
GenGenóómica comparativa mica comparativa 
de genes implicados en la de genes implicados en la 
Enfermedad de ParkinsonEnfermedad de Parkinson

Ignacio MarIgnacio Maríínn
Instituto de Biomedicina de ValenciaInstituto de Biomedicina de Valencia

CSICCSIC



GenGenóómica comparativamica comparativa

Deriva de un campo clDeriva de un campo cláásico: evolucisico: evolucióón molecularn molecular

Todo aquello que no se puede conocer mediante el Todo aquello que no se puede conocer mediante el 
ananáálisis de genes o genomas aisladoslisis de genes o genomas aislados

Sensu strictoSensu stricto: Comparaci: Comparacióón de genomasn de genomas

ExtracciExtraccióón de informacin de informacióón detallada sobre familias n detallada sobre familias 
ggéénicas, genes, productos gnicas, genes, productos géénicosnicos…… basada en la basada en la 
comparacicomparacióón de genomasn de genomas Contexto en esta charlaContexto en esta charla



Para quPara quéé sirve: algunas ideassirve: algunas ideas

DefiniciDefinicióón de organismos modelon de organismos modelo que posean genes que posean genes 
ortortóólogos al que nos interesalogos al que nos interesa

PredicciPrediccióón de funcionesn de funciones de genes o productos de genes o productos 
ggéénicos, mediante comparacinicos, mediante comparacióón con datos de otras n con datos de otras 
especiesespecies

PredicciPrediccióón del efecto de mutaciones:n del efecto de mutaciones: mediante mediante 
comparacicomparacióón de secuencias en diversas especies, n de secuencias en diversas especies, 
modelado tridimensional basado en datos de otras modelado tridimensional basado en datos de otras 
especies, etc.especies, etc.



Estrategias de anEstrategias de anáálisislisis

Se precisan procedimientos capaces de:Se precisan procedimientos capaces de:

manipular y ordenarmanipular y ordenar grandes cantidades de informacigrandes cantidades de informacióónn

proporcionar una visiproporcionar una visióón integradan integrada de la informacide la informacióónn

Algunos ejemplosAlgunos ejemplos……
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Comparación de 
secuencias

Relativamente estandarizada

Pueden analizarse miles de 
secuencias

Conservación/cambio
aminoácidico

Similitud (cualitativa) entre 
secuencias



Análisis
filogenético

Relativamente 
estandarizado 
(si N < 500)

Diversos métodos

Similitud entre secuencias

Relaciones 
ortología/paralogía



Análisis 
estructural: 
dominios 
proteicos

En general, sencillo

Favorecido por la existencia de 
excelentes bases de datos 
específicas

Similitud estructural

Deducción de funciones



Análisis 
estructural: 
modelización 
de estructuras 
3D (entre 
especies)

Puede ser posible o no

Bases de datos específicas

Conservación de funciones, 
efecto de mutaciones, etc.



Análisis 
comparativo de  
patrones de 
interacción 
proteína-proteína

Métodos en desarrollo

Bases de datos específicas

Restringido a algunas especies

Fiabilidad de datos obtenidos a 
partir de análisis masivos: 50 – 70%

Función de proteínas, estructura 
funcional de la célula completa



Análisis 
comparativo de 
patrones de 
expresión
En proceso de estandarización

Complicaciones serias en el 
tratamiento de los datos: ruido, 
problemas estadísticos asociados 
a muchos datos/hipótesis, etc.

Asignación de funciones mediante 
correlación de la expresión, 
módulos funcionales,…



““PipelinesPipelines””

Se deben organizar las diversas herramientas para llevar a cabo Se deben organizar las diversas herramientas para llevar a cabo ananáálisis lisis 
estandarizados con un fin definidoestandarizados con un fin definido

““Pipeline FunciPipeline Funcióónn””: caracterizaci: caracterizacióón de funciones en un n de funciones en un 
contexto evolutivo contexto evolutivo INTEGRACIINTEGRACIÓÓNN

SelecciSeleccióón de secuencias:n de secuencias: BLASTP, TBLASTN,BLASTP, TBLASTN,……
Alineamiento de secuencias:Alineamiento de secuencias: CLUSTALX, Muscle, TCLUSTALX, Muscle, T--CoffeeCoffee……
VisualizaciVisualizacióón alineamientos:n alineamientos: GeneDocGeneDoc
AnAnáálisis filogenlisis filogenééticos:ticos: MEGA4, PHYML, PAUPMEGA4, PHYML, PAUP……
Estructuras (dominios, secundarias, 3D):Estructuras (dominios, secundarias, 3D): InterProScan, SwissInterProScan, Swiss--Model, Model, 
SwissPDBViewerSwissPDBViewer……
Interactoma (anInteractoma (anáálisis, visualizacilisis, visualizacióón):n): UVCLUSTER, TreeTracker, PajekUVCLUSTER, TreeTracker, Pajek
ExpresiExpresióón (ann (anáálisis, visualizacilisis, visualizacióón):n): Cluster, TreeViewCluster, TreeView……



EjemploEjemplo

MEGA
PHYML
PAUP



EjemploEjemplo

MEGA
PHYML
PAUP



Ejemplo: genes implicados en la Ejemplo: genes implicados en la 
enfermedad de Parkinsonenfermedad de Parkinson

Segunda mSegunda máás frecuente enfermedad s frecuente enfermedad 
neurodegenerativaneurodegenerativa

Significativa influencia genSignificativa influencia genéética en la probabilidad tica en la probabilidad 
de sufrir Parkinson esporde sufrir Parkinson esporáádicodico

Casos infrecuentes de Parkinson familiar Casos infrecuentes de Parkinson familiar 
asociados a mutaciones en genes concretosasociados a mutaciones en genes concretos



SNCA (PARK1)               4q21                 Aut. Domin.         Temprano, demencia        SI 

Parkin (PARK2)                        6q25                 Aut. Reces. Parkinson juvenil        NO (si)

PARK3                                       2p13                Aut. Domin.          Tardío, Demencia            SI 

UCHL1 (PARK5)                      4p14                 Aut. Domin. (?)            Tardío                      ?

PINK1 (PARK6)                       1p35-36             Aut. Reces.                Temprano              ?

DJ-1 (PARK7)                           1p36                  Aut. Reces.                Temprano                     ?

LRRK2 (PARK8)                  12p11.2-q13.1       Aut. Domin.              [esporádico]             NO/SI

ATP13A2 ((PARK9) 1p36                  Aut. Reces.                Kufor-Rakeb                ?

PARK10                                     1p32                 Aut. Reces. (?)            Tardío                        ?

PARK 11                                  2q36-37              Aut. Domin.                     - ?

HTRA2 (PARK13)                    2p12            Influye en susceptibilidad Parkinson esporádico

NR4A2/NURR1                        2q22-23              Aut. Domin.                 Tardío                     ?

MAPT 17q21          Influye en susceptibilidad Parkinson esporádico

Gen
Características

fenotípicas C. de Lewy

Genes implicados en la enfermedad de ParkinsonGenes implicados en la enfermedad de Parkinson
Cromosoma Herencia



Los papeles de las proteínas
codificadas por los genes
implicados en Parkinson
son muy poco claros

¿Regulación del
metabolismo proteico?

¿Respuesta al estrés
oxidativo?

Los datos comparativos
pueden ayudar a 
comprender sus funciones



TIPICO EJEMPLO DE TIPICO EJEMPLO DE INTEGRACIINTEGRACIÓÓNN

Los hallazgos de Los hallazgos de partida (ca. 1999):partida (ca. 1999):

ParkinParkin: nuevo gen implicado en Parkinson familiar: nuevo gen implicado en Parkinson familiar

La proteLa proteíína Parkin humana posee unas regiones na Parkin humana posee unas regiones 
caractercaracteríísticas, ricas en Cys, Hissticas, ricas en Cys, His

¿¿FUNCIFUNCIÓÓN?N?



MuchasMuchas proteproteíínasnas relativamente parecidas relativamente parecidas 
a Parkin en diversos organismosa Parkin en diversos organismos

BLAST con Parkin 

Similitud significativa 
pero escasa

Parece circunscribirse 
a varias regiones 
concretas

¿Cómo se interpreta?



Se detecta un dominioSe detecta un dominio llamado IBRllamado IBR

¡Una proteína con un único dominio! 
(totalmente falso, tiene 4)



MMáás ans anáálisislisis automatizados deautomatizados de estructuras:estructuras:
resultados ambiguosresultados ambiguos

Sin análisis comparativos no estamos yendo a ninguna parte



AnAnáálisis comparativos: primera partelisis comparativos: primera parte

Tomar todas las Tomar todas las secuencias relacionadas con Parkinsecuencias relacionadas con Parkin
obtenidas con anobtenidas con anáálisis tipolisis tipo BLAST BLAST 

AlinearAlinear con ClustalXcon ClustalX

Visualizar regularidades con un editor de secuencias Visualizar regularidades con un editor de secuencias 
(GeneDoc)(GeneDoc)

AnAnáálisis filogenlisis filogenééticos (ClustalX, Mega)ticos (ClustalX, Mega)



Tienen extensos patrones de His, Cys Tienen extensos patrones de His, Cys 
conservadas, muy caracterconservadas, muy caracteríísticossticos

C  C                                    C        H  C  C …etc



El patrEl patróón de n de aminoaminoáácidos conservadoscidos conservados
evolutivamenteevolutivamente muestramuestra que que IBR es IBR es 

parte de un supradominioparte de un supradominio

IBR RING FINGERRING FINGER

Esta característica estructura sólo existe 
en estas proteínas: FAMILIA RBR

C3HC4 C6HC          C3HC4



Comparaciones y Comparaciones y áárboles:rboles:
Parkin es metazooParkin es metazoo--especespecííficafica

Hay ortólogos
de Parkin en
vertebrados
Drosophila
C. elegans,
etc.

Posibles
organismos
modelo
(confirmado)



De vuelta a PUBMED, De vuelta a PUBMED, ¿¿ququéé es un RING es un RING FINGER?:FINGER?:
posible implicaciposible implicacióón en ubicuitinacin en ubicuitinacióónn



Nuevos datos sobre genes de la familiaNuevos datos sobre genes de la familia

HHARI es un parálogo de Parkin y
funciona como ubicuitín-ligasa

Posible función bioquímica de Parkin

¡CONFIRMADO!



Nuevas cuestiones a resolverNuevas cuestiones a resolver

CuestiCuestióón 1: n 1: ¿¿pueden ser todas las RBR pueden ser todas las RBR 
ubicuitubicuitíín ligasas?n ligasas?

CuestiCuestióón 2: n 2: ¿¿cucuááles son susles son sus
funciones celulares?funciones celulares?



Respuesta cuestión 1:
Probablemente, puesto que Parkin y HHARI 

están muy alejadas evolutivamente

Parkin

HHARI

Confirmado posteriormente en múltiples trabajos



CuestiCuestióón 2: Funciones celularesn 2: Funciones celulares
Hay que profundizar: Hay que profundizar: 

nuevos annuevos anáálisis comparativoslisis comparativos

ESTRUCTURAS
RBR

Alto nivel
de variación

Muchos dominios
proteicos distintos

Algunas proteínas
son enormes y
complejas



Sorpresa: genesSorpresa: genes productoproducto
de de duplicaciduplicacióón + fusin + fusióónn

Dominio
RBR

Dominio
Cullin



PARC 
(KIAA0708)

CUL7 
(KIAA0076)

PARC and CUL7



¿¿QuQuéé es unaes una CullinCullin??

FORMAN PARTE DE COMPLEJOS UBICUITÍN-
LIGASA JUNTO A PROTEÍNAS CON RING FINGERS

¿Pueden ser las RBRs parte de estos complejos?



PredicciPrediccióón basada en datos n basada en datos 
comparativoscomparativos

Las proteLas proteíínas RBR pueden funcionar como nas RBR pueden funcionar como 
ubicuitubicuitíínn--ligasas en complejos cullin/RINGligasas en complejos cullin/RING

Posteriormente confirmado para Parkin y Posteriormente confirmado para Parkin y 
otras RBRsotras RBRs



¿¿Podemos profundizar mPodemos profundizar máás?s?

Analizar todos los datos en conjuntoAnalizar todos los datos en conjunto

Grafos de dominios proteicosGrafos de dominios proteicos

IDEA: Convertir toda la informaciIDEA: Convertir toda la informacióón de dominios en una n de dominios en una 
estructura matemestructura matemáática analizabletica analizable

Dominios = unidadesDominios = unidades

Estar en una misma proteEstar en una misma proteíína = enlacesna = enlaces



GeneraciGeneracióón de un grafo de dominiosn de un grafo de dominios

Dominios = unidadesDominios = unidades

Estar en una misma proteEstar en una misma proteíína = enlacesna = enlaces

Este grafo contiene toda la 
información proporcionada por
la proteína PARC



Extrayendo informaciExtrayendo informacióón del grafo n del grafo 
total de dominios proteicostotal de dominios proteicos

Pfam: 4516 dominios; 15880 conexiones entre Pfam: 4516 dominios; 15880 conexiones entre 
dominiosdominios

22 dominios distintos en prote22 dominios distintos en proteíínas RBRnas RBR

Extraemos todos los dominios que:Extraemos todos los dominios que:
1) tienen distancia d 1) tienen distancia d ≤≤ 2 con los 22 dominios RBR2 con los 22 dominios RBR
2) est2) estáán conectados al menos con dos dominios entre esos 22n conectados al menos con dos dominios entre esos 22

Arbol UVCLUSTER (programa de anArbol UVCLUSTER (programa de anáálisis de grafos)lisis de grafos)



ConexiConexióón dominios RBR n dominios RBR ––
metabolismo RNAmetabolismo RNA



Alta conexiAlta conexióón dominios n dominios 
ubicuitinaciubicuitinacióón n –– dominios dominios 

metabolismo RNAmetabolismo RNA



MMúúltiples proteltiples proteíínas con dominios nas con dominios 
asociados a ambas funcionesasociados a ambas funciones



Es decirEs decir……

ConexiConexióón hasta entonces desconocida n hasta entonces desconocida 
ubicuitinaciubicuitinacióón n –– metabolismo RNAmetabolismo RNA

Hay RBRs particulares implicadas en Hay RBRs particulares implicadas en 
funciones de regulacifunciones de regulacióón del metabolismo del n del metabolismo del 
RNARNA

¿¿Posible funciPosible funcióón para Parkin/otras RBR?n para Parkin/otras RBR?



ConclusionesConclusiones

Los datos comparativos ofrecen un marco Los datos comparativos ofrecen un marco 
conceptual en el que entender la conceptual en el que entender la 
investigaciinvestigacióón funcionaln funcional

El anEl anáálisis de datos proporcionados por lisis de datos proporcionados por 
mmúúltiples genomas/proteomas permite ltiples genomas/proteomas permite 
obtener informaciobtener informacióón imposible de detectar n imposible de detectar 
en estudios a menor escalaen estudios a menor escala
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