
Capítol 4. 

Predicció de mutacions patològiques usant 

xarxes neurals. 



Anàlisi bioinformàtica de les mutacions puntuals patològiques.                                     Carles Ferrer-Costa 

 94

[Aquesta pàgina ha estat deixada en blanc intencionadament]



Capítol 4. Predicció de mutacions patològiques usant xarxes neurals                                                                                               

 95

I. INTRODUCCIÓ

Tal i com s’ha descrit en el capítol anterior, per algunes propietats estructurals, 

físico-químiques  i evolutives de les mutacions puntuals el comportament de les 

patològiques i de les neutres és estadísticament diferent. Tanmateix, una 

limitació molt gran fins aleshores estava en la necessitat de mapar la mutació 

estudiada en una estructura tridimensional, ja sigui de la pròpia proteïna com 

d’una estructura homòloga. Aquesta limitació és més gran quan el número de 

seqüències creix molt més ràpid que el d’estructures conegudes. Tal com s’ha 

comentat en el capítol anterior el comportament del model de les mutacions 

patològiques en front certs paràmetres és significativament diferent del 

comportament del model neutre. Aquest fet obre la possibilitat de predir el 

caràcter patològic de les mutacions puntuals basant-nos en aquests paràmetres. 

Un mètode de predicció basat en l’ús de propietats estructurals té un abast limitat 

ja que encara són moltes les mutacions que es troben en proteïnes o en dominis 

de proteïnes de les quals encara no es coneix l’estructura. Per superar aquest 

problema, ens vam proposar el desenvolupament d’un protocol de predicció basat 

només en l’ús de propietats derivades a partir de la seqüència de les proteïnes 

involucrades.

El pas de seqüència a estructura es va fer usant el programa de predicció 

d’accessibilitat i estructura secundària desenvolupat per Rost et al. (Rost & 

Sander, 1993) PHD. Aquest mètode arriba fins al 70% d’encert en les millors 

condicions de predicció, per tant, com s’ha d’esperar aquesta pèrdua en la 

fiabilitat dels paràmetres estructurals ha de representar una pèrdua en la capacitat 

predictiva.
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Es van calcular també nous paràmetres alguns relacionats amb els alineaments 

múltiples de seqüència d’altres relacionats amb anotacions en bases de dades i 

altres relacionats amb potencials estadístics pels residus implicats.

Era interessant també implementar un mètode de predicció que fos capaç d’usar 

d’una manera útil tots els paràmetres calculats. Tots els autors citats anteriorment 

usen mètodes molt simples. Nosaltres vam decidir fer ús de les xarxes neurals 

s’han usat amb èxit en diferents camps per la classificació de patrons (Bishop, 

1995). Per poder classificar una mutació en neutre o patològica cal fer un 

entrenament de les xarxes amb els grups de dades coneguts. Així la xarxa aprèn 

les diferències entre mutacions neutres i patològiques segons els paràmetres que 

les defineixen. Les xarxes neurals solen usar models no lineals tot i que també 

poden usar models lineals i optimitzen la separació entre diferents grups de 

dades.

II. MATERIALS I MÈTODES 

El protocol de predicció 

L’objectiu d’aquest treball consistia en desenvolupar un mètode computacional 

per predir quan una mutació puntal en una proteïna serà o no patològica. Amb 

aquest objectiu les mutacions són caracteritzades segons un seguit de propietats 

(canvi de volum, localització en l’estructura etc.) que es poden relacionar amb el 

seu possible efecte lesiu a la proteïna. Amb el grup de propietats és aleshores usat 

en una xarxa neural per decidir si una mutació és patològica o neutra.
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Mutacions associades a malaltia 

Existeixen dos grans bases de dades de mutacions associades a malalties 

humanes: OMIM (McKusick-Nathans Institute for Genetic Medicine, 2000)  i 

SwissProt (Boeckmann et al., 2003). Vam triar de treballar amb Swissprot ja que 

en un article recent (Goodstadt & Ponting, 2001) s’indica que aquesta base de 

dades dóna un mapat més acurat de les mutacions en les seqüències de les 

proteïnes. Aquest fet és especialment necessari en casos com els nostres on varis 

milers de mutacions són usades i es requereix un processat automàtic. Cal 

mencionar també, que Swissprot ha estat utilitzat per altres autors que treballen 

en predicció de mutacions patològiques (Ng & Henikoff, 2002; Saunders & 

Baker, 2002; Sunyaev et al., 2001). 

Vam usar la versió 40 de la base de dades SwissProt (Boeckmann et al., 2003), 

obtenint el grup de mutacions patològiques seguint la metodologia proposada per 

Ng i Henikoff (Ng & Henikoff, 2001). Així vam cercar en la base de dades 

SwissProt usant les paraules DISEASE, VARIANT i HUMAN (veure figura 1). 

Es van descartar totes aquelles mutacions per les quals no hi havia una relació 

clara i directa amb malaltia. També es van descartar aquelles mutacions que no 

mapaven en cap alineament Pfam (Bateman et al., 2002) (cal més d’una 

seqüència per calcular algunes propietats basades en evolució usades en el procés 

de predicció). Finalment  les mutacions associades a proteïna (DAMU) van ser 

9334 en 811 proteïnes. 

Com a referència també vam utilitzar un conjunt de mutacions que ocorren en 

zones d’estructura coneguda. Aquest grup basat en estructura es va construir 

usant les mutacions del grup anterior que van ser mapades en l’estructura de la 

proteïna. El conjunt final de mutacions associades a malaltia amb estructura 

coneguda va ser de 1319 en 90 proteïnes. 
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Mutacions neutres 

Dos grups de mutacions neutres han estat usats en aquest treball. El primer va ser 

obtingut dels experiments fets de mutagènesi massiva sobre el repressor de 

l’operó Lac de Escherichia coli (Pace et al., 1997), quedant-nos amb aquelles 

mutacions que resulten en individus amb fenotip salvatge (Ng & Henikoff, 

2001). Es va usar aquest grup de dades ja que havia estat usat per Ng i Henikoff 

(Ng & Henikoff, 2002) per assajar el seu mètode de predicció basat en la 

Fig 1. Esquema de selecció de mutacions neutres i patològiques. 

seqüència, i per tant permet una comparació directa entre ambdos aproximacions. 
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Pel segon model de les mutacions neutres (NEMU), que anomenem model 

evolutiu, es van recollir mutacions neutres només per aquelles proteïnes per les 

quals es tenien mutacions associades a malaltia. Per aquestes proteïnes, les 

mutacions neutres corresponen a aquelles variants que ocorren en proteïnes de la 

mateixa família però en diferents espècies (Ferrer-Costa et al., 2002; Sunyaev et 

al., 2000). Amb aquesta idea es van prendre els alineaments múltiples de 

seqüència per la família de les proteïnes estudiades de la base de dades Pfam 

(Bateman et al., 2002). Per cada alineament se’n van eliminar totes les 

seqüències humanes diferents a l’estudiada en cada moment. També es van 

eliminar aquelles seqüències amb una identitat de seqüència amb l’estudiada 

inferior al 95%. El conjunt total de mutacions neutres va ser de 11372. 

Pel mètode basat en estructura es van obtenir fins a 888 NEMUs derivades de les 

proteïnes que tenien l’estructura resolta. 

Selecció d’estructures per les proteïnes 

Les diferents estructures per les diferents proteïnes estudiades es van obtenir de 

la base de dades PDB (Berman et al., 2000), seguint els criteris exposats en el 

capítol anterior. 

Propietats derivades de la seqüència i de l’estructura 

En la versió del mètode basat en la seqüència es van usar 19 paràmetres per 

descriure les mutacions. Fins a 23 paràmetres es van usar per la versió basada en 

l’estructura (veure figura 2). 

Cal deixar clar que alguns paràmetres estan clarament relacionats, per exemple 

les dues mesures de grandària. Mentre que la reducció de dimensionalitat pot ser 

d’interès per tant de guanyar en generalització del mètode (Mehrotra et al., 
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1997a), mantenir mesures correlacionades interessa per mostrar el màxim poder 

predictiu del mètode. 

Propietats derivades de l’estructura 

Dos paràmetres estructurals són usats en la versió basada en la seqüència: 

l’estructura secundària i l’accessibilitat al solvent. Els valors s’obtenen a partir de 

metodologies ben establerts de predicció estructural. En la versió basada en 

l’estructura s’usen sis paràmetres: estructura secundària, accessibilitat (en tres 

estats i relativa) i potencials estadístics (tres valors). 

Prediccions d’estructura secundària i accessibilitat. Es van obtenir de les 

seqüències de les proteïnes, usant el paquet de programari PHD (Rost & Sander, 

1993)  (www.embl-heidelberg.de/predictprotein) amb els paràmetres definits per 

defecte. Els tres estats d’estructura secundària hèlix, beta i coil que van ser 

codificats com a 0, 1, 2 respectivament. Els tres estats d’accessibilitat, enterrat, 

semi-enterrat i exposat van ser codificats com a 0, 1, 2 respectivament. 

Accessibilitat i estructura secundària observada. Van ser calculats a partir de 

l’estructura experimental de la proteïna. L’estructura secundària a la posició de la 

mutació va ser obtinguda usant el programa SSTRUC que implementa el mètode 

de Kabsch i Sander (Kabsch & Sander, 1983) per David Keith Smith. Els tres 

estats resultants van ser codificats com en el paràgraf anterior. Els valors 

d’accessibilitat van ser obtinguts usant el programa NACCESS (© S.J.Hubbard 

& J.M.Thornton, Department of Biochemistry and Molecular Biology, 

University College London). Els valors relatius i en tres estats van ser usats. Els 

valors relatius s’obtenen de dividir l’accessibilitat del residu en la proteïna entre 

l’accessibilitat en un pèptid estès Ala-X-Ala. L’accessibilitat en tres estats es va 

obtenir seguint el model de Rost i Sander (Rost & Sander, 1994). Així les 
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accessibilitats entre 0-9% corresponen a enterrat, accessibilitats en l’interval 9-

36% correspon a semi-enterrat i finalment l’interval 36-100% correspon a 

exposat. Aquests tres estats van ser codificats igualment segons el paràgraf 

anterior.

Fig2. Esquema de la determinació dels paràmetres de les mutacions. 

Potencials estadístics: Van ser usats per establir efectes desestabilitzants dels 

mutants. Per cada residu en una proteïna d’estructura coneguda, el programa 

ProsaII (Sippl, 1993) dóna tres mesures indirectament relacionades amb la 

contribució del residu a l’estabilitat de la proteïna: són un potencial de superfície, 

un de contacte i la suma dels dos anteriors. Aquests tres valors es van calcular 
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pels residus natius i pels mutants. L’estructura dels mutants es van obtenir 

mapant el residu canviat sobre l’estructura sense fer cap mena de modelatge 

estructural. Els valors finals dels potencials es van obtenir de la diferència entre 

els valors dels mutants i dels salvatges.

Propietats de seqüència i de residu.

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

i potencials de seqüència. 

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 et al. a partir d’informació estructural 

(Miller et al., 1987). 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 volum es van 

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

residus enterrats (Chothia, 1975). 

Potencials de Seqüència. Per tal de tenir en compte els efectes de l’entorn de 

seqüència en l’efecte de la mutació (Yang et al., 1997) es van usar un potencial 

de seqüència simple, Ptseq(rj) (veure eq. 4), relacionat amb la probabilitat 

d’observar un residu rj en la posició j en un donat entorn de seqüència. 
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Ptseq(rj) = 
5

5

)/(ln
i

ijj rrP      (eq. 4) 

La )/( ijj rrP es va obtenir de la manera següent: 

)/( ijj rrP = n(rj,rj+i)/n(rj+i)     (eq. 5) 

on n(rj,rj+i) és el número de parells d’aminoàcids de tipus rj i rj+i a la distància de 

seqüència i. n(rj+i) es el número total de residus de tipus rj+i. Aquests valors es 

van calcular usant el conjunt complet de seqüències humanes de la base de dades 

SwissProt (Boeckmann et al., 2003).  

Les mutacions es van puntuar usant la diferència entre el valor de potencials de 

seqüència del mutant i del residu salvatge de la mateixa manera que les propietats 

relacionades amb els aminoàcids. 

Paràmetres evolutius 

La informació evolutiva es va explorar usant 4 paràmetres, dues mesures de la 

variabilitat aminoacídica i dos puntuacions relacionades amb l’especificitat de la 

posició. El càlcul d’aquests paràmetres necessiten l’ús d’alineaments múltiples 

de seqüència. Es van obtenir els alineaments de la base de dades Pfam (Bateman 

et al., 2002). Tot i que el mètode pot funcionar perfectament amb alineaments 

múltiples generats pel programari BLAST (Altschul et al., 1997). 

Variabilitat en la posició de la mutació en un alineament múltiple de seqüència.

Va ser mesurada usant l’entropia de Shannon (Shannon, 1948) i una mitja de 

valors de matrius de mutació (Martin et al., 2002). L’entropia es va calcular 

segons la formulació - ipij.ln2pij on el subíndex recorre els diferents tipus 
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d’aminoàcids presents en la posició j, que correspon a la posició del residu mutat 

en l’alineament múltiple. pij correspon a la freqüència relativa de l’aminoàcid 

estudiat.

La segona mesura es calcula seguint la metodologia implementada per Martin et 

al. (Martin et al., 2002): 

)!2(2

!
1 1

N

N

s
N

k

N

kl

kl

 / Smax       (eq. 6) 

on skl correspon a l’element de Blosum62 (Henikoff & Henikoff, 1993) que 

correspon a la comparació de residus entre la seqüència k i la l en l’alineament 

múltiple de seqüència en la posició de la mutació estudiada. Smax correspon al 

valor màxim de  skl en les seqüències de l’alineament. 

Matrius de puntuació de posició específica (Position-specific scoring matrices 

PSSM) Es van usar dos tipus de paràmetres depenents de PSSM. El primer es 

basa en el logaritme de la relació de probabilitats log(pmj/pm), on pmj correspon a 

la freqüència relativa de l’aminoàcid mutant de tipus m a la posició j de 

l’alineament múltiple de seqüències (j correspon aquí a la localització del residu 

mutant) i pm correspon a la freqüència del mateix aminoàcid en totes les 

seqüències de SwissProt (Boeckmann et al., 2003). Per tal de minimitzar el 

problema de l’absència de dades es va usar una versió modificada del logaritme 

de la relació de probabilitats (Sippl, 1990): 

N

N

1
 log(pmj/pm) + 

N1

1 B62wm    (eq. 7) 
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on N correspon al número de seqüències en l’alineament múltiple de seqüències. 

 correspon a un factor arbitrari que va ser assignat com 1/50(Sippl, 1990). w i m 

corresponen als residus salvatge i mutant respectivament. B62wm és l’element de 

la matriu de mutació Blosum62 (Henikoff & Henikoff, 1992) corresponent a  la 

mutació que s’esdevé al passar del residu salvatge (w) al residu mutant (m). 

Quan N es petit, el valor de l’índex basat en PSSM s’apropa al valor B62wm, però 

a mesura que N creix el valor de l’índex s’aproxima al valor del logaritme de la 

relació de probabilitats. 

El segon paràmetre relacionat amb PSSM es calcula segons l’equació 8 i mostra 

el mateix comportament asimptòtic que l’índex anterior. 

N

N

1
 [log(pmj/pm) - log(pwj/pw)]+ 

N1

1 B62wm  (eq. 8) 

on m, w, N, , pmj, pm i B62wm tenen el mateix significat que en l’índex anterior. 

pwj és la freqüència relativa de l’aminoàcid salvatge de tipus w a la posició j en 

l’alineament múltiple de seqüències  pw és la freqüència del mateix aminoàcid en 

ls seqüències humanes presents a SwissProt (Boeckmann et al., 2003). 

Informació de la base de dades 

Quatre índexs diferents es van usar per tal d’incloure informació provinent 

d’anotacions funcionals presents en la base de dades SwissProt (Boeckmann et 

al., 2003). Aquests índexs indiquen si un residu mutat correspon a un residu que: 

(i) intervé en un pont disulfur, tiolester o tiolèter; (ii) cau dins una regió que 

sofreix splicing alternatiu; (iii) és un residu modificat (té un enllaç a carbohidrat 

o és una selenocisteïna); (iv) és un centre actiu, o uneix nucleòtids, Ca2+ or Zn2+.
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Per cada índex un valor de 0 indica absència d’anotació, un valor de 1 indica 

presència d’anotació.

La xarxa neural 

Es va usar una xarxa neural de tipus feed-forward (Rumelhart et al., 1986) amb 

una capa d’entrada de dades i una o cap (model de perceptró) (Mehrotra et al., 

1997b) capa oculta i una capa de sortida de dades. En total es van usar 19 

paràmetres per la versió basada exclusivament en seqüència i 23 paràmetres per 

la versió que a més usava dades derivades de l’estructura tridimensional com a 

dades d’entrada de la xarxa. La sortida de dades de la xarxa era 0 per les 

prediccions neutres i 1 per les prediccions patològiques. 

Es va seguir la metodologia d’entrenament descrita per Shepherd et al. (Shepherd 

et al., 1999) on es mostrava a la xarxa un seguit de dades amb la corresponent 

dada de sortida. Els pesos de la xarxa es van optimitzar usant la metodologia de 

gradients conjugats escalats durant 500 iteracions.  

La validació creuada 

El rendiment del nostre mètode es va avaluar usant una validació creuada 

heterogènia i estringent de 5 etapes (Krishnan & Westhead, 2003). En comptes 

de dividir tot el grup de dades de DAMUS i NEMUS en 5 subgrups i aleshores 

entrenar les xarxes neurals es va dividir el grup de mutacions  a nivell de 

proteïna. D’aquesta manera es va dividir el grup de proteïnes que almenys tenien 

una mutació patològica en 5 grups. Els corresponents 5 grups de mutacions es 

van construir de manera que 5 úniques combinacions de 4 subgrups diferents es 

van usar per entrenar les xarxes. Per cada combinació dels 4 diferents subgrups 

es va assajar en el cinquè grup exclòs. Pels resultats de les prediccions pels 5 

grups d’assaig se’n va obtenir la mitjana que es mostra en aquest grup. 
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Mesures del rendiment 

Quatre paràmetres diferents es van usar per avaluar el rendiment de les xarxes 

neurals: Percentatge de prediccions correctes (també referit com taxa d’èxit 

global; veure l’equació 9); percentatge normalitzat d’enriquiment sobre les 

prediccions a l’atzar (S, (Shepherd et al., 1999), veure equació 10) i percentatge 

de falsos positius  (FP) i de falsos negatius (FN) veure equacions 11 i 12. El 

primer paràmetre dóna una visió global de la capacitat del mètode per detectar 

mutacions patològiques i neutres. L’índex S garanteix una mesura de la capacitat 

del mètode en relació amb una predicció purament basada en l’atzar (Shepherd et 

al., 1999). Finalment les taxes sobre falsos positius i falsos negatius garanteix 

una idea dels límits de l’exactitud de la metodologia emprada.  

)(
100

ipcp

cp
Qtot        (eq. 9) 

on cp i ip són el número global de prediccions correctes i incorrectes 

respectivament.

100
)(

Rt

Rnp
S         (eq. 10) 

on uonpt  i tonunupopR /))()()( . p, n són el 

nombre de mutacions correctament predites com a DAMUs i NEMUs, 

respectivament. o i u són el número de mutacions incorrectament predites com a 

DAMUs i NEMUs respectivament.  

100
op

o
FP        (eq. 11) 
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100
up

u
FN        (eq. 12) 

on p, n, o i u tenen el mateix significat que anteriorment. 

Índex de fiabilitat 

L’índex de fiabilitat es calcula a partir del resultat de sortida de la xarxa neural 

segons la formulació següent (Shepherd et al., 1999): integer[abs(NNoutput – 0.5) 

x 20)], on  NNoutput correspon a la sortida de la xarxa neural. L’índex resultant 

varia entre 0 i 9.
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