UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

ETSIAMN
DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA

otecnologia
ICa

Master Bi

-~ =

Rl rouecnica

DE VALENCIA

CARACTERIZACION DE LAS
DIFERENCIAS DE SEXO EN LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DESDE
UNA PERSPECTIVA OMICA

TRABAJO DE FIN DE MASTER EN BIOTECNOLOGIA BIOMEDICA

ALUMNA: MIRIAM FERREIRO PANTIN

TUTOR EXTERNO: FRANCISCO GARCIA GARCIA

TUTOR ACADEMICO: JAVIER FORMENT MILLET

Curso académico 2019-2020

VALENCIA, JUNIO DE 2020






Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia méas comun en el mundo. Al igual
que otros grupos de enfermedades, como las enfermedades autoinmunes o algunos tipos de
cancer, la EA presenta diferencias epidemioldgicas entre hombres y mujeres, con una mayor
incidencia en las mujeres. Comprender los mecanismos y factores diferenciales que influyen

en ello, podria ayudar a mejorar el diagnostico y/o el prondstico de los pacientes.

Por este motivo, se ha realizado una revisién sistematica, en los diferentes repositorios
publicos, y una seleccion final de 9 estudios transcriptomicos de la EA con los que se realizo
un metaanalisis con la herramienta web Metafun. Los resultados obtenidos indican la existencia
de un aumento del trafico vesicular y un incremento de los procesos relacionados con la
activacion del reciclaje de proteinas en los hombres, procesos esenciales para evitar la

progresion de la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer; sexo; transcriptomica; metaanalisis.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common type of dementia in the world. Like other groups
of diseases, such as autoimmune diseases or some types of cancer, AD has epidemiological
differences between men and women, with a higher incidence in women. Understanding the
mechanisms and differential factors that influence this may help to improve the diagnosis

and/or prognosis of patients.

For this reason, a systematic review has been carried out, in the different public repositories,
and a final selection of 9 transcriptomic studies of AD with which a meta-analysis was carried
out with the Metafun web tool. The results obtained indicate the existence of an increase in
vesicular traffic and an increase in the processes related to the activation of protein recycling

in men, essential processes for preventing the progression of the disease.

Keywords: Alzheimer’s Disease; sex; transcriptomic; metaanalysis.
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1.Introduccidn

La demencia es una enfermedad crénica que conlleva una disminucién anormal en dos 0 méas
dominios de la funcion cognitiva y emocional de un individuo incluyendo, normalmente, la
memoria y la capacidad para desarrollar tareas del dia a dia (Gouras, 2014). Se trata de un
desorden progresivo e incurable, cuya prevalencia se incrementa con la edad a pesar de no ser
un proceso que forma parte del envejecimiento normal (Guerchet & Prince, 2018). Existen 7
causas principales de demencia identificadas hasta ahora: enfermedad de Alzheimer,
enfermedad cerebrovascular, enfermedad de los cuerpos de Lewy, degeneracion del I6bulo
frontotemporal, enfermedad de Parkinson, esclerosis hipocampal y patologias mixtas
(Alzheimer’s Association, 2020).

1.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo mas comun de demencia, suponiendo entre el 60%
y el 80% de los casos (Alzheimer’s Association, 2020). Se trata de una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por un déficit cognitivo progresivo que se traduce en una
pérdida de memoria, asi como en una disminucion de la fluidez semantica y de la funcion viso
espacial. Ademas, produce cambios en el comportamiento y su progresion conlleva a la muerte
del enfermo (Gouras, 2014). Se estima que la padecen méas de 50 millones de personas en todo
el mundo vy, debido al crecimiento de la poblacion mundial y al aumento en la esperanza de
vida, se espera que la prevalencia de la EA vaya en aumento en los préximos afios hasta llegar
a 152 millones de personas en 2050 (Alzheimer’s Disease International, 2019). Esto, a parte
del problema de salud publica que supone, conlleva unos costes econémicos, asociados al
cuidado y tratamiento de los pacientes, de 1 trillon de délares (USD) anuales, los cuales se
incrementaran conforme aumente la prevalencia del Alzheimer, pudiendo verse duplicados en
2030 (Alzheimer’s Disease International, 2019). Por ello, la investigacién sobre los
mecanismos biologicos que provocan la EA, la prevencién y el tratamiento de los pacientes se

han convertido en uno de los mayores retos de la humanidad a escala global.

La EA afecta tanto a hombres como a mujeres, sin embargo, estas presentan un mayor riesgo
de padecerla (Figura 1) (Gao, Hendrie, Hall, & Hui, 1998). Esto podria ser explicado por una

asimetria sexual en diferentes factores de riesgo de la EA. Las mujeres tienden a tener una



mayor esperanza de vida (Hebert, Scherr, McCann, Beckett, & Evans, 2001); presentan dos
veces mas riesgo de padecer depresion (S. Kim et al., 2015); y, tras una menopausia temprana
pueden producirse alteraciones hormonales que desemboguen en un mayor riesgo de demencia
(Rocca, Grossardt, & Shuster, 2011). Todo ello podria contribuir a que las mujeres sean mas

propensas a padecer la EA que los hombres.

Riesgo estimado para la Enfermedad de
Alzheimer por sexo; 45 y 65 afios de edad

Porcentaje Hombres [l Mujeres
25
21.1%

M0 19.5%
15

10.3% 11.6%
10 =
5
0

T |

Edad 45 65

Figura 1. Riesgo estimado de padecer Alzheimer segun el sexo y la edad. Se puede
observar como se va incrementado en mujeres y a medida que aumenta la edad.
[Adaptado a partir de Alzheimer’s Association (2020)].

Pero, las diferencias entre sexos en la EA no radican unicamente en la prevalencia. Recientes
estudios muestran que existen diferencias conductuales durante el transcurso de la enfermedad
(J. Lee, Lee, & Kim, 2017) y un mayor progreso del deterioro cognitivo en mujeres una vez
diagnosticada la EA (Aglero-Torres, Fratiglioni, Guo, Viitanen, & Winblad, 1998; Tschanz et
al., 2011). Esto podria indicar que existen diferencias en el patron de neurodegeneracion
producido por la EA o en la respuesta a este en funcion del sexo. Esta idea también es apoyada
por otros trabajos realizados con neuroimagen (Malpetti et al., 2017) y con muestras de cerebro

post-mortem (Filon et al., 2016).

Sin embargo, no existen muchos trabajos que se centren en los mecanismos subyacentes a estas
diferencias, pese a que pueden provocar diferentes respuestas a los tratamientos de Alzheimer
(Scacchi, Gambina, Broggio, & Corbo, 2014). Una mayor comprension de las diferencias
existentes en el desarrollo de la EA segun el sexo es necesaria para poder desarrollar nuevos

tratamientos con dianas mas especificas e individualizadas. Ademas, podria conllevar en el



descubrimiento de nuevos biomarcadores especificos para cada sexo que ayudardn a
diagnosticar con una mayor antelacion la EA. Esto supondria una mejora en la calidad de vida
de los enfermos y una mejor gestion de los recursos econdmicos y humanos asociados a la

prevencion, el cuidado y el tratamiento de los pacientes.

Al tratarse de una enfermedad progresiva, el avance de los eventos patoldgicos a nivel
cognitivo y fisico, desde la demencia hasta que aparece la EA, se puede representar como un
proceso continuo (Alzheimer’s Association, 2020) que incluye 3 fases principales: EA
preclinica, deterioro cognitivo leve (DCL) debido a la EA y demencia debida a la EA (Figura
2). A pesar de que se sabe el orden en el que se suceden estas fases, la duracion es algo que

depende del individuo y de factores como la edad, sexo, genética y/u otros.

—— Demencia debida a EA —

EA preclinica DC:: g;bldo Severo
T T | T |
Sin sintomas Sintomas leves Sintomas que Sintomas que Sintomas que
que no interfieren mnterfieren con interfieren con interfieren con la
con la vida algunas actividades muchas actividades mayoria de
normal de de la vida diaria de la vida diaria actividades de la
individuo vida diaria

Figura 2. Fases del continuo existente entre la demenciay la EA [Adaptado a partir de Alzheimer’s Association
(2020)].

En cuanto a la clasificacion, existen dos tipos principales de EA: la EA de inicio precoz (EAIP)
y la EA de inicio tardio (EAIT) (Tellechea et al., 2018). A pesar de que en las dos variantes la
patologia cerebral es la misma, los pacientes con EAIT sufren una mayor afectacion de la
funcion ejecutiva, visuoespacial y de las praxias, teniendo menos afectada la parte de la
memoria. Por otro lado, en pacientes con EAIP se observa una mayor difusion de la atrofia

cerebral.
1.1.1. Diagndéstico

Aunque el diagnostico definitivo de la EA dependa de una autopsia, tanto el Instituto Nacional

de Envejecimiento (National Institute of Aging, NIA) como la Asociacion de Alzheimer



(Alzheimer’s Association, AA) han establecido ciertos métodos para la diagnosis de la EA,
abarcando los tres estadios principales de la misma (preclinica, prodromal y demencia
manifiesta), mediante la basqueda de biomarcadores diferenciales, como el residuo amiloide
AP42, proteina Tau fosforilada (P-Tau) y proteina Tau total (Apostolova, 2016). Las pautas
para analizar de la manera mas correcta posible dichos signos y sintomas se encuentran en la
quinta edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico para las Enfermedades Mentales 0 DSM-

5 (American Psychiatric Association, 2013).

En la actualidad, los biomarcadores se detectan mediante el analisis del liquido cerebroespinal
(LCR) y la deteccion de marcadores amiloides por medio de imagen por resonancia magnética
(IRM). Otros estudios han intentado establecer diagndsticos fiables a partir de los niveles de
citoquinas en la EA, pero los resultados no han sido consistentes debido a la falta sustancial de
datos (Brosseron, Krauthausen, Kummer, & Heneka, 2014). Combinando los criterios clinicos

y fisiopatoldgicos se pueden establecer 8 categorias de EA (Mantzavinos & Alexiou, 2017).

Es importante enfocar las investigaciones hacia la mejora de los métodos de diagnostico de la
EA, ya que una diagnosis temprana de la misma se traduciria en una reduccion de los dafios

irreversibles de la enfermedad y en una disminucion de los costes econémico-sociales.

1.1.2. Bases moleculares

La neuropatologia de la EA fue descrita por primera vez en 1907 por el Dr. Alois Alzheimer
(Hunting, 2015), psiquiatra y patologo aleman. Al realizar una exploracion cerebral
postmortem de un paciente psiquiatrico con afectacién del lenguaje y cambios conductuales,
observo una serie de cambios en las neurofibrillas que le llevarian a describir esa patologia tan
caracteristica como “un peculiar y grave proceso de enfermedad en la corteza cerebral”

(Toodayan, 2016).

Los cambios que se producen a nivel cerebral durante la EA, y que ya habia observado Alois
Alzheimer cuando la describi6 por primera vez, estan asociados a las deposiciones de dos tipos
de proteinas en las células neuronales: la proteina p-amiloide y la proteina tau (Gaugler,
James, Johnson, Scholz, & Weuve, 2016). La acumulacion de proteina f-amiloide fuera de las
neuronas, en lo que se conoce como placas neuriticas, bloquea el transporte de nutrientes y

otras moléculas esenciales hacia dentro de estas células. Por otro lado, la acumulacion



intracitoplasmatica de proteina tau hiperfosforilada, en las llamadas marafias neurofibrilares
(NFTSs) de tau, interfiere en la comunicacion interneuronal. Esta cadena de fallos conlleva la
muerte neuronal debido a la acumulacion de desechos y a la reduccion de las sinapsis
neuronales, produciéndose la neuroinflamacion y la disminucion del tamafio cerebral

caracteristicas de la EA.

A lo largo de la historia de la EA, se han propuesto varias hipdtesis etiopatogénicas sobre las
que se ha ido investigando. La primera en ser formulada fue la hipotesis colinérgica. Esta
teoria surge a mediados de los afios 70 y propone que la degeneracion de las neuronas
colinérgicas y, por ende, la secrecion del neurotransmisor acetilcolina en diferentes zonas
cerebrales contribuyen significativamente al deterioro de la funcidn cognitiva en pacientes con
EA (Francis, Palmer, Snape, & Wilcock, 1999).

Aunque todavia no se conocen con total claridad los mecanismos subyacentes de la EA, la mas
apoyada durante las ultimas décadas ha sido la hipotesis de la cascada amiloide (Sery,
Povova, Misek, Pesak, & Janout, 2013). La proteina precursora amiloide (APP) es una proteina
transmembrana de tipo | que se sintetiza en el reticulo endoplasmatico y es transportado a la
red trans-Golgi por medio del aparato de Golgi, en la cual es almacenada a la maxima
concentracion posible en su forma estable. La APP puede ser procesada,
postranscipcionalmente, por diferentes proteasas debido a la presencia en su conformacion de

diferentes sitios de escision. La a-secretasa actua en la membrana plasmatica, escindiendo el
APP de manera que genera péptidos B-amiloides soluble; mientras que, tanto la B-secretasa
como la y-secretasa generan componentes APP de 40 o 42 residuos, liberandose al espacio

extracelular y produciendo agregados amiloides (Ténnies & Trushina, 2017).

Una de las hipotesis mas recientes es la hipotesis sinaptica, que se basa en la existencia de
correlacion entre la pérdida de funcion cognitiva y la pérdida de sinapsis neuronales. Ademas,
enfatiza el papel de los oligdmeros de A en la sinaptotoxicidad en lugar del de las fibrillas de
AP (Tanzi, 2005), al contrario que la hipotesis de la cascada amiloide. Esta sinaptotoxicidad
esta basada en un aumento de la endocitosis de los receptores de glutamato tipo NMDA en las
neuronas corticales, teniendo un efecto negativo en la plasticidad neuronal y pudiendo ser el

comienzo de los cambios patoldgicos en la EA (Snyder et al., 2005).



Por Gltimo, la hipdtesis Tau, que se basa en el acimulo de las formas 3R y 4R de esta proteina
de manera hiperfosforilada en los microtibulos neuronales, lo que se denomina enredos o
marafias neurofibrilares (NFT). La proteina Tau es una de las proteinas asociadas a
microtUbulos que promueve el ensamblaje y la estabilizacion de los conjuntos de tubulina en
la célula. Esta proteina tiene seis isoformas que surgen del splicing alternativo de las cuales
solamente dos, la de 3 repeticiones (3R tau) y la de 4 repeticiones (4R tau), estan presentes en
las mismas proporciones en los axones de las neuronas adultas cuando las condiciones

fisioldgicas son normales.

La modificacion postraduccional més relevante para tau es su fosforilaciéon, cambiando su
forma y regulando asi su actividad biologica. Las marafias de proteinas Tau que se encuentran
en las neuronas de pacientes con EA estan hiperfosforiladas (Simi¢ et al., 2016). Se ha
observado mediante PET que los patrones de union al neuromarcador Tau estan estrechamente
asociados con los patrones de neurodegeneracion y presentacion clinica de la EA. Ademas, se
cree que la acumulacion de proteina Tau ocurre antes que la de proteina p-amiloide (Kametani
& Hasegawa, 2018).

1.1.3. Neuroinflamacién

A pesar de la evidente participacion de las proteinas Tau y B-amiloide en la patogénesis de la
EA, en los ultimos afios se ha profundizado en el papel de la neuroinflamacion en la pérdida
sinaptica, que cada vez parece mas relevante (Figura 3). La neuroinflamacion se trata de una
combinacion compleja de respuestas por parte de todos los tipos celulares que se encuentran
en el sistema nervioso central (SNC) que incluyen la microglia, la macroglia, las neuronas y
los linfocitos infiltrantes. Estas respuestas se basan en la liberacion de mediadores
inflamatorios citoquinas y quimiocinas, que generan excitoxicidad cuando se producen de
manera crénica (Rao, Kellom, Kim, Rapoport, & Reese, 2012). A parte de estos mediadores
celulares, existen también mediadores moleculares: el complemento, las quimiocinas,

citoquinas y ciclooxigenasas (Im, 2019).

Las més estudiadas son las citoquinas proinflamatorias, entre las cuales se han observado altas
concentraciones de IL-6, TNF-a, IL-1pB, IL-12, e IL-18 en la sangre periférica de pacientes con
AD (Swardfager et al., 2010). La secrecion de estos componentes estd estrechamente

relacionada con la produccion de proteina p-amiloide. Por otro lado, se ha demostrado también



que la produccion de la proteina AP induce la expresion de IL-1B, TNF-a e IL-6, existiendo
por tanto una relacion directa entre la neuroinflamacion y la neurotoxicidad (K. S. Lee et al.,

2009).
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Figura 3. Neuroinflamacién durante el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer. Con la presencia de
agregados de B-amiloide y las marafias neurofibrilares de proteina Tau, las células inmunes del cerebro se
activan produciendo una gran variedad de moduladores inflamatorios, como las citoquinas y las quimioquinas.
(Imagen realizada con Biorender)

Este aumento de las citoquinas proinflamatorias se produce por una activacion de la microglia,
que presenta autoantigenos contra las proteinas neurotoxicas caracteristicas de la EA a los
linfocitos T infiltrados por medio de los complejos de histocompatibilidad MHC 'y MHC I,
activando los linfocitos T CD4+. Ademas, se ha visto que el fenotipo microglial puede variar
de M1, que produce neurotoxicidad, a M2, produciendo neuroproteccion y remodelacion del

tejido cerebral (Das & Chinnathambi, 2019).

Sin embargo, los mecanismos moleculares que relacionan la EA con la neuroinflamacién no
estan todavia claros. Algunos estudios sugieren que la inflamacion del tejido neural produce y
acelera el curso de la EA, mientras que otros argumentan que es un mecanismo de defensa

beneficioso contra la neurotoxicidad del tejido cerebral en pacientes con dicha enfermedad (Im,

2019).



1.1.4. Genética de la enfermedad

La evidencia cientifica, a través de analisis de ligamiento genético en familias, confirma la
relacion entre la aparicion de EA y las mutaciones en los genes que codifican para el precursor
transmembrana de la proteina amiloide (APP) o para las proteinas presenilina 1 (PSEN1) y
presenilina 2 (PSENZ2), ambas directamente involucradas en el procesamiento de APP.
Ademas, el alelo 4 de la apolipoproteina E (APOEe4) se ha identificado como un gran factor
de riesgo genético en la predisposicién a la EAIT (Shao, Peng, & Wang, 2017). Por Gltimo, el
receptor desencadenante expresado en células mieloides 2 (TREMZ2), se han asociado con una

forma autosémica recesiva de demencia de inicio temprano (Guerreiro et al., 2013):

e APP: Primer gen causativo identificado, cuyas mutaciones suelen estar relacionadas
con la EAIP y que se relacionan al procesamiento de la APP por los diferentes tipos de
secretasas, produciendo una sobreproduccion y acumulacion de péptidos Ap42.

e PSEN1y PSENZ2: Las proteinas que codifican estos genes son muy importantes en la
ruta amiloidogénica del procesamiento de la APP ya que son fundamentales para la
funcion de la y-secretasa. Las mutaciones en PSEN1 producen un aumento
significativo en los niveles de Ap42, causando un 80% de la EAIP. Por otro lado, las
mutaciones en PSEN2 son responsables del 5% de casos de esta enfermedad. La
identificacion de mutaciones AD familiares en los genes APP, PSEN1 y PSEN2 dio
lugar a la hipdtesis de la cascada amiloide (T6nnies & Trushina, 2017).

e APOEe4: De las tres variantes del gen APOE (g2, €3y €4), es APOEe4 el mayor factor
de riesgo geneético para la EA, expresandose en mas de la mitad de los pacientes (Safieh,
Korczyn, & Michaelson, 2019). Aunque todavia no se han dilucidado los mecanismos
ni los efectos que realmente son consecuencia de ser portador de este alelo, se ha
observado su clara relacion con el dafio cerebral. No obstante, esta relacion es mas
pronunciada en mujeres que en hombres (Ungar, Altmann, & Greicius, 2014).

e TREMZ2: Se ha observado que una mutacién homocigota en el gen TREMZ2, que codifica
para una glucoproteina transmembrana, conduce a una demencia de inicio temprano.
Esto se debe a que la proteina TREMZ2 es necesaria para la correcta eliminacion, por

parte de la microglia, de las placas amiloides cerebrales (Jonsson et al., 2013).

1.1.5. Factores de riesgo

La EA es una enfermedad multifactorial cuyo factor de riesgo mas influyente es la edad. Esto

se puede deber al efecto acumulativo de otros factores de riesgo como el de la susceptibilidad



genética, factores psicosociales, bioldégicos o ambientales (Qiu, Kivipelto, & von Strauss,

2009). Por ello, hay diferentes hipdtesis etiologicas que se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de las diferentes hipdtesis etioldgicas que existen para el AD [Adaptada de (Qiu et al.,
2009)].

Hipotesis ] Evidencia
o Factores de riesgo y protectores _ o
etiologica epidemioldgica
Susceptibilidad ) » -
» Factores de riesgo: alelo APOE e4 y agregacion familiar Fuerte
genética
L Factores de riesgo: alta presion arterial, diabetes, enfermedad
Hipotesis de la Moderada o
cerebrovascular y tabaco; o
ruta vascular ) o ] suficiente
Factores protectores: terapia antihipertensiva
Hipotesis Factores protectores: alto nivel educacional, actividades de Moderada o
psicosocial estimulacion mental y actividad fisica suficiente
L Factores de riesgo: deficiencia en folato, vitamina B12 y otros
Hipotesis o o o
) ] antioxidantes (vitaminas A, E y C); Insuficiente o
dietariay de ) ) o
L Factores protectores: consumo de vegetales y alimentos ricos | limitada
nutricién .
en &cidos grasos omega-3
Factores de riesgo: traumatismos craneales, profesion con
Otros (ej. exposicion a toxinas y campos electromagnéticos, depresion y

, . . . Insuficiente o
Factores toxicos terapia de reemplazamiento de hormonas; o
Imitada
o inflamatorios | Factores protectores: medicamentos antiinflamatorios no

esteroideos

1.2. Datos bmicos y tecnologias de alto rendimiento

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es la molécula que porta la informacién genética celular,
y esta compuesto por dos cadenas antiparalelas polinucleotidicas. Los nucledtidos que
conforman los &cidos nucleicos son la adenina (A), citosina (C), guanina (G), timina (T) y
uracilo (U). EI ADN, que se compone exclusivamente de A, C, Gy T, puede transcribirse a

acido ribonucleico (ARN), en el que la timina se sustituye por el uracilo (Alberts et al., 2015).



El ARN, a parte de sus de funciones reguladoras, sirve también como molde en el proceso de
traduccion para la sintesis proteica. La molécula que actia a modo de vinculo entre la
informacién genética que codifica en el ADN y las proteinas recibe el nombre de ARN
mensajero (ARNmM). Este proceso, que incluye desde el gen que contiene la secuencia del ADN
hasta la proteina efectora final, es lo que se conoce como el dogma central de la biologia
molecular (Crick, 1970). Posteriormente a su postulacion se ha revisado y ampliado (Nelson &
Cox, 2017, Figura 4).

Replicacion
ADN — ADN
2 I . Adenina (A)
I \ l s Timina (T)
' . § . s Citosina (C)
y ' I Guanina (G)
‘ l V. ‘ Uracilo ()
s i { ) Aminoacido
Transcripcion Transcripcién I
I e ADN —= ARN
ADN <— ARN

Replicacion
ARN —= ARN

Traduccion
ARN = Proteina

Figura 4. Dogma central de la biologia molecular ampliado.

En 1986, Thomas H. Roderick acufié el término genémica para referirse al estudio del conjunto
completo de genes del ser humano, también conocido como genoma. Unos afios mas tarde, en
1995, Marc Wilkins propuso la palabra protedmica para referirse al estudio del conjunto de
proteinas de un organismo (Yadav, 2007). A partir de ahi se conoce a las 6micas como las
disciplinas que se encargan del estudio de grandes cantidades de informacion dentro o fuera
del dogma central de la biologia molecular, tal y como ocurre con la transcriptomica y la

metabolomica (Manzoni et al., 2018).

Estas disciplinas generan una gran cantidad de datos gracias a las técnicas de alto rendimiento.

Esto, junto con el abaratamiento continuo y gradual de estas tecnologias, ha llevado a la
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necesidad de tener a disposicion una gran cantidad de bases de datos y repositorios, en los que
poder almacenarlos y procesarlos. Debido a que dichas bases de datos estan en continua
actualizacion, las cifras son muy cambiantes de un afio a otro. Actualmente, segun el dltimo
informe anual sobre la coleccion de repositorios en la investigacion de acidos nucleicos
(Rigden & Fernandez, 2019), existen 1613 bases de datos.

1.2.1. Transcriptémica

El transcriptoma esta constituido por el total de transcritos de ARN existentes en una célula,
independientemente de si dan como resultado proteinas codificantes, siendo la transcriptomica
la ciencia que se encarga de estudiarlos (Z. Wang, Gerstein, & Snyder, 2009). Mediante el
estudio de estos transcritos se pueden conocer las caracteristicas de la expresion génica en una
region especifica, lo que aporta informacion transcendente para entender la dinamica del
metabolismo celular y tisular, asi como la influencia del transcriptoma en diferentes patologias
(Manzoni et al., 2018).

La transcriptomica se ha desarrollado gracias al rapido avance tecnolégico del que han surgido
tecnologias de alto rendimiento de secuenciacion de ARN (RNA-seq). Los primeros en surgir
fueron los microarrays, que consisten en un soporte solido al que se unen, en una disposicion
concreta, una serie de sondas de ADN. Por otro lado, requieren también de una molécula
fluorescente o radioactiva para marcar el ADN o ARN a estudiar, ademas de su posterior
hibridacion con las sondas del microarray. Esta fue la primera técnica que permitio detectar la
actividad de miles de transcritos con un solo procesamiento (Doménech-Sanchez & Vila, 2004;
Schena, 1996).

1.2.2. Estrategias de analisis transcriptomicos

El analisis de datos transcriptdbmicos requiere un preprocesamiento de estos que dependera
fundamentalmente de la tecnologia empleada. Como resultado se obtiene una matriz de
expresion que contiene la cuantificacion, para cada una de las muestras analizadas, de la unidad
biologica de interés (Garcia, 2016). A partir de esta matriz se pueden seguir diferentes
estrategias para el analisis de los datos, siendo las mas destacables (Grant, Manduchi, &
Stoeckert, 2007):
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e Andlisis de expresion diferencial: Tiene como objetivo identificar qué grupo de
elementos biologicos (cominmente genes) varian su nivel de expresion segun las
condiciones experimentales. Este abordaje es Util para la deteccion de biomarcadores o

la caracterizacion de enfermedades.

e Prediccion de clases: a partir de un set compuesto por perfiles transcriptomicos que
pertenecen a las clases de interés, se realiza una clasificacion supervisada de nuevos

perfiles.

e Analisis cllster o descubrimiento de clases: Las clases obtenidas surgen de la
clasificacion de las muestras segun sus similitudes de expresion a nivel transcriptémico,

obteniendo una clasificacion no supervisada.

1.2.3. Caracterizacion funcional

Como resultado del analisis de expresion diferencial se pueden obtener una lista de diferentes
elementos bioldgicos de interés, es decir, elementos que varian entre las condiciones a
comparar. Esto, combinado con la informacion biologica disponible en las distintas bases de
datos, facilita la interpretacién de los resultados obtenidos. Cabe destacar la importancia de las
anotaciones funcionales, ya que presentan un vocabulario estructurado e informan de las
funciones relacionadas con las unidades bioldgicas (Garcia, 2016). Esta informacion esta

contenida en bases de datos como:

e Gene Ontology (GO), que contiene informacion sobre los sistemas biologicos
clasificada en tres ontologias: procesos bioldgicos, funciones moleculares vy

componentes celulares (Ashburner et al., 2000).

e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), que contiene informacion
sistematica a cerca de la funcion de los genes y su organizacion en rutas (Kanehisa,
2000).

Los resultados recopilados a partir de los datos transcriptomicos se combinan con la

informacidn procedente de las bases de datos por medio de metodologias de caracterizacién

funcional. Una estrategia que permite caracterizar las funciones de una unidad bioldgica de
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interés, como puede ser un grupo de genes, es el analisis de enriquecimiento o analisis de
sobrerepresentacion (Garcia, 2016). En este tipo de analisis, se selecciona un conjunto de genes
(u otra unidad bioldgica de interés) y se comparan las funciones anotadas para dicho conjunto
con un grupo de genes de referencia. Ademas, se evalla estadisticamente la proporcion de
genes con la anotacion correspondiente para cada funcién, pudiendo detectar asi una

sobrerrepresentacion o enriquecimiento de este.

Otra aproximacion son los andlisis de grupos de genes (Garcia, 2016), como el Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA), que utiliza la lista completa de genes, clasificandolos segun su
nivel de expresion diferencial. De esta manera, analizando los genes que pertenecen a un

mismo grupo funcional, se puede saber si tienden a estar sobre o infraexpresados.

1.2.4. Metaanalisis

Los metaanalisis, junto con las revisiones sistematicas, son herramientas necesarias para la
construccion de evidencia cientifica. EI metaanalisis puede definirse, en términos generales,
como el andlisis integrado de los resultados obtenidos de estudios independientes que tienen
una teméatica comun (Carlin, 1999; Liberati et al., 2009). Al combinar la informacion de dichos
estudios el poder estadistico del andlisis serd mayor que si analizamos cada estudio por

separado, permitiendo abordar conclusiones conflictivas.

A pesar de que el metaanalisis haya surgido como una herramienta aplicable al campo de las
ciencias sociales (Glass, 1976), se ha trasladado con éxito al campo de la expresion génica, lo
gue ha permitido caracterizar de mejor manera una enfermedad (Xu et al., 2015) o estudiar la
eficacia de algunos tratamientos disponibles (Kishi et al., 2017). Aunque la mayoria de estudios
transcriptomicos que emplean metaanalisis se centran en un nivel génico, aplicarlo a nivel de
funcion puede minimizar el ruido de la tecnologia empleada u otros problemas debidos al
disefio experimental o al reducido tamafio muestras, mejorando la deteccion de funciones

realmente enriquecidas (Garcia, 2016).
A pesar de que el metaanalisis es una herramienta capaz de detectar diferencias significativas

en conjuntos de datos que, analizando de manera individual, no seriamos capaces de percibir;

hay que tener en cuenta que sus resultados dependen, en una gran proporcién, a la calidad de
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los datos de entrada. Ademas, un sesgo importante es el de publicacion, ya que los resultados

negativos no suelen publicarse, por norma general.
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2.Hipotesis

En la poblacién general, las mujeres presentan una mayor incidencia de la Enfermedad de
Alzheimer (Gao et al., 1998; Hebert et al., 2001; S. Kim et al., 2015). Ademas de esto, se ha
comprobado la existencia de diferencias conductuales durante el transcurso de la enfermedad,
que podrian ser indicio de un patrén de neurodegeneracion especifico de sexo (Filon et al.,
2016; J. Lee et al., 2017; Tschanz et al., 2011).

Teniendo en cuenta dichas diferencias a nivel de sexo, es probable que existan también
diferencias entre hombres y mujeres a nivel de activacion o represion de algunas funciones
moleculares relacionadas con la aparicién y progresion de la EA. Estudiar el contexto
molecular de la enfermedad puede llevarnos al descubrimiento de nuevos biomarcadores
especificos de sexo que permitan una individualizacion del diagnostico y el desarrollo de
terapias; mejorando la calidad de vida de los pacientes, asi como la gestion de los recursos

humanos y econémicos invertidos.
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3.0bjetivos

El objetivo de este trabajo es identificar, mediante un abordaje in silico, las bases moleculares
que afectan de forma diferencial a hombres y mujeres en la enfermedad de Alzheimer. Para

lograrlo, se han propuesto tres objetivos especificos a cumplir:

+ Revision sistematica y seleccion de estudios en enfermedad de Alzheimer con datos de
expresion de microarrays o0 RNA-seq en los repositorios Gene Expression Omnibus
(GEQO) y ArrayExpress.

« Analisis individual de cada estudio seleccionado, incluyendo un analisis de expresién

diferencial, un analisis de enriquecimiento funcional.

» Metaanalisis de los resultados funcionales obtenidos a nivel de enriquecimiento

funcional.
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4.Material y métodos

4.1. Revision sistematica y seleccion de estudios

La revision sistematica es una metodologia empleada para responder a preguntas concretas
mediante la comparacion de la evidencia empirica que cumple ciertos criterios de elegibilidad.
Este es un proceso que comienza con el establecimiento de unos objetivos claros y que continlia
con la busqueda de estudios que cumplan estrictamente con los criterios de elegibilidad que se
han establecido, seguido por una evaluacion de la validez de los estudios y una sintesis de
resultados a partir de los mismos. Para el desarrollo de este trabajo se han seguido las directrices
y flujo de trabajo propuestos en la declaracion PRISMA (Figura 5), que ha surgido de una
colaboracion internacional y multidisciplinar con el objetivo de estandarizar tanto la revision

sistematica como el metaanalisis (Liberati et al., 2009).

En primer lugar, se llevo a cabo una busqueda de los estudios disponibles en las bases de datos
publicas sobre la enfermedad de Alzheimer que contuviesen informacion a cerca de la
expresion génica. En concreto, se exploraron las bases de datos GEO (Barrett et al., 2012) y
ArrayExpress (Kolesnikov et al., 2015) con las palabras clave “expression profiling by array”,
“expression profiling by high throughput sequencing”, “Alzheimer”, “Alzheimer’s disease”,

“AD”, y “Homo sapiens”. Se utilizaron como palabras excluyentes “cell line” y “cell lines”.

De los estudios que se obtuvieron, se seleccionaron aquellos que incluian informacion sobre el
sexo y cuyas muestras fueron tomadas post-mortem del cerebro de los individuos. Por otro
lado, se excluyeron los estudios que no contenian muestras control y aquellos que abarcaban
informacidn sobre pacientes tratados o con un tamafio muestral menor de doce sujetos (cuatro
por cada grupo experimental), ademas de los realizados sobre lineas celulares humanas o en

tejido sanguineo.

Tras la seleccion final de estudios, fueron descargados sus correspondientes datos

normalizados de la base de datos GEO.
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Figura 5. Flujo de informacion a través de las diferentes fases de una revision
sistematica. (Esquema adaptado de Liberati, A et al.)

4.2. Procesamiento de los datos

Para que la metodologia del metaanalisis sea aplicable es necesario analizar los estudios por
separado en primer lugar, para después combinar los resultados. Todo el procesamiento de los

datos se realiz6 con el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2019) desde RStudio.

Normalizacion de los datos clinicos
En vista de la variabilidad, tanto en la naturaleza de los estudios como en la metodologia
empleada en cada uno de ellos, se realiz6 una normalizacion de la nomenclatura de los datos
clinicos disponibles, con el fin de evitar problemas al integrar los datos en el metaanalisis. Para
dicha normalizacion se siguieron las siguientes directrices:
*  Grupo “Control”: Pacientes sanos, divididos en dos grupos segun el sexo.
*  Grupo “Alzheimer”: Pacientes con EA, divididos en dos grupos segun el sexo. Se han

excluido las muestras de estadio probable.
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Anotacion
La anotacion de las sondas es un paso esencial en el procesamiento de los microarrays, variando
en funcion de la plataforma comercial y del modelo de esta. Los cédigos de las sondas de cada
uno de los microarrays se convirtieron en el cddigo Entrez correspondiente, un identificador
comun mediante el cual se registra cada uno de los genes en la base de datos National Center
for Biotechnology Information (NCBI, Estados Unidos) (Maglott, Ostell, Pruitt, & Tatusova,
2011). Para facilitar la automatizacion del trabajo, los identificadores de gen de los estudios de

RNA-seq también se transformaron en el identificador correspondiente en el codigo Entrez.

En la conversion de identificadores de sonda a identificadores Entrez de gen, se pueden
producir duplicaciones porque hay genes que corresponden a varios identificadores de sonda.
Para resumir la informacion de la expresion a nivel de gen, se generé la funcion medianReps,
disponible en el repositorio de cddigo gitlab (https://gitlab.com/ubb-cipf/metafunr/-
[tree/master/R). Esta funcion calcula la mediana de los niveles de expresion de todas las sondas

que apuntan a un mismo gen, en cada uno de los pacientes.

4.3. MetaFun: analisis individual de los estudios y metaanalisis

Para llevar a cabo el analisis exploratorio, la caracterizacion funcional y el metaanalisis se
empleo la plataforma web MetaFun (Malmierca, 2019). Esta herramienta web esta dirigida al
analisis de datos Gmicos desde un punto de vista funcional, trabajando a partir de una seleccion

de estudios biomédicos.

MetaFunR es un derivado del paquete desarrollado por la Unidad de Bioinformaética y
Bioestadistica del Centro de Investigacion Principe Felipe para la realizacion de metaanalisis
funcional adaptado a las necesidades de la aplicacion web. Esta desarrollado en R y se puede

consultar en https://gitlab.com/metafundev/metafunr.

4.3.1. Analisis exploratorio

Para cualquier investigacion la recogida de datos es un punto muy importante por lo que su
correcto procesado inicial es crucial. El analisis exploratorio engloba todos los procedimientos
empleados para analizar los datos e interpretar los resultados que se obtienen a partir de ellos

(Tukey, 1962). Asi mismo, estan incluidas también las formas de planificar la recogida de
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dichos datos, de manera que se facilite lo maximo posible un analisis consistente. Por ultimo,
incluiria también todos los mecanismos estadisticos aplicados para examinarlos.

Para evaluar la distribucion de las muestras en los grupos de interés y detectar comportamientos
anomalos se realizo un andlisis exploratorio de cada estudio seleccionado y anotado. Para evitar
la introduccidn de nuevos sesgos y mas variabilidad, se partid de los datos normalizados de los

estudios de microarrays seleccionados.

En MetaFun los resultados del analisis exploratorio son representados mediante diagramas de
cajas, Analisis de Componentes Principales (PCA) y Clustering de las muestras analizadas:

» En primer lugar, se representaron los niveles de expresion de los genes de cada una de

las muestras en un diagrama de cajas, o Boxplot, para comprobar que no hubiese

anomalias ni en la distribucion de los datos.

* Ademas, a partir de los datos normalizados se realizé un andlisis de agrupamiento o
Clustering, con el objetivo de observar posibles agrupaciones de las muestras en cuanto
a los niveles de expresion génica de manera dependiente del sexo o de la presencia o

no de la enfermedad.

« Por ultimo, se realizé un PCA con el mismo objetivo.

4.3.2. Analisis de expresion diferencial

El primer paso del analisis realizado por MetaFun es un anélisis de expresion diferencial, cuyo
objetivo es encontrar diferencias significativas de interés a nivel de expresion génica en los
diferentes grupos experimentales (sobreexpresion o infraexpresién). Para ello, se compararon
las diferencias en mujeres debidas a la enfermedad con las diferencias en hombres debidas a la
enfermedad mediante el siguiente contraste, que fue evaluado a través de los modelos lineales

implementados en el paquete limma de Bioconductor (Ritchie et al., 2015) :

Ecuacion 1.

(Alzheimer Mujer — Control Mujer) — (Alzheimer Hombre — Control Hombre)

Por ello, se combinaron las variables factoriales “sexo” (Hombre o Mujer) y “Alzheimer”

(Control o Alzheimer), generando los cuatro grupos experimentales posibles. Se calcularon los
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coeficientes estimados y los errores estandares a partir de la matriz de contrastes y el modelo
lineal, y los estadisticos de la expresion diferencial. Finalmente se ajusto el p-valor mediante
el método de Benjamini y Hochberg (BH) (Benjamini & Hochberg, 1995).

4.3.3. Andlisis de enriquecimiento funcional

Una vez generados los datos de expresion diferencial a nivel de genes, MetaFun realiza un
analisis de enriquecimiento funcional a través de Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
(Montaner & Dopazo, 2010). GSEA indica la funcién bioldgica, proceso molecular y/o
componente celular que existen detras de un conjunto de genes que comparten un patrén de
expresion comun. De esta manera se puede obtener un grupo de genes enriquecidos

funcionalmente.

4.3.5. Metaanalisis funcional

La identificacion de grupos de genes con funciones comunes suele ser inconsistente entre
estudios independientes, bien sea por la existencia de ruido en la tecnologia empleada, las
caracteristicas del experimento y/o un tamafio muestral reducido. Por este motivo, combinar
los resultados de varios estudios puede mejorar los resultados a la hora de detectar grupos de

funciones enriquecidas.

4.3.5.1. Determinacion de la medida combinada del efecto

Una vez realizada una eleccién exhaustiva de los estudios para evitar los sesgos relacionados,
como el desbalance en la representacion de los grupos de estudio, se lleva a cabo el célculo de
la magnitud del efecto de la variable de interés y de su variabilidad. De esta manera podremos
decidir entre aplicar el modelo de efectos aleatorios o el modelo de efectos fijos para llevar a
cabo el metaanalisis:
» Efectos fijos. Al emplear este modelo se asume que todas las diferencias entre nuestros
datos que se deben unicamente al azar.
» Efectos aleatorios. Se aplica este modelo cuando se cree que cada uno de los estudios
tiene un error de muestreo distinto, siendo este el caso mé&s comun en los datos

bioldgicos y, por tanto, el que emplea MetaFun para realizar el metaanalisis.

Como resultado del metaanalisis se obtienen un conjunto de estimadores de la medida del
efecto combinado para cada una de las funciones estudiadas, ademas de los indicadores de

heterogeneidad de este:
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QE y QEp son el estadistico de contraste y p-valor, respectivamente, del método
DerSimonian y Laird (DerSimonian & Laird, 1986), utilizados para detectar la
heterogeneidad entre estudios. La hipatesis nula se refiere a la no heterogeneidad entre
los estudios.

LOR es la estimacion del efecto combinado de todos los estudios. El signo indica la
sobrerrepresentacion de una determinada funcién en uno de los dos grupos de la
comparacion realizada. La magnitud del valor es un indicador cuantitativo de dicha
sobrerrepresentacion.

Intervalo de confianza del LOR (al 95%), construido a partir de la variabilidad estimada
en el modelo seleccionado. Si el intervalo de confianza no incluye el 0, el LOR se
considera significativo.

El p-valor informa sobre el nivel de significacion del efecto combinado. Es necesario
hacer una correccion de este, dado que no contempla el escenario de multiplicidad del

analisis (multiples funciones). Esta correccion fue realizada mediante el método BH.

© 2 describe la heterogeneidad entre los estudios.

El estadistico 12 indica el porcentaje de variabilidad debida a la heterogeneidad en los
estudios. Cuanto menor sea este valor, menos relevante sera la heterogeneidad
detectada.

H2 es el cociente entre la variabilidad total y la variabilidad en el muestreo.

4.3.5.2. Evaluacién de la heterogeneidad

Para confirmar que el procedimiento empleado en la medida de determinacion del efecto es el

adecuado, se lleva a cabo la evaluacion de la heterogeneidad. Para ello, MetaFun emplea los

graficos de embudo, ademas de las representaciones graficas de los estimadores previamente

descritos.

Los graficos de embudo (Figura 6) evaltan la variabilidad de los distintos estudios y la

presencia de sesgos. En MetaFun se representa el Log Odds Ratio (LOR) del término funcional

representado (eje X) frente a la desviacion estandar (eje Y), que es una medida de la precision.

De esta manera los estudios que aparecen representados alejados horizontalmente del centro

son estudios poco precisos. En cuanto al eje vertical, cuanto mas cerca del 0 se encuentren su

error estandar serd menor.
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Figura 6. Ejemplo de un gréafico de embudo para el término GO:0008021, obtenido en el
metaandlisis que abarca este trabajo.

4.3.5.3. Representacion de los resultados

Ademas de la obtencion de las funciones significativas del metaanalisis, se generaron graficos
de bosque (Figura 7), para representar el impacto de cada estudio en una determinada funcion
significativa. Este tipo de grafico se representan los estudios que han sido parte del metaanalisis
(eje Y) frente el valor de la variable de interés junto con su intervalo de confianza (eje X).
Ademas, el tamarfio del cuadrado negro que representa dicho valor varia proporcionalmente en
funcidn del peso que haya tenido el estudio en el metaandlisis, lo que se denomina la medida

del efecto. En MetaFun, la variable de interés es el LOR.

G0:0008021
gse28146 —_— . -0.27 [-0.41,-0.12]
gse36980 —_ -0.39 [-0.54, -0.25)
gse132903 e -0.33 [-0.48, -0.18]
gse84422_gpl96 0.42 [-0.58. -0.26
gse 118553 —— -0.35 (-0.492 -0.21]
Summary — -0.35 [-0.42, -0.28]

Figura 7. Ejemplo de un gréafico de bosque para el término GO:0008021,
obtenido en el metaanalisis que abarca este trabajo.
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5.Resultados

En este apartado se muestran los resultados obtenidos siguiendo el mismo orden que en el
apartado anterior. Las figuras y tablas complementarias se encuentran recogidas en los Anexos

Ay B, respectivamente.

5.1. Revision sistematica y seleccion de estudios

En la revision sisteméatica encontramos, tras la eliminacion de duplicados, un total de 222
estudios candidatos. Hasta 181 estudios fueron excluidos por no contener datos
transcriptomicos, no estar centrados exclusivamente en AD y/o contener un ndmero de
muestras < 12. De los 31 estudios restantes, se descartaron 19 por no disponer de muestras con
informacion acerca del sexo del paciente y por no estar basados en el anélisis del tejido cerebral.
Finalmente, 9 estudios fueron seleccionados para la realizacion del metaanalisis (Figura 8,
Tabla 2).

base de datos GEO base de datos ArrayExpress
(n=211) {n=82)

| |
l

[ Registros tras la eliminacidn ]

[R.egistms identificados en la] [ Registros identificados en la ]

Identificacion

’.f Registros excluidos \1

de duplicados
(n=222) por la falta de
informacion
transcriptomica, por
E un tamafio muestral
S N<12 o por no
centrarse en EA
(n=181)
Registros elegibles \" ‘/
n=31)
Registros excluidos por
o la ausencia de
3 informacitn de sexo o
= por no centrarse en
E‘ ~ tejido cerebral
Estudios excluidos en el (n=19)
analisis exploratorio e A vy
individual
L (n=12) y
w "y
8 Estudios incluidos en el
|_§ metaanalisis
= L n=29) )

Figura 8. Diagrama de flujo de la revision sistematica siguiendo la declaracion
PRISMA.
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Tabla 2. Descripcion de estudios seleccionados. Se especifica la plataforma empleada por cada estudio y el

articulo publicado.

Estudio Plataforma Articulo
GSE1g7 | Affymetrix H”ﬂ??asenome Sl (Blalock et al., 2004)
GSE5281 Affymetrix Human Genome U133 (Liang, Dunckley, et al., 2008; Liang et al., 2007,
Plus 2.0 Array Liang, Reiman, et al., 2008; Readhead et al., 2018)
Affymetrix Human Genome U133 (Blalock, Buechel, Popovic, Geddes, & Landfield,
GSE?28146
Plus 2.0 Array 2011)
GSE29378 IHlumina HumanHT-12 V3.0 (Miller, Woltjer, Goodenbour, Horvath, &
expression beadchip Geschwind, 2013)
GsEseogy  Affymetrix err‘::; CEne LT (Hokama et al., 2014)
GsEaroey | Affymetrix HX?:Z; Exon 1.0ST (Tan etal., 2010)
GSEagazo  Affymetrix HX?:Z; CETR b S (Antonell et al., 2013)
. (Astarita et al., 2010; Berchtold et al., 2013, 2008;
GsEdgaso | Affymetrix Human Genome U133 g1 oy 51 2013; Cribbs et al., 2012; Sarvari et al.,
Plus 2.0 Array
2012)
Affymetrix Human Genome U133A
GSE84422 Array (GPL96) (M. Wang et al., 2016)
Affymetrix Human Gene 2.0 ST (Lachen-Montes, Zelaya, Segura, Fernandez-
GSE93885 . A
Array Irigoyen, & Santamaria, 2017)
GSE118553 Illumina Hu.manHT-12. V4.0 hIIpS.lAAMMLDQbLDJJ_ﬂDlthM[
expression beadchip 2acc=
GSE132903 Hllumina HumanHT-12 V4.0 (M. Wang et al., 2016)

expression beadchip

5.3. MetaFun: analisis individual de los estudios y metaanalisis

Tras la descarga de los datos de cada estudio y la estandarizacion de la nomenclatura de las
variables clinicas, se evaluaron los niveles de expresion diferencial y se realiz6 un analisis de
enriquecimiento funcional para procesos bioldgicos (PB), funciones moleculares (FM) y
componentes celulares (CC) para cada uno de ellos. Por ultimo, se llev6 a cabo un metaanalisis

para estas tres categorias. Los graficos fueron generados por MetaFun.

5.3.1. Andlisis exploratorio y procesamiento de los datos

GSE1297
En este estudio (Blalock et al., 2004) se evalud la respuesta transcripcional diferencial en genes
relacionados con marcadores de la EA en muestras de hipocampo cerebral. La Tabla 3 muestra

la distribucion de los individuos por sexo y por enfermedad.
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Tabla 3. Individuos incluidos en el estudio GSE1297. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE1297 Mujeres Hombres Total

Control 2 6 8
Alzheimer 16 6 22
Total 18 12 30

Finalmente, tras los analisis cluster y de PCA se decidié no incluir este estudio en el

metaanalisis final, ya que contenia las mismas muestras que GSE28146.

GSE5281

En este estudio (Liang, Dunckley, et al., 2008; Liang et al., 2007; Liang, Reiman, et al., 2008;
Readhead et al., 2018) se analizaron los genes que se expresan de manera diferencial en 7
regiones cerebrales diferentes durante el curso de la EA, para tratar de encontrar marcadores
gue permitan prevenir y/o tratar la enfermedad. En la Tabla 4 se muestra la distribucién de los
individuos por sexo y por enfermedad, tras seleccionar las muestras que pertenecen a tejido
cerebral. Ademas, se eliminaron las muestras GSM119673, GSM119637 y GSM119655 ya que
se encontraban desfasadas en la escala de normalizacion (Anexo I, Figura A.1).

Tabla 4. Individuos incluidos en el estudio GSE5281. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE5281  Mujeres Hombres Total

Control 21 53 74
Alzheimer 37 50 87
Total 58 103 161

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.2) como el PCA (Anexo I, Figura A.3)
mostraron una ligera agrupacion de las muestras en funcion de si provenian de pacientes

“Control” o de pacientes “Alzheimer”.

GSE?28146
En este estudio (Blalock et al., 2011) se analizd la correlacion entre la expresion genica en
muestras de hipocampo cerebral con marcadores conocidos de la EA. Los individuos

catalogados en el estudio como “EA incipiente”, “EA moderado” y “EA severo” se agruparon
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en la categoria “Alzheimer”. La Tabla 5 muestra la distribucién de los individuos por sexo y

por enfermedad.

Tabla 5. Individuos incluidos en el estudio GSE28146. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE28146 Mujeres Hombres  Total

Control 2 7 9
Alzheimer 16 6 22
Total 18 13 31

Al analizar la matriz de expresion se observa un gran desfase en la escala de normalizacion
(Anexo I, Figura A.4.A), por lo que se procedié a realizar una conversién a escala logaritmica
en base dos de la matriz de expresién (Anexo |, Figura A.4.B). Tanto el anélisis de
agrupamiento (Anexo I, Figura A.5) como el PCA (Anexo I, Figura A.6) mostraron la ausencia

de agrupacion de las muestras en funcion del grupo experimental.

GSE29378
En este estudio (Miller et al., 2013) se realiz6 un analisis transcripcional en muestras de
hipocampo cerebral de pacientes con EA avanzada y pacientes control para evaluar el
enriquecimiento de diferentes funciones celulares implicadas en la enfermedad. La Tabla 6

muestra la distribucion de los individuos por sexo y por enfermedad.

Tabla 6. Individuos incluidos en el estudio GSE29378. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE29378 Mujeres Hombres Total

Control 10 22 32
Alzheimer 15 16 31
Total 25 38 63

Tras analizar las muestras mediante un boxplot (Anexo I, Figura A.7.A) se decidio realizar el
logaritmo en base 2 de la matriz de expresion normalizada debido al desfase de los datos
(Anexo I, Figura A.7.B). Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.8) como el PCA
(Anexo I, Figura A.9) mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcion del grupo

experimental.
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GSE36980
En este estudio (Hokama et al., 2014) se realizé un analisis transcriptomico de diferentes
regiones cerebrales para intentar dilucidar marcadores de riesgo genéticos relacionados con la

EA. La Tabla 7 muestra la distribucion de los individuos por sexo y por enfermedad.

Tabla 7. Individuos incluidos en el estudio GSE36980. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE36980 Mujeres Hombres  Total

Control 25 22 47
Alzheimer 17 15 32
Total 42 37 79

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.10) como el PCA (Anexo I, Figura A.11)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcion del grupo experimental.

GSE37263
En este estudio (Tan et al., 2010) se analizaron alteraciones del genoma completo en muestras
del cortex temporal en una cohorte de pacientes con una EA bien caracterizada. La Tabla 8
muestra la distribucion de los individuos por sexo y por enfermedad. En esta se puede observar
que el nimero de mujeres, tanto para el grupo control como para el grupo Alzheimer, es menor

de 4. Por este motivo, se decidio excluir este estudio del metaanalisis.

Tabla 8. Individuos incluidos en el estudio GSE37263. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE37263 Mujeres Hombres  Total

Control 3 5 8

Alzheimer 3 5 8

Total 6 10 16
GSE39420

En este estudio (Antonell et al., 2013) se trato de describir el perfil de expresion completo del
RNA del area posterior cingulada cerebral mediante un andlisis in silico. La Tabla 9 muestra

la distribucion de los individuos por sexo y por enfermedad.
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Tabla 9. Individuos incluidos en el estudio GSE39420. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE39420 Mujeres Hombres Total

Control 2 5 7
Alzheimer 3 11 14
Total 5 16 21

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.12) como el PCA (Anexo I, Figura A.13)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcién del grupo experimental.

GSE48350
En este estudio (Astarita et al., 2010; Berchtold et al., 2013, 2008; Blair et al., 2013; Cribbs et
al., 2012; Sarvari et al., 2012) se intento establecer una relacion entre los cambios de expresion
en los genes relacionados con la inmunidad y las sinapsis en muestras de 4 regiones cerebrales

diferentes. La Tabla 10 muestra la distribucién de los individuos por sexo y por enfermedad.

Tabla 10. Individuos incluidos en el estudio GSE39420. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE48350 Mujeres Hombres Total

Control 82 91 173
Alzheimer 47 33 80
Total 129 124 253

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo |, Figura A.14) como el PCA (Anexo I, Figura A.15)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcién del grupo experimental.

GSE84422
En este estudio (M. Wang et al., 2016) se intentaron dilucidar los sistemas moleculares
asociados con el cambio de expresidn génica producido en el cerebro de personas con EA. Este
estudio consta de 3 plataformas: GPL96, GPL97 y GPL720. Debido a que todas las plataformas
llevaron a cabo el andlisis de las mismas muestras, se escogi6 GPL96 para incluirla en el

metaanalisis. La Tabla 11 muestra la distribucién de los individuos por sexo y por enfermedad.
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Tabla 11. Individuos incluidos en el estudio GSE84422. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSEB84422 Mujeres Hombres Total

Control 124 90 214
Alzheimer 214 114 328
Total 338 204 542

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.16) como el PCA (Anexo I, Figura A.17)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcion del grupo experimental.

GSE93885
En este estudio (Lachen-Montes et al., 2017) se caracterizaron los cambios transcripcionales
que ocurren en el bulbo olfatorio cerebral durante el curso de la EA. La Tabla 12 muestra la

distribucioén de los individuos por sexo y por enfermedad.

Tabla 12. Individuos incluidos en el estudio GSE93885. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE93885 Mujeres Hombres Total

Control 1 3 4
Alzheimer 6 8 14
Total 7 11 18

En la Tabla 12 se puede observar que el nimero de mujeres para el grupo control es menor de

4. Por este motivo, se decidié excluir este estudio del metaanalisis.

GSE118553
En este estudio (https://www.nchi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE118553) se realizo
un analisis diferencial de la expresion génica en diferentes regiones cerebrales de pacientes con
EA y pacientes control. La Tabla 13 muestra el nimero de individuos clasificados segun el
sexo y la enfermedad una vez excluidas las muestras catalogadas como “Alzheimer

asintomatico” ya que no se ajusta a los parametros de seleccion que aplicamos al metaanalisis.

Tabla 13. Individuos incluidos en el estudio GSE118553. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE118553 Mujeres Hombres  Total

Control 50 56 106
Alzheimer 93 68 161
Total 143 124 267
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Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.18) como el PCA (Anexo I, Figura A.19)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcion del grupo experimental.

GSE132903
En este estudio (M. Wang et al., 2016) se compar6 la expresion de ARN del giro temporal
medio del cerebro de pacientes con EA y de pacientes control sin ningln tipo de demencia. La

Tabla 14 muestra el nimero de individuos clasificados segun el sexo y la enfermedad.

Tabla 14. Individuos incluidos en el estudio GSE132903. Se muestran distribuidos por sexo y enfermedad.

GSE132903 Mujeres Hombres  Total

Control 48 50 98
Alzheimer 48 49 97
Total 96 99 195

Tanto el analisis de agrupamiento (Anexo I, Figura A.20) como el PCA (Anexo I, Figura A.21)

mostraron la ausencia de agrupacion de las muestras en funcién del grupo experimental.

A partir de las matrices de expresion normalizadas se describi6 la cantidad de individuos por
sexo y enfermedad (Control o Alzheimer) en cada uno de los 9 estudios finalmente incluidos
(Figura 9). Cabe destacar que todas las muestras de cada estudio fueron obtenidas y analizadas

de manera postmortem.

HA HC MA MC
Figura 9. NUmero de pacientes en cada estudio. Se presentan distribuidos por sexo

y por enfermedad en 4 grupos: HA (Hombre Alzheimer), HC (Hombre Control), MA
(Mujer Alzheimer), MC (Mujer Control).
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5.3.2. Andlisis de expresion diferencial

La Tabla 15 muestra el namero de genes diferencialmente expresados en cada estudio (p-valor
ajustado por BH < 0.05) para la comparacion de interés anteriormente descrita (Ecuacion 1).
Los resultados se muestran agrupados en UP si el logaritmo de la magnitud de cambio (logFC)

es mayor a 0, o en DOWN si el logFC es menor a 0.

Tabla 15. Resumen del resultado del analisis de expresion diferencial. Se realizo el analisis para la
comparacion de interés, (MA - MC) - (HA - HC) (MA = Mujer Alzheimer, MC = Mujer Control, HA = Hombre
Alzheimer, HC = Hombre Control).

Estudio  Genes totales Genes significativos
GSE5281 20962 O 0 0
DOWN 0
GSE2s146 20062 OF 0 0
DOWN 0
GSE2o378 17974 P 1 2
DOWN 1
GSE36980 20044 P 0 0
DOWN 0
GSE39420 20044 P 0 0
DOWN 0
GSE48350 20962  F 0 0
DOWN 0
GSEs4422 12990 P 126 59y
DOWN 168
GSE118553 21201 P 0 0
DOWN 0
GSE132003 17213 P 0 0
DOWN 0

5.3.3. Andlisis de enriquecimiento funcional

Los resultados referentes a los términos GO para la comparacién de interés (Ecuacion 1) se
resumen en la Tabla 16, mostrando las funciones significativas (p-valor ajustado por BH <
0.05).

Ademas, se encuentran agrupadas segun su LOR, de forma que estan etiquetadas como UP si

estan sobrerrepresentadas en mujeres y como DOWN si estan sobrerrepresentadas en hombres.
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Tabla 16. Resumen del resultado del analisis de enriquecimiento funcional. Se realizé el analisis para la
comparacion de interés, (MA - MC) - (HA - HC) (MA = Mujer Alzheimer, MC = Mujer Control, HA = Hombre
Alzheimer, HC = Hombre Control).

Estudio  Funciones totales Funciones significativas
GSE5281 8208 4 131 1239
DOWN 1108
GSE28146 8208 Ur 0 37
DOWN 37
GSE29378 8217 4 801 417
DOWN 116
GSE36080 8368 up 253 1273
DOWN 1014
GSE39420 8368 i iLs 872
DOWN 157
GSE48350 8208 up 233 1539
DOWN 1306
GSE84422 7779 . 1L 1156
DOWN 1037
GSE118553 8396 up 39 136
DOWN 97
GSE132903 8031 4 301 417
DOWN 116

5.3.4. Metaanalisis

El metaanalisis funcional se realizd para tres categorias diferentes de términos GO: proceso
biolégico (PB), funcion molecular (FM) y componente celular (CC). Los resultados se
muestran en la Tabla 17 y se observa como, en general, se encontrd una sobrerrepresentacion

de los diferentes rangos de términos GO en hombres (p-valor ajustado por BH < 0.05).

Tabla 17. Resumen de los PB, FM y CC significativos en el metaanalisis. Se encuentran agrupadas segin su
LOR, de forma que estan etiquetadas como UP si estan sobrerrepresentadas en mujeres y como DOWN si estan
sobrerrepresentadas en hombres.

Términos GO PB Términos GO FM Términos GO CC
significativos significativos significativos
UP DOWN Total | UP DOWN Total | UP DOWN  Total
6 65 71 4 57 62 4 54 58
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Términos GO para procesos bioldgicos
En la Tabla 17 se resumen los resultados obtenidos para el metaanalisis de los términos GO PB
realizado con la aplicacion web MetaFun. Se mostraron 6 términos GO significativamente
sobrerrepresentados en mujeres y 65 en hombres. La Tabla 18 muestra un extracto de estos
términos GO significativos. La totalidad de los términos GO PB significativos, junto con sus
estimadores de la medida del efecto e indicadores de la heterogeneidad, se pueden encontrar
en el Anexo Il, Tabla B.1.

Tabla 18. Seleccion de términos GO PB significativos en el metaanalisis. Se muestran los estimadores de la
medida del efecto y los indicadores de la heterogeneidad.

1D Nombre LI195% LOR L.S95%
G0:0002478 antigen processing and presentation of -0.807  -0.728  -0.630
exogenous peptide antigen
GO0:0006457  protein folding -0.662 -0.555  -0.447
GO:0009615  response to virus -0.551 -0.467 -0.383
GO0:0016579  protein deubiquitination -0.615 -0.527 -0.438
GO0:0045047  protein targeting to ER -0.958 -0.822 -0.686
GO:0099003  vesicle-mediated transport in synapse -0.513 -0.358 -0.202
GO0:0099504  synaptic vesicle cycle -0.506 -0.389 -0.272
GO:0061687  detoxification of inorganic compound 0.481 0.456 2.430
GO:0050906  detection of chemical stimulus involved in 0.025 0.466 0.906
Sensory perception |
1D QE QEp SE T2 12 H2
G0:0002478 0.873 0.832 0.040 0 0 1
G0:0006457 7.001 0.072 0.055 0.007 57.151 2.334
G0:0009615 0.577 0.447 0.043 0 0 1
G0:0016579 0.223 0.637 0.045 0 0 1
G0:0045047 0.158 0.691 0.069 0 0 1
G0:0099003 6.976 0.031 0.079 0.013 71.328 3.488
G0:0099504 3.714 0.156 0.060 0.005 46.155 1.857
G0:0061687 9.137 0.003 0.497 0.441 89.055 9.137
G0:0050906 43.754 3.72E-11 0.225 0.099 97.715 43.754,

Dada la gran cantidad de procesos bioldgicos significativos que se encontraron, se resumieron
en REVIiGO (Supek, Bosnjak, Skunca, & Smuc, 2011). Se observé que los procesos bioldgicos
significativos en mujeres (LOR >0) tienen relacién con la detoxificacion de compuestos
inorgénicos y con la deteccion de estimulos quimicos envueltos en la percepcion sensorial,
como el olfato. Ademaés, en hombre se ha encontrado una mayor representacion de términos

relacionados con el procesamiento de antigenos, sefializacion de proteinas al reticulo
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endoplasmaético (RE), el plegamiento y la desubiquitinizacion de proteinas, la respuesta a virus

y el transporte mediado por vesiculas en la sinapsis, entre otros.
Términos GO para funciones moleculares

En la Tabla 17 se resumen los resultados obtenidos para el metaanalisis de los términos GO
FM realizado con la aplicacion web MetaFun. Se mostraron 4 términos GO significativamente
sobrerrepresentados en mujeres y 57 en hombres. La Tabla 19 muestra un extracto de estos
términos GO significativos. La totalidad de los términos GO PB significativos, junto con sus
estimadores de la medida del efecto e indicadores de la heterogeneidad, se pueden encontrar
en el Anexo Il, Tabla B.2.

Tabla 19. Seleccion de términos GO FM significativos en el metaanalisis. Se muestran los estimadores
de la medida del efecto y los indicadores de la heterogeneidad.

1D Nombre LI95% LOR LS95%
G0:0003924  GTPase activity -0.456 -0.372  -0.287
G0:0005516  calmodulin binding -0.299 -0.198  -0.098
GO0:0005525 GTP binding -0.410 -0.356  -0.301
G0:0044389  ubiquitin-like protein ligase binding -0.404 -0.315  -0.227
GO0:0051082  unfolded protein binding -0.721 -0.593  -0.465
GO:0051087 chaperone binding -0.630 -0.502 -0.374
G0O:0044389  ubiquitin-like protein ligase binding -0.404 -0.315  -0.227
GO0:0005516  calmodulin binding -0.299 -0.198  -0.098
G0:0003707  steroid hormone receptor activity 0.410 0592  0.775
GO:0005201  extracellular matrix structural 0.258 0.351 0.444
constituent 4
1D QE QEp SE T2 12 H2
G0:0003924 6.269 0.099 0.043 0.004 52.146 2.090
G0:0005516 0.006 0.939 0.051 0 0 1
G0:0005525 1.282 0.733 0.028 0 0 1
G0:0044389 11.876 0.018 0.045 0.007 66.318 2.969
G0:0051082 5.608 0.132 0.065 0.008 1.869 46.507
G0:0051087 2.476 0.290 0.065 0.002 1.238 19.235
G0:0044389 11.876 0.018 0.045 0.007 66.318 2.969
G0:0005516 0.006 0.939 0.051 0 0 1
G0:0003707 0.894 0.344 0.093 0 0 1
G0:0005201 4.143 0.246 0.048 0.003 27.585 1.381,

De la misma manera que ocurrio anteriormente, los términos GO FM significativos fueron muy
numerosos, por lo que se resumieron en REVIGO. Se pudo observar que los procesos

bioldgicos significativos en mujeres (LOR >0) tienen relacion con la actividad del receptor de
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la hormona esteroidea y con constituyentes estructurales de la matriz extracelular. Ademas, en
hombre se ha encontrado una mayor representacion de términos relacionados con la union a
GTP, laactividad GTPasa, el enlace ubiquitin-protein ligasa, la union a proteinas mal plegadas

o la union a la calmodulina.

Términos GO para componentes celulares

En la Tabla 17 se resumen los resultados obtenidos para el metaanalisis de los términos GO
CC realizado con la aplicacion web MetaFun. Se mostraron 4 términos GO significativamente
sobrerrepresentados en mujeres y 54 en hombres. La Tabla 20 muestra un extracto de estos
términos GO significativos. La totalidad de los términos GO CC significativos, junto con sus
estimadores de la medida del efecto e indicadores de la heterogeneidad, se pueden encontrar
en el Anexo Il, Tabla B.3.

Tabla 20. Seleccion de términos GO CC significativos en el metaanalisis. Se muestran los
estimadores de la medida del efecto v los indicadores de la heterogeneidad.

1D Nombre LI95% LOR LS95%
GO:0000151 ubiquitin ligase complex -0.415 -0.345 -0.276
GO:0005759 mitochondrial matrix -0.708 -0.322 0.276
GO0:0008021 synaptic vesicle -0.416 -0.350 -0.284
GO0:0042611 MHC protein complex -1.697 -1.220 -0.744
GO0:0042613 MHC class Il protein complex -1.949 -1.300 -0.65
G0O:0044455 mitochondrial membrane part -0.704 -0.604 -0.505
GO0:0005882 ciliary part 0.181 0.283 0.386
GO0:0044441 intermediate filament 0.224 0.291  0.358,
ID QE QEp SE T2 12 H2
GO0:0000151 1.895 0.388 0.035 O 0 1
GO0:0005759 327.885 O 0.251 0.25 99.085 109.295
G0:0008021 2.558 0.634 0.034 O 0 1

GO:0042611 8.75 0.013 0.243 0.137 77.142 4.375
GO0:0042613 3.223 0.073 0.331 0.152 68.976 3.223
G0O:0044445 1.156 0.282 0.051 0.001 13.518 1.156
G0:0005882 0.249 0.618 0.052 0 0 1
G0:0044441 0.515 0473 0.034 0 0 1

Los términos GO CC significativos fueron muy numerosos, por lo que se resumieron en
REVIGO. Se vio que los procesos bioldgicos significativos en mujeres (LOR >0) tienen
relacion con los filamentos intermedios y la parte ciliar. Ademas, en hombre se ha encontrado
una mayor representacion de términos relacionados con las vesiculas sinapticas y de transporte
celular, con la parte citosolica, con el complejo ubiquitin-ligasa, los complejos proteicos MHC

I y MHCII y con la membrana mitocondrial, entre otros.
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6.Discusion

La enfermedad de Alzheimer presenta diferencias a nivel de prevalencia, incidencia y
conductuales en hombres y mujeres (Gao, Hendrie, Hall, & Hui, 1998; J. Lee, Lee, & Kim,
2017), al igual que otras muchas patologias como las enfermedades autoinmunes o algunos
tipos de cancer. No obstante, los mecanismos moleculares que producen estas diferencias
todavia son desconocidos. Con este trabajo hemos caracterizado las diferencias de sexo en
Alzheimer, observando diferencias en los procesos biolégicos, funciones moleculares y
componentes celulares que se encuentran sobrerrepresentados en ambos sexos, mostrando

diferencias en el patrén de neurodegeneracion de una manera dependiente del sexo del paciente.

En el metaanalisis funcional para los términos GO asociados a procesos bioldgicos hemos
detectado un aumento de los procesos relacionados con detoxificacion de compuestos
organicos (Tabla 18). Esta funcion, representada por el ID GO:0061687, hace referencia a
cualquier proceso encargado de reducir la toxicidad producida por diferentes compuestos

inorganicos, como puede ser la proteina beta-amiloide o la proteina tau (Gaugler et al., 2016).

Por otro lado, existe también una sobrerrepresentacion de los términos GO:0007606,
G0:0007608, GO:0009593, GO:0050911, GO:0050906 y GO: 0050907, que hacen referencia
a la deteccién de estimulos quimicos implicados en la percepcidn sensorial, como puede ser el
olfato. Existen numerosos estudios que respaldan la pérdida de olfato progresiva a medida que
se produce el avance de la EA, ya que se necesita de la memoria para reconocer olores y el
olfato es una via perfecta para que sustancias neuroinflamatorias accedan al cerebro a través de
la barrera hematoencefalica. Sin embargo, se sabe también que los agregados de proteina beta-
amiloide se pueden acumular en la mucosa olfativa de los pacientes con EA, produciendo una
respuesta de reconstruccion y de proliferacion de las células de esta mucosa para intentar paliar
los dafios, acabando en atrofia (Bathini, Brai, & Auber, 2019).

En cuanto a las funciones moleculares (Tabla 19), en mujeres cabe destacar la
sobrerrepresentacion de la actividad del receptor de hormonas esteroideas (GO:0003707).
Como bien se sabe, la caida repentina de estrogenos durante la menopausia es un factor de
riesgo para el desarrollo de la EA. Esto se debe a que las hormonas esteroideas actian como
modulador del estrés oxidativo producido por la proteina beta-amiloide, disminuyendo su

produccidn en las neuronas corticales; ademas de modular la neuroinflamacion (Barron, Fuller,
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Verdile, & Martins, 2006). No obstante, existe bibliografia que documenta que la regulacion
del receptor de este tipo de hormonas sigue estando regulado a pesar de la existencia de

neurotoxicos (Marin et al., 2003).

Por otro lado, se ha observado que sus efectos beneficiosos como terapia dependen de la edad
de inicio del tratamiento, el tipo y la fase de la menopausia en la que se encuentra la paciente
(Roccaetal., 2011).

Ademas, se ha encontrado una sobrerrepresentacion de los constituyentes estructurales de la
matriz extracelular (GO:0005201). Esto coincide con numerosos estudios que, mediante
analisis inmunohistoguimico, han encontrado una sobreexpresion de los niveles de colageno
IV, fibronectina y perlecano (Lepelletier, Mann, Robinson, Pinteaux, & Boutin, 2017). La
matriz extracelular provee a la célula de un scaffold bioquimico esencial para mantener la
elasticidad y la estructura, representando un componente necesario para la supervivencia y
funcionalidad de las células. Estas alteraciones encontradas en pacientes con EA resultan en un
estrechamiento de la microvasculatura y de las membranas basales de las células cerebrales,

produciendo a su vez disfunciones en la barrera hematoencefalica.

Por dltimo, haciendo referencia a los terminos GO relacionados con componentes celulares
(Tabla 20), se ha observado una sobrerrepresentacion de los filamentos intermedios
(GO:0044441), de los cuales se sabe que, al igual que otros componentes del citoesqueleto,
estan asociados a algunas patologias cerebrales. En el caso de la EA, esta relacion yace en la
hiperfosforilacion de la proteina Tau, lo que afecta a las cargas de esta. Este cambio produce
una interaccion entre Tau y los filamentos intermedios de las neuronas promoviendo su co-
alineamiento, haciendo que Tau se ensamble entre ellos y formando un agregado que impide

la funcionalidad de esta parte estructural de la célula (Kounakis & Tavernarakis, 2019).

En cuanto a los resultados obtenidos en hombres, se observa una mayor actividad que en
mujeres en cuanto al trafico vesicular y al reciclado de proteinas. Esto indica que en mujeres
existe una peor funcionalidad de los sistemas de eliminacion de proteinas, como el sistema
ubiquitin-proteasoma, la autofagia mediada por lisosomas e incluso la interaccion de las
chaperonas con ellos; los cuales son esenciales para eliminar el exceso de proteinas

neurotdxicas que conducen a la progresion de la EA (Boland et al., 2018).
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Otra diferencia notable es la menor activacion, en mujeres, de los complejos proteicos MHC |
y MHC II. Las células de la microglia presentan antigenos, por medio de dichos complejos,
contra las proteinas b-amiloide y Tau para conseguir la infiltracion de linfocitos en el tejido
cerebral. Esta activacion puede conllevar efectos neurotoxicos, si el fenotipo de la microglia es
M1, o efectos neuroprotectivos si es M2 (Das & Chinnathambi, 2019). Se sabe que este cambio
fenotipico depende de la edad y del estadio de la enfermedad, pero no hay estudios a cerca de
si existe diferencia entre sexos, lo que podria resultar interesante a la hora de enfocar nuevas

terapias.

A pesar de estas diferencias, las mujeres estan infrarrepresentadas, como norma general, en la
investigacion biomédica (Kim, Tingen, & Woodruff, 2010), siendo numerosos los estudios que
no incorporan la variable sexo en sus disefios. Es esencial que la investigacién biomédica
adopte esta perspectiva diferencial, de igual manera que lo es el andlisis de resultados
dependiente del sexo, ya que existen diferencias que aportan informacién sobre biomarcadores

que varian en funcion de este o sobre terapias y la respuesta a medicamentos (Kim et al., 2010).

La falta de concienciacion en la comunidad cientifica sobre la relevancia de incluir una muestra
representativa de ambos sexos y/o la incorporacion de dicha variable Gnicamente como
caracteristica clinica del paciente, conlleva una escasez de estudios en las bases de datos que
dispongan de datos de expresion génica que contengan esta informacion. Ademas, sumando a
la falta de estandarizacion comun de los datos se dificulta la reutilizacion y el analisis. Por ello,
teniendo en cuenta que esta escasez de estandarizacion es un problema que afecta a la
comunidad cientifica en su totalidad, los expertos han propuesto los principios Findable,
Accesible, Interoperable, Reusable (FAIR) (Wilkinson et al., 2016). Debido a todo esto, se han
tenido que integrar una gran diversidad de estudios con objetivos igual de diversos, realizados

en plataformas diferentes y sin una nomenclatura estandarizada en sus metadatos.

Para abordar las diferencias de sexo en la Enfermedad de Alzheimer se realiz un metaanalisis,
que permitio realizar un analisis conjunto de los estudios disponibles incrementando el poder
estadistico de los resultados, mejorando la precision y respondiendo preguntas que mediante
un andlisis individual no serian posibles (Garcia, 2016). Esta metodologia nos ha permitido
combinar los conjuntos de datos de los diferentes estudios y generar informacion que no se

hubiera podido obtener de otra manera.
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7.Conclusiones

1. El metaandlisis en estudios transcriptomicos es un método robusto que nos permite
combinar datos procedentes de distintos estudios a partir de una revision sistematica

exhaustiva, generando informacion relevante en Biomedicina.

2. Se ha detectado, en mujeres, una sobrerrepresentacion de procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares relacionados con componentes de la

matriz extracelular, previamente asociados con la progresion de la enfermedad.

3. Se ha descrito la sobrerrepresentacion, en hombres, de términos relacionados con el
transporte vesicular, el reciclado de proteinas y la activacion de la microglia cerebral,
los cuales se saben que tienen un papel fundamental en la lucha contra la progresion de

la enfermedad.

4. El uso de herramientas web como MetaFun, confirman la necesidad de disponer de
recursos bioinformaticos, accesibles, potentes y de facil empleo para la realizacion de

metaanalisis de datos dmicos para la caracterizacion de las diferencias de sexo.

5. La realizacion de esta estrategia in silico, hace posible la deteccion de diferencias
debidas al sexo, abriendo nuevas perspectivas que permitan incrementar la precision en
el diagndstico y mejorar las opciones de tratamiento en el marco de la Medicina

Personalizada y de Precision.
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Figura A. 1. Diagrama de cajas de las muestras del estudio GSE5281. Las muestras estan
normalizadas antes (A) y después (B) de la eliminacion de los outlayers GSM119673, GSM119637 y

GSM11655.
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Figura A. 2. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE5281 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.3. Andlisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE5281. El color indica
el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso (verde)
Hombre control (azul).
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Figura A.4. Diagrama de cajas de las muestras del estudio GSE28146. Las muestras estdn normalizadas antes

(A) y después (B) de hacer el logaritmo en base 2 de la matriz de expresion
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Figura A.5. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE28146 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen
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Figura A.6. Analisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE28146. El color
indica el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso
(verde), Hombre control (azul).
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Figura A.7. Diagrama de cajas de las muestras del estudio GSE29378. Las muestras estan normalizadas antes

(A) y después (B) de hacer el logaritmo en base 2 de la matriz de expresion
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Figura A.8. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE29378 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.9. Anélisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE29378. El color indica
el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso (verde),
Hombre control (azul).
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Figura A.10. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE36980 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.11. Andlisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE36980. El color indica
el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso (verde),
Hombre control (azul).
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Figura A.12. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE39420 mediante distancia de
correlacion. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.

PCA Plot
® ]
40
]
[ ] L]
20 L ]
™ [ ]
o °
o L
* .
0 o
] [ ]
o L
-20 L ] o8
=50 0 50
PC 1

Figura A.13. Andlisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE39420. El color indica
el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso (verde)
Hombre control (azul).
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Figura A.14. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE48350 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.15. Analisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE48350. El color indica
el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso (verde),
Hombre control (azul).

IX



Sample Clustering

m—
VETT L e,

=3
S Sl

I Clusters

a Case Female

Case Male
a Control Female
Control Male

‘

Figura A.16. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE84422 mediante distancia de
correlacion. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.17. Anélisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE84422. El color
indica el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre caso
(verde), Hombre control (azul).
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Figura A.18. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE118553 mediante distancia
de correlacion. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.

PCA Plot

PC 2

PC1

Figura A.19. Andlisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE118553. El
color indica el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo),
Hombre caso (verde), Hombre control (azul).
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Figura A.20. Clustering exploratorio de las muestras del estudio GSE132903 mediante distancia de
correlacién. Las muestras se encuentran coloreadas segun el grupo experimental al que pertenecen.
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Figura A.21. Analisis de componentes principales de las muestras del estudio GSE132903. El color
indica el grupo experimental al que pertenecen: Mujer caso (gris), Mujer control (amarillo), Hombre casc
(verde), Hombre control (azul).
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B. ANEXO Il — Tablas

Tabla B.1. Términos GO PB significativos en el metaanalisis. Se muestra el p-valor ajustado por BH, el LOR
y su intervalo de confianza al 95%.

ID Nombre p-valor LOR LI95% LS95%
G0:0000209 protein polyubiquitination 0.020 -0.383 -0.705 -0.060
GO0:0000375 RNA splicing, via 3.91E-06 -0.326 -0.465 -0.188
transesterification reactions
G0:0000377 RNA splicing, via 445E-10 -0.342 -0.449 -0.234
transesterification reactions with
bulged adenosine as nucleophile
G0:0000398 RNA exon ligation 7.86E-06 -0.322 -0.464 -0.181
G0:0002218 activation of innate immune 1.80E-23 -0.427 -0.511 -0.343
response
G0:0002283 neutrophil activation involved in 1.39E-33 -0.411 -0.478 -0.344
immune response
G0:0002446 neutrophil mediated immunity 1.23E-33 -0.407 -0473 -0.341
G0:0002474 antigen processing and 7.33E-21 -0.905 -1.095 -0.716
presentation of peptide antigen via
MHC class |
G0:0002478 antigen processing and 4.88E-74 -0.728 -0.807 -0.650
presentation of exogenous peptide
antigen
G0:0002479 antigen processing and 8.29E-10 -0.838 -1.106 -0.571
presentation of exogenous peptide
antigen via MHC class I, TAP-
dependent
GO:0006364 rRNA processing 3.26E-05 -0.551 -0.810 -0.291
GO:0006397 mRNA processing 1.07E-04 -0.325 -0.489 -0.160
G0:0006399 tRNA metabolic process 2.47E-06 -0.398 -0.563 -0.232
G0:0006401 RNA catabolic process 2.35E-40 -0.490 -0.562 -0.418
G0:0006402 mRNA catabolic process 1.18E-37 -0.495 -0.570 -0.419
G0:0006413 translational initiation 9.17E-35 -0.661 -0.767 -0.556
G0:0006414 translational eiongation 6.81E-32 -0.719 -0.839 -0.599
GO0:0006415 translational termination 2.55E-30 -0.784 -0.918 -0.650
G0:0006457 protein fo|d|ng 4.04E-24 -0.555 -0.662 -0.447
G0O:0006605 protein targeting 1.21E-18 -0.489 -0.597 -0.380
GO0:0006613 cotranslational protein targetingto 4.78E-29 -0.812 -0.954 -0.670
membrane
G0:0006614 SRP-dependent cotranslational 1.40E-27 -0.811 -0.958 -0.665
protein targeting to membrane
G0:0006986 response to unfolded protein 3.73E-05 -0.468 -0.690 -0.245
G0:0007606 sensory perception of chemical 0.049 0.461 0.002 0.921
stimulus
G0:0008380 4.16E-11 -0.338 -0.438 -0.237

RNA splicing
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G0:0009593
G0:0009615
G0:0010498

G0:0016072
G0:0016579
G0:0019882

G0:0019884

G0:0022613

G0:0031349

G0:0032543
G0:0033238

G0:0034248

G0:0034341
G0:0034470
G0:0034976

G0:0035966
G0:0036230
G0:0038093
G0:0042119
GO:0042254
G0:0042590

G0:0043161

G0:0043312
G0:0043487
G0:0043488
G0:0045047
G0:0045088

G0:0045089

G0:0048002

G0:0050906

detection of chemical stimulus
response to virus

proteasomal protein catabolic
process

rRNA metabolic process
protein deubiquitination
antigen processing and
presentation

antigen processing and
presentation of exogenous antigen
ribonucleoprotein complex
biogenesis

positive regulation of defense
response

mitochondrial translation
regulation of cellular amine
metabolic process

regulation of cellular amide
metabolic process

response to interferon-gamma
NcRNA processing

response to endoplasmic reticulum
stress

RasGAP-Fyn-Lyn-Yes complex
granulocyte activation

Fc receptor signaling pathway
neutrophil activation

ribosome biogenesis

antigen processing and
presentation of exogenous peptide
antigen via MHC class |
proteasome-mediated ubiquitin-
dependent protein catabolic
process

neutrophil degranulation
regulation of RNA stability
regulation of mRNA stability
protein targeting to ER
regulation of innate immune
response

positive regulation of innate
immune response

antigen processing and
presentation of peptide antigen

detection of stimulus involved in
sensory perception

0.048
8.17E-28
1.68E-11

0.000
1.89E-31
2.57E-59

2.30E-71

9.85E-13

1.90E-27

1.73E-34
2.94E-24

0.001

0.016
0.000
6.79E-30

1.17E-07
8.88E-34
1.05E-35
3.12E-34

0.001
6.76E-30

2.64E-14

2.06E-33
0.020
0.020
1.83E-32
2.11E-33

7.24E-26

4.45E-75

0.038

0.458
-0.467
-0.359

-0.508
-0.527
-0.659

-0.698

-0.446

-0.366

-0.742
-0.967

-0.279

-0.508
-0.384
-0.490

-0.464
-0.406
-0.544
-0.411
-0.541
-0.962

-0.383

-0.411
-0.430
-0.438
-0.822
-0.436

-0.414

-0.705

0.466

0.005
-0.551
-0.464

-0.783
-0.615
-0.739

-0.774

-0.568

-0.432

-0.861
-1.153

-0.444

-0.921
-0.587
-0.575

-0.635
-0.472
-0.629
-0.477
-0.861
-1.128

-0.481

-0.478
-0.794
-0.807
-0.958
-0.507

-0.491

-0.781

0.025

0.911
-0.383
-0.254

-0.232
-0.438
-0.580

-0.621

-0.323

-0.300

-0.623
-0.780

-0.113

-0.096
-0.180
-0.406

-0.292
-0.340
-0.458
-0.345
-0.222
-0.796

-0.284

-0.344
-0.067
-0.070
-0.686
-0.365

-0.337

-0.630

0.906
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G0:0050907 detection of chemical stimulus 0.039 0.502 0.026 0.978
involved in sensory perception

GO0:0051607 defense response to virus 5.07E-27 -0.543 -0.642 -0.444

GO0:0051656 establishment of organelle 3.63E-09 -0.294 -0.392 -0.196
localization

G0:0061687 detoxification of inorganic 0.003 1.456 0.481 2.430
compound

GO0:0070125 mitochondrial translational 3.24E-30 -0.833 -0.975 -0.690
elongation

GO0:0070126 mitochondrial translational 1.66E-27 -0.797 -0.941 -0.653
termination

G0:0070498 interleukin-1-mediated signaling 0.034 -0.631 -1.216 -0.047
pathway

GO0:0070646 protein modification by small 6.45E-34 -0.532 -0.618 -0.446
protein removal

GO0:0070972 protein localization to endoplasmic  8.06E-35 -0.767 -0.889  -0.644
reticulum

GO0:0071346 cellular response to interferon- 0.029 -0.466 -0.883 -0.049
gamma

GO0:0072599 establishment of protein 1.16E-33 -0.819 -0.952 -0.686
localization to endoplasmic
reticulum

G0:0099003 vesicle-mediated transport in 6.46E-06 -0.358 -0.513 -0.202
synapse

G0:0099504 synaptic vesicle cycle 7.07E-11 -0.389 -0.506 -0.272

GO0:0140053 mitochondrial gene expression 1.39E-36 -0.703 -0.813 -0.594

G0:1903311 regulation of MRNA metabolic 0.004 -0.350 -0.589 -0.112
process

Tabla B.2. Términos GO FM significativos en el metaanalisis. Se muestra el p-valor ajustado por BH, el LOR
y su intervalo de confianza al 95%.

ID Nombre p-valor LOR L195% LS95%
G0:0000049 tRNA binding 1.30E-14 -0.613  -0.769 -0.457
GO0:0001540 amiloid-beta binding 0.002 -0.421 -0.682 -0.161
G0:0001882 nucleoside binding 5.58E-37 -0.344 -0.397 -0.291
G0:0001883 purine nucleoside binding 7.14E-38 -0.352  -0.405 -0.298
GO0:0003707 steroid hormone receptor activity 1.93E-10 0.592 0.410 0.775
G0:0003714 transcription corepressor activity 0.007 -0.242 -0.418 -0.067
GO0:0003725 double-stranded RNA binding 8.95E-12 -0.522 -0.672 -0.372
G0:0003729 mRNA binding 2.19E-11 -0.244 -0.316 -0.173
G0:0003743 translation initiation factor 2.84E-12 -0.786  -1.007 -0.566
activity
G0:0003924 GTPase activity 6.08E-18 -0.372  -0.456 -0.287
G0:0004386 helicase activity 1.32E-12 -0.398 -0.508 -0.288
G0:0004540 ribonuclease activity 6.40E-15 -0.438 -0.548 -0.328
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G0:0004842

G0:0004984
G0:0005201

G0:0005237

GO0:0005516
G0:0005525
G0:0008135

G0:0008179
G0:0015036
G0:0015037

G0:0016667

G0:0016796

G0:0016896

G0:0019001
G0:0019003
G0:0019783

G0:0019787

G0:0019829

G0:0019843
G0:0019905
G0:0022853

G0:0023026

G0:0031072
G0:0031267
G0:0031625
G0:0032549
G0:0032550
G0:0032561

ubiquitin-protein transferase
activity

olfactory receptor activity
extracellular matrix structural
constituent

inhibitory extracellular ligand-
gated ion channel activity

calmodulin binding

GTP binding

translation factor activity, RNA
binding

adenylate cyclase binding
disulfide oxidoreductase activity
peptide disulfide oxidoreductase
activity

oxidoreductase activity, acting on
a sulfur group of donors

exonuclease activity, active with
either ribo- or deoxyribonucleic
acids and producing 5'-
phosphomonoesters
exoribonuclease activity,
producing 5'-phosphomonoesters

guanyl nucleotide binding
GDP binding

ubiquitin-like protein-specific
protease activity
ubiquitin-like protein transferase
activity

ATPase-coupled cation
transmembrane transporter
activity

rRNA binding

syntaxin binding

active ion transmembrane
transporter activity

MHC class Il protein complex
binding

heat shock protein binding
small GTPase binding
ubiquitin protein ligase binding
ribonucleoside binding

purine ribonucleoside binding
guanyl ribonucleotide binding

3.83E-16

0.012
1.69E-13

8.09E-11

0.000
6.84E-38
3.28E-22

0.000
1.13E-10
5.11E-11

7.04E-18

6.89E-12

1.02E-10

3.86E-34
1.42E-11
1.03E-12

1.13E-15

5.86E-11

1.97E-14
0.001
7.09E-11

6.51E-11

2.36E-11
2.04E-06
8.93E-09
7.23E-39
1.53E-38
3.86E-34

-0.248

0.504
0.351

-0.917

-0.198
-0.356
-0.643

-0.747
-0.728
-1.133

-0.695

-0.651

-0.745

-0.328
-0.583
-0.415

-0.242

-0.495

-0.723
-0.407
-0.488

-1.359

-0.455
-0.218
-0.321
-0.356
-0.357
-0.328

-0.308

0.109
0.258

-1.194

-0.299
-0.410
-0.773

-1.132
-0.950
-1.471

-0.853

-0.837

-0.971

-0.380
-0.752
-0.529

-0.301

-0.643

-0.908
-0.647
-0.635

-1.767

-0.588
-0.308
-0.430
-0.410
-0.411
-0.380

-0.188

0.898
0.444

-0.641

-0.098
-0.301
-0.513

-0.362
-0.507
-0.795

-0.537

-0.465

-0.519

-0.275
-0.414
-0.301

-0.183

-0.347

-0.538
-0.166
-0.341

-0.951

-0.321
-0.128
-0.211
-0.303
-0.303
-0.275
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G0:0034237

G0:0036459

G0:0042605
G0:0042625

G0:0043021

G0:0044389

G0:0044769

G0:0045296
G0:0048018
G0:0051082
G0:0051087
G0:0051537
G0:0061631

G0:0061650

G0:0061659

G0:0099095

G0:0101005
G0:0140098
G0:0140101

G0:0140142

protein kinase A regulatory
subunit binding

thiol-dependent ubiquitinyl
hydrolase activity

peptide antigen binding
ATPase-coupled ion
transmembrane transporter
activity

ribonucleoprotein complex
binding

ubiquitin-like protein ligase
binding

ATPase activity, coupled to
transmembrane movement of ions,
rotational mechanism

cadherin binding

receptor lingand activity
unfolded protein binding
chaperone binding

2 iron, 2 sulfur cluster binding
ubiquitin conjugating enzyme
activity

ubiquitin-like protein conjugating
enzyme activity

ubiquitin-like protein ligase
activity

ligand-gated anion channel
activity

ubiquitinyl hydrolase activity
catalytic activity, acting on RNA

catalytic activity, acting on a
tRNA
nucleocytoplasmic carrier activity

0.000

2.88E-05

0.000
7.09E-11

5.38E-31

2.93E-12

1.46E-09

1.38E-11

0.007
1.17E-19
1.68E-14
6.32E-07
8.59E-10

1.26E-07

0.000

5.86E-12

2.88E-05
3.18E-18
2.24E-21

2.06E-10

-0.579

-0.370

-0.951
-0.488

-0.588

-0.315

-0.809

-0.272

0.193
-0.593
-0.502
-0.807
-0.760

-0.620

-0.184

-0.889

-0.370
-0.426
-0.408

-0.807

-0.894

-0.543

-1.458
-0.635

-0.688

-0.404

-1.072

-0.350

0.053
-0.721
-0.630
-1.125
-1.002

-0.850

-0.278

-1.143

-0.543
-0.522
-0.492

-1.056

-0.263

-0.196

-0.445
-0.341

-0.489

-0.227

-0.547

-0.193

0.333
-0.465
-0.374
-0.490
-0.517

-0.390

-0.089

-0.636

-0.196
-0.330
-0.323

-0.558

Tabla B.3. Términos GO CC significativos en el metaanalisis. Se muestra el p-valor ajustado por BH, el LOR
y su intervalo de confianza al 95%.

ID Nombre p-valor LOR L195% LS95%
G0:0000151 ubiquitin ligase complex 1.39E-22 -0.345 -0.415 -0.276
GO0:0000502 proteasome complex 4.66E-06 -0.915 -1.306 -0.523
GO0:0005635 nuclear envelope 3.69E-13 -0.255 -0.323 -0.186
G0:0005643 nuclear pore 155E-07 -0416 -0.572 -0.261
G0:0005681 spliceosomal complex 0.018 -0.388 -0.710 -0.066
G0:0005684 U2-type spliceosomal complex 6.82E-13  -0.682 -0.869 -0.496
G0:0005765 lysosomal membrane 2.16E-06 -0.364 -0.514 -0.213
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G0:0005769
G0O:0005770
GO:0005774
G0:0005798
G0:0005802
G0:0005838
G0:0005882
G0:0005930
G0:0008021
G0:0008540

G0:0010008
G0:0022624
G0:0022625
G0:0022626
G0O:0030117
G0:0030133
G0:0030134

G0:0030135
G0:0030139
G0:0030426
G0O:0030427
G0:0030658
G0:0030666
G0:0030667
G0:0030670
G0:0030672
G0O:0030684
G0:0031227

G0:0032040
G0:0033267
G0:0035770
G0:0036464

G0:0042470
G0:0042611
G0:0042613
GO:0042734
G0:0043025
G0:0043197
G0:0044441

early endosome

late endosome

vacuolar membrane
Golgi-associated vesicle
trans-Golgi network
proteasome regulatory particle
intermediate filament

axoneme

synaptic vesicle

proteasome regulatory particle,
base subcomplex

endosome membrane
proteasome accessory complex
cytosolic large ribosomal subunit
cytosolic ribosome

membrane coat

transport vesicle

COPII-coated ER to Golgi
transport vesicle

coated vesicle

endocytic vesicle

growth cone

site of polarized growth
transport vesicle membrane
endocytic vesicle membrane
secretory granule membrane
phagocytic vesicle membrane
synaptic vesicle membrane
preribosome

intrinsic component of
endoplasmic reticulum membrane

small-subunit processome
obsolete axon part
ribonucleoprotein granule

cytoplasmic ribonucleoprotein
granule

melanosome

MHC protein complex

MHC class Il protein complex
presynaptic membrane
neuronal cell body

dendritic spine

obsolete ciliary part

2.58E-15
1.72E-10
1.71E-13
2.96E-14
3.37E-08

0.000
6.08E-08
1.56E-08
2.57E-25
2.87E-06

3.51E-21
1.28E-07
8.32E-21
2.03E-24
1.45E-10
5.20E-16
3.67E-15

3.29E-10
0.042
0.007
0.011
5.04E-07
0.018
2.05E-16
0.000
7.06E-08
1.69E-07
2.30E-05

1.22E-14

0.002
1.43E-06
1.93E-06

2.47E-14
5.11E-07
8.75E-05
2.64E-07

0.001
2.79E-05
1.27E-17

-0.322
-0.322
-0.340
-0.435
-0.280
-1.226

0.283

0.370
-0.350
-1.392

-0.324
-1.191
-0.843
-0.727
-0.494
-0.304
-0.625

-0.303
-0.348
-0.390
-0.392
-0.318
-0.501
-0.371
-0.564
-0.383
-0.761
-0.395

-0.890
-0.296
-0.236
-0.239

-0.547
-1.220
-1.300
-0.296
-0.224
-0.229

0.291

-0.401
-0.420
-0.430
-0.548
-0.379
-1.910

0.181

0.242
-0.416
-1.975

-0.391
-1.632
-1.019
-0.867
-0.645
-0.378
-0.781

-0.398
-0.684
-0.674
-0.692
-0.442
-0.917
-0.460
-0.848
-0.522
-1.046
-0.579

-1.116
-0.481
-0.332
-0.337

-0.688
-1.697
-1.949
-0.409
-0.360
-0.336

0.224

-0.242
-0.223
-0.249
-0.323
-0.180
-0.541

0.386

0.499
-0.284
-0.809

-0.257
-0.749
-0.666
-0.587
-0.343
-0.231
-0.469

-0.209
-0.013
-0.107
-0.091
-0.194
-0.085
-0.283
-0.279
-0.244
-0.476
-0.212

-0.664
-0.111
-0.140
-0.141

-0.407
-0.744
-0.650
-0.183
-0.088
-0.122

0.358

XVIII



G0:0044445
G0:0045335
G0:0048475
G0:0048770
G0:0062023

G0:0070382
G0:0071013
G0:0071782

G0:0098852
G0:0099501
G0:1905368
G0:1905369

obsolete cytosolic part
phagocytic vesicle

coated membrane

pigment granule
collagen-containing extracellular
matrix

exocytic vesicle

catalytic step 2 spliceosome
endoplasmic reticulum tubular
network

Iytic vacuole membrane
exocytic vesicle membrane
peptidase complex
endopeptidase complex

9.31E-33

0.040
1.45E-10
2.47E-14
2.32E-11

6.89E-27
0.024
7.67E-08

1.78E-06
7.06E-08

0.036
3.42E-06

-0.604
-0.459
-0.494
-0.547

0.238

-0.348
-0.438
-0.791

-0.364
-0.383
-0.522
-0.909

-0.704
-0.896
-0.645
-0.688

0.168

-0.412
-0.818
-1.079

-0.513
-0.522
-1.010
-1.293

-0.505
-0.021
-0.343
-0.407

0.308

-0.285
-0.059
-0.503

-0.215
-0.244
-0.034
-0.525
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