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INTRODUCCIÓ

La biomedicina necessita desenvolupar eines ràpides i eficients per l’anotació de 

la gran quantitat de dades aportades pels projectes actuals de seqüenciació 

(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). En particular és imprescindible tenir 

programes per l’anotació de les mutacions puntuals o SNPs, que explicarien prop 

del 90% de la variació intraespecífica (Cargill et al., 1999; Chakravarti, 2001). Ja 

en el primer esborrany del projecte genoma humà apareixen fins a 1,4 milions de 

SNPs (Sachidanandam et al., 2001) i s’avalua que la freqüència de SNPs per 

individu  és de 1 cada 1000 nucleòtids (Sunyaev et al., 2000). D’aquesta 

variabilitat alguns SNPs més rars serien l’origen de les mutacions responsables 

de malalties hereditàries monogèniques, mentre que d’altres SNPs més freqüents 

serien responsables de malalties més complexes i comunes, que són les malalties 

poligèniques (Collins et al., 1998) i finalment un bon número de SNPs serien 

irrelevants per a la salut de l’organisme. En els darrers anys s’han presentat 

diferents programes que incideixen en la caracterització de SNPs causants de 

patologia així com la seva predicció (Chasman & Adams, 2001; Ng & Henikoff, 

2002; Saunders & Baker, 2002; Sunyaev et al., 2001; Wang & Moult, 2003). En 

aquest capítol es presenta el servidor d’internet anomenat Pmut 

(www.mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/PMut.jsp) (veure figura 1) que implementa, 

per a l’ús públic, la metodologia desenvolupada en el nostre grup per a la 

predicció de mutacions puntuals en proteïnes (Ferrer-Costa et al., 2002; Ferrer-

Costa et al., 2004). La metodologia es basa exclusivament en propietats 

derivades de la seqüència, fet que incrementa el seu rang d’aplicació pràctica.
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MATERIALS I MÈTODES

Estructuració del servidor 

Pmut és un servidor per la predicció del caràcter patològic de les mutacions 

puntuals. Treballa en dos nivells diferents: i) retorna informació d’una base de 

dades local de “punts calents mutacionals” i ii) analitza mutacions puntuals en 

una proteïna problema. Els resultats són mostrats en diferents fitxers de text, i si 

existeix l’estructura també de manera gràfica en dues i tres dimensions.  

Predictor Pmut 

Per tal d’obtenir prediccions de PMUT l’usuari necessita d’introduir la seqüència 

de la proteïna (en codi d’una sola lletra) o alternativament el codi de la proteïna a 

Swissprot/trEMBL. Posteriorment, ha de seleccionar la posició de la mutació i 

decidir si analitza una sola mutació (per defecte) o fer una anàlisi exhaustiva 

canviant l’aminoàcid original pels 19 restants o al subconjunt d’aminoàcids 

accessible per mutació d’un únic nucleòtid. Alternativament, pot triar d’analitzar 

la seqüència completa (Mutation Hot-Spot analysis). El programa recull de les 

pròpies bases de dades (Ferrer-Costa et al., 2002; Ferrer-Costa et al., 2004) una 

sèrie de paràmetres per la descripció de la mutació en estudi, com són valors de 

matrius de mutació, paràmetres de volums d’aminoàcid, propensions d’estructura 

secundària, descriptors d’hidrofobicitats  i potencials de seqüència (Ferrer-Costa 

et al., 2002; Ferrer-Costa et al., 2004). Depenent de la xarxa neural usada (NN) 

(veure més avall) altres paràmetres relacionats amb l’estructura (accessibilitat i 

estructura secundària predites) són derivats pel programa PHD (Rost & Sander, 

1993) a partir de la seqüència . Finalment altres descriptors (Ferrer-Costa et al., 

2004) són obtinguts d’alineaments múltiples de seqüència que es generen 

automàticament a partir dels resultats de córrer PSI-Blast (Altschul et al., 1997) a 

dues iteracions sobre una versió no redundant de la base de dades 
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SwissProt/trEMBL.

Alternativament, l’usuari pot introduir ell mateix l’alineament múltiple de 

seqüències obtingut per altres fonts (per exemple, alineaments de la base de 

dades Pfam (Bateman et al., 2002)). Els alineaments estan limitats a 300 

seqüències (E-values per sota 10-4). L’usuari és advertit sobre la qualitat dels 

resultats quan el programa reconeix un alineament múltiple de Blast pobre.  El 

programa deriva diferents paràmetres d’aquests alineaments múltiples com un 

índex de variabilitat, l’entropia de seqüència i índexs de PSSM. 

Fig 2. Esquema representatiu de les dades que retorna el servidor i els seus diferents formats (taules, gràfiques, representacions
moleculars…) 

S’han implementat dues xarxes neurals (NN) com a eines predictives: una de 

gran amb una capa oculta (20 nodes) i 5 descriptors (Ferrer-Costa et al., 2002; 

Ferrer-Costa et al., 2004) i una de petita (20 nodes, sense capa oculta) amb 3 
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paràmetres (Ferrer-Costa et al. en preparació). Les dues xarxes van ser 

entrenades usant validació creuada amb dades humanes (Ferrer-Costa et al., 

2002; Ferrer-Costa et al., 2004) (Ferrer-Costa et al en preparació). La xarxa gran 

és la opció determinada per defecte, però el model simple pot ser una bona 

alternativa quan PMUT és usat per predir DAMUs en organismes distants 

evolutivament. El resultat final del programa és: i) un índex de caràcter patològic 

de 0 a 1 (mutacions associades amb un índex per sobre 0.5 són predites com a 

patològiques) i ii) un índex que varia de 0 (baixa) a 9 (alta) que correspon al 

nivell de fiabilitat de la predicció. Addicionalment, el programa permet a l’usuari 

de recuperar tota la informació intermèdia (alineaments, resultats de Blast, 

PHD...).

El servidor permet mostrar el lloc de la mutació en l’estructura de la proteïna, 

quan aquesta existeix, usant un codi de color per tal de traçar la patogenicitat 

associada amb la mutació. Per aquest proposit, s’ha usat BLAST (Altschul et al., 

1997) per trobar seqüències altament homòlogues en la base de dades PDB 

(Berman et al., 2000). Totes les proteïnes amb una identitat de seqüència inferior 

al 70%  i totes aquelles de més de 200 residus però amb menys de 70 residus 

alineats són eliminades. L’alineament permet mapar la mutació en l’estructura 

tridimensional de la proteïna (o d’un homòleg proper). Un script de Rasmol 

(Sayle & Milner-White, 1995) és creat per tal de mostrar l’estructura 

tridimensional de la proteïna amb el lloc de la mutació representat en un codi de 

color diferent que permet la seva identificació. L’estructura es pot visualitzar de 

manera remota usant el plug-in CHIME (MDL Information Systems, Inc) o 

alternativament l’arxiu es pot guardar localment per la seva inspecció usant 

RASMOL (Sayle & Milner-White, 1995). 

La base de dades pmut 

S’han precalculat els perfils de mutació per totes les proteïnes del clúster 90 de la 

base de dades PDB (Berman et al., 2000) (conté un representant per cada clúster 
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que comparteixen un 90% d’identitat de seqüència). Amb aquest propòsit s’han 

mutat tots els residus de cada proteïna a tots els possibles 19 altres aminoàcids 

calculant N*19 matrius de patogenicitat (on N és el número de residus de la 

proteïna). Aquesta matriu és manipulada per definir punts calents de mutació en 

diferents maneres: i) el màxim, la mitja i el mínim índex de patogenicitat en cada 

residu de la proteïna, ii) l’índex de patogenicitat associat amb la mutació a Ala 

(alanine-scanning) de tots els residus, iii) el màxim, la mitja i el mínim índex de 

patogenicitat associat a les mutacions genèticament accessibles (p.e. aquelles que 

impliquen només un canvi d’un sol nucleòtid) en cada posició de la proteïna.  

Aquesta informació es pot recollir del servidor (veure figures 1 i 2) en diferents 

maneres: i) com a fitxer de text, ii) com a gràfiques bidimensionals dels perfils de 

mutació, o iii) en forma gràfica, on cada posició de la proteïna és mostrada 

d’acord amb cada índex patològic.  

L’usuari és avisat quan la proteïna analitzada no és humana. 

Implementació del programari i el seu ús 

Pmut és accessible de manera lliure a través d’una interfície Web al lloc 

d’internet del grup Molecular Modelling & Bioinformatics 

(http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut). És escrit com un servlet de Java. Pmut té un 

nucli escrit en C, complementat per una sèrie de scripts de Perl responsables del 

funcionament de tots els serveis incloent els programes auxiliars (veure figura 1). 

Els gràfics 2D són obtinguts usant el programari GNUPLOT 

(http://www.gnuplot.info/) que corre en el servidor i donant fitxers d’imatge 

estàndard. Els resultats 3D són gestionats amb scripts de Rasmol, la seva 

visualització requereix l’ús tant de Rasmol (Sayle & Milner-White, 1995) o el 

plug-in CHIME (MDL Information Systems) en la banda del client. Els càlculs 

corren usant una cua en batch en el servidor i l’usuari és avisat del seu acabament 

ja sigui des de la pròpia pàgina Web o bé per correu electrònic. Un càlcul típic 

dura 1-10 minuts depenent de la càrrega del servidor i dels paràmetres del càlcul.
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Fig2. Diagrama de Flux que defineix el servidor Pmut i la seva base de dades.

Una versió limitada del predictor-PMUT amb l’anàlisi de Hot-Spot és també 

accessible via servei de  Web corrent segons el BioMoby 

(http://www.biomoby.org) estàndard (http://www.inab.org). 

El servidor PMUT ha estat implementat també com a part del servidor 

PupasView. Aquest servidor ha estat desenvolupat al grup del professor Dopazo 

amb la intenció de crear una eina accessible via web per l’accés a la selecció de 

SNPs amb potencial efecte fenotípic. El servidor PupasView constitueix un 

entorn interactiu on la informació funcional i de freqüència poblacional pot ser 

usada com a filtres seqüencials sobre els paràmetres de desequilibri de lligament 

per obtenir un llista final de SNPs òptims per propòsits de genotipat. PupasView 
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és el primer servidor que intregra efectes fenotípics causats per SNPs a nivell 

traduccional com transcripcional. El servidor selecciona SNPs que afecten a 

regions conservades que la maquinària cel·lular usa pel correcte processat dels 

gens (regions flanquejants intró/exó o enhancers de splicing exònic), regions 

predites d’unió a factors de transcripció (TFBS predicted transcription factor 

binding sites), i canvis en aminoàcids que són predits com a patològics. El 

servidor PupasView és accessible via web a les següents adreces. 

http://pupasview.bioinfo.cnio.es i http://www.pupasnp.org. 
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