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Resumen del Trabajo:

Durante los ultimos afios, han surgido multitud de métodos diferentes que
aplican la biologia de sistemas para responder preguntas relacionadas con la
fisiologia humana. El andlisis de reposicionamiento de farmacos ejemplifica las
aplicaciones posibles que pueden tener este tipo de nuevas tecnologias; el cual
consiste en descubrir nuevas indicaciones para farmacos que se utilizan para
otras indicaciones. Sin embargo, es sabido que para un mismo analisis
biocomputacional pueden generarse resultados distintos al usar diferentes
técnicas. Es por ello, que el presente trabajo se ha propuesto, para comparar los
resultados de dos de estas metodologias: la TPMS (Therapeutic Performance
Mapping System), de Anaxomics Biotech y el método basado en segmentacion
de estructuras quimicas, desarrollado por el Prof. Aloy y su equipo (IRB
Barcelona).

Para alcanzar dicha finalidad, se ha llevado a cabo un analisis de
reposicionamiento para la patologia del acné comun, aplicando ambos métodos
y se ha comparado la concordancia de los resultados. Ademas, se ha tenido
acceso completo a uno de los métodos (TPMS), por lo que este se ha podido
estudiar con mas profundidad.




Los resultados muestran cierta concordancia entre los farmacos revelados como
relacionados con la patologia, a pesar de ello, también una cierta discordancia.
Ambos resultados son complementarios y precisan de conocer el
funcionamiento metodoldgico para comprender por qué aparecen resultados
comunes y discordantes. Cada método aporta una perspectiva, capaz de
detectar resultados verdaderos positivos distintos, fruto de la complejidad de la
biologia humana y la idiosincrasia de los métodos aplicados sobre ella.

Abstract:

During the last years, it has been appeared multiple different methods that apply
systems biology to answer questions related to the human physiology. The
reprofiling analysis of drugs exemplifies the possible applications to that kind of
new technologies. That analysis consists in discovering new indications for a
drug that are being used for other indications. Nevertheless, it is known that the
results obtained for the same biocomputational analysis can provide different
results by using different techniques. Because of that, it has been proposed for
the present work, to compare the results of two different methods: TPMS
(Therapeutic Performance Mapping System) of Anaxomics Biotech, and the
fragment based chemical method of Professor P. Aloy and his group (IRB
Barcelona).

Aim to that, it has been carried out a reprofiling analysis for the acne vulgaris,
applying both methods, and it has been compared the concordance of the results.
Also, it has been possible the complete access to the TPMS method, therefore,
it has been studied more deeply.

The results show some concordance between the drugs revealed as related to
the disease, although, some other show discordance. Both results are
complementary and it is needed to know how the method works to understand
them. Each technique provides a different sight, able to detect distinct true
positive results, because of the complexity of human biology and the features of

the methods applied.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

Existen distintos métodos que aplican biologia de sistemas que nos permiten
realizar predicciones y entender aspectos del comportamiento bajo
determinadas condiciones.

El presente trabajo de final de master (TFM) parte de la premisa de que distintos
meétodos, en ocasiones reportan resultados diferentes en respuesta al mismo
analisis. Teniendo como propdsito el poner de manifiesto las diferencias
relacionadas con la aplicacion de dos de estos métodos para un analisis de
reposicionamiento. Con el interés final de intentar dilucidar la causa y, como
resultado esclarecer los puntos donde se podria mejorar el sistema.

Se define como reposicionamiento (también llamado reprogramacion o
reprofiling) para farmacos, aquel analisis o experimento que tiene como objetivo
identificar una nueva indicacion diferente de aquellas para las que fueron
lanzados al mercado.

Un farmaco se puede comercializar para una o mas indicaciones cuando el
farmaco ha superado las pruebas de eficacia y seguridad que marcan las
instituciones sanitarias. Los requerimientos de estas instituciones se formalizan
mediante la realizacidon de estudios clinicos, que evallan la eficacia y seguridad
del farmaco. La eficacia esta directamente relacionada con la indicacion clinica
parala que se ha desarrollado el farmaco. Sin embargo, la seguridad del farmaco
es independiente de la indicacion (si el farmaco va a ser administrado al mismo
tipo de poblacion evaluado por el ensayo clinico previo). Bajo estas premisas
evidencia el interés del sector farmacéutico para dar un nuevo uso terapéutico a
un farmaco que ademas esta ya en el mercado.

Cabe destacar que el lanzamiento de un farmaco se rige por distintos criterios:

- Criterios cientificos
- Control de las instituciones sanitarias
- Necesidades del mercado.

Esto puede significar que un farmaco con una conocida actividad terapéutica
podria no llegar al mercado si existe otro farmaco para la misma indicacion que
colme las posibilidades de éxito comercial. Por tanto, existen multitud de
posibilidades que van desde el desconocimiento al interés econémico, por las
cuales un farmaco pueda requerir el descubrimiento de indicaciones diferentes
a aquellas que tiene reconocidas.



Existen diversas formas de detectar una nueva indicacion para un farmaco. Un
ejemplo es la derivada de la préctica clinica por parte de personal médico.
Quienes, por conocimiento de la patologia y del farmaco o por observacion de la
respuesta clinica del paciente a combinaciones de farmacos, son capaces de
detectar actividad clinica inesperada en ciertos pacientes. Lo que genera que se
practiqgue el uso off-label (fuera de prospecto) de farmacos por su parte. En
algunos casos estos tratamientos acaban siendo referentes de tratamientos,
especialmente en enfermedades sin tratamiento conocido.

La industria farmacéutica tiene un interés claro con una motivacion econémica.
En primer lugar, porque el mercado del farmaco puede aumentar, pero también,
porque una nueva indicacion alarga la patente de un farmaco cosa que les
beneficia para todas las indicaciones ya existentes. La consecuencia final es que
el reposicionamiento de farmacos es una actividad solicitada en el sector
farmacéutico que requiere de herramientas y estrategias efectivas.

Por tanto, multitud de estrategias biocomputacionales se han implementado para
abordar la tarea de reposicionamiento de farmaco. En este trabajo se presentan
dos estrategias que han mostrado ser eficaces, se compara la concordancia de

sus resultados identificando los elementos comunes y especificos de cada uno
de ellas?.

1.2 Objetivos del Trabajo

Objetivos generales:

1. Estudioy comprension de dos métodos biocomputacionales del campo de
la biologia de sistemas aplicados a un ejercicio de reprogramacion.

2. Aplicacion de los procedimientos sobre la patologia del acné vulgar.

3. Comprension de la causa de las diferencias en los resultados del analisis
de reposicionamiento.

! Los resultados de esta tarea de reprogramacion no seran mostrados en el proyecto, el proyecto
Unicamente se centrard en el andlisis del efecto de fArmacos conocidos que se evaltan de forma
diferencial por estos los métodos de ensayo.



Objetivos detallados:

1.

Estudio y caracterizacion del acné como enfermedad y evaluacion de si
es factible realizar el proyecto en base a ella.

Analisis de la metodologia de ambos equipos, Prof. Aloy (1) y Anaxomics
(2), (3) sobre los compuestos quimicos con capacidad de producir o tratar
el acné.

Entender el mecanismo biol6gico por el cual se produce la enfermedad a
nivel molecular.

Entender las bases de clasificacion del método de experimentacion del
Prof. Aloy.

Entender los detalles y funcionalidad de los modelos matematicos
creados por Anaxomics.

Identificar la esencia de los motivos de la clasificacion diferencial
producida con ambos métodos para las mismas predicciones.

Extraer conclusiones que permitan mejorar los métodos o la aplicacion de
ambos métodos para la toma de decision final.

1.3 Enfoque y método seguido

Estrategia escogida

1.

2.

3.

Caracterizacion de los procesos moleculares que producen Acné vulgar
tanto a nivel molecular como a nivel fisiol6gico

Identificar y comprender los procedimientos metodologicos de dos
métodos en relacién al comportamiento de farmacos cuando se testean
como posibles candidatos al tratamiento del acné como patologia o
condicion biolégica.

Comparacion de resultados y estrategias de ambos métodos.

Posibles estrategias

La estrategia escogida corre el riesgo de conformar lo que se denomina una
falacia de evidencia completa (cherry-picking en inglés), en el sentido de que
podemos estar seleccionando lo mejor de los métodos implementados. Esto es
debido a que el estudio no se puede llevar a cabo si el sistema no contiene
suficiente informacion para el andlisis de una determinada patologia y, por tanto,
la estrategia escogida no hubiera podido aplicarse tal y como se ha hecho.
Consecuentemente, otra posible estrategia podria consistir en el estudio de las



causas por las que uno de los sistemas o ambos no es capaz de reportar
resultados.

1.4 Planificacidn del Trabajo

La planificacion inicial del trabajo se conformaba con los siguientes puntos
inicialmente:

- Se realizard una busqueda de informacion sobre la patologia a estudiar,
con el objetivo doble de conocer la enfermedad y conocer los inputs
apropiados para la realizacion del modelo.

- Seguidamente se realizara una documentacion sobre el primer método a
aplicar (TPMS) y aplicacion del mismo. Se dispone de informacion interna
de la compaifiia no publicada pero no confidencial para la consecucién de
los objetivos del master.

- Posteriormente se llevara a cabo una documentacion sobre el segundo
método a aplicar (basado en segmentacion). En este caso es posible que
la realizacion del experimento sea realizada por parte del IRB de
Barcelona, fundadora del método.

- Finalmente se realizara el andlisis de los resultados y se extraeran si es
posible una serie de conclusiones.

Estos puntos, concretados como las tareas que se muestran en la Tabla 1, fueron
definidas al inicio del proyecto y reportadas en el informe PEC 1. Todos los
puntos se corresponden con el trabajo que finalmente se ha realizado, con
excepcion de la tarea numero 16, la cual comprende la realizacion de un estudio
estadistico. Este analisis no se habia planificado desde el comienzo, sino que
fue afladida durante la realizacion de la PEC 3, por lo que ha sido afiadida en el
informe PEC 3 y la presente memoria. Las mayores modificaciones se han
realizado sobre el tiempo destinado a cada tarea, que han tenido que ir siendo
ajustados conforme se ha llevado a cabo el proyecto.



N2 Tarea

1

10

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Nombre de tarea

PEC O: Presentacion y lectura del plan
docente

Busqueda y lectura de publicaciones
sobre la patologia del acné

Planificacion del trabajo y redaccién de la
PEC1

PEC1

Lectura de informacion sobre métodos de
inteligencia artificial

Método 1: Estudio del software a utilizar

Redaccién de la PEC2

PEC2

Método 1: Obtencidn de los primeros
resultados

Lectura de informacion y comprensién del
funcionamiento del método 2

Lectura de informacion y comprensién del
funcionamiento del método 2

Método 2: Estudio del software a utilizar;
Obtencidn de los primeros resultados

Evaluacién y comparacion de los
resultados

Interpretacién de los resultados

Redaccién de PEC 3

PEC3

Estudio estadistico; Evaluacién e
interpretacioén de los resultados

Redaccién de la memoria final

Preparacién de la presentacién en
PowerPoint

Entrega de la memoria final (documento y
presentacion)

Preparacién de la defensa

Entrega de la defensa publica

Tabla 1. Calendario final del proyecto.

Duracién

5 dias

6 dias

5 dias

11 dias

6 dias

6 dias

3 dias

15 dias

4 dias

2 dias

2 dias

9 dias

2 dias

1dia

3 dias

25 dias

4 dias

7 dias

1dia

10 dias

9 dias

11 dias

Comienzo
mié
22/02/17
mié
01/03/17
jue
09/03/17
mié
01/03/17
jue
16/03/17
vie
24/03/17
lun
03/04/17
jue
16/03/17
jue
06/04/17
mié
12/04/17
mar
18/04/17
jue
20/04/17
mié
03/05/17
vie
05/05/17
lun
08/05/17
jue
06/04/17
jue
11/05/17
mar
16/05/17
mié
24/05/17
jue
11/05/17
jue
25/05/17
mié
07/06/17

Fin
mar
28/02/17
mié
08/03/17
mié
15/03/17
mié
15/03/17
jue
23/03/17
vie
31/03/17
mié
05/04/17
mié
05/04/17
mar
11/04/17
jue
13/04/17
mié
19/04/17
mar
02/05/17
jue
04/05/17
vie
05/05/17
mié
10/05/17
mié
10/05/17
mar
16/05/17
mié
24/05/17
mié
24/05/17
mié
24/05/17
mar
06/06/17
mié
21/06/17

Realizada

v

v

v

Préximo
hito
Préximo
hito
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Figura 1. Diagrama de Gantt

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

- Comparacion de los métodos previamente definidos.

- Mecanismos de accion de dos de los farmacos obtenidos a raiz de los
resultados de uno de los métodos.

- Andlisis estadistico que pretende comparar el comportamiento de las
mismas variables (proteinas) segun se aplique un farmaco u otro.

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

El apartado siguiente (2. Resto de capitulos) se estructura siguiendo el método
cientifico habitual.

% Primeramente, encontramos una introduccion en la que se detalla la

importancia y el interés por este tipo de analisis y se describe también la

patologia estudiada, dado que ha sido un proceso necesario para

preparar el analisis.

El siguiente apartado consiste en presentar los métodos utilizados para

realizar el estudio.

s Seguidamente encontramos un apartado de resultados, en los que se
presentan los resultados obtenidos mediante tablas y figuras.

+ Finalmente encontramos un apartado dedicado a las conclusiones e
interpretacion de los resultados.

e

AS



2. Contextualizacion

La biologia de sistemas es un campo de investigacion que comenzé a
desarrollarse en torno a la década de los 60, para establecerse més tarde, como
disciplina académica a lo largo del afio 2.000. Desde entonces se ha expandido
mucho, siendo considerada como multidisciplinar, a consecuencia de que retne
enfoques de distinto origen, como puede ser el biolégico, matemético e
informatico. Constituyendo sus aplicaciones mas importantes en los campos de
farmacologia y la biotecnologia (4), (5).

En términos generales, la biologia de sistemas consiste en el estudio de un
organismo o sistema desde un punto de vista integrador y global que es capaz
de interrelacionar sus componentes, los cuales seran predominantemente
proteinas y genes.

El comportamiento de un organismo puede ser predicho in silico con este sistema
gracias a la creacion de un modelo matematico, el cual ha de ser entrenado y
validado a partir de un conjunto de datos. El modelo permite recrear o simular
procesos bioldgicos con una aplicabilidad practica como puede ser el predecir
una respuesta ante la aplicacion de un tratamiento, por ejemplo, un farmaco, o
una determinada situacion, como una enfermedad, que provoca un cambio en el
modelo.

La aplicacion biomédica o biotecnoldgica de este tipo de tecnologia se puede
abordar a través de diversas aproximaciones o métodos (6), (7), (8).

Centrando el interés en esto, el presente trabajo de final de master, va a consistir
en comparar dos de las aproximaciones posibles, enfocandose en evaluar la
causa subyacente a las diferencias o errores que se puedan observar en los
resultados.

Se pretende realizar una evaluacion de los siguientes métodos:
- TPMS (Therapeutic Performance Mapping System) de ANAXOMICS, basada
en la utilizacién de distintos parametros que describen desde diferentes puntos

de vista el sistema bioldgico.

- Métodos basados en el potencial quimico estadistico, descrito por el Prof. P.
Aloy (IRB Barcelona).



3. Aplicacion practica en farmacologia:
reposicionamiento para farmacos

Una de las aplicaciones de interés de las técnicas computacionales en
farmacologia es la identificacion de nuevas indicaciones para farmacos, analisis
denominado como reposicionamiento (en inglés reprofiling o repurposing).

El reposicionamiento de farmacos tiene interés tanto desde una perspectiva
clinica como desde una perspectiva econémica (6) (7). Por un lado, los clinicos
precisan mas herramientas quimicas que les permitan tratar de modo cada vez
mas eficaz los procesos patolédgicos. Por otro lado, el mercado farmacéutico es
muy competitivo y la inversion necesaria para conseguir que un farmaco alcance
el mercado es muy alta y con una tasa de éxito muy baja. Ambas perspectivas,
3precisan, por tanto, de la identificacion de nuevos farmacos o indicaciones que
les permita cumplir sus objetivos.

3.1. Motivos cientificos y clinicos del interés del reposicionamiento de
farmacos

Sobre todo, para enfermedades que carecen de tratamiento, patologias de baja
prevalencia o cuando los tratamientos habituales dejan de ser efectivos para un
paciente, los clinicos necesitan disponer de herramientas, normalmente
tratamientos quimicos, que les permitan atender las necesidades de los
pacientes. En estos casos, y otros muchos, un prescriptor puede optar por la
administracion de tratamientos off-label, es decir, tratamientos que tienen una
intencién terapéutica diferente de la indicada y aprobada para el farmaco.
Normalmente los médicos apoyan esta decision en la experiencia, pero
sobretodo en publicaciones cientificas donde otros facultativos sugieren ese uso
off-label del farmaco.

A simple vista parece que el uso off-label del farmaco es un proceso previo que
necesariamente deberia conducir a los propietarios de la patente del compuesto
a hacer el desarrollo clinico del farmaco para esa nueva indicacién. Sin embargo,
esto no siempre es asi. Los motivos subyacen en el sentido econdmico del
proceso. Por un lado, el coste de desarrollo clinico implica elevados costes de
desarrollo. Por otro lado, las enfermedades raras o de menor interés economico
no garantizan a los inversores farmaceéuticos el retorno de su inversion.
Consecuentemente los médicos no disponen de la indicacion en los farmacos
gue posiblemente desde un punto de vista funcional, clinico y practico es
adecuada.



o Existen muchos ejemplos en la literatura de farmacos que se usan de modo
off-label. Un ejemplo conocido en Anaxomics es el propuesto por el Dr. José
Alegre (Coordinador de la unidad de CFS en el Hospital Vall d'Hebron Institut
de Recerca) para el tratamiento de la fatiga crénica. Esta enfermedad no
dispone de tratamientos indicados para ella, sin embargo, el equipo del Dr.
Alegre ha comprobado y demostrado que el farmaco Rituximab es un
tratamiento adecuado para muchos de sus pacientes (9).

3.2. Motivos econdmicos para el reposicionamiento de farmacos

Es evidente que cuantas més indicaciones tiene un farmaco mas mercado
potencial tiene, por tanto, es mas susceptible de generar ingresos. El curso de
vida de un farmaco es relativamente breve y va ligado a la patente que protege
su explotacion, no dura mas de 10 afios.

Sin embargo, solo en determinados casos una nueva indicacion que extienda la
patente del farmaco es realmente de interés para el mercado.

En el caso de nuevos lanzamientos de farmacos o aquellos que estan en el punto
algido de su ciclo de vida, el hecho de identificar una nueva indicacién podria
tener sentido econdmico. Sin embargo, la indicacion debe también acompasarse
a ese ciclo de vida del farmaco. Por ejemplo, indicaciones cuyos estudios clinicos
requieran el seguimiento de pacientes durante afios son especialmente
complicadas porque agotan el ciclo de vida del compuesto.

Como puede verse, aunque desde perspectivas altruistas disponer de nuevas
indicaciones para farmacos parece obvio cuando se contextualiza todo el
proceso aparecen limitaciones que condicionan el proceso de
reposicionamiento.

3.3. Reposicionamiento de farmacos desde el punto de vista de seguridad

Una ventaja obvia de reposicionar un farmaco es el hecho de utilizar un
compuesto quimico cuyo perfil de seguridad es bien conocido, puesto que ya
esta en el mercado. Por tanto, el desarrollo clinico que se produzca sobre este
farmaco sera centrado por tanto en su eficacia. No por ello se eliminara la
aplicacion de los sistemas de control adecuados, pero posiblemente, seran
superados mas facilmente. Una prueba de ello es que las fases mas tempranas
de desarrollo de un farmaco Fase | podria negociarse con las instituciones
sanitarias para ser dadas por superadas. Evidentemente, este efecto esta
directamente relacionado con los tiempos y costes de implementacion de un
farmaco hasta llegar al mercado, y sobretodo, con el riesgo de la inversion que
se centraria en el perfil de eficacia de la nueva indicacion.



Una perspectiva interesante es que los farmacos no sélo pueden desarrollarse
con la intencion de ser mas eficaces que otros farmacos ya existentes para una
indicacion. En algunos casos donde los criterios Standard of Care (SoC) de la
indicacion presenta perfiles de seguridad no confortables existe la posibilidad de
que un farmaco, incluso menos eficaz, pueda alcanzar el mercado. En este caso,
el farmaco sobre el que se aplicaria el reposicionamiento debera cumplir un perfil
de eficacia quizas no tan exigente pero si un perfil de seguridad mas estricto.
Serdan las instituciones sanitarias quienes autoricen o no tal estrategia.

3.4. Reposicionamiento de fairmacos desde el punto de vista de eficacia

El planteamiento mas clasico de disefio de un farmaco es buscar un compuesto
eficaz contra una indicacion. El reposicionamiento de un farmaco no es ajeno a
esto. Sin embargo, aunque parezca poco probable que un farmaco muestre una
enorme eficacia para una indicacion para la cual no fue disefiado, se han dado
casos. Un ejemplo destacado y ampliamente conocido es el caso del farmaco
Viagra, cuyo efecto adverso acabd siendo la principal indicacion del compuesto.

3.5. Estrategia de reposicionamiento para crear una nueva patente con
una nueva entidad quimica

El desarrollo de un farmaco, sea por reposicionamiento o no, va muy ligado a la
patente de explotacidon econdmica del mismo. Sin un retorno econdémico es dificil
gue se invierta en el coste de desarrollo del mismo. La ampliacion de una patente
no siempre justifica la inversiéon de desarrollo clinico del compuesto para la nueva
indicacién. Por tanto, es necesario definir estrategias que permitan disponer del
maximo tiempo posible para su explotacion comercial.

Hay 3 estrategias basicas:

(@) la modificacion de la estructura quimica del compuesto mediante la
adicion/sustraccion de parte de su estructura.

(b) variar la via de administracion, forma, dosis u otros elementos que permitan
desarrollar una nueva patente

(c) combinar el farmaco con otros compuestos quimicos que permitan definir la
combinacién como una nueva entidad quimica.

Las estrategias (a) y (b) tienen como principal limitacion las propias patentes de
los compuestos candidatos. Usualmente las patentes de los compuestos ya
contemplan todas las opciones de comercializacion y variaciones posibles. La
opcién (c) por su parte requiere de una nueva patente, y, por tanto, hay que
demostrar la innovacion. La mejor manera de cumplir estos requerimientos es
disponer de una combinacién de compuestos, ninguno de los dos con patentada
sobre la indicacion deseada, y que juntos tienen una actividad sinérgica sobre
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esta nueva indicacion. Es decir, encontrar 2 compuestos que, combinados
muestren una eficacia significativamente superior a la suma de los dos
individualmente. Mateméaticamente podriamos expresarlo como que A+B<AB.

La estrategia (a) y (b) quedan fuera del alcance de este trabajo, sin embargo, la
estrategia (c) es abordable mediante uno de los métodos que se van a utilizar,
concretamente el TPMS de Anaxomics (1), (2).

3.6. Farmacos asociados a biomarcadores: segmentacion de pacientes

Cada vez es mas complicado el lanzamiento de un compuesto que tenga un
alcance global a una patologia. En los Ultimos afios esta proliferando la
asociacion de farmacos con biomarcadores, que permiten identificar aquellos
pacientes para los cuales el tratamiento va a resultar especialmente efectivo y
seguro.

Estos biomarcadores son mas sencillos de descubrir cuando el desarrollo del
farmaco se basa en el conocimiento del mecanismo de accion del farmaco y en
el conocimiento de los procesos moleculares que subyacen bajo la enfermedad.
Este hecho es también accesible a la metodologia TPMS de Anaxomics.

3.7. Analisis de reposicionamiento (reprofiling) y perfil de seguridad
(safety profile):

El anadlisis se ha llevado a cabo utilizando un software desarrollado por
Anaxomics que se agrupa en la tecnologia denominada TPMS (10). Se inputan
como entrada (inset) una lista de targets, es decir, las proteinas diana de una
gran cantidad de farmacos a evaluar. Como salida (outset) se indica la patologia
con la que se desea relacionar, el acné en este caso, pero se inputa como un set
de proteinas que la representan. Es por ello que es necesaria la caracterizacion
de la patologia, para descubrir qué proteinas son las que estdn mas
estrechamente relacionadas con dicha enfermedad.

La misma herramienta es aplicable tanto para descubrir nuevas indicaciones
como efectos adversos, en cuyo caso podriamos denominarlo perfil de
seguridad.
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4. Acné vulgaris: Caracterizacion de la patologia

Se define como acné vulgar a la enfermedad cronica inflamatoria de la piel que
involucra lesiones localizadas en las unidades pilosebaceas que derivan a la
formacion de comedones, papulas, pustulas, nédulos y cicatrices de distribucion
facial principalmente (11).

4.1. Epidemiologia

Se considera una enfermedad muy comun mundialmente, segin algunos
estudios, casi el 100% de la poblacién lo sufre en algidn momento de su vida
(12), su prevalencia es notoriamente mayor durante la etapa de la pubertad y la
adolescencia.

La gravedad de la enfermedad se considera indirecta, dado que la calidad de
vida del paciente puede verse afectada debido a la carga psicolégica asociada
llegando a incrementar la incidencia de ideales autoliticos (13).

4.2. Etiopatogenia

La piel es un organo de defensa contra la entrada de potenciales elementos
infecciosos, toxinas o distintas substancias provenientes del exterior, a la vez
gue evita la pérdida de fluidos internos. Constituye una barrera fisica gracias al
estrato corneo (hidrofébico) a la par que quimica (sintetiza proteasas, lisozimas
y péptidos antibacterianos) (14).

La forman tres capas, una mas externa o epidermis y otra mas interna o dermis
y por ultimo la llamada subdermis. La dermis presenta distintas subestructuras
(o anexos cutaneos), como las unidades pilosebaceas, entre otros.

Cada unidad pilosebacea se compone de un foliculo piloso y una glandula
sebacea.

El acné constituye una alteracién multifactorial que puede ser inducida por una
mezcla de factores enddgenos y exdgenos. Una lesion inicial e invisible para el
ojo humano denominada microcomeddén puede evolucionar a comedén (no
inflamatorio) o pustulas, papulas o nédulos (inflamatorio). Ambos requieren de
una queratinizacién folicular alterada, hiperplasia de las glandulas sebaceas y
hipercolonizacion de Propionibacterium acnes en el foliculo.

Hipergueratinizacion

Alteraciones en el equilibrio de &cidos grasos contenidos en el sebo o una
deficiencia de androgenos (a través de la enzima 5-a-reductasa), pueden
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desencadenar un proceso hiperqueratinizacion. Este evento puede modificar a
su vez la diferenciacibn de los queratinocitos y composicion del sebo,
promoviendo altos niveles de interleucina-1a; ademas de derivar en una mayor
proliferacion de la mencionada bacteria, ambos capaces de estimular
inflamacion.

Hiperplasia de las glandulas sebaceas vy seborrea

El exceso de queratinizacion combinado con un exceso de sebo puede iniciar el
ensanchamiento de los foliculos. Esto forma parte del proceso fisiol6gico natural
gue se inicia al cumplir los 7-8 afios de edad debido a cambios hormonales.
Asimismo, los cambios mas iniciales en el proceso de evolucién del acné también
requieren del exceso de ambos, resultando en la formacién del llamado
microcomedon.

Las lesiones de acné muestran una elevada proliferacion de las células
epiteliales del foliculo, derivada a menudo por un incremento de la sensibilidad
a andrégenos y cambios en la composicion de los lipidos del sebo (15).

Colonizacién bacteriana

Las condiciones ambientales que se dan en el foliculo con la patologia o durante
el proceso de formacion del acné, son Optimas para la proliferacion de especies
de propionibacterium, concretamente, de la especie P. acné principalmente.
Existiendo una clara correlacion entre la colonizacion bacteriana del conducto
pilosebaceo y el inicio del micro comeddn. Asi como la relacion inversa entre la
colonizacion y la cura de la patologia. Sin embargo, no hay evidencias que
correlacionen la cantidad de dicha flora en la superficie de la piel con la severidad
del acné.

Seguramente la raz6n mas importante para que la colonizacién de dicha
poblacién bacteriana afecte a la evoluciéon de la patologia es la promocion de la
inflamacion que va asociada con ella. La activacion de vias inflamatorias debido
a ello tiene lugar mediante la activacion de receptores TLR y enzimas de
degradacion.

Factores inmunoldégicos e inflamacién

El papel de la inflamacion puede verse como primario, dado que en algunos
casos se ha demostrado que tiene poder para iniciar la comedogénesis,
sobretodo, a través de la interleucina 1. Sin embargo, también puede verse como
secundario dado que la inflamacién se ve implicada en los mecanismos de
promocién de la produccion de sebo. Correlacionandose la inflamacién
prolongada se considera como un marcador de la propensién del acné a dejar
marcas o cicatrices permanentes (16).
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Figura 2. Esquema general de la patofisiologia del acné (16).

4.3. Proteinas implicadas en la etiopatogenia del acné: Efectores del acné

Se recogen para el modelo las 79 proteinas que se han demostrado relacionadas
directamente con el desarrollo de la patologia del acné en publicaciones
cientificas. Y, por tanto, se han inputado como efectores de la patologia.

5. Métodos

5.1. Identificacion de efectores para reposicionamiento

Ambas tecnologias precisan de un input o efector para relacionarlo con la
informacion clinica (condiciones/ patologias), que en este caso seran los
farmacos a evaluar. Dichos farmacos se encuentran integrados en la base de
datos de las compafiias y constituyen un total de alrededor 6.500 compuestos
procedentes de la base de datos DrugBank (17).
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5.2. Descripcion de la tecnologia basada en segmentacion de estructuras
guimicas

La evidencia demuestra que hasta los farmacos mas especificos presentan
perfiles de interaccion heterogéneos. Lo que ha llevado a pensar que la vision
compleja e integrativa dada por la aplicacion de la biologia de sistemas es
necesaria para comprender la farmacologia y toxicologia (18), (2).

El sistema se basa en el potencial quimico estadistico, concretamente, el método
inicial es el llamado SEA, Similarity Ensemble Approach. Dicho procedimiento
fue disefiado para calcular una medida cuantitativa llamada coeficiente de
Tanimoto (Tc), que determina la similitud entre ligandos. Los valores de Tc
oscilan entre 0 y 1, segun muestren menor o mayor similitud, respectivamente.
La finalidad del cual es poder relacionar y clasificar conjuntos de proteinas
biologicamente en funcién de la similitud de sus ligandos (19).

La version adaptada no se restringe solamente a evaluar la region de union al
ligando. Para este analisis son utilizados pequefios fragmentos de toda la
proteina, que constituyen una huella quimica (FP2). Se considera, por tanto, un
enfoque quemo-céntrico.

Para aplicar el andlisis se utilizan aproximaciones estadisticas y de probabilidad;
De un modo simplificado, para comparar dos grupos de moléculas en estudio,
es necesario sumar sus valores de Tc (Unicamente se consideran aquellos que
se encuentren por encima de un punto de corte, como es 0.55). La similitud entre
cada grupo o set es comparada estadisticamente mediante el calculo de Z-score,
E-valor y p-valor.

Esta metodologia es muy util a la hora de realizar comparaciones o relaciones
entre proteinas, farmacos o enfermedades. En este caso, lo que se ha realizado
es un analisis de reprofiling, a partir de datos procedentes de bases de datos
como CTD (Comparative Toxicogenomics Database) (18). Es posible relacionar
farmacos con una enfermedad (ya sea de forma curativa o como efecto adverso).
Ademas, bases de datos ChEMBL o BindingD, son utilizadas para conocer
interacciones entre moléculas (targets y ligandos).

Con toda la informacién se completa una red de condiciones humanas, a partir
de la cual, es posible buscar patrones entre los farmacos, para catalogar
determinadas huellas moleculares junto con patologias, indicaciones o efectos
toxicos. Mas tarde, es posible aplicar técnicas de machine learning, para crear
con ello modelos entrenados, que al igual que en el caso de Anaxomics, permitan
predecir relaciones desconocidas.
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Pasos para crear la red:

1) Identificacién de las partes quimicas asociadas a un efecto fenotipico. La
identificacion de las estructuras se realiza mediante bases de datos publicas
como Chemical Identifier Resolver (20) y PubChem (21)

Los compuestos quimicos se separan en distintos fragmentos (desde 5 hasta
200 fragmentos, siguiendo siempre unas pautas y sin alterar grupos funcionales)
(18).

2) Construccion de predictores de fenotipos.

3) Conexién de enfermedades segun si se relacionan con estructuras quimicas
parecidas para la construccion de una red.

4) Creacion de redes de patologias con distintas aplicaciones:
- Deteccion de comorbilidades (relaciones entre patologias).
- Deteccion de posibles efectos secundarios de farmacos.
- Deteccion de posibles nuevas indicaciones.
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Figura 3. Representacion de las distintas redes que pueden diferenciar y correlacionar con las
distintas aplicaciones (18).

Modelos predictivos:

Parametros que tiene en cuenta:

Phenotypic probability: Probabilidad de generar dicho fenotipo. Se escogen
farmacos que sobrepasan un valor de 0.57.

Target Profile Probability: Probabilidad de interaccion con la diana. Se escogen
farmacos que sobrepasan un valor de 0.57.

AUC (Area Under the Curve): Para evaluar el ajuste de los modelos, se miden
especificidad y sensibilidad mediante curvas ROC y AUC con los distintos puntos
de corte posibles. El valor de minimo en este caso es de 0.7.

Se utiliza el algoritmo de clasificacion RF (Random Forests) para determinar si
dos fragmentos interactian entre si.

Posibles limitaciones de la tecnologia:

- El sistema es ciego al mecanismo molecular, por lo que falta un soporte tedrico
para discernir por ejemplo entre si el farmaco puede actuar como tratamiento o
como toxina.

Los recientes avances en mineria de texto (text-mining) son prometedores para
paliar esta falta de conexion.

- Es frecuente que la combinacion o exclusion de varios fragmentos sea el
responsable del efecto farmacolégico, por lo que la precision cuando se analizan
fragmentos de forma individual no es suficiente en estos casos.

5.3. Descripcion de la tecnologia de Anaxomics, TPMS y Sampling Models

1. Construccion de la red biolégica

La red bioldgica o topologia consiste en un mapa de interacciones moleculares,
generalmente interacciones proteina-proteina, que representan el entorno
fisiol6gico del proceso biolégico que se pretende estudiar.

La red molecular se organiza en torno a moléculas semilla, que son las proteinas
consideradas como mas importantes para el proceso bioldgico en cuestion. Por
ejemplo, las semillas pueden ser una via molecular, una enfermedad o condicién
patolégica o un farmaco (que pueden ser representados por un conjunto de
proteinas).

Una vez se han definido las semillas, se realizara una extension de la red,
afiadiendo nuevos nodos (proteinas, aunque podrian ser de otro tipo, como
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metabolitos, genes, etc.) y sus relaciones o links (generalmente activacion o
inhibicion, ya sean provenientes de rutas de sefializacion, asociacion funcional,
fisica, etc.).

2. Analisis topoldgico

Las propiedades funcionales de la red creada son analizadas asegurar que
cumple los criterios biolégicos establecidos. Para ello, lo primero es transformar
la red en un modelo matematico.

Una vez transformado, cada enlace entre nodos es definido como una funcion
con un unico parametro desconocido, de forma que se generan tantas incognitas
como n° de nodos tiene la red. El objetivo final es la resolucion de las incégnitas
para solucionar el modelo, pero la complejidad del problema en si exige de
computacion de alto rendimiento, o en su defecto, de una serie de
simplificaciones.

3. Generacion del modelo matematico

Los modelos matematicos permiten la aplicacion de la técnica de analisis:

Andlisis de presencia (Presence analysis): Se pretende comparar las proteinas
de la red con n redes del mismo tamafo escogidas al azar para conocer cuales
de ellas se encuentran mas representadas.

Andlisis de conglomerados (Clustering analysis): Se trata de una técnica muy
utilizada en el campo de la mineria de datos. Permite clasificar casos, variables,
poblaciones, etc., en funcién de la similitud existente entre ellos. Existen distintos
tipos, como el analisis de conglomerados jerarquico y el de K medias (22), (23).
En este caso, el analisis se basa en medidas de densidad de proteinas para
poder identificar en el resto de la red regiones con alto n° de proteinas similares.
Esta técnica requiere de la aplicacion de técnicas de reduccion de la
dimensionalidad para poder manejar la red problema en un formato 2D.

Técnicas de reduccion de dimensionalidad:

Andlisis de componentes principales, ACP (en inglés PCA, Principal Component
Analysis): Es una técnica estadistica que busca la proyeccién segun las cual los
datos quedan mejor representados en términos de minimos cuadrados. A partir
de un conjunto de observaciones de numerosas variables (relacionadas o no
entre si), permite reducir la dimensionalidad al escoger las variables llamadas
componentes principales, las cuales no muestran correlacién lineal y no
constituyen una pérdida de informacion.
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En nuestro caso, la transformacion por ACP permite convertir la matriz inicial en
una nueva versidon 2D que representa el mapa o la red de interacciones,
localizando juntas aquellas proteinas cuya relacion es mas parecida.

Analisis de escalado multidimensional (Multidimensional Scaling, MDS):

Se trata de un conjunto de técnicas estadisticas utilizadas para visualizar y
explorar datos. En este caso la técnica utilizada en concreto es el algoritmo de
Sammon, el cual es utilizado de forma iterativa para reducir el mapa de n
dimensiones a un plano bidimensional con una precision aceptable.

Igual que en el caso del ACP, se mantienen juntas aquellas proteinas que se
mostraban cercanas en el modelo inicial.

El modelo matematico pretende describir un sistema bioldgico con el propdsito
de generar mas informacién a partir de él con investigaciones indirectas (como
es el caso de las predicciones).
En el caso propuesto, los métodos de modelizacion utilizados son técnicas de
Inteligencia Artificial (Al) o aprendizaje automatico (machine learning), que
incluyen:

e Redes neuronales artificiales (Artificial Neural Networks, ANN) (24).

e Meétodos estocasticos como (Simulated Annealing) y el método de

Montecarlo.
e Teoria de grafos y reconocimiento de patrones.

Para perfeccionar los resultados se generan multiples algoritmos matematicos o
modelos (sampling methods). De entre los cuales se escogen los que cumplen
un mayor n° de parametros bioldgicos, recogidos en la tabla de la verdad (Truth
Table), verificado con métodos como la validacion cruzada de k interacciones (k-
fold cross validation).

4. Mecanismo de accion (MoA):

La forma mas habitual y practica de reportar éstos modelos o resultados es
generar una grafica denominada mecanismo de accion, en la que se representa
la via molecular capaz de producir la respuesta fisiologica correspondiente a la
patologia o input introducido. Asimismo, es complementario con otros analisis
(tales como el reposicionamiento), ya que permite proveer los resultados de una
explicacion molecular. Lo que permite, por un lado, poder comprender el proceso
y por otro corroborar los resultados en caso de tener un sentido biolégico.

A continuacién, se detalla el proceso de generacion de un mecanismo de accion.

19



Proceso de realizacion de un MoA:

La composicion de un MoA es un proceso complejo que se puede dividir en 3
capas (topoldgica, priors y restricciones), en funcion de la informacion bioldgica,
clinica y topoldgica que se maneja.

Topologia:

Definimos topologia como el conjunto de proteinas y/o genes y los links que
relacionan unos con otros.

LINKS
Metabolicrelation?
Signaling relation?
Physical interaction?

NODES
gen/protein

Figura 4. Representacién esquematica de una topologia.

Se inicia el proceso a partir de una topologia general de grandes dimensiones
gue servird de base para la posterior modelizacion. En Anaxomics existen
conformados distintos tipos de topologias que se corresponden con diferentes
tipos celulares. Es decir, se contemplan parte de las diferencias que se derivan
de cada tipo celular, ya sea por influencias debidas a la fisiologia propia de la
célula o por su entorno o ubicacion fisica. De algunos de estos tipos de topologia,
existen dos versiones, denominadas como relevante y no relevante, segun
tengan mejor o peor calidad (a nivel de referencias), respectivamente. Esto
permite analizar a dos niveles de profundidad, siendo recomendado usar el
primero por defecto y recorrer al segundo en caso de necesitar mas datos para
crear el modelo.

Cada una de las topologias se conforma de una gran cantidad de relaciones
proteina-proteina con el siguiente formato:

ID proteina 1 ID proteina 2 Interaccion

La interaccién positiva o activacion se representa con un valor +1, mientras que
la negativa o inhibicion con un valor -1. Contrariamente, una interaccién nula o
desconocida se representa con un valor igual a 0.
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Para el presente trabajo se ha utilizado la topologia aplicada usualmente, la
llamada Global Human Cell (GHC). De forma opcional, hubiera podido usarse
una poblacién especifica de células epiteliales. Sin embargo, se ha priorizado el
hecho de que la variedad GHC es la mé&s universal y versatil de la coleccion, por
tanto, la mejor entrenada y validada por afios de uso.

Priors
La segunda capa afiade toda la informacién de las bases de datos publicas
implementadas en Anaxomics, tales como:
e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (25) y REACTOME
(26) - vias metabdlicas.
e DrugBank (17)-> farmacos.
e GEO (Gene Expression Omnibus) (27)> Expresién de proteinas.
e IntAct (Molecular Interaction Database) (28), BioGRID (29) y MINT
Molecular INTeraction database) (30)-> Interacciones entre proteinas.

Este conjunto de datos conformaria lo que llamamos como “prior restrictions”, el
cual consiste en informacion general de distinta indole que se aflade para cada
mecanismo de accion de forma automatica elevando su robustez.

THE PREVIOUS KNOWLEDGE ABOUT HUMANS

- {Chnlcal analysis

& Microarrays

Clinical trials %
& Drugs ‘? j

Physiology ’ 57 ':t:l léllizlke;cular
PR gy

Figura 5. Representacion grafica de los diferentes tipos de conocimiento incluidos como prior
restrictions.

Restricciones aplicadas

o Opcionales

Una tercera capa la conforman las modificaciones o restricciones provistas por
el usuario. Esta informacién es opcional y puede conformarse por datos clinicos
evaluados, procesos fisiolégicos que caracterizan una poblacién a estudiar,
datos moleculares experimentales y datos de alto rendimiento (High-Throughput
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data o HT), etc. En definitiva, todos los argumentos que puedan ser relevantes
para el modelo analizado.

Tales como resultados de:
e Espectrometria de masas
e Microarrays
e Secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing o
NGS)
e Metabol6mica
o Requeridas: Input y output del modelo deseado

Se pueden considerar como restricciones “especiales”’, las cuales son
indispensables, y definen la entrada y la salida del MoA junto con el tipo de
relacion que las ha de enlazar. La entrada se ilustrard como la proteina o
conjunto de proteinas a raiz del cual se inicia el grafico y cuyas interacciones
emergen hacia la salida o diana de la via metabdlica.

Por ejemplo, tal como se puede ver en este trabajo, la entrada puede ser un
farmaco (conjunto de proteinas target), y la salida o respuesta, una patologia
(conjunto de proteinas efectoras). En caso de que el modelo pretenda simular el
mecanismo de accion de un farmaco para curar la enfermedad se indicaria con
un signo negativo y en caso contrario, promover la enfermedad, comportandose
como un efecto adverso, signo positivo.

Construccion de poblaciones y mecanismo de accidén por pasos:

Paso 1: Entrenamiento del modelo GHC

A partir de la topologia y junto con parte de la informacidn proveniente de bases
de datos publicas (como KEGG y REACTOME), se generan muchisimas
poblaciones o posibles soluciones. No hay establecido un nimero de soluciones
fijo, el sistema decide cuando se ha alcanzado la calidad deseada, y se eligen
de entre ellas las 1.000 mejores.

El entrenamiento del modelo consiste en buscar valores que deben tener los
links de los cuales no se conoce la relacién que une 2 proteinas. Cada nodo se
comporta como un perceptron en el que entran sefales (inputs) y salen sefiales
hacia sus proteinas vecinas similar a los perceptrones de las redes neuronales.
Las sefales de entrada a cada nodo se integran y se someten a una funcién
sigmoidea que normaliza la sefial a valores entre -1y 1 que se multiplica por el
valor de cada link. De este modo los valores se determinan mediante un proceso
iterativo y supervisado que va optimizandose mediante un proceso basado en el
descenso de gradiente.
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El proceso es supervisado por la Tabla de la Verdad o Truth Table (TT) que
contiene todas las restricciones que debe cumplir el modelo, de este modo, la
calidad del modelo (accuracy o fitness) puede medirse contra esa tabla de la

verdad.
T
Tg o O Funcion de
\ activacion
Senales de
entrada | ¥3° O Q_’ J_ y
Salida

Unidn

L4 sumadora

Y

Iy o—>
Pesos
sinapticos
Figura 6. Diagrama de un perceptrén (31).

Generacion de modelos matematicos

Paso 2: Seleccion del subespacio topoldgico de interés

Una vez se han definido los puntos anteriores, a partir de las 1000 mejores
soluciones de GHC, afadiendo la informacién proveniente de los priors, las
restricciones deseadas, la entrada y la salida (con su signo), se crean 100
soluciones con una topologia mucho mas reducida. Son escogidas tan solo
interacciones gque se encuentran a una distancia maxima de 3 nodos. En este
punto, el modelo es también contrastado con la Tabla de la Verdad, una base de
datos confeccionada a mano en Anaxomics que contiene evidencias biolégicas
bien contrastadas conocidas que todo humano a priori ha de cumplir.

El proceso tiene lugar de la siguiente forma:

Las restricciones deseadas filtran el modelo para eliminar o afiadir interacciones
gue no nos interesan.

Se determina para cada link un valor probabilistico (probability prior o PP), el
cual, determina la probabilidad de que la interaccidén ocurra en ese sentido y de
esa forma (+/-).
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El PP se calcula en base a la informacion disponible e introducida (restricciones
del usuario, restricciones prior y tablas de la verdad), teniendo en cuenta distintos
aspectos:

1. Estabilidad inicial definida por expresion de proteinas, valor que penaliza
interacciones que producen la disrupcién del estado inicial.

2. Concordancia de las interacciones con coexpresiones de HT.

3. Correlacion entre signos de proteinas y vias de interaccion.

4. Correlacion entre signos de dianas de farmacos y la TT.

5. Objetos clinicos adicionales activados como respuesta al estimulo, mide
las vias de interaccion que van desde el estimulo hasta medidas de objetos
clinicos adicionales. Las rutas metabdlicas del MoA coherentes con estos
objetos clinicos adicionales se consideran mas probables.

6. Variaciones de la PP pueden deberse también a las correlaciones entre
las vias y la TT extra de respuesta a estimulo indicada por el usuario.

7. Las dimensiones de la ruta metabdlica también modifica el valor de
probabilidad.

Una vez se han calculado los valores PP son seleccionadas aquellas 3.000
interacciones que presentan mayor probabilidad. Se eliminan de las muestras de

GHC aquellas interacciones que NO forman parte de la seleccion.

Paso 3: Optimizacién

Finalmente, se aplica un proceso aleatorio de optimizacion a las 100 funciones
de los modelos resultantes. Basandose en el valor de PP se afiaden y eliminan
interacciones construyendo una version resumida de las interacciones mas
frecuentes, para encontrar la combinacion o solucién éptima para reportar como
resultado. La relevancia de las interacciones es determinada basandose en su
frecuencia de ocurrencia (votos) sobre la poblacion original. Dicho de otro modo,
la solucion escoge las interacciones mas relevantes y las que mejor se ajustan
alaTT, alas entradas definidas (estimulo) y a las restricciones extra introducidas
por el usuario. Adicionalmente, el nimero de nodos y links que se utilizaran para
conformar la representacion grafica es ajustado y adaptada para un tamafio N
deseado que permita simplificar la ruta metabdlica.
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Seed proteins
Figura 7. Representaciéon esquema del proceso de elaboracion de un MoA (32).
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5.4. Eleccion de farmacos para estudiar su mecanismo de accién

A partir de los farmacos candidatos provenientes del reposicionamiento se han
escogido dos compuestos para continuar el andlisis mediante el estudio de su
mecanismo de accion:

Entre los tipos de farmaco que tipicamente tienen como efecto secundario la
promocion del acné son las hormonas.

1. Con esto, he escogido el farmaco Somatropina recombinante (hormona

del crecimiento). El cual es interesante, dada la relacién epidemioldgica
del acné con la pubertad (33).

2. Ademas, he escogido el farmaco acido Meclofenamico, un antiinflamatorio

no esteroideo (AINE), utilizado para el tratamiento del dolor leve o
moderado. Implicado ademas en la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas.

Dado que la inflamacién juega un papel proactivo en la fisiopatologia del
acneé, se podria pensar que la relacion del farmaco con la patologia podria

darse en cualquiera de las dos direcciones (34).

ID de Nombre Dianas posibles Efecto sobre
DrugBank farmaco ID Uniprot Gen (Nombre) la diana
P10912 GHR .
Activa
Somatropina (recgp'For hormona del
DB00052 recombinante crecimiento)
P16471 PRLR Activa
(receptor de Prolactina)
P23219 PTGS1 Inhibe
(prostaglandina G/H sintasa 1)
P35354 PTGS2 Inhibe
Acido (prostaglandina G/H sintasa 2)
DBO0939 Meclofenamico | P09917 ALOX5 Inhibe
(Araquidonato 5-lipoxigenasa)
043526 KCNQ2 Desconocido
043525 KCNQ3 Desconocido

Tabla 2. Tabla con informacién procedente de DrugBank los fAirmacos a estudiar. Las dianas
para las que el efecto es desconocido no se introducen como pardmetros en la generacion del

modelo.

2 En el apartado 11. Anexos, en la parte de scripts, puede observarse que se habia elegido el
farmaco Finasteride para su estudio. Sin embargo, el resultado del MoA era muy complejo y
presentaba interacciones muy dudosas, por esto se decidié optar por otro compuesto.
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Ademés, para un estudio mas exhaustivo de los resultados para ambos
farmacos, se han recuperado los valores de relacion de los nodos para los 100
individuos creados a partir del modelo inicial. Obteniendo asi dos matrices con X
variables y n igual a 100 para comparar estadisticamente. De esta forma se
podra determinar si existen diferencias significativas entre los mecanismos
accion de ambos farmacos.

La estadistica se ha llevado a cabo con una herramienta que he ayudado a poner
a punto. Se trata de un software implementado en Matlab adaptado para distintos
tipos de datos y realiza de forma automatica distintos test estadisticos generando
un informe con los resultados en PDF. Para utilizarlo el usuario ha de introducir
los datos mediante un Excel, archivo de texto o matriz de datos y definir el tipo
de andlisis que se ha de aplicar segun los datos, en funcién si hay 1 o n variables
distintas, si son datos pareados o no, etc. Finalmente se deben escoger los
resultados mas adecuados a reportar dado que se presentan distintos tipos de
test y graficos.

6. Resultados

6.1. Resultados del método basado en subestructuras de compuestos
gquimicos

No dispongo de estos resultados de modo desagregado, por lo tanto no son
presentados aqui, si no, en el siguente apartado (6.3. Comparacion de ambos
métodos).

6.2. Resultados del método TMPS

6.2.1. Reprofiling: Deteccion de farmacos candidatos

Valores de prediccion ANN (Artificial Neural

Nombre farmaco Network)
Global 1 2 3 4

Somatropina recombinante | 76,66% | 15,79% | 75,6% | 5,92% | 82,06%

Acido Meclofenamico 76,31% | 5,39% 93,4% | 10,06% | 36,2%

Tabla 3. Tabla de resultados del reposicionamiento con el método TPMS mostrando Unicamente
los farmacos elegidos para continuar el estudio.
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Se muestran en color verde los valores superiores al 75% que se corresponden con elevada
correlacion. Los motivos del 1-4 se corresponden con: hiperqueratinizacion folicular, alteracion
de la produccion y composicion del sebo, infeccidn por P. acnes e inflamacion.

Para una interpretacién de los valores reportados se muestran las figuras
siguientes (Figura 9 y Figura 8). En primer lugar los valores reportados por el
andlisis de reposicionamiento se expresa como porcentaje de ANN. Dicho
porcantaje se correlaciona con un valor de TPMS tal y como se observa en la
figura. En la siguiente grafica se muestra el grafico de densidad de Kernel que
representa la probabilidad de ser candidato tanto si la relacién es positiva como
si es negativa. Los cuales se representan en rosa como indicacién y azul como
no indicacién.

La linea naranja muestra el punto de corte (valor de TPMS de 0.5) a partir del
cual se puede asegurar una elevada correlacion entre el farmaco y la indicacion.

Por tanto, si traduccimos el valor de TPMS a propabilidad de ANN, obtenemos
un threshold de casi 0.75 (75%) aproximadamente.

Los resultados de la reprogramacion muestran elevada relacion con la patologia
global para el farmaco Somatropina recombinante. Si miramos con mas detalle,
podemos ver que es debido principalmente al mecanismo de la inflamacién, pero
también a una alteracion de la produccién y composicion del sebo en gran
medida.

De igual manera, se observa elevada correlacion del segundo farmaco con la
patologia estudiada. Sin embargo, tan solo es debido al motivo alteracion de la
produccion y composicion del sebo.

Cabe destacar que esta relacion no indica si es en calidad de tratamiento o de
efecto adverso, dilucidar esto forma parte de la tarea del usuario, quien debe
evidenciar mediante referencias bibliograficas u otros métodos qué es lo mas
probable.
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Figura 8. Equivalencias para valores de TPMS y valores de probabilidad ANN.
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Figura 9. Funcién de densidad de probabilidad acumulada para ambas categorias en funcion de
su valor de TPMS.

Se observa que a mayor valor de TPMS, menor es la probabilidad de error al considerar un
candidato como indicacién (35).
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6.2.2. Identificacion del mecanismo de accion

MoA inicial para el farmaco Somatropina recombinante (pre-validacion)

el JAK2

’l? PTNII
/

Figura 10. Mecanismo de accién del farmaco Somatropina recombinante para producir acné (pre-
validacion)

Se muestra en la Figura 11 la leyenda para ayudar a la comprension del MoA.
La lectura se realiza siempre de arriba abajo, considerando interaccién por
separado. Cabe recordar que el hecho de que dos proteinas se encuentren
unidas por un link, no significa que tengan una interaccion fisica o quimica de
forma directa.

Una vez realizados los primeros experimentos no se obtienen resultados de
Optima calidad, dado que muchos de los links reportados como soluciéon no
habian corroborados por publicaciones cientificas en la base de datos de
Anaxomics. Por tanto, han sido revisados los links a través de referencias
bibliograficas y se han introducido como restricciones para repetir el
experimento. Se denotar visualmente en la Figura 10 y la Figura 13, y, por su
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parte, la Figura 13 y la Figura 14, que las interacciones entre proteinas de los
mecanismos de accion han sido modificadas.

Known link, . ( ~ Node containing more
l Activation ! Inhibition unspecified effect rotein/Gene __ ~ thanone protein/gene

Figura 11. Leyenda para la lectura de links y nodos de los mecanismos de accion.

MoA para el farmaco Somatropina recombinante (post-validacion)

Figura 12. Mecanismo de accién del fArmaco Somatropina recombinante para producir acné
(post-validacion).
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MoA inicial para el farmaco acido Meclofenamico (pre-validacion)

. CR3LI, \
‘. CR3L4, CREBI '

llam -

Figura 13. Mecanismo de accién del farmaco acido Meclofendmico para producir acné (pre-
validacion).
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MoA para el farmaco acido Meclofenamico (post-validacidon)

Meclofenamic acid

- -

" CR3L3, CREB3

- -

- - -

_—_— =

Figura 14. Mecanismo de accion del farmaco acido Meclofendmico para producir acné (post-
validacion).

Para el modelo TPMS se parte aproximadamente de un total de 4.400 proteinas.
En la Tabla 4 se indican en numero total de proteinas con que se realiza
finalmente cada modelo.

De los 79 efectores del acné indicados, 13 de ellos no se han podido tener en
cuenta para realizar el modelo por no contener informacion suficiente, es decir,
por falta de interacciones suficientes.
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Somatropina Acido
recombinante Meclofenamico
5 -
N Ezle proteinas n}odelada? por el 1395 853
estimulo (topologia pequefia)
Precision (Accuracy) 94.83 % 94.73 %
Cobertura (Coverage) 100.00 % 100.00 %
Incerteza (Uncertainty) 28.29 % 16.54 %
S — —
NC restricciones clinicas 1002552 1002552
computadas
5 — ——
N° de restricciones biologicas 14973 14973
computadas
5 — . .
N° de re_stncmones introducidas por 928 928
el usuario

Tabla 4. Detalle de los parametros de la construcciéon de los mecanismos de accion para ambos
farmacos.

Para una interpretacion biolégica de los resultados de los mecanismos de accion
se han rastreado las funciones las proteinas incluidas como nodos y se han
clasificado de una forma general.

- Farmaco Somatropina recombinante:

En general la mayoria de proteinas integradas en el MoA se relacionan con
regulacion de dos tipos de procesos, los implicados en proliferacion, desarrollo y
diferenciacioén celular; y los relacionados con el sistema inmune e inflamacién.

- Farmaco acido Meclofenamico:

En general las proteinas integradas en el MoA se relacionan con regulacion
génica a través de factores de transcripcion, implicados también en proliferacion,
desarrollo y diferenciacion celular, asi como con inflamacion.

Esto, a priori, no nos revela gran informacion si no se estudia en profundidad,
dado que se definen funciones muy generales. El punto que si que llama la
atencion es que ninguno de los 2 mecanismos de accion comparte ningun nodo,
lo que nos lleva a pensar que cada uno de los farmacos esta actuando por una
via completamente distinta.

En el apartado 11. Anexos, se incluyen las tablas que contienen las proteinas
incluidas como nodos en los mecanismos de accion.
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6.2.3. Resultados procedentes del estudio estadistico:

A partir de las 100 poblaciones generadas para cada farmaco se han llevado a
cabo un andlisis descriptivo (evaluando kurtosis, medida general de outliers y
skewness, simetria de los datos) y evaluado distintos test de hipétesis,
considerando los datos como pareados.

Ha sido descartada la distribucién gaussiana de cada una de las variables
mediante 2 test estadisticos diferentes: K-S test (Kolmogorov-Smirnov) y Chi2
test (x2 o “chi cuadrado”). Por tanto, se aplica el test no paramétrico de Wilcoxon.

De las 68 proteinas efectoras que finalmente han participado en la generacién
del MoA, se utilizan 56 como variables, el resto se eliminan dado de no contienen
informacion relevante (todos los valores son igual a cero).

La aplicacion de una correccion para test multiples se recomienda por algunos
autores en caso de analizar un numero de test de hipotesis mayor a 20; n para
la cual la probabilidad de error tipo | (falsos positivo) es de un 60% (36).

Dado que en este caso se realizan 56 test de hipoétesis, se considera por tanto,
como un analisis de comparaciones multiples. Se tiene en cuenta el p-valor
ajustado por FDR en lugar del p-valor para decidir entre las hipotesis nula o
alternativa.

A continuacion, se listan los resultados del estudio estadistico. Unicamente se
muestran p-valor y p-valor ajustado para el test no paramétrico de Wilcoxon.

Nombre de la variable p-valor (paired Wilcoxon 2 tail) FDR Wilcoxon
000206 0,61408964 0,636833703
060603 0,10307302 0,137430688
095864 0,00713119 0,012101408
P01137 0,38824955 0,452957806
P01375 2,3458E-05 5,25467E-05
P01579 5,4956E-09 1,81032E-08
P01583 0,00130107 0,002350312
P01584 0,01663915 0,025883124
P01903 0,08568129 0,117028099
P03372 0,00039274 0,000785486

11 0,41326299 0,472300557
12 1,9738E-13 1,22817E-12
13 1,6625E-09 6,20648E-09
14 5,9718E-13 3,34423E-12
15 1,2917E-09 5,16678E-09
16 9,5916E-10 4,13177E-09
17 8,1003E-08 2,38745E-07
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18 2,9173E-15 2,67834E-14
19 0,00048828 0,000942888
20 0,00910587 0,014997909
21 0,07425851 0,103961912
22 0,54808226 0,590242429
23 9,286E-09 2,88897E-08
24 2,0802E-17 8,85392E-16
25 7,3102E-16 1,02342E-14
26 0,25 0,304347826
27 0,36971653 0,440513313
28 3,3479E-15 2,67834E-14
29 4,9045E-06 1,14439E-05
30 0,46772205 0,523848696
31 3,1233E-09 1,09316E-08
32 0,13678453 0,170220743
33 0,00034452 0,000714562
34 0,00526085 0,009206493
35 0,00056261 0,001050198
36 1,1037E-15 1,23619E-14
37 9,0281E-07 2,52788E-06
38 0,90381963 0,903819628
39 4,2169E-17 8,85392E-16
40 0,87935559 0,895343877
41 0,12074515 0,157249497
42 0,50007052 0,549097046
43 1,0298E-06 2,7461E-06

44 4,7432E-17 8,85392E-16
45 1,1673E-10 5,94276E-10
46 1,8862E-13 1,22817E-12
47 0,000284 0,000611683
48 3,2534E-06 8,15495E-06
49 6,9004E-10 3,2202E-09

50 3,3494E-06 8,15495E-06
51 0,0625 0,092105263
52 0,125 0,159090909
53 0,60338994 0,636833703
54 0,07338568 0,103961912
55 0,01953125 0,029560811
56 0,01452637 0,023242188

Tabla 5. Resultados del test de hipotesis de Wilcoxon.
Se muestran en verde los valores de FDR o p-valor ajustado menores al valor de significaciéon
alfa 0.05%.

3 Por motivos de confidencialidad no se muestran todos los identificadores de proteina en la tabla
y se han sustituido por nimeros.
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Figura 15. Gréfico Volcano plot que representa el Logz del Fold Change contra el Logz del p-valor
ajustado para el test de Wilcoxon.

Se marca en rojo una linea punteada que separa diferencias consideradas como significativas o
no (zona superior e inferior respectivamente).
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Figura 16. Gréfico resultado del Andlisis de Componentes Principales (ACP) para los
componentes uno y dos.

Se muestra en azul y rojo la poblacion perteneciente al farmaco Somatropina recombinante y
acido Meclofenamico.
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Como puede observarse, de un total de 56 proteinas, 37 de ellas muestran
diferencias significativas para los valores de activacion de las dos poblaciones.
Al contrario, para las19 restantes no podemos descartar que no sean iguales.
Se observa en la Figura 15 como para la mayor parte de las variables los
tratamientos estan diferenciados, dado que se encuentran en la parte superior
de la gréfica. El valor del eje x en cambio no es muy informativo, debido
probablemente a un nimero de variables insuficiente para observar un patron
claro.

En la Figura 16 se observa como se dividen de forma evidente las variables de
cada tratamiento en funcion del componente principal 1.

6.3. Comparacion de ambos métodos

N° de farmacos detectados como

; Método TPMS Método IRB
relacionados

Compartidos 33
Distintos 279 105
Total 316 138

Tabla 6. Comparacién de resultados de reprofiling para la patologia acné vulgaris.

Porcentaje de farmacos detectados por ambos métodos

TPMS+IRB 24%

TPMS+RB 11%

TPMS 89%
IRB 76%
Figura 17. Graficos de 360° correspondientes al porcentaje de farmacos que han sido detectados

y por ambos métodos y por un Unico método (TPMS, a la izquierda y método quemo-céntrico
desarrollado por el equipo del IRB Barcelona, a la derecha).
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7. Analisis de resultados y conclusiones

7.1. Andlisis de reposicionamiento

7.1.1. Método basado en segmentacion de compuestos

- Muchos compuestos quimicos con actividad biologica conocida estan
compuestos por subestructuras quimicas comunes con Otros
compuestos quimicos.

- Existen multiples bases de datos de compuestos, tales como DrugBank
(17) o PubChem (21), donde estdn documentadas las estructuras
guimicas de compuestos con actividad biolégica conocida. Estas bases
de datos describen ademas otra informacion relevante del compuesto
como la indicacion farmacolégica del compuesto, sus efectos adversos
o las proteinas dianas del compuesto.

- El Prof. P. Aloy y su equipo han disefiado una estrategia que permite
obtener una division de las subestructuras del compuesto quimico de tal
manera que se puede establecer una relacion entre esas subestructuras
guimicas y la actividad bioldgica del compuesto. Ademas, dado que las
proteinas diana de cada compuesto son también conocidas es también
posible establecer una relacion estadistica entre las subestructuras que
lo componen y las dianas del compuesto.

- Ambas fuentes de informacién, la biolégica-funcional y la informacion
sobre sus dianas, puede ser agrupada con el fin de establecer
potenciales estadisticos que relacionen ambos tipos de datos.

- El nimero de compuestos distintos que interactian con una misma
proteina diana es limitado, lo que limita la capacidad de sacar
conclusiones con potencial estadistico. Por ese motivo es necesario
establecer relaciones entre el conjunto de proteinas diana conocida de
manera que nos permita realizar agrupaciones (clusteres) de esas
proteinas diana.

- Existen multitud de formas de relacionar las proteinas diana entre ellas.

Una de las formas convencionales es establecer una relacién topoldgica
entre esas proteinas. La relacién topolégica mas directa que puede
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establecerse entre dos proteinas es el minimo ndmero de proteinas
necesarias para conectar esas dos proteinas diana.

No obstante, la forma de medir la relacidén topoldgica entre dos proteinas
no es trivial. Existen multitud de formas de construir el mapa de
relaciones de proteinas y genes. Las bases de datos que tienen la
informacion para hacer esa tarea son diversas pero ruidosas. Existen
multitud de relaciones falsas positivas y falsas negativas que afo tras
afo van estableciéndose con més calidad.

En términos genéricos es posible establecer una relacion estadistica
entre todos los elementos descritos hasta el momento: la actividad
biolégica, la subestructura quimica del compuesto y las proteinas diana
conocidas de ese compuesto. La explotacion de las relaciones de esos
potenciales estadisticos mediante técnicas de conglomerados
(clustering) y clasificacion por procedimientos de aprendizaje
supervisado permite extraer conclusiones bioldgicas.

Dado un compuesto problema es posible descomponerlo en
subestructuras quimicas. Algunas de esas subestructuras pueden tener
estadisticamente una relacion funcional que podria heredar el
compuesto original.

Los resultados que describen los articulos del Prof. Aloy y su grupo son
muy interesantes y prometedores.

Sin embargo, esta aproximacion presenta también muchas limitaciones:

o Para poder obtener informacion de un compuesto problema es
necesario que las subestructuras quimicas del compuesto hayan
sido contenidas en otros compuestos de funcionalidad bioldgica
conocida.

o Como todo andlisis estadistico las conclusiones a las que se
pueden llegar dependen del conjunto de datos de aprendizaje.

o) Las conclusiones a las que se puede llegar podrian basarse en
premisas no ciertas que no se dan siempre en la naturaleza. Por
ejemplo, el farmaco problema podria nunca alcanzar la proteina
diana ya sea por barreras fisicas, quimicas o por una ubicacién
distinta. Ademas, lo podemos sumar otros aspectos complejos
como es el estado de administracion del farmaco, en algunos casos
se administra un profarmaco que necesita de una bioactivacion en
el organismo, por tanto, este paso modifica la molécula en si y no
siempre es un proceso conocido.
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o  Larelacion topoldgica entre las proteinas diana se establece como
se ha comentado a partir de bases de datos ruidosas. Esta medida
por tanto estd sujeta a un error que debe ser manejado y
controlado.

o  EIl proceso de fragmentacion que se lleva a cabo también es
determinante en el resultado de la comparativa con los fragmentos
referenciados. Ademas, influye el hecho de que muchos de los
efectores de un farmaco pueden ser producidos por
congregaciones de distintos fragmentos, lo cual genera falsos
negativos.

o Al tratarse de un método de aprendizaje supervisado (al igual que
el TPMS), se tiende a ponderar los aspectos mas representados de
los modelos, influyendo ligeramente asi en los resultados.

7.1.2. Método TPMS

- El procedimiento de Anaxomics, llamado TPMS, parte de premisas
completamente diferentes pese a que persigue exactamente los mismos
objetivos.

- El método TPMS se construye a partir de una topologia, siendo capaz
de encontrar las respuestas siempre que lo permita dicha topologia, es
decir, han de haber interacciones suficientes para que el efector llegue
a interaccionar con la diana en cuestion. Ademas, necesita que el
modelo se ajuste con la precisibn minima indicada. En caso de no
cumplir estos criterios el modelo se diagnosticaria como no valido y no
se construiria.

- Existen bases de datos que contienen informacion topoldgica donde se
encuentran documentadas las interacciones proteina-proteina
conocidas. Ademas, bases de datos que incluyen informacion sobre
interacciones entre farmacos y sus dianas proteicas. De igual forma la
propia base de datos de Anaxomics contiene informacion sobre el
comportamiento biolégico humano. Se incluyen por ejemplo las
relaciones entre patologias y proteinas.

- El método ha demostrado obtener excelentes resultados, siendo capaz
de predecir relaciones desconocidas e insospechadas por

investigadores con el conocimiento actual.

- Sin embargo, esta aproximacién también presenta muchas limitaciones:
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o Al igual que ocurre en el otro método, la existencia de tanta
informacion topolégica y biologica entrelazada puede generar
ruido. Dando lugar a errores como falsos positivos y negativos, que
se van dilucidando y esclareciendo mediante el método cientifico.

o Ademés de partir de una correcta topologia, el sistema ha de
proveerse de informacion suficiente para la asignacion del sentido
de los links.

o Debido a estos inconvenientes, es posible que el modelo no se
ajuste de forma Optima a las restricciones de calidad dado que no
se ajustaria al modelo biolégico humano de referencia en un
porcentaje suficiente.

7.1.3. Resultados comunes y no comunes entre ambos métodos.

¢, Qué significa que los resultados sean comunes?

Por un lado, el hecho de que un farmaco resulte seleccionado como candidato
mediante ambos métodos, significa que las dos técnicas contienen la
informacion necesaria para relacionar dicho farmaco con la patologia estudiada.
Lo cual no significa necesariamente que dicho farmaco esté mas correlacionado
con la enfermedad, sino que es posible detectarlo desde ambas perspectivas.
Sin embargo, a la hora de escoger un farmaco, si que podria ser preferible que
el resultado sea comun para descartar con una mayor seguridad que se trate de
un falso positivo. De la misma forma, se podria considerar que los resultados
negativos comunes ofrecen mayor seguridad para descartar falsos negativos.

¢, Qué significa que los resultados no sean comunes?

Por otro lado, el hecho de que un farmaco resulte seleccionado como candidato
mediante uno solo de los métodos, quiere decir que estamos en un punto ciego
de la patologia para aquel método que no lo ha detectado. Un resultado
diferencial es debido a que cada método analiza tan solo una parte del conjunto,
cuando en realidad los sistemas biolégicos presentan interacciones altamente
complejas. En este sentido, el método de Anaxomics realiza un aporte un extra,
ya que intenta encontrar una solucion que tenga una explicacion que se sustente
en el conocimiento bioldgico. Es decir, no sélo intenta buscar una solucion sino
una que se pueda comprender desde un punto de vista molecular.

Concluimos finalmente, que no existe o no podemos alcanzar una verdad

absoluta, siendo los resultados complementarios, ambas respuestas pueden ser
ciertas sin ser excluyentes.
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7.2. Mecanismos de accion

Se evidencia del hecho de que se hayan creado los modelos, que los
farmacos estudiados tienen probabilidad de estar implicados en la
patologia del acné.

Ninguna de las proteinas presentes en la figura del mecanismo de
accion y tampoco de las que han participado coinciden entre ambos
tratamientos.

Se evidencian claras diferencias en las vias metabdlicas afectadas por
cada una de las drogas.

Dado que el reposicionamiento ha resultado evidenciar la relacion de
ambas con la hiperqueratinizacion, podemos pensar en la posibilidad
de que se lleve a cabo por otras vias que deriven en el mismo
resultado.

A la vista de estas diferencias un MoA comparativo se ha descartado
por parecer redundante. Aunque, por otro lado, un MoOA sinérgico
podria haberse realizado para evaluar si el efecto promotor de la
patologia de ambos farmacos en conjunto es mayor que la suma de
los dos por separado.

7.3. Analisis estadistico

Los test estadisticos realizados han demostrado la existencia de
diferencias significativas para ambos tratamientos.

El andlisis de componentes principales demuestra una alta capacidad
para separar ambas condiciones.

El test de Wilcoxon ha mostrado diferencias significativas entre los dos
tratamientos para X proteinas de un total de x.

Aunque podrian haberse realizado mas experimentos, todos los resultados
obtenidos apuntan a qgue ambos farmacos podrian tener como efecto adverso el
acné. Aun mas gque el efecto bioldgico, se deriva la posibilidad de que cada
farmaco lo haga de forma independiente, es decir, afectando distintas vias
metabdlicas.
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Los resultados que se presentan en este trabajo han sido obtenidos con las
herramientas disponibles en Anaxomics. Estas herramientas ofrecian multitud de
opciones de ejecucion que no han podido ser exploradas por las limitaciones de
tiempo y el entrenamiento requerido para su uso. Es necesario también comentar
gue los resultados obtenidos no siempre han seguido todas las PNTs
(Procedimientos Normalizados de Trabajo) de la compafiia ya éstas que implican
a varios grupos de trabajo ademas del departamento de IT donde se realizaron
las précticas.

8. Conclusiones globales

. Descripcion de las conclusiones generales

Como opinion personal, me gustaria remarcar el hecho de que las ultimas
técnicas y metodologias tecnologicas incluyendo las basadas teoria de redes y
mineria de datos indudablemente tienen una gran potencia de analisis y
aplicabilidad. Se demuestra dado que se ha instaurado rapidamente y comienza
a ser muy importante en el area de las ciencias de la vida, asi como en muchos
otros campos.

Sin embargo, no se puedo obviar la otra cara de la moneda, que es que son
técnicas por el momento dificiimente estandarizables. Cosa que ha sido muy
apreciada en los trabajos cientificos a lo largo de la historia, durante la cual
siempre se ha tendido a trabajar imitando otras referencias para poder comparar
resultados facilmente.

Las técnicas de mineria de datos son muy variadas y flexibles, por lo que por
una parte se requiere del conocimiento necesario para saber como aplicarlas.
Por otro lado, al igual que cualquier técnica nueva, requieren de un periodo de
testeo y validacién que permitan conocer mas acerca sus posibilidades. Carencia
gue sin duda se conseguira en un breve espacio de tiempo.

. Reflexion sobre las lecciones aprendidas durante la elaboracién del
trabajo

Més alla de las lecciones derivadas de la realizacion del proyecto en concreto,
nos encontramos con otro aprendizaje alin mas importante:

- El seguimiento del trabajo a través de las PEC vy la planificacién en

base a unos tiempos me ha permitido mejorar las habilidades
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organizativas y darme cuenta de lo importante que es fijarse objetivos
y evaluar a posteriori si se han podido cumplir, generando a la vez asi
una vision de las capacidades personales.

- Se han podido afianzar y ampliar los conocimientos que sirven de base
producto de la realizacion del resto del master y comprendido la
complejidad a la que pueden llegar las técnicas bioinforméaticas.

- Se ha facilitado la oportunidad de trabajar de forma independiente y
con libertad de decisién. A la vez que se ha prestado apoyo en caso
de ser necesario.

- Se ha adquirido ademas una vision de la compleja infraestructura
informatica que requiere una empresa de biotecnologia como
Anaxomics, en la que se utilizan ordenadores célculo que precisan de
conexiones entre los terminales.

. Reflexion critica sobre el logro de los objetivos

Los objetivos se han cumplido en gran medida para los distintos aspectos
predefinidos.

. Reflexion critica sobre el seguimiento de la planificacion y metodologia

La planificacion se ha seguido de un modo correcto y en el orden que se ha ido
planificando a lo largo de las tres PEC. En cambio, los periodos de tiempo se
han reajustado en algun momento de la asignatura. Sin embargo, el desajuste
no parece haber sido desproporcionado, teniendo en cuenta que al tratarse de
conocimiento nuevo las ideas preconcebidas pueden no ajustarse con la realidad
del proyecto, por tanto, no es tarea facil definir los tiempos.

. Lineas de trabajo futuro que no se han podido explorar en este trabajo

En el futuro se deberia seguir trabajando en esta linea, de comparacion y
validacion los nuevos métodos que van surgiendo se puedan ir asimilando por la
comunidad cientifica para poder darle un uso practico de continuidad. Asi como,
conocer sus bondades y limitaciones para poder maximizar nuestras
capacidades de analisis al maximo.
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9. Glosario

- HT: High-Throughput.

- PP: Prior Probability.

- MoA: Mechanism of Action.

- PNT: Procedimiento Normalizado de Trabajo.

- GHC: Global Human Cell.

- TT: Truth-Table, base de datos propiedad de Anaxomics que contiene las
premisas o normas o fisiolégicas que se cumplen en todos los humanos
0 en determinadas condiciones patofisioldgicas.

- BED: Biological Effectors Database, base de datos propiedad de
Anaxomics que relaciona las proteinas procesos bioldgicos clinicos
(efectos adversos, indicaciones de drogas, enfermedades, etc.).

- ID: Cddigo de identificacion.

- ANN: Artificial Neural Network.

9.1. Listado de todo el software utilizado:

- FEAX: Utilizado para el analisis de reprofiing y para subir las
restricciones.

- PL/SQL Developer: utilizado para la gestion de la base de datos ORACLE.

- Matlab: Utilizado para generar los mecanismos de accion y la realizacion
del analisis estadistico.

- GraphViz: software de visualizacion de grafos (utilizado indirectamente
para crear los MoA y directamente para modificar algunos nombres de los
nodos).

- Blue Griffon: Editor de HTML (es utilizado para el reporte en PDF de los
MoA vy la estadistica).

- R: Se ha utilizado para realizar los gréficos circulares.
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11. Anexos

Documentacion anexa perteneciente a la ejecuciéon de la metodologia:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Front-End del software usado para el reposicionamiento.

Script en lenguaje Matlab utilizado con las llamadas a las funciones
necesarias para la generacion de los MoA con comentarios.

Script en lenguaje Matlab utilizado para la extraccién de los valores de
activacion con comentarios.

Script en lenguaje Matlab utilizado con las llamadas a las funciones para
realizar el analisis estadistico con comentarios.

Tabla que contiene los nodos del MoA para el farmaco Somatropina
recombinante.

Tabla que contiene los nodos del MoA para el farmaco &acido
Meclofenamico.
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11.1. Front-End del software usado para el reposicionamiento y la subida
de restricciones.

Las siguientes imagenes pertenecen a capturas de pantalla de la interfaz
utilizada que ejemplifican el procedimiento de reposicionamiento. Es un
software de facil manejo, basicamente se escoge un farmaco de entrada y un
conjunto de proteinas como salida y se determinan las caracteristicas
deseadas para realizar el experimento. El resultado se recibe por correo
electrénico.

SimsCells User: C
S] M S C E LL S [2727}-eva.gsbarron@anasomics.com }_.3
) ) o “ .
Tvging Systens Bislony 1 1ot Rasearths gk Here To Change SimsCells User Restrctions SIMSCells Sars 5 > Dedetion Tool x

Shortcuts

REPORT TYPE SEARCH SOP:
£ Al NAME S0P_CODE TYPE
ol A¥-Data
Activity Report % Business Target Discovery Tool H.00013 Distance
I"EIE Detailed Protein Distance H.00013 Distance
High Throughput
€l Map Hausdorff Distance H.00013 Distance

Meta Experiment
Molecular
T SimsCells
Task Manager 4 Ways
Project Path @

i3

Protein Sets ;?

Imeractions .<
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11.2. Script en lenguaje Matlab utilizado con las llamadas a las funciones
necesarias para la generacion de los MoA con comentarios.

cd('C:\Users\eva.gabarron\EvaData\TFM\Lanzar MoA'"); %selecciona la carpeta
desde donde vamos a trabajar

clear all %hace una limpieza de variables
LITE.LoginRemote('eva.gabarron@anaxomics.com'’);  %es  preciso  una
identificacion con nuestro usuario para utilizar el software

% descarga de las plantillas de Excel para introducir los datos

SM.DownloadRestrictionsTemplate(‘templateMoATFMdrugproacnel.xlsx');
SM.DownloadRestrictionsTemplate(‘templateMoATFMdrugproacne2.xIsx’);
SM.DownloadRestrictionsTemplate(‘templateMoATFMdrugproacne3.xIsx’);

%NOTA: la mayoria de funciones lleva delante algunas siglas, como en este

caso anterior “SM” (Sampling Methods), esto es porque se trata de funciones
agrupadas en clases.

%MOA PARA DROGA 1 SOMATOTROPINE RECOMBINANT

% FUNCION:
data=GetBEDAESUniprots(aesNames,outFileName,bAddRelevances)
%para obtener las proteinas que definen los motivos de la enfermedad (de la
BED)

data=DDBB.GetBEDAESUniprots({'acne'},'getFromBedProteinsRelatedToAcne.
txt','true")

%para obtener las proteinas que definen la enfermedad (de la base de datos
interna llamada BED (Biological Effectors Database))

%introducimos como parametros: la patologia, el nombre del fichero de salida y
un parametro opcional que afiade una columna con el peso de cada proteina
sobre la patologia.

% La funcién anterior genera un documento en formato .txt:

% Columna 1: AES (Adverse Events) --> Acné

% Columna 2: cddigo proteina efectora (Uniprot)

% Columna 3: activaciones --> 1 Activacion / -1 inhibicién / 9 desconocido
% (las que tienen un 9 a la hora de hacer el MoA no se tienen en cuenta)
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% Columna 4: relevancias --> las relevancias son unos valores de peso de cada
proteina efectora que permiten filtrar las que tienen mayor importancia.

%Con esta informacién y las proteinas diana de los farmacos se rellena la
plantillas para cada experimento.

% Paso 1: generacion de la poblacion:

% FUNCION:
SMFolder=GeneratePopulation(cellType,stimulusFileName,responseFileName,
optinallDAnalysis,restrictionsFileName,optionalExperimentName)

%tanto el stimulusFileName como responseFileName y restrictionsFileName son
parametros opcionales que en este caso quedaran vacios, son para introducir

restricciones extra a las introducidas con la plantilla Excel.

[iInSM] = SM.GeneratePopulation('Global Human Cell', [], [], [I,
‘templateMoATFMdrugproacnel.xlsx', 'MoAAcneDrogalSomatotropin’);

%se definen los parametros obligatorios, tipo celular, plantilla y nombre del
experimento.

% Paso 2: Generar informe

% FUNCION: id_monitoring=SM.GenerateMoA(inSM,monitoringRestrictions)

%Introducimos como parametro la poblacion generada con funcion anterior,
definida como en la salida como inSM. Dejamos vacio el parametro opcional
monitoringRestrictions.

[id_monitoring]=SM.GenerateMoA(inSM,[]);
%Anotamos los codigos de identificacibn del experimento que son
proporcionados y esperamos que nos lleguen los resultados por correo

electronico.
%Repetimos el proceso para el resto de farmacos.
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%MOA PARA DROGA 2 FINASTERIDE

[iInSM] = SM.GeneratePopulation('Global Human
Cell',[1,[1.[],'templateMoATFMdrugproacne?2.xlsx','MoAAcneDroga2Finasteride’);

% Paso 2: Generar report

[id_monitoring]=SM.GenerateMoA(inSM,[]);

%MOA PARA DROGA 3 Meclofenamic acid

[iInSM] = SM.GeneratePopulation('Global Human
Cell',[1,[1.[1,'templateMoATFMdrugproacne3.xlIsx','MoAAcneDroga3Meclofenami
cAcid);

% Paso 2: Generar report

[id_monitoring]=SM.GenerateMoA(inSM,]]);

% Este proceso se repite de la misma forma después de la subida de
restricciones (depurado de las interacciones).

54



11.3. Script en lenguaje Matlab utilizado para la extraccion de los valores
de activacion.

cd('C:\Users\eva.gabarron\EvaData\TFM\Lanzar Lectura de poblaciones para
hacer estadistica’); %selecciona la carpeta de trabajo

% DRUG 1

clear all %limpieza de variables

idMoa=19555; %definimos la variable con el codigo identificacion del
experimento

LITE.LoginRemote('eva.gabarron@anaxomics.com’);

model = axGeneticMoasReadExperimentModel(idMoa); %la salida de esta
funcidn es una estructura con los datos que definen el modelo.

modelDrugl=model; %renombramos la variable
save('modelDrugl’,'modelDrugl','-v7.3'); %la guardamos

% Paso 1 : traducir proteinas target a tu modelo (de Uniprot a cédigo numérico
de Anaxomics)

%se realiza dos veces, una para cada farmaco

%Stimulus = DRUGS = TARGETS, las que se pusieron para el MoA, (2 columnas
con cadigo Uniprot y signo)

%(ELIMINANDO TODO LO QUE NO SEA +/-1)

proteinsListinStimulus=('ListaPRTsInDrogal.xlsx'); %definimos el documento
donde guardamos los datos

[proteinsListStimulus]=axLiteReadUniprotActivations(proteinsListinStimulus);
%esta funcidn lee el listado de targets que hemos introducido

targets=proteinsListStimulus(:;,1); %definimos las proteinas target con la salida
de la funcion anterior

targetSigns=cell2mat(proteinsListStimulus(:,2)); %definimos los signos de
relacion con la salida de la funcién anterior

[ia,ib]J=ismember(targets,model.nodes(:,1)); %rastreo de los nombres en el
campo nodes de la estructura del modelo
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stilid = [ib(find(ib)),targetSigns(find(ib))]; %seleccion de la informacién con las
posiciones resultantes “ib”

% Paso 2 : Traducir proteinas efectoras a tu modelo (de Uniprot a codigo
numérico de Anaxomics)

%Motivo AES = ACNE= EFECTORES (2 columnas con codigo Uniprot y signo)

proteinsListin=('ListaPRTsInAcne.xlsx’); %definimos el documento donde
guardamos los datos

[proteinsList]=axLiteReadUniprotActivations(proteinsListin); %leemos el
documento

%repetimos los pasos anteriores
efectors=proteinsList(:,1);
signs=cell2mat(proteinsList(:,2));
[ia,ib]=ismember(efectors(:,1),model.nodes(:,1));
efs=[ib(find(ib)),signs(find(ib))];

%EVALUAR LOS 100 MODELOS

populationPath = axGeneticMoasReadExperimentPupulationPath(idMoa); %la
salida de esta funcién es la ruta de ubicacion el modelo.

noms=dir([populationPath,\*.mat']); %buscamos en la ruta archivos con formato
.mat
% Paso 3: Recoger las activaciones de los efectores

% queremos generar una matriz de 100 individuos x n valores de activacion de
los n efectores (después de haber estimulado el modelo con el farmaco).

cicles = 3;
%especificamos que busque en la red relaciones de distancia maxima 3, igual

que en los MoA.

efecteAllSamples = []; % inicializamos la variable donde guardaremos los
resultados.
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for i=1:size(noms,1); %bucle para los i=100 individuos
if (mod(i,10) ==0)
sprintf('%s%04d of %04d',repmat(char(8),1,12),i,size(homs,1)),
end
% cada 10 individuos muestra un mensaje de recuento un la pantalla

coco=axCacheLoadFile([populationPath,'\',noms(i).name]); %onombre del
modelo individual=coco.

[activacions2] = sto_stochasticNetDeterministicPropagation(model,
coco.lkFinal, stiUid , cicles,1); %esta funcion calcula los valores de propagacion
a distancia 3 introduciendo el modelo poblacional, individual y los targets.

efecteAllSamples = [efecteAllSamples, activacions2(efs(:,1),3) ]; %se
almacena cada valor en una misma matriz.
end

efecteAllSamplesDrugl=efecteAllSamples;
save('efecteAllISamplesDrugl’,'efecteAllISamplesDrugl’,'-v7.3"); %guardamos la
variable

%para obtener los nombres de las proteinas a las que perteneces los valores
% hacemos el paso contrario al que hemos hecho para obtener los codigos de
proteina

variableNamesDrugl=modelDrugl.nodes(efs(:,1),:);

save('variableNamesDrugl','variableNamesDrugl','-v7.3");  %guardamos el
vector

% DRUG 3

%Repetimos los pasos para el farmaco acido meclonenamico

clear all

LITE.LoginRemote('eva.gabarron@anaxomics.com');

idMoa = 19556; % ID MoA post-depurado

populationPath = axGeneticMoasReadExperimentPupulationPath(idMoa) ;
model = axGeneticMoasReadExperimentModel (idMoa) ;
modelDrug3=model,

save('modelDrug3’,'modelDrug3','-v7.3";
proteinsListinStimulus=('ListaPRTsInDroga3.xIsx’);
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[proteinsListStimulus]=axLiteReadUniprotActivations(proteinsListinStimulus);

targets=proteinsListStimulus(:,1);
targetSigns=cell2Zmat(proteinsListStimulus(:,2));
[ia,ib]=ismember(proteinsListStimulus(:,1),model.nodes(:,1));
stilid = [ib(find(ib)),targetSigns(find(ib))];

% Paso 2 : traducir proteinas a tu modelo
%Motivo AES = ACNE= EFECTORES

proteinsListin=('ListaPRTsInAcne.xlIsx’);

[proteinsList]=axLiteReadUniprotActivations(proteinsListin);
efectors=proteinsList(:,1);
signs=cell2mat(proteinsList(:,2));
[ia,ib]=ismember(efectors(:,1),model.nodes(:,1));
efs=[ib(find(ib)),signs(find(ib))];

%EVALUAR LOS 100 MODELOS
noms=dir([populationPath,\*.mat");

cicles = 3;
efecteAllSamples = []; % initialize

for i=1:size(noms,1);
if (mod(i,10)==0)
sprintf('%s%04d of %04d',repmat(char(8),1,12),i,size(homs,1)),
end
coco=axCacheLoadFile([populationPath,'\',noms(i).name]);
%load([populationPath,\',noms(i).name]);

[activacions2]=sto_stochasticNetDeterministicPropagation
(model,coco.lkFinal, stiUid ,cicles,1);

efecteAllISamples = [efecteAllSamples, activacions2(efs(:,1),3) |;
end
efecteAllSamplesDrug3=efecteAllSamples;
save('efecteAllISamplesDrug3','efecteAllSamplesDrug3’,'-v7.3");

%OBTENER LISTA DE VARIABLES

variableNamesDrug3=modelDrug3.nodes(efs(:,1),:);
save('variableNamesDrug3','variableNamesDrug3','-v7.3');
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11.4. Script en lenguaje Matlab utilizado con las llamadas a las funciones
para realizar el analisis estadistico.

%Script ESTADISTICA
clear all %limpieza de variables

% definir carpeta de trabajo
cd('C:\Users\eva.gabarron\EvaData\TFM\Lanzar Lectura de poblaciones para
hacer estadistica’);

load('efecteAllSamplesDrugl’); % Cargamos las matrices con los datos
load('efecteAllSamplesDrug3");

%transponemos las matrices, para correr las funciones de la clase EDA:
%en columnas - variables = PROTEINAS EFECTORAS
% en filas - muestras = INDIVIDUOS

efecteAllSamplesDrugl=efecteAllSamplesDrugl’;
efecteAllSamplesDrug3=efecteAllSamplesDrug3’;

%guardamos en un unico documento Excel los datos para que sea mas facil
manejarlos (cada tratamiento en una hoja distinta)

xlswrite('efecteAllISamplesBOTHDRUGS', efecteAllSamplesDrugl)
xlsDeleteAllDefaultSheets(‘efecteAllSamplesBOTHDRUGS.xIs") %elimina las

hojas Excel creadas por defecto
xlswrite('efecteAllISamplesBOTHDRUGS', efecteAllSamplesDrug3, 'Hoja2")

load('variableNamesDrugl.mat'); %cargamos los nombres de las variables
load('variableNamesDrug3.mat');

%comprobamos que las variables coinciden para los 2 tratamientos
variableNamesl=variableNamesDrugl(:,1);
variableNames3=variableNamesDrug3(:,1);

sum(strcmp(variableNames1, variableNames3))

% en efecto son iguales, dado que el resultado es igual al n°® de variables
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% TEST 1
[resultsDrugl]=EDA.DescribeVariables(efecteAllSamplesDrugl,variableNames
1,'descriptionVariablesDrug1.xIsx’);

% TEST 2
[resultsDrug3]=EDA.DescribeVariables(efecteAllSamplesDrug3,variableNames
1,'descriptionVariablesDrug3.xIsx’);

%los resultados contienen un analisis descriptivo tipico de los datos

% TEST 3
[edaReportPaired]=EDA.NVarsPaired('efecteAllSamplesBOTHDRUGS',[],variab
leNames1,[]);

% escogemos un test pareado para detector diferencias en un nimero n de
variables.

% TEST 4

%para esta funcion los datos de entrada se indican de forma diferente. Es
necesario poner los datos en una misma matriz e indicar con una variable
categorica, que en este caso es “classLabels”, a qué grupo pertenece cada fila.

classLabels=[];
classLabels=ones(size(efecteAllISamplesDrugl,1),1); %1 =farmacol.
classLabels=[classLabels; zeros(size(efecteAllSamplesDrug3,1),1)];
%0= farmaco 2.

pcaModel=EDA.NVarsMPopulations([efecteAllISamplesDrugl;efecteAllSamples
Drug3], classLabels, variableNames1, {{pcaMODEL.xIsx}, [])

%generamos con esta funcion un analisis de componentes principales.
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11.5. Tabla que contiene los nodos del MoA para el farmaco Somatropina
recombinante.

Nombre
o : ] representado
N° Nodo | ID Uniprot | Nombre completo de la proteina (Uniprot Entry
Name)
1 060674 Tyrosine-protein kinase JAK2
2 P01579 Interferon gamma IFNG
3 P03372 Estrogen receptor ESR1
4 PO4141 Granulocyte-maprophage colony- CSE2
stimulating factor
5 P04150 Glucocorticoid receptor GCR
6 P05231 Interleukin-6 IL6
7 P10912 Growth hormone receptor GHR
8 P14780 Matrix metalloproteinase-9 MMP9
9 P16471 Prolactin receptor PRLR PRLR
10 P35568 Insulin receptor substrate 1 IRS1 IRS1
Signal transducer and activator of
11 Pa0res transcription 3 STAT 3 STAT 3
12 P42224 Signal tran§dycer and activator of STAT 1
transcription 1-alpha/beta
13 P42229 Signal transducgr f':md activator of STASA
transcription 5A
14 P51692 Signal transducgr f':md activator of STASE
transcription 5B
15 Q06124 Tyrosine-protein phosphatase non- PTN1L
receptor type 11
16 Q92793 CREB-binding protein CBP

Tabla 7. Identificacion detallada de los nodos que aparecen en el mecanismo de accion realizado
con el farmaco Somatropina recombinante con efector.
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11.6. Tabla que contiene los nodos del MoA para el farmaco acido

Meclofenamico.

subunit 5

Nombre
o : ] representado
N° Nodo | ID Uniprot | Nombre completo de la proteina (Uniprot Entry
Name)
lic AMP- [ I -
1 043889 Cyclic . responswe element CREB3
binding protein 3
Cyclic AMP-responsive element-
2 - . . . R3L
Q68CJ9 binding protein 3-like protein 3 CR3L3
3 P01375 Tumor necrosis factor TNFA
4 P14780 Matrix metalloproteinase-9 MMP9
5 P19875 C-X-C motif chemokine 2 CXCL2
6 P03372 Estrogen receptor ESR1
7 P37231 Peroxisome proliferator-activated PPARG
receptor gamma
8 P04150 Glucocorticoid receptor GCR
9 P04637 Cellular tumor antigen p53 P53
10 P06850 Corticoliberin CRF
11 P11473 Vitamin D3 receptor VDR
12 P19338 Nuclear factor NF-|.<appa-B pl05 NFKBL
subunit
13 P35354 Prostaglandin G/H synthase 2 PGH2
14 Q09472 Histone acetyltransferase p300 EP300
15 092905 COP9 signalosome complex CSN5

Tabla 8. Identificacion detallada de los nodos que aparecen en el mecanismo de
accion realizado con el farmaco acido Meclofenamico recombinante con efector.
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