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I. INTRODUCCIÓ

A principis de l’any 2001 amb l’aparició del primer esborrany complet del 

genoma humà (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) apareix un gran interès 

pels SNPs. Aquest interès s’explica en part pel fet que del genoma se’n reforça la 

idea que els SNPs explicarien gran part de la variabilitat intraespecífica 

(Chakravarti, 2001; Collins et al., 1998; Collins et al., 1997). Aquesta diversitat 

intraespecífica explicaria les diferències morfològiques entre individus però 

també explicarien diferències entre individus pel que fa a la sensibilitat a patir 

malalties ja siguin monogèniques o complexes (Collins et al., 1997). 

Aquests fets van portar a diferents grups de recerca a qüestionar-se la pregunta de 

si existeixen propietats dels SNPs que permeten classificar-los com a neutres o 

associats a malaltia. Canviant el punt de vista, la qüestió es reformula de la 

següent manera, és possible l’anotació de SNPs pel que fa al seu caràcter 

neutre/patològic a partir de les seves propietats de seqüència o estructura? 

Com a model de treball per mutacions patològiques vam escollir el de les 

mutacions puntuals causants de malalties monogèniques. Aquest model 

consisteix en mutacions que afecten a una proteïna de manera prou greu com 

perquè aquesta alteri la seva funció de manera patològica. Aquestes dades estan 

molt contrastades des del punt de vista bioquímic i clínic. Així mateix, la recerca 

intensiva en diferents camps, com la cristal·lografia de proteïnes, la biologia 

estructural i la biologia evolutiva ens dóna un marc conceptual molt consistent 

per treballar sobre SNPs que afecten a proteïnes. Tal i com es mostrarà en les 

pàgines següents vam usar la base de dades SwissProt  (Boeckmann et al., 2003) 

com a font primària de mutacions. En alguns casos va caldre contrastar algunes 

dades de SwissProt per tal de confirmar el caràcter patològic d’algunes 

mutacions. El model usat per les mutacions neutres és un model evolutiu que 

prové de l’anàlisi d’alineaments múltiples de seqüència. Aquest model considera 

com a mutacions neutres aquelles diferències puntuals que hi ha entre proteïnes 
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molt properes evolutivament. El raonament que hi ha darrera aquest model és que 

si dues proteïnes que són prou properes evolutivament tenen diferències que han 

sigut acceptades per l’evolució aquestes han de ser neutres si assumim que el 

context funcional i cel·lular és el mateix.

Per cada mutació es van determinar un seguit de propietats relacionades amb 

l’estructura tridimensional de la proteïna i la posició de la mutació, amb les 

propietats físico-químiques de les proteïnes i dels aminoàcids. Comparant les 

distribucions dels paràmetres per les mutacions neutre i patològiques podem 

intentar trobar quines propietats diferencien les mutacions neutres i patològiques. 

II. MATERIALS I MÈTODES 

Polimorfismes d’un sol aminoàcid associats a malaltia (daSAP 

Disease-associated Single Aminoacid Polimorphisms)

Les mutacions puntuals usats en aquest treball van ser obtinguts buscant a la base 

de dades SwissProt (Bairoch & Apweiler, 2000) en la seva versió 39. Es va fer 

una cerca usant les paraules claus: PDB, VARIANT, HUMAN per tal d’obtenir 

proteïnes humanes amb estructura tridimensional coneguda i amb variants de 

seqüència coneguda. D’aquesta selecció se’n va eliminar els residus relacionats 

amb centres actius o amb cisteïnes involucrades amb ponts disulfur. La raó 

d’aquesta selecció és que l’impacte patològic sobre la proteïna d’aquests residus 

resulta evident. Per la resta de variants es va comprovar manualment la seva 

associació amb malaltia consultant les anotacions de SwissProt o bé consultant 

les referències originals. Finalment es van mapar les mutacions sobre l’estructura 

eliminant aquelles que no queien en zones resoltes. Al final 1169 mutacions van 

ser seleccionades que es distribuïen sobre 73 proteïnes diferents. 
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És important notar que no totes les mutacions seleccionades tenen el mateix 

impacte patològic. Així mentre algunes mutacions provoquen síndromes lleus 

altres estaran associats a malalties serioses. Desafortunadament, excepte per les 

mutacions letals és molt difícil classificar les daSAPs d’acord amb el seu impacte 

ja que dependria en molts casos d’observacions subjectives o imprecises fetes per 

diferents autors segons l’estat del pacient. Addicionalment, dividint el grup de 

dades de daSAPs en diferents grups segons el seu impacte en la salut resultarien 

grups més petits que per tant disminuirien el valor estadístic dels resultats.  

Variants neutres (nSAPs Neutral SAPs )

Al mapar i caracteritzar les mutacions puntuals patològiques sobre les estructures 

tridimensionals sembla clar que cal un estat de referència per tal de confirmar les 

tendències observades i el comportament diferenciat de les patològiques sobre les 

neutres. Una primera aproximació és usar un model a l’atzar en el qual una 

mutació neutre pot ocórrer en qualsevol posició dins del grup de proteïnes que 

contenen mutacions patològiques. Aquest model és usat com a referència en 

algunes anàlisis. Tanmateix una aproximació més realista es defineix considerant 

les mutacions neutres observades pel mateix grup de proteïnes com a model de 

referència. Com s’ha comentat anteriorment, el model de mutació neutre que 

usem aquí es basa en considerar com a mutació neutre tota variabilitat puntual 

observada en alineaments múltiples de seqüència (MSA Multiple Sequence 

Alignment) seguint l’aproximació usada per Sunyaev et al. (Sunyaev et al., 2000). 

Per fer-ho hem pres com a SAPs neutres aquelles variants naturals que apareixen 

en altres espècies després d’eliminar les seqüències humanes dels MSA. Per tal 

de simular al màxim l’ocurrència de les variants neutres hem eliminat de 

l’alineament múltiple totes les seqüències que tenen una identitat de seqüència 

inferior al 95% amb la proteïna humana estudiada (Sunyaev et al., 2000). 
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Tot el procediment va ser aplicat a les 73 proteïnes esmentades anteriorment. Un 

total de 741 variants neutres constitueix el grup de mutacions neutres o nSAPs. 

Les estructures de les  proteïnes 

Les estructures de les 73 proteïnes van ser obtingudes de la base de dades 

PDB(Berman et al., 2000). Vam observar que en molts casos hi havia diverses 

estructures disponibles, en aquests casos es va actuar segons els següents criteris: 

Raigs X és preferit a RMN, descartant-ne els teòrics. 

Estructures natives preferides sobre les  mutants. 

Estructures sense complex preferides sobre les unides a complex. 

Estructures d’alta resolució preferides sobres les de baixa. 

Part del nostre anàlisi era basat en l’ús d’estructures quaternàries de les proteïnes. 

Les coordenades de les estructures quaternàries van ser obtingudes de la base de 

dades PQS de l’Institut Europeu de Bioinformàtica (EBI-EMBL European 

Bioinformatics Institute-European Molecular Biology Laboratory)

Càlculs d’estructura secundària i accessibilitat 

L’estructura secundària va ser calculada usant el programari SSTRUC escrit per 

David Keith Smith, que implementa la metodologia desenvolupada per Kabsch i 

Sander (Kabsch & Sander, 1983). 

Els càlculs d’accessibilitat a solvent van ser fets amb el programari NACCESS 

(Hubbard & Thornton, 1993). L’accessibilitat relativa, és a dir l’accessibilitat del 

residu estudiat en la proteïna dividida per l’accessibilitat del residu en un 

tripèptid extès de seqüència Ala-X-Ala, va ser calculada per NACCESS i mapada 

a la forma de tres estats (Enterrada=0-9%; Semienterrada=9-36%; Exposada=36-

100%) segons la classificació establerta per Rost i Sander (Rost & Sander, 1993).
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Alineaments Múltiples de Seqüències.

En tots els casos els alineaments múltiples van ser obtinguts de la bases de dades 

Pfam. Aquesta base de dades conté alineaments de molta qualitat i amb moltes 

seqüències.

Les dades de PFAM es van tractar per tal d’eliminar redundàncies segons 

l’esquema Henikoff i Henikoff (Henikoff & Henikoff, 2000) de ponderació de 

les seqüències. Tot i que òbviament els resultats varien numèricament al aplicar 

aquesta metodologia de ponderació per eliminar redundància dels alineaments, 

no s’ha observat cap variació important en les tendències generals per cap 

propietat estudiada. A tall d’exemple, els percentatges d’accessibilitat relativa en 

tres estats per residus exposats, semienterrats i enterrats abans d’aplicar la 

metodologia, són 70.8%, 8.9% i 20.2%. Després d’aplicar la metodologia de 

Henikoff i Henikoff obtenim 66,3%, 10.6% i 23% pels mateixos estats 

d’accessibilitat.

Mesures de la variabilitat en les posicions dels alineaments múltiples. 

La variabilitat o el grau de conservació d’un residu en una posició dins un 

alineament múltiple de seqüències es va mesurar usant l’ entropia de Shanon 

(Shannon, 1948) de la distribució dels aminoàcids en la posició estudiada. Hem 

usat la formulació següent que ja ha estat aplicada en altres treballs previs 

(Atchley et al., 2000; Sander & Schneider, 1991)   

- piln2pi (eq.1) 

On el subíndex i fa referència als diferents tipus d’aminoàcids presents en la 

posició estudiada de l’alineament múltiple i la pi correspon a la freqüència 

relativa de cada aminoàcid.
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La informació redundant dels alineaments múltiples pot resultar en una estimació 

esbiaixada de les freqüències d’aminoàcids pi en una posició donada (Altschul et 

al., 1997).  La probabilitat es recalcula segons l’equació 2. 

   

 qi = jwij (eq.2)

on el subíndex j corre sobre totes les seqüències en l’alineament que tenen el 

residu i en aquesta posició, wij són els pesos de Henikoff i Henikoff per les 

seqüències corresponents. L’entropia va ser calculada usant la nova equació:

 - i( jwij)ln2( jwij) (eq.3)

El subíndex i representa els diferents aminoàcids presents en la posició estudiada 

de l’alineament múltiples incloent també els gaps (Altschul et al., 1997).

Els valors de l’entropia variaran de 0 a 4.39, corresponent als graus màxims i 

mínims de conservació dels residus en aquesta posició. 

Mesures relacionades amb les propietats de seqüència i de residu.

Dos tipus d’informació es van usar: matrius de mutació, propietats d’aminoàcids. 

Matrius de mutació. Per cada mutació s’obtenien els valors de les matrius 

Blosum62 (Dayhoff, 1978) i Pam 40 (Henikoff & Henikoff, 1992). 

Canvis en propietats d’aminoàcids. Es van usar sis paràmetres basats en les 

propietats dels residus. Dos índexs hidrofòbics, dues propensions per estructura 

secundària i dos índexs de volums. Per cada índex es va calcular el valor associat 

a la mutació com la diferència entre els valor de l’aminoàcid mutant xm i el valor 

de l’aminoàcid salvatge xw. Els índex hidrofòbics es van obtenir de mesures de 

l’energia lliure de transferència entre aigua i octanol (Fauchere & Pliska, 1983), i 

de potencials estadístics derivats per Miller (Miller et al., 1987) et al. a partir 
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d’informació estructural. Les propensions d’estructura secundària es van obtenir 

de l’anàlisi estàndard de Chou i Fasman (Chou & Fasman, 1974) i també de 

l’anàlisi de Swindells et al. (Swindells et al., 1995). Els descriptors de grandària 

es van obtenir dels volums de van der Waals (Bondi, 1964) i dels volums mitjos 

dels residus enterrats (Chothia, 1975). 

Tests Estadístics 

Per tal de comparar les distribucions de mutacions neutres i patològiques per una 

variable determinada vam utilitzar els següents procediments. 

Si la variable era contínua, per exemple l’accessibilitat relativa, vam usar el test 

de Kolmogorov i Smirnov (KS) (Press et al., 1992), l’estadístic del qual 

s’anomena D. 

Si la variable és per naturalesa dividida en intervals com és el cas de 

l’accessibilitat en tres estats vam usar el test de la Chi-quadrada (CS) (Press et 

al., 1992) amb l’estadístic associat 2.

Procediment de Predicció usant matrius de mutació.

Volíem calcular el rendiment de les matrius de substitució de Blosum62 

(Henikoff & Henikoff, 1992) i de PAM40 (Dayhoff, 1972) com a eines 

predictives del caràcter patològic de les mutacions patològiques. Amb aquesta fi 

vam seguir un procediment molt simple en el qual dos llindars van ser definits, 

un per cada matriu. Els valors de cada llindar variaven des del valor mínim al 

màxim dels elements de cada matriu. Aleshores per cada parell de llindars una 

mutació era predita: 

 Neutre: si els valors de Blosum62 i de PAM40, de la mutació  eren 

més grans que el corresponent llindar per cada matriu. 

 Patològica: si els valors de les dues matrius per el canvi eren menors 

que el corresponent llindar per cada matriu. 
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 No es feia predicció per les mutacions que no complien alguna de les 

dues premies anteriors.  

El rendiment d’aquest mètode va ser calculat seguint una validació creuada de 5 

etapes, en què els dos grups de dades van ser dividides en 5 grups de mutacions 

de manera aleatòria. Aleshores es construïa un grup d’entrenament amb 4 dels 

subgrups i es buscava el valor òptim dels llindars de Blosum62 i de PAM40 

usant com a funció objectiva el coeficient de Matthews (Matthews, 1975). 

Aquest coeficient té en compte el número de positius i negatius certs així com el 

falsos positius i negatius. El rendiment d’aquests llindars va ser calculat amb el 

cinquè subgrup restant, anomenat el grup d’avaluació. Aquest procediment va ser 

repetit 5 vegades deixant consecutivament fora del grup d’entrenament un dels 5 

subgrups generats. El rendiment del mètode correspon al final a la mitja dels 5 

rendiments calculats per cada subgrup de test.

Vam usar dues mesures diferents del rendiment. El percentatge de les prediccions 

correctes que correspon al número de mutacions neutres i patològiques 

correctament predites dividida entre el número total de prediccions fetes. També 

vam usar el coeficient de Matthews (Matthews, 1975). 
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[Aquesta pàgina ha estat deixada en blanc intencionadament]


