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RESUMEN

TITULO: DISENO E IMPLEMENTACION DE UN PROTOTIPO PAR LA
COMPARACION DE SECUENCIAS 2D DE PROTEINAS

AUTORES: Jenny Sofia Gémez Guerrero y Humberto Raid

PALABRAS CLAVES: Andlisis de agregados hidrofobicbCA, comparacion,
elucidacion, cluster, secuencia, proteina, idedtida

DESCRIPCION:

El disefio y desarrollo de un prototipo que permiggoye la comparacion y elucidacion de
secuencias 2D de proteinas aplicando el método rddisfs de Clusters Hidrofébicos
(HCA) ha sido el eje central y el resultado dekpree proyecto, el cual busca ser un aporte
a la tecnologia de identificacion de secuencias.

El andlisis de agregados hidrofobicos, es un mételocomparacion que facilita la
caracterizacion de secuencias de proteinas lodazan entornos de baja identidad, el
cual, ha hecho posible predecir conformacionesi@sirales, y caracteristicas funcionales
dificilmente detectables por los métodos de congi@malD.

Esta metodologia, depende de la habilidad ojo-cerelmanos para reconocer, descifrar y
asociar correctamente las similitudes entre im&eoenplejas con desigual informacion
biolégica; por tanto, constituye un proceso dispesw que frecuentemente exige realizar
multiples alineamientos hasta encontrar el de nggpulo de identidad.

La realizacion del presente proyecto, ofrece coesoltado una alternativa computacional
para superar dichos inconvenientes en la compargoid HCA, ya que apropia los

criterios inherentes al método para disminuir eldgrde subjetividad y de dificultad en la
comparacion habitual.

En las pruebas realizadas, se obtuvieron resulteiloslares a los obtenidos en

comparaciones echas por expertos usando el métedal,vadicionalmente, se instald el

sistema de comparacién sobre una aplicacion sajzoeila ambiente Web, la cual se probd
en linea sobre un servidor bajo plataforma Linwelegrupo GIFTEX adscrito a la escuela
de Quimica de la Universidad Industrial de Santande

! Proyecto de Grado
2 Facultad de Ingenierias Fisicomecénicas. Esceelagénieria de Sistemas e Informaética.
Director: Henry Arguello Fuentes. Codirector: destBlanco Tirado.
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ABSTRACT

TITLE: DESIGN AND IMPLEMENTATION OF A PROTOTYPE FORTHE
COMPARISON OF TWO-DIMENSIONAL (2D) PROTEINS SEQUEMS®

AUTHORS: Jenny Sofia G6émez Guerrero and Humberia Rad

KEY WORDS: Hydrophobic Cluster Analysis, HCA, comigan, elucidation, cluster,
sequences, protein, identity.

DESCRIPTION:

The design and development of a prototype thatvalland supports the comparison and
elucidation of 2D protein sequences applying theéhoe of Hydrofobic Cluster Analysis
(HCA) has been the backbone and the result of pmgect, which seeks to be a
contribution to the technology of sequences ideatiion.

The Hydrofobic Cluster Analysis is a method of camgon that facilitates the
characterization of proteins sequences locatedwn itlentity environments, which, has
made possible to predict difficultly detectableustural conformations and functional
features by the ‘linear’ (1D) methods of comparison

This methodology depends on the human eye — bialityato recognize, decipher and

associate correctly the similarities between complaages with unequal biological

information; therefore, constitutes a time expeasprocess that frequently requires to
make multiple alignments up to finding that of betegree of identity.

The realization of the present project, offers asult a computacional alternative to
overcome the above mentioned disadvantages indhgparison through HCA, since it
adapts the criteria inherent to the method to dsarethe degree of subjectivity and
difficulty in the habitual comparison.

In the realized tests, results similar to the ot#diones were obtained in comparisons made
by experts using the visual method, additionalg, $ystem of comparison was installed on
an application supported Web environment, which prased on line over a Linux server
platform at the GIFTEX group joined to the Chenyisichool of the Santander Industrial
University

% Degree Work
* Faculty of Physical-Mechanical Engineering. Conep@cience and Systems Engineering School. Director
Henry Arguello Fuentes Codirector: Cristian Blafémado.
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GLOSARIO

AMINOACIDO: Importante clase de compuestos organicos que oentien grupo amino
(-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH). Veinte de estos paestos son los constituyentes

de las proteinas (Ver anexo). Todos ellos respoadarsiguiente formula general:

R O
[ &
HN—C—C
[
H ©OH

COMPARACION: El objetivo de comparar dos secuencias es encolgraiosicion

relativa de ambas en las que se produzca mayor rodde coincidencias entre sus
componentes. El valor "niumero de coincidenciaseatidades" representaria la valoracion
de su parecido y podria darse en valores absolatgsorcentuales (normalizado)

dividiéndolo entre el maximo valor posible (la litng de la secuencia mas corta).

CLUSTER: Grupo de elementos pertenecientes a una poblaciéonfunto que los

contiene, los cuales poseen las mismas propiedades.

DOMINIOS: Porcibn de una proteina con estructura terciarifinida (40-350

aminoécidos). En general asociados a una funcidicylar.

ENLACE PEPTIDICO: Al reaccionar un &cido carboxilico (COOH) con urmairea
(NH2), el enlace resultante se denomina una aniilenlace amida formado entre dos
alfa-aminoacidos recibe el nombre de enlace peptidh los aminoacidos unidos por

enlaces peptidico ya no se les llama aminoacidus residuos de aminoacidos o péptido.
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ESTRUCTURA PRIMARIA: Corresponde a la secuencia lineal de los® apee
conforman la proteina. Esta secuencia contiene lediaformacion que define la forma

tridimensional y funcion de la proteina

ESTRUCTURA SECUNDARIA: La conformacién que adoptan aminoacidos adyacentes
en la cadena polipeptidica se denomina estructoansglaria. Se distinguen dos tipos de
estructura secundaria que se repiten en diferpndésinasuo-hélice yp-plegada. ¢ =alfa 'y

B=beta)

ESTRUCTURA TERCIARIA: EI arreglo tridimensional de todos los atomos da un

proteina es lo que se denomina estructura terciaria

ESTRUCTURA CUATERNARIA: Unidades en estructura terciaria unidas entre si po

interacciones no covalentes.

FOLD: Plegamiento de la proteina. También se utiliza paferirse a la arquitectura

global de la proteina.

HIDROFOBICIDAD: Condicién de repelencia al agua

MOTIVOS (MOTIF): Pequefas regiones conservadas en proteinas denhe iaimilia

PEPTIDO: Un péptido es un polimero o molécula de aminoacidasadena formada por

varios aminoacidos unidos recibe el nombre de gptido

PROTEINAS: Cadenas de aminoacidos que forman secuenciasnespecificas

PDB: Banco de datos de proteinas.

5 Aac Aminoacidos

XVi



PROTEOMICA: Ciencia que estudia todo lo relacionado con latepras.

RESIDUOS: Aminoéacidos unidos por enlace peptidico.

SECUENCIA: Es la representacion lineal de una proteiadena finita y ordenada de
simbolos pertenecientes a un alfabeto. El nimersirdbolos de la cadena representa su

longitud

SECUENCIAS ORTOLOGAS: Secuencias similares en 2 organismos diferentes que
aparecen a causa de un evento que marque la apaleiuna nueva especie (mutacion).

La funcionalidad se conserva.

SECUENCIAS PARALOGAS: Secuencias similares en un mismo organismo que

aparecen a causa de un evento de duplicacion @s.gen

SECUENCIAS XENOLOGAS: Secuencias similares que aparecen a causa de £dento

transferencia horizontal (simbiosis, virus, etc.)

XVil



Capitulo 1

Marco Teorico

1.1 Las Proteinas

Las Proteinas son compuestos organicos constitgidosina o mas cadenas lineales de

aminoacidos plegadas en forma fibrosa o globular.

Son moléculas que pueden llegar a tener un enorat® gle complejidad estructural. De
esta complejidad deriva la ilimitada variedad decfanes que las proteinas desempefan.
Entre otras, intervienen en diversas funcionedegatasenciales, como el metabolismo, la

contraccion muscular o la respuesta inmunologica.

El término proteina deriva del griegmoteios que significa primero. [Starr, 2004]. Se
descubrieron en 1838 y hoy se sabe que son losarmnfes principales de las células y
gue suponen mas del 50% del peso seco de los asinss estima que el ser humano tiene

unas 30.000 proteinas distintas, de las que séR%ase ha descrito con detalle.

Toda proteina, (salvo raras excepciones de dososuaminoacidos descubiertos la
Selenocisteina y la Pirrolisifjadesde las humanas hasta las que forman las iaacter
unicelulares, son el resultado de las distintas bomaciones entre 20 aminoacidos
esenciales distintos (ver Anexo A), compuestos gegupor carbono, hidrégeno, oxigeno,

nitrégeno y, a veces, azufre.

® http://nar.oxfordjournals.org/cgi/content/abstt86t15/4952
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A la representacion lineal de una proteina sem@o® con el nombre dgcuencia.

Por lineal entendemos que los aminoécidos esta@losiai lo largo de una sola linea, con un
principio (que convencionalmente se asigna al Nitgs y un final que es el C-términb).
La cadena no presenta ramificaciones, y la unidreemminoacidos se hace mediante

enlaces peptidicBs que son enlaces entre grupos aminoiNttarboxilo (COOH).

Actualmente, la comparacion de proteinas es unepmclave en la identificacion de
caracteristicas estructurales y funcionales comuAdéscomprender la estructura y
funcionamiento general de las proteinas se logtander las abundantes expresiones

normales y anormales de los seres vivos.

1.1.1  Aminoéacidos

Un aminoacido es cualquier molécula que contiengrupo funcional acido (COOH) y un
grupo amino (NH). Existen 20 aminoacidos diferentes de cuyashaweciones se forman

las proteinas.

, .o H N
"/ H ‘ // O \\
! N+—Ca&— C\ |
w7 om
' /! R
amino group carboxyl group

Fig. 1 Estructura de un aminoéacido con el grupo aminarlyaalo [Joachim, 2007]

" Modelos Moleculares, 5: Proteina®pto. Bioquimica y Biologia Molecular —U Salamaritspafia
8 Def. Enlace Peptidico —Glosario
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Una clasificacion

Segun el grado de hidrofobicidad de los aminodcidstos se pueden clasificar en
Hidrofébicos e HidrofilicosUna proteina de membrana, por ejemplo, debe terseparte
hidrofébica para interactuar con la membrana plésm& por lo menos, otra seccién que

interactUe con el citoplasma, la hidrofilica.

1.11.1 Aminoacidos Hidrofébicos

Cadenas no polares
Cadenas laterales con enlaces C-C y C-H
No afines al agua

Ej. Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Metionjiiarosina, Fenilanina, Triptéfano

1.1.1.2 Aminoacidos Hidrofilicos

Cadenas laterales polares
Cadenas laterales con atomos electronegativos, eb@q el N.

Afines al agua.

1.1.2 Aspectos Generales de la estructura de las proteisa

El nivel mas béasico de estructura proteica, llamadtuctura primaria (fig. 2a), es la
secuencia lineal de aminoacidos que estd determiradsu vez, por el orden de los
nucledtidos en el ADN o en el ARN. Las diferentesugncias de aminoacidos a lo largo
de la cadena afectan de distintas formas a lactstaude la proteina. Fuerzas como los

enlaces de hidrogeno, los puentes disulfuro, Eceithn entre cargas positivas y negativas,

y los enlaces hidréfobicogepelentes del aguaédrofilicos (afines al agua) hacequela

20



molécula se enrrolle o pliegue y adopte una estractecundaria (fig. 2b), la cual, dada su
importancia, sera objeto de estudio mas adelante.

Cuando las fuerzas provocan que la molécula seatetlavia mas compacta, como ocurre
en las proteinas globulares, se constituye unaicdsta terciaria (fig. 2c) donde la
secuencia de aminoacidos adquiere una conformacidimensional. Se dice que la
molécula tiene estructura cuaternaria cuando estdafla por mas de una cadena

polipeptidica (fig. 2d), como ocurre en la hemogtaby en algunas enzimas:

Miveles de organizacion de las profeinas

Estructura primaria de las proteinas
Es la sequencia de una cadena de aminodcidos

Hoja plegada Hélice alfa

Estructura secundaria de las proteinas
.@’y ‘ ocurre cuando los aminodcidos en la secuancia
‘ interactian a través de enlaces de hidrégeno

Hoja plegada

Estructura terciaria de las proteinas

ocurre cuando ciertas atracciones estan presentes
entre hélices alfa y hojas plegadas

Estructura cuaternaria de las proteinas
8s una protaina que consiste de mas de
una cadena de aminoacidos

fd)

Fig. 2 Estructura de las proteinas. (a) Estructura primaadena lineal (b) Las cadenas lineales se pueden
organizar en estructuras con forma definida entas &s hélices alfa y las hojas beta plegadad€gtuctura
terciaria, plegamiento en una subunidad (d) Esiraatuaternaria, varias subunidades.
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Estructuras secundarias helicoidales y laminares

Una misma cadena polipeptidica puede adquirir @ifie's estructuras secundarias en
diferentes segmentos de la misma (fig. 5) segu@ngsilos que forman entre si los planos
peptidicos consecutivos; y esto depende del tipantieoacidos que estan unidos, es decir
de la estructura primaria de ese segmento [Ga2d@@]. Existen varios tipos de estructura
secundaria periddica, entre ellos los mas frecaestsm: Hélice alfa, Hoja plegada o

estructura beta.

1.1.2.1 Lan- Hélice

La formacion de enlaces hidroégeno entre los grg@ka union peptidica, da lugar a una
estructura helicoidal dextrogira (Fig. 3).

Carbono Hidn gcnn

La estructura que se obtiene esakhélice, en la cual los ‘\
Oxlgen()ﬁ)
aminoacidos se disponen segun un helicoide dexrirogi
Hidrégeno 3 "Jltrégeno
regular con las cadenas laterales (representaddas letra R) Carbono
dirigidas hacia el exterior de la hélice — 9
A
JJ 2o
Recibié6 su nombre a partir de los estudios de RP@uji ﬂ:‘ 2
\J
Corey, que propusieron esta estructura paralgseratinas, “"i "f
p . . S J |
proteinas fibrosas que constituyen el principatiogente del :'I' 3
pelo, de las ufias y de otros derivados dermlcosasol‘:'fj?;*ﬁeiz *——-?'-L ot
Ly |
proteinas fibrosas cuya estructura es en gran parte " o @T
helicoidal son la miosina del muasculo y el fibriedg del .J«‘; J 9
plasma sanguineo [Battaner 2001]. ,,'

Fig. 3 Estructuras secundarias:
Hélice alfa. Curtis 2000
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1.1.2.2 Lep —Plegada o laminar

Los estudios primitivos sobre cristalografia deosa)X de lasu-queratinas llevados a cabo
por Astbury y su grupo mostraron que el estiramiento en uniemtd hiumedo de éstas
hacia variar su estructura, por lo que dieron a asieva conformacion el nombre de

Estructura P (fig. 4), y a la proteina asi modificada, el nomtted-queratina.

El estudio de muchas otras proteinas ha mostraglgejtrata de estructuras muy frecuentes

no solo en las proteinas fibrosas, sino tambiéasglobulares.

l:lfarbﬂnlﬂ:l 3 Hidrégeno @ Uxfllgenn
¥ [ ot ™ ! b | 1 \
fi i} ‘ é.1I EL‘_K\_“ % *.-.J éh. o
e .
\L}""". I| a k' - - "‘; & ""h
;| &7 & . & \ .

@ 5 ® . - %%? _
7 P vl %A
¢ @ 0 s “® € b2 SV T
¢ il lt- N b .‘1 ) by

""_Ln" I'I I [ = L] L=
Nitiieens : % ‘Puente de u_i"
il
R R hidrogeno @&

Fig. 4 Estructuras secundarias de las proteinas: Hojagégg Curtis 2000
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Hélicesa

Hojasf3

Fig. 5 Estructuras Alfa y Beta, dentro de la estructura
terciaria de una proteina

il e Jmol

Fig. 6 Fosfolipasa D -
Aminoacidos entre las estructuras
secundaria

Fig. 7 Fosfolipasa D Estructuras
alfa y beta

1.1.2 Clasificacion de las Proteinas

Las proteinas se agrupan por comparacion de astasctecundarias regulares en: tado-
todof, a /B, a + By proteinas poco estructuradas [Levit & Chothi@76; Richarson,
1981]. Se establecio la siguiente division:
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Proteinas todoe: Proteinas que presentan 3 o mas hélices o biedlenas 60% hélice

y menos de un 5% de estructupas

» Bundle: Hélicesa colocadas casi paralelas o antiparalelas lasaorakas otras.

= Non-bundle: Grupos de hélicea que no pueden ser clasificados como bundle.
Estas hélices a suelen presentar una gran varianiangulos y tamafios.

» Poca estructura secundaria:Proteinas pequefas, con poca estructura secundaria

regular, compactas y con una o dos hélices

Proteinas todof: Proteinas ricas en hojAsya sean paralelas, antiparalelas o mixtas (<8%
en forma de hélicee y mas del 45% en estructupa Los dos grupos mayoritarios son
sandwiches (dos hoj@sretorcidas y empaquetadas) y barriles (una pigjae va girando).
Proteinas con hélicesu y hojas B: Las dos clasificaciones definen distintamente las
proteinas que presentan estructurg$l, pero siempre con mas del 30% de su estructura en

hélicea y mas del 30% en hofja

o /B (o y p alternantes): Proteinas que presentan héliagshojasp de forma alternante.

o + B (o y p en disposicion aleatoria):Proteinas que presentan hélieey hojasp

consecutivamente colocadas.
Proteinas con poca estructura secundaria regular ooll: son proteinas que tienen una

pequefa proporcion de estructuras secundariasaregub que no pueden ser asignadas a

otras clases. Suelen ser proteinas de pequefiodamarfi
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1.2 Comparacion de Secuencias

Una secuencia es una cadena lineal, finita y odter®e simbolos pertenecientes a un

alfabeto. El nUmero de simbolos de la cadena reptasu longitud.

Un alfabeto (A) es un conjunto de simbolos difegsnisados para representar secuencias.
= ADNA={a,c,gqg,t/u}
» ProteinasA={a,c,d, e f, g, h ikl mpmg,r,stv,w,y}

El objetivo (inicial y algoritmico) de comparar descuencias es encontrar la posicion
relativa de ambas en las que se produzca mayor rodde coincidencias entre sus
componentes. El valor "nimero de coincidenciaseatidades" representaria la valoracion
de su parecido y podria darse en valores absolatgsorcentuales (normalizado)

dividiéndolo entre el maximo valor posible (la ldng de la secuencia mas corta).

La comparacion de secuencias consiste en busas tasl zonas de similitud significativa
entre dos o mas secuencias para localizar catitasi de interés comun o diferencial

entre varias secuencias.

Comparar exhaustivamente dos secuencias implicgprotmar cada posicion de una de
ellas contra cada posicion de la otra. La inforiraaerivada puede relacionarse con las
funciones, la estructura o evolucidn de células rgamismos. Las relaciones entre

secuencias pueden ser [CECS, 2003]:

= Homologas: secuencias similares en 2 organismagedifes derivadas de una
secuencia ancestro comun.

» Ortdlogas: secuencias similares en 2 organismesetiifes que aparecen a causa de
un evento que marque la aparicion de una nuevaciesgenutacion). La

funcionalidad se conserva.
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» Parélogas: secuencias similares en un mismo orgargsie aparecen a causa de un
evento de duplicacién de genes.
= Xenologas: secuencias similares que aparecen a dausventos de transferencia

horizontal (simbiosis, virus, etc.)

1.2.1 Comparacion béasica por identidades

"Desplazar las secuencias" equivale a colocar arellds en vertical, la otra en horizontal
y recorrer cada una de las diagonales de la megfiformada, acumulando el nimero de
coincidencias que se produzcan (Figura 8). La dialgen la que se produzca mayor
namero de ldentidades representara el desplazamretdtivo que mejor alinea las
secuencias. El numero de identidades que se chegaben dicha diagonal valoraré el
parecido (por identidades) entre las secuenciagpBesentamos las coincidencias por un
punto (Figura 8-b.) obtendremos lo que se denornmaDotPlot o matriz de puntos
[Maizel & Lenk, 1981], en el que los fragmentos gtinales que se forman ofrecen
informacién visual acerca de las relaciones emtseskcuencias en comparacion. En este
caso el numero de operaciones sera proporciortah®fio de la matriz formada por las
dos secuencias (NxM siendo N y M las longitudefadesecuencias). Se escribe €)(dl

se asume que N y M son en promedio iguales (cusadealizan muchas comparaciones).

FVRGNLERECYCSFEEAREW

Fle -
VI Te i | B -
Q Q .
G| | - ~
0 12 3 46 6.7 8.8 101 N [ |- | |
0 TICIAIGIAICIGIAITIT |G Ll | |- |
AL 1 I 3 i E | o o | . - -
2 | 1] 1 201 R - - | -
3 1C 2 1 E| | - - - = -
-4 |G 1 2 3 C - -
5 |G 1 11 M |
-6 [A 1 4 2 ] E - - - - | &
TG 2 2 E | - - - = | &
-8 |C 1 1 Kl | | | |
9 |T[1 3l [ | s | |
S0 |G 2 3 2 5 | | | - |
Flel | -
R |- - 1 -
El | | - - - = -
v - | -
a) b)

Fig. 8 Comparacion basica por identidades
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El mejor alineamiento por identidades y sin intpaiones para el ejemplo la figura 8a se

muestra a continuacion:

pos: 12345678901
X: TCAGACGATTG (n=11)
R

oos; Y- ATCGGAGCTG  (n=10,

Fig. 9 Alineamiento 6ptimo por identidades. Caso de larfigBa

1.2.2 Comparacion por semejanza

El uso de identidades, con ser el punto de pagglajuy limitado y se muestra insuficiente
para establecer la relacion entre secuencias [flepli981], entre otras cosas porque:

e La sustitucion de un aminoacido por otro de proguied similares (tamafio, carga,
propiedades quimicas, etc.), puede no tener gfaremcia sobre la funcién global
de la proteina.

» Es necesario considerar la insercion y la pérdigke¢ion) de residuos.

» Es necesario considerar la cantidad de informagi@ acarrea cada simbolo del

alfabeto (asociada a la frecuencia de apariciésidabolo).

Por ello, las ideas actuales para comparar se@sehildgicas se basan en determinar una
cierta funcion distancia entre las dos secuendjas, pretende informar acerca de la
cercania entre dos secuencias (en dependencia detésios de evaluacion que se utilicen,
esta sera una distancia evolutiva, estructural). &or ejemplo, la distancia [Sellers, 1974]
puede representar el minimo coste de transformsgedaencia X en la Y por medio de la
aplicacion de una serie de transformaciones (suogiites, inserciones, delecciones), cada

una de las cuales tiene asociada un coste.
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1.2.3 Alineamiento de secuencias biologicas

Para realizar una inspeccién detallada de la $idilile secuencias es necesario alinear las
regiones comunes a ambas secuencias.

Sin embargo, esto tiene un costo: al alinear laseseias colocandolas una junto a otra,
solo se puede alinear un segmento de una secummtian segmento de la otra y deben

mantenerse en el orden en que aparecen.

Los alineamientos sirven para [Garciarrubio et2403]:
» Encontrar patrones de conservacion.
= Descubrir homologos.

= Inferir los eventos del proceso evolutivo (Muta@eh

Algunos métodos para alineamiento de 2 secuenaiafBsungger, 2003] [Molb, 2003]:

» Visuales: si el caracter de la columna y el rengldmciden se llena la celda. Se
considera a las diagonales como regiones de sidaithr

» Fuerza bruta: Determinar todas las posibles subse@s para X y Y, sin embargo
consume gran cantidad de tiempo.

» Programacion dinamica: La idea de la programacigrandica es plantear la
solucién de un problema en términos de un casoserésllo, y este en términos de
otro méas sencillo, y asi sucesivamente (enfoquarsewm). En el caso de un
alineamiento, problema para dos secuencias se mpladiear recursivamente en
términos de subsecuencias de cada vez menor tailgfitmblema se resuelve en N
* M calculos. La programacion dinamica evita evaliagas las trayectorias. Se usa
cuando hay muchas soluciones posibles, y se n&cesitontrar una solucion
Optima. Dentro de los algoritmos de programacidduiica se encuentra:

= Alineamiento global (Needleman-Wunsch)

= Alineamiento local (Smith-Waterman)
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= Matrices PAM o Dayhoff

» Matrices BLOSUM

= Algoritmos heuristicos. Una heuristica es un prouezhto que permite hallar una
solucion aproximada a un determinado problemaaséagurar que el resultado es
optimo, pero ofreciendo a cambio mayor velocidaccaleulo (y en ocasiones, la
Unica posibilidad de hallar una solucién). A con#icion se mencionan algunos
métodos utilizados:

= Basados en palabras (k tupla)

= FASTA

= BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Es necesario establecer la diferencia entre comparalinear en el contexto de la
bioinformatica. La comparacion implica que las ssmias se encuentren en una posicion
dada, mientras que la alineacion implica encorl&rgyosicion Optima para conseguir un

mejor resultado en la comparacion.
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1.4 Hydrophobic Cluster Analysis — HCA

1.4.1 ;{Qué es HCA?

Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) es una formacieinte de comparar secuencias
altamente divergentes a través de la informaciorladestructura secundaria implicita

derivada de los clusters hidrofébicos. [Eudes, uenl Delettré, Mornon, Callebaut 2007]

Este método cientifico, se usa principalmente pagacasos donde los métodos lineales

son limitados: En la zona de baja similaridad eptoteinas, conocida contligth-zone

1.4.2 Zona Twiligth

Se denomin&ona Twiligth al rango de proteinas que al ser comparadas sométodos
lineales tales como BLAST o FASTA presentan un @atae de similitud entre 25 a 30%

Metodos Automaticos 1D

1015 25 35 50 100
LT I | I

Area dOﬂOlg Limites de la zona

se usa HCA "twilight zone"

Fig. 10Intervalo Twiligth Zone

1.4.3 Descripcion del Método HCA

° A generalized analysis of hydrophobic and looptelsswithin globular protein sequences
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Siete residuos hidrofobicos (V, I, L, F, M, Y, Witeégran el alfabeto hidrofobico de HCA.
Los aminoacidos hidrofébicos (V, I, L, F, M, Y, VB codifican como 1, mientras los
demés se codifican con 0. De esta forma, cualalister hidrofébico comienza y finaliza
en 1, ademas hay separacion de cluster si existands 0's consecutivos 0 Si aparece
alguna prolina (P) (fig. 11).

1D sequence KDQRNTLDLIAPSPADAQHWVQGLRKIIHHSGSMDQROK
hydrophobic

gluste
hydrophobic clusters

r
PV METWY e 000000[1011J0#0*00000L10010011]00000[L00000

Fig. 11 Secuencia lineal y cédigo binario.

De esta forma, una secuencia se puede representarun conjunto de ceros y unos segun

el tipo de aminoacido que corresponda (cero pahéiofilicos y 1 para los Hidrofébicos).

1.4.3.1 Caodigo P

Ademés del codigo binario existe otro cédigo demao ‘Peitsch code’ o ‘cddigo P’
definido como la suma de las potencias de 2, comdéde de acuerdo a la posicion de cada
namero en el codigo binario (la ultima posicionresponde a cero), cada potencia es

multiplicada por el cédigo binario:

11010E>1x 2+1x 2 +0x 2+ 1x Z+0x 0' +1 x = 53)

1 Cédigo P de un cluster

El cédigo P, permite una alternativa sencilla decdpcion de los cluster, por lo tanto es
muy utilizado en términos de almacenamiento y fitagiion computacional, especialmente

para cluster muy largos. [Eudes, 2007],
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1.4.3.2 Resumen de la nomenclatura de cluste

Dicha codificacion binaria, que es aplicable gdaficacion de matricesHCA se traducen
en ciertas reglas basicas de nomenclatura lasschale sido estudiadas y probadas desde

sus inicios en el afio 1987 aproximadamente. Estpas son:

» Todo cluster inicia y finaliza en un aminoacido tdidbico.

= Un cluster se reconoce por la separacion existatte aminoacidos hidrofébicos
la cual debe ser de al menos 4 aminoacidos no fdliows conocidos como
Aminoacidos Hidrofilicos.

» La presencia del aminoacido prolina (P) incide adamente en la ruptura de un

cluster en dos clusters diferentes.

1.4.3.3 Representacion bidimensional

El principio basico para la grafica helicoidal p&&A fue descrito por Gaboliaud et al.
(1987). Una secuencia de aminoacidos sobre una, tintual es enrollada helicoidalmente
sobre un cilindro con un promedio de 3.6 amino&lwr vuelta para usrhélix (fig. 12a),

en el turno 5, esto es, para el aminoacido 19 sered que €l se encuentra ubicado

paralelamente al primer aminoacido (fig. 12b).

La matriz inclinada que se obtiene, se replicasssbmisma, en orden a restituir el entorno
total que cada aminoacido tiene sobre la represiéntaxr —hélice. (fig. 12c). Los
aminoacidos hidrofébicos tienden a conformar chsste agrupaciones. Estos clusters
corresponden a las caras internas de estructugakres secundarias en las proteinas (fig.
12d).

Como compuesto organico de una o mas cadenas piddiipas, una proteina puede
presentar diferentes plegamientos, lo cual hadea peteina un ente tridimensional.
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Como se ve a continuacion, segmentos de la propeieden llevarse a representaciones 2D
por medio de diagramas (fig. 13)

Actualmente, el método HCA estd adaptado para brecenocimiento se haga basado en
la habilidad humana del sistema ojo-cerebro y erquile gran entrenamiento del experto
el reconocer, descifrar y asociar correctamentesiladlitudes entre complejas imagenes
con desigual informacion bioldgica. [C. Gaboriatidle1987; 1. Callebaut et al, 1997] (fig.

14). A partir de la comparacion visual, se puddtemer el porcentaje de identidad entre las
proteinas, entendido como la relacion entre el mande aminoécidos conservados en

ambas secuencias y la longitud en la proteina anga.|

_ Numero Aminoacidos Conservados
% Identidad =

Longitudproteina mas larg

Ec. 1 Foérmula para el célculo del porcentaje de identigatre secuencias
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1D

246 ... GNATATFTFIPDEGK QH ENE THDIITEFLENEDRRS... 283
. .. #HAOA PP ADEGE  QH ENE OHDIIUKFLENEDRRE. . .
...00000111.00000.00.000.0001100110000000...

Fig. 12 Andlisis de Clusters Hidrofobicos: Entre la secignmeal y la estructura.
Principios del diagrama 2D. [C. Gaboriaud et aR7]9(a) Enrollamiento de un segmento
lineal de aminoacidos de la proteina humamal-antitripsina formando una hélice. (b)
Construccion de la matriz. Los aminoacidos 246 4 @éedan alineados paralelamente. (c)
Replicacion de la matriz (d) Esta conformacion roigisional permite identificar
estructuras tridimensionales agrupadas en cluder@minoacidos hidrofébicos, como se
observa para la hélieey para la estructufa(verde).
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1D

SLESAARADLAGKSWAPVFANENANGLDFLVALFEKFPDSANFFADFEGESVA
(a) DIKASPKLRDVESRIFTRLNEFVHNAANAGEMSAMLSOFAKEHVGFGVGSALQ
FENVREMF PGFVASVAAPPAGADAAWTHLFGLI IDALKAAGA

) |
VNNAANAGKMSAMLSQFAKEHVGFGVG
0000100110010000
2D \ /
©
(d)

3D

Fig. 13Representacion de clusters en HCA. CMLS 53 (1Birkhauser Verlag, CH-4010
Basel/Switzerland. (a) Secuencia lineal 1D. (n)s@rs hidrofobicos en cddigo binario. (c)
Representacion 2D de la proteina. (d) Represemt@&o Héliceo.
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&
£

ORFX L. Esculent

DUF614 protein [Branchiostoma

belcheri tsingtaunese]

Fig. 14 Ejemplo de comparacion de 2 secuencias usandwksia de clusters hidrofébicos.

=31/115=27%

Identidad
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Capitulo 2

Construccion del Modelo Computacional

2.1 Metodologia

Para el modelado inicial de la herramienta sazatiUML (Lenguaje Unificado de
Modelado). Un proceso de desarrollo que retune uoto de actividades necesarias para
transformar los requisitos en un conjunto de actefaque representan el producto final. El
Lenguaje de Modelado Unificado UML es un lenguaprap visualizar, especificar,
construir y documentar los artefactos de un sistqm& involucra una gran cantidad de
software [Jacobson et al., 2000]. El Proceso uadfic esta dirigido por casos de uso,
centrado en la arquitectura, y es iterativo e imemnatal. Se conoce como casos de uso un
conjunto de secuencias de acciones, que condusemesultado observable de interés para

un usuario.

Uno de los pasos importantes dentro del procesbcado es definir claramente los
requisitos del usuario, para este proyecto ha gldoteado como la construccion de una
herramienta computacional que permita compararesetas de proteinas utilizando la
técnica HCA. Para construir una version del praglusiguiendo esta metodologia se

realizaroncuatro fases, de la siguiente manera:

1. Inicio: Establecer la planificacion del proyecto

2. Elaboracion: Establecer un plan para el proygctoa arquitectura correcta.
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3. Construccion: Desarrollar el sistema.

4. Transicion: Proporcionar el sistema a sus ussidinales

Se utilizé el proceso de desarrollo unificado ditvsare como metodologia para llevar a

cabo la construccion del sistema [Jacobson e2G00)].

A continuacién se muestra el diagrama de casossde(kigura 15)posteriormente se

describe el comportamiento del sistema mediarftajelnormal y el alterno.

2.1.1 Diagrama de casos de uso

Obtener Imagen 2D de HCA

A

Usuario Consultar Similitud de Proteinas

~- {include}

=
finclude}
1
1
I
_ Jinclude} Allneamlentos
Obtener Similitud
- imclude}

Modulo
Comparacion

Comparar Secuencias
con HCA

Agregar Proteinas
_{Exend]
Mantener la Base _ _ _ _{Extend} ) .
;( i_\ Actualizar Proteinas
Administrador T~ < L {Extend}
~<s

Eliminar Proteinas

Fig. 15 Diagrama de casos de uso

39



2.1.2 Descripcion de casos de uso

= Caso de Uso: Mantener la base de datos

Descripcion: Este caso de uso es iniciado por el Administradopeymite hacerle
mantenimiento al sistema agregando proteinas, laetndo proteinas o eliminando
proteinas.

Actores: Administrador

Prioridad: Alta

Riesgo:Alto

Precondiciones: Dsponible conexion al sistema.

Flujo normal de eventos:

Actores Sistema

El Administrador ingresa identificador

sistema.
El sistema verifica que este identificador
valido
El sistema muestra las actividades qu
Administrador puede realizar: a@ga
proteinas, actualizar datos de protein:
eliminar proteinas.

El Administrador selecciona la actividad

desarrolla
Se muestran los resultados obtenidos e il
que el procesha terminado

Flujos alternos: Si el identificador es invalido, el sistema n@é&mite el acceso.
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Postcondicionesia informacion se almacena en la base de datos.
Requerimientos no funcionalesLa interfaz presentada debe ser agradable
Descripcion de los casos de uso especializadasades del caso de uso Mantener la Base

de Datos.

= Caso de uso: Agregar proteinas.

Descripcion Este caso de uso permite agregar nuevas protisassema.
Actores: Administrador

Prioridad : Alta

Riesgo Alto

Precondiciones:Haber iniciado el caso de uso Mantener la BaseadesD

Flujo normal de eventos
Actores Sistema
El Administrador ingresa la proteina nu
gue quiere gque este en la base de datos
El Administrador envia la informacion
El sistema valida:
Verifica que los datos ingresados ¢

coherentes.

Agrega nueva proteina a la base de datos

PostcondicionesRegresar al menu principal de mantener la Baf2aties

= Caso de uso: Actualizar proteinas del sistema
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Descripcion Este caso de uso permite modificar y actualizBormacion de las proteinas
gue estén en el sistema.

Actores: Administrador

Prioridad : Alta

Riesga Alto

Precondiciones:Haber iniciado el caso de uso Mantener la BaseadesD

Flujo normal de eventos
Actores Sistema
El Administrador selecciona proteina f

modificar o para actualizar.

El sistema muestra los campos que se pt
modificar.

El Administrador hace las modificaciol

pertinentes y actualiza la informacion.
El sistema muestra los cambios realizados

El sistema guarda los cambios realizadc
la base de datos.

Flujos alternos: ElI Administrador puede cancelar la operacién amtesguardar los

cambios y de esta forma no afecta la base de datos.

PostcondicionesRegresar al menu principal de Mantener la Badeales.

= Caso de uso: Eliminar proteinas del sistema

Descripcion Este caso de uso permite eliminar las proteimatadase de datos que el

Administrador considere no sean necesarias pastuiio.
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Actores; Administrador
Prioridad : Alta
Riesgo Alto

Precondiciones:Haber iniciado el caso de uso Mantener la BasealesD

Flujo normal de eventos
Actores Sistema
El Administrador indica cual protei

va a eliminar

El sistema elimina la protei

seleccionada.

Postcondicionesregresar al menu principal de Mantener la Badeates.

= Caso de Uso: Consultar similitud

Descripcion: Este caso de uso es iniciado por el usuario y perobtener el grado de
similitud con las proteinas de la base de datos.

Actores: Usuario

Prioridad: Alta

Riesgo:Bajo

Precondiciones:Disponible conexion al sistema, haber realizadoasb de uso Ingresar
Proteina.

Flujo normal de eventos:
Actores Sistema
El usuario elige consultar similitud pare

proteina que quiera estudiar.
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El sistema muestra la lista de las prote
con el grado de similitudrespecto a

proteina de referencia.

Requerimientos no funcionalesLa interfaz presentada debe ser agradable.

Descripcion de los casos de uso especializadovadess del caso de uso Consultar
Similitud.

= Caso de uso: Ingresar secuencia de proteina

Descripcion Este caso de uso permite ingresar la secuencia piteina que se piensa
caracterizar y obtener similitud.

Actores: Usuario

Prioridad : Alta

Riesgo Medio

Precondiciones:Haber accedido al sistema.

Flujo normal de eventos
Actores Sistema
El usuario ingreséa secuencia de la prote
a comparar.
El sistema analiza la secuencia.
El sistema muestra un mensaje

confirmacion.

Flujos alternos: Si la secuencia de la proteina no es coherentsistelma muestra un
mensaje al usuario para que introduzca una secuedaliia.

Postcondicionesir al menu principal de Consultar Similitud.
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= Caso de uso: Obtener similitud

Descripcion Este caso de uso permite obtener el grado dditamnientre la proteina
ingresada y las proteinas de la base de datos

Actores. Modulo de Comparacién, Usuario.

Prioridad : Alta

Riesga Medio

Precondiciones:haber iniciado el caso de uso Consultar Similitud.

Flujo normal de eventos
Actores Sistema
El sistema presenta lasdeecuencias

comparar.

El Modulo de comparacion coge
dos secuencias y da el grado

similitud entre las proteinas.

PoscondicionesRegresar a consultar similitud.
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2.2 Generacion de graficas bidimensionales en PostScrip

Para la representacién de los resultados del aigmrse ha decidido presentarlos en un
documento con formato postscript y pdf, el cuaj@serado a partir del primero por medio

de la instruccion ps2pdf, propia de linux.

Formato de Salida de Datos

Postscriptes un lenguaje de descripcion de pagina, lo qréfisia que por medio de él se
puede detallar el contenido de un documento pamni@io en paginas. Este lenguaje de
descripcion es empleado comunmente por impresoragistp como grafico, es
inherentemente de naturaleza vectorial. Esto sogniflue a diferencia de una imagen
pixelada (la cual es descrita por una matriz destna® equi-espaciadas de intensidad de
luz), ésta contiene explicitamente la informaciae germite reconstruir los elementos que

la componen como lineas, textos, formas, colotes, e

El lenguajepostscriptes de uso comun en aplicaciones que requierenigstde recursos

y su estandarizacion esta liderada pdobe Actualmente se encuentra en su version 3.
Los archivos postscript pueden ser creados conatorrde texto plano, lo cual permite
visualizar su codigo fuente en cualquier editotedeo. Para la creacion del archivo desde
el programa en C, se ha usado la libreria estated@fstreamque permite escribir y afiadir

progresivamente texto a un archivo de texto.

Estructura de un archivo PostScript

Los archivogostscriptguardan una estructura comun, que consiste enaleera, donde
se hacen algunas definiciones de procedimienteigfiniciones de nombres de algunos

comandos, con el fin de facilitar el desarrolloldesegunda parte que corresponde a la

informacion propiamente dicha de la imagen o eldzento.
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2.2.1 Grafica HCA

Para generar la imagen y presentar los resultagloge@esario conocer detalladamente la

organizacion que tienen las componentes de esta.

Fig. 16 Modelo de Grafica HCA

Una imagen HCA es un arreglo bidimensional de leuesecia de aminoacidos de la
proteina (seccién 1.3.3), la cual se organiza dropes que agrupan 4, 3, 4, 4y 3
elementos respectivamente, para formar un patr@méeico que se repite cada 18
aminoacidos. Este patron es producto del arregiergelo al desplegar la secuencia lineal
alrededor de una hélice o cilindro y tomando uriecgertical. Asi mismo para facilitar la

visualizacién de los aminoacidos vecinos, se rapdicarreglo bidimensional en la parte

inferior de la misma, dando como resultado una anagpmo la mostrada en la figura 16.

Es importante notar que si se expresa la posi@drada aminoacido en sus componertes
y VY, la distancia horizontal entre dos aminoacidosseountivos de la cadena es constante,
mientras la componentede la posicion de los aminoacidos varia ciclicameegun la
secuencia0-5-10-15-2-7-12-17-448-1-6-11-16-3-8-13-0, lo
cual equivale a5k(modulo 18)con k=0,1,2,...,17.De esta forma se obtiene el arreglo
mostrado en la figura 16 donde se observa la vadini@é un aminoacido con 6 elementos

de la secuencia.
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Partiendo de la ubicacion de los aminoacidos, sel@wealcular como los puntos medios,

los vértices que forman las figuras de las linelas yombras.

Generacioén del Archivo

Para la generacion del archivo es importante tene@uenta el orden en el que se describen
los componentes de la imagen. En el lengyastscript las figuras que se imprimen
primero, pasan a formar parte del fondo y cualqolgeto nuevo puede sobrescribir el
antiguo. Por eso para este archivo, se ha impresalmente las sombras de la imagen,
posteriormente las lineas y finalmente las lettag deben ser visibles ante cualquier

circunstancia.
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2.3 Desarrollo de los algoritmos de comparacion

A continuaciéon se muestra la estrategia seguida fsmibusqueda en la base de datos
utilizando HCA.

Secuencia X

Busqued+a 1D vs BD

v

Salida de
busqueda

Secuencia'Y

Compargr por HCA

Relaciéon 3D

Fig. 17 Estrategia de comparacién - Algoritmo

Se parte de la secuencia X desconocida, la cuabspara con una serie de proteinas
almacenadas en la base de datos obteniendo coul@desuna lista donde se presenta las

proteinas con su grado de similitud respecto ad&efmna desconocida.

Posteriormente, el cientifico en base a dicha Bsigerida escoge aquellas proteinas que
desea comparar con el Algoritmo de Comparacion dagm HCA, el cual genera la
gréfica con el alineamiento basado en HCA y el gai@e de identidad aproximado entre

las dos secuencias alineadas.
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2.3.1 Comparacion rapida con HCA

El objetivo de este algoritmo es poder de formadapacer el proceso de comparacion de
secuencias de proteinas, partiendo de un conceptiariental que tiene en cuenta hca en
su analisis: el codigo P.

Basicamente se analiza el comportamiento que gkoédigo P a lo largo de la Proteina.

Se genera un codigo Unico para cada proteina enpmshente se compara sus codigos
utilizando el concepto de la comparacion basicagentidades (Descrito en el capitulo 2),

de esta forma se puede hacer una jerarquizaciosirpditudes a partir de los resultados de

este método, para posteriormente aplicar un métedoomparacion mas detallado y que

tiene en cuenta algunos elementos importantesea ¢éancuenta.

Para el primer algoritmo donde se hace un sondeda&e comparacion de la proteina
desconocida con la base de datos, se consideraomapoctamiento entre cllsters
hidrofobicos a lo largo de la proteina (figura 28-bA cada cluster hidrofobico le
corresponde un cédigo P, y por tanto a cada peieisorresponde una lista de codigos p

Gnicos para dicha proteina (figura 18-c).

Teniendo esta lista de codigos P para cada proteénabtiene una firma o cédigo Unico
binario para cada secuencia, en donde se analizdalcion de tamafo entre los clusters
hidrofébicos que conforman la proteina de la sigig@idorma:

Si el codigo P del cluster es mayor que el sigeies# tiene 1, si es falso, 0 (figura 18-d).
De esta forma se cuenta para cada secuencia @éénprabn un cédigo Unico que presenta
el comportamiento y variacion de los clusters Hialvawos a lo largo de la secuencia de la

proteina.
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a) 1D sequence KDQRNTLDLIAPSPADAQHWVQGLRKIIHHSGSMDQROK
hydrophobic
gl uster

b) hydrophobic clusters 606 0fIT3j0#0+00000LT00100L]00000E00000

I/

2+ 2+ 2+ 2 2+2+2+2+2+2+2+2+2

v | i

c) Codigo P 403

\/\/

Fig. 18 Proceso de generacién del codigo Unico para pagleina. a) secuencia lineal de la protein
cédigo binario de la secuencia identificando lospeetivos clusters hidrofébicos) Cadigo P para ca
cluster hidrofébicod) Huella de la proteina (Se compara los cédigate Fos clusters hidrofébicos; si
cédigo p del siguiente cluster es mayor, el vasot esi no, 0).

d) Huella de la proteina

Posteriormente se realiza una comparacion basica igemtidades (corrimiento de
secuencias) entre estos c6digos Unicos de lasrsgasieobteniendo el mejor alineamiento

tal como se muestra a continuacion:

Huella proteina 1: 11010D1
Huella proteina 2: 110101111

Para este caso el mejor alineamiento se obtuvdososlementos en negrilla, finalmente, el
porcentaje de similitud se obtiene al dividir estemero de identidades (elementos en
negrilla) entre la longitud de la huella mas copara este caso se obtiene 87.5% de
similitud, lo cual indica que es muy probable gearsproteinas homologas.

Se realiz6 una serie de comparaciones para analzaomportamiento del algoritmo

(Comparacion rapida con hca) planteado, siguieadgiguiente metodologia:
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= Comparacion de una proteina consigo misma — 100%

= Comparacion de una proteina con cualquiera de gadas — 50%

= Comparacion de una proteina con parte de ella

= Comparacion de 2 proteinas diferentes, teniend@ardemano el porcentaje de

similitud dado por el analisis del experto.

Para los 3 primeros casos el algoritmo de comp@aradpida con hca obtiene un acierto
del 100%. A continuacion se muestra un ejemplo paraORFX L. Esculentum

comparandola consigo mismo.

e Comparacién de una proteina consigo misma — 100%

MYQTVGYNPGPMKQPYVPPHYVSAPGTTTARWSTGLCHCFDDPANCLVTSWUPCI
TFGQISEILNKGTTSCGSRGALYCLLGLTGLPSLYSCFYRSKMRGQYDLE&PCVCL
VHVFCEPCALCQEYRELKNRGFDMGIGWQANMDRQSRGVTMPPYHAGMTR

MYQTVGYNPGPMKQPYVPPHYVSAPGTTTARWSTGLCHCFDDPANCLVTSUPCI
TFGQISEILNKGTTSCGSRGALYCLLGLTGLPSLYSCFYRSKMRGQYDLE&PCVCL
VHVFCEPCALCQEYRELKNRGFDMGIGWQANMDRQSRGVTMPPYHAGMTR

Comparacion rapida hca: 100% similitud

Para el dltimo caso se encuentra que con los epsm@alizados los porcentajes de
similitud estdn muy cercanos a los obtenidos paxpkrto, esto teniendo en cuenta que
este algoritmo realiza un sondeo rapido y por tantoonsidera toda la informacion que se
pudiera utilizar. Es necesario aclarar que lasejfmas deben tener un tamafio lo suficiente
para que haya una gran cantidad de clusters yesgaptontar con mayor informacion del

comportamiento de los cluster a lo largo de lasecia de la proteina.

52



A continuacion se muestra 2 ejemplos donde sezan#di comparacion de 2 proteinas
diferentes:

ORFX L. Esculentum
MYQTVGYNPGPMKQPYVPPHYVSAPGTTTARWSTGLCHCFDDPANCLVTSEPCI
TFGQISEILNKGTTSCGSRGALYCLLGLTGLPSLYSCFYRSKMRGQYDLEEPCVDC
LVHVFCEPCALCQEYRELKNRGFDMGIGWQANMDRQSRGVTMPPYHAGMTR

DUF614 protein [Branchiostoma belcheri tsingtaunede
MADFKHGLLGCFDNCGICIIGYFLPCVLAGQNAEKVGLGSCCMCGFLSLF\PTVFI
VARTREETRHIYSIEGTFLNGCLLTFFCPFCVMVQTAQELDEGVGAQIIR)

Método visual hca: 27% similitud

Comparacion rapida hca: 20% similitud

4Q21 c-Ha-rasl p21 protein [Homo Sapiens]
MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDIL
DTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDVPM
VLVGNKCDLAARTVESRQAQDLARSYGIPYIETSAKTRQGVEDAFYTLVRBERQHK
LRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS

1WKQ Chain B, Crystal Structure Of Bacillus Subtilis Guanine Deaminase
MHHHHHHAMNHETFLKRAVTLACEGVNAGIGGPFGAVIVKDGAIIAEGQNN VTTS
NDPTAHAEVTAIRKACKVLGAYQLDDCILYTSCEPCPMCLGAIYWARPKAV FYAA

EHTDAAEAGFDDSFIYKEIDKPAEERTIPFYQVTLTEHLSPFQAWRNFANKEY

Método visual hca: 15% similitud

Comparacion rapida hca: 20% similitud

Resumen de resultados método Comparacion rapida cd#CA
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Tabla 1 Resumen de resultados método Comparacion raprdblCé

Proteina conocida Proteina Método visual HCA | Comparacion
desconocida Rapida HCA

ORFX L. Esculentum ORFX L. Esculentum 100% 100%

ORFX L. Esculentum DUF614 protein 27% similitud 20% similitud

[Branchiostoma

belcheri tsingtaunese]

4Q21 c-Ha-rasl p21 protein 1WKQ Chain B, 15% similitud 20% similitud

[Homo Sapiens] Crystal Structure Of

Bacillus Subitilis

Guanine Deaminase
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2.3.2 Propuesta: Algoritmo de Comparacion basado en el
Analisis Hidrofébico de Clusters

2.3.2.1 Metodologia

Al iniciar el disefio de un algoritmo que permitissamparar secuencias de proteinas,
llegando a resultados similares a los proporciosgae la comparacién que actualmente se
realiza de forma manual, usando el analisis hidhiobde clusters; se partid de la base que
los algoritmos lineales preexistentes; son métag@sse basan en ciertas determinaciones
para el hallazgo de las similitudes, las cualesstemayoria, no estan relacionadas con el
método HCA. Como se observa en el capitulo correfipaote a algoritmos de

alineamiento.

El Andlisis Hidrofdbico de Clusters, como tal, baisncontrar similitudes en proteinas que
segun los métodos de comparacion convencionalpsesentan un alto grado de identidad.

Aqui es donde radica su complejidad.

En pruebas realizadas de la mano con algunas perslestras en la comparacion visual
por medio del método HCA, se encontré que una migensona puede realizar para cada
par de proteinas un nimero variable de alineansesggun la habilidad del experto. Lo
anterior, demuestra que hay un componente de Budiget que no es facilmente

predecible.

Sin embargo, se encontro que los criterios utibgsgolara dichas comparaciones, los cuales
se emplean por los expertos de una manera intugirealucto de la praxis, podrian
deducirse y fueron ellos los que dieron la clava ggnerar un algoritmo con un alto grado

de acierto.
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A la hora de implementar dichos criterios, se @ardn alternativas que partiendo de un

andlisis lineal permitieran llegar al algoritmoa®nparacion final, se paso por varias fases.

En alguna de ellas, se planteo6 la posibilidad @dizar las proteinas alineandolas a lo largo

de una matriz de tamafio n y considerando las @ncias a lo largo de su diagonal:

En la siguiente figura:

X | Corresponde a emparejamientos entre aminoacidosfitimbs idénticos

1 | Corresponde a emparejamientos entre aminoacidosfdixicos idénticos

Corresponde a emparejamientos entre aminoacidosfdidcos no idénticos

|-
@

mmmgArC - N A n e

GITITISCGSRGAILYCL
NI T I

TLITIGILIPISILIYISICEIYRISIKIME GIAIY!
e LTI O N R T T

Fig. 19 Alineamiento matricial de secuencias
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Si se toma la diagonal central de la matriz com@uwito donde cada secuencia se
corresponde con la otra en la misma posicion, es dea alineaciéon 0-0; se observa que
hay corrimientos entre dichas coincidencias lo @galtraduce en una matriz con varias
diagonales con aciertos.

Para este caso, si la diagonal principal es lald8”coincidencias correspondieron a las

diagonales -1, +1y +4.

Este sistema de alineamiento, deducido previanamenocimiento de la existencia de un
método muy similar conocido como DOT PLOT, es unanena util de localizar

rapidamente las estructuras comunes en dos seasgnciuyendo inserciones, deleciones,
etc.Y fue til para inferir las coincidencias que cemgran la misma distancia entre ellas,
en una misma diagonal, pero no permitio identifieairegla general’ que determina los

saltos en la diagonal.

El desarrollo del algoritmo de comparacion aprojpitegra y asume parte de las reglas de
nomenclatura de clustef§ para la graficacién HCA y ajusta aquellas queainaiden con

la estrategia de comparacion basada en HCA usadaspexpertos.

Este método que actualmente se trabaja por losifades de forma manual, se basa en la
experticia del sistema ojo-cerebro del cientificopersona altamente entrenada para
encontrar patrones repetitivos y definir agrupagsoque puedan representar similitudes
entre las secuencias y que por tanto revelen nues@ontes en cuanto al descubrimiento
de nuevas relaciones estructurales y evolutivase gptoteinas que anteriormente se

consideraban lejanas.

Es por esto, que para el disefio del algoritmoa®g®d como requerimiento importante el
utilizar y preservar las reglas estipuladas parakdulo del porcentaje de Identidad entre

secuencias de protefnas que estan descritas etotsnentos sobre el método HCA

19 Deciphering protein sequence information throughrbphobic cluster analysis (HCA): current statusian
perspectives E.Callebaut, G Labesse, P. Durand , A. PouponGdnard , J. Chomilier , B. Henrissat and J.
P. Mornon * 1997
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2.3.2.2 Descripcion del algoritmo

El algoritmo de comparacion se basa en un modedalliya que computacionalmente, un
analisis lineal de las sgencias proteicas representa beneficios en cuartermgo y
velocidad de procesamiento.

Para entender la légica del algoritmo; se usaradoctemminologia propia dos tipos de

alineamientos:

- Alineamiento total: Referente al emparejamiento final que resulteadaplicacion del

algoritmo de comparacion de las secuencias.
- Alineamientos parciales o simplemente subalineam@n Estos alineamientos que son

parte del alineamiento total, permiten escoger ejomsubalineamiento del amplio

conjunto de posibles emparejamientos entre lasesubacias de las proteinas.

2.3.2.3 Criterios de comparacion

Los criterios utilizados para determinar la escoegedel mejor alineamiento global son los

siguientes:

Criterios Generales:

Nacen de la observacion del método HCA. Son inheseasd método.
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Todo cluster de aminoacidos hidrofobicos selecdonaebe estar respaldado por

al menos un aminoécido hidrofilico en ambas pratein

Pueden existir saltos en el alineamiento. Los sa@tGAPS estan determinados por
la variacion en la distancia relativa entre clusteeleccionados en la proteina

conocida respecto a la desconocida.

Los clusters seleccionados en ambas proteinasn dedseidénticos respecto a su
conformacion. Es decir deben conservar sus digtameiativas internas iguales en

ambas subsecuencias.

El mejor alineamiento serd aquel que proporciongomaalor al calculo del

porcentaje de identidad entre las protethas

Criterios Particulares:

Los define el programador, segun la forma del #igaor

Al iniciar la comparacion, el experto suministraaminoécido de referencia para
cada proteina; para dicha escogencia se le presentrafica HCA. Estos
aminoacidos se asumen como los primeros hallazgtas®isqueda, partiendo de la
presuncién que el algoritmo toma como sugerendi@idatifico dichos puntos de

la comparacion.
Para el calculo de la separacion entre clustersertavo en cuenta la presencia del
aminoécido Prolina. La razén se justifica mas adelan la secciorinalisis previo

para la definicién de los criterios de comparacion.

Se realizarsubalineamientogomando como base secciones de la proteina.

1 porcentaje de identidad, seccién 1.3.3
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= Al calcular el mejor subalineamiento entre dos adkoas se tienen en cuenta las
posiciones extremas de los aminoacidos hidrofohiergro de dichas subcadenas.
De esta forma al iniciar la comparacion se haodleulo de la posicion de partida y

llegada para la busqueda.

» Estas secciones son analizadas de manera linearuzgosencontrar entre todos los
posibles alineamientos, el conjunto de aminoacipesrepresenta el mayor nimero
de coincidencias en aminos hidrofébicos e hidaddi idénticos, para cada
subsecuencia.

» Esta determinacion se basa en encontrar aquélrsednaiiento que aporta un mayor
puntaje oscore para el hallazgo deporcentaje final de identidad entre las

secuencias.

El algoritmo inicia la basqueda dentro del clusterpartida en cada proteina y alinea el
cluster buscando las relaciones entre aminoacidivefébicos e hidrofilicos circundantes.
A esta busqueda se le llanisqueda Inicial. Cuando el programa encuentra un punto de
separacion entre clusters, inicia la faseBdesqueda por subalineamiento#l final del

procedimiento se obtiene Alineamiento Totalde las proteinas.

Blasqueda Inicial:

La busqueda inicial pretende encontrar similituele®l radio cercano a los aminoacidos de
partida. Para esto es importante localizar y rasah las secuencias los aminoacidos
hidrofébicos idénticos importantes para el calagdola similitud, ademas los aminoacidos
hidrofébicos no idénticos, que no cuentan paraatluto de la similitud, pero permiten

caracterizar la conformacion de clusters los cust@simportantes para la conformacion de

la estructura secundaria de la proteina.
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En el proceso de busqueda también se resaltan l@guaminoacidos hidrofilicos
exactamente iguales que en HCA corresponden drtngas y que son de gran importancia

al igual que los primeros para el célculo del potaje de identidad entre las proteinas.

Se determinan lo®atrones de distanciaes decir, el calculo de la distancia relativa al
aminoacido de referencia en la proteina 1 o pratedmocida.

Analisis base para la definicion de los criterios @ comparacion:

En la primera fase, se encontraron ciertos patraigeslistancia entre los aminoacidos
importantes para el calculo de la identidad (fi@), Zin embargo, repetidamente una vez

gue se hallaba un patron para la comparacion esepiaba un salto o GAP que no cumplia

con el patrén de busqueda inicial (fig. 21).

Fig. 20Patrén de distancia constante entre aminoacida®fdinicos coincidentes

Patron de Distancia: +1
En la figura 20 el patron de distancia para la @gia de aminoacidos Hidrofébicos en

ambas secuencias se mantiene constante. Se dicel quagrén es +1 porque hay un

corrimiento de un aminoacido en la proteina dagpeaeto a su homologo en la proteina 1.
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Patrén: +1 —— ¢ o—— Patrén: -1 —

Fig. 21 Presencia de saltos en el alineamiento en loszgaltade aminoacidos coincidentes e idénticos

En este caso se observa que hay una variacion gatréh de distancia relativa. En la
figura 21 se observa que la variacion se da emiea@cidos hidrofilicos (G, S). El patron
de distancia cambia de +1 a -1. De esta formegcgmoce un salto @apy esto conlleva a
gue el algoritmo deba ajustarse al nuevo patron.

Es importante resaltar que no existe alguna meglidandique de cuanto serd la variacion
en el patrén de distancia entre un grupo de amidogicon igual distancia relativa y el

siguiente. Tampoco se conoce de ante mano en guema(s) se dara dicho cambio.

En busca de la solucion apropiada, se hizo unadadit método de comparacion; tratando
de utilizar una mayor informacién que permitieréeiit o determinar de alguna forma la
I6gica de dichos saltos y lograr por ende, haceytedecibles mediante el algoritmo. Se

probaron las siguientes estrategias:

- Identificacion de los clusters presentes (o0 aggigmes de aminoacidos hidrofébicos) en
la cadena, por medio de la regla del codigo P. s&gaual, la separacion ente clusters esta

dada por:
» El nimero de aminoacidos hidrofilicos que sepavarciusters debe ser mayor a 4

= El rompimiento de las cadenas causado por el aciohm&rolina:P (o estrella en la

representacion HCA)
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2.3.24 Andlisis de resultados

Luego de dicha prueba con estos ingredientes sguyon

El codigo P aporta informacion, sin embargo éstéueodeterminante para la solucion del
anterior problema de comparacion, ya que como jgecéicara mas adelante, se tuvo que

reinterpretar la forma como se estaba calculanda gao de los clusters.

El codigo P de una proteina esta implicito en ébdede graficacion de HCA. Cuando se
encuentra con una prolina, la grafica HCA indiceédiatamente la separacion de dos
clusterd’. Sin embargo, dicha incidencia de la prolina notezsda en cuenta por los

expertos al momento de la comparacion visual. feongo:

Fig. 23 Rompimiento por Prolina Fig. 22 Zona de similitud

La figura 23 nos muestra partes de dos graficas HCA sin comigar&ntre ellas, en las
cuales se observa la incidencia de la prolina gteeka inferior) en la ruptura de cada

cluster.

12 Deciphering protein sequence information throughrbphobic cluster analysis (HCA): current statusian
perspectives E.Callebaut, G Labesse, P. Durand , A. PouponGdnard , J. Chomilier , B. Henrissat and J.
P. Mornon * 1997
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La figura 22 por otro lado, es tomada del analisiscoenparacion HCArealizado por un
biloga™® sobre dichas secuencias; y nos presenta que aientda rompimiento, se

pueden tomar zonas que abarquen dichos clusters woasubunidad.

Por lo anterior, en el disefio y desarrollo del atgm basado en HCA, se usoé el criterio de
comparacion HCA y no el de graficacién, por targe, obtiene que la excepcién de

rompimiento para la prolina no es aplicable erolagaracion.

Busqueda por subalineamientos:

Dentro de la busqueda por subalineamientos se firdddecomo el mejor alineamiento

agueél que:

- Tenga ocurrencia de aminos hidrofilicos y aho®un amino hidrofébico idéntitoo

coincidenté”.
- El punto de ruptura de una subcadena esté datmpor las siguientes condiciones:

- Al menos 4 aminoacidos hidrofilicos despuésim@idrofobico

- Cuando alguna de las dos secuencias llegdiaatu

Se muestran a continuacion algunos ejemplos deelmdtados obtenidos. Se tiene en
cuenta que el punto de referencia para el anéesi®s resultados es tomado con base en
alineamientos hechos por estudiantes y docentés driversidad, quienes nos facilitaron

algunos ejemplos de comparacion manual.

13 Alfonso Pineda , 10° semestre Biologia UIS.

14 Aminoécidos Idénticos: Aquellos que coincide em@mainacion y posicion relativa dentro de un cluster
ambas secuencias

15 Aminoécidos Coincidentes: Aquellos que sienddntiss, coinciden en posicién relativa dentro de un
cluster en ambas secuencias.
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Se calcul6 el porcentaje de error como:

%Error = (Valor Tedrico — Valor Experimental / Val@edrico)* 100

Ec. 2Calculo delporcentaje de error

Valor Teorico:Es el valor base del porcentaje obtenido en comepares verificadas por

expertos segun el método tradicional.
Valor Experimental:Es el porcentaje de Identidad generado para lenanisomparacion

por el Algoritmo de Comparacion Basada en HCA, gepbable en el archivo PostScript

gue genera el programa.

Ejemplo Alineamiento 1:
(Fig. 24)

ORFX L. Esculentum

ARWSTGL CHCFDDPANCLVTSVCPCI TFGQ SEI LNKGT TSCGSRGALYCLLGLTGLPSL YSCFYRSKMVRGQY
DL EEAPCVDCL VHVFCEPCAL CQEYREL KNRGFDMGE GAQANM

DUF614 protein [Branchiostoma belcheri tsingtaundse

MADFKHGLLGCFDNCG Cl | GYFLPCVLAGONAEKVGL GSCCMOGFLSLFVI PTVFI VARTREETRHI YSI EG
TFLNGCLLTFFCPFCVMVQTAQELDEGVGAQ! | | RQ

% ldentidad: 26.6%

% Teobrico : 27%
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% Error: 1.48 %

Ejemplo Alineamiento 2
(fig. 25)

4021 c-Ha-rasl p21 protein [Homo Sapiens]

MIEYKLVWGAGGVGKSALTI QLI QNHFVDEYDPTI EDSYRKQVVI DGETCLLDI LDTAGQEEYSANMRDQ
YMRTGEGFLCVFAI NNTKSFEDI HQYREQN KRVKDSDDVPMWL VGNKCDLAARTVESRQAQDLARSYA P
YI ETSAKTRQGVEDAFYTLVREI ROHKL RKLNPPDESGPGCMSCKCVLS

1WKQ Chain B, Crystal Structure Of Bacillus SublGuanine Deaminase

MHHHHHHAMNHETFL KRAVTLACEGVNAG GGPFGAVI VKDGAI | AEGONNVTTSNDPTAHAEVTAI RKA
CKVLGAYQLDDCI LYTSCEPCPMCLGAI YWARPKAVFYAAEHT DAAEAG-DDSFI YKEI DKPAEERTI PF
YQVTLTEHL SPFQAVRNFANKKEY

% ldentidad: 14.02%
% Teorico: 15%

% Error: 6.5 %
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Tabla 2 Resumen de resultados método Algoritmo de Compar&asado en el Analisis
Hidrofobico de Clusters

Proteina 1 Proteina 2 % Teorico % Identidad % Error
(método visual) | Algoritmo Comparacion
Basado en HCA
ORFX L. DUF614 protein
Esculentum [Branchiostoma 27% 26.6% 1.48 %
belcheri
tsingtaunese]
4Q21 c-Ha-rasl | IWKQ Chain B,
p21 protein Crystal Structure 15% 14.02% 6.5 %
[Homo Sapiens] | Of Bacillus

Subtilis Guanine

Deaminase

67




Alineamiento 1

Porcentaje de Identidad: 26.6 %

Fig. 24 Comparacion ORFX vs DUF614
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Alineamiento 2:

~
30,6906
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< w = L 4 w =

3 T

Fig. 25 Comparacion 4Q21 Vs 1WKQ
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Capitulo 3

Conclusiones y Recomendaciones

3.1 Conclusiones

= Se construyd una herramienta computacional que ifgerla comparacion de
secuencias de proteinas utilizando los conceplamndéisis de clusters hidrofébicos

(HCA), para apoyar la labor de los expertos enalmiocedimiento.

= Se establecieron los criterios correspondientesateparacion de secuencias de
proteinas, utilizando los conceptos empleados lemrdlisis de Clusters
Hidrofobicos HCA.

= Se encontr6 que para los alineamientos usando gdrikho de Comparacion
Basado en HCA (seccién 2.3.2), el grado de erramagable, segun la complejidad
de las proteinas a comparar y el aminoacido depagtie se indique al inicio de la

comparacion.

» Mediante la utilizacion de la herramienta compwtaal, se logra la comparacion de

secuencias de proteinas con buenos resultadolapa@cuencias prueba.
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3.2 Recomendaciones

Ampliar la base de datos de proteinas ingresandwosucasos de estudio de

manera que se facilite al cientifico el acceso amplio repositorio de secuencias.

Considerar otros criterios que puedan mejorar ébdeede comparacion cuando se
presentan ciertos casos de clusters adyacentes.

Si bien se alcanzaron resultados satisfactoriosptdinuidad de la investigacion
puede complementarse con el estudio con otrascescnbmo el tratamiento digital
de imagenes, considerando que el proceso que Erarea la comparacién es
netamente visual.
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Anexos

ANEXO A

Listado Aminoacidos Esenciales

NOMBRE ABRV SIMBOLO
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspértico Asp D
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamico Glu E
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Serina Ser S
Valina Val \Y,
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