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GLOSARIO

AMINOACIDO: Compuesto organico que contiene un grupo amino (-NH2) y un
grupo carboxilo (-COOH). Los amino&cidos son los constituyentes de las proteinas,
y existen 20 esenciales en las proteinas de los humanos.

BALIBASE: Base de datos que contiene alineamientos de secuencias de proteinas
construidos manualmente, de alta calidad, con detalles de anotacion.

CLUSTER: (Inglés) Agrupacién de elementos pertenecientes ha determinado
grupo, las cuales presentan un tipo de caracteristicas especificas en comun o estan
asociados a una funcion particular.

ElIP (Potencial de interaccion ion-electron): representa el promedio de estados
de energia de todos los electrones de valencia para cada aminoacido en particular.

FILOGENETICA: relaciones de proximidad evolutiva entre las distintas especies.

GAP: Las penalizaciones por gap se utilizan en el alineamiento de secuencias ya
sea de ADN, ARN o secuencias lineales de proteinas en la introduccién de
desplazamientos para encontrar coincidencias en los elementos que constituyen
las secuencias en comparacion.

GENOMA: Es todo el material genético contenido en las células de un organismo
en particular.

HCA: (Hydrophobic Cluster Analysis) Analisis de cluster hidrofobicos, técnica de
comparacion 2D de proteinas.

PDB: (Protein Data Bank) es un repositorio para datos estructurales en 3D de
proteinas. Estas estructuras se han resuelto mediante metodologias experimentales
de resonancia magnética nuclear (RMN) y difraccion de rayos X (DRX).

PEPTIDO: Son un tipo de moléculas formadas por la union de varios aminoacidos
mediante enlaces peptidicos.

POLIPEPTIDO: Es el nombre utilizado para designar un péptido de tamafio
suficientemente grande.

PROTEINA: Biomoléculas poliméricas conformadas por cadenas de monémeros
denominados aminoacidos, son fundamentales en la constitucion de la materia viva.

PROTEOMICA: Estudio a profundidad de las proteinas, en particular de su relacion
estructura - funcion.
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RESUMEN

TITULO: DISENO’ DE UN SISTEMA PARA LA COMPARACION
AUTOMATICADE SECUENCIAS DE PROTEINAS BASADO EN EL
ANALISIS DECLUSTERS HIDROFOBICOS (HCA)*.

AUTOR: CINDY DAYANA SOLANO MEZA?

PALABRAS CLAVE: Analisis de Clusters Hidrofobicos (HCA), Automatizacion,
Comparacion de proteinas, Correlacion de sefales, Transformada
discreta de Wavelet (DWT).

Desde hace dos décadas, la secuenciacion de genomas se ha convertido en un proceso de
bajo costo. Cada genoma transcribe una gran cantidad de proteinas, cada una con una funcion
especifica en un organismo vivo. Entender su funcién es una tarea compleja debido a la
cantidad de informacion de proteinas previamente identificas con las que se podrian comprar.
Este escenario ha llevado a la implementacion de métodos de comparacion y andlisis de
secuencias que permitan extraer informacion estructural y funcional a partir de secuencias ya
reconocidas.

Se realizan comUnmente dos tipos de andlisis sobre secuencias desconocidas: la deteccion
de la identidad u homologia a través de la alineacion de secuencias o el analisis estructural.
Estos métodos se centran en calcular una métrica porcentual de identidad entre secuencias;
si el valor de identidad es superior al 35%, se considera entre pares de proteinas estructura
similar, y para identidad inferiores al 25% secuencias sin similitud. Aquellos grupos de
secuencias entre el 25% y 35% de identidad, se le denomina zona de penumbras (Twilight
Zone [1]), en donde es confuso establecer caracteristicas especificas entre pares de
secuencias.

En este trabajo se presenta un nuevo modelo para realizar la comparacion de secuencias
de proteinas con bajo porcentaje de identidad utilizando la transformada discreta de wavelet
y el de analisis cluster hidrofébicos (HCA [2]). ElI modelo se enfoca en un esquema de
codificacion de secuencias de proteinas utilizando la representacion B y Q proporcionada por
HCA [3,4] y los valores EIIP para cada aminoacido en la estructura primaria. Dicha
informacion se emplea para tratar las secuencias de proteinas mediante la transformada
discreta de Wavelet y el analisis de correlacion. EIl método identifica posibles secuencias
con homologia estructural de manera automatica donde al igual se identifica la wavelet madre
con mejor aproximacion a los resultados deseados.

! Trabajo de grado
2 Facultad de Ingenierias Fisico Mecanicas. Escuela e Ingenieria de Sistemas e Informatica. Director: Cristian
Blanco Tirado. Codirector: Dario José Delgado.
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ABSTRACT

TITLE: DESIGN OF A SYSTEM FOR AUTOMATIC COMPARISON FOR
PROTEIN SEQUENCES BASED HYDROPHOBIC CLUSTER
ANALYSIS (HCA)3,

AUTHOR: Cindy Dayana Solano Meza*

KEY WORDS: Discrete Wavelet Transform (DWT), Hydrophobic Cluster Analysis
(HCA), Automatically Approach, Protein Sequence Comparison, signal
correlation.

Over the last two decades, genome sequencing has become a low-cost process. Each
genome transcripts several proteins, each one with a specific function inside a living
organism. Understanding their function is a complex task due to the amount of protein
information previously identified which they could be compared. This scenario has led to the
implementation of comparison methods and sequence analysis that allow extracting
structural and functional information from already known sequences.

Two types of analysis are commonly performed over unknown sequences: Detecting
identity or homology through sequence alignment or structural analysis. These methods focus
on calculating a percentage measure of sequence identity. If the identity value exceeds 35%,
a similar structure between pairs of proteins is estimated, for values lower than 25% the
sequences have no similarities. Those groups of sequences that fall between a 25% and 35%
identity value are considered within twilight zone [1] , where is confusing to set specific
characteristics between sequences.

This work presents a new model for comparison of protein sequences with low percentage
of identity using the discrete wavelet transform and hydrophobic cluster analysis (HCA [2]).
The model focuses on an encoding scheme of protein sequences using the B and Q
representation provided by HCA [3,4] and EIIP values for each amino acid in the primary
structure. This information is used to process protein sequences using the discrete Wavelet
transform and correlation analysis. The method identifies automatically potential sequences
with structural homology likewise, the mother wavelet with the best approximation to the
desired results is identified.

3 Research work
4 Faculty of Physical- Mechanical Engineering. System engineering and informatics department. Advisor:
Cristian Blanco Tirado. Co- advisor: Dario José Delgado
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INTRODUCCION

Las proteinas son estructuras biolégicas constituidas por secuencias lineales de
aminoacidos. Las proteinas son las responsables de la mayor parte de las funciones
vitales en las células. Conocer la estructura de una proteina y asociarla a su funcion
en el organismo es un proceso tedioso que involucra una combinacion de técnicas
analiticas quimicas, bioquimicas y computacionales. Dos técnicas instrumentales
que se utilizan para resolver la estructura de las proteinas son la Resonancia
Magnética Nuclear y la Difraccion de Rayos X. Actualmente existen bases de datos
gue contienen un gran numero de proteinas clasificadas segun su estructura y
funcion, por ejemplo, Protein Data Bank (PDB) [5], Refseq [6], Uniprot [7], y SCOP
[8]. Estas bases de datos sirven de referencia para resolver nuevos genomas, de
manera gue es posible conocer a priori, solo con la secuencia, la estructura y funcién
de proteinas desconocidas que tengan algun porcentaje de identidad con alguna de
las que se encuentran en la base de datos. Para esto se han desarrollado métodos
computacionales de alineacién de proteinas que miden su grado de similitud, con
base en la secuencia de aminoacidos.

Algunas de las herramientas computacionales mas utilizadas en el andlisis de
proteinas son FASTA [9], ClustalW [10], BLAST y PSI-BLAST [11] las cuales son
generalmente eficientes pero con importantes limitaciones. Por ejemplo, estas
herramientas no predicen si dos proteinas son homoélogas (es decir que tienen la
misma funcién debido al mismo origen evolutivo de los dos organismos) cuando
difieren notablemente en su secuencia (cantidad de aminoacidos en la cadena que
comparten la misma posicién e identidad) [12]. Este problema es complejo cuando
la comparacion de la nueva secuencia con las de la base de datos resulta en
porcentajes de identidad entre el 20% y el 35% (twilight zone [1]), porque aunque
es posible que las dos proteinas sean homologas es dificil establecer esa relacion
con los mecanismos de alineacién convencionales. Por esta razén es importante
desarrollar nuevas herramientas que permitan establecer efectivamente si existe
homologia o no entre dos secuencias de proteinas cuya identidad se encuentra en
ese intervalo.

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos al modelar la comparacion de
secuencias de proteinas como un sistema organico, donde la entrada es una o
varias secuencias de proteinas, cuya comparacion lineal se encuentra en el twilight
zone, y la salida es el resultado de la comparacion sistematica utilizando como
motor la metodologia HCA y transformada discreta de Wavelet.

El motor consta de las siguientes etapas: 1) la codificacion en HCA para la
identificacion de los clusteres hidrofébicos en las secuencias de comparacion,2) El
pre-procesamiento de las secuencias que implica crear el vector con la informacion
HCA de la proteina y asignarle una sefial F(x), teniendo en cuenta la secuencia de
clusters hidrofébicos y un peso asociado con su valor EIIP; 3) el proceso de
comparacion mediante DWT vy el andlisis de correlacion.
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Los resultados de este trabajo de investigacion se han presentado en los siguientes
eventos nacionales e internacionales:

1. V Encuentro Nacional de Quimicos Tedricos y Computacionales (V-ENQTC)
y de la Il Escuela Colombiana de Teoria y Computacion en las Ciencias
Moleculares (II-ECTCCM), 2014, Guatape.

2. | Escuela Colombiana de Teoria y Computacion en las Ciencias Moleculares
y IV Encuentro Nacional de Quimicos Teéricos y Computacionales, Cali,
Colombia, 2012.

3. ISCB-LatinAmerica-2012 Conference on Bioinformatics, Santigo, Chile,
2012.

Este documento se encuentra organizado de la siguiente forma: en la seccion 2 se
muestra una revision de la literatura junto con antecedentes asociados a modelos
utilizados para la comparacion de secuencias de proteinas. En la seccion 3 se
presenta un modelo propuesto como complemento para lograr el andlisis de altos
volimenes de secuencias de proteinas. En la seccion 4 se presenta el
planteamiento del problema y su desarrollo conceptual. La seccion 5 describe la
metodologia. La seccion 6 la validacion del método propuesto, y por ultimo una
seccion de andlisis, conclusiones y recomendaciones para trabajos futuros.
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1. Proteinas

Las proteinas son moléculas bioldégicas que cumplen diversas funciones en los
seres vivos. Algunas proteinas sirven de soporte, de tejido, de portador de sefales
en la célula, de transporte, como enzimas, entre otras funciones. Se sabe que la
funcién de las proteinas depende de sus estructuras terciaria y cuaternaria, las
cuales a su vez dependen de sus estructuras secundaria y primaria, esta ultima, la
secuencia lineal. No es facil determinar a partir de la estructura primaria de una
proteina su estructura terciaria o su funcion [13].

Las proteinas se representan mediante una cadena de caracteres lineal, finita y
ordenada. Cada caracter representa la sigla un aminoacido en la cadena. La
secuencia de las proteinas se puede determinar mediante las técnicas: 1)
secuenciacion directa de la proteina (utilizando espectrometria de masas, por
ejemplo); 2) mediante la expresién del genoma, utilizando el gen y replicando la
secuencia o 3) Conociendo el genoma y realizando la transcripciébn a través
técnicas computacionales.

1.1. Aminoéacidos

Los aminoacidos que conforman las proteinas son moléculas que contiene un grupo
funcional acido (COOH) y un grupo amino (NHz), en donde el grupo amino esta
unido al carbono contiguo al grupo carboxilo, como se aprecia en la Figura 1.

(H)
\\\/ —
N / _.c_ — c |
(H) :
N R
Grupo Amino Grupo Carboxilo

Figura 1. Estructura basica de un aminoéacido con el grupo amino y carboxilo

Existen cientos de aminoacidos, sin embargo en las proteinas de los eucariotas solo
se observan 21 de ellos. En los humanos solo 20 aminoacidos estan presentes, los
cuales son listados en la Tabla 1 [14].
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NOMBRE REPRESENTACION NOMBRE REPRESENTACION
1Letra 1Letra

Valina \% Alanina A
Leucina L Prolina P
Treonina T Glicina G
Metionina M Serina S
Triptéfano w Cisteina C
Lisina K Asparagina N
Histidina H Glutamina Q
Fenilalanina F Tirosina Y
Isoleucina I Acido aspartico D
Arginina R Acido glutamico E

Tabla 1. Amino4cidos esenciales y no esenciales. Adaptado de [14]

La Unica diferencia entre los aminoacidos es el grupo R. Dependiendo de la
naturaleza quimica del grupo R se derivan las propiedades de cada aminoacido,
tales como acidez, hidrofobicidad, entre otras.

1.2.Niveles estructurales de las proteinas

Las proteinas presentan diferentes tipos o niveles estructurales, dependiendo de la
manera como se organizan los aminodcidos en la cadena lineal, asi (ver Figura 2)

[14]:

Estructura_primaria: nivel basico, consiste en la secuencia lineal de
aminoacidos y esta determinada por el orden de los nucleétidos en el ADN
o el ARN, en donde el nimero de estructuras posibles esta relacionado
con las variaciones y repeticiones de los 20 aminoacidos.

Estructura _secundaria: esta asociada con las alteraciones que puede
sufrir la secuencia a causa de la formacién de enlaces del tipo puentes de
hidrogeno, interacciones de van der Waals, hidrofébicas e hidrofilicas.
Estas interacciones hacen que la molécula se enrolle o pliegue y adopte
una estructura secundaria. Debido a estas interacciones las proteinas
formas dos tipos de estructuras: hélices alfa y hojas plegadas o beta.

Estructura terciaria: corresponde con la disposicién tridimensional de
todos los &tomos que componen la proteina y es la responsable directa
de sus propiedades biologicas. En el caso de las proteinas que solo
constan de una cadena polipeptidica, la estructura terciaria es su mayor
nivel estructural.
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e Estructura cuaternaria: La estructura cuaternaria es el producto de la
asociacion de varias cadenas polipeptidicas, finitas, de gran complejidad,
unidas entre si por interacciones no covalentes.

Estructura Primaria |

Estructura Cuaternaria

Figura 2. Representacion de las 4 formas estructurales de una proteina. Adaptado de [15].

De la Figura 2 se puede establecer que la estructura terciaria o cuaternaria de una
proteina esta definida por la estructura secundaria y esta a su vez por la estructura
primaria. Es tan importante la estructura primaria en las proteinas que con solo
cambiar un aminodcido puede desnaturalizar su funcion. Enfermedades como el
Parkinson, el Alzheimer o la de las vacas locas, se deben a mutaciones o cambio
de uno de los aminoacidos en las proteinas que afectan su estructura y por ende su
funcion en el organismo [16]. Hoy en dia, encontrar la secuencia lineal de una
proteina es relativamente sencillo a través del genoma, esto debido a los avances
en las tecnologias de secuencias de genomas. Sin embargo encontrar su estructura
a partir de esa secuencia es una tarea compleja que se logra solo mediante técnicas
experimentales como Resonancia Magnética Nuclear, Difraccion de Rayos X o
utilizando técnicas computacionales de comparaciéon con otras secuencias hasta

19



encontrar homologia. En muchos casos, encontrar estructuras homoélogas de
proteinas es una tarea imposible de lograr.

2. Comparacion de secuencias de proteinas

Una forma de identificar la funcionalidad de una proteina o su estructura es
mediante la utilizacion de métodos de comparacion lineales. Estos métodos buscan
zonas de similitud significativa entre dos 0 mas secuencias, dichas zonas permiten
localizar caracteristicas de interés comun o diferencial, realizando una busqueda
del mayor numero de coincidencias. Existen varios métodos utilizados para el
analisis de secuencias a través de alineamientos y busquedas en bases de datos
de secuencias de proteinas ya conocidas [11,13,19].

2.1.Métodos tradicionales de comparacién

Los métodos frecuentemente utilizados son BLAST[11], FASTA[9] y CLUSTALW
[18], que se basan en el alineamiento y comparacion de secuencias utilizando su
estructura primaria. La similaridad de dos proteinas se define como el porcentaje de
aminoacidos idénticos que existen entre ellas, en donde se observa el minimo
namero de coincidencias de una secuencia problema con una secuencia
previamente identificada. La identidad de dos proteinas es el porcentaje de
aminodacidos idénticos que comparten dos proteinas. Estas herramientas se utilizan
para encontrar patrones de diagndéstico, para caracterizar familias de proteinas,
para detectar o demostrar homologia entre nuevas secuencias y las familias
existentes y para ayudar a predecir las estructuras secundarias y terciarias de
nuevas secuencias.

Varias modificaciones se han realizado a estos algoritmos para optimizar la medida
de similaridad o identidad entre secuencias. Actualmente se encuentra: PSI-BLAST
con un enfoque estructural en la secuencia [11], BLAST 2 para alineamientos
multiples entre dos secuencias para detectar homologia o duplicaciones internas
[19], 3D BLAST para la comparacion de bases de datos con respecto informacion
de la estructura 3D de la proteina [20], entre otros.

El resultado de las técnicas de comparacion tradicionales presentan un rango de
confiabilidad; secuencias con un porcentaje de identidad mayor al 35% se considera
gue tienen una funcién y estructura similar. Sin embargo, aquellas en las que el
porcentaje de identidad esta entre el 20% y el 35% (rango de porcentaje de
identidad al cual se le ha llamado zona de penumbras o Twilight Zone [1]) no son
concluyentes. En algunos casos proteinas en ese rango tienen una alta homologia,
en otros no. Por esta razon, muchos transcriptomas muestran secuencias de
proteinas cuya estructura y funcién es desconocida. Estudiar similitud, identidad y
homologia de proteinas en el twilight zone es una tarea dificil que requiere el
desarrollo de nuevas herramientas de comparacion.
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2.2.Métodos alternos de comparacion

Existen herramientas computacionales como HMMER y SAM [21] que utilizan
cadenas ocultas de Markov (HMM). Estas herramientas se han empleado
extensivamente para crear grandes bases de datos de alineamientos de secuencias
como Pfam [22]. HMMER es también utilizado para refinar las alienaciones
progresivas y mejorar la sensibilidad de la alineacion [23].

Otra herramienta de alineamiento de secuencias es MUSCLE[24]. Este programa
permite alineamientos multiples de secuencias utilizando estimacion de distancias,
alineamiento progresivo utilizando una funcién propia disefiada por sus creadores y
un proceso de refinado del alineamiento utilizando el arbol de particion restringida
dependiente [24]. Por otra parte Callebaut y Mornon [25] utilizan el método de
comparacion de secuencias de proteinas que involucra las caracteristicas
estructurales 2D que se pueden establecer a partir de la estructura primaria
utilizando HCA desarrollado por Gaboriaud [2,4].

2.3.Comparacion de secuencias de proteinas mediante HCA

HCA se fundamente en mostrar graficamente la proteina en 2D, y agrupar los
aminoécidos de acuerdo con su hidrofobicidad. La utilidad de este método consiste
en encontrar homologia entre grupos de secuencias cuyos porcentajes de identidad
se encuentran en el twilight zone [4]. El método se basa en la transformacion de la
secuencia lineal en una representacion 2D. Esta representacion de las proteinas no
necesariamente representa su estructura secundaria, aunque se ha demostrado
gue la agrupacion de aminoacidos hidrofébicos en esta representacion captura los
motivos tipicos de hélices « y de las hojas B. El método HCA consiste en la
comparacion visual de dos proteinas donde la forma de los clusters hidrofobicos, su
tamafo y la identidad de los aminoacidos en la cadena lineal son tenidos en cuenta,
ver Figura 3 [3].

Las agrupaciones hidrofobicas se forman por cercania entre los aminoacidos
hidrofébicos V, I, L, F, M, Y, W. Estas agrupaciones de aminoacidos se codifican
como sub-secuencias binarias que definen las regiones hidrofébicas. A cada
aminoéacido hidrofobico se le asigna el valor de uno (1) y a los no hidrofébicos el
valor de cero (0). Una agrupacion termina cuando mas de 4 aminoacidos no
hidrofébicos estan en la cadena, o cuando aparece una prolina. Ademas de este
tipo de codificacion binaria, se encuentra también la codificaciébn Peitsch code
(codigo P), y la codificacion Q como se aprecia en la Figura 4 [26].

21



human ol antitrypsin

1D
246 ...GNATAI:F1.PDEGK QH ENE/ THDIITKFLENEDRRS... 283
.. .$NAOAIF L *DEGK QH! ENE OHDITIUKFLENEDRRE. . .
...000001111000007007.00070001100110000000...
2D

w 3D
Gaus Bz F2e —
b el LR
b G
A\ o
YD R N
Gagg—— " ————Eamy
c ‘?;« A Ex Eze
G
P H
A K
s D |
Gas , Fas . Ea#
N .
518 m
A Py

» U(1001)

+8.
; A D (10001)

v
V(11), M (101)

Figura 3. Representaciéon gréfica HCA entre la secuencia y la estructura. Secuencia lineal 1D de un
segmento de « - antitrypsin humana. La misma secuencia es representada en el plegamiento HCA, La
secuencia es reportada como una « - hélice en un cilindro (a), el cilindro es cortado en forma paralela a
su eje y desenrollado en un diagrama bidimensional (b), el cual se duplica para restaurar el ambiente
completo de cada amino&cido en su representacion «-hélice (c), posteriormente se pueden identificar
las agrupaciones hidrofdbicas (d). Se muestra de manera coloreada las agrupaciones hidrofébicas
formando clusters. En la parte inferior derecha se puede observar la estructura 3D de esa fraccion de la
proteina. Los colores muestran las regiones de la cadena asociadas con la estructura secundaria de la
proteina. Adaptado de [3].

Secuencia lineal KDORMTLDLIAPSPADAOHWYOGLRKIIHHSGSMMOROK
Clister Hidrofébicos 00000010110*0*000 0 011001 001100000 1 100000
Codigo P 11 403 3
Cédigo O My vuuy v

{1= VILMFYW) Claster 1 Cluster 2 Clister 3

Figura 4. Representacion HCA de una secuencia hipotética que muestra los codigos B, Py Q

El cédigo P considera que cada agrupacion tiene un valor decimal definido por la
suma de las potencias de dos del codigo binario de cada agrupacion. Por ejemplo,
la estructura 110101 corresponde en cédigo P a 53, es decir ((1 x 2°) + (1 x2%) + (0
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x 23) + (1x 22) + (0x 21) + (1 x 29)). El cddigo P, permite una alternativa sencilla de
descripcion de las agrupaciones, por lo tanto es muy utilizado en términos de
almacenamiento y clasificacion computacional, especialmente para secuencias muy
largas [26], en la figura 4 se observan las 3 agrupaciones hidrofébicas con su valor
P.

El cédigo Q considera las agrupaciones como la concatenacidon de cuatro
agrupaciones basicas: 11V (Vertical), 101M (mosaico), 1001U (Up) and 10001D
(Down) (por ejemplo: 10101= 101+ 101= MM). Esta codificacion es muy utilizada ya
que representa una forma sencilla de para describir clusters, especialmente
aquellos de gran longitud [26].

El dnico problema de HCA es que depende de un experto entrenado en encontrar
visualmente la correspondencia entre los clusters de las dos proteinas. La
comparacion dependera entonces de la habilidad del experto. A pesar de la
informacion valiosa que se puede obtener con HCA, depender del entrenamiento de
un experto y el tiempo que pueda tomar su andlisis la hace muy poco util. Gracias
a gue la metodologia tiene un trasfondo codificado en B, P y Q, consideramos que
es posible implementar un sistema computacional que utilice esta metodologia. Ya
en la literatura existen intentos de lograr tal automatizacion. Por ejemplo, Silva y
colaboradores desarrollaron un algoritmo para calcular el porcentaje de identidad y
homologia de dos proteinas [27]. Sin embargo, esta metodologia no permite hacer
la comparacién automatica y sistematica de una proteina contra todo el PDB, por
ejemplo.

Silva desarrollé un indicador numérico de la similitud de los grupos hidrofébicos,
dicha medida permite la deteccién automatica de informacion en bases de datos
mediante la comparacion de patrones generados por codificaciones HCA. Este
método se basa en la deteccidén de agrupaciones similares de residuos hidrofébicos
en dos secuencias, conceptualmente similar a la alineacion de secuencias, en este
caso dicho alineamiento se realiza Unicamente con aminoacidos hidrofébicos y
mediante un analisis de permutaciones [27].

Debido a que las codificaciones P, B, y Q, de HCA permiten analizar secuencias de
proteinas, independientemente de la imagen bidimensional, consideramos que se
puede desarrollar un sistema autoconsistente para la comparacién de proteinas,
utilizando como motor los codigos HCA, el algoritmo de Silva y la comparacion
mediante el procesamiento de sefales.

2.4.Comparacion a traves de procesamiento de sefiales

La representacién lineal de proteinas se puede utilizar para hacer comparaciones
entre ellas. Sin embargo esta metodologia, como se vio anteriormente, no es
eficiente para predecir la estructura y funcionalidad de nuevas secuencias de
proteinas. Recientemente se han creado nuevos métodos matematicos para la
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comparacion de proteinas, por ejemplo MAFFT (Multiple sequence alignment based
on fast Fourier transform) para alinear [28], RRM (Resonant recognition model) para
determinar la funcion [29], o DWT para encontrar formas estructurales o similitud a
lo largo de la secuencia [30].

MAFFT, es un método de alineamiento mdultiple de secuencias basado en la
transformada de Fourier, el cual permite una rapida deteccion de segmentos
homélogos. Utiliza un sistema de puntuacién, para aquellas secuencias que poseen
largas inserciones o extensiones de aminoacidos, al igual que para la comparacion
de aquellas secuencias distantemente relacionadas pero de longitud similar [28].
Otro método que utiliza el tratamiento digital de sefiales enfocado en la asociacion
de funcionalidades utilizando la transformada de Fourier, es el caso del método
RRM (Resonant Recognition Model) [31].

RRM, es un modelo matematico que analiza la interaccién de una proteina y una
secuencia identificada con la utilizacion de la transformada discreta de Fourier. Este
modelo abarca la prediccion de la funcion biolégica de una proteina y su estructura
3D a partir de la secuencia lineal de aminoacidos [31]. La funcion puede ser
considerada como una medida de la similitud entre las diferentes secuencias de la
proteina en el dominio de frecuencia, cuando cada secuencia es tratada como una
serie numérica. La sefial mas prominente de frecuencia muestra la similitud
espectral de las secuencias. Esta similitud en secuencia es global porque el
espectro es una contribucién de todos los aminoacidos individuales en la secuencia
[12].

La transformada discreta de Wavelet permite la comparacion de varias sefales de
manera sistematica. La ventaja de esta técnica de comparacion de sefales, con
otras disponibles, radica en la posibilidad de encontrar similaridad en dos
dimensiones. Esta metodologia de comparacién no es nueva en proteinas. Se ha
utilizado para predecir la estructura secundaria de proteinas [30]; estudios sobre la
estructura primaria y su evolucion [32], caracterizacion de motivos en proteinas [33],
la comparacion para la identificacion de similitud en secuencia [23], entre otros. A
continuacion en el presente trabajo se desarrolla un modelo de comparacion de
proteinas tomando como ventaja la metodologia HCA bidimensional.

3. Antecedentes

En este trabajo se desarroll6 un sistema de comparaciéon de secuencias proteinas
constituidas por dos componentes principales: a) un sistema de pre-seleccién de
secuencias con el fin de reducir el campo de busqueda y b) el sistema de
comparacion utilizando HCA y la DWT, ver Figura 5.

El sistema de pre-seleccién compara y asocia una secuencia problema con un grupo
de secuencias del PDB que ha sido clasificado de acuerdo con sus propiedades
HCA, los aminoacidos que componen la cadena y la posiciébn en la misma. A
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continuacion se describen todos los pasos que se involucran en la implementacion
del sistema.

Secuencia Problema Secuencia Problema
Resultados
LU h 4
Pre-zeleccion de / Comparacion
posibles secuencias | | HCA-DSP s
con caracteristicas
hidrofobicas similares Seleccion de
A secuencias con
mavor similitud
1 Grupo de secuencias
- - seleccionado con
DB DB caracteristicas
PDB PDB n hidrofébicas similares
1. Pre-seleccion de secuencias 2. Comparacion de secuencias de proteinas

Figura 5. Modelo general para la anotacion de secuencias de proteinas
3.1.Sistema de pre-seleccion de secuencias de proteinas

El sistema de pre-seleccion de secuencias involucra técnicas de codificacion e
inteligencia artificial. La finalidad es utilizar la base de datos PBD [5], por ser la mas
completa con informacion estructural y funcional de proteinas que existe
actualmente, para hacer una clasificacion rapida de las proteinas conocidas y utilizar
esta nueva base de datos clasificada como método de discriminacion. De esta
manera es posible reducir el espacio de muestreo desde cuarenta mil secuencias a
unos cuantos cientos.

El método consiste en crear, a partir de una red neuronal utilizando mapas auto-
organizativos (SOM), un esquema de clasificacion y busqueda de secuencias previa
a la comparacion de proteinas. La clasificacion se hace con base en las
caracteristicas de los clusters hidrofébicos de cada proteina. Las proteinas se
agrupan entonces de acuerdo con su distribucion de clusters hidrofébicos segun los
cadigos del método HCA.

El funcionamiento del sistema de pre-seleccion se muestra en la Figura 6. La red
SOM se entrend utilizando las secuencias de proteinas que se encuentran en la
base de datos PDB. Mediante la técnica de vector de composicibn de momento
(VCM) y la expresion de las proteinas en los codigos P, Q y B, segun el método
HCA, se crea una representacion de cada una de las proteinas que se agrupa en
familias de acuerdo con su caracteristicas hidrofébicas.
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Secuencia Problema

L 4

Codificacion Codificacién Sub-grupo (i),
HOA VCM /L7/ Red SOM fs /L-V PDB

Figura 6. Diagrama de agrupacion de secuencias con base a su contenido estructural lineal y HCA

3.1.1. Codificacion HCA y clasificacion de acuerdo con lared SOM

El proceso de pre-clasificacion de secuencias inicia tomando como referencia el
PDB como base de datos para crear grupos con caracteristicas HCA similares. Este
proceso inicia con la simplificacion de la base de datos, eliminando aquellas
secuencias que se encuentran repetidas [34]. Posteriormente 67379 secuencias de
proteinas del PDB se codifican de acuerdo con los algoritmos P, B, Q del método
HCA. La técnica de codificacion es VCM, la cual permite entregar la informacion a
la red SOM para su entrenamiento.

3.1.2. Vector composicion de momento (VCM)

Para realizar la agrupacion de secuencias utilizando una SOM es necesario extraer
informacion de la cadena lineal de aminoacidos y transformarla en datos numéricos
o vectores que describen el contenido de la secuencia, para lograr este propdsito
se utiliza la técnica de Vector Composicion de Momento VCM. Esta técnica permite
crear un vector representativo para cada secuencia de proteinas, el cual contiene
informacion sobre la composicion y la posicién de los aminoacidos, de manera que
se establece una relacion funcional con el contenido estructural. Esta
transformacién permite que no existan dos secuencias con diferente contenido
estructural e igual vector composicién de momento[35].

Para el calculo de este vector para cada proteina, se toma una secuencia O
perteneciente a la base de datos del PDB. Las siguientes son las variables: Ai es el
aminoécido i, cuando los amino&cidos se ordenan de la siguiente forma: A, C, D, E,
F,G,H ILK, L, M,\N,P,Q R, S, T, V,W,Y, adicionando la codificacion HCA
V,U,D,M, #, 0 (en donde # indica agrupaciones de longitud 1, y O para aminoacidos
gue no pertenecen a una agrupacion hidrofébica) y el codigo binario 0,1 se obtienen

los elementos (X1, X2,. . ., Xi,... X28) del vector composicién de O. Para un entero k =
0, se define como k-ésimo vector momento de orden (x1%, x2®,..., x28®)) como:
k;
1
*) _ Z K 1
X5 = ke
i TNW-1..(N—k) z 1"” @)
]:
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Parai=1,2,...28, donde N es la longitud de la cadena de aminoé&cidos, nj la j-ésima
posicion del i-ésimo aminoacido y k; el nimero total del i-€simo aminoacidos en

la secuencia. El vector de momento de orden xi(o) indica el vector composicion. A
partir de la ecuacién se obtiene la matriz de momento para la proteina O para todos
los k[35]. Dada la complejidad computacional para secuencias de gran longitud el
vector composicion de momento se representa por la concatenacion del vector de

momento x” y x" de la forma:
1 1 1
(X1 Xz, ..., X2, XV, XSV, xS0) @

Con este vector representativo, se garantiza que toda la informacion de todos los
aminoécidos en la cadena es tenida en cuenta. A su vez, se pueden clasificar las
proteinas de acuerdo con sus caracteristicas hidrofobicas en familias de
compuestos de menor cardinalidad que la base de datos completa. Con cada vector
Gnico para una secuencia y todo el PDB codificado se utiliza la técnica de mapas
auto-organizado SOM para la clasificacion en subgrupos con caracteristicas
similares [36], ver Figura 7.

Protein
Data
Bank

o Codificacion Codificacion Red SOM Sub-grupo(n),
/ HCA VCM fs PDB

[
Distribuir
secuencias

AN

el PN

DB1 DB2

Figura 7. Grafico codificacion del PDB en subgrupos de acuerdo a su contenido estructural lineal y la
informacion HCA de la secuencia.

3.1.3. Redes SOM

Las redes SOM (self-organizing map) o mapa auto-organizado, es un modelo de red
neuronal no supervisada que se ha utilizado con éxito en una amplia variedad de
aplicaciones en la ingenieria. El objetivo del algoritmo es tomar vectores prototipos
qgue representen el conjunto de datos de entrada y al mismo tiempo realizar una
aplicacién continua desde el espacio de entrada a una red.

Esta red consiste en una capa de entrada y una capa de Kohonen. La capa de
Kohonen esta usualmente disefiada como un arreglo bidimensional de neuronas
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gue mapea entradas N-dimensionales a dos dimensiones, preservando el orden
topolégico [37]. La red es entrenada con un algoritmo de aprendizaje competitivo no
supervisado, en donde la red debe ser alimentada con un gran nimero de muestras
de entrenamiento que representen las caracteristicas de los vectores esperados
durante el mapeo.

Matematicamente en una red SOM se define los siguientes componentes: el vector
de entrada x = (x4,x,, ..., )’ (vector de entrenamiento), w = (w3, wyp,...w;, )" el
vector de pesos asociado con el nodo [ donde w;; indica el peso asignado a la
entrada x; al nodo [ , donde se tienen k nodos y p es el nimero de variables. Cada
objeto de del conjunto de datos de entrada es presentado a una red en orden
aleatorio. La capa de aprendizaje de Kohonen es un algoritmo que encuentra el
nodo mas préximo en cada caso de entrenamiento y mueve el nodo ganador cerca
al caso de entrenamiento [36]. El nodo es movido cierta proporcion de distancia
entre este y el caso de entrenamiento. La proporcion estd dada por la rata de
aprendizaje.

Para cada objeto j en el conjunto de entrada, la distancia d;entre el vector de peso
y la sefal de entrada es almacenada. Asi la competencia comienza y el nodo con la
distancia mas pequefia es el ganador. Los pesos del nodo ganador son entonces
actualizados utilizando alguna regla de aprendizaje. Los pesos de los nodos no
ganadores no se madifican, usualmente se utilizada la distancia Euclidiana para
comparar cada nodo con cada objeto a pesar de que se podria utilizar otra métrica
[36]. Una vez la red se encuentra entrenada, se obtiene un total de 900 grupos en
los que se encuentran un aproximado de 70 secuencias por cada grupo. Cada
secuencia de PDB es guardada en su respectivo grupo utilizando la red entrenada.

3.2.Resultados y Andlisis

Para verificar que los resultados de nuestra propuesta de modelo de comparaciéon
sistemético de proteinas funciona adecuadamente, se utiliz6 la secuencia de la
hemoglobina alfa humana, se codificé utilizando HCA, se busco la afinidad con una
familia de secuencias, segun la red SOM entrenada y posteriormente se comparé
contra cada una de las secuencias en esa familia de proteinas, utilizando la
metodologia propuesta por Silva [27], ver Figura 8.
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Figura 8. Representacion del sistema para el analisis de una secuencia objetivo con un analisis
final entre el grupo seleccionado utilizando HCA de P. Silva

La secuencia seleccionada fue analizada utilizando la propuesta de P. Silva en
donde se indica la similitud en secuencia de acuerdo con su contenido hidrofdbico,
y el analisis secuencias BLAST. El enfoque de Silva permite la deteccion de
agrupaciones similares de residuos hidrofébicos en dos secuencias, utilizando un
valor de medicién de la relacion de alineamiento de los aminoacidos hidrofébicos
(HCA Score). Para evaluar el alineamiento del algoritmo, Silva asigna un valor de
umbral para la medicién acertada sin exceso de gaps, las secuencias que se
encuentren sobre el umbral seran tenidas en cuenta.

Para la secuencia Hemoglobina Humana — Alfa, Uniprot P69905 se encontré como
grupo de semejanza el niumero 300 de los 900 grupos en los que se encuentra
clasificado el PDB. Los resultados de la comparacion con el grupo se presentan en
la tabla 9. El andlisis con BLAST que se presenta para las 5 primeras secuencias
con alto porcentaje de identidad.

Secuencia BLAST % E- Value HCA- Umbral
Identidad Score
3ia3 100% 9e-105 1.00 Above threshold
lolo 99% 6e-103 1.00 Above threshold
Irvw 99% 9e-103 1.00 Above threshold
1yOc 99% 9e-103 1.00 Above threshold
4dmqc 99% 2e-103 1.00 Above threshold
Tabla 2. Descripcién y resultados de la secuencia P69905 contra el grupo 300 de la clasificaciéon del
PDB.
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El grupo contiene un total de 60 secuencias de las cuales se obtiene un minimo
porcentaje de identidad de 41% con e-value de 7e-35, 95% del grupo de secuencias
posee un valor de identidad superior al 50% y poseen un HCA-score superior a 0.7
sobre el umbral.

4. Planteamiento del problema

La prediccion de similitud y homologia de secuencias de proteinas ha sido
ampliamente estudiada en los ultimos afios [29,35]. Debido a la aparicion de
metodologias de secuenciacion de genomas, cada vez mas sofisticados vy
precisos[38], la cantidad de informacién sobre nuevas proteinas es abrumadora. En
muchos casos, la informacion que se obtiene de estos genomas no se explota
adecuadamente debido a la incapacidad que tenemos actualmente para determinar
la estructura y funcion de muchas proteinas contenidas en los genomas. Hasta
ahora los métodos mas utilizados para buscar homologia de proteinas son los de
comparacion lineal. Se ha demostrado que estos métodos no son adecuados para
encontrar homologia cuando la identidad entre proteinas oscila entre el 25y 35% o
zona de penumbra (twilight zone[1]).

Para abordar el grupo de secuencias en el twilight zone se utilizd6 el método de
comparacion HCA [4,40]. Recientes estudios han demostrado que esta metodologia
de comparacion de proteinas en 2D es Util para encontrar homologia entre proteinas
gue se encuentran en la zona de penumbras [4,5,39]. Sin embargo la utilidad de
esta técnica esta limitada por la experticia de los investigadores en su utilizacién.
No existe actualmente una metodologia robusta que permita realizar la comparacion
de proteinas de manera sistemaética utilizando la herramienta HCA.
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Figura 9. Sistema orgéanico de comparacion de proteinas utilizando HCA.

En este trabajo se propone un método alterno de comparacion de proteinas con
enfoque en aquellas secuencias que presentan baja identidad, ver Figura 9. El
desarrollo de este trabajo se centrd en la aplicacion de la transformada discreta de
Wavelet DWT para la comparacion de secuencias utilizando HCA de forma
automatica. EI método consta de varias etapas entre las cuales se incluyen: la
codificacion HCA de la secuencia de las proteinas para identificar agrupaciones
hidrofébicas, la caracterizacion de las agrupaciones para su transformacion en una
sefial numérica, el procesamiento de las sefiales con la DWT y un posterior andlisis
de correlacion, para detectar similitud en secuencia. Cada uno de estos pasos es
descrito a continuacién en la metodologia.

5. Metodologia

El método HCA de Gaboriaud [2] demuestra que secuencias con patrones de
distribucion muy similares en los residuos hidrofébicos (detectados en la
representacion helicoidal 2D de la secuencia de la proteina) son frecuentemente
homologas estructurales [41]. El sistema de comparacion propuesto toma como
enfoque el analisis HCA para analizar aquellas secuencias en el Twilight zone.

- El proceso de comparacion automatica de secuencias de proteinas
propuesto involucra varios pasos: La codificacion de las proteinas en HCA,
en este paso se involucra el alineamiento de secuencias, la identificacion de
los cluster hidrofébicos y su codificacién en Q y B.
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- El pre-procesamiento de la secuencia que implica crear el vector la
informacion HCA de la proteina y asignarle una sefial f(x) teniendo en cuenta
la secuencia de clusters hidrofébicos y un peso asociado con su valor EIIP.

- El proceso de comparacion utilizando la trasformada discreta de Wavelet y el
andlisis de correlacion.

- El andlisis de resultados de acuerdo a la validacién utilizando como
referencia la base de datos del Balibase, tomando los mejores resultados y
la visualizacion utilizando HCA.

Estos pasos se describen en la Figura 10. En primer lugar, realizar el alineamiento
y codificacion HCA para transformar las agrupaciones hidrofébicas de la secuencia
de la proteina en una sefial numérica sin perder su informacion funcional o
estructural, seguido del analisis multi-resolucion con la DWT, para ello se utiliza una
Wavelet madre y un nivel de descomposicion determinado, y por ultimo el analisis
de correlacion cruzada entre las dos secuencias de estudio. Las etapas de la
comparacion se describen a continuacion.

Secuencia Problema [

Alineamiento

Clustalw, Codificacién

enfoque HCA
Secuencia de hidrofébico
Comparacion

Pre-
procesamiento de
la sefial

- / Analisis
v / Correlacion
Analisis ¢
Multi-resolucién
DWT

Interpretacion

Figura 10. Diagrama de flujo del sistema automatico de comparacién de secuencias de proteinas
utilizando HCA y DWT

5.1.Alineamiento de secuencias

En esta etapa se alinean las secuencias de acuerdo con una matriz de sustitucién
donde los aminoacidos hidrofébicos y la prolina tienen un peso de 1, siy solo si se
encuentran en la misma posicidbn en la secuencia, mientras que los demas
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aminoacidos tienen un peso de 0.7. Como se aprecia en la Figura 11. Esta matriz y
la secuencia lineal de la proteina son las entradas del algoritmo ClustalW [42], el
gue esta encargado de determinar el grado de identidad entre las dos proteinas.
Como se observa en la matriz todas las iteraciones fuera de la diagonal son iguales
a 0, excepto para los aminoacidos hidrofobicos, cuyos intercambios por
aminoacidos del mismo conjunto se muestran equivalentes [27].
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(Sl
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3 3 3 38 3
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1]
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- 0
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Figura 11. Matriz de sustitucion aplicada en ClustalW para la identificacion de zonas hidrofébicas

El alineamiento de las secuencias se realiza con la finalidad de identificar las
posibles zonas hidrofébicas en comun entre las secuencias comparadas, para lo
que se utiliza una matriz de sustitucion como PAM o BLOSUM [43]. Estas matrices
nos permite asignar una puntuacion a cada posible sustitucion o la conservaciéon
posible de la cadena de aminoéacidos [44] .

Un ejemplo del alineamiento obtenido se observa en la Figura 12. En este caso se
realiza la comparacion de dos secuencias, la hemoglobina humana-alfa y la Lupin
leghemoglobin- alfa con porcentaje de identidad <15%.

>P1;sp|P69905|HBA HUMAN

-MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHED----LSHGSAQ
VKGHGKKVADALTNAVAHVDD--—--— MPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTL
AAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR---

*

>P1l;sp|P02240|LGB2 LUPLU

MGALTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKDLEFSFLKGTSEVPONNPE
LOAHAGKVFKLVYEAATIQLQVTGVVVTDATLKNLGSVHVSKG-VADAHFPVVKEAILKTI
KEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKKEMNDAA

*

Figura 12. Representacion de la informacion obtenida del alineamiento entre la
Secuencia hemoglobina humana-alfa y la Lupin leghemoglobin- alfa utilizando la matriz
de alineamiento propuesta.
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5.2.Codificacion en secuencia utilizando HCA y el EIIP

La transformacion de la secuencia en una sefial numérica, requiere de 2 pasos
relevantes: Por un lado extraer las agrupaciones en cédigo B y Q, ver Figura 13,y
por el otro asignar un peso a cada aminoacido, relacionado con sus propiedades
fisicoquimicas, para obtener una sefial numérica.

copp 00000000010101100100110 l‘(:l 00 O‘l 0 lT D\lll 0011011010011 1‘00 0 D\lll(l 1 ‘:l 0000 ‘l 1010 lt(l 000

cobQ MMVUUVM M DVMVMUVV u VMM

Figura 13. Representacion de la codificaciéon Q y B de una secuencia hipotética

Cada secuencia en HCA posee n cantidad de agrupaciones hidrofobicas. Cada
agrupacion de aminoacidos { Grupo,, Grupo,, ... Grupo;, ... Grupo, } tiene una
representacion en Q: 11(V) ,101(M) ,1001(U) y 10001(D) como se explicé en 2.3,
conformadas por aminoacidos hidrofébicos y no hidrofébicos. Identificadas las
zonas hidrofébicas y codificadas en Q, es necesario asociar un peso especifico para
la codificacion en una sefial posterior analisis utilizando la DWT.

Cada amino acido en una estructura lineal puede ser representado por diferentes
valores numéricos que indican propiedades y caracteristicas fisicas que son
relevantes para la actividad biologica. Existen modelos como el c-p-v, que
representa la composicion, polaridad y volumen molecular de los aminoacidos de
la secuencia [45], el modelo EIIP (el potencial de interaccion ion-electron) que
representa el promedio de estados de energia de todos los electrones de valencia
en cada aminoacidos [12], o la hidrofobicidad de cada aminoacido Kyte-Doolittle
[46]. Para este trabajo decidimos utilizar EIIP porque discriminan los aminoacidos
de acuerdo con una propiedad fisica especifica, por la disponibilidad de los datos y
porque en trabajos anteriores se ha demostrado que son suficientes el andlisis de
secuencias con tratamiento digital de sefiales [12,23,43].

Mediante la introduccion de los valores del EIIP de todos los aminoacidos, cada
proteina se puede representar como un vector numérico compuesto de respuestas
funcionales, caracteristica importante del método propuesto. Cada aminoacido
independiente de su posicion en la secuencia se puede representar por un unico
valor (Ver tabla 2). Los valores numéricos se derivan de la polarizacion de los
aminoacidos como consecuencia de la movilidad de los electrones en la proteina,
la cual es relevante para su actividad biolégica [47]. Una vez que se logra un mapeo
numerico para una secuencia de proteina, esta puede ser tratada como una sefial
[46].
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Valores EIIP para los aminoacidos

Aminoécido EIIP Aminoécido EIIP
Leu 0.0000 Tyr 0.0516
lle 0.0000 Trp 0.0548
Asn 0.0036 GIn 0.0761
Gly 0.0050 Met 0.0823
Val 0.0057 Ser 0.0829
Glu 0.0058 Cys 0.0829
Pro 0.0198 Thr 0.0941
His 0.0242 Phe 0.0946
Lys 0.0371 Arg 0.0959
Ala 0.0373 Asp 0.1263

Tabla 3. Descripcion de los valores EIIP para cada uno de los aminoacidos, adaptado de [12]

Cada uno de los valores asignados a cada aminoacidos es normalizado para su
posterior analisis de sefiales, ver Anexo numeral A. Para cada agrupacion en Q, se
calcula el peso a asignar con el calculo de la combinatoria de todas las posibles
conformaciones en la cadena contemplando aminoacidos hidrofébicos y no
hidrofébicos. Los valores promedios calculados para cada posible conformacién de
la codificacion Q se describen en la tabla 4, en dénde n corresponde a los
aminoacidos hidrofébicos y los m a los aminoacidos.

Clusters hidrofébicos codificacion Qy valores EIIP

Cdédigo | Cdadigo | Combinaciones | Peso Peso para cada | Peso Peso para cada
B Q calculado de | cluster promedio cluster utilizando
cada utilizando ElIP. | para dos | EIIP. (Valor
combinatoria | (Valor aminoacidos normalizado)
normalizado) enQ
11 \% nxn 0.082571 -1,161895004 (D /V) vy|145717E-12
(U/M)
101 M nxmxn 0.135725 -0,387298335 (D/ M) 0,387298335
1001 U NXmxmxn 0.188879 0,387298335 (D7) 0,774596669
10001 | D NXMXMxXmxn 0.242032 1,161895004 V/Iwm) -0,774596669
(U/v) -0,387298335

Tabla 4. Descripcién de los valores EIIP calculados para 4 agrupaciones Q con HCA

Con los valores calculados en la tabla 4 se construye un nuevo vector numeérico
para cada secuencia. La sefial final codificada se conformara solo de aquellas zonas
gue tengan agrupaciones hidrofébicas comunes, ver Figura 14.
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Zonal Zona 2 Zona 3 Zona 4

'_I_l I | |
Sec. 1 ! I |
SeclC1 SeclC2 Secl1C3 SeclC4
Sec2C1 Sec2C2 Sec2C3 Sec2C4
Sec. 2 Y Y Y Y

{2} {0} {=} {0} {0}

Figura 14. Representacion de la seleccion de las agrupaciones hidrofébicas que se pueden presentar
en la transformacién a una sefial numérica para las proteinas

Se identifican 4 zonas especificas:

e Zona 1: es aquella en donde las agrupaciones hidrofébicas coinciden en
tamanfo, los dos segmentos son codificados y quedan de la misma longitud.

e Zona 2: es aquella donde no coincide ninguna zona hidrofébica, estos
segmentos de aminoé&cidos seran ignorados en la secuencia.

e Zona 3: es aquella donde varias agrupaciones no coinciden en longitud, se
puede dar el caso en que dos agrupaciones coincidan con una sola
agrupacion de comparacion, las zonas sin coincidencia seran reemplazadas
con el valor de cero. Y por ultimo,

e Zona 4: es zona aquella donde una agrupacion de longitud superior a otro
contenido, estas zonas sin coincidencia seran completadas con el valor de
cero.

Asi, al final se tendra dos vectores con la informacién final codificada para la
comparacién. Los dos vectores siempre seran de igual longitud, independiente de
la longitud original de la cadena de aminoacidos de cada proteina. La longitud de
los vectores dependera de la cantidad de agrupaciones hidrofébicas en secuencia
que posean las secuencias de interés, ver Figura 15.

SeclC1=Q SeclC2=Q SeclC3=Q SeclC4=Q

Sec2C1=Q Sec2C2=Q {0} Sec2C3=Q {0} C4= Q= CODE {0}

Figura 15. Representacion de la informacion tomada de una secuencia con la nueva codificacion

El cédigo B de cada de cada una de las agrupaciones permite encontrar la cantidad
de aminoéacidos que pertenecen a cada una de las codificaciones Q que conforman
una agrupacion hidrofébica, es decir, por cada aminoacido que pertenece a la
formacion de una de las agrupaciones Q sera creada la nueva cadena de simbolos
en Q. Siun aminoéacido pertenece a dos formaciones de las agrupaciones Q, el valor
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en esa posicion sera reemplazado por el promedio calculado las dos formaciones Q
a las que pertenece, ver Figura 16.

CODEB 1011 Codificacion 1o 1 1

copa My

Figura 16. Representacion de una identificacién de componentes de una agrupaciéon hidrofébica

Cuando se identifica la cadena de simbolos de todas las agrupaciones Q con la
propuesta de codificacion, es posible reemplazar cada uno de los valores numeéricos
calculado en las Tabla 3. Una vez se reemplazan todos los valores numéricos, se
obtienen los dos vectores numéricos para la comparacion utilizando la DWT vy al
andlisis de correlacion cruzada. A continuacién de describe el algoritmo con todos
los procesos involucrados en el proceso de comparacion, ver Figura 17.Algoritmo
de Comparacion.

Entradas Secl, Sec2
Sea AA =Y{AC,D,EFGHLKLMN,P,QR,ST,V,W,Y}los
aminoécidos que conforman cada una de las secuencias.
Salidas Resultado
Alineamiento de secuenciasSecl, Sec?
Secl’, Codificacion Q de Secl, Sec2, sea Q= {U,V,M,D}
Sec2’, Codificacion B de Secl, Sec2, sea B={0,1}
S;= Crear nueva codificacién para Secl,
- 312{511, 312, S12, ... Sln}
n= Longitud de S;
Sea s;1el primer componente del primer clister contenido en
Secl en la nueva codificacion numérica.
S,= Crear nueva codificacion para Sec2,
- 32:{521, S22, 522, ... szn}
n= Longitud de S;
Sea sp1 el primer componente del primer clister contenido en
Sec? en la nueva codificacion numérica.
Anadlisis multi-resolucion DWT
- Nivel de descomposicién 4
- Seleccién de una Wavelet , 37 tomadas de prueba
S1” = {Ca4,Cd4,Cd3Cd2,Cd1}
Sy’ = {Ca4,Cd4,Cd3Cd2,Cdl}

Anélisis de correlacion

Resultados , Vector de correlacion entre los coeficientes de descomposicion
en DWT para las dos secuencias de comparacion

Resultados = {x1,x2,x3,x4,x5}
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Variable Descripcion

Secl Archivo con las proteinas a comparar

Sec2 Archivo con el grupo de secuencias a comparar

Test Archivo de alineamiento por par de secuencias a comparar

Clus1 Archivo con las agrupaciones HCA para la secuencia 1

Clus2 Archivo con las agrupaciones HCA para la secuencia 2

Resultado Archivo con el vector de correlacion superior a 0.5 en alguno de sus coeficientes, sino
estara vacio.

Figura 17. Algoritmo parala comparacion de secuencias de proteinas bajo el andlisis HCA y la DWT

5.3.Transformada discreta de Wavelet, analisis multi-resolucién

La transformada de Wavelet ha sido aplicada en multiples trabajos relacionados con
el analisis de secuencias de proteinas, alineamiento de secuencias, prediccion
estructural y analisis de similitud [12,29,30,43]. Con esta metodologia las proteinas
se representan por valores numeéricos y se analizan utilizando un modelo fisico-
matematico.

En la literatura se puede encontrar que entre los modelos frecuentemente utilizados
se encuentran la transformada de Fourier [28,31,44,45] y el analisis a través de la
transformada de Wavelet [30,43,46,47]; al igual algunos nuevos enfoques con
nuevas propuestas como el uso de estudio tiempo-frecuencia Wigner-Ville para
encontrar sitios biolégicamente activos para ciertas proteinas [46]. Sin embargo
sigue siendo la transformada de Wavelet de mayor interés en el analisis de
proteinas por ser mas eficiente y rapida en la captura de la esencia de los datos que
la transformada de Fourier [53].

La transformada Wavelet ha tenido diferentes enfoques en el estudio de proteinas;
utilizando la transformada continua de Wavelet (CWT) se logroé la identificacion de
estructuras secundarias [30], la deteccién y caracterizacion de motivos repetidos en
una secuencia de proteina y en los datos estructurales [29], y la deteccidn de sitios
activos biolégicamente potenciales en secuencias pero con la dificultad de que no
revela componentes frecuenciales asociados a RRM y con la dificultad que existe
para interpretar el espectrograma [46].

En otros trabajos utilizan la transformada discreta de Wavelet para la deteccion de
estructuras secundarias [30], la prediccion de nudcleos hidrofébicos [54], la
prediccion de tipos de membranas en proteinas [55], la deteccion de motivos sub-
estructurales en la secuencia lineal [56], la prediccidon de la localizacion y topologia
de hélices en proteinas de membrana [46,53,54,56]. Esta metodologia ha mostrado
ser muy eficiente en la captura de componentes ocultos de datos biolédgicos, lo que
permite una mejor relacion entre las representaciones matematicas y la funcion de
los sistemas biologicos [53].
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Con respecto a nuestro trabajo, DWT ha sido utilizada para la comparacién de
secuencias y la deteccion de similitud por otros investigadores con buenos
resultados [12,23,46]. En este trabajo, una proteina es transformada en una sefial
f(x); el valor del primer residuo x; corresponde al primer valor de la primera
agrupacion hidrofébica en la secuencia, asi para j agrupaciones hidrofébicas se
tendran n puntos en secuencia dependiendo de la cantidad de agrupaciones en
secuencia y su longitud. Asi, dos secuencias de proteinas S; y S, respectivamente
estan compuestas de n puntos de datos en su codificacion, asi se tiene S; = {s;1,
512, ..,51n}Y Sy = {s,1, s,2,...,5,n } para ser analizadas a través de la DWT, como
las sefales F1(x) = {x1,x2,..,xn}y F2(y) = {y1,y2,...,yn}.

La transformada discreta de Wavelet consiste en la descomposicion de una sefal
discreta f(x) € L(R) en un conjunto jerarquico de funciones ortogonales de
aproximacion y detalle, 4,, y d,, respectivamente, siendo m el nivel de
descomposicion. Las funciones de aproximacion contienen los componentes de
baja frecuencia de la sefial y pueden ser extraidos a partir de un filtro pasa-bajo (h).
Para el caso de las funciones de detalle, contienen los componentes de alta
frecuencia y pueden ser extraidos a partir de un filtro pasa alto g(n), ver figura 18.

Az > Am
A1
h |—| 12 }— ________ dm
b H 12 T
fx)
¢« 12 F>d

Figura 18. Diagrama de descomposicion de una sefial utilizando la DWT.

El proceso inicia desde el ingreso de la sefial original a través de los dos filtros para
obtener en el primer nivel de descomposicion las sefales A; y d; . A, €s
descompuesta nuevamente por los dos filtros para obtener A, y d,. El proceso de
descomposicion se repite hasta el nivel de descomposicion deseado (m).

Con todos los coeficientes de aproximacion y detalle calculados es posible realizar
un proceso inverso de reconstruccion de la sefial. Este proceso involucra otro
conjunto de filtros, uno pasa bajo h'y uno pasa alto g',ver figura 19. La seleccién
tanto de h, g,h'y g’ se define por la seleccion de la Wavelet madre que se utilice.
Las Wavelet madre se encuentran clasificadas en familias; las Wavelets asimétricas
(familia Daubechies), las Wavelet simétricas (familia Biortogonal) y las casi
simétricas (familia Coif).
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Figura 19. Diagrama de reconstruccién de una sefial utilizando la DWT

Para todas las Wavelets madre posible a utilizar en el analisis propuesto es
necesario realizar una prueba de comparacion, para seleccionar aquella que
presente el mejor resultado de comparacion para las secuencias de estudio. Los
coeficientes obtenidos por cada Wavelet seran reconstruidos y comparados a traves
del andlisis de correlacion cruzada.

En el siguiente ejemplo se toman las secuencias hemoglobina humana-alfa y la
Lupin leghemoglobin- alfa después del posterior alineamiento mostrado en la Figura
12. Enlafigura 20 y 21 se representan los coeficientes obtenidos para cada una de
las sefiales respectivamente.

Figura 20. Coeficientes Wavelet. Representacién de los coeficientes reconstruidos de detalle ( D1, D2,
D3, D4) y aproximacién (A4) para los 4 niveles de descomposicién utilizando la DWT con la Wavelet
madre Bior3.1, (S) denota la sefial original de la proteina transformada en sus agrupaciones
hidrofébicas y los valores calculados con el EIIP para la secuencia hemoglobina humana-Alfa.
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Figura 21. Coeficientes Wavelet. Representacion de los coeficientes reconstruidos de detalle (D1, D2,
D3, D4) y aproximacién (A4) para los 4 niveles de descomposicién utilizando la DWT con la Wavelet
madre Bior3.1, (S) denota la sefial original de la proteina transformada en sus agrupaciones
hidrofébicas y los valores calculados con el EIIP para la secuencia Lupin leghemoglobin- alfa.

El ejemplo se realiza para todo el sistema de comparacion iniciando con el
alineamiento, y los resultados de los coeficientes de detalle y aproximacion para
cada secuencia. La abscisa representa la posicién de cada uno de los componentes
hidrofébicos para cada agrupacién a lo largo de la secuencia y la ordinaria
representa la magnitud de los coeficientes de la DWT. Para estas dos secuencias
se calcula el vector de correlacién para identificar el grado de similitud respecto a
su contenido hidrofébico entre ellas.

5.4.Analisis de Correlacion

Los coeficientes de correlacion cruzada se calculan en cada nivel para establecer y
cuantificar la similitud entre las dos secuencias de proteinas comparadas. Utilizando
la teoria de sefiales biomédicas[59], se considera que dos sefiales son fuertemente
correlacionadas si el coeficiente de correlacion supera +0.7,y débilmente
correlacionadas si la correlacion esta en el rango +0,7 y +0,5, y sin correlacion para
valores inferiores a 0.5 [23]. Los coeficientes de correlacién cruzada se definen
como:
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Donde n es la longitud de la sefial y j es el nimero de retrasos. El maximo valor
absoluto del coeficiente de correlacion para cada nivel de descomposicion es
asignado como el puntaje de similaridad para las dos proteinas en ese nivel. De la
comparacion de cada coeficiente se crea un vector de similaridad en secuencia a
diferentes escalas. El maximo valor de correlacion es 1 indicando 100% similitud
[56].

Estudios previos han mostrado que las proteinas que se encuentran altamente
relacionadas tienen una correlacion fuerte, superior a 0.7 y aquellas distantemente
relacionadas pero con funciones biologicas similares tienen una escala de
correlacion en algun nivel, y aquellas secuencias sin funcion biolégica relacionada
no presentan ninguna escala de correlacion [12,23]. Estos tres rangos para la
similitud en secuencia: fuertemente correlacionados, débilmente correlacionados y
sin correlacién se tomaran en la comparacion propuesta. El proceso de comparacion
depende fundamentalmente de la codificacion de la secuencia.

Cross-correlation A4

Figura 22. Coeficientes de correlacion cruzada entre la secuencia la hemoglobina humana-Alfa y Lupin
leghemoglobin- alfa. La abscisa es la posicién de cada uno de los componentes de cada agrupacién
hidrofébica en Q y la ordinaria es la magnitud de la correlacion. Se utiliza la Wavelet Bior3.1.

La Figura 22 representa los coeficientes de correlacion cruzada para el analisis de
las secuencias. El vector de similitud que se obtiene es [0.6622 0.6811 0.6119
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0.4748 0.4426] en el orden A4, D4, D3, D2, D1 respectivamente, donde se revela
correlacion alta en 3 de sus niveles esto nos indicar que existe similitud estructural
entre estas dos secuencias, es necesario recordar que es necesario verificar el nivel
de descomposicién de la sefal. En el estudio realizado en estas dos secuencias se
identifica utilizando HCA, homologia a través de sus cluster hidrofébicos cubren el
65% asignando homologia HCA de 80%][4]. En nuestro método es posible detectar
esa similitud en secuencia a través del andlisis de correlacion entre los coeficientes.

Para la seleccion de los parametros del analisis propuesto se realizé una prueba y
una validacion del trabajo utilizando como referencia la base de datos del BAliBase
en diferentes casos.

6. Andlisis de Resultados

Las pruebas experimentales realizadas en la presente investigacion, fueron
realizadas utilizando la base de datos BaliBase, base de datos estandar con
informacion de secuencias con proteinas identificadas con estructura utilizada como
banco de prueba para sistemas de alineacion [60]. Tomando dos de sus
agrupaciones se desea realizar la seleccion de la Wavelet madre para la
comparacién propuesta a un nivel de descomposicion 4, encontrado en la literatura
como la mejor aproximacién de descomposiciéon con la DWT [12, 23, 60] y la
posterior validacion con la Wavelet que presenta la mejor aproximaciéon de similitud.

Las alineaciones en el BaliBase se clasifican por la longitud de la secuencia y la
similitud principalmente [23]. La base de datos actualmente consta de 142
alineaciones de referencia, que contiene mas de 1000 secuencias. Las alineaciones
se dividen en cuatro conjuntos de referencia jerarquicos. De interés en las pruebas
para la identificacién de la Wavelet a seleccionar, se utiliza el grupo de referencia 3.
Este grupo contiene 3 subgrupos de secuencias clasificados por su longitud, y
posee secuencias con menos del 25% de identidad en residuos y secuencias
altamente relacionadas, ver tabla 4.

Para la validacion del método con la Wavelet madre seleccionada se toma como
referencia el grupo Ref_1. Esta grupo contiene alineamientos de secuencias (menos
de 6) equidistantes, es decir el porcentaje de identidad entre dos secuencias esta
dentro de un rango especificado. Todas las secuencias son de longitud similar, con
lo no hay grandes inserciones o extensiones, ver Tabla 5. Tanto para el grupo Ref 3
y Ref 1 se describen las caracteristicas de referencia en el BAliBase y los
resultados obtenidos.
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Referencia Cantidad de Tamafio Max. % Min. %
Ref -3 Secuencias Identidad Identidad
lidy 27 Short 81 1

1ubi 22 Short 70 5

2pia 20 Medium 70 13
kinase 25 Medium 100 14

lajsA 28 Long 68 8

1pamA 19 Long 78 16

Tabla 5. Descripcion de las secuencias tomadas del BaliBase Ref_3

En el experimento para la seleccion de la Wavelet se toman 6 grupos de secuencias
con diferente longitud y diferente porcentaje de identidad del grupo Ref 3. Para
cada grupo de secuencias se realiza el analisis multi-resolucion utilizando la
transformada discreta de Wavelet. Cada familia Wavelet posee su conjunto de
funciones para diferentes sefiales, generando diferentes resultados. En este trabajo
se probaron 37 Wavelets, DB1, DB2, DB3, DB4, DB5, DB6, DB7, DB8 Biorl.1,
Biorl.3, Biorl.5, Bior2.2, Bior2.4, Bior2.6, Bior3.1, Bior3.3, Bior3.5, Bior3.7, Bior3.9,
Bior4.4, Bior5.5, Rbiol.3, Rbiol.5, Rbio2.2, Rbio2.4, Rbio2.6, Rbio2.8, Rbio3. 1,
Rbio3.3, Rbio3.5, Rbio3.7, Coifl, Coif2, Coif3, Coif4, Coif5, para encontrar aquellas
gue se ajusten en el analisis propuesto.

Todas las sefales fueron analizadas a un nivel de descomposicién 4, sin exceder el
maximo valor de descomposicién de acuerdo a la longitud de la sefial, logz N siendo
N la longitud de una sefal. La Figura 16 contiene la informacion de los resultados
obtenidos para cada familia Wavelet. El andlisis de coeficientes se calcula en cada
nivel de descomposicion. Para el criterio de similitud en secuencia se toma como
referencia aquellos pares de secuencias en las que se presentan al menos dos
coeficientes con correlacion débil o un coeficiente con correlacion fuerte sobre el
total de secuencias en el grupo.
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Figura 23. Resultados obtenidos para el analisis 6 grupos de secuencias tomados del BaliBase a un
nivel de descomposicién 4. El eje x representa cada una de las Wavelets analizada y el eje Y la
discriminacion a partir de las secuencias encontradas con similitud sobre la cantidad de secuencias

en el grupo.
Secuencia Wavelet % Discriminacion
lidy Bior3.1 50%
Bior3.9 50%
RBi03.9 45.80%
ubi Bior2.8 66.70%
RBior2.8 61.90%
Bior2.6, Bior3.1,Bior3.3,Bior4.4,Coif3 57.14%
pia DB2,DB8,Bior3.7,Coif4 52.63%
kinase DB8 45.83%
DB6,Bior2.8,Bior3.9,Bior5.5,RBio2.6 41.66%
Coif2,Coif5
ajsa Bior3.1 62.96%
Bior2.2,RBiol1.5,DB4 51.85%
pam Bior3.1 66.66%
Bior3.3 55.55%
Coifl 50%

Tabla 6. Resultados obtenidos paralos 6 grupos seleccionados del BaliBase Ref_1 para el estudio de
coeficientes con correlacion representativa

Las Wavelets representativas se evidencian para Bior2.8, Bior3.1 y Rbior2.8, ver
Figura 23, tabla 6, en donde se obtiene los grupos con mayor cantidad de pares de
secuencia con porcentajes de correlacion relevantes. En la validacion del método
se toma la Wavelet Bior3.1 como base para analizar 6 grupos de secuencias del
BaliBase Ref 1; Los grupos de secuencias tomados del Ref 1 se toman con
promedio de identidad en diferentes rangos, ver tabla 7.
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Grupo Cantidad de Max. Identidad | Min. Promedio
Ref 1 Secuencias Identidad Identidad
1gpb 5 61 43 47
17kj 5 52 38 44
lycc 4 40 25 29
1ldg 4 30 23 27
lajsA 4 23 11 15
3grs 4 22 11 14
Tabla 7. Descripcién de las secuencias tomadas del BaliBase Ref_1 para el andlisis de comparacion
propuesto

Este grupo de secuencias se analiza con tres métodos de comparacion diferentes.
El primero, es la comparacion a través del método propuesto por Silva [27], con
enfoque en el analisis hidrofébico en secuencia. El segundo método se basa en el
alineamiento de aminodacidos a nivel local, con mayor parecido en secuencia BLAST
[62], y por ultimo el enfoque propuesto en este trabajo.

El enfoque de Silva permite la deteccion de agrupaciones similares de residuos
hidrofébicos en dos secuencias, utilizando un valor de medicion de la relacion de
alineamiento de los aminoé&cidos hidrofébicos (HCA Score). Para evaluar el
alineamiento del algoritmo, Silva asigna un valor de umbral para la medicién
acertada sin exceso de gaps, las secuencias que se encuentren sobre el umbral
seran tenidas en cuenta. El valor del HCA score dara un aproximado en similitud
hidrofébica guia para analizar los resultados obtenidos por el método propio
propuesto. Los resultados obtenidos por la herramienta HCA se presentan en la
Tabla 8.

Referenci |Longitud [Porcentaje HCA Score HCA Score HCA Score |Umbral
a promedio |de identidad Méaximo Minimo Promedio
Ref-1 SecuenciasBaliBase
1gpb 416 >35% 0.84 0.78 0.81 ABOVE
TRESHOLD
1fkj 127 >35% 0.73 0.68 0.70 ABOVE
TRESHOLD
lycc 51 20% y 40%  No significant No significant No significant ----
HCA score HCA score HCA score
lldg 154 20% vy 40% 0.65 0.60 0.62 ABOVE
TRESHOLD
3ars 270 <25% No significant No significant No significant ----
HCA score  HCA score HCA score
lajsA 224 <25% No significant No significant No significant ----
HCA score  HCA score HCA score

Tabla 8. Resultados obtenidos utilizando el analisis propuesto por P. Silva para el analisis de
secuencias utilizado
En los resultados obtenidos, tres grupos poseen pares de secuencias con
agrupaciones de alto contenido hidrofébico, 1gpb, 1fkj y 1ldg. Estos tres grupos se
analizan con la herramienta propuesta en esta investigacion para establecer
caracteristicas que pueden ser asociadas a un grado de correlacion. Al igual los 6
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grupos se analizan con la herramienta tradicional BLAST para observar los
diferentes resultados al contemplar todo el contenido de la proteina, y como los
métodos alternos pueden aportar mas informacion en el analisis de comparacion.

BLAST es una herramienta utilizada para detectar posible homologia en secuencia
a partir del alineamiento local de aminoacidos. Utiliza un algoritmo heuristico, lo que
no permite garantizar con exactitud sus resultados. Blast brinda un valor de
identidad entre secuencias, y un e-valué que describe el nimero de hits que se
puede esperar encontrar cuando se busca en un grupo de secuencias. Cuanto
menor sea el valor de e-valué, més significante es el match, es importante tener en
cuenta que este valor también se ve afectado por la longitud en secuencia, ya que
las secuencias muy cortas tienen mayor probabilidad de encontrarse entre un grupo
de secuencias.

Grupo Porcentaje de | Max. Identidad Min. Identidad Promedio E-value
Ref _1 identidad Identidad
BaliBase

1gpb >35% 49% 44% 47% 0.0

1fkj >35% 54% 31% 39% 5e-26

lycc 20% y 40% 35% 27% 31% 9e-21

lldg 20% y 40% 31% 26% 29% 2e-43

lajsA <25% No significant No significant No significant  No significant
similarity found similarity found similarity found similarity found

3grs <25% No significant No significant No significant  No significant
similarity found similarity found similarity found similarity found

Tabla 9. Resultados obtenidos utilizando un herramienta tradicional de comparacién de proteinas.

Los resultados obtenidos con la herramienta BLAST no permiten encontrar
identidad en aquellas secuencias que se encuentran por debajo del 25% indicado
en el BaliBase, las secuencias con identidad superior se puede observar que tienen
un aproximado de identidad semejante lo cual permite analizar los resultados de
nuestro método, ver Tabla 9.

Para aquellas secuencias que presentan un porcentaje de identidad superior a 35%
en el BaliBase se obtiene al menos un coeficiente de correlacion fuerte (>0.7) o la
mayoria de sus coeficientes con correlacion débil (0.5).Es de comparar que el grupo
1gpb y 1fkj que obtuvieron alto valor de HCA_score poseen coeficientes de
correlacion superior a 0.5 en casi todas sus escalas ver Figura 24.
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Figura 24. Coeficientes de correlacion para secuencias con porcentaje de identidad superior a 35% de
acuerdo alainformacion entregada en el BaliBase

Para obtener una representacion del contenido hidrofébico de este grupo de
secuencias se realiza el grafico HCA de las secuencias con mayor nivel de
correlacion, en este caso se toma como ejemplo las secuencias del grupo 1fkj35
(P45523 y POA9L3) observar su alineamiento en secuencia y la cantidad de
agrupaciones hidrofébicas. Varios segmentos indican zonas hidrofébicas que
pueden ser relevantes en el analisis estructural de las dos proteinas.

GRAFICA HCA
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Figura 25. Representacion HCA de las secuencias de proteinas pertenecientes al grupo 1fkj35 (P45523
y POA9L3), Imagen obtenida mediante adaptacién de software DrawHCA [63].

Para analizar aquellas secuencias con porcentaje de identidad entre el 20% vy el
40%, se observa que la comparacion con el método de Silva, el grupo 1ldg contiene
alto contenido hidrofébico, y en nuestro método las dos secuencias contienen
coeficientes de correlacion altos. Cabe resaltar que es necesario verificar siempre
en el procedimiento la longitud en secuencia y el alineamiento que tuvo el proceso
para la comparacion, ver Figura 26.
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de la similitud detectada en el coeficiente indicado, verificar el
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Figura 27. Representacion HCA de las secuencias de proteinas pertenecientes al grupo 1ldg (Q27743
y P14245), Imagen obtenida mediante adaptacion de software DrawHCA [63].
correlacion superior a 0.5 en uno de sus niveles. Este indicador requiere de una

verificacion
alineamiento de secuenciay si es posible hallar similitud significativa, ver Figura 28.

Para aquellas secuencias con identidad inferior al 25%, se observan escalas con
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Figura 28. Coeficientes de correlacion para secuencias con porcentaje de identidad inferior al 25% de
acuerdo alainformacidn entregada en el BaliBase

El grafico HCA de las secuencias con identidad inferior al 25% con mayor nivel de
correlacion, en este caso se toma como ejemplo las secuencias del grupo lajsa
(P45523 y POA9L3) permitird al experto en HCA un analisis profundo para detectar
similaridad en aquella secuencia que muestre algun grado de correlacion
representativo, o descartar informacion no relevante en las conformaciones
hidrofébicas.

GRAFICA HCA

Figura 29. Representacion HCA de las secuencias de proteinas pertenecientes al grupo lajsa (P00503
y P16932). Imagen obtenida mediante adaptacion de software DrawHCA [63].

Para realizar unas pruebas con los resultados obtenidos, se tomé como referencia
las secuencias de comparacion en la pre-seleccion obtenida con la red SOM. Se
realizan pruebas a las 5 secuencias que se obtuvieron mejores resultados tabla 2.,
los coeficientes de correlacion se observan en la tabla 30.
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Figura 30. Resultados Correlacion para las secuencias de la tabla 2. expuesta para la seleccion de
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secuencias utilizando una red SOM.
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Figura 31. Representacion HCA para las secuencias Hemoglobina y 3ia3 perteneciente al grupo 300 de

la agrupacion del PDB propuesta en la pre-seleccion de secuencias. Imagen obtenida mediante

adaptacion de software DrawHCA [56].
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Figura 32. Representacion HCA para las secuencias Hemoglobinay 1olo perteneciente al grupo 300

de la agrupacion del PDB propuesta en la pre-seleccidon de secuencias. Imagen obtenida mediante

adaptaciéon de software DrawHCA [56].
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Figura 33. Representacion HCA para las secuencias Hemoglobina y 1rvw perteneciente al grupo 300 de

la agrupacion del PDB propuesta en la pre-seleccién de secuencias. Imagen obtenida mediante

adaptacion de software DrawHCA [56]
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Figura 34. Representacion HCA para las secuencias Hemoglobina y 1yOc perteneciente al grupo 300 de

la agrupacion del PDB propuesta en la pre-seleccién de secuencias. Imagen obtenida mediante

adaptaciéon de software DrawHCA [56]
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Figura 35. Representacién HCA para las secuencias Hemoglobina y 4mqc perteneciente al grupo 300

de la agrupacion del PDB propuesta en la pre-seleccidon de secuencias. Imagen obtenida mediante

adaptacion de software DrawHCA [56].
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7. Conclusiones y recomendaciones

7.1.Conclusiones

En este trabajo se desarroll6 un método automatico de comparacion de secuencias
de proteinas con una nueva propuesta de codificacibn que permite encontrar
similitud en secuencia de acuerdo a su contenido estructural. Utilizando la DWT y
analisis de correlacion es posible encontrar similaridad de secuencias que de otra
manera no serian comparables utilizando las metodologias convencionales.

El algoritmo desarrollado permite reducir el campo de busqueda en el estudio de
funcionalidad en secuencia o contenido estructural con HCA, ya que se pueden
analizar multiples secuencias y seleccionar aquellas que indiquen un grado de
similitud significativa para que el experto pueda realizar un analisis profundo y poder
asi dar un valor identidad entre aquellas que presenten correlacion relevante en al
menos alguno de sus coeficientes.

Utilizando la DWT es posible en términos del contenido hidrofébico de una proteina,
cuando es convertida en una sefial digital, realizar la descomposicién en los
diferentes coeficientes donde se obtiene informacion de las estructuras locales que
las componen de acuerdo con sus agrupaciones hidrofébicas, lo que permite tener
de una forma mas efectiva un grado de similitud en secuencias de acuerdo al orden
en el que se encuentran las agrupaciones en la cadena.

El sistema implementado permite crear una automatizacion del método HCA con la
extraccién de la informacion de las agrupaciones hidrofébicas, lo que puede generar
una aproximacion a un método de andlisis para las secuencias que se encuentran
en la zona de penumbras, lo que seria un aporte para rescatar aquellas secuencias
gue no han sido posibles de identificar, para este sistema utilizando la Wavelet
madre Bior3.1 a nivel de descomposicion 4, es posible detectar similitud con la
codificacion propuesta.

Varios factores influyen directamente en todo el proceso de comparacién. El
alineamiento de secuencias sigue siendo un componente de prioridad para en el
proceso de identificacion de grupos hidrofébicos. Al igual es de observar que
independiente de la longitud original de una secuencia esta puede cambiar
representativamente de acuerdo al contenido de las cadenas hidrofébicas
identificadas con HCA, la codificacion permite un andlisis centrado solo en aquella
informacion que puede ser asociada a una forma estructuras en secuencia.

Aquellas secuencias que presentan porcentaje de identidad superior al 35%,
poseen correlacion fuerte, es decir superior al 0.7; para secuencias que se
encuentran en con identidad entre el 20% y 40% al menos dos de sus escalas se
encuentran con correlacion superior a 0.5. Y aquellas en donde se ha encontrado
identidad del 20%, no poseen correlacion o una sola escala superior a 0.5, en donde
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se requiere un analisis enfocado para descartar informacion no relevante en
secuencia.

7.2.Recomendaciones y trabajos futuros

Para la extensibn y mejora del trabajo realizado, se plantean algunas
recomendaciones en aspectos relacionados con la verificacion del modelo y la
implantacion del mismo, estas son:

Desde el punto de vista de verificacion del modelo se recomienda realizar un
analisis de las implicaciones bioldgicas de los resultados obtenidos de este
trabajo, esto debido a que las pruebas realizadas se centran en la valides
numeérica de los resultados mas que en la connotacion biol6gica de los
mismos. Ademas, se recomienda la construccion de una base de datos con
secuencias identificadas con el método HCA, para tener un marco de
referencia en las pruebas de modelos con un enfoque similar, ya que no se
encuentra uno en la literatura.

Desde el punto de vista de implementaciébn se cree que este modelo
permitiria realizar un proceso de anotacion de secuencias en bases de datos
de forma automatica, para ello se trabajé en un modelo de busqueda de
bases de datos basado en informacion estructural que se presenta en los
antecedentes del proyecto, que en conjunto con el modelo desarrollado
permitiran realizar anotaciones, donde realizando un pre-procesamiento de
posibles secuencias con similitud se reduciria significativamente el campo
de busqueda de secuencias antes de una verificacion detalla entre pares de
secuencias.
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Anexos

A. Célculo de los valores EIlIP normalizados

Ecuaciéon de normalizacion:

x =2 H
o
Media EIIP: 0.049
Desviacion estandar: 0.0402341
Aminoécido ElP Valor ElIP
Normalizado

Leu 0.0000 -1,217872664
lle 0.0000 -1,217872664
Asn 0.0036 -1,128396305
Gly 0.0050 -1,093599943
Val 0.0057 -1,076201762
Glu 0.0058 -1,073716308
Pro 0.0198 -0,72575269

His 0.0242 -0,616392695
Lys 0.0371 -0,295769076
Ala 0.0373 -0,290798167
Tyr 0.0516 0,064621815
Trp 0.0548 0,144156356
GIn 0.0761 0,673558147
Met 0.0823 0,827656321
Ser 0.0829 0,842569047
Cys 0.0829 0,842569047
Thr 0.0941 1,120939942
Phe 0.0946 1,133367214
Arg 0.0959 1,165678121
Asp 0.1263 1,921256264
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