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I. RESUM

L’obtencid del primer esborrany del genoma huma porta també associada
I’aparici6 d’una quantitat ingent de dades. D’aquestes cal destacar les
relacionades a la variaci6 intraespecifica, en particular les variacions puntuals o
SNP (single nucleotide polimorphisms). La rellevancia d’aquest tipus de
variabilitat radica en que es creu que explica un 90% de la variabilitat entre
individus (Cargill et al., 1999; Chakravarti, 2001; Collins et al., 1998; Collins et
al., 1997; Sachidanandam et al., 2001). Aquesta variabilitat és la base de la
transmissid de malalties monogeniques hereditaries, aixi com la susceptibilitat a
patir malalties poligéniques amb un patr6é d’heredabilitat complex. Aixi, la teoria
CVCD (common variant-common disease) (Cargill et al., 1999; Sachidanandam
et al., 2001), explicaria que, SNPs poc freqiients serien responsables de malalties
rares, que solen ser les monogeniques o mendelianes. Altrament, diverses
mutacions més abundants en la poblacid, explicarien la susceptibilitat a patir
malalties més comuns. Una comprensid profunda de la relacio entre patologia i
mutacions puntuals ha de provenir de la comprensié de I’impacte que tenen
aquestes mutacions a nivell molecular. De fet, abunden els estudis centrats en
I’efecte de les mutacions puntuals sobre ’estructura de les proteines i les seves
conseqiiencies sobre la funcid. En aquest sentit, caldria destacar estudis sobre els
efectes dels mutants puntuals sobre I’estructura de la proteina mitjancant la
mutageénesi dirigida realitzats especialment per Mathews 1 Fersht (Fersht &
Serrano, 1993; Matthews, 1987; Matthews, 1993; Matthews, 1995).

Juntament amb aquestes dades existeix una quantitat important d’estudis de
caracteritzaci6 a nivell clinic de mutacions en pacients de malalties
monogeniques. Aixi es van dirigir els nostres interessos en la caracteritzacio de

mutacions puntuals patologiques amb la idea de poder classificar les mutacions
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puntuals segons fossin patologiques o neutres. Amb aquest objectiu es va
construir una base de dades de mutacions puntuals en proteina associades a
malaltia. Com a font primaria de dades es va usar la base de dades de SwissProt
(Apweiler et al., 2004) degut a la qualitat contrastada de les seves anotacions. Es
van buscar mutacions puntuals associades a proteines humanes i amb estructura
tridimensional coneguda.

Una vegada construida la base de dades de mutacions patologiques es va establir
un model de mutacié neutra, degut a que encara no existeix una base de dades
contrastada que contingui un nimero important de SNPs no sinonims neutres. El
model triat es deriva de I’analisi dels alineaments multiples de seqiiéncia. Aixi,
de les seqliencies que comparteixen més d’un 95% d’identitat de seqiiencia amb
la proteina estudiada es consideren mutacions neutres totes aquestes que
confeccionen aquest 5% de dissimilaritat amb la proteina d’interes. Aquest model
de neutralitat també I’han usat altres autors (Santibafiez-Koref et al., 2003;
Sunyaev et al., 2001). Aquest assumeix que si dues proteines han divergit
lleugerament aquest canvis han estat acceptats de manera silenciosa o neutre per
I’evolucid.

Amb els dos grups es va fer una analisi comparativa de les distribucions de fins
23 parametres diferents per les mutacions, que podem agrupar en tres grans
blocs: parametres estructurals, evolutius i basats en propietats d’aminoacids.
L’observacié de moltes d’aquestes distribucions mostren que hi ha un clar
comportament diferencial entre les mutacions neutres i les patologiques. Aixi els
valors de matrius de mutacions, especialment la matriu de mutacid6 Blosum62
(veure figl), mostra un biax en les dues distribucions on les mutacions neutres
acumulen més valors positius, o sigui permesos evolutivament, mentre que les
mutacions patologiques acumulen valors negatius. Aixi sembla que les mutacions

patologiques tendeixen a
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Figl. Distribucié dels valors de la matriu de mutaci6 blosum62 de les mutacions patologiques i neutres. En verd les mutacions
neutres en vermell les mutacions patologiques. En I’eix d’ordenades els valors de la matriu en 1’eix d’absisses el percentatge de
poblacié per cada valor de la matriu,

acumular canvis que en general I’evolucid no ha acceptat bé; per altra banda les

mutacions neutres tendeixen a acumular canvis que evolutivament han estat més

acceptats. Un altre exemple clar és que les mutacions patologiques tenen
tendéncia a trobar-se en zones enterrades (veure figura 2) mentre que les
mutacions neutres es distribueixen d’una manera més uniforme des del punt de
vista de I’accessibilitat al solvent. Altres parametres tenen distribucions més
complexes 1 la distincid entre patologiques 1 neutres no es tan clara, com per

exemple volums o hidrofobicitats (veure figura 3).
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Fig2. Distribucio dels valors de 1’accessibilitat al solvent de les mutacions patologiques i neutres. En verd les mutacions neutres
en vermell les mutacions patologiques. En I’eix d’ordenades els valors de ’accessibilitat en percentatge. En I’eix d’absisses el

percentatge de poblacio per cada valor d’accessibilitat.

A la vista d’aquests resultats, el segiient pas a fer va ser provar 1’is d’aquests
parametres per 1’anotacio o prediccidé de mutacions puntuals o SNPs no sindonims
en regions codificants. Els primers indicis de que era una possibilitat palpable va
ser que usant com a prediccié la combinacid adequada de valors de dos
parametres, com sén PAM40 i1 Blosum62, es pot encertar el 84% de les
mutacions que complien la combinaci6 de valors 1 que son un 40% de totes les
mutacions.

Els diferents treballs publicats fins aleshores usaven només estrategies simples
on s’usaven un o dos dels parametres, els que tenien més poder discriminant. El

canvi que vam introduir va ser 1’Gs de xarxes neurals, per tal de combinar tots els
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parametres usats en la caracteritzacié de les mutacions, i millorar aixi les

Distribucié d’ Energia Lliure de Transferéncia entre
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Fig3. Distribucié dels valors d’hidrofobicitat de les mutacions patologiques i neutres representades pels valors de la variacid
d’energia lliure de transferecia d’octanol i aigua. En verd les mutacions neutres en vermell les mutacions patologiques. En 1’eix
d’ordenades els valors de la variacio d’energia lliure de transferécia d’octanol i aigua en Kcal/Mol. En I’eix d’absisses el
percentatge de poblacio per cada valor d’hidrofobicitat.

resultats en la prediccid del caracter patologic de les mutacions puntuals.

Una altra preocupacié era poder usar només dades derivades de la seqiiéncia per
tal de caracteritzar mutacions puntuals en el maxim nombre de proteines. El
nimero de proteines amb estructura coneguda és molt reduit comparat amb el
numero de seqiiéncies dipositades en les bases de dades. Aixd va portar a una

reduccid en el nimero de parametres especialment a aquells obtinguts a partir de

I’estructura de la proteina. La resta de parametres es van mantenir ja que no
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depenen del coneixement de I’estructura.

Per establir la bondat de la prediccid es va usar una estratégia de validacid
creuada de la prediccid. Aquesta estrateégia consisteix en mesclar les mutacions
neutres 1 patologiques 1 dividir-les en 5 grups. Amb aquests grups de dades
s’usen 4 grups per entrenar la xarxa i el grup restant s’usa per predir. Aquest
procediment es fa 5 vegades canviant de manera iterativa el grup de prediccid,
obtenint 5 resultats diferents de prediccidé que sén independents dels grups
d’entrenament. El resultat final és la mitja ponderada de les 5 prediccions. Amb
aquest procediment s’obté amb la xarxa més optimitzada (1 capa oculta 1 20
nodes) un encert total del 87% 1 un enriquiment de la prediccié sobre 1’atzar del
73%. Aquestes dades son clarament millors que les corresponents als metodes de
prediccid publicats fins al moment. Per exemple, usant la validacio creuada amb
les dades de Henikoff (Ng & Henikoff, 2001), s’obté un 70% d’encert total 1 un
37% d’enriquiment sobre una prediccid feta a 1’atzar. Al usar dades derivades
només de seqiiencia s’obté un encert total del 84% amb un enriquiment sobre
I’atzar del 67%. Aixi en el pas de I’estructura a la seqiiencia tenim una petita
perdua de rendiment que és assumible pel guany en el nimero de mutacions. En
comparacié amb els altres metodes es veu una millora en les prediccions
atribuible segurament al bon comportament de les xarxes neurals.

L’evolucid natural d’aquest projecte dedicat a la caracteritzacio i prediccio de les
mutacions puntuals patologiques en proteines passava, vam creure, en fer
accessible I'us d’aquesta metodologia. Es va fer mitjancant el disseny d’un
servidor web que permetés la prediccié de les mutacions puntuals per diferents
proteines. El servidor s’anomena PMut i €s accessible via internet a 1’adreca
http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut. Consta de dues parts diferenciades, una que
¢s el servidor propiament dit i una segona que s’organitza com a base de dades i

conté totes les prediccions possibles de les estructures del cluster 90% del PDB
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(totes les seqiiencies del PDB agrupades per identitats de seqii¢éncia, en aquest
cas un 90%). Pel que fa al servidor, el protocol de prediccié s’ha modificat
lleugerament per tal de fer-lo funcional, aixi el nimero de parametres s ha reduit
a 15. S’han canviat els alineaments multiples per la problematica de mapar els
alineaments de PFAM a qualsevol possible seqiiéncia. Per aixo es va optar per
construir els alineaments a partir de Psiblast. Un cop els parametres estan
calculats s’usa la xarxa entrenada amb les dades de SWP presentades
anteriorment. Els resultats es presenten per cada mutacid, amb tots els resultats
intermitjos 1 el resultat final de la xarxa, 1 la fiabilitat de la prediccid. En el cas
que la mutacid es localitzi en una zona de la proteina per la qual existeix una
estructura homologa, es pot representar la mutacid sobre aquesta estructura.
PMut és accessible a http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/. Una versio reduida de
PMut es troba al servidor PupasView del grup del Dr. Dopazo
http://pupasview.bioinfo.ochoa.fib.es/ i una altra versid simplificada es troba dins
dels workflows del Instituto Nacional de Bioinformatica. Diversos exemples de
la representacio dels resultats del servidor es poden observar a la figura 4.

Al llarg d’aquestes pagines s’ha descrit tota la metodologia desenvolupada per
I’anotacid funcional de les mutacions puntuals en proteines humanes. Tanmateix,
altres projectes de seqiienciacid han estat desenvolupats degut a I’interés que
tenen els animals model per la biomedicina. En molts animals, especialment en
ratoli, s’han intentat generar mutants que siguin models de malalties humanes. En
aquesta linia cal destacar diferents projectes de mutacid massiva en ratoli,
mitjangant técniques basades en mutageénesi generada per ENU (Hrabe de

Angelis & Strivens, 2001; Hrabe de Angelis et al., 2000), on es generen milers

d’animals mutants que se sotmeten a 1’estudi fenotipic per a la deteccidé de nous

gens implicats en diferents malalties d’interes huma. Degut a aquests diferents
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projectes molta informacid sobre variabilitat puntual ha esdevingut accessible en

aquestes especies 1 aix0 fomenta la necessitat de desenvolupar eines rapides

Fig 4. Exemples dels diferents resultats que dona el servidor Pmut
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accessibles 1 barates per I’anotacid d’aquestes dades. Aquestes raons ens van
empenyer en 1’estudi de quan transferibles podien ser les eines derivades per
I’anotacid de mutacions puntuals humanes en ’anotacié de mutacions en animals
models.

En la transferibilitat del métode juguen diversos factors pero cal destacar-ne dos

especialment: la reduccié de la mida de la base de dades i la distancia evolutiva

entre les proteines.
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Per aquest estudi es van cercar a la base de dades Swissprot totes les mutacions
puntuals patologiques per proteines no humanes. D’aquesta manera es va generar
una base de dades de mutacions patologiques i d’aquestes es van derivar les
neutres corresponents. D’aquestes mutacions, la majoria corresponen a ratoli
(71% de les patologiques 42% de les neutres). Com a model huma es va usar la
base de dades usada pel treball en proteines humanes. Un dels primers aspectes a
estudiar era en quin grau de probabilitat una mutacid que €s patologica en
humans sera neutre en ratoli. Per fer aix0, es va representar la distribucid
d’identitats entre proteines homologues d’huma i de ratoli en front de dues
distribucions: la distribucié d’identitats entre proteines humanes que tenen
almenys una mutacié puntual i les homologues d’altres espécies; 1 la distribucid
d’identitats de seqiiéncia entre proteines humanes 1 de ratoli quan les dues tenen
mutacions puntuals patologiques. Tal i com es pot veure en la figura 5 en la zona
d’identitats de seqiiencia superior al 75% I’area superposada és realment petita,
indicant que la proporcid6 de mutacions patologiques en humans 1 neutres en
ratoli sera petita. Per tant, esperem que la gran majoria de mutacions
patologiques en huma seran també patologiques en ratoli i també al revés. La
distribucio d’identitats de seqiiéncia per gens relacionats amb malaltia és molt
similar que el global per ratoli i huma.

Una altra qliestio per resoldre estava en si el grup de mutacions humanes i de
ratoli cobrien el mateix espectre funcional de proteines. Si aix0 era aixi, la
transferéncia entre especies seria més efectiva, altrament existiria un biax. Una
manera d’aproximar el problema consistia en representar la distribucio dels
diferents parametres per les mutacions patologiques humanes 1 d’altres especies, 1

en cap cas cap diferéncia estadisticament significativa era observable.
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Fig 5. Distribucié d’identitats de seqiiéncia entre: (i) homologues (NEGRE); (ii) proteines humanes i de ratoli, en les quals les
dues tenen mutacions associades a malaltia segons SwissProt (RATLLAT); i (iii) proteines humanes i les homologues no
humanes, on les humanes tenen com a minim una posicid patologica. (GRIS).

Havent assegurat aquests aspectes previs es va procedir a fer us de les xarxes
neurals per posar a punt procediments de prediccié tant pel grup de dades de
ratoli com per les prediccions creuades. Tal i com s’havia mostrat en treballs
anteriors 1’s de xarxes en dades humanes s’observava un rendiment gran quan
s’usaven tots els parametres, amb un 86% de prediccions correctes i un 65%
d’enriquiment sobre una predicci6 a I’atzar (Ferrer-Costa et al., 2004). Amb
aquests resultats com a referéncia es van usar les dades humanes per entrenar una
xarxa per predir les dades de ratoli, i els resultats tot i que inferiors sén bons, ja
que tenim un encert total del 86% 1 un enriquiment sobre I’atzar del 53%. Al
provar al revés aquestes xarxes, €¢s a dir entrenant amb les dades de ratoli 1
predint sobre les dades humanes, els resultats es mantenen bastant, amb un encert

total del 78% 1 un enriquiment respecte a 1’atzar del 55%. La diferéncia de
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comportament és atribuible a la reducci6 en la mida de la base de dades.

Al llarg d’aquest treballs va sorgir una qiiestié pel que fa a la transferibilitat de
I’anotacié de mutacions puntuals: quan una mutacié que és patologica en una
proteina humana ho seguira sent en proteines homologues? Aquesta, qiiestio
apareix amb més for¢a quan en I’analisi dels alineaments multiples apareix el
residu patologic com a salvatge en altres proteines d’altres espécies, casos que es
coneixen com CPDs (compensated pathogenic deviations) (Kondrashov et al.,
2002). Davant aquest fet cal aclarir quines raons fan que un aminoacid que
provoca I’aparicio d’una patologia en una especie es manté com a residu salvatge
en altres. En els pocs treballs apareguts fins ara els autors conclouen que les
raons que expliquen les CPDs son les mutacions compensatories que apareixen
en un periode de temps evolutivament proper 1 que fan que la protetha pugui
adaptar-se a aquest canvi. Aquestes mutacions compensatories poden aparcixer
en la mateixa proteina o en proteines que interaccionen de manera directa amb
aquesta. Malgrat que sol ser dificil de determinar quines son les mutacions
compensatories, 1’s conjunt de ’estructura i 1’analisi dels alineaments multiples
pot ajudar a determinar quina €s la mutacié compensatoria (Gao & Zhang, 2003;
Kondrashov et al., 2002), almenys en proteines evolutivament molt properes i
amb entorns molt conservats. Davant aquests fets, ens vam decidir a explorar
aquest fenomen amb el nostre grup de dades de mutacions patologiques
humanes. De 1’analisi dels alineaments de les 8337 mutacions patologiques es
van derivar 71295 CPDs. D’aquestes CPDs es van derivar un seguit d’analisis a
nivell de seqiiencia 1 d’estructura que semblen indicar-nos que altres raons
podrien explicar també ’aparicid d’aquests residus en altres especies. El primer
analisi consisteix en comparar la distribucio de identitats locals entre la seqiliencia
humana amb la homologa no humana que conté la CPD, per intervals d’identitat

global en front la distribucié d’identitat local esperada, que es pot assimilar a una
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binomial. El que esperem ¢s que si existeixen les mutacions compensatories
s’haurien de mostrar amb un biaix entre la distribucid d’identitat local observada

1 I’esperada. Fent I’analisi pels aparellaments de seqiiéncies que tenen més d’un

1

1]

Fig. 6. Distribucié d’identitat de seqiiéncia a nivell estructural pels veins de les CPDs. Només es consideren aquells parells de
seqiiencies entre humanes i no-humanes amb una identitat global de seqiiéncia superior al 90%. Per comparacid es representa la
distribucio obsevada (gris fosc) i la distribucid esperada (gris clar).

90% d’identitat global de seqii¢ncia, a nivell de seqiiéncia no apareix aquest biaix
que si que apareix quan l’analisi la fem a nivell estructural 1 la identitat de
seqiiencia ¢€s local, estructuralment parlant. Aixi tal i com es pot veure en la
figura 6 s’observa que la identitat de seqiiencia local és menor que la esperada
per la finestra d’identitat de seqiiencia global que va de 90-100%.

Sembla doncs que per identitats de seqiiencia elevada seria la presencia de

262



Capitol 8 Resum

mutacions compensatories les que explicarien les CPDs. Tanmateix per identitats
globals més baixes aquesta tendéncia desapareix i res ens permet aventurar la
preseéncia de mutacions compensatories.

Per tal d’explorar altres explicacions es va analitzar la distribucié de les
accessibilitats de les CPDs, en comparaci6 amb les de les mutacions
patologiques, es veu que hi ha un biaix de les CPDs cap a regions més exposades
per identitats de seqiiéncia elevada. Aix0 indicaria que les CPDs tendeixen a
situar-se en zones més elastiques com son regions meés exposades que permetrien
acceptar aquest canvi millor. Aquesta tendéncia desapareix per identitats de
seqiliencia baixes, per sota del 60%, aixo s’explicaria pel fet que en aquestes
identitats de seqiiencia, I’entorn local ha pogut canviar prou com per acomodar el

nou residu.
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Fig 7. Distribuci6 de valors de matriu Blosum62. Tres distribucions diferents es mostren: CPD (gris fosc), Patologiques (gris
clar) I neutres (blanc).

Finalment com a ultim exemple, al analitzar alguna de les propietats

aminoacidiques com pot ser el valor de la matriu Blosum62 1 al representar-los
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en front de les distribucions de les mutacions patologiques i neutres s’observa
que la de les CPDs es distribueixen diferentment en una posicid intermitja.
Aquesta observaci6 ens referiria al fet que lesCPDs serien canvis menys drastics
o lesius que les mutacions patologiques tal i com es reflexa a la figura 7. Aixi
doncs en general podem concloure que les mutacions compensatories explicarien
certes CPDs, especialment aquelles que han tingut lloc entre proteines amb alta
identitat de seqiiéncia. Altres raons per 1’existéncia de les CPDs podrien ser que
aquesta ocdrrer en zones menys lesives, com poden ser zones en superficie o bé
que el canvi sigui de naturalesa més conservativa. Per proteines evolutivament
més distants es podrien explicar pel fet que 1’entorn estructural ha evolucionat

prou com per adaptar aquest canvi.
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