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Resumen

En este documento se presenta una propuesta para desarrollar e implementar una metodologia para
la construccion de una matriz de sustitucion generalizada para alfabetos arbitrarios que describen
secuencias biologicas. El desarrollo de esta propuesta se realiza mediante el seguimiento de un conjunto
de pasos que van desde el entendimiento conceptual del problema, el desarrollo de la metodologia, y
la implementacion de los algoritmos correspondientes que permitan la construccién de una matriz de
sustitucién generalizada, la cual se utilizara en un algoritmo de alineamiento que sirva para probar
algunos casos de estudio. A partir de la base de datos BLOCKS se obtuvieron nuevas bases de datos
que representan tuplas y tripletas formadas a partir de las secuencias de proteinas pertenecientes a
cada uno de los bloques. Mediante el uso del algoritmo BLOSUM se obtuvieron matrices de sustitucién
generalizadas mostrando asi que es posible desarrollar una metodologia y construirlas mientras se tenga
claridad sobre el alfabeto que se va a utilizar.

Palabras clave: Aminoacidos, Base de datos, BLOSUM, PAM, Matriz de sustitucién, Alineamiento,
log ratios.



1. INTRODUCCION

Las matrices de sustitucion han sido una herramienta muy importante en la alineacién de secuencias,
ya que permiten obtener mejores alineamientos a partir de la informacién que contienen. Las matrices
de sustitucion relacionadas con proteinas se crearon a partir de diferentes modelos como el de Dayhoff
-de donde nacen las matrices PAM- y el modelo de Henikoff and Henikoff -de donde nacen las matrices
BLOSUM-. Estos modelos nos muestran una matriz donde se puntiia qué tan bueno es sustituir un
aminoacido por otro. Esta informaciéon es muy importante ya que permite establecer las relaciones
que pueden existir entre los aminoécidos que de algtin modo se han podido inferir mediante el estudio
de grandes grupos secuencias de proteinas, por ejemplo diferentes grupos de familias de proteinas, ya
sea realizando alineamientos o estableciendo relaciones a partir de propiedades comunes que pueden
compartir ciertos aminoacidos.

En el desarrollo de este trabajo se profundiza en la creacion de una metodologia para la construccion
de una matriz de sustitucion generalizada, que pueda ser utilizada en algoritmos de alineamiento con el
fin de obtener un acercamiento menos especifico al que se tiene normalmente usando solo aminoacidos.

Para lograr esto, hemos decidido primero realizar un estudio sobre las diferentes matrices de sustitucion
utilizadas por los algoritmos de alineamiento en la actualidad, establecer las caracteristicas generales
que involucran la creaciéon de una matriz de sustitucion y las propiedades que describe cada matriz
resultante de acuerdo al grupo de proteinas y la manera en la que fue construida, seleccionar la
implementacion de las matrices de sustituciéon actuales que favorezcan la creaciéon de un algoritmo que
se pueda usar de manera generalizada para construir nuevas matrices con un alfabeto generalizado, y
finalmente ejecutar pruebas con las matrices de sustitucion generalizadas obtenidas para los diferentes
alfabetos, aplicando un algoritmo de alineamiento que permita validar la informaciéon obtenida y que
describe la metodologia.

De esta manera se presenta una metodologia orientada a la construcciéon de matrices de sustituciéon
generalizadas basadas en familias de proteinas que estan representadas en la base de datos BLOCKS.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Desarrollar una metodologia que permita construir una matriz de sustitucion generalizada para alfa-
betos arbitrarios que describen secuencias biologicas e implementar los algoritmos subyacentes.

2.2. Objetivos Especificos

1. Estudiar las matrices de sustitucion usadas actualmente para establecer los elementos basicos en
la construccion de una matriz de sustitucion que permitan su generalizacion.

2. Disenar una metodologia para la construccién de una matriz de sustitucion generalizada, asi
como los algoritmos que permitan su construcciéon utilizando alfabetos arbitrarios.

3. Desarrollar un algoritmo para el alineamiento de secuencias en alfabetos arbitrarios utilizando
matrices de sustitucion generalizadas en su desarrollo.

4. Analizar la metodologia y los resultados de los algoritmos desarrollados mediante su aplicacion
en diferentes casos de estudio.



3. MARCO TEORICO

3.1. Acidos nucleicos y nucleétidos

Los 4cidos nucleicos son un tipo de macromoléculas presentes en todas las células y virus. Las funciones
de los 4cidos nucleicos son el almacenamiento y la expresion de informacién genética. El acido desoxi-
rribonucleico (ADN) codifica la informacién que la célula necesita para fabricar proteinas, mientras
que el ARN participa en la sintesis de proteinas, funcién para la que puede presentar diversas formas
moleculares.

Los genes contienen la informacién como una secuencia especifica de nucledtidos que son encontrados
en el ADN de las moléculas. En las moléculas de ADN, solo se encuentran cuatro bases diferentes
que son: guanina, adenina, timina y citosina. En el 4cido ribonucléico (ARN), la base nitrogenada
uracilo ocupa el lugar de la timina; ademés la estructura de las cadenas es diferente, el ADN forma
una doble hélice mientras que el ARN forma solo una cadena. Un nucledtido esta formado por una
base nitrogenada unida a un grupo fosfato y a una pentosa o molécula de azucar (desoxirribosa en el
caso del ADN y ribosa en el caso del ARN). El elemento que permite diferenciar un nucledtido de otro
es la base nitrogenada que contiene. Las bases nitrogenadas se pueden clasificar en dos grandes grupos,
purinas (formados por adenina y guanina) y pirimidinas (formados por citosina, timina y uracilo), y al
representar la estructura de cada una de ellas se pueden encontrar diferencias que permiten distinguir
facilmente entre un nucledtido y otro. [1]

3.2. Proteinas

Las proteinas son una clase importante de moléculas que se encuentran en todas las células vivas.
Una proteina se compone de una o mas cadenas largas de aminoacidos cuya secuencia corresponde a
la secuencia de ADN del gen que la codifica. Las proteinas desempenan gran variedad de funciones
en la célula, incluidas estructurales (citoesqueleto), mecanicas (musculo), bioquimicas (enzimas), y de
sefializacion celular (hormonas). Las proteinas son también parte esencial de la dieta. Las proteinas
desempenan un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas més versatiles y diversas,
imprescindibles en el crecimiento del organismo. Las proteinas pueden ser estudiadas de acuerdo a las
estructuras en su nivel de organizaciéon. La estructura primaria es la secuencia o cadena de aminoacidos
que describe la proteina, la estructura secundaria se produce cuando la secuencia de aminoacidos estan
unidas por enlaces de hidrégeno formando hélices alfa y hojas plegadas beta, la estructura terciaria que
se produce cuando ciertas atracciones estan presentes entre las hélices alfa y las hojas plegadas beta,
y finalmente la estructura cuaternaria cuando la proteina esta conformada por méas de una cadena de
aminoacidos.

Los aminoécidos son los bloques de construccion de las proteinas, las cuales se forman a partir de
estructuras que contienen aminoacidos que poseen variedad en el tamafo, forma y propiedades qui-
micas. Cada aminoacido estd compuesto esencialmente por un grupo amino (-NH2), un carbono alfa,
un grupo carboxilo (-COOH) y una cadena (habitualmente denominada cadena lateral o radical R)
de estructura variable que determina la identidad y las propiedades de cada uno de los diferentes ami-
noacidos. Existen cientos de radicales que forman cientos de aminoacidos, pero solo 20 aminoacidos
forman parte de las proteinas y tienen codones (que es una secuencia de tres nucleotidos de ADN o
ARN que corresponden con un aminoacido especifico o una sefial de parada dentro del cddigo genético,
a partir de este se da origen a los 20 aminoécidos) especificos en el codigo genético.
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Los aminoacidos estan agrupados en tres categorias: Los aminoacidos hidrofobicos, los cuales tienen
cadenas laterales compuestas principal o enteramente de carbono e hidrégeno, tienen pocas probabili-
dades de formar puentes de hidroégeno con las moléculas de agua, los aminoacidos polares, los cuales
contienen oxigeno y/o nitrégeno en sus cadenas laterales y facilmente pueden formar puentes de hi-
drogeno con el agua, y los aminoacidos cargados que llevan una carga positiva o negativa en el pH
biologico.[1]

3.3. Matrices de Sustitucién

Una matriz de sustitucion o puntuacion describe el ritmo en el que un carédcter cambia a otro con
el tiempo dentro de una secuencia. Usualmente, las matrices de sustitucion se ven en el contexto de
alineamiento de secuencias de aminoacidos o ADN, en el cual la similitud entre las secuencias depende
del tiempo de divergencia y de los ritmos de sustituciéon segin se presenta en la matriz. Este tipo de
matrices son mas usuales en los alineamientos de secuencias de aminoacidos (proteinas) que en los de
nucle6tidos ya que para secuencias de nucle6tidos las matrices utilizadas son relativamente simples.

Las matrices de sustitucion mas utilizadas son las matrices PAM y las BLOSUM. Ambas son matrices
de log-odd ratios que se diferencian principalmente en los fundamentos para el calculo inicial de las
probabilidades de sustitucion entre aminoacidos. [1]

3.3.1. PAM

Las primeras matrices de alineamientos de proteinas fueron las matrices PAM, las cuales recogen
alineamientos de 71 grupos de secuencias de proteinas estrechamente relacionadas. Las siglas PAM
provienen de su nombre en inglés point accepted mutation (mutacion puntual aceptada). El valor de
una determinada celda representa la probabilidad de la sustituciéon de un aminoacido por otro, conocida
como mutacion puntual. Puesto que la matriz se calcula observando diferencias entre proteinas muy
cercanas evolutivamente (con, al menos, un 85 % de similitud), las sustituciones en cuestion no tienen
efecto sobre la funcion de la proteina, por lo que se trata de mutaciones aceptadas en el proceso
evolutivo.

Estas secuencias de proteinas fueron agrupadas basadas en reconstruccién filogenética usando maxi-
mum parsimony (maxima parsimonia), que es un método que nos permite crear un arbol filogenético
minimizando el total de pasos evolutivos requeridos para la creacion del arbol con la informacion dada.
Las matrices PAM fueron después derivadas basadas en la divergencia evolutiva entre las secuencias
del mismo grupo. Una unidad (PAM1) nos indica que la frecuencia de mutacion corresponde solo al 1%
de los aminoacidos dentro de la secuencia. Para construir una matriz de sustitucion PAM1, un grupo
de secuencias estrechamente relacionadas con frecuencias de mutacion iguales a una unidad PAM son
escogidas y utilizadas para realizar el calculo de la matriz.

Una matriz de sustitucion puede ser derivada a partir de esta matriz (PAM1) elevandola a una de-
terminada potencia por lo que la matriz (PAM250) resultarfa elevando a la 250 potencia la matriz
(PAM1) obteniendo asi una aproximacion con los mismos datos que se generd la matriz PAM1 pero
que nos permite representar secuencias mas divergentes debido a que la unidad PAM cambia al realizar
el cilculo de la potencia PAMasg = (PAM;)?0 (ver cap.5 para més detalles).
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3.3.2. BLOSUM

La matriz BLOSUM (matriz de sustitucion de bloques de aminoacidos) es una matriz de sustitucion
utilizada para el alineamiento de secuencias de proteinas. Se usa para puntuar alineamientos entre
secuencias de proteinas evolutivamente divergentes. Fue introducida en 1992 en un articulo de S.
Henikoff y J. G. Henikoff, quienes recorrieron la base de datos BLOCKS analizando regiones muy
conservadas de familias de proteinas (sin gaps en el alineamiento de secuencias) y comprobaron las
frecuencias relativas de aparicion de los aminoécidos y las probabilidades de sustitucion entre ellos,
calcularon una puntuacién de log-probabilidad para cada una de las 210 posibles sustituciones de los
20 amino&cidos estédndar.

Una particularidad de las matrices BLOSUM es que se basan en alineamientos observados y no son
extrapoladas a partir de comparaciones de proteinas cercanamente relacionadas. Existen conjuntos de
matrices BLOSUM que utilizan diferentes bases de datos de alineamientos y se nombran con niimeros.
Las BLOSUM seguidas de un ntmero alto estan disenadas para comparar secuencias cercanamente
relacionadas, mientras que las BLOSUM con ntumero bajo estan disenadas para comparar secuencias
relacionadas de forma distante.

A cada posible identidad o sustitucion se le asigna una puntuacién basada en las frecuencias observadas
en el alineamiento de proteinas relacionadas. Se da una puntuacién positiva a las sustituciones mas
probables, mientras que corresponde una puntuacién negativa para sustituciones menos probables. El
namero que acompana a la matriz BLOSUM indica el porcentaje de similitud que existe entre las
secuencias que se tomaron como base para la construccion de la matriz, por tal motivo entre mayor
sea el nimero, més relacion hay entre las secuencias que fueron consideradas para la construccion de
la matriz. BLOSUM 62 es la matriz calculada usando las sustituciones observadas entre proteinas que
tienen, como minimo, el 62% de identidad en la secuencia, y se ha convertido en el estandar de la
mayoria de los programas que utilizan este tipo de matrices (ver cap.5 para mas detalles). [2]

3.4. Alineamiento de Secuencias

La comparacion de secuencias se encuentra en el corazon del analisis bioinforméatico siendo un primer
paso importante hacia el analisis estructural y funcional de secuencias recién determinadas. Debido a la
generacion exponencial de nuevas secuencias biologicas, la comparacién de secuencias se ha convertido
en un proceso esencial para extraer inferencias funcionales y evolutivas de una nueva proteina a partir
de bases de datos de proteinas existentes. El principal proceso en este tipo de comparaciéon es el
alineamiento de secuencias, en el cual las secuencias se comparan mediante la busqueda de patrones
de caracteres comunes y se establecen 1-1 correspondencias entre secuencias relacionadas.

Los principales usos relacionados con algoritmos de alineamiento de secuencias estan relacionados con
la busqueda de residuos comunes entre dos secuencias, la biisqueda de secuencias similares dentro de
una base de datos, y la identificaciéon de caracteristicas comunes basadas en los residuos dentro de un
grupo de secuencias (alineamiento multiple). Su objetivo general es encontrar el mejor emparejamiento,
tal que haya maxima correspondencia entre residuos. Para ello, una secuencia se desplaza respecto a
la otra para encontrar la posicion donde se encuentran las coincidencias méximas. El alineamiento
de pares puede ser local, en donde se encuentran pequenos segmentos pertenecientes a las secuencias
que son muy similares, o global, en donde se tiene en cuenta la totalidad de las secuencias para el
establecimiento de similitudes.

El alineamiento global puede presentar problemas si se aplica a secuencias divergentes o de longitudes
variables ya que falla en el reconocimiento de regiones locales muy similares entre las dos secuencias,
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razon por la cual no se obtienen resultados 6ptimos. La alineacion local, por otra parte, no asume que
las dos secuencias en cuestion tienen similitud en toda la longitud. Esto s6lo encuentra regiones con
el méas alto nivel de similitud entre las dos secuencias y alinea estas regiones sin considerar el resto
de las regiones de la secuencia. Este enfoque se puede utilizar para la alineaciéon de secuencias mas
divergentes con el objetivo de buscar patrones de ADN conservados o secuencias de proteinas. Las dos
secuencias a ser alineadas pueden ser de diferentes longitudes. Los modulos similares resultantes del
alineamiento local se conocen como dominios o motivos.

4. ESTADO DEL ARTE

Las matrices de sustitucién son muy usadas actualmente en alineamiento de secuencias de nucleétidos
o proteinas, y es asi como muchos estudios e investigaciones se centran principalmente en la cons-
truccion de una matriz de sustitucién para un grupo de datos especificos, con lo que los resultados
son aplicables y funcionan bien bajo ese rango de valores. Por tal motivo existen distintas matrices
de sustituciéon que son generadas a partir de diferentes alfabetos y describen secuencias biologicas de
manera muy especifica. A continuacion mostramos una breve descripcion de los trabajos que mas se
asemejan al trabajo que se realizard y que se basan en la construcciéon de matrices de sustituciéon
usando metodologias especificas de acuerdo a cada uno de los casos de estudio.

4.1. Amino acid similarity matrices based on force fields

En este trabajo proponen un método general para derivar matrices de sustitucion de aminoacidos a
partir de campos de fuerza de baja resolucion. A diferencia de los métodos populares para la obtencion
de matrices de sustitucion, el método planteado no utiliza argumentos evolutivos, alineamiento de
secuencias o estructuras. La estrategia utilizada fue mutar los residuos y recolectar la contribucion al
total de la puntuacion/energfa total, de manera que el promedio de los valores de la puntuacion/energia
total para cada posicion dentro de un conjunto de proteinas resulta en una matriz de sustitucion.

Los autores muestran cémo se puede obtener matrices de sustituciéon basadas en campos de fuerza que
acttian sobre estructuras de tres dimensiones. La matriz obtenida permitird realizar comparaciones
entre diferentes campos de fuerza sin importar la diferencia que pueda existir entre los diferentes
campos. Estas matrices, debido a la manera en que son calculadas, no tienen una relacién con un
proceso evolutivo o un proceso de alineamiento de secuencias que permita generar la relacion entre
cada uno de los aminoécidos; ya que estan fundamentadas en propiedades de los aminoécidos como es
el caso de los campos de fuerza.

Como parte de los resultados varios ejemplos de matrices de sustitucién asimétricas han sido calculados
a partir de campos de fuerza, usando diferentes acercamientos, y el rendimiento obtenido para cada
una de las matrices fue comparado con respecto a las matrices de sustitucion convencionales. [3]

4.2. Fold-specific substitution matrices for protein classification

En este trabajo se describe un método para organizar proteinas en una familia que permita reducir
un orden de magnitud en el nimero de pardmetros utilizados para la construcciéon de una matriz de
sustitucion. La base usada como medida de similitud en las matrices de sustitucién convencionales
es el log-odd ratio. Esta caracteristica se adaptd para poder crear un atributo de diferenciacion que
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conllevo a la definicion de las matrices de sustitucion CLASSUM( Class Attribute Substitution Matrices)
con caracteristicas similares a la matriz de sustitucion BLOSUM. Con lo que se pueden clasificar
proteinas dentro de una familia usando menos parametros que los que seran utilizados por métodos de
clasificacién como redes neuronales, modelos ocultos de Markov o matrices de puntuaciéon de posicién
especifica.

El método utilizado en este trabajo fue aplicado para clasificar secuencias jerarquicamente en subgrupos
lambda y kappa de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Las posiciones que confieren una clase
fueron identificadas basadas en el grado de variabilidad de un aminoacido en una posicién. Donde las
matrices CLASSUM tienen mejores resultados en la clasificacion comparados a los resultados de la
matriz de sustitucion BLOSUM 62.

Los resultados obtenidos sugieren que matrices de sustitucion derivadas de informacion especifica de
una familia pueden mejorar la resolucion de métodos automaticos que usan matrices de sustitucion
para busqueda y clasificacién de proteinas. [4]

4.3. The construction of amino acid substitution matrices for the compa-
rison of proteins with non-standard compositions

Las matrices de sustituciéon de aminoacidos juegan papel importante en los métodos de alineamientos de
proteinas. Las matrices estandar de log-odd probabilidades como la PAM y BLOSUM son construidas
a partir de largos conjuntos de alineamientos, teniendo implicitamente antecedentes de las frecuencias
de los aminoacidos.

Estas matrices de sustituciéon han sido usadas para comparar proteinas con diferencias muy marcadas
en la composicion de los aminoédcidos como lo son las proteinas de transmembrana o proteinas de
organismos con composiciones de nucleotidos fuertemente sesgadas. Las matrices convencionales no
son ideales para este tipo de comparaciones, por lo que se construyé una matriz que puede ser utilizada
en un ambiente donde no hay una composicién estandar, obteniendo mejores resultados mediante el
ajuste matemaético de las matrices ya existentes.

El ajuste composicional de las matrices de sustitucién de aminoacidos en general tiende a incrementar
la significacion estadistica de los alineamientos de proteinas con composiciones no estandar y frecuen-
temente mejora la exactitud de estos alineamientos también.[5]

4.4. A Protein Structural Alphabet and Its Substitution Matrix CLESUM

Los autores plantean una nueva matriz de sustituciéon al usar un modelo mixto para la distribuciéon
de 3 angulos pseudoenlazados formados por dtomos de carbono alfa de 4 residuos consecutivos, los
estados de la estructura local son discretizados como 17 letras conformadas de un alfabeto estructural
de proteinas. Se construye una matriz de sustituciéon usando estas letras y basados en los alineamientos
estructurales de la base de datos FSSP, que es una base de datos de estructuras alineadas mediante
un proceso exhaustivo de todos contra todos, comparando la estructura 3D de las proteinas en el
PDB(Protein Data Bank).

La mayorfa de métodos de predicciéon de estructura local usan tres estados de la estructura secundaria:

hélices, hojas y giros. Sin embargo una estructura secundaria podria variar significativamente en sus
estructuras 3D. Al restringir las conformaciones de los residuos locales a estados manejables se puede
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discretizar la conformacién de una proteina para convertir la estructura 3D de la cadena principal a
una secuencia 1D con los estados discretos que describen la estructura de la proteina parecidos a los
aminoacidos.

La popular matriz BLOSUM se deriva de un gran conjunto de patrones de aminoacidos conservados sin
gaps que representan varias familias de proteinas. Las frecuencias de sustituciones de los aminoacidos es
contada en los alineamientos de secuencias. Estas frecuencias son divididas por la frecuencia esperada
de encontrar los aminoacidos juntos en un alineamiento por coincidencia. La proporcién de conteos es
la probabilidad de que se presente la sustitucion de un aminoacido por otro, es decir , un odds score.
Las entradas de las matrices BLOSUM son logartimos de los odds score en base 2 y multiplicados por
un factor de escala de 2.

La matriz de sustituciéon construida se derivo de la misma manera que la matriz BLOSUM cambiando
cierta informacion con la intencién de mostrar mas detalles por ejemplo el factor de escala utilizado fue
de 20 en lugar de 2 que es el factor utilizado para mostrar los resultados finales en la matriz; la matriz
construida y utilizada para comparar secuencias teniendo en cuenta el alfabeto estructural propuesto
se denomino CLESUM. [6]

4.5. A 3D-1D substitution matrix for protein fold recognition that includes
predicted secondary structure of the sequence

En el reconocimiento de pliegue de proteinas, una secuencia de aminoacidos de prueba es comparado
con una biblioteca de pliegues representativos de estructura conocida para identificar un homologo
estructural. En caso donde la secuencia de aminoécidos de prueba y su homologo tengan una clara
similitud como secuencias, las matrices de sustitucién tradicionales han sido usadas para predecir la
similitud estructural.

En este trabajo se presenta el caso en que la secuencia de prueba es secuencialmente distante de su
homologo. A partir de una base de datos de 119 pares estructurales en donde cada uno de los pares
comparten un pliegue similar pero tienen una identidad de secuencia menor al 30%. De acuerdo a
la informacion de los pares estructurales y de los pliegues homologos se ha desarrollado una matriz
de sustitucion de 5 dimensiones (7 x 3 x 2 x 7 x 3) que nace a partir de la combinacion de 7 clases
de residuos, 3 clases de estructura secundaria y en donde cada pliegue homologo se define a su vez
por 7 clases de resiudo, 2 clases de estructura secundaria y 2 clases enterradas(burial) que lleva una
representacion 3D a 1D de una proteina llamada H3P2 que cuenta con un total de 882 valores que
representan el pliegue e informacion de la estructura secundaria de los pares estructurales estudiados.

Las 7 clases de residuos utilizados provienen de agrupar los 20 aminoacidos teniendo en cuenta los
valores en la matriz de sustitucion PAM250 descriptas a continuacion: citosina, triptéfano, basico ,
aromatico, hidrofobico, pequenio y polar. Las 3 clases de estructura secundaria se definieron a partir
de la base de datos DSSP descriptas a continuacion: helice, hoja y giro. Las 2 clases enterradas(burial)
que fueron usadas corresponden a enterrada o expuesta que fueron asignados para cada una de las 7
clases de resiudos.

Para realizar la prueba de la matriz de sustitucién obtenida se realiz6 una validacién cruzada para
comparar la matriz H3P2 con las matrices: GONNET, PAM250, BLOSUM62 y una matriz de sustitu-
cién tnicamente de estructura secundaria. Los resultados mostraron que para secuencias distantemente
relacionadas la matriz H3P2 detecté més estructuras homologas y con mas alta confiabilidad que las
otras matrices de sustitucion basados en la relaciéon sensibilidad, las secuencias resultantes realmente
eran secuencias homologas de la secuencia usada en la prueba, contra especificidad, las secuencias que
fueron descartadas o no tenidas en cuenta en rel resultado para una secuencia dada realmente no eran
homologas.[7]
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4.6. A substitution matrix for structural alphabet based on structural
alignment of homologous proteins and its applications

En el desarrollo del trabajo de utilizaron 16 Protein Blocks(PBs) que fueron construidos a partir de
de los angulos diedros formados a partir de 5 residuos consecutivos y que fueron tomados a partir
de pentapetidos de estructuras de proteinas conocidas. Para realizar la asignaciéon de un PB a una
region pentapetida se toman los valores observados y los valores ideales para los valores de los dngulos
y se seleccionaron los valores con el rmsda( root mean square derivation on angular values , la media
cuadratica aplicada a angulos que forman el pentapetido de donde se calculan los PBs) menor con lo
que tenemos el valor del PB correcto para un pentapetido. A partir de esto y teniendo como base de
datos de filogenia y un conjunto de alineamientos de estructuras de proteinas homologas se creo una
matriz de sustitucion de 16x16. Cada uno de los PBs representa 8 valores para cada uno de los angulos
en grados celsius con lo que cada elemento de alfabeto es representado por un vector de 8 elementos.
Se usaron las letras desde la a hasta la p teniendo asi un total de 16 elementos que conforman la matriz
de sustitucion.

El trabajo muestra como usando una representaciéon 1D de una una estructura 3D combinada con una
matriz de sustituciéon y programacion dindmica simple se logro localizar regiones de similitud estruc-
tural, resaltar un cambio sutil en las regiones de similitud estructural e identificar regiones donde no
hay similitud estructural, también realizaron comparaciones utilizando diferentes algoritmos de alinea-
miento obteniendo buenos resultados para la identificacion de regiones de alta similitud estructural,
los autores dan a entender que la parte complicada se encuentra en definir correctamente el alfabeto
1D basado en propiedades estructurales que pueden variar entre distintas estructuras de proteinas.[8]

4.7. Amino acid substitution matrices for protein conformation identifica-
tion

En este trabajo usando las bases de datos PDB_SELECT, que contiene secuencias de aminoéacidos, y
DSSP, que contiene estructuras secundarias de proteinas, se cred una base de bloques de conformacion
de estructura, los cuales representan la relacién secuencia-estructura. Los miembros en un bloque son
idénticos en conformaciéon y altamente similares en secuencia. Para la creacion de cada uno de los
bloques se siguen las siguientes reglas: 1) Las secuencias tienen la misma estructura secundaria y 2)
Una secuencia dentro del bloque esta relacionada al menos con otra secuencia dentro del bloque.

A partir de esta base de datos BLOCKS se derivd una matriz de sustitucion de aminoécidos de
conformacion especifica llamada CBSM60. La matriz muestra un mejorado rendimiento en la bisqueda
de conformacién de segmentos y en la detenciéon de homologos cuando se compard con la matriz

BLOSUM 62.

Los autores en el proceso de construccion de la base de datos BLOCKS realizaron un proceso iterativo.
Para ello utilizaron la matriz de sustitucion BLOSUM 62 para la busqueda de similitudes entre las
secuencias para la creaciéon de los bloques y después de obtener la primera base de datos y construir
la matriz CBSM60; esta fue utilizada nuevamente para la creacion de una nueva version de la base
de datos y con ello una nueva version de la matriz CBSM60 y el proceso se repitié hasta que una
convergencia final fue encontrada. [9]

4.8. Computing Substitution Matrices for Genomic Comparative Analysis

En este trabajo se presenta un novedoso algoritmo para construir una matriz de sustitucién de nu-
cledtidos, el método estd fundamentado en la teoria de la informacion. Basicamente, el algoritmo usa
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compresion iterativamente(se representan las secuencias como datos que van a ser enviados mediante
una canal de comunicacién y son comprimidos entre mayor sea la relacion entre las dos secuencias
méas corto es el mensaje que va a ser transmitido) y construye la matriz de sustitucion a partir del
alineamiento, luego se aplica nuevamente la matriz encontrada en el alineamiento, para hallar uno
mejor, hasta alcanzar un punto de convergencia donde el alineamiento no se pueda mejorar.

Hasta donde se sabe este es el primer algoritmo que realiza el calculo de una matriz de sustitucion
para secuencias del tamano de un genoma sin asumir previamente nada o usar datos de alineamientos
previos. Los autores incorporan el proceso alineamiento de secuencias usando la matriz de sustituciéon
calculada en un proceso de expectation mazximisation. El método ha sido aplicado sobre informacion
real con distancias filogenéticas y composicion de nucledtidos diferentes que enganarian a métodos
estadisticos clasicos. [10]

5. SELECCION DE LA MATRIZ

Dentro de la primera parte de este trabajo se busca realizar un estudio de las matrices de sustitucion
que son utilizadas actualmente con el fin de encontrar la méas adecuada a partir de la cual se pueda
desarrollar la metodologia que se quiere proponer. Para ello se tomaron como principales referencias
la matriz PAM y la matriz BLOSUM. Mostramos las caracteristicas fundamentales, y de manera muy
general como son construidas, para finalmente establecer una comparaciéon entre ambas matrices y
seleccionar la més adecuada como base para realizar matrices de sustitucion generalizadas utilizando
alfabetos arbitrarios.

5.1. Revisién y comparacion de las matrices de sustituciéon mas utilizadas
actualmente y eleccion del algoritmo a utilizar

A partir de la informacion encontrada en la literatura y la definicion de muchos algoritmos de ali-
neamiento que se utilizan actualmente se realiz6 una revision de cada una de las matrices que es
considerada como ttil y viable para su utilizaciéon hoy en dia y que permita caracterizar de manera
correcta la probabilidad de que un residuo cambie a otro, ya sea basado en informacién evolutiva como
es el caso de PAM, o de alineamientos previos de muchas secuencias de proteinas pertenecientes a una
base de datos como es el caso de BLOSUM. Se evaltan las caracteristicas principales y se analiza que
opcién es mas conveniente para la construcciéon de la metodologia que busca generalizar la manera
en que se construyen las matrices de sustitucion para que puedan abarcar diferentes alfabetos y no
meramente aminoacidos y nucleétidos.

5.2. Comparaciéon de las matrices utilizadas actualmente

Las matrices de sustituciéon juegan un papel muy importante en la bioinformatica ya que al momento
de comparar secuencias se debe tener en cuenta la influencia que puede tener la evolucion y cémo
se pueden presentar diferentes tipos de cambios durante el proceso. Para las proteinas, en el proceso
de sustitucion se considera mas aceptable el reemplazo de aminoacidos similares que aquellos que son
divergentes con respecto a sus caracteristicas fisicoquimicas .

Existen varias maneras de construir matrices de sustitucién para proteinas. Una de ellas es basada en
las propiedades de cada aminoacido, como lo son el residuo hidrofébico, la carga de electronegatividad,
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y el tamano, viendo asi la importancia de conocer las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos.
Otra manera se basa en el c6digo genético, con lo que se busca el nimero necesario de sustituciones
para pasar de un codén a otro, teniendo en cuenta las dos secuencias alineadas, la matriz de sustitucion
es construida mediante la observacion de la proporcion de sustitucion real entre varios aminoécidos en
la naturaleza, por lo que si una sustitucién entre dos aminoacidos es observada frecuentemente, esta
serd puntuada positivamente. Esta es una idea muy sencilla, sin embargo se basa en algo que ocurre
en la naturaleza.

Por esta razon la segunda manera es la mas utilizada, dado que es més intuitiva y se ajusta mejor a lo
que realmente puede estar ocurriendo entre diferentes secuencias de proteinas. Lo que se desea conocer
es si dos secuencias son homoélogas, es decir, si estan evolutivamente relacionadas o no lo estan; por
lo que se busca una puntuacion para el alineamiento que refleje la razon con la que un residuo puede
cambiar a otro teniendo en cuenta alineamientos realizados anteriormente. Por este motivo y basados
en alineamientos sin gaps se han desarrollado dos matrices muy utilizadas para puntuar alineamientos
de secuencias en bioinformética, la matriz PAM y la matriz BLOSUM. Las matrices buscan puntuar de
manera diferente cada una de las sustituciones que se puede dar de un aminoacido a otro teniendo en
cuenta un analisis inicial sobre una gran cantidad de secuencias que estaban de cierto modo relacionadas
y que sirven como base para construir estas matrices.

Para la construcciéon de una matriz de sustitucién para proteinas necesitamos alrededor de 400 valores,
teniendo en cuenta los pares de 20 aminoacidos. Durante la construcciéon de la matriz sélo estamos
teniendo en cuenta que ocurra el reemplazo de un aminoécido por otro, es decir, la direccion de la
sustitucion no influye, obteniendo que A —> B es igual a B —> A. El resultado serd una matriz
simétrica que nos facilita el total de operaciones que se realizan para la construccion de una matriz de
sustitucion donde un total de 210 valores es suficiente para la construcciéon de la matriz de sustitucion.

A continuacion se muestra la idea basica detras de la construccion de una matriz de sustitucion para
proteinas basada en el ritmo de sustituciones observadas:

Considera el mas simple de los alineamientos, es decir, un alineamiento global sin gaps de dos secuencias
X vy Y, de longitud n.

M probabilidad de que los residuos alineados tengan un ancestro en comin
R probabilidad de que los residuos fueron alineados por azar

En la puntuacion de este alineamiento se evalia :

Pr(X,Y|M)
Pr(X,Y|R)

El numerador indica la probabilidad de que haya una sustitucién dentro de la secuencia X a la secuencia
Y dado que las secuencias tienen un ancestro en comin (M). El denominador indica la probabilidad
de que haya una sustitucion de X a Y dado que las secuencias son alineadas por azar (R).

La matriz de sustitucién que puntuara un alineamiento mediante la estimaciéon de esta proporcion para
cada uno de los pares de aminoacidos que se encuentran en las dos secuencias alineadas.

Sea ¢, la frecuencia del aminoacido a.

Sea ¢gi Y Gy los residuos en una posiciéon especifica de ambas secuencias X y Y.
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Considera el caso donde el alineamiento de X y Y es aleatorio:

Pr(X,Y|R) = H Qi H Qyi

Sea P, la probabilidad de que a y b sean derivados de un ancestro comun.

El caso donde el alineamiento es debido a un ancestro comin es:

Pr(X,Y|M) = H Priyi

%

Esto como resultado de las observaciones relacionadas.

El log-odds ratio de estas alternativas esta dada por:

PT’(X, Y‘R) H:L qxi HZL Qyi HZL qziqyi

Como vemos tenemos una multiplicatoria donde aplicando log probabilidades:

Primero tenemos que

Pr(X,Y|M) og([1; Priyi)  1og(32} Priyi)

Pr(X,Y|R)  log([1} qui I1} ayi)  log(3} dwigyi)

Finalmente tenemos que:

Pr(X,Y|M) " Privi
) _l Z y

log—=——-""—""2 =log Yy —¥
PT‘(X,Y‘R) P qzilyi

Aplicando log probabilidades podemos realizar un mejor anélisis ya que estamos sumando sobre las
razones de cada una de las posibles sustituciones y no sobre las multiplicaciones, lo que nos podria
generar un mayor error debido a que al realizar multiplicaciones de estos valores puede haber una
perdida de precision y desborde en las cantidades al finalizar los célculos.

5.3. BLOSUM

Se basa en alineamientos de secuencias de proteinas evolutivamente divergentes. Para ello se tomo la
base de datos BLOCKS, que es una base de datos de bloques de secuencias correspondientes a familias
conservadas de proteinas que estan alineadas y caracterizadas por unos atributos especificos (ver cap.
6 para mas informacion) y se analizaron regiones muy conservadas de familias de proteinas, luego se
comprobaron las frecuencias relativas de la apariciéon de aminoécidos y la probabilidad de sustitucion
entre ellos. Las matrices BLOSUM se describen de la siguiente manera: BLOSUM seguidas de un
numero, por ejemplo BLOSUMG62. El ntimero que acompaiia el nombre de la matriz indica el porcen-
taje de identidad entre las secuencias de proteinas que conforman un bloque dentro de BLOCKS que
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son utilizadas para la construccion de la matriz. Por lo tanto BLOSUMG62 une a todas las secuencias
proteinas dentro de un bloque cuyo porcentaje de similitud es >= 62 %. El nimero hace referencia al
minimo porcentaje de similitud entre las secuencias utilizadas dentro de los bloques usados para cons-
truir la matriz de sustitucién. Un niamero alto indica que usando esta matriz se comparan secuencias
estrechamente relacionadas, mientras que un nimero bajo indica que usando esta matriz se comparan
secuencias relacionadas de manera distante.

Las puntuaciones dentro de la matriz BLOSUM corresponden a log odd probabilidades. Cada posicion
de la matriz esta representada de la siguiente manera, en términos generales:

(3) e ()
Qi = - O,
’ A q:q;

P;; es la probabilidad de que dos aminoéacidos ¢ y j reemplacen uno a otro en una secuencia homologa.

¢; y ¢; son las probabilidades tltimas de encontrar los aminoacidos ¢ y j en cualquier secuencia de
proteina de forma aleatoria.

El factor A de proporcionalidad para obtener puntuaciones que difieren después del redondeo para
pares distintos de aminos.

En la matriz puntuaciones positivas indican sustituciones conservadas y las puntuaciones negativas
indican sustituciones no conservadas.

A continuacién se muestra de manera general como se realiza el calculo de la matriz BLOSUM:

Agrupar varias secuencias en un cluster siempre que el porcentaje de similitud sea mayor o igual
que el valor L % definido para la matriz BLOSUML, es decir, se cumpla con esta similitud a lo
largo de todas las secuencias utilizadas para la construcciéon de la matriz de sustitucion.

Contar el nimero de sustituciones dentro de un mismo cluster.

Estimar la frecuencia basado en los conteos.

54. PAM

Esta matriz es derivada de alineamientos globales de secuencias cercanamente relacionadas, es motivada
por la evolucion. En si la matriz PAM es una matriz usada para buscar relaciones entre secuencias
divergentes que fue construida a partir de secuencias estrechamente relacionadas.

El modelo de evolucién de las matrices PAM tiene las siguientes caracteristicas:

= Cada posicion cambia independientemente del resto.
= La probabilidad de mutacién es la misma en cada posiciéon.

= La evolucion no recuerda (sin memoria).
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Ahora definiremos la medida de distancia PAM : Sean S; y Sy dos secuencias de proteinas con |S1| =
|S2|. Decimos que S7 y S estan a una distancia  PAM, si S7, muy probablemente fue producida a
partir de So; con x mutaciones por 100 aminoacidos. Hay que diferenciar la unidad de medida PAM
con el porcentaje de identidad de una secuencia. Por ejemplo la matriz PAM250 tiene en cuenta
secuencias con el 45 % de identidad, debido a que la unidad PAM mide la cantidad de residuos que
fueron cambiados para llegar de una secuencia a otra es por esta razéon que una unidad PAM pequena
nos muestra una estrecha relaciéon entre las secuencias comparadas ya que el porcentaje de aminoacidos
cambiados para llegar de un aminoacido a otro es muy pequeno. Pares de secuencias con una medida
PAM > 250 probablemente no son homoélogos ya que para estos pares el porcentaje de identidad de
secuencia es menor al 45 %.

El calculo de las matrices PAM se bas6 en arboles filogenéticos que se construyeron a partir de 71
familias de proteinas estrechamente relacionadas, las proteinas a ser estudiadas fueron seleccionadas
sobre la base que tuvieran alta similitud con sus predecesores.

Las puntuaciones dentro de la matriz PAM corresponden a log probabilidades. El valor de una de-
terminada celda representa la probabilidad de la sustituciéon de un aminoacido por otro, a esto lo
denominamos mutaciéon puntual, asi, la matriz se calcula observando diferencias en las proteinas muy
cercanas evolutivamente, por lo que las sustituciones en cuestién no tienen efecto sobre la funcién de la
proteina. Cada posicion de la matriz esté representada de la siguiente manera en términos generales:

M, (i,) = log (Jf})
iJj

fijes la probabilidad de que dos aminoécidos ¢ y j reemplacen uno a otro en una secuencia homologa.
Proporcién de mutacion.

fi y f; son las frecuencias relativas de los aminoéacidos 7 y j en todas las secuencias de proteinas tenidas
en cuenta para la construccién de la matriz.

Las frecuencias de las mutaciones de PAMX dependen linealmente de las frecuencias de las mutaciones
de PAM1 de modo que PAMX es calculada al repetir la multiplicacion de matrices de PAM1 por ella
misma.

M, = (My)”

Debido a que en nuestra generalizacién buscamos tener una visiéon general, es oportuno realizar una
profundizacién sobre su implementacién, principalmente en los datos que son usados en el inicio para
construir los clusters con el determinado porcentaje de identidad.

5.5. Eleccién de la matriz a utilizar y el algoritmo
5.5.1. Comparacion entre BLOSUM y PAM

Debido a que en este trabajo deseamos mostrar una metodologia que permita la construccién de matri-
ces de sustitucion generalizadas y evaluando entre las matrices PAM y BLOSUM se puede comprobar
que resulta méas coherente la utilizacion de las matrices BLOSUM, ya que la idea es generalizar y poder
llevar acabo estudios con diferentes grupos de proteinas, donde los resultados estaran estrechamente
relacionados con las fuentes utilizadas para la construccion de las matrices, basandose en alineamientos
de secuencias de proteinas existentes
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] PAM

BLOSUM

Calculada a partir de alineamientos globales

Calculo a partir de alineamientos locales

Secuencias de proteinas usadas en alineamiento
tienen > 99 % de identidad

Puede seleccionar un nivel de similitud entre las
secuencias usadas en el anélisis

La matriz mas utilizada es la PAM250

La matriz més usada es BLOSUMG62

Las matrices son extrapolaciones matemaéaticas de
la matriz PAM1

Cada matriz es el resultado del analisis de un
alineamiento de bloques conservados ( analisis
real)

Es posible elaborar un modelo evolutivo y asi
generar nuevas matrices a partir de la primera

No permite generar un modelo evolutivo

Permite detectar las mejores secuencias con
relacion biolégica ya que se basa en alineamiento
de secuencias existentes y no en valores
extrapolados.

Tabla 1: Comparacion entre la matriz BLOSUM y PAM

BLOSUMS0 BLOSUMG62 BLOSUM45
PAM1 PAM120 PAM250
Menos divergente < > Mas divergente

Tabla 2: Relacion de similitud entre la matriz PAM y la matriz BLOSUM

6. GENERALIZACION DEL ALGORITMO (Usando una base
de datos BLOCKS generalizada)

6.1. Base de datos BLOCKS

La base de datos BLOCKS fue construida a partir de las bases de datos Prosite y Swiss-Prot. El
proceso se realiza en dos pasos, primero se corre un algoritmo de motif para cada uno de los grupos
de proteinas, formando unos bloques parciales, luego estos bloques son ajustados dando lugar a los
mejores bloques que permiten representar las caracteristicas conservadas de las diferentes secuencias de
proteinas. Estos dos pasos son repetidos para cada grupo de proteinas y los resultados son concatenados

para dar lugar la base de datos BLOCKS.[11]

La base de datos BLOCKS, que actualmente se encuentra disponible en el servidor FTP del NCBI,
y que corresponde a la ultima versién desarrollada (la 14.3 construida en el 2007) con un total de
29068 bloques que representan 5900 grupos de proteinas documentados en InterPro 14.0 dirigidas a
SWISS-PROT 51.3 y TrEMBL 34.3 obtenidas del servidor InterPro.

6.1.1.
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Algoritmo 1 Traduccion de la base de datos BLOCKS

Require: BLOCKS /* Base de datos BLOCKS*/
Ensure: BLOCKSTraducido
BLOCKSTraducido = BLOCKS
while BLOCKSTraducido has lines do
linea +— BLOCKSTraducido.lineaActual
if contieneSecuencia(linea) then
BLOCKSTraducido.lineaActual < traducir(linea)
else if contieneWidth(linea) then
BLOCKSTraducido.lineaActual +actualizarWidth(linea)
end if
end while

Algoritmo 2 Traducir para tuplas

Require: linea /* Cadena que representa una entrada */
Ensure: lineaTraducida
partes < linea.split(“ ”)
secuencia < partes[3]
for i from 0 to lenght(secuencia)/2 do
lineaTraducida < lineaTraducida -+secuencia[i*2] + secuencia[i*2 +1]
end for
return lineaTraducida
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Algoritmo 3 ActualizarWidth para tuplas

Require: linea /* Cadena que representa una entrada */
Ensure: lineaActualizada
partes < linea.split(“ ”)
secuencia < partes|2]
for i from 0 to lenght(secuencia) do
if i < 6 then
lineaActualizada « lineaActualizada +secuenciali
else
valor + valor +secuenciali
end if
end for
valorNumerico <valor.toNum()
lineaActualizada « lineaActualizada +valorNumerico,/2
return lineaActualizada

6.2. BLOSUM y su algoritmo

6.2.1. Descripcion del algoritmo

Algoritmo 4 BLOSUM parte 1

Require: AAS /* Tamano del alfabeto */, MAXSEQS /* Cantidad maxima de secuencias dentro
de un bloque*/, MAX MERGE WIDTH /* Ancho maximo de un bloque*/, BLOCKS /* Base
de datos BLOCKS*/, MinimunStrenght /* Minima fuerza de un bloque*/, MaximunStrenght /*
Maxima fuerza de un bloque*/, ClusterPercentage /* El porcentaje con el que se agruparan las
secuencias dentro de un bloque que finalmente seran tenidas en cuentas para el conteo*/, Scale /*
Escala sobre la cual se reportaran los valores de la matriz resultante®/

Ensure: sij|AAS,AAS|/* Matriz de sustitucion obtenida con el % de clustering pasado como entrada*/
, tij|AAS,AAS]

Counts[AAS][AAS]
sij|AAS][AAS]
tij[AAS][AAS]
for ifrom 0 to AAS do
FAaPairs[i] < 0
for j from 0 to AAS do
Countsli][j] «+0
sifilj] <0
tililli] 0
end for
end for
totpairs < 0
totdiag < 0
totoffd < 0
for row from 0 to AAS do
for col from 0 to row+1 do
if row == col then
totdiag += Counts[row][col]
else
totoffd += Counts[row][col] + Counts|col|[row]
end if
end for
end for
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Algoritmo 5 BLOSUM parte 2

ftotpairs = totdiag + totoffd
for col from 0 to AAS do
for row from 0 to AAS do
if col == row then
FAaPairs[row| += Counts[row][col]
else
FAaPairs[row] += (Counts[row|[col] + Counts|col]|[row]) / 2.0
end if
end for
end for
for row from 0 to AAS do
for col from 0 to row +1 do
if row == col then
fij = Counts|row][col]
else
fij = (Counts|row][col] + Counts|col|[row])/ 2.0;
end if
fifj = FAaPairs[row| * FAaPairs[col]
if fifj > 0.000000001 then
oij = ftotpairs * fij / fifj

else
oij = 0.0

end if

if oij > 0.000000001 then
s = log(oij)

else
s =-20.0

end if

dtemp = 10.0 * s / log(10.0)
tij[row][col] = round(dtemp)
s /= log(2.0)
sij[row]|[col] = s
end for
end for
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Algoritmo 6 read dat

Require: BLOCKS
Ensure: totblk
totblk « 0
line <
while BLOCKS has more lines do
line «+~ BLOCKS.line
if line contains “AC” then
values = line.split(* ”)
Block.ac = values|1]
else if line contains “BL” then
values = line.split(“=")
Block.strength <— values[4].toNum()
if Block.strength >= minStrength && Block.strength <= maxStrength then
fill block(BLOCKS)
cluster _segs()
count_ cluster()
totblk <totblk + 1
end if
end if
end while
return totblk
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Algoritmo 7 fill block

Require: BLOCKS, Block
Ensure: Block
Block.nseq = Block.width = 0
Block.totdiag = Block.totoffd = Block.wtot = 0
cluster = ncluster = 0
line =
done = false
while !done do
line = BLOCKS.line
if len(line) == 1 then
if ncluster > 0 then
for n from 0 to Block.nseq do

if Block.cluster[n] == cluster then
Block.ncluster[n| = ncluster
end if
end for
end if
cluster++

ncluster = 0
else if len(line) > 1 then
if line == “\\” then
done = true
else if len(line) > 20 then
values = line.split(“ ”)
sequence = values|3]
for ifrom 0 to len_alphabet(sequence) do
value = extract _alphabet(sequence,i)
Block.aa[Block.nseq][i] = alphabet to num(value);
end for
if values[4] =" then
Block.weight|Block.nseq| = values[4].toNum()
Block.wtot += Block.weight[Block.nseq]
else
Block.weight[Block.nseq| = 0;
end if
Block.cluster[Block.nseq| = cluster
ncluster++
Block.width =i
Block.nseq++
end if
end if
end while
if ncluster > 0 then
for n from 0 to Block.nseq do

if Block.cluster[n] == cluster then
Block.ncluster[n| = ncluster
end if
end for
end if
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Algoritmo 8 cluster seqs Parte 1

Algoritmo que permite calcular los clusters de acuerdo al valor proporcionado como parametro y se
ajustan los clusters para todas las secuencias del bloque

Require: Block /* Estructura block que contiene toda la informacion relacionada a un bloque */,
AAS /* Cantidad de elementos dentro del alfabeto */, npair /* Total de pares que se pueden formar
entre todas las secuencias pertenecientes a un bloque Block.nseq * (Block.nseq - 1) / 2 */ , Cluster

Ensure: pairs[npair] /* Arreglo de estructuras pair*/
threshold = Cluster * Block.width / 100
for sl from 0 to Block.nseq - 1 do

11=0
for s2 from s1+1 to Block.nseq do
12=0
px = INDEX(Block.nseq, s1, s2)
pairs[px].score = 0
pairs|px].cluster = -1
for i from 0 to Block.width do
il =11 +1
i2=12 +1i
if i1 >= 0 && il < Block.width && i2 >= 0 && i2 < Block.width && Block.aals1][il] ==
Block.aa[s2][i2] then
pairs|px]|.score += 1
end if
pairs|px].cluster = -1
end for
end for
end for
for sl from 0 to Block.nseq do
Block.cluster[s1] = -1
Block.ncluster[s1] = 1
nclus[sl] = 0
end for
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Algoritmo 9 cluster seqs Parte 2

for sl from 0 to Block.nseq - 1 do
for s2 from s1+41 to Block.nseq do
px = INDEX(Block.nseq, s1, s2)
if pairs|px]|.score >= threshold then
if Block.cluster[sl] < 0 then
if Block.cluster[s2] < 0 then
Block.cluster[s1] = clus++
Block.cluster[s2] = Block.cluster|s1]
else
Block.cluster[s1] = Block.cluster[s2];
end if
else if Block.cluster[sl] >= 0 && Block.cluster|s2] < 0 then
Block.cluster[s2] = Block.cluster[s1]
else if Block.cluster[sl] >= 0 && Block.cluster[s2] >= 0 then
minclus = Block.cluster|[s1]
oldclus = Block.cluster|[s2]
if Block.cluster[s2] < Block.cluster[sl] then
minclus = Block.cluster|s2]
oldclus = Block.cluster|[s1]

end if
for il from 0 to Block.nseq do
if Block.cluster[il] == oldclus then
Block.cluster[il] = minclus
end if
end for
end if
end if
end for
end for

for sl from 0 to Block.nseq do
if Block.cluster[sl] >= 0 then
nclus[Block.cluster[s1]]++
end if
end for
for sl from 0 to Block.nseq do
if Block.cluster[sl] < 0 then
Block.cluster[s1] = clus++
Block.ncluster[sl] = 1
else
Block.ncluster[s1] = nclus[Block.cluster[sl]|
end if
end for
Block.nclus = clus
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Algoritmo 10 count cluster

Algoritmo que permite el conteo de los diferentes clusters que se encuentran dentro de un bloque
Require: Block , AAS
Ensure: Counts|[AAS][AAS], Block.totdiag , Block.totoffd
for col from 0 to Block.width do
for seql from 0 to Block.nseq do
for seq2 from seql+1 to Block.nseq do
if Block.aa[seql][col] >= 0 && Block.aa[seql][col] < AAS && Block.aa[seq2|[col] >= 0 &&
Block.aa[seq2][col] < AAS && Block.cluster[seql]| ! = Block.cluster[seq2] then
weight = 1/Block.ncluster[seq2];
weight *= 1 / Block.ncluster[seql];
Counts|Block.aalseql][col]|[Block.aa[seq2][col| += weight
if Block.aa[seql][col] == Block.aa[seq2][col] then
Block.totdiag += weight
else
Block.totoffd += weight
end if
end if
end for
end for
end for

El algoritmo inicial sobre el cual se desarrollaron las matrices BLOSUM remonta al ano 1991. Esta
base se ha mantenido con algunas modificaciones que se han ido realizando durante los anos siguientes
a su creacion, permitiendo corregir problemas en dicho algoritmo pero conservando su base y usando
diferentes bases de datos como entradas que corresponden a las distintas versiones de BLOCKS.

La base de datos BLOCKS contiene miltiples alineamientos de regiones conservadas en familias de
proteinas. La base de datos BLOCKS esta basada en entradas de las siguientes bases de datos Inter-
Pro(contiene familia de proteinas, dominios y sitios funcionales) con secuencias de SWISS PROT(proteinas
anotadas manualmente y revisadas) y TTEMBL(proteinas anotadas automaticamente y no revisadas),
también tiene referencias a PROSITE(Contiene entradas documentadas que describen dominios de
proteinas, familias y sitios funcionales), PRINTS(Consiste en un compendio de fingerprints que es un
grupo de motivos conservados para caracterizar una familia de proteinas), SMART (Contiene protei-
nas documentadas en SWISS PROT y SP_TrEMBL), PFAM( Contiene una coleccion de familias de
proteinas) y ProDOM( Contiene dominios de familias de proteinas ) . La base de datos fue construi-
da usando el sistema PROTOMAT, que mediante el uso de un algoritmo de MOTIFS y un proceso
interactivo se construyeron todos los bloques que conforman la base de datos que describen cada una
de las familias.

Inicialmente se planteaba construir los bloques usando el sistema PROTOMAT, pero debido a la
complejidad y al cambio que ha habido en el tiempo en cada una de las bases de datos se ha decidido
trabajar con la ultima version de BLOCKS que corresponde a la versién 14.3 del 2007.

Para el desarrollo de este trabajo de grado hemos tomado como base un algoritmo que ha sido revisado
y que ha corregido algunos problemas que presentaba el algoritmo original puede ser encontrado en
la siguiente URL (http://web.mit.edu/bamel /blosum/revised blosum.c) para correr correctamente
el algoritmo solo se ajustaron los valores del ancho del bloque que describe la cantidad maxima de
secuencias que puede contener un bloque, irénicamente los resultados que arroja la versiéon corregida son
peores cuando hablamos de biisquedas en bases de datos usando como base las matrices de sustituciéon
arrojadas por el algoritmo. Es por esta razéon que basados en los alcances de este proyecto se decide
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BLOSUMA45 Comparacion

Diferencias

Figura 1: Comparacion BLOSUM 45 calculada con la matriz BLOSUM 45 utilizada actualmente

realizar tres pruebas para verificar que el algoritmo revisado, a pesar de tener problemas con las
matrices cuando son utilizadas para busquedas, conserva la misma informacién que requerimos para
el proceso de generalizacion.

Para realizar estas pruebas tomamos como base de datos BLOCKS 14.3, que es la ultima base de
datos generada por el algoritmo PROTOMAT , y el algoritmo BLOSUM revisado. La base de datos
BLOCKS utilizada es la misma que se encuentra disponible en la siguiente (ftp://ftp.ddbj.nig.
ac. jp/mirror_database/blocks/unix/current/) y el algoritmo BLOSUM . Teniendo como base el
algoritmo y la base de datos se realizaron pequenos ajustes para que el algoritmo pudiera procesar
la base de datos y construimos las matrices de sustitucion BLOSUM45, BLOSUM62 y BLOSUMSO0,
y después de obtener estas matrices comparamos los resultados arrojados con las versiones que son
manejadas actualmente como estandar de las mismas matrices. Seguido a esto hicimos una comparacion
viendo qué diferencias habia entre la versién antigua y la nueva versién de cada una de las matrices
de sustitucion.

6.2.2. Validaciéon del algoritmo

Para validar el algoritmo generalizado se aplica al alfabeto de aminoacidos directamente y se comparan
las matrices de sustitucion obtenidas por este algoritmo con las matrices BLOSUM actuales.

A continuacién se presentan tres imégenes correspondientes a la comparacion de cada una de las
matrices en donde cada valor en la matriz tiene un color asociado para reconocer a simple vista qué
tan divergente es la matriz arrojada de su antepasado.

Como podemos ver en cada una de las imégenes, las diferencias no van mas alla de 3 unidades en la
mayoria de las matrices. Exceptuando la matriz BLOSUM45, que presenta valores més divergentes,
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BLOSUM62 Comparacién

Diferencias

Figura 2: Comparacion BLOSUM 45 calculada con la matriz BLOSUM 45 utilizada actualmente

BLOSUM30 Comparacion

Diferencias

Figura 3: Comparacion BLOSUM 45 calculada con la matriz BLOSUM 45 utilizada actualmente
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cabe resaltar que cada uno de estos valores estan determinados por los parametros con los cuales se
corrio el algoritmo y la base de datos utilizada para las matrices originales (BLOCKS 5.0). Para estas
nuevas matrices se uso la base de datos BLOCKS 14.3, que es la que se tendra de base para realizar
todo el desarrollo durante el trabajo de grado. (ver cap. para mas informacion)

A partir de estos resultados podemos ver que es altamente viable usar el algoritmo revisado como base
para las implementaciones de los algoritmos generalizados de las matrices de sustitucion.

7. METODOLOGIA PROPUESTA

A continuacion se describe de manera detallada la metodologia propuesta en este trabajo de grado y con
la cual partiendo de un alfabeto bien definido y una base de datos de proteinas con un proceso definido
de traduccion se puede lograr obtener una matriz de sustituciéon tomando como base el algoritmo
BLOSUM.

7.1. Definicion de la metodologia

Para el desarrollo de la metodologia se plantearon 5 pasos, en donde cada uno de ellos es importante
para que se complete correctamente el proceso de desarrollo de una matriz de sustituciéon. Los pasos
consisten en:

1. Identificar la base de datos BLOCKS a utilizar, que es nuestro punto de partida
2. Ajustar la base de datos BLOCKS pasando de proteinas al alfabeto arbitrario que se va a trabajar

3. Se adapta adecuadamente el algoritmo para que funcione con el alfabeto arbitrario utilizado y
la representacion numérica de cada uno de los alfabetos que sea facilmente utilizado para la
construccion de la matriz de sustitucion.

4. Se ejecuta el algoritmo, cuyo tiempo de ejecucion puede variar dependiendo de la capacidad de
coOmputo.

5. Se obtienen los resultados correspondientes a la matriz de sustitucion y que representan el alfabeto
que fue inicialmente definido.

7.2. Traduccién al alfabeto definido

Durante el desarrollo de la metodologia nos encontramos con un problema muy grande y esta relacio-
nado con la fuente de los datos del algoritmo escogido y su implementacion, dado que es fuertemente
independiente de la estructura de bloques que esta definida en la base datos, donde se agrupan regiones
conservadas de diferentes familias de proteinas. Lo ideal seria contar con la base de datos correspondien-
te al alfabeto que se va a utilizar debido a la complejidad del problema y como medida de emergencia.
Por la dependencia que existe del algoritmo BLOSUM a la base de datos BLOCKS se decidi6 realizar
un proceso de traducciéon de las secuencias de proteinas a los diferentes alfabetos tomando como su-
puesto que si la secuencias estan relacionadas como secuencias de aminoécidos también lo estaran en
un nuevo alfabeto creado a partir de la secuencia de aminoéacidos.

Teniendo en cuenta esta medida de emergencia se continué con el desarrollo de la metodologia que se
basa en los bloques de proteinas provenientes de la base de datos BLOCKS, pero que finalmente son
traducidos y utilizados en un alfabeto arbitrario.
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7.3. Nueva base de datos BLOCKS en el alfabeto definido

La nueva base de datos conserva las mismas caracteristicas de la base de datos BLOCKS solo que
dentro de cada bloque especificamente para cada una de las secuencias se hace una traduccién de la
secuencia que es presentaba en aminoacidos al alfabeto especifico, es decir que tenemos claridad sobre
como realizar el ajuste de una secuencia de proteinas al alfabeto que vamos a utilizar para realizar la
nueva matriz de sustitucion.

A partir del proceso de traducciéon podemos tener una nueva base de datos BLOCKS que corresponda
al alfabeto arbitrario. Esta base puede presentar bloques méas pequenos, més grandes, o del mismo
tamano dependiendo de la definicion del alfabeto con el que se vaya a trabajar para el desarrollo de
la metodologia. Como parte de las pruebas se utilizé un alfabeto de tuplas de aminoécidos y otro de
tripletas de aminoacidos con los cuales las nuevas base de datos BLOCKS generadas tenian un valor
multiplo de 2 en la longitud de los bloques para las tuplas, y un valor multiplo de 3 en la longitud de
los bloques para las tripletas.

En el caso de manejar un alfabeto reducido o extendido, que puede ser traducido a partir de las
secuencias de aminoécidos que tenemos inicialmente y que son los datos que tenemos como base para
la construccion de la metodologia, la nueva base de datos vera reflejada las caracteristicas y los residuos
correspondientes al alfabeto.

7.4. Configuraciéon del algoritmo BLOSUM para la utilizacién del nuevo
alfabeto definido

Dependiendo de la naturaleza del alfabeto que se esté utilizando para la construccién de la matriz de
sustitucién es necesario realizar ajustes relacionados con la cantidad de elementos que contendra la
matriz de sustitucion, esto lo podemos conocer a partir de la cantidad de residuos que conforman el
alfabeto con el que nos encontramos trabajando.

De esta manera, si tenemos un alfabeto que corresponde a los 20 aminoacidos utilizados normalmente
en las secuencias de proteinas, debemos informar al algoritmo que este es el tamano del alfabeto,
asi como la representaciéon numérica de cada uno de los residuos que conforman el alfabeto. En el
caso de los aminoacidos serfan valores numéricos de 0 a 19 si tomamos como punto de partida 0.
En el caso de tuplas de aminoacidos, donde tenemos un total de 400 combinaciones que se pueden
formar a partir de los 20 aminoécidos, tendriamos valores numeéricos que van desde 0 a 399. Con
esto podemos dimensionar, y dependiendo del alfabeto que utilicemos, obtendremos una matriz de
sustitucion diferente con dimensiones que pueden ser muy grandes o pequenas, todo de acuerdo a la
cantidad de residuos dentro del alfabeto.

7.5. Ejecucion del algoritmo utilizando los pardmetros adecuados

Para la ejecuciéon del algoritmo tenemos como entrada basicamente la base de datos BLOCKS de
donde se leera la informacion, el valor minimo y méaximo para la fuerza del bloque (strength) con lo
que se filtran bloques que no estén dentro de este rango, un valor para el clustering u otros parametros
relacionados con la manera de agrupar las secuencias dento de un mismo bloque, y finalmente un valor
para la entropia. Cada uno de estos parametros es fundamental para la ejecucion del algoritmo y nos
permite, después de realizar todos los conteos, calculos y ajustes, tener como salida un conjunto de
matrices que nos muestran diferentes valores de una misma idea, es decir, las matrices involucradas en
la construcciéon de la matriz de sustitucion para el alfabeto arbitrario que se ha utilizado.
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7.6. Resultado obtenido matriz de sustitucion en el alfabeto definido

Después de ejecutar el algoritmo con los parametros seleccionados obtendremos una matriz de sustitu-
cion, en la cual veremos una representacion de los valores de intercambio que pueden ser encontrados
para el alfabeto seleccionado. Con esto tendremos una idea de qué sustituciones son altamente cali-
ficadas y cuéales no lo son, ademéas de ser un resultado obtenido y representado en la base de datos
utilizada y que se ve mejor representado a partir de la matriz de sustitucion.

Esta matriz de sustitucion puede ser utilizada en diferentes aplicaciones, en nuestro caso nos basamos
unicamente en los valores obtenidos que demuestran una relacion entre los elementos del alfabeto que
antes no se conocia y una aplicacion mediante un algoritmo de alineamiento adaptado para usar la
matriz de sustitucion, con el cual podemos revisar algunos resultados al alinear alfabetos arbitrarios que
no corresponden con alfabetos comunmente utilizados, como es el caso de los aminoéacidos y nucleétidos.

8. GENERALIZACION DEL ALGORITMO DE ALINEAMIEN-
TO

8.1. Needleman Wunsch

Es un algoritmo de alineamiento global basado en programacion dinamica y fue uno de los primeros
utilizados para el alineamiento de secuencias biologicas. La idea esencial detras del algoritmo es di-
vidir un problema muy grande en pequenos subproblemas que pueden ser resueltos facilmente y que
finalmente dan como resultado una solucién éptima al problema grande planteado inicialmente.[12]

Para realizar la puntacion de los diferentes residuos, que en su momento pueden estar alineados, el
algoritmo usa una funciéon de puntuacion basada en los residuos que pertenecen al alfabeto, de esta
manera una matriz de sustitucién puede ser utilizada facilmente, cumpliendo esta funcién y permitiendo
obtener resultados més variables ya que es un elemento que podemos variar dependiendo de las pruebas
que necesitemos realizar.

Para la realizacion del alineamiento global de un alfabeto arbitrario tomaremos ambas secuencias donde
cada posicion corresponde a un residuo del alfabeto y que describe de manera particular la secuencia
que se esta alineando en el momento. Teniendo esto para ambas secuencias y una representaciéon
matricial de su alineamiento mediante programacion dinamica se puede obtener un valor éptimo para
el alineamiento global de ambas secuencias.

A continuacion se muestra la idea béasica detras de la resolucion de los subproblemas que resuelven el
problema general:

Dadas dos secuencias X (z1,...,Zpn) ¥ Y (Y1, ..., Ym ), para realizar el alineamiento de ambas secuencias
se construye una matriz F(i,j) de dimensiones nzm en donde la parte de las columnas corresponde
a una de las secuencias y cada columna es un residuo perteneciente a esta secuencia. Igualmente para
cada una de las filas, la funcion de puntuacion s(a,b) y el valor d que representa la puntuacion para
los gaps que pueden ser utilizados durante el alineamiento.

F(i—1,j—1)+s(xi,yi) D
F(i,5) =mazx F(i—1,5) —d A
Fi,j—1)—d I

35



Para la inicializacion de la matriz se tienen en cuenta los siguientes valores:

F(0,0)=0(1)

F(i,0) = —=d =i (2)

F(0,5) = —dj (3)

Donde F'(4, j) es el valor para la matriz en una posicion especifica i y j. Después de obtener los valores
de la matriz se realiza un proceso de escritura del alineamiento utilizando los valores de D, A e I que
son almacenados en un matriz auxiliar representando D (Diagonal), A (Arriba) y I (Izquierda).
Basados en esta informacion podemos entender como el proceso de generalizacion del algoritmo de
alineamiento puede ser llevado a cabo para diferentes alfabetos mientras se tenga una clara distincion
entre los residuos y que sean representados correctamente en la matriz de sustitucion.

Este algoritmo se propone como una manera de probar las matrices de sustituciéon que fueron generadas
mediante la metodologia siguiendo los pasos aqui descriptos y como vemos el algoritmo de alineamiento

también se puede generalizar teniendo la posibilidad de realizar alineamientos para alfabetos y tripletas
si tomamos como base las matrices generadas a partir de este trabajo de grado.
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Algoritmo 11 Needleman - Wunsch Parte 1

Require: N /* Tamaifio del alfabeto utilizado */ , L1 /* Tamaifio de la secuencia 1*/ , L2 /* Tamano
de la secuencia 2 */ |, d /* la penalizacion para gap*/, A[L1+1] /* Secuencia 1*/ , B[L2+1] /*
Secuencia 2%/

Ensure: F[L1+1][L2+1] /* Matriz de puntuacion */, B[L1+1|[L2+1] /* Matriz con el recorrido para
poder renconstruirlo al final del algoritmo */ , AlineamientoA, AlineamientoB

F(0,0) «+ 1

for i from 0 to L1+1 do
F(i,0) « -d * i

end for

for j from 0 to L2+1 do
F(0,j) - -d*j;

end for

for ifrom 1 to L1+1 do
for j from 1 to L2+1 do
Acierto - F(i-1,j-1) + S(T(A(1)),T(B(j)))
Eliminar «<F(i-1, j) + d
Insertar < F(i, j-1) + d
F(i,j) +max(Acierto,Eliminar,Insertar)
if F(i,j) == Acierto then
B(i,j) == "\"
else if F(i,j) == Eliminar then
B(I,J) _ u‘n
else
B(ij) —— "-!
end if
end for
end for
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Algoritmo 12 Needleman - Wunsch Parte 2

nn

AlineamientoA <-
AlineamientoB <-
i« length(A) - 1;
j < length(B) - 1;
while i > 0andj > 0 do
if B(i,j) =="\\" then
AlineamientoA + A(i) + AlineamientoA
AlignmentB < Bj + AlignmentB

nn

i—i-1
Ji-1

else if if B(i,j) == "|" then
AlineamientoA <« Ai + AlineamientoA
AlineamientoB <+ "-" + AlineamientoB
i—i-1

else
AlineamientoA <- "-" + AlineamientoA
AlineamientoB <-Bj + AlineamientoB
j<-j-1

end if

end while

while i > 0 do
AlineamientoA <- A(i) + AlineamientoA

AlineamientoB <- "-" 4+ AlineamientoB
end while
while j >0 do

AlineamientoA <- "-" + AlineamientoA

AlineamientoB <- Bj + AlineamientoB
end while

return F B AlineamientoA, AlineamientoB

9. CASOS DE ESTUDIO

Para la descripcion de los resultados obtenidos mediante este trabajo se realizaron dos casos de es-
tudio generales. Uno en el cual se muestran las matrices generadas y se evaltian los correspondientes
intercambios que se presentan con alta frecuencia. Otro en cual se utiliza el algoritmo de alineamiento
escogido para probar de manera general los resultados obtenidos por las matrices de sustitucién, se se-
leccionan diferentes secuencias de proteinas pertenecientes a una misma super familia pero de diferente
familia y secuencias de diferentes siper familias. De esta forma podemos realizar una comparaciéon de
diferentes secuencias y podemos evaluar los resultados al realizar los alineamientos.

Para el caso de las matrices de sustitucién donde se reviso minuciosamente las substituciones que se
presentan en la matriz de sustitucion se transformo toda la matriz en una matriz positiva; teniendo
estos valores se genera para cada matriz un sistema de puntuacién que representa que tan cerca se
encuentra un valor cualquiera dentro de la matriz al valor maximo de la matriz con eso si una posicion
de la matriz obtiene 100 puntos quiere decir que ese valor corresponde exactamente al mismo del
méaximo. En cada uno de los siguientes casos de estudios se hicieron pruebas experimentales con el
sistema de puntos de modo que hay variabilidad y no se ha encontrado un estandar del numero de
puntos que permita afirmar que siempre servira el mismo valor numeérico , por defecto estamos usando
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80 puntos pero en caso de arrojar muy pocos resultados o demasiados resultados se modifica el umbral
con lo que puede haber mayor posibilidad de ver intercambios distintos a los que se dan entre residuos
del mismo tipo.

9.1. Caso de estudio 1: Matriz de sustitucion a nivel de aminoacidos

9.1.1. Alfabeto Aminoacidos

El alfabeto de aminoacidos consiste de 20 residuos que corresponden a los aminoécidos basicos, los
cuales son generados a partir del proceso de traducciéon del ADN y que estan descritos en el codigo
genético. Se generaron tres matrices de sustitucién para aminoacidos donde se mantenfan los mismos
parametros excepto el nivel de clustering. A continuacion se muestran las diferentes matrices generadas
a partir de la metodologfa que resultan muy similares a las existentes actualmente con unos pequenos
cambios debido a que se usaron bases de datos diferentes.

Se generaron tres matrices correspondientes a los porcentajes de similitud 52, 62 y 80, todas a partir de
la misma base de datos BLOCKS, dando origen a las matrices BLOSUM 52, BIOSUM 62 y BLOSUM
80. Cada una de estas matrices es simétrica y contiene un total de 190 valores que representan el total
de intercambios que se pueden dar de un aminoacido a otro. Los valores con puntuaciéon mas alta son
encontrados en la diagonal y corresponden a la conservacion del mismo aminoacido dentro de la base
de datos teniendo en cuenta diferentes secuencias.

Dentro de los resultados obtenidos encontramos que para cada una de las matrices se conservan los
intercambios entre los aminoacidos, es decir, en la matriz BLOSUM 52 el intercambio mejor puntuado es
Triptofano(W) a Triptofano(W). Este comportamiento se mantiene en las otras matrices y se mantiene
de la misma manera para los demas aminoacidos a pesar de que el porcentaje de similitud sea diferente.

A continuacién mostramos cada una de las matrices generadas con el algoritmo BLOSUM usando como
alfabeto los 20 aminoacidos esenciales.

A|RIN[D|C[Q|E[G|H[I]|L [K[M|F|P|S|T|W]|Y |V
2

02

1(0a

1014

o[1o|a]s

of1]of1[1[3 BLOSUMS2
ol1]ol2[1[1]a

o[1]ofo[1[a[1]5

ol1]/1]o]o[1]olo][6

a[aal2]0 [a[2[2[1]3

o[a]1]2[0 [a[1][2[1]1]3

a2 [1|o[1(a|1]1|o[1]1]4
o|al1[aoo[1][a[a[a]2]1]3
alala|2|o[a|2[1lo[a|1]2]1]a
o[1/ofo[1]ofolofo[a|1|o]1][1]e
1|ojojo]o|ofolofo[a|4|o|1L][a]0][2
olo|ofofo|ofo[ajo[a|1[o|o[a[o[1]3
a|aa|ajo[a[1[alo]ofo[1]o[2[1][a[1]8
aalalajo[a[1[al1]o|o[a]o[2[1[a[1]2 6]
oflalal2lo [alalalalzlaalzlo[1[alo1]1][3

Figura 4: Matriz BLOSUMS52 para Aminoacidos
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AlR[N|p|clofEfe|H|I]|L [K|M[E[P[s|T W]V |v
3

S

105

1lol1[e

1]2]1[2[10
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Figura 5: Matriz BLOSUMG62 para Aminoacidos
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2[1]2]8
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Figura 6: Matriz BLOSUMS80 para Aminoacidos

9.2. Caso de estudio 2: Matriz de sustitucion para pares de aminoacidos

9.2.1. Alfabeto de tuplas

El alfabeto de las tuplas de aminoacidos esta conformado por 400 residuos que resultan a partir de
la combinaciéon de los 20 aminoacidos basicos. A continuacién se muestran las matrices generadas a
partir de la metodologia.

Se generaron tres matrices correspondientes a los porcentajes de similitud 52, 62 y 80, todas a partir de
la misma base de datos BLOCKS, dando origen a las matrices BLOSUM 52, BIOSUM 62 y BLOSUM
80. Con lo que se obtuvieron matrices simétricas cada una con un total de 19.900 valores los cuales
describen el intercambio de una tupla de aminoécidos a otra. La mayoria de valores positivos se en-
cuentran en la diagonal pero exceptuando estos valores tenemos que la tupla Triptofano-Tirosina(WY)
se intercambia con alta probabilidad por la tupla Tript6fano-Fenilalanina(WF) es decir que presenta
un total de 80 puntos o mas con lo que consideramos que es intercambio que se da frecuentemente
teniendo en cuenta los resultados de la matriz de sustitucion, esta relacion se presento dentro de las
matrices BLOSUM 52 y BLOSUM 62.

Para tener un punto de vista méas amplio sobre los resultados arrojados por la matriz con respecto
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] Matriz de sustitucion \ Cantidad de intercambios encontrados \ Intercambios encontrados

BLOSUM52 Tuplas 5 (CH, CG) (WW, WF) (WY, WF) (WY, WW) (VW,
BLOSUMG62 Tuplas 1 (TW, SW) (WY, WF) (WY, WW) (YW, WW)
BLOSUM72 Tuplas 2 (QW, NW) (WY, WF)

Tabla 3: Intercambios para tuplas teniendo un sistema de puntos de 75

Matriz 80 Puntos | 85 Puntos | 90 Puntos | 95 Puntos
BLOSUMS52 20255 1605 161 0
BLOSUMG62 8979 765 15 0
BLOSUM72 10459 876 14 0

Tabla 4: Cantidad de intercambios para un rango de puntuacion de 80 a 95

al intercambio de tuplas se bajé el umbral de 80 puntos a 75 puntos para poder obtener resultados
relacionados con los posibles intercambios mostrados en las matrices de sustitucion.

9.3. Caso de estudio 3: Matriz de sustituciéon para tripletas de aminoacidos
9.3.1. Alfabeto de tripletas

El alfabeto de las tripletas de aminoacidos esta conformado por 8000 residuos que resultan a partir
de la combinacion de los 20 aminoécidos basicos. A continuaciéon se muestran las matrices generadas
a partir de la metodologia.

Se generaron tres matrices correspondientes a los porcentajes de similitud 52, 62 y 80, todas a partir de
la misma base de datos BLOCKS, dando origen a las matrices BLOSUM 52, BLOSUM 62 y BLOSUM
80. Con lo que se obtuvieron matrices simétricas cada una con un total de 31.996.000 valores los cuales
describen el intercambio de una tripleta de aminoacidos a otra. Los valores dentro de las matrices
estan bastante distribuidos, por lo que no se muestra la tendencia que se observaba en los alfabetos
anteriores donde pocos valores representaban intercambios con un porcentaje mayor al 80 % y por el
contrario existen una gran cantidad de intercambios. Los totales se muestran a continuacion.

Como podemos ver, al tener una cantidad tan grande de valores los puntajes altos estan distribuidos
a lo largo de la matriz de manera que tenemos gran cantidad intercambios por lo que no podemos
mostrar de manera especifica las tripletas que muestran estos valores altos de manera organizada.

A manera de ejemplo mostramos las 15 sustituciones con un puntaje mayor a 90 puntos y que co-
rresponden a la matriz BLOSUMG62. El listado de sustituciones para la BLOSUM72 y BLOSUMS52 se
muestran en el anexo.

9.4. Alineamiento de diferentes secuencias de proteinas utilizando las ma-
trices de sustituciéon encontradas

Los algoritmos de alineamiento permiten realizar una validacion clara de los resultados obtenidos en
una matriz de sustitucion sin embargo para los alfabetos que se trabajaron durante el desarrollo de
este trabajo de grado que fueron aminoécidos, tuplas y tripletas que fueron construidos a partir de
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] Intercambios ‘

(CCW, CCF)
CCY, CCW)

(WTC, WSC
(WTW, WNW)
(WWN, PWN)
(WWY, WWF)
(YPW, FPW)

(YYC, YFC)

~—

Tabla 5: Intercambios para la matriz BLOSUMG62 para tripletas con una puntuacion de 90

la base de datos BLOCKS. El algoritmo de alineamiento desarrollado cubre todos estos escenarios
y por ello se plantean el estudio de diferentes alineamientos. Primero alineamientos entre diferentes
secuencias pertenecientes a la misma familia, luego secuencias de diferentes familias pertenecientes a

la misma superfamilia y finalmente entre 2 secuencias de diferentes familias que no pertenecen a la
misma superfamilia.

Los resultados se estan discutiendo ya que la idea de alinear tripletas y tuplas es algo nuevo que en
la teoria se puede aplicar facilmente pero es necesario entender y poder evaluar sus aplicaciones y la
manera en que puede llegar a ser verdaderamente utilizados estos alineamientos.
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10.

CONCLUSIONES

El proceso de creacion de una metodologia implica revision minuciosa de los procesos actuales
utilizados en la construcciéon de matrices de sustitucion con el fin de establecer criterios puntuales
y generales que deben ser tenidos en cuenta a la hora de construir una matriz de sustituciéon y
que muestre la relaciéon que existe entre los diferentes residuos que componen el alfabeto y que
pueden ser aprovechados ya que nos muestran una relacion biolégica existente y que esté presente
en muchas secuencias que son las que conforman la base de datos.

Los algoritmos de alineamiento pueden ser ajustados para trabajar con diferentes alfabetos que
describen secuencias biologicas siempre y cuando se tenga claridad sobre cada uno de los ele-
mentos que compone el alfabeto y se cuente con la posibilidad de puntuar claramente diferentes
posibles alineamientos.

Construir una matriz de sustitucién que funcione de manera correcta para todas las secuencias
es una tarea complicada ya que si se toma una base de datos muy general los resultados no
aportaran informacion mas alla que la mostrada por las secuencias de la base de datos con lo
que datos especificos sobre un determinado grupo no son reflejados en las matrices obtenidas.

En los casos de estudio trabajados pudimos ver las diferencias que se consiguen cuando se pasa
de un alfabeto que describe tuplas de aminoacidos a uno de tripletas de aminoacidos con lo
que la cantidad de opciones para la sustituciéon aumenta considerablemente las posibilidades de
intercambio entre un elemento del alfabeto y otro con lo que se observa una matriz muy dispersa
donde es complicado encontrar un equilibrio entre todos los valores presentes ya que algunos
intercambios puede que nunca se vean reflejados.
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11.

TRABAJOS FUTUROS

Encontrar la manera de generar bloques facilmente a partir de un conjunto de secuencias biologi-
cas en un alfabeto arbitrario conservando la idea de BLOCKS sin que se dependa completamente
de tener una base de datos BLOCKS como punto de partida.

Elaborar una funcionalidad que en la aplicaciéon del algoritmo BLOSUM teniendo como base
solamente la especificacion del alfabeto se pueda ajustar automaticamente el algoritmo respecto
a la cantidad de elementos dentro del alfabeto como interpretar las bases de datos del nuevo
alfabeto es decir una especificaciéon de alfabeto numero con lo que se puede trabajar facilmente
a nivel algoritmico para la construir de las bases de datos.

Estudiar la posibilidad de realizar aplicaciones mas alld de alineamientos utilizando matrices
de sustitucion que representan alfabetos arbitrarios de secuencias bioldgicas como puede ser la
busqueda de secuencias del alfabeto definido en una base de datos.
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12. ANEXOS

Todos los resultados que por el tamano de la matriz o el peso del archivo impedian que su visualiza-
ciéon en el documento fuera correcta estan mostrados en esta carpeta en google Drive : https://drive.

google.com/folderview?id=0B1tS0doq61W7fjU2QkNoUk5ueHdmRXphYWR jSmNyVHAORKRYMWp4alRGTnhLcDdkZWViM1U&

usp=sharing
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