCAATGTAGCTAGC

Figura 1. Algunos tipos comunes de polimorfismos genéticos. Los polimorfismos son detectados al comparar con una
secuencia de DNA de referencia. Un SNP representa el cambio de una base nucleotidica por otra, un INDEL es la adicion o
eliminacion de algunas bases nucleotidicas y una duplicacion es la repeticion exacta de una seccién de la secuencia.

Al analizar la variacion genética en diversos grupos poblacionales alrededor del mundo, se ha
observado que existen polimorfismos que prevalecen sélo en ciertas poblaciones, es decir, que

algunos alelos se encuentran con mayor frecuencia en una poblacion que otra. Es claro que esto



es un resultado del agrupamiento de distintos pueblos por su historia ancestral y distribucion
geografica (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015).

El término Frecuencia Alélica serd recurrente en este trabajo, y se utiliza para describir la
proporcion que representa un alelo particular del nimero total de alelos en una poblacion. Para
el caso de los humanos, la ecuacion que describe el célculo de la frecuencia alélica es la

siguiente:

AFZ = ACz/ 2N

Donde ACz es el numero total de alelos Z observados en una poblacién y N el namero de
individuos que componen a la poblacién, que se multiplica por 2 dado que el ser humano posee
un genoma diploide. En términos simples, la frecuencia alélica mide qué fraccion del total de
alelos de una poblacion corresponde a un alelo en particular. La suma de todas las frecuencias
alélicas para un locus especifico siempre debe ser 1 (Stephenson, 2016). Un ejemplo del
calculo de la frecuencia alélica en una poblacidn puede consultarse en la figura 2.

|
!

Figura 2. Ejemplo del calculo de frecuencias alélicas. En una poblacion de 8 individuos con 3 genotipos diferentes, indicados
por los colores amarillo, naranja y azul, se calcula la frecuencia alélica para los alelos C y b.

Siguiendo la formula para calcular la
frecuencia alélica:

AP — AC,
T 2N

Frecuencia Alélica del alelo C:

A 11

111

Frecuencia Alélica del alelo b:

ar =2 _ 5 43105
T 2N 2(8)

Ademas de reflejar eventos demograficos y de adaptacion, los polimorfismos genéticos pueden
asociarse con distintos rasgos de interés clinico que podrian presentar un riesgo a la salud de la

poblacion estudiada. Por lo que estudiar la variacion genética de una region particular



permitiria comprender mejor aspectos genotipicos que pudieran explicar rasgos fenotipicos de

interés.

1.2 Variacion Genética a Nivel Mundial

La publicacion del primer borrador de la secuencia del genoma humano en 2001 (International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001), marcé un paso importante para la genémica
humana. La idea de estudiar el genoma para comprender enfermedades complejas y explorar
la diversidad de nuestra especie parecia cada vez mas latente. Es por ello que en los Gltimos
afios han surgido grandes proyectos, producto de la colaboracién internacional, que buscan
estudiar la variacién genética de distintas poblaciones con la intencién de elucidar el papel que
juega en la biologia humana. Existen diversos proyectos cuya finalidad ha sido comprender
mejor la diversidad genética a través de la gendmica de poblaciones. Tres de ellos, el proyecto
HapMap, el proyecto de los Mil Genomas y el “Simons Genome Diversity Project”, se
consideran relevantes para entender el contexto de la genomica de poblaciones, por haber

incluido un amplio nimero de poblaciones diferentes.

El Proyecto HapMap (The International HapMap Consortium, 2005), tuvo como objetivo
determinar los patrones en los que la variacion genética era heredada a través del analisis de
haplotipos, definidos como blogues especificos de alelos fisicamente cercanos, observados en
regiones particulares del genoma, que son heredados a un individuo por sus padres como una
sola unidad (Crawford & Nickerson, 2005), conforme pasan las generaciones se espera que un
haplotipo heredado empiece a perder longitud a causa de eventos de recombinacion (Figura 3).
Utilizando principalmente tecnologia de microarreglos para la genotipificacién, este proyecto
incluyd poblaciones de 6 paises: Japdén, Canada, Estados Unidos, Reino Unido, China y
Nigeria, con la meta de que los resultados pudieran ser Utiles para encontrar alelos que
contribuyen a enfermedades o en la respuesta a farmacos en esas poblaciones. El proyecto
HapMap termin6 en 2005, y reporto alrededor de un millén de SNPs, construyendo el camino
para futuros estudios de asociacidn genotipo-fenotipo.

En 2015, la version final del proyecto de los mil genomas (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015) reportd la secuenciacion por genoma completo de 2,504 individuos
pertenecientes a 26 diferentes poblaciones, entre ellas individuos catalogados como mexicanos
de Los Angeles (entre los cuales no se incluyeron individuos con alta ancestria nativa

mexicana). El resultado fue una descripcion de la variacion genética a nivel mundial al



catalogar 88 millones de variantes, de las cuales 84.7 millones corresponden a SNPs. Ademas
de ser uno de los primeros proyectos en analizar genomas completos de maltiples poblaciones,
los resultados de este trabajo sirvieron para presentar una vision general de la variacion genética
humana, Gtil para investigacion médica en estudios de asociacion y medicina gendémica, que
hasta el momento habia sido realizada principalmente en poblaciones europeas y que tenian

sesgos al capturar variaciones funcionalmente importantes en otras poblaciones.
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Figura 3. Bloques de haplotipo. Un set de alelos fisicamente cercanos, Ilamado haplotipo, es heredado a un individuo por sus
padres. Conforme avanzan las generaciones, la longitud de un haplotipo empieza a reducirse como resultado de procesos de
recombinacion.

Con una meta similar, en 2016, el Simons Genome Diversity Project (Mallick et al., 2016)
reportd 300 genomas pertenecientes a 142 poblaciones distribuidas a lo largo del mundo.
Aportando una vision mas amplia del panorama de la diversidad genética, con 5.8 millones de
pares de bases no incluidas en el genoma humano de referencia (una secuencia genémica cuyo
objetivo es representar fielmente a toda la humanidad. (Schneider et al., 2016) y nuevos
conocimientos de indole demogréafica acerca del tiempo de separacion de algunas poblaciones,
acumulacion de mutaciones, y el aporte de hominidos arcaicos (neandertales y denisova) hacia
las poblaciones humanas modernas. Otro aspecto muy relevante de este proyecto es que incluyo

los genomas de 13 individuos nativo mexicanos pertenecientes a 6 diferentes grupos indigenas.



La Medicina Gendmica se nutre del descubrimiento de variantes y a traves de proyectos como
los antes mencionados, sin embargo, su alcance se ve limitado cuando los estudios existentes
carecen de la representacion de algunos grupos poblacionales. Un analisis reciente del GWAS
Catalog (MacArthur et al., 2017), un repositorio de variantes gendmicas cuyo efecto, presencia
en diversas fuentes de literatura, y otra informacion relevante (es decir, variantes curadas), que
han sido asociadas a enfermedades humanas y creada en colaboracién del National Human
Genome Research Institute (NHGRI) y el European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI),
revel6 una gran falta de diversidad y baja representacion de individuos con ancestria africana,
latina, del pacifico, de medio oriente, mestiza y nativa frente a individuos con ancestria europea
y asiatica en sus datos. Dicho sesgo en la informacion genera disparidad respecto a las
poblaciones menos representadas. Esto podria causar un impacto en la “generalizacion” de
asociacion de variantes a rasgos fenotipicos, ya que las variantes podrian no tener el mismo
efecto en poblaciones con mayor representacion de datos que en poblaciones menos estudiadas,
afectando la manera en la que las Gltimas reciben servicios de salud por ser estas variantes

menos relevantes o de distinto impacto para ellas (Popejoy & Fullerton, 2016).

1.3 Variacion Genética en México

El contexto genético de la poblacién mexicana ha sido descrito por una subestructura y
diversidad poblacional particular. Es decir, dentro de la poblacion mexicana, existen grupos
cuya variacién genética es compartida por individuos dentro del mismo grupo, y diferente entre
grupos (Moreno-Estrada et al., 2014; Romero-Hidalgo et al., 2017). Una mezcla originada por
los eventos de poblamiento del territorio, migraciones, el periodo de conquista y mestizaje han
dado como consecuencia que los principales aportes genéticos a nuestra poblacion provengan
de poblacion nativo mexicana y europea (Moreno-Estrada et al., 2014; Romero-Hidalgo et al.,
2017). El resultado ha sido una gran riqueza genética donde los individuos varian en grados de
ancestria mestiza, europea y nativo mexicana; este Gltimo grupo compuesto por 68
agrupaciones linglisticas en el territorio mexicano (Instituto Nacional de Lenguas Indigenas
(Mexico), 2009).

En Mexico, a pesar de que la variacion en poblacion nativa mexicana permanece poco
explorada, recientemente han surgido proyectos poblacionales de gran interés, como los que se

describen a continuacion.
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En 2014, Moreno-Estrada y colaboradores exploraron los patrones de variacién gendémica
regional en individuos de 20 grupos nativo-mexicanos, evaluaron alrededor de 1 millon de
SNPs utilizando genotipificacion por microarreglos. Este estudio introdujo la perspectiva de
una subestructura poblacional al establecer evidencia de una diferenciacion genética entre
diferentes grupos nativos en el pais, principalmente organizada por la region geogréafica y la
historia de cada pueblo. El estudio logro asociar genotipos de poblaciones en ciertas regiones
del pais con una diferencia en el valor del volumen espiratorio en un segundo (FEV1), una
medida estdndar para evaluar la funcion pulmonar, estimando un cambio en esta medida
dependiendo de la ancestria de cada individuo, remarcando el impacto que los estudios

poblacionales pueden tener en el ambito clinico de la medicina en México.

Asi mismo, en 2017 Romero-Hidalgo y colaboradores exploraron la diversidad nativa
mexicana con una mayor profundidad. Utilizando datos de genoma completo provenientes de
12 individuos indigenas, reportando alrededor de 3.2 millones de SNPs (por individuo). Los
resultados de este estudio ampliaron el panorama de la estructura poblacional mexicana,
sugiriendo, a traves del analisis de enriquecimiento de vias (una metodologia que identifica las
vias biologicas alteradas por variantes. Reimand et al., 2019), que la resistencia fisica de la
etnia tarahumara podria ser un reflejo de procesos adaptativos. Asimismo, fueron detectadas
variantes con altas frecuencias alélicas previamente asociadas con rasgos fenotipicos en
regiones codificantes y promotoras. Es importante sefialar que, en este proyecto, los promotores
se definieron como regiones de 7.5 kilobases en la region rio arriba del sitio de inicio de
transcripcion 5° de los genes. Actualmente se cuenta con evidencia mas directa sobre la
localizacion de elementos reguladores; particularmente en la base de datos GeneHancer, que

se utilizara en el presente proyecto.

1.3.1 El Proyecto 100 G-MX, Variacion Nativa Mexicana en
Genoma Completo

El proyecto 100 G-MX es un esfuerzo del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN) en conjunto con el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (IBt UNAM) por secuenciar el genoma completo de 76 individuos no
emparentados, pertenecientes a 27 grupos indigenas de México, con mas del 97% de ancestria

nativo mexicana en promedio; cuyo objetivo principal es describir niveles de variacion genética
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que hasta el momento no han sido detectados en poblacion nativa. De este proyecto se ha
generado un catalogo de aproximadamente 9 millones de variantes, de las cuales una fraccion
considerable son variantes novel, es decir, variantes que no han sido detectadas con anterioridad

en ninguna otra poblacion.

El presente proyecto de tesis utilizé datos generados por 100 G-MX para explorar y analizar la

variacion genética nativo-mexicana detectada en elementos reguladores tipo enhancer.

Adicionalmente, y como parte del reciente trabajo de tesis de Judith Ballesteros Villascan, se
ha explorado la variacion en regiones codificantes de genomas secuenciados por el proyecto,

detectando variantes de interés clinico en estas regiones.

1.4 Variacion Genética en Elementos Reguladores Enhancer

A pesar de que muchos estudios se concentran en analizar variantes en regiones codificantes,
dado que estas impactarian directamente a la proteina codificada y en consecuencia al fenotipo,
recientemente se ha encontrado que el 88% de las variantes asociadas a alguna enfermedad se
encuentran en las regiones no codificantes (MacArthur et al., 2017; Edwards et al., 2013;
Buniello et al., 2019; GWAS Catalog, n.d.), tal como se ha observado con variantes que
contribuyen al desarrollo de enfermedades y que ocurren en regiones reguladoras (Rojano et

al., 2018), impactando en la expresion génica.

Un potenciador transcripcional o enhancer es una secuencia de nucledétidos que interactta con
factores de transcripcion y regiones promotoras para favorecer la expresion génica.
Comunmente actua sobre sobre regiones en el cromosoma en el que se encuentra en cis, pero
en algunos casos también puede actuar sobre otros cromosomas en trans (Hans Peter Miller &
Walter Schaffner, 1990; Muller, H.-P. et al., 1989; Sasaki-Iwaoka et al., 1999), por lo que la
distancia de esta interaccion es variable. La activacion transcripcional mediada por enhancers
opera cuando estas secuencias interactian con regiones promotoras a través de factores
transcripcionales formando un bucle en la cromatina permitiendo el reclutamiento de la
maquinaria transcripcional (Marsman & Horsfield, 2012. Figura 4). La asociacion enhancer-
promotor no esta restringida a un solo elemento enhancer, tal como se ha demostrado a partir

de un analisis de interacciones enhancer-promotor a lo largo del genoma humano, en donde

12



alrededor del 25% de los promotores identificados estaban asociados con dos 0 méas elementos

enhancer (Chepelev et al., 2012).

A

" 4

P

Figura 4. Interaccion Enhancer-Promotor. (A) Esquema de un gen sin transcribir que rio arriba contiene un elemento
enhancer inactivo (E, verde) y un elemento promotor (P, amarillo). (B) El enhancer es traido en proximidad con el promotor
y activa la transcripcion al reclutar factores de transcripcion (FT) y coactivadores (figuras grises). El gen activo se muestra
con una linea que termina en flecha y el gen inactivo como una linea que termina en T. Tomado de Marsman & Horsfield,
2012.

Existen evidencias de la importancia de detectar y analizar variacion en elementos reguladores
enhancer, las cuales pueden jugar un papel muy importante en el desarrollo de fenotipos de
interés clinico y que, en algunos casos, han demostrado ser mas prevalentes en ciertas
poblaciones que en otras. Los siguientes son algunos ejemplos que evidencian la importancia
de buscar variantes clinicamente relevantes en regiones reguladoras, ya que se tratan de
variantes que afectan la regulacién de sus genes blanco y por lo tanto es posible que causen
algun tipo de enfermedad:

En 2013, French y colaboradores lograron identificar 3 variantes en enhancers que regulan al
gen CCND1, estas variantes se encuentran asociadas al desarrollo de cancer de mama y fueron
detectadas con mayor frecuencia en poblacion europea que en poblaciones asiaticas.

Los islotes pancreaticos de las células  son las unidades fisiologicas donde se coordina la
sintesis de insulina, fundamental para el metabolismo de la glucosa (Pokrywczynska et al.,
2019); y su estudio ha sido clave en la comprension del desarrollo de la diabetes (Ashcroft &
Rorsman, 2012). En 2014, se detectaron conjuntos de SNPs asociados a diabetes tipo 2
localizados en distintos grupos de enhancers que activan la expresion de genes en islotes

pancredticos, prevalentes principalmente en poblacion asiatica del este. Entre los genes

13



afectados se encontraban SLC2A2, CDKN2A, C2CD4A y SLC30AS, entre otros (Pasquali et
al., 2014).

La enfermedad coronaria es un padecimiento del corazon que se manifiesta principalmente
como dolores en el pecho, ataques al corazén y muerte repentina (Wong, 2014). En 2018, Gong
y colaboradores buscaron estudiar la posible asociacién de esta enfermedad con la presencia
de SNPs en diversos grupos de enhancers. Realizando un estudio de asociacion de genoma
completo, junto con datos de patrones de modificacion de histonas, pudieron encontrar 366
SNPs en grupos de enhancers asociados con esta enfermedad. Un anélisis de enriquecimiento
de vias reveld que estas variantes estaban enriquecidas en procesos de sefializacion y regulacion
bien estudiados, tales como la via de sefializacion del cAMP y la via de sefializacion de ErbB,;

dos vias que juegan un papel importante en el metabolismo de la enfermedad coronaria.

2. Marco Teoérico

2.1 Almacenamiento y Repositorios de Variantes Genéticas

Dentro del campo de la gendmica de poblaciones, existen diversas bases de datos que sirven
como un medio para guardar y organizar la informacion generada por distintos proyectos o
laboratorios alrededor del mundo. Estas bases de datos contienen, principalmente, informacion
acerca de las variantes detectadas, como el tipo de variante genética, la poblacion donde ha
sido detectada y su frecuencia alélica. A continuacién, se describen dos bases de datos

importantes en el contexto de este trabajo.

2.1.1 La Base de Datos dbSNP y el Numero de Referencia de SNP
(rsID)

Ya que los SNPs son una forma muy comin de variacion genética (Shastry, 2002) ocurriendo
aproximadamente una vez por cada mil pares de bases a lo largo del genoma (Brookes, 1999),
y que pueden ayudar a explicar en gran parte fenotipos de interés, ha habido un aumento
reciente en la atencion cientifica por detectarlos y descubrirlos. Es por eso que en 1998 el
National Human Genome Research Institute (NHGRI) y el National Center for Biotechnology

Information (NCBI) crearon la base de datos dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) para

servir como un repositorio de variacion molecular nutrido por los datos generados por grupos
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de investigacion alrededor del mundo. Almacenando principalmente polimorfismos de un solo
nucledtido pero también otros tipo de variantes genéticas, dbSNP organiza las variantes
detectadas en etiquetas llamadas “Numero de Referencia de SNP (rs)” (Sherry et al., 1999),
referidos en este trabajo como rsID, los cuales son Unicos para cada variante (por ejemplo,
rs22458)

Los numeros de referencia de SNPs facilitan los estudios en campos de medicina gendémica,
gendmica de poblaciones, genémica evolutiva, farmacogendmica, estudios de asociacion, ya
que proveen una notacién estable para reportar nuevas variantes, realizar analisis de
polimorfismos y mineria e integracion de datos. Esta notacion es constante para todas las
variantes almacenadas sin importar la version del genoma de referencia que se utiliz6 para su

descubrimiento.

2.1.2 La Base de Datos de Agregacion de Genoma (gnomAD)

El repositorio mas extenso de datos de secuenciacion poblacional, la Base de Datos de
Agregacion de Genoma (en inglés Genome Aggregation Database; gnomAD. Karczewski et
al., 2019), es el resultado de una coalicion de investigadores alrededor del mundo que busca
recopilar y agregar datos de secuenciacion de exoma (la proporcion del genoma que codifica
para proteinas. Haworth et al., 2016) y de genoma completo, provenientes de proyectos
poblacionales de gran escala.

La version 2.1 de este repositorio incluye 16 millones de variantes de un solo nucleétido (SNV
por Single Nucleotide Variant), un término utilizado para referirse a cambios de un solo
nucle6tido independientemente de su frecuencia alélica (si todas ocurrieran en una frecuencia
alélica mayor al 1%, el término correcto para utilizar seria SNP (Arias et al., 1991);
provenientes de 125,748 exomas y 229 millones de SNVs provenientes de 15,708 genomas.
Organizados en archivos VCF (ver material suplementario 1.1) por cromosoma (1 al 22 y
cromosoma X). Todos los VCFs incluyen anotada la frecuencia alélica con la que ocurre cada
variante en 7 principales poblaciones continentales (tabla 1).

Estos datos se encuentran publicamente disponibles para su descarga en

https://gnomad.broadinstitute.org/downloads.
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Tabla 1. Poblaciones en el repositorio de gnomAD. Se muestran las 7 principales poblaciones continentales (mas la
poblacién no asignada) y el nimero de exomas y genomas de cada una que tiene el repositorio.

Poblacién Descripcién Genom Exomas Total
as

afr Africana/ Afroamericana 4,359 8,128 12,48
7

amr Latina/Americana 424 17,296 17,72
Mezclada 0

asj Judia Ashkenazi 145 5,040 5,185

eas Asiatica del Este 780 9,197 9,977

fin Finlandesa 1,738 10,824 12,56
2

nfe Europea no Finlandesa 7,718 56,885 64,60
3

sas Asiatica del Sur 0 1,335 1,355

oth Otra (Poblacién no 544 3,070 3,614

asignada)

Total 15,708 125,748 141,4

56

Esta version incluye también subpoblaciones continentales que, por la poca relevancia con este trabajo, no han sido mostradas.
La informacién contenida en esta tabla fue obtenida de la documentacién de la version 2.1 de gnomAD, disponible en
https://macarthurlab.org/2018/10/17/gnomad-v2-1/.

GnomAD provee el panorama de variacion a nivel global contra el cual podemos contrastar

frecuencias alélicas en proyectos regionales, como 100G-MX.

2.2 Proyectos y Consorcios Enfocados en Estudiar Regiones
Reguladoras del Genoma Humano

La gran cantidad de datos e informacion obtenida a partir de datos de secuenciacion de genoma
completo ha dado lugar al planteamiento de nuevas preguntas cientificas. Una de ellas ha sido
definir, dentro de las zonas no codificantes del genoma, qué regiones tienen un papel en la
regulacion de la expresidn génica, cudles son las caracteristicas de estos elementos reguladores

y cual es la regién gendmica que las define. Existen diversos proyectos que se han enfocado en
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el estudio de elementos reguladores a lo largo de todo el genoma, los cuales se describen a

continuacion:

ENCODE: El proyecto ENcyclopedia of DNA Elements fue un consorcio de colaboracion
internacional fundado por el National Human Genome Research Institute cuyo objetivo fue
construir una lista comprensiva de todos los elementos funcionales en el genoma humano. Los
elementos mapeados, y las metodologias usadas incluyen: regiones transcritas de RNA
(obtenidas por RNA-seq, CAGE, RNA-PET y anotacion manual), regiones codificantes de
proteinas (obtenidas por espectrometria de masa), sitios de union a factores de transcripcion
(obtenidas por ChlP-seq y DNase-seq), estructura de la cromatina (obtenida por DNase-seq,
FAIRE-seq, Histone ChlIP-seq y MNase-seq) y sitios de metilacion de DNA (por ensayo
RRBS), resultados que fueron obtenidos gracias al apoyo de métodos bioinformaticos y
curacion manual (The ENCODE Project Consortium, 2012).

FANTOMDS: Functional ANnotation Of the Mammalian genome, es un proyecto internacional
con el objetivo de crear un atlas de expresion génica en humanos partiendo de proyectos de
secuenciacion de DNA complementario (cDNA) para identificar sitios de inicio de la
transcripcion (The FANTOM Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT), 2014). A
través de la tecnologia cap analysis of gene expression (CAGE), una metodologia que captura
las orillas de RNAs mensajeros para despueés ser secuenciados, este proyecto ha podido
determinar genes, sitios de inicio de la transcripcién y reconocer la actividad de elementos
regulatorios como promotores y enhancers, entre otros (The FANTOM Consortium et al.,
2014). FANTOMS ha identificado mas de 180,000 promotores Yy casi 44,000 secuencias
candidatos a enhancers, ambos en genomas de células primarias de humano y ratén (The
FANTOM Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT), 2014).

RoadMap Epigenomics: El objetivo de este proyecto fue crear un mapa epigenético del
humano usando secuenciacion de nueva generacion para analizar marcas genémicas como
metilacion del DNA, modificacion de histonas y transcritos de RNA en diferentes tejidos y
tipos celulares (Bernstein et al., 2010). Con esta informacion es posible anotar variantes en
elementos reguladores con expresion diferencial por tipo de tejido o tipo celular (Zhou et al.,
2015).
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GTEXx: El proyecto Genotype-Tissue Expression esta formado por diversos grupos de
investigacion cuyo objetivo principal es el de establecer una relacion entre variantes genéticas
con rasgos o enfermedades analizando cambios en la expresion génica. Ayudando a determinar
que vias son las afectadas en alguna enfermedad. Entre sus datos se encuentra un atlas de
expresion para la identificacion putativa de regiones reguladoras, asi como también para
conocer los niveles de loci de expresion de caracteres cuantitativos (del inglés expression

Quantitative Trait Loci, eQTL) asociados a enfermedades (Lonsdale et al., 2013).

2.3 La Base de datos GeneHancer

GeneHancer es una base de datos desarrollada por el Weizmann Institute of Sciencesy LifeMap
Sciences Inc. de elementos enhancer detectados en humanos y sus genes blanco inferidos,
integrados en el marco de GeneCards (Stelzer et al., 2016).

La base de datos contiene 284,834 elementos enhancers definidos, integrados a partir de 4
fuentes de datos gendmicas: Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE), Ensembl Regulatory
Build, Functional Annotation of the Mammalian Genome (FANTOM) project, y el VISTA
Enhancer Browser. De estos enhancers, 93,970 han sido derivados de més de una de las bases
de datos antes mencionadas y se le ha asignado a cada elemento enhancer un puntaje derivado
de su anotacion; dicho puntaje permite distinguir elementos enhancer con mayor o menor

evidencia de soporte.

Los elementos en GeneHancer tienen un identificador unico e informativo llamado
Identificador GeneHancer (GHid). Todos los identificadores inician con GH, seguidos del
numero de cromosoma donde se encuentra el elemento, una letra relacionada con la version de
GeneHancer (‘J’ para la version 4.8) y una coordenada aproximada de la kilobase donde se
encuentra.

En la base de datos, para cada elemento en GeneHancer se incluye la siguiente informacion:
GHid, el tipo de elemento (enhancer, promotor/enhancer), los proyectos que reportaron al
enhancer, tamafio del elemento, valor de confianza del elemento, factores de transcripcion con
sitios de union en el elemento, patrones en tejidos de expresion y, de ser el caso, asociaciones
enfermedad-enhancer con la base de datos DiseaseEnhancer (Zhang et al., 2018). Un ejemplo

de la estructura de los datos de GeneHancer en GeneCards puede consultarse en la figura 5.
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GeneHancer Gene

GH TSS dist: Numb f Ti iption Fact
(GH) GH Type GH Sources Association Total Score islancg | Rumber o Size (kb) rans.cnp ‘|on acter Gene Targets
. Score (kb) Genes Away Binding Sites
Identifier Score
GHO03J012286 Promoter/Enhancer 1.8% 517.3% 907.79 +3.8 1 8.8 123 TFs 4 Sgenes (%
¥ HNRNPK POLR2G ... PPARG ...
GHO03J012351 Promoter/Enhancer 1.5% 511.5% 759.11 +63.8 4 0.4 217TFs + 7genes (%
n nsembl, EP300 FOS ... PPARG ...
ENCODE
dbSUPER
GHO03J0121%1 Enhancer T.d% FANTOMS, — 22.6% 3147 -93.5 4 3.9 153 TFs + 6genes (&
* ENCODE, CTCF TCF12 ., SYN2 .
dbSUPER
+ GHO03J012307 Enhancer 0.9% ENCODE, 30.3% 26.85 +21.2 2 2.6 337TFs + 8genes (&
dbSUPER TCF12 TEAD1 ... PPARG ...
GHO3J012344 Enhancer 1.3% FANTOMS, 187k 24.87 +58.2 4 1.6 59 TFs + 11genss
3 Ensembl FOS ZNF10 .. TAMMAT .,
ENCODE
dbSUPER
* - Elite GeneHancer and/or Elite GeneHancer-gene association Download GeneHancer data from 2017 publication | Request up-to-date GeneHancer data (full dataset)

Figura 5. Estructura de los datos de GeneHancer dentro de GeneCards. Cada elemento en GeneHancer presenta
informacioén relevante, como el tipo de elemento, el puntaje asignado, los proyectos que lo reportaron, un puntaje de
asociacion con genes, la distancia con el sitio de inicio de transcripcion, el tamafio, factores de transcripcion que se unen al
elemento y los genes a los que regula. Esta imagen fue capturada el dia 26 de marzo de 2019 de https://www.genecards.org/.

La metodologia del proyecto GeneHancer para identificar elementos enhancer y los genes a los

que estan asociados puede resumirse en los siguientes pasos:

1. Mineria de enhancers: Obtencion de los enhancers a partir de distintas bases de datos.

2. Estimacion del valor de confianza de los enhancers: A los enhancers obtenidos se
les asignd un valor que refleja la certeza de que, en efecto, se trata de un elemento
regulador tipo enhancer.

3. Estimacion de una asociacion enhancer-gen. A traves de distintos metodos, se infirid

la relacion reguladora que tiene cada enhancer con uno o varios genes.

Como un indicador de la calidad de los enhancers y asociaciones enhancer-gen contenidas en

su base de datos, GeneHancer establece tres categorias elite:

e Elite enhancer: Elementos enhancer reportados por dos 0 mas fuentes.
e Asociaciones elite: Asociaciones enhancer-gen apoyadas por dos 0 mas métodos.
e Elementos doble elite: Enhancers elite con asociaciones elite.

El proceso de identificacion de elementos en GeneHancer se describe con mayor detalle en el

material suplementario 1.3 y un esquema general de la metodologia del proyecto GeneHancer
puede consultarse en la figura 6.
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Q M
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- % 5 del UCNE
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£ w08 3
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% ; é" Asociaciones Enhancer-Gen
§ £ Inferidas por 5 métodos: elconadernambicr:
o 1  eqlL — Patrones consistentes de expresion siel
; enhancer venia de VISTA
2. ChiC
3. Co-expresiondeeRNA Tamafio de |a sefial eRNA sivenian de
4. Co-expresiondeTF
FANTOM
5. Distancia Gen-Enhancer

Yir Elite Enhancer: Elementos que provienende dos o masfuentes.
Y Asociadones Elite: Asociaciones Enhancer-Gen apoyadas por dos o masmétodos

Yr Elementos DobleElite: Enhancers elite con asociaciones elite.

Figura 6. Metodologia de GeneHancer. Se muestran los 3 pasos principales de la metodologia seguida por el proyecto, desde
la obtencion de posibles enhancers hasta la asociacion de elementos enhancer validados con posibles genes blanco. También,
se destacan las tres tipos de categorias élite (estrellas) de los elementos contenidos en la base de datos.

En total, los elementos recopilados en GeneHancer cubren un 12.4% del genoma humano.
Siendo que las regiones codificantes del genoma abarcan solamente alrededor del 1%, para
exones, y alrededor del 3% para genes codificantes de proteinas (The ENCODE Project
Consortium, 2012).

Es de esperar que exista gran cantidad de variantes genéticas en esta fraccion del genoma.
GeneHancer ofrece una buena oportunidad de estudiar la variacion en region reguladora,

utilizando elementos enhancer y promotores con fuerte evidencia que soporte su funcién

3. Justificacion

Aunque son pocos los estudios genéticos especificamente enfocados en poblacion mexicana
(mestiza y/o nativa), en la Gltima década se han identificado variantes clinicamente relevantes
en poblacion mestiza (Balam-Ortiz et al., 2011; Gamboa-Melendez et al., 2012; Ledn-Mimila

et al., 2013), dos de los estudios mas notables han sido la identificacion de variantes en el
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haplotipo SLC16A11 como un factor de riesgo para la diabetes tipo 2 (The SIGMA Type 2
Diabetes Consortium et al., 2013) y la asociacion de una variante en el gen PPARgamma con
la resistencia a insulina en nifios mexicanos (Stryjecki et al., 2016); asi como variantes con
relevancia clinica relacionadas con presion evolutiva en poblacion nativa mexicana (Avila-
Arcos et al., 2019; Moreno-Estrada et al., 2014; Romero-Hidalgo et al., 2017). Sin embargo,
ademas del trabajo de 12 genomas nativo mexicanos de (Romero-Hidalgo et al., 2017) donde
se detectaron variantes en region promotora, ninguna otra investigacion ha abordado el estudio

de variantes en region reguladora en poblacion nativa, especialmente en las regiones enhancer.

Este trabajo aprovecha los recientes datos de genoma completo del proyecto 100 G-MX,
permitiendo estudiar los elementos reguladores tipo enhancer y aportando un analisis de las
variantes contenidas en ellos. Comparando, ademas, la frecuencia en la que ocurren estas
variantes en poblacion nativa con la frecuencia en la que ocurren en otras poblaciones globales,

permitiendo inferir posibles variantes de interés clinico.

4, Hipotesis

Existen variantes genéticas de interés clinico en regiones reguladoras tipo enhancer en la
poblacion nativa mexicana.

5. Objetivos

General: Estudiar variantes en regiones reguladoras en poblacion Nativa Mexicana

Especifico:
Caracterizar in silico posibles variantes de interés clinico para la poblacion nativo-mexicana
localizadas en elementos enhancer, definidas como aquellas con frecuencias alélicas

diferenciables respecto a otras poblaciones
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6. Materiales y Métodos

En este trabajo, se analizaron y describieron variantes genéticas con sefial de seleccion (ver
seccion 6.1.2) en elementos reguladores de tipo enhancer detectados en poblacion nativo-
mexicana por el proyecto 100 G-MX. La figura 7 presenta un esquema general de la

metodologia seguida, la cual se describe de manera mas extensa a continuacion.

Catalogo de Filtrado de las
Variantes con Variantes con
Senal de Seleccion Senal de Seleccion
de 100 GMX y Anotacion en

GeneHancer

l l

Conteo de Conteo de »

Variantes Variantes Obtenc.lon dela
Reguladoras Reguladoras Dens_ldad de
por Enhancer por Gen Variantes

Comparacionde las
Frecuencias Alélicas de las
Variantes Entre
Poblaciones Continentales

Curacion de Genes
Afectados por
Variantes Requladoras
de interés

Figura 7. Metodologia seguida para analizar las variantes detectadas en enhancers por el proyecto 100 G-MX.

El filtrado, operacion o conteo de datos fue realizado a través de la linea de comandos de la
terminal de un sistema Linux Ubuntu 16.04 o utilizando codigo escrito en el lenguaje de

programacion R.
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6.1 Descripcion de los Datos Usados para el Analisis

6.1.1 El Catalogo de Variantes del Proyecto 100 G-MX.

El principal resultado del proyecto 100 G-MX fue un catalogo de variantes, que contiene 9,
737 152 variantes genéticas, de las cuales 8,638,130 son polimorfismos de un solo nucleétido
y 1,099, 022 son indeles (inserciones-deleciones). Obtenidas a partir del llamado de variantes
con el protocolo de GATK Best Practices (Ver Material suplementario 1.2), alineadas a la
version del genoma humano de referencia GRCh38.

Estas variantes fueron anotadas con informacién clinicamente relevante utilizando la

herramienta nf-VEPextended (descargable en https://github.com/laguilaror/nf-VEPextended).
Las bases de datos clinicamente relevantes fueron: 1) GeneHancer (enero 2019, v4.8.
Fishilevich et al., 2017), utilizando solo los elementos doble elite, descargada del UCSC Table
Browser (Karolchik, 2004), 2) PharmGKB, una base de datos con informacidn sobre el impacto
de la variacién genética humana en la respuesta a farmacos (var_drug_ann.tsv descargada el
14/06/2019. Whirl-Carrillo et al., 2012), 3) GWAS Catalog, una base de datos de asociaciones
SNP-fenotipo (v1.0.2. Buniello et al., 2019), 4) ClinVar, una base de datos de variacion
geneética y su relacion con la salud humana (clinvar_20190403. Landrum et al., 2016) y 5)
gnomAD 2.1.1 (Karczewski et al., 2019. Seccion 5.1.4), esta Gltima es clave para comparar la
frecuencia alélica de las variantes detectadas en poblacién nativa mexicana con la de otras

poblaciones.

La comparacion de la frecuencia alélica de las variantes en nativos mexicanos con las de otras
poblaciones continentales permite empezar a inferir a las variantes de interés, las cuales, bajo
esta estrategia, tendran una frecuencia alélica diferente a la de otras poblaciones, por razones
gue en este punto son aun desconocidas. Al estudiarlas, es posible detectar que se encuentran
en alguna region que esté asociada a algun rasgo fenotipico de interés, por ejemplo, el

desarrollo de alguna enfermedad.

De este catélogo, la fraccion de datos analizados en este proyecto de tesis fue la de variantes
de un solo nucledtido con sefial de seleccion (ver seccion 6.1.2) del catdlogo que tuvieran
anotacion de GeneHancer. Buscando principalmente cuantos y qué genes son regulados por los
enhancers donde fueron detectadas, los elementos enhancers involucrados y buscar variantes
de interés particular al comparar la frecuencia alélica de estas variantes en poblacion nativa con

la frecuencia alélica de otras poblaciones continentales.
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La tabla 2 muestra esta fraccion en el catalogo obtenido por el proyecto 100 G-MX, un total de
1810 variantes, todas reportadas previamente en la base de datos doSNP, representando la

distribucion de sus anotaciones en las bases de datos antes mencionadas.

Tabla 2. Catalogo de variantes de un solo nucledtido con sefial de seleccion del proyecto 100 G-MX, con anotaciones
en distintas bases de datos.

Base de datos SNVs con Sefial de Seleccidn
dbSNP 1810

Clinvar 9

Codificantes 16

GeneHancer 108

GWAS Catalog 9

PharmGKB 0

La anotacidn de las variantes con las diferentes bases de datos no es mutuamente excluyente.
Por ejemplo, una variante que tiene una anotacién en GWAS Catalog también podria tener

anotacion GeneHancer (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de Venn de la distribucién de variantes en distintas bases de datos

6.1.2 Variantes con Senal de Seleccién

Las poblaciones humanas se adaptan al ambiente donde residen. Dicha adaptacion se puede
estudiar a través de la deteccion de “sefiales de seleccion”, las cuales son definidas como
regiones en el genoma que han incrementado su frecuencia de manera preferente en una
poblacion (Pérez O’Brien et al., 2014), esto puede ser debido a su importancia funcional en
procesos especificos, 0 a procesos de deriva génica. Las sefiales de seleccion pueden ayudar a
entender procesos de presion evolutiva experimentados por poblaciones a lo largo de la historia.
Y, anteriormente, se ha demostrado que estas sefiales pueden estar asociadas con regiones del
genoma involucradas en diferenciacion cultural y enfermedades complejas en humanos
(Laland et al., 2010; Lappalainen et al., 2010).

Existen diferentes métodos y pruebas estadisticas utilizadas para encontrar sefiales de seleccién
en el genoma; basados en frecuencias alélicas, en diferenciacion dentro y entre poblaciones,
contraste de diferentes tipos de mutaciones, basados en desequilibrio de ligamiento, entre otros,

revisados con mayor detalle por Harris & Meyer, 2006, y Scheinfeldt & Tishkoff, 2013.
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En el proyecto 100 G-MX, para identificar SNPs con sefial de seleccion se utilizaron dos
métodos: Population Branch Statistics; PBS (Yi et al., 2010), un método para identificar
variantes genéticas con frecuencia alélica diferencial, y el Valor de Haplotipo Integrado (del
inglés Integrated Haplotype Score; iHS (Voight et al., 2006), un método para detectar
haplotipos mas largos de lo esperado, los cuales indican la presencia de uno o mas alelos que
se encuentran bajo seleccion.

El analisis de PBS fue realizado utilizando el conjunto de datos de nativos mexicanos del
proyecto, un conjunto de datos de poblacion peruana con alta ancestria nativa y un conjunto de
datos de poblacidén Han de China. Alternativamente, el analisis de iHS permitio detectar tramos
extendidos de homocigosidad que incluyen sitios de interés como una sefial de seleccion en el
conjunto de datos de nativos mexicanos. EIl 1% de los resultados mas significativos de ambos
métodos fueron intersectados para determinar al conjunto de SNPs bajo seleccidn en poblacién

nativa mexicana.

6.2 Metodologia

Filtrado de Variantes con Sefal de Seleccion y Anotacion de GeneHancer

Se utilizé el conjunto de 1,810 variantes de un solo nucle6tido con sefial de seleccion del
proyecto 100 G-MX. De este conjunto, se filtraron todas las variantes que contenian anotacion
de GeneHancer. Extrayendo también, para cada una su rsID y frecuencia alélica en las
poblaciones nativa mexicana (obtenida por 100 G-MX), latina, asiatica del este, europea no

finlandesa y africana (obtenidas de la anotacion con gnomAD 2.1.1).

A partir de la informacion contenida en la columna de anotacion de GeneHancer, se obtuvo
para cada variante el GHid, tipo de elemento regulador (enhancer o promotor/enhancer 1) y el

gen o genes que regula.

En total, se extrajeron 108 variantes con sefial de seleccion y anotacion de GeneHancer con las
caracteristicas antes discutidas. Esta informacion fue integrada en una tabla para los analisis

posteriores.

[1] Es importante explicar la etiqueta “promotor/enhancer” en algunos elementos de
GeneHancer. La base de datos argumenta que este término refleja la idea de que los
elementos reguladores de tipo enhancer y promotor estdn intimamente relacionados,
teniendo en comun algunos aspectos moleculares como hipersensibilidad a la DNAsa |,
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modificaciones y actividades transcripcionales. Compartir estas caracteristicas dificulta la
diferenciacién y obtencién de uno sobre el otro con técnicas moleculares, especialmente
cuando ambos tipos de elementos se encuentran gendmicamente cercanos. Puntualmente,
la etiqueta “promotor/enhancer” es usada por GeneHancer para identificar a los elementos
enhancer recopilados del proyecto ENCODE, el cual etiqueta a algunos de sus elementos
como “enhancers proximos” (Fishilevich et al., 2017). Utilizar datos que conllevan cierta
ambigliedad respecto a la verdadera identidad del elemento podria crear falsos positivos; sin
embargo, el proyecto GeneHancer considera importante incluirlos con la idea de que los
elementos en su base de datos funcionen como puntos de partida para futuras
investigaciones y andlisis de caracterizacidén en elementos reguladores.

Por lo anterior, en este trabajo se refiere a todos los elementos reguladores de GeneHancer
involucrados como Elementos Enhancer. Especificando la etiqueta de cada elemento en la
tabla S1 del material suplementario 2.

Conteo de Variantes por Elemento Enhancer y por Gen

A partir de las 108 variantes extraidas, se conto el niUmero de veces que se repetia un GHid,
obteniendo el nimero de variantes asociadas a cada elemento enhancer. De la misma manera,
se realiz6 un conteo del nimero de instancias en las que se encontraba a cada gen, obteniendo

el nimero de variantes por gen.

Los resultados de ambas operaciones fueron guardados en tablas separadas.

Obtencion de la Densidad de Variantes

Dado que el tamafio de un enhancer podria explicar la cantidad de variantes detectadas en él,
se normalizé la ocurrencia de variantes de acuerdo con la longitud de cada elemento. Para cada
gen involucrado, se tomo el nimero de variantes que ocurren en sus enhancers reguladores y
se dividio entre la sumatoria de la longitud en pares de base de estos. La siguiente ecuacion

describe este proceso:

Numero de variantes en enhancers 1000

Y longitud de elementos enhancers

Obteniendo, respecto a cada gen involucrado, la densidad de variantes en elementos enhancer

por kilobase.
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Comparacion de las Frecuencias Alélicas de las Variantes entre Poblaciones
Continentales

De la tabla resultante del filtrado de variantes, para cada variante se extrajo el rsID y la
frecuencia alélica que tiene en cada poblacion. Creando una tabla que facilitara la comparacion
de la frecuencia con la que ocurre cada variante en poblacién nativa mexicana con la frecuencia
que ocurre en otras poblaciones continentales. Esta comparacion permite, de manera somera,
identificar rapidamente variantes de interés por la diferencia o el patrén en la que ocurre su

frecuencia alélica en distintas poblaciones.

Curacion de Genes Afectados por Variantes en sus Enhancers Reguladores

Finalmente, se realizé una curacion manual de los 5 genes con mayor numero de variantes en
su elemento (o elementos) regulador enhancer. Buscando informacion relevante en la literatura
cientifica sobre su funcién, su principal tejido de expresion, y, de estar disponible, informacion
sobre efectos de mutaciones en ese gen y las poblaciones en las que se ha estudiado. De manera
general, recopilar esta informacion permite establecer una idea del contexto genético de las
variantes: Si estan asociados a alguna enfermedad, si existe algin patron en los tejidos de
expresion, si son especialmente relevantes para una poblacion, etc. Estableciendo una primera

linea de informacion para guiar futuros trabajos de investigacion.

7. Resultados

7.2 Variacion Genética en Regiones Enhancer de 76 Genomas de
poblacion Nativa Mexicana

Después de filtrar las variantes con sefial de seleccion y con anotacion de GeneHancer en
catalogo de variantes del proyecto 100 G-MX, fueron obtenidos y analizados un total de 108
SNPs. La figura 9 muestra una distribucion de la frecuencia alélica de estas variantes en la
poblacion nativa mexicana comparada con la frecuencia que tienen en otras poblaciones
continentales. Resultan interesantes aquellas variantes que tienen alta frecuencia en poblacion
nativa y baja en todas las demas poblaciones (excepto la poblacion latina), ya que podrian
tratarse de variantes propias de la poblacion nativa de México, o de variantes que por alguna
razon han aumentado su frecuencia en esta poblacién. Una tabla que acompafia a la figura 9

puede consultarse en el material suplementario 2, tabla S1.
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Figura 9. Suma de frecuencias alélicas de las variantes en poblaciones continentales. Se muestra la suma de las frecuencias
alélicas en diferentes poblaciones para cada variante, ordenadas por la frecuencia alélica de la poblacidn nativa mexicana, en
cada poblacion, y representadas por blogues apilados. Aquellas variantes que tienen una frecuencia alélica alta en nativos
mexicanos, pero baja en cualquier otra poblacion (excepto la latina) resultan de especial interés y estan sefialadas por triangulos
rojos.
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7.3 Variantes por Elemento Enhancer

Se encontrd que los 108 SNPs obtenidos se encuentran distribuidos en 74 elementos
reguladores enhancer. Sélo en el 10.81% de ellos se detectaron 3 0 mas variantes, 13.52%
contienen 2 variantes y el 75.67% restante solamente cuenta con una variante.

La tabla 3 muestra al grupo de enhancers que tuvieron mas de tres variantes. Destaca el
enhancer con el identificador GH03J012439, un regulador del gen PPARG y SYNZ2, con seis

variantes.

Tabla 3. Elementos Enhancer con Tres o Méas Variantes

GeneHancerlID Variantes Coordenadas Gendmicas  Genes Blanco Funcion del Gen
(GRCh38/hg38) Blanco
GHO03J012439 6 chr3:12439068- PPARG PPARG: Involucrado
12447058 en la senalizaciéon de
SYN2 nutrientes y

regulacion del
metabolismo de
lipidos y
carbohidratos (Pérez
et al., 2007).

SYN2: involucrada en
la plasticidad y
transmision sindptica
(Cruceanu et al.,

2012)
GH01J206448 5 chr1:20644862 IKBKE Quinasa no candnica
1-206452230 gue actua como

modulador positivo
en el proceso de
autofagia; también,
ha sido descrito
como un oncogen
(Leonardi et al.,

2019).
GH12J026690 5 chr12:2668800 ITPR2 Segundo mensajero
1-26693327 de los canales

liberadores de
calcio.(Wiel et al.,
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GH12J026703

GH03J012458

GHO05J096699

chr12:2670040
1-26706799

chr3:12456601-
12465199

chr5: 96720801
-96722400

ITPR2

PPARG

TSEN2

CAST

ERAP1 ENSG00000248734

ENSG00000249180

2014, p. 2)

Segundo mensajero
de los canales
liberadores de calcio
(Wiel et al., 2014, p.
2).

PPARG: Involucrado
en la sefializacién de
nutrientes y
regulacion del
metabolismo de
lipidos y
carbohidratos (Pérez
et al., 2007).

TSEN2: Subunidad
del complejo de
endonucleasa de
empalme de tRNA
(Bierhals et al., 2013,

p. 2)

CAST: Inhibidor de
cisteina proteasas
dependientes de
calcio (Ai et al., 2013,

p. 2).

ERAP1:
Aminopeptidasa
involucrada en el
corte de péptidos
para ser cargados en
el complejo mayor de
histocompatibilidad
de clase | (Padula et
al., 2019).

ENSG00000248734:
RNA largo no
codificante con
funcién desconocida.

ENSG00000249180:
RNA largo no
codificante con
funcion desconocida.
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GH15J052178 3 chr15:5217840
0-52181227

GH22J041409 3 chr22:4140989
8-41416053

CERNA1

GNB5

EP300

CERNA1: RNA largo
no codificante,
involucrado en la
inhibicidn la
apoptosis de células
endoteliales (Lu et
al., 2016).

GNB5: Regula
negativamente la
sefializacién de
proteinas G en el
sistema nervioso
central (Poke et al.,
2019, p. 5).

Transfiere grupos
acetilo a las histonas
para promover la
transcripcion génica
(Kalkhoven, 2004).

Una tabla con el nimero de variantes para todos los elementos enhancers puede consultarse en

el material suplementario 2, tabla S2.

7.4 Genes con Variantes Localizadas en Elementos Reguladores

Enhancer

Para cada elemento enhancer involucrado, se identificé al gen o genes que regula, de acuerdo

con GeneHancer; asi como el numero de variantes localizadas en cada uno. La tabla 5 reporta

a los cinco genes con mayor numero de variantes en sus elementos enhancer. Se encontro que

las 108 variantes en enhancers estan asociadas a 100 genes; cabe aclarar, que una variante

puede estar relacionada a 2 o mas genes debido al multi-control que pueden ejercer los

elementos enhancer. De estos, se curd informacion relevante sobre los cinco genes con mas

variantes en su enhancer o enhancers reguladores. Se reporta principalmente la funcion del gen,

efectos asociados a mutaciones y principales tejidos de expresion.

Tabla 5. Cinco Genes con el Mayor Numero de Variantes en sus Elementos Reguladores Enhancer

Gen

Variantes en Enhancers
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PPARG 10

ITPR2 9
IKBKE 7
MKL1 6
SYN2 6

PPARG: La proteina codificada por este gen, Receptor de Peroxisoma-Proliferador-Activado
Gamma, es un regulador de la diferenciacion de adipocitos. La funcion de los Receptores
Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPARs), como PPARG, es unirse a quimicos
que inducen la proliferacion de peroxisomas, que contribuyen a la oxidacion de acidos grasos.
Este tipo de receptores puede activarse por acidos grasos provenientes de la dieta o derivados
de procesos metabolicos en el cuerpo. Sirven como sensores de lipidos que al activarse pueden
redirigir el metabolismo. El principal tejido de expresion de este gen es en el tejido adiposo
(Evans et al., 2004).

ITPR2: La proteina Receptor Tipo 2 de Inositol 1,4,5-trifosfato, perteneciente a la familia de
los receptores inositol 1,4,5-trifosfato cuyos miembros son segundos mensajeros de los canales
intracelulares liberadores de calcio. Estas proteinas son mediadores del aumento en la cantidad
de calcio citoplasmatico en respuesta a la produccion de inositol trifosfato por la activacién del
receptor. Esta sefializacion mediada por receptor de inositol trifosfato esta involucrada en
procesos de migracion celular, division celular, contraccion del masculo liso, y sefializacion
neuronal. Mutaciones en este gen se han asociado a anhidrosis (dificultad para sudar),
sugiriendo que la liberacién de calcio intracelular es requerida para la la produccion de sudor
en glandulas ecrinas (Shi et al., 2015; Wiel et al., 2014). Los principales tejidos de expresion

en este gen son higado y rifion (O’Leary et al., 2016).

IKBKE: Inhibidor del Factor Nuclear Kappa B Quinasa Subunidad Epsilon, es una quinasa I-
kappa-B no canonica (IKK) que actia como modulador positivo en el proceso de autofagia
(Leonardi et al., 2019). También ha sido identificado como un oncogén de cancer de mama, al
ser sobrexpresado en mas del 30% de los carcinomas mamarios y lineas celulares de cancer de
mama (Hultti et al., 2009).
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MKL1 (MRTFA): Leucemia Megacarioblastica 1 6 Factor de Transcripcién A Relacionado a
Miocardina, la proteina codificada por este gen interactia con el factor de transcripcion
miocardina, un regulador en la diferenciacion del tejido muscular liso (Alajbegovic et al.,
2017). Ha sido involucrado en un evento de translocacion especifica, creando una fusion con
la proteina RBM15 (RNA binding motif protein 15). Esta translocacién ha sido asociada con
leucemia megacarioblastica aguda. El gen también ha sido asociado con esquizofrenia en la
poblacion Han de China (Wang et al., 2016). Su principal tejido de expresién es la médula dsea
(O’Leary et al., 2016).

SYN2: Synapsina Il es un miembro de la familia de genes sinapsinas, las cuales codifican
fosfoproteinas neuronales que se asocian con la superficie de vesiculas sindpticas. Algunos
polimorfismos en este gen se han asociado con funciones presinapticas anormales y algunos
desdrdenes neuronales como el autismo, epilepsia, desorden bipolar y esquizofrenia (Corradi
et al., 2014; Cruceanu et al., 2016; Saviouk et al., 2007). EIl principal tejido de expresion de
este gen es en el cerebro (O’Leary et al., 2016).

Una tabla con el nimero de variantes en cada uno de los genes de este estudio puede consultarse
en el material suplementario 2, tabla S3.

7.5 Densidad de Variantes en Elementos Reguladores por Gen

Se encontrd que los genes con mayor densidad de variantes en sus elementos reguladores
(tomando en cuenta la longitud de cada elemento) difieren de aquellos genes donde se
detectaron mas variantes en sus enhancers (seccion 7.4), confirmando que el tamafio de un
enhancer explica la cantidad de variantes detectadas en él. La tabla 6 presenta a los cinco genes
con la mayor densidad de variantes, calculada como el nimero de variantes en enhancers por

kilobase.

Tabla 6. Cinco Genes con la Mayor Densidad de Variantes en sus Elementos Reguladores Enhancer.

Gen Numero de Total de Variantes Longitud Total de Numero de
Variantes por Encontradas Elementos Elementos
Kilobase de Region Enhancer en pares Enhancer
Reguladora de base
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LOC10192838 1.11731844 2 1790 2

6
CERNA1 1.07526882 3 2790 1
NEK4P2 1.00806452 1 992 1
SLURP1 0.75075075 2 2664 1
DUSP23 0.6097561 2 3280 1

Tres genes tienen valores similares que conforman el maximo numero de variantes por kilobase
de longitud de sus enhancers reguladores. LOC101928386, un gen que al transcribirse crea un
RNA largo no codificante sin funcidn conocida (GenelD de NCBI: 101928386), es el que
presenta la mayor densidad de variantes, aproximadamente 1.1 variantes por kilobase. Seguido
de CERNAL, un gen que codifica para un RNA largo no codificante cuyos blancos son miR-
4707-5p y miR-4767, y que juega un papel en inhibir la apoptosis de células endoteliales, la
cual esta relacionada con enfermedades cardiovasculares (Lu et al., 2016), y NEK4P2, un
pseudogen de la quinasa 4 relacionada a NIMA (Never in Mitosis gene A) con funcion
desconocida (GenelD de NCBI: 100421734), los cuales tienen una densidad de variantes casi

igual a la maxima.

El resto de los genes presenta menos de una variante por kilobase. Con SLURP1, que codifica
para una proteina involucrada en la transduccion de sefiales transmembranales y en el
desarrollo del mal de Meleda (Bergqvist et al., 2018), y DUSP23, la cual codifica para una

fosfatasa de doble especificidad de sustrato (Wu et al., 2004).

Una tabla con la densidad de variantes por cada uno de los 100 genes implicados en este

estudio puede consultarse en la seccion del material suplementario 2, tabla S4.

7.6 Variantes en Enhancers de Interés Clinico

Durante el proceso de filtrado de las variantes se capturaron dos que ademas de tener anotacién

de GeneHancer tuvieron anotacion en la base de datos GWAS Catalog (Buniello et al., 2019),
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un repositorio de variantes gendmicas curadas asociadas a enfermedades, convirtiendo a estas

en variantes de interés clinico.

Estas variantes fueron exploradas mas detalladamente, enfocandose en el fenotipo asociado y

en los estudios poblacionales en los que habian sido descritas:

1)

2)

rs12485003. Localizada en la posicién 40,239,272 del cromosoma 22, la cual se
encuentra dentro de una region enhancer que regula al gen TNRC6B reportada por Giri
y colaboradores en 2019. La asociacion se hizo con 365,998 individuos de ancestria
europea, 63,490 individuos de ancestria africana, 22,802 individuos de ancestria
Hispana, 4,792 individuos de ancestria asiatica y 2,695 individuos de ancestria Nativo
Americana provenientes de los proyectos poblacionales UK Biobank y Million Veteran
Program (donde cerca de la mitad estaban bajo tratamientos hipertensivos y un cuarto
padecia diabetes de algln tipo). Se observo, con un P-value de 1x107-16, que sugiere
que el alelo A en rs12485003 produce un aumento de 0.4076 mmHg en la medida de la

presion de pulso sanguineo.

rs9895848. Localizada en la posicion 4,835,663 del cromosoma 17, la cual se encuentra
dentro de una region reportada por GeneHancer con la etiqueta Promotor/Enhancer, que
regula al gen MINKZ1. La asociacion fue identificada por (Astle et al., 2016), donde se
estudiaron 171,643 individuos de ancestria Europea provenientes de los proyectos
poblacionales INTERVAL, UK Biobank y UK BeLIEVE. En este estudio, se observo,
con un P-value de 1x10”-14 que el alelo alterno T en rs9895848 produce una reduccion
de 0.03045967 unidades en la cuenta de linfocitos.

8. Discusion

Variantes con Sefial de Seleccion en Enhancers de Poblacién Nativa Mexicana

Previamente, estudios de variantes con sefial de seleccion han detectado o confirmado

diferentes regiones importantes relacionadas con eventos de adaptacion humana. Algunos

ejemplos incluyen la persistencia de la lactasa (Bersaglieri et al., 2004), pigmentacion de la

piel (The International HapMap Consortium et al., 2007; Voight et al., 2006; Williamson et al.,
2007) y morfologia del cabello (Fujimoto et al., 2008; J. L. Kelley, 2006). No obstante, hasta
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ese momento la diversidad de las poblaciones usadas para estos estudios ha sido muy baja, por
lo que en 2009 (Pickrell et al., 2009) buscaron sefiales de seleccidn en 53 poblaciones diversas
(incluyendo muestras de la poblacion maya) utilizando metodologias basadas en el analisis de
haplotipos. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos por caracterizar variantes con sefial de
seleccion, ninguno de los proyectos antes mencionados ha detectado variantes con sefial de
seleccion en elementos enhancer. Esto debido al contexto tecnologico del periodo en el que se
Ilevaron a cabo los estudios, ya que la anotacién de elementos reguladores era limitada (Joanna
L. Kelley & Swanson, 2008), ademéas de que no se disponia con suficiente informacién de
genomas completos. Hoy, proyectos como 100 G-MX y fuentes de anotacién como la base de

datos de GeneHancer hacen posible esta tarea.

Describimos 108 SNPs con sefial de seleccion presentes en 100 elementos enhancer, obtenidas
por el proyecto 100G-MX. Esta cantidad de SNPs no ha podido ser comparada por falta de
otras investigaciones sobre sefiales de seleccion en enhancers. Sin embargo, en estudios
anteriores (Voight et al., 2006; Williamson et al., 2007), los cuales han analizado
principalmente poblacion africana, europea y asiatica, se ha encontrado que algunas regiones
no codificantes incluyen fuertes sefiales de seleccion.

Los tejidos de expresion de los cinco genes con mayor nimero de variantes en su elemento
regulador no demostraron algun patrén aparente entre ellos, encontrando expresion en diversos
tejidos que van desde tejido adiposo, hasta rifidn y médula dsea. Por otro lado, es interesante
mencionar que polimorfismos en los genes con enhancers asociados, IKBKE vy
MKL1(MRTFA) se han asociado al desarrollo de ciertos tipos de cancer (cancer de mama 'y
leucemia megacarioblastica aguda, respectivamente); mientras que polimorfismos en
MKL1(MRTFA) y SYN2 han demostrado estar asociados a desordenes neuronales como la
esquizofrenia, autismo, epilepsia y desorden bipolar. Ya que se trata de variantes con sefial de
seleccion, estos polimorfismos podrian estar asociados a rasgos biomédicamente relevantes en
la poblaciéon nativo-mexicana; no obstante, el poco estudio que se les ha dedicado a los
elementos enhancers de estos genes presenta el obstaculo principal para definir, con certeza, el
rol que juegan en el desarrollo de enfermedades a las que sus genes regulados estan asociadas.
Adicionalmente, para profundizar mas la investigacion de los elementos reguladores, todos los
enhancers donde se detectaron variantes con sefial de seleccion fueron intersectados con
aquellos presentes en la base de datos DiseaseEnhancer (Zhang et al., 2018), buscando

enhancers que previamente hayan sido asociados a enfermedades en nuestro conjunto de datos.
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Sin embargo, no se encontrd ningun sobrelape de regiones entre los enhancers analizados y los

de DiseaseEnhancer.

Variantes en Elementos Enhancer de PPARG

PPARG es el gen en el que se detectaron mas variantes en elementos enhancer que lo regulan,
con 10 variantes distribuidas en tres elementos enhancer: GH03J012436, GH03J012439 y
GH03J012458, ubicados rio abajo del gen (Figura 10).

Este gen pertenece a la familia de receptores nucleares PPARs (Receptor Activado por
Proliferadores de Peroxisomas), junto con PPARdelta y PPARalpha, PPARgamma esta
involucrado en la sefalizacion de nutrientes y regulacion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos, principalmente en procesos de asimilacion celular de los lipidos por vias
anabdlicas, en la diferenciacion de adipocitos y en la sintesis de triglicéridos (Pérez et al.,
2007).

La importancia clinica de PPARG ha sido altamente resaltada ya que mutaciones en este gen
pueden llevar al Sindrome de Resistencia al Ligando de PPARgamma (PLRS). Un sindrome
cuyos sintomas incluyen hipertension, diabetes mellitus, resistencia a la insulina, dislipidemia,
lipodistrofia, sindrome del ovario poliquistico y enfermedad del higado graso (Semple, 2006).
Las principales mutaciones que se han observado dentro de este gen, y asociado a PLRS, son:
P467L, V290M, R425C y F388L (Agarwal & Garg, 2002; Barroso et al., 1999; Hegele et al.,
2002)

Este resultd ser un hallazgo especialmente interesante, ya que variantes en PPARG se han
asociado previamente a la diabetes tipo 2 (Altshuler et al., 2000; Chan et al., 2013; Kilpelédinen
et al., 2008), una enfermedad prevalente en la poblacion mexicana (Hernandez-Avila et al.,

2013), y a la resistencia a insulina en nifios mexicanos (Stryjecki et al., 2016).

PPARG Comparte Enhancers con SYN2, TIMP4 y TSEN2.

Adicionalmente, se encontré que estos elementos enhancer regulan no solo al gen PPARG,
sino que también comparten otros genes blanco (Figura 10). EI enhancer GH03J012439 tiene
ademas como gen blanco a SYN2, que codifica para una fosfoproteina neuronal involucrada
en la plasticidad y transmision sinaptica (Cruceanu et al., 2012); GH03J012436 regula también
a TIMP4, cuya proteina pertenece a la familia de inhibidores tisulares de metaloproteinasa, con
actividades en la diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis (Melendez-Zajgla et al.,
2008); y GH03J012458 a TSEN2, un gen que codifica para una subunidad del complejo de
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endonucleasa de empalme de tRNA, el cual ayuda a remover intrones durante la maduracion
de las moléculas de tRNA (Bierhals et al., 2013, p. 2). A pesar de esto, PPARG es el gen que
es regulado por todos estos elementos enhancer, sugiriendo que estas variantes estan méas
intimamente relacionadas con él que con los otros genes.

Una tabla con las variantes detectadas en enhancers de estos genes, y su distribucion de

frecuencias alélicas puede consultarse en el material suplementario 2, tabla S5.
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Figura 10. Variantes detectadas en enhancers reguladores del gen PPARG, SYN2, TIMP4 y TSEN2. (A) Comparacion
de la frecuencia alélica de las variantes detectadas en poblacion nativo-mexicana con 4 poblaciones continentales. (B)
Localizacion gendmica de las variantes, de los elementos enhancer que las contienen y de los genes regulados.

Posible Haplotipo de Variantes en Enhancers reguladores del Gen PPARG, SYN2,
TIMP4 y TSENZ2.

Las variantes detectadas en elementos enhancer de los genes PPARgamma, SYN2, TIMP4 y
TSEN2 abren la puerta a nuevas y emocionantes hipotesis sobre variantes en enhancers en
poblacion nativa mexicana. Particularmente, al comparar la frecuencia con la que ocurren estas
variantes en poblacidn nativa respecto a su ocurrencia en otras poblaciones, se distingue un
patrén en el que las frecuencias alélicas decaen en las poblaciones asiatica del este y europea
no finlandesa, mientras que se mantienen en proporciones similares en poblacion africana y
nativa mexicana (Figura 11-A); sugiriendo que estas variantes podrian pertenecer a un

haplotipo y que, bajo el modelo del poblamiento de la tierra “Fuera de Africa” (en inglés Out
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of Africa model (Rightmire, 2009; Tattersall, 2009)), podrian haberse originado en Africa, por
alguna razén redujeron su frecuencia alélica en humanos que migraron y habitaban las regiones
de Asia del este; y que no aument6 su frecuencia sino quizés hasta después de las migraciones
a traves del estrecho de Bering y el asentamiento del hombre en lo que hoy es el territorio
mexicano (Figura 11-B). Notablemente, este haplotipo se extiende al menos unas cientos de
pares de bases mas en poblacion nativa mexicana que en poblacion africana en direccion rio
arriba hacia el final de PPARG, SYN2 y TIMP2, demostrado por el repentino decremento de
la frecuencia alélica de las variantes rs9833097 y rs13090265 en poblacion africana (Figura
11-A).
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Figura 11. Posible haplotipo de variantes en enhancers del gen PPARG, SYN2, TIMP4 y TSEN2. (A) Comparacion de
la frecuencia alélica de las variantes en enhancers detectadas en poblacion nativa con la frecuencia alélica que tienen en las
poblaciones asiatica y africana. (B) Patrones de migracion putativos de los humanos modernos durante los Gltimos cien mil
afios, empezando con una poblacion inicial en Africa y terminando con el poblamiento de Sudamérica hace aproximadamente
12-14 mil afios. Este mapa fue adaptado a partir del trabajo de Henn et al., 2012.
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9. Conclusiones

Este trabajo reporta el analisis de 108 SNPs con sefial de seleccidn en regiones enhancer,
detectadas en 27 de los 68 grupos indigenas en México por el proyecto 100 G-MX,
describiendo aspectos de interés como el numero de variantes por enhancer y el nimero de
variantes por gen regulado, entre otros. El hallazgo mas importante fueron las variantes en
regiones reguladoras del gen PPARG, un gen asociado al metabolismo de lipidos y con
implicaciones patoldgicas previamente reportadas en poblacion mestiza, el cual ha presentado
el mayor numero de variantes en sus enhancers reguladores. Estas variantes en enhancers, los
cuales también regulan a los genes SYN2, TIMP4 y TSENZ2, parecen pertenecer a un haplotipo
compartido por la poblacion nativo-mexicana y la poblacion africana, las cuales deben
explorarse con mas detalle. Asi mismo, se encontraron dos variantes previamente analizadas
en estudios de asociacion y que son de interés clinico, involucradas en un aumento en la presion
del pulso sanguineo y en un cambio en la cuenta de linfocitos.

Con estos hallazgos, se remarca la importancia de los estudios genémicos en poblaciones poco
representadas, como es el caso de la poblacion nativa-mexicana, y la necesidad de estudiar y
validar el papel que juegan las variantes genéticas cuando ocurren en regiones reguladoras tipo
enhancer. Los resultados de este trabajo serviran como puntos de partida para lineas de
investigacion sobre la variacion en regiones reguladoras y su posible impacto clinico, bajo la

directriz de impulsar la medicina gendmica en el pais.

10. Perspectivas

Habiendo identificado las variantes de interés discutidas en este proyecto, es importante
realizar la validacion experimental para poder esclarecer el efecto que tienen en la interaccion
promotor-enhancer Yy, consecuentemente, en la regulacion de la expresion génica.
Considerando especialmente a las variantes en enhancers de PPARgamma por ser el gen cuyas
mutaciones han tenido un claro efecto en la poblacién mexicana, estando asociadas a
padecimientos como la diabetes tipo 2 (Altshuler et al., 2000; Chan et al., 2013; Kilpeléinen et
al., 2008) y la resistencia a insulina en nifios mexicanos (Stryjecki et al., 2016).

Respecto al posible haplotipo, es necesario explorar la frecuencia alélica de variantes
genémicamente cercanas, y ver cmo se compara su ocurrencia en poblacion nativo-mexicana

con la de poblaciones africanas para poder definir su longitud.
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A partir de los hallazgos de este trabajo, seria posible detectar a las poblaciones fundadoras de
los grupos nativos en el continente americano, explorando el genoma de grupos nativos de
Asia, particularmente aquellos asentados cerca de Beringia.

Finalmente, bases de datos como GeneHancer han facilitado la definicion de elementos
reguladores tipo enhancer, ayudando enormemente al estudio de los elementos reguladores. No
obstante, es deseable que futuros proyectos de variacién en el genoma humano empiecen a
integrar estas anotaciones a sus estudios, enriqueciendo el poco conocimiento que se tiene de

ellos en este momento.
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12.Material Suplementario

El material suplementario de este proyecto se describe a continuacion y también esta disponible

a traves de las siguientes ligas:

e Material Suplementario 1:
https://docs.google.com/document/d/1aRclnr9xke2t8Lz5UwQY cvzotm8HiLceqSRA
NO41JCQ/edit?usp=sharing

e Material Suplementario 2:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1huRz187zjA10BOt9TiLkoQ4uFVs zMQLc
Z824SzKh9U/edit?usp=sharing

12.1 Formato de Llamado de Variante (VCF)

El formato de llamado de variante (del inglés Variant Call Format; VCF) (Danecek et al., 2011)
es un formato de texto estandarizado que guarda a los principales tipos de variacion genética,
incluyendo a los SNPs, junto con “anotaciones” o informacion acerca de ellas (por ejemplo,
informacion sobre el genotipo o de las muestras).

De manera general, un archivo VCF contiene una seccion de encabezado y una seccién de
datos. La seccion de encabezado contiene lineas de metainformacion, las cuales describen las
etiquetas y anotaciones usadas en la seccion de datos. También informa sobre el software
utilizado para la creacion del archivo, la version de la secuencia o genoma de referencia
utilizada y la fecha de creacion.

La seccion de datos contiene 8 principales columnas:

CHROM: Cromosoma donde se encuentra la variante

POS: Posicion del inicio de la variante

ID: Identificador de la variante (comunmente un rsID)

REF: Alelo de referencia (i.e. el alelo encontrado en el genoma de referencia)
ALT: El alelo (o alelos) alterno presentes en las muestras, en esa posicion.
QUAL: Un valor que indica la calidad del Ilamado de la variante.

FILTER: Indica si la variante pas6 o no los filtros aplicados a los datos.

© N o o~ w DN PRE

INFO: Informacién adicional sobre la variante.
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12.2 Genome Analysis Toolkit (GATK) Best Practices

El descubrimiento de nuevas variantes genéticas es un proceso estandarizado al que se le refiere
como llamado de variantes. La herramienta Genome Analysis Toolkit (GATK) Best Practices
(Auwera et al., 2013), desarrollada en el Broad Institute, es el programa mas utilizado genémica
humana para el Ilamado de variantes, a partir de datos de secuenciacién de DNA (figura 12).

De manera resumida, las operaciones que realiza GATK estan divididas en tres fases:

1. Preprocesamiento: Esta fase inicia con los datos crudos provenientes de la
secuenciacion, generalmente en formato FASTQ (este formato contiene la secuencia
generada mas un puntaje asignado del llamado de bases), y produce archivos en formato
BAM (un formato binario para guardar datos de secuenciacién) que seguiran el flujo
del analisis. Esta fase incluye el alineamiento de los datos con un genoma de referencia,
asi como otras operaciones de limpieza para corregir posibles sesgos técnicos en la
secuenciacion con el proposito de hacer aptos a los datos para analisis posteriores.

2. Llamado de variantes: Inicia con archivos BAM (formato binario para guardar datos
de secuenciacion) pre-procesados y produce un archivo que contiene un conjunto de
Ilamados de vatiantes en formato VCF. En esta fase se identifican los sitios donde las
muestras exhiben posible variacion genética. Y se aplican métodos de filtrado
apropiados al disefio experimental.

3. Refinamiento del set de llamados: Inicia y termina con un set de llamados en formato
VCF. En esta fase se utilizan metadatos para evaluar y mejorar la precision del proceso

de genotipificacion, se agrega informacion adicional y se evalla la calidad del set de

Ilamados.
Muestras Secuenciacién Lecturas B GATK Best Practices ) Variantes

1. PREPROCESAMIENTO 2.LLAMADO DE VARIANTES 3. REFINAMIENTO

Figura 1. Flujo de trabajo para el llamado de variantes con GATK. El andlisis se divide en tres fases principales, y culmina
con uno o varios sets de llamado de variantes en formato VCF. Esta figura fue obtenida de la documentacion de GATK
disponible en https://gatk.broadinstitute.org/ y ha sido traducida al espafiol
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12.3 Base de datos de GeneHancer

Esta seccidn corresponde a lo realizado en el proyecto GeneHancer. Esta incluido para mejorar
el entendimiento técnico de este trabajo de tesis, complementando a la informacidn contenida
en la seccién 5.3.

12.3.1 Extraccion de Enhancers

Los elementos enhancer fueron extraidos de las siguientes fuentes de datos:

1. Flancos de enhancers y promotores del ENSEMBL Regulatory Build version 82, el cual se

basa en sets de datos del proyecto ENCODE y el Roadmap Epigenomics.

2. El set de datos ‘Enhancers Permisivos’ de FANTOMD5 del Transcribed Enhancer Atlas.

3. Enhancers humanos del VISTA Enhancer Browser. Este set de datos incluye elementos que

presentan patrones de expresion a lo largo de varios tejidos, aumentando la certeza de estos.

4. Regiones enhancer préximas y distantes de ENCODE. Estos datos fueron proveidos a
ENCODE por el Zhiping Weng Lab de la Universidad de Massachussets. La prediccion
de enhancers en este set de datos se basé en la identificacion de regiones hipersensibles a
la DNAsa y sefiales de acetilacibn de la Histona H3K27. http://zlab-

annotations.umassmed.edu/enhancers/methods

La cantidad de elementos enhancer, resultado de la mineria de las bases de datos antes
mencionadas, fue de 284,834; estos elementos definirian al grupo de enhancers candidatos
(Figura 13).
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VISTA FANTOM

ENCODE

102,092

Figura 2. Enhancers candidatos de GeneHancer. Diagrama de Venn de los 284,834 enhancers candidatos, delimitados por
la fuente de donde fueron obtenidos. De estos, 93,970 han sido reportados por més de una fuente. Esta figura pertenece al
trabajo de (Fishilevich et al., 2017).

12.3.2 Integracion de los elementos en GeneHancer

Para el proceso de integracion, todos los elementos enhancer recuperados de las fuentes antes
mencionadas fueron sometidas a un analisis de sobrelape de regiones utilizando BEDtools
(Quinlan & Hall, 2010) (un software para manejo de archivos en formato bed) para definir el
grupo de enhancers candidatos, generando agrupamientos de elementos enhancer que
compartieran posiciones similares en el genoma. Por cada uno de estos agrupamientos, se buscé
generar un solo elemento enhancer candidato que representara la extension de todos los
enhancers en el grupo. Definiendo la longitud de cada enhancer candidato por la posicion mas

pequefia de inicio y mas alta del final de los enhancers en el grupo (Figura 14).

Enhancers Extraidos Sobrelape de

de Diferentes Fuentes Enhancers por Regién Enhancers Candidatos
Gendmica
A B N
Enhancer Enhancer Enhancer
Candidato 1 Candidato 2 Candidato 3

Figura 3. Integracion de enhancers candidatos. Los elementos enhancers extraidos de distintas fuentes fueron sobrelapados
y agrupados por region gendmica (grupos A, B ...N) para formar un enhancer candidato, definiendo su longitud por la posicion
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mas pequefia de inicio y la mas alta del final (lineas punteadas) de los enhancers en el grupo. Integrando asi al grupo de
enhancers candidatos.

Adicionalmente, se probd que los enhancers agrupados coincidieran con regiones de la base de

datos de elementos no codificantes ultra conservados (UCNE) (Dimitrieva & Bucher, 2013).

12.3.3 Determinacion del Valor de Confianza de los Enhancers

Después de obtener un set definido de candidatos enhancer, se asigno a cada elemento un valor
de confianza, una medida de la certeza que se tiene de que realmente se trata de un elemento
regulador tipo enhancer. Este valor se calcula basandose en la combinacién de los siguientes

componentes:

i.  El nimero de fuentes que apoyan al enhancer dividido por 4, que es el nUmero maximo

de fuentes: Stuentes

ii. El sobrelape con regiones conservadas del UCNE: Sconservado. Con valor de 1 para

enhancers que sobrelapan con una region conservada, de otra forma este valor es 0.

iii.  El valor de sitios de unién a factores de transcripcion (TFBS): Stres. Para cada

enhancer, es el nimero de factores de transcripcion Gnicos que tienen un sitio de union
dentro del enhancer. Los TFBS utilizados para este calculo fueron obtenidos de los sets
de datos de ChlP-Seq de ENCODE.

Para los candidatos a enhancer que tenian elementos provenientes del proyecto VISTA, se les
dio un puntaje adicional: Svista. Un valor constante de 0.25 asignado a aquellos que tenian

reportados patrones de expresion consistentes a lo largo de distintos tejidos.

Por altimo, a los enhancers candidatos que tenian informacion de RNAs de enhancer (eRNAS)
(ver Caja 4) de FANTOM se les afiadié un valor Srantom basado en el tamafio del cluster de
la etiqueta CAGE de cada elemento de FANTOM (The FANTOM Consortium et al., 2014).

Por lo tanto, el valor de confianza de los elementos GeneHancer: Sk, se definié como:
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St = Stuentes + Sconservado + STrBs + Svista + SranTom

12.3.4 Asociaciones Enhancer - Gen

Una vez obtenido el grupo de enhancers candidatos con su respectivo valor de confianza,
GeneHancer buscé encontrar a los posibles genes blanco de cada elemento enhancer. Para

inferir una relacion entre enhancers candidatos y genes se utilizaron 5 diferentes métodos:

1. Loci de expresion de caracteres cuantitativos (eQTLS).

Esta validacion consistio en identificar SNPs dentro de enhancers candidatos y después
buscar correlaciones entre estos y la expresion de un potencial gen blanco al que regula
el elemento enhancer, como se documentd en la base de datos GTEX (Lonsdale et al.,
2013).

La base de esta validacion se estableci6 aplicando un analisis similar de eQTL (Ben-
Ari & Lavi, 2012; Nica & Dermitzakis, 2013; Petretto et al., 2006) a elementos
promotor que regulaban Unicamente a un gen correspondiente. Se encontré que en el
33% de los casos, el SNP que se encontraba en un promotor tenia la mejor sefial de
conexién eQTL hacia la expresion de su gen correspondiente, dando un estimado de
verdaderos positivos en este analisis.

Adicionalmente, encontraron que los enhancers tenian una densidad de eQTL de 0.96
por kb mientras que otras regiones gendmicas tuvieron una densidad mucho menor
(0.60 por kb). Y que a pesar de que los enhancers abarcaban 0.184 de todos los eQTL,
también sélo contenian 0.147 de todos los SNPs no asociados a la expresion génica;
demostrando que los SNPs con conexiones a la expresidn de un gen son mas propensos
a encontrarse en un elemento enhancer que los SNPs sin conexion a la expresion de un

gen.

2. Captura Hi-C (Chi-C)
Un Chi-C es un ensayo gendmico capaz de mapear interacciones reguladoras a escala
gendémica (Mifsud et al., 2015). Se utilizé un set de 22,000 promotores para este
analisis, buscando fragmentos que interaccionen con los promotores que sobrelapan el

set de enhancers candidatos. Se identificaron interacciones de largo alcance entre
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92,621 enhancers candidatos y 19,461 promotores, resultando en 2.29 +- 1.87 genes

por elemento enhancer.

Co-expresion de eRNA

Este analisis se realiz6 con datos del Atlas de Enhancers Humanos generados por el
proyecto FANTOMS5 (The FANTOM Consortium et al., 2014). Se registraron casos de
co-expresion entre eRNAs (Bose & Berger, 2017; De Santa et al., 2010; Ding et al.,
2018; Kim et al., 2010; Pulakanti et al., 2013; Schaukowitch et al., 2014; Wang et al.,
2011; Zhao et al., 2016) transcritos de regiones candidatas a enhancer y la expresion de
MRNA de potenciales genes blanco. Esto result6 en la identificacion de asociaciones
entre 21,957 enhancers candidatos y 11,527 genes, siendo 2.17+-1.88 genes por
enhancer candidato.

Co-expresion de factores de transcripcion (TF)

Este método se baso en analizar TFs que tienen sitios de union, determinados por
andalisis de ChIP-seq, dentro de un enhancer candidato. Se buscaron correlaciones
estadisticamente significativas entre la expresion de TFs y la expresion de potenciales
genes blanco para los enhancers candidatos. Este método validoé asociaciones entre
24,519 enhancers candidatos y 10,40 genes, en promedio 4.71 +- 5.33 genes por

enhancer candidato.

Distancia Gen - Enhancer.

La interaccidn gen-enhancer tiene a ocurrir en una distancia genémica considerable
entre ellos (Marsman & Horsfield, 2012), sin embargo se cree que la probabilidad de
que exista un evento de regulacién disminuye cuando se trata de distancias muy
grandes entre un gen y su enhancer asociado. Para apoyar esta aseveracion, Fishilevich
y colaboradores (Fishilevich et al., 2017) realizaron un andlisis del comportamiento de
todos los pares de gen-enhancer candidato (obtenidos por los métodos antes
mencionados) en funcion de la distancia entre ellos: Afadiendo una medida basada en
la distancia para definir un par gen-enhancer candidato, reflejando la dependencia que
existe entre la distancia de estos dos elementos.

En base a la convencionalidad de concentrarse en elementos inmediatamente

adyacentes establecida por el proyecto VISTA (Visel et al., 2007), se tomd a los 2 genes
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flanqueantes mas préximos al elemento enhancer en una distancia no mayor a 1Mb.

Esta adicion gener6 542,896 nuevas conexiones gen-enhancer.

Como resultado de la bdsqueda de asociaciones por los 5 métodos antes descritos, fueron
establecidos 1, 019, 746 pares de asociacion enhancer-gen (Figura 15) a través de 284, 821
enhancers candidatos y 101, 337 genes. Encontrando también 3.58 +- 2.91 genes por elemento

enhancer y 10.06 +- 11.8 elementos enhancer por gen.

Co-expresion
de eRNA

eQTLs

Co-expresién
de TFs

Chi-C
Distancia

Figura 4. Asociaciones enhancer-gen de GeneHancer. Diagrama de Venn de los 1, 019, 746 pares enhancer-gen, agrupados
por los 5 distintos métodos de asociacion. Esta figura pertenece al trabajo de Fishilevich y colaboradores (Fishilevich et al.,
2017) y ha sido traducida al espafiol.

12.4 Resultados

12.4.3 Variacién Genética en Regiones Enhancer de 76 Genomas de
poblacion Nativa Mexicana

La tabla S1 muestra, para cada variante, su rsID, el identificador del elemento enhancer y el
gen regulado de acuerdo con GeneHancer, el tipo de elemento (Enhancer o
Promotor/Enhancer), y la frecuencia alélica de la variante en la poblacion de 100 G-MXy en

las otras 4 poblaciones continentales consideradas.
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Tabla S1. Variantes localizadas en elementos GeneHancer

rsiD

rs1037143

rs10779631

rs10842776

rs10842777

rs11048413

rs11048413

rs11048654

rs11122174

rs11122174

rs11579993

rs11684916

rs117226814

rs117226814

rs117554880

rs11809494

rs12419235

rs12419235

rs12424645

rs12514686

rs12543368

rs12543368

GeneHancer
ID

GHO01J159596

GH01J206448

GH12J026690

GH12J026690

GH12J026119

GH12J026119

GH12J026690

GHO01J230976

GHO01J230976

GHO01J206444

GH02J143900

GH03J150598

GH03J150598

GH07J006530

GHO01J206448

GH11J118633

GH11J118633

GH12J026690

GH05J096733

GH08J142737

GH08J142737

Tipo
Enhancer
Enhancer
Enhancer
Enhancer
Promoter

/Enhancer
Promoter
/Enhancer
Enhancer
Promoter

/Enhancer
Promoter
/Enhancer
Enhancer
Enhancer
Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer
Enhancer
Enhancer
Enhancer
Enhancer
Enhancer
Enhancer

Enhancer

Enhancer

Gen
Regulado

OR10J6P
IKBKE
ITPR2
ITPR2
SSPN

ENSG000002
56894
ITPR2
TTC13
ARV1
IKBKE

LOC1019283

86

EIF2A

SELENOT

GRID2IP
IKBKE

PHLDB1
TREH
ITPR2
CAST

SLURP1

LY6K

100-G-

MX

0.558

0.5

0.846

0.846

0.853

0.853

0.846

0.218

0.218

0.513

0.282

0.282

0.481

0.455

0.455

0.846

0.609

0.564

0.564

Latina

0.54717

0.461

0.429078

0.543839

0.561828

0.561828

0.429245

0.346429

0.346429

0.4645

0.316785

0.076651

0.076651

0.174528

0.4619

0.169811

0.169811

0.42891

0.238717

0.344869

0.344869

Asiatica

del Este

0.134961

0.26

0.56491

0.574839

0.516513

0.516513

0.567742

0.672704

0.672704

0.2613

0.231912

0.019231

0.019231

0.26

0.148267

0.148267

0.563472

0.174419

0.165806

0.165806

Europea no

Finlandesa

0.587666

0.5252

0.144981

0.314798

0.487835

0.487835

0.144998

0.39412

0.39412

0.527

0.25858

0.000259

0.000259

0.03374

0.5257

0.001751

0.001751

0.145241

0.05848

0.334097

0.334097

Africana

0.485274

0.2814

0.10432

0.487777

0.147724

0.147724

0.10108

0.422197

0.422197

0.2815

0.288868

0.001378

0.001378

0.013541

0.3125

0.003098

0.003098

0.104694

0.067394

0.165701

0.165701
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rs13013022

rs13059182

rs13059182

rs13059198

rs13059198

rs13059878

rs13059878

rs13065455

rs13065455

rs13065745

rs13065745

rs13088205

rs13088205

rs13088214

rs13088214

rs13090265

rs13090265

rs133054

rs133054

rs133072

rs133073

rs139047783

rs141243060

rs153470

rs153470

GH02J127540

GH03J012458

GH03J012458

GH03J012458

GH03J012458

GH03J012458

GHO03J012458

GH03J012439

GH03J012439

GH03J012439

GH03J012439

GH03J012439

GH03J012439

GH03J012439

GHO03J012439

GHO03J012439

GH03J012439

GH22J040650

GH22J040650

GH22J040679

GH22J040679

GH10J103675

GHO02J143479

GH05J151208

GH05J151208

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Promoter

/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Enhancer

Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

MYO7B

PPARG

TSEN2

PPARG

TSEN2

PPARG

TSEN2

PPARG

SYN2

PPARG

SYN2

PPARG

SYN2

PPARG

SYN2

PPARG

SYN2

MKL1

XPNPEP3

XPNPEP3

XPNPEP3

SH3PXD2A

ARHGAP15

ANXA6

SLC36A1

0.904

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.462

0.462

0.128

0.128

0.128

0.128

0.288

0.583

0.885

0.885

0.735154

0.379717

0.379717

0.380615

0.380615

0.382701

0.382701

0.373821

0.373821

0.37234

0.37234

0.37234

0.37234

0.373522

0.373522

0.284198

0.284198

0.359005

0.359005

0.415094

0.398585

0.096698

0.224586

0.498818

0.498818

0.566452

0.034018

0.034018

0.034018

0.034018

0.034018

0.034018

0.028883

0.028883

0.028883

0.028883

0.029487

0.029487

0.029487

0.029487

0.000641

0.000641

0.975547

0.975547

0.975515

0.975578

0.011539

0.536223

0.536223

0.630833

0.283357

0.283357

0.283262

0.283262

0.284128

0.284128

0.286225

0.286225

0.286225

0.286225

0.28628

0.28628

0.286048

0.286048

0.136328

0.136328

0.553947

0.553947

0.643712

0.624415

6.50E-05

0.003307

0.226565

0.226565

0.301472

0.535714

0.535714

0.53453

0.53453

0.590471

0.590471

0.489293

0.489293

0.48849

0.48849

0.48896

0.48896

0.48896

0.48896

0.095769

0.095769

0.543338

0.543338

0.698756

0.577552

0.000919

0.00402

0.179705

0.179705
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rs153470

rs153470

rs16906993

rs16906993

rs16906993

rs16906993

rs16906993

rs16931169

rs17132267

rs17132267

rs1883473

rs1903002

rs1983127

rs2009707

rs2052953

rs2094374

rs2094374

rs2187832

rs2303027

rs2303027

rs2336938

rs2404991

rs3091393

rs34930402

rs3762731

GH05J151208

GH05J151208

GH11J009751

GH11J009751

GH11J009751

GH11J009751

GH11J009751

GH12J026690

GH05J131994

GH05J131994

GH22J040540

GH04J088818

GH10J069227

GH02J127633

GHO02J127540

GHO09J124808

GH09J124808

GH22J040602

GH05J151122

GH05J151122

GH01J206444

GH02J127562

GH22J040507

GH08J133044

GHO03J101572

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer

Promoter
/Enhancer
Enhancer
Promoter

/Enhancer

Promoter

/Enhancer

Enhancer

Promoter

/Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer

Enhancer
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12.4.4 Variantes por Elemento Enhancer

Tabla S2. Numero de Variantes en cada Elemento Enhancer

GeneHancerID Variantes GeneHancerlD Variantes GeneHancerlD Variantes

GH03J012439 6 GH02J143479 1 GH03J010955 1
GHO01J206448 5 GHO02J230943 1 GHO03J012436 1
GH12J026690 5 GHO07J006423 1 GH03J101572 1
GH12J026703 4 GHO07J006433 1 GHO03J150598 1
GH03J012458 3 GH07J006446 1 GH04J002809 1
GH05J096699 3 GH07J006530 1 GH04J088818 1
GH15J052178 3 GH07J016846 1 GH05J096733 1
GH22)041409 3 GHO08J133044 1 GHO05J131994 1
GHO01J159778 2 GHO08J141088 1 GHO05J132272 1
GH01J206444 2 GH09J124808 1 GHO05J151208 1
GHO02J127540 2 GH10J069227 1 GHO06J052325 1
GH02J143900 2 GH10J103675 1 GH17J016666 1
GHO03J101511 2 GH11J009751 1 GH181059904 1
GHO05J151122 2 GH11J047399 1 GH19J051748 1
GHO081142737 2 GH11J118633 1 GH20J041307 1
GH16J001825 2 GH12J026119 1 GH22J040238 1
GH181049645 2 GH13J030879 1 GH22)040321 1
GH22J040679 2 GH14J104084 1 GH22J040460 1
GHO01J006700 1 GH15J052231 1 GH221040490 1
GH01J159596 1 GH15J059270 1 GH22J040507 1
GHO01J230976 1 GH16J048555 1 GH221040540 1
GH02J117813 1 GH17J004832 1 GH22J040602 1
GHO02J127562 1 GH171004898 1 GH221040650 1
GH02J127633 1 GH17J004937 1 GH22J041559 1
GH07J006007 1 GH17J004965 1

12.4.5 Genes con Variantes Genéticas Localizadas en Elementos

Reguladores Enhancer

Tabla S3. Numero de variantes en enhancers por gen.

Gen Variantes en Gen Variantes en Gen Variantes en
Enhancers Enhancers Enhancers
PPARG 10 ARHGAP15 1 ADSL 1
ITPR2 9 ARV1 1 AGR2 1
IKBKE 7 ASPG 1 INCA1 1
MKL1 6 C170rf107 1 KDELR2 1
SYN2 6 CAMTA2 1 KIF1C 1
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12.4.6 Densidad de Variantes en Elementos Reguladores por Gen

Tabla S4. Densidad de Variantes en Enhancers por Gen

Gen Numero de Variantes por Gen Numero de
Kilobase Variantes por
Kilobase
LOC101928386 1.11731844 FNIP1 0.07920792
CERNA1 1.07526882 DDX18 0.07469934
NEK4P2 1.00806452 CAST 0.07364448
SLURP1 0.75075075 CCDC93 0.07162811
DUSP23 0.6097561 RNF167 0.06922811
OR10J6P 0.36832413 FPR2 0.06721785
PCNP 0.29171529 CHRNE 0.06468305
ARV1 0.2772387 ENSG00000255197 0.06427148
ITPR2 0.26693558 GOLGA1 0.06258997
LINC00545 0.26034887 PMAIP1 0.06023371
SLC6A1 0.25265285 AGR2 0.05767013
LOC100287613 0.24740228 SPI1 0.05576623
FAHD1 0.23326335 ERAP1 0.05540678
HAGH 0.23326335 C170rf107 0.05239992
GRID2IP 0.2247191 LOC101927257 0.04792256
PPARG 0.21105061 ANXAG6 0.04719578
LIPG 0.20498104 MEDAG 0.04616166
ASPG 0.1998002 MINK1 0.04592212
TEX26-AS1 0.17746229 TNIP1 0.04578545
TTC13 0.17289073 ARHGAP15 0.04463688
GNB5 0.15716475 TMEMO9B-AS1 0.04456129
LY6K 0.15270673 N4BP1 0.04451171
DAGLB 0.15015015 EIF2A 0.04428306
SYN2 0.14979777 FAM13A 0.04377709
ENSG00000261267 0.14907573 HKDC1 0.04284674
EP300 0.14800928 FPR1 0.04084634
MYQO7B 0.14648438 PHLDB1 0.03958045
IKBKE 0.1461683 RAC1 0.03785871
MEIKIN 0.13875399 THAP3 0.03615068
GPR55 0.12906557 ADSL 0.03586801
ENSG00000249180 0.12759985 SBF2-AS1 0.03499685
PMS2 0.12656626 ENO3 0.03431356
TSEN2 0.12572818 SH3BP2 0.03376895
CSDC2 0.12106538 PAHA2 0.0335762
KDELR2 0.11414222 RPL21P97 0.03281701
SELENOT 0.11316057 GM2A 0.03089376
ENSG00000248734 0.11112346 SSPN 0.03054648
SENP7 0.11090778 TREH 0.02968592
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XPNPEP3
INCA1
KIF1C
CAMTA2
ZNF232

ENSG00000256894

SPAG7
OLFML2A
MYO5C
MKL1
TIMP4
GPR17

0.10547781
0.10467916
0.10467916
0.10115315
0.10013017
0.09843489
0.09410879
0.09211496
0.09013069
0.08919546
0.08887309
0.08537522

SLC36A1
CCDC69
PAQRS8
MADD
LPIN3
DENND3
TNRC6B
SLA
SWAP70
SBF2
MYO1E
SH3PXD2A

0.02901242
0.02850058
0.02772541
0.02715842
0.02395324
0.02351669
0.02275313
0.02020161
0.01331416
0.01202342
0.01177662
0.01032919

12.4.7 Variantes en Enhancers de PPARG, SYN2, TIMP4 y TSEN2

Tabla S5. Variantes detectadas en enhancers de PPARG, SYN2, TIMP4 y TSEN2

rsiD

rs9833097

rs13090265

rs6806708

rs13065745

rs13065455

rs13088205

rs13088214

rs13059182

rs13059198

rs13059878

GHid y Gen
Regulado
GHO03J012436
PPARG,
TIMP4
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012439
PPARG, SYN2
GHO03J012458
PPARG,
TSEN2
GHO03J012458
PPARG,
TSEN2
GHO03J012458
PPARG,
TSEN2

100 G-

MX

0.455

0.462

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

0.487

Latina

0.273

0.2842

0.3753

0.3723

0.3738

0.3723

0.3735

0.3797

0.3806

0.3827

Asiatica del

Este

0.0006418

0.000641

0.02953

0.02888

0.02888

0.02949

0.02949

0.03402

0.03402

0.03402

Europea no
Finlandesa
0.1118
0.1363
0.2857
0.2862
0.2862
0.2863

0.286

0.2834

0.2833

0.2841

Africana

0.103

0.09577

0.5167

0.4885

0.4893

0.489

0.489

0.5357

0.5345

0.5905
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