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Resum del Treball (maxim 250 paraules):

La quinasa B-Raf forma part de la via de transduccié del senyal MAPK/ERK, la qual
regula la divisid i proliferacié cel-lular. Mutacions en aquest proteina sén presents en
una gran diversitat de tumors i cancers, especialment destacables en els melanomes,
on s’ha trobat mutada al voltant del 70% dels casos.

En aquest projecte es pretén avaluar I'efecte de la inhibicié de Y®°°*BRAF —la mutacié
més freqlient de B-Raf detectada en melanomes- utilitzant el farmac vemurafenib, el
qual és especific per a aquesta mutacié. Per fer-ho s’han dut a terme dos analisis
estadistics utilitzant el llenguatge de programacid R, un a nivell d’expressié genica i
I’altre a nivell poblacional. Utilitzant cel-lules de melanoma que presenten la mutacié
V600E, I'objectiu en el primer cas és comparar |'expressié genetica de cel-lules
tractades amb vemurafenib amb la de cél-lules control. Partint de dades d’expressid
de sondes de microarray, aquestes s’han tractat fins obtenir uns resultats
interpretables que permeten determinar quins gens i quins processos bioldgics veuen
afectada la seva expressio per |'efecte del vemurafenib. L’objectiu en |'estudi
poblacional és comparar la supervivencia d’individus tractats amb vemurafenib amb la
d’individus tractats amb dacarbazine, avaluant si el vemurafenib suposa una millora
en el temps de supervivencia.

En ambdds casos els resultats obtinguts apunten en la mateixa direccié. L’estudi
transcripcional indica una disminucio de I’expressio en aquells gens relacionats amb la
divisié i la proliferacié cel-lular, mentre que I’analisi poblacional mostra una major
supervivencia en els individus tractats amb vemurafenib.




Abstract (in English, 250 words or less):

B-Raf kinase is part of the signal transduction pathway MAPK/ERK, which regulates
cell division and proliferation. Mutations in this protein are present in a wide variety
of tumors and cancers, especially in melanomas, which has been found mutated in
about 70% of cases.

This project aims to assess the effect of Y*°° BRAF inhibition -the most frequent B-Raf
mutation detected in melanomas- using the vemurafenib drug, which is specific for
this mutation. To do this, we did two statistical analysis using the R programming
language, one at genetic expression level and other at the population level. On one
hand, transcriptional analysis started with data from microarray probes, which used
cells that had the V600OE mutation to compare the molecular expression of the ones
treated with vemurafenib with the expression of control cells. In this project we have
treated the expression data to obtain interpretable results, aiming to determine
which genes and biological processes have increased or decreased its expression by
the effect of vemurafenib. On the other hand, in the population study we used the
survival times of individuals who had the V600E mutation to compare the treated
ones with vemurafenib with the individuals treated with dacarbazine, which is
unspecific.

In both cases the results point in the same direction. The transcriptional study
indicates a decrease in expression of those genes related to cell division and
proliferation, while the population analysis indicates greater survival for those
individuals treated with vemurafenib.
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1. Introduccio

1.1. Context i justificacio del treball

El cancer és una malaltia amb una incidencia notable i sovint mortal en la poblacid.
Multiples mutacions i desregulacions dins les cel-lules poden desembocar en I’aparicio
de tumors i cancers, motiu pel qual avui dia és una tasca inabastable la creacié d'una
cura general i efectiva pel cancer. Tot i aix0, cada vegada s’estan descobrint i creant
més farmacs especifics per combatre els cancers, amb els quals, en general, s’obtenen
uns resultats més satisfactoris®°.

En aquest projecte es pretén estudiar I'efecte de la inhibicié de Y*°°EBRAF, la mutacié
més comuna de la quinasa B-Raf, en melanomes metastatics mitjancant la utilitzacid
del farmac vemurafenib, el qual és especific per a aquesta mutacié. El projecte s’ha
centrat en els melanomes ja que B-Raf es troba mutada en el 60-70% dels casos en

(12113 fet que la converteix en una possible diana a tenir molt en

aquest tipus de cancer
compte. A més, els melanomes metastatics son un dels tipus més perillosos de cancer,
amb una supervivencia que oscil-la entre 8 i 18 mesos en pacients acabats de
diagnosticarBo][“].

L’efectivitat del tractament s’ha valorat a nivell transcripcional i a nivell poblacional,
tot i que primer s’ha aprofundit en el coneixement tant de B-Raf (i la mutacié
Ve0OEBRAF) com del farmac vemurafenib. Per una banda, a I’analisi transcripcional s’ha
utilitzat la linia cel-lular A375 (cel-lules de melanoma que presenten la mutacié
Ve0OEBRAF) i s’ha comparat I'expressié génica de cél-lules tractades amb vemurafenib
amb I'expressio de cél-lules control. Partint de les dades d’expressié de les sondes de
microarray, s’ha dut a terme tot el procés d’analisi per obtenir uns resultats
interpretables i poder determinar quins gens i processos cel-lulars es veuen inhibits i
sobreexpressats per I'efecte del vemurafenib. Per altra banda, en I'analisi poblacional
s’ha realitzat un analisi de supervivencia comparant individus tractats amb
vemurafenib amb individus tractats amb dacarbazine (medicament inespecific), els
quals presenten cancer de melanoma i la mutacié V600E. Amb aix0 es pretén avaluar si

la supervivéncia dels individus és major en aquells que segueixen el tractament amb

vemurafenib.



1.2. Objectius del treball

1. Profunditzar en I'estudi de la quinasa B-Raf i coneixer el farmac vemurafenib,

introduint préviament la via MAPK/ERK i la familia de quinases Raf.

a.

Estudiar la via MAPK/ERK: funcid, proteines que hi intervenen i
explicacié de com es produeix la cascada de senyals.

Coneixer la familia de quinases Raf (A-Raf, B-Raf i Raf-1), la qual actua
en la via MAPK/ERK.

Introduir i analitzar computacionalment el gen BRAF i la quinasa B-Raf a
nivell de seqtiéncia i estructura, localitzacié en el genoma huma i
numero d’exons.

Entendre el mecanisme d’activacié de B-Raf.

Estudiar la relacié de B-Raf amb els cancers i coneixer la mutacié
VGOOEBRAF.

Introduir el farmac vemurafenib, el qual té la mutacié V600E com a

diana terapeéutica.

2. Estudiar I'efecte de la inhibicié de Y®°°*BRAF mitjancant I'ds del farmac

vemurafenib.

a.

Comparar |'expressid diferencial de gens en cél-lules de la linia A375
tractades amb vemurafenib amb I'expressié de cel-lules A375 sense
tractament, avaluantaquells gens i processos cel-lulars que es troben up
o down-regulats per |'Us del farmac.

Comparar les corbes de supervivencia d’'individus tractats amb
vemurafenib amb la d’individus tractats amb dacarbazine, avaluant si el
tractament amb vemurafenib augmenta la supervivéncia dels individus

amb melanoma.

1.3. Enfocament i métode seguit

L'apartat d’analisi de dades (corresponent a I’objectiu nimero 2) és on poden existir

diverses estrategies a seguir. Per comencar, en ambdds casos (tant en I'analisi

transcripcional com en el poblacional) s’ha utilitzat el llenguatge de programacio



estadistic R (RStudio) per dur-los a terme, ja que ofereix un gran ventall de paquets
gue permeten realitzar tasques molt diverses i elaborades.

Per dur a terme l'analisi de dades provinents de microarray s’ha utilitzat el paquet
oligo[4°]. Tot i que existeixen diversos paquets que també permeten dur a terme analisi
de sondes de microarray, com edgeR o DESeq, s’ha optat pel paquet oligo perquée és
més adequat per treballar amb dades d’oligonucleotids, com és el cas. També s’han
utilitzat altres paquets necessaris per completar I'estudi i que es comentaran més
endavant. Per I'analisi de supervivencia només ha estat necessari utilitzar el paquet

survival®3 el qual ofereix les funcions i eines suficients per realitzar un analisi complet.

1.4. Planificacio del Treball

1.4.1. Recursos necessaris

Gran part del projecte s’ha dut a terme mitjancant el llenguatge de programacié
estadistic R (RStudio), el qual ha servit per realitzar tant I’analisi de dades d’expressié
provinents de microarrays com |’analisi de supervivencia.

La major part d’informacio bibliografica sobre la via MAPK/ERK, B-Raf i vemurafenib ha
estat obtinguda d’articles cientifics, mentre que per la part computacional de B-Raf i
vemurafenib s’han usat els servidors genomics UCSC (https://genome.ucsc.edu)[azl,
UniProt (www.uniprot.org)[59], ChEMBL (www.ebi.ac.uk/chembl)*! i Protein Data Bank

(www.rcsb.org)[SB].

1.4.2. Tasques
Tasca 1 (corresponent a I’objectiu nimero 1):

- Tasca 1.1. Cerca bibliografica sobre la via MAPK/ERK en articles cientifics.
Duracio: 5 dies (del 16/03 al 20/03).

- Tasca 1.2. Cerca bibliografica sobre la familia RAF en articles cientifics. Duracio:
4 dies (del 21/03 al 24/03).

- Tasca 1.3. Cerca bibliografica en articles cientifics totalment centrada en la
qguinasa B-Raf i utilitzacié de servidores genomics i proteics per a realitzar un
analisi computacional del gen i la proteina. Duracié: 8 dies (del 25/03 al 01/04).

- Tasca 1.4. Cerca bibliografica i utilitzacié de servidors gendomics centrada en la

mutacié V600E. Duracié: 3 dies (del 03/04 al 05/04).



- Tasca 1.5. Cerca bibliografica i en servidors gendmics del farmac vemurafenib.

Duracio: 4 dies (del 06/04 al 09/04).

Tasca 2 (corresponent a I’objectiu nimero 2):

- Tasca 2.1. Utilitzacié del llenguatge de programacid R per a realitzar I’analisi
d’expressid diferencial de les dades obtingudes mitjangant microarray. El
procés consta, de manera general, de: analisi de les dades en cru, normalitzacid
de les dades, selecciod i anotacid de gens diferencialment expressats i analisi de
significacié biologica. Duracié: 15 dies (del 12/04 al 26/04).

- Tasca 2.2. Utilitzacid del llenguatge de programacio R per a realitzar I'analisi de
supervivéncia: estimacié d’'individus fallats i censurats, estimacié de les corbes
de supervivencia dels dos grups i contrast d’hipotesis. Duracio: 14 dies (del

27/04 al 10/05).

1.4.3. Planificacié de les tasques

La planificacié temporal de les tasques es mostra a continuacio:

Marzo 2017

Activity 14 15 15 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 01 02 03 04 05 06 07 0& 09 10
Tasca 1 - Cerca bibliografica i computa... |
Tasca 1.1-Via MAPK (cerca bibliog.)
Tasca 1.2 - La familia Raf (cerca hibliog.) _
Tasca 1.3 - La guinasa B-Raf (cerca bibli... —
Tasca 1.4 - La mutacid V600E e
PEC2
Tasca 1.5 - El firmac vemurafenib [
Tasca 2.1 - Analisi d'expressio diferencial
Tasca 2.2 - Analisi de supervivéncia
PEC 3
Conclusions i redactat final

Abril 2017 Mayo 2017
Activity € 1112 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25

Tasca 1.1 - Via MAPK (cerca bibliog.)
Tasca 1.2 - La familia Raf (cerca bibliog.)
Tasca 1.3 - La quinasa B-Raf (cerca bibli.

Tasca 1.4 - La mutacio VBODE

PEC2
Tasca 1.5 - El farmac vemurafenib

Tasca 2 - Analisi estadistic

Tasca 2.1 - Analisi d'expressid diferencial

Tasca 2.2 - Analisi de supervivéncia
PEC 3
I

!

‘

Conclusions i redactat final




1.5 Breu sumari de productes obtinguts

La llista de resultats i productes obtinguts és la segients:

- Memoria.

- Els productes seglients:

AnalisiMicroarray: script dR amb els passos realitzats en I’analisi
d’expressio diferencial de gens.

AnalisiSupervivencia: script d’'R amb els passos realitzats en I'analisi de
supervivéncia.

AnotacioGensUp i AnotacioGensDown: arxius html recollint els gens (i
les seves caracteristiques) que es troben diferencialment expressats,
essent el primer arxiu pels gens up-regulats i el segon pels gens down-
regulats.

GOup i GOdown: arxius html amb la llista de termes GO més frequients
en els gens diferencialment expressats, essent el primer arxiu pels
termes up-regulats i el segon pels termes down-regulats.

KEGGup i KEGGdown: arxius html amb la llista de termes KEGG més
freqients en els gens diferencialment expressats, essent el primer arxiu

pels termes up-regulats i el segon pels termes down-regulats.

- Presentacio virtual.

1.6 Breu descripcid dels altres capitols de la memoria

Capitol 2: La via MAPK/ERK i la familia Raf. En aquest capitol s’introdueix la via

MAPK/ERK, les proteines que hi intervenen i s’explica com es produeix la cascada de

transduccié del senyal en aquesta via. També s’introdueix la familia de quinases Raf,

les quals participen en la via MAPK/ERK. Tot aquest capitol posa en context la quinasa

B-Raf, protagonista del projecte, i ajuda a entendre per qué mutacions en aquesta

proteina poden desembocar en una proliferacié incontrolada de les cel-lules.

Capitol 3: La quinasa B-Raf i el farmac vemurafenib. En aquest capitol es du a terme

un estudi de la quinasa B-Raf, comencant per un breu analisi computacional tant del

gen com de la proteina, seguint amb el seu mecanisme d’activacié i acabant explicant



la seva relaciéo amb el cancer, introduint aixi la mutacido més freqlient de la proteina,
Ve0OERRAF. Finalment també s’analitza el farmac vemurafenib, el qual és selectiu per

aguesta mutacid i és el medicament emprat en els analisis posteriors.

Capitol 4: Analisi de Y®°°*BRAF com a diana terapéutica utilitzant el farmac
vemurafenib en melanomes. En aquest capitol es duen a terme dos analisis estadistics
mitjangant R, un a nivell transcripcional i I’altre a nivell poblacional, per tal d’avaluar
I’efecte de la inhibicié de BRAF-V600E utilitzant el farmac vemurafenib. Per una banda,
partint de les dades d’expressié de cél-lules A375 tractades i no tractades amb
vemurafenib, es realitza tot el procediment d’analisi de sondes de microarray fins
obtenir una col-leccié de gens que es troben diferencialment expressats entre les dues
condicions, permetent determinar I'efecte del vemurafenib a nivell genétic. Per altra
banda, es compara el temps de supervivéencia d’individus tractats amb vemurafenib
amb el d’individus tractats amb dacarbazine, tots ells presentant la mutacié V600E, per
tal d’avaluar si el farmac vemurafenib representa o no una millora en comparacié amb

els farmacs tradicionals.
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2. La via MAPK/ERK i la familia Raf

2.1. Introduccié a la via MAPK/ERK i a la transduccio del senyal

La via MAPK/ERK, també anomenada via Ras—Raf—MEK—ERKm, és una de les multiples
vies de transduccid del senyal que existeixen dins les cel-lules. Totes les funcions que
duen a terme les cél-lules estan regulades per senyals, ja siguin extracel-lulars o
intracel-lulars, i en el moment en quée una ceél-lula en deixa de rebre entra en el procés
de mort programada anomenat apoptosi. Perque aquests senyals tinguin efecte en Ia
cel-lula és vital que la informacié arribi al nucli, fet que s’aconsegueix mitjangant les
vies de senyalitzacid cel-lular.

El procés s’inicia quan un primer missatger, que pot variar des d’'una hormona fins a un
gas simple com el CO, interacciona amb un receptor de membrana. Aquesta interaccid
posa en marxa la transduccié del senyal, que consisteix en una cadena de proteines
quinases que es van fosforilant (i desfosforilant) seqgliencialment, fins que el senyal
arriba al nucli i produeix un canvi fisiologic en la cel-lula.

La via MAPK/ERK forma part del conjunt de vies de senyalitzacié que tenen en comu
I"activacié d’una proteina MAPK (de I’'anglés mitogen-activated protein kinase)[zl. Les
proteines MAPK més estudiades i conegudes sén JNK, p38 i ERK, la qual té relacié amb

aquest estudi.

2.2. Funcid i proteines que intervenen en la via MAPK/ERK

Com s’ha explicat, les funcions que es produeixen dins les cel-lules estan regulades per
senyals. Aquests varien depenent de la via de transduccié que s’activi, pero les vies no
estan lligades a una sola funcié. Una via pot regular diverses funcions de la mateixa
manera que una sola funcié pot estar regulada per diverses vies. Aixi, la via MAPK/ERK
té un paper essencial en la regulacié de processos com la divisid i la proliferacid
cel-lular, i també s’ha comprovat que intervé en la regulacié d’altres funcions com

BId g logic pensar que, en ser una via important per a

I’apoptosi i la migracio cel-lular
la proliferacié cel-lular, mutacions en alguna de les proteines implicades pugui

desembocar en una proliferacié incontrolada de la cél-lula.
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De manera general, les vies MAPK involucren una proteina G, una MAPKKK (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase), una MAPKK i una MAPK™. En la via MAPK/ERK,
aguestes quinases son les mateixes proteines que li donen nom a la via: Ras, Raf, MEK
(MEK1/2) i ERK (ERK1/2), respectivament. Aixi, Ras actua com a proteina G, Raf com a
MAPKKK, MEK actua com a MAPKK i, finalment, ERK com a MAPK. Tot i aix0, no s’ha de
veure una via de senyalitzaci6 com un circuit tancat. De la mateixa manera que un
senyal pot activar més d’una via i viceversa, hi ha altres proteines que interaccionen
amb les quinases de la cadena ajudant en l'activacio i la regulaciém. Tot i que més
endavant es veuran exemples d’aquest fet, per explicar el funcionament de la via no es

tindran en compte.

2.3. Com es produeix la cascada de senyals de la via MAPK/ERK

La cascada de senyals és un procés que implica tota una cadena de proteines quinases,
les quals es van activant seqliencialment fins fer arribar el senyal al nucli. En estat de
repos les quinases es troben desfosforilades, i la seva activacié es produeix mitjangant
la fosforilacié d’'un o més residus de la cadena polipeptidica, habitualment serines,

6] En activar-se fosforilen la segiient quinasa de la cadena,

tirosines o treonines
tornant aixi a I'estat inactiu i permetent que segueixi la cascada de transduccid.

En el cas de la via MAPK/ERK, aquesta s’inicia quan un lligand s’uneix al receptor de
membrana. Aix0 provoca una dimeritzacié del receptor i la fosforilacié d’una tirosina
gue hi esta unida. Dues proteines lligades al receptor, GRB2 i SOS, reconeixen aquesta
tirosina fosforilada i permeten I’activacié de Ras, la qual allibera una GDP i capta una
GTP, passant a un estat actiu. Mentre tingui una GTP unida podra activar Raf, la qual
fosforilara MEK i, finalment, MEK activara ERK, que entrara dins del nucli i fosforilara
un factor de transcripciém. La sequéncia de la via de transduccié MAPK/ERK es pot
observar a la Figura 2.1.

Com s’ha explicat, un cop es produeix la fosforilacié d’una quinasa, la quinasa anterior

es desfosforila i torna a I’estat inactiu. Aquest meétode de regulacié impedeix que hi

hagi una sobreactivacio de la via i una proliferacié descontrolada de les cel-lules.
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Figura 2.1. Via MAPK/ERK de transduccié del senyal (imatge de Kim HJ i Bar-Sagi D, 2004)[36].

2.4. La familia de quinases Raf

Un dels enzims que intervé en la cascada de senyals MAPK/ERK és la proteina Raf. Raf,

[9], és una familia de serina/treonina

de l'anglés Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
quinases que, en mamifers, consta de tres isoformes: A-Raf, B-Raf i Raf-1 (o C-Raf)P!"],
Totes tres tenen una alta homologia, i la principal diferéncia entre elles rau en la forca
d’activacié de MEK, essent B-Raf la que té una forca d’activacid major i A-Raf la
menor'®..

La familia de quinases Raf presenta tres dominis proteics: CR1, CR2 i CR3 (de I'anglés
Conserved Regions). El domini CR1 és el que conté el domini d’'unié amb Ras, mentre
que CR3 conté I'anomenat kinase activation loop[“], lloc on es produeix I'activitat
quinasa. La fosforilacié dels residus situats en aquest loop del domini CR3 és vital per a

I"activacié de la quinasa. Finalment, el domini CR2 regula tant la uni6 amb Ras com
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I’activacié de Raf a través de residus inhibitoris mitjangant fosforilacid. Els dominis CR1
i CR2 se situen al N-terminal, mentre que el CR3 es troba al C-terminal de la

[

proteina SN ) 3 reaccid gue catalitza Raf per a la seva activacio és la segUent[S]:

MgATP '+ Raf — OH & Raf —0OP0% + MgADP+ H*

Tot i que la primera quinasa Raf que es va descobrir fou Raf-1"), 1a importancia
d’aquesta familia va créixer notablement amb el descobriment i I’observacié de B-Raf
mutades en diversos tipus de tumors i cancers. La influéncia de les mutacions de B-Raf
és notable i especialment destacable en els melanomes, on se sol trobar mutada entre
el 50 i el 70% dels casos!*2131%] Aquests dos fets converteixen B-Raf en una possible

diana terapeutica a tenir en compte i en un dels objectius principals d’aquest projecte.
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3. La quinasa B-Raf i el farmac vemurafenib

La quinasa B-Raf, juntament amb el farmac vemurafenib, sén els dos elements
principals en que se centra aquest estudi. L’objectiu final és avaluar si la inhibicié de la
mutacié Y°°° BRAF mitjangant el farmac vemurafenib representa una benefici i una
millora en el tractament dels melanomes. No obstant aix0, abans de comengar amb els
analisis pot ser interessant conéixer més profundament els dos protagonistes,
especialment els aspectes que contribueixen a entendre la implicacié de B-Raf en els
cancers i posar en context els analisis posteriors, comencant amb una breu introduccid

a la quinasa B-Raf.

3.1. Introduccio a la quinasa B-Raf

La serina/treonina quinasa B-Raf forma part del conjunt de proteines que actuen a la
via de transduccié MAPK/ERK. Es codificada per ’oncogen BRAF i, com s’ha explicat,
esta involucrada en el creixement i desenvolupament cel-lular. La quinasa B-Raf és

activada per Ras mitjancant fosforilacid, i en el seu estat actiu forma un dimer a través

[37]

d’enllagos d’hidrogen en el kinase activation loop*’". Aixd permet activar la quinasa

MEK i seguir amb la transduccié del senyal.

El gen BRAF es troba en el brag g del cromosoma 7 del genoma huma, consta de 18
exons (les parts que, posteriorment, es traduiran a proteina) i se situa entre les
posicions 140,734,479 i 140,924,764 de la cadena nucleotidica®?“3. A I’Annex

s’adjunta la seqliencia nucleotidica de la regid codificant de BRAF. El gen BRAF codifica

32][43]

per la quinasa B-Raf, formada per una cada proteica de 766 aminoacids! , essent la

seqiliencia sencera la segient:

*uc@@3vwc.5 (BRAF) length=766

MAAL SGEGGGEGAEPGQAL FMGDMEPEAGAGAGAALSSAADPATPEEVINIKQMIKLTQEH
IEALLDKFGGEHNPPSIYLEAYEEYTSKLDALQQREQQLLESLGMNGTDFSVSSSASMDTY
T555555LSVLPSSLSYFQMPTOVARSHPKSPOKPIVRVE LPNKQRTVYPARCGVTVRDS
LEKALMMRGLIPECCAVYRIQDGEKKPIGWDTDISWLTGEE LHVEVLENYPLTTHNFVRE
TFFTLAFCDFCRELLFQGFRCQTCGYKFHQRCSTEVPLMCWNYDOLDLLFVSKFFEHHPT
PQEEASLAETALTSGSSPSAPASDSIGPQILTSPSPSKSIPIPQPFRPADEDHRNQFGOR
DRS55APNVHINTIEPYNIDDL IRDGFRGDGOSTTGLSATPRPASLPGSLTHVKALQKSP
GPQRERKSS555EDRNRMETLGRRDSSDIMEI PDGRI TVEQRIGSGS FOTVY KGKWHGDY
AVKMLNVTAPTPQOLQAFKMEVGYVLRKTRHVHI LLFMGYSTKPQLAIVTQWCEGSSLYHH
LHIIETKFEMIKLIDIARQTAQGMDY LHAKSITHRDLESNNIFLHEDLTVKIGDFGLATY
KSRWSGSHOFEQLSGST LWMAP EVIRMODKNPYSFQSOVYAFGIVLYELMTGQOLPYSNIN
MRDQIIFMVWGRGYLSPDLSKVRSNCPEAMKRLMAECLE KKRDERPLFPQILASIELLARS
LPKIHRSASEPS LNRAGFQTEDFSLYACASPETPIQAGGYGAFPYH
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Finalment, I’estructura terciaria de la quinasa B-Raf es mostra a la Figura 3.1, la qual

esta formada per 19 hélix alfa i 16 lamines beta.

Figura 3.1. Estructura terciaria de B-Raf. Imatge obtinguda del servidor web PDB. PDB ID: 1uwR™,

3.2. Mecanisme d’activacio

Un cop introduida la quinasa B-Raf a nivell de seqliencia i estructura, en aquest apartat
s’exposara el seu mecanisme d’activacid. Coneixer quins residus son fosforilats per a
I’activacié de B-Raf i la seva importancia en el procés servira de base per entendre la
mutacié V600E, que es veura en el seglient apartat.

El mecanisme d’activacid, en general, és similar pels tres membres de la familia Raf, tot
i que difereixen en alguns aspectes. Les quinases Raf, com totes les quinases que
participen a la cadena MAPK/ERK, s’activen mitjancant la fosforilacid de residus
aminoacidics, principalment serines, treonines i tirosines 61 En el cas de B-Raf, la seva
activacio és produida per la fosforilacid dels residus de treonina en la posicié 598
(Thr598) i de serina en la posicié 601 (Ser601), els quals se situen en el kinase
activation loop comentat anteriorment®/111], Aguests dos residus es troben conservats
en els tres membres de la familia, tot i que en diferents posicions de la cadena (a C-Raf,
per exemple, es localitzen en la posici6 Thrd91 i Ser494)'®!,

Tot i que B-Raf presenta altres llocs de fosforilacid, els quals ajuden a regular la seva

activitat, la fosforilacié dels residus Thr598 i Ser601 és suficient per a I’activacié de B-
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Raf. Sense la fosforilacié d’aquests dos residus no hi activacio® fet que els converteix
en aminoacids essencials per entendre el mecanisme d’activacié de B-Raf. A més,
aquest tret diferencia B-Raf de les altres dues quinases de la familia, Raf-1 i A-Raf, ja
gue aquestes necessiten una doble fosforilacié per al seu funcionament: a part de
I"activacié produida per Ras en els dos residus mencionats, necessiten ser activades
també per la quinasa Src'®. El fet de tenir una activacié més forta que les altres dues
membres de la familia Raf és un dels motius pels quals la seva implicacio en diversos

cancers és major.

3.3. B-Raf i la seva relaciéo amb el cancer

Com s’ha explicat, B-Raf esta implicada en una via de senyalitzacid que regula el
creixement i la divisid cel-lular, aixi que és logic pensar que mutacions en aquesta
proteina poden comportar una divisié incontrolada de les cél-lules. Obviament

I'aparicio d’un cancer no depén només de la mutacié d’'un sol gen[13]

, pero el
percentatge de mutacié que pateix el gen en alguns tipus de cancer és indicatiu de la
seva importancia per al desenvolupament de la malaltia, essent B-Raf un d’aquests
casos.

La importancia que té B-Raf en els cancers es va comencar a descobrir a principis dels
anys 2000! i des de llavors s’han realitzat nombrosos treballs on s’ha estudiat la seva
implicacié en diversos tipus de tumors i cancers. Mutacions en la seqliencia de BRAF
s’han observat en melanomes, cancers papil-lars tiroidals, cancers colorectals, cancers
de pulmo i fetge, tumors de I’estroma gastrointestinal, sarcomes, cancers de mama,

[12][13][17][18][19][20][21][22

gliomes i cancers ovarics ], No obstant aixo, on sens dubte tenen

més incidencia les mutacions en BRAF sén en els melanomes i en els cancers papil-lars
tiroidals, trobant-se mutada al voltant del 60% i 40% dels casos, respectivament[l?’][lg].
A més, B-Raf és la proteina que es troba mutada més habitualment en els melanomes,
indicant la importancia d’aquesta per al desenvolupament de la malaltial®3!. En tots els
altres tipus de tumors i cancers esmentats les mutacions a B-Raf se situen al voltant
del 10% dels casos, essent inclis inferior al 1% en cancers com el de I'estroma

gastrointestinal?%.
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La gran majoria de mutacions que pateix BRAF, independentment del tipus de cancer,
es deuen per la substitucié d’un nucleotid per un altre en la cadena de DNA. De totes
les mutacions conegudes de B-Raf en cancers, la que sens dubte destaca per sobre les
altres és la mutacié V600E. Aquesta és la més comuna trobada en els diversos tipus de
cancers, i és la mutacié que pateixen les cél-lules i els individus en els analisis que es
duran a terme posteriorment en aquest projecte.

Com apunt final, les mutacions a BRAF no només poden conduir a I'aparicié de
cancers. També s’han detectat mutacions en el gen BRAF (aixi com en altres proteines
de la via MAPK/ERK) en malalties hereditaries com la sindrome cardiofaciocutani (CFC

syndrome) o la sindrome LEOPARD!°1126]

3.3.2. La mutacié V600E

La mutacié V600E, V®°°EBRAF o BRAF-V600E, és la mutacié més comuna de B-Raf. Es
produeix per la substitucié d’'una timina per una adenina en la posicié 1799 (ex6 15) de
la cadena nucleotidica, que provoca el canvi d’'una valina (V) per un acid glutamic (E)
en el residu 600 de la proteina resultant!*?),

Aquesta substitucié és majoritaria en gran part dels cancer mencionats, arribant fins al

(8]

90% dels casos en melanomes®%. En cancers papil-lars tiroidals aquesta proporcio és

menor, variant del 35% al 70% depenent de I’estudi*°1123!

, pero en tots ells és la
substitucié predominant. On sorgeixen més dubtes és amb el cancer de pulmd, ja que
s’ha observat que aquesta mutacid només representa al voltant d’'un 10% de les
mutacions de BRAF”S], tot i que en estudis recents aquesta proporcid puja fins el 50%,
essent també la substitucid predominant[24].

Es destacable, doncs, el pes d’aquesta substitucié en la formacié de tumors i la
posterior aparicié de cancers, aixi com logic preguntar-se per qué concretament
aguesta mutacio és tan freqlent. La resposta es troba en la unid de dos fets claus: el
lloc on es produeix la substitucié i I'aminoacid que substitueix la valina. Com s’ha
comentat anteriorment, 'activacié de B-Raf es ddéna per la fosforilacié dels residus
Thr598 i Ser601, i sense la fosforilacié d’aquests dos aminoacids no hi ha activacié de la
qguinasa. Aixi, el primer fet clau és que la substitucié es produeix just en el kinase

activation loop, entre els dos residus que es fosforilen per a I"activacio™®. El segon fet

clau és que I'aminoacid que substitueix la valina és I'acid glutamic, el qual actua com a
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1[10]

fosfomimetic™"". A la Figura 3.2 es pot observar i comparar |’estructura secundaria

d’un acid glutamic amb la d’una serina fosforilada.

(a) acid glutamic (b) fosfoserina
O O OH O
O—F
HO OH [ Yo OH
_C.
NH, NH,

Figura 3.2. Estructura secundaria del’acid glutamic (a) i dela serina fosforilada (b). Les estructures s’han
creat mitjangant el navegador web chemsL™*?.

Per tant, el fet de col-locar un aminoacid fosfomimeétic en el centre actiu de la quinasa
provoca que B-Raf estigui constantment activada. Aix0 implica una fosforilacié
continua de MEK i una activacido permanent de la via, conduint a una proliferacié
descontrolada de la cél-lula.

La gran preséncia de la mutacié Y®°°*BRAF en els cancers la converteix en una possible
diana terapeutica a tenir molt en compte, i des de fa relativament poc temps han
comencat a sortir medicaments especifics per aquesta mutacid, com per exemple el

farmac vemurafenib.

3.4. El farmac vemurafenib

Com s’ha pogut veure fins ara, la mutacié BRAF-V600E té una alta incidencia entre els
melanomes. Tot i aixi, fins fa relativament poc només existien dos tractaments per a

aquesta malaltia: interleuquina-2 i dacarbazine; els quals, a més, eres inespecifics i

(30] B30 \5

presentaven una baixa eficacia” . L’aprovacid el 2011 del farmac vemurafenib

suposar |'aparicié del primer medicament especific per combatre aquesta mutacidé i un
salt qualitatiu per al tractament de melanomes.

25]

Vemurafenib, també anomenat PLX4032! , €s una molecula selectiva per a la mutacié

V600E, tot i que també actua contra la mutacié V600K que apareix amb menys

Aminoacid fosfomimetic:aminoacid que presenta una estructura terciaria molt semblanta un aminoacid
fosforilat.
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freqiiéncia en els melanomes (al voltant d’'un 10% dels casos[38]). Basicament, el farmac
vemurafenib actua unint-se al kinase activation loop de V*°°*BRAF impedint que pugui
dur a terme la seva activitat. La seva féormula molecular és C;3H13CIF;N3O3S i

I’estructura secundaria es presenta a la Figura 3.3.

CH,

Figura 3.3. Estructura secundaria del farmac vemurafenib. Lestructura s’ha creat mitjangant el
navegador web ChEMBLA®!,

A la Figura 3.4 es presenta |’estructura terciaria del centre actiu de B-Raf amb el farmac

vemurafenib unit.

D
/
-

Figura 3.4. Estructura terciaria del centre actiu de B-Raf (en forma de monomer) amb el farmac
vemurafenib unit. Imatge obtinguda del servidor web PDB. PDB ID: 4RzvBY,
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L’aparicié d’un cancer no es deu només a la mutacié d’un sol gen. Dins la cel-lula es
produeixen tot un seguit d’alteracions i desregulacions de diversos gens que
desemboquen en la malaltia. Tot i aix0, s’ha demostrat que és possible provocar la
mort de cél-lules canceroses inhibint només una via metabolica critica’®.. Per tant, és
moment de comprovar si la inhibicié de Y*°°*BRAF mitjancant el farmac vemurafenib té

uns efectes beneficiosos per combatre els melanomes.
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4. Analisi de Y*BRAF com a diana terapéutica utilitzant
el farmac vemurafenib en melanomes

Un cop coneguts els dos protagonistes és moment de comprovar si I’Us del farmac
vemurafenib és efectiu per combatre els melanomes que presenten la mutacid
V60OERRAF. Per valorar aquesta eficacia es duran a terme dos analisis, un a nivell
transcripcional i I'altre a nivell poblacional, per tal d’avaluar com afecta el farmac a
I’expressié dels gens i de quina manera repercuteix aixo en el temps de supervivencia
de lindividu. En el primer estudi es comprovara quins gens i funcions cel-lulars es
veuen afectades per I'Gs del vemurafenib, comparant I’expressié genética de cel-lules
canceroses sense tractament amb cel-lules canceroses tractades amb el farmac. En el
segon estudi es comprovara quina resposta té el farmac a nivell poblacional,
comparant el temps de supervivencia d’individus tractats amb vemurafenib amb el

d’individus tractats amb dacarbazine.

4.1. Estudi a nivell transcripcional de la inhibicié de "°**BRAF en els
melanomes

4.1.1. Presentacio de l'estudi
Per dur a terme aquest analisi s’han utilitzat les dades pertanyents al treball realitzat

3U es quals es poden descarregar lliurement del navegador web

per Parmenter et all
Gene Expression Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)[46]. En I’estudi de Parmenter et
al, com en el que es presenta, es pretén avaluar I'’efecte del vemurafenib a nivell
transcripcional en cel-lules de melanoma huma. Per fer-ho utilitzen la linia cel-lular
A375, la qual presenta la mutacié Y°°°°BRAF, i incuben tres répliques tractades amb
10uM de vemurafenib i tres répliques control tractades amb 0.1% de DMSO (sis
mostres en total) durant 24 hores. De cada mostra se n’obté el RNA resultant i se’n
mesura I"expressid, en forma d’oligonucleotids?®, mitjangant la hibridacié amb sondes

0[46]

de microarrays®. Aixi, les dades obtingudes del servidor web GE corresponen als

valors d’expressié de cada sonda del microarray per a cada una de les sis mostres. Els

2Oligonucle<‘)tid: sequéncia de DNA o RNA de 50 parells de bases o inferior.
3 Microa rray: s uperficie s olida que conté una col-leccié d’spots de molécules de DNA, anomenades sondes, i que
permet mesurar|’expressid genica d’'undeterminat conjuntde gens a través de la hibridacié amb les sondes.
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microarrays utilitzats en I'estudi de Parmenter et al sén del model Affymetrix Human
Gene 1.0 ST Array, i els arxius d’expressio de les mostres venen en format CEL.

L'analisi es portara a terme integrament amb RStudio, utilitzant principalment el
paquet oligo[4°] de Bioconductor® que permet I'analisi de dades de microarray. També
s’han utilitzat altres paquets que ajuden a augmentar i complementar el procés, els
quals s’aniran comentant durant |'explicacié del procés seguit pel tractament de
dades. Juntament amb la memoria s’adjunta I’script d'R utilitzat per dur a terme

aquest analisi, el qual s’Tanomena AnalisiMicroarray.R.

Aixi, el que s’obtindra al final d’aquest analisi sera una col-leccié de gens que es troben
expressats de manera diferencial entre les dues condicions. Es a dir, es valorara aquells
gens que es troben up i down-regulats (és a dir, sobreexpressats i
infraexpressats/inhibits, respectivament) amb I’GUs de vemurafenib respecte les
cel-lules control, relacionant-ho amb els processos biologics, funcions i vies
metaboliques on estan implicats. Com I’objectiu és determinar si el vemurafenib frena
la proliferacié cel-lular en les ceél-lules canceroses, sera especialment important centrar

I’atencié en aquells gens que es troben down-regulats en les cél-lules tractades.

4.1.2. Desenvolupament i resultats de I'estudi

Tot i que existeixen diverses eines per a I'analisi de dades de microarray, en general
totes elles segueixen un patrd i tenen uns passos claus. En aquest apartat s’exposara
quin tractament han seguit les dades pas a pas, explicant per qué i de quina manera
s’ha dut a terme cada punt i quins sén els resultats obtinguts. A més, s’inclouran les
comandes que han permes seguir el procés i obtenir els resultats, perd 'explicacié de

cada comanda s’inclou només a I’script adjunt per agilitzar la lectura de la memoria.

4.1.2.1. Lectura de les dades

El primer punt de I'estudi consisteix en la importacié dels arxius CEL (descarregats
previament del servidor web) a R i la creacio de I'objecte de dades que contindra els

valors d’expressié de les sondes i amb el qual es treballara. La importacid dels arxius

* Bioconductor: projecte peral‘analiside dadesgenomiques que conté paquets d’R per dur a terme analisis de
bioinformatica i bioestadistica ™.
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CEL (emmagatzemats en el directori workingDir) utilitzant el paquet oligo és un

procediment senzill que consta dels dos seglients passos:

> arxius_cel <- Tist.celfiles{workingDir, full.names=TRUE)

= dades <- read.celfiles(arxius_cel)
Platform design info Toaded.

Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052615.CEL
Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052616.CEL
Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052617.CEL
Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052618.CEL
Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052619.CEL
Reading in : C:/Users/Turias/Documents/Master/Semestre 3/TFM/Dades/GSM1052620.CEL

Les dades en cru (dades d’expressio de les sondes) s’han agrupat dins |’objecte dades,

el qual conté els seglients apartats:

> dades
GeneFeatureSet (storageMode: TockedEnvironment)
assayData: 1102500 features, 6 samples
element names: exprs
protocolData
rowNames: GSM1052615.CEL GSM1052616.CEL ... GSM1052620.CEL (6 total)
varLabels: exprs dates
varMetadata: labelDescription channel
phenoData
rowNames: GSM1052615.CEL GSM1052616.CEL ... G5M1052620.CEL (6 total)
varLabels: index
varMetadata: TabelDescription channel
featureData: none
experimentData: use 'experimentData(object)’
Annotation: pd.hugene.1.0.s5t.v1

Observant I'arxiu es pot comprovar que inclou les sis mostres (les tres repliques
control i les tres repliques tractades) i 1102500 dades d’expressié de les sondes. S’ha
de tenir en compte, perod, que I'expressié d’'una sonda no correspon a I’expressioé d’un
gen, ja que per cada gen hi ha diverses sondes que mesuren la seva intensitat. Aixi, tot
aquest volum de dades es veura reduit significativament en processos posteriors fins
obtenir només aquells gens expressats diferencialment entre les dues condicions.

Tant els arxius CEL (mostres) com les dades d’expressid venen representats mitjancant
un codi. En el primer cas, cada mostra té el codi GSM10526XX.CEL, on XX s6n niumeros
entre el 15 i el 20 depenent de la mostra. La informacié per coneixer quins codis
pertanyen a les mostres control i quines a les mostres tractades esta inclosa en el
mateix directori web d’on es poden descarregar[45]. Aixi, els codis que acaben amb els
nuimeros 15, 16 i 17 sén les mostres control, mentre que les acabades amb 18, 19 20

sén les tractades amb vemurafenib. En el segon cas, les sondes estan representades
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per un codi numeéric que més endavant s’haura de traduir amb els noms dels gens

corresponents, tot i que el procediment s’explicara arribat el moment.

4.1.2.2. Exploracié de les dades en cru

En aquest apartat s’han realitzat diversos grafics que permeten observar la distribucid
de les expressions en les diferents mostres, com s’agrupen entre elles i, sobretot, la
presencia d’alguna mostra problematica. S’ha de tenir en compte que en aquest
apartat es treballa amb totes les dades d’expressid de totes les sondes, aixi que no es
poden treure més conclusions que comprovar que totes les mostres sén de bona

qualitat. Es realitzaran un total de set grafics, que es presenten a continuacio:

Histograma i boxplot

Aquests dos grafics permeten observar com es distribueixen les expressions en les sis
diferents mostres. L’histograma i el boxplot es mostren a la Figura 4.1 i Figura 4.2,

respectivament, i la comanda utilitzada per crear-los es la seglient:

mostres <- c("Control_repl","Control_rep2","Control_rep3",
"Treated_repl"”,"Treated_rep2","Treated_rep3")

color =- c(rep("brownd",3),rep("cadethTued”,3))

hist(dades, target="praobeset" ,main="Histrograma de Tes expressions",col=color)

legend (x="topright",legend=mostres , col=color, cex=0.8, Tty=1:6)

hoxplot(dades,target="probeset",col=color,las=1,

main="Boxplot de Tes expressions", cex=0.5, names=mostres)

+ %W OW N W+ W

Tant I’histograma com el boxplot mostren una certa uniformitat entre les repliques del

mateix tractament, i no s’aprecia cap distribucié anomala en cap de les mostres.
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Figura 4.1. Histograma de la distribucié de les expressions de les sis mostres d’estudi.
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Figura 4.1. Boxplot de la distribucié de les expressions de les sis mostres d’estudi.
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Cluster jerarquic i analisi de components principals (PCA)

Aguests dos grafics permeten observar com s’agrupen les mostres entre elles. En estar
treballant amb mostres tractades i no tractades és d’esperar que les répliques
s’agrupin seguint aquest criteri, tot i que si no és el cas no seria alamant ja que, com
s’ha explicat, s’esta utilitzant tot el conjunt de gens. El clUster jerarquic es mostra a la

Figura 4.3 i el PCA en la Figura 4.4, i la comanda utilitzada per crear-los és la segiient:

> Cluster <- hclust(dist(t(exprs(dades))),method="average")
> plot(cluster, Tabels=mostres, main="Agrupament jerarquic de les mostres",
hang=-1)

plotPCA <- function(X, Tlabels=NULL, colors=NULL, dataDesc="", scale=FALSE)
{
pcX<-prcomp(t(X), scale=scale) # la funcio 'prcomp() ' permet dur a terme
# 1'analisi de components principals
loads<- round(pcx$sdevi2/sum(pcx$sdeva2)*=100,1)
xlab<-c(paste("PC1",Toads[1],"%"))
ylab<-c(paste("PC2",loads[2],"%"))
it (is.null(colors)) colors=1
plot(pcx¥x[,1:2],xlab=xlab,ylab=ylab, col=colors,
xTim=c(min(pcx$x[,11)-10, max(pcX$x[,11)+10))
text(pcx$x[,1],pcx$x[,2], labels, pos=3, cex=0.8)
title(paste("Grafic dels dos primers PCs d'expressions de les mostres"),
cex=0.8)
1

plotPCA(exprs(dades), Tabels=mostres)

Y+ e+ttt tt YVt

Agrupament jerarquic de les mostres

Te+05
1

Se+05
I

Height
3e+05
L

Treated_rep3
Treated_rep1
Treated_rep2
Control_rep2
Control_rep1
Control_rep3

dist(texprs(dades)))
helust (7, "average")

Figura 4.3. Agrupament jerarquic de les sis mostres d’estudi.
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Grafic dels dos primers PCs d'expressions de les mostres
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Figura 4.4. Grafic d’analisi de components principals deles sis mostres d’estudi.

En ambdds casos les repliques tendeixen a agrupar-se segons si estan tractades amb

vemurafenib o no.

MAplot

Un MAplot compara els valors d’expressié de cada mostra amb la mediana d’expressié
de les sis mostres, permeten observar les desviacions presents en cada una de elles. La

comanda per realitzar el MAplot, que es presenta a la Figura 4.5, és la seglient:

> par(mfrow=c(2,3))
> MAplot(dades)

En els grafics MAplot no s’aprecia una dispersié massa elevada en cap de les sis

mostres.
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G5M1052615.CEL vs pseudo-median reference chip G5M1052616.CEL vs pseudo-median reference chip G5M1052617.CEL vs pseudo-median reference chip
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Figura 4.5. Grafic MAplot de les sis mostres d’estudi.

RLE i NUSE

El grafic d’expressio relativa en escala logaritmica (RLE, de I'anglés Relative Log
Expression) i el grafic d’error estandaritzat i normalitzat (NUSE, de I'anglés Normalized
Unscaled Standard Error) permeten comprovar la preséncia d’errors en les mostres.
Sén grafics tipus boxplot perd per realitzar-los és necessari ajustar un model amb les
dades d’expressid, essent els valors estimats del model comparats amb els valors
reals*’). El més informatiu és el grafic NUSE, ja que treballa amb els residus del model i
permet detectar facilment problemes en els arrays de les mostres. Si alguna de les
caixetes del boxplot no és simetrica i apareix desplacada és indicatiu de problemes. Els
grafics RLE i NUSE es mostren a la Figura 4.6 i Figura 4.7, respectivament, i la comanda

per realitzar-los és la segient:

> modelQ =- fitProbeLevelModel (dades)

Background correcting... 0K
Normalizing... OK
summarizing... 0K

Extracting...
Estimates... OK
StdErrors... OK

Weights..... oK

Residuals... 0K

scale....... oK
> RLE(model0, main = "Expressio relativa (log): RLE", names=mostres,
+ las=1, col=color,ylim=c(-4,4))
= NUSE(model0, main = "Error no estandaritzat 1 normalitzat: NUSE",
+ las=1, names=mostres, las=2, col=color, ylim=c(0.5,3))
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Expressio relativa (log): RLE
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Figura 4.6. Grafic d’expressid relativa (RLE) de les sis mostres d’estudi.
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Figura 4.7. Grafic d’error no estandarditzati normalitzat (NUSE) de les sis mostres.

Tant el grafic RLE com el NUSE sén simetrics i centrats, aixi que no hi ha cap indici que
indiqui problemes en les mostres i, per tant, es pot procedir amb el seglient pas de

I’analisi.
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4.1.2.3. Normalitzacio de les dades

La normalitzacié és una etapa important en molts analisis de dades de microarrays.
Basicament, el que s’aconsegueix amb la normalitzacid és ajustar tota aquella variancia
que hi pugui haver en les mostres, causada pels meétodes experimentals emprats, i fer
les dades comparables entre 5371,

Tot i que existeixen diversos metodes de normalitzacid, el més habitual entre arrays
d’Affymetrix i el que s’ha utilitzat en aquest analisi és el métode RMA. Aquest, a més
de normalitzar les dades, previament realitza una correccid de fons i posteriorment a
la normalitzacié aplica una sumaritzacio, és a dir, déna un Unic valor d’intensitat per a
cada grup de sondes a partir de totes les sondes associades”). En resum, un cop
aplicat el metode RMA s’aconsegueix que cada dada d’expressié correspongui a un gen

i que siguin comparables entre elles.

Per dur a terme la normalitzacio el mateix paquet oligo inclou I'opcié rma():

> dades_norm = oligo::rma(dades)
Background correcting
Normalizing
Calculating Expression
> matriu_dades = exprs(dades_norm)
> head(matriu_dades)
G5SM1052615.CEL G5M1052616.CEL G5M1052617.CEL GSM1052618.CEL G5M1052619.CEL GSM1052620.CEL

7892501 7.245602 6.806879 7.733020 6.189622 7.053367 7.203720
7892502 6.827139 6.701600 7.024739 6.204961 6.765573 6.242556
7892503 4.399835 4.507868 4.882556 4.363014 4.181428 4.734985
7892504 9.480247 9.679510 9.630740 9.691996 9.913263 9.658967
7892505 4.547398 4.452535 5.117582 4.873131 5.155099 3.993458
7892506 6.807030 6.905987 6.724742 6.770616 6.770599 6.776866
= dim{matriu_dades)

[1] 33297 6

> dim(exprs(dades))

[1] 1102500 6

La matriu matriu_dades conté tots els valors d’expressido de les sis mostres
normalitzades i, com es pot observar, el nimero d’aquests s’ha reduit drasticament,
passant de 1102500 a 33297. A més, com s’ha explicat anteriorment i es pot observar,
cada gen ve anotat mitjancant un codi numéric que, posteriorment, s’haura

d’identificar.

Exploracio grafica de les dades normalitzades

Per acabar aquest apartat, s’ha dut a terme una altra exploracié grafica per tal de
visualitzar el resultat de la normalitzacid. No obstant aix0, en aquets cas només s’ha

realitzat un boxplot (Figura 4.8), un MAplot (Figura 4.9) i un grafic PCA (Figura 4.10).
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Boxplot de les expressions (dades normalitzades)
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Figura 4.8. Boxplot de la distribucié de les expressions de les sis mostres normalitzades.
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Figura 4.9. Grafic MAplot de les sis mostres normalitzades.
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Plot of first 2 PCs for expressions in selected samples
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Figura 4.10. Grafic d’analisi de components principals deles sis mostres normalitzades.

Com s’aprecia en el grafics, I'efecte de la normalitzacié de les dades és clara. En el
boxplot s’observa com la distribucié de les expressions en les sis mostres s’ha
practicament igualat, mentre que en el MAplot la dispersié és molt més homogenia
entre les mostres. Finalment, en el grafic de components principals les répliques

presenten una major agrupacio segons si han estat tractades o no.

4.1.2.4. Seleccid de gens expressats diferencialment

Un cop les dades estan normalitzades es pot procedir amb la seleccié de gens. Pera la
seleccid dels gens diferencialment expressats existeixen multiples aproximacions que
permeten dur-ho a terme. En aquest cas s’ha usat el métode basat en la creacié d’'un
model lineal, a partir del qual es podra determinar aquells gens que difereixen
(35]

significativament entre les dues condicions (control i tractament). El paquet limma

proporciona les eines adequades per realitzar el model lineal.

Creacid i estimacio del model lineal

Per a I'estimacidé del model lineal és necessari, en primer lloc, la creacié d’'una matriu
de disseny i una matriu de contrast. Per una banda, una matriu de disseny consisteix
en una matriu d’'uns i zeros que determina quina mostra pertany a cada tractament.
Les mostres s’assignen a les files i els tractaments a les columnes, i la matriu s’omple

d’uns i zeros segons si la mostra pertany o no al tractament. Per altra banda, la matriu
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de contrast és la que permet realitzar les comparacions, que en aquest cas sera la
comparacié entre les mostres amb vemurafenib i les mostres control.

La matriu de disseny es pot crear de manera manual o utilitzant la funcié
model.matrix() d'R:

= f = factor(rep(c("control”,"vemuratenib"),each=3),
+ Tevels=c("control"”, "vemuratenib™))
> disseny = model.matrix(~ 0 + )
> colnames (disseny) = c("control”,"vemurafenib")
= disseny
control vemurafenib

[=a IV I WA R N
oo HHH
HEHERHODOoDO

attr(,"assign")

[11 11
attr(,"contrasts"')
attr(,"contrasts")§f
[1] "contr.treatment"

La matriu de contrast es crea a partir de la comanda makeContrast(), incloent-hi la

comparacié que es desitja realitzar (vemurafenib — control):

= matriu_contrast = makeContrasts(efecte=(vemurafenib-control),levels=disseny)
= matriu_contrast

Contrasts
Levels efecte
control -1
vemurafenib 1

Com s’observa, el resultat és I’assignacio del valor “-1” al control i “1” al vemurafenib.
Un cop creades la matriu de disseny i la matriu de contrast ja és possible estimar el
model lineal, la creacié del qual és un procés de tres etapes.

La primera etapa és l'estimacié d’un model utilitzant només la matriu de dades
(matriu_dades, obtinguda a I’apartat anterior) i la matriu de disseny, ja que d’aquesta
manera es calcula la mitjana d’expressidé de les tres répliques per a cada gen i
tractament. El segon pas és aplicar la matriu de contrast al model creat, comparant aixi
els nivells d’expressid entre mostres control i les mostres amb vemurafenib per a cada
gen. Finalment, s’han d'utilitzar métodes empirics Bayesians per tal de reduir la
variancia del model, és a dir, per reduir la influéncia de desviacions atipiques molt altes

o molt baixes. Los comandes sén les seglients:
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> model = TmFit(matriu_dades,disseny)
= model_contrast = contrasts.fit(model,matriu_contrast)
> model_eb = eBayes(model_contrast)

Aixi, el model model_eb final conté, entre altres, els coeficients d’expressio dels gens,
el contrast aplicativalors ti p-valors que permetran seleccionarels gens expressats de
manera diferencial. Una manera de visualitzar els resultats del model és mitjancant un
volcano plot (Figura 4.11), el qual representa els canvis d’expressié dels gens entre les

dues condicions. La comanda és la segient:

volcanoplot(model_eb,coef=1, highlight=10, names=model_eb$ID,
main=paste("Expressid de gens diferencials",
colnames (matriu_contrast)[1], sep="'n"})
abline(v=c(-1,1))

Expressio de gens diferencials
efecte

28822
11747 11758

23@&?842 5466, X 14552 16303

11670

15

10

Log Odds

5
1

Log Fold Change

Figura 4.11. Volcano plot dels gens expressats. Els valors superior a (-1,1) a I’eix de les X (Log Fold
Change) i superiors a 0 a I’eix deles Y (Log Odds) sén els que es troben diferencialment expressats.

Aquells gens que superen el valor de 1, en valor absolut, a I’eix de les X i el valor de 0 a

I’eix de les Y son els que es troben diferencialment expressats.

Seleccio de gens

Un cop estimat el model es pot procedir a la seleccié dels gens que es troben
expressats de manera diferencial entre les dues condicions. Treballant amb una

significacio del 5%, la funcié decideTests() del paquet limma evalua cada gen del model
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creat i identifica aquells que son significativament diferents sota la hipdsis nula

seglent:
Ho: no hi ha diferéncies significatives en I’expressié genetica.

El resultat d’aplicar aquesta funcid és tota la llista de gens els quals tindran assignats

un valor de tres possibles: -1 els down-regulats, 1 els up-regulats i O si no s’aprecien

diferéncies significatives. Es a dir, aquells gens que augmenten la seva expressié

significativament per I'efecte de vemurafenib se’ls assignara el nimero 1, mentre que

aquells que disminueixen |’expressid (o son inhibits) pel vemurafenib se’ls assignara el

nuimero -1. La comanda és la seglient:

> gens <- decideTESt?Emod§1_eb.method:’g?oba]’,adjust.method:”BH”. p.value=0.05,
+ c=1

> gens[1:50,]
7892501 7892502 7892503 7892504 7892505 7892506 7892507 7892508 7892509 7892510

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7892511 7892512 7892513 7892514 7892515 7892516 7892517 7892518 7892519 7892520
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7892521 7892522 7892524 VE92525 7892526 7892527 7B92528 7892529 V892530 7892531
0 0 0 0 -1 0 0 0 0 0
7892532 7892533 7892534 7892535 7892536 7892537 7892538 7892539 7892540 7892541
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7892542 7892543 7892544 7892545 7892547 7892548 7892549 7892550 7892551 7892552
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

La quantitat de gens up i down-regulats per I’efecte del vemurafenib és la segiient:

> print(summary(gens))

efecte
-1 604
0 31992
1 701

Com s’observa, la quantitat de gens que varien la seva expressié és minima respecte
els que no la varien, pero sén aquests els gens d’interes i els que donaran resposta a
quin efecte produeix el vemurafenib en les cel-lules de melanoma huma. Aixi, el
seglient pas és seleccionar només els gens que es troben diferencialment expressats

de tota la llista de gens:

= gens_DE <- gens[gens!=0,]
> df_gens_DE <- data.frame(gens_DE)
> head(df_gens_DE)

gens_DE
7892526 -1
7892570 -1
7892609 -1
7892674 -1
7892676 -1
7892702 -1

36



Amb aix0 ja s’ha aconseguit un data frame només d’aquells gens diferencialment
expressats. Un heatmap (Figura 4.12) permet visualitzar els perfils d’expressié dels
gens seleccionats, aplicant diferents colors segons si els gens es troben up o down-
regulats. La comanda per la creacid del heatmap és la seglient:

> hm<-exprs(dades_norm) [ID_gens_DE,]
> heatmap Chm,cexCal=0.9)

j
MlllT
]

052616.CEL
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052617.CEL
052620.CEL
052619 CEL
052618.CEL

Figura 4.12. Heatmap dels gens diferencialment expressats entre les mostres tractades amb
vemurafenib i les mostres control.

Com s’observa a la Figura 4.12, la diferéncia d’intensitat en I'expressié és clara entre

les dues condicions.

4.1.2.5. Anotacio de resultats

Tot i haver seleccionat els gens que es troben diferencialment expressats, realment
serveix de poc si no es coneix quins son aquests gens. Com s’ha comentat
anteriorment, tots els gens provinents dels microarrays venen anotats mitjancant un
codi numeric. Per traduir aquest codi i identificar el gen al qual estan associats
existeixen una série de paquets d’anotacié que depenen del microarray utilitzat. El
paquet que s’ha utilitzat en aquest cas per anotar els gens és el

hugenel0sttranscriptcluster.db®. A més, també s’ha utilitzat el paquet annaffy®>’

, el
qual permet la creacio de taules d’anotacié on apareix informacié de cada gen anotat

com el simbol, el nomi el cromosoma en el qual esta localitzat, aixi com hipervincles a
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diverses bases de dades amb informacid relativa a cada gen. Aixi, s’han creat dues
taules d’anotacid, una pels gens up-regulats i una altra pels down-regulats,
anomenades AnotacioGensUp.html i AnotacioGensDown.html, respectivament, i que
s’entreguen juntament amb la memoria.

Per crear aquestes taules és necessari, primer, emmagatzemar els codis dels gens en

dos objectes que s’han anomenat ID_up i ID_down:

= ID_up <- rownames (subset(df_gens_DE, df_gens_DE[,1]==1))

> ID_down <- rownames (subset(df_gens_DE, df_gens_DE[,1]==-1))

> ID_gens_DE<-rownames (df_gens_DE)

> head(ID_up)

[1] "7892850" "7B93862" "7B895856" "7B96727" "7897441" "7BI97675"

L'objecte ID_gens DE conté la ID de tots els gens diferencialment expressats, pero
aquest sera necessari en el segient apartat. Un cop creats els nous objectes s’ha
procedit a la creacié de les dues taules d’anotacid dels gens, essent un exemple del

procés el seglient:

> taula_down<-aafTableAnn(as.character(ID_down), "hugenelOsttranscriptcluster.db")
> saveHTML (taula_down,file.path(workingDir, "AnotacioGensDown.html"),
+ "anotacio dels gens down regulats')

En els arxius obtinguts apareixen gens que no estan anotats aixi com gens en els quals
els falta alguna informacio, perd en general les taules sén bastant completes. No
obstant aix0, treure conclusions sobre |'efecte del farmac vemurafenib d’aquest arxiu
és una tasca tediosa i ineficient, ja que s’hauria de revisar gen a gen les funcions que
desenvolupen i relacionar-ho manualment. Es per aquest motiu que un analisi de

significacid biologica és vital en aquests tipus d’estudis.

4.1.2.6. Analisi de significacio biologica

Fins aquest punt s’ha obtingut tota una col-leccié de gens que es troben expressats de
manera diferencial per 'efecte del vemurafenib, ja sigui per sobreexpressid o per
inhibicidé, perd sén poc informatiu per si sols, i per aquest motiu és clau un analisi de
significacid biologica. De forma resumida, I’analisi de significacié biologica elabora una
llista dels termes GO i termes KEGG més comuns entre tota aquesta col-leccid de gens
seleccionats.

)BOHSIHSM

Gene Ontology (GO)“81*1 i kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG

sén bases de dades que donen informacié sobre les funcions i processos biologics,
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entre altres, dels gens anotats. Els termes GO informen de les funcions que
desenvolupen els gens, els processos biologics on estan implicats i el component
cel-lular on actuen, mentre que els termes KEGG donen una informaciéo més global de
la funcié del gen dins la cel-lula. Aixi, I’analisi de significacié biologica consisteix en
relacionar cada gen seleccionat amb els termes GO i KEGG que li corresponguin, per
després elaborar una llista d’aquells termes més repetits. D’aquesta manera es podra
determinar com afecta a nivell funcional i de processos la preséncia del vemurafenib
en les cél-lules canceroses i comprovar si inhibeix o no la proliferacid cel-lular.
Mitjancant els paquets GOstats™®, hugene10sttranscriptcluster.db i org.Hs.eg.db[57] és
possible vincular els gens amb els servidors web Gene Ontology i KEGG. Els gens s’han
separats segons si s6n up o down-regulats, fet que permetra comprovar quins
processos estan sobreexpressats i quins inhibits per I'efecte del vemurafenib. Aixi,
d’aquest analisi s’obtindran quatre arxius html que s’adjunten amb la memoria:

- GOup: termes GO dels gens up-regulats.

- GOdown: termes GO dels gens down-regulats.

- KEGGup: termes KEGG dels gens up-regulats.

-  KEGGdown: termes KEGG dels gens down-regulats.

No obstant aix0, com que es pretén avaluar si el vemurafenib és un farmac eficac per
aturar la proliferacié cel-lular en cél-lules canceroses, és logic esperar que on es
trobara més informacié d’interes és en els gens down-regulats. A més, com s’ha
explicat, dels termes GO se’n pot obtenir la funcié molecular, el procés biologic i el
component cel-lular, perd en aquest projecte només s’avaluaran els termes GO
corresponents al procés biologic. Tenint en compte que es vol comprovar I'efecte del
vemurafenib sobre el procés de proliferacié cel-lular, conéixer les funcions moleculars i
els components cel-lulars més comuns no aportaria informacié rellevant ni necessaria.

Un exemple del procés per obtenir aquests quatre arxius és el segiient:
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for (i in 1:length(1listat)){
genelds_up<-unique(getEG(as.character(ID_up), "hugenellsttranscriptcluster.db”))
GOparams_up = new("GOHyperGParams",
genelds=genelds_up,
universeGenelds=entrez,
annotation="org.Hs.eg.db",
ontology="BP",
pvalueCutoff=0.05,
conditional=FALSE,
testDirection="over")
KEGGparams_up = new("KEGGHyperGParams",
genelds=geneIds_up,
universeGenelds=entrez,
annotation="org.Hs.eqg.db",
pvalueCutoff=0.05,
testDirection="over")
GOhyper_up = hyperGTest(GOparams_up)
KEGGhyper_up = hyperGTest(KEGGparams_up)
Gofilename_up=file.path(workingDir,
paste("GOup.html"))
KEGGTiTename_up=Ffile.path{workingDir,
paste("KEGGup.html"))
htmlReport(GOhyper_up, file=G0filename_up,
summary.args=1ist("htmlLinks"=TRUE))
htmlReport (KEGGhyper_up, file=KEGGTilename_up,
summary.args = list("htmlLinks"=TRUE))

T T T S SRR S S R it i SRR SR

e

A la taula obtinguda dels termes GO down-regulats (GOdown) hi destaquen els
processos que tenen relacio amb el desenvolupament i la divisié cel-lular (cicle
cel-lular, mitosi, replicacié del DNA, etc.) aixi com processos que involucren el DNA
(reparacid, organitzacié dels cromosomes, etc.). La llista de termes KEGG down-
regulats (KEGGdown) apunta en la mateixa direccié, essent les funcions i vies
relacionades amb el cicle cel-lular les que presenten més diferencies d’expressio
respecte les cél-lules control.

Pel que fa els termes GO i KEGG up-regulats (GOup i KEGGup), en el primer cas
apareixen processos diversos relacionats amb el transport, locomocié, processos
metabolics de molécules petites i migracié cel-lular. En el cas dels termes KEGG també
apareixen funcions i vies diverses, tot i que s’ha de destacar la preséncia d’'un augment

en I'expressié de gens relacionats amb les vies MAPK.
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4.2. Estudi a nivell poblacional de la inhibicié6 de "***BRAF en els
melanomes

4.2.1. Presentacié de I'estudi
Per dur a terme aquest analisi s’han utilitzat les dades de I’estudi realitzat per

M en el qual es pretén avaluar i comparar, entre altres, la

Chapman et alt
supervivencia d’individus tractats amb vemurafenib amb la d’individus tractats amb
dacarbazine. Com s’ha explicat anteriorment, el dacarbazine és un medicament usat
també per combatre els melanomes perd que presenta una baixa eficacial®®. En
I'estudi es treballa amb 672 individus que presenten la mutacié Y°°°BRAF en
melanomes, els quals se separen en dos grups d’igual nimero (336). Un grup és tractat
amb vemurafenib i un altre grup amb dacarbazine, i es realitza un seguiment durant un
any de la supervivencia i mort d’aquests individus.

En aquest apartat, doncs, es dura a terme un analisi de supervivéncia® amb I’objectiu
d’avaluar si els individus tractats amb vemurafenib presenten una major supervivencia
respecte els individus tractats amb dacarbazine, comprovant si la diferéencia observada
(en cas d’haver-n’hi) és significativa o no. A I'hora de realitzar un analisi de
supervivencia s’han de tenir en compte dos factors: el temps de falla o temps fins
I’esdeveniment i el temps de censura. En aquest cas, I’esdeveniment o falla és la mort
de l'individu, mentre que la censura és quan s’interromp el seguiment d’un individu
per una causa diferent a la falla (per exemple, que abandona I’estudi). Per tant, de
cada individu se n’ha de mesurar el temps des de I'inici de I'estudi fins que falla, és
censurat o fins la finalitzacié del projecte.

Aguest analisi s’inicia, doncs, amb els temps de falla i censura dels individus, i a partir
d’aquests es dura a terme |'analisi de supervivéncia. No obstant aixo, les dades exactes
dels temps de falla i censura no s’han pogut obtenir ja que no estan disponibles de
forma lliure. Aixi, s’ha realitzat una aproximacio dels temps de falla i censura a partir
del grafic de les corbes de supervivencia de I'estudi, el qual es mostra a la Figura 4.13.

A l'apartat 4.2.2.1 de creacid de les dades es donaran detalls de com s’han obtingut.

5 T P . .2 . s . . \ . .
Analisi de supervivencia: col-leccié de procediments estadistics onla variable d’interés és el temps fins que es
. . .. . 42
produeix un esdeveniment (mort, recuperacié del pacient, etc.)[ ]
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A Overall Survival

Vemurafenib (N=336)

60~ Dacarbazine (N=336)

Overall Survival (%)

20 Hazard ratio, 0.37; 95% Cl, 0.26 to 0.55;
104 P<0.001

Months
No. at Risk
Dacarbazine 336 283 192 137 98 64 39 20 9 1 1 0 0
Vemurafenib 336 320 266 210 162 111 80 35 14 6 1 0 0

Figura 4.13. Grafic deles corbes de supervivencia pels individus tractats amb vemurafenib (linia negre) i
dacarbazine(liniagrisa) obtingut de I’estudi dut a terme per Chapman et al (411 | es linies verticals de les
corbes representen els individus censurats durant el temps d’estudi. Al’eix de les X es mostra el temps
de supervivencia (mesos) i a I’eix de les Y el percentatge de supervivéncia.

El que s’espera al final d’aquest estudi és obtenir una corba de supervivencia per a
cada grup de tractament, semblants a les corbes de la Figura 4.13, i contrastar la
seglient hipotesis nul-la:

Ho: no hi ha diferéncies significatives entre les corbes de supervivéncia (entre

tractaments).

L'analisi es portara a terme integrament amb RStudio, utilitzant només el paquet

survival®?!

inclos a R i que presenta totes les eines i funciones necessaries per realitzar
I’analisi de supervivencia. Amb la memoria s’adjunta un script d'R amb el procediment

seguit en I'analisi de supervivéncia i anomenat AnalisiSupervivencia.R.

4.2.2. Desenvolupament i resultats de I'estudi

Un analisi de supervivéencia no té la complexitat d'un analisi de dades de microarray
perd si que ha de seguir una série de passos. En aquest apartat s’exposara quin
tractament han seguit les dades pas a pas, explicant per que i de quina manera s’ha
dut a terme cada punt i quins son els resultats obtinguts. A més, s’inclouran les
comandes que han permes seguir el procés i obtenir els resultats, pero |'explicacid de

cada comanda s’inclou només a I’script adjunt per agilitzar la lectura de la memoria.
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4.2.2.1. Creacioé de les dades per I'estudi

El primer pas és crear els objectes de dades per a realitzar I'analisi de supervivéncia,
essent només necessaris els temps de falla i els temps de censura dels individus. Com
s’ha explicat, aquests temps no es coneixen de manera exacte i s’han aproximat a
partir dels individus que han fallat i han estat censurats cada mes. Per dur-ho a terme
primer s’han comptabilitzat els individus censurats cada mes mitjancant el grafic de la
Figura 4.13, i a partir d’aquests i el nimero de persones en risc (No. at risk) s’han

calculat els individus que han fallat de la seglient manera:

, . _ . .
N2 d'esdeveniments = (N2enrisc,,,.; — N2 enrisc,,,.;+,) — N2 de censurats
A la Taula 4.1 i Taula 4.2 es mostren el nimero d’individus en risc, els individus que

han fallat i els censurats cada mes per a cada tractament.

Taula 4.1. Recompte d’individus que han seguit el tractament amb vemurafenib mes a mes durant un
any.

Vemurafenib

Numeroindividusenrisc Numeroesdeveniments NuUmero censurats

(al’inicidel mes) (duranttot elmes) (duranttot el mes)
Gener 336 0 16
Febrer 320 1 53
Marg 266 21 35
Abril 210 31 17
Maig 162 26 25
Juny 111 15 16
Juliol 80 21 24
Agost 35 8 13
Setembre 14 2 6
Octubre 6 1 4
Novembre 1 0 1
Desembre 0 0 0
Final 0 0 0
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Taula 4.2. Recompte d’individus que han seguit el tractament amb dacarbazine mes a mes durant un
any.

Dacarbazine

Numeroindividusenrisc Numeroesdeveniments NuUmero censurats

(al’inicidel mes) (duranttot elmes) (duranttot el mes)
Gener 336 21 32
Febrer 283 51 40
Marg 192 39 16
Abril 137 13 26
Maig 98 14 20
Juny 64 11 14
Juliol 39 9 10
Agost 20 4 7
Setembre 9 0 8
Octubre 1 0 0
Novembre 1 1 0
Desembre 0 0 0
Final 0 0 0

Un cop calculats els individus fallats i censurats mes a mes, els temps de falla i censura
s’han obtingut repartint el ndmero d’individus equitativament al Ilarg del mes. Per
exemple, si durant el mes de gener s’han censurat 16 individus que seguien el
tractament amb vemurafenib, els temps de censura s’han obtingut de la seglient
manera:

1 mes 31 dies

Censurats gener = = 1.94 dia/censurat

16 censurats 1 mes

Aixi, durant el mes de gener s’ha considerat que hi ha un individu censurat cada 1.94
dies. Totes les dades s’han calculat a ma, i obviament en els mesos on només hi havia
un o dos individus no ha fet falta seguir aquest procediment. Un cop calculats els

temps de falla i censura s’han introduit dins d’R, un exemple del qual és el seglient:

> esd.v <- round(c(1.5,s5eq(2,2.96,by=0.0476),5eq(3,3.97,by=0.0322),

+ seq(4,4.97,by=0.038),5eq(5,5.94,by=0.066),

+ seq(6,6.96,by=0.0476),5eq(7,7.875,by=0.125),9.25,9.25,10.25),2)
= cens.v <- round(c(seq(0,0.94,by=0.0625),5eq(1,1.99,by=0.0189),

+ seq(2,2.98,by=0.0286) ,5eq(3,3.942,hy=0.0588),

+ seq(4,4.96,by=0.04),5eq(5,5.94,hy=0.0625),

+ seq(6,6.97,by=0.042) ,5eq(7,7.93,by=0.0769),

+ seq(8,8.84,by=0.167),5eq(9,9.75,by=0.25),10.75),2)

> temps.v <- c(esd.v,cens.v)

Els objectes esd.v i cens.v contenen els temps de falla i censura, respectivament, pels

individus tractats amb vemurafenib, mentre que temps.v conté el temps de falla i
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censura junts. S’ha procedit d’igual manera amb els individus tractats amb
dacarbazine, obtenint els objectes esd.d, cens.d i temps.d. Obviament només amb
aquest conjunt de temps no és possible dur a terme I’analisi, ja que R no pot identificar
quins temps corresponen a falles i quins a censures ni quins sén els individus tractats
amb vemurafenib i dacarbazine. Per tant, és necessaria la creacié de noves variables

que relacionin aquests conceptes. El procediment seguit ha estat el seglent:

= length(esd.v)

[1] 126

= length(cens.v)

[1] 210

> length(esd.d)

[1] 163

> length(cens.d)

[1] 173

> tractament <- rep(c("v","v","D","D"),times=c(126,210,163,173))
= status <- c(rep(l,times=126),rep(0,times=210),rep(1,times=163),rep(0,times=173))
> temps <- c(temps.v,temps.d)

La variable tractament indica quins temps corresponen a cada tractament (“V” per al
tractament amb vemurafenib i “D” per al tractament amb dacarbazine), i la variable
status diferencia entre els temps de falla, que corresponen al valor “1”, i els temps de
censura, que corresponen al valor “0”. Finalment, la variable temps engloba tots els
temps junts, i amb aquests objectes s’ha creat el data frame incloent totes les dades i

amb el qual es pot dur a terme I’analisi de supervivencia:

> dades?2 <- data.frame(temps,tractament,status)
> head(dades2)
temps tractament status

1 1.50 v 1
2 2.00 v 1
3 2.05 v 1
4 2.10 v 1
5 2.14 v 1
6 2.19 v 1
= tail(dades2)

temps tractament status
667 8.25 D 0
668 §8.38 D 0
669 8.50 D 0
670 8.62 D 0
671 8.75 D 0
672 8.88 D 0
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4.2.2.2. Calcul de I'estimador de Kaplan-Meier

L’estimador de Kaplan-Meier o estimador de la supervivencia és el métode amb el qual

(42

és possible obtenir les corbes de supervivencia I'a partir de les dades creades

anteriorment. La férmula és la seglent:

$(tep) = nn—

t;<t l

On S(t(f)) és I'estimador Kaplan-Meier, que indica la probabilitat d’'un individu de
viure més enlla d’'un determinat temps t; n; el niumero de persones que resten al
temps t; i di el nimero d’esdeveniments en aquest temps. Aixi, I’estimador Kaplan-
Meier és el calcul de la probabilitat de supervivéncia per a cada temps de I’estudi. Amb
R és possible obtenir I'estimacié de Kaplan-Meier mitjancant les comandes Surv() i
survfit(), totes dues pertanyents al paquet survival.

La comanda Surv() serveix per crear |'objecte que contindra tots els temps de
supervivencia, diferenciant entre els individus que fallen i els censurats. Els dos
objectes de supervivencia, un per a cada tractament, s’han creat de la seglent

manera:

> superv.v <- surv(dades2§temps,dades2$status==1)[1:336]

> superv.d <- Surv(dades2ftemps,dades2f§status==1)[337:672]

> superv.v[122:130]

[1] 7.75 7.88 9.25 9.25 10.25 0.00+ 0.06+ 0.12+ 0.19+

La variable superv.v inclou els temps de supervivencia dels individus tractats amb
vemurafenib i la variable superv.d el temps dels individus tractats amb dacarbazine.
Com s’aprecia, la funcié Surv() adjunta en alguns temps el simbol ‘+, indicant que
aquests temps son de censura i diferenciant-los dels temps de falla, els quals es
mostren sense cap afegit.

Amb els objectes de supervivencia creats, la comanda survfit() permet el calcul de
I’estimador Kaplan-Meier, a més de donar dades com errors estandard, intervals de
confianca, medianes, etc. S’ha creat un objecte survfit per a cada tractament a partir

dels objectes de supervivencia realitzats:
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> surv.v <- survfit(superv.v ~ 1,conf.type="plain")

> surv.d <- survfit(superv.d ~ 1,conf.type="plain")

> summary (surv.v)

Call: survfit(formula = superv.v ~ 1, conf.type = "plain™)

time n.risk n.event survival std.err lower 95% CI upper 95% CI

1.50 293 1 0.997 0.00341 0.9899 1.000
2.00 266 1 0.993 0.00505 0.9829 1.000
2.05 263 1 0.989 0.00629 0.9767 1.000
2.10 260 1 0.985 0.00732 0.9709 1.000
2.14 258 1 0.981 0.00823 0.9653 0.998
2.19 255 1 0.978 0.00905 0.9598 0.995
2.24 252 1 0.974 0.00981 0.9545 0.993
2.29 250 1 0.970 0.01052 0.9492 0.990
2.33 247 1 0.966 0.01118 0.9440 0.988

Es mostra un extracte de |'objecte surv.v, el qual conté els temps de falla (time), el
nimero de persones en risc per a cada temps de falla (n.risk) i I’estimador Kaplan-
Meier (survival), entre altres, dels individus tractats amb vemurafenib. Com s’observa,
la probabilitat de supervivencia va disminuint a mesura que passa el temps, fet logic
tenint en compte que, com més temps passa, més probabilitats hi ha que es produeixi
la mort de l'individu. Dels objectes surv.v i surv.d encara se’n poden treure més dades

d’interés, com per exemple la mediana:

> SUrv.v
Call: survfit(formula = superv.v ~ 1, conf.type = "plain”)

n events median 0.95LCL 0.95UCL
336.00 126.00 6.29 5.73 6.71
> surv.d
Call: survfit(formula = superv.d ~ 1, conf.type = "plain”)

n events median 0.95LCL 0.95UCL
336.00 163.00 4.36 3.46 5.09

La mediana indica la vida mitja de cada grup d’estudi, és a dir, el temps en que el
ndmero d’individus s’ha reduit a la meitat. Com s’observa, la mediana per al temps de
supervivéncia és més alta en els individus tractats amb vemurafenib (surv.v) que amb
els tractats amb dacarbazine (surv.d), essent de 6.29 mesos en el primer cas i 4.36
mesos en el segon. No obstant, en no treballar amb les dades adequades, aquests
temps de vida mitja no s’han de veure com estimacions reals, pero si que serveixen per
comprovar que el tractament amb vemurafenib provoca un augment del temps de vida
mitja en els pacients amb melanoma. Es moment de comprovar, doncs, si aquest
augment s’allarga durant tot el temps d'estudi i si la diferéncia observada és

significativa o no.
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4.2.2.3. Estimacio de les corbes de supervivéncia i calcul del Log-rank test

Basicament, I'estimacié de les corbes de supervivéncia consisteix en representar
graficament (Figura 4.14) les estimacions de Kaplan-Meier calculades a l'apartat

anterior. Per tant, el procediment a seguir és semblant a I’anterior:

= color <- c("brownd","cadetblued4™)
> plot(survfit(Surv(dades2$temps,dades2$status)~dades2%tractament),
main="Estimacid de Tla supervivencia",
x1ab="Temps de supervivéncia (mesos)}",
ylab="Probabilitat de supervivencia",
col=color)
legend("bottomleft"”,c("Dacarbazine"”,"vemurafenib"), Tty=c(1,1),
col=color)

+ ¥+ + + o+

Estimacio de la supervivéncia
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Figura 4.14. Grafic d’estimacio de les corbes de supervivéncia pels individus tractats amb vemurafenib
(Iinia blava) i dacarbazine (linia grana). Les linies verticals de les corbes representen els individus
censurats durant el temps d’estudi. Al’eix de les X es mostra el temps de supervivencia (mesos) i a I'eix
de les Y el percentatge de supervivencia.

Com s’observa, el grafic d’estimacid de les corbes de supervivéncia té una estructura
similar al grafic del qual es basen les dades (Figura 4.13), essent |’estimacié de la corba
de supervivencia major en els individus tractats amb vemurafenib que els tractats amb
dacarbazine. No obstant, les corbes de supervivéncia, tot i semblants, son molt més
acusades que les corbes de la Figura 4.13, el que significa que les medianes son també
més baixes que les medianes reals.

L’dltim pas és comprovar siles diferencies que s’aprecien en el grafic i en les medianes
calculades anteriorment sén significatives, fet que es pot dur a terme mitjangant el

]

test Log-rank[42. El test Log-rank es una prova x> que permet comparar corbes de

48



supervivéncia basant-se en valors observats i valors esperats. La formula pel calcul del
Log-rank es la segiient:
(Oi B Ei)z
Log — rank test = ———
On O; sén els valors observats i E; el valors esperats. Si el resultats del test Log-rank
supera el valor teoric de les taules x* es rebutja la hipotesis nul-la d’igualtat en les
corbes de supervivencia. R permet el calcul del test Log-rank de manera senzilla a
través de la funcid survdiff(), obtenint un p-valor que permetra rebutjar o no la
hipotesis nul-la:
> survdiff(surv(dades2ftemps,dades2istatus)~dades2ftractament)
Ccall:
survdiff(formula = Surv(dades2ftemps, dades2f§status) ~ dades2§tractament)

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
dades2$tractament=D 336 163 114 21.4 35.8
dades2$tractament=Vv 336 126 175 13.9 35.8

Chisg= 35.8 on 1 degrees of freedom, p= 2.14e-09

Treballant amb una significacié del 5%, el p-valor tan baix rebutja clarament la

hipotesis nul-la plantejada i, per tant, s’accepta que existeixen diferéncies significatives

entre les dues corbes de supervivencia.
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5. Conclusions

5.2. Conclusions del treball

En aquest projecte s’ha demostrat que la inhibicié de la mutacié Y°°°® BRAF mitjangant
el farmac vemurafenib és un metode efica¢ per aturar la proliferacio de cél-lules
canceroses en els melanomes. Per una banda, I'analisi transcripcional ha manifestat
que I'Gs del farmac en cél-lules canceroses provoca una disminucid significativa en
I’expressié de gens que tenen relacié amb la proliferacié i creixement cel-lular, el que
implica un fre en el creixement del cancer. A més, també s’ha observat una disminucié
de l'expressid en gens involucrats en processos de reparacié, organitzacid i
empaquetament del DNA.

Les cel-lules canceroses sén molt més resistents que les cél-lules no canceroses,
capaces de sobreviure amb el medi minim o en condicions adverses. Es a dir, tot i que
s’ha demostrat que el farmac vemurafenib atura el desenvolupament del cancer, aixo
no té perque significarl’eliminacié de les cel-lules malignes i, per tant, la reduccié de la
mida del tumor. No obstant aixo, el fet de disminuir també |’expressié de gens
relacionats amb la reparacid i organitzacio del DNA pot significar, justament, que el
farmac vemurafenib a més d’aturar la proliferacié cel-lular també provoca I’eliminacid
d’aquestes. Tot i suportar condicions severes, excessives desregulacions que afecten
en el DNA poden conduir a I’apoptosi cel-lular.

Curiosament, una de les vies metaboliques que s’ha trobat sobreexpressada amb I’Us
del vemurafenib és la via MAPK, xocant de ple amb el fet que B-Raf es troba inhibida i
que, per tant, aquesta via no s’hauria d’expressar. Tot i aix0, a l'inici del projecte s’ha
explicat que existeix més d’una via MAPK, aixi que el fet d’inhibir la via MAPK/ERK
podria comportar un augment de I’expressio de les altres vies MAPK.

Per altra banda, I'analisi de supervivencia apunta en la mateixa direccidé que I'analisi
transcripcional. S’ha comprovat que el grup d’individus tractats amb vemurafenib
tenen major temps de vida que els individus que segueixen el tractament classic amb
dacarbazine. Tot i treballar amb dades aproximades i no les reals, el p-valor obtingut
del test rebutja de manera clara la igualtat en les corbes de supervivéncia i, per tant,

confirma I"'augment de I’eficacia en els tractaments de melanoma.
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5.2. Assoliment dels objectius plantejats

Tots els objectius exposats en aquest projecte s’han complert de manera satisfactoria,
perd no aixi tots els objectius que s’havien plantejat en comengar el treball. A I'inici
també s’havia proposat analitzar la interaccié entre Y®°°*BRAF i vemurafenib, és a dir,
per quins residus es produeix la interaccid, els tipus d’enllacos i quina és |'energia
d’unié entre ells. Finalment, la falta d’informacid trobada i la necessitat de cert
programari per dur a terme aquest tipus d’analisi van fer eliminar aquest objectiu i
continuar amb el treball. Tot i ser un tema interessant, la informacié aportada per

aguest apartat no és necessaria per fer més entenedor aquest projecte.

5.3. Seguiment de la planificacié i metodologia

La planificacié s’ha seguit segons el que es va plantejar a I'inici del projecte tot i que,
evidentment, durant el transcurs d’aquest hi ha hagut canvis. Per comencar, el fet de
no dur a terme l'objectiu comentat a l'apartat anterior ja significa un canvi a la
planificacio inicial feta. Aquest apartat es pretenia realitzar abans de comengar amb
I’analisi de dades de microarray, i és per aquest motiu que el diagrama de Gantt
presenta dos dies buits abans de l'inici d’aquest.

A més, és complicat limitar la recerca bibliografica quan s’esta buscant constantment
informacié relacionada entre ella. Per exemple, tot i que la recerca d’informacid sobre
la via MAPK/ERK es va limitar als quatre primers dies, és possible trobar nova
informacié (o més actualitzada) quan s’esta cercant sobre la quinasa B-Raf i
complementar aixi la primera part. Per tant, la planificacié de la part bibliografica no
s’ha de veure com quelcom tancat.

Un altre aspecte a comentar és que, com s’ha pogut comprovar, un analisi de dades de
microarray és molt més complex que un analisi de supervivéncia (o, com a minim, els
que s’han dut en aquest projecte). No obstant, a I'inici del projecte es va planejar un
temps similar per a realitzar-los, el que va comportar una major dedicacié d’hores per
dia en el primer analisi. Vist en perspectiva, hagués estat més adient dedicar més
temps a I'analisi transcripcional i menys a I’analisi de supervivencia.

En relacié a la metodologia, sense dubte el fet de no disposar de les dades reals en el

segon analisi ha condicionat i limitat molt el resultat d’aquest. Tot i que les corbes de
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supervivéncia obtingudes sén semblants a I’estudi del qual es basen les dades, no s’ha
volgut aprofundir més ja que totes les dades que es poguessin obtenir (com en el cas

de la mediana de supervivéncia) podrien ser forca diferents a les dades reals.

5.4. Linies de treball futur

En haver utilitzat dades d’altres estudis, tot el que s’ha dut a terme en aquest projecte
ja s’havia realitzat amb anterioritat i, evidentment, els estudis han seguit avangant. En
aquest estudi s’ha comprovat que la inhibicid de Y®°°*BRAF mitjancant I'ds de
vemurafenib frena la proliferacié de cel-lules canceroses, i actualment esta demostrat
gue en dosis altes el farmac és capac de provocar |I'apoptosi cel-lulari disminuir la mida

(28]

del tumor en un gran nombre de casos 301 A més, avui dia també existeix un altre

farmac, anomenat dabrafenib, que és especific per combatre aquesta mutaci6?%.
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7. Annex

1. Seqliéncia nucleotidica de la regid codificant de BRAF, obtinguda a través del

servidor web UCSC.

»*hg38_knownGene_uc@®@3Ivwe.5 range=chry:148734479-148924764 5'pad=@ 3'pad=@ strand=- repeatMasking=none
CECCTCCCTTCCCCCTCCCCGCCCEACAGCaECCarTCGaECCCOGalTE
TCGaTTATAAGATERCGECGCTEARCGETEECGETEGTEECGECECaGAG
COGGACCAGRCTCTATTCAACGGGEACATGRAGC CCGAGGCCGGIGCICGE
CGCORACGCCECGECCTCTTCGGCTACOGEACCCTGCCATTCCGGAGAAGG
TaTGEAATAT CAAACARATGAT TAAGT TOACACAGEAMCATATAGAGGELE
CTATTOGACAAATTTGETOOGEAGCATAATCCACCATCAATATATCTGEA
GECCTATGAAGAATACACCAGCAAGCTAGATGCACTCCAACARAGAGAAL
AACAGTTATTGGAATCTCTEEOGAACGGAACTGATTTTTCTGTTTCTAGE
TCTGCATCAATGOATACCETTACATCTTCTTCCTCTTCTAGCCTTTCAGT
GCTACCTTCATCTCTTTCAGTTTTTCAAAATCCCACAGATATGRCACGGA
GCAACCCCAAGTCACCACARAAACCTATCATTAGAGTCTTCCTGCOCCAAL
AAACAGAGGACAGTEATACCTGCAAGGTOTAGAGTTACAGTCCGAGACAS
TCTAAAGAAAGCACTGATEATCAGAGGTC TAATCCCAGAGTGLTATGLITG
TTTACAGAATTCAGGATGEAGAGAAGAAACCAATTAGT TGRAACACTGAT
ATTTCCTGGECTTACT GRAGAAGAAT TGCATATGEALGTGTTGEAGAATET
TCCACTTACAACACACAACTTTGTACGAAALACGTTTTTCACCTTAGCAT
TTTaTEACTTTTATCGAAAGCTGCTTTTCCAGGETTTCCaCTATCARACA
TaTGETTATARATTTCACCAGCGTTATAGTACAGAAGTTCCACTGATGTS
TaTTAATTATGACCAACTTGATTTGCTGT TTGTC TCCAAGTTCTTTGAAL
ACCACCCAATACCACAGGAAGAGLCGTCCTTAGCAGAGACTGLCCTAACA
TCTGEATCATCCCCTTCOGCACCCGCCTCGRACTCTATTGRGCCCCAMAT
TCTCACCAGTCCGTCTCCTTCAARATCCATTCCAATTCCACAGCCCTTCL
GACCAGCAGATGAAGATCATCOAAATCAATTTGOGCAACGAGACCGATCE
TCATCAGCTCCCAATOTGCATATAAACAC AATAGAACCTOTCAATATTGA
TGACTTGATTAGAGACCAAGRATTTCGTGATGATGRAGRATCAACCACAG
ATTTETCTGCTACCCCCCCTACCTCATTACCTGGECTCACTAACTAACGTG
AAAGCCTTACAGARATCTCCAGGACCTCAGIGAGALAGEAAGTCATCTTE
ATCCTCAGAAGACARGAATCOAATEAARACACTTOATAGACGOGACTCGA
GTGATOATTGGGAGATTCCTRATGRACAGATTACAGTGGEACAAAGAATT
GOATCTGOATCATTTGEAACAGTCTACAAGEGAAAGTGGCATGGTGATAT
OECAGTGAAAATGTTGAATETGACAGCAC CTACACCTCAGCAGTTACAAG
CCTTCAAAAATGAAGTAGGAGT ACTCAGGAAANCACGACATATGAATATC
CTACTCTTCATGGGCTATTCCACAAAGCCACAMCTAGCTATTGTTACCCA
OTEETaTOAGEECTCCAGCTTGTATCACCATCTCCATATCATTGAGACCA
AATTTOAGATGATCAAACTTATAGATAT TG ACGACAGACTGCACAGGRGE
ATGGEATTACTTACACGCCAAGTCAATCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAA
TAATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAALAATAGATGATTTTAGGTE
TAGCTACAGTGAAATCTCGATOGAGTGGOTCCCATCAGTTTGAACAGTTG
TCTGEATCCATTTTGTGGATAGECACCAGAAGT CATCAGAATACAAGATAA
AAATCCATACAGCTTTCAGTCAGATATATATGCATTTGRAATTGTTCTGT
ATGAATTGATGACTGGACAGTTACCTTAT TCARACATCAACAACAGEGAL
CAGATAATTTTTATGGTGEEACGAGGATACCTGTCTCCAGATCTCAGTAA
GOTACGGAGTAACTETCCAAAAGCCATGAAGAGATTAATGRCAGAGTGCC
TCAAARAGAALAGAGATGAGAGACCACTCTTTCCOCARATTCTCGLCTCT
ATTGAGCTGCTGOCCCGCTCATTOCCARAAAT TCACCOLAGTGCATCAGA
ACCCTCCTTEAATCOGECTEAT TTCCARACAGAGGATTTTAGTCTATATG
CTTGTACTTCTCCARAAAC ACCCATCCAGGCAGGGRGATATAGTGLGTTT
CCTETCCACTGAAACARATEAGTGAGAGAGTTCAGRAGAGTAGCAACALA
AGGAAAATAAATGAACATATOTTTGCTTATATGT TAAATTGAATAARATA
CTCTCTTTTTTTTTAAGGTGAACCAAAGAA
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