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Resumen

En [5] Paul Vitdnyi definié la Medida de Similitud Universal (Universal Similarity
Metric) basada en la complejidad de largo de programa definida por Chaitin-Kolmogorov
[16][8]. Esta métrica aplicada a dos secuencias de caracteres, permite medir su similitud
en funcién de la cantidad de informacién que tienen en comin. Dado que esta nocién no es
computable, el mismo Vitdnyi propuso su aproximacion utilizando compresores estandares
de texto, a la cual denominé Distancia de Compresiéon Normalizada (Normalized Com-
pression Distance, NCD).

Esta nocién de distancia o similitud, puede ser aplicada al dominio de la biologia
molecular, debido a la utilizacién de cadenas de caracteres como medio de representacién.
En particular, el ADN es representado como una secuencia de caracteres correspondientes
al alfabeto A, G, C y T. El estudio de las repeticiones de secuencias dentro del ADN, es
algo de relevante importancia hoy en dia.

Con el objetivo de aplicar los conceptos relacionados con la NCD a grandes voliimenes
de informacién de naturaleza bioldgica, el grupo KAPOW desarroll e implementé varios
algoritmos, dentro de los cuales se destaca la herramienta findpat[3], la cual es capaz de
identificar repeticiones entre secuencias de gran tamano.

El principal aporte del presente trabajo, consistié en la identificacion biolégica de las
repeticiones detectadas por findpat al aplicarse a cromosomas enteros del hombre. Dicha
identificacion, permitié no sélo confirmar el buen funcionamiento de la herramienta, sino
también despertar el interés del estudio particular de las salidas generadas por el pro-
grama, aplicado a diversas fuentes de datos (genes, transposones, etc.). A partir de la
identificacion lograda, se realiz6 un anélisis comparativo entre las repeticiones encontradas
entre los cromosomas de la especie humana y algunas bases de datos de secuencias cono-
cidas, obteniendo conclusiones que abren las puertas para futuros estudios.



Abstract

On [5] Paul Vitanyi defined the Universal Similarity Metric, based on the program-size
complexity by Chaitin-Kolmogorov [16][8]. This metric applied to two sequences of cha-
racters, allows to measure their similarity in terms of the amount of information they have
in common. Since this notion is not computable, Vitanyi proposed his approximation us-
ing standard text compressors. He called it the Normalized Compression Distance (NCD).

This notion of distance or similarity can be applied to the domain of molecular biology,
because of the using of strings as a mean of representation. In particular, DNA is repre-
sented as a sequence of characters belonging to the alphabet A, G, C and T. Investigating
the repeats within DNA is something extremely important nowadays.

Aiming to implement the concepts related to the NCD for large volumes of biological
information, the Kapow group developed and implemented several algorithms. Among
them, findpat[3] is the one that highlights the most. It identifies repeats between large
sequences.

The main contribution of this work was the identification of biological repeats identified
by findpat when applied to whole human chromosomes. Not only did this identification al-
lowed to prove the proper functionality of the tool, it also aroused interest over the output
generated by the program when applied to various sources of data (genes, transposons,
etc.). From the successful identification, we made an analysis of the repeats found among
the different chromosomes of the human species, comparing them against some databases
of known sequences, drawing conclusions that open the door for future studies.
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1 Objetivo

El grupo KAPOW desarrollé el algoritmo findpat[3], el cual fue aplicado al genoma humano,
produciendo asi un conjunto de repeticiones, las cuales, en principio, no sabemos si son
coherentes con lo conocido hoy en dia en materia de repeticiones en el ADN. La meta de
este trabajo es poder validar si las repeticiones o patrones sobre secuencias de ADN que el
algoritmo findpat reporta, tienen un interés desde el punto de vista bioldgico.

2 Introducciéon

2.1 Conceptos basicos de la biologia molecular

A continuacién se abordaran los conceptos bésicos sobre biologia molecular necesarios para
el desarrollo y la comprensién de este trabajo. Fuentes: [2][19][20].

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es un &cido nucleico que contiene la informacién
genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de la mayoria de los seres vivos. La
funcién principal de las moléculas de ADN es la de ser portador y transmisor de la infor-
macién genética entre las sucesivas generaciones de organismos vivos.

Desde el punto de vista quimico, el ADN estd compuesto de nucledtidos o bases: la aden-
ina, la timina, la citosina y la guanina. Estas bases son generalmente referenciadas por sus
iniciales: A, T, C y G. Estructuralmente, el ADN estd formado por dos hebras (strands) o
cadenas de bases entrelazadas que conforman una doble hélice de tal manera que las bases
de tipo A se aparean solo con las bases T y las bases C lo hacen solamente con las bases G.
Debido a esta propiedad de apareamiento, una hebra de la molécula puede ser determinada
univocamente examinando la otra hebra y viceversa.

Las proteinas son la “maquinaria” de la célula. Son macromoléculas codificadas por
los genes que llevan a cabo la mayoria de las actividades biolégicas de las células. Algunas
tienen una funcién estructural, dando forma a las células. Otras cumplen un papel funcional,
como las proteinas contractiles del musculo o las enzimas, que hacen posibles las reacciones
quimicas que tienen lugar en el organismo. Desde el punto de vista quimico estan formadas
por cadenas lineales de aminoacidos.

Las proteinas se construyen a partir de secuencias de ADN y es por esto que la informacién
que contiene el ADN es esencial para el organismo.

Las proteinas son sintetizadas por las regiones codificantes del ADN (genes). Las re-
giones codificantes son caracterizadas por tripletes de bases (tres bases contiguas), por ende
hay 64 (43) tripletas posibles. Estas tripletas reciben el nombre de codones. En el proceso
de "traduccién” de ADN a proteinas, cada codén se mapea con un unico aminodcido. Este
mapeo recibe el nombre de cédigo genético. Dado que hay solo 20 aminoacidos y 64 codones,
hay aminoacidos que son mapeados por mas de un codén.

Los genes consisten de una regién codificante y una region regulatoria. La region codif-
icante es la parte del gen que codifica una proteina. La regién regulatoria es la porcion del



ADN que contribuye al control de expresién del gen en respuesta a sefiales del medio celular.

Una cadena de ADN presenta dos tipos de regiones: ADN codificante y ADN no codifi-
cante. E1 ADN codificante estd constituido por los genes que son las unidades de informacién
hereditaria. El ADN no codificante es llamado asi, ya que este no codifica proteinas, razén
por la cual también se lo denomina ADN basura. Sin embargo, en los tltimos anos se ha
descubierto que ciertas regiones cumplen importantes funciones bioldgicas.

En el nucleo de cada celula, una molecula de ADN es empaquetada en estructuras similares
a hilos llamados cromosomas. Cada cromosoma esta hecho de ADN enrollado en proteinas
que soportan su esctructural.

Todo el conjunto de cromosomas que esta dentro de la celula recible el nombre de genoma.

En la Tabla 1 pueden verse cada uno de los cromosomas que conforman el genoma humano,
y sus respectivos tamafios [10].

Cromosoma | Tamaifio (Mbp)
1 249
2 237
3 192
4 183
5 174
6 165
7 153
8 135
9 132
10 132
11 132
12 123
13 108
14 105
15 99
16 84
17 81
18 75

19 69
20 63
21 54
22 57
X 141
Y 60

Tabla 1: Tamano de los cromosomas humanos
Los cromosomas que conforman el genoma humano, con su respectivo tamafio en millones de bases o
caracteres.

Un transposon es una secuencia de ADN que puede moverse o copiarse desde un lugar a
otro dentro del genoma, este proceso es llamado transposicion. En el proceso pueden causar
una mutaciéon y cambiar la cantidad de ADN en el genoma. Debido a esta propiedad de copi-
arse o moverse, antiguamente eran conocidos como “genes saltarines”. La mayor parte del
ADN esta formada por ellos. Actualmente se les atribuye a estos elementos un rol importante
en la evolucién del genoma. La genética comparativa a puesto de manifiesto que diferentes
linajes de vertebrados contienen, de manera cualitativa y cuantitativa, diferentes poblaciones
de elementos de ADN (transposones y retrotransposones). Los transposones son herramientas

!Genetics Home Referene, http://ghr.nlm.nih.gov/handbook /basics/chromosome.



muy poderosas en el ambiente de los genetistas, y el descubrimiento de un nuevo transposén
en un organismo dado puede ayudar mucho en los estudios genéticos de tal organismo.

En este trabajo usamos mucho el concepto de repeticiones y transposones, por lo cual
detallamos un poco mas estos aspectos en la seccién 2.1.1.

El dogma central de la biologia molecular, dice que la informacién genética esté al-
macenada en el ADN; es transcripta a ARN mensajero (ARNm) y luego traducida a proteinas.
Si se considera que algunas proteinas regulan la transcripcién, se ve que los factores de ésta
proveen una retroalimentacién , en la que algunos genes regulan la expresién de otros genes.
Este esquema puede verse en la Figura 1.

Replicacion

Transcripcion

ﬁ.
ADN ARN ——® Proteinas
- :
Traduccion
Transcripcion
inversa

Replicacio

Figura 1: Dogma de la biologia molecular
Esquema del dogma central de la biologia molecular, que muestra el flujo de la informacién genética de las
células. Los genes se perpetiian como secuencias de dcidos nucleicos, pero funcionan mediante su traduccién
a proteinas. La replicacion es la responsable de la herencias de la informacién genética, mientras que la
transcripcion y la traduccién hacen posible la conversién de ADN en ARN y de ARN a proteinas
respectivamente.

2.1.1 Elementos transponibles o transposones

Estos elementos comprenden una gran porcién del genoma de las eucariotas como secuencias
repetidas. Se cree que los elementos transponibles (Trasposable elements, TEs) juegan un rol
importante en la evolucién de estos genomas. Los TFEs son secuencias de ADN que pueden
moverse desde una posiciéon de un cromosoma a otra mas rapido que lo que lleva a un cromo-
soma replicarse. La presencia de estos elementos puede ser demostrada usando programas que
detectan regiones de baja complejidad (low-complezity regions) en secuencias (ver seccién 2.5).

Los TFEs de las eucariotas pueden dividirse en dos clases principales en cuanto a la simi-
laridad de las secuencias y el mecanismo de transposicién:

e Clase I, esta basada en un mecanismo de transcripcién mediante ARN. Existen tres
subclases principales de estos.

Las repeticiones terminales largas (Long Terminal Repeats retrotransposons, LTRs
retrotransposons), que estan relacionados por su estructura genética con los retrovirus.
Estos se propagan por medio de transcripciones de ARN.

Las repeticiones nucleares interdispersas cortas (Short Interspersed Nuclear Elements,
SINEs).



Las repeticiones nucleares interdispersas largas (Long Interspersed Nuclear Elements,
LINEs).

e Clase II, son las que usan un mecanismo de transcripcién basado en ADN. Se mueven
dentro del ADN por un mecanismo de “cortar y pegar”.

Resumiendo, podemos decir que las repeticiones conforman mas del 45% del genoma
humano.

Elemento Tamano(bp) Cantidad de Copias | Porcentaje del genoma
SINEs 100-300 1.500.000 13%
LINEs 6000-8000 850.000 21%
LTRs 15.000-110.000 450.000 8%
Transposones de ADN fosiles 80-3000 300.000 3%

Tabla 2: Composicién del genoma humano

2.2 Motivacion

El presente trabajo surge en el contexto de investigacién del grupo KAPOW?. Este grupo de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, tiene como
tema principal de investigacién la resolucién de problemas sobre secuencias de caracteres®.

En el marco de la biologia molecular, como se dijo antes, las secuencias de caracteres
suelen ser utilizadas como medio de representaciéon. En particular, el ADN es representado
mediante una secuencia de caracteres, con un alfabeto conformado por cuatro letras: A, C,
G y T. Este hecho, permite que la resoluciéon de problemas sobre cadenas de caracteres desde
el punto de vista de la computacién, tenga un interés particular desde el punto de vista de la
biologia molecular. Unos de los principales objetivos del grupo KAPOW es abordar algunos
de estos problemas, en el contexto de un dominio biolégico, manejando grandes voliimenes de
datos.

Las cuestiones abordadas principalmente fueron:

e Conocer la similitud entre dos secuencias de ADN.

e Identificar las regiones comunes entre dos secuencias de ADN.
e Identificar repeticiones dentro de una misma secuencia.

El punto de partida para la concrecién de estos objetivos fue el uso de la Normalized Com-
pression Distance definida en [9]. Esta nocién, brinda la posibilidad de estimar la distancia
entre secuencias de caracteres, utilizando algoritmos de compresién. La NCD es una aproxi-
macién a un concepto tedrico denominado Similitud Universal [5] que define la similitud entre
dos secuencias en funcién de su complejidad algoritmica [8]. Existen varios trabajos sobre la

http://kapow.dc.uba.ar
3En el presente trabajo, se utilizardn los términos palabra, string, cadena de caracteres y secuencia de
caracteres de manera indistinta.



utilizacién de la NCD (o variantes de la misma) en el campo de la biologia. Sin embargo la
gran mayoria, tarde o temprano, se encuentra frente a una serie de problemas con los cuales
también tuvimos que lidiar:

e La NCD puede interpretarse como una funcién que recibe como argumento dos secuen-
cias y devuelve un ntimero real entre 0 y 1. Dicho niimero representa la similitud entre
las secuencias. Para dos secuencias idénticas, el valor correspondiente serda uno. Para dos
secuencias totalmente distintas, cero. No obstante, no brinda informacién alguna sobre
por qué dos secuencias son similares: no permite exhibir, detallar o listar la informacién
en comun, aquellas subsecuencias de caracteres que comparten ambas secuencias.

e Es posible aproximar la NCD utilizando compresores estdndares (GZIP, BZIP2, etc.).
Sin embargo, por lo general estos compresores encuentran rapidamente limitaciones
frente a grandes volimenes de datos, ya que por cuestiones implementativas los mismos
no cumplen las propiedades necesarias para definir una nocion de distancia. Por ejem-
plo algunos de estos compresores utilizan un sistema de ventana deslizante, y al ser el
tamano de la misma muy chico, hace que estos compresores no cumplan las propiedades
de distancia para secuencias muy grandes[6]. Cabe destacar, que las secuencias de car-
acteres a considerar poseen una longitud muy grande, llegando hasta 1GB gigabyte en
algunos casos.

e Existen muchos y distintos algoritmos de compresién, cada uno de los cuales posee su
propio método o estrategia para lograr la compresién de informacion. No todos estos
métodos son aplicables a la aproximacién de la complejidad algoritmica. Por lo tanto,
no cualquier compresor puede ser utilizado para estimar la NCD de dos cadenas.

Habiendo descartado el uso de algiin compresor estandar y con el objetivo concreto de
comparar los genomas completos de cinco especies: humano, chimpancé, perro, ratén y rata,
el grupo KAPOW tomé las siguientes decisiones:

e Proponer una nocién de similitud entre secuencias basada en la complejidad algoritmica.

e Adaptar algin algoritmo de compresién existente o disefiar uno nuevo, e implementarlo
con el fin aproximar la nociéon de complejidad algoritmica, permitiendo al mismo tiempo
trabajar con secuencias de caracteres de longitudes en el orden de los gigabytes.

e Disenar e implementar un algoritmo que permita identificar y extraer la informacion
en comun entre dos secuencias de considerable tamano. Esto ltimo oculta una gran
dificultad asociada: es necesario definir que se entiende como informacién en comun.

Finalmente, se desarrollaron una serie de herramientas de las cuales destacaremos a findpat, la
cual permite encontrar repeticiones o patrones entre secuencias de caracteres®. En la seccién
2.4 encontraremos una descripciéon de la misma.

4 findpat considera un alfabeto reducido compuesto por sélo cuatro caracteres: A, C, G y T.
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Teniendo la salida de findpat, necesitamos ver si estos patrones (repeticiones) tienen un
interés desde el punto de vista biolégico.

A partir de varios gigabytes (mas de 200GB) de secuencias de ADN (correspondientes a
los distintos cromosomas de los distintos genomas), y luego de muchisimas horas de cémputo,
utilizando findpat es posible obtener varios (del orden de los millones) patrones de distin-
tas longitudes (que pueden ir desde algunos bytes hasta varios miles). ;Cémo determinar
la utilidad de estas secuencias encontradas?, ;Cémo corroborar que estas secuencias tengan
alguna interpretacion bioldgica relevante?. Si la solucién es buscar cada patrén en alguna
de las bases de datos de secuencias conocidas, ;Por cudl empezar?, ;Cual base de datos se
debe utilizar?, ;Cuédl es el mejor criterio de busqueda?. En sintesis, la principal pregunta
que debiamos responder era la siguiente: entre esos varios gigabytes de informacién generada
por findpat a partir de genomas conocidos, ;existe alguna secuencia biolégicamente recono-
cida o etiquetada?. De haberla, podria inducir futuros andlisis y/o experimentos. Hasta
tanto no tengamos estas respuestas, la real utilidad de findpat para este tipo de trabajos de
investigacién no podra ser comprobada.

2.3 BLAST

Como las bases de datos de secuencias de ADN y de aminodcidos contintan creciendo en
tamano, también crece su utilidad para el andlisis de los de genes y proteinas, debido a las
posibilidades de encontrar tales coincidencias. Es por esto que contar con un algoritmo para
buscar secuencias de ADN en estas bases de datos es de mucha utilidad.

Este algoritmo propuesto en [1], permite a un investigador comparar una secuencia de
ADN contra una, o un conjunto de bases de datos, e identificar secuencias dentro de estas
con las cuales se asemeja.

El mismo introduce varios refinamientos a la busqueda en bases de datos, que mejoran
el tiempo de bisqueda. BLAST hace énfasis en la velocidad por sobre la sensibilidad. Esto
es fundamental para que el algoritmo sea practico a la hora de buscar en las bases de datos
gigantes que estan disponibles hoy dia.

BLAST no esta basado en un algoritmo que garantiza el alineamiento éptimo, sino que
usa una heuristica que en la practica funciona bien la mayoria de las veces, pero podria
fallar con algunas secuencias poco relacionadas entre si. BLAST es alrededor de 50 veces
més rapido que otros algoritmos que garantizan el alineamiento local de secuencias 6ptimo,
usando programacién dinamica.

2.3.1 NCBI BLAST

Existen varias implementaciones de la idea que propone BLAST. En este trabajo utilizamos
el BLAST implementado por el National Center for Biotechnology Information (NCBI). Una
de las ventajas de ésta implementaciéon, es que puede comparar secuencias contra la base de
datos GenBank.

GenBank es una base de datos de secuencias genéticas del National Institute of Health,

11



que incluye una coleccién anotada® de la gran mayoria de las secuencias de ADN disponibles
publicamente.

2.4 findpat

Es un algoritmo que encuentra repeticiones (patrones) maximales con matching exacto dentro
de secuencias de ADN, y sin limite en la longitud de las repeticiones que este arroja. Esto
lo hace de una manera conocida como ab initio, ya que no necesita de alguna semilla (se-
cuencia de referencia) previa para su funcionamiento. Solamente necesita como entrada una
secuencia o dos (en el caso de buscar patrones entre dos secuencias), y la longitud minima
deseada para las repeticiones resultantes. Este algoritmo puede recibir secuencias genéticas
de hasta 500 Megabytes, es asi que brinda la posibilidad de analizar cromosomas enteros (un
cromosoma, o parejas de cromosomas). Por una cuestién de simplicidad y mas que nada por
cuestiones implementativas del algoritmo, se buscan repeticiones con correspondencia exacta
y que cumplen con la definicién de patréon que abordaremos en la siguiente seccién. Con cor-
respondencia exacta queremos decir que no se permite insercién, modificacién, o eliminacién
de caracteres para la busqueda de los patrones.

2.4.1 ;Qué es un patrén?

findpat trabaja con secuencias maximales, con matching exacto. Para findpat, un patrén es
una secuencia de ADN que aparece al menos 2 veces, y cada una de sus extensiones (ya sea
hacia la izquierda, derecha o en ambas direcciones) ocurre menos veces. En este sentido, se
dice que las secuencias son maximales.

Por ejemplo, sea la secuencia:

ABEABCCABCE

ABEABCCABCE
ABEABCCABCE

Los patrones de al menos dos caracteres son ABC y AB. BC no es patrén ya que es
subcadena de ABC pero no aparece mas veces que ABC.

2.4.2 Entrada

findpat recibe como entrada:

e Una sola secuencia, en cuyo caso un patrén serd reportado cuando aparezca al menos
dos veces dentro de la misma. O dos secuencias, en cuyo caso un patron sera reportado
cuando aparezca al menos una vez en cada una de las secuencias.

e La longitud minima de los patrones a reportar.

5Una secuencia anotada, es aquella que tiene asociada algiin tipo de informacién, y se conoce algo al respecto
de la misma.
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Ejemplos:

./findpat secuencial 20
(busca secuencias de longitud mayor a 20 caracteres, repetidas dentro de secuencial)

./findpat secuencial secuencia2 40
(busca secuencias en comin entre secuencial y secuencia2 de longitud mayor a 40)

2.4.3 Salida

Como resultado de una corrida de findpat obtenemos un archivo de texto, que contiene los
patrones encontrados y alguna informacién sobre cada uno de ellos. Explicaremos la estruc-
tura del archivo de salida con un ejemplo. Supongamos que ejecutamos findpat para obtener
los patrones en comun entre el cromosoma 1 y el cromosoma 2 del hombre. En la Figura 2
podemos ver como son los primeros registros de esta salida.

En dicha figura se muestran los primeros 10 patrones en comun entre cromosomal y el
cromosoma? del hombre. La informacién de cada patrén se muestra en dos lineas de texto.
La primera contiene el patrén (secuencia) propiamente dicho, la cantidad de apariciones
del mismo (precedida por el simbolo #), y la longitud de este (encerrada entre paréntesis).
La segunda, es una lista con las posiciones de cada una de las apariciones del patrén en
cuestién, relativas al cromosoma pertinente. En nuestro caso cuando una posicién se encuentra
precedida por el simbolo “<”, entonces quiere decir que la posicién de esa aparicion es relativa
al cromosomal. En cambio si el simbolo que la precede es “>" dicha apariciéon es en el
cromosomal.

Para mayor detalle sobre este algoritmo, referirse a [3].

TGCTGTCTTTTTGTTTGTCTGTGCCCTGCCCCCAGAGGTGGAGCCTACAGAGGCAGGCAGGCCTCCTTGAGCTGTGGTGGGCTCCACCCAGTTCGAGCTT #68 (100)

<168330379 >122825776 <246123686 >192846841 <69119492 <82374631 <105119837 >86741317 <34809707 >153577972 >176166957 >185997849 <179108016 <68977821
TAATGGTAAAGGGATCAATTCAACAAGAAGAGCTAACTATCCTAAATATATATGCACCCAATACAGGAGCACCCAGATTCATAAAGCAAGTCCTGAGTGA #55 (100)

<25707935 >57501616 >58408377 >115480678 <156470654 <218105807 <45420921 <108835583 <40605375 <116398462 <49497829 <73432417 >76987394 >77302253
TTTCATCCATGTCCCTACAAAGGACATGAACTCATCATTTTTTATGGCTGCATAGTATTCCATGGTGTATATGTGCCACATTTTCTTAATCCAGTCTATC #227 (100)

>179673042 >16921033 >160556518 >79186626 >81431928 >205779483 >153816528 >159345073 >228993247 <229673595 >66005125 >210171714 <215930752 <86183167
TAAAACCATAAAAACCCTAGAAGAAAACCTAGGCATTACCATTCAGGACATAGGCATGGGCAAGGACTTCATGTCTAAAACACCAAAAGCAATGGCAACA #116 (100)

<88450630 >158920868 <88585008 <187995573 <111684381 >227642709 <34072719 <80647392 <157194049 <34335480 <175874574 >182790270 >207578770 >134025665
GGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGTGGATCATGAGGTCAGGAGATCGAGACCATCCTGGCTAACAAGGTGAAA #92 (100)

>130235140 >165237177 >77430679 >203359237 <243816531 >65195204 <238683635 >55875785 >84638004 >202429914 >203100476 <54554623 <24831013 >66029735
TCACAATAGCAAAGACTTGGAACCAACCCAAATGTCCATCAGTGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACATATACACCATGGAATACTATGCAGCCAT #11 (100)

>46304610 <93135371 >67105242 <146440450 <99098079 <57807568 <190068854 >223742319 <118782879 >102090105 >98060250
TAATGGTAAAGGGATCAATTCAACAAGAAGAGCTAACTATCCTAAATATATATGCACCCAATACAGGAGCACCCAGATTCATAAAGCAAGTCCTTAGAGA #19 (100)

>9027363 >118055694 >53243778 <168702040 <50175512 <177075672 <90407388 >68678009 >63470448 <160686983 <91537342 >223159733 >191046456 <218129067
TGGTGTATAAGAATGCTTGTGATTTTTGTACATTGATTTTGTATCCTGAGACTTTGCTGAAGTTGCTTATCAGCTTAAGGAGATTTTGGGCTGAGACGAT #47 (100)

>108785327 >72347703 >84451709 <197259797 >34651964 >205341779 <81179319 >41632466 >214142013 <105116204 >185522079 <215932266 >134685042 <178936785

Figura 2: Encabezado del archivo patrones_ HomolHomo2_MayoresA100.txt
Aqui puede observarse el formato de la salida de findpat. Se muestran 10 patrones. Para cada patrén

(secuencia) se detalla la cantidad de apariciones del mismo (por ejemplo: #68) y entre paréntesis la longitud

del patrén, en este caso todos tienen una longitud 100 de caracteres. Ademés cada patrén posee una linea
adicional donde se indican la posiciones de cada una de sus apariciones dentro de los cromosomas originales.
Se indica con “<” si la aparicién es en el primer cromosoma de la pareja, y con “>” si la aparicién ocurre en
el segundo cromosoma. Por ejemplo para el primer patrén sabemos que aparece en las posiciones 168330379,

246123686, 69119492, etc. del cromosomal, y en las posiciones 122825776, 192846841, 86741317, etc. del

cromosoma2.
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2.5 Breve resena sobre otros algoritmos

Aqui hablaremos brevemente de algunos algoritmos mencionados en este trabajo.

2.5.1 RepeatMasker

RepeatMasker[22] es la herramienta predominante, basada en librerfas®, usada en la deteccién

de repeticiones, y llego a ser el estandar de facto para este fin, por sobre otros métodos.

RepeatMasker fue disenada para descubrir repeticiones y enmascararlas (i.e. removerlas)
para prevenir complicaciones en el ensamblado de secuencias y en la caracterizacién de genes
[21].

2.5.2 Tandem Repeat Finder (TRF)

A tandem repeat es un patrén dentro de una secuencia de ADN, el cual tiene varias apari-
ciones, una al lado de otra, dentro de esa secuencia.

Por ejemplo, en la secuencia ACTGGTAGTAGTAGCAGC, GTA es un tandem repeat

ya que aparece tres veces de manera contigua.
TRF'[4] es un programa para localizar y mostrar tandem repeats.

Para usar el mismo, el usuario ingresa una secuencia en formato FASTA", sin necesidad
de ingresar otros pardmetros. La salida consiste de dos archivos, un archivo con la tabla de
repeticiones y un archivo con los alineamientos. La tabla contiene informacién acerca de cada
repeticién, incluyendo su locacién, tamano, numero de copias, etc. Seleccionando los indices
de cada locacion, se despliega una nueva pagina web mostrando los alineamientos de cada
copia del tandem repeat contra la secuencia original.

2.5.3 DUST

Dentro de una secuencia de ADN, es posible encontrar repeticiones de secuencias de un mismo
caracter.

Las ocurrencias de tales repeticiones dificulta el alineamiento de secuencias. En BLAST,
que realiza alineamiento de secuencias, esto puede provocar falsos positivos o falsos negativos,
reportando de esta manera resultados espurios.

Un problema similar ocurre con regiones en las cuales se encuentran secuencias repetidas
de muy pocos caracteres, llamadas regiones de baja complejidad (low-complexity regions).

Es por esto que se hace necesario un programa que elimine estas regiones antes de usar
un programa como BLAST.

5Necesita una librerfa de secuencias como punto de partida, ademés de la secuencia a analizar.
"Es formato basado en texto, para representar secuencias de nucleétidos, contiene un header con una
descripcién de la secuencia y la secuencia propiamente dicha. http://www.ebi.ac.uk/help/formats.html#fasta.
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DUST encuentra este tipo de regiones dentro de una secuencia de nucleétidos y las filtra.
De manera que BLAST pueda hacer un mejor trabajo a la hora de comparar secuencias contra
una base de datos. Es un algoritmo heuristico, que se puede usar en conjunto con BLASTo
por separado. Para més informacién ver [2](pag.386), [20](pag.64), y WindowMasker supple-
mentary information®.

8ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/agarvala/windowmasker/windowmasker_suppl.pdf
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3 La primer identificacién

Teniendo a nuestra disposicion los patrones sobre el genoma humano encontrados por findpat,
comienza nuestro proceso de identificacién biolégica de los mismos. En esta primera etapa
lo hacemos de una manera manual. La primer identificacién (transposén M80343) a priori
fue muy afortunada, pues fue resultado de un proceso manual de ir probando uno a uno, los
patrones a identificar.

3.1 Busquedas en BLAST

Como mencionamos anteriormente la version web de BLAST, es una herramienta que permite
buscar secuencias biolégicas en las bases de datos de NCBI®.

Existe una versién de BLAST que puede ser ejecutada desde la linea de comandos del
sistema operativo, la cual envia la secuencia consultada via internet, es procesada por BLAST
y luego retorna el resultado al usuario, en el formato elegido (txt, html, etc).

Nosotros no usaremos esta versién, ya que preferimos usar la versién web!'?, debido a que
esta permite la navegabilidad de los resultados, y provee una manera clara de visualizar los
mismos.

La busqueda en BLAST no es una tarea sencilla, ya que las mismas son realizadas a través
de una pagina web, lo cual implica la participaciéon activa de una persona con dicho servicio.
Realizar una bisqueda en BLAST requiere determinar la base de datos en la cual buscar (de
las disponibles en NCBI) y los parametros de configuracién a utilizar. En general, éstas deci-
siones dependen de lo que se esté buscando y en dénde se lo esté buscando. Cuestiones que en
nuestro caso eran desconocidas. En este punto, fue fundamental para nosotros la interaccién
con bidlogos para que nos brindasen una introduccién que nos permitiese entender el uso de
la herramienta.

Si tenemos en cuenta que una busqueda de este tipo puede demorar como minimo 30 se-
gundos, y que el volumen de repeticiones a analizar supera los 200GB de informacién, plantear
una busqueda exhaustiva es una tarea casi impracticable.

Queremos recalcar que de haber usado el BLAST por linea de comandos, no hubiéramos
mejorado los tiempos de identificacion de patrones, ya que el mayor costo de la consulta radica
en el tiempo que toma hacer la consulta via internet, y no contar con las bases de datos de
manera local.

En particular la tarea de encontrar una secuencia, entre los millones de secuencias disponibles,
que tenga un interés biolégico, parece una utopia. A priori, es como buscar una aguja en un
pajar. Como veremos en la siguiente seccién, la fortuna nos ayudé a encontrar una aguja.

9National Center for Biotechnology Information.
http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, opcién ‘nucleotide blast’.
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Figura 3: Primer patrén identificado
Esta es una captura de pantalla del resultado de buscar un patrén a través de la pagina web de BLAST. En
particular este patrén pudo ser identificado contra el transposén M80343, que se ve resaltado en la imagen, ya
que este patrén es subsecuencia del transposon.

3.2 El transposén M80343

Desde el punto de vista de la intuicién o el sentido comiin, los primeros resultados de findpat
reflejaban cierta coherencia y un comportamiento cercano al esperado. Restaba determinar si
las repeticiones (patrones) identificadas por el programa tenfan algin interés desde el punto
de vista biolégico.

Como mencionamos antes, la tinica alternativa para averiguarlo era poder encontrar in-
formacién sobre estos patrones en alguna de las bases de datos de ADN conocidas. A tal fin
se comenzo6 a buscar manualmente mediante BLAST, lo cual llevaba demasiado tiempo por
busqueda y era muy dificil de sistematizar. A pesar de ello fuimos muy afortunados, ya que
pudimos encontrar que uno de los tantos patrones hallados se correspondia con un transposén
ya conocido, el M80343 (ver Figura 3).

Un patrén de 781 caracteres, resulté ser parte del transposén M80343. EIl mismo estd
catalogado por NCBI mas precisamente como “Human transposon L1.2.” (version M80343.1

gi:339773).

Este hallazgo fue la primer confirmacion de que findpat es una herramienta confiable para
la busqueda de patrones dentro de cadenas de nucledtidos.
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4 Patrones y Repeticiones

La primer identificacién obtenida, nos dio una idea sobre qué clase de repeticiones era posible
encontrar entre los patrones determinados por findpat.

Esto nos incité a seguir buscando. Sin embargo, la bisquedas mediante la versién web
de BLAST eran muy demandantes en cuanto a tiempo. Pero como veremos mas adelante, el
hecho de contar con una base de datos de repeticiones ya conocidas (ver seccién 4.2), de man-
era local, nos motivé para construir un algoritmo que permite identificar nuestros patrones
contra esta base de datos de una manera mucho mas eficiente.

Nuestro objetivo es estimar, que tipos de repeticiones fueron encontradas por findpat y
cual es la proporcién de sus apariciones.

En esta secciéon veremos que patrones y que repeticiones utilizamos en este trabajo, los
experimentos realizados para validar findpat, los resultados que se desprenden de estos, y el
algoritmo utilizado para realizar dichos experimentos de validacion.

El algoritmo, que explicaremos luego, esta basado en una biisqueda binaria y basicamente

lo que hace es buscar encajes de intervalos. Este concepto es a lo que nosotros nos referimos
en este trabajo como “solapamiento” (ver seccién 4.3).
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4.1 Sobre los patrones analizados

Habiendo ejecutado findpat sobre todas las parejas posibles entre los distintos cromosomas del
genoma humano, se tomé un muestreo eligiendo sélo algunas de las combinaciones posibles.
Las parejas seleccionadas fueron:

ParejasA: Homol-Homo<i> con cromosomas i = 2,...,22, X, Y

ParejasB: Homo<i>—Homo<i+1>, con cromosomas i = 3,5,7,9,11,13,15,17,19,21 y
HomoX-HomoY

Los casos de ParejasA fueron asi elegidos ya que Homol es uno de los cromosomas més
grandes y por lo tanto con mayor probabilidad de tener més cantidad de patrones que puedan
solapar con repeticiones. Por lo tanto se tomaron las parejas que tienen el cromosoma 1 como
primera componente, contra todos los demés cromosomas en la segunda componente.

Los casos de ParejasB fueron elegidos de manera de cubrir todos los cromosomas, pero
sin repetir ninguno en las parejas.

La lista de patrones analizados puede verse en la Figura 4a. Cada uno de estos archivos es
el resultado del algoritmo findpat, aplicado a la pareja correspondiente, luego de ser proce-
sado con el objetivo de descartar los patrones de longitud menor a 100 caracteres (reduciendo
asi, de manera notable, el espacio de biisqueda).

La decisién de descartar los patrones de longitud menor a 100 caracteres, fue tomada con
el objetivo de reducir el espacio de busqueda. Al quedarnos con las secuencias mas grandes
esperamos tener mayor probabilidad de que un patrén se superponga con alguna de las repeti-
ciones contra las cuales haremos la comparacion. Por otro lado es méas probable encontrar
secuencias de menor longitud dentro del genoma humano, lo cual a priori, parece ser menos
interesante, justamente por el hecho de que es mas probable encontrar repeticiones de poca
longitud.

A los efectos del objetivo de este trabajo, si logramos identificar biolégicamente las secuen-
cias mayores a 100 caracteres, esto ya nos da una pauta de que findpat es una herramienta til
para encontrar repeticiones dentro de secuencias de gran longitud (del orden de los gigabytes).

4.2 Sobre las repeticiones analizadas

Los patrones encontrados por findpat fueron comparados contra una base de datos de repeti-
ciones, previamente conocidas, que se encuentran en el genoma humano.

Las repeticiones analizadas en este trabajo son secuencias de ADN las cuales aparecen
repetidas en diferentes sectores del genoma humano. Comparamos nuestros patrones contra
estas repeticiones, ya que estas fueron identificadas anteriormente por la comunidad cientifica,
y estan clasificadas segun la familia a la que pertenece cada una de ellas. La mayoria de estas
repeticiones son transposones.
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patrones_HomolHomo2_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo3_MayoresA100.txt

patrones_HomolHomo4_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo5_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo6_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo7_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo8_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo9_MayoresA100.txt

patrones_.HomolHomo10_-MayoresA100.txt patrones_HomolHomo1l1l_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo12_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo1l3_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo14_MayoresA100.txt patrones_ HomolHomo1l5_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo16_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo17_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo18_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo19_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo20_MayoresA100.txt patrones_HomolHomo21_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomo22_MayoresA100.txt patrones_HomolHomoX_MayoresA100.txt
patrones_HomolHomoY _MayoresA100.txt

patrones_Homo3Homo4_MayoresA100.txt patrones_Homo5Homo6_MayoresA100.txt
patrones_Homo7Homo8_MayoresA100.txt patrones_ Homo9Homo10_MayoresA100.txt
patrones_HomollHomo12_MayoresA100.txt  patrones_Homol3Homol4_MayoresA100.txt
patrones_Homol5Homo16_MayoresA100.txt  patrones_Homol7Homo18_MayoresA100.txt
patrones_Homo19Homo20_MayoresA100.txt  patrones_Homo21Homo22_MayoresA100.txt
patrones_.HomoXHomoY _MayoresA100.txt

(a) patrones

human_repeats.txt  human_other_repeats.txt

(b) repeticiones

Figura 4: Fuentes de datos usadas en los experimentos realizados.
Estos son todos los archivos involucrados en los andlisis realizados en el presente trabajo.
(a) Por un lado tenemos los patrones resultantes de findpat. Donde por ejemplo
patrones_Homo3Homo4_MayoresA100.txt contiene los patrones entre el cromosoma 3 y el cromosoma 4 del
humano, de longitud >100 caracteres. De manera similar para los otros archivos.

(b) Por otro lado tenemos los archivos con las repeticiones, las cuales son conocidas actualmente, y contra las

cuales comparamos nuestros patrones.

En las figuras 5 y 6 pueden verse las familias de repeticiones que fueron analizadas, asi
como la relacion de estas familias con su tipo de repeticion.

Esta base de datos esta formada por todas las repeticiones registradas en Ensembl'!,
ampliada por secuencias que fueron detectadas por programas como DUST, TRF y Repeat-
Masker. La misma fue recopilada por Javier Herrero en EMBL-EBI UK!? y puede ser descargada
de ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/ensembl/jherrero/.repeats/.

Es importante destacar que dicha base de datos esta ordenada (ascendentemente) por el
campo START, es decir, por la posicién donde comienza la repeticion. Esta es la caracteristica
fundamental que nos permitié utilizar un algoritmo basado en bisqueda binaria para realizar
la identificacion de patrones. De no contar con esta propiedad, la identificacién hubiera sido
muy costosa, y casi impracticable en cuanto a tiempo de procesamiento.

"Ensembl es un proyecto en comin entre el EMBL-EBI y el Wellcome Trust Sanger Institute, para desar-
rollar un software el cual produzca y mantenga autométicamente anotaciones sobre genomas de eucariotas.
http://www.ensembl.org.

2Furopean Bioinformatics Institute.
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Otra cuestiéon a mencionar es que las repeticiones que en su columna STRAND tienen
el valor —1, fueron descartadas de ante mano. El valor —1 en este campo, significa que la
secuencia aparece en orden inverso, por lo tanto nosotros sélo estamos teniendo en cuenta
las secuencias que aparecen en el orden normal dentro del cromosoma (de izquierda a derecha).

La estructura de los archivos de repeticiones, posee las siguientes columnas:

e (CHR: cromosoma.

START': posicién de inicio.

END: posicion de fin.

STRAND: determina si aparece en orden inverso o no.

CLASS: familia a la que pertenece la repeticién.

e NAME: nombre especifico dentro de la familia.

En las figuras 7 y 8 pueden verse los encabezados de estos archivos.
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Clase Cantidad

SINE/Alu 580730

LINE/L1 446303

SINE/MIR 298070

LINE/L2 202601

LTR/MaLR 163789 Clase Cantidad
DNA/MER1_type 106677 dust 2935091
LTR/ERV1 86497 trf 1392275
LTR/ERVL 64265 Other 2426
DNA/MER2_type 40890 snRNA 2139
LINE/CR1 30280 Satellite 1779
DNA/Tip100 13389 Satellite/centr 1113
DNA/AcHobo 9439 tRNA 882
LINE/RTE 8112 rRNA 882
DNA /Mariner 7989 scRNA 667
DNA 6739 srpRNA 477
LTR/ERVK 5088 RNA 350
DNA/Tc2 3890 Satellite/telo 195
DNA/hAT 1716 Satellite/acro 15
DNA /PiggyBac 1079

DNA/MuDR 1015 (b) Clases de human_other_repeats
DNA/MER1_type? 943

LTR/ERV 295

DNA /Merlin 17

(a) Clases de human_repeats

Figura 5: Clases de repeticiones.
Clases a las que pertenecen las repeticiones utilizadas en los experimentos. Para cada clase se indica la
cantidad de elementos que existen en cada una de ellas.

Clase Tipo de repeticién
dust Dust
LTR/ERV LTRs
LTR/ERV1 LTRs
LTR/ERVK LTRs
LTR/ERVL LTRs
LTR/MaLR LTRs
Other Other repeats
RNA RNA repeats
rRNA RNA repeats
scRNA RNA repeats
snRNA RNA repeats
stpRNA RNA repeats
tRNA RNA repeats
Satellite Satellite repeats
Satellite/acro Satellite repeats
Satellite/centr Satellite repeats
Satellite/telo Satellite repeats
trf Tandem repeats
LINE/CR1 Type I Transposons/LINE
LINE/L1 Type I Transposons/LINE
LINE/L2 Type I Transposons/LINE
LINE/RTE Type I Transposons/LINE
SINE/Alu Type I Transposons/SINE
SINE/MIR Type I Transposons/SINE
DNA Type II Transposons
DNA/AcHobo Type II Transposons
DNA/hAT Type Il Transposons
DNA /Mariner Type Il Transposons
DNA/MERI1_type Type II Transposons
DNA/MERI1_type? Type II Transposons
DNA/MER2_type Type II Transposons
DNA /Merlin Type II Transposons
DNA/MuDR Type II Transposons
DNA /PiggyBac Type II Transposons
DNA/Tc2 Type II Transposons
DNA/Tip100 Type II Transposons

Figura 6: Relacién entre las familias de repeticiones y los tipos de las mismas.
Aqui puede verse que tipo de repeticién se corresponde con cada una de las familias de repeticiones
analizadas. Se puede ver que la mayoria de las mismas son transposones.
Notar que los tipos de repeticiones aqui enumerados tienen directa relacién con lo visto en la seccién 2.1.1.
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4.3 Algoritmo

Aqui se detalla el algoritmo utilizado en los experimentos o pruebas realizadas en la seccién
4.4, para identificar biolégicamente los patrones.

4.3.1 Descripcién

Este algoritmo (PatronesVsTransposones'3) tiene como objetivo bésico, determinar los pa-
trones que se solapan con alguna repeticion, de la lista de repeticiones(ver Figura 4b) dada.
Tanto los patrones como las repeticiones estan delimitados por una posicién de comienzo y
una de final', siendo cada una de ellas relativa al cromosoma al que pertenece.

Dados un patrén P : [start,end] y un transposén T : [start,end], decimos que Py T se

solapan cuando:

CantidadDeLetrasSolapadas(P,T) > 0

donde:

CantidadDeLetrasSolapadas(P,T) = min(P.end, T.end) — max(P.start, T.start) + 1

Es decir que el algoritmo basicamente busca encajes de intervalos. Para lo cual usa una
adaptacién de la busqueda binaria.

Resaltamos que es un problema de encaje de intervalos, ya que cada aparicion de un patrén
y cada repeticion pueden ser expresadas como intervalos dentro de un cromosoma particular,
por lo tanto ver si un patrén y una repeticion coinciden en varios de sus caracteres, se reduce
a ver si sus intervalos se superponen (ver ejemplo en la seccién 4.3.4).

4.3.2 Entrada

Patrones: Una de las entradas del algoritmo es un archivo con el formato de salida de la
herramienta findpat. Los archivos utilizados pueden verse en la Figura 4a. Parte del contenido
de uno de estos archivos puede verse en la Figura 2.

Repeticiones: Por otro lado el algoritmo recibe como entrada un archivo con las repeticiones
a comparar contra los patrones. En este caso contamos con dos archivos de repeticiones, cuya
estructura es igual pero difieren en su contenido. En las figuras 7 y 8 pueden verse los en-
cabezados de estos archivos.

13El nombre hace alusién a transposones, ya que cuando se creo el mismo, se pensaba que la base de datos
que ahora llamamos repeticiones eran todos transposones. Ahora sabemos que en dicha base no necesariamente
todas las repeticiones son transposones.

En el caso de los patrones, la posicién de final se obtiene a partir de la posicién de comienzo y la longitud
del mismo.
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El algoritmo utiliza uno de ellos por vez. En la corrida del mismo, debe elegirse contra
cual de ellos se quiere comparar los patrones.

CHR START END STRAND CLASS NAME
1 1367 1538 -1 LINE/L1 L1MC
1 1541 1643 -1 DNA/MER1_type MER5B
1 5128 5218 -1 SINE/MIR MIR

1 8770 8912 1 LINE/L2 L2

1 9811 10590 1 LINE/CR1 L3

1 11812 12013 1 LTR/MaLR MLT1K
1 12983 13234 -1 SINE/MIR MIR

1 13688 13869 1 LINE/L2 L2

1 13951 14113 1 SINE/MIR MIR

1 14127 14311 1 LINE/L2 L2

1 157556 15835 1 SINE/MIR MIRm
1 16215 16278 1 SINE/MIR MIRm
1 16654 16925 1 SINE/Alu AluSp
1 17132 17381 1 DNA/MER1_type MER33

Figura 7: Encabezado del archivo human_repeats.tat
Aqui pueden observarse las primeras lineas de este archivo. La primera linea contiene los nombres de las
columnas. Cada uno de los registros indica una repeticién en el cromosoma (CHR) indicado, la cual se
encuentra dentro de ese cromosoma en el intervalo [START, END], si la repeticién se encuentra al derecho o
al revés dentro del cromosoma, la familia y nombre a la que pertenece la repeticion. Este archivo contiene
mayormente transposones.

CHR START END STRAND CLASS NAME
1 1 468 0 dust dust
1 1 468 0 trf trf
1 464 1310 -1 Satellite/telo TAR1
1 621 860 0 trf trf
1 686 728 0 trf trf
1 872 889 0 dust dust
1 1030 1311 0 trf trf
1 6537 6607 0 dust dust
1 9169 9306 O trf trf
1 18275 18283 0 dust dust
1 18452 18466 O dust dust
1 20051 20126 O dust dust
1 20718 20829 O dust dust
1 20718 20826 0 trf trf

Figura 8: Encabezado del archivo human_other_repeats.tzt
Extracto del archivo human-other_repeats.txt. Este posee la misma estructura que el visto en la Figura 7.
Difiere en las repeticiones que este contiene. Aqui la mayoria de las repeticiones, fueron encontradas por
programas como TRF y DUST.

4.3.3 Salida

La salida del algoritmo es un archivo de texto que contiene las repeticiones que se solapan con
patrones, con la respectiva informacién del patrén, las repeticiones afectadas y la cantidad
de caracteres en la que se solapan (ver ejemplo en Figura 9).
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La estructura del archivo de salida es la siguiente:

e LineaPatron: el nimero de linea que tiene el patrén en el archivo de patrones.

e Chr: cromosoma afectado.

e Apariciones: cantidad de apariciones del patron.

e Longitud: longitud del patrén.

e StartPatron: posicién de inicio del patrén.

e EndPatron: posicién de fin del patrén.

e IdTransp: numero de linea del transposén en el archivo de transposones.

e StartTransp: posicién de inicio del transposén.

e EndTransp: posicion de fin del transposon.

e Longitud: longitud del transposén.

e Superposicion: cantidad de letras superpuestas entre el patrén y el transposén.

e OffSetPatron: Una tupla [a,b] donde a es el offset del inicio del patrén respecto al inicio del
transposén. Y de manera similar b, pero para el final del patrén y final del transposén.

e Clase: clase del transposon.

e Nombre: nombre del transposén.

Ademis el algoritmo brinda las siguientes estadisticas sobre lo procesado:

e #solapados: cantidad de patrones que se solapan con repeticiones.

e #patrones: cantidad total de patrones analizados.

e porcentaje: (#solapados/#patrones), es decir el porcentaje de patrones que se solapan
con repeticiones.

Estos datos se ven reflejados en las tablas y graficos de resultados de las corridas del

algoritmo.

LineaPatron Chr
3 1
5 1
7 1
9 2
11 2
13 2
17 2
21 1
25 1

Apariciones

55 100
227 100
116 100
92 100
11 100
19 100
61 100
33 100
145 100

Figura 9: Encabezado del archivo puvst_repeats_HomolHomo2.txt.

Longitud StartPatron

25707936
102749469
88450631
130235141
46304611
9027364
201877960
169313929
92494932

EndPatron
25708035
102749568
88450730
130235240
46304710
9027463
201878059
169314028
92495031

IdTransp
45965
174023
153688
529704
417668
361243
619302
239761
159525

StartTransp
25705664
102747792
88450619
130235136
46304578
9025595
201872914
169313897
92491362

EndTransp
25711797
102750756
88451762
130235455
46305045
9031111
201879066
169315393
92497051

Longitud Superposicién OffSetPatron

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

[2272,-3762]
[1677,-1188]
[12,-1032]
[5,-215]
[33,-335]
[1769,-3648]
[5046,-1007]
[32,-1365]
[3570,-2020]

Clase
LINE/L1
LINE/L1
LINE/L1
SINE/Alu
LINE/L1
LINE/L1
LINE/L1
LINE/L1
LINE/L1

Es el encabezado de la salida de una corrida del algoritmo PatronesVsTransposones en la que se comparan
los patrones entre los cromosomas humanos 1 y 2, contra la base de datos de repeticiones human_repeats.
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Nombre
L1PA2
LiM2
L1PA3
AluYb8
L1PA5
L1PA5
L1PAS
L1PA3
L1PA7



4.3.4 Pseudocddigo

Para cada patrén disponemos de su longitud y la lista de las posiciones de cada una de sus
apariciones.

El algoritmo recorre todos los patrones. Por cada uno de ellos recorre cada una de sus
apariciones hasta que encuentra una que sea un éxito (segun el criterio utilizado), es decir
que esa aparicion del patrén se solape con alguna repeticion del archivo de repeticiones, y
ademas que el cromosoma de esa aparicion del patrén se corresponda con el cromosoma al
cual pertenece la repeticion (entonces, si por ejemplo un patrén pertenece al cromosoma 1,
nos fijaremos si este se solapa con repeticiones que pertenecen a dicho cromosoma). Para
saber si un patrén se solapé con una repeticion, nos basamos fuertemente en la propiedad
que posee la lista de repeticiones, que es que la misma este ordenada por el campo START.
Gracias a esta propiedad podemos usar una variacion de la buisqueda binaria para saber si
un patrén se solapa con una repeticion. El pseudocédigo puede verse en las figuras 10 y 11.

Ejemplo:

Patrén de Homo3—Homo4

GGGGTTTCACCGTGTTAGCCAGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTTGTGATCTGCCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCG #3 (100)
>1000 <4000 >6000

Repeticiones

CHR START END STRAND CLASS NAME

3 3819 4126 1 SINE/Alu AluY

4 4127 4766 1 LTR/ERV1 MER31-int

En el ejemplo podemos ver que el patrén tiene 3 apariciones (una en el cromosoma 3, y
dos en el cromosoma 4).

En este ejemplo tenemos un éxito para este patrén, ya que la segunda aparicion (<4000)
pertenece al intervalo [4000, 4099]'® (longitud 100), y este se solapa con el intervalo del primer
transposén [3819, 4126], y tanto el patrén como el transposén corresponden al cromosoma 3.

En este caso:

CantidadDeLetrasSolapadas(P,T) = min(P.end, T.end) — max(P.start, T.start) + 1 =

min(4099, 4126) — max(4000, 3819) + 1 = 100

Este resultado es coherente con el hecho de que el patron esta totalmente incluido en el
transposén. Este no siempre es el caso, pueden darse otros escenarios de solapamiento, como
veremos en la seccién 4.6.

15Corrigiendo los indices segin se numeran las repeticiones, el intervalo serfa [4001, 4100].
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4.4 Comparaciones realizadas

Para cada uno de los patrones a identificar, se debe verificar si éste se encuentra o no en
la base de datos de repeticiones utilizada. Responder a ésta pregunta, requiere definir de
ante-mano cudl serd el criterio para determinar si se encuentra o no. En el presente trabajo,
se determinaron dos criterios:

e Solapamiento>=20. El patrén se solapa con una repeticion en al menos 20 caracteres.
e Solapamiento Exacto. La superposicion del patrén con la repeticion es de la longitud
exacta del patron.

Cada uno de estos criterios tiene asociado su experimento, y en cada uno de ellos se
compararon los patrones de findpat contra las dos bases de repeticiones. A continuacién
veremos los resultados obtenidos.
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4.4.1 Resultados obtenidos

Solapamiento>=20. En este experimento, la cantidad de patrones solapados encontrada
con human_repeats fue de un poco mas que la mitad de la cantidad total de patrones. En
cada una de las parejas la cantidad de patrones solapados es alrededor del 52%. Es decir que
en promedio, el 52% de los patrones tiene una identificacién positiva contra la base de hu-
man_repeats. En el caso de human_other_repeats la cantidad de patrones solapados se acerca
a un promedio de 14%.

Como corolario podemos mencionar que la cantidad de patrones que no fueron clasificados
(que no pertenecen ni a human_repeats ni a human_other_repeats), es aproximadamente del
42% sobre el total de patrones 6.

Patronesvs Human_repeatsy Human_other_repeats
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Figura 12: Patrones vs. human_repeats y human_other_repeats (solapamiento >= 20)
Este grafico resume la informacién resultante de las comparaciones hechas bajo este criterio.
Aproximadamente 58% de los patrones fueron biolégicamente identificados, y un 42% no pudo ser clasificado.
Los datos que nutren a este grafico pueden verse en el apartado A.

La razén por la cual los porcentajes de clasificados (solapados con human_repeats, solapados
con human_other_repeats) y de no clasificados no suma 100% es que solapados con human_repeats N
solapados con human_other_repeats # (.
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Solapamiento Exacto. En este caso, los resultados fueron muy similares al anterior. La
principal diferencia fue que en este caso, la cantidad que pudo ser clasificada fue un poco
menor.

La cantidad de solapados con human_repeats es aproximadamente de 51%. La cantidad
de solapados con human_other_repeats es cercana a 6%. Y los casos no clasificados ascienden
a 46%16.

Era esperable que la cantidad de patrones clasificados bajo el criterio exacto sea menor
que bajo cualquier otro criterio, pues es un criterio mas restrictivo. En solapados con hu-
man_other_repeats la diferencia es més notoria, ya que al haber muchas repeticiones de lon-
gitud pequena (menor a 100 caracteres), las mismas quedan fuera de la clasificacién debido a
que la longitud minima de los patrones analizados es mayor o igual a 100 caracteres. Natu-
ralmente el porcentaje de patrones no clasificados es mayor respecto del primer criterio.

Es curioso que en ambos casos, el porcentaje de solapados con human_repeats es practicamente
el mismo.

Como hecho destacable de ambos experimentos, y apoyandonos en el resultado maés fuerte
(solapamiento exacto), podemos observar que aproximadamente el 54% de los patrones fueron
biolégicamente identificados; mientras que el 46% no pudo ser clasificado dentro del con-
junto de repeticiones utilizado. Esta afirmacién es verdadera para los patrones de ParejasA
y ParejasB. Queda pendiente analizar que sucede con el resto de las parejas de cromosomas
de humanos.

Ambos experimentos mencionados son fundamentales a los efectos de el objetivo de este
trabajo. Las conclusiones e implicaciones de los mismos serdan abordadas en la seccién 5.
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Figura 13: Patrones vs. human_repeats y human_other_repeats (solapamiento exacto)

Este grafico resume la informacién resultante de las comparaciones hechas bajo este criterio.
Aproximadamente 54% de los patrones fueron biolégicamente identificados, y un 46% no pudo ser clasificado.

Detalle de los datos para este grafico en el apartado A.
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4.4.2 Tiempos de ejecucién

El algoritmo PatronesVsTransposones nos permitié tener una manera bastante rapida de
analizar e identificar los patrones de findpat. Dicha identificaciéon hecha con la versiéon web
de BLAST, mencionada anteriormente, hubiera llevado varios meses.

Espacio de buisqueda:

Cantidad de patrones analizados: 4.542.157

Cantidad de repeticiones contra las cuales comparar los patrones: 6.418.104
Tiempos de ejecucién!”:

Realizar los experimentos involucrados por el criterio Solapamiento>=20 tomo: 85 minutos
aprox.

Realizar los experimentos involucrados por el criterio SolapamientoEzacto tomo: 51 minutos
aprox.

Por lo tanto realizar todos los experimentos llevo un tiempo de un poco mas que 2 horas.
Lo cual es significativamente menor que los meses que hubieran llevado, de hacerse por el
camino manual.

"Basados en una maquina con procesador Intel Core Duo T2250 1,73GHz, y 2GB de RAM.
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4.5 El patréon mas “famoso”

De las corridas de findpat se obtuvo el patrén con la mayor cantidad de apariciones (dentro
del genoma humano). Este patrén'® tiene una longitud de 100 caracteres.

Dicho patrén, esta presente en cada uno de los archivos de patrones de ParejasA y
ParejasB, salvo en Homo21-Homo22.

Cada archivo de patrones contiene una tnica entrada por patrén, por lo tanto este patrén
famoso, aparece exactamente una vez en cada una de las parejas mencionadas, cada una con
su respectiva lista de apariciones.

Lo que aqui analizamos, es ver si estos pueden ser identificados contra la base de repeti-
ciones.

Como ya disponemos de la identificacion de todos los patrones de todas las parejas contra
las repeticiones, sélo nos resta buscar dentro de esta informacion si el patrén famoso de cada
una de las parejas pertenece al conjunto de los patrones que pudieron ser clasificados, es decir,
si este pertenece a los patrones que se solaparon con repeticiones.

Como resultado vimos que de las parejas de patrones que contienen al patrén mas famoso,
solo las parejas de ParejasA fueron las que se solapan con repeticiones.

Resumiendo entonces, hallamos que el patrén més famoso que estd en cada una de las de
ParejasA pudo ser identificado contra la base de datos de repeticiones.

Esto puede deberse a que los éxitos de esta identificacién se producen en el cromosoma 1
de las repeticiones, por lo tanto las parejas que tienen como componente al cromosoma 1 (es
el caso de ParejasA) son las que solapan con repeticiones.

18TTTTTATGGCTGCATAGTATTCCATGGTGTATATGTGCCACATTTTCTTAATCCAGTCTATCATTGTTGGACATTTGGGTTGG—
TTCCAAGTCTTTGCTAT
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4.6 Posicion de los patrones respecto a las repeticiones

Para las repeticiones que se solapan con cada uno de los patrones, se analizé que posicién
ocupa el patrén respecto de la repeticion. Nos resulto interesante saber, si los patrones estan
al comienzo, al final, en el medio, u en otra posicién respecto a las repeticiones con las que
se solapan. En la Figura 14 pueden verse las posiciones que puede tomar un patrén respecto
de la repeticion.

Posibles escenarios de solapamiento entre un patrén y una repeticién

Figura 14: Los distintos casos de solapamiento entre un patrén y una repeticion que pueden

darse.
El patrén puede estar exactamente al principio de una repeticién, exactamente al final, en el medio de la
misma, solaparse al principio, solaparse al final, o la repeticién puede estar incluida en el patrén.
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5 Conclusiones y Preguntas Abiertas

Patrones vs. Repeticiones. Aproximadamente 54% de los patrones analizados pudo ser
identificado biolégicamente contra la base de datos de repeticiones utilizada, mientras que el
46% restante no pudo ser identificado contra las mismas. Ver Figura 15.

Dichos resultados cumplen con el objetivo fundamental de esta tesis. Los mis-
mos implican que findpat es una herramienta ttil para detectar repeticiones en
secuencias de ADN, y ademads estas son de interés para la biologia.

Los patrones que no pudieron ser identificados contra las repeticiones analizadas, pueden
ser un buen punto de partida para futuros estudios: como por ejemplo determinar si son o
no son “algo” bioldgicamente identificado.

Mencionamos al comienzo de este trabajo, que hallar un patrén con identificacion bioldgica
positiva parecia, a priori, una utopia. Y que haber encontrado que un patrén se correspondia
(en parte) con el transposén M80343 fue un hecho bastante afortunado. Sin embargo, los
porcentajes arrojados reflejan que identificar bioldgicamente un patron es méas probable que
no hacerlo.

Clasificacion patronesvs repeticiones

no clasificados

46% human_repeats

51%

human_other_r
epeats
6%

Figura 15: Patrones vs. human_repeats y human_other_repeats (solapamiento exacto)
Notar que el total no suma el 100%, debido a que entre el 51% y el 6% la interseccién es no vacia,
como lo mencionamos anteriormente en un pie de péagina.
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MB80343. El patréon que fue identificado contra el transposén que motivo este trabajo, pudo
también ser identificado mediante el algoritmo presentado en este trabajo. El mismo es patrén
en las parejas:

Homol — Homo2
Homol — Homo3
Homol — Homo4
Homol — Homoll
Homol — Homol7

En cada una de estas parejas, fue identificado con 775 caracteres (su longitud total es
de 781 caracteres). El mismo se encuentra catalogado como clase:LINE/L1 y nombre:L1HS.
Esta identificacién guarda coherencia con lo mencionado en la seccién 3.2, ya que el mismo
habfa sido encontrado mediante BLAST en las bases de datos de NCBI.

Patrén mas famoso. Se vio que el patron mas famoso pudo ser identificado contra la base de
repeticiones, para las parejas de ParejasA. Es decir que este patrén que se haya disperso en
la mayoria de los cromosomas humanos, es una secuencia biolégicamente identificada. ;Pero
que sucede con las parejas de ParejasB? jQuiere decir que hay posibles repeticiones sin
identificar en estos casos?.

Clase de repeticion mas famosa. Las clases mas “colisionadas” por los patrones fueron
LINE/L1' y trf?°. Este resultado era de esperar, ya que LINE/L1 y trf son dos de las
clases que mayor cantidad de elementos tienen. Como corolario podemos mencionar que
segin nuestros experimentos los elementos encontrados por findpat también son encontrados
por el programa TRF. En la Figura 16 pueden verse de manera proporcional como fueron
impactadas por patrones las diferentes clases.

clase porcentaje

LINE/L1 0,916746351

SINE/Alu 0,073266189

LTR/ERV1 0,004802743

LTR/MaLR 0,002575982

LTR/ERVK 0,001588295 clase porcentaje
LINE/L2 0,000384526 trf 0,612928527
SINE/MIR 0,000182905 dust 0,339039137
LTR/ERVL 0,000178226 Other 0,047934971
DNA/MER2_type 0,000128459 Satellite 6,35581E-05
DNA/MERI_type 7,27366E-05 snRNA 1,08184E-05
LINE/CR1 3,14767E-05 Satellite/acro 9,4661E-06
DNA/Tip100 1,10594E-05 Satellite/centr 5,4092E-06
LINE/RTE 8,08185E-06 rRNA 2,7046E-06
DNA 5,95504E-06 scRNA 2,7046E-06
DNA/MuDR 5,95504E-06 Satellite/telo 1,3523E-06
DNA/AcHobo 4,2536E-06 tRNA 1,3523E-06
DNA /Mariner 3,40288E-06 RNA 0
DNA/Tc2 2,97752E-06 srpRNA 0
DNA/PiggyBac 4,2536E-07

DNA/hAT 0 (b) Clases de human_other_repeats
DNA/MERI1 type? 0

DNA /Merlin 0

LTR/ERV 0

(a) Clases de human_repeats

Figura 16: Clases mas afectadas de repeticiones
Se muestra para cada clase, como fueron afectadas, segin los experimentos realizados. LINE/L1 y trf son las
mas “impactadas” por patrones.

9Long interspersed nuclear elements, esta familia representa el 20% del genoma.
20Repeticiones provenientes del programa Tandem Repeats Finder.
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. Que sucede con las parejas no analizadas? Hemos visto que aqui solo analizamos una
parte (ParejasAy ParejasB) de todas las parejas posibles (todos los cromosomas vs. todos
los cromosomas). Tampoco vimos que sucede con los patrones intracromosoma, de los 24
disponibles.

Queda pendiente ver que sucede con el resto de las parejas de cromosomas de humanos.
.se mantiene el 51% de clasificados?

Por ejemplo en una corrida con un muestreo de patrones intracromosoma, se observa que
el porcentaje de clasificados es menor al visto en las corridas anteriores. (ver Tabla 3).

human repeats human other repeats no clasificados
muestra #solapados #patrones porcentaje #solapados #patrones porcentaje #no clasificados #patrones porcentaje
Homol 49364 103964 0,4748182 15798 103964 0,1519564 44837 103964 0,431274287
Homo?2 56811 115903 0,4901599 14769 115903 0,1274255 50056 115903 0,431878381
HomoX 59099 126802 0,4660731 13898 126802 0,1096039 59800 126802 0,471601394
promedio 0,477017067 promedio 0,129661933 promedio 0,444918021

Tabla 3: Resultado de la corrida de PatronesVsTransposones sobre patrones intracromosoma

(solapamiento >=20)

Resultados del algoritmo PatronesVsTransposones para una corrida de los patrones intracromosoma, para los

cromosomas humanos 1, 2, y X. Puede notarse que el porcentaje de patrones identificados es menor que en el
caso de patrones de parejas (cromosoma-cromosoma).

Posicion de los patrones respecto de las repeticiones. Ademds de determinar si el
patrén y la repeticién cumplen con alguno de los criterios de solapamiento, el algoritmo que
utilizamos brinda informacién extra que permite inferir otro tipo de conclusiones. Por ejem-
plo, jen que regién del transposén se produce el solapamiento?. Nuestras conclusiones al
respecto son las siguientes: al 12% les sucede que, o bien el patréon comienza exactamente
donde comienza el transposén, o bien el patrén termina donde lo hace el transposén. Es
decir que el patrén estd exactamente al comienzo del transposén o al final del mismo, en
aproximadamente el 12% de los casos en promedio. Ver Figura 17.

Posicion de los patrones respecto a las repeticiones

H comienzo

% resto

®final

Figura 17: Posicién de los patrones respecto a las repeticiones

Conclusiones generales. Observamos que en las muestras analizadas, aproximadamente la
mitad de los patrones fueron identificados contra la base de datos de repeticiones utilizada.
Lo cual nos dice por un lado, que los patrones utilizados fueron biolégicamente identificados,
y por otro lado que gran parte de ellos (casi la mitad) no pudieron ser clasificados. Estos
ultimos podrian ser investigados como nuevas secuencias de interés. Y es posible que éstas
secuencias sean nuevos transposones o genes no identificados, o secuencias de ADN con una
potencial funcién bioldgica, que se desconoce actualmente, etc.
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findpat no sélo sirve para encontrar transposones, sino que puede ser usado para comparar
los patrones con cualquier otra base de datos?!, como por ejemplo una base de datos de genes,
etc.

Es destacable el hecho de haber podido construir un método eficiente que permite iden-
tificar biolégicamente los patrones. Esto fue posible, gracias a que disponiamos toda la
informacién de manera local, y a que la base de repeticiones estaba ordenada por un campo
clave para realizar las comparaciones.

21Esta debe cumplir con el formato requerido por el algoritmo
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A Tablas de resultados

En ésta seccién se detallan todos los resultados de los experimentos realizados (Solapamiento>=20
y Solapamiento Exacto). Estas tablas muestran los resultados de las corridas efectuadas para
los experimentos mencionados. Se pueden distinguir cuatro columnas principales:

e muestra, pareja de cromosomas analizados.

e human_repeats, datos sobre las comparaciones realizadas, de patrones contra las base de
datos human_repeats

e human_other_repeats, datos sobre las comparaciones realizadas, de patrones contra las
base de datos human_other_repeats

e #no clasificados, los patrones que no pudieron ser identificados en ninguno de los dos
casos anteriores.

Dentro de estas, encontramos las columnas:
#solapados: cantidad de patrones que contiene la muestra (human_repeats o human_other_repeats).
#patrones: cantidad de patrones analizados pertenecientes a la muestra correspondiente.

porcentaje: #solapados/#patrones. Osea, la proporcién de patrones identificados para
la muestra en cuestién.

#no clasificados: cantidad de patrones que no pudieron ser identificados contra ninguna
de las dos bases de datos de repeticiones.

Las tablas que aqui se exponen, contienen la informacién en la cual estdn basados los
graficos de las figuras 12 y 13.
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