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‘Resumen

la tecnologia de los microarrays de expresién es la herramienta ideal para el estudio de patrones de
. xpresion de miles de genes de forma simultanea. Sin embargo existe gran variabilidad de resultados
tribuible a los aspectos técnicos y de andélisis estadistico. En este trabajo presentamos algunos de los
~problemas surgidos en el estudio de las diferencias de expresion en higado de cerdos ibericos para los
fratamientos sexo y alimentacion empleando microarrays de Affymetrix. Los datos de expresidén nor-
alizados fueron analizados siguiendo dos aproximaciones de la metodologia de los modelos mixtos.
ara ambos tratamientos las diferencias de expresion detectadas fueron dependientes def modelo de
'ah‘éiisis y solo un pequefic numero de genes diferencialmente expresados fueron coincidentes en
- ambas estrategias estadfsticas. Algunas de estas diferencias de expresién fueron validadas por PCR
uarititativa. Ademas identificames errores de disefio y falta de anotacién de las sondas del array. Los
‘resultados de este estudio nos han permitido detectar diferencias de expresién de algunos genes de
~interés, pero también remarcan la necesidad de realizar estudios complementarios que confirmen las
“diferencias de expresién reveladas a través de la tecnologia de los microarrays,
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; Lights and darkness of gene expression analysis using microarrays: an example in Iberian pigs
‘Expression microarray technology is the ideal tool for the study of thousands of gene expression pat-
érns simultaneously. However there is a great variability of results attributed to technical and statisti-
al analysis aspects. In this work we present several of the arisen problems of a differential expression
"study in liver of |berian pigs under the treatments sex and feeding level using Affymetrix microarray.
_Normalized expression data were analyzed following two approaches of the mixed model methodo-
ogy In both treatments the detected differential expressions were dependent of the statistical model
nd just a small number of genes were coincident between both statistical strategies. Some of the
expression differences were confirmed by guantitative PCR. Besides, we have identified design mista-
es and missing annotation of the array probes. The results of this study have allowed us to detect dif-
erential expression of interesting genes, but it pointed out the necessity of carrying out complemen-
ary studies in order to confirm the differential expressions revealed using microarrays technology.
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Introduccién

La tecnologia de los microarrays de expre-
sién es la herramienta ideal para el estudio
de patrones de expresion de miles de genes
de forma simultanea en un mismo indivi-
duo, tejido o célula. Los estudios en la espe-
cie humana y ratén, basados en el uso de
microarrays, han permitido identificar dife-
rencias de expresion de genes implicados
en diversos procesos bioidgicos, como las res-
puestas a enfermedades o a cambios ambien-
tales e incluso han permitido identificar nue-
vos genes y funciones génicas. En el caso de
las especies domésticas, los primeros traba-
jos trataron de hacer uso de microarrays de
humano a través de hibridaciones cruzadas
(Hernandez et af., 2003), aunque en los ulti-

mos afos se han publicado los primeros

resultados de anélisis de microarrays de
expresién especificos de especies como la
vaca o el cerdo. El estudio de diferencias de
expresién génicas usando microarrays impli-
ca multiples pasos desde el disefio del expe-
rimento hasta la identificacion de diferen-
cias de expresion estadisticamente fiables y
biologicamente explicables. Se tiende a
establecer protocolos estandarizados que
eviten la aparicion de falsos positivos, falsos
negativos y que permitan obtener resulta-
dos comparables entre distintos estudios.
Existe una gran variabilidad de resultados
atribuible a los aspectos técnicos de esta
metodologia como son la plataforma de
hibridacion usada {microarrays caseros,
comerciales, ADN copia, oligos cortos, oligos
largos, uno o dos canales), el protocolo de
extraccion de ARN (mayor o menor pureza y
cantidad), la metodologia de sintesis de
ADN copia, de marcaje, hilbridacién, impre-
si6n y escaneado. Asimismo, en cuanto al
andlisis de datos procedentes de microa-
rrays existen diferentes estrategias para lle-
var a cabo su normalizacién, la determina-
cion de las diferencias de expresion, y el
establecimiento de umbrales de falsos des-
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cubrimientos. Esta diversidad de métodos
estadisticos contribuye también a la dificul-
tad en comparar resultados publicados. El
principal reto del andalisis estadistico de los
datos es que se contrastan miles de genes
con un muy reducido numero de muestras,
debido al alto coste de esta técnica. El redu-
cido ndmero de muestras hace necesaria
una validacién de resultados a través de la
cuantificacién relativa de la expresion utili-
zando PCR cuantitativa {qPCR) Dadas sus
caracteristicas, mayor sensibilidad y especifi-
cidad y menor coste, la qPCR permite ade-
més de precisar la estima de las diferencias
de expresion, validar los resultados en un
mayer numerc de muestras,

En cuanto a la anotacidn e interpretacion
bioldgica de los resultados, la mayor fuente
de informacién en las especies de animales
domésticos procede de la especie humana.
En estos momentos se estan realizando
importantes esfuerzos por desarrollar herra-
mientas bioinforméticas con el propésito de
facilitar el proceso de anotacion (e]. EasyGo,
David database, NetAffy). Sin embargo en la
actualidad parecen seguir existiendo errores
de asignacion y falta de anotacién, esto junto
con el desconocimiento de muchas de las
rutas génicas gue controlan los procesos bio-
|6gicos hace de la interpretacion biolégica de
los resultados obtenidos una tarea compleja.

El presente trabajo se propone explicar las
aportaciones y dificultades que supone el uso
de esta metodologia a partir de un sencillo

estudio de analisis de la expresion génica:

diferencial en cerdo para dos tratamientos
(sexo y alimentacién) empleando microarrays.

Material y métodos

Las muestras de higado analizadas en este
trabajo corresponden a cerdos Ibéricos per-
tenecientes a cinco familias de cuatro her-
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manos completos de la misma camada. Cada
una de las familias estd compuesta por dos
individuos de cada sexo donde un macho y
una hembra de cada familia fue alimentado
-con una dieta casi ad /ibitum y el otro
-macho y hembra de cada familia con una
dieta restringida al 75% de [a ingesta ad
“libitum. Las muestras de ARN de higado fue-
“ron extraidas con el kit RiboPure (Ambion)
"que garantizaba la cantidad (medida con el
“equipo NanoDrop) y calidad 6ptima (medi-
"da con el bicanalizador Agilent 2100}, para
“realizar estudios de cuantificacion de la
-expresion. Muestras de ARN de higado de
ocho individuos, dos familias, fueron hibri-
adas con chips porcinos de Affymetrix
‘(Affymetrix Porcine Genechip TM) que
ncluyen 20.201 genes representados por
.23.937 sets de sondas y cada set esta consti-
tuido por 11 sondas diferentes disefiadas a
o largo del transcrito. La sintesis del corres-
pondiente ADN copia, marcajes, hibridacio-
. nes y escaneado se realizo a través del servi-
“cio del hospital Vall d'Hebrén (Barcelona).
‘La calidad de las hibridaciones y normaliza-
~cién de los datos se llevaron a cabo utilizan-
“do el paquete affyPLM y la funcion RMA del
‘programa Bioconductor.

El analisis estadistico de los datos normaliza-
i dos se realizé utilizando la metodologia de
“los mdadelos mixtos siguiendo dos estrate-
- gias diferentes:

. Anédlisis conjunto de todos los genes
Byrne et af., 2005), utilizando el modelo:

Y= media+ gen+ sexo, + nivel alimenta-
- Ci6n + (gen x sexo);; + {gen x nivel alimenta-
.Cion), + error

2H. Analisis gen a gen con una aproximacién
bayesiana (Programa GEAMM, desarrollado

. por Casellas et al., 2008), siguiendo el mode-
= lo:

= media+ sexo; + nivel alimentacién +
Lerror
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El umbral de falso descubrimiento (FDR=0.05)
se determin® como describieron Benjaminiy
Hochberg en 1995,

La anotacion de las sondas se lievd a cabo en
primer lugar utilizando un archivo suminis-
trado por Affymetrix y posteriormente con-
firmando la anotacién con las diversas
herramientas disponibles en la red princi-
palmente NetAffy, EasyGo y David databa-
se. La validacion de resultados se realizé por
gPCR utilizando el método de deteccién
Sybr Green en un ABI 7500 Fast y utilizando
dos genes (GADPH y BM2) como controles
endégenos. Los calculos de la cantidades
relativas de expresién se efectuaron utili-
zando el programa geNorm (http://med-
gen.ugent.be/genorm).

Resultados y discusion

Calidad de las hibridaciones

Todas las muestras de ARN utilizadas en el
andalisis superaron los requisitos establecidos
en cuanto a calidad (RNA Integrity Number
>8) y cantidad (7pg) para lievar a cabo las
hibridaciones en los chips de Affymetrix.
Asimismo, todas las hibridacicnes pasaron
los controles de calidad de hibridacion,
degradacidn y marcaje establecidos por
Affymetrix para llevar a cabo el anélisis de
las diferencias de expresidn, lo que permite
minimizar la posibilidad de obtener falsos
positivos debidas a este tipo de variaciones
técnicas.

Anaélisis de los datos de expresion y
anotacion

El analisis de las diferencias de expresion
génica entre machos y hembras en tejido
hepético utilizando el modelo | de analisis
conjunto permitié detectar 306 sets de son-
das diferencialmente expresados (DE), de
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los que un 10% no estad anotado. Mediante
el analisis bayesiano con el modelo Il gen a
gen también se detectd un elevado numero
de sets de sondas DE, concretamente 324,
En ambos sets DE, se observd una sobrerre-
presentacién de genes del cromosoma Y,
ademas de identificar sondas DE de interés
como aquellas que corresponden a genes de
la familia proteinica citocromo P450, protei-
nas gue participan en la metabolizacion de
compuestos xenometabdlicos asociados a
las diferencias sexuales en cuanto a resisten-
cia y/o tolerancia a téxicos y en [a genera-
cién del escatol (determinante del olor
sexual en machos). Sin embargo, entre
ambos analisis {conjunto de genes /gen a
gen) so6lo coincidieron 120 sets de sondas
DE.

Como ejemplo ilustrativo de los problemas
de interpretacion de los resultados, entre
los sets DE se identificaron dos disefiados
para un mismo gen, EIF253, de los que s6lo
uno sé mostraba estadisticamente significa-
tivo en el andlisis conjunto, mientras que
ambos sets eran estadisticamente significa-
tivos utilizando el medelo gen a gen. Las
diferencias de expresion que presentaban
los dos sets de sondas del gen se daban en
sentidos opuestos, mientras que para uno
de los sets (EIF253-1) los machos presentaban
sobreexpresion del orden de 20-30 veces
mas que las hembras, para el otro set
(EIF253-I1) las hembras mostraban 1,5 veces
mas expresion que los machos, Esto sugeria
la existencia de dos transcritos diferentes
para el mismo gen, informacién no suminis-
trada por la anotacién de Affymetrix. El
andlisis comparativo de la secuencias de
ambos transcritos corrobora esta hipotesis,
ya que entre ambas existe una region
comun, region codificante, y una region
especifica de cada transcrito para el extre-
mo 3" no codificante. Sin embargo en el
disefio de los dos sets en el microarray hay
sondas complementarias tanto a la region
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comun, como. a la region especifica de los
transcritos, por lo tanto es posible que se
infravaloren las diferencias de expresién
estimadas ya que existe la posibilidad de
gue se produzcan hibridaciones tanto de un
transcrito como del otro en ambos sets.

En cuanto a las diferencias de expresion
génica en tejido hepético entre los animales
de los dos niveles de alimentacion se detec-
taron 231 sets de sondas DE utilizando el
modelo de andlisis conjunto, de los que el
1% no esta anotado. En el analisis gen a gen
se detectd un nlimero bastante mas reduci-
do de sets de sondas DE, en concreto 87, de
las que el 3% tampoco tiene anotacién. En
este caso, los resultados se mostraron mas
dispares que los obtenidos para el analisis
entre sexos, es decir, los resultados eran mas
dependientes de!l tipo de analisis estadisti-
co, y no sdlo presentaban diferencias en
cuanto a la cantidad de sondas identificadas
como DE, sino que de entre éstas solo 10
sets de sondas coincidian como DE en ambos
analisis. De entre los sets de sondas DE en el
analisis conjunto, se identificaron una gran
proporcion de genes relacionados con el
metabolismo de grasas, carbohidratos y pro-
teinas. Sin embargo, al utilizar el modelo de
analisis gen a gen, la proporcion de genes
que “a priori” (errores y falta de anotacion
y/o funcién) se relacionan con el metabolis-
mo de grasas, carbohidratos y proteinas es
mucho menor.

Validacién por gPCR

Una etapa imprescindible en los analisis de
tas diferencias de expresién con microarrays
es la validacién de algunos resultados a tra-
vés de gPCR, especiaimente cuando son
dependientes del modelo de analisis. El pri-
mer paso al medir la cantidad de expresion
por gPCR es la seleccién y validacion de
genes enddgenos, estos son los genes que se
utilizan como controles internos y que per-
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miten corregir las diferencias en las medidas
. de expresion no debidas al tratamiento sino
a diferencias técnicas {cantidades, pipeteo,
eficacia sintesis de ADN copia, etc.). En
‘general, los genes endégenos lo son en
-determinados tejidos, poblaciones y estados
“fisioldgicos (Vandesompele et af, 2002) y
_por tanto es imprescindible su validacion en
‘elflos tejidos a analizar antes de llevar a
“cabo el estudio de las diferencias de expre-
'5ién, y generalmente se considera més fia-
bie el uso de mas de un gen endogeno. En
‘este estudio se seleccionaron seis genes
“(BMZ2, TBP, TOP2B, GADPH, ACTB, EEF2)} con-
siderados endégenos en la especie porcina y
“se estimo su estabilidad (geNorm) y eficien-
-tia en la PCR, de forma que se determind
:que los genes GADPH y B2M eran los que
‘mejor se comportaban como genes endége-
‘nos en el tejido hepatico, y por tanto fueron
‘los que se usaron como controles internos.

:De entre los sets de sondas DE se realizé una
eleccién de genes a validar por gPCR a tra-

A)

103

vés de diferentes criterios. La posibilidad de
gue se hubiesen infravalorado las diferen-
cias de expresién entre sexos de los transcri-
tos del gen £/F253, debido al disefio de las
sondas del array para ambos transcritos,
unido a los resultados dispares entre los ana-
fisis estadisticos, hizo aconsejable su valida-
cién por gPCR. Para ello se disefiaron dos
parejas de cebadores en las regiones especi-
ficas de cada transcrito, lo que permitio
determinar especificamente la cantidad de
expresion relativa de cada uno, ademas de
extender el andlisis al resto de animales no
incluidos en las hibridaciones. Los resultados
del analisis por gPCR aparecen representa-
dos de forma gréfica en la figura 1, donde se
muestran los niveles de expresién relativa a
los genes enddgenos. Se trata de dos transcri-
tos cuya expresion depende del sexo y estas
diferencias condicionadas por el sexo son
estadisticamente significativas. De hecho,
EIF253-1 no parece expresarse en hembras, al
menos no es detectable {figura 1 A), mientras
que si en machos. Sin embargo, la sobreex-
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Figura 1. Representacion grafica de las medidas relativas de expresién en machos y hembras de los
dos transcritos def gen E/F253 medidas a través de gPCR. A) Expresion del transcrito EIF253-.
L B) Expresidn del transcrito EIF253-11,
Figure 1. Graphic representations of the relative expression measures in males and females of the
two EIF253 gene transcripts measured by gPCR A) EIF253-1 transcript expression. B) EIF253-i}
transcript expression,
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presion del transcrito EIF253-Il en hembras es
2,69 veces mayor gue en machos, valor supe-
rior al estimado con los microarrays (1.5
veces). Estos resultados pueden atribuirse a
un mat disefio de los sets de sondas de estos
transcritos en ei array.

De entre los sets de sondas DE entre niveles
de ingesta utilizando el modelo de analisis
conjunto, se identificaron los genes fatty
acid binding protein 3 (FABP3) y stearoyl-
CoA desaturase (SCD) que codifican para
importantes enzimas de! metabolismo de
acidos grasos y son considerados interesan-
tes genes candidato para caracteres de cali-
dad en cerdo. Sin embargo, en los resulta-
dos del modelo de analisis gen a gen
ninguno de ellos se detecté como DE. Por
elio, dado su interés como genes candidato
se validaron a través de gPCR. Los resultados
de esta validacion aparecen representados
de forma gréafica en las figuras 2 Ay B,
donde se muestran los niveles de expresidn
relativa a los genes endogenos tanto del
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gen FABP3 (A) como del SCD {B). En estos
genes no se detectan diferencias de expre-
sion significativas condicionadas por la res-
triccion de la dieta. Estos resultados, junto
con los obtenidos para el analisis entre
sexos, cuestionan que el modelo de analisis
conjunto de los genes sea el méas apropiado
para nuestro disefio experimental.

En el presente estudio se ha empleado la
tecnologia de microarrays de expresion con
el objetivo de detectar diferencias de expre-
sién génica en tejido hepéatico porcino entre
machos y hembras, o debidas al nivel de
ingesta. Los resultados han permitido detec-
tar diferencias de expresiéon en genes intere-
santes por diversos aspectos (ej. relaciona-
dos con e! metabolismo de nutrientes,
generacién del escatol). Sin embargo se
aprecia que la informacién aportada por
esta tecnologia plantea problemas de inter-
pretacién estadistica, técnica y biolégica. Se
requiere realizar tareas complementarias
como son el examen exhaustivo de la anota-
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Figura 2. Representacion grafica de las medidas relativas de expresion de los genes FABP3 y SCD

medidas a través de gPCR en cerdos alimentados con dieta ad libitumy restringida.
A) Expresion del gen FABP3. B) Expresion del gen 5CD.
Figure 2. Graphic representation of the relative expression measures of FABP3 and 5CD genes
measured by gPCR in pigs fed with ad libitum and restrinted diets.
A) FAPB3 gene expression. B) SCD gene expression.
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“¢ion de los sets de sondas y de las secuencias
‘utilizadas para su disefio, asi como la valida-
‘cion de algunos de los resultados mediante
gPCR, lo que va a permitir determinar de
“manera mas precisa el nivel de expresién,
‘ademas de contrastar los resultados obteni-
:dos con diferentes enfoques estadisticos,
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